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研究成果の概要（和文）：我々はヒト膵臓癌細胞株を用い、超高速セルソーターにて膵臓癌幹細胞を分離収集後、これ
ら癌幹細胞に対して炭素線はX線照射に比べやはり２倍以上強く（RBE=2.23-2.66）癌幹細胞を殺傷すること認められた
。また、X線に比べ炭素線照射24時間後でより多くのDNA損傷マーカーgammaH2AX fociの残存が認められ、Gemcitabine
併用時はさらに増加した。移植動物実験の分子病理学的所見から比較的低線量（25Gy）にGemcitabine併用では著しく
膵癌幹細胞を殺傷することでより強い腫瘍増殖抑制や高い治癒率が認められた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate whether a carbon ion beam in combination with gemcitabine has 
advantages over X-ray in targeting putative pancreatic cancer stem-like cells (CSCs) in vitro and in 
vivo. The number of colonies and spheroids formed from CSCs after carbon ion beam was significantly 
reduced compared to after X-ray irradiation, and they were extremely highly suppressed when carbon ion 
beam combined with gemcitabine. Expressions of multiple cell death-related genes were remarkably highly 
induced, and large numbers of γH2AX foci in CSCs were formed after carbon ion beam combined with 
gemcitabine. The highly expressed CSC markers were significantly inhibited after 30 Gy of carbon ion beam 
and almost lost after 25 Gy carbon ion beam combined with 50 mg/kg gemcitabine. In conclusion, a carbon 
ion beam combined with gemcitabine has superior potential to kill pancreatic CSCs via irreparable 
clustered DSB compared to a carbon ion alone or X-rays combined with gemcitabine.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 粒子線生物学　膵臓がん　がん幹細胞　DNA損傷と修復　分子病理学

  ５版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

我々は以前大腸癌細胞株を用い、炭素線

はＸ線に比べ放射線抵抗性大腸癌幹細胞

をより強く殺傷することを報告してきた

(1)。しかし一部の癌腫、特に膵癌は悪性

度が高く、全体平均では 5 年生存率がわ

ずか 10-20％で、年間日本では 3 万人近

く死亡している。したがって、これらの

難治性癌の治療成績を高めることは、当

研究所重粒子線癌治療において非常に重

要な課題となっている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、主に膵癌を中心に炭素線単

独或は Gemcitabine 併用によるコロニー、

スフェア形成能、DNA 損傷、移植腫瘍に

対する増殖抑制や治癒率の違いについて

比較検討し、より有効な癌治療法開発に

つなげたい。 

 

３．研究の方法 

各種膵癌細胞株を用いて、実験方法は下

記通りのである。 

１）膵癌における癌幹細胞の分離同定と

マウス移植の確立 

まずヒト膵臓癌由来 PANC1, PK45, 

Miapaca2, Bxpc3 などから癌幹細胞マー

カーCD44, CD24, ESA 蛍光抗体を用い、

超高速セルソーター(BD FACSAria)にて

それぞれの癌幹細胞を同定・分離・収集

後、in vitro では colony や tumor 

spheroid 形成能の違い、in vivo では

NOD-SCIDマウスに移植し腫瘍形成能の違

いを確認した。 

2) 重粒子線、X 線照射単独及び

Gemcitabine 併用による膵癌制御の比較

検討 

【in vitro 実験】上記分離収集された癌

幹細胞と非癌幹細胞を用い 1) コロニー

形成法による膵癌幹細胞生存率解析：炭

素線（6cm-SOBPビームの拡大部の中心）、

X 線照射単独或いは Gemcitabine 併用処

置を行い、コロニー形成能、スフェア形

成能の違いを調べた。 2) H2AX foci

による膵癌幹細胞の DNA 損傷修復能の解

析： 炭素線、X 線照射単独或いは

Gemcitabine 併用処置を行い、DNA 損傷修

復マーカーとしてH2AX foci の形成数を

経時的変化を調べた。3) RT PCR Array

法による遺伝子網羅的解析を行った 

【in vivo 実験】炭素線、X 線単独或は

Gemcitabin 併用など群に分け、処置した

群と対象群の標本から病理標本し、病理

組織的変化や免疫組織学染色にて癌幹細

胞マーカーである CD44+, ESA+の発現変

化も比較検討した。 

 

４．研究成果 

炭素線は X 線照射に比べやはり２倍以上

強く（RBE=2.23-2.66）癌幹細胞を殺傷す

ること認められた （図１、表１）。 

図１

表１ 

 

図２ 

癌幹細胞の割合は X線、炭素線照射単独

に比べ、Gemcitabine 併用時に著しく上



昇したが（図２）、コロニー、スフェア形

成能は顕著に低下した（図３）。 

図３ 

RT-PCR Array による遺伝子発現変化の解

析では、炭素線と Gemcitabine 併用では

炭素線単独或はＸ線と Gemcitabine 併用

に比べより強く apoptosis や autophagy

関連遺伝子 Bax, Cytochrome c, LC3, p62

などの発現を有意に誘導することが認め

られた（図４） 

図４ 

また、X線に比べ炭素線照射 24 時間後で

より多くの DNA 損傷マーカーgammaH2AX 

foci の残存が認められ、Gemcitabine 併

用時はさらに増加した（図５）。 

 図５ 

図６ 

移植動物実験の分子病理学的所見から、

高線量（35Gy）炭素線単独、或は比較的

低線量（25Gy）に Gemcitabine 併用では

炭素線 25Gy 単独照射に比べ腫瘍細胞の

繊維化、空洞化が顕著であり、X 線 60Gy

照射に比べ著しく膵癌幹細胞を殺傷する

ことでより強い腫瘍増殖抑制や高い治癒

率が認められた（図６）。これは現在、

放医研で進行膵癌に対して炭素線と

Gemcitabineとの併用治療を行っており、

2 年生存率が 54％と今まで世界各施設の

報告より２倍以上高い生存率を得ており、

我々の結果はある程度この臨床データを

基礎的研究からその分子機構を解明する

ことができた。 
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