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研究成果の概要（和文）：膠芽腫は最も難治性の中枢神経原発悪性腫瘍である。低線量照射に対する細胞反応は
放射線高感受性であることに着目し、基礎的検討を行った。膠芽腫細胞株に対して低線量照射を行い、細胞生存
率と細胞周期、アポトーシス誘導を測定した。コロニー形成法による検討では、放射線超感受性を示唆する生存
曲線が複数のセルラインで観察された。細胞周期やアポトーシス誘導の変化は検出困難であった。そこで低線量
照射を反復して行ったところ、照射間隔が比較的長い(30分)群で細胞生存率の低下が観察され、照射後早期(30
分)でG1期分画比率の減少とG2/M期分画の増加、アポトーシス分画の比率の増加が観察され、有効な治療法と考
えられた。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma is highly lethal disease. Radiotherapy plays important role but
 tumor recurrence is occurred in most of cases. We focused low-dose hyper-radiosensitivity phenomena
 as a new treatment strategy. Cell survival, cell cycle and rate of apoptosis were measured. 
Survival rate decreased in association with increasing dose on single low dose irradiation 
suggestive of hyper-radiosensitivity in some cell lines. On the other hand, the observed cell cycle 
change of G1/G2 ratio was less than 5%.
The survival rate lowered when an interval became longer by low dose repeat irradiation (LDRR). The 
moderate change of the G1/G2 ratio was observed in the examination 30 minutes after irradiation only
 at 30 minutes interval. A rise of the apoptotic component was observed at 30 minutes interval. The 
LDRR at 30 minutes interval seems to be a promising approach, although, confirmation by other 
technique and elucidation of the further mechanism is warranted.
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１．研究開始当初の背景 
(1)膠芽腫は最も難治性の中枢神経原発悪性
腫瘍である。近年は少分割照射を含めた強度
の高い放射線治療が臨床現場で試みられて
いるが、重篤な有害事象も報告されている。
少分割照射は通常分割照射に比して、腫瘍制
御において有利と考えられたが、正常組織へ
の有害事象が問題である。少ない照射線量で
も局所制御が得られるように新しい治療戦
略の開発が必要である。 
 
(2) 1.0Gy 未満の低線量照射に対する細胞反
応は、放射線高感受性であることが放射線生
物学的に知られており、放射線超感受性と呼
ばれている。低線量による反復照射を行うこ
とで、少ない総線量で高い治療効果を得るこ
とができれば、有害事象を増加することなく
治療成績を改善できると考えた。 
 
２．研究の目的 
膠芽腫細胞株に対して低線量反復照射を行
い、細胞生存率と細胞周期、関連遺伝子の活
性を測定することで基礎的検討を行い、膠芽
腫に対する新たな治療戦略を開発すること
が本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）代表的なヒト膠芽腫細胞のなかから使
用する培養細胞株を複数選択する。単回の低
線量放射線照射を行い、細胞生存率をコロニ
ー形成法、アポトーシス分画の変化について
はフローサイトメトリーを用いて測定する。 
 
（２）照射前後で細胞周期の割合の変化を検
出するため、細胞核の DNA 量含量をフローサ
イトメトリーで解析する。照射後の DNA 損傷
はγH2AX 抗体を用いて、蛍光顕微鏡で観察す
る。 
 
（３）細胞株に対する反復照射のため照射間
隔を探索する。間隔は 0 分から 30 分程度ま
で検討する。コロニー形成法で細胞生存率を
測定し、効果の高い照射間隔を探索する。 
 
（４）反復照射施行時のアポトーシス分画・
細胞周期・DNA 損傷について測定、観察する。 
 
（５）これまでの結果より、放射線低線量照
射の有効性、効果的な反復照射間隔について
検討する。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト膠芽腫細胞のなかから U_87、
LN_229、U_251、LN_428 を選択した。低線量
単回照射（0.2Gy、0.4Gy、0.6Gy、0.8Gy）施
行により、線量依存性に細胞生存率の低下が
観察された。LN_428 における 0.2Gy 照射時と
LN_229における0.4Gy照射時に比較的急峻な
生存率低下が見られたが、これは U_87 と
U_251 においては認められなかった。この結

果からセルラインによる照射感受性の違い
が推測された。アポトーシス分画の変化につ
いては明らかな変化を観察できなかった。 
 
（２）フローサイトメトリー法で細胞周期を
測定した。明らかな G0/G1 期と G2/M 期の比
率変化は認められなかった。γH2AX 抗体を用
いたDNA損傷の検出については蛍光顕微鏡で
foci を観察可能であった。 
 
（３）各セルラインの照射間隔（0分、3分、
10 分、30 分）を変じて 0.2Gy×10 回の低線
量放射線照射を行い、コロニー形成法で生存
率を測定した。いずれのセルラインにおいて
も、照射間隔が長くなるに従って生存率の低
下が見られた。LN_428 における生存率を下図
に示した。 
 

（４）①反復照射の照射間隔が長く、照射後
短時間（30 分）で回収、測定した群において
G0/G1 期の低下が 10％程度観察された。
LN_229 の例では、G0/G1 期の細胞比率がコン
トロール、0分、3分、10分、30 分、10Gy 照
射でそれぞれ 58、56、55、52、40、51%％で
あった。このような変化は 24 時間後、48 時
間後では認められず、一過性の現象と推測さ
れた。 

②早期アポトーシス分画についても同様に
照射 30 分後に回収した群において軽度の比



率の増加が観察された。LN_229 の例では、コ
ントロール、0分、3分、10 分、30 分でそれ
ぞれ、0.5、1.0、0.8、1.2、3.4％であった。
24 時間後、48 時間後においては、明らかな
比率の変化は観察できなかった。 
 

（５）まとめとして、①単回の放射線低線量
照射においては線量依存性が観察された。低
線量における超感受性については全細胞周
期を用いた実験では確認できなかった。感受
性が高い G2/M 期に絞った検討を追加する必
要が示唆された。②単回照射においては、フ
ローサイトメトリーにて明らかな細胞周期
の変化やアポトーシス分画の変化を観察で
きなかった。③照射間隔を変じた反復照射を
行い、照射間隔が比較的長い(30 分)群で細胞
生存率の低下が観察された。④30 分間隔で反
復照射を行い、照射後早期(30 分)で細胞周期
を測定すると G1期分画比率の減少と G2/M 期
分画の増加が観察された。アポトーシス分画
の比率も軽度増加が観察された。この変化は
24時間後、48時間後には観察されなかった。
⑤30 分間隔の反復照射は有効な低線量照射
法と考えられた。この有効性の原因が低線量
における放射線超感受性として説明づけら
れかについてはさらなる検討が必要である。 
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