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研究成果の概要（和文）：難治性腫瘍ではヒストン脱アセチル化酵素（HDAC：Histone Deacetylase）が高発現
し、ヒストンは低アセチル化状態にある。HDAC阻害剤は、この低アセチル化状態を是正することにより抗腫瘍効
果を示す。そこで本研究では、難治性がんに対するより効果的な治療法を開発するため、悪性黒色腫細胞を用い
てHDAC阻害剤と重粒子線の併用効果を検討した。その結果、HDAC阻害剤は重粒子線照射による細胞致死効果を増
強することを明らかにした。また、HDAC阻害剤による重粒子線増感のメカニズムは、DNA損傷応答以外の機序で
あることが示唆された。HDAC阻害剤は臨床応用可能な重粒子線増感剤として有望である。

研究成果の概要（英文）：Malignant melanoma is one of the representative types of refractory tumors 
and the most lethal form of cancer, resisting not only chemotherapy but also radiotherapy. In this 
study, we examined whether histone deacetylase inhibitors (HDACis) can be used to sensitize 
malignant melanoma B16F10 cells to carbon ion irradiation. The cells were first treated with HDACis 
(FK228, trichostatin A, valproic acid and vorinostat) and were then exposed to two types of 
radiation (carbon ions and gamma-rays). We found that HDACis enhanced the radiation-induced 
apoptosis and suppression of clonogenicity that was induced by irradiation, having a greater effect 
with carbon ion irradiation than with gamma-rays. Carbon ion irradiation and the HDACi treatment 
induced G2/M and G0/G1 arrest, respectively. Based on these findings, we propose that pretreatment 
with HDACis as radiosensitizers to induce G1 arrest combined with carbon ion irradiation may have 
clinical efficacy in refractory cancer patients.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： 重粒子線　重粒子線治療　エピジェネティック　ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤　HDAC阻害剤　HDACi
　増感　併用効果

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
 
	 重 粒子線は高 LET（ Linear Energy 
Transfer：線エネルギー付与）で生物学的効
果比が大きく、細胞致死効果が高い（Int J 
Radiat Biol. 2009; 85(9): 715-28）。さらに、
線量集中性に優れていることから、がん病
巣だけをピンポイントで狙って死滅させる
ことができる。そのため「切らずに治す」革
新 的 な が ん 治 療 法の一つと言える。しか
し、早期がんでは重粒子線単独で高い効果
が得られているが、進行がんでは化 学 療 法
や免疫療法などとの併用が望ましいとされ
ており、実質的に臨床応用可能な重粒子線
増感薬が求められている。 
	 これまでに申請者らは、難治性がんに特徴
的なエピジェネティック修飾に焦点を絞り、
ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDACi）
を用いた研究に取り組んできた（Kobayashi 
et al. Oncogene 2006; 25(4): 512-24; 
Murakami et al. J Invest Dermatol. 2008; 
128(6): 1506-16）。また、欧米でも HDACiを
がん免 疫 治 療への増感薬として用いる試み
がなされている（Murakami et al. Review in 
“Experimental and Applied 
Immunotherapy” 2011）。 
	 そこで、それらを発展させ、我々は難治性
がんに対する重粒子線感受性を HDACi によ
っ て増強させる研究に取り組んでいる。が
ん重粒子線治療は日本・ドイツ・イタリ
ア・ 中国（4ヶ国）のみで実施されており、本邦が
この分野を牽引している。申請者らは本邦の
優位性を活かし、独立行政法人日本原子力研
究開発機構の研究協力を受け、すでに難治
性がんに対する重粒子線感受性を増強する
薬物候補を見出している。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、難治性がんの代表である悪性

黒色腫（メラノーマ）の細胞株を用い、①各
種 HDACi の重粒子線治療に対する増感効果
を明確にするとともに、②重粒子線治療の効
果をリアルタイムに可視化する実験的イメ
ージング解析系を開発する。 
	  
 
３．研究の方法 
	
	 「２．研究の目的」において記した「①各
種 HDACi の重粒子線治療に対する増感効果
を明確にする」について、下記に記す。「②
重粒子線治療の効果をリアルタイムに可視
化する実験的イメージング解析系の開発」に
ついては、研究が遅れている。	
	
３－１．ヒストンのアセチル化の確認	
	 まず、 4 種類の HDACi（ romidepsin 
［FK228, depsipeptide］ , trichostatin A 
［ TSA ］ , valproic acid ［ VPA ］ , 

suberanilohydroxamic acid ［ SAHA, 
vorinostat］）が、マウス悪性黒色腫細胞株
B16F10 のヒストンをアセチル化するか確認
した。B16F10 を様々な濃度の HDACi 存在
下で 16 時間培養した後、細胞を溶解し、9
番目のリジンをアセチル化したヒストン H3
の抗体、18番目のリジンをアセチル化したヒ
ストン H3の抗体、コントロールとしてヒス
トン H3と GAPDHの抗体を用いて、ウエス
タンブロッティングした。	
	
３－２．コロニー形成実験	
	 B16F10をHDACi存在下で 16時間培養し、
重粒子線を照射した。照射後すぐにトリプシ
ン処理して適当な細胞数を再播種し、コロニ
ーを形成させた。できたコロニーをカウント
し、非照射非投与群が 100％となるように細
胞数を補正して生存曲線を作成した。比較の
ために、ガンマ線でも同様の実験を行った。
放射線と HDACiの交互作用（interaction）
を検定するために、重粒子線とガンマ線の実
験それぞれにおいて、独立変数を薬の有無と
照射した線量、従属変数をコロニー数として
二元配置分散分析を行った。薬の有無により
有意差があり、放射線と交互作用がない（p
≧0.05）のものを相加的とし、放射線と交互
作用があるもの（p＜0.05）を相乗的とした。
一番高い線量において、その点のみでの生存
率も比較した。 
重粒子線は、国立研究開発法人量子科学技

術研究開発機構高崎量子応用研究所イオン
照射研究施設の AVF サイクロトロンで加速
された炭素イオンを照射した。ガンマ線は、
同研究所食品棟で 60Coガンマ線を照射した。 
	
３－３．アポトーシスの解析	
	 HDACi が重粒子線による細胞殺傷力を増
強するか調べるために、アポトーシスを解析
した。B16F10を HDACi存在下で 16時間培
養し、重粒子線を照射した。照射後すぐにト
リプシン処理して再播種し、24時間後にフロ
ーサイトメトリーにより細胞と Annexin V
および 7AAD（7-Amino-Actinomycin D）と
の親和性を解析した。比較のために、ガンマ
線でも同様の実験を行った。照射した線量は、
重粒子線 1.8Gy、ガンマ線 8.1Gyであり、こ
れは実験的に求めた D10である。 
	
３－４．細胞周期の解析	
	 HDACi の効果の違いの理由を調べるため
に、細胞周期を解析した。B16F10を HDACi
存在下で 16 時間培養し、重粒子線を照射し
た。照射後すぐにトリプシン処理して再播種
し、照射 24 時間後まで経時的に細胞を回収
した。回収した細胞は固定後、フローサイト
メトリーで DNA 量を測定し、細胞周期の判
定に用いた。比較のために、ガンマ線でも同
様の実験を行った。照射した線量は、重粒子
線 1.8Gy、ガンマ線 8.1Gyであり、これは実
験的に求めた D10である。 



	
３－５．H2AXのリン酸化の解析	
	 HDACi による重粒子線増感メカニズムを
解明するために、DNA 損傷応答のマーカー
である H2AXのリン酸化について、ウエスタ
ンブロッティングにより経時的に調べた。	
	
３－６．H2AXのリン酸化のイメージング	
	 H2AXのリン酸化の増減について、γH2AX
の fociの数が増えているのか、数は変わらず
に 1 つ 1 つの foci が大きくなっているのか、
蛍光免疫染色によって調べた。	
	
４．研究成果	
	
４－１．ヒストンのアセチル化の確認	

HDACi の投与によって、ヒストンのアセ
チル化は濃度依存的に増加した（図１）。 
以降の実験では、図１において真ん中に位

置している濃度を用いた。具体的には、
FK228 は 20nM、TSA は 10nM、VPA は
400µM、SAHAは 4µMである。これらは、
事前に実験的に求めた HDACi 単独でコロニ
ー形成率を 10％減少させる濃度である。 
	
４－２．コロニー形成実験	
	 FK228の事前処理は、重粒子線との併用に
おいて、コロニー形成能の抑制を相加的に促
進した（図２ｂ）。SAHA の事前処理は、炭
素線との併用において相乗的にコロニー形
成能の抑制を促進し、ガンマ線との併用にお
いて相加的に促進した（図２ｃ）。どちらの
HDACi も統計的には、ガンマ線より炭素線
との併用による抑制効果のほうが高かった。

また、どちらの線種でも、FK228より SAHA
の事前処理のほうがコロニー形成能の抑制
を強く促進した。１点のみに注目した比較で
も同様の傾向は確認できたが、統計的に有意
とまではいかなかった（図２ｄ、ｅ）。 
 
４－３．アポトーシスの解析 

4 種類の HDACi は、重粒子線誘発アポト
ーシスを促進した（図３ｂ）。本実験で用い
た濃度では、ガンマ線との併用においては、
FK228とSAHAは増感効果があったが、TSA
と VPA の投与では増感効果は認められなか
った（図３ｃ）。 
後期アポトーシスでは、HDACi の併用効

果を観察できなかった（data not shown）。 
	
４－４．細胞周期の解析	
照射 3 時間後は、特に SAHA 投与群で

G0/G1 期停止が優勢だった（図４ａ）。照射

図１．ヒストンのアセチル化の確認	

	

	

	

図２．コロニー形成実験の結果	



12時間後では、重粒子線照射のコントロール
群で G2/M 期停止が優勢だった（図４ｂ）。
照射 3 時間後から 24 時間後までの結果を継
時的にまとめたのが図４ｃである。照射後初
期には事前のHDACi処理によってG0/G1期
停止が誘導されており、照射後徐々に重粒子
線照射によってG2/M期が誘導されたことが
わかる（図４ｃ）。本実験に用いた濃度の
HDACiでは、照射3時間後の時点でのG0/G1
期停止は FK228より SAHAで強く誘導され
た（図４ｄ）。G0/G1 期停止誘導に伴い、相
対的にG2/M期停止は減っていた（図４ｅ）。
また、どちらの HDACi でも、照射により誘
導された G2/M 期停止のピークである照射
12時間後には、併用により G2/M停止は減少
しており、波形のピークが右にシフトしてい
るように見える（図４ｅ）。ガンマ線照射に
よっても、ほぼ同じパターンを示した（data 
not shown）。 
	
４－５．H2AXのリン酸化の解析	
	 HDACi は、ガンマ線との併用によって、
照射直後の H2AX のリン酸化を増加させた
（unpublished data）。 
	
４－６．H2AXのリン酸化のイメージング	

HDACi は、ガンマ線との併用によって、
照射直後のリン酸化H2AXの fociを大きくさ
せた（unpublished data）。	
	
以上より、難治性がんに対する HDACi の

重粒子線増感効果を、マウス悪性黒色腫を用
いて明らかにした。HDACi は、重粒子線照
射によるアポトーシスを促進し、重粒子線誘

発コロニー形成能の抑制を促進した。その効
果はガンマ線照射との併用より大きかった。 
重粒子線は G2/M期停止を誘導し、HDAC阻
害剤は G0/G1 期停止を誘導した。HDAC 阻
害剤により、放射線感受性の高い G1 期停止
が誘導された状態で重粒子線が照射された
ため、細胞致死効果が増大したと考えられる。 

H2AXのリン酸化は、重粒子線との併用よ
りガンマ線との併用で増加した。その結果、
HDACi による重粒子線感受性の増強は、
H2AX のリン酸化の増加に起因しないこと
がわかった。重粒子線のほうがガンマ線より
増感効果が高い理由は、DNA 損傷応答以外
のメカニズムにあると示唆された。 
これらより、HDACi は臨床応用可能な重

粒子線増感剤として、有望である。本研究の
成果は、重粒子線治療の効果をさらに促進す
る具体的な薬物を提案できるに留まらず、全
身的な免疫賦活化が期待できるため、遠隔
転移病巣を含む進行がんの画期的な治療戦
略となる。	
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図３．アポトーシスの解析	
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