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助成研究報告

良性 ・悪性組織における

放射線抵抗性獲得の分子メカニズムに関する検討

神戸大学大学院医学系研究科生態情報医学講座放射線医学分野

佐 々木 良 平(平5年 卒),杉 村 和 朗(52年 卒)

1.背 景 と 目 的

がんによる死亡率は増加の一途を辿 り,特 に高齢者

のがん患者 の急増 は,大 変重要な社会的関心事 といえ

る.レ ントゲ ンが約110年 前の1895年 にX線 を発見 し,

コバ ル ト照射や リニアック照射な どが発明 されて以

来,放 射線治療 は本邦で も約50年 の歴史 を持つ.CT

を用 いた治療 計画が1980年 代 に臨床応 用が可能 とな

り,数 多 くのがんを放射線治療で治癒に導 くことが可

能になった この時期 を,小 生は放射線治療 の革命第一

期 と捉 えている.ま さに外科的治療で しか治 らなかっ

た数々の悪性疾患が,放 射線治療の根治治療の対象 と

して成績 を挙 げ始 めた.近 年では生物学的効果 と空間

線量分布 のよ り優 れた粒子線、治療 や,IMRT(強 度変

調照射)や3D-conformalRadiotherapy(3D-GRT)等

の,正 常組織への放射線の被照射体積 を極 めて少 なく

す る放射線 治療技術の画期的な改良か ら,そ れ らの優

れた治療法の選択す る比率は急上昇 し,根 治的 ・放射

線治療 の適応 はさ らに急 速に広が りつつある.こ の

華 々しい技術革新 を放射線治療の革命第二期 と捉 える

が,そ の一方で,分 子生物学分野でも様 々な放射線治

療 に対す る分子標 的が明 らかに成 りつつある.物 理的

な技術革新 と生物学的な放射線増感作用の融合 こそが

第三の革命 をもた らす原動力になることに疑念の余地

はない,

放射線治療 とは,端 的に表現すれば 悪性腫瘍 と正

常細胞 の放射線感受性 の差異 を利用 して病気 を治癒に

導 く治療法である.正 常細胞 ・正常臓器の放射線感受

性 はほぼ一定 してお り,治 療 を計画する上で も予測が

ある程度可能で あるが,悪 性腫瘍に関 しては,放 射線

感受性 の高い腫瘍 か ら感受性の低い腫瘍 までそのスペ

ク トルは広範であ り,そ の予測は困難な場合が多い.

以前には低酸素効果など腫瘍細胞に対する環境因子が

提唱 され,様 々な研究が進められているものの,分 子

生物学か らの成果 を反映 した画期的な治療効果の改善

は,現 時点では臨床応用がなされていない.放 射線治

療 が効 きに くい腫瘍 を放射線抵抗性腫瘍 と表現す る

が,そ の機序の解明こそが放射線治療の適応 をさらに

広げ,そ の恩恵を受 ける患者数の拡大につ ながる と確

信 している.

本研究では,放 射線抵抗性獲得 という最 も重要な腫

瘍特性をNF-KappaBか ら解析 ・検討 し,放 射線抵抗

性腫瘍に対す る新たな治療法を検討す る.

2.方 法

2-1.JohnHopkins大 学 のB,Vogeユstein教 授 よ り供与

され たp53遺 伝 子 のwildtype型 とknockout型 の

2種 類 の ヒ ト大 腸 が ん 細 胞 株(且CTll6p53+/+,

HCT116p53-/一)を 用 いて放 射 線 抵抗 性 細胞 株 の樹

立 を試 み,そ の細 胞特 性 を検討 した.

2-2.喉 頭 が んに対 す る放 射線 治療 後 に再 発 を きた し

た腫 瘍(=放 射線 抵 抗 性 腫 瘍)の 組 織 標 本 をNF-

KappaB(p65)の 免 疫染 色 にて比 較検討 した.

3.結 果

3-1,p53遺 伝 子 の発 現型 が異 なる2種 類 の ヒ ト大 腸 が

ん細 胞 に対 して12Gyの ガ ンマ線 照 射 を施 行 し,放

射線 耐性細 胞 を作 成 し,そ の サ ブ クロー ニ ングに よ

り,放 射線 抵抗 性 ク ロー ンを作 成 した,そ のサ ブ ク

ロー ンを親 株 の 放 射線 感 受性 と比 較 した とこ ろ,

p53遺 伝 子wildtype型(HCTI16p53+/+)で は,よ

り抵 抗 性 に 変 化 した の に対 して,knockout型 の

HCT116p53-/一 で は元 々HCT116p53+/+よ り放 射

線抵 抗性 で ある ものの,更 に放 射線 抵抗 性 にな る こ

とはな ぐ,親 株 とサ ブクロ ー ンはほ ぼ同等 の放射線

感受 性 を示 してい た.(図1-A)

3-2.次 にHCT116P53+/・+,HCT116p53-/一 の 親株 と

放 射 線 抵 抗 性 ク ロー ン のNF-KappaBの 転 写 を

DNABindingAssay(EMSA)を 用 いて調べ た とこ

ろ,放 射 線 感 受性 とNF-KappaBのDNAbinding

の 程 度 はHCTll6p53+/+と 抵 抗 性 ク ロー ンの 関

係,及 びHCTI16p53+/+,HCT116p53-/一 の 親株 同

士 の関係 にお い て も極 めて よ く相 関 して お り,放 射

線 抵抗 性 とNF-KappaBのDNAbindingに お いて

は,極 めて強 い関係 が ある ことが確 認 された,
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図1.A)ヒ ト大 腸 が ん 細 胞 の 親 株(HCT116p53+/+,p53-/一)と 放 射 線 抵 抗 性 ク ロ ー ン(ResistantClones)と の

放 射 線 感 受 性 の 比 較.

B)同:NFKappaBのDNAbindingactivity(EMSAAssay)の 比 較.

Lane1:Coldprobe,Lane2:HCT116p53+/+,Lane3-6:HCT116p53+/+RadioresistantClones,Lane7:

HCT116p53-/一,Lane8-9:HCT116p53-/-RadioresistantClones

3-3.放 射 線抵 抗 性 とNF-KappaBと の 関 連 は,細 胞

実験 レベル で相 関が示 され たため,臨 床検 体 で の解

析 を行 った.一 般 に喉 頭が んの早期 癌 で は放射 線 単

独 治 療 が 選 択 さ れ.TINOMOで は80-90%,

T2NOMOで は70-80%の 局 所 制 御 率 が 得 られ て お

り,当 院での 成績 に 関 して も既 存 の報 告 と比べ て も

見劣 りが しない.そ の 臨床経 験 の 中で約10%の 再 発

例 が経 験 され るが,治 療 前の再 発時 の 双方 の組 織標

本 が 得 られ た13例 と,再 発 が な か っ た15例 のNF-

KappaBの 中 でp65蛋 白 のlmmunoreactivityに て

比 較解 析 した,再 発時腫 瘍 〉再 発症 例 の治療 前 腫瘍

〉非再 発腫 瘍 とNF-KappaBの 中 でp65蛋 白 のIm-

munoreactivityに 関 して 明 らか な 発 現 最 の 差 が 確

認 され(図2),実 際 の臨床 症 例 にお いて もNF-

KappaBが 放射線抵抗性 に強 く関与 してい ること

が確認 された.

4.考 察 お よ び 結 論

NF-KappaBはTNF一 αによって活性化 される主た

る転写因 ∫・であ り,近 年では腫瘍の増殖や抗がん剤 と

の治療効 果との関連が報告 されているi>一 方で放射

線感受性 との関連を明 らかに した報告は稀有であ り,

今回の研究のように実際にがん細胞や腫瘍組織が放射

線抵抗性 を獲得 してい く過程でNF-KappaBの 活性化

を 確 認 した 報 告 は な い.放 射 線 抵 抗 性 に はNF-

KappaB以 外に も,AKTやp53遺 伝子 など様 々分子
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非再発例・

治療前の腫瘍

再発例 ・

治療前の腫瘍

再発例 ・

再発時の腫瘍

図2喉 頭癌(TINOMO,T2NOMO)の 臨床症例 におけるNF・KappaBの 免疫染色での検討.

再発例 ・再発時の腫瘍(右 列)〉 再発例 ・治療前の腫瘍(中 列)〉 非再発例 ・治療前の腫瘍(左 列)の 順で

NF-KappaB(p65》 の免疫染色での濃染が強 くなっていることが確認 された.

標的が関与 しているが2),そ の主たる原因には ミ トコ

ン ドリアにおけるReactiveOxygenSpecies(ROS)と

その修復機構が深 く関与 していることが報告 されてい

る.3)そ の克服 に よ り放 射線治療 の適応が更 に広 が

り,次 世代のがん治療に広 く貢献 してい くことが望 ま

れ る.

tumorcellsbyenhancingradiationsensitivity.

GenesChromosomesCancer.38(4),330-338.

3)AchantaGandSasakiR,HuangP.(2005)Novel

roleofp53inmaintainingmitochondrialgenetic
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