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論文の内容の要旨

（目的）

　p53statusの異なる培養ヒト神経膠芽腫細胞株に対する重イオン線’（炭素線）の殺細胞効果を，従来用いられて

きたコロニー形成法のみならず，より直接的な細胞死を評価すると考えられる色素排除法，1actatedehy血ogenase

re1easeassay（L睨re1easeassay）を用い多角的に評価することを目的とした。更に，カフェインあるいはインター

フェロンベータ（IFN一β）のヒト神経膠芽腫細胞に対するガンマ線増感作用に関する研究も行った。

（対象と方法）

　炭素線の効果に対してはヒト神経膠芽腫細胞株A172，TK1を用いた。炭素線照射は放射線医学総合研究所の

HeavyI㎝Medica1Acce1erator（HIMAC）により加速された290MeV／uの炭素線により行った。用いたLi鵬ar肋ergy

Transfer（LET）は20，40および80keV／μmである。増殖死はコロニー形成法にて評価した。色素排除法，LDH

re1easeassayは，ユOGy一回照射後下記のごとく行った。すなわち照射後1，4，7日目に培養フラスコに付着し

ている細胞をトリプシン処理にてはがし，培養液申の浮遊細胞とともに遠心機を使用し集め，エリスロシンBに

て染色し血球計算板で全細胞数及び染色された細胞数を算出しCe1meathIndex（CDI）を求めた。LDHre1easeas－

sayは照射後1，4，7日目に培養上清中野LDH活性を市販のキット（極東製薬工業）を用い測定した。アポトー

シスの検出には細胞を2％グルタールアルデヒドで1晩以上固定した後，ヘキスト33342で染色し，蛍光顕微鏡に

て行い，全細胞数に対するアポートシス細胞の割合を求めた（Apoptosishdex；A至）。ガンマ線！0Gy照射後同様

の実験を比較実験として行った。次にカフェインのガンマ線増感作用を見るために，A172，TK1，U251MGを用い

以下に示した実験を行った。ガンマ線照射後直ちに培地をカフェインを5mMを含む培地と交換し更に培養を続

けた。カフェインとともに培養後3日および7日目に色素排除法と，ヘキスト33342染色による核の形態学的観察

を行った。アポトーシスの有無の評価にはDNA電気泳動にるラダー検出を試みた。カフェイン添加後の細胞周期

の変化はiOWCytOmetryを用い解析した。コロニー形成法は標準的な方法を用いた。更に，FNβの放射線増感作

用を見るためにA172，TK1，U87MG，U373MGを対象としてコロニー形成法を行い，IF“βが細胞周期に及ぼす

影響を見るために旦owcytometryにてDNAhisto堅amの解析を行った。ウェスタンブロット法により各細胞株での

IFNreceptor蛋白の発現を解析した。
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（結果）

　コロニー形成法の結果，両細胞株において炭素線のガンマ線に対するrelativebio1ogica1e妊ectivence（弼E）はLET

依存性に上昇したが，この傾向はガンマ線に対して強い抵抗性を示すTK1においてより顕著であった。CDIは

80keV／μm照射後7日目にA172で5α2％，TK1で3γ5％と最大値を示した。LDHre1easeassayの結果も80keV／μ

m照射後7日目にA172で4，TK1で3．1と最大値を示した。AIも同様でA172で7％，TK1で4％であった。ま

たカフェインは3種類の細胞株に対し放射線増感作用を示した。DNA電気泳動の結果放射線照射とカフェインを

併用されたものではDNAladderが認められた。また，iowcytometryの結果，カフェイン添加により放射線照射

後に起こるS及びG2／M期でのcheckpointが解除されることがわかった。更に，眠N一βはU87MG，U373MGに対し」

若干の放射線増感作用を示すことが認められた。亙FMβをくわえるとU87MG以外の細胞では，S期での細胞周期

停止が認められた。眠Nreceptor蛋白の発現は各細胞株聞で大きな差は認められなかった。

（考察）

　放射線照射後の細胞死の評価法としては従来コロニー形成法によるいわゆる増殖死による評価法が使われてき

たが，臨床的に放射線治療の効果を評価する場合，腫瘍の消失あるいは縮小が必要であり，これは増殖死の評価

のみでは判定不能と考えられる。そこで著者は，重イオン線の効果を評価するのにコロニー形成法のみではなく，

色素排除法，LDHre1easeassayによる細胞死の検出を試みた。これらの結果はすべて，LET依存性にアポトーシ

スを含めた細胞死が増加することを示しており，更に細胞株のp53statusには関係なかった。したがって，従来よ

り治療抵抗性とされてきた差異p53st痂sには関係なかった。したがって，従来より治療抵抗性とされてきた変異

p53を持つ腫瘍に対してもその効果が期待される。カフェインや眠N一βの放射線増感作用の機序に関しては未だ

に不明な点が多いが，少なくとも細胞周期制御機構の変化がその作用に重要な役割を持っていることが強く示唆

された。

（結論）

　神経膠芽腫に対する炭素線照射後の細胞死はLET依存性に上昇した。また，炭素線照射によりp53変異株に対

してもアポトーシスが誘導された。重イオン線治療は今後悪性脳腫瘍の治療の一手段として重要な位置を占める

と思われる。カフェインは用いたすべての細胞株に対して，玉FNβは細胞株特異性に放射線増感作用を示した。カ

フェインの放射線増感作用の機序として，p34cdc2のリン酸化あるいはさらに上流のATMの直接抑制によるG2／M

b1ockの解除や潜在的致死的損傷の増強などが考えられている。今後更にこれらの機序が解明され，腫瘍細胞に対

してのみ放射線感受性をあげることができれば従来用いられているガンマ線あるいはX線の効果を更に強めうる

ことが期待される。

審査の結果の要旨

　本研究は炭素線の神経膠芽腫に対する生物学的効果をいくつかの方法を用いて明らかにした。また，カフェイ

ンとIFNβの放射線増感作用を細胞周期との関連で解明しようとしたものである。放射線療法は腫瘍細胞と正常

細胞の両者への効果の差を利用するものである。著者が今後さらに腫瘍細胞のみならず正常細胞への効果につい

ても研究を進め，難治悪性腫瘍である神経膠芽腫に対する治療研究の一翼を担う事を期待する。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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