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略語一覧 

 

CRT: chemoradiotherapy 

CQ: chloroquine 

EMT: epithelial to mesenchymal transition 

LC3: light chain 3 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

PI3K: phosphoinositide 3-kinase 

pCR: pathological complete response 

S6: S6 ribosomal protein 

TEM: temsirolimus 

TME: total mesorectal excision 

4E-BP1: eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 

5-FU: 5-fluorouracil 
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要旨 

 

 本研究では、大腸癌放射線療法における局所効果の増強および治療後遠

隔転移出現の抑制を可能にするために、放射線療法によるmTOR経路とオートファジ

ーの活性変化に着目し研究を行った。第一章では大腸癌細胞を用いた研究を行い、

一部の癌細胞では X線照射によりmTOR経路とオートファジーが活性化され、mTOR

阻害薬であるテムシロリムスとオートファジー阻害薬であるクロロキンの併用療法が放

射線治療の増感剤として有効である可能性を見出した。さらに、第二章では大腸癌の

切除検体を用いた臨床研究と大腸癌細胞を用いた基礎研究を行い、放射線療法によ

る mTOR 経路活性化の有無が大腸癌の転移能に関与する可能性があることを見出し

た。 
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序文 

 

 直腸癌は全世界で新規罹患者数が年間 45万人、死亡者数は年間 25万人

にのぼる疾患である [1]。局所進行直腸癌に対しては術前化学放射線療法 

(chemoradiotherapy: CRT) と全直腸間膜切除 (total mesorectal excision: TME) を含

めた集学的治療を行うことが欧米における標準治療である [2, 3]。一方、本邦におい

ては直腸癌に対する根治治療として TMEのみが行われ、特に下部進行直腸癌に対

しては側方リンパ節郭清が同時に行われてきた [4]。直腸癌に対する術前 CRTの利

点はその良好な局所制御効果にあり、海外の報告では術前 CRTにより直腸癌の術

後局所再発率は半減することが示されている [5, 6]。また、本邦においては術前 CRT

により予防的側方リンパ節郭清を省略し得る可能性が示唆されている [7-9]。このた

め、近年では本邦においても直腸癌に対する術前 CRTが普及しつつある。しかし、

直腸癌に対する術前 CRTには未だ二つの問題点がある。一つは CRTによる病理学

的完全奏効 (pathological complete response: pCR) 率が低いことである。術前 CRT

により一部の症例では癌が完全に消失した状態である pCRの状態となり、pCR となっ

た症例の予後は良好であることが報告されている [10]。また、近年では臨床的に pCR

が疑われる症例に対し手術を行わずに経過観察をする方法 (Watch and Wait) が提

唱されており、これにより不要な手術を回避できる可能性が示唆されている [11]。この

ため、直腸癌に対する術前 CRTにおいて、pCR率を向上させることが重要である。し
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かし、従来の 5-fluorouracil (5-FU) をベースとした CRTによる pCR率は 13.8–17.8%

と未だ十分ではない [6, 12]。また、直腸癌に対する術前 CRTのもう一つの問題点と

して、術後遠隔転移出現を抑制する効果が示されておらず生存期間延長に寄与しな

いことが挙げられる [5, 13, 14]。術前 CRT と根治手術を行った局所進行直腸癌のう

ち、未だ 18.5–29.8％の症例は術後遠隔転移をきたすことが報告されている [14, 

15]。これらの問題点を解消すべく、放射線治療に様々なレジメの化学療法を組み合

わせた臨床研究が世界中で行われているが、未だ十分な成績は示されていない [12, 

15, 16]。そこで我々は、細胞内タンパク質リン酸化経路の一つである

PI3K/AKT/mTORシグナル伝達系 (以下 mTOR経路と略す)  と細胞内自己貪食機

構であるオートファジーに着目した。 

 Mammalian target of rapamycin (mTOR) 経路は受容体型チロシンキナーゼ

からのリン酸化シグナルを phosphoinositide 3-kinase (PI3K), AKT, mTOR を介して、下

流の S6 ribosomal protein (S6), eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 

1 (4E-BP1) に伝達する細胞内のリン酸化シグナルである (図 1)。活性化されたリン酸

化 S6 (phospho-S6: p-S6), リン酸化 4E-BP1 (phospho-4E-BP1: p-4E-BP1) は細胞の

成長、生存、代謝に関わる様々なタンパク質の翻訳を促進させ、癌細胞においては癌

の増殖、転移に関与するとされている [17]。また、基礎研究では、一部の癌細胞にお

いて X線照射により mTOR経路が活性化することが示されており、活性化した mTOR
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経路は DNA ダメージの修復、アポトーシスの抑制を介して放射線治療抵抗性に寄与

すると考えられている [18-21]。mTOR はさらに結合分子の違いにより、regulatory-

associated protein of mTOR（Raptor）から構成される mTOR complex 1 (mTORC1) と

rapamycin-insensitive companion of mTOR（Rictor）から構成される mTOR complex 2 

(mTORC2) に分類される。mTORC1 は下流の S6 と 4E-BP1 へリン酸化シグナルを伝

達するが、mTORC2 は下流のタンパク質には作用せず上流の AKT をリン酸化させ

mTOR経路の positive feedback として働くことが知られている [17, 22]。 

mTOR経路の活性程度は免疫染色やWestern blottingを用いて各リン酸化タ

ンパク質の発現量を評価するのが一般的である (図 2)。特に S6は mTORC1からのリ

ン酸化シグナルに対し極めて特異的に反応するタンパク質であり、p-S6 の発現量はこ

の経路の活性程度をもっとも鋭敏に反映していることが知られている [23]。 

この経路を阻害する薬剤として mTOR 阻害薬であるラパマイシンがあり、いく

つかの癌腫においてその腫瘍増殖抑制効果が示されている [24-26]。本邦において

は 2019年 4月現在、ラパマイシン誘導体であるエベロリムスが切除不能または再発乳

癌、切除不能または転移性の腎細胞癌および神経内分泌腫瘍に対し保険収載され

ており、同じくラパマイシン誘導体であるテムシロリムスが切除不能または転移性の腎

細胞癌に対し保険収載され臨床使用されている。一方で、このラパマイシンに治療抵

抗性を示す機序が報告されており、その一つにオートファジーがある [27, 28]。 
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図 1. PI3K/AKT/mTORシグナリング経路 

Insulin growth factor などの成長因子が細胞膜に存在する受容体型チロシンキナーゼ 

(RTK) に結合することで、phosphoinositide 3-kinase (PI3K)、AKT、mammalian target 

of rapamycin complex 1 (mTORC1) と細胞内のタンパク質にリン酸化シグナルが伝達

される。最終的に S6 ribosomal protein (S6) および eukaryotic translation initiation 

factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) がリン酸化され、細胞の生存、増殖に関わる様々

な mRNA の翻訳が促進される。また、mTORC1 はオートファジーの強力な阻害因子

である。mTOR阻害薬 (ラパマイシン) により S6および 4E-BP1のリン酸化が阻害され

るが、同時にオートファジーの抑制が解除されオートファジーが誘導される。 
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図 2. mTOR経路活性の評価方法 

mTORには mTOR complex 1 (mTORC1) と mTOR complex 2 (mTORC2) があり、

mTORC1はこの経路の下流にリン酸化シグナルを伝達するが、mTORC2は上流の

AKTに作用する。このため、この経路の活性程度を反映するのは mTORC1である。

しかし、mTORC1 と mTORC2の活性程度を個別に評価する方法はない。従って、

mTORC1の下流タンパク質のリン酸化アイソフォームの発現量を評価することが、

mTOR経路活性の一般的な評価方法である。 
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オートファジーは細胞が自己の細胞内成分を自己のリソソームで分解する機

構であり、ストレス下における細胞の防御・修復機構である (図 3)。これにより、正常状

態においては細胞内での異常なタンパクの蓄積を防止し、低栄養下ではアミノ酸の再

利用を行う。癌細胞においては、放射線や化学療法から癌細胞を防御する機構として

知られており、それら治療抵抗性の原因の一つであることが報告されている [29, 30]。

また、mTORC1 はオートファジーを阻害する強力な因子であることが知られている。こ

のため mTOR 阻害薬によりオートファジーが誘導され細胞が保護されるため、mTOR

阻害薬による十分な細胞障害性が発揮されないことが報告されている [27, 28]。 

オートファジーの検出にはその過程で生成あるいは消費されるタンパク質を

Western blottingで評価するのが一般的である (図 4)。まず、ストレスにより障害を受け

た細胞内小器官は隔離膜により取り込まれ Autophagosome と呼ばれる小胞が形成さ

れるが、隔離膜形成の際に細胞質内の light chain 3-type I (LC3-I) は隔離膜に結合

し、light chain 3-type II (LC3-II) へと変換される。これらのタンパク質は電気泳動によ

り分離可能であり、Western blottingにより定量化した LC3-II/LC3-I比はオートファジー

の活性を反映するマーカーとして最も頻繁に用いられている [31]。また、ubiquitin-

binding protein p62 (p62) タンパク質は損傷した細胞内小器官を凝集させ隔離膜に取

り込まれ消化されるため、オートファジーの後期で消費されるタンパク質である。この

p62 もWestern blottingで検出可能であり、p62 発現量の減少はオートファジーの亢進
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を反映する。さらに、アクリジンオレンジ染色を用いて Autophagosome を検出する方法

も用いられている [32-34]。Autophagosome は細胞内の酸性オルガネラである。弱塩

基性のアクリジンオレンジは生体膜を通過可能で、細胞内の酸性オルガネラに蓄積し

て赤色の蛍光を発する凝集体を形成するため、その蓄積量はフローサイトメトリーなど

で解析することが可能である。 

オートファジーを阻害する薬剤としてクロロキンがある。2019 年 4 月現在、クロ

ロキンはヒドロキシクロロキンとして全身性エリテマトーデスや皮膚エリテマトーデスに対

し本邦において保険収載されている薬剤であり、免疫抑制剤として臨床で使用されて

いる。一方、近年ではクロロキンの癌細胞に対する殺細胞効果が報告されている [35, 

36]。クロロキンは Autophagosome 内に蓄積し、内部の pH を上昇させることで小胞内

消化を阻害する作用があり、オートファジーを後期でブロックする。そのため、クロロキ

ン投与下では p62 タンパク質は細胞内消化が阻害されるため増加するが、消化機構

が阻害された Autophagosome が蓄積するため、LC3-II/LC3-I 比は上昇しアクリジンオ

レンジ染色によるオルガネラ蓄積量も増加することが知られている (図 4) [34, 37, 38]。 
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図 3. オートファジー 

ストレスにより障害を受けたミトコンドリアなどの細胞内小器官は隔離膜により取り込ま

れ、Autophagosome と呼ばれるオルガネラが形成される。Autophagosomeにリソソーム

が融合し、内容物が消化される。隔離膜の形成の際に light chain 3-type I (LC3-I) は

light chain 3-type II (LC3-II) へと変換され、細胞内消化の際に ubiquitin-binding 

protein p62 (p62) タンパク質は消費される。リン酸化 mTORC1は隔離膜形成を阻害

し、オートファジーを抑制する作用があり、mTORC1の脱リン酸化によりオートファジー

は亢進する。クロロキンは Autophagosome内に蓄積し、内部の pHを上昇させることで

細胞内消化を阻害する。  
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図 4. オートファジー活性の評価方法 

オートファジー活性の評価には、関連するタンパク質の発現量をWestern blottingで測

定、あるいはアクリジンオレンジ染色で同定される酸性オルガネラの蓄積量をフローサ

イトメトリー (FCS) や蛍光顕微鏡で測定する方法が用いられる。オートファジーの活性化

により、light chain 3-type I (LC3-I) は light chain 3-type II (LC3-II) へと変換され、

Autophagosome は増加し、ubiquitin-binding protein p62 (p62) タンパク質は消費され

る。一方、クロロキン (CQ) 投与下では、p62 は細胞内消化が阻害されるため増加す

るが、消化機構が阻害された Autophagosome が蓄積するため、LC3-II/LC3-I 比は上

昇しアクリジンオレンジ染色によるオルガネラ蓄積量も増加する。 
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 過去の報告では、一部の癌細胞において mTOR経路およびオートファジー

が X線照射により活性化されることが示されており、活性化したこれらの機構はいず

れも放射線治療抵抗性に寄与すると考えられている [19, 20, 29, 30]。そこで、第一章

では大腸癌細胞を用いて、X線照射による mTOR経路活性およびオートファジー活

性の変化を評価し、mTOR阻害薬であるテムシロリムスとオートファジー阻害薬である

クロロキンの併用療法による放射線治療の増強効果を in vitroの実験系で検討した。

次いで第二章では、特に mTOR経路に着目し、in vitroの実験系における X線照射

による mTOR経路の活性変化が、臨床サンプルにおいても同様に認められるかどう

か、術前 CRTを行った直腸癌の手術検体を用いて検討した。また、mTOR経路は癌

細胞の転移能に関与することが報告されているため [17, 39]、さらにこの章では放射

線治療による mTOR経路の活性変化と術後遠隔転移の関連性についても検討した。 
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第 1章 

大腸癌細胞におけるテムシロリムス/クロロキン併用療法の X線増感効果 

 

1-1 背景と目的 

いくつかの癌細胞を用いた基礎研究において、X 線照射により mTOR 経路

が活性化され、これが X 線照射に対する治療抵抗性として働くことが報告されている 

[19, 20]。しかし、直腸癌において mTOR 阻害薬であるラパマイシンを術前放射線療

法と組み合わせた phase 1-2臨床試験では、pCR率 3%と放射線増感作用が認められ

なかった [40]。一方、mTOR 阻害薬による mTORC1 の阻害によりオートファジーが誘

導され、これにより mTOR 阻害薬による細胞障害性が十分に発揮されないことが報告

されている [27, 28]。これらの報告から、放射線照射に mTOR 阻害薬を併用した場合

においても、オートファジーが誘導されることにより細胞障害性が減弱する可能性が考

えられた。当研究室では、これまでに大腸癌細胞においてmTOR阻害薬であるテムシ

ロリムと、オートファジー阻害薬であるクロロキンを併用することで抗腫瘍効果が増強す

ることを報告した [41]。そこで本章では、両方の経路を阻害する薬剤を併用すること

で放射線感受性の増強が得られるかどうかを明らかにするために、研究を行った。 
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1-2 方法 

細胞株と試薬 

ヒト大腸癌細胞である SW480 細胞および HT29 細胞を Japanese Cancer 

Research Resource Bank より購入した。これらの細胞は、変異型 TP53を有し比較的放

射線抵抗性を示す細胞株として知られる [42, 43]。また、SW480細胞はKRAS (G12V) 

に、HT29細胞は BRAF (V600E), PIK3CA (P449T) に変異を有するが、特に KRASや

BRAF は直腸癌の予後不良因子として臨床上問題となっている遺伝子異常である 

[44]。細胞は 5% 胎児ウシ血清添加 RPMI-1640 培養液 (Sigma Aldrich, St Louis, 

MO, USA) に 1% 抗菌剤/抗真菌剤 (100 U/ml penicillin G, 100 μg/ml streptomycin 

sulfate, 250 ng/ml amphotericin B； Life Technologies, Grand Island, NY, USA) を加え

て 37 ℃、5％ 二酸化炭素、20% 酸素、75% 窒素濃度のインキュベーター内で培養

し、実験に用いた。 

mTOR阻害薬であるテムシロリムス (temsirolimus: TEM)、オートファジー阻害

薬であるクロロキン (chloroquine diphosphate: CQ)、RPMI-1640 培養液、アクリジンオ

レンジは Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA) より、5％胎児ウシ血清と抗菌剤/抗真菌

剤は Life Technologies (Grand Island, NY, USA) より購入した。MTS 試験薬は

Promega Corporation (Madison, WI, USA) より、FITC標識 Annexin V アポトーシスキ

ットは BD Pharmingen (San Diego, CA, USA) より購入した。ウエスタンブロッティング

の 1次抗体として、anti-phospho-S6 ribosomal protein 抗体 (p-S6; Ser235/236)、anti-
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S6 ribosomal protein 抗体  (S6; 5G10)、 anti-phospho-4E-BP1 抗体  (p-4E-BP1; 

Thr37/46) および anti-4E-BP1 抗体は Cell Signaling Technology (東京、日本) より、

anti-microtubule-associated protein light chain 3 beta 抗体 (LC3B), anti-protein 62 抗

体  (p62; sequestosome-1 (SQSTM1)), および anti-β-actin 抗体は Medical and 

Biological Laboratories (MBL; 名古屋、日本) より購入した。2次抗体の抗ウサギ IgG-

Alkaline phosphatase抗体は Abcam (Cambridge, UK) より購入した。 

 

薬剤投与と X線照射 

テムシロリムスとクロロキンの投与濃度は、過去の報告を基にそれぞれ 80 nM、

20 μM とした [41]。X 線照射の前処置として、細胞を培養液のみ (コントロール群)、

テムシロリムス添加培養液 (TEM 群)、クロロキン添加培養液 (CQ 群)、およびテムシ

ロリムスとクロロキンを添加した培養液 (TEM + CQ 群) で１時間培養した後、X 線照

射を行った。X-ray generator (Pantac HF350; Shimadzu、京都、日本) を用いて、200 

kV-20 mA の電流、および銅 (0.5mm) とアルミニウム (1.0 mm) のフィルター設定下

に、細胞に毎分 1.0 Gyの照射線量 (計 0, 2, 4, 6 Gy) で X線照射を行い、続く実験

に使用した。 
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コロニー形成能の評価—clonogenic assay 

  6-well flat-bottomed plateに 200, 400, 800, 1,200 cell/wellの濃度で細胞を培

養し、各群の薬剤で 1時間培養した後、それぞれ 0, 2, 4, 6 GyのX線照射を行った。

細胞を 24時間培養した後、薬剤添加のない培養液に交換した。その後 48時間毎に

薬剤添加のない新鮮な培養液に交換し、計 14 日間培養した。評価日に、70% エタ

ノールで細胞固定し、0.5% クリスタルバイオレットで染色した後、コロニー数を計測し

た。各薬剤治療群において、生存率を次のように求めた; 

生存率 = 各線量 X線照射後のコロニー数 / X線非照射のコロニー数 

 

細胞増殖アッセイ―MTS assay 

96-well flat-bottomed platに、5 x 10³ cells/wellずつ細胞を分配し、各群の薬

剤で 1時間培養した後、X線照射 (0 or 4 Gy) を行った。72時間培養した後にMTS

試験薬を加え、3時間インキュベーター内で培養した後、plate reader (InterMed, 東京、

日本) にて 490 nmのフィルターを用いて測定した。 

 

mTOR関連タンパク、オートファジー関連タンパクの発現量評価―Western blotting 

mTOR関連タンパク (p-S6, S6, p-4E-BP1, 4E-BP1)、およびオートファジー関

連タンパク (LC3B, p62) の発現量は Western blotting により解析した。各薬剤処理
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群の細胞に X 線を照射 (0 or 4 Gy) し、24 時間培養した。評価日に protease 

inhibitor (Roche, Basel, Germany) と Phosphatase inhibitor (Roche) を添加した Bolt 

LDS sample buffer (Life Technologies) を用いて細胞を溶解し、抽出液とした。抽出

液の濃度は Qubit protein assay kit (Life Technologies) を用いて測定し、検体ごとに

40 μg のタンパク質サンプルとした。各サンプルを 70℃, 10 分で熱変性させた後、

SDS-PAGEを用いて 4–12% Bis-Tris Gel (Life Technologies) に分離し、Bolt system 

(Life Technologies) を用いて 20 V、60分間で polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 

(pore size 0.2 μm) に転写した。次に、その膜を iBind solution (Life Technologies) を

用いて 5分間、室温でブロッキングした後、iBind Western System (Life Technologies) 

の中で 1次抗体と反応させ、iBind solutionで洗浄した。その後、2次抗体と反応させ、

iBind solution、Tris Buffered Saline (TBS) で２回洗浄した後、CDP-star solution (Life 

Technologies) で 5分間反応させ、ChemiDoc XRS system (BIO RAD, 東京、日本) 

を用いてバンドの化学発光を検出した。各バンドの検出強度は Image J software 

(version 1. 4. 3) を用いて定量化し、p-S6、p-4E-BP1 の発現量をそれぞれ S6、4E-

BP1の発現量で標準化し算出した。 

 

酸性オルガネラ (Autophagosome) の検出―アクリジンオレンジ染色 

各細胞に前述の薬剤処理を行い、X 線照射 48 時間後に細胞を回収し、アク
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リジンオレンジ (5 μg/ml) を用いて室温で 15 分間染色した。その後、Ca2+/Mg2+-free 

phosphate buffered saline (PBS) で 2 回洗浄し、細胞の赤色蛍光強度を BD FACS 

Calibur flow cytometer (Bection Dickinson, San Jose, CA, USA) にて測定した。また、

同様に染色した細胞を、BZ-8100 蛍光顕微鏡 (Keyence、東京、日本) を用いて 400

倍で観察し、蛍光強度を評価した。 

 

アポトーシス、死細胞の測定 

アポトーシスの評価は Annexin V/Propidium Iodide (PI) の 2重染色を用いて、

また、Caspase 3/7 の活性度は Cell Event Caspase 3/7 green detection reagent (Life 

Technologies) を用いて、さらに死細胞の評価はトリパンブルーによる染色を用いて評

価した。細胞に前述のように薬剤添加と X線照射 (0 or 4 Gy) を行い、48時間培養し

た後に回収しこれをサンプルとした。各サンプルを FITC 標識 Annexin V/PI (Annexin 

V, FITC Apoptosis Detection Kit, BD, San Jose, CA, USA) を用いて染色し、フローサ

イトメトリーにて解析した。この方法では Annexin V陽性/PI陰性の早期アポトーシス細

胞と Annexin V 陽性/PI 陽性の晩期アポトーシス細胞が区別されるが、当研究ではそ

れらを合わせてアポトーシス細胞と判定し、全体におけるアポトーシス細胞の割合を算

出した。また、Caspase 3/7 の活性度を定量化するため、Cell Event Caspase 3/7 green 

detection reagent を用いた。この試薬は核酸結合性の染料が接合したタンパク質を成
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分とし、活性化した caspase 3/7 により分解されて染料が自由に核酸に結合し、蛍光標

識される仕組みである。本研究では蛍光強度をフローサイトメトリーで解析した。さらに、

トリパンブルーにて染色し死細胞 (アポトーシス細胞 + ネクローシス細胞) の割合を

測定した。 

 

統計学的解析 

全ての実験系は 3回以上検討を行った。統計学的有意差の検定において、2

群間比較には Student t 検定を行い、多群間比較には one-way ANOVA を行った後

Tukey post-test を用いて有意差のある群間を検出した。さらに、照射 X 線線量と各投

与薬剤の相互効果を two-way ANOVA を用いて解析した。全ての解析は、JMP Pro 

14.0 software (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA) を用いて行なわれ、p値が 0.05未

満を統計学的有意とした。 
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図 5. 実験方法の概略 

MT, mutation-type; TEM,temsirolimus; CQ, chloroquine; FCS, flow cytometry 

standard.  
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1-3 結果 

大腸癌細胞における X線照射による mTOR経路およびオートファジーの活性変化 

まず、ヒト大腸癌細胞である SW480細胞と HT29細胞に 4 Gyの X線照射を

行い、24時間後の mTOR関連タンパク質、およびオートファジー関連タンパク質の発

現量をWestern blottingを用いて評価した (図 6)。いずれの細胞においても、X線照

射により mTORの下流に存在する S6および 4E-BP1のリン酸化アイソフォームの割

合が上昇したため、X線照射により mTOR経路が活性化したことが示された。また、

いずれの細胞においても、X線照射によりオートファジー活性を反映する LC3-

Ⅱ/LC3-Ⅰ比は上昇し、オートファジーの過程で消費される p62は減少したため、X線照

射によりオートファジーが誘導されたことが示された。  
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図 6. 大腸癌細胞における X線照射による mTOR関連タンパク質およびオートファジ

ー関連タンパク質の発現変化。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) に 4 Gyの X線照射を行い、24時間後の各

蛋白の発現量をWestern blottingを用いて評価した (A)。グラフは各バンドの濃さを定

量化し、平均値 ± 標準偏差として示した (B)。 

⃰, p <0.05; CT, control. 
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また、X線照射後のmTOR経路およびオートファジーの活性変化を経時的に

評価した (図 7)。いずれの細胞においても、mTOR 活性を反映するリン酸化 S6 の発

現量は X 線照射後速やかに増加し、照射後 48 時間では減少し始めていた。一方、

オートファジーの誘導を反映する LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比は X 線照射後に緩徐に増加し、照

射後 48時間においてもその高値は継続されていた。 
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図 7. X線照射後の mTOR関連タンパク質およびオートファジー関連タンパク質の経

時的発現変化。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) に 4 Gyの X線照射を行い、0、12、24、36、

48時間後の各タンパク質の発現量をWestern blottingを用いて評価した (A)。グラフ

は各バンドの濃さを定量化し、平均値 ± 標準偏差として示した (B)。 
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さらに、細胞をアクリジンオレンジで染色し、その染色性を蛍光顕微鏡および

フローサイトメトリーで解析することで Autophagosomeの蓄積量を評価した (図 8)。蛍

光顕微鏡による観察では、いずれの細胞でも、赤色の蛍光を発する酸性オルガネラ 

(Autophagosome) が時間依存性に蓄積していくのが認められた。また、その赤色蛍光

強度をフローサイトメトリーで定量化したところ、いずれの細胞においても X線照射後

48時間までの間に有意に酸性オルガネラが増加していた。 

以上より、大腸癌細胞 SW480および HT29細胞において、X線照射により

mTOR経路が活性化され、同時にオートファジーも活性化されることが示された (図

9)。そして、活性化されたこれらの機構は、大腸癌細胞に対する X線治療効果を減弱

させる要因となっている可能性が考えられたため、mTOR阻害薬、オートファジー阻害

薬、および両者を併用することで X線治療効果が増強されうるか検討を行うこととし

た。 
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図 8. 大腸癌細胞における X線照射後の酸性オルガネラの蓄積量の変化。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) に 4 Gyの X線照射を行い、24時間後、48

時間後にアクリジンオレンジで染色された酸性オルガネラの蓄積量を蛍光顕微鏡で評

価した (A: スケールバー, 100 μm)。また、アクリジンオレンジで染色した細胞の赤色

蛍光強度をフローサイトメトリーで評価した (B)。 

⃰, p <0.05; ⃰⃰ ⃰⃰, p <0.01 
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図 9. 小括 1-1  
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テムシロリムスとクロロキンの併用療法による X線治療効果の増強 

大腸癌細胞 SW480細胞とHT29細胞を、それぞれ薬剤添加なし群 (No drug

群)、mTOR 阻害薬添加群 (TEM 群)、オートファジー阻害薬添加群 (CQ 群) および

mTOR 阻害薬とオートファジー阻害薬の併用群 (TEM + CQ 群) に分け、0、2、4、6 

Gy の X 線照射後のコロニー形成能を評価した (図 10)。測定結果より、各治療群に

おける X 線照射後の生存率を算出し、two-way ANOVA により生存率に対する各薬

剤と X 線線量との相互作用を解析した。いずれの細胞においても、テムシロリムス単

剤およびクロロキン単剤は X 線照射との間に有意な相互効果は認められなかった。し

かし、テムシロリムスとクロロキンの併用処理は、SW480細胞においては 2 Gy、4 Gy、6 

Gy の X 線線量との間に、HT29 細胞では 4 Gy、6 Gy の X 線線量との間に、生存率

に対する有意な相互効果が認められた (各 p <0.01)。 
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図10. mTOR阻害薬 (temsirolimus, TEM) とオートファジー阻害薬 (chloroquine, CQ) 

の併用処理による細胞生存率に対する X線照射効果の増強。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) を各薬剤で処理した 4群 (No drug群、TEM

群、CQ 群、TEM + CQ 群) に分け、0、2、4、6 Gy の X 線照射後 14 日間培養した。

各群のコロニー数を測定し、生存率を算出し、各群の生存率を平均値 ± 標準偏差で

示した (A)。Bは 4 Gyの X線照射後の各群におけるコロニー形成結果の代表例を示

した。 

⃰ ⃰, 各線量の X 線照射と各薬剤処理との間における生存率に対する相乗効果の有意

性 (p <0.01: two-way ANOVA) 
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また、X線照射下におけるテムシロリムスとクロロキンの併用処理の細胞増殖

能に与える影響を、MTSアッセイを用いて検討した (図 11)。4 Gyの X線照射後の

大腸癌細胞において、テムシロリムスとクロロキンの併用処理はテムシロリムス単剤お

よびクロロキン単剤の処理にくらべ有意に増殖能を低下させた。 

以上より、大腸癌に対する X線治療において、テムシロリムスとクロロキンの

併用処理は、テムシロリムス単剤およびクロロキン単剤の処理にくらべてより強力な生

存率の低下効果、増殖能の抑制効果を示すこと確認された。私は、テムシロリムスとク

ロロキンの併用処理のこのような効果は mTOR経路とオートファジーの共阻害に起因

しているのではないかと考え、各群における mTOR経路活性、オートファジー活性を

検討することとした。  
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図 11. 大腸癌 X線照射における、mTOR阻害薬 (temsirolimus, TEM) とオートファ

ジー阻害薬 (chloroquine, CQ) の併用処理による細胞増殖能に対する効果。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) を各薬剤で処理した 4群 (No drug群、

TEM群、CQ群、TEM + CQ群) に分け、4 Gyの X線照射を行い、72時間後に

MTSアッセイを行った。各群の増殖能の値は No drug群の値により標準化され、平均

値 ± 標準偏差として示す。 

⃰, p <0.05 
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テムシロリムスとクロロキンの併用療法による mTOR経路およびオートファジーの抑

制 

各薬剤処理群の細胞に 4 Gyの X線照射を行った後 24時間培養した細胞

を用いてWestern blottingを行い、mTOR経路関連タンパク質およびオートファジー

関連タンパク質の発現量を評価した。まず、mTOR関連タンパク質の発現変化を図

12に示す。SW480細胞および HT29細胞のいずれにおいても、X線照射により S6

および 4E-BP1のリン酸化アイソフォームの割合が上昇したが、それらの反応はテムシ

ロリムス処理により抑制された。このことから、X線照射により活性化された mTOR経

路は、テムシロリムスにより抑制されたことが確認された。一方、クロロキンで処理した

場合、各リン酸化タンパク質の発現量は変わらず、クロロキンによる処理は mTOR経

路活性に影響を与えないことが示唆された。そして、テムシロリムスとクロロキンの併用

処理は、テムシロリムス単剤で処理した場合と同様に mTOR経路活性を抑制した。 
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図 12. 大腸癌 X線照射における mTOR阻害薬 (temsirolimus, TEM) とオートファジ

ー阻害薬 (chloroquine, CQ) の併用処理による mTOR経路関連タンパク質の発現変

化。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) を各薬剤で処理した 4群 (No drug群、

TEM群、CQ群、TEM + CQ群) に分け、4 Gyの X線照射を行い 24時間後に

mTOR関連タンパク質に対するWestern blottingを行った (A)。各バンドの濃さを定

量化し、リン酸化タンパク質は非リン酸化タンパク質で標準化し、平均値 ± 標準偏差

として示した (B)。 

⃰, p <0.05; ⃰ ⃰ , p <0.01  

Oncology Reports. 2019 (DOI: 10.3892/or.2019.7134) より引用 
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次いで、オートファジー関連タンパク質の発現変化を示す (図 13)。SW480

細胞および HT29細胞のいずれにおいても、X線照射により LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比は上昇

し p62の発現量は低下したため、X線照射によりオートファジーが亢進した。そして、

テムシロリムスで処理することでさらに LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比の上昇および p62の発現低下

が認められたため、テムシロリムスによりオートファジーがさらに亢進したことが確認さ

れた。一方、クロロキンで処理した場合、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比は上昇したが、オートファジー

の過程で消費される p62の発現も増加したため、クロロキンによりオートファジー機構

が後期相で停止されたことが示された。そして、テムシロリムスとクロロキンの併用処理

は LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比および p62発現量を最も増加させた。 
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図 13. 大腸癌 X線照射における mTOR阻害薬 (temsirolimus, TEM) とオートファジ

ー阻害薬 (chloroquine, CQ) の併用処理によるオートファジー関連タンパク質の発現

変化。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) を各薬剤で処理した 4群 (No drug群、

TEM群、CQ群、TEM + CQ群) に分け、4 Gyの X線照射を行い 24時間後にオー

トファジー関連タンパク質に対するWestern blottingを行った (A)。グラフは各バンド

の濃さを定量化し、平均値 ± 標準偏差で示した (B)。 

⃰, p <0.05; ⃰ ⃰ , p <0.01 

Oncology Reports. 2019 (DOI: 10.3892/or.2019.7134) より引用 
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 さらに、各群における Autophagosomeの蓄積量をアクリジンオレンジ染色の

染色性で評価した (図 14)。X線照射により、酸性オルガネラの蓄積を示す赤色蛍光

強度は増加し、テムシロリムス処理によりさらにその赤色蛍光強度が増強したが、これ

はテムシロリムスによるオートファジーの亢進を反映しているものと考えられた。そして、

クロロキンで処理した場合も同様に赤色蛍光強度を増強させたが、これは Western 

blottingの検討でクロロキンがオートファジーを後期相で阻害した結果に矛盾がない

所見であった。そして、テムシロリムスとクロロキン併用群では最も強い蛍光強度を示し

たが、これはテムシロリムスによるオートファジーの誘導と、クロロキンによるオートファ

ジー後期相での阻害を反映しているものと考えられた。 

 ここで、mTOR経路とオートファジーの共阻害はどのような機序で X線による

増殖能抑制効果を増強させたのか、各群に対し死細胞の割合を解析することとした。 
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図 14. 大腸癌 X線照射における mTOR阻害薬 (temsirolimus, TEM) とオートファ

ジー阻害薬 (chloroquine, CQ) の併用処理後の酸性オルガネラ蓄積量の変化。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) を各薬剤で処理した 4群 (No drug群、

TEM群、CQ群、TEM + CQ群) に分け、4 Gyの X線照射を行い 48時間後にアクリ

ジンオレンジで染色し酸性オルガネラの蓄積量を蛍光顕微鏡で評価した (A: スケー

ルバー, 100 μm)。また、アクリジンオレンジで染色した細胞の赤色蛍光強度をフロー

サイトメトリーで評価した (B)。 

⃰, p <0.05; ⃰⃰ ⃰⃰, p <0.01 

Oncology Reports. 2019 (DOI: 10.3892/or.2019.7134) より引用 
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TEM と CQの併用療法によるアポトーシスの誘導 

各群の細胞に 4 Gyの X線照射を行った後 48時間培養した細胞を用いて、

Annexin V/PI の 2重染色を行いフローサイトメトリーによりアポトーシス細胞の割合を

評価した (図 15)。薬剤非処理の SW480細胞における Annexin V陽性を呈するアポ

トーシス細胞の割合は、X線非照射群、X線照射群それぞれ 3.1%、5.1%であり、

SW480細胞においては X線照射により軽微なアポトーシスが誘導されることが確認さ

れた。また、テムシロリムス (TEM) およびクロロキン (CQ) 処理後に X線照射を行っ

た SW480細胞のアポトーシス細胞割合はそれぞれ 6.6%、7.4%であり、各薬剤を添加

したことによる有意なアポトーシス率の上昇は認めなかった。しかし、テムシロリムスとク

ロロキンの併用処理に X線照射を行った細胞のアポトーシス細胞割合は 14.3%であ

り、X線照射単独群, TEM+X線照射群, および CQ+X線照射群のアポトーシス率に

比べ有意に高値であった。また、HT29細胞におけるアポトーシス細胞割合は、コント

ロール群で 1.6%、X線照射単独群で 6.0%、TEM+X線照射群で 6.3%、CQ+X線照

射群で 9.4%、および TEM+CQ+X線照射群で 17.0%であり、SW480細胞と同様にテ

ムシロリムスとクロロキンの併用処理により X線照射により誘導されるアポトーシス細胞

の有意な増加が認められた。 
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図 15. 大腸癌 X線照射における mTOR阻害薬 (temsirolimus, TEM) とオートファジ

ー阻害薬 (chloroquine, CQ) の併用処理によるアポトーシス細胞割合の変化。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) を各薬剤で処理した 4群 (No drug群、

TEM群、CQ群、TEM + CQ群) に分け、4 Gyの X線照射を行い、48時間後に

Annexin V/Propidium Iodide (PI) の 2重染色を行いフローサイトメトリーで評価した 

(A)。Annexin V陽性の細胞をアポトーシス細胞とし、その割合を平均値 ± 標準偏差

で示した (B)。 

 ⃰⃰ ⃰⃰, p <0.01 

Oncology Reports. 2019 (DOI: 10.3892/or.2019.7134) より引用 
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さらに、テムシロリムスとクロロキンの併用による X線照射誘導性アポトーシス

の増強効果を確認するため、caspase3/7活性の評価、およびトリパンブルー染色によ

る死細胞割合の評価を行った。SW480細胞における各群の caspase 3/7活性化細胞

の割合は、コントロールで 3.5%、X線照射単独群 で 7.0%、TEM+X線照射群で

9.3%、CQ+X線照射群で 11.0%、および TEM+CQ+X線照射群で 15.5%であり、

TEM+CQ+X線照射群は他群に比べ有意に caspase 3/7活性化細胞の割合が多かっ

た (図 16A)。同様に、SW480細胞におけるトリパンブルー染色による死細胞の割合

は、コントロールで 1.1%、X線照射単独群 で 2.5%、TEM+X線照射群で 2.9%、

CQ+X線照射群で 3.3%、および TEM+CQ+X線照射群で 5.2%であり、TEM+CQ+X

線照射群は他群に比べ有意に死細胞の割合が多かった (図 16B)。これらの結果は

HT29細胞においても同様の結果であった。  
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図 16. 大腸癌 X線照射における mTOR阻害薬 (temsirolimus, TEM) とオートファジ

ー阻害薬 (chloroquine, CQ) の併用処理による caspase 3/7活性化細胞率および死

細胞率の変化。 

大腸癌細胞 (SW480細胞、HT29細胞) を各薬剤で処理した 4群 (No drug群、

TEM群、CQ群、TEM + CQ群) に分け、4 Gyの X線照射を行い、48時間後に

cleaved-caspase 3/7 detection kit を用いて caspase 3/7活性化細胞の割合 (A) および

トリパンブルー染色により死細胞の割合 (B) を評価した。各割合は平均値 ± 標準偏

差で示した。 

⃰, p <0.05; ⃰⃰ ⃰⃰, p <0.01 

Oncology Reports. 2019 (DOI: 10.3892/or.2019.7134) より引用 
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図 17. 小括 1-2 

TEM, temsirolimus; CQ, chloroquine  
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1-4 考察 

癌細胞における mTOR 経路の活性化により、腫瘍の増殖、血管新生、アポト

ーシスの抑制が誘導されることが知られている [17]。当研究では、大腸癌細胞におい

て X 線照射後に 24-36 時間後をピークとする S6, 4E-BP1 のリン酸化を認め、X 線照

射により mTOR 経路が活性化されることを示した。過去の報告では、子宮体癌 [45]、

乳癌 [19]、HUVEC [18]において、X 線照射による mTOR 経路の活性化が示されて

いるが、大腸癌における報告はこれまでにない。乳癌細胞株を用いた過去の報告で

は、mTOR阻害薬により X線による DNA double strand breaks (DSBs) の修復が阻害

されることが示されており [20]、X線により活性化された mTOR経路は X線照射に対

する治療抵抗性として働くと考えられている。また、当研究では、X 線照射後 36 時間

以降に p62 の減衰、LC3-Ⅱの発現亢進および酸性オルガネラの増加が認められたた

め、大腸癌細胞において X 線照射によりオートファジーが誘導されることが示された。

過去にも大腸癌を含む多くの癌細胞において X 線照射によりオートファジーが誘導さ

れることが示されており [46-48]、X 線照射により誘導されたオートファジーもまた、放

射線抵抗性に働いていると考えられている [29, 49]。X線照射によるオートファジーの

誘導には、様々な因子が関与していることが報告されている [30]。mTORC1 はオート

ファジーの阻害因子として知られているが、本研究では X 線照射により誘導された

mTORC1 によるオートファジーの抑制効果を上回る、強いオートファジーの誘導活性

が働いたのではないかと考えられた。 
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次いで、大腸癌細胞において X 線照射により活性化される mTOR 経路、オ

ートファジーあるいはその両方を抑制することで X 線感受性が増強するかどうかを確

かめるために、テムシロリムス単剤、クロロキン単剤およびテムシロリムスとクロロキンの

併用処理を行った細胞に各線量の X 線照射を行い、Clonogenic assay を用いて各群

における細胞生存率を評価した (図 10)。テムシロリムス単剤、クロロキン単剤処理で

は SW480、HT29いずれの細胞においても X線照射による生存率の抑制効果は弱か

ったが、テムシロリムスとクロロキンを併用することで X 線照射による生存率の抑制効

果は増強した。タンパク質発現量の検討では (図 11, 12)、テムシロリムスを使用するこ

とでX線照射により活性化されたmTOR経路は抑制されが、p62の減少、LC3-II/LC3-

I 比の上昇を認めたことからオートファジーが誘導されたことが確認された。一方、クロ

ロキンによりオートファジーは後期相で阻害されたが、p-S6, p-4E-BP1 の発現量は変

化なくクロロキンによる mTOR 経路への影響はないものと考えられた。テムシロリムスと

クロロキンの併用下においてはテムシロリムスにより mTOR 経路は抑制され、また、テ

ムシロリムスにより誘導されたオートファジーはクロロキンにより後期相で阻害されたた

め p62の発現量, LC3-II/LC3-I比は最も上昇していた。これより、テムシロリムス単剤で

はオートファジーが活性化したこと、クロロキン単剤ではmTOR経路の活性が維持され

ていたことが各単剤処理では X 線増感効果が得られなかった原因ではないかと考え

られた。そして、X 線により活性化された mTOR 経路とオートファジーの両方を阻害す
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ることによりX線による増殖抑制効果が増強したのではないかと考えられた。過去の報

告では、mTOR 阻害薬単剤による X 線感受性増強効果は膵癌、乳癌、前立腺癌など

で示されているが [19, 50, 51]、直腸癌における臨床試験では X線増感効果を認めな

かった [40]。同様に、クロロキン単剤による X 線感受性増強効果は乳癌細胞では示

されているが [52]、大腸癌細胞では X 線感受性を増強させなかったとする報告があ

る [53]。このように、mTOR 阻害薬単剤、クロロキン単剤の X 線感受性増強効果は、

細胞毎に異なるとされている。しかし、mTOR 阻害薬とクロロキン併用による X 線感受

性増強効果を決定づける因子について検討した報告はこれまでにない。一方、mTOR

阻害薬、クロロキンの併用療法の X 線感受性増強効果を検討した報告はこれまでに

ないが、X線非照射の検討では大腸癌細胞を含む多くの癌細胞で mTOR 阻害薬とク

ロロキンの強力な抗腫瘍効果が示されている [28, 41, 54-56]。これらの過去の報告よ

り、少なくとも一部の大腸癌に対してX線感受性を増強させるためには、mTOR経路、

オートファジーのいずれかを阻害するだけでは十分でなく、両方を阻害する必要があ

ると考えられた。 

細胞死に関する検討 (図 15) では、テムシロリムス単剤あるいはクロロキン単

剤処理による有意なアポトーシス率の上昇は認めず、テムシロリムスとクロロキンを併

用することで相乗的なアポトーシス率の上昇を認めた。mTOR阻害薬の抗腫瘍効果は

主に cell cycle を停止させることであり、抗アポトーシスとして働く AKTのリン酸化が維
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持されるため、アポトーシスはほとんど誘導されないことが知られており [57-59]、本研

究においても同様の結果であった。また、オートファジーは損傷されたミトコンドリアを

捕食することでミトコンドリアの品質を維持し、活性酸素の異常蓄積を防いでいるが、

オートファジーを阻害することで活性酸素の異常蓄積を来たし、アポトーシスが誘導さ

れるとされている [30]。しかし、本研究ではクロロキン単剤によるアポトーシス誘導は

軽微であった。一方、mTOR 阻害薬とクロロキン併用療法の抗腫瘍効果を検討した過

去の報告では、本研究結果と同様に相乗的なアポトーシスの誘導が確認されている 

[28, 41, 55, 56]。mTOR 阻害薬は、Autophagosomeやリソソームを誘導することが知ら

れているが、クロロキンは Autophagosome 膜やリソソーム膜の透過性を亢進させること

で内部の消化酵素が細胞質内へ漏れ出し、アポトーシスを誘導しているとされている 

[37, 60]。本研究では、X線照射により増加した AutophagosomeはmTOR阻害薬で処

理することでさらに増加した。そして、ここにクロロキンを加えることで増加した

Autophagosome 膜の透過性が亢進され、強力なアポトーシスが誘導されたとものと考

えられた。また、mTOR 阻害薬であるラパマイシンや、オートファジー関連遺伝子の抑

制によるオートファジー阻害は、共に DNA ダメージの修復を阻害することが報告され

ている [20, 46]。このことから、mTOR 経路とオートファジーの両方を阻害することで X

線照射による DNA 損傷の修復が強く抑制され、その結果、アポトーシスが強く誘導さ

れた可能性も考えられた。 
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今回我々が使用したテムシロリムスとクロロキンの併用療法は、既に様々な固

形癌を対象とした phase 1 臨床試験が行われている。比較的頻度が高かった Grade 3

以上の合併症として食思不振 (8%)、倦怠感 (8%)、嘔気 (15%)、貧血 (10%) が報

告されているがいずれも対症療法でコントロール可能であったと報告されている [61]。

しかし、テムシロリムスとクロロキンの併用療法を放射線増感剤として用いた臨床研究

はこれまでになく、前向きな臨床検討が待たれる。本研究で用いた各薬剤の投与量は、

過去の臨床試験で用いられた用量と比較してテムシロリムスはやや少ない可能性があ

り、クロロキンは多い可能性がある。したがって、本研究結果から実際に臨床研究を始

める場合には、phase 1 試験から始める必要があると考える。 

本研究の限界としては、第一に in vitro に限った検討であり、必ずしも in vivo

で同様の効果が得られるとは限らないことである。特に、X 線照射線量やその効果は

生体内と in vitroで異なる可能性があるため、今後、in vivoでの検討が必要である。第

二に、本研究では mTOR 阻害薬としてテムシロリムスを、オートファジー阻害薬として

クロロキンを使用したが、各薬剤の特異的な効果による X線増感作用であった可能性

は否定できない点である。そのため、他の mTOR 阻害薬、オートファジー阻害薬でも

同様の効果が得られるか検討する必要がある。 

当研究では、大腸癌細胞においてテムシロリムスとクロロキンの併用療法は X

線照射によるアポトーシスの誘導効果を増強させると結論した。したがって、直腸癌に
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おける術前放射線療法において併用する化学療法の一選択肢になり得ると考えられ

た。 
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1-5 小括 

大腸癌細胞において、X線照射により mTOR経路が活性化され、オートファ

ジーが誘導された。mTOR阻害薬であるテムシロリムス、オートファジー阻害薬である

クロロキンの各々単剤処理では X線照射による増殖抑制効果は弱いが、テムシロリム

スとクロロキンの併用処理はアポトーシスの誘導を介して X線照射による増殖抑制効

果を増強させた。  
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第 2章 

放射線治療後大腸癌の転移能における mTOR経路の役割 

 

2-1 背景と目的 

我々は第一章において、二つの大腸癌細胞 (SW480 細胞と HT29 細胞) を

用いてX線照射によりmTOR経路が活性化することを示した。一方で、別の大腸癌細

胞 (HCT116 細胞) を使用した過去の研究では、X 線照射により mTOR 経路が不活

性化されることが報告されている [62]。これらの結果から、X 線照射による mTOR 経

路の活性化は細胞毎に異なることが示唆される。このため、実臨床の大腸癌において

放射線治療により mTOR 経路が活性化するかどうかは未知数であり、臨床検体を用

いた検討が必要である。 

もう一つ考慮することとして、mTOR 経路は大腸癌を含めた多くの癌細胞にお

いて遠隔転移の形成を促進する経路として報告されている [17, 39]。固形癌細胞が

転移する際、細胞の性質が上皮細胞系から移動能をもつ間葉細胞系へと転換するこ

とが知られており、この可逆的な変化は上皮間葉転換  (epithelial-mesenchymal 

transition: EMT) と呼ばれる [63]。mTOR 経路は癌細胞の EMT において中心的な

役割を担っており、基礎研究の分野では多くの癌細胞において mTOR 阻害薬や

mTORC1/C2 の発現抑制により EMT および転移能が抑制されたことが報告されてい

る [39, 64-66]。しかし、放射線照射により活性化された mTOR経路が、癌細胞の転移
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能に寄与するかどうかは不明である。このため、放射線治療後 mTOR 経路活性の実

臨床における意義について検証を行う必要があると考えた。 

基礎研究の分野では、一部の癌細胞において放射線照射により癌細胞の転

移能が向上することが報告されている [42, 67, 68]。放射線治療後に生存した癌細胞

は遊走能、浸潤能が高く、EMT 様のタンパク質発現変化を示した aggressive 

phenotypeであることが報告されている [43, 69, 70]。しかし、放射線治療はどのようなメ

カニズムで癌細胞の EMT を誘導するかはよく分かっていない。また、実臨床では多く

の固形癌に対し放射線治療が行われているが、放射線治療により遠隔転移の出現が

増加したという報告はない。一方、CRT後直腸癌の臨床研究では、CRT後に EMT様

タンパク質発現変化が生じた症例と生じなかった症例が存在し、前者は後者にくらべ

有意に遠隔転移を含めた術後再発が多かったことが報告されている [67]。このため、

同じ直腸癌であっても、放射線治療により遠隔転移が増加する症例と増加しない症例

が存在するのではないかと考えられた。今回我々は、放射線治療により活性化された

mTOR経路が EMTの誘導を介して転移能の向上に寄与し、そして放射線治療による

mTOR 経路の活性変化は術後の遠隔転移出現の指標になるのではないかという仮説

を立て、術前 CRT 後直腸癌症例の臨床検体および大腸癌細胞を用いてこれを検証

することとした。 
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図 18. 方法 

IHC, immunohistochemistry; EMT, epithelial to mesenchymal transition.  
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2-2 方法  

臨床研究 

研究デザイン 

進行大腸癌の切除検体を用いた過去の検討では、免疫染色によるリン酸化

mTOR の発現量は、表層部より癌浸潤部で高いことが示されている [71]。従って、大

腸癌検体においてmTOR経路活性を評価するのに、癌の表層しか採取できない生検

検体を用いる事は不適切であると考えられる。東京大学医学部附属病院大腸肛門外

科では、遠隔転移のない cStage II/III 大腸癌のうち下部直腸癌の症例に対しては術

前 CRT 後に手術を行い、その他の大腸癌の症例に対して術前治療は行わず根治的

切除を行っている。従って、本研究では、CRT 後の mTOR 経路活性を評価するため

に術前 CRT を行った下部直腸癌の切除検体 (CRT 群) を、また、CRT による影響が

ない状態の mTOR 経路活性を評価するために術前治療を行っていない大腸癌の切

除検体 (非 CRT群) を利用した (図 19)。 
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図 19. 対象患者選定におけるフローチャート 

CRT, chemoradiotherapy  
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症例 

 2003 年 1 月から 2013 年 12 月まで東京大学医学部附属病院大腸肛門外科

にて進行下部直腸腺癌と診断され、術前CRTの後に根治的切除を施行された症例を

CRT 群の対象とした。術前 CRT の適応は原発巣が腹膜反転部以下の下部直腸にあ

り、深達度が cT3 以上あるいはリンパ節転移陽性の症例である。全症例に 50.4 Gyを

28 分割した放射線照射および Tegafur/uracil (UFT) の内服を基本とした化学療法を

行い、6-10週間後に定型的根治手術を行った。また、2012年 1月から同年 12月まで

に深達度が cT2 以上あるいはリンパ節転移陽性の進行大腸腺癌と診断され、術前

治療を行わずに根治切除を行った症例を非 CRT群の対象とした。いずれの群におい

ても術前に遠隔転移が確認された症例および同時多発癌を有した症例は対象から除

外した。また、CRT 群においては、CRT 後に病理学的完全奏効を来した症例および

少量の腫瘍しか残らなかった症例は免疫染色による評価が難しく対象から除外した 

(表 1)。 
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表 1. 除外症例の詳細 

除外理由 CRT群 非 CRT群 

同時多発癌 1例 7例 

術前に遠隔転移が出現 4例 - 

病理学的完全奏効 (pCR) 10例 - 

遺残癌細胞が極少量 ⁋ 5例 - 

CRT, chemoradiotherapy; pCR, pathological complete response. 

⁋, 免疫染色による判定が難しい症例 
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腫瘍の病期および術前CRTの組織学的効果判定は本邦の大腸癌取扱い規

約第 9版に基づきなされた。術前 CRTの組織学的効果判定; Grade 0 (無効: 癌細

胞に治療による変性、壊死などを認めない), Grade 1 (軽度の効果: 癌の 2/3 未満

で癌細胞の変性、壊死、融解がある), Grade 2 (かなりの効果: 癌の 2/3 以上で著

明な変性、壊死、融解、消失がある), Grade 3 (著効: 癌全体がすべて壊死に陥っ

ているか、または融解、消失した場合、肉芽腫様組織あるいは線維化巣で置き換

えられている)。本研究では、grade 1以下を非反応性、grade 2以上を反応性と定

義し、術前 CRT の組織学的効果を評価した。また、術後サーベイランスは大腸

癌治療ガイドラインに基づき、3か月ごとの診察と腫瘍マーカーの測定、6か月

ごとの直腸診と CT 検査、12 か月ごとの内視鏡検査を行った。術後の予後評価

には、全生存期間、無再発生存期間、および遠隔転移出現までの期間を評価した。

なお、初回再発として局所再発をきたした症例も引き続き遠隔転移の出現を評

価した。 

 

免疫染色 

 免疫染色には切除検体のホルマリン固定、パラフィン包埋組織ブロックから 4-

μm の厚さで切り出した未染標本を用いた。まず、未染標本を脱パラフィンおよび脱水

処理した後、10 mM クエン酸バッファー (pH=6.0) 処理と 120℃のオートクレーブで 5
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分間加熱による抗原賦活化を行い、緩徐に冷ました後、0.3%過酸化水素水含有メタノ

ールを用いて内因性ペルオキシダーゼのブロックを行った。その後、10%ヤギ血清 

(Nichirei, Tokyo, Japan) を用いて非特異的反応のブロッキングを行った後、100 倍に

希釈したウサギモノクローナル抗体である抗リン酸化 mTOR抗体 (p-mTOR, Ser2448; 

CST)、および 200 倍に希釈したウサギモノクローナル抗体である抗リン酸化 S6 抗体 

(p-S6, Ser235/236, 91B2; CST) を反応させ、4℃にて 8時間程度インキュベートした。

次にビオチン標識抗ウサギ、ヒツジ抗体 (Nichirei) を室温で 20 分間反応させた後、

ペルオキシダーゼ標識ストレプトアジピン (Nichirei) を 10分間反応させた。発色は 50 

mM tris-bufferに溶解した 2% DAB (3,30-diaminobenzidine tetrahydrochloride) に 10

分間反応させ、背景の染色にはマイヤーヘマトキシリン  (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, USA) を用いた。 

 本研究では、既報の半定量的スコリング法を用いて各タンパクに対する染色

性の評価を行った [72]。染色強度は次の通りに評価した; スコア 0, no staining; スコ

ア 1, weak; スコア 2, moderate; スコア 3, strong staining。p-mTOR, p-S6に対する代

表的な染色強度を図 20 に示す。また、染色細胞の割合は次の通りに評価した; スコ

ア 0, 0‒10%; スコア 1, 11-25%; スコア 2, 26-50%; スコア 3, 51-100%。最終的に、

染色強度スコアと割合スコアを掛け合わせた値を、0‒9 の値の染色スコアとして算出し

た。判定は、二人の評価者が臨床病理学的情報を伏せた状態で、各症例の癌先進部
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における細胞質あるいは細胞膜の染色性を 400 倍で評価した。また、評価者間で判

定結果が一致しなかった対象においては、第三者が臨床病理学的情報を伏せた状

態で評価し、その判定結果を採用した。 
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図 20. 大腸癌における phospho-mTOR (p-mTOR), phospho-S6 ribosomal protein (p-

S6) 染色強度の代表例 

a-d: 大腸癌組織における p-mTOR 染色強度スコア 0 (a)、1 (b)、2 (c)、3 (d) の代表

例。 

e-h: 大腸癌組織における p-S6染色強度スコア 0 (e)、1 (f)、2 (g)、3 (h) の代表例。 

各画像は 100倍率 (スケールバー: 100 µm) および 400倍率 (左下枠内) で撮影し

た画像を含む。 

Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用 
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In vitro研究 

細胞培養 

ヒト大腸癌細胞株のうち、遊走能の評価に適した SW480 および LoVo 細胞を

用いた。SW480 (変異型 TP53、変異型 KRAS (G12V)) は転移のない局所進行結腸

癌由来であり、LoVo 細胞 (野生型 TP53、変異型 KRAS (G13D;A14V)) は結腸癌の

左鎖骨上リンパ節転移巣由来である [73]。このため、SW480 細胞は比較的低い転移

能を、LoVo 細胞は高い転移能を有する細胞株として知られている  [42]。細胞は

Japanese Cancer Research Resource Bank よ り 購入 し 、 5% FBS および 1% 

antibiotic/antimycotic solution を添加した RPMI 1640 (Sigma Aldrich) で、5% 二酸化

炭素、37℃のインキュベーター内で培養した。mTOR 阻害薬である テムシロリムス 

(TEM; Sigma Aldrich) は既報より 80 nM の濃度で使用した [41]。細胞はテムシロリ

ムスを添加した培養液で 1時間培養した後、X線装置 (Pantac HF350) を用いて 200 

kV-20 mA の電流、および銅 (0.5mm) とアルミニウム (1.0 mm) のフィルター設定下

に 3 Gy あるいは 6 Gy (1.0 Gy/分) の X線照射を行った。 

 

免疫細胞染色 

 6-well flat-bottomed platの底にコーティングされていないカバーガラスを置き、

各細胞を分配し 24 時間培養した。カバーガラス上に細胞が十分に接着、増殖してい
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ることを確認し、前述の薬剤処理および X線照射を行った。24時間後に培養液を取り

除き、4% パラフォルムアルデヒドにて間細胞固定後、0.1% Tween 液で膜透過処理を

行った。洗浄の後、10%ヤギ血清 (Nichirei, Tokyo, Japan) を用いて非特異的反応の

ブロッキングを行った後、200 倍に希釈したウサギモノクローナル抗体である抗リン酸

化 S6抗体 (p-S6, Ser235/236, 91B2; CST) を反応させ、4℃にて 8時間程度インキュ

ベートした。次にビオチン標識抗ウサギ、ヒツジ抗体 (Nichirei) を室温で 20分間反応

させた後、ペルオキシダーゼ標識ストレプトアジピン (Nichirei) を 10 分間反応させた。

発色は 50 mM tris-bufferに溶解した 2% DABに 10分間反応させて行い、背景の染

色にはマイヤーヘマトキシリン (Sigma Chemical Co) を用いた。染色性の評価には、

「2-2 方法 免疫染色」において記載した半定量的スコアリング法を用いた。 

 

タンパク質発現量の評価―Western blotting 

 前述の薬剤処理および X 線照射を行った細胞を 24 時間培養し、「1-2 方法 

Western blotting」 に記載した通りに Western blotting を行った。1次抗体は抗 p-S6 ウ

サギ抗体 (Ser235/236, 91B2, CST; 1000倍希釈) および S6ウサギ抗体 (5G10, #2217, 

CST; 1000 倍希釈) を用い、2次抗体は Alkaline phosphatase標識した抗ウサギ-ヤギ

IgG抗体 (ab97048, Abcam; 2000倍希釈) を用いた。各バンドの検出強度は Image J 

software (version 1. 4. 3) を用いて定量化され、p-S6の発現量を S6の発現量で標準
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化し算出した。 

 

細胞遊走能の評価―スクラッチアッセイ 

 6-well flat-bottomed plate を用いて細胞を培養し、前述の薬剤処理および X

線照射を行った。24 時間培養した後、プレート底部に単層に接着した細胞を 200-µl 

マイクロチップで搔爬し、TEM 非含有の培養液で 48 時間培養した。細胞を

microscope (BZ-8100) 下に 40倍で観察し、Migration indexを次の通りに算出した; 

  Migration index = (搔爬直後の傷の距離 ‒ 搔爬後 48時間の傷の距離) / 搔爬直

後の傷の距離 

 

EMT関連タンパク質発現量の評価―フローサイトメトリー 

 EMT の指標として、細胞表面タンパク質である E-カドへリンと細胞内タンパク

質であるビメンチンなどの発現量の変化を評価するのが一般的である [73, 74]。癌細

胞が EMT を来すと、E-カドへリンの細胞表面発現量は減少し、ビメンチンの細胞内発

現量は増加する。本研究では、これらのタンパク質発現量をフローサイトメトリーで解

析することとした。各細胞に前述の薬剤処理および X 線照射を行い、24 時間後に細

胞を回収した。ここで、細胞表面タンパク質である E-カドへリンの発現量を評価する細

胞は 25 倍希釈の PE 標識マウス CD324 (E-cadherin) 抗体 (BD Pharmingen, San 
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Diego, CA, USA) で 30分間、37 ℃の暗所インキュベーターで培養した後、洗浄し解

析に使用した。一方、細胞内タンパク質であるビメンチンの発現量を評価する細胞は

4% パラフォルムアルデヒドにて細胞を固定し、0.1% Tween 液で膜透過処理を行った

後、25 倍希釈の PE 標識マウス Vimentin 抗体 (BD Pharmingen) を反応させた。解

析は BD FACS Calibur flow cytometer (BD) を用いて行い、各タンパク質の蛍光強度

を算出した。 

 

統計解析 

 臨床研究において、2人の評価者間の免疫染色性評価の一致率はKappa値

を算出し評価した。CRT 群と非 CRT 群における p-mTOR, p-S6 発現スコアの違いは

Mann-Whitney U 検定を用いて評価した。患者背景因子と p-mTOR, p-S6 発現スコア

の関係性は χ² 検定あるいは Fisher 正確検定で評価した。生存曲線、累積遠隔転移

出現率はKaplan-Meier法で評価し、log-rank検定を用いて比較した。また、遠隔転移

出現に関わる因子の多変量解析には Cox比例ハザードモデルを使用した。 

 一方、in vitro 研究においては、全ての実験系は 3 回以上行い、one-way 

ANOVAを用いて多群間比較を行い、Tukey post-testを用いて有意差のある群間を検

出した。全ての解析は、JMP Pro 14.0 software (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA) を

用いて行なわれ、p値が 0.05未満を統計学的有意とした。 
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図 21. 方法 (in vitro 研究) 

MT, mutation-type; WT, wild-type; TEM, temsirolimus; ICC, immunocytochemistry; 

WB, Western blotting; EMT, epithelial to mesenchymal transition; FCS, flow cytometry 

standard.   
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2-3 結果 

臨床研究 

大腸癌組織に対する免疫染色 

 大腸癌組織に対する免疫染色結果の代表例を図 22 に示す。過去の報告と

同様に、本研究におけるほとんどの症例で、p-mTOR と p-S6 の染色性は大腸癌の表

層より浸潤部において強い染色性を示した。これら大腸癌組織における p-mTOR と p-

S6 の染色性の分布を考慮して、今回の研究では癌組織の浸潤部において最も染色

性が強かった領域を評価した。二人の判定者における免疫染色スコアの一致率を評

価するために Kappa 値を算出したところ、p-mTOR に対する免疫染色においては

Kappa 値 0.787、p-S6 に対しては Kappa 値 0.732 であり、いずれも良好な一致率であ

った。 
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図 22. 術前治療を行っていない大腸癌組織における、phospho-mTOR (p-mTOR; A) 

と phospho-S6 ribosomal protein (p-S6; B) に対する免疫染色の代表例。 

左 (a) は 10倍率で観察した大腸癌組織の全層を示す。右 (b, c) はそれぞれ高倍率

像 (400 倍) を示し、右上 (b) は大腸癌の表層を、右下 (c) は大腸癌の先進部 (深

層) をそれぞれ示す。 

Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用 
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患者背景 

CRT 群は 98 症例、また非 CRT 群は 80 症例が該当した。観察期間中央値

は、CRT群では 87.4ヶ月 (範囲：67.9ヶ月-115.6ヶ月) 、非CRT群では 73.1ヶ月 (範

囲：63.0 ヶ月-77.8 ヶ月) であった。各群における臨床病理学的特徴を表 2 に示す。

CRT 群のうち 36 例 (37%) は CRT により良好な組織学的効果が得られた。非 CRT

群においては、結腸癌が 66例 (83%)、 直腸癌が 14例 (17%) を占めていた。 
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表 2. 患者背景 

  
CRT群 

(n = 98) 

非 CRT群 

(n = 80) 

年齢 (歳) 中央値 (範囲) 65 (56–75) 65 (56–75) 

性別 男性 59 (60%) 46 (58 %) 

腫瘍部位 結腸/直腸 0/98 (100%) 66 (83%)/14 (17%) 

肛門縁からの距離 (cm) 中央値 (範囲) 4 (2–6) - 

病理組織学的所見 ⁋   

深達度 T1/T2/T3/T4 11/30/49/8 0/10/51/19 

リンパ節転移 あり 23 (23%) 37 (46%) 

脈管侵襲 あり 57 (58%) 61 (76%) 

組織型 分化型 91 (93%) 76 (95%) 

CRTの組織学的効果 反応性 36 (37%) - 

CRT, chemoradiotherapy; p-mTOR, phospho-mTOR; p-S6, phospho-S6 ribosomal 

protein. 

⁋, 根治手術による切除検体 (CRT群では CRT後となる) の所見 

Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用 
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CRT施行後直腸癌および CRT非施行大腸癌の mTOR関連タンパクの発現性 

CRT群および非 CRT群の切除検体における、p-mTOR及び p-S6に対する

免疫染色スコアを図 23に示す。p-mTOR染色スコアは、CRT群で中央値 9 (範囲: 

6–9)、非 CRT群で中央値 6 (範囲: 4–8) であり、CRT群において有意に高い染色ス

コアであった (p = 0.001)。一方、p-S6染色スコアの中央値は両群共に 3 (範囲; 2–6)

であり、両群における有意差は認めなかった (p = 0.41)。  
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図 23. phospho-mTOR (p-mTOR; A)、phospho-S6 ribosomal protein (p-S6; B)に対する

免疫染色スコア 

CRT 群 (術前化学放射線療法を施行した下部直腸癌症例) および非 CRT 群 (術前

療法を施行しなかった大腸癌症例) における、p-mTOR (A)、p-S6 (B) に対する免疫

染色スコア。横線は非 CRT 群における p-mTOR の染色スコア中央値 (A; スコア 6)、

および p-S6の染色スコア中央値 (B; スコア 3) を示す。 

Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用 

  



 

74 

 

次いで、非 CRT群における各タンパク染色スコアの中央値 (p-mTOR に対し

ては 6, p-S6に対しては 3) をカットオフとし、各群において評価タンパク質の高発現と

低発現の 2群に分け、どのような背景因子が mTOR関連タンパク質の発現量に関連

しているのかを検討した (表 3)。CRT群においては、女性に p-S6高発現の症例が有

意に多い (p = 0.002) という結果であったが、癌の深達度やリンパ節転移陽性率など

癌の進行度を表す因子はいずれのタンパク質発現量とも関連しなかった。また、CRT

の組織学的効果とも関連しなかった (p = 0.08)。一方、非 CRT群においては、リンパ

節転移がない症例の方が有意に p-mTOR高発現の割合が高かったが (p = 0.03)、リ

ンパ節転移以外の癌の進行度は、CRT群と同様に mTOR関連タンパク質の発現量

と関連しなかった。また、結腸と直腸で各タンパク質の発現量に差を認めなかった。 
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表 3. mTOR関連タンパク質発現量に関わる患者背景因子          Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CRT, chemoradiotherapy; p-mTOR, phosphor-mTOR; p-S6, phosphor-S6 ribosomal protein  

  p-mTOR 発現量  p-S6 発現量 

 
 低発現 

（<score 6） 

高発現 

（≥score 6） 
p値 

 低発現 

（<score 3） 

高発現 

（≥score 3） 
p値 

CRT群   N=15 N=83   N=39 N=59  

年齢、歳 中央値 (範囲)  62 (58‒66) 63 (57‒70) 0.87  63 (58 - 70) 63 (57‒69) 0.80 

性別 男性 12 (80%) 47 (57%) 0.09  31 (79%) 28 (47%) 0.002 

肛門縁からの距離  <4 cm 12 (80%) 49 (59%) 0.12  28 (72%) 33 (56%) 0.11 

深達度 T1/T2/T3/T4 2/5/7/1 9/25/42/7 0.98  2/13/20/4 9/17/29/4 0.45 

リンパ節転移 陽性 4 (27%) 19 (23%) 0.75  8 (21%) 15 (25%) 0.58 

脈管侵襲 陽性 6 (40%) 51 (61%) 0.12  23 (59%) 34 (58%) 0.90 

組織型 分化型 1 (7%) 6 (7%) 0.94  2 (5%) 5 (8%) 0.53 

CRTによる組織学的効果 反応性 8 (53%) 28 (34%) 0.08  10 (26%) 26 (44%) 0.13 

非 CRT群  N=27 N=53   N=29 N=51  

年齢、歳 中央値 (範囲)  69 (59–75) 64 (55–72) 0.19  68 (55–78) 64 (56–74) 0.91 

性別 男性 1 (4%) 29 (55%) 0.48  15 (52%) 31 (61%) 0.43 

腫瘍部位 直腸 4 (15%) 10 (19%) 0.65  7 (24%) 7 (14%) 0.24 

深達度 T1/T2/T3/T4 3/19/5 7/32/14 0.67  4/20/5 6/31/14 0.59 

リンパ節転移 陽性 17 (63%) 20 (38%) 0.03  13 (45%) 24 (47%) 0.85 

脈管侵襲 陽性 22 (81%) 39 (74%) 0.43  22 (76%) 39 (77%) 0.95 

組織型 分化型 26 (96%) 50 (94%) 0.70  27 (93%) 49 (96%) 0.56 
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予後との相関 

各群において、mTOR 関連タンパク質発現量による患者予後の違いを検討し

た (図 24)。全生存率の検討では、いずれの群においても mTOR関連タンパク質発

現量による生存率の違いは認めなかった。無再発生存率および累積遠隔転移出現率

の検討では、非 CRT群においては mTOR関連タンパク質発現量による無再発生存

率および累積遠隔転移出現率の違いは認めなかった。一方、CRT群においては、

mTOR関連タンパク質が高発現の症例は無再発生存率が低く、術後遠隔転移出現

率が高い傾向にあった。特に、CRT群において p-S6高発現の症例は低発現の症例

に比べ、有意に累積遠隔転移出現率が高かった (p = 0.01)。したがって CRT群に焦

点をあて、術後遠隔転移出現と相関する因子を検討することとした。 
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図 24. mTOR関連タンパク質発現量と予後との関係 

CRT群および非 CRT群における、mTOR関連タンパク質 (p-mTOR, p-S6) 

の高発現症例 (赤線) と低発現症例 (青線) の全生存率 (A)、無再発生存率 (B)、

および累積遠隔転移出現率 (C) を Kaplan-Meier曲線で示す。有意差は log-rank

法で評価した。       Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用  
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CRT群における、術後遠隔転移に相関する因子の単変量および多変量解析

の結果を表 4に示す。単変量解析の結果では、腫瘍の肛門縁からの距離 (≥4 cm vs. 

<4 cm、p = 0.01)、病理学的深達度 (T1/2 vs. T3/4、p = 0.007)、病理学的リンパ節転

移 (なし vs. あり、p = 0.03)、免疫染色に基づく腫瘍の p-S6発現量 (低発現 vs. 高

発現、p = 0.006) が術後遠隔転移出現を予測しうる因子であった。また、有意差はな

いものの、脈管侵襲 (なし vs. あり、p = 0.051)、および CRTの組織学的効果 (反応

性 vs. 非反応性、p = 0.068) もまた術後遠隔転移出現を反映する傾向があった。こ

れらの因子に対して多変量解析を行うと、免疫染色に基づく腫瘍の p-S6高発現は、

高い病理学的深達度 (ハザード比 3.73、p = 0.04) とともに、術後遠隔転移を予測す

る独立した因子であった (ハザード比 4.51、p = 0.02)。一方、p-mTOR発現量に関し

ては、低発現の症例における術後遠隔転移出現数が極めて少なく (n=1)、評価不能

であった。 

 これらの結果から、大腸癌において術前治療の影響を受けていない mTOR

経路活性は転移形成に大きく影響しないが、CRTの影響を受けた mTOR経路活性

は転移形成に寄与することが予想され、大腸癌細胞を用いて放射線照射による

mTOR経路活性と遊走能の変化を検証することとした。  
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表 4. 術前化学放射線療法を行った症例 (CRT群) における、術後遠隔転移を予測する因子の単変量および多変量解析 

   単変量解析  多変量解析 

  n ハザード比 95%信頼区間 p値  ハザード比 95%信頼区間 p値 

年齢 ≤60歳 39 1 - 
0.32 

    

 >60歳 59 0.67 0.30–1.48     

性別 男性 59 1 - 
0.43 

    

 女性 39 0.71 0.30–1.65     

肛門縁からの距離 ≥4 cm 61 1 - 
0.01 

 1 - 
0.11 

 <4 cm 37 2.78 1.23–6.29  2.01 0.85–4.75 

深達度 T1/2 41 1  
0.007 

 1 - 
0.04 

 T3/4 57 4.34 1.48–12.71  3.73 1.22–14.09 

リンパ節転移 なし 75 1 - 
0.03 

 1 - 
0.15 

 あり 23 2.53 1.10–5.80  1.97 0.80–4.61 

脈管侵襲 なし 41 1 - 
0.051 

 1 - 
0.67 

 あり 57 2.51 0.99–6.32  1.20 0.44–3.70 

組織型 分化型 91 1 - 
0.15 

    

 非分化型 7 0.41 0.12–1.37     

CRTの組織学的効果 反応性 62 1 - 
0.068 

 1 - 
0.32 

 非反応性 36 2.51 0.94–6.72  1.91 0.64–5.71 

p-mTOR発現量 低発現 12 1 - 
1.00 

 1  
1.00 

 高発現 86 1.70e+9 0– ⁋  1.22e-9 0– ⁋ 

p-S6発現量 低発現 39 1 - 
0.006 

 1 - 
0.02 

 高発現 59 3.74 1.28–10.95 - 4.51 1.67–15.69 

CRT, chemoradiotherapy; ⁋, 評価不能                    Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用 
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図 25. 小括 2-1 

CRT, chemoradiotherapy  
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In vitro研究 

X線照射によるリン酸化 S6 タンパク発現量の変化 

ヒト大腸癌細胞 SW480細胞 と LoVo細胞 に 6 Gy の X線を照射し、24時

間後に p-S6に対する細胞染色を行った (図 26)。SW480細胞では X線照射により p-

S6染色性が増強し、逆に LoVo細胞では X線照射により p-S6染色性が減少した。そ

して、mTOR 阻害薬であるテムシロリムスを添加する事により、いずれの細胞でも p-S6

染色性は減少した。 
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図 26. 大腸癌細胞における X線照射によるリン酸化 S6 タンパク質 (p-S6) 発現量の

変化。 

大腸癌細胞 SW480細胞と LoVo細胞に 6 Gyの X線照射およびテムシロリムス 

(temsirolimus: TEM) 80 nMを加え、24時間後に免疫細胞染色を用いて p-S6発現量

を評価した。400倍で観察した免疫細胞染色の代表例 (A: スケールバー, 100 μm) 

と、各群における細胞の染色スコアを平均値 ± 標準偏差で示す (B)。 

⃰, p <0.05; ⃰⃰⃰ ⃰⃰⃰, p <0.01.  
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同様に、Western blottingにおいても p-S6発現量を評価した (図 27)。SW480

細胞では p-S6発現量はX 線照射により上昇し、逆に、LoVo細胞では減少した。そし

てテムシロリムスの処理により、いずれの細胞においても p-S6発現量は減少した。 

これら免疫細胞染色およびWestern blottingの結果から、大腸癌細胞には、X

線照射によりmTOR経路が活性化する細胞 (SW480細胞) と抑制される細胞 (LoVo

細胞) が存在することが示唆された。 
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図 27. 大腸癌細胞における、X線照射によるリン酸化 S6 タンパク質 (p-S6) 発現量

の変化。 

大腸癌細胞 SW480 と LoVoに 3 Gy、6 Gyの X線照射およびテムシロリムス

(temsirolimus: TEM) 80 nMを加え、24時間後の p-S6発現量をWestern blottingを

用いて評価した (A)。各群におけるバンドの濃さを定量化し、平均値 ± 標準偏差で

示す (B)。 

⃰, p <0.05; ⃰⃰⃰ ⃰⃰⃰, p <0.01.  

Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用 
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X線照射による遊走能の変化 

次いで、同様の薬剤処理、X線照射を行った SW480および LoVo細胞に対

し、スクラッチアッセイを用いて遊走能を評価した (図 28)。X線照射により mTOR経

路が活性化した SW480細胞においては X線照射により遊走能は増加し、X線照射

により mTOR経路が抑制された LoVo細胞では逆に減弱した。そして、テムシロリムス

はいずれの細胞においても p-S6発現を減少させたが、それに伴い遊走能も減少させ

た。 

これらの結果から、一部の大腸癌では X線照射により mTOR経路が活性化

され、活性化した mTOR経路により癌細胞の遊走能が増加する可能性が示唆され

た。  
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図 28. 大腸癌細胞における、X線照射による遊走能の変化。 

3 Gy、6 Gyの X線照射およびテムシロリムス (temsirolimus: TEM) 80 nMを加えた大

腸癌細胞 SW480 と LoVoに対し、スクラッチアッセイを行った (A)。以下の式で求め

られるMigration indexを、平均値 ± 標準偏差で示す (B)。 

Migration index = (搔爬直後の傷の距離‒搔爬後 48時間の傷の距離) / 搔爬直後の

傷の距離 

⃰, p <0.05; ⃰⃰⃰ ⃰⃰⃰, p <0.01. 

Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用 
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X線照射による EMT関連タンパク質の発現変化 

次いで、同様の薬剤処理、X線照射を行った SW480および LoVo細胞に対

し、フローサイトメトリーを用いて EMT関連タンパク質の発現量を評価した (図 29)。

SW480細胞においては X線照射により細胞表面 E-カドへリン発現量は減少し、細胞

内ビメンチン発現量は増加したため、X線照射により EMTが誘導されたことが示され

た。さらに、テムシロリムスを加えることで、それらのタンパク質発現変化は抑制された。

一方、LoVo細胞では、X線照射により E-カドへリン発現量は増加し、細胞内ビメンチ

ン発現量は減少した。 

これらの結果から、X線照射により mTOR経路が活性化された SW480細胞

においては、EMTを介して遊走能が増加する可能性が示唆された。  
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図 29. 大腸癌細胞における、X線照射による EMT関連タンパク質の発現変化 

大腸癌細胞 SW480 と LoVo に 3 Gy、6 Gy の X 線照射およびテムシロリムス

(temsirolimus: TEM) 80 nM を加え、24 時間後に細胞表面 E-カドへリン発現量 (A) 

および細胞内ビメンチン発現量 (B) を、フローサイトメトリーを用いて評価した。各タン

パク質発現量を平均値 ± 標準偏差で示す。 

⃰, p <0.05; ⃰⃰⃰ ⃰⃰⃰, p <0.01. 

Cancer Science. 2020 (DOI: 10.1111/cas.14332) より引用 
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図 30. 小括 2-2 

TEM, temsirolimus; EMT, epithelial to mesenchymal transition.   
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2-4 考察 

大腸癌切除検体を用いて mTOR 関連タンパク質に対する免疫染色を行った

ところ、CRT 群における p-mTOR の染色スコアは非 CRT 群に比べて高かったため、

術前 CRT により p-mTOR の発現が亢進したことが考えられた (図 23)。一方、p-S6 の

染色スコアは CRT群、非 CRT群で差を認めなかった。2つの大腸癌細胞を用いた in 

vitro の検討では、SW480 細胞では X 線照射により p-S6 が増加したが LoVo 細胞で

は逆に減少したため、大腸癌細胞には X線照射により p-S6が増加する細胞と減少す

る細胞が存在することが示唆された (図 26, 27)。従って、術前 CRTにより p-S6が増加

した症例と減少した症例が存在したことが、本研究において CRT 群と非 CRT 群の p-

S6 発現量が変わらなかった原因であると考えられた。ただし、臨床研究においては化

学療法が併用されているため、化学療法による mTOR 経路への影響は今後検討する

必要がある。 

X線照射による mTOR経路の活性変化は p53 タンパク質の機能によるものと

されている [74]。TP53 遺伝子に変異のない癌細胞では、X 線照射による DNA 障害

に反応して p53タンパク質の転写が亢進され、それがmTORの抑制経路であるAMP-

responsive protein kinase (AMPK) や phosphatase and tensin homolog (PTEN) を活性

化させることによりmTOR経路を抑制する [74-76]。 しかし、TP53遺伝子に変異を有

する癌細胞では、非機能性の p53 タンパク質によりこれらの X線照射に対する反応は

障害されており、mTOR 経路は十分に抑制されないことが知られている (図 31) [77, 
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78]。実際、本研究、過去の研究において X 線照射により mTOR 経路が抑制された

LoVo細胞、HCT116細胞は野生型 TP53であり、mTOR経路が活性化された SW480

細胞、HT29 細胞は変異型 TP53 である [73]。また、癌細胞に対する高エネルギー照

射はストレス応答タンパク質である p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) の産

生を介して AKT が活性化され、mTOR 経路が活性化することが知られている [79]。 

このことから、SW480細胞およびHT29細胞においては、p53機構の破綻によりmTOR

経路の抑制経路が働かず p38 を介した mTOR 経路の活性経路が優位となったことが、

X線照射後に mTOR経路が活性化した原因ではないかと考えられた。 

術前治療のない大腸癌を用いた過去の検討において、p-mTOR 発現量は癌

の進行度が増す毎に増加するという報告があるが [80]、一方で、癌の進行度と関連

がなかったとする報告もあり [81]、mTOR 経路の活性程度と癌の進行度との関連性は

不明である。当研究では、CRT群、非 CRT群のいずれにおいても、ほとんどの臨床病

理学的因子は p-mTOR, p-S6 の発現程度と関連しなかった (表 3)。なお、非 CRT 群

において、p-mTOR高発現の症例は低発現の症例に比べリンパ節転移の頻度が低い

という結果であったが、これは過去の報告とは逆の結果である [80]。また、CRT 群に

おいては p-S6 高発現の症例は低発現の症例に比べ女性の割合が多いという結果で

あったが、これまでに性差による予後の違いや mTOR 経路活性の違いは報告されて

いない。従って、これらの有意差が認められた項目に関しては統計上の type 1 エラー
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と考えられる。一方、過去の基礎研究において、X 線照射により活性化された mTOR

経路は X 線治療に対する治療抵抗性として働くことが報告されているが [18-21]、本

研究では mTOR 経路活性と CRT の組織学的効果に関連性は認めず、CRT 群に特

徴的な p-mTOR および p-S6 の発現パターンは認められなかった。これら臨床病理学

的因子と mTOR 経路活性の関連性に関しては、今後症例数を重ね更なる検討が必

要である。 

次いで、我々は mTOR 経路活性と患者予後との関連性についても評価した 

(図 24)。非 CRT 群においては、p-mTOR, p-S6 のいずれの発現量も予後との相関を

認めず、これは過去の報告と同様であった  [81]。 また、転移進行大腸癌に対し

mTOR 阻害薬を使用した臨床研究では、mTOR 阻害薬単剤では良好な予後が得ら

れておらず [82, 83]、このことからも大腸癌において術前治療の影響を受けていない

mTOR 経路活性は予後に寄与しない可能性が示唆された。 一方、直腸癌における

CRT後のmTOR経路活性と予後の関連性を検討した報告はこれまでにない。当研究

の CRT 群においては、p-mTOR 高発現あるいは p-S6 高発現の症例は、術後生存率

には差を認めないものの、無再発生存期間が短く、術後遠隔転移出現が多い傾向に

あった。特に p-S6 高発現の症例は有意に術後遠隔転移出現が多く、病理学的深達

度と共に術後遠隔転移出現を予測する独立した因子であった (ハザード比 4.51、p = 

0.02; 表 4)。なお、CRT 後の mTOR 経路活性と術後生存率の関係性に関しては、死
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亡のイベント数が少ないため、今後症例数を重ねた検証が必要と考える。これらの結

果から、CRT による mTOR 経路活性、特に S6 活性の変化が、遠隔転移の出現に寄

与しているのではないかと考えられ、2つの大腸癌細胞を用いてこれを検証した。 

SW480細胞においてはX線照射により p-S6発現量が増加し、それに伴い遊

走能が亢進した (図 26-28)。一方、LoVo 細胞においては X 線照射によりむしろそれ

らは抑制された。そして、mTOR 阻害薬であるテムシロリムスはいずれの細胞において

も p-S6発現量を減少させ、それに伴って遊走能も抑制した。このことから、X線照射に

よる S6 活性化が癌細胞の遊走能を増加させたことが示唆された。ここで、活性化した

mTOR経路がどの様なメカニズムを経て SW480細胞の遊走能を向上させたかを検討

するために、上皮間葉転換 (EMT) に着目した。癌細胞の EMT において mTOR 経

路は重要な役割を担っているとされており、過去の基礎研究の報告では大腸癌細胞、

膀胱癌細胞および子宮頸癌細胞などにおいてラパマイシンによる EMT抑制および転

移能抑制が示されている [39, 66, 84, 85]。一方、大腸癌細胞を含めた多くの癌細胞に

おいて X 線照射により EMT が誘導されることが報告されているが、そのメカニズムは

よく分かっていない [42, 67, 68]。本研究では、SW480 細胞において X 線照射により

E-カドへリンが減少、ビメンチンが増加したため、過去の報告と同様に X 線照射により

EMTが誘導されたことが示された。一方、LoVo細胞では逆にX線照射により EMTが

抑制される傾向にあった。そして、テムシロリムスは SW480 細胞において X 線照射に
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よる EMT 誘導を抑制した。これらの結果から、SW480 細胞においては X 線照射によ

り活性化したmTOR経路が EMTの誘導を介して細胞遊走能を増加させたことが示唆

された。ただし、本研究では 2 つの細胞株しか使用していないため、今後、多数の細

胞株を使用して検証する必要がある。また、X線照射によるmTOR経路の活性化を決

定付ける因子や、活性化した mTOR 経路が EMT を促進させるメカニズムなども今後

の検討が必要である。 

mTOR経路は前述した TP53だけでなく、RAS/RAFや PTENなどの遺伝子か

らも調整を受けていることが知られている [59, 86, 87]。今後、それらの遺伝子異常と

放射線による mTOR 経路の活性変化の関係性を明らかにすることで、患者の遺伝子

プロファイルから術後の遠隔転移出現をある程度予測できる可能性があると考えられ

る [88, 89]。また、CRT により mTOR 経路が活性化し術後遠隔転移が出現する可能

性が高い症例に対して、術前に mTOR 阻害薬を使用すること、および術後の補助化

学療法を強化することで、術後遠隔転移の出現を抑制できる可能性が考えれらる。 

本研究の限界については、第一に単施設における限られた症例数の後方視

的検討であることである。第二に、CRT群と非 CRT群で腫瘍の局在が統一されていな

いことである。本来であれば、非 CRT 群には術前 CRT を行っていない直腸癌を選択

することが最適であると考えられ、今後、術前 CRT を行っていない他施設のデータな

どを用いて検証する必要がある。第三に、mTOR 経路活性に対する免疫染色の評価
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において定まった方法がなく、今回行った半定量評価が実際にどれほど mTOR 経路

活性の程度を正確に反映しているかは不明である点である。第四に、CRT により pCR

が得られた症例や少量の腫瘍しか残らなかった症例は臨床研究の対象から除外され

ているため、本研究は比較的 CRT の効果が悪かった症例を対象としている点である。

さらに、今回は臨床検体を用いた検討が中心であり、今後は基礎的なX線照射による

mTOR経路の活性化のメカニズムおよび活性化した mTOR 経路による遠隔転移形成

のメカニズムについて解明する必要がある。 

本研究から、大腸癌には CRT により mTOR 経路が活性化する症例と活性化

しない症例が存在することが示唆され、活性化する症例は術後の遠隔転移出現のリス

クが高い可能性があると考えられた (図 32)。 
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図 31.  TP53 statusによる mTOR経路の調整 

AMPK, AMP-responsive protein kinase; PTEN, phosphatase and tensin homolog; 

MAPK, mitogen-activated protein kinase.  
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図 32. 本研究結果から推測される、放射線照射による mTOR経路活性変化の意義 

EMT, epithelial to mesenchymal transition.  
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2-5 小括 

局所進行下部直腸癌において、CRT 後 p-S6高発現の症例は術後遠隔転移

出現の頻度が高かった。CRT による mTOR 経路の活性化が直腸癌の術後遠隔転移

形成に関与している可能性が考えられた。 
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総括および今後の課題 

 

 本研究では、大腸癌 X線治療におけるテムシロリムスとクロロキン併用療法の

効果と、直腸癌における術前 CRT後mTOR経路活性変化の術後遠隔転移形成にお

ける意義の探索を目的とし、基礎研究と後方視的観察研究を行い、以下の結果を得

た。 

 

1. 一部の大腸癌細胞では X 線照射により mTOR 経路およびオートファジーが活性

化され、mTOR 阻害薬であるテムシロリムスとオートファジー阻害薬であるクロロキ

ンの併用療法はアポトーシスの誘導を介して X 線照射の細胞増殖抑制効果を増

強させた。 

2. CRT を行った直腸癌において、CRT 後に mTOR 経路が高活性であった症例は

術後遠隔転移出現が多かった。CRT による mTOR 経路活性化の有無が EMT を

介した直腸癌の転移能向上に関与している可能性が示唆された。 

 

本研究結果およびこれまでの報告から予想される、大腸癌放射線療法における

mTOR 経路およびオートファジーの調節系とその臨床的意義を図 33 に示す。癌細胞

において p53 機構や RAS シグナルは mTOR 経路活性に大きな影響を与えているこ
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とが知られており [74, 78, 90-92]、実臨床においても CRT による mTOR 経路の活性

変化はこれらの遺伝子変異により規定される可能性があると考えられる。直腸癌には

症例により多様な遺伝子変異があるが [93]、遺伝子変異のタイプと放射線照射による

mTOR 経路活性変化のパターンを解明することができれば、将来的には治療前の遺

伝子プロファイリングにより放射線治療の効果や予後を予測することができるのではな

いかと考えられる [88, 89]。また、今回は細胞毎の CRT 後オートファジー活性変化の

違いは検討していないが、mTOR と同様にオートファジーも p53 機構と密接に関連し

ていることが知られており [94]、今後オートファジーに関しても同様な遺伝子プロファ

イリングとの関連性を解明することで、さらに CRT の効果予測が高まるのではないかと

考えられる。そして、そのようにして得られた効果予測結果から、本研究で用いたテム

シロリムス/クロロキン併用療法を放射線治療と組み合わせることや、CRT 後に化学療

法を追加すること [95, 96] などのオーダーメイド治療が有用となることが期待される。

本研究結果は、そのような将来的展望を実現するための導入として位置づけられる。

今後、当科において更なる検討を継続する予定である。 
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図 33. 放射線照射下における mTOR経路活性およびオートファジー活性の調節系 

放射線照射後の癌細胞では、p53が mTORの抑制経路として、p38 MAPKが活性経

路として誘導される。このため、TP53遺伝子変異は放射線照射後の mTOR活性変化

を決定づける上で重要な因子である。また、mTOR活性はその他にも RAS/RAFや

PTENなどの遺伝子変異にも影響を受ける。放射線照射により活性化された

mTORC1は放射線治療効果を妨げるように働き、同時に癌細胞の転移能を向上させ

る。一方、放射線照射により p53や活性酸素の蓄積などを介してオートファジーも誘

導される。mTOR と同様に放射線照射により誘導されたオートファジーもまた細胞を保

護するように働くと考えられている。そして、mTORC1はオートファジーの強力な阻害

因子である。このように放射線照射後の癌細胞では、様々な因子により mTOR経路お

よびオートファジーが調整を受け放射線治療効果を決定づけているものと考えられ

る。 
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