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研究成果の概要（和文）：放射線生物学的研究に神経膠芽腫がん幹細胞を安定的に供給するため、腫瘍の培養系
モデルである３次元細胞塊（スフェロイド）の低酸素微小環境に出現するがん幹細胞様細胞（がん幹細胞マーカ
ーかつ未分化細胞マーカー陽性細胞）から株化がん幹細胞を樹立する方法を検討した。その結果、がん幹細胞様
細胞をスフェロイド内で長期培養できる培養条件を明らかにすることができた。スフェロイド内で長期培養した
がん幹細胞様細胞はがん幹細胞の形質を維持していた。スフェロイドから分離したがん幹細胞様細胞のみを継代
維持する方法については、今回確立することはできなかった。この方法は、今後さらに検討する必要のあること
が分かった。

研究成果の概要（英文）：This study examined cell culturing methods which enable to establish a 
cancer stem cell line from cancer stem cell-like cells (cancer stem cell marker-positive and 
undifferentiated cell marker-positive cells) existing in three dimensional cell masses (spheroids) 
of human glioblastoma cells. The cancer stem cell-like cells could be cultured in spheroids for a 
long period under a developed cell culturing condition. It was also shown that those cells 
maintained the phenotype as a cancer stem cell during the long-term culturing. This study could not 
establish the method which successively culture the cancer stem cell-like cells alone sorted from 
spheroids for a long period. It was suggested that further studies are needed to examine the cell 
culturing methods.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： がん幹細胞　　　スフェロイド　CD133

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線がん治療後のがん幹細胞の生存は、再発、転移に繋がり効率の良い治療にとって大きなマイナス要因と最
近考えられている。従って、がん幹細胞に対する放射線殺細胞効果を高める治療法の開発が重要となっている。
しかし、がん幹細胞が実際に生体内でどのように発生し、増殖、移動しているのかその挙動についてはほとんど
分かっていない。放射線生物学的研究にがん幹細胞が安定的に供給できれば、放射線がん治療の進展に大きく役
立つ。本研究は、スフェロイド内に存在するがん幹細胞様細胞をがん幹細胞としての形質を保持させたまま長期
培養できる培養法を明らかにした。この研究成果は、放射線生物学的ながん幹細胞研究に寄与できると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
放射線がん治療後のがん幹細胞の生存は、再発、転移に繋がり、効率の良い治療にとって大

きなマイナス要因と最近考えられている。従って、がん幹細胞に対する放射線殺細胞効果を高
める治療法の開発が重要となっている。がん細胞の活発な増殖によって形成される腫瘍におい
ては、十分な血管形成が伴わず、腫瘍内は低酸素状態にあることがよく知られている。腫瘍の
低酸素微小環境は細胞生存系、血管新生、転移などのがんの進行に関わる転写因子の活性化を
誘導し、がん細胞の悪性化（転移・浸潤能の亢進等）の要因となる。さらに、このようながん
細胞の挙動に加え、がん幹細胞においても腫瘍内の低酸素微小環境が深く関わっていることが
明らかにされた。従来、低酸素微小環境は正常な幹細胞の未分化能の維持に重要であることが
分かっていたが、がん幹細胞においても低酸素微小環境はニッチ形成や未分化能維持に重要で
あることが示された。また、放射線抵抗性の脳腫瘍においても、グリオーマ幹細胞の未分化能
維持に腫瘍の低酸素微小環境は欠かせないことが示されている。我々は、グリオブラストーマ
のスフェロイドを用い、CD133 陽性細胞（図 1a）が低酸素微小環境（図 1b）に出現すること
を明かにし、この細胞がいわゆるがん幹細胞としての性質を示すことを示唆している。放射線
生物学的研究にこの細胞が安定的に供給できれば、がん幹細胞を標的としたより進歩した放射
線がん治療の進展に大きく役立つものと思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
臨床的に生体内の腫瘍に存在するがん幹細胞の体内動態を詳しく調べるには、様々な臨床的

制約を伴い、充分な解析が難しい。さらに、生体内のがん幹細胞を培養系に移した時、培養環
境が生体内環境と異なるため、がん幹細胞としての性質が失われてしまう。そのため、がん幹
細胞が実際に生体内でどのように発生し、増殖、移動しているのか、その挙動についてはほと
んど分かっていない。一方、腫瘍の in vitro モデルである３次元細胞塊（スフェロイド）実験
系は臨床的、倫理的制約を受けず、低酸素微小環境に出現する放射線抵抗性を示すがん幹細胞
様細胞の性質について詳しく解析することが可能となる。これまでグリオブラストーマ（T98G
細胞）で形成されるスフェロイドの低酸素微小環境に注目し、そこにがん幹細胞様細胞が出現
することを報告した論文は我々の論文（Ohnishi et al., Int. J. Oncol.,2014）以外に見あた
らない。スフェロイドが直径 300μm程度と極めて微小な組織であるため、切片を作製するのが
困難である点、さらに、レーザー光がスフェロイド表面から 100μm程度までしか到達せず、共
焦点レーザー顕微鏡による中心部の明瞭な細胞観察が困難である点などがその要因と思われる。
我々は、良好なスフェロイド凍結切片を作製する手法を確立し、スフェロイド中心部の凍結切
片を免疫蛍光染色し、タンパク質の発現解析に成功している。 
インキュベータ内の単層細胞培養における低酸素曝露（図 2a）と異なり、細胞が能動的に集

合した３次元立体構造であるスフェロイド内部に形成される低酸素微小環境（図 2b）は、より
生体の腫瘍内低酸素微小環境（図 2c）に近い環境を再現することができる。興味深いことに、
図 2a の単層細胞培養における低酸素曝露では CD133 陽性細胞は出現しない。 
本研究では、スフェロイド CD133 陽性細胞をがん幹細胞として利用できるよう、がん幹細胞

形質を保持しつつ継代維持できる培養法を確立する。さらに、継代維持した細胞が、がん幹細
胞としての性質（放射線抵抗性、非対称分裂性及び腫瘍形成能）を維持しているのかを確認す
ることも目的とする。安定的に放射線生物学的研究にこの細胞が供給できれば、本研究は、が
ん幹細胞を標的とした放射線がん治療の進展に寄与できる。 
 
 
 
 
 

図 1.グリオブラストーマスフェロイド(T98G)の凍結切片の免疫蛍光染色像 
a, CD133 免疫蛍光染色像 b, HIF-1免疫蛍光染色像 c, Merge 像 
CD133 陽性細胞（白黒印刷では白い部分）が低酸素領域（HIF-1陽性領域、白黒印刷では
白い部分）の外縁部にリング状に存在することが分かる。  
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３．研究の方法 
本研究では、まず、スフェロイドを長期培養することにより、スフェロイド内に形成される

がん幹細胞様細胞（CD133 陽性細胞）を増殖維持できるかを調べた。様々な培地で培養した時
のスフェロイド数の増減や形状の変化について経時的に観察した。次に、スフェロイド分散細
胞の CD133 陽性細胞のみ継代維持できる培養容器の接着性、形状及び培地の成分について調べ
た。さらに、スフェロイドによって長期培養した細胞ががん幹細胞の形質を維持しているかを
確認するため、CD133 抗体で免疫蛍光染色しセルソーターで分別回収した CD133 陽性細胞と陰
性細胞の遊走能・浸潤能、放射線抵抗性、腫瘍形成能について調べた。遊走能・浸潤能、につ
いては、一般的によく用いられているマトリゲルを塗布してないあるいは塗布したトランスウ
ェル膜（直径 18mm、膜穴 8μm）を用い、膜を通過した細胞数をカウントすることにより、それ
ぞれを評価した。放射線抵抗性については、コロニー形成法で評価した。腫瘍形成能について
は、CD133 陽性細胞と陰性細胞をヌードマウスに細胞を移植し、経時的に腫瘍サイズを計測す
ることを試みた。 
 
４．研究成果 
(1)スフェロイドの継代維持法 
 スフェロイドを長期培養（約 2か月間）することにより、スフェロイド内に形成されるがん
幹細胞様細胞（CD133 陽性細胞）を増殖維持できるかを調べた。α-MEM、DMEM、神経幹細胞用
培地、ES細胞用培地などを用い、それぞれの培地の入った非接着性シャーレで長期培養した時
のスフェロイド数の増減や形状の変化について経時的に顕微鏡観察した。その結果、α-MEM あ
るいは DMEM で培養した場合、徐々にスフェロイドの形状が崩れ、その数が減少した。一方、神
経幹細胞用培地あるいは ES 細胞用培地で培養した場合、スフェロイドの形状は保たれ、その数
はほとんど減少しなかった。興味深いことにこれらの培地で培養した場合、サイズの小さなス
フェロイドが新生した。神経幹細胞用培地あるいは ES 細胞用培地で長期培養したスフェロイド
にも CD133 陽性細胞が内在していることを免疫蛍光染色法によって確認した。がん幹細胞様細
胞を長期間維持培養する方法として、神経幹細胞用培地あるいは ES細胞用培地でのスフェロイ
ド培養が有効であることが明らかとなった。 
(2)スフェロイド分散細胞の継代維持法 
 スフェロイド分散細胞の CD133 陽性細胞のみを継代維持できる培養法を検討するため、培養
容器の接着性及び培地成分を変えて調べた。その結果、シャーレの接着性、α-MEM、DMEM、神
経幹細胞用培地、ES細胞用培地などの培地の種類に関わらず、CD133 陽性細胞を増殖させ継代
維持することはできなかった。今後さらに検討する必要のあることが分かった。 
(3)がん幹細胞としての形質評価 
 ①遊走能・浸潤能 
 セルソーターで分別回収したCD133陽性細胞と陰性細胞の遊走率はそれぞれ約10%と4％であ
り、CD133 陽性細胞の遊走率は陰性細胞よりも有意に高かった（P<0.05）（図 3）。浸潤能につい
ては信頼できる結果が得られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

低酸素曝露 

 

図 3. スフェロイド CD133 陽性/陰性細胞
の遊走率 
a.トランスウェル膜通過前の細胞の核
染色像 b. トランスウェル膜通過後の
細胞の核染色像 c.CD133 陽性細胞と
陰性細胞の遊走率 Migration(％)＝通
過後の細胞数/通過前後の細胞数×100 



②放射線抵抗性 
セルソーターで分別回収した CD133 陽性細胞と陰性細胞の X線感受性をコロニー形成法で調

べたところ、CD133 陽性細胞は陰性細胞に比べ約 1.5 倍 X線抵抗性であった。（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③腫瘍形成能 
CD133 陽性細胞と陰性細胞をセルソーターで分別回収した後、ヌードマウスに細胞を移植し、

これら細胞の腫瘍形成について調べた。スフェロイド 400 個から回収した約 104個の CD133 陽
性細胞と陰性細胞を移植し増殖過程の観察を試みたが、どちらの細胞においても腫瘍の形成は
観察されなかった。腫瘍が形成されなかった原因として、腫瘍形成に必要な移植細胞数が不充
分であったことが考えられる。今後、分別回収し移植する細胞数を増やす必要があると思われ
る。 
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