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研究成果の概要：ヒト膠芽腫細胞株から凝集塊を形成する浮遊細胞群を誘導し，抗 CD133 モノ

クロナール抗体を用いてフローサイトメトリーで CD133 陽性細胞を選別し，CD133 陽性細胞の

割合と低酸素負荷との関連を検討した．常酸素細胞群では CD133 陽性細胞の割合は 0.7～4.0％

であったが，低酸素負荷（5% 酸素）群では 8.4～44.5%まで増加し，低酸素負荷による腫瘍幹

細胞の増加が確認された．低酸素負荷による CD133 陽性細胞の増加は，低酸素誘導因子

抑制薬であるフラボピリドールにより抑制されなかった． 
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１．研究開始当初の背景  

（1）悪性脳腫瘍における低灌流域

の低酸素細胞の存在は放射線・化

学療法に対する腫瘍抵抗性因子の

一つとして指摘されてきたが，腫

瘍血管増生因子（VEGF）を誘導し

て腫瘍の血管新生を促進させたり，

腫瘍増殖に寄与する低酸素誘導因

子が低酸素細胞に発現しているこ

とが判明し，腫瘍組織における重

要な調節転写因子として注目され

ている． 

（2）最近では悪性脳腫瘍において

も自己複製能および多分化能を有

する腫瘍幹細胞の存在が確認され，

非幹細胞と比較して細胞死抵抗性

で，細胞分裂が遅く，薬剤を細胞

外に排出する機能があり，放射線
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治療や抗腫瘍薬に耐性を示すこと

報告された． 

(3) 幹 細 胞 は 低 酸 素 条 件 下 で 分

化・増殖能が亢進し，その機序と

して低酸素誘導因子の関与が示唆

されており，低酸素誘導因子は幹

細胞における分化・増殖にも寄与

している可能性が示唆されている． 

２．研究の目的 

（ 1）本研究では実験脳腫瘍を用いて

低 酸素 細胞 にお ける 腫瘍 増殖 能と腫

瘍 幹細 胞の 誘導 との 関連 につ いて検

討する． 

（ 2）低酸素誘導因子抑制による腫瘍

増 殖お よび 腫瘍 幹細 胞の 誘導 抑制効

果について検討する． 

３．研究の方法 

（1）使用細胞株と薬剤 

今 回 の 実 験 で 使 用 し た 樹 立 培 養 腫

瘍 細胞 株は ラッ トグ リオ ーマ 由来の

RG2細胞株，C6細胞株，ヒト膠芽腫由

来のU87細胞株およびラット乳癌細胞

由来のWalker 256 (W256) 細胞株で，

悪 性脳 腫瘍 の代 表で ある 悪性 神経膠

腫，ならびに転移性脳腫瘍のモデルと

し ての 乳癌 細胞 の培 養細 胞株 を用い

た．低酸素誘導因子抑制薬としてはフ

ラボピリドールを用いた． 

(2) ラ ット 可 移植性 腫 瘍株を マ ル

チ ガス イン キュ ベ－ タ－ を用 いて低

酸素条件下に単層培養し，各培養細胞

に つい て三 重標 識組 織放 射能 測定を

(14C-azomycin，methyl-3H- thymidine 

(3H-TdR)，99mTc-DTPA)を行い，腫瘍増

殖 能と 低酸 素状 態と の関 連を 解析し

た．三重標識組織放射能測定法は 10%

牛胎児血清添加 MEM を用いて単層培

養 した 細胞 の培 養液 を三 重標 識した

アミノ酸欠乏 10%牛胎児血清添加 MEM 

(3H-TdR; 0.1 μ Ci/ml,  

1 4C-azomycin; 0.01 μ Ci/ml, 

99 mTc-DTPA ; 3μ Ci/ml)に 交 換 し ， 5

分から 60 分にわたって cell scraper

を用いて細胞と培養液を採取し，遠心 

(1500rpm, 3 分間 )にて細胞と培養液

を分離した．60μ l の培養液採取後に

培 養液 は吸 引除 去し て細 胞お よび採

取した培養液の重量を計測した．細胞

内 およ び培 養液 中の 各ト レー サの濃

度は 99mTc-DTPA の放射活性をガンマ

カウンターで測定し，各測定時間にお

ける放射活性の減衰を補正して 99mTc

の放射活性を算出した． 99mTc の放射

活性が完全に消失した 4 日後 (15 半

減 期 ) に 培 養 液 お よ び 細 胞 に

solubilizer 0.5ml を添加し，溶解後

にシンチレータ 4.5ml を加えて 14C の

放 射活 性を ベー タカ ウン ター で測定

した．99mTc-DTPA は採取による障害細

胞 およ び細 胞外 腔へ のト レー サ集積

を 反映 する こと から 各ト レー サの細

胞/培養濃度比を 99mTc-DTPA の集積量

を用いて補正し，真の細胞/培養液濃

度 比  (各 ト レ ー サ の 細 胞 内 集 積 量 ) 

を算出した．各トレーサの真の細胞/

培 養 液 濃 度 比  (Cc/Cm) は 以 下 の 式

で表される． 

［ Cc/Cm］ =Cc/Cm-｛ Cc［ 99mTc-DTPA］

/Cm［ 99mTc-DTPA］｝ 

Ccは採取した細胞の放射活性 

(dpm/cell)， Cmは培養液の放射活性 

(dpm/ml medium)， Cc［ 99mTc-DTPA］ / 

Cm［ 99mTc-DTPA］は 99mTc-DTPAの細胞/

培養液濃度比である．腫瘍細胞への

3H-TdRおよび 14C-azomycinの集積は真



 

 

の細胞／培養液濃度比の経時的変化

に基づいて培養液から細胞内へのト

レーサ流入を示す速度定数Kiで評価

した． 

始めに異なる低酸素状態（2および

5％酸素）で，4および24時間目に各速

度定数の変化を評価して常酸素細胞

（20％酸素）と比較検討した．次いで，

慢性的低酸素状態における低酸素負

荷の影響を検討するために低酸素状

態（5％酸素）で継代培養した細胞株

に対して酸素濃度をさらに2％まで低

下させ，4および24時間目に各トレ－

サ－の細胞内集積速度を同様の方法

で算出し，各速度定数の経時的変化を

検討した． 

(3)ヒト膠芽腫細胞株（U87）を表皮増

殖 因子 と塩 基性 線維 芽細 胞増 殖因子

を含む無血清培地で，常 酸 素 （ 20％

酸素）および低酸素（ 5％酸素）状態

で 培 養 し ， 凝集塊を形成する浮遊細

胞群を誘導した．次いでフローサイト

メトリーで抗 CD133 モノクロナール

抗体を用いて CD133 陽性細胞を選別

し，CD133 陽性細胞の割合と低酸素負

荷（ 5％酸素）との関連を常酸素細胞

（ 20％酸素）と比較して検討した． 

（ 4）さらに低酸素状態（ 5％ 酸 素 ）

に お い て 低酸素誘導因子抑制薬であ

るフラボピリドールを添加し，腫瘍幹

細胞の誘導抑制効果について検討し

た．  

４．研究成果 

（ 1）ラット可移植性腫瘍細胞におい

て 腫瘍 増殖 能は いず れも 低酸 素状態

で 24 時間目には常酸素細胞の 50%以

下まで低下し，5% 酸素で 6 日間（慢

性期）培養された RG2 と W256 の増殖

能は持続性に低下していたが，C6 は

常酸素細胞と同程度まで回復した（図

1-3, 左）． 

（ 2）慢性期における低酸素負荷（2% 

酸素）ではすべての腫瘍細胞株で増殖

能が有意に低下した（図 1-3, 左）． 

（3） 14C-azomycin の細胞集積量は常

酸素細胞群， 5% 酸素負荷群， 2% 酸

素負荷群の比較では，いずれの腫瘍細

胞株においても，2% 酸素負荷群が最

も高集積を示し，常酸素細胞群が最も

低く，14C-azomycin は低酸素状態を反

映 する トレ ーサ とし て有 用と 考えら

れた（図 1-3, 右）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 C6 における 3H-TdR および 
14C-azomycin 集積 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 RG2 における 3H-TdR および 
14C-azomycin 集積 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 W256 における 3H-TdR および 
14C-azomycin 集積 

 

 

(4) ヒト膠芽腫細胞株（U87）におい

ては常酸素細胞群では CD133 陽性細

胞の割合は 0.7～ 4.0％であったが（図

4），低酸素負荷（5% 酸素）群では 8.4

～ 44.5%まで増加し（図 5），低酸素負

荷による腫瘍幹細胞の増加が確認さ

れた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 U87 における CD133 陽性幹細胞の

割合（常酸素下） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 U87 における CD133 陽性幹細胞の

割合（低酸素下） 

 

 

(5)低酸素負荷による CD133 陽性細胞

の増加はフラボピリドールにより抑

制されなかった（図 6）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 U87 における CD133 陽性幹細胞の 

フラボピリドール添加前後の変化 
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