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研究成果の概要（和文）：がん細胞は均一な集団ではなく、自己複製能と腫瘍形成能を併せ持つ細胞群、がん幹細胞が
存在する。がん幹細胞は放射線に耐性を示し、治療後のがんの再発の原因となる。我々は、ヒト肝がん細胞株HepG2を
分割照射し、放射線耐性のがん幹細胞を濃縮した。このがん幹細胞は、5GyのX線照射で細胞の生存シグナルAKTが活性
化され、細胞死は誘導されなかった。一方、親株HepG2細胞では、同様の照射で細胞死が誘導された。がん幹細胞のAKT
の活性化が放射線耐性に関与するかどうかを検討し、AKT 阻害剤と放射線の併用で、がん幹細胞の放射線耐性は抑制さ
れることを in vitroとin vivo両方の解析で明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Radioresistance, which is a major cause of failure of radiotherapy (RT), is 
proposed as one of the intrinsic characteristics of cancer stem cells (CSCs) whose unique DNA damage 
response (DDR), efficient DNA repair and resistance to apoptosis are thought to confer the phenotype. We 
have isolated surviving CSCs by exposure to long-term fractionated radiation for 82 days from HepG2 cells 
(82FR-31NR cells). 82FR-31NR cells exhibited CSC properties, such as high expression of CSC marker CD133 
and the ABC transporters (MDR1 and BCRP1), and high tumorigenic potential after transplantation into nude 
mice. 82FR-31NR cells showed efficient DNA repair of radiation-induced DNA damage and radioresistance 
with activation of the AKT signaling pathway. Therefore, inhibition of the AKT　pathway by an AKT 
inhibitor, resulted in radiosensitization of 82FR-31NR cells. Combination of fractionated RT and reagents 
targeting the AKT　pathway to eradicate CSCs would be effective therapeutic modality.

研究分野： 放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
日本人における死因の第１位はがんであ

る。がん征圧のための研究推進がなされてい
るが、がんに対する決定打となる治療法はい
まだに確立されていない。放射線療法は、腫
瘤に線量を集めるため、全身への負担が小さ
く、臓器の形態と機能温存性に優れている。
しかし、放射線治療における最大の難問は放
射線抵抗性のがん細胞の存在である。腫瘍組
織を構成するがん細胞は均一な集団ではな
く、自己複製能と腫瘍形成能を併せ持つ細胞
群、がん幹細胞が存在すると想定されている。
がん幹細胞は優れた DNA 修復能と細胞死抵
抗性を備え、放射線や抗がん剤に耐性を示す。
このため、放射線療法や化学療法後に生き残
ったがん幹細胞は再び増殖し、がんの再発の
原因となると考えられている (図１)。 

 
近年、がん幹細胞を標的としたがん治療法

の確立に向けた研究が注目を集めている。が
ん幹細胞は細胞表面マーカーCD133 の抗体
を用いて分離される。この方法で分離したが
ん幹細胞は、通常の血清を含む培養液では自
己複製能を失い分化するため、増殖因子を加
えた無血清の培養液を用いて培養される。親
株細胞とがん幹細胞では、使用する培養液が
異なることから、培養液の影響を受けずに両
者の放射線応答を比較することはこれまで
困難であった。 
 
２．研究の目的 
 我々はヒトがん細胞株を用いて従来の抗
体法ではなく X 線を繰り返し照射し、非がん
幹細胞を死滅させ、放射線耐性のがん幹細胞
の濃縮を試みた。濃縮したがん幹細胞と親株
細胞を同一の培養条件下で培養し、両者の放
射線応答を比較することで、がん幹細胞の放
射線耐性に関わる分子を明らかにした。さら
に、同定した遺伝子の働きを阻害し、がん幹
細胞の放射線耐性抑制法を検討した。 
以上の解析により、がん幹細胞を標的とし

たより有効な放射線治療法の確立に取り組
んだ。 
 
３．研究の方法 
3-1.放射線によるがん幹細胞の濃縮法の確
立 
ヒト肝がん細胞株HepG2と神経膠芽腫細胞

株 A172 に 0.5Gy の X 線を 1 日 2 回の分割照
射スケジュールで82日間照射した。細胞を、

蛍光標識された抗CD133抗体を用いて染色し、
フローサイトメーターでがん幹細胞の濃縮
度を評価した。さらに、分割照射を休止後に
CD133 陽性細胞の頻度が減少するかどうかを
同様のフローサイトメーターを用いた解析
で検討した。 
 
3-2.放射線耐性がん幹細胞の性状解析 

定量的逆転写ポリメラーゼ 連鎖反応法
（RT-PCR 法）でがん幹細胞マーカー遺伝子
Multiple drug resistance 1（MDR1）や Breast 
Cancer Resistance Protein （BCRP1）の遺
伝子発現を解析した。親株細胞とがん幹細胞
(5 × 105)をヌードマウスに皮下に移植し、
腫瘍形成能を検討した。コロニーアッセイ法
を用いて、放射線照射後に形成されたコロニ
ー数を計測し、細胞の放射線感受性を検討し
た。ヌードマウスに作製したヒト腫瘍片を用
いて、放射線感受性を検討した。 
 
3-3.がん細胞の放射線応答の解析 
細胞の生存に関わるAKTシグナル経路がが

ん幹細胞の放射線耐性に関与するかどうか
を検討した。AKT リン酸化抗体を用いて、活
性化型AKTをウエスタンブロッティング法で
検出し、放射線照射後の AKT の活性化を検討
した。 
 
3-4.がん幹細胞の放射線耐性の克服 
AKT 阻害剤 API-2(カルビオケム社)を用い

て、AKT の活性化を阻害することで、がん幹
細胞の放射線耐性が抑制可能かどうか検討
した。親株細胞とがん幹細胞をヌードマウス
の右脇腹、左脇腹にそれぞれ移植し、コント
ロール群、放射線単独群（3Gyx7 回）、AKT 阻
害剤単独群（７回）、放射線と AKT 阻害剤併
用群の 4 群に分け、腫瘍体積が約 40mm3の大
きさで放射線照射や薬剤投与を開始し、約 20
日間腫瘍体積変化を測定して、腫瘍の再増殖
が観察されるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
分 割 照 射 82 日 間 （ 82Fractionated 

Radiation:FR）で、HepG2とA172を細胞では、
照射前には 10%程度であった CD133 陽性のが
ん幹細胞を約 90％にまで濃縮することを明
らかにした。この細胞を、照射を止めて 31
日間培養（31 non-radiation:NR）してもCD133
の発現は、維持された（以後、82FR-31NR 細
胞と呼ぶ）(図 2)。 



遺伝子発現の解析から、HepG2 と A172 の 
82FR-31NR 細胞では、CD133 以外のがん幹細
胞のマーカーで抗がん剤の排出に関わる ABC
トランスポーター遺伝子（MDR1 や BCRP1）の
高発現が観察された。また、少量の 82FR-31NR
細胞の移植で、ヌードマウスにヒト移植片が
観察され、82FR-31NR 細胞ががん幹細胞の特
性である高腫瘍形成能を持つことを明らか
にした。さらに、親株 HepG2, A172 細胞と比
較して HepG2 と A172 の 82FR-31NR 細胞は放
射線に耐性を示すことをコロニーアッセイ
法で明らかにした。以上の結果から、放射線
分割照射法で、放射線耐性のがん幹細胞が濃
縮されることを明らかにした。驚くことに、
82FR-31NR 細胞では、従来の抗体法で分離し
たがん幹細胞とは異なり、親株と同様の血清
を含む培養液中で、がん幹細胞の形質を失う
ことなく増殖した。このため、親株と同じ培
養条件下で、細胞の生存に関わる AKT の放射
線応答を解析した。5Gy の X 線照射で、親株
の HepG2 細胞では AKT は活性化されず、細胞
死（アポトーシス）が誘導された。一方、
82FR-31NR 細胞では、5Gy の照射で AKT が活
性化され、細胞死は誘導されなかった。がん
幹細胞の放射線耐性に、AKT の活性化が関与
するかどうか、AKT 阻害剤を用いて検討した。
AKT 阻害剤と放射線の併用で、がん幹細胞の
放射線耐性が抑制されることを、in vitroと
in vivoの両方の解析で、明らかにした。 
これまで、放射線治療成績向上のため、腫

瘍に限局して放射線を照射するための放射
線照射装置の開発や、照射スケジュールにつ
いての検討が行われ、十分な治療成績の向上
が得られた。しかし、それでもなお、放射線
により治療効果が望めない放射線耐性の腫
瘍が存在する。本研究により、AKT 経路の阻
害ががん幹細胞の放射線耐性の抑制に有効
であることを明らかにした。AKT は様々な分
子を介して、細胞死の抑制、細胞の増殖、解
糖系、血管新生を制御する。これらの機能が
がん幹細胞の放射線耐性に関与することが
考えられる。今後は、AKT 阻害剤の効果をよ
り詳細に検討し、正常細胞の副作用を抑え、
がん細胞の放射線耐性の克服を目的とする
臨床応用に向けた研究が必要である 
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