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研究成果の概要（和文）：大腸癌患者由来のスフェロイド（CTOS）は、低酸素かつ増殖因子非存在下で可逆的な休眠状
態に陥る。大腸癌CTOSは高分化型腺癌の性質を維持しており、培養条件によって幹細胞性/分化マーカーの遺伝子発現
は大きく変化する。
本研究では、大腸癌CTOSの放射線感受性試験を樹立し、休眠状態のCTOSの放射線感受性と幹細胞性/分化の関連を検討
した。休眠状態のCTOSは通常培養条件下と比較して放射線抵抗性を示すが、腸管上皮細胞の幹細胞性マーカーと分化マ
ーカーを同時に高発現していた。休眠状態のCTOSでは、分子酸素の欠乏に加えて、幹細胞性/分化の揺らぎという生物
学的要因が放射線抵抗性を誘導する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：CTOS (cancer tissue-originated spheroid) from colorectal cancer patients entered 
a reversible dormant status when cultured in hypoxia and growth factor deprived conditions. CTOS retained 
the characteristics of highly differentiated adenocarcinoma, and the expression of stemness or 
differentiation genes changed drastically depending on the culture conditions.
In the present study, we established a radiation sensitivity assay using colon cancer CTOS. CTOS in 
dormant status showed radiation resistance compared to the normal culture conditions, and dormant CTOS 
showed high expression of stemness and differentiated genes at the same time. In addition to the 
well-known radio-resistant mechanism, such as cell cycle arrest and hypoxia, dormant CTOS might gain the 
radiation resistance through the fluctuation of stemness and differentiation.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
腫瘍組織内の低酸素環境は、がんの治療抵

抗性や浸潤能の亢進など、がんの悪性化と深
く関わっている。特に放射線治療においては、
分子酸素の欠乏やがん細胞の細胞分裂の低
下が放射線抵抗性を誘導すると考えられて
いる。近年、Hypoxia inducible factor１α
（HIF1α）によってマーキングされた低酸
素領域の癌細胞が、放射線治療後に再び増殖
することが示された（Harada 2012 Nature 
Commun）。つまり、癌細胞は低酸素下で可
逆的に休眠状態（dormant status）になり、
血流の改善などによって再酸素化された場
合には再び増殖を始めて、腫瘍再発の原因と
なることが実証された。 
 癌細胞が低酸素下で可逆的に休眠状態に
陥るメカニズムを研究することは、放射線治
療の効果を向上させるために極めて重要で
ある。しかし、従来の二次元培養の実験系で
は、多くの癌細胞株は低酸素下でも細胞増殖
を停止せず、長期の休眠状態を in vitro で再
現することができない。癌細胞の休眠状態と
放射線感受性を研究するための、新しいプラ
ットフォームが必要である。 
 我々が新しく確立した癌細胞初代培養系
Cancer Tissue Originated Spheroid 法
（CTOS 法）は、cell-cell contact を維持した
まま癌細胞塊を調製するもので（図 1）、臨
床腫瘍検体から高い純度と viability で癌細
胞の初代培養が可能である。（Kondo 2011 
PNAS, Endo 2013 JTO）。これまでに、大
腸癌、肺癌、膀胱癌、子宮頸癌、膵癌、およ
び乳癌などから CTOS が得られている。 
 
 
 
 
 
 

  
図 1.大腸がん CTOS  図 2. 三次元培養で分化した

大腸がん CTOS 
＜休眠状態と癌幹細胞性＞ 
 腫瘍内のがん細胞は一様な細胞集団ではな
く、増殖能や治療反応性にも大きな差がある
と 考 え ら れ る 。 こ の が ん 細 胞 の
heterogeneity をがん幹細胞（Cancer Stem 
Cell: CSC）仮説の視点からみると、腫瘍内
のがん細胞は CSC を頂点とした hierarchy
を形成しており、CSC のみが自己複製能と多
分化能を持ち、治療抵抗性および再発の原因
となる。一方、CSC は固有の亜集団として存在
するのではなく、癌細胞の中で可塑的に変化す
る「幹細胞性」という性質を指しているという考え
方も報告されている（Vermeulen 2010 Nat Cell 

Biol）。 
 大腸がん CTOS を三次元培養すると、管腔

側に Villin の発現を伴う極性を持った腺管構
造（分化形質）を観察することができる
（Kondo 2011 PNAS 図 2）。この分化形質
を示す CTOS もマウスに造腫瘍性があるこ
とから、CTOS 内の癌細胞は幹細胞様細胞と
分化細胞を内包したheterogeneousな細胞集
団であり、癌組織における癌胞巣そのものが
再現されている可能性がある。大腸がんはほ
とんど分化型腺癌であることから、CTOS は
未分化な細胞株を使った研究とは異なった、
より実際の大腸がんに近い実験系となり得
る。 
大腸がんの CTOS を低酸素（1%O2）、

growth factor 非存在下で培養すると、CTOS
は可逆的な休眠状態に陥った（図 3、Endo 
2014 PLoS ONE）。この休眠状態の CTOS
は、腸管上皮幹細胞性マーカーである LGR5
が高発現しており、かつ分化マーカーである
ALPi の発現も上昇していた（図 4、未発表デ
ータ）。つまり、CTOS は増殖に伴って分化
する細胞集団であるが、休眠状態の CTOS に
は「幹細胞性」と「分化」という相反する性
質が共存している可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
図 3．CTOS の休眠状態 図 4. 培養条件の違い
と再増殖  による遺伝子発現の差 

 
 

２．研究の目的 
 
CTOSは臨床腫瘍検体のheterogeneityを反

映した実験系であり、かつ分化を観察できる
系である。CTOS をプラットフォームとするこ
とで、癌の休眠状態と幹細胞性・分化、およ
び放射線感受性について新たな知見が得ら
れることが期待される。 
一般的に、正常の腸管上皮幹細胞は分裂能

が高く放射線感受性であるのに対し（Potten 
2009 Cell Prolif）、CSC は放射線抵抗性であ
ると報告されている（Bao 2006 Nature, 
Kawamoto 2012 Exp Ther Med）。「休眠状態
の CTOS の放射線抵抗性は、CTOS 内の癌細
胞が示す幹細胞性と分化の共存と関連して
いる」との仮説をたて、本研究では CTOS の
休眠状態の誘導、および幹細胞性・分化の可
塑性を制御するシグナルを解析し、癌細胞の
放射線治療抵抗性のメカニズムを解析する。 

colon



３．研究の方法 
 
(1)CTOS の調製 

大阪府立成人病センターにてインフォームド
コンセントにより同意を得られた患者より提供を
受けた外科的手術検体より、マウスゼノグラフト
モデルを作製した。マウス移植腫瘍を機械的、
酵素的に分散し、フィルターを通して大きな断片
を取り除いた。その後、さらに 100μm、40μm の
セルストレイナー(BD FALCON)を通過させ、セ
ルストレイナーの上に残った小断片（Organoid）
を StemPro® hESC（GIBCO）中で培養した。 
 
(2)CTOS を用いた放射線感受性試験 
 CTOS をマトリゲル growth factor reduced 
(GFR)に１CTOS/well ずつ、96well plate に
撒き、StemPro で培養した。X線照射装置（日
立）を用いて X線を照射した。放射線感受性
は、14 日後に 5倍以上の増殖を示した CTOS
数で評価した。 
 
(3)遺伝子発現解析 
 CTOS を 20%O2または 1%O2、増殖因子存在下
または非存在下で培養し、遺伝子発現の変化
を RT-PCR で検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 大腸癌 CTOS の休眠状態の誘導 

 
大腸癌患者由来 CTOS（C45）を 20%O2また
は 1%O2、増殖因子存在下または非存在下
で培養し、CTOS の増殖を調べた。大腸癌
CTOSは1%O2, 増殖因子非存在下で休眠状
態が誘導された（図 5, Endo 2014 PLoS 
ONE）。この休眠状態は可逆的であり、再
酸素化して増殖因子を加えることで、再
び活発に細胞増殖を開始した（図 6）。 
 
a) 
 
 
 
 
 
 
 
b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．各培養条件における CTOS の増殖率(a)と位
相差顕微鏡写真(b) 

 
 
 
 
 
 
 
図 6．再酸素化（赤矢印）による CTOS の再増殖 
 
 
(2) 休眠状態の CTOS における分化/幹細胞性

遺伝子の発現 
 
C45 を各培養条件で培養し、分化/幹細

胞性マーカーの遺伝子発現を RT-PCR で
検討した（図 7、未発表データ）。
Preliminary な検討（図 4）と同様に、休
眠状態の CTOS は幹細胞性マーカーの発
現が高く保たれ、かつ分化マーカーの発
現も継時的に増加した。しかし、これら
の遺伝子発現の変化は、20%O2、増殖因子
非存在下でも同様に起こることから、低
酸素による影響ではなく、増殖因子欠乏
という条件が誘導したものであると考え
られた。 
 また、CTOS の遺伝子発現の変化は培養
条件によって著しく変動し、かつ可塑的
であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7．各培養条件による継時的な遺伝子発現の変化 
 
 
(3) 休眠状態の CTOS における Cancer Stem 

Cell marker の発現 
 
 大腸癌の Cancer Stem Cell marker と
して、CD133, CD44, ALDH 等が報告され
ている。C45 を各培養条件で 7 日間培養
し、CSC マーカーの発現をフローサイト
メーターで測定した（図 8）。その結果、
CD44, ALDH は低酸素で発現が低下する傾
向にあり、CD133 は 1%O2 GF+で高発現す
るものの、休眠状態（１％O2 GF-）では
発現が低下した。 
 いずれのマーカーも、休眠状態の CTOS
で幹細胞性が上昇しているという結果は
得られなかった。 
 



a) 
 
 
 
 
 

 
b) 

 
 
 
 
 
 
 

図8. 各培養条件下でのCSCマーカーの発現(a)
と ALDH 活性(b) 

 
 

(4) CTOS を用いた放射線感受性試験の確立 
 
従来の癌細胞株を用いた放射線感受性

試験は、コロニー形成試験で行うのが一
般的である。しかし、CTOS は単細胞化す
ることで急激に細胞死するので（Kondo 
2011 PNAS）、癌細胞株と同様のコロニー
形成試験は困難である。そこで、新たに
放射線による分裂死を評価する CTOS の
実験系を立ち上げた。CTOS を 96 ウエル
プレートに１CTOS/ウエルで撒き、9Gy 照
射後14日目に5倍以上大きくなったCTOS
の数を評価した。 
通常培養条件下では、9Gy の照射で約

10%程度の CTOS が再増殖する。 
 
まず、休眠状態の CTOS と通常培養条件

下の CTOS の放射線感受性を比較した。7
日 間 1%O2 、 増 殖 因 子 非 存 在 下 で
pre-culture した CTOS を、再酸素化し、
9Gy を照射した。その後、増殖因子含有
培地（StemPro）に培地交換し、再増殖を
促した。その結果、休眠状態にあったCTOS
は、通常培養条件下の CTOS に比べて再増
殖する CTOS の割合が高く、放射線抵抗性
であることが確認された（図 9、未発表
データ）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 9．休眠状態（1%O2）と通常培養条件（20%O2）
の CTOS の 9Gy 照射後の再増殖 
 
 
  

以上の結果より、低酸素、増殖因子非存在
下で休眠状態にある大腸癌 CTOS は、腸管上
皮細胞の幹細胞性マーカーと分化マーカー
の遺伝子を同時に高発現していることが確
認できた。しかし、この遺伝子発現の変化は
低酸素によるものではなく、むしろ増殖因子
非存在下という培養条件がもたらしたもの
であることも明らかとなった。 
休眠状態にある CTOS は放射線抵抗性であ

るが、従来の癌幹細胞マーカーである CD44、
CD133、ALDH 等の発現はむしろ低く、休眠状
態の CTOS が癌幹細胞的性質を強く発現して
いるとは言えなかった。 
しかし、分化型腺癌の特徴を維持している

大腸癌 CTOS は癌細胞の分化度と放射線感受
性を研究するうえで有用なプラットフォー
ムである。今後、低酸素にとらわれることな
く、癌の分化状態の変化と放射線感受性につ
いてさらに検討を進める。 
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