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研究成果の概要（和文）：近年、がん幹細胞性が治療抵抗性に関係しているとされる。がん細胞が放射線耐性を獲得す
るために幹細胞性が関わっているか否かを明らかにすることを目的とした。我々の樹立した臨床的放射線耐性細胞では
、がん幹細胞マーカー陽性細胞の比率が上昇しているが、分割照射を継続してもがん幹細胞が増加するとは限らないこ
とが明らかとなった。さらに、臨床的放射線耐性を獲得した細胞が必ずしも幹細胞マーカー陽性とは限らなかった。以
上から放射線耐性の獲得にがん幹細胞性は関与しないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Recently, the cancer stem cell (CSC) is suggested to be resistant against therapy 
and recurrence. The fraction of CSCs was higher in clinically relevant radioresistant cells than in their 
parental cells. However, a long-term low dose fractionated radiation resulted in radioresistance of 
parental cells but did not increase CSCs fraction. We therefore conclude that the CSC phenotype is not 
involved in the acquisition of radioresistance of cancer cells.

研究分野： 放射線病理学
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、放射線耐性がんの征圧を目指

して、標準的な分割放射線療法と同条件であ
る、X 線 2Gy の 1 回/日照射を 30 日以上続
けても増殖を続ける形質を臨床的放射線耐
性(clinically relevant radioresistant, CRR)
と定義し、CRR 細胞の樹立法を世界に先駆け
て確立し(Cancer Sci 100:747, 2009)、異なる
ヒト組織由来のCRR細胞株を複数樹立した。
CRR 細胞樹立の再現実験から、CRR 細胞樹
立には長期少線量（Ｘ線 0.5Gy/12 時間）分
割照射が必須であることが判明した。親細 
胞に少線量、30 日間照射すると、親株細胞よ
りは耐性ではあるが臨床線量では死滅して
しまう、 獲得耐性(acquired radioresistance, 
ARR)となること、ARR の誘導に cyclinD1
の発現上昇が重要である ことを報告した
(Oncogene 29:4826, 2010, Int J Radiat Biol 
80:540, 2011) 。近年、種々のがん組織内 に
存在する自己複製能と造腫瘍能を有する、が
ん幹細胞(CSC)が、治療抵抗性と治療後再発
の要因で あると考えられている。申請者ら
は、親細胞株にＸ線 0.5Gy 分割照射を 80 日
以上続けるとCSCマーカー陽性ARR細胞比
率を 60%以上に濃縮できることを報告した
(Oncogenesis1:e12.doi:10.1038/oncsis.2012.
12)。申請者の研究室では、CRR 細胞樹立に
ARR の段階が 必須であるが、CRR 細胞の
cyclinD1 発現量は ARR 細胞よりも低く、親
株細胞と同レベルであること、一月間照射し
ないと、 ARR 細胞は次第に耐性を失うが
CRR 細胞の耐性は安定であることが明らか
となった（未発表）。以上から、CRR 細胞は 
ARR 細胞に含まれる耐性細胞の選択ではな
く、ARR 細胞に非可逆的変化が加わった結果
であると考えられる 
２．研究の目的 
申請者の研究室では、ARR が CRR 樹立に

必須のステップであることが明らかとなっ
た。近年、種々のがんで細胞集団は一様では
なく、少数であるが存在する、正常幹細胞マ
ーカー陽性の CSC が治療抵抗性と治療後再
発の要因であると考えられている。本研究で
は、CRR の樹立に ARR 細胞中の CSC が分
割照射によって選択されるのか、ARR 細胞が
CRR 細胞に転換するのかを明らかにする。 
３．研究の方法 
ヒトがん細胞の CRR化に伴う CSC性獲得の

有無を調べる為に、ヒト肺がん細胞 A549 か
ら CSC 分画である side population (SP)をフ
ローサイトメーターで分離した。SP の検出は、
フラスコ上で培養した細胞をトリプシン処
理後に回収し、一定濃度の細胞浮遊液をベラ
パミル処理の有無によって 2 群に分類した。
ベラパミルは 2% FBS/ 10mM HEPES 含有 PBS-

で終濃度 50µg/ml に調整し、37 C̊ で 15 分間
処理した。その後、両群共に、ヘキスト 33342
を終濃度 5µg/ml に希釈した反応液中に均一
になるように混和し、37 C̊ で 90 分間処理し
た。染色後にフローサイトメーターの UV レ

ーザーでヘキスト 33342 を励起し、450nm 及
び 670nmのフィルターを通して検出される蛍
光値からドットプロットを作成した。ベラパ
ミル処理群を陰性対照とし、死細胞を除くヘ
キスト33342蛍光値が低い領域に検出された
細胞を SP として算出した。A549 は老化様増
殖停止(SLGA)による細胞死が放射線によっ
て誘導される。そのため、A549 の親株細胞で
10Gy のＸ線照射後に、90%以上の親株細胞で
SLGA が誘導される条件で SP の検出頻度を調
べ、SLGA の誘導と SP 検出頻度の関係を検討
した。 
CSC は高い ALDH 活性を示すため、親株と

CRR 細 胞 の ALDH 活 性 を Aldehyde 
Dehydrogenase-based cell detection kit 
(STEMCELL)を用いてフローサイトメーター
で検出した。さらに、A549-CRR を用いて分割
照射下で生存コロニーを形成させ、個々の生
存コロニーにおける ALDH 活性を蛍光顕微鏡
画像で観察した。 
親細胞株、SAS, HepG2, HeLa とそれらの

CRR 細胞についてＸ線照射ではなく、CRR 形
質のみに関与して発現亢進する遺伝子を
cDNA マイクロアレイを用いて同定し、siRNA
による転写阻害とcDNA遺伝子導入によって、
その遺伝子の機能解析を行った。さらに
GBP-1 遺伝子陽性細胞と CSC マーカーの関係
を検討した。 
本提案に先立って、培養系において CRR 形

質は mTOR 経路阻害によって、Ｘ線によるオ
ートファジー細胞死が誘導されることを明
らかにしている。SAS と SAS-CRR について、
培養系とヌードマウス背部皮下に形成せた
腫瘍組織の mTOR 阻害によって放射線感受性
が高まるかを解析した。 
４．研究成果 
親株と CRR細胞における CSCの含有率につ

いて、SP を指標に比較した。A549 親株では
SP の割合は約 15%であった。CRR 化に伴って
SP は約 30%に増加した（図 1）。 
A549におけるX線照射による主な細胞死経

路は SLGA であることを確認した。A549-CRR
は CRR 形質を維持する目的で毎日 2Gyの分割
照射を継続しており、CRR 細胞集団中には
SLGA 誘導細胞が少なからず含まれてしまう。
そこで、SLGAの誘導とSPの関係を検討した。
10Gy の X線単回照射により、照射された親株
の約 90%以上で SLGA が誘導された時点で SP
の検出を行った。SLGA誘導A549細胞のうち、
約 4%のみが SP であった。親株と CRR 細胞で
は SP の増加が約 15%であったことから、CRR
細胞で検出された増加には SLGA による影響
は少ないこと、CRR 化に伴って SP が増加した
ことが確認された。一方、親株は 1.5Gy/日の
分割照射に対して生存できなかったが、
1.5Gy/日の分割照射前に 1Gy/日の分割照射
を 14日行った細胞は引き続く 1.5 Gy/日の分
割照射を 1 ヶ月以上行っても増殖が可能な
ARR 細胞となった。そこで、この ARR 細胞で
も SP の検出を行った。しかしながら、この



ARR細胞におけるSP含有率は親株以下であっ
た。この結果は、CRR 化によって SP が増加し
たものの、SPの増加は必ずしも放射線耐性の
獲得と相関していないことを示している。 
親 株 と CRR 細 胞 で 高 い ALDH 活 性

(ALDHhigh)を示す分画が検出されたヒトが
ん細胞 3 株 (SAS、HepG2、A549)では、親株
の ALDHhigh 分画は 14-40%の範囲であり、が
ん細胞株によってCSCの含有率は異なってい
た。ただ、親株の ALDHhigh 分画の割合と CRR
細胞の樹立のしやすさに相関は見られなか
った。さらに、全ての親株は 1.5Gy 以上の分
割照射線量に対して生存できないために、親
株から直接CRR細胞を樹立することはできな
かった。一方で、樹立した CRR 細胞では細胞
株によらず ALDHhigh 分画が増加しており、
増加した割合は 5-30%の範囲で細胞株によっ
て異なっていた。CRR 細胞の作成には 0.5 あ
るいは1Gy/日の事前分割照射によってARR形
質の誘導が必須であることを再確認した。
A549 親株に 0.5Gy/日を 31回分割照射すると、
親株よりも放射線抵抗性を示すARR形質を獲
得し、その後も継続して分割照射を 90 回以
上行うと、特に 4 Gy 以上の高線量域でさら
に放射線抵抗性を獲得していた。そこで
0.5Gy/日の分割照射を 31 回、及び 102 回行
った ARR 細胞を作成し、ALDH 活性を調べたと
ころ、どちらの ARR 細胞も親株よりも
ALDHhigh 分画は増加していたが、分割照射回
数 の増加(放射線抵抗性の増強)と ALDHhigh
分画には関連性が見られなかった。すなわち、
CRR細胞は親株で検出されたALDHhigh分画が
選択・濃縮されるという単純な機構ではない
ことが示された（図 2）。 
Ｘ線照射後の A549-CRR の生存コロニーの

一部は ALDH 陽性と陰性細胞がまばらに存在
する混合集団であったが、その他の多くの生
存コロニーは ALDH 陰性細胞のみから形成さ
れていた。 
以上の結果より、CRR 細胞は必ずしも CSC

に依存する形質ではなく、非 CSC に CRR 形質
が誘導されることによって放射線耐性が誘
導される経路が示された。 

すべての解析した親細胞株とCRR細胞の対
に お い て guanine nucleotide-binding 
protein 1 (GBP1)遺伝子の発現亢進が CRR 形
質の発現に共通して検出された。GBP-1 阻害
によって親細胞、CRR 細胞ともにアポトーシ
スを誘導すること、CRR 細胞の放射線感受性
を親細胞株程度にまで高めるが、親細胞株に
GBP-1 の遺伝子導入による発現亢進では放射
線耐性を誘導できなかった。以上より、CRR
形質の発現には複数の遺伝子の関与が必要
であるが、単一の責任遺伝子が存在するので
はないことを明らかにした。また、ほぼ全部
の CRR 細胞では GBP-1 陽性であった。CSC マ
ーカー陽性細胞の割合は親株よりもCRR細胞
で高かったが、陽性細胞率は GBP-1 陽性細胞
率に比較して有意に低かった。この事実から、
CRR 細胞が必ずしも CSC 性を有さないことが
明らかとなった（図 3）。 

mTOR 阻害剤は、培養系でもマウス移植腫瘍
でもCRR細胞を親株細胞よりも放射線感受性
を誘導した。しかし、移植系では mTOR 阻害
により、放射線による腫瘍血管のアポトーシ
スの誘導が亢進し、結果として腫瘍血管に血
栓形成するために腫瘍が縮小することが明
らかとなった。現象としての結果は同じでも、



培養系と細胞ー細胞間の相互関係のある生
体内では機構が異なること、治療を目指した
研究における動物実験の重要性を再確認し
た。 
図 4に本研究から明らかとなった放射線耐

性の獲得と CSC の関係を示す。一部の細胞に
誘導される放射線獲得耐性に伴うCSC化の機
序は今後の研究課題である。 
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