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研究成果の概要（和文）：本研究は、三次元培養系CTOS（Cancer Tissue-Originated Spheroid）法を用いて、
高分化型腺癌である大腸癌の放射線感受性と、分化/幹細胞性の関係を検討したものである。大腸癌CTOSの分化
/幹細胞性は培養条件や機械的刺激によって大きく揺らぐこと、およびWntシグナルが高い状態にあるCTOSが放射
線照射後の再増殖に寄与することを見出した。また、HDAC阻害剤は大腸癌CTOSの幹細胞性を低下させ、放射線感
受性を増大させることを見出し、放射線増感剤として利用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of stem/differentiation status on radio-sensitivity 
of well-differentiated colorectal cancer using three-dimensional culture system, CTOS (Cancer 
Tissue-Originated Spheroid). We found that the stem/differentiation status of colorectal cancer CTOS
 was highly fluctuated by the difference in culture conditions or the stimulation of mechanical 
disruption. CTOSs with high Wnt signaling were resistant to X-ray irradiation. Pre-treatment of CTOS
 with HDAC inhibitors resulted in the downregulation of stemness genes and enhanced 
radio-sensitivity. These results indicated that HDAC inhibitors could be a radio-sensitizer for 
colorectal cancer though attenuating the stemness of well differentiated adenocarcinoma. 

研究分野： 放射線腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
正常組織における分化/幹細胞の階層性が放射線感受性に与える影響は、トランスジェニックマウスを用いた研
究で多く報告されている。しかし、大腸がんをはじめとする分化型腺癌の幹細胞性と放射線感受性に関しては、
あまり研究されてこなかった。その理由のひとつとして、分化型腺癌の特徴を保持した実験系が存在しなかった
ことが挙げられる。今回、我々は三次元培養系CTOS法を用いて、大腸癌細胞の分化/幹細胞性が大きく揺らぐこ
と、その中でもWntシグナルが高い状態にある癌細胞が放射線耐性を示すことを見出した。CTOS法は、分化型腺
癌を対象とした放射線増感剤の研究プラットフォームとなりうる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

正常腸管組織は分化/幹細胞の階層性が厳密に保たれた組織であり、2 種類の幹細胞が存在

するといわれている 1。一つは、LGR5 陽性の幹細胞であり、恒常的な細胞増殖と組織再生

を担っている。もう一つが静止期幹細胞と呼ばれる幹細胞であり、通常は細胞分裂を行わな

いが、放射線障害などによる腸管損傷の際には再び幹細胞性を取り戻し、組織再生に寄与す

る 2。つまり、放射線照射後の組織再生は非常に可塑的な腸管上皮幹細胞によって行われて

いる。 

本研究では、我々が開発した癌細胞三次元培養系を用いて、高分化型腺癌である大腸がん

の分化/幹細胞性の揺らぎが放射線感受性に与える影響を検討した。 
 
 
２．研究の目的 

大腸癌の多くは中-高分化型腺癌であるが、分化/幹細胞性の可塑性と放射線感受性に関し

てはあまり研究がなされてこなかった。その理由の一つが、高分化型腺癌の分化/幹細胞性を

観察できる実験系が存在しなかったからである。我々が開発した CTOS（Cancer 

Tissue-Originated Spheroid）法は、由来する患者の組織像を保持したまま癌細胞を三次元

培養できる実験系である 3。大腸癌 CTOS は、腺腔構造や頂底極性といった三次元的特徴を

保持している 4。また、機械的な破砕による刺激が大腸癌 CTOS の幹細胞性を上昇させるこ

とを報告している 5。 

本研究では、大腸癌 CTOS を用いて分化/幹細胞性の揺らぎが放射線感受性に与える影響

を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) CTOS の調製および培養 

大阪国際がんセンターにて同意の得られた患者より提供を受けた大腸癌組織を用いた。腫

瘍組織を機械的、酵素的に分散し、得られたフラグメントをセルストレイナー（FALCON）

によって分離した。100μm または 40μm のメッシュ上に残ったフラグメントを回収し、

StemPro hESC (Invitrogen)を用いて浮遊培養した。得られたスフェロイド（CTOS）を

NOD/scid マウスに移植して患者移植腫瘍を作製した。患者移植腫瘍より再び CTOS を調製

し、本研究に用いた。 

 

(2) CTOS の機械的粉砕 

100μm 以上の CTOS を回収し、100μL の培地中で 27G シリンジを用いて 10 回出し入

れし、CTOS を粉砕した。粉砕した CTOS は再び StemPro hESC 中で浮遊培養した。粉砕

（disrupted）群は、実験の 1 日前に機械的粉砕を行った。非粉砕（non-disrupted）群では、

機械的粉砕後 7 日以上浮遊培養を行った。実験には、40μm 以上、100μm 以下の CTOS

を利用した。 

 

(3) CTOS の放射線感受性試験 

CTOS を non-treated 96 ウエルプレート（IWAKI）に 1 ウエル 1 個ずつ、5μL のマトリ

ゲル Growth Factor Reduced（GFR）（BD）に包埋し、100μL の StemPro hESC 中で培

養した。放射線照射群は n=48、対象群は n=12 とした。CTOS を包埋後一晩前培養し、翌

日 X 線照射装置（AB-160）にて X 線を照射した（1Gy/min）。CTOS の面積は Cell3 Imager 



Duos (Screen ホールディングス)にて計測した。放射線照射後 14 日間培養し、CTOS 面積の

増大率を 5 倍以下に抑えた確率を Spheroid control probability (SCP)として計算した 6。薬

剤による前処理を行う場合は、CTOS 包埋と同時に薬剤を添加し、一晩培養後培地ごと薬剤

を除去し、PBS で洗浄したのち StemPro hESC 中で 2 時間培養し、その後 X 線を照射した。 

 
 
４．研究成果 

(1) CTOS の Spheroid control probability 

4 人の患者由来の大腸癌 CTOS を用いて、X 線照射後の Spheroid control probability

（SCP）を求めた。CTOS の放射線感受性は CTOS ラインごとに異なり、50% Spheroid 

control dose (50%SCD)は 1.6Gy から 8.8Gy と幅があった。我々は、再増殖した CTOS が、

放射線耐性の特殊なクローン由来であるかどうかを検討するために、9Gy 照射後に再増殖し

た 5 つの CTOS を選んで in vitro で増殖させ、再び放射線感受性試験を行った。その結果、

すべてのクローンで放射線感受性の不均一性が再現された。このことは、放射線照射後に再

増殖する癌細胞は、遺伝子変異等で放射線耐性を獲得した特殊な癌細胞由来ではなく、ある

一定の確率で再増殖するものであることを示唆している。 

 

(2) 機械的粉砕による CTOS の放射線感受性の低下 

大腸癌 CTOS の放射線感受性が、分化/幹細胞性の変化に影響を受けるかどうかを検討し

た。我々は、以前に機械的な粉砕が大腸癌 CTOS の幹細胞性を上昇させること 5を報告して

いる。機械的粉砕によって、LGR5 などの Wnt 標的遺伝子群は一過性に上昇する。本研究に

おいては、機械的粉砕群(disrupted）と非粉砕群 (non-disrupted)で放射線感受性を比較した。

その結果、9Gy 照射後 14 日目の CTOS の再増殖率は、disrupted 群で有意に上昇した。こ

のことは、CTOS の放射線照射後の再増殖が、単純な確率論ではなく、CTOS の内在的な要

因で変化することを示唆している。 

 

(3) HDAC 阻害剤による放射線増感作用 

CTOS の放射線感受性試験をプラットフォームとして、放射線増感剤の探索を行った。特

に、分化/幹細胞性に影響を与える可能性のある薬剤を中心に検討を行った。その結果、トリ

コスタチンA、Vorinostat (SAHA)などのHDAC阻害剤による前処理が、9Gy照射後のCTOS

の再増殖を著しく抑制することを見出した。なお、放射線非照射群では、CTOS の増殖に

HDAC 阻害剤の前処理は影響を与えなかった。 

HDAC 阻害剤が CTOS の遺伝子発現に与える影響を網羅的に解析するため、マイクロアレ

イを行った。Gene set enrichment analysis の結果、HDAC 阻害剤の前処理によって G2/M

チェックポイントや DNA 修復に関連する遺伝子群の発現が低下していることが明らかとな

った。さらに、LGR5 や ASCL2 といった腸管上皮細胞の幹細胞性にかかわる遺伝子群の発

現が低下していた。 

 

(4) Wnt 阻害剤による放射線増感作用 

Wnt 阻害剤である XAV939 で CTOS を前処理したのちに X 線を照射したところ、機械的

粉砕で上昇した 9Gy 照射後の再増殖率は、XAV939 による前処置によって低下した。このこ

とは、X 線照射後に再増殖する細胞は、照射時に Wnt シグナルが高い状態の癌細胞であるこ

とを示唆している。 



 
(5) 考察 

本研究において、分化型腺癌の形態的特徴を保持した大腸癌 CTOS を用いて放射線感受性

試験を行った。大腸癌 CTOS の放射線感受性は患者ごとに異なり、また同一患者由来であっ

ても CTOS 間の放射線感受性に大きな不均一性が認められた。大腸癌 CTOS の分化または

幹細胞性に関する遺伝子発現は、培養条件または機械的粉砕等の要因で大きく変動し、機械

的粉砕では Wnt シグナルの一過性の上昇が認められた 5。機械的粉砕によって Wnt シグナ

ルが活性化したCTOSでは、非粉砕群と比較して有意に 9Gy照射後の再増殖率が上昇した。

この上昇は Wnt 阻害剤の前処理によって抑制されるため、放射線照射後に再増殖する癌細

胞は、照射時の段階で Wnt シグナルが高い細胞であることを示唆された。また、HDAC 阻

害剤は X 線照射後の CTOS の再増殖を低下させるが、その作用点の一つとして LGR5 や

ASCL2 など、大腸がんの幹細胞性の維持に重要な遺伝子群の発現抑制が関与している可能

性が示唆された。 

このように、分化型腺癌の特徴を保持した三次元培養系、CTOS を用いることで、従来の

癌細胞株による 2 次元培養では実施できなかった分化/幹細胞性と放射線感受性について検

討することが可能となった。CTOS は、放射線感受性試験を始めとして、様々な治療反応性

試験のプラットフォームとして応用可能である。 
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