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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞（CSC）の存在は、がんの放射線治療において、癌細胞の残存・再発につ
ながる重要な要因である。本研究では、犬の腫瘍細胞株を用いて、CSCの分離法を確立し、CSCの放射線抵抗性の
機序を明らかとし、さらにCSCを放射線感受性にする薬剤の探索を目的とした。
　Spheroid culture法にて分離した細胞を調べたところ、元の細胞よりもCSCの特徴を示すことが確認された。
このCSCが多く含まれる細胞群は元の細胞よりも放射線抵抗性であり、機序としてミトコンドリアの機能亢進が
認められた。ミトコンドリア機能を阻害する薬剤として、メトフォルミンがCSCに対して放射線増感効果がある
ことが確認された。

研究成果の概要（英文）：Presence of cancer stem cells (CSCs) are thought to be one reason to explain
 local recurrence after radiation therapy for malignant tumor. The aims of this study were to 
establish isolation method of CSCs in canine tumor cell lines, to elucidate mechanism of 
radioresistance, and to identify agents to reverse CSCs' radioresistance.
 We have shown the cells isolated by spheroid culture method express characteristics of CSCs. These 
CSC-rich population was shown to be more radioresistant than the original cell line, the mechanism 
for which was shown to be due to increased function of mitochondria in resopnse to irradiation. 
Metoformin, an anti-diabetic agent, was found to inhibit mitochondrial function and thereby 
reversing the radioresistance of CSCs.

研究分野：獣医腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、がん幹細胞の存在は議論のあるところであり、臨床の放射線治療においてはその存在は重要視されてきて
いなかった。本研究では複数の腫瘍細胞株においてがん幹細胞の存在が示され、それらを分離培養する手法も確
立された。このCSCの放射線抵抗性の機序として、これまで注目されていなかったミトコンドリア機能亢進とい
う機序が明らかになったことで、従来とは異なる新たな放射線増感戦略が立てられるものと思われる。実際に本
研究においてミトコンドリア機能を阻害するメトフォルミンにCSC特異的な放射線増感効果が認められており、
上記の理論が裏付けされている。今後は放射線治療に応用できる新たな放射線増感剤の探索が見込まれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

悪性腫瘍に対する放射線療法は、人医療お

よび獣医療での癌治療に不可欠な重要な治

療法である。放射線治療後の見た目上の治療

反応は通常劇的であり、CT/MRI上での腫瘍

塊の完全消失を見ることは珍しくない。それ

にも関わらず、悪性腫瘍においては、一旦消

失した腫瘍組織の再発が頻繁に認められ、強

度変調放射線治療（IMRT）を用いた照射線

量の増加などが試みられているが、治療成績の大きな改善は認

められていない。 

 がん幹細胞（Cancer Stem Cells: CSCs）とは、腫瘍組織中に

0.1％未満の割合で存在する、幹細胞の特徴を有するサブセッ

トである。CSCs は、正常組織の幹細胞と同様に、放射線や化

学療法剤に対して抵抗性であり、これらの従来療法では多くの

腫瘍が根治できない主要な原因と考えられている（図 1、2）。
CSCsの放射線抵抗性のメカニズムとして、幹細胞に特徴的
な独特な糖代謝系や、細胞の生存や増殖にかかわる細胞内シグ
ナル伝達経路（PI3K-Akt-mTOR 経路）の増強などが提唱され
ているが、これらの経路の阻害が CSCs の放射線感受性に与え
る影響を明らかにした報告はない。 

２．研究の目的 
上記の背景より、CSCsを標的とした増感療法が放射線治療成績の改善につながる可能性
が期待される。そのため、本研究では、CSCsの放射線抵抗性の機序を明らかと糸、糖代謝
系および PI3K-Akt-mTOR 経路を標的とした治療薬の中から、CSCs の放射線抵抗性をリバ
ースできる可能性のある薬剤を同定することを目的とした。そのために、 
（1) 各種腫瘍細胞株における CSCsの存在の証明と分離培養

（2) 各種腫瘍細胞株 CSCsにおける遺伝子発現・細胞内シグナル伝達系異常の検出

（3) In vitroにおける CSCsの放射線抵抗性メカニズムの解析

（4) CSCs に対する Metformin およびその他の PI3K-Akt-mTOR 経路阻害剤による放射線

増感効果 

（5) 正常犬における PI3K-Akt-mTOR阻害剤の薬物動態解析

（6) 腫瘍罹患犬におけるMetformin/その他の mTOR阻害剤と放射線療法の併用効果の検

討を実施することを計画した。 
３．研究の方法 
（1）細胞株
実験には、犬自然発生腫瘍（6 種類）由来の以下の細胞株（計 12 細胞株）を用いた：
・骨肉腫（POS、HMPOS）
・悪性黒色腫（CMeC, MCM-N1）
・移行上皮癌 (MCTCC, LCTCC, MegTCC, MomoTCC)
・肥満細胞腫（CoMS）
・組織球性肉腫（DH82, CHS-4）
・肺腺癌（CLAC）

（2）CSCs の分離培養法
上記 12細胞株中 4株（HMPOS, CMeC, MegTCC, CLAC）を用いて、スフェア形成法（特殊な成長
因子の存在下で無血清培地で細胞を培養する手法）にて CSCs の分離培養を試みた。分離された
細胞に対し、各種 CSC 分子マーカーの発現量をリアルタイム PCR 法を用いて定量した。また、こ

図 1．がん幹細胞（緑）による再発様式の模式図 

図 2．放射線照射による通常腫瘍

細胞と CSCsの生存率の変化 



れらの細胞が腫瘍形成能が高いことを確認するために、ヌードマウスへの接種実験を行った。 
（3）CSCs の放射線感受性試験
上記実験で得られた細胞にⅩ線（2.5-10Gy）を照射し、コロニー形成法にて生存曲線を作成し
た。 
（4）CSCs の放射線抵抗性の機序解析①
放射線照射時の CSCs の反応を、DNA 修復反応およびミトコンドリア機能を電子スピンリソナ
ンス（ESR）法にて評価した。
（5）CSCs の放射線抵抗性の機序解析②
CSCsおよび親細胞株のAMPK/ｍTORシグナル経路の変化の有無をリアルタイムPCR法およびウ
ェスタンブロット法にて解析した。 
（6）メトフォルミンによる放射線増感効果
上記実験をメトフォルミン存在下にて実施し、
同薬剤が CSCs の放射線抵抗性をリバースするか
を検討した。さらに、マウス移植モデルを用いて、
in vivo におけるメトフォルミンの放射線増感効
果を検証した。 
（7）犬腫瘍細胞株における mTOR 阻害薬の細胞毒
性効果 
 上記放射線抵抗性と mTOR シグナル経路の関連
性を検討するに先立って、mTOR 阻害薬 6種類を用
いて、犬腫瘍細胞株 12株における細胞毒性効果/
増殖抑制効果を検討した。また、その際に認めら
れた mTOR阻害薬感受性/抵抗性に関与する因子の
詳細な解析を実施した。 
（8）CSCs の可視化に関する試み
個々の細胞が CSCs であるか、non-CSC であるか
の識別を可能とするために、遺伝子導入により
CSCs のみが蛍光を発色するような系の作出を試
みた（図 3）。 

４．研究成果 
（１）犬腫瘍細胞株か
らの CSCs の分離培養
試行した 4 細胞株す
べてにおいて、CSCs を
多く含むスフェア細胞
塊の形成に成功した
（図 4a）。分離された
CSCs では、幹細胞マー
カ ー で あ る CD133,
Oct-4, Sox-2, c-myc, 
CD34 の高発現が確認さ
れた。さらに、これらの細胞はマウスに移植した際に、1×102

個という非常に少ない数の接種で腫瘍を形成した。 
（２）CSCs の放射線感受性
スフェア形成法にて分離した CSCs4 株は、いずれもそれぞれの親細胞株に比較して、有意な放
射線抵抗性を示した（図 4b）。 
（３）CSCs の放射線抵抗性の機序
CSCs では、放射線暴露後の DNA2 本差切断数が有意に少なく、これは細胞内におけるミトコン
ドリアの機能亢進に由来していることが判明した。特に、CSCs では照射後のミトコンドリアに
おける電子伝達系の活性化を介して、酸素消費量を更新することで放射線抵抗性を示している
ことが示唆された。AMPK/ｍTOR シグナル経路に異常は認められず、CSCs の放射線抵抗性の機序
に AMPK/mTOR 経路が関与している可能性は否定的であった。 

図 3．(a) 無血清培地と特殊条

件で分離培養した犬のCSCs と

(b)放射線暴露後の生存曲線

図 4．(a) 無血清培地と特殊条

件で分離培養した犬のCSCs と

(b)放射線暴露後の生存曲線

図 3．遺伝子導入により CSCsを可視

化する模式図。 



（４）メトフォルミン
による放射線増感効
果 
CSCs の放射線抵抗
性は、メトフォルミン
を作用することで打
ち消され、生存曲線が
親細胞株のそれに近
くなることが認めら
れた（図 5）。 
メトフォルミンの CSC 選択的な放射線増感効果は、
ミトコンドリアの電子伝達系の活性化
抑制効果によるものであり、メトフォ
ルミンによる AMPK/ｍTOR シグナル経
路への影響は確認されなかった。この
ことは、CSCs に対して、選択的 mTOR 阻
害剤（Gedatolisib）および選択的ミト
コ ン ド リ ア Complex 1 阻 害 剤
（Rotenone）を作用させた検証でも同
様であった（図 6）。メトフォルミンの
放射線増感効果は、マウス移植モデル
を用いた in vivo の試験においても確認
された（図 7）。

（５）犬腫瘍細胞株における mTOR 阻害薬の基礎的検討 
犬腫瘍細胞株において、mTOR 阻害薬は濃度依存性に細胞毒性/増殖抑制効果を示した（図 7）。 

（６）犬腫瘍細胞株における CSCs の可視化の試み 
 現在までに、犬骨肉腫細胞株および移行上皮癌細胞株の 2株において、蛍光遺伝子の導入に成
功し、CSCs と思われる一部の腫瘍細胞の蛍光発色を確認しており、これら発色細胞が CSCs の特
徴を有するかを現在検証中である。 

図 5．親細胞株（AC）と CSCs-

richな細胞群（SC）とのホウ砂

車線感受性の比較。メトフォル

ミン（Met）の添加によって SC

の感受性は ACに近似する。

図 6．mTOR阻害剤およびミトコンドリア阻害

剤の CSCs増感効果の比較。 

図 7．腫瘍移植マウスにおける放射線単独および

メトフォルミン投与の効果。

図 7．犬腫瘍細胞株における各種mTOR阻害薬の増殖抑制効果。 
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ABCB1-mediated acquired resistance to a dual PI3K/mTOR inhibitor gedatolisib in a canine transitional cell carcinoma cell
line


