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要 約

Cancer stem-like cells（CSC）は、がん組織の中で非常に少ない集団であるにも関わらず、放射線治療に抵
抗性を示す。しかし、分離が困難であることから獣医領域におけるCSCの放射線感受性についての情報は限定
的である。そこで本研究は犬の腫瘍細胞からSphere formationを用いて分離した球状コロニーの細胞（SC） に
ついて、通常条件の接着培養の細胞（AC）と比較し、以下の解析を行った。CSCの形質についてCSCsマーカー
の発現量、および腫瘍形成能の評価し、放射線反応性についてX線暴露下における生存曲線およびDNA損傷の
蓄積を評価した。SCは、ACと比較してCSCの形質であるCD133を始めとした幹細胞マーカーを高発現してお
り、高い腫瘍形成能を有していた。また、X線暴露下においてSCはACと比較して高い生存率を示し、X線暴
露後のDNAの損傷蓄積が少ない結果となった。これらの結果から、SCがCSCの形質および放射線抵抗性を有
するCSCモデルとして適した細胞群であることが示唆され、犬の腫瘍において、CSCsが放射線感受性を決定す
る重要な因子であることが示された。

北海道大学大学院 獣医学研究院附属動物病院では、
2014年に高度放射線治療システム（Elekta SynergyR：
キャノンメディカルシステムズ、栃木）を導入し、犬を
中心とした小動物の自然発生がんに対して、回転式強度
変調照射法および定位放射線治療などの従来の通常リニ
アックでは実施できない新治療を実践してきた。このよ
うな治療機器の発達および照射技術の進歩によって、獣
医療における放射線治療は腫瘍の臨床病期や患者因子に
応じて治療方法を決定することが可能となり、治療初期
は患者に対し良好な反応を示し、臨床症状を改善するこ
とができるようになった。しかし、犬の鼻腔腫瘍をはじ
めほとんどのがんが腫瘍の縮小を認めるものの、腫瘍の
消失には至らず、治療後の残存病変から再発を認めてい
る。一方で、放射線治療の際に動物には全身麻酔が必要
であり、これは照射回数の制限要因となるため、絶対的
な線量を増やした治療を行うことは困難である。そこで、
獣医療における放射線治療効果の改善には、放射線治療
抵抗性の細胞の同定とそれらの抵抗性の機序を解析し、
放射線治療抵抗性細胞に有効な治療を探索することが必
要である。

Cancer stem-like cells（CSC）はがん細胞の治療感受
性を決定する重要な因子として多くの研究がなされてき

た。CSCはがん組織の中で非常に少ない集団であるに
も関わらず、自己複製能と分化能を有し、がんの不均一
性を決定する。また、CSCはDNA損傷修復能や酸化ス
トレスを回避する能力が高いことなどから、様々な外因
性の刺激や治療に耐性を示すとされている［1］。そのた
め、治療をしても非CSCは死滅するが、それらの治療
から生き残ったCSCが新たながん細胞を生み出すため
に、完治することなく再発の起因と成っていると考えら
れている（図1）。したがって、CSCの存在を証明し、
その放射線抵抗性を解析し、標的とする治療戦略を確立
することは、治療効果の大幅な改善ひいてはがんの根治

図1．がん幹細胞（Cancer stem-like cells : CSC）の
放射線治療抵抗性
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につながると考えられる。そこで本稿では、CSCの放
射線抵抗性に関する研究を簡略に解説するとともに、筆
者が北海道大学大学院 獣医学研究院獣医外科学教室に
おいて博士課程学位論文作成の過程で行った研究につい
て紹介する。

1．CSCの放射線耐性機序の研究動向

X線による細胞傷害の大部分は活性酸素種（ROS）に
よるDNA損傷によって引き起こされ、DNAに障害を
受けた細胞の中でDNA損傷を修復することができず、
増殖能を失った細胞が細胞死に至るとされている。CSC
の概要については前述のとおりであるが、ヒトにおいて
CSCは放射線による細胞死の過程を様々な機構によっ
て回避していることが報告されている。CSCはグルタ
チオン合成能力が高く、ROSを除去することで、放射
線による細胞傷害を回避しているとされている［2］。ま
た、CSCは放射線によって生じるDNA二本鎖断裂の非
相同末端結合を介した修復能が高いことが示されてい
る［3］。さらに、細胞増殖能においても、CSCは放射線
照射後にMammalian target of rapamycin（mTOR）
経路を活性化することで、照射後の細胞増殖を促進させ
る［4］。これらのCSCの持つ性質は、放射線照射による
細胞への障害を軽減し、細胞死を回避する機構として重
要であり、CSCの放射線耐性機構を解明することは、
放射線治療における新たなブレイクスルーを生み出す可
能性を有した研究領域であると考えられている。

2．犬CSCの放射線感受性における研究に
ついて

犬のCSCの形質の解析においても様々な研究が行わ
れている。犬乳腺腫瘍の細胞株中に、CSCマーカーで
あるCD133、CD34、および薬剤の治療抵抗性に関与す
るMDR遺伝子を発現するドキソルビシンに耐性を示す
CSCが存在することが証明された［5］。また、自然発生
の犬メラノーマおよび骨肉腫の生検組織において、CSC
マーカーであるCD133、CD24、およびOct-4を発現す
る細胞が存在することが認められた［6］。さらに、犬肥
満細胞腫においてはOct-4の発現と予後に関連がみられ
ている［7］。このようにCSCの特異的とされる表面タン
パクおよび転写因子を解析することで、様々な犬の固形
がんにおいてCSCの存在は証明され、治療抵抗性、予
後との関連が示唆されてきている。
ヒトやマウスのがんからCSCを分離する方法につい
ては、細胞表面抗原を用いたCell sorting［8］、Hoechest

色素を用いたSide population［9］、およびアセトアルデ
ヒド脱水素酵素の活性を用いた手法［10］などがあるが、
分離後の細胞活性を維持することが困難といった問題点
がある。本研究で用いたSphere formationは上記の分
離方法に比べて細胞活性を維持した上でCSCを分離す
る手法として近年、注目を集めている。Sphere formation
は無血清の培地、低接着性の培養プレートを用い、成長
因子のみを添加した培養条件下において生存し、かつ球
状コロニーを形成した細胞（Spheroid cells：SC）をCSC
として分離培養できる。Sphere formationは犬の乳腺
癌［5］、肺腺癌、骨肉腫［11］らの固形がんにおいて応用さ
れてきたが、分離したSCのCSCの形質、特に放射線反
応性においての研究は限定的である。そこで著者らは犬
の異なる種類の腫瘍細胞株からSphere formationを用
いて分離したSCのCSC形質の有無ならびに放射線感受
性を評価することで、SCが犬の放射線耐性を有するCSC
のモデルとして有用であることを証明することを目的と
し、以下の検討を行った。
2．1．材料と方法
犬の骨肉腫（HMPOS）、メラノーマ（CMeC）、移行

上皮癌（MegTCC）および肺腺癌（CLAC）の4種細胞
株を用いた。まず、血清を含まず成長因子のみを添加し
た非足場細胞培養であるSphere formationを用いて分
離したSC について、通常条件の血清含有の接着培養の
細胞（Adherent cell：AC）と比較し、以下の検討を行っ
た。CSCの形質の解析のために、RT-PCRを用いたCSC
マーカー（CD133、Oct-4、Sox-2、c-myc、CD34、CD
44）の発現量、ヌードマウスへの腫瘍移植試験を用い
て腫瘍形成能の評価を実施した。続いて、放射線反応性
の解析のため、コロニー形成法を用いたX線暴露下（X
線：2．5、5、7．5、10Gy）における生存曲線、p53-bind-
ing protein（53BP1）の集積によるX線1Gy暴露後の
DNA損傷蓄積を評価した。統計解析はsphapiro-wilk検
定を実施し、正規分布を示した2群間の検定にはstu-
dent-t検定を、正規分布を示さないもしくはサンプルサ
イズが少ない2群間の検定にはMann-Whitney U検定を
それぞれ用いた。
2．2．結果

Sphere formationによる14日間の培養によって、すべ
ての細胞株は球状コロニーを形成した。一方で、成長因
子を添加しないSphere formationにおいて、全ての細
胞株において、球状コロニーはほとんど形成されなかっ
た（図2）。

SCの幹細胞性を評価するために、CSCマーカーの発
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現と腫瘍形成能を評価した。RT-PCRによって、腫瘍の
種類により細かな発現パターンは異なるものの、CSC
マーカーはSCによく発現する傾向を認め、特にCD133
はすべての細胞株においてSCのみに発現が認められた
（図3）。また、腫瘍形成能においては4種細胞株のSC
とACを100または1，000個をヌードマウスの皮下に移植

した後に、腫瘍形成の有無を観察し、その体積を計測し
た。SCを移植した群では4種の細胞株全てにおいて腫
瘍形成が確認された。一方で、ACはCMeCとCLACに
おいてのみ腫瘍形成が認められたが、いずれもSCの形
成した腫瘍と比較して有意に小さく、SCは少数の細胞
で腫瘍を形成する能力を有することが示された（表1）。

SCの放射線反応性を評価するために、X線照射後の
生存率とDNA損傷蓄積を評価した。コロニー形成法を
用いて計測したX線照射後のコロニー数を直線二次曲線
モデルにあてはめて生存曲線を作成した後に、X線の各
線量における生存率を算出したところ、全ての細胞株に
おいてSCはACと比較して有意に高い生存率を示した
（図4）。X線照射後のDNA損傷蓄積は、53BP1を用い
て評価した。53BP1はDNA損傷に応答してDNA二本

表1．各細胞群のSCおよびACにおける腫瘍形成能の比較
細胞 細胞数 腫瘍形成 腫瘍体積（mm3）

HMPOS
SC 1×102 4／4 1865．4±155．8
AC 1×102 0／4 －

CMeC
SC 1×103 4／4 958．9±620．7
AC 1×103 3／4 93．6±92．1

MegTCC
SC 1×103 2／4 1158．5±1151．4
AC 1×103 0／4 －

CLAC
SC 1×102 4／4 557．2±241．5
AC 1×102 2／4 17．4±28．5

移植細胞数、各細胞群4匹中の腫瘍形成能の有無、腫瘍体積
（平均±標準偏差）を示す

図2．Sphere Formationによって形成されたSphere
（A：HMPOS、B：CMeC、C：MegTCC、D：
CLAC）
下図Eは成長因子を添加（＋）、非添加（－）に
おける各細胞株のSphereの数
Student’s t-test. ＊p ＜ 0.05、＊＊p＜0.01
Bar＝300µm 図4．各細胞群のSC（●）およびAC（□）におけるX

線照射後の生存曲線（A：HMPOS、B：CMeC、
C：MegTCC、D：CLAC）
Mann-Whitney U test. ＊p ＜ 0.05、＊＊p ＜ 0.01

図3．各細胞群のSCおよびACにおけるCSCマーカー
遺伝子の発現

（407） 19

北 獣 会 誌 63（2019）



鎖断裂部位のクロマチンに結合するため、53BP1の
フォーカスを数えることで放射線照射後の各細胞あたり
のDNA二本鎖断裂数を評価することができる。何れの
細胞も照射後の30分もしくは60分において、DNA二本
鎖断裂数は最も多くなり、その後時間経過とともに減少
した。すべての細胞株において、SCはACと比較して
放射線照射後のDNA二本鎖断裂数の最大数が有意に少
なかった（図5）。
2．3．考察

Sphere formationはCSCを分離する手法の一つとし
て広く用いられてきたが、その原理は未だ完全には解明
されていない。今回用いた全ての腫瘍細胞株は非足場培
養のSphere formationによって球状コロニーを形成す
ることができたが、成長因子が添加されていない培地に
おいては球状コロニー形成が認められなかった。これら
の結果からSphere formationの原理は非足場培地の培
養条件が細胞の接着により活性化するシグナル経路を抑
制することで通常のがん細胞の増殖を抑制し、成長因子
がCSCの選択的な増殖を促進していることが示唆され
た［12、13］。

CD133はヒトの骨肉腫、肺腺癌、神経膠腫において
予後との関連性が示唆されており、腫瘍細胞の非対称性
な分裂、DNA損傷修復において重要な因子であり、CSC
の幹細胞性を維持する重要な機能を有するとされてい
る［14、15］。また、CSCの特徴の一つとして、腫瘍形成能
が高いことが示されている。通常、腫瘍細胞における腫
瘍形成に必要となる移植細胞数は106個以上とされてい
る。しかし、CSCは100個以下の少ない細胞で腫瘍を形
成することができるとされている［16］。今回、全ての細

胞株から分離したSCにおいてはCD133の発現が認めら
れ、少数の細胞で腫瘍を形成した。これらの結果から、
Sphere formationを用いて分離したSCはCSCの特性を
有したCSCモデルとして有用であることが示された。

CSCの放射線感受性については、MTT（3-［4,5-di-
methylthiazol-2-yl］-2, 5 diphenyl tetrazolium bromide）
assayを用いて、犬骨肉腫のSCが放射線耐性であるこ
とが示されている［11］。今回、コロニー形成法を用いて、
異なる種類の4種細胞株から分離したSCにおいても、
同様に放射線耐性は認められた。さらに、コロニー形成
法はミトコンドリアの活性を基に細胞の生存を定量する
MTT assayと比較して、放射線治療後の細胞の増殖活
性を評価することができる優れた手法とされている。今
回の結果からCSCが犬の腫瘍の放射線感受性を決定す
る因子として重要なことが示唆された。

53BP-1によるDNA二本鎖修復のキネティクス解析は
X線照射後のDNA修復の指標として広く使用されてお
り、53BP-1のフォーカスの最大数は細胞のROS除去能
を、フォーカス数の時間依存的な減少の速度は細胞の
DNA損傷修復能を反映している［17］。また、X線の細胞
傷害の約70％はROSを介したものとされており、腫瘍
細胞の放射線感受性とROSは密接に関連していると考
えられる。今回、全てのSCはX線照射後のフォーカス
数の最大値がACと比較して少ない結果となった。これ
らからCSCの放射線耐性機序においてROSの除去能が
重要な因子であることが示唆された。

3．まとめと今後の展望

本研究により、Sphere formationを用いて分離したSC
がCSCの形質および放射線抵抗性を有するCSCモデル
として適した細胞群であることが示唆された。これは犬
の腫瘍においてCSCが放射線感受性を決定する重要な
因子であることを示唆するものであり、犬CSCの放射
線耐性機序の解明をすることで、CSCを標的とした放
射線治療開発の足掛かりになるものと考えられる。現在、
筆者はCSC放射線耐性機序の解明のために、犬骨肉腫
のSCを用いたミトコンドリアの代謝に着目した研究を
行っている。データ未発表ではあるが、SCはX線照射
時において、ミトコンドリアの呼吸活性を亢進する能力
が高いことが示され、その呼吸活性を阻害する薬剤を添
加するとSCの放射線抵抗性が消失することを確認した。
今後、CSCを確実に障害する新規放射線治療を開発し、
臨床応用することで小動物だけでなくヒトの治療成績の
向上を目指した研究を進めていきたいと考える。

図5．各細胞群のSC（●）およびAC（□）におけるX線
照射後の53BP1のフォーカス数（A：HMPOS、
B：CMeC、C：MegTCC、D：CLAC）
Mann-Whitney U test. ＊p ＜ 0.05、＊＊p ＜ 0.01
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今回紹介させていただいた研究内容は、筆者が博士課
程において北海道大学獣医学研究院獣医外科学教室に所
属していた際に行ったものです。多大なご指導を賜りま
した北海道大学大学院 獣医学研究院放射線学教室の稲
波 修教授、安井博宣准教授に深謝を申し上げます。ま
た、ここまで読んでくださった皆様にも感謝を申し上げ
ます。
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