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研究成果の概要（和文）：甲状腺癌においてALDH酵素活性は癌幹細胞の有力な候補であるが、可塑性があること
が分かっている。甲状腺癌由来細胞株とALDH阻害剤を用いてスフィアアッセイを行ったが、ALDHを阻害してもス
フィア形成に影響はなかった。また、ALDH酵素のうちALDH1A3の発現が高いことを確認したため、活性が高い細
胞のALDHをノックダウンした細胞、また逆に活性が低い細胞に強制発現した細胞を作成し同様の検討を行った。
どちらの細胞株でもスフィア形成能に変化は見られず、これらには関係性がないことが示唆された。
このことからALDHはマーカーにはなるが、癌幹細胞の特性に役割をはたしていない可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Our previous study has revealed that aldehyde dehydrogenase (ALDH) is a 
candidate marker for thyroid cancer stem cells, although its activity is flexible. In vivo sphere 
formation assay was used anaplastic thyroid cancer cell lines and ALDH inhibitor, It almost 
completely suppressed ALDH activity without affecting spherogenicity.
In addition, we identified that among isozymes in human ALDH superfamily, ALDH1A3 was the main 
isozyme in thyroid cancer cell lines. Then We knockdown ALDH1A3 of high ALDH activity cells using 
shRNA, we check the effects of spherogenesis , it is no effect on spherogenicity. Furthermore,forced
 expression of ALDH1A3 in low ALDH activity cell, we got same result. It is no relationship between 
ALDH activity and spherogenicity. In conclusion, we here show no functionalrole for ALDH activity in
 thyroid thyroid cancer stem cells properties. That is, ALDH activity and spherogenicity are clearly
 dissociable.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
癌幹細胞（Cancer stem cells, CSC）の同

定とその特性の解析、さらにはそれらを標的
とした治療法の開発は癌克服のための大き
な研究テーマである。その戦略として、CSC
の“幹”細胞としての特性を標的とした治療
法を確立できれば、癌の根絶に大きく近づけ
ると考える。申請者は以前甲状腺癌細胞株を
用いた細胞表面マーカー等の網羅的解析を
行なった。その結果を以下にまとめる。 
 
(1)8 種類の甲状腺癌細胞株（未分化癌由来細
胞-FRO、KTC2/3、ACT1、8505C;分化型乳頭癌
由来細胞株-KTC1、TPC1;分化型濾胞癌由来細
胞株-WRO）のうち、4 つの未分化癌由来細胞
のみで、CSC の指標となる in vitroスフェア
形成能と in vivo 腫瘍形成能が認められた。 
(2)このうち FRO、KTC3、ACT1 の 3種類で ALDH
活性とスフェア形成能に高い正の相関が見
られた。 
(3)ALDH 活性は可塑性を示し、ALDH 陽性（す
なわち CSC）⇔ALDH 陰性（non-CSC）と変化
した。 
 
以上、増殖性が高く予後が極めて悪い未分

化癌でのみ、CSC の存在が確認され、全ての
細胞においてではないが、CSC のマーカーと
してのALDHの有用性が示唆された。さらに、
ALDH を指標とした場合、CSC⇒non-CSC とい
う一方向の変化が特徴とされるヒエラルキ
ーを示さず、ALDH 活性は CSC と non-CSC の間
でダイナミックに変化することが明らかと
なった。 
 
２．研究の目的 
この研究計画ではそれらの研究をさらに

発展・深化させて、以下の 2点を明らかにす
ることを目的に研究した。 
 
(1)ALDH 酵素活性と CSC 機能の関連 
(2)可塑性の分子メカニズム解明 
 
３．研究の方法 
(1) ALDH 酵素活性と CSC 機能の関連 

①ALDH阻害剤(DEAB,DS)やsi/shRNAによる
ALDH 活性抑制が CSC 形成に及ぼす影響
の検討 

 ②このための甲状腺がん発現 ALDH アイソ
ザイムの同定 

 ③ALDH強制発現によるCSC特性獲得の有無
の検討 

(2)可塑性の分子メカニズム解明 
癌幹細胞を多く含む4つの腫瘍形成細胞株

(FRO、KTC3、ACT1、8505C)の ALDH 酵素活性 陰
性/陽性の各分画をソーティングし、それぞ
れの分画を接着培養したときの ALDH 陽性率
の変化を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)①ALDH 酵素活性とスフィアの関係性を検

討するため、2つの ALDH 阻害剤
N,N-diethylaminobenzaldehyde(DEAB)、
Disulfiram(DS)を用いてスフィア形成への
影響を検討することとした。まず、初めに DS
には ALDH 抑制作用以外に細胞増殖抑制作用
が知られているため、接着培養でそれらの影
響が出ない濃度を検討した。 
4 つの腫瘍形成細胞を接着培養後、両薬剤

を以下の濃度で添加し 96 時間後の細胞増殖
を検討した。その結果、それぞれの薬剤が接
着培養で影響を与えない濃度は、DEAB はすべ
ての細胞において 50μM、DS は 8505C 細胞の
み 0.2μM、そのほかの細胞株では 1μMと決
定した(図 1)。 

 
 
 
次に、これらの薬剤が ALDH 酵素活性に及

ぼす影響を検討した。DEAB は 50μMで完全に
抑制していたのに対し、1μMの DS ではほぼ
抑制していなかった(図 2)。 
DEAB、DS がスフィア形成へ与える影響を検

討した。それぞれの阻害剤を添加した状態で
浮遊培養し、４週間後に直径 100μm以上の
ものをスフィアとしてカウントした。どの細
胞においても、DEAB は ALDH を完全に抑制し
ていたにも関わらず、スフィア形成能に変化
はなかった。また、DS は ALDH 活性はほとん
ど抑制しないものの、FRO、KTC3、ACT1 細胞
でスフィア形成を十分に抑制していた(図 3)。    
これらより、ALDH 活性とスフィア形成には

関連性がない可能性が考えられた。 
 
②さらに、shRNA により ALDH をノックダウン
したときのスフィア形成への影響を検討す
ることにした。まず、ヒトの ALDH 酵素活性
には 19 種類のアイソザイムがあることが知
られているため、8種類の甲状腺癌細胞株に
おいてどのアイソザイムの発現が高いのか
をｍRNA の発現量で検討した。その結果、
ALDH1A3 の発現が高いことを確認した。 
ALDH 活性が高く、高いスフィア形成能を持

つ FRO細胞を用いて shRNA により ALDH1A3 を
ノックダウンした細胞株を作製し、スフィア
アッセイを行った。その結果、DEAB と同様に
スフィア形成は抑制されなかった（図 3）。 
 

図 1：細胞増殖アッセイ 



③また逆に ALDH 活性がなくスフィア形成も
ない TPC1 細胞を用いて ALDH1A3 強制発現し
た細胞株を作製し、同様の実験を行った。100
μm以下のとても小さな集合体は作っている
ものの、スフィアは形成されなかった。 
 
以上より、ALDH 活性とスフィア形成能には

関連性ないことが示唆され、ALDH はマーカー
にはなるが、癌幹細胞の特性に役割をはたし
ていない可能性が考えられた。 
 
 

(2)腫瘍形成細胞を用いてALDH陽性率の変化
を検討した。その結果、変化の速度は細胞に
より異なるが接着培養後 1-3 週間程度で、
ALDH 陽性細胞から陰性・陽性どちらの細胞分
画も出現した。また、逆に陰性細胞分画から
も両方の細胞分画が出現し、すべての細胞株

でソーティング前の陽性率まで戻ることを
確認した。 
以上より、ALDH 活性は CSC と non-CSC の間

でフレキシブルに性質を変化させることが
わかった。 
 ここまでを論文にまとめ、発表した。 
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図 2:各薬剤で処理した後の ALDH 活性の変化 

図 3:スフィアアッセイ  
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