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研究成果の概要（和文）：甲状腺組織内の幹細胞・癌幹細胞を解析する方法として、甲状腺組織を単一細胞レベ
ルまで分散した後細胞内のRNAを保持した状態で固定し、蛍光標識抗体で標識した後でFACSで目的の細胞を採取
し、RNAを回収して遺伝子発現プロフィールを解析するFACS-mQと呼ぶ方法の開発を目指した。ヒト甲状腺手術標
本、ラット甲状腺組織を使用してFACS-mQを実施した。甲状腺乳頭癌組織では一部の検体に２つの特徴的な分画
があることが判明した。ラット甲状腺組織では３つの分画を確認したが、遺伝子発現プロフィール解析ではその
うち１つの分画は甲状腺濾胞上皮細胞の特徴を示していた。

研究成果の概要（英文）：A single cell analysis using flow cytometry or fluorescence-activated cell 
sorting (FACS) is a useful tool to invesigate thyroid tissues. In this study, we selected early and 
mature thyroid markers, thyroid transcription factor 1 (TTF-1), thyroglobulin (TG), and 
sodium/iodine symporter (NIS), as well as N-cadherin as targets. Rat thyroid tissues and human 
thyroid cancer tissues were subjected for the following analysis. After 4-color analysis with FACS, 
 gene expression profiles in FACS-purified cells were determined with microarrays. In rat thyroid 
tissues, three distinct cell populations showing different gene expresion profiles were identified. 
Three of 28 human thyroid cancer tissues showed clear heterogeniety in flow cytometry. In these 
samples, TG and NIS protein expression did not differ among cells, whereas TTF-1 and N-cadherin 
proteins exhibited heterogeneity. Using the present method, we identified distinct cell populations 
in both rat and human thyroid tissues. 

研究分野：甲状腺疾患

キーワード： FACS　がん幹細胞　遺伝子発現プロフィール
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研究成果の学術的意義や社会的意義
幹細胞や癌幹細胞はその強力な増殖能から組織の再生に関与し、多くの疾患の経過に影響を与えている。しか
し、これらは組織内に少数しか存在しないため同定や解析は極めて困難である。我々は、組織を単一細胞レベル
まで分散し、RNAを保存した状態で固定し、蛍光標識抗体でラベルした後でFACSで目的の細胞を回収し、RNAを抽
出・遺伝子発現プロフィールを解析することでそれらの性質を同定するFACS-mQという新しい方法を開発した。
この方法を使用してラット・ヒト甲状腺組織を解析したところ、それぞれ特徴的な細胞分画の同定に成功した。
当方法を用いることで疾患の新たな診断法が開発できる可能性がある。

※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 
再生医学と癌幹細胞研究は今後最も発展の期待できる医療分野であり、それに対応する臨床

検査法の開発は急務である。しかし、幹細胞や癌幹細胞は組織中に極めて少数しか存在せず、

それらの性質については明らかでない点が多く、臨床現場で活用できるような検査法は存在し

ない。従って、組織や血液など臨床検体に少数含まれる幹細胞・癌幹細胞等を限られた情報で

効率よく検出・解析する技術の開発が新たな臨床検査法開発のための必須条件となると考えら

れる。 

そのような技術に近いものとしては FACS(fluorescence activated cell sorting)が知られ

ているが、FACS には下記の２つの欠点がある。１）細胞を分離するためには目的とする細胞に

特異的な表面抗原が存在することが必要であり、実際に応用できる細胞の種類は極めて限られ

る。２）分離した後の細胞の性質の解析は原則的に細胞を生きた状態で分離した後、培養する

ことによるが、臨床現場でそのような操作を実現するのは困難である。我々はこれらの問題を

解決するため、１）組織または血液検体から採取された細胞を適当な条件で固定・保存 ２）

RNA が分解しない条件で目的の細胞が発現する 1 種類または 2 種類以上の細胞内抗原または特

異的 RNA を蛍光色素で標識 ３）FACS で目的の細胞を分離 ４）回収された細胞より mRNA を

抽出して遺伝子発現プロフィールを解析する、という一連の操作で、種々の臨床検体中に存在

する少数の細胞を任意の遺伝子の発現をマーカーとして分離し、回収された細胞の性質を解析

するという、より汎用性のある技術の開発を開始し、当方法を FACS-mQ（mRNA  quantification 

after FACS）と名づけた。 我々は FACS-mQ の改良を続け、検体を固定して-80℃に保存する時

の凍結保存液、抗体と反応させるときの緩衝液、FACS にかける前の保存液のそれぞれに 2mM DTT

と 0.1U/μｌhuman recombinant RNase inhibitor を加えることで RNA の保存状態がさらに改

善することを確認した。これらの結果から臨床検体等、多数の細胞を FACS で回収することが期

待できない検体からも FACS-mQ を実施することが可能となった。 

 
２．研究の目的 

甲状腺組織を単一細胞レベルまで分散し、甲状腺特異的抗原を使用して FACS-mQを実施す

ることで組織内に存在する特定の細胞分画を採取し、その細胞分画から RNA を回収、遺伝子

発現プロフィールを解析することより採取された細胞の性質を同定する。 

 
３．研究の方法 

（１）研究材料 

a) 細胞 

下記の細胞株をコントロール検体として使用した。ヒト未分化癌由来の細胞株 8305C (N-カ

ドヘリンを発現）、 ヒト肺癌由来の細胞株PC3（TTF1を発現）、ラット甲状腺由来の細胞株FRTL-5

（サイログロブリン、TTF1を発現）。これらの細胞株はsubconfluentになるまで培養したのち、

トリプシンあるいはディスパーゼで分散して単一細胞とし、既報の UM-Fix（メタノールと PEG

を含む固定液、Yamada H, Maruo R, Watanabe M, Hidaka Y, Iwatani Y,Takano T, et al. 

Messenger RNA quantification after fluorescence-activated cell sorting using in situ 

hybridization. Cytometry A. 2010; 77:1032-7）にて固定後-80℃で使用まで保存した。 

ｂ）患者検体  

バセドウ病の患者、および甲状腺癌の患者の手術時に採取された甲状腺組織の、病理診断に



使用した余剰分 1g を採取して実験に使用した。摘出された組織は直ちに ThelioKeep™にて冷

蔵保存した。実験のプロトコールは大阪大学の倫理委員会で承認されている。 

ｃ）ラット甲状腺の採取 

4 週齢の雄ウイスターラットより麻酔科で甲状腺を摘出した。実験のプロトコールは大

阪大学の動物実験倫理委員会で承認されている。 

d) 組織分散 

採取された組織は、既報に従って単一細胞にまで分散した（Matsumoto C, Ito M, Yamada 

H, Yoshida H, Watanabe M, Takano T, et al. Preparation of thyroid follicular cells for 

mRNA quantification after fluorescence-activated cell sorting. Scand J Clin Lab Invest. 

2013;73:245-52）。組織をメスで細切れにした後、コラゲナーゼを含む培地で 37℃で約 2

時間振蕩培養した。溶血操作をしたのち、ディスパーゼ、DNase Iを含む培地で 37℃でさ

らに培養した。得られた単一細胞はフィルター濾過によって回収し、UM-Fix にて固定

後,-80Cにて保存した。 

e) 抗体の標識 

抗サイログロブリン抗体を FITC で、抗 NIS 抗体を PE で、抗 TTF１抗体を APC で標識した。

抗 Nカドヘリン抗体は 2次抗体として PE-Cy7 標識抗体を使用することで検出した。 

d)FACS 

採取された細胞は融解後、蛍光標識抗体と反応させた。抗体反応液には DTT と RNase 

Inhibitor を加え、反応中の RNA の分解を抑えた。標識された細胞を FACSAria™ IIIu flow 

cytometer (BD Biosciences)で解析した。データは FACSDivaTM (BD Biosciences) と

FlowJo (Tree Star, Inc.)で解析した。特定の細胞分画が見つかった場合は分画を採取した。 

f) RNAの抽出 

細胞は ISOGEN-LS（NIPPON GENE）内に回収し、RNAを抽出した。 

ｇ）マイクロアレイ解析 

抽出した RNAは GeneChip Pico Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific)で増幅、標識

し、Clariom S Assays (Thermo Fisher Scientific)ににて遺伝子発現プロフィールを解析し

た。 

 
４．研究成果 

コントロールの細胞を用いたFlow Cytometryではそれぞれ予想される位置に各細胞が配置さ

れ、各標識抗体が正しく反応していることが確認できた。 

 ラット甲状腺細胞を用いた検討では Flow Cytometry で P1,P2,P3 の 3つの細胞分画が確認で

きた。これらの細胞分画からRNAを回収し、マイクロアレイ解析に供した。P2分画ではTg, Pax8, 

Tpo, and Foxe1 等の甲状腺特異的遺伝子が発現しており、甲状腺濾胞上皮細胞であるこ

とが示唆された。P1分画では間質細胞由来の遺伝子の発現が多く認められた。 

 ヒト甲状腺細胞を用いた検討では、Flow Cytometryで 28例の甲状腺乳頭癌のうち 3

例で特徴的な細胞分画を認めた。この細胞分画では TTF1と Nカドヘリンの発現は低下し



ていたが、サイログロブリンと NISの発現は変化していなかった。この細胞分画を回収し

て RNA を抽出したが、細胞数が少なかったことと RNA の分解が進んでいたことからマ

イクロアレイ解析を行うことはできなかった。 

 今回、ヒト組織ではマイクロアレイを用いた解析まで到達できなかったが、ラットでは詳細

な解析ができているため、手術時の検体採取にさらに工夫を加えることで、RNA の品質保持と

回収細胞数の増加を可能とすれば、ヒト臨床検体でも FACS-mQ の解析が可能になると考えられ

た。今回、ヒト乳頭癌で検出された細胞分画の詳細な性質は明らかではないが、甲状腺乳頭癌

は一般的には予後良好とされているが、一部に予後の非常に悪いものがあり、その生物学的な

違いは明らかにされていない。その原因が組織内に混在する少数のがん幹細胞であれば、当方

法を用いることで明らかにすることができるのではないかと予想される。 
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