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研究成果の概要（和文）：甲状腺転写因子TTF-1発現が消失して本来の甲状腺細胞機能を失った甲状腺乳頭癌培
養細胞に、アデノウイルスベクターを用いてTTF-1遺伝子を導入した結果、アポトーシスとネクローシスを介し
て癌細胞死が誘導されることが示された。
またPCR解析において、TTF-1導入後にRGS5およびRGS4遺伝子の発現が著増した。RGSはGタンパクを介して細胞内
シグナル伝達を調節する。このうちRGS4の発現を抑制すると、TTF-1導入による細胞死、アポトーシスおよびネ
クローシスの誘導効果は減弱した。TTF-1再発現による甲状腺癌細胞死誘導にはRGS4が関与する機序が存在する
ことが示された。

研究成果の概要（英文）：The forced expression of NKX2-1 using adenoviral vectors induced cell death 
in dedifferentiated thyroid cancer cells not-expressing NKX2-1. The induction of NKX2-1 expression 
also caused cell apoptosis and necrosis in those cells. RGS4 and RGS5 mRNA expressions were greatly 
increased in the Nkx2-1-transducted cells. RGS limits the lifetime of signaling events in G protein,
 which regulate all aspects of cell and organ physiology. The suppression of RGS4 expressions 
resulted in inhibition of cell death, apoptosis, and necrosis after the re-expression of NKX2-1. Our
 study results suggest that RGS4 plays partial roles in the suppression of tumor progression in the 
dedifferentiated thyroid carcinoma cells. 

研究分野： 内分泌学

キーワード： RGS4　甲状腺転写因子　脱分化甲状腺癌　分化誘導　癌細胞死　アポトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
甲状腺癌は一般的に予後の良い乳頭癌のような分化型甲状腺癌が大部分を占めるが、一部は分化度が低下し治療
抵抗性である。本研究の成果は、このような悪性度の高い脱分化甲状腺癌にTTF-1を再発現させることができれ
ば癌細胞死を誘導することにより甲状腺癌の治療に繋がる可能性を示唆している。また、RGS4はTTF-1導入によ
る甲状腺癌細胞死誘導に関与することが明らかとなったが、他臓器癌におけるRGS4の役割も報告されていること
から、癌細胞増殖とRGS4の関連について今後さらに研究する意義が示された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、世界的に甲状腺癌に対する過剰診療の憂慮が高まっており、甲状腺癌の治療方針決定のた
めの正確なリスク評価が求められている。本研究代表者の所属する研究室では、甲状腺の発生・
機能に重要な転写因子 TTF-1 (Nkx2-1)遺伝子の発現が低下している甲状腺癌細胞に同遺伝子を
導入する事により、細胞死を誘導すると共に、G タンパク質シグナル伝達の調節因子である 
Regulator of G protein signaling 5 (RGS5)遺伝子発現が甲状腺癌細胞特異的に約 1000 倍に
増加することを発見していた。これまで肺癌などにおいて、RGS5 の発現量と癌細胞の分化度や
遠隔転移能と正の相関があることが報告されており、癌細胞において過剰に活性化している増
殖シグナルの抑制因子として機能している事が示唆されている。これらより、甲状腺癌細胞にお
いて RGS5 遺伝子は、TTF-1 による細胞死誘導に寄与していることが示唆されると共に、甲状腺
癌の増殖能や転移能等の悪性度を示すマーカーにもなりうる。RGS5 遺伝子検査が甲状腺癌の重
症度・予後を評価するリスク因子となれば、従来の甲状腺癌診療の戦略に大きな変革をもたらす
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
RGS5 遺伝子誘導の甲状腺癌細胞に対する作用を明らかにするとともに、RGS5 発現レベルと甲状
腺癌の悪性度・予後との関連性を明らかにし、RGS5 遺伝子を用いた新たなリスク評価検査方法
を確立する。 
 
(1) RGS5 発現アデノウイルスベクターを構築し、TTF-1 発現が低下あるいは欠損している甲状
腺癌細胞に遺伝子発現し、癌細胞の増殖、アポトーシス等への作用を検討する。 
 
(2) RGS5 の発現誘導による、甲状腺癌細胞におけるヘッジホッグ系の情報伝達系の変化を測定
し、甲状腺癌細胞における RGS5 の機能を解析する。 
 
(3) 成人の甲状腺癌手術症例から得られた甲状腺癌組織において、遺伝子発現を測定し、その結
果を既知の増殖、転移能マーカーの発現量および転移・浸潤などの臨床像との比較を行い、RGS5
発現量と甲状腺癌の悪性度との関係を検討する。 
 
(4) 甲状腺癌の予後と関連する遺伝子の同定後、成人において甲状腺結節に対する細胞診を行
う際に、細胞診検体作成後、針内に残存している細胞を回収し、同定した遺伝子発現量を定量す
る検査技術の開発のための基礎的研究を行う。 
 
３．研究の方法 
RGS5 遺伝子発現アデノウイルスベクターを作製し、TTF-1 遺伝子発現を欠損しているヒト甲状
腺癌培養細胞 BHP18-21v 細胞に RGS5 遺伝子導入を行い、癌細胞の増殖抑制効果、細胞死誘導効
果が認められるかどうか検討する計画であった。RGS5 発現アデノウイルスベクターの構築が困
難であったため、甲状腺癌細胞への TTF-1 遺伝子導入とともに、RGS5 遺伝子に対する siRNA を
導入し、TTF-1 遺伝子発現下での RGS5 遺伝子発現を抑制することにより RGS5 遺伝子発現の効果
を検証した。ウェスタンブロット法にて RGS5 蛋白の発現を調べた。 
 
(1) アポトーシス・ネクローシスの検出試薬を用い、細胞死の機序を検討した。さらに、細胞死、
アポトーシス、ネクローシスを定量化し、RGS5 遺伝子に対する siRNA 導入の有無によりそれら
を比較した。 
 
(2) RGS5遺伝子に対するsiRNA導入の有無による細胞死誘導の効果が明らかではなかったため、
TTF-1 遺伝子導入により遺伝子発現量が著増した RGS4 についても同様の検証を加えた。 
 
４．研究成果 
(1) BHP18-21v 細胞にアデノウイルスベクターを用いて TTF-1 遺伝子を導入した結果、癌細胞死
が誘導され、その機序としてアポトーシスとネクローシスが認められた（図 1）。 
 
(2) real-time PCR による解析において、TTF-1 導入後に RGS5 遺伝子発現はコントロールに対
し 550 倍に増加した。一方、ウェスタンブロット法において RGS5 蛋白は複数の抗体にて検出さ
れなかった。また、siRNA 導入により RGS5 遺伝子発現を抑制した細胞においてもコントロール
に比し細胞生存率に統計学的有意差を認めなかった。従って、甲状腺癌における RGS5 の機能解
析を進めることは断念した。 
 
(3) RGS4 遺伝子は、real-time PCR において TTF-1 導入後の発現量はコントロールに対し 130 倍



に増加した。RGS4 蛋白もウェスタンブロット法により TTF-1 導入後に発現増加を認め、その発
現量は RGS4-siRNA により約 30%に抑制された。 
 
(4) RGS4-siRNA 導入細胞においては細胞生存率が 116〜121%へ有意に増加した。また、アポトー
シスは 68〜79%、ネクローシスは 71〜77%に抑制された（図 2）。 

 

  
 
これらの結果から、RGS4 は TTF-1 導入後のアポトーシスおよびネクローシスを介した細胞死誘
導に関与することが示された。しかし、細胞死における RGS4 の影響は部分的な効果に留まった。
当初の計画では TTF-1 導入により発現が著増する遺伝子が細胞死誘導に関与していると予想し、
甲状腺癌のリスク評価に応用できる可能性を考えたが、RGS4 遺伝子単独で評価することは困難
と考えられる。 
しかしながら、本研究の成果として、悪性度が高く治療抵抗性である脱分化甲状腺癌に TTF-1 を
再発現させることができれば癌細胞死を誘導することにより甲状腺癌の治療に繋がる可能性が
示唆された。また、RGS4 は TTF-1 導入による甲状腺癌細胞死誘導に関与することが明らかとな
ったが、乳癌や膀胱癌におけるRGS4の癌抑制効果も報告されていることから、癌細胞増殖とRGS4
の関連について今後さらに研究する意義が示された。 
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