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研究成果の概要（和文）： 
 本研究により、ヒト甲状腺初代培養細胞から幹細胞様細胞を単離する事に成功した。得
られた細胞は、甲状腺細胞のみならず、神経や脂肪細胞への分化も確認され、複数の系統
の細胞に分化できる細胞である事が示唆された。細胞の単離段階を詳しく検討したところ、
甲状腺細胞からのリプログラミングによって幹細胞様性質を獲得したのではないかと考え
られた。これらのリプログラミングが、癌幹細胞の発生に関与している可能性が考えられ
た。 
 
研究成果の概要（英文 ）： 
 We have successfully developed a novel culture system to isolate stem-like cells from 
human normal thyroid tissues. These cells had differentiation potentials not only into 
thyroid follicular cells but also into neuron or adipocytes. The isolated cells may be 
directly reprogrammed from thyroid follicular cells, and this reprogramming might be 
involved in generating cancer stem cells during carcinogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 甲状腺乳頭癌には、RET/PTC、RAS、
BRAF 遺伝子等に変異が見られ、実際これら
の変異遺伝子を甲状腺細胞に発現させるト
ランスジェニックマウスでは、甲状腺に発癌

が観察される。ところが、よく分化した正常
甲状腺細胞にこれら癌遺伝子を発現させて
も、細胞の形質転換、癌化、ホルモン非依存
性などは観察されない。これらの動物と細胞
のモデルの間には乖離が存在する。この乖離
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を説明するためには、甲状腺幹細胞に関する
理解が必要であると考えられた。 
 
(2) これまで、我々の報告も含め、甲状腺癌
細胞、正常甲状腺組織などから幹細胞を単離
培養したという報告は数報あるものの、どれ
も制限があり、確立された方法はない。 
 
２．研究の目的 
(1) ヒト正常甲状腺組織の初代培養から甲状
腺幹細胞を同定、単離し、その性質を詳しく
解析する。 
 
(2) 甲状腺幹細胞が発癌の起源となりうるの
かどうかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 様々な正常細胞、幹細胞の培養に用いる
無血清培地（通常、種々の成長因子を含む）
を使って、初代培養甲状腺細胞を培養し、幹
細胞様細胞の単離を試みた。 
 
(2) 単離した細胞集団を、Side population 法
で解析した。 
 
(3) 単離した細胞の性質、起源を明らかにす
るため、甲状腺特異的遺伝子の発現、中間径
フィラメントの発現を確認した。 
 
(4) 単離した細胞の分化能を検討するため、
血清、TSH をはじめ、様々な分化誘導刺激を
加え、多能性を検討した。 
 
(5) マイクロアレイにより、発現遺伝子の網
羅的な解析を行った。 
 
(6) 細胞の形質転換のため、hTERT から、
BRAFV600E、RET/PTC1 等の遺伝子導入を
行うためのレンチウイルスの構築、生成を行
った。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト甲状腺初代培養細胞から、ある特殊
な培地（無血清、種々の成長因子を含む）を
用い、大部分の分化した細胞は増殖出来ない
かアポトーシスを起こしてしまうものの、ご
く一部分の細胞だけを増殖させる事が出来
る系を確立した。この培地を用いると、初代
培養甲状腺細胞 10,000 個あたり、約 50〜70
個のコロニーを形成する事が出来る細胞を
増殖、単離する事が出来た。 
 
(2) この細胞集団は、甲状腺の分化したマー
カーであるサイログロブリンの発現等は見
られず、未分化な状態の幹細胞、もしくはそ
れに近い細胞である事が予想された。 
 

(3) これらの細胞の side population 分画の
存在を調べたが、明らかな side population
分画は確認されなかった。 
 
(4) これらの細胞はまた、上皮系のマーカー
であるサイトケラチンの発現も陰性である
ため、これらの細胞が甲状腺組織に存在した
間葉系幹細胞である可能性を考え、間葉系細
胞のマーカーで染色したが、これも陰性であ
った。 
 
(5) これらの細胞を血清と TSH 存在下で培
養し、甲状腺細胞への分化を試みた。約 1 ヶ
月間の刺激で、細胞はサイトケラチンとサイ
ログロブリンを発現する様になり、確かに甲
状腺細胞へ分化していると考えられた。さら
に、適切な分化誘導刺激下で、神経細胞や脂
肪細胞への分化も観察された。この事から、
増殖してきた細胞集団は、甲状腺濾胞細胞へ
の分化能を含む多分化能を持つ幹細胞、もし
くはそれに近い細胞集団である事が示唆さ
れた。 
 
(6) 甲状腺初代培養細胞と、そこから単離し
た 幹 細 胞 様 細 胞 に つい て 、 Affymetrix 
GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 
Array を用いて、発現遺伝子の網羅的な解析
を行った。3 ペアで確認したが、初代培養細
胞と幹細胞様細胞のプロファイルには明確
な差異が見らるものの、それぞれの種類では
同じような発現パターンとなり、幹細胞様細
胞の単離には再現性が見られる事が分かっ
た。幹細胞様細胞では、サイログロブリン、
TSH レセプター、PAX8、TTF1 等の甲状腺
特異的遺伝子の発現はほとんど見られず、
CD106、CD105、CD90 等いくつか間葉系幹
細胞様の遺伝子発現亢進が見られ、未分化な
細胞集団ではないかと思われた。 
 
(7) これらの細胞を不死化、または癌化を誘
導するために、hTERT、Bmi-1、BRAFV600E、
RET/PTC1 等の遺伝子を発現するレンチウ
イルスベクターを構築した。 
 
(8) 我々が施行した特殊な培養法では、甲状
腺濾胞細胞にリプログラミングを引き起こ
した事を示唆する。我々の方法では遺伝子導
入は行わず、薬剤や成長因子のみでリプログ
ラムを誘導した事になり、応用の幅が広がる
可能性がある。今後は、ウイルスベクターを
用いた機能解析実験、さらにより効果の高い
培養法、分化誘導方法を検討していく予定で
ある。 
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