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研究成果の概要（和文）： 

 甲状腺癌組織には癌幹細胞と通常の癌細胞が存在し、放射性ヨードに対する感受性が異なっ
ているという仮説のもと、甲状腺癌細胞から癌幹細胞の同定・単離を試みた。まず甲状腺癌細
胞株を用いた実験から、癌幹細胞マーカーを効率よくスクリーニングできるアッセイ系を確立
し、マーカー候補として、ALDH1 活性や CD326 等を同定した。しかし、すべての癌細胞に共通
のマーカーは無く、各症例ごとにマーカーが異なっている可能性も示唆された。上記マーカー
によって分離した細胞に放射線照射を行い比較検討したところ、放射線感受性自体にはマーカ
ーとの関連は認められなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this study was to isolate thyroid cancer stem cells and examine whether 

the sensitivity of the cancer stem cells to radioiodine is different from non-cancer stem 
cells. First, we established an efficient screening system to evaluate markers for thyroid 
cancer stem cells. Using this system, we were able to identify candidate markers such 
as ALDH1 activity and CD326. However, they were not universal markers in all types of 
thyroid cancers. To characterize the sorted subpopulations, radiosensitivity of each 
fraction was evaluated. However, there was no association between these markers and 
radiosensitivity. 
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１．研究開始当初の背景 

 進行・再発甲状腺癌に対する治療として、手

術による甲状腺全摘後に、放射性ヨード 131I に

よる ablationが行われている。ヨード取り込み

のみられる小さな腫瘍に対しては、かなりの

効果が期待出来るが、ヨードを取り込まない

症例、特に未分化癌に対しては、治療効果は

期待出来ない。また一度治療に反応したとし
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ても、再び再発するといった現象がしばしば見

られ、この様な症例も治療に難渋する。ヨード

取込みの低下には、ヨードトランスポーターの

発現や局在が大きく影響する事が分かっている

が、今までは腫瘍の悪性化に伴う脱分化として

説明されてきた。しかし、近年、癌の発生や進

展、再発に関わるメカニズムについて、全く新

しい概念である「癌幹細胞説」が提唱されてい

る。 

＜癌幹細胞仮説＞ 

 癌組織中には増殖能、分裂速度が異なる様々

な細胞が混在していることが知られていたが、

近年、癌組織中にも血液系や神経系の幹細胞と

同様に、「癌幹細胞」が存在する事が次第に明

らかになってきた。癌幹細胞は必要な時に自己

複製を行いながら、非対称分裂によって癌組織

を構成する癌細胞を生み出していく。癌の発育

や進展、転移にはこの癌幹細胞が必須であり、

癌幹細胞から分化、増殖してきた癌組織中の大

部分を占める癌細胞では、新たな腫瘍を形成す

る能力は無いとされる。従来からの化学療法、

放射線療法などは大部分の癌細胞をターゲット

としたものであり、分裂速度の遅い、さらには

放射線抵抗性、薬剤耐性能の高い癌幹細胞には

治療効果が低いと予想される。そのため、大部

分の癌細胞が治療に反応し、一旦腫瘍が縮小ま

たは消失したとしても、その後の再発、転移は

これらの治療に抵抗性の残存した癌幹細胞の関

与が示唆され、癌根治の戦略として癌幹細胞の

存在とその特性についての研究を押し進める必

要性は極めて高い。 

 この仮説を甲状腺癌に当てはめると、一見ヨ

ード取込みが良好な腫瘍でも、その腫瘍を構成

している癌細胞は均一でなく、単純に評価する

事は出来ない。特に難治性癌における癌幹細胞

は、放射線抵抗性が高い事が予想される。どの

様な細胞・メカニズムが放射線抵抗性と関連す

るのか、それを明らかにするのが本研究の目的

である。癌幹細胞では放射線自体に抵抗性とな

るメカニズムが働いているのか、それとも未分

化なためヨードトランスポーターが機能してい

ないのか、またはその両方が関与しているのか、

何も明らかにされていなかった。 

 

２．研究の目的 

 甲状腺癌組織には、癌幹細胞と通常の癌細胞

が存在し、放射性ヨードに対する感受性（治療

効果）が異なっているという仮説のもと、甲状

腺癌細胞から、癌幹細胞を同定・単離する。腫

瘍組織中の大部分を占める通常の癌細胞と比較

し、癌幹細胞の放射線に対する反応の違い、そ

のメカニズムを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)甲状腺癌細胞株を用いた実験から甲状腺

癌幹細胞のマーカーを同定する。 

(2) 甲状腺癌組織（主として分化〜低分化

癌）からの癌細胞初代培養方法を確立する。 

(3) 癌幹細胞マーカーによって癌幹細胞と

通常の癌細胞を分離・採取し、放射線感受性

の比較検討を行う。 

 

４．研究成果 

(1)まず、甲状腺癌細胞株を用いた実験から、

癌幹細胞マーカーの検索を開始した。癌幹細

胞の腫瘍形成能を同定するための手段として

現時点で最も信頼性が高く頻用されているの

は、免疫不全マウスへの移植を行って腫瘍形

成能力を確認することである。8種の甲状腺癌

細胞株を用い、ヌードマウスでの腫瘍形成能

を検討したところ、4つの細胞株(FRO、KTC3

、ACT1、8505C)に腫瘍形成能を認めた。 

 次に、特殊な低接着培養面を持つプレート

と、種々の成長因子を含む無血清培地を組み

合わせる事によって、癌幹細胞に対するスフ

ェロイド培養法を構築した。上記4種類の細胞

株ではスフィア形成が観察されたが、他のヌ

ードマウスで腫瘍を作らない細胞株では、ス

フィア形成は認められなかった。この培養法

でのスフェロイド形成能は、ヌードマウスで

の腫瘍形成能とよく相関する事から、癌幹細

胞を選択的に培養できていると考えられた。

少なくとも、形成されたスフィアは、癌幹細

胞を含んでいる事が示唆される。さらにこの

培養法とセルソーターを組み合わせる事によ

って、種々の癌幹細胞マーカーに対し、スフ

ィア形成を指標として、甲状腺癌における癌

幹細胞マーカーをスクリーニングできるアッ

セイ系を確立できた。 

 固形癌の癌幹細胞マーカーと言われている

種々の細胞表面抗原やALDH1活性を測定する

Aldefluor法により、上記アッセイ系を用いて

癌幹細胞マーカーの検索を行った。上記4種類

の腫瘍形成能及びスフィア形成能の見られる

細胞株において表面抗原の陽性及び陰性分画

をソーティングし、それぞれの分画でのスフ

ィア形成能の違いを検討した。現在までのと

ころ、ALDH1活性、CD326等の発現がスフィア

形成能と高い相関を示すことが分かった。こ

のことより、甲状腺癌の癌幹細胞マーカーの

候補を絞り込むことが出来たと考えられる。

しかしながら、すべての細胞種で共通のマー

カーは確認できず、また、マーカーが発見で

きない細胞株も存在した。このことは、甲状

腺癌では、癌幹細胞マーカーは症例ごとに異

なっていること、未だ未知のマーカーが存在



 

 

することも示唆された。 

 また、上記の低接着表面加工プレートと無血清

培地での培養法は、ある程度癌幹細胞を選択的に

増殖させることが出来ることが示唆され、この方

法によって培養された細胞、通常の接着培養法、

そしてヌードマウスで実際に形成された腫瘍か

ら取り出した細胞を用い、これら細胞の表面抗原

等の発現の変化も検討した。ヌードマウスに形成

された腫瘍細胞とスフィア細胞の表面マーカー

発現プロファイルは類似しており、スフィア細胞

は、より生体内に近い状態を反映している可能性

が示唆された。 

 

(2)上記マーカーによって分離した細胞に放射線

照射（外照射）を行い、放射線感受性の比較検討

を行った。非照射細胞におけるコロニー形成率は

ALDHpos及びCD326hiの分画の細胞では、ALDHneg及び

CD326lowの分画の細胞よりも2倍以上高かったが、

放射線感受性自体の差は認められなかった。この

ことから、今回同定したマーカーと放射線感受性

は関連していないと考えられた。未知のマーカー

のさらなる検索、ヨードトランスポーターの関与

等、さらなる研究が必要と考えられた。 

 

(3)現在まで、未分化癌以外の甲状腺癌の初代培

養・増殖は困難とされ、初代培養を使った実験

はほとんど報告されていない。我々は新たな培

養法を試み、甲状腺癌組織より癌細胞を分離培

養する事に成功した。細かく切断した甲状腺癌

組織をコラゲナーゼ処理し、遊離してきた細胞

を特殊培地にて培養すると、細胞が増殖を開始

し、種々の実験に使用できることがわかった。

この細胞を上記のスフェロイド培養法により培

養するとスフィアを形成することから、甲状腺

癌組織からの初代培養細胞に対しても、癌幹細

胞に対するアッセイを行うことができるように

なった。 

 

 以上、本研究によって癌幹細胞マーカーを効

率よくスクリーニングできるアッセイ法を確立

し、甲状腺癌幹細胞のマーカー候補をいくつか

同定する事ができた。このスクリーニング法は、

他の臓器の癌における癌幹細胞の研究にも有用

なツールとなり得ると考えられた。 
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