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研究成果の概要（和文）：　甲状腺癌幹細胞の維持に関連する遺伝子群・シグナル伝達経路を同定するため、siRNA Li
braryを用いた遺伝子ノックダウンとスフィアアッセイ、および自動セルイメージャーによる解析を組み合わせた新た
なスクリーニング法を開発した。714のプロテインキナーゼ遺伝子に対するスクリーニングの結果、PDGFRβ刺激からJA
K、STAT、Pimを介したNF-κBの活性化までのシグナル経路が甲状腺癌幹細胞の維持に重要な役割を果たす可能性が示唆
された。阻害剤を用いた検討により、この経路が甲状腺癌幹細胞の放射線抵抗性に関連することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　There is accumulating evidence that solid tumor contain cancer stem cells 
(CSC), which play important roles in cancer initiation, progression, recurrence and metastasis. In 
thyroid cancer (TC), anaplastic thyroid cancer (ATC) is highly aggressive and resistant to conventional 
chemo/radio-therapy. Although it is considered that these properties are associated with CSC population 
in TC, little is known about their characteristics. In this study, we conducted high-throughput screening 
using siRNA for 714 kinases with ATC cell lines to identify signaling pathways that are correlated with 
their sphere-forming ability, which is one of hallmarks of CSCs. The siRNAs for PDGFRβ, JAK3 and PIM1/3 
markedly inhibited sphere formation. We also demonstrated that siRNA for STAT3/5 and inhibitors for JAK 
and NF-κB similarly suppressed the sphere-forming ability after irradiation. These data suggest that the 
JAK-STAT-NF-κB signaling pathway is critical for survival and radioresistance of TC-CSCs.

研究分野：甲状腺癌
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１．研究開始当初の背景 
 甲状腺低分化癌、特に未分化癌は非常に悪
性度が高く、予後不良である。様々な化学療
法、放射線療法の併用が試みられるが、特に
局所の進展速度は極めて速く、窒息を危惧す
る症例も少なくない。従来の治療では高い効
果は期待できず、新たな治療方法の開発が急
務とされている。 
 癌組織中には増殖能、分裂速度の異なる
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「癌幹細胞」と
呼ばれる細胞が存在することが明らかにな
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 れ ま で に 種 々 の 癌 に お い て 、
Wnt/-catenin、PI3K-mTOR、Notch、JAK/STAT
経路等が癌幹細胞の放射線抵抗性に関連す
ることが報告されており (Moncharmont et al. 
Cancer letters 2012 322, 139-47)、これらの経路
を標的とした治療、つまり癌幹細胞を標的と
した放射線併用療法の開発が望まれている。
しかしながら、甲状腺の分野では癌幹細胞に
関する研究はあまり進んでいないのが現状
である。 
 これまで我々はさまざまな甲状腺癌細
胞・細胞株を用いて、他の癌において癌幹細
胞マーカーと報告される表面抗原等の発現
を調べてきたが、一部の細胞株において有力
な候補は見つかったものの、別の細胞株では
マーカーとなっておらず、普遍的なマーカー
の同定には至っていない (Shimamura et al. 
Endocr J . 2014 61 (5), 481-90)。 
 甲状腺低分化・未分化癌は染色体異常・遺
伝子変異が高度に蓄積されており、ひとつの
シグナルに対する分子標的治療では、必ずし
も高い効果を得られるとは限らない。そこで、
本研究では放射線感受性を高めることに着
目した。また、上記の如く癌幹細胞を標的と
するにあたり、様々な表面マーカーについて
検討するよりも、実際に機能的に重要な細胞
内シグナル伝達経路を同定する方法が、より
実践的で実際の臨床応用にもつなげること
ができる可能性が高いと考えた。 
 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、マーカーを使った細胞ソー
ティング後に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。こ
れに対し、我々は特殊な低接着培養面を持つ
プレートと、特殊な無血清培地を組み合わせ
ることにより、スフィア形成能を調べるアッ
セイ方法を確立した。この方法を用いると、
免疫不全マウスに腫瘍形成能を示す細胞（癌
幹細胞を高い確率で含んでいると考えられ
る細胞）のみがスフィアを形成し、免疫不全
マウスでの移植実験を高い精度で再現良く
代替できることが分かった。免疫不全マウス
を用いた移植実験では数多くの幅広いター
ゲットに対するスクリーニングは容易では
ないが、スフィアアッセイを 96 穴プレート
で行うことによりスクリーニングが比較的
短時間に施行可能となった。 
  
２．研究の目的 
 甲状腺癌組織には少数の癌幹細胞が存在
し、抗癌剤や放射線治療に対する抵抗性が高
く、再発・転移の原因とも考えられている。
本研究の目的は、癌幹細胞を選択的に培養増
殖させることができるスフィアアッセイ法
と siRNA ライブラリーによる遺伝子ノック
ダウン法にハイスループットを可能とする
セルイメージャーシステムを組み合わせた
スクリーニングを行い、癌幹細胞に特異的な
放射線感受性に関わる遺伝子・シグナル伝達
経路を同定することである。 
 
３．研究の方法 
(1) スフィアアッセイ法と siRNAライブラリ
ーによる遺伝子ノックダウン法にハイスル
ープットを可能とするセルイメージャーシ
ステムを組み合わせたスクリーニングシス
テムを開発する。 
(2) このスクリーニングシステムを用いてプ
ロテインキナーゼ遺伝子に対するスクリー
ニングを行い、甲状腺癌幹細胞の維持に関わ
る遺伝子のスクリーニングを行う。 
(3) 得られた遺伝子群について、データベー
スを応用したコンピュータ上でのパスウェ
イ解析を施行し、重要なシグナル伝達経路を
同定する。 
(4) この経路に対する siRNAや阻害剤等を用
いた検証実験を行う。 
(5) 上記阻害剤を投与した細胞に放射線照射
を行い、この経路が甲状腺癌幹細胞の放射線
抵抗性に関連するか検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) まずスクリーニングシステムの開発を行
った。通常、スフィア形成能の検討は直径
100m 以上の大きさのスフィアを顕微鏡下
でカウントすることで行ってきたが、我々は
多数のターゲットに対するスクリーニング
を、スフィア形成能・増殖能の両方に対応さ
せるため、Thermo の ArrayScan VTI HCS 



Reader （96-well フォーマットの自動セルイ
メージャー)を用いて、今回のアッセイ用に
新しくマクロファイルを開発し、スフィアの
定量をより簡便に行うことを可能にした。 
 
(2) スフィアを形成することがわかっている
甲状腺癌細胞株 FRO をスフィアアッセイ用
の低接着表面加工された 96 穴プレートに播
種し、siRNAライブラリーを用いて遺伝子ノ
ックダウンを行い、コントロール siRNAを導
入した wellのスフィア数・径と比較すること
でスフィア形成能の検討を行った。よりスフ
ィア形成能特異的な分子を同定するため、ス
フィアアッセイに加えて通常の単層培養を
用いた細胞毒性試験も平行して行った。通常
の単層培養ではあまり細胞増殖抑制効果が
見られないが、癌幹細胞の指標とされるスフ
ィア形成能を高度に抑制する siRNAは、それ
だけ癌幹細胞の機能に特異的な役割を持つ
ものと考えられる。 
 714 のプロテインキナーゼ遺伝子に対する
スクリーニングの結果、およそ 100の候補遺
伝子が、スフィア形成、おそらくは癌幹細胞
の維持に重要な役割を果たしていることを
示唆するデータが得られた。この 100の遺伝
子に対して他の甲状腺癌細胞株 KTC3を用い
た二次スクリーニングを行い、スフィア形成
能の抑制効果を確認した。 
 
(3) 候補遺伝子のアノテーションから甲状腺
癌幹細胞の維持に関与しているシグナル伝
達 経 路 を い く つ か 特 定 し た 中 で
PDGFR/JAK/STAT経路に対する siRNAが最
も効果的にスフィア形成能を抑制していた。
また、候補遺伝子のひとつである Pimはこの
経路の下流に存在し、NF-Bの活性化に関与
することが報告されている。我々はこれまで
甲状腺未分化癌細胞は NF-B 活性が極めて
高く、アポトーシスを強力に阻害することで
抗癌剤耐性に寄与していることを明らかに
してきた。今回の結果と総合すると、PDGFR
刺激から JAK、STAT、Pim を介した NF-B
の活性化までのシグナル経路が甲状腺癌幹
細胞の維持に重要な役割を果たす可能性が
示唆された。 
 
(4) この経路に対する siRNAや阻害剤等を用
いた検証実験を行った。NF-B特異的阻害剤
である DHMEQ、JAK inhibitorⅠ、STATに対
する siRNAを用いた検証実験の結果、この遺
伝子の阻害によるスフィア形成能、軟寒天コ
ロニー形成能の抑制効果を確認した。 
 
(5) 上記阻害剤を投与した細胞に放射線照射
（外照射）を行い、この経路が癌幹細胞の放
射線抵抗性に関連するか検討した。DHMEQ、
JAK inhibitorⅠはそれぞれコントロールと比
較して放射線照射後のスフィア形成能を有
意に抑制した。このことから、PDGFR刺激
から JAK、STAT、Pim を介した NF-B の活

性化までのシグナル経路が甲状腺癌幹細胞
の放射線抵抗性に関連することが示唆され
た。 
 
 予後不良な甲状腺未分化癌に対しては未
だ有効な治療法が確立されておらず、治療抵
抗性と考えられる癌幹細胞を標的とした新
たな治療法の開発は、癌の治癒のみならず再
発・転移を防ぐうえでも大きな意義がある。
また、このスクリーニング法は甲状腺癌以外
の癌幹細胞にも応用可能であると考えられ
る。 
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