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研究成果の概要（和文）：甲状腺再生の有無を調査するため、再生に必要な幹細胞（もしくは癌幹細胞）存在の有無を
検討した。幹細胞・癌幹細胞遺伝子としてOct4が重要な因子とされているが、この遺伝子発現を誘導する手段として我
々はマイクロ波を利用した方法を確立し、甲状腺未分化癌から（癌）幹細胞を誘導する可能性を形態学的・分子生物学
的に示した。
マイクロ波照射（2450MHz、47℃）後、未分化癌の細胞形態が変化し、細胞接着が低下することが示された（spheroid
形成）。さらにOct4遺伝子発現が有意に増加することが示され甲状腺(癌)幹細胞である可能性を示唆した。(癌)幹細胞
の存在は今後の甲状腺再生の可能性を示すものである。

研究成果の概要（英文）：To examine thyroid regeneration, the presence or absence of stem cells (or cancer 
stem cells) required for the regeneration was examined. The Oct4 gene is an important stem cell/cancer 
stem cell factor. We established a method to induce Oct4 gene expression using microwave irradiation, 
demonstrating morphologically and molecularly that cancer stem cells may be induced from anaplastic 
thyroid cancer.
Microwave irradiation (2,450 MHz, 47℃) morphologically altered anaplastic thyroid cancer cells and 
reduced cell adhesion (spheroid formation). In addition, Oct4 gene expression was significantly 
increased, suggesting the presence of thyroid (cancer) stem cells. The presence of (cancer) stem cells 
suggests the future possibility of thyroid regeneration.

研究分野：甲状腺再生
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１．研究開始当初の背景 
甲状腺再生は、マウスの甲状腺を切除する
動物実験で確認されている。マウス甲状腺再
生部では、幼若細胞・前駆細胞が出現し、こ
の再生部で出現する幼若細胞・前駆細胞の由
来が組織幹細胞あるいは脱分化した甲状腺
細胞であることが示唆されている。さらに遺
伝子レベルの検索からマウス甲状腺再生に
は癌あるいは胎生期甲状腺発生に関連する
発現遺伝子群が関与することが示唆されて
いる。マウス甲状腺再生については過去に報
告がなされているが、一方ヒト甲状腺での再
生については十分な検討がなされていない。
その理由としてヒト甲状腺組織内において
幹細胞の存在が十分解明されていないこと
が主な原因とされる。甲状腺癌については癌
幹細胞の存在を示す報告があり、とくに甲状
腺未分化癌の発生は遺伝子異常をきたした
幹細胞に由来する説がある。（癌）幹細胞の
存在を明らかにすることは、今後ヒト甲状腺
組織再生の可能性を意味する。今回、甲状腺
未分化癌幹細胞についてその存在の有無を
検討した。 
 
２．研究の目的 
ヒト甲状腺が再生する臓器かどうかを検
討するにあたり、組織再生に必要と考えられ
る幹細胞が組織内に存在するか検証する必
要があった。マウス動物実験から甲状腺再生
には癌あるいは胎生期甲状腺発生に関連す
る発現遺伝子群が深く関係することが示唆
されており、今回のヒト甲状腺再生の研究に
おいても癌関連遺伝子と胎生期幹細胞遺伝
子について検討した。 
甲状腺未分化癌の癌幹細胞は甲状腺幹細
胞の遺伝子異常により発生するという説が
あり、甲状腺未分化癌の癌幹細胞の存在を明
らかにすることが、すなわち甲状腺幹細胞の
存在につながると考えた。 
マウス甲状腺再生に関係する発現遺伝子
群を参考にして、ヒト甲状腺再生を検討する
場合に癌遺伝子・幹細胞遺伝子に直接深く関
係する甲状腺未分化癌を今回の主な研究材
料とし、甲状腺未分化癌に癌幹細胞が存在す
るかを検証することを主な研究目標とした。 
我々は、以前からマイクロ波を用いた甲状
腺癌細胞の形態変化を研究してきた。甲状腺
癌細胞株にマイクロ波照射を行い、生存する
細胞が接着性に乏しい類円形細胞への変化
あるいは Spheroid 形成を示すことを経験し
ている。 
今回、甲状腺未分化癌にマイクロ波処理を
行い類円形細胞変化あるいは Spheroid 形成
した細胞について癌幹細胞との関連性を検
討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 材料と方法 
甲状腺未分化癌（8505C）を直径 30ｍｍ培
養皿で 2週間培養後、癌細胞が培養皿床面に

十分広がった状態(confluent)で、マイクロ
波照射処理[ 2450 MHz、45℃あるいは 47℃、
30 分間処理 ]を行った。それぞれの実験で対
照（温浴槽処理あるいは非処理）を設定し比
較検討した。各処理での温度設定はグラスフ
ァイバーを使用した温度センサー（サーモメ
ータ）で行った。 
 
図１．マイクロ波照射処理と温浴槽処理（対
照）の実験図（47℃、30 分間で処理した場合） 

 
(2) マイクロ波照射処理後の形態観察 
マイクロ波照射処理後（45℃、47℃、30分
間）、1週間後、2週間後を顕微鏡下で観察し
た。 
対照として温浴槽処理後（45℃、47℃、30
分間）の癌細胞を比較検討した。 
(3) Brdu 染色 
マイクロ波処理後（47℃、30 分間）、1 週
間で Brdu 染色（染色キット使用）を行い癌
細胞増殖の有無を検討した。 
対照として温浴槽処理後（47℃、30 分間）
の癌細胞を比較検討した。 
(4) Necrosis/Apoptosis 染色 
マイクロ波処理後（47℃、30 分間）、1週
間で Necrosis/Apoptosis 染色（染色キット
使用）を行い癌細胞生存の有無を検討した。 
対照として温浴槽処理後（47℃、30 分間）
の癌細胞を比較検討した。 
(5) 発現遺伝子検討 
マイクロ波処理後（45℃、47℃、30 分間）、
1 週間で Oct4、 E-cadherin 遺伝子発現を検
討した。生存細胞から mRNA を抽出し、cDNA
合成キットを利用して cDNA を合成した。遺
伝子発現は Real-time PCR 法にて解析した。 
対照として、培養後 1 週間で培養皿床に
Confluent に広がった(非処理)未分化癌細胞
を使用した。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロ波照射処理後の形態観察 
マイクロ波照射処理（45℃、47℃）後、1
週間で細胞集団形成（コロニー形成）を認め
た。マイクロ波照射処理をした未分化癌細胞
は敷石状配列から類円形細胞に形態変化し、
接着性の低下した Spheroid 形成と浮遊した
細胞集団形成を認めた。この現象は 2週間後

 



も確認された。45℃と比較して 47℃では癌細
胞の数が減少したが、類円形細胞への形態変
化、接着性の低下した Spheroid 形成、そし
て浮遊した細胞集団形成は確認された。 
対照として、温浴槽処理後の形態観察では、
1 週間後、2 週間後、47℃で処理された大部
分の未分化癌細胞は培養皿床面から剥がれ
浮遊・萎縮し、その後の細胞集団形成を認め
なかった。45℃でも培養皿床面から剥がれ浮
遊・萎縮した未分化癌細胞が目立ったが、2
週間後には一部の癌細胞は接着性を保持し
たまま敷石状の広がりを示した。 
マイクロ波処理と温浴槽処理とを比較し
た場合、マイクロ波照射処理された癌細胞で
類円形細胞への形態変化、Spheroid 形成、そ
して浮遊した細胞集団形成を認めた。 
 
図２．マイクロ波照射処理後と温浴水処理後
の細胞形態変化の比較 
。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) Brdu 染色 
マイクロ波処理後の細胞では Brdu 陽性細
胞を多数認めた。 
対照では Brdu 陽性細胞は確認されなかっ
た。 
マイクロ波処理と温浴槽処理とを 47℃で
比較した場合、マイクロ波照射処理された癌
細胞で細胞増殖を示した。 
(3) Necrosis/Apoptosis 染色 
マイクロ波処理後では、接着性の乏しい細
胞（類円形細胞あるいは spheroid 細胞）と
浮遊した細胞集団で多数の生存細胞が確認
された。一方対照では、壊死細胞が目立ち、
生存細胞はわずかであった。 
マイクロ波処理と温浴槽処理とを 47℃で
比較した場合、マイクロ波照射処理された癌
細胞で生存細胞が目立った。 
(4) 発現遺伝子検討 
マイクロ波処理後（45℃、47℃）、Oct4 発
現は対照と比較して増加し、特に 47℃では有
意な発現増加を示した (p 値 <0.01) 。
E-cadherin 発現はマイクロ波処理後、対照と
比較して減少する傾向を示した。形態学的に
観察される接着性低下に伴う類円形細胞変
化あるいは Spheroid 形成と E-cadherin 遺伝
子発現低下は、細胞形態変化と発現遺伝子の

関連性について矛盾しない結果と考える。た
だし、有意差は認めず、E-cadherin 以外の別
の接着因子が Spheroid 形成に関与している
可能性も今後検討する必要がある。 
 

図３．マイクロ波照射後の Oct4、E-Cadherin
遺伝子発現。 
 
幹細胞・癌幹細胞遺伝子として Oct4 が重
要な因子とされているが、この Oct4 遺伝子
発現を誘導する手段として我々はマイクロ
波照射を利用した。 
マイクロ波照射後、甲状腺未分化癌の細胞
形態が変化し、細胞接着が低下することが示
された（類円形細胞への変化あるいは
spheroid 形成）。さらに Oct4 遺伝子発現が有
意に増加することが示され甲状腺癌幹細胞
としての可能性を示した。 
今回の研究で、甲状腺未分化癌から癌幹細
胞を誘導する可能性を形態学的・分子生物学
的に示した。(癌)幹細胞の存在を明らかにす
ることは、今後の研究において甲状腺が幹細
胞から再生する臓器（組織）である可能性を
示すものと考える。 
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