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研究成果の概要（和文）： 癌幹細胞の存在が指摘されて久しい。本研究では、甲状腺癌幹細胞の機能的なマー
カーとしてレドックス調節機構、主にROS(活性酸素)に着目した。ROS low/high分画、薬剤によりROSを増減した
際のスフィア形成の変化を検討した。スフィア形成には細胞内ROSの量が大きく関わっており、ROSを低く保つ機
序の解明は重要であると考えられた。その機序として細胞内GSH量と好気的呼吸と嫌気的解糖系間のバランスの
違いを検討した。ROSlow分画はROShigh分画に比べ、細胞内GSH量が優位に高く、基礎および最大酸化的リン酸化
および解糖が減少していて代謝的に静止状態にあると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The existence of cancer stem cells (CSCs) has long been proposed.  This 
project has focused on redox system, especially reactive oxygen species (ROS), as functional marker
(s) for thyroid CSCs.  The changes in spherogenicity was evaluated by separating the cells into 
ROShigh vs. ROSlow subfractions, and by altering ROS levels with chemicals.  We found that 
intracellular ROS levels is critical for spherogenicity, indicating the importance of elucidation 
for mechanisms to keep low ROS levels.  ROSlow subfraction had higher intracellular GSH levels and 
decreased levels of basic/maximum oxidative phosphorylation and glycolysis, compared with ROShigh 
subfraction, suggesting that ROSlow cells are in quiescent state.  

研究分野：内分泌学

キーワード： 甲状腺癌　癌幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CSCの同定・解析は、癌の発生原因の解明のみでなく治療開発までの幅広い領域にとって重要な研究である。本
研究では、甲状腺癌CSC調節因子として初めてROS・レドックス調節に注目した。さらに甲状腺CSCの可塑性とい
う特徴に注目した研究は他にはない。今回得た結果より癌組織の自己複製と成長の可能性を枯渇させることによ
って長期的な疾病根絶を達成するためのCSC標的治療の重要性を考えると、ROSは甲状腺癌におけるCSC標的治療
のための良い候補であるかもしれない。 



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌組織における CSC の存在が指摘されて久しい。CSC は癌細胞のうち正常幹細胞様の性質
を持つ細胞集団で、癌の発生や転移・治療抵抗性等に大きく関わっていると考えられている。
以前の報告で ALDH 活性がマーカーの有力な候補になること、また CSC⇔non-CSC とい
う可塑性があることを見出した。また、前回の科研研究課題ではそれらを発展させ、ALDH
酵 素 活 性 と CSC 機 能 の 関 連 を 検 討 し 、 ALDH 酵 素 阻 害 剤 で あ る N,N-
diethylaminobenzaldehyde (DEAB)や shRNA による ALDH の発現抑制はスフェア形成能
を低下させないこと、さらに ALDH 強制発現もスフェア形成能を上昇させないこと、つま
り ALDH 活性は、甲状腺癌 CSC の単なるマーカーであり、機能的意義はないことを見出
した。 
本研究では、CSC の新たな機能的なマーカーとしてレドックス調節機構、主に ROS(活性酸
素)に着目した。 
 
２．研究の目的 
先行の実験で甲状腺癌幹細胞（cancer stem cells;CSC）研究を行い、①aldehyde 

dehydrogenase (ALDH)が CSC のマーカーの１つであるが、機能的意義はないこと、②CSC
が可塑性を示すこと（CSC⇔non-CSC）を報告した。これらは、CSC を除去しても non-CSC
から CSC が生じるため、単に CSC を標的とした治療法の開発は無意味であり、新規マー
カーを指標とした CSC⇒non-CSC 促進或いは non-CSC⇒CSC 抑制の治療法の確立が必要
であることを示唆している。そこで我々が最近甲状腺 CSC の別のマーカーとして見出した
活性酸素（reactive oxygen species;ROS）を指標に、レドックスバランス調節による CSC
除去という甲状腺癌新規治療法開発の可能性を探る。 
 

3. 研究の方法 
ROS を指標として以下を実験する。 
(1) ROSlow 分画・ROShigh 分画細胞での CSC 形質の比較：ROS 指標とした２分画でのスフェア形成

比較、ROS 増減によるスフェア形成の変化、抗がん剤・放射線に対する形質変化 
(2) ROShigh分画・ROSlow分画細胞での細胞内 ROS レベルを調節する因子の発現の網羅的検討：好

気的呼吸と嫌気的解糖系のバランスの変化、ROS 産生・分解に関与する酵素群の発現の変化 
 
４．研究成果 
ROS で染色し ROS^low/high 細胞分画でソーティング後、スフィアアッ
セイを行った。図 1に示すように、甲状腺癌細胞には少数の ROS^low 分
画細胞が存在し、ROS^low 細胞は ROS^high 細胞と比較すると、スフィ
ア形成能が優位に高いことを確認した。またここには図として示してい
ないが ALDH の時と同様に可塑性がありそれぞれの分画をダイナミック
に動くことを確認した。 
次に、強制的な ROS レベルの増減によるスフィア形成能の変化の比較
を行った。ROS 低下には抗酸化剤:NAC、ROS 増加にはグルタチオン生合
成阻害剤:BSO を用いて検討し、それぞれの薬剤により細胞内の ROS 量
が変化していることを確認している。その時のスフィア形成能を検討し
たところ、NAC 添加群ではスフィア形成に変化がなかったものの、BSO
群ではスフィア形成が優位に減少した（図 2）。スフィア形成にはやは
り ROS の産生量が大きく関わっていることが示唆され ROS を低く保つ
機序を解明することは重要であると考えられた。 
ROS^low/high 分画細胞間の性質の違いを放射線感受性の違いを検討
した。それぞれの分画での DNA 損傷を DNA 損傷マーカーである DNA2 重
鎖切断（DNA double strand break (DSB)）で評価した。予想通り非照
射時の DSB の数は ROS^low 細胞が ROS^high 細胞と比べて少なかった。
しかしながら、放射線照射するとどちらの分画も同等に増加したこと
から、同等に DNA ダメージが起こっていることがわかった。また、抗が
ん剤に対する抵抗性についても検討したが、両群間で差は見られなか
った。 
次に細胞内 GSHの量と細胞が ATP産生する経路である好気的呼吸と嫌
気的解糖系間のバランスを検討した。 その結果、細胞内 GSH 量は
ROS^low 分画の方が、ROS^high 分画よりも優位に高く(図３)、基礎および最大酸化的リン酸
化および解糖が減少していて代謝的に静止状態にあると考えられた(図４)。より低い ROS レ
ベルは、ミトコンドリアの酸化的リン酸化の減少および GSH 含有量の増加の結果であると
思われる。 癌組織の自己複製と成長の可能性を枯渇させることによって長期的な疾病根絶
を達成するための CSC 標的治療の重要性を考えると、ROS は甲状腺癌における CSC 標的治療
のための良い候補であるかもしれない。  
 
 

図 1 

Fig. 1. Spherogenicity and plasticity of ROSlow and ROShigh fractions in FRO, 8505C and FRO-shRNA for ALDH1A3 cells. ROSlow and ROShigh cells, bottom 5% and
top 5%, respectively, in DCF-staining, were FACS-sorted and subjected to sphere assay (A) or to the cell culture in adherent conditions (B). The horizontal bars
represents the means of 12–30 wells (A). *, p < 0.05; **, P < 0.01.
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図２ 

metabolic status [5,10]. To clarify the first issue, intracellular GSH le-
vels were determined. As shown in Fig. 6A, intracellular GSH levels
were significantly higher in ROSlow than in ROShigh fractions. However,
we could not find any significant, meaningful changes in expression
levels of genes involved in ROS generation/degradation with RT2 Pro-
filer™ PCR Array Human Oxidative Stress assay (Fig. 6B). These data are
in sharp contrast to the previous paper, showing higher levels of anti-
oxidant defense systems in breast CSCs [5] with unknown reason(s).
Next, altered metabolic status was evaluated by measuring glycolysis
and OXPHOS. Cells produce ATP via 2 major energy-producing path-
ways – glycolysis and OXPHOS. As shown in Fig. 7A–C, the basal and
maximal OXPHOS and glycolysis decreased in ROSlow as compared with
ROShigh cells, and thereby ROSlow cells were in metabolically quiescent
state. Thus, elevated GSH levels and lower OXPHOS status both likely
contribute to lower levels of ROS. However, the spare respiratory ca-
pacities were similar (shown by 2-headed arrows in Fig. 7A) between 2
cell fractions.

4. Discussion

In the present study, we first demonstrated that intracellular ROS
levels control spherogenicity, a critical in vitro CSC phenotype, in
thyroid cancer cell lines. Thus the lower levels of ROS are associated
with higher spherogenic ability. It has been reported that cancer cells as
a bulk have increased levels of ROS than normal cells and that ROS
levels in cancer cells are positively correlated with aggressiveness of
tumors and poor prognosis (see [7] as a review). However, Diehn et al.

have first demonstrated that ROS levels are lower in CSCs as compared
with non-CSCs. [5]. The similar data have later been reported by others
[6,8,9,16].

Compared to non-CSCs, CSCs are usually accompanied by de-dif-
ferentiation, such as increases in expression of stemness markers
(OCT3/4, Sox2, c-myc, Klf4 (Yamanaka factors), Nanog, Nestin, Olig 1/
2, epithelial to mesenchymal transition markers, etc.) and chemo-/
radio-resistance [17,18]. Furthermore, in their original definition, CSCs
are at the apex of the hierarchy and construct phenotypic diversity
within a tumor mass by producing unidirectionally differentiated pro-
geny cells [19]. ROSlow cells in the aforementioned studies are indeed
radio-resistant [5] and express a variety of stem cell markers [6,16].
Although plasticity has never been studied in cells with different levels
of ROS, ROSlow cells in the present study are phenotypically plastic, and
show (i) only slight increases in expression of only a few CSC marker
genes, (ii) no or if any only a little alterations in expression of thyroid-
specific transcription factors and (iii) the essentially same chemo-/
radio-sensitivity as ROShigh cells, suggesting that ROSlow cells in thyroid
cancer cell lines appear to be a unique type of plastic CSC-like cells
without accompanied by de-differentiation or chemo-/radio-resistance.
No alteration in chemo-/radio-sensitivity can be explained by the si-
milar mitochondrial spare respiratory capacity between ROSlow and
ROShigh cells, because it has been reported the correlation of mi-
tochondrial spare capacity with the cell's ability to cope with oxidative
stress [20]. It should be noted here that, although radiation-induction
of CSCs has been reported in many papers [21], it is difficult to examine
this phenomenon in our cells, because of their phenotypical plasticity.

Fig. 4. GSH contents, cell viability, ROS levels and spherogenicity in FRO cells treated with BSO or NAC. The cells were treated with the indicated doses or fixed
doses of BSO or NAC for 3 days, and subjected to GSH measurements, cell viability assay or flow cytometric analysis of ROS levels as described in the Section 2 (A–C;
data are shown as means± ranges (n= 2)). The cells were subjected to spherogenic assays in the presence/absence of 10 μM BSO or 5mM NAC in as described in the
Section 2 (D; the horizontal bars represent the means of 20 wells).
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which have shown higher glycolysis and lower OXPHOS, a phenom-
enon well known as a Warburg effect [28], in ROSlow cells than ROShigh

cells [10,29,30], both OXPHOS and glycolysis were lower in ROSlow

cells than ROShigh cells in the present study, meaning that ROSlow cells
are in a quiescent state. Nevertheless, since the majority of ROS comes
from the respiratory chain of mitochondria, lower OXPHOS, irrespec-
tive of glycolytic status, well explains lower ROS levels in ROSlow

fractions.

5. Conclusion

We here show the lower levels of intracellular ROS levels are a fa-
vorable condition for spherogenicity, a major in vitro CSC phenotype in
thyroid cancer cell lines. Decreased OXPHOS and elevated GSH appear
to contribute to the lower levels of ROS. Importantly, ROS levels
spontaneously fluctuate, and the cells go back and forth between
ROSlow and ROShigh status. Although we found no difference in chemo-/
radio-sensitivity between ROSlow and ROShigh cells, we believe that
CSC-targeted therapy may be critical to achieve long-term disease
eradication by exhausting self-renewal and growth potential of cancer
tissues. Recently, attention has been focused on the importance of
metabolic reprogramming as a hallmark of cancer [31], including ROS
(oxidant/anti-oxidant systems) in CSCs [32]. ROS may be a good can-
didate for CSC-targeted therapy in thyroid cancer.

Funding

This study was in part supported by the Japan Society for the
Promotion of Science (KAKENHI Grant no. 17K16167 for MS) and by
the Network-type Joint Usage/Research Center for Radiation Disaster
Medical Science.

Fig. 6. GSH contents and expression profiles of genes involved in ROS meta-
bolism in ROSlow and ROShigh fractions of FRO cells. GSH contents were de-
termined in ROSlow and ROShigh fractions as described in the Section 2 (A; data
are shown as mean± S.D (n= 3)). Expression levels of genes for ROS meta-
bolism were determined with The RT2 Profiler™ PCR Array Human Cancer Stem
Cells assay as described in the Section 2, and the names of the top 10 mRNAs of
significantly altered expression were shown (B).

Fig. 7. OXPHOS/glycolysis analyses in FRO cells. ROSlow and ROShigh cells
were subjected to Cell Mito Stress and Glycolysis Stress Tests according to the
manufacturer's instruction (A and B; two-headed arrows indicate the spare re-
spiratory capacities). The Cell Energy Phenotype chart was plotted (C).
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