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研究成果の概要（和文）：甲状腺癌における細胞や構造の異型形成の分子病理学的背景を明らかにすることを目的とし
た。本研究では、①甲状腺乳頭癌由来培養細胞を用いて、人工的に核溝や核内封入体を形成する培養系を確立し、α/
βおよびγ-tubulin、核膜蛋白および細胞内骨格の発現についての解析、②ヒト正常甲状腺組織および癌組織を用いて
、γ-tubulinや核膜蛋白の発現の解析、を行った。その結果は、培養細胞における核溝や核内封入体の形成、およびヒ
ト癌組織の濾胞構造や乳頭状構造の形成にnon-centrosomal microtubule organizing centerが大きく関わっているこ
とが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Aim of the study was to clarify a molecular background of morphogenesis of cellula
r and structural atypia in thyroid cancer. We established culture system, in which cultured papillary thyr
oid carcinoma cells artificially formed nuclear grooves (NV) and pseudonuclear inclusion (PNI). Using the 
culture system, we investigated expression of alpha/beta- and gamma-tubulins, nuclear membrane proteins an
d cytoskeletons in the cells with NV/PNI. Gamma-tubulins were detected in cytoplasm near NV and in PNI. Al
so, we studied expression of gamma-tubulin and nuclear membrane proteins in surgically resected human thyr
oid cancer tissue. Aberrant expression of gamma-tubulin distribution and nuclear membrane proteins was fou
nd in the cancer tissue. From the results, we concluded non-centrosomal microtubule organizing center and 
nuclear membrane proteins played a central role in NV/PNI formation in culture cells and morphogenesis of 
follicular and papillary structure in human cancer tissue.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
癌組織は正常組織とは異なった組織構造

（構造異型）および細胞形態（細胞異型）を
示し、病理診断の重要な基準となっている。
しかしながら、構造異型や細胞異型の発生機
序に関する分子病理学的背景はまったくと
言ってよいほど解明されていない。我々は、
乳頭状組織構築および核溝、核内封入体、す
りガラス状クロマチンといった細胞核所見
など特徴的な構造異型と細胞異型を呈する
甲状腺乳頭癌を対象に、これらの構造異型や
細胞異型の形成機序を、さまざまな観点から
癌細胞核の解析を行ってきた。近年では、核
内の染色体位置（chromosome territory）を
解析することによって、乳頭癌細胞特有の核
形態異常やクロマチン分布異常の発生機序
を解明してきた。しかしながら、核溝や核内
封入体の発生や乳頭状構造の形成機序に関
しては解明できていない。 
近年の様々な解析の蓄積に基づき、正常細

胞の形態形成には、細胞骨格、核膜蛋白、核
内蛋白および染色体が複雑に関与している
と考えられている。例えば、細胞骨格の１つ
である tubulin が核膜蛋白の１つである
emerin や細胞膜表面蛋白である GCP6 や
K18 と結合していることを示す２つの研究
結果が発表された。さらに興味深いことに、
乳腺細胞の腺管形成培養実験の中で、腺腔が
形成されるに従い、培養細胞核に近接してい
た-tubulin が核から離れることが示された
(Nature Reviews Cancer 2005)。Tubulin は、
細胞骨格である微小管や中心体を構成し、核
分裂期では紡錘体を形成する。Tubulin の機
能は、細胞周期の間期では不明な点が多いが、
核分裂期では詳細に解析され、癌細胞では中
心体（-tubulin）の数的・質的異常が報告さ
れている。 
以上および我々の過去の研究結果も含め

て総合的に考えると、核膜蛋白や細胞膜表面
蛋白と結合する tubulin が細胞形態や組織構
築において重要な役割を担っている可能性
が強く示唆される。さらに、癌細胞での中心
体（-tubulin）の数的・質的異常の存在を考
えると、細胞増殖の異常に関連した-tubulin
の異常がtubulin を介して、核膜蛋白や
細胞膜蛋白に影響を与え、組織構造的あるい
は細胞的異型を生じさせている可能性が高
いと考えられる。  
本研究は、tubulin が細胞形態や組織構築

形成の Key factor であるという仮説の元に、
甲状腺乳頭癌における核異型の発生および
乳頭状組織構造の形成に tubulin がどのよう
に関わるかを明らかにすることを目的とす
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、甲状腺乳頭癌における核

異型の発生および乳頭状組織構造の形成の
機序に tubulin がどのように関わるかを明ら
かにすることにある。 

具体的には、 
A) 甲状腺乳頭癌における核異型の発生機序
の解析を目的として： 
a) 甲状腺乳頭癌由来培養細胞(KTC-1)を用

いて核溝や核内封入体を形成する培養
系を確立する 

b) 上記の核溝・核内封入体形成培養系を用い
て、核溝や核内封入体の形成にあたって、
tubulin を中心に様々な細胞骨格や核膜
蛋白の細胞内動態を解析する。 

c) 生きた培養細胞に GFP をラベルした
-tubulin を発現させ、培養細胞が核溝や
核内封入体を形成する過程での tubulin
の動態を細胞周期と関連させて、観察する。 

d) ヒト甲状腺乳頭癌の手術摘出組織に対し
て、核溝や核内封入体にあたって、tubulin
を中心に様々な細胞骨格や核膜蛋白の細
胞内動態を解析する。 

B) 甲状腺乳頭癌における乳頭状組織構造の
形成機序の解析を目的として： 
ａ） 甲状腺乳頭癌由来培養細胞(KTC-1)をコ

ラーゲン・ゲル培地に３次元培養すること
によって、濾胞を形成する培養系を確立す
る。 

b) 上記の濾胞形成培養系を用いて、濾胞形成
にあたって、tubulin を中心に様々な細胞
骨格や核膜蛋白の細胞内動態を解析する。 

c) ヒト甲状腺乳頭癌および正常甲状腺の手
術摘出組織に対して、-tubulin を免疫組
織学的に染色し、-tubulin の細胞内位置
を比較解析する。 

上記の細胞骨格や核膜蛋白の発現の解析に
あたっては、定量的解析を目的として、画像
解析のコンピュータソフトウエアを自作す
ることによって、柔軟で、他に類をみない新
たな研究を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究は培養細胞を使った基礎的研究とヒ
ト甲状腺癌手術材料を使った臨床病理的研
究の２つ行う。 
Ａ．培養細胞を用いた基礎的研究 
1) 我々は既に甲状腺乳頭癌由来(KTC-1)を
用いて核溝・核内封入体形成の培養系の作成
に成功しているが、より効率に核溝・核内封
入体を形成する培養細胞系を確立する。 
2) 甲状腺乳頭癌由来培養細胞(KTC-1)をコ
ラーゲン・ゲル培地に３次元培養することに
よって、濾胞を形成する培養系を確立する。 

① 培養皿にコラーゲン・ゲルの層(Base 
Layer)を作る。 

② 細胞を少量の培養液に入れ、コラーゲ
ン混合溶液中にいれよく振り混ぜる。 

③ ②の細胞とコラーゲン混合溶液を
Base Layer 上に分注し、37℃でゲル化
（Top Layer）させる。 

④ Top Layer の硬化した後に、培養液を
重層する。 

3) 核溝・核内封入体形成培養細胞や濾胞形
成培養細胞に対して、GFP をラベルした



-tubulin を発現させ、生きた培養細胞が、
核溝や核内封入体を形成する過程での
tubulin の動態を倒立型蛍光顕微鏡にて観察
する。 
① 細胞の準備（遺伝子導入時に細胞密度が

80% になるよう調整）。 
② 融合蛋白発現ベクターの作成：Gaytewa 

system (Invitrogen)を用いて、GFP 発現
ベクターの MCS へ-tubulin DNA を挿入
する。 

③  培養細胞へリポフェクション法
（ Superfect Transfection Reagent
（QIAGEN））を用いて遺伝子導入を行う。 

4) 核溝・核内封入体形成培養細胞に対して、
細胞骨格として-tubulin、-tubulin、 
keratin、 actinを、核膜蛋白としてemerin、 
LAP2 、  BAF (barrier-to-autointegration 
factor)を、多重蛍光免疫染色し、個々の発
現あるいは相互作用を解析する。多重蛍光免
疫染色に際しては、Zenon 法を用いる。Zenon
法では 3重染色が限度であるが、改良し 4重
蛍光染色を行う。これにより、複数の細胞骨
格や核膜蛋白の発現を同一細胞で観察する
ことが可能であり、相互作用の研究に適して
いる。 
5) 核溝・核内封入体形成培養細胞に対して、
Emerin 等の核膜蛋白を siRNA を用いて、発現
抑制し、核溝・核内封入体形成がどのように
変化するかを観察する。siRNA に関しては 
① 細胞の準備（導入時に細胞密度が 30～

50% になるよう調整）。 
② siRNA は終濃度 25nM がなるように調製

する(siRNAs dilution)。 
③  Transfection Reagent の 調 製

Oligofectamine (Invitrogen) 
④  siRNAs dilution を Transfection 

Reagent に加え、培養細胞に加える。 
⑤ 40～45 時間後に観察および固定し、

Emerin 等の核膜蛋白の抑制の確認と、核
溝・核内封入体の変化を観察する。 

 
Ｂ．臨床検体を用いた臨床病理的研究 
1) 手術材料組織標本の作製 
出来る限り、細胞が生きている段階での細
胞・組織構造を保つため、ヒト甲状腺腫瘍の
手術材料から得た組織片を凍結置換法（発表
論文：J Histochem Cytochem。 2005）によ
って固定した後、パラフィン包埋材料とする。 
＊凍結置換法による組織固定： 

① 組織小片を－170℃に冷やしたイソペ
ンタンとプロパンの混合液中に入れる。 

② －80℃冷却した 2%パラホォルム・ア
セトンで 48 時間固定する。 

③ 漸次、温度を上げ、室温にする。 
④ 通常の手順で、パラフィン包埋材料と

する。 
2) 甲状腺癌組織に対して、細胞骨格として
tubulin、 tubulin、 keratin、 actin
を、核膜蛋白として emerin、 LAP2、 BAF
を、多重蛍光免疫染色し、個々の発現あるい

は相互作用を解析する。上述した Zenon 変法
を用いことにより、4 重蛍光染色を行う。 
3) 画像化および解析 
 多重染色標本は、蛍光顕微鏡下に視覚化さ
れ、高感度白黒 CCD カメラを使って、核膜
蛋白あるいは細胞膜蛋白ごとに別々の白黒
デジタル画像とされる。さらに、擬似カラー
画像とした後、重ね合わせ、１つの画像とす
る。画像化された核染色体領域を客観的に評
価するためのコンピュータソフトを、Ｃ言語
を用いて自作・開発する。 
 
 
４．研究成果 
Ａ．基礎的研究 
1) 甲状腺乳頭癌由来培養細胞(KTC-1)を用
いて、従来よりも確実に核溝・核内封入体形
成培養細胞を形成する系を確立した。培養細 
胞における核溝・核内封入体形成には、培養
細胞をより密度高く培養することがポイン
トであった。この結果から、細胞間の接着が
細胞骨格を通じて核形態に影響している可
能性が示唆された。 
2) 甲状腺乳頭癌由来培養細胞(KTC-1)をコ
ラーゲン・ゲル培地に３次元培養することに
よって、濾胞を形成する培養系の確立を試み
たが、濾胞形成には至らなかった。 
3) 核溝・核内封入体形成培養細胞に対して、
GFP をラベルした α-tubulin を発現させ、生き
た培養細胞が、核溝や核内封入体を形成 
する過程での tubulin の動態を倒立型蛍光顕
微鏡にて観察した。その結果、間期を通じて、
細胞の動きに関わらず、γ-tubulin が存在 
するα-tubulinの密集部は常に核溝形成部位に
近接していた。 
4) 核溝・核内封入体形成培養細胞に対して、
細胞骨格として α/β-tubulin、 keratin、 actin を、
核膜蛋白として emerin、 LAP2、 BA 
F (barrier-to-autointegration factor)を多重蛍光
免疫染色した。keratin や actin は核溝形成部
位の核膜蛋白との結合性は伺えなかった。一
方、α/β-tubulin は核溝形成部位の核膜蛋白の
結合が示唆された。 
5) 核溝・核内封入体形成培養細胞に対して、
Emerin 等の核膜蛋白を siRNA を用いて、発現
抑制し、核溝・核内封入体形成がどのように
変化するかを観察した結果、核膜蛋白の中で、
Emerin の抑制が核溝・核内封入体の形成を抑
制した。よって、KTC-1 の培養細胞では、核
溝 や 核内封 入 体の形 成 に、 γ-tubulin －
α/βtubulin－Emerin の接合性が関係すること
が示唆された。 
Ｂ．臨床検体を用いた臨床病理的研究 
1) 凍結置換法によって手術材料組織標本を
作製した結果、自家蛍光がほとんどなく、か
つ免疫組織化学や FISH 法に極め良好が標本
の作製が可能となった。 
2) ヒト甲状腺癌組織において、細胞骨格と
してtubulin およびtubulin を多重
蛍光免疫染色し、個々の発現あるいは相互作



用を解析した結果、α/βtubulinは、細胞質内に
びまん性に染色され、線維構造を観察するこ
とが出来なかった。一方、γ-tubulin は核膜か
らやや離れた細胞質内に以下のごとく１つ
のドット（点）構造物として観察することが
できた。 

①正常濾胞では管腔側細胞膜に近接する
細胞質内に γ-tubulin の発現を認めた。 
②コロイドを含まない小型濾胞において
も①と同様の γ-tubulin の所見を認めた。 
③濾胞腺腫や濾胞癌では正常濾胞と同様
の γ-tubulin の所見を示した。 
④乳頭癌では、γ-tubulin は管腔側に発現す
るものの、基底側や側方に発現する細胞が
混在した。 
⑤低分化な乳頭癌では、γ-tubulin は不規則
に発現したり、あるいは発現しない細胞が
増加した。 
⑥乳頭癌組織から得た単離細胞の一部に
は核内封入体内に γ-tubulin を認めた。 

3) 甲状腺乳頭癌組織に対して、核膜蛋白と
して emerin、 LAP2、 BAF を、多重蛍光免
疫染色し、個々の発現あるいは相互作用を解
析した結果、Emerin，Lamina-associated 
polypeptide 2 (LAP2)，Barrier-to-autointegration 
factor (BAF)の核膜上での不均等発現や一部
の細胞で発現の消失が認められた。 
4) 画像化および解析 
 画像化された核染色体領域を客観的に評
価するためのコンピュータソフトを、Ｃ言語
を用いて自作・開発した。その結果、核膜上
で核膜蛋白の不均等発現を定量的に解析す
ることが可能となった。 
以上の結果を総括すると、①甲状腺乳頭癌

における核溝や核内封入体といった特異的
核異型の形成、および②濾胞構造や乳頭状構
造の形成、言い換えると細胞核極性の形成に
α/β-および γ-tubulin が大きく関わっているこ
とを示す。γ-tubulin は pericentrin と共存する
ことから、間期細胞における non-centrosomal 
MTOC (microtubule organizing center)に相当す
ると考えられる。non-centrosomal MTOC の機
能は不明な点が多いが、MTOC から放射状に
広がる α/β-tubulin が核膜蛋白と結合し、linker 
of nucleoskeleton and cytoskeleton (LINC) 
complex を形成し、核形態の変化や核極性の
形成に関わると推定される。 
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