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研究成果の概要（和文）：　癌幹細胞は、癌細胞の中でも癌の根本的な原因であり、癌の再発や転移にも深く関わって
いるとされている。今回、多数の培養甲状腺癌細胞株と腫瘍形成能力を検討できる実験系を用い、これまでに他の種類
の固形癌で報告のある癌幹細胞マーカーを候補とし、甲状腺癌における幹細胞マーカーの同定を試みた。その結果、細
胞におけるアセトアルデヒド脱水素酵素の活性が最も有力な候補であることが明らかになったが、同時に、細胞の種類
によってはCD326やCD44もマーカーとなることが示唆された。このことは、甲状腺癌においては、普遍的なマーカーは
なく、癌のタイプや症例によってマーカーが異なっている可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）： Cancer stem-like cells (CSCs) play important roles in cancer initiation, 
recurrence, and metastasis. In the present study, we conducted a comprehensive search for thyroid CSC 
markers. Expression of cell surface markers and ALDH activity, which are CSC markers in various solid 
cancers, and the ability to form spheres in vitro as an indicator of tumor-initiating ability were 
investigated using thyroid cancer cell lines. As a result, ALDH activity seems to be a major candidate 
marker for thyroid CSCs but not universal. Other markers such as CD326 and CD44 may be important 
depending on individual cases.

研究分野：内分泌腫瘍学
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 １．研究開始当初の背景 
 
 甲状腺癌には、予後良好な分化癌と極めて
悪性度が高い未分化癌が存在する。分化癌の
治療成績は、手術療法と放射性ヨードによる
放射線治療により概ね良好であるものの、
10-15%に再発が見られ、さらにその 1/4は遠
隔転移を来すとされている。また、そのよう
な分化癌からの未分化転化も無視できない。
未分化癌は急速に進行し、治癒例はほとんど
無い。これらの症例に対しては、未だ有効な
治療法が確立されていないのが現状である。
甲状腺癌の症例数自体は年々増加してきて
おり、上記の治療困難な症例に対する新たな
戦略のためにも、甲状腺癌の「癌幹細胞」に
ついての研究を推し進める必要がある。 
 現在までのところ、種々の癌幹細胞マーカ
ーが同定・報告されてきた。しかしながら、
これらのマーカーは、癌幹細胞だけを特異
的・排他的に認識できる訳ではなく、「相対
的に濃縮」するものがほとんどである。さら
に同じ種類の腫瘍であっても、異なったマー
カーが報告されることもしばしばである。こ
のような場合、それぞれのマーカーの相関は
調べられていない。つまり、それらマーカー
を同時に使用し、より厳密に分離・同定を試
みた報告はほとんど無い。 
 甲状腺癌の癌幹細胞の分野に関しては、研
究代表者らが、Side population 法というフロ
ーサイトメトリーを用いた方法を用い、世界
で初めて甲状腺癌細胞における癌幹細胞様
細胞の存在を報告した（Mitsutake et al. 
Endocrinology 2007 148 1797-803）。しかしな
がら、この Side population法でも、癌幹細胞
をある程度濃縮できるものの、完全に分離で
きる方法ではないと考えられた。「比較的濃
縮」だけでもある程度の特徴を掴むことがで
きたが、やはり単離された細胞群には無視で
きないノイズが含まれており、より高精度な
分離法を確立する必要性を痛感した。 
 その後、別のグループが甲状腺癌の癌幹細
胞マーカーとして CD133 を報告したが
（Friedman et al. PLoS One 2008 4 e5395）、こ
のとき使用された細胞株が実は大腸癌細胞
株のコンタミネーションであることが発表
され（Schweppe et al. J Clin Endocrinol Metab 
2008 93 4331-41）、甲状腺癌の結果であるとは
言えない状況となってしまった。よって今ま
でのところ、甲状腺癌の分野では、他の腫瘍
よりも癌幹細胞の研究は大きく遅れ、その第
一歩として必須の癌幹細胞マーカーさえ同
定されていないのが現状である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、甲状腺癌の癌幹細胞マー
カーを同定して癌幹細胞を単離し、それらの
機能を解析することである。ただし、従来ま
での単発のマーカー検索や、機能解析を伴わ

ないマーカーの発現だけを見るような研究
とは一線を画し、これまで報告されている固
形癌の癌幹細胞マーカーを対象とした網羅
的なスクリーニングを行い、甲状腺癌におけ
る最適な癌幹細胞マーカー、またはその組み
合わせを同定する。 
 
 
３．研究の方法 
 
 研究代表者らが確立したスフィアアッセ
イ法は、ヌードマウスでの移植実験を高い精
度で再現性良く代替できる。つまりこの方法
によって、癌細胞の tumor-initiating abilityを
機能的に調べることが出来る。この方法にフ
ローサイトメトリー法を用いたセルソーテ
ィングを組み合わせることによって、多種類
の甲状腺癌細胞株を用い、これまで同定・報
告された固形癌での癌幹細胞マーカーをほ
ぼすべて網羅する形でスクリーニングを行
う。また逆に、形成されたスフィア細胞の検
討も行い、すべてを複合的に解析し、新規癌
幹細胞マーカー群の同定を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
 甲状腺癌研究で頻用されている癌細胞株
FRO、WRO、TPC1、KTC1、KTC2、KTC3、
ACT1、8505Cを入手し、ヌードマウスでの腫
瘍形成能を確認したところ、FRO、KTC3、
ACT1、8505Cで腫瘍の形成が確認された。マ
トリゲルを追加してさらに検討したところ、
必要な細胞数は少なくなるものの、細胞種に
変化はなく、マトリゲルが新たに腫瘍形成能
を付与する訳ではないことが示唆された。 
 次に、現時点で固形癌の癌幹細胞マーカー
と言われている表面抗原：CD13、CD24、CD44、
CD90、CD133、CD166、CD326、c-kit、SSEA-1
の発現と ALDH1 活性を、すべての細胞株で
検討した。マウスでの腫瘍形成能と相関した
表面抗原の発現パターンは確認できなかっ
た。 
 また、すべての細胞株で、特殊な表面処理
をした細胞培養プレートと無血清培地を組
み合わせたスフィア形成アッセイを、ヌード
マウスでの腫瘍形成能と比較検討したとこ
ろ、非常に高い相関を示すことが分かった。 
 そこで、腫瘍を形成する細胞株 FRO、KTC3、
ACT1、8505Cを用い、表面抗原の発現量によ
って細胞をソートし、それら細胞をそのまま
直接上記スフィアアッセイに利用するとい
う実験系を確立した。 
 セルソーターから直接細胞を低接着培養
プレートにソートし、特殊な無血清培地で
培養する方法を組み合わせ、 甲状腺癌細胞
株を用いて癌幹細胞マーカーの検索を行っ
た。その結果、マーカー候補として ALDH1
活性、CD326を同定したが、ALDH1活性はい
くつかの細胞腫でマーカー候補であること



が確認されたものの、全ての細胞腫における
共通のマーカーとはならなかった。また、
CD326 は FRO 細胞でのみマーカーとして利
用できた。このことは、ALDH1活性は、甲状
腺癌幹細胞の重要なマーカー候補であるも
のの、他にもマーカーが存在すること、ま
た各症例ごとにマーカーが異なっている可
能性を示唆している。甲状腺癌において
は、癌幹細胞をターゲットとした治療を考
える場合、腫瘍ごとに対応を変える必要が
あるのかもしれない。今後は、臨床検体を用
い た詳細な研究の継続が必要であると考 え
られた。 
 また、ヌードマウスに細胞株で作らせた
腫瘍、さらにスフェロイド培養にて作らせ
たスフィアから細胞を調製し、マーカー発
現の変化をフローサイトメトリーで確認し
たところ、通常の接着培養系と比較し、両
者には高い類似性が見られた。このこと
は、スフェロイド培養法は、より生体内で
の腫瘍の状態を反映していることが示唆さ
れた。ただし同時に、スフェロイド培養法
では、癌幹細胞をそのままの状態で分 裂 増
殖 さ せているとは考えにくく、その状態で
ヘテロな細胞集団を生み出している可能性
も考えられた。 
 これまで固形癌で同定されている癌幹細
胞マーカーによって細胞を染色し、セルソー
ターで細胞を分取後、細胞の機能解析を行っ
た。まず FRO細胞においては、ALDH活性、
CD326 発現の両方がマーカー候補として挙
がったため、両マーカーに対する同時染色を
行い、より細かい細胞分画のスフィア形成能
を検討した。その結果、FRO細胞においては、
CD326 の方が非癌幹細胞をより厳密に除外
できる精度の高いマーカーであることが示
唆された。しかし濃縮するという目的では、
両マーカーを併用しても残念ながらあまり
効果の上昇は見られなかった。 
 次に、癌幹細胞の特性の一つとされている
細胞分取後のそれぞれの分画における細胞
自己複製能、分化能を検証した。こちらは、
分取後は通常の接着培養にてしばらく細胞
を培養後、再びフローサイトメトリーによる
マーカーの発現を検討した。予想通り、癌幹
細胞が濃縮された分画からは自己複製能、分
化能を示す細胞が確認されたが、逆に癌幹細
胞をあまり含んでいない分画からも癌幹細
胞マーカーを発現する細胞が出現し、非常に
複雑な結果となった。これは、未だ癌幹細胞
マーカーが不確実である、さらには非癌幹細
胞から癌幹細胞への転換が起こるといった
可能性が考えられた。二つ目の可能性は臨床
的にも重要で、癌幹細胞のみをターゲットと
する治療では不十分である可能性を示唆す
る。 
 さらに細胞分取後、両分画細胞の抗癌剤感
受性、放射線感受性も検討したが、明らかな
差は認められなかった。 
 

 in vitro で作らせたスフィア状態の癌細胞
は、in vivo（生体内）での癌細胞の状態をよ
りよく反映しているとの結果であり、またこ
れを支持する論文が出版されていることか
ら、一度 in vitroでスフィアを形成させ、そこ
から細胞を回収し、フローサイトメトリー、
セルソーターによる解析を行った。ただし、
径が小さいスフィアからの細胞は、ソーティ
ング後にほとんど生着しなかったため、これ
ら径の小さなスフィアを除外し、ある程度の
大きさのスフィアを回収後、それを分解して
得られる細胞を対象として解析を行った。
FRO細胞において、スフィア状態の細胞では
CD44 の発現が出現し、このマーカーに従っ
て細胞を分取したところ、CD44 高発現分画
でスフィア形成能が上昇していることが確
認された。つまりこのことは、生体内では
CD44 も癌幹細胞のマーカー候補となる可能
性を示唆している。しかし ALDH活性での細
胞分取と比較したところ、ALDH活性がより
スフィア形成能を反映しており、スフィア状
態の細胞でも ALDH 活性が有力なマーカー
候補であることがわかった。 
 H26 年度にはさらに追加で 12 種類の新た
な甲状腺未分化癌細胞株を取得し、ALDH活
性、スフィア形成能を中心にこれまでと同様
の解析を行った。これらすべての細胞株で
ALDH活性やスフィア形成能が見られた訳で
はなく、解析に使用できたのは数種類であっ
たが、その結果はこれまでの結果を支持する
ものであった。 
 以上より、甲状腺癌の癌幹細胞のマーカー
としては、ALDH活性が有力ではあるが、そ
れ以外にも細胞の種類によっては CD326、
CD44 もマーカーとなり得ることが示唆され、
マーカーの生物学的な意義を含めたより詳
細な解析が必要であると考えられた。 
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