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研究成果の概要（和文）：癌転移は多段階の過程を経て行われるが、その過程の中で上皮間葉移

行（EMT）が重要な役割を果たしていることが明らかになってきている。また、EMTが誘導され

た癌細胞は癌幹細胞(CSC)の性質を獲得するとの報告がある。甲状腺癌では、ALDH が癌幹細胞

のマーカーとして知られているが、本研究により、EMT が誘導されることにより ALDH陰性の甲

状腺癌細胞が癌幹細胞の性質を獲得することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) has been thought to 
play a critical role in invasion and metastasis of cancer and to be associated with cancer 
stem cell (CSC) properties. The most reliable marker for thyroid CSCs so far identified 
appears to be aldehyde dehydrogenase (ALDH). Our results show that EMT seems to be 
associated with CSC properties in ALDH-negative human thyroid cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)癌細胞の転移・浸潤には、上皮系細胞

が間葉系細胞の形質を獲得する、上皮間葉移
行 (EMT : epithelial-to-mesenchymal 
transition）が重要であることが明らかにさ
れてきた。EMT を誘導する因子として、様々
なサイトカインや転写因子が同定されてお
り、サイトカインでは TGF-βが最もよく知ら
れている。TGF-βは多くの機能をもち、腫瘍
の初期段階においては腫瘍抑制に働き、後期
段階においては腫瘍の浸潤を促進するとい
われている。また、TGF-βは単独、または Ras
や Wntシグナルと共同で EMTを誘導するとさ
れる。 
また、EMT を誘導する転写因子としては、

SNAIL, SLUG, TWIST, ZEB1, ZEB2などの転写
因子が知られており、その中で、SNAIL は、
放射線誘発性甲状腺癌の発達を促進するこ
とや、甲状腺癌の浸潤部に発現していること
な ど が 知 ら れ て い る (Am J Pathol. 
171:1037,2007)。 
 
(2)近年、EMT を誘導された癌細胞が癌幹細

胞の性質を獲得することが報告されている
（Cell.133:704,2008）。癌幹細胞は自己複製
能と多分化能をもち、癌の発生・維持に重要
な役割を果たしていると考えられている。甲
状腺癌においては、SP、CD133、aldehyde 
dehydrogenase (ALDH)活性などによって癌幹
細胞を分離することが試みられており、その
中で、ALDH が現在のところ、最も有望な癌幹
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細胞のマーカーと考えられている(Cancer 
Res.70:8874,2010)。 
 

 (3)甲状腺癌の分化癌と未分化癌が同時に
存在する標本において、未分化癌の部分で神
経幹細胞のマーカーである nestin と EMT の
指標の１つである Eカドヘリンの消失を認め
たとの報告が 1 編あるが(Int J Clin Exp 
Pathol.3:755,2010)、それ以外には nestin
を甲状腺癌幹細胞のマーカーとする報告は
なく、甲状腺癌における EMT と癌幹細胞の関
係はよく分かっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 甲状腺癌においても、TGF-βや SNAILで EMT
が誘導されることで癌幹細胞の形質を獲得
する可能性がある。そこで、甲状腺癌におけ
る EMT誘導と癌幹細胞の関連を調べるために
本研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
 (1)上皮系の形質を保っているヒト甲状腺
癌細胞株に①TGF-βを作用させる、②変異
Braf遺伝子を発現させた後に TGF-βを作用
させる、③SNAILを過剰発現させることによ
って EMT 誘導を試みた。 
 EMT 誘導の指標としては、上皮系のマーカ
ーである E-cadherinの消失、間葉系のマー
カーである vimentinの発現、敷石状から紡
錘状の形態変化、遊走能の上昇を用いた。 
 
 (2)EMT が誘導された甲状腺癌細胞が癌幹
細胞の形質を獲得しているかどうかを確認
するために、in vitroでは細胞増殖、抗癌剤
への感受性、sphere形成能、癌幹細胞マーカ
ーについて検討し、in vivo では腫瘍形成能
について検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
 (1)甲状腺癌細胞株である ACT-1、FRO、TPC1、
KTC-2、KTC-3 がどのような形質を有している
かを検討したところ、ACT-1 のみが上皮系の
形質を保持していた（図１）。 
 
 (2)ACT-1に EMTを誘導するために、①TGF-
βを作用させたが、EMT は誘導できなかった。
そこで、②ACT-1 に変異 Braf 遺伝子発現後に
TGF-βを作用させると、vimentin の軽度発現
がみられたものの E-cadherin は細胞間に発
現しており、EMTは誘導できなかった。次に、
③ SNAIL を 過 剰 発 現 さ せ た と こ ろ

(ACT-SNAIL)、 multiplicity of infection 
(MOI)が 1:3 以上で EMT を誘導することがで
きた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. Morphology and E-cadherin/vimentin 
expression in five human thyroid cancer 
cell lines. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. Induction of EMT by SNAIL. 
 



 

 

 
 (3)SNAIL を過剰発現させた ACT-SNAIL と
ACT-1 とで癌幹細胞の性質を比較した。まず、
細胞増殖については、倍加時間が ACT-1 で
24.2 時間、ACT-SNAIL で 28.5 時間であり
ACT-SNAIL のほうが増殖は遅かったが、有意
差は認めなかった。次に、抗癌剤の感受性に
ついて、5-FU、ドキソルビシンにて検討した
が、有意差は認めなかった。 
 腫瘍形成能を比較するために、sphere 形成
能を比較したところ、ACT-SNAIL は ACT-1 に
比べて約 3 倍の sphere 形成能を認めたが、
データのばらつきが大きかった。次に in vivo
での腫瘍形成能をみるために、ヌードマウス
に ACT-1 と ACT-SNAIL を皮下注射したが、両
者に有意差は認めなかった。sphere形成能で
の差が小さいために、in vivo で両者の差を
検出するのができなかったと考えられた(表 
1)。 
 
 

           1x104  3x104  1x105  2.5x105 

ACT-1       0/9*  5/14   6/9    3/3 

ACT-SNAIL   1/9   5/14   9/9    3/3 

*, numbers of tumors developed per numbers 
of tumor cell-injected sites.  
 
表  1. Tumor incidence of ACT-1 and 
ACT-SNAIL cells injected into nude mice. 
 
 
 ACT-1 では、過去の報告と同様に、甲状腺
癌幹細胞のマーカーである ALDH 活性が陽性
(ALDH+)の細胞がより多くの sphereを形成す
ることができた。しかし、ACT-1と ACT-SNAIL
で ALDH活性を調べたところ、ALDH+の割合は、
ACT-1 で 23.4%、 ACT-SNAIL で 5.2%と、
ACT-SNAIL で減少していることがわかった
(図 3)。そこで、ALDH 陰性(ALDH-)と陽性の
細胞でそれぞれ sphere 形成能を検討したと
ころ、ALDH+では、ACT-1 と ACT-SNAIL に
sphere 形成に差がみられなかったが、ALDH-
では、ACT-SNAIL が ACT-1 に比べて約 10 倍
sphere形成能が上昇し、ACT-SNAILでは、む
しろ、ALDH-のほうが ALDH+よりも sphere 形
成能が高かった(図 4)。また、ALDH 陽性細胞
と陰性細胞で SNAIL発現に差は認めなかった
(図 5)。 
 これらのことから、甲状腺癌では、EMT が
誘導されるによって ALDH-細胞が癌幹細胞の
性質を獲得すること、また、EMT が誘導され
た甲状腺癌細胞では ALDH が癌幹細胞のマー
カーではなくなることが示唆された。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. Comparisons of ALDH activities 
between ACT-1 and ACT-SNAIL cells. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. Sphere formation abilities between 
ALDH+ vs. ALDH- cells. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. Morphology and 
E-cadherin/vimentin/SNAIL expression in 
ALDH+ and ALDH- cells. 
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