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研究成果の概要（和文）：甲状腺癌におけるガレクチン－3の強発現の意義を解明するために甲状腺でガレクチン－3を
過剰発現するトランスジェニックマウスを開発した。マウスが3ヵ月齢になった時点で甲状腺を取り出し、顕微鏡下で
観察したが明らかな形態学的異常や甲状腺癌の発癌は認められなかった。観察期間が短いため結論付けられないが、甲
状腺癌におけるガレクチン－3の強発現は発癌因子ではなく、発癌した結果、何らかの要因で発現誘導されることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We developed the transgenic mice that overexpressed galectin-3 in the thyroid 
tissue, so that the role of galectin-3 overexpression in the thyroid carcinoma would be elucidated. We 
removed the thyroids of the transgenic mice at the age of 3-month and observed them under a microscope. 
There were no carcinomas or abnormalities in the thyroid tissue. This result indicates that 
overexpression of galectin-3 would not be the important factor for carcinogenesis but arise on the result 
after thyroid carcinoma is occurred, whereas we cannot conclude it with relatively short observation 
period.
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１．研究開始当初の背景 
 甲状腺癌は頭頸部腫瘍の中で頻度が高い
悪性腫瘍の一つであり、若年者でも発症する
のが特徴といえる。特に、東日本大震災原子
力発電所事故に伴う放射性物質の漏洩、将来
的に近隣住民の甲状腺癌の増加が危惧され
ている中で、甲状腺癌の予防や早期発見、よ
り多くの治療方法の開発などは我々の責務
であり、そのためには甲状腺癌の発癌メカニ
ズムを含めた病態の解明が必要である。 
 ガレクチンは、ガラクトースを含む糖鎖に
特異的に結合するタンパク質であり、様々な
生物学的反応を調節することで多くの病態
に関与することが知られている。研究代表者
らのグループにより、その中の一つガレクチ
ン－3 が正常甲状腺組織にはほとんど発現を
認めず、癌組織においてのみ過剰に発現して
いることを発見し、主に腫瘍マーカーとして
の有用性について報告してきた(Inohara H, 
et al. Biochem Biophys Res Commun. 
376:605-10, 2008)。特に、甲状腺癌に関し
て、4 種類の組織型（乳頭癌、濾胞癌、髄様
癌、未分化癌）のうち、乳頭癌ではほぼ 100％
に過剰発現を認めることが判明しており、少
なくとも甲状腺乳頭癌に関しては発癌に関
して何らかの重要な役割を果たしていると
推測されているが、その詳細については未解
明のままである。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らは、ガレクチン－3 が正常甲
状腺組織にはほとんど発現を認めず、甲状腺
癌組織においてのみ過剰に発現しているこ
とを示してきたが、この癌組織にのみ過剰に
発現するメカニズムや意義に関しては未解
明のままであるため、本研究の目的は、甲状
腺にガレクチン－3 を強発現するトランスジ
ェニックマウスを開発し、その強発現により
生体内で甲状腺癌の発癌が誘発されるのか
どうかを解明することである。 
 
３．研究の方法 
（1）トランスジェニックマウス作成のため
に必要なトランスジーンの構築および甲状
腺由来細胞株における過剰発現の確認 
 トランスジェニックマウスにおいて過剰
発現させたガレクチン－3 が内因性のガレク
チン－3 と判別できるように、His タグおよ
びXpressタグを融合したガレクチン－3を発
現するプラスミドを作成する。この作成過程
において、発現を調節するプロモーターは、
甲状腺特異的に発現を誘導するサイログロ
ブリンプロモーターをまず優先的に採用し、
何らかの不具合があれば全身に強力に発現
することが知られているCAGプロモーターを
選択する。 
 作成したプラスミドを甲状腺由来細胞株
に遺伝子導入したあと、その細胞からタンパ
ク質を抽出し、His タグおよびガレクチン－3
を認識する抗体でイムノブロットを行い、ま

ず in vitro で強制発現系がうまくいくかど
うか確認する。 
 
（2）トランスジェニックマウスの作成 
 （1）で得られたプラスミドを最適な長さ
に制限酵素を用いて切断し、それをトランス
ジーンとしてマウス受精卵の前核中にマイ
クロインジェクションを行う。 
 得られた F0 マウスにおいて、遺伝子導入
されている系統をPCRを利用してスクリーニ
ングする。遺伝子導入されている系統を抽出
し、さらに F1 マウスおよび F2 マウスを作成
して継代飼育する。 
 
（3）トランスジェニックマウスの解析 
 F0 マウスの甲状腺組織からタンパク質を
抽出したあとガレクチン－3 の発現をイムノ
ブロット法および免疫染色法を用いてチェ
ックし、各系統における発現量の違いやパタ
ーンを検討する。 
 発現量の異なる3系統を抽出し、3ヵ月齢、
12 ヵ月齢の時点で以下の項目を中心に解析
する。  
 ①ガレクチン－3 の強発現により甲状腺機
能に変化が起こるかどうかをマウスの血液
を採取し、甲状腺ホルモン数値を測定する。 
 ②ガレクチン－3 の強発現により甲状腺の
形態学的な変化（発癌しているかどうかの検
討含む）が起こるかどうかをマウスの甲状腺
を摘出し、大きさおよび重量を測定後、組織
標本を作製し顕微鏡下で観察する。 
 
４．研究成果 
 まず、甲状腺特異的にガレクチン－3 を発
現するトランスジェニックマウスを作成す
るために、サイログロブリンプロモーターを
含んでいるpSKTgベクターを基にしてガレク
チン－3 を組み込んだプラスミドを作成した。
このプラスミドが甲状腺由来細胞において
強発現することを in vitro で確認するため
に、ガレクチン－3 を発現しないラット甲状
腺正常濾胞細胞株 FRTL-5 にリポフェクショ
ン法を用いて遺伝子導入を行ったが、抽出し
たタンパク質からは十分量のガレクチン－3
が検出されなかった。 
 次に、マウス甲状腺において任意のタンパ
ク質発現を誘導することが知られている CAG
プロモーターを含んだ pCAGGS ベクターを基
にしてガレクチン－3 を組み込んだプラスミ
ドを作成した。この際に、His タグと Xpress
タグを任意のタンパク質に融合することが
可能な pcDNA3.1/His ベクターも利用してプ
ラスミドを作成した。このプラスミドが甲状
腺由来細胞において強発現することを in 
vitro で確認するために、甲状腺癌細胞株で
あるNPAにリポフェクション法を用いて遺伝
子導入を行い、タンパク抽出して検討したと
ころ、His タグを融合したガレクチン－3 が
発現されていることを確認した。 
 上記の結果より、後者のプラスミドを用い



て C57BL6 系統のトランスジェニックマウス
を作成することにした。合計 240 個の受精卵
にマイクロインジェクションを行い、2 細胞
期まで生存していた 179 個（74.6%）を 8 匹
のレシピエントマウスに移植した。そのうち
7 匹で妊娠が確認され、合計 22 匹の F0 マウ
スが得られたが、そのうち 3匹は離乳後すぐ
に死亡した。ある程度成長した 19 匹の F0 マ
ウス尾から DNA を抽出してガレクチン－3 
cDNAが含まれた配列を認識するPCRを行った
ところ、5 匹(雄 4 匹、雌 1 匹)のマウスでト
ランスジーンが組み込まれていることを確
認できた（下図）。 
 
 
 
 
 

 
（レーン 20：ポジティブコントロール、 
レーン 21：ネガティブコントロール） 
 
この5クローンのトランスジェニックマウス
を各々野性型のC57BL/6マウスと交配してF1
マウスを作成したところ、3 クローンからし
か F1 マウスが得られなかったため、必然的
にこの 3 クローンを選択してさらに F2 マウ
スを作成することにした。 
 クローンが維持できなかったトランスジ
ーンが組み込まれている F0 マウスから 3 ヵ
月齢の時点で甲状腺を取り出して顕微鏡下
で観察したが明らかな形態学的異常や甲状
腺癌の発癌は認められなかった。 
 途中の実験過程で遅延を認めたため、得ら
れたトランスジェニックマウスを長期間飼
育した状態で検討はできていないが、上記の
結果より、ガレクチン－3 の甲状腺癌におけ
る強発現は発癌原因になっているわけでは
なく、発癌した結果、何らかの要因で誘導さ
れることが示唆された。 
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