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甲状腺低分化・未分化癌細胞に対するヘッジホッグ阻害薬 
GANT61の抗腫瘍効果と癌幹細胞制御作用

齋藤 亙１），紅林 淳一１），田中 克浩１），太田 裕介１），小池 良和１）， 
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１）川崎医科大学乳腺甲状腺外科学
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抄録　甲状腺分化癌は予後良好であるが低分化・未分化癌は予後不良であり，新規治療薬の開発が
急務である．多くの悪性腫瘍でヘッジホッグ（Hh）経路の異常な活性化が起こっており，Hh 経路
を標的とした治療戦略が有望視されている．Hh 経路の活性化は，腫瘍の生存・増殖・血管新生の
促進ばかりでなく，癌幹細胞の制御との関与が示されている．我々は，甲状腺癌細胞を用いて Hh
経路を阻害する GANT61の抗腫瘍効果並びに癌幹細胞に与える影響を検討した．また，進行甲状
腺癌の治療薬として用いられているタキサン系抗癌化学療法薬パクリタキセルとの併用効果も検討
した．当教室で樹立された甲状腺低分化癌細胞株 KTC-1及び甲状腺未分化細胞株 KTC-2，KTC-3
を用いて GANT61の細胞増殖，細胞周期，アポトーシス，癌幹細胞比率に与える影響を検討し
た．また，Hh 経路の effector である glioma-associated oncogene （Gli） 1，その下流にある癌幹
細胞制御因子（aldehyde dehydrogenase [ALDH], Snail, Slug）や抗アポトーシス分子（survivin, 
Bcl-2）発現に与える GANT61の効果を調べた．GANT61は，すべての甲状腺癌細胞株で細胞増殖
を用量依存性に抑制した（50% 阻止濃度の平均値 : KTC-1細胞は17.2 μM; KTC-2細胞は13.6 μM; 
KTC-3細胞は13.3 μM）．GANT61は，KTC-1及び KTC-2細胞の sub-G1分画を増加したが，G1-S
ブロックは起こさなかった．GANT61は，全ての細胞株において用量依存性にアポトーシス分画を
増加し，survivin や Bcl-2の発現を低下させた．GANT61は，すべての細胞株で Gli1, ALDH, Slug
の発現を低下し，癌幹細胞比率を低下させた．以上の結果は，GANT61が甲状腺低分化・未分化
癌細胞の survivin や Bcl-2発現低下を介してアポトーシス誘導し，細胞増殖を抑制し，さらに，Hh
シグナル標的因子 Gli1, ALDH, Slug の発現低下により癌幹細胞の自己再生能を抑制することを示
唆している．さらに GANT61は，すべての甲状腺癌細胞株においてパクリタキセルの細胞増殖抑
制効果を増強した．これらの基礎研究の結果は，GANT61が甲状腺低分化・未分化癌の新規治療薬
として有望なことを示唆している．� doi：10.11482/KMJ-J44(2)95　（平成30年７月12日受理）
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〈原著論文〉

緒　言
　甲状腺分化癌は予後良好であるが，甲状腺低

分化癌・未分化癌は，生物学的悪性度が高く，
急速に進行することが多く，予後不良である．
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進行・再発甲状腺分化癌や低分化・未分化癌の
治療として抗癌化学療法が試みられているが，
有効性は低い．また，マルチキナーゼ阻害剤（ソ
ラフェニブ，レンバチニブ）が進行・再発甲状
腺癌に応用されているが，無増悪生存期間の延
長に寄与しているものの治癒や長期の生存は期
待できない１，２）．従って，進行・再発甲状腺分
化癌や低分化・未分化癌に対する新規治療法の
開発が急務である．
　固形腫瘍においても癌幹細胞（cancer stem 
cell，以下 CSC）が存在し，転移・再発や放射
線療法・薬物療法に対する抵抗性の誘導に寄与
することが示されている．CSCの制御が可能
であれば，転移・再発の予防や治療抵抗性の克
服に役立つ３）．また，CSCを制御できる薬剤と
標準治療薬（主に non-CSCを制御）を併用す
ることにより，“total cell kill”の達成や治療抵
抗性発生の遅延による「根治」や「治療効果の
延長」が期待できる．従って，CSC制御を可
能とする新規薬剤の開発が望まれる．
　甲状腺癌は正常甲状腺組織と比較して，
ヘッジホッグ（以下 Hh）シグナル伝達因子発
現の亢進が認められ，その発現は臨床病理学
的悪性度と相関していることが示唆されてい
る４－６）．Hh経路には canonical経路の他に non-
canonical経路が存在する７）．canonical経路の
Smoothenedを阻害する薬剤が，基底細胞癌
の治療薬として臨床応用されているが，早期
に耐性を獲得することが報告されている８）．
GANT61は canonical 経路ばかりでなく non-
canonical経路も阻害するため耐性が生じにく
いと考えられている９，10）．そこで我々は，甲状
腺癌細胞株に対する GANT61の抗腫瘍効果並び

に CSC制御作用を検討した．さらに，甲状腺
癌の標準治療薬の一つパクリタキセルとの併用
効果についても検討した．

材料と方法
甲状腺癌細胞株
　甲状腺低分化乳頭癌細胞株 KTC-1，甲状腺
未分化癌細胞株 KTC-2と KTC-3は，すべて日
本人の進行甲状腺癌患者の癌性胸水を用いて，
当教室で樹立された11，12）．それぞれの細胞株
の特徴を表１にまとめる．すべて細胞株は，
RPMI1640培養液（SIGMA Co., St. Louis, USA）
に５%牛胎児血清（以下 FBS，SIGMA Co.）を
添加した培地を用い37℃，５％ CO2下で培養を
行った．

細胞増殖と薬剤
　KTC-1，KTC-2，KTC-3細胞に対するGANT61
（CAYMAN CHEMICAL, Ann Arbor, MI, USA）
及びパクリタキセル（Sigma Co.）の細胞増殖
に与える影響を調べるために，24穴プレート
（SB Medical, Tokyo, Japan）に撒き（KTC-1細
胞：１穴あたり２×105個，KTC-2細胞：１穴
あたり１×106個，KTC-3細胞：１穴あたり１
×105個），10％ FBS含有 RPMI1640培地（SIGMA 
Co.）を用い37℃，５％ CO2下で24時間培養し
た．リン酸緩衝液（以下 PBS）で洗浄後，10％
FBS含有 RPMI1640培地と各濃度の GANT61と
パクリタキセルを加えて培養した．パクリタキ
セルは４時間暴露し，その後 PBSで洗浄，新
たな培地で合計72時間培養した．GANT61は72
時間連続暴露した．0.05%トリプシン（SIGMA 
Co.），0.02% EDTA入り PBSで細胞を分散後

表１　甲状腺癌細胞株の特徴10，11）

細胞株 KTC-1 KTC-2  KTC-3
組織型 甲状腺低分化乳頭癌 甲状腺未分化癌 甲状腺未分化癌
増殖形態 単層 単層 単層
倍化時間（時間） 48 36 24

染色体数 46, XY 102-124 140-151 
（最頻値 109） （最頻値 146）

サイログロブリン発現 弱 微弱 微弱
遺伝子異常 BRAF（V600E） 変異
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にコールターカウンター（Coulter Electronics, 
Harpenden, UK）で細胞数を計測した．再現性
は少なくとも２回の実験で確認した．
　２つの薬剤の併用効果を評価するために，薬
剤併用時と単独投与時の50％増殖阻止濃度（以
下 IC50）を計算し，IC50が併用時に50%超低下
した場合，抗腫瘍効果の増強効果があると判定
した．

細胞周期解析
　６穴プレート（SB Medical）に細胞を撒き，
48時間後に薬剤を加え，さらに48時間後にトリ
プシン /EDTA （ethylenediamine tetraacetic acid）
入り PBSで細胞を回収した．PBS中に1.0×106

個 /mlになるように細胞数を調整し，CycleTest 
Plus DNA Reagent キ ッ ト（Becton Dickinson, 
San Jose, CA, USA）を用いて製造会社の指示に
従いヨウ化プロピジウムで DNAを染色した．
FACSCaliburフローサイトメーター（Becton 
Dickinson）でフローサイトメトリーを行い，
得られた DNAヒストグラムを CELLQuestバー
ジョン1.2.2（Becton Dickinson）を用いて分析
した13）．

アポトーシス解析
　６穴プレートに細胞を撒き，48時間後に薬剤
を加え，さらに48時間後にトリプシン /EDTA
入り PBSで細胞を回収した．PBS中に1.0×106

個 /mlになるように細胞数を調整し，アネキ
シン -V-FLUOS染色キット（Roche Diagnostics 
GmbH, Penzberg, Germany）を用いて製造会社
の指示に従い染色した．FACSCaliburフローサ
イトメーターによりアポトーシス分画の比率を
測定した13）．

甲状腺癌幹細胞解析
　甲状腺癌幹細胞は aldehyde dehydrogenase（以
下 ALDH）活性を指標とした Aldefluorアッセ
イと足場非依存性のコロニー形成能を指標とし
た Thyrosphereアッセイの２種類の方法で解析
した．

　Aldefluorアッセイでは，ALDEFLUORキッ
ト（StemCell Technologies, Durham, NC, USA）
を用いて ALDH酵素活性を示す細胞集団を製
造会社の指示に従い同定した．陰性対照として，
細胞を ALDH阻害剤（50 mmol/l ジエチルアミ
ノベンズアルデヒド）で処理した13）．
　Thyrosphereアッセイでは，甲状腺癌細胞
（1.5×105個）を100×35 mmディッシュ（SB 
Medical）に撒き，FBS含有 RPMI1640培地で
37℃，５％ CO2下で24時間培養した．PBSで
洗浄した後，各種濃度の GANT61で処理し
た．GANT61は72時間連続暴露した．次いで，
これらの細胞を分散し，10％ MammoCultTM
（STEMCELL Technologies Co., Vancouver, 
Canada）を補充した MammoCult 基礎培地
（STEMCELL Technologies Co.）を用い，非接
着プレート（CORNING Co., Corning, NY, USA）
に播き，さらに７日間培養した．オリンパス位
相差顕微鏡を用いて直径60 μm以上のコロニー
数を計測した13）．

ウエスタンブロット
　プロテアーゼ阻害薬及びフォスファターゼ
阻害薬を含んだ Pierce RIPA Buffer（Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）で細胞か
ら蛋白抽出を行った．KTC-1と KTC-3細胞の蛋
白抽出時には超音波破砕処理を行った．総蛋
白濃度は Pierce BCA Protein Assay kit（Thermo 
Fisher Scientific）を使って測定した．抽出蛋白
は５ -20 ％ SDS（Sodium dodecyl sulfate）-PAGE
（polyacrylamide gel electrophoresis）で分離し，
Immobilon-FL（Merck Millipore Corporation, 
Billerica, MA, USA）に転写した．Membraneは
室温で１時間 blocking buffer（５%牛血清アル
ブミン in 1 x Tris buffer saline with 0.1% Tween 
20）でブロックした後に，一次抗体と４℃下
で一晩静置し，その後，室温で二次抗体を反
応させた．ECL Prime Western Blotting Detection 
Reagent （GE Healthcare, Tokyo, Japan） を 用 い
て標的蛋白を可視化した．コントロールには
β-アクチン（SIGMA Co.）を使用した．一
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次抗体としては，抗 Gli1モノクローナル抗体
（Cell Signaling TECHNOLOGY Japan, Tokyo, 
Japan），抗 ALDHモノクローナル抗体（BD 
Transduction Laboratories, San Jose, CA, USA），
抗 Snailモノクローナル抗体（Abcam, Tokyo, 
Japan），抗 Slugモノクローナル抗体（ABGENT, 
San Diego, CA, USA），抗 survivinモノクローナ
ル抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY Japan），
抗 Bcl-2モノクローナル抗体（Cell Signaling 
TECHNOLOGY Japan）を用いた．二次抗体で
あるヤギ抗ウサギ IgG-HRPおよびヤギ抗マウ
ス IgG-HRPは Santa Cruz Biotechnology（Dallas, 
Texas, USA）から購入した．特異的なバンドを
Amersham ECL Prime（GE Healthcare Japan）を
用いて可視化し，Quantity One 1-D分析ソフト
ウェア ver.4.5（BIORAD, Tokyo, Japan）で解析
した．

統計学的処理
　全ての値は平均値± SEで表した．StatView
コンピュータソフトウェア（ATMS Co., Tokyo, 
Japan）を用いた分散分析を用いて，群間の差
異を比較した．P < 0.05を有意差ありとした．

結　果
GANT61の細胞増殖抑制効果
　GANT61は全ての甲状腺癌細胞株（KTC-1，
KTC-2，KTC-3）に対して用量依存性に増殖を
抑制し，IC50はそれぞれ17.20±1.57μM，13.59
±0.23μM，16.88±0.83μMであった（図１Ａ
－Ｃ）．

GANT61の細胞周期，アポトーシス，アポトー
シス関連因子への影響
　 ５ ～20μM GANT61は，KTC-1及 び KTC-2
細胞の sub-G1分画を若干増加したが，有意の
G1-Sブロック（G1期分画の細胞比率の増加や
S期分画の細胞比率の低下）は起こさなかった
（図１Ｄ，１Ｅ）．なお，KTC-3細胞はポリクロー
ナルな細胞集団が認められ，細胞周期の解析は
困難であった（図は非提示）．代表的な細胞周

期のヒストグラムを図１Ｉ，１Ｊに示す．
　５～20μM GANT61は，全ての細胞株におい
て用量依存性にアポトーシス分画を増加した
（図1F-H）．10μM GANT61によりアポトース
分画の細胞比率は，KTC-1細胞ではコントロー
ルに比べ9.5倍，KTC-2細胞では3.2倍，KTC-3
細胞では1.7倍に増加した．代表的なアポトー
シス解析のドットブロットを図1K, 1Lに示す．
　５～20μM GANT61は，すべての細胞株にお
いて用量依存性に抗アポトーシス蛋白 survivin
の発現を用量依存性に有意に低下させ，20μ
M GANT61により Bcl-2の発現も KTC-2及び
KTC-3細胞において有意に低下した（図２Ａ，
２Ｂ）．

GANT61の CSC制御作用
　Aldefluorアッセイにおいて GANT61は，全て
の細胞株で用量依存性に ALDH陽性細胞の比
率を低下した（図３Ａ－Ｃ）．10μM GANT61
により ALDH陽性細胞の比率は，KTC-1細胞
ではコントロールに比べ19.9%，KTC-2細胞で
は51.7%，KTC-3細胞では28.3%に減少した．
代表的なアッセイ結果を図３Ｇに示す．
　ThyrosphereアッセイにおいてもGANT61は，
全ての細胞株で用量依存性にコロニー形成数を
低下させた（図３Ｄ－Ｆ）．10μM GANT61に
よりコロニー数は，KTC-1細胞ではコントロー
ルに比べ63.5%，KTC-2細胞では56.4%，KTC-3
細胞では56.6%に減少した．しかし，コロニー
の大きさには明らかな変化は見られなかっ
た（図３Ｈ，KTC-3細胞の実験結果，KTC-1, 
KTC-2細胞も同様の結果を示した）．

GANT61の Gli1，CSC関連因子発現への影響
　全ての甲状腺癌細胞株において Gliの発現
が検出された．10μM以上の GANT61は KTC-
1, KTC-2細胞の Gli1の発現を有意に低下させ，
KTC-3細胞においても同様の傾向がみられた
（図４Ａ）．
　さらに，癌幹細胞関連因子 ALDH，Snail，
Slugの発現を検討した．５～20μM GANT61に
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図１
A - C: GANT61による甲状腺癌細胞の増殖抑制効果（A: KTC-1細胞，B: KTC-2細胞，C: KTC-3細胞）; ●：平均値，バー：
± SE
D, E: GANT61が甲状腺癌細胞の細胞周期に与える影響（D: KTC-1細胞，E: KTC-2細胞）; カラム：平均値，バー：±
SE，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
F - H: GANT61が甲状腺癌細胞のアポトーシスに与える影響（F: KTC-1細胞，G: KTC-2細胞，H: KTC-3細胞）；カラ
ム：平均値，バー：± SE ，*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM 
GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
I, J: KTC-1細胞の細胞周期ヒストグラム（I: コントロール，J: 10 μM GANT61処理）
K, L: KTC-1細胞のアポトーシス解析のドットブロット（K: コントロール，L: 10 μM GANT61処理）
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より全ての細胞株でほぼ用量依存性に ALDH
と Slugの発現が抑制されたが，Snailの発現の
低下は見られなかった（図４Ｂ－Ｄ）．

GANT61とパクリタキセルとの併用効果
　パクリタキセル単剤における KTC-1，KTC-
2，KTC-3細 胞 の IC50が そ れ ぞれ27.95±6.92 
nM，6.38±0.05 nM，51.25±9.77 nMであった．
GANT61を10μM同時併用することによって
IC50は，各々66%，79%，87%低下し，抗腫瘍
効果が増強された（図５）．

考　察
　甲状腺癌は最も一般的な内分泌癌であり，

画像診断の進歩に伴って発症率が増加してい
る14）．甲状腺分化癌は一般的に予後良好である
が，15-20%で再発を起こし，ヨウ素内用療法
抵抗性であると治療に難渋する．一方，低分化
癌・未分化癌は極めて予後不良であり，とく
に未分化癌の平均生存期間は２－６ヶ月であ
る15）．
　Hh経路は胎生期の器官の発生に重要な役割
を果しているが，成人の正常細胞では発現はほ
とんど認められない．しかし，乳癌・肺癌・
膵癌・前立腺癌・白血病・基底膜細胞癌など
の様々な癌腫では Hh経路の異常活性が認めら
れている９）．甲状腺乳頭癌の手術標本を用いた
Hh経路関連因子の免疫組織化学的な検討では，

図２
A: GANT61が甲状腺癌細胞の survivin発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比の
グラフ（平均値± SE），*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM 
GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
B: GANT61が甲状腺癌細胞の Bcl-2発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比のグラフ（平
均値± SE），*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM GANT61処理，
紫：20 μM GANT61処理
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図３
A - C: GANT61が Aldefluor法による甲状腺癌幹細胞比率に与える影響（A: KTC-1細胞，B: KTC-2細胞，C: KTC-3細胞）；
カラム：平均値，バー：± SE ，*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 
μM GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
D - F: GANT61がThyrosphere法による甲状腺癌幹細胞比率に与える影響（D: KTC-1細胞，E: KTC-2細胞，F: KTC-3細胞）；
カラム：平均値，バー：± SE ，*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 
μM GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
G: 未処理 KTC-3細胞の Aldefluorアッセイのドットブロット（左上段 : ALDH阻害薬あり，左下段 : ALDH阻害薬な
し）；20μM GANT61処理後の KTC-3細胞の Aldefluorアッセイのドットブロット（右上段 : ALDH阻害薬あり，右下段 : 
ALDH阻害薬なし）
H: Thyrosphereアッセイ時の位相差顕微鏡写真（左上段：コントロール x 40，左下段：コントロール x 100，右上段：
GANT61処理後 x 40，右下段：GANT61処理 x 100）　
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図４
A: GANT61が甲状腺癌細胞の Gli1発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比のグラフ（平
均値± SE），*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM GANT61処理，
紫：20 μM GANT61処理
B: GANT61が甲状腺癌細胞の ALDH発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比のグ
ラフ（平均値± SE），*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM 
GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
C: GANT61が甲状腺癌細胞の Snail発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比のグラフ（平
均値± SE），青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM GANT61処理，紫：20 μM GANT61処
理
D: GANT61が甲状腺癌細胞の Slug発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比のグラフ（平
均値± SE），*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM GANT61処理，
紫：20 μM GANT61処理
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隣接する甲状腺正常組織と比較すると腫瘍細
胞において有意に高発現が認められ（sonic Hh 
[SHH]の陽性率は，甲状腺乳頭癌で64.1%，正
常組織で16.9%，Gli1の陽性率は，甲状腺乳頭
癌で47.9%，正常組織で9.2%），腫瘍径，病期，
リンパ節転移などの予後不良因子と相関してい
た４）．同様に Dong Wらの報告でも Hh経路関
連因子は腫瘍細胞で有意に高発現が認められ
（SHHの陽性率は，甲状腺乳頭癌で70.1%，正
常組織で18.3%，Gli1の陽性率は，甲状腺乳頭
癌で64.0%，正常組織で14.6%），腫瘍径，被膜
外浸潤，リンパ節転移，TNM病期と正の相関
を示していた５）．また，未分化癌の生検標本で
も免疫組織化学的に検討されており，正常組織
は染色されなかったが，未分化癌では SHHが
41%，Gli1が65%で陽性であった６）．
　Hh経路は，Hhリガンドが Patched-1に結合
することにより Smoothenedの抑制がはずれ，
その下流にある SUFU（Suppressor of Fused）か
ら Gliが離れて細胞質から核内に移行し，標的
遺伝子の転写活性が起こる．この canonical経
路とは別に，Ras-Raf-MEK-ERK経路や PI3K-
AKT経路などを介して Gliが活性化される
non-canonical経路も報告されている９）．今回
我々は canonical経路とともに non-canonical経
路も阻害できる Gli阻害薬の GANT61を使用し
て研究を行った．GANT61は全ての甲状腺癌細
胞株（KTC-1，KTC-2，KTC-3）に対して用量
依存性に細胞増殖を抑制し，IC50はそれぞれ15
μM前後であり，細胞間で抑制効果に有意な差
は見られなかった（図１）．細胞周期について
も検討したが，低分化乳頭癌の KTC-1，未分
化癌の KTC-2ともに G1-Sブロックは起こさな
かった（図１）．Kato Yらによれば Gliの標的
遺伝子に cyclin Dも含まれる16）としており，
実際に我々の乳癌細胞における研究17，18）では，
G1-S移行阻害を起こし細胞周期を遅延させて
いたが，今回の甲状腺癌細胞株を用いた検討で
は影響は少なかった．一方，アポトーシスに関
しては，全ての細胞株で用量依存性にアポトー
シスを誘導した（図１）．また，抗アポトーシ

ス蛋白である survivinは全ての細胞株で，Bcl-2
は KTC-2と KTC-3で発現の低下を認めた（図
２）．Gliの標的遺伝子の中に Bcl-2や survivin
も含まれており16），GANT61の Gli1標的遺伝子
の転写阻害によりアポトーシスが誘導されたこ
とが推測される．
　CSCは自己複製能と多分化能を有すること
が特徴的であり，通常の癌組織においては少数
で，静止的なものとされている．通常の抗癌
治療では増殖能の高い非癌幹細胞を攻撃する
ことによって治療効果を発揮するが，CSCに
対しては効果が少なく，残存してしまう．そ
して残存した CSCが転移・再発の原因となる
と推測されている９）．そこで，GANT61の CSC
への影響を調べるために Aldefluorアッセイと
Thyrosphereアッセイの二つに異なるアッセイ
系を用いて検討した．
　癌幹細胞は ALDH酵素が活性化されてお
り，ALDH酵素の活性を測定して CSCを同定
する蛍光検出法が Aldefluorアッセイである．
Aldefluorアッセイは，CSCを単離するために
広く用いられており，甲状腺癌の他に肺，肝
臓，骨，結腸，膵臓，前立腺，頭頸部，膀胱，
脳，子宮頸部の癌や悪性黒色腫で使用されてい
る．一方，Thyrosphereアッセイは，プレート
の表面に細胞が接着できない条件で培養し，非
CSCはコロニーを形成することはできないが，
CSCはコロニーを形成することが可能である
ため，形成されたコロニー数を CSC細胞数と
して評価する検査法である．
　今回の研究結果では，GANT61は細胞増殖
を抑制するばかりでなく，CSCの比率を低下
させることが明らかとなった（図３）．これは
Heiden KB らの報告と同様の結果であった19）．
彼らは甲状腺未分化癌細胞株 KAT-18の Gli1や
SHH発現を small interfering RNAを用い抑制
したときの Thyrosphereアッセイにおけるコロ
ニー数の減少とともにコロニーの大きさの縮小
を報告している．今回の検討では，GANT61に
よる Gli1機能の抑制では，コロニー数は減少す
るものの，コロニーの大きさに明らかな変化は
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認めなかった（図３）．コロニーの大きさの違
いは，使用した甲状腺癌細胞株が異なることが
原因か，Gli1や SHH発現抑制の作用機構の違
いに起因しているのかは不明である．
　Gli1の標的遺伝子には，ALDH，Snail，Slug
が含まれ，これらの因子を介して CSCの生存
や増殖に影響を与えると報告されている16）．今
回の検討では，GANT61により ALDHや Slug
の蛋白発現は抑制されたが，Snailの発現には
有意の変化を認めなかった（図４）．前述のよ
うに，GANT61は，甲状腺癌細胞の CSC比率
を有意に，用量依存性に低下しており，Gli1
の標的遺伝子群の複合的な変化が GANT61の
CSC制御に関わっていると思われる．
　米国甲状腺学会ガイドラインによれば未分化
癌に対して放射線照射とともにパクリタキセル
を併用することが薦められており20），パクリタ
キセルは進行・再発甲状腺癌，とくに未分化癌
では広く使われているが，単独投与では十分な
治療効果は得られていない．また，パクリタキ
セルに GANT61を併用した研究の報告はこれま
でに認められない．今回の研究結果では，パク
リタキセル単剤投与と比較すると GANT61を併
用することにより，明らかな抗腫瘍効果の増強
が認められた（図５）．

結　語
　GANT61は甲状腺低分化・未分化癌細胞に対
して抗腫瘍効果を示すとともに CSCの比率を
低下させた．また，パクリタキセルとの併用に
よって抗腫瘍効果を増強した．これらの結果は，
GANT61などの Hh阻害薬が，治療に難渋する
甲状腺低分化・未分化癌の新規治療薬として有
望なことを示唆している．
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Anti-cell growth and anti-cancer stem cell activity of the hedgehog 
inhibitor GANT61 in poorly and undifferentiated thyroid cancer cells

Wataru SAITOH１）,  Junichi KUREBAYASHI１）,  Katsuhiro TANAKA１）, Yusuke OHTA１）,   

Yoshikazu KOIKE１）,  Emi KISHINO１）,  Naoki KANOMATA２）

1) Department of Breast and Thyroid Surgery, Kawasaki Medical School, 2) Department of Pathology, Kawasaki Medical School

ABSTRACT   Patients with differentiated thyroid cancer have a good prognosis, but those 
with poorly-differentiated or undifferentiated thyroid cancer (PDTC or UDTC) do not. Thus, new 
therapeutics are urgently needed for PDTC and UDTC. As abnormal activation of the hedgehog 
(Hh) signaling pathway is observed in several malignancies, it is a promising therapeutic target. 
Activation of the Hh pathway is suggested to promote not only tumor survival, growth and 
angiogenesis, but also the growth of cancer stem cells (CSC). Therefore, we investigated the 
anti-cell growth and anti-CSC effects of the Hh inhibitor GANT61 in thyroid cancer cells. In 
addition, the combined anti-cell growth activity of GANT61 with an anti-thyroid cancer agent, 
paclitaxel, was evaluated. The effects of GANT61 on cell growth, cell cycle progression, 
apoptosis and CSC proportion using the Aldefluor and Thyrosphere assays were measured 
in the KTC-1 PDTC cell line, and KTC-2 and KTC-3 UDTC cell lines. All cell lines were 
established at our institute. We also examined the influence of GANT61 on the expression 
levels of the Hh effector glioma-associated oncogene (Gli) 1, its down-stream CSC-related 
molecules, aldehyde dehydrogenase (ALDH), Snail and Slug, and anti-apoptotic molecules, 
Bcl-2 and survivin. GANT61 dose-dependently inhibited the growth of all cell lines (mean 50% 
inhibitory concentrations: 17.2 μM for KTC-1 cells, 13.6 μM for KTC-2 cells and 13.3 μM for 
KTC-3 cells) in association with increased apoptosis, and decreased expression of survivin and 
Bcl-2. Furthermore, the proportion of surviving CSC cells decreased with decreased expression 
of Gli1, ALDH and Slug. These results demonstrate that GANT61 induced apoptosis via 
decreased expression levels of survivin and Bcl-2, and inhibited cell growth in thyroid cancer 
cells. Moreover, GANT61 reduced the expression levels of Hh target genes, such as Gli1, ALDH 
and Slug, and inhibited CSC self-renewal. GANT61 also enhanced the anti-cell growth effects 
of paclitaxel in all three thyroid cancer cell lines. Therefore, GANT61 may be a promising 
antitumor therapy for patients with PDTC or UTC.� (Accepted on July 12, 2018)
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