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略語表 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

TSH: thyroid stimulating hormone 

RET: rearranged during transfection 

PI3K: phosphoinositide 3-kinase 
AC: adenylyl cyclase 

cAMP: cyclic adenosine monophosphate 
CDK4: cyclin-dependent kinase 4 
VEGF: vascular endothelial growth factor 

PDGF: platelet-derived growth factor 
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
FBS: fetal bovine serum 
PBS: phosphate buffered saline 

mTOR: mammalian target of rapamycin 
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第1章 序論 

 

1 ― 1 甲状腺癌の臨床学的特徴 

 甲状腺癌は全癌種のうち約 1%の頻度である [1]。甲状腺癌は乳頭癌、濾胞癌、髄様癌、

低分化癌、未分化癌に分類される。このうち 95%以上が分化型甲状腺癌である。好発年齢

は乳頭癌で 40 代～50 代、濾胞癌および髄様癌で 50 代、低分化癌および未分化癌で 60 代

と報告されている。性差としては 1:2～4 で女性に多い。甲状腺癌は組織型に応じてリンパ

行性あるいは血行性に転移するが、適切な外科的治療が行われれば他癌種と比較して予後

は比較的良好である。2017 年の全国がんセンター協議会の集計データによると、甲状腺癌

の 10年相対生存率は前立腺癌に次いで 2番目に良好である (表 1)。 

治療方法としては、外科的治療を行い術後は thyroid stimulating hormone (TSH) 抑制療

法や進行例については放射線療法を行う。また、根治切除不能な甲状腺癌については分子標

的療法が用いられるようになってきた。 
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表 1 部位別臨床病期別 10年相対生存率 
 

ステージ別生存率 (%)  

部位 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ 

食道 62.8 36.2 18.2 5 

胃 93.9 55.8 38.1 7 

結腸 97.8 82.7 79.8 9.8 

直腸 92.1 79.9 67.3 5.3 

大腸 95.3 81.5 74.3 8.3 

肝 32 17.7 8.2 2.1 

胆嚢胆道 52.7 20.1 4.7 1.5 

膵 28.6 9.1 3.5 0.3 

喉頭 89.4 60.5 48.8 52.8 

肺 68.3 28.8 16 3.4 

乳 95 86.2 54.7 14.5 

子宮頸 89.1 65.2 50.4 16.4 

子宮体 93.8 76.5 57.1 9.3 

卵巣 82 58.9 18.1 15.7 

前立腺 100 100 100 40.5 

腎臓など 93 74.4 57.3 13.3 

膀胱 83.7 80.9 42.6 15.1 

甲状腺 97.2 100 93.6 56.5 

 

※全がん協 (2000～2003年診断症例) http://www.zengankyo.ncc.go.jp/etc/2000-2003_10all.html より引用 

 

1―2 甲状腺癌の遺伝子異常 

  甲状腺癌の組織型は主に乳頭癌、濾胞癌、髄様癌、低分化癌、未分化癌がある。このう

ち濾胞上皮由来の分化型癌は乳頭癌、濾胞癌である。この乳頭癌、濾胞癌の背景には遺伝子

異常が報告されている。乳頭癌については、RET/PTC再構成、BRAF変異、RAS変異が報

告されており、濾胞癌については、PAX8-PPARγ再構成、RAS変異が報告されている [1-

3]。これらの遺伝子異常は他癌腫でもみられるものである。例としては、BRAF変異は悪性

黒色腫、大腸癌、肺癌でもみられる変異である [4-6]。これらの遺伝子異常が背景にあるこ

http://www.zengankyo.ncc.go.jp/etc/2000-2003_10all.html
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とによって、他癌腫と同様に細胞増殖の主要なシグナル伝達経路であるMitogen-activated 

protein kinase (MAPK) 経路が活性化されている。それにも関わらず分化型甲状腺癌は他

癌腫に比べて細胞増殖が遅く進行が緩徐で、比較的予後も良好である。 

 

1 ― 3  甲状腺癌の増殖シグナル 

 甲状腺癌の増殖シグナルとしては、腫瘍増殖シグナル経路と TSH受容体を介する生理的

な増殖経路があげられる (図 1A)。腫瘍増殖シグナル経路については、rearranged during 

transfection (RET) チロシンキナーゼ型受容体を介して RAS→RAF→MEK→MAPKのリ

ン酸化が起こることによって腫瘍の増殖が起こる (図 1B)。また、phosphoinositide 3-

kinase (PI3K) /AKT 経路も活性化されており、他癌種と同様な腫瘍増殖経路が認められる

が分化型甲状腺癌の増殖速度は極めて遅いのが特徴である。 

 

 

図 1A 
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図 1B 

 

 

甲状腺癌細胞の増殖シグナル 

甲状腺癌細胞は、TSH受容体を介した cAMP経路の正常濾胞上皮増殖シグナル (A) と

RET受容体以下のMAPキナーゼ経路の腫瘍増殖シグナル (B) によって細胞増殖が起こ

る。 

*甲状腺癌においてみられる遺伝子異常 

 

1―4  甲状腺癌における cAMP経路 

TSH 受容体を介して cyclic adenosine monophosphate (cAMP) を介する経路は正常な

濾胞上皮細胞においては細胞増殖やホルモン分泌が起こる (図 1 A)。TSH 受容体下流で

cAMP を活性化させるアデニル酸シクラーゼは 10 種類のアイソフォームが存在しており、

臓器別に発現しているアイソフォームに差がある [7]。正常な甲状腺濾胞上皮細胞について

は、タイプ 3、6、9が発現していると報告されている [8]。 

TSH 受容体を介するシグナルは濾胞上皮の増殖を起こすことから、甲状腺癌の治療におい

ては、一般的に TSH抑制療法が行われている [9, 10]。 

 しかし、甲状腺癌細胞株での実験では、TSH 受容体下流のアデニル酸シクラーゼの活性
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化剤を用いて cAMP 経路を活性化させると、細胞増殖を抑制することが報告されている。

その機序としては、cAMP 経路の活性化がMAPK経路を阻害することや、cAMP経路の活

性化が直接核内の cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) のリン酸化阻害を介して細胞周期の

進行を抑制することが示唆されているが結論は得られていない [11-14]。 

 

1 ― 5  甲状腺癌における分子標的療法 

 今日、根治切除不能な甲状腺癌に対しては分子標的薬が治療として用いられている。分子

標的薬としては 2014 年に sorafenib が根治切除不能な分化型甲状腺癌に対して、2015 年

に lenvatinib が根治切除不能な甲状腺癌に対して本邦で承認された。両分子標的薬の作用

機序としては、RET、vascular endothelial growth factor (VEGF)、platelet-derived 

growth factor (PDGF) などのチロシンキナーゼ型受容体と、その下流の MAPK 経路を

阻害することにより、腫瘍の細胞増殖や血管新生を抑制する [15-20]。 
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第2章 目的 

 

 本研究では、分化型甲状腺癌細胞株において、sorafenib によって MAPK 経路を抑制し

た場合と、forskolinによって cAMP経路の活性化した場合の細胞増殖の抑制作用と、その

作用機序の違いを解析し、分化型甲状腺癌の細胞増殖におけるMAPK経路と cAMP経路の

関係を明らかにすることを目的とする。 
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第3章 実験方法 

 

3 ― 1  細胞培養 

 本実験は、甲状腺癌について研究を行っている杏林大学医学部 病理学教室で実験を行

い甲状腺細胞株の無償提供を受け実験に用いた。使用した細胞株はいずれもヒト甲状腺分

化型癌由来の細胞株で、乳頭癌由来 (TPC-1、KTC1) と濾胞癌由来 (WRO) を用いた。そ

れぞれの遺伝子背景として、TPC-1 は RET/PTC の再構成、KTC1 と WRO は BRAFV600E

変異を有している [21, 22]。細胞培養液は TPC-1、KTC1については Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を、WRO については

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) に 10% fetal bovine serum (FBS) 

(Hyclone, Logan, UT, USA) および抗菌薬:50 U/ml penicillin と 100 μg/ml streptomycin 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を添加したものを用いた。培養条件は 37 ℃、5 % 

二酸化炭素の条件下で培養を行った。 

 

3 ― 2  細胞増殖分析 

 細胞増殖分析を行うために、甲状腺細胞株をそれぞれの細胞株に応じて 1.5 × 103 個/well

を 96 well プレートに播種した。細胞が培養面に接着しているのを確認できた、播種後 4 

～ 5 時間の時点で sorafenib (Chem Scene, NJ, USA) および Forskolin (Wako Pure 

Chemical Industries, Osaka, Japan) を添加し、5% FBS の状態で 24、48、72、96 時間

培養した [11]。細胞増殖分析は、細胞内脱水素酵素を還元するテトラゾリム塩 (WST-8) に

よって水溶性のホルマザンを生成させその吸光度を測定し分析を行った (Cell counting kit 

8; Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan) [23-25]。このWST – 8を添加した 1時間後

にマイクロプレートリーダー  (Bio-Rad Model 680 Microplate Reader; Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA) で 450 nmの吸光度を測定した。 
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 3 次元培養については、TPC-1、KTC1、WRO の各細胞株を培養面にタンパク低吸着コ

ート処理された 96 well のスフェロイド形成培養皿 (EZSPHERE SP microplate 96well, 

4860-900SP; AGC Techno Glass, Shizuoka, Japan) に 4 × 103 個/ wellで播種し、DMEM 

あるいは RPMI-1640 に 10% FBS および抗菌薬 :50 U/ml penicillin と 100 μg/ml 

streptomycin を添加したもので培養を行った。しかし、TPC-1、KTC1 に関しては比較的

細胞増殖が緩徐であったためか 96 時間の時点でスフェロイドの形成が不十分であった (図 

2 A, B)。そのため、WROのみ 3次元培養下での細胞増殖実験を行った。 

 WRO をスフェロイド形成培養皿に播種し、6 時間後に 10 µM sorafenib 群、10µ M 

forskolin群、10 µM sorafenib + 10µ M forskolin群にわけそれぞれの薬剤を添加した。96 

時間後にWST – 8によって細胞増殖の分析を行い、DMSO群 (コントロール群) と比較し

た。培養細胞の顕微鏡写真については、IX71 (Olympus, Tokyo, Japan) を用い撮影し、画

像処理は cellSens Standard 1.3 (Olympus, Tokyo, Japan) で行った。 

 

3 ― 3  ウェスタンブロット 

 TPC-1、 KTC1、 WROを 200 × 103個/ wellを 6well プレートに播種し、細胞が培養

面に接着しているのを確認できた、播種後 4 ～ 5 時間の時点で sorafenib (Chem Scene, 

NJ, USA) および forskolin (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) を添加し、

5% FBS の状態で 30 分間もしくは 24 時間培養した。その後、培養細胞を Phosphate 

buffered saline (PBS) で洗浄し、Lysis buffer [50mM Tris/HCl (pH6.8) , 150mM NaCl, 

1% Triton-X100, Phos Stop (Roche, Mannheim, Germany) , cOmplete ULTRA tablets 

EDTA-free (Roche) ]を添加し、スクレーパーで細胞を剥離後、超音波破砕装置 (U50 control, 

IKA labortechnik, Osaka, Japan) を用いて細胞の sonication によってタンパクを抽出し

た。 

タンパク量は 5 µg とし、その 6分の 1量のサンプルバッファー (Sample Buffer Solution 
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with Reducing Reagent (6x) for S-PAGE：pH6.8, 0.375 M-Tris-HCl, 0.03 (w/v) %-BPB, 

glycerin, Nacalai tesque, Kyoto, Japan) を添加し、ホットバス  (MG-1200, TOKYO 

RIKAKIKAI, Tokyo, Japan) で 95 ℃ 5分間加熱しサンプル調整を行った。 

 電気泳動の分離用ゲルは 1M-Tris-HCl (pH=8.8)、30 (w/v) % acrylamide、10 (w/v) % 

Sodium dodecyl sulfate (SDS)、10 (w/v) % ammonium persulfate solution、N,N,N',N'-テ

トラメチルエタン-1,2-ジアミン (TEMED) を混合し、8%および 12 %の分離用ゲルを作成

した。濃縮用ゲルは 0.5 M-Tris-HCl (pH=6.5)、30 (w/v) % acrylamide、10 (w/v) % SDS、

10 (w/v) % ammonium persulfate solution、TEMEDを混合し作成した。 

 泳動用バッファーはRunning Buffer Solution (10x) for PAGE (0.25mol/l-Tris, 1.92mol/l- 

glycerin, Nacalai tesque, Kyoto, Japan) を用いて、ゲルにサンプルを添加し、電気泳動を

行った。電気泳動用電源装置 (PowerPacTM Basic, Bio-Rad, CA, USA) を用いて濃縮用ゲ

ルに対しては 50 Vで約 40分、分離用ゲルに対しては 100 Vで約 90分電気泳動を行った。 

 転写はセミドライブロッティング法で行った。 メンブレンはニトロセルロースメンブレ

ン (Amersham Protran 0.2 um NC, 10600001; GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, 

PA, USA) およびメタノールで親水化した polyvinylidene difluoride (PVDF) メンブレン 

(PALL, East Hills, NY, USA) を用いた。転写バッファーは、AquaBlot™ 10×High 

Efficiency Transfer Buffer (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) を用いた。

転写装置 (TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER CELL, Bio-Rad, CA, USA) に転写

バッファーで振盪させた濾紙、メンブレン、ゲル、濾紙の順に重ねた。メンブレンの面積あ

たり 2 mA/ cm2 の定電流下で 75分間通電した。転写後、メンブレンを 5%あるいは 10 % 

スキムミルクで 30 分間、常温で振盪し、ブロッキングを行った。ブロッキング後に洗浄液 

(1% Tween 20, Tris Buffered Saline) で 10分間 ×3回、常温で振盪しメンブレンの洗浄を

行った。希釈した一次抗体にメンブレンを浸し、4 ℃で一晩反応させた。使用した抗体およ

び 希 釈 倍 率 は 以 下 の と お り で あ る 。 anti-phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) 
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(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XP Rabbit monoclonal antibody (1000 倍希釈 ; Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA, USA) 、  anti-ERK1 (K-23) rabbit polyclonal 

antibodies (sc-94, 1000倍希釈; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)、 anti-

cyclin D1 rabbit monoclonal antibodies ( 413531, 1:200, NICHIREI BIOSCIENCES, 

Tokyo, Japan)、 anti-phospho-AKT (Ser 473) (D9E) XP rabbit monoclonal antibodies 

(9271, 2000倍希釈; Cell Signaling Technology)、 anti-AKT antibodies (9272, 1000 倍希

釈; Cell Signaling Technology)、anti-CDK4 (D9G3E) rabbit monoclonal antibodies (12790, 

1000倍希釈; Cell Signaling Technology)、 anti-phospho-human retinoblastoma protein 

(RB) (T826) (EPR5351) rabbit monoclonal antibody (ab133446, 2000 倍希釈; Abcam, 

Cambridge, MA, USA)、 anti-RB mouse monoclonal antibodies (554136, 250 倍希釈; BD 

Pharmingen, San Diego, CA, USA)、 mouse monoclonal anti-β-actin (3000 倍希釈; 

Sigma-Aldrich) 一次抗体反応後、洗浄液で 10 分間 ×3 回、常温で振盪しメンブレンの洗

浄を行い、二次抗体 (anti-rabbit IgG, HRP-linked whole Ab [from sheep] および anti-

mouse IgG, HRP-linked whole Ab [from sheep] , 5000 倍希釈 ; GE Healthcare Life 

Sciences, Pittsburgh, PA, USA) に 1時間、常温で振盪させ、反応させた。メンブレンを洗

浄液で 10分間 ×3回、常温で振盪し洗浄した後に、化学発光液 (Western Lightning Plus-

ECL; Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA) と反応させ、ImageQuant LAS-4000 mini 

imaging system (GE Healthcare Life Sciences) によってバンドを検出した。 

 

3―4  フローサイトメトリー 

 細胞周期解析のために 200 × 103個/ wellを 6wellプレートに播種し、4時間培養した。

培養細胞に 10 µM sorafenib (Chem Scene, NJ, USA) および 10 µM forskolin (Wako Pure 

Chemical Industries, Osaka, Japan) を添加し、5% FBS の状態で 96 時間培養した。そ

の後、氷冷した 70% エタノールで固定し、RNase Aおよび propidium iodine (Muse Cell 
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Cycle Kit, MCH100106; Merck Millipore, Frankfurter Strabe, Darmstadt, Germany) で

室温遮光化 30分間処理した。その後、細胞周期解析を行うためにMuse Cell Cycle Analyzer 

(Merck Millipore, Frankfurter Strabe, Darmstadt, Germany) を用いた。  

 

3 ―5 統計学的手法 

 細胞増殖分析については、それぞれの薬剤処理を 3 - 4wellずつ行い、これらのデータの

平均値 ± 標準偏差でグラフ化した。統計学的解析手法は two-way ANOVAを用い、p値が

0.05 未満を統計学的有意差ありとした。統計解析ソフトとして GraphPad Prism 6 

(GraphPad Software, CA, USA) を使用した。 
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第4章 結果   

 

4 ― 1  甲状腺癌細胞株に対する sorafenib と forskolin の効果 

Sorafenib 単独、forskolin 単独と両者の併用による細胞増殖抑制効果を経時的に比較し

た。TPC-1、KTC1、WROを 96 wellプレートに播種し、10 µM sorafenib単独群、10µ M 

forskolin単独群、10 µM sorafenib + 10µ M forskolin併用群にわけ、24、48、72、96 時

間後にWST – 8によって細胞増殖の分析を行い、DMSO群 (コントロール群) と比較した 

(図 3)。TPC-1、WROについては 72時間後から、KTC1については 96時間後には有意に

コントロール群よりも薬剤処理した群の細胞増殖抑制がみられた。結果として、いずれの細

胞株でも 72時間後から 10 µM sorafenib群と比較して、10 µM sorafenib + 10µ M forskolin

群および 10µ M forskolin群で細胞増殖の低下がみられた。ただし、10 µM sorafenib + 10µ 

M forskolin群と 10µ M forskolin群との間には有意差がみられなかった。 

 

4 ― 2  3次元培養での sorafenibと cAMP 活性化剤の効果 

 Sorafenib、forskolinの細胞増殖抑制効果に関して、2次元培養よりも生体内反応を反映

するとされる 3次元培養プレートを用いて実験を行った [26-28]。WRO のみが 3次元培養

プレートにてスフェロイド形成を示し、TPC-1 と KTC1 は増殖が遅くスフェロイド形成を

示さなかった。よって、WRO のみで 2次元培養下と同様に sorafenib、forskolinの単独と

両者の併用の細胞増殖抑制効果を比較検討した (図 4)。10µ M sorafenib 単独処理はコン

トロールの DMSOに比較し増殖抑制がみられたが、有意差はなかった (P>＝0.05)。コント

ロールと 10µ M sorafenib単独に比較して 10µ M forskolin単独と 10µ M sorafenib ＋ 10µ 

M forskolin併用は有意に増殖抑制がみられ、10µ M forskolin単独と 10µ M sorafenib ＋ 

10µ M forskolin 併用の順に高度であった。また、有意ではないが、併用群の抑制作用は

sorafenib単独と forskolin単独の作用の相和相当であった。 
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4 ― 3  Sorafenibおよび cAMP経路活性化による増殖シグナル伝達系への影響 

Sorafenib および forskolin が増殖シグナル伝達系に及ぼす影響をウェスタンブロットで

分析した (図 5)。TPC-1、KTC1、WRO では増殖シグナル伝達系の MAPK 経路の ERK

の活性化活性化されていることが、抗リン酸化 ERK 1/2 抗体を用いて確認された。

Sorafenib、forskolinによるMAPK経路への影響を分析した。Sorafenib、forskolinを各

細胞株に添加し、30分後にタンパク抽出を行い、ウェスタンブロットを行った結果、TPC-

1、KTC1、WROいずれの細胞株でも 10 µM sorafenib単独あるいは 10 µM sorafenib + 

10 µM forskolin 併用では ERK のリン酸化が抑制されたが、10 µM forskolin 単独では

ERKのリン酸化の抑制は起こらなかった。 

 

 

4 ― 4  Sorafenibおよび forskolinによる G1チェックポイントへの影響 

 Sorafenibおよび forskolinが細胞周期に及ぼす影響を検討するため、G1チェックポイン

トに関わる分子のウェスタンブロットによって解析した。Sorafenib、 forskolin を各細胞

株に添加し、24時間後にタンパク抽出を行い、cyclin D1、CDK4、RBの発現をウェスタン

ブロットで分析した (図 6)。その結果、cyclin D1は TPC-1とWROでは、forskolin単独

および sorafenib と forskolin の併用で低下を認めたが、sorafenib 単独では低下しなかっ

た。 

KTC-1については、forskolin単独では cyclin D1の低下はみられなかったが、sorafenibと

forskolinの併用では TPC-1, WROと同様に発現低下が見られた。 

一方で、p-RB (KTC1 と WRO において) および CDK4 に関しては sorafenib 単独と

forskolinの併用で発現の低下がみられたが、forskolin単独では明らかな発現低下はみられ

なかった。 
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4 ― 5  Sorafenibおよび forskolinによる細胞周期への影響 

 Sorafenib および forskolin による細胞周期への影響を解析するためにフローサイトメト

リーを用いた。その結果、3 つの細胞株においていずれも sorafenib および forskolin によ

る細胞周期への影響にバリエーションがみられた (図 7) が、sorafenib は S 期の割合を増

加させる傾向があり、一方で forskolinは G2/M期の割合を増加させる傾向がみられた。 
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第5章 考察 

 

 今回対象とした 3 種の細胞株 TPC-1、KTC1、WRO は、すべて分化型甲状腺癌に由来

し、背景の遺伝子異常として RET/PTC再構成もしくは、BRAF V600E変異を有している [1, 

2]。これらの遺伝子異常によって、細胞増殖に関わる主要な細胞内シグナル伝達系である

MAPK 経路が常に活性化されていると考えられる。実際に 3 種の分化型甲状腺癌培養細胞

のMAPK経路が活性化されていることを、リン酸化 ERK1/2の発現として確認した。 

Sorafenib は RET などのチロシンキナーゼ型受容体と、その下流の MAPK 経路を阻害

する分子標的薬で、腫瘍の細胞増殖や血管新生を抑制するとされる [15, 16]。本研究で用い

た 3 種の細胞で sorafenib は、forskorin との併用の有無にかかわらず、リン酸化 ERK1/2

を減少させ、MAPK 経路を抑制した。しかし、sorafenib による細胞増殖抑制は forskolin

に比較して弱かった (図 3)。このことから分化型甲状腺癌細胞株の増殖に対してMAPK経

路が主たる増殖経路ではない可能性が示唆された。 

一方で、アデニル酸シクラーゼ活性化剤である forskolin は 3 つの分化型甲状腺癌細胞

株で有意な増殖抑制がみられた。Forskolinはジテルペンの一種で、アデニル酸シクラーゼ

を活性化する [29]。それにより ATPから環状 AMP (cAMP) が作られ細胞内 cAMP濃度が

上昇、引き続き cAMP により活性化された蛋白質キナーゼ (PKA) が特定のタンパク質を

リン酸化する。Sorafenibと forskolinの増殖抑制作用の経時的な比較解析により、forskolin

の抑制作用は TPC-1、KTC1、WROのいずれにも有意で、sorafenibに比べ高度であった。

また、生体内は培養環境下と状況が違う可能性があるが、生体内での環境を反映する 3 次

元培養が可能であった WRO で、forskolin の細胞増殖抑制は sorafenib よりも高度であっ

た。また、有意ではないが sorafenib と forskolin の併用が forskolin 単独より高度であっ

た。Forskolinにより ERKのリン酸化はいずれの細胞株でも抑制されたことから、forskolin

の細胞増殖抑制は MAPK 経路とは独立していると考えられた。以上のことから sorafenib
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と forskolinが分化型甲状腺癌細胞株の増殖抑制に対して相加的に作用しており、それぞれ

の作用機序は違うと推測される。 

本実験で、細胞周期に対しても sorafenibと forskolinは別々の機序で影響していること

を示した。Forskolin は cyclin D1 の発現を抑制したが、sorafenib は CDK4 と p-RB の発

現を抑制した。細胞周期解析においては、sorafenibは S期の割合を増加させ、forskolinは

G2/M期の割合を増加させる傾向がみられた。 

今回の実験から、TSH受容体以下に存在するアデニル酸シクラーゼの活性化は分化型甲

状腺癌においては、機序は明らかではないものの増殖抑制が起こることから、正常な濾胞上

皮細胞に発現しているアデニル酸シクラーゼとは異なる可能性が考えられた。これは発現

しているアイソフォームの違いが推測されることから今後臨床検体も含めて、甲状腺癌で

発現しているアデニル酸シクラーゼのアイソフォームについて検討する必要がある。また、

アデニル酸シクラーゼ活性化剤は分子標的薬との相加的な効果が期待できることから、現

在行われているTSH抑制療法の必要性に関しても今後検討していく必要があると考えられ

る。 
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第6章 結論 

 MAP キナーゼ経路が活性化されている高分化型甲状腺癌の培養細胞において、MAP キ

ナーゼ経路を阻害する sorafenibよりアデニル酸シクラーゼを活性化する forskolinの方が、

強力な細胞増殖抑制作用を示した。その作用機序には、MAPキナーゼ経路の抑制とは別の

経路が関与していると考えられる。cAMP 経路の活性化は分化型甲状腺癌の細胞増殖抑制

に重要であると考えられる。 
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図 2 

A                                  B 

  

C 

 

3次元培養下での甲状腺癌細胞株の顕微鏡写真 

(A) TPC-1 96時間、 (B) KTC1 7日間、 (C) WRO 96時間の 3次元培養下での顕微鏡写

真。スケールバーは 500 µm を示す。WROのみスフェロイド形成が良好であった。 
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図 3 

A 

B 

 

C 

Sorafenib、forskolinの甲状腺癌細胞に対する効果 

(A) TPC-1、 (B) KTC1、 (C) WROに対して 10 µM sorafenib、10 µM forskolinおよび

10 µM sorafenib+10 µM forskolinで処理し、24、48、72、96時間後にWST-8による

増殖分析を行った。*はコントロールと、**は 10 µM sorafenibと比較して有意に細胞増

殖抑制が起こっていることを示している (p<0.05、Two-way ANOVA)。 
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図 4 

A                                  B 

   

C                                  D 

   

E 

3次元培養下での sorafenib、forskolinの効果 

 (A-D) WRO 96時間の 3次元培養下での顕微鏡写真。スケールバーは 500 µm を示す。 

(A) DMSO、 (B) 10 µM sorafenib、 (C) 10 µM forskolin、 (D) 10 µM sorafenib + 10 

µM forskolin 処理を行い 96時間後にWST-8による細胞増殖分析を行った (E)。**はコン

トロールおよび 10 µM sorafenibと比較して有意に細胞増殖抑制が起こっていることを示

している (p<0.05、Two-way ANOVA)。 
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図 5 

 

Sorafenibおよび forskolinの腫瘍増殖シグナルへの影響 

TPC-1、KTC1、WROに対して sorafenibおよび forskolinを処理して 30分後にタンパク

抽出を行いウェスタンブロットによる ERK1/2および AKTのリン酸化について分析を行

った。β-アクチンをコントロールとした。TPC-1、KTC1、WROで sorafenibによって

p-ERK の発現低下を認めた。 しかし、p-AKTに関しては KTC1を除いて sorafenibによ

る発現抑制はみられなかった。 
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図 6 

 

Sorafenibおよび forskolinの G1チェックポイントへの影響 

TPC-1、KTC1、WROに対して sorafenibおよび forskolinを処理して 24時間後にタンパ

ク抽出を行いウェスタンブロットによる G1チェックポイント分子である cyclin D1、

CDK4、p-RBの発現について分析を行った。β-アクチンをコントロールとした。TPC-

1、WROで forskolinにより cyclin D1 の発現低下を認めた。 また、KTC1では

forskolin単独では cyclin D1の発現低下はなかったものの、sorafenibとの併用では発現

低下を認めた。一方で、sorafenibによって CDK4および p-RBの発現低下がみられた。 
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図 7A 
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図 7B 
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図 ７C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sorafenibおよび forskolinの細胞周期への影響 

TPC-1、KTC1、WROに対して sorafenibおよび forskolinを処理して 96時間後にフロー

サイトメトリーによる細胞周期解析を行った。sorafenibによって S期の割合が増加する

傾向がみられた。また、forskolinによって G2/M期の割合が増加する傾向がみられた。 
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