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研究成果の概要： 
乳頭癌と未分化癌混在例について、RET 遺伝子の再構成と BRAF 遺伝子の突然変異を解析した。

その結果、乳頭癌成分、未分化癌成分とも RET 遺伝子再構成は無く、BRAF 遺伝子は両成分で 40％

以上が検出された。さらに、2例では、BRAF 遺伝子の突然変異は、乳頭癌成分にのみ認められ

た。以上より、RET 遺伝子再構成、とくに RET/PTC1 は乳頭癌から未分化癌へのプログレッショ

ンにはほとんど関係せず、BRAF 遺伝子の突然変異がプログレッションに重要な役割をもつ可能

性が示唆された。 
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１． 研究開始当初の背景 
甲状腺から発生する癌では、分化癌（乳頭癌、
濾胞癌）は発育が遅く、予後が良好で、未分
化癌は発育が急速で、予後も不良である。甲
状腺未分化癌は、乳頭癌や濾胞癌から発生す
るというプログレッションの機構（未分化転
化 dedifferentiation）が知られている。し
かしながら、現在まで、甲状腺の分化癌から
低分化癌、未分化癌へのプログレッションに
おける遺伝子背景については不分明で、また
その形態的なクライテリアも十分に確立さ

れていない。そこで、甲状腺癌のプログレッ
ションの形態的な客観性を確立する目的で、
イタリアのトリノでコンセンサスミーティ
ングに参加し、甲状腺低分化癌の病理学的ク
ライテリアについてまとめた（VOLANTE et al. 
Am J Surg Pathol 31, 2007）。一方、甲状腺
癌の遺伝子背景については、昨年までの実績
を踏まえて、B-Raf 蛋白の発現との関係を免
疫組織化学的に検討したところ、甲状腺癌で
は B-Raf蛋白の発現が更新していることが証
明された(Kondo et al. Hum Pathol 38, 2007)。
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さらに現在は甲状腺未分化癌での B-Raf遺伝
子やＲＥＴ遺伝子の発現について検討して
おり、ＲＥＴ遺伝子は甲状腺癌のプログレッ
ションに関与する可能性は少なく、B-Raf 遺
伝子の関係が重要であることが考えられた
（Nakazawa et al. Virchows Arch in 
publishment）。 
 
２．研究の目的 
甲状腺未分化癌は最も予後の悪い甲状腺癌
で、現在までその治療法は確立されていない。 
我々は甲状腺癌の遺伝子変異と知られる BRF
遺伝子の点突然変異と RET遺伝子の再構成に
ついて検討することにした。 
 RET 遺伝子の再構成は乳頭癌で高率に出る
ことが知られており、RET/PTC1 は RET 遺伝子
の tyrosine domein と H4が融合する。一方、
RET/PTC3 は RET 遺伝子の tyrosine domein が
ELE-1 と融合する。 

7 番染色体短腕 24 にある BRAF 遺伝子の点
突然変異はcodon 600のvaline をglutamate
に変異させる。BRAF 遺伝子の点突然変異は甲
状腺乳頭癌や未分化癌では高い検出率で、他
の組織型の甲状腺腫瘍ではほとんど見つか
らない。 

甲状腺未分化癌は乳頭癌や濾胞癌からの
プログレッションで発生することが知られ
ているが、現在まで同一症例で乳頭癌と未分
化癌の遺伝子は背景を検討した研究は無い。
そこで、われわれは、甲状腺腫瘍のプログレ
ッション（未分化癌転化）の機構を解明する
ために、同一症例で乳頭癌成分と未分化癌成
分において、BRAF 遺伝子、RET 遺伝子を検討
することにした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 甲状腺癌 47 例の手術材料と 2 例の生検
組織を用いた。これらの症例は、山梨大学医
学部附属病院および東京女子医科大学病院
の病理入るから集めた。その内わけは、未分
化癌と乳頭癌の混在例が 7例、未分化癌のみ
が 14 例、乳頭癌のみが 28 例であった。これ
らの組織診断は、WHO 分類によった。腫瘍の
診断は著者のうち 2 名の病理医が担当した。 

 
(2) マイクロダイゼクションとフォルマリ
ン固定、パラフィン包埋切片からの核酸
（RNA,DNA）の抽出。 
10 ミクロン厚のホルマリン固定パラフィン
切片 5枚から注射針を用いて腫瘍部だけを切
り出し、核酸を抽出した。Sampling の問題を
避けるために、壊死の無い部分を選択した。
ISOGENE PB Kit (NIPPON GENE CO, LTD, Toyama, 
Japan)により、型のごとく RNA を抽出した。
さらに、切片の一部は、2mg/ml の proteinase 
K を含む 50μ l の lysis buffer (10mM 

Tris-HCL, 1mM EDTA, pH8.0) に容れ、55℃、
24 時間浸漬し、DNA を抽出した。 
 

(3) RT-PCR：抽出された RNA を用いて、
RET/PTC1 と RET/PTC3 に対応するプライマー
で PCR 法により解析した。 
 
(4) Direct sequence 法 RT-PCR 法検出され
た RET/PTC1 と RET/PTC3 の PCR 産物（バンド）
を 精 製 し 、 Big Dye Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied 
Biosystems Division, Foster City, CA)に
よって、直接シークエンス法でその塩基配列
を分析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 乳頭癌、未分化癌混在例（7例）におけ
る RET 遺伝子再構成と BRAF 遺伝子突然変異： 
乳頭癌、未分化癌混在例の乳頭癌成分と未分
化癌成分をそれぞれ別々に採取して、RET 遺
伝子再構成と BRAF 遺伝子突然変異を検討し
た。 
RET/PTC1 は 7 例とも、いずれの成分にも検出
できなかった。一方、RET/PTC3は1例のみで、
乳頭癌成分と未分化癌成分の両方に証明す
ることができた。 
BRAF遺伝子突然変異は7例中3例で両方の成
分に陽性になった。2例では両成分と陰性だ
った。興味あるのは、残りの 2例では、乳頭
癌成分のみが BRAF遺伝子突然変異が陽性で、
未分化癌成分は陰性だった。すなわち、BRAF
遺伝子突然変異に乳頭癌成分と未分化癌成
分で解離が認められた。 
 
(2) 未分化癌単独例（14 例）と乳頭癌単独例
（28 例）における RET 遺伝子再構成と BRAF
遺伝子突然変異： 
RT-PCR 法で検索すると、RET/PTC1 は乳頭癌
28 例中 3例で陽性になり（10.7%）、未分化癌
14 例はいずれも陰性だった。 
PCR 法での BRAF 遺伝子突然変異(thymine to 
adenine missense mutation in nucleotide 
1799 in the BRAF gene)は、未分化癌 14 例
中 3例（21.4％）で陽性になったが、乳頭癌
での出現率は 82.1％を示した。 
上記の結果は直接シークエンス法で、その塩
基配列を確認した。 
 
 
現在まで、乳頭癌、未分化癌混在例
（composite tumor）を用いた遺伝子背景の
検討は無い。我々は 7例の混在例と単独例（未
分化癌 14 例、乳頭癌 28 例）を用いて、RET
遺伝子の再構成（RET/PTC-1, RET/PTC3）と
BRAF 遺伝子突然変異について検討した。単独



 

 

例での RET 遺伝子再構成の頻度、BRAF 遺伝子
突然変異の頻度も以前の報告とそれほど差
が無かった。一方、混在例では、未分化癌成
分に BRAF 遺伝子が、乳頭癌成分ととともに
検出されたことは興味深い。さらに 2例では
乳頭癌成分のみに BRAF 遺伝子の突然変異が
認められ、未分化癌成分は陰性という解離を
生じたことは、未分化癌の発生を考える上で
興味深い所見を提供したと考えられた。
Vasko V. et al.は原発巣の乳頭癌では BRAF
遺伝子の突然変異が認められたが、リンパ節
転移巣の腫瘍では陰性であったことを報告
している。もしも未分化癌が乳頭癌から発生
するとするならば、BRAF 遺伝子突然変異の無
い乳頭癌細胞に BRAF 遺伝子の突然変異が起
こり、未分化癌は BRAF 遺伝子の無い乳頭癌
細胞から転化した可能性が考えられる。 
 
以上の結果から、RET 遺伝子再構成、とくに
RET/PTC1 は乳頭癌から未分化癌へのプログ
レッションにはほとんど関係しない
（RET/PTC3 の関与は否定できない）。BRAF 遺
伝子の突然変異は乳頭癌から未分化癌への
プログレッションに重要な役割をもつ可能
性が示唆された。さらに、BRAF 遺伝子突然変
異において、同一症例で乳頭癌成分と未分化
癌成分での解離の説明は難しいが、腫瘍のプ
ログレッションを考える上で重要である可
能性が想定された。 
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