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研究成果の概要：甲状腺乳頭癌（PTC）のクローナリティを、X 染色体上の HUMARA 遺伝子の不

活性化を指標として解析したところ、多くの PTC は単クローン性であったが、多クローン性の

PTC も存在した。次に、BRAF 変異とその周囲の遺伝子多型部位を指標として用いたところ、驚

くべき事に、単クローン性、多クローン性の両方の腫瘍に、片アレルのみ、もしくは両アレル

に変異 BRAF が見つかった（ただし、ホモ接合性ではない）。BRAF 変異はおそらくヘテロ接合性、

片アレルに生じるが、腫瘍の進展に伴い、相同染色体組換えの様なメカニズムにより、別のア

レルに移る可能性が示唆された。また、単一の腫瘍といえども、複数の細胞に遺伝子変異が生

じた多クローン性の起源を持つものもあると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 一般的に、悪性腫瘍は一つの細胞を起源
として発生するという考えが受け入れられ
ていると言えるが、確固とした証拠がある訳
ではない。多くの研究は X 染色体における
HUMARA 遺伝子の不活性化を使った検討を行
っているが、技術的な制限がある事も事実で
ある。 
 
(2) BRAF 遺伝子変異は成人の甲状腺乳頭癌

(PTC)において、最も頻度が高い(40%)遺伝子
異常である事が分かっており、予後不良との
関連が報告されている。しかしながら、BRAF
変異を持つすべての PTCの悪性度が高い訳で
はなく、またある程度の頻度で微少癌にもこ
の変異は発見されている。つまり、BRAF 変異
の有無だけではない、何か他のメカニズムが
PTC の悪性度と関連している可能性が考えら
れる。 
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２．研究の目的 
 
 BRAF 遺伝子は、変異の hot spot であるエ
クソン 15 の周囲に 2 つの遺伝子多型部位が
あり、これは腫瘍のクローナリティを判断す
る上で、有用な分子マーカーとして使う事が
出来る事を発見した。さらに mRNA レベルで
も、エクソン 7 とエクソン 16 に遺伝子多型
部位があり、この部位も使用する事が出来る
(下図参照)。 
 

これらの遺伝子多型部位を使って、本研究で
は以下の事柄を明らかにする目的を設定し
た。 
 
(1) BRAF 変異、X染色体不活性化を指標とし
て、PTC が単クローン性か多クローン性かを
判定する。この際、複数の異なる組織パター
ン(亜型)を含む PTC 標本を用いる。 
(2) 生細胞のソーティング技術を使用して、
個々の細胞レベルでの発現している BRAF の
アレルを確認する。 
(3) (2)において、野生型のアレルと変異し
たアレル間で mRNA の発現レベルに差異があ
るのかどうかを検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) PCR を用いた BRAF 変異の解析 

a. 遺伝子多型部位と BRAF 変異の hot 
spot を含む領域を PCR で増幅する 

b. PCR 産物を TA ベクターにクローニン
グする。 

c. 多数のクローンのシークエンス解析
を行う。これにより、BRAF 変異が生じ
たアレルを確認する。 

(2) マイクロダイセクション 
複数の異なった組織パターンを持つ（乳
頭状パターン、濾胞状パターンなど）凍
結 PTC 組織から、それぞれの部位を顕微
鏡下で切り出し、DNA、RNA 抽出を行った。 

(3) 単一細胞ソーティング 
FACS Vantage SE と CloneCyt オプション
を用い、単一の細胞を 96 ウェルプレー
トのそれぞれのウェルに分注した。 

(4) 単一細胞からの semi-nested RT-PCR 
左図の如く、
エクソン 15
にある BRAF
の hot spot 
(T1799A) 、
エクソン 16
の遺伝子多
型部位を含
むプライマ
ーを設定し、
semi-neste

d RT-PCR を施行した。PCR 産物はクロー
ニングし、各々のシークエンス解析を行
った。 

(5) HUMARA遺伝子を用いたX染色体不活性化
の解析 
DNA のメチル化特異的な切断酵素である
HhaI による処理と、FAM 標識したプライ
マーを用いた PCR 増幅を施行し、PCR 産
物は、ABI Prism 3100 DNA Analyzer と
GeneScan 3.1.2ソフトウエアにて解析し
た。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 複数の異なる組織パターン（乳頭性パタ
ーンや濾胞性パターン）から成る 34 の女性
甲状腺乳頭癌凍結切片より、それぞれのパタ
ーン部位をマイクロダイセクションにより
単離し、遺伝子学的解析を行った(下図参照)。 
 
 

      Before               After 
 
BRAF変異陽性率は非常に高く（30/34, 88.2%）、
これはおそらく患者が比較的高齢（平均 51.3
歳）であったためと考えられた。BRAF 変異陽
性であった 30 例のうち、全ての組織パター
ンで BRAF 変異が陽性であったものが 27 例
（90%）、2例では濾胞性パターン部位に、残
りの 1例には乳頭性パターン部位には変異が
認められなかった。 
 
(2) X 染色体における HUMARA 遺伝子不活性化
の検討の結果、HUMARA 部位がヘテロ接合であ
り、解析に有用なのは 32 例であった。その
うち、25 例、78.1%は単クローン性、7 例、
21.9%が多クローン性であると判断された。 
 

follicular 

papillary 



 

 

(3) BRAF 変異と腫瘍クローナリティの関連 
すべての組織パターン部位に BRAF 変異を認
めた 25 例のうち、20 例、80%は単クローン性
であった。残りの多クローン性の腫瘍では、
以下の様に複雑なパターンが確認された。 
1 例はそれぞれのパターン部位は単クローン
性であったが、部位によって不活化された X
染色体が異なっていた。2例はそれぞれのパ
ターン部位が多クローン性であり、残りの 2
例は、一つの部位が単クローン性で、別の部
位は多クローン性であった。 
パターン部位によって BRAF 変異の有無が異
なっていた 3例に関しては、2例が単クロー
ン性、1例が多クローン性であった。 
 
(4) BRAF 変異を持つ PTC において、BRAF 変
異が対立遺伝子のどちらで起こったかを解
析した。前述の様に 1921 A/G の遺伝子多型
を持つ PTC は、29 例中 6 例であり、この 6例
は、いずれも乳頭状パターン部位と濾胞状パ
ターン部位から成っていた。X染色体の不活
性化の状態によると、6例中 4例が単クロー
ン性、2例が多クローン性であった。単クロ
ーン性の 4例中、1例は BRAF 変異が同じアレ
ル上のみに見られた。別の 1 例は、乳頭状パ
ターン部位には同じアレル上に BRAF 変異が
見られたが、濾胞状パターン部位には両アレ
ルに変異が見られた。残りの 2例では、両パ
ターン部位で両方のアレルに変異が見つか
った。 
 
(6) 単一細胞ソーティングからの RT-PCR 
 BRAF 変異を持った甲状腺癌細胞株（ARO、
KTC-1）と甲状腺癌や正常甲状腺組織からの
初代培養細胞を用い、single cell sorting
からの RT-PCR を施行した。甲状腺組織は、
あらかじめ BRAF 変異の有無と遺伝子多型を
確認した。また、甲状腺組織中に存在する甲
状腺濾胞細胞以外の細胞（間質細胞や C細胞）
は、TSH レセプターや KRT7 に対する RT-PCR
を行う事によって判別した。 
 KTC-1 細胞は BRAF 遺伝子のエクソン 16 に
1921 A/G 多型を持ち、アレル間の判別が可能
であった。異なった 7パターンの発現様式が
見られ、それには野生型 BRAF、変異 BRAF 共
に片アレルのみの発現と両アレルからの発
現が含まれていた。次に、甲状腺乳頭癌とバ
セドウ病甲状腺組織からの初代培養細胞に
ついて検討した。検討した甲状腺乳頭癌組織
では、エクソン 16 に遺伝子多型が見られず
アレル間の発現が比較出来なかった。しかし
ながら、野生型 BRAF のみの発現、変異 BRAF
のみの発現、そして両方の BRAF の発現と 3
パターンが観察された。変異 BRAF を持つ乳
頭癌では、常に変異 BRAF の発現が優勢であ
った。初代培養甲状腺細胞でも、片方のアレ
ルのみ発現している細胞、両方のアレルが発

現している細胞が見られた。 
 
(7) まとめ 
X 染色体の不活性化は腫瘍形成の以前に起こ
る事より、これが多クローン性を示せば、そ
れは確かに異なった細胞から発生したもの
であると言う事が出来る。今回の検討では、
78.1%が単クローン性であることを示唆し、
BRAF 変異を考慮に入れても、すべての組織パ
ターン部位に BRAF 変異を認めた症例の 80%
は単クローン性であった。しかしながら、20%
程度の症例は多クローン性であると考えら
れ、PTC の発生についてさらに詳細な検討が
必要であると考えられた。 
また、単一細胞ソーティングの結果は、さら
に複雑なメカニズムを示唆するものとなっ
た。正常甲状腺細胞と甲状腺癌細胞の両方に
おいて、BRAF の片アレルからのみの発現、も
しくは両アレルからの発現が観察された事
となる。これらの発現パターンの経時的な変
化は考慮されていないため、この点も検討の
必要がある。変異 BRAF を持つ癌組織を一つ
一つの細胞レベルで検討すると、変異 BRAF
のみしか発現していない細胞が見られ、野生
型、変異型の両アレルを発現している細胞で
も、変異型 BRAF が常に優勢であった。この
事は、変異は始め片方のアレルに起こるが、
何らかの遺伝子転移の様なメカニズムによ
り別のアレルにも変異が拡がる可能性が推
察された。このメカニズムが癌の多様性をも
たらしている可能性が考えられた。 
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