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研究成果の概要（和文）：放射線関連成人甲状腺乳頭癌の遺伝子変異に関する特徴を明らかにす

るため、発癌の初期段階に生じる遺伝子変異に焦点を当て解析を行った。被曝線量の増加に伴

い、RET 遺伝子の 3‘部位が別の遺伝子の 5′部位に結合したキメラ遺伝子(RET/PTC 再配列)
を持つ症例の頻度が有意に増加し、他方散発性(放射線被曝のない)成人甲状腺乳頭癌で頻繁に

検出される BRAF 点突然変異を持つ症例は有意に減少することを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：To clarify characteristics of gene alterations in adult-onset 
radiation-associated papillary thyroid cancer, molecular analyses were conducted 
focusing on gene alterations occurring at early stage of carcinogenesis. We found that 
cases having chimera gene (RET/PTC rearrangements) formed by fusion of 3’ region of RET 
gene to 5’ region of other genes significantly increased with increase of exposure dose, 
while cases with BRAF point mutation, which is frequently detected in sporadic 
(non-exposed) adult-onset papillary thyroid cancer, significantly decreased with 
exposure dose. 
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研究分野： 
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 甲状腺癌は放射線被曝に強くに関連し

た癌の一つであり、原爆被爆者でもその
リスクは高いことが見出されている。組

織病理学的にはチェルノブイリ小児甲
状腺癌で見られた充実性甲状腺癌はほ
とんど見られず、日本の一般集団におけ
る甲状腺癌同様、多くは乳頭腺癌であっ
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た。 
(2)  多くの成人甲状腺乳頭癌ではMAPキナ

ーゼシグナル経路の活性化を誘起する
BRAF点突然変異あるいはRET/PTC再配列
のいずれかが見られる。 
 RET 遺伝子の再配列が in vitro およ
び in vivo の X 線照射によりヒト正常甲
状腺細胞に誘導される。 
 チェルノブイリ事故後の小児甲状腺
癌では、潜伏期間が短くかつ充実亜型の
甲状腺乳頭癌に RET/PTC3 再配列が高頻
度で見出されたが、成人の放射線関連甲
状腺癌でのRET/PTC再配列の関与は明確
でない。 
 放射線被曝歴の有無に関わらず、小児
甲状腺癌では BRAF 点突然変異はほとん
ど見られない。 
 一般集団の成人甲状腺乳頭癌では、
BRAF 変異は高頻度に検出されるが、BRAF
変異に対する放射線の影響は成人甲状
腺乳頭癌では明確でない。 
 被爆者を含めた放射線被曝歴のある
成人甲状腺乳頭癌における遺伝的不安
定性は明確にされていない。 

(3) 我々は保存ホルマリン固定・パラフィン
包埋組織より抽出した RNA の効率的な
RT-PCR 増幅法を確立した。放射線関連甲
状腺乳頭発癌の機構をよりよく理解す
るために、原爆被爆者甲状腺乳頭癌の遺
伝子変異を、被曝線量を含む種々の疫学
因子との関連について解析しその特徴
を明らかにする。 

 
２．研究の目的 
(1) MAP キナーゼシグナル経路の活性化に関

連する RET/PTC 再配列、NTRK1 再配列、
BRAF点突然変異およびRAS点突然変異な
どの解析を行い、放射線量および潜伏期
間を含む病理疫学因子との関連を検討
することにより、被爆者甲状腺乳頭癌に
おける遺伝子変異の特徴を明らかにす
る。 

(2) in vitro の照射実験系を用いて放射線関
連甲状腺乳頭発癌における RET/PTC再配
列と変異 BRAF の生物学的役割の違いを
明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 保存ホルマリン固定・パラフィン包埋甲

状腺乳頭癌の組織切片から癌部と非癌
部をレーザーナ・キャプチャー・マイク
ロダイセクションにより切り取った。 

(2) RET と NTRK1 遺伝子の再配列は遺伝子特
異的プライマーを用いた RT-PCR により
解析した。 

(3) 3‘末端のキナーゼ領域の発現が検出さ
れるが既知の再配列型を示さない癌症

例については、改良型の 5’RACE 法を用
いてそのパートナー遺伝子を同定した。 

(4) BRAF および RAS 遺伝子の点突然変異は
PCR 産物の直接塩基配列解析によって調
べた。 

(5) RET/PTC1 あるいは変異 BRAF を組み込ん
だ発現ベクターを作製した。種々のリポ
フェクション試薬を用いて遺伝子導入
を行い、導入効率を検討した。RET/PTC1
発現ベクターを照射あるいは非照射の
マウス甲状腺初代培養細胞にトランス
フェクトし、安定なトラフォーマントを
確立後、トランスフォーマント対する放
射線被曝の影響を、造腫瘍能を指標に調
べる。 

 
４．研究成果 
(1) 解析した被爆者成人甲状腺乳頭癌を次

の 3つのグループに分け、被曝線量との
関連を検討した:染色体再配列(主に
RET/PTC 再配列)を有する甲状腺乳頭癌、 
点突然変異(主に BRAF 点突然変異)を有
する癌および遺伝子変異が未同定、即ち
RET、NTRK1、BRAF および RAS 遺伝子に変
異を持たない癌である。染色体再配列の
グループの相対頻度は被曝線量の増加
に伴い、有意に増加した(コクラン･アミ
テージの検定、P 傾向 < 0.001)(図１)。他
方、点突然変異(主に BRAF 点突然変異)
のグループの相対頻度は被曝線量とと
もに有意に減少した(コクラン･アミテ
ージ検定、P 傾向 < 0.001)。興味あること
に、遺伝子変異が未同定のグループの相
対頻度は被曝線量の増加に伴い、増加す
る傾向が見られた(コクラン･アミテー
ジ検定、P 傾向= 0.08)。放射線関連甲状腺
癌の解析において、被曝の有無だけでな
く、被曝線量と遺伝子変異の頻度との関
連を明らかにしたのはこの研究が初め
てである。これらの知見より高線量被曝
では放射線によって誘発される染色体
再配列、特に RET/PTC 再配列が成人の甲
状腺乳頭発癌において重要な役割を果
たすと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 被曝線量別遺伝子変異の頻度 



 (2) 被曝から発症までの期間の長さに対す
る反応も、これら 3つのグループ間で異
なった。点突然変異を有するグループの
相対頻度は被曝から発症までの期間が
長くなるとともに有意に増加した(コク
ラン･アミテージ検定、P 傾向= 0.004)(図
２)。一方、遺伝子変異が未同定のグル
ープの相対頻度はその期間が長くなる
とともに減少する傾向を示した(コクラ
ン･アミテージ検定、P 傾向= 0.05)。染色
体再配列を持つグループは被曝後 20-25
年にピークを示めした。被曝から発症ま
での期間の長さとその遺伝子変異の頻
度との関係を明らかにしたのは初めて
であり、放射線関連成人甲状腺乳頭発癌 
の機構を理解するのに大いに貢献する
と考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図２ 遺伝子変異の型と被曝から発症

までの期間の長さとの関係 
 
(3) 我々は高線量被曝の甲状腺乳頭癌で新

規の RET 再配列(ACBD5-RET キメラ遺伝
子)を発見した。ACBD5-RET キメラ遺伝子
は他の RET/PTC 再配列と同様に、二量体
を形成し MAP キナーゼ(ERK1,ERK2)のリ
ン酸化を亢進させること、また造腫瘍能
を持つことが判明した。 

(4) 遺伝子変異が未同定の被曝甲状腺乳頭
癌症例の一部に、これまで甲状腺癌では
報告されていない未分化リンパ腫キナ
ーゼ（ALK）遺伝子の再配列を見出した。
非被曝甲状腺乳頭癌症例ではこの変異
は検出されなかた。このことより ALK 遺
伝子再配列は放射線関連成人甲状腺乳
頭癌における新たな重要な遺伝子変異
である可能性が示唆された。 

(5) 6種類のリポフェクション試薬について、
マウス甲状腺初代培養細胞へのトラン
スフェクション効率を EGFP 蛍光マーカ
ーを指標に検討した結果、トランスフェ
クタミン(インビトロジェン)を用いた
遺伝子導入が細胞障害も少なく、最もそ
の効率が高かった。トランスフェクタミ

ンを用いて RET/PTC1 発現ベクターをマ
ウス甲状腺初代培養細胞に導入するこ
とにより、小さな G418 耐性コロニーを
得ることが出来たが、高い増殖能を持つ
トランスフォーマントを得ることは出
来なかった。今後培養系の改良により安
定なトランスフォーマントの確立を目
指す。RET/PTC 再配列を持つ安定なトラ
ンスフォーマントの確立は放射線関連
甲状腺乳頭発癌の機構解析に大いに寄
与すると考える。 
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