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研究成果の概要（和文）： 

 通常、上皮細胞を悪性形質転換させるためには、単独の癌遺伝子活性化では不十分とされて

いる。本研究は、甲状腺細胞の癌化に、変異 BRAF に加えて必要な遺伝子異常を同定するべく施

行された。ドキシサイクリンで BRAFV600Eを発現させる事の出来る正常甲状腺細胞 PCCL3に、

レトロウイルスによるランダムな遺伝子導入を行い、TSH 非依存性に増殖するクローンを単離

した。その後、PCR splinkerette 法、マイクロアレイを用いた発現解析を行い、ターゲットと

なった遺伝子から、いくつかの候補遺伝子（Trpm1, Nek6など）を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   Activation of oncogene alone is usually insufficient to transform epithelial cells. 
For PTCs driven by mutant BRAF we attempted to reveal the additional genetic abnormalities 
that are required to confer malignant phenotype on cancer cells. For this purpose, as 
a model, we performed retrovirus insertional mutagenesis in doxycycline-inducible 
BRAFV600E-expressing clonal lines derived from rat thyroid PCCL3 cells, and picked the 
clones that do not require TSH for growth. By PCR-based splinkerette procedure and 
microarray analysis we have successfully identified several possible candidate genes 
(Trpm1, Nek6, etc). 
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１．研究開始当初の背景  
(1) BRAF 変異（BRAFV600E）は、甲状腺乳頭
癌（PTC）において最も頻度の高い遺伝子変
異（約 45%）であり、特に悪性度との関連が
示 唆 さ れ て い る  (Xing M., 

Endocrine-Related Cancer 12: 245-262)。 
 
日本人症例においても、この BRAF 変異は
29-53%の PTCにみられ、やはり最も頻度の高
い遺伝子変異である (Namba H. et al., J 
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Clin Endocrinol Metab 88: 4393-4397, 
Fukushima T. et al., Oncogene 22: 
6455-6457)。 
 
(2) 同一腫瘍組織内では、BRAF変異と他の癌
遺伝子の重複を認めないため、この遺伝子変
異の単独での発癌作用が示唆される。実際、
変異 BRAF が甲状腺細胞に発現するトランス
ジェニックマウスでは、高頻度の PTCの発生
が観察され、部分的には低分化癌への進展も
見られた (Knauf J.A. et al., Cancer Res 
65: 4238-4245)。このモデルマウスでは、サ
イログロブリンプロモーターという甲状腺
濾胞細胞特異的プロモーターによって、すべ
ての甲状腺細胞に変異 BRAF が発現する。高
頻度の PTCの発生と、すべての甲状腺細胞が
影響を受ける事より、血中の TSH濃度が極め
て高い値をとる（通常の 2〜80倍）。この TSH
の持続的な高値は、甲状腺細胞の発癌に重要
な役割を果たしている可能性が考えられる。 
 
(3) 発癌の極めて初期における、この変異
BRAF が持つ生物学的影響を解析するために、
ドキシサイクリンによって BRAFV600Eの発現
を自由に調節できるラット甲状腺細胞 PCCL3
を樹立した (Mitsutake N. et al., Cancer 
Res 65: 2465-2473)。PCCL3 は、よく分化し
た甲状腺細胞であり、その分裂増殖や甲状腺
特異的な遺伝子発現に TSHを必要とする。こ
のモデルおいて、BRAFV600E の発現を誘導し
ても、細胞増殖における TSH 依存性に変化は
見られなかった。おそらく、TSH 非依存性を
獲得するためには、追加の遺伝子変異か、も
しくは何らかのエピジェネティックな変化
が必要であると考えられる。癌化は多段階の
プロセスであり、いくつかのジェネティック、
エピジェネティックな変化が必要であると
考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、PTC 発生の際に、甲状腺細
胞を癌化（悪性形質転換）させるために、BRAF
変異に加えて、さらに必要な新規遺伝子変異
を同定する事である。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 上記目的のために、ドキシサイクリン添
加によって、BRAFV600E の発現を自由に調節
できるラット正常甲状腺細胞 PCCL3を用いた。
この細胞に、シュードタイプの殻タンパク
VSV-Gを持つレトロウイルスを 20 MOIで感染
させ、ドキシサイクリン存在下で TSH非依存
性に増殖するクローンを単離した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) レトロウイルスによって遺伝子挿入が
起こった部位の周辺にある遺伝子が、形質を
変化させた責任遺伝子である可能性が考え
られ、その部位を PCR splinkerette 法を用
いて同定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) すべての単離したクローンを用い、TSH
の有無、ドキシサイクリンの有無を組み合わ
せ、細胞増殖の変化を再検討した。 
 
(4) TSH非存在下、ドキシサイクリン存在下
で最も速く増殖するクローンを用い、マイク
ロアレイによる遺伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) ドキシサイクリンで BRAFV600Eの発現を
誘導できる PCCL3 細胞（PCCL3-BRAFV600E）
に、２９３GPG/pDON-AI-EGFP より作成したシ
ュードタイプのレトロウイルスを 20 MOI で
感染させた。 
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その後、細胞は TSH を添加していない H3 培
地、ドキシサイクリン存在下で 2ヶ月間培養
を継続した。 
 
(2) 600 の独立したクローンを単離し、さら
に H3+ドキシサイクリン培地で培養、増殖さ
せた。その中から、38の最も増殖速度の速い
クローンを選択し、蛍光顕微鏡下で GFPの発
現を確認した。 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
(3) これら 38 のクローンから、DNA、RNA、
タンパク質を抽出し、ウエスタンブロット法
にて BRAFの発現とその下流の MAPKの活性化
を確認した。 
 
 
 
 
 

 
 
(4) PCR splinkerette 法を用い、38 すべて
のクローンにレトロウイルスによる遺伝子
挿入部位を検出する事が出来た。この遺伝子
挿入部位に、責任遺伝子が位置している事が
予想され、それぞれのクローンにつき、400
回のシークエンス解析を行い、46〜50箇所の
挿入部位を同定できた。 
 
(5) 38のクローンから、さらに増殖速度の速
い 5クローンを選別し、細胞増殖の動態を TSH
の有無、ドキシサイクリンの有無別に詳しく
検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 つのクローンの内、4 つは同じタイプの増
殖曲線を示した。これらの細胞は、BRAFV600E
の発現にかかわらず、TSH 非存在下と比較し
て、TSH存在下の方がより速く増殖した。 
しかしながら、クローン N3 だけは、TSH 存在
下での方が TSH 非存在下と比べ、よりゆっく
りと増殖した。 
ただし、上記の 5 つのクローンは全て、TSH
非存在下で BRAFV600Eの発現の有無に依存せ
ず、活発な細胞増殖を見せた。親株である
PCCL3-BRAFV600Eは、使用した条件では 100%
コンフルエントになるのに 30日以上を要し、
BRAFV600E の発現下ではまったく増殖できな
かったが、これらのクローンは 16-25 日で
100%コンフルエントに達した。 
次に、すべてのクローンにおいて、4 つの異
なったタイプの培地下（TSH 有無とドキシサ
イクリン有無）で培養した後にタンパク質を
抽出し、BRAF-MAPK経路の活性化を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
すべてのクローンで、ドキシサイクリン添加
後の BRAFV600E の発現、MAPK の活性化を確認
できた。ただし、MAPKは、TSH非存在下での
方がより強く活性化される様であった。 
 
親株である PCCL3-BRAFV600E、クローン N1、
クローン N3 を 4 種類の培地で培養した後、
RNA を抽出し、Agilent のマイクロアレイ発
現解析に供した。 
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(6) PCR splinkerette後のシークエンス解析
によって得られた遺伝子の発現パターンを、
マイクロアレイのデータを用いて解析した。 
クローン N1 における結果から、TSH-BRAF 経
路に関連する可能性のある 6つの以下の候補
遺伝子を同定した。 
1) Spred2, sprouty-related, EVH1 domain 
containing 2 
2) Luc7l3, LUC7-like3 (S.cerevisiae) 
3) Adcy3, adenylate cyclase 3 
4) Cdc6, cell division cycle homolog 
(S.cerevisiae) 
5) Efna5, ephrin A5 
6) Trim35, tripartite motif containing 35 
 
クローン N3 からは、TSH依存性に関わる可能
性のある 5つの以下の候補遺伝子を同定した。 
1) Trpm1, transient receptor potential 
cation channel, subfamily M,  
member 1 (Melastatin) 
2) Col8a1, collagen, type VIII, alpha 1  
3) LOC312831, similar to SRY (sex 
determining region Y)-box 5 isoform a  
4) Ush1c, Usher syndrome 1C homolog 
(human)  
5) Nek6, NIMA (never in mitosis gene 
a)-related kinase 6 
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