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研究成果の概要（和文）： 

甲状腺乳頭癌のBRAF遺伝子解析は、本研究進行中に全世界的に術前診断としての有用性が

多く報告されている。我々の検討では、日本人におけるBRAF遺伝子異常(T1796A)と甲状腺

乳頭癌の臨床的悪性度を穿刺吸引細胞診検体を用いて術前診断としての有用性を報告した。

摘出標本から単離した腫瘍部でのBRAF遺伝子変異は、陰性例と陽性例に分かれ、直接シー

クエンス法にて遺伝子型の確認を行ったところ、陽性例全例でBRAF遺伝子変異はヘテロ接

合体の表現系であった。この現象に関して野生型アレルのコンタミネーションの有無を確

認し、更なる検討を進める。 

研究成果の概要（英文）： 

Analysis of BRAF mutation in papillary thyroid carcinoma using Fine-needle aspiration (FNA) 

sample is established in recent 3 years. We showed the relationship between BRAF mutation 

(T1796A) and clinical malignancy of Japanese PTC using FNA sample. In surgical PTC tissue, 

BRAF mutation (T1796A) is positive or negative, the direct sequence method revealed PTC with 

positive BRAF mutation had heterogeneous alleles. We are going to exclude wild type allele such 

as blood cells, mesenchymal cells and endothelial cells, further investigate the genetic 

heterogeneity. 
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甲状腺乳頭癌の予後規定因子として Raf フ

ァミリーであるBRAF遺伝子の点突然変異

(T1796A)が欧米では多く報告されている。

この点突然変異は、BRAF蛋白のバリンか

らグルタミン(V600E)へのアミノ酸置換を

まねき、結果として、BRAFが恒常活性型

の蛋白として作用し、Erkの活性化を解し

て、細胞増殖分子として機能することが、

in vivo, in vitroで確認されている。これま

での BRAF 遺伝子異常の検討は主に海外

でなされており、日本人を含めたアジア人

を対象とした検討の報告は極めて少ない。

甲状腺乳頭癌の発生頻度はヨード摂取量に

影響を受け、日本人に多いことを考えると、

日本人におけるエビデンスの構築が日本の

甲状腺診療に必須と考えられ、その意味で、

本検討は、極めて新規性の高い検討である。

また、エコー所見、細胞診などを組み合わ

せて検討を行うことで、より詳細な予後判

定に繋がると考えられる。 

 

２．研究の目的 

この遺伝子変異が臨床上重要と考えられる

のが、甲状腺微小乳頭癌であり、BRAF 遺

伝子変異と局所浸潤や遠隔転移といった臨

床的悪性度に明らかな関連性が認められれ

ば、術前に遺伝子診断し、手術の必要性や

長期的な治療計画に極めて重要な臨床マー

カーとして有用であると考える。そこで、

1) 甲状腺穿刺吸引細胞診(FNA)検体、2) 手

術により摘出された甲状腺微少乳頭癌組織

を用いてBRAF遺伝子異常の有無と臨床的

悪性度との関連性を検討する。  

 

３．研究の方法 

1) 甲状腺穿刺吸引細胞診(FNA)にて甲状腺

乳頭癌(PTC)疑いと診断し、手術による摘出

標本で PTC と確定診断された 33 結節(33

例)について術前 FNA 検体における BRAF

遺伝子変異の有無を PCR-restriction 

fragment length polymorphism(RFLP)法

(下図)にて解析し、解析し、臨床的悪性度

を prelininaryに評価した。 

 

PCR-restriction fragment length polymorphism 

法によるBRAF T1799A遺伝子変異解析 

BRAF遺伝子Exon15 1799番T→A変異が存在した場

合にXba-Ⅰにより切断される回文構造を形成する

primerを 設計する。アガロースゲル電気泳動によ

りPCR 増幅確認し、制限酵素(Xba-I)処理16 時間

37℃行う。10%アクリ ルアミドゲル電気泳動によ

りRFLP 確認。BRAF遺伝子遺伝子変異がある場合

には、制限酵素によりPCR産物が切断され 166bp

と195bp のバンドが認められる。変異がない場合

にはPCR 産物は切断されないため、166bp のバン

ドは 認められず、195bp のバンドのみ認められる。 

1,2,4,5 ; cytology ClassⅡ 6 ; ClassⅢ 超音波所見よ

りmalignancy疑い手術→乳頭癌 3,7,8 ; ClassⅤ 手

術→乳頭癌  9 ; 当研究室作成Positive control 

 

2) 甲状腺微小乳頭癌おけるBRAF遺伝子異

常(BRAF T1796A)の有無と15年生命予後、

転移・浸潤能などの悪性度、および有症候

性症例(術前に1cm以上の頸部リンパ節転移

もしくは反回神経麻痺による嗄声を認め

る)と無症候性症例のBRAF遺伝子変異保有

率との関連を解析した。甲状腺微少癌と最

終病理診断を得た36検体(手術後のフォロ

ーアップ期間 median: 7876日 interquartile 

range: 6165-10558日)のパラフィン固定され

た甲状腺手術切除標本から腫瘍組織のDNA



 

 

を採取し、The QIAamp DNA FFPE Tissue 

Kit
®
 (QIAGEN)を用いてDNAを抽出し、同様

に解析し、さらにBigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (Life Technologies)を用

いた直接シークエンス法にて遺伝子型の確

認を行った (下図)。 

 

直接シークエンス法による BRAF T1799A 

遺伝子変異解析 

BigDye® Terminator v3.1を用いたDNAシーケンシ

ング(19775bp)を示す 

 

４．研究成果 

1) BRAF遺伝子変異陽性(BRAF(+))20結節お

よび変異陰性(BRAF(-)) 13結節に群分けし

た。甲状腺外浸潤(Ex(+))はBRAF(+)15/20例、

BRAF(-)1/13例にて有意差を認め(p=0.002)、

LN(+)はBRAF(+)9/20例、BRAF(-)5/13例にて

有意差を認めず(p=0.710)、BRAF (+)の甲状

腺乳頭癌の悪性度とBRAF遺伝子変異に関

連性があることが示唆された。 

2) 組織標本からDNA抽出した際の問題と

して、7570日(20.7年)を境に過固定が原因と

考えられるDNAに断片化が進んでおり、

DNA解析が不能であった (下図)。 

 

 

解析が可能であった16検体の甲状腺微少乳

頭癌におけるBRAF遺伝子変異は、すべて陽

性であった。直接シークエンス法にて遺伝

子型の確認を行ったところ、全例でBRAF

遺伝子変異はヘテロ接合体の表現系であっ

た。そこで、当初の目的であるBRAF遺伝子

異常の有無と臨床的悪性度との関連性の検

討が難しくなったため、正常組織のコンタ

ミネーションを再度確認の上、変異アレル

の定量的な追加検討を行っている。

Preliminaryな結果では、腫瘍ごとに全BRAF

遺伝子中の変異アレル率にかなりのばらつ

きがあり、同じ民族内でも甲状腺乳頭癌に

おけるBRAF保有率や有無による生命予後

への影響に関する結果にばらつきが認めら

れる1つの原因となっている可能性や分子

生物学的に腫瘍のHeterogenityを示唆する減

少を捉えている可能性もあり非常に興味深

いデータと考えられる。 
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