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研究成果の概要（和文）：　甲状腺がん発症リスクと相関すると報告されている5つの一塩基多型（rs966513、rs94428
9、rs2439302、rs1867277、rs6983267）について、今回、良性の甲状腺濾胞腺腫の発症とも関連があるかを調査した。
日本人959例の甲状腺濾胞腺腫（FA）と535例の甲状腺乳頭がん（PTC）、および2,766例の対照群を用いて解析を行った
。
　その結果、FAとPTCとrs944289(PTCSC3）およびrs2439302(NRG1)において相関が認められたことは、良性と悪性の甲
状腺腫瘍の発症リスクを規定している因子に共通性があることを示唆した。

研究成果の概要（英文）： Association analysis of five SNPs previously reported to confer risk for thyroid 
cancer with benign follicular adenoma (FA) was performed in 959 FA, 535 papillary thyroid carcinomas 
(PTC), and 2766 population controls from Japan.
 A significant association was found between FA and rs944289 (PTCSC3) and rs2439302 (NRG1), demonstrating 
that predisposing genetic factors are partly common for benign and malignant thyroid tumors, and implying 
broader roles of the pathways that NRG1 and PTCSC3 underlie in thyroid tumorigenesis, not limited to 
carcinogenesis.

研究分野： 分子生物学、放射線影響学

キーワード： 内分泌学　甲状腺腫瘍　遺伝子多型
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 良性の甲状腺腫瘍である濾胞腺腫（FA）
と高分化型の二つのタイプの甲状腺がん（甲
状腺濾胞がん FTC および甲状腺乳頭がん
PTC）は、ともに甲状腺の濾胞上皮細胞から
発生するもっとも一般的な腫瘍である。臨床
的に発見される FA の発生率は、PTC と FTC
のそれの中間の値くらいであろうと想定さ
れる。FA は FTC と最小限の核変化をともな
う被包性 PTC と形態学的な類似性がある。
またそれらの遺伝子変異も、大半の場合 RAS
突然変異と PAX8/PPARG の再配列をとも
なう。FA と高分化したこれら甲状腺がんに
みられる形態学的および遺伝子的な特徴の
共通性から、遺伝子、ここでは甲状腺悪性腫
瘍の罹患リスクを高める一塩基変異多型
(SNP)、は良性甲状腺腫瘍とも関連性を持っ
ているだろうか、という問いが生まれる。 
 ヨーロッパ人を祖先に持つ集団を対象に
した 3 つのゲノムワイドな関連解析により、
染 色 体 9q22.33(FOXE1 の 上 流 ) 上 の
rs966513, 14q13.3（PTCSC3）上の rs944289、
8p12(NRG1)上の rs2439302らと高分化甲状
腺がん発症との関連性がすでに発表されて
いる。また、遺伝子別のアプローチを用い、
いくつかのがんの罹患リスクを高める
8q24(POU5FIB の上流 )上の rs6983267, 
9q22.23(FOXE1 5’UTR)上の rs1867227
も PTC と関連性があることが認められた。 
 rs965513 と rs944289 の二つの SNP は、
我々の研究室にて日本人 PTC における関連
が確認された。しかしながら最近になるまで、
これらSNPがFAと関連しているかどうかに
ついては、知られていなかった。それに関す
る研究は、中国漢民族においての rs944289
と良性甲状腺腫瘍（FA と過形成結節を合わ
せたもの）の強い相関関係があるとするもの
が唯一であった。FA と過形成結節の発症に
関して、遺伝的または病原的メカニズムが同
一のものかどうかはまだよく解明されてお
らず、この二つの病態は、病理学的にはかけ
離れたものであることを指摘しておく。 
 
(2) これら遺伝的マーカーが甲状腺がんのリ
スクを高めるメカニズムについては、もっと
も関連が強い FOXE1 を中心に検討が行われ
ている。FOXE1 は甲状腺の発生不全に関連
する遺伝子のひとつであり、ホモ FOXE1 ミ
スセンス変異は、Bamforth 症候群の患者に
見られる。遺伝学的研究は甲状腺がんでの
FOXE1 の役割を強く示唆しているものの、
その腫瘍形成のメカニズムについては、まだ
明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 特定の遺伝的マーカーは甲状腺悪性腫瘍
のみのリスクを高めるのか、または甲状腺の
腫瘍全般(良性腫瘍 FA も含む)のリスクを高
めるのかという重要な問いにはいまだ答え
が出ていない。従来の研究の結果、甲状腺悪

性疾患リスクを高めるとされた SNP が、FA
とも相関を持つのかを突き止めるのが本研
究の課題である。本研究を開始してからも甲
状腺がんの新たな遺伝子マーカーが発見さ
れたことにより、本研究で分析された SNP
の数は当初より増加した。当初計画されてい
た FOXE1 上 流 の rs966513 と
rs944289(PTCSC3) の 他 に 、 rs2439302, 
rs1867277, rs6983267 の三つの遺伝子マー
カーが追加された。 
 
(2) FOXE1 の甲状腺がん細胞内での機能の
メカニズムについての知見を得るため、
FOXE1のタンパク質発現とPTCの形態的特
質の関係性の分析、および患者の rs966513
と rs1867277 における遺伝子タイプの解析
が計画された。 
 
３．研究の方法 
(1) FA（甲状腺小胞状腫瘍）と診断された症
例情報が、長崎腫瘍組織レジストリーおよび
隈病院（神戸市）データベースから集められ
た。FA組織のパラフィンブロックの収集は、
長崎大学、長崎大学病院、日本赤十字長崎原
爆病院、長崎医療センター、隈病院からのイ
ンフォームド・コンセントと material 
release approval を得た上で行われた。 
 
(2) 診断の検証のために、各パラフィンブロ
ックから 4 µm の切片が切り取られ、ヘマト
キシリン・エオジン染色がなされた。これは、
FA とみなされない症例を排除するためのス
テップである。各スライドは 1-3 名の独立し
た病理診断士によって検証された。 
 
(3) ゲノム DNA は、QIAamp DNA ミニキ
ットを用いて（Qiagen, Valencia, CA, USA）
５つの 10 µm 切片から抽出された。次のステ
ップでのバイアスのない遺伝子型決定を可
能にするため、すべての切片は、FA と正常
な甲状腺組織を含むブロックから取られた。
DNA 濃度は、ナノドロップ ND-100 分光光
度計を用いて判定した。 
 
(4) 遺伝子型決定は、Light Cycler 480
（Roche, Indianapolis, IN, USA）と10 µl 反
応につき 10 ng のゲノム DNA を利用し、
TaqMan Genotyping Master mix (Life 
Technologies, Foster City, CA, USA)によっ
て事前に設定された custom ABI TaqMan 
SNP assay のプロトコールに従って行われ
た。すべてのSNPに対してのPCRの条件は、
変性 95 ・10 分間の後に 92 15 秒＋62 1
分間を 50 サイクルである。 
 
(5) 81 症例の PTC から、 ISOGEN（ニッポ
ンジーン社、富山市）を用い正常と腫瘍の部
分から total RNA を抽出し、RNase-free 
DNase I (Qiagen, Valencia, CA, USA)によ
って処理した。5 µg のゲノム DNA-free RNA



は MuLV Reverse Transcriptase, random 
hexamers and RNase Inhibitor (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA)を用い
50 µl の系で逆転写された。この反応は、
41 60 分の後に 95 5 分の熱不活性化をす
るという条件で行われた。 
 
(6) リアルタイム PCR は、cDNA 2 µl、12.5 
µl の 2x SYBR Premix Ex Taq II (タカラバ
イオ社、大津市)と 400 pM のターゲットまた
は参照遺伝子（POLR2A）毎のプライマーを
含む 25µl の PCR 反応液で行われた。すべて
の プ ラ イ マ ー は Primer Express 3.0 
software (Applied Biosystems)を用いてデザ
インされた。各遺伝子毎の定量リアルタイム
PCR 増幅は、Thermal Cycler Dice Real 
Time System II（タカラバイオ社、大津市）
によって行われた。すべてのサンプルは、同
じ PCR サイクル条件（95 30 秒、その後
95 5 秒＋59 30 秒を 40 サイクル、その後
に解離曲線分析）において行われた。遺伝子
発現の相対量の平均値は元々組み込まれた
ソフトを用いて∆∆Ct 法により算出された。 
 
４．研究成果 
(1) 相関分析。本研究では、病理検証を通過
した 959 例の FA と 535 例の PTC、および
2,766 のコントロール例が対象とされた。遺
伝子型決定段階で、クオリティーチェックを
通過したサンプル数は、FA959例中901-933、
PTC545 例中 486-535、2766 例のコントロー
ル中 2,759-2,766 であり、その call rate は、
FA において 0.940-0.973 、PTC において
0.892-0.982、コントロールにおいては、
0.997-1.0 であった。 
 FAにおいては、５つのSNPのうちの二つ、
rs944289 (p = 0.002; OR = 1.176, 95% CI 
1.064 – 1.316)および rs2439302 (p = 0.033; 
OR = 1.149, 95% CI 1.010 – 1.315)が、有意
な相関を示し、PTC においては、4 つの SNP
が有意な相関を示した： rs965513 (p = 
4.21E-04; OR = 1.587, 95% CI 1.325 – 
2.000), rs944289 (p = 0.003; OR = 1.234, 
95% CI 1.075 – 1.408)。今回、日本人におい
ては初めて検証されたが、rs2439302 (p = 
0.003; OR = 1.266, 95% CI 1.087 – 1.493)と
rs1867277 (p = 1.17E-04; OR = 1.492, 95% 
CI 1.235 – 1.818)も有意な相関を示した。対
照的に、rs6982367 の相関は確認できなかっ
た (p = 0.082; OR = 1.136, 95% CI 0.980 – 
1.316)。FA 群、PTC 群における SNP の効果
量の比較は、rs944289 および、おそらく
rs2439302 は、FA と PTC 双方に関連してお
り (それぞれ phet = 0.646 and 0.324)、
FOXE1 領域の rs965513 と rs1867277 は
PTC とのみ相関をしめした(phet < 0.03)。 
 
(2) rs944289遺伝子型と相関するNKX2-1と
PTCSC3 の発現の関連について 
NKX2-1 の発現レベルは、有意に正常と腫瘍

のペアの間で相関しているが(Spearman’s r 
= 0.419, p = 1.513E-4)、その間で大きく変わ
ることはなかった(p = 0.509; Fig. 1A 参照)。
PTCSC3 の発現は正常組織と腫瘍組織の間
で相関しているが(Spearman’s r = 0.331, p 
= 0.003)、NKX2-1 と異なり、後者でかなり
低い値を示した(p = 3.494E-5; Fig. 1C参照)。 
 サブグループの分析、回帰モデルにおいて
も、NKX2-1 の発現は rs944289 遺伝子型と
は相関しなかった（Fig1B 参照）。PTCSC3
については、腫瘍組織における発現レベルの
有意な減少は、ヘテロ接合の患者にのみ観察
されたが（p<0.01）、これはおそらくこのサ
ブグループのサンプルサイズが大きいこと
によるものであろう（検出力が高い）。とは
いえ、すべての遺伝子型で低い平均値が観察
されてはいる（Fig. 1D）。回帰モデルでは、
PTCSC3 の発現は、rs944289 遺伝子型との
有意な相関を見いだせなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 1. 正常甲状腺組織（白）と PTC 腫瘍組
織（斜線）における NKX2-1 と PTCSC3 の
発現量。（A と C）81 のペアの組織サンプル
の比較；星印は有意な差異を示す。 (p = 
3.494E-5, Wilcoxon matched-pairs 
signed-ranks test) （B と D）rs944289 遺
伝子型による発現量、星印 2 個は、有意な差
異を示す（p＜0.01, Kruskal-Wallis test）。 
 
(3) PTC における rs2439302 遺伝子型と
NRG1 発現の相関関係。NRG1 発現レベルは、
ペアの組織サンプル間で(Spearman’s r = 
0.308, p = 0.005) 弱いながらも有意に相関
することが認められた。また、そのレベルは、
PTC 腫瘍組織においてより、正常な組織にお
いて有意に高かった(p = 0.037; Fig. 2A)。 
rs2439302 は NRG1 のイントロン１に位置
しており、その発現に影響をもつことが予想
される。 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 2. 正常な甲状腺組織（白）と PTC 腫瘍
組織（斜線）における NRG１の発現量。 (A) 
81 のペア組織サンプルの比較；星印は有意な
差 異 を 示 す 。 (p = 0.037, Wilcoxon 
matched-pairs signed-ranks test). （B） 
rs2439302 遺伝子型による NRG1 発現量、星
印２個は、有意な差異を示す（p＜0.05, 
Kruskal-Wallis test）。 
 
 リスク対立遺伝子 G がホモのサンプルは、
正常組織においても腫瘍組織においても、対
立遺伝子 C がホモのサンプルに比べ、有意に
NRG1 発現レベルが低かった(p < 0.05, Fig. 
2B 参照)。さらに多変量線形回帰分析により、
NRG1 発現と rs2439302 遺伝子型の間には、
正常組織においても腫瘍組織においても、各
リスク対立遺伝子毎に NRG1 発現が約 10％
減少するという有意な相関も認められた。 
 
(4) PTCSC3 と NRG1 の発現量の関連、およ
び rs944289 と rs2439302 の複合効果。 
 甲状腺がん細胞株における PTCSC3 の異
所性過剰発現はいくつかのシグナル伝達経
路に影響を及ぼし、特にニューレギュリンは、
上位 5 つの中で第 3 番目に位置する(p= 
9.54E-4)とする論文が発表されている。我々
の PTCサンプルでは、正常な組織ではなく、
腫瘍組織に、PTCSC3 と NRG1 の一致した
減少が観察された。そこで、我々は PTCSC3
と NRG1 の発現量の相関を調べ、正常・腫瘍
双方の組織において、その発現レベルは比例
関係にあり、有意に相関していることを見出
した (Spearman’s r = 0.692, p = 8.266E-13 
for normal thyroid, and r = 0.336, p = 0.002 
for PTC tumor tissue)。 
 さらに我々は、rs944289 と rs2439302 の
間に相関があるかどうかを調べた。回帰分析
では、エピスタシス効果は認められなかった
(p = 0.521 for FA and p = 0.343 for PTC)が、
相加効果はあり、リスク対立遺伝子を一つだ
けもつ個人にくらべて、二つ以上のリスク対
立遺伝子を持つ個人は、FA と PTC の両疾患
に対するリスクが高いことを示唆している。
（Fig．3 参照）。リスク対立遺伝子の数が多

いサブグループでは、より効果量も高いこと
もこの相加効果の存在を支持している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 3. リ ス ク 対 立 遺 伝 子  rs944289
（PTCSC3）と rs2439302（NRG1）の複合
効果。リスク対立遺伝子の分布をカイ二乗検
定によって分析した。それぞれ、リスク対立
遺伝子をもたないサブグループとの比較を
行っている。 
 
 
(1)～(4)までの結論： 
本研究は、すでに甲状腺がんと関連すること
が発表されている遺伝子多型 rs944289 
(PTCSC3)が FA とも関連をもつことを突き
とめた。rs2439302 (NRG1)も FA と関連を持
つことが示唆され、その発現レベルは、
PTCSC3 の発現レベルと相関することも認
められた。これは、PTCSC3 と NRG1 が介
在するメカニズムが、がん形成だけでなくよ
り幅広い甲状腺細胞の腫瘍形成に何らかの
役割を果たしていることを示唆している。
FOXE1 内の SNP（rs965513, rs1867277）
は、明らかに甲状腺のがん発症リスクに関連
している。 
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