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　　M・t・ti・…ft・m・r　supPress・・g・nes　h・v・been　id・ntifi・d　in　v・・i・u・h・m…ance・s．　Alth。ugh。f，w

studies　concerning　p53　gelle　abnormalities　have　been　reported，1ittle　is　known　about　the　mutations　of　other

tumor　suppressQr　genes　in　thyroid　carcinQma．　In　this　study，10ss　of　heterozygosity（LOH）of　tumor　suppressQr

genes　such　a・P53・　RB，　APC，　and　DCC　was　i・vestig・t・d・・i・g　35　P・pill・・y　thy・・id　ca・ci・。m。，，7anaplasti，

carCinomas，　and　one　recurrent　tumor　composed　of　papillary　an口anaplastic　carcinomas．

　　N・LOH・f　p53・RB，　APC・nd　DCC　g・nes　was・b・erv・d　i・p・pill・・y　thy・・id　carci・。1皿。、。1。　a。、p1、，ti，

thyroid　garcinomas，　LOHs　were　detec亡ed　in　20ut　of　5　cases　for　the　p53　gene　locus，　but　not　in　other　tumor

supP「ess°「g・・…M・・e・v…LOH・f　th・p539・ne　w・・ide・tifi・d・in　anaplasti・　・arci・・ma　c・一・xisti。g　i。

recurrent　papillary　carcinQma．　From　these　results，　it　was　inferred　that　multipie　genetic　alterations　of　tumor

supP「ess°「g・n・・is　n・t　req・i・ed　f・・the　d・v・1・pm・・t・f　papill・・y　thy・・id・arci・・m・，　M・t・ti・n・価・p53　gen，

may　be　ass・ci・t・d　with・n・pl・・ti・t・an・f・・m・ti…fp・pil1・・y　ca・cinQm・b・t　m・y・・t　be　essenti。1　f。，　g，。，ti，

alteration　of　anaplastic　carcinonユa．　Shinshu　Med／42’389－396，1994　　　．
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癌抑制遺伝子，甲状腺乳頭癌，甲状腺未分化癌

　　　　　　　　　　1緒　雷　　　　の癌抑制遺伝子蝉離されている・・れらの繍繊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　伝子の変異は，多種類の癌において認められてお

　癌は，複数の遺伝子変異の集積により多段階的に発　　り2）－IG），遺伝性腫瘍のみならず，非遺伝性腫瘍の発生

生s進展していくと考えられている1）。現在まで，　　および進展にも重要な役割を果たしていると考えられ

retinoblastoma（RB），　p53，　deleted　in　colorecta1　ている。しかしながら，甲状腺癌については，　C－

carcinoma　（DCC），　adenomatous　polyposis　coli　　myc，　H－ras，　N－ras，　K－ras，　ret，　trkなどの癌遺伝子の

（APC），　mutated　in　colorectal　cancer（MCC）など　　変異について報告されている17）“21｝が，癌抑制遺伝子

別刷請求先：麻沼　和彦　　　　　．　　　　　　　の変異に関しては，P53遺伝子の報告2〕－5）がみられる

〒390松本市旭3－1－1信州大学医学部第2外科　　　　に過ぎない。
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ee　1　PCR－LOHの検討に用いたプライマ・一一

Priming　region　　　　　　　　　　　　　　Pr｛血er　sequences

p53　exon　4　　　　　5’－TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA－－3’

　　　　　　　　　　5’－TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC－3’

p53　intron　6　　　　　5’－AGGTCTGGTTTGCAACTGGG－3’

　　　　　　　　　　5’－GAGGTCAAATAAGCAGCAGG－3’

RB　intron　20　　　　5’－CTCCTCCCTACTTACTTGT－3’

　　　　　　　　　　5’－AATTAACAAGGTGTGGTGG－3’

APC　exon　11　　　　5’－GGACTACAGGCCATTGCAGAA－3’

　　　　　　　　　　5’－GGCTACAGGCCATTGCAGAA－3’

DCC　　　　　　　　　5’－TGCACCATGCTGAAGATTGT－3’

　　　　　　　　　　5’－AGTACAACACAAGGTATGTG－3’

　前回，甲状腺乳頭癌を対象に，多型性DNAマーカ　　2　PCR反応によるLOHの検討

一を用いたloss　of　heterozygosity（LOH）の検討，　　　前報の方法22｝により行った。なお，　Primerは，　P53

および，polymerase　chain　reaction（PCR）を用いた　　exon　4はAraら23｝の報告，　p53　intron　6はMcDaniel

P53遺伝子におけるLOHの検討を行った。その結果，　　ら24）の報告，　RBはYandellとDryja25）の報告・APC

甲状腺乳頭癌では染色体欠失に伴う癌抑制遺伝子の不　　はBoyntonら26）の報告，　DCCはHuangら11）の報告を

活性化はまれであること，乳頭癌の発生および進展に　　もとに作成した（表1）。

p53遺伝子変異の関与は薄いことが推察された22｝。今　　　PCRには，　MiniCycler’M　（MJ　Research　Inc．

回，甲状腺乳頭癌および未分化癌の発生および進展に

関与する癌抑制遺伝子の検索を目的として，P53，　RB，　　　表2　甲状腺乳頭癌35例における癌抑制遺伝子と

APC，　DCC遺伝子を対象にPCR－LOH解析を行った。　　　　1°ss　of　hete「ozygosity（LOH）

　　　　　　　　　II材料と方法　　　　　　　　　1・f・「mative　Numbe「°f
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cases　　　　　　　LOH

A材料　　　　　　　　　　P53。x。n4　　17　　　G
　手術によって得られた甲状腺乳頭癌35例，未分化癌　　　　　　intron　6　　　　　3　　　　　　0

7例，および患者の死亡後得られた乳頭癌の局所再発　　　　　　total　　　　　lg、　　　　　0

1例の癌組織および筋組織を実験に用いた。乳頭癌35　　RB　intron　20　　　　18　　　　　　0

例は，前報22〕の材料と異なる男性4例，女性31例であ　　　APC　exon　11　　　　17　　　　　0

り，未分化癌例は全例女性であった。局所再発例は女　　　DCC　　　　　　　　　l2　　　　　　0

性で，局所再発巣の甲状腺乳頭癌組織に微小な未分化　　　　・1例はexon　4およびintron　6両者においてinfor一

癌巣が認められた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mativeであった。

B　方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　表3　甲状腺未分化癌7例における癌抑制遺伝子

1　DNAの抽出　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　とloss　of　heterozygosi亡y（LOH）

　甲状腺乳頭癌35例および未分化癌7例については，
前報と同様の方法22）によりDNAの抽出を行った。　　　　　　　　　　　　　　Info「mative　　Numbe「of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cases　　　　　　　　　LOH
　局所再発例については，患者の死亡後，再発組織の

一部を摘出しホルマリン固定した。それを～東結組織と　　　P53　exon　4　　　　　5　　　　　　2

して，以下の方法で切り出した。すなわち，クリオス　　　　　　int「on　6　　　　　0　　　　　　0

タ。トで1組織プ。。クから20切片を切り出し，男・I」・V。　　　t°ta1　　5．　　2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RB　　intron　20　　　　　　4　　　　　　　　0
作成したヘマトキシリソ・エオジソ染色標本の所見を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　APC　exon　11　　　　　　4　　　　　　　　0
参考にして・各切片から乳頭癌組織と未分化癌組織を　　　DCC　　　　　　　　　3　　　　　　0

顕微鏡下で分離した。
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MNTNTNT　　　　

図1　甲状腺乳頭癌のp53　exon　4のBstUI処理後の　　　　図2　甲状腺未分化癌のp53　exon4のBstUI処

　　電気泳動像　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　理後の電気泳動像

　　Lane　Mはサイズマーカー，　lane　Nは筋組織，　　　　　　Lane　Mはサイズマーカー，　lane　Nは筋組

　1ane　Tは乳頭癌組織を示す。左から，隣接するN　　　　　織，　lane　Tは未分化癌組織を示す。左から，

　とTが同一症例である。左端がinformative　case　　　　隣接するNとTが同一症例である。2例とも，

　であるが，LOHを認めない。他の2症例は，　　　　未分化癌組織では199bpのバソドが薄く，113

informative　caseではない。　　　　　　　　　　　　　bpと86bpのバンドが強く描出された。

199bp－〉
107bp－一〉

図4　甲状腺乳頭癌のp53　intron　6のMspl処理後の

　　電気泳動像

図3　甲状腺乳頭癌の局所再発症例のBstUI処　　　　　　Lane　Mはサイズマーカー・lane　Nは筋組織・

　　理後の電気泳動像　　　　　　　　　　　　　　　　1ane　Tは乳頭癌組織を示す。左から・隣接するN

　　Lane　Mはサイズマーカー，　Iane　Nは筋組　　　　　とTが同→症例である。右端がinformative　case

織，Iane　Pは乳頭癌組織，　lane　Aは未分化癌　　　　　であるが・LOHを認めない。他の2例は・infor一

組織を示す。乳頭癌組織にLOHを認めないが，　　　　mative　caseでない゜

未分化癌組織にLOHが認められる。

No．5，1994　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　391



麻　沼　和　彦

・　　　　MNTNT

267bp－〉

133bp－i＞

46bp－〉

MNTN丁NTNT

図5　甲状腺乳頭癌のRB　intron　20の電気　　　図6　甲状腺乳頭癌のAPC　exon　11のRsal処理後の電

　　泳動像　　　　　　　　　　　　　　　　　　　気泳動像

　　Lane　Mはサイズマーカー，　lane　Nは　　　　　Lane　Mはサイズマーカー，　lane　Nは筋組織，　lane

　筋組織，lane　Tは乳頭癌組織を示す。左　　　　Tは乳頭癌組織を示す・左から，隣接するNとTが同

　から，隣接するNとTが同一症例である。　　　　一症例である・左の2症例および右の1症例がinfor一

　左のN，Tはinformative　caseであるが，　　　　mative　caseであるが・LOHを認めない。

　LOHを認めない。右のN，　Tはinforma－

　tive　caseではない。

396bp＿〉

図7　甲状腺乳頭癌のDCCのMSPI処理後の電気泳動像

　　Lane　Mはサイズマーカー，　lane　Nは筋組織，　lane　Tは乳

　頭癌組織を示す。左から，隣接するNとTが同一症例である。

　左のN，Tがinformative　caseであるが，　LOHを認めない。

　右のN，Tはinformative　caseではない。
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USA）を用い以下の条件で行った。　　　　　　　　　度は表3に示すごとく，　p53遺伝子が2／5，　RB遺伝子

　p53　exon　4については，94℃・120秒間熱処理後，　　が0／4，　APC遺伝子が0／4，　DCC遺伝子が0／3であっ

g4℃・25秒間のdenature，58℃・25秒間のannealing，　た。局所再発巣では，　p53遺伝子のLOHは乳頭癌組

72℃・30秒間のextensionを30サイクル行い，その後　　織では認められなかったが，未分化癌組織においては

72℃で180秒間静置した。PCR終了後は一4℃にて保　　認められた。

存した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図1は，甲状腺乳頭癌組織から得られたDNAの，

　p53　intron　6については，　p53　exon　4と同一条件　　図2は甲状腺未分化癌組織から得られたDNAのp53

で行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　exon　4のBstUI処理後の電気泳動像である。乳頭癌

　RB　intron　20については，　annealingの温度を54℃　　にはLOHは認められなかったが，未分化癌2例に

とした以外は，P53　exon　4と同一条件で行った。　　　　LOHが認められた。

　APC　exon　11にっいては，　p53　exo114と同一条件　　　図3は，局所再発症例の正常組織乳頭癌組織およ

で行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　び，未分化癌組織から得られたDNAのp53　exon　4

　DCCについては，　annealingの温度を54℃とした以　　のBstUI処理後の泳動像である。乳頭癌組織には

外は，p53　exon　4と同一条件で行った。　　　　　　　LOHは認められなかったが，未分化癌組織にLOH

　制限酵素処理は以下の方法で行った。　　　　　　　　が認められた。本症例は72歳の女性である。45歳時に

　p53　exon　4については，＝ッペンドルフチューブ　　甲状腺右葉切除および右頸部郭清術を受けたが，その

に，増幅DNA液20μ1，制限酵素BstUI（Sigma　後局所再発を認め，再手術，1311治療，化学療法，’放

Chernical　Co．　USA）O．5unit，滅菌蒸留水23．2μ1，制　　射線外照射，温熱療法を行ったが，効なく72歳時死亡

限酵素に添付のBuffer4，8μ1を加え37℃で8時間反　　した。本組織は，剖検時局所再発巣の一部から得られ

応させた後，BstUIを02unit，滅菌蒸留水20μ1，　　たものである。

Bufferを2．2μ1を加え37℃で3時間反応させた。　　　　　図4は，甲状腺乳頭癌例のp53　introp　6の鋤I

　p53　intron　6については，　xッペソドルフチューブ　　処理後，図5は，　RB　intron　20i図6はAPC　exon　11

に，増幅DNA液10．Opt　1，制限酵素櫛1（宝酒造株　　のRsal処理後，図7・はDCCの㈲1処理後の電気泳

式会社，東京）O．5unit，滅菌蒸留水17．0μ1，制限酵　　動像である。いずれの症例にもLOHは認められなか

素に添付のBuffer3．0μ1を加え37℃で8時間反応させ　　　った。

た後，伽1を0．3unit，滅菌蒸留水9．0μ1，　Buffer1．O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Iv　考　　　察
μ1を加え37℃で3時間反応させた。

　APC　exon　11については，制限酵素としてRsal　　　RB遺伝子産物は細胞周期の制御に27），　APCおよび

（和光純薬株式会社，東京）を1回目は1，0unit，2　　DCC遺伝子産物は細胞間の相互作用28｝29）に関与してい

回目はO．3unitを用いた以外はp53　exon　4と同様に行　　ると考えられている。また，　DCC遺伝子は，転移巣

った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のみに変異が認められる場合があること3°》，また，癌

　DCCにっいては，　p53　intron　6と1司様に行った。　　　の進行とともにその変異が高頻度となること31》より，

　電気泳動については，RB　intron　20のPCR産物お　　血行転移および悪性化に関与する遺伝子と推測されて

よび，制限酵素処理したp53　exon　4，　p53　intren　6，　　いる。これらの遺伝子変異は大腸癌，肺癌，食道癌，

APC　exon　11，　DCCのPCR産物を用い，前報の方　　乳癌，腎癌など多種の癌で認められ，それらの癌抑制

法22）により行った。　　　　　　　　　　　　　　　遺伝子の不活性化は主にLOHとして認められてい

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る6）－8）11）14）－16｝。しかしながら，今回検討した甲状腺乳
　　　　　　　　III結　　　果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　頭癌のheterozygotes全症例に，　RB，　APC，　DCC遺伝

　甲状腺乳頭癌35例の癌抑制遺伝子のLOHの有無は，　子の・LOHは認められなかった。本研究では，　RB，

表2に示すごとくである。おのおのの癌抑制遺伝子の　　APC，　DCC遺伝子の全領域についてLOHの検討を行

検討部位でのLOHの頻度（LOH／informative　　っているわけではない。しかしながらこのことは，甲

cases）は，　p53遺伝子が0／19，　RB遺伝子が0／18，　　状腺乳頭癌においては，これらの癌抑制遺伝子の不活

APC遺伝子が0／17，　DCC遺伝子が0／12であった。　　性化の関与がきわめて薄いことを示唆すると考えられ

また，甲状腺未分化癌例の癌抑制遺伝子のLOHの頻　　る。しかし，甲状腺乳頭癌における癌抑制遺伝子の不
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活性化に遺伝子欠損が関与していない可能性もあり得　　異の一つではあるが，甲状腺未分化癌の生物学的悪性

るので，この点については今後さらに検討を重ねなけ　　度は，別の未知の遺伝子により規定されていると推測

ればならない。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　された。

　一方，生物学的悪性度がきわめて高く，予後不良な　　　本研究では，既に詳述した方法22）に従って，顕微鏡

甲状腺未分化癌のほとんどは，分化癌の宋分化転化に　　下でできる限り高密度の癌組織を取り出す方法を用い

より発生すると考えられている32）。今回の検討で，甲　　LOHの検討を行った。その結果，乳頭癌組織中にわ

状腺乳頭癌のみならず未分化癌においても，RB，　ずかに存在する未分化癌組織に，　p53遺伝子のLOH

APC，　DCC遺伝子にLOHが認められなかったことよ　　を見いだした。この症例における変異の検討は，本方

り，甲状腺乳頭癌や来分化癌の発生および進展に，こ　　法を用いてのみ可能であったと考えられる。微小な病

れらの癌抑制遺伝子の関与は薄いと推測され；未知の　　変や複数の異なる組織型を混在している腫瘍における

癌抑制遺伝子が関与している可能性，あるいは，　　遺伝子変異の検索には本法は有用であることが明らか

Lynch症候群33），多発性内分泌腺腫症2型34）のように，　　となった。

癌抑制遺伝子の不活性化とは別の機序が関与している

可能齢示唆さ批。　　　　　　　　　　v結　語
　従来の報告2）－5）をみても，甲状腺乳頭癌における　　　甲状腺乳頭癌および未分化癌の発生および進展に関

p53遺伝子の変異はほとんど認められていない。一方，　　与する癌抑制遺伝子の検索のため，甲状腺乳頭癌35例，

Itoらは，純粋な甲状腺乳頭癌10例にp53遺伝子の変　　甲状腺未分化癌7例について，　p53，　RB，　APC，

異を認めなかったにもかかわらず，未分化癌では，5　　DCC遺伝子のLOHについて，　PCRを用い検討した。

例中3例にLOHを，7例中6’例に点変異を認めたこ　　その結果は以下のごとくである。

と8）および，甲状腺宋分化癌と共存した甲状腺乳頭癌　　1　甲状腺乳頭癌のLOH頻度は，　p53が0／19，　RBが

4例中1例にp53遺伝子のLOHを認めた4）ことより，　　　0／18，　APCが0／17，　DCCが0／12であった。

p53遺伝子変異が，甲状腺分化癌の未分化転化の主因　　2　甲状腺宋分化癌のLOHの頻度は，　p53が2／5，

であろうと推測している。本研究では点変異に関する　　　RBが0／4，　APCが0／4，　DCCが0／3であった。

シークエソス分析は行っていないが，未分化癌の全例　　3　乳頭癌組織の一部に未分化癌組織が認められる再

において，RB（intron　20），　APC（exon　11），　DCC　　　発巣では，未分化癌組織にp53遺伝子のLOHが認

遺伝子の検討部位V＝　LOHが認められなかったにもか　　　められた。

かわらず，p53遺伝子のLOHの頻度はIt。らの報告と　　　以上の結果より，甲状腺乳頭癌のみならず宋分化癌

ほぼ同率であった。また，局所再発巣では，腫瘍のほ　　においても，p53，　RB，　APC，　DCC各癌抑制遺伝子

ぽ全体を占める乳頭癌組織にp53遺伝子のLOHが認　　の関与は薄く，甲状腺癌の発生または進展には未知の

められなかったが，共存した微小な未分化癌組織に　　癌抑制遺伝子が関与している可能性，または，癌抑制

LOHが認められた。これらのことより，　p53遺伝子変　　遺伝子の不活性化とは別の遺伝子変異が関与している

異は，甲状腺乳頭癌の未分化転化の一因であろうと推　　可能性が示唆された。また，p53遺伝子変異は，甲状

測された。しかし，germ　lineにp53遺伝子変異を有　　腺乳頭癌の末分化転化に関与している可能性が考えら

するLi－Fraumeni症候群で甲状腺未分化癌の発生頻　　れたが，未分化癌の生物学的悪性を規定する遺伝子変

度は高くなく35）36），また，p53遺伝子変異を有する他　　異ではないと考えられた。

の癌腫に，甲状腺未分化癌にみられるような急速な増

大や広範な転移は必ずしも認められない9）一13）。さらに，　　本論文の要旨の一部は，第93回日本外科学会総会

未分化癌の特徴の一つである高齢者発症には，複数の　　（1993年4月22日，仙台），35th．　WQrld　congress　of

遺伝子変異が関与していると考えられる。これらのこ　　international　society　of　surgery（1993，8，27，

とより，p53遺伝子変異は末分化癌における遺伝子変　　Hong　Kong）にて発表した。
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