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欧米人の 甲状腺腫瘍 では ,
rα∫ 遺伝 子の 変異が腫瘍形成の 初期段階で生 じてい る こ と が報告 されて い る . しか し

,
こ の

こ とを 日 本人の 甲状腺腫瘍 を対象と して検討 した 報告は少 ない ･ 本研究で は , 4 2 例の 甲状腺腫瘍に お け る H- , K -

,
N -

r 耶 遺伝子

そ れぞれ に つ い て , コ ド ン1 2 と61 の 点突然変異 の 有無を P C R 法 と ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 法 を用い て 検討
した ･ 21 ゲ ー ジ針 で得られ た 穿刺吸引細胞 を使 い 乳頭癌 7 例 , 未分化癌 1 例か ら , ま た新鮮手術標本を用 い 濾胞腺腫11 乳 腺
腫様甲状腺腫 6 胤 乳頭癌1 5 例 , 濾胞癌 1 札 未分化癌1 例か ら D N A を 抽出した . 抽出した D N A を ,

H- . K
-

,
N -

r a S コ ド ン

1 2 と61 に 関 して P C R 法に よ り増幅 し
,
コ ド ン1 2 で は正 常型以外 に 8 穫猟 コ ド ン61 で ほ 8 種類 の 点突然変異特異的 プ ロ ー ブ

を 用 い よ
ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ 法で 変異 r α∫ 遺伝子を 検出した ■ 手術標本の 良性腫瘍で ほ
, 濾胸腺慮1 例

と腺踵様甲状腺慮 1 例で 点突然変異を認め た ･ また 手術標本甲悪性腫瘍で は , 濾胞癌1 例で点突然変異が検出されたが
, 乳頭

痛 , 未分化癌 で ほ変異は認め な か っ た ･

一

方穿刺吸引細胞で ほ
▲ 乳頭痛 , 未分化癌とも , r α∫ 遺伝 子 の 変異ほ検出され な か っ

た ･ 穿刺吸引細胞 と新鮮手術標本の 結果を合わ せ ると , 良性腫瘍で は 濾胞腺腰11 例中1 例(9 % = こ
, 腺腫様甲状腺腫 6 例中1 例

(17 %) に 点突然変異を認め た ･ しか し
, 悪性腫瘍 では25 例中濾胞痛の 1 例 に 点突然変異を認め たの み で , 乳頭 胤 未分化癌で

ほ r α∫ 遺伝子の 変異は検出され なか っ た ･ また
, 変異 r α∫ 遺伝 子を認め た濾胸腺鼠 腺腰様甲状腺魔 の 症例は

, 変異を 認め な
か っ た症例 と比 べ て 臨床像 に 特異な点 ほな か っ た ･ 以上 よ り

,
r α∫ 遺伝子の 変異は 日本人 の 甲状腺腫瘍 で ほ 欧米人 の もの に 比

べ る と 少なく
,
限 られ た 一

部の 症例 で の み腫瘍形成に 関与 して い る可能性が考え られ た . また
. 穿刺吸 引細胞を用 い た 化 ∫ 遺

伝子変異 の 解析ほ , 術前遺伝 子診断と して 施行可能 で あるが そ の 有用 性に は限界があるもの と 思わ れ た .

K e y w o r d s J a p a n e s e t h y r oid n e o pl a s m , r a S O n C O g e n e , p Oi nt m ut atio n , f in e - n e e dle a s pi r ati o n ,

P C R

本邦 に おけ る甲状腺 の 結節性病変 の 有病率ほ , 検診 で見い 出

さ れ る も の だ け で も腺腫あ る い ほ 腺腫様 甲状腺塵 で 0 .5 ～

2 ･4 %
l)

, 甲状腺癌 で 0 .1 2 ～ 0 .6 3 %
1 ト 3)

と か な りの 高頻度に 認め ら

れ る ･ また
ト
踵瘍性病変に 限 っ ても良性の 濾胞腺歴か ら予後良

好 な分化癌であ る乳頭癌や濾胞癌 , 予 後の 極度に 悪 い 未分化痛

ま で 様 々 な 生物学的悪性度 を有す るもの が 含まれ るた め , 甲状

腺結節性病変の 適確な診断 と適切な治療方針の 決定ほ 日 常診療

上重要 で あ る . 今日 上 座瘍 の 術前診断と して 穿刺吸 引細胞診が

行わ れ てお り
, 特に 乳頭癌 の 診断に ほ 感度, 特異性と もに 高く

そ の 有用 性が 評価 され て い る
4〉

. しか し
, 濾 胞腺歴 と濾胞痛 の

鑑別ほ穿刺吸引細胞診 で も しば しば 困難であり , 腫瘍摘出衝後

に 組織像を詳細に 検討 して 初め て 良性か悪性か が 判明する こ と

が 多い こ と や , 腺腰様甲状腺腫内に 生 じた結節が単な る過形成

で あ るか , 腺腫 ある い ほ病歴 で ある の か に つ い て も診断困難 な

こ と が ある等 , 穿刺吸引細胞診も完成 され た診断技術と は 言い

難い .

近年の 分子生物学的研究の 進歩に よ り , 腫瘍の 形成に は少な

く と も 5 な い し6 種類以上 の 癌遺伝子, 癌抑制遺伝子の 異常が

関与 して い る こと が 明 らか と な り
5)

, 甲状腺腫瘍 に お い て も ,

r d ∫
.
m ツC , r れ 圧点, p5 3 等の 癌遺伝子の 変異あ るい ほ発現異常が

腫瘍化 をもた ら して い る可能性が推定 さ れ て い る
6)

. そ の 中 で

もr α∫ 遺伝子の 変異は欧米人 に お け る甲状腺腫瘍で は比較的高

頻度であ り, L e m o in e ら
T)8 )
は濾胞癌15 例中 B 例, 乳頭癌10 例 中

2 例に ,
S u a r e z ら

9一
は 乳頭癌1 3 例中8 例に ,

N a m b a ら
10)
は乳頭

癌14 例中3 例に 化 ∫ 遺伝子変異を認め たと 述べ て い る .
これ ら

の 報告 で は , 濾胞腺腫な どの 良性腫瘍 で も変異を認め る場合が

ある こ と よ りrα∫ 遺伝子 の 点突然変異ほ腫瘍形成の 初期の 段階

に 生ずる 可能性が 示唆され て い る
8)18 )

.

一 方で ほ K a r g a ら
1t)
の よ

う に
, 濾胞癌14 例中遠隔転移を認 め た 2 例の み に rα∫ 遺伝 子変

異 を認め , r d ∫ 遺伝子 変異 と生物学的悪性度と の 相関を 示 唆 し

た報告もある . しか し
,
甲状腺腫瘍に おけ る変異 rα J 遺伝子 の

検討で報告され た もの は ほ とん どが欧米人 とく に 白人を対象と

した もの で あ り, 本邦で の 検討ほ 少な い . 甲状腺腫瘍の 発症頻

度は各阻織型別に みた 場合 , 国ある い ほ地域毎に か な り異 な っ

て い る こ とよ り
, 腫瘍化に は 環境因 子 が大きな影響を及ぼ して

い ると 考え られ て い る
12)

.
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1 6

本研究で は , 日 本人の 甲状腺腫瘍 に お ける 牲, K -

,
N- r α∫ 遺伝

子それ ぞれ の 変 異の 有無に つ い て ,
P C R 法 と ス ロ ッ ト プ ロ ッ

ト ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 法を用 い て 検討 した . また 巨 腫瘍摘

出手術以前の 遺伝子診断法と して の 可 能性を調 べ る 目的 で , 材

料と して新鮮手術標本に 加 え て穿刺吸引細胞 を用 い た 検討も

行 っ た .

材料お よび方法

Ⅰ . 対 象

199 2 年4 月 か ら199 4 年 2 月 ま で に 金沢大学医学部附属病院第

一

内科お よ び 関連病院 に て 得 られ た 甲状腺穿刺吸引細胞 8 例

と
, 甲状腺腫瘍 と して手術 され た新鮮手術標本34 例 の 合 計42 例

を対象 と した . 穿刺吸引細胞は甲状腺腫瘍を超音波誘導下で21

ゲ ー ジ針で穿刺 し注射簡内の 陰圧 に よ り吸引する こ と に よ り採

取 し
13)

,

- 8 0 ℃ で保存 した . また 新鮮手術標本は標本 の
一

部 を

- 8 0 ℃ で保存 して使用 した . 甲状腺腫瘍 の 診断は甲状腺癌取扱

い 規約
‖)
に 従 っ た . 穿刺吸引細胞は乳頭癌 7 例 , 未分化癌 1 例

で あり , 新鮮手術標本 ほ濾胞腺腫11 例 , 腺腫様甲状腺腫 6 例,

乳頭癌1 5例 , 濾胞癌 1 例 , 未分化癌1 例 であ っ た (表 1) .

‡ . 方 法

1 . D N A 抽出

穿刺吸引細胞か ら の D N A の 抽出ほ F ei n m e s s e r ら
15)
の 方法

を 用 い , 吸 引物 を 5 00 /上l の 溶 解緩衝液 ( P C R 反 応緩衝液

【10 m M T ri s - H C l ( p H 8 .3) , 5 0 m M 塩化 カ リ ウ ム ,
1 .5 m M 塩 化 マ

グ ネ シ ウ ム
,
0 . 0 0 1 % ゼ ラ チ ン】, 0 .4 5 % ノ ニ デ ッ ト P 4 0

( B o e h ri n g e r M a n n h ei m , M a n n h ei m , G e r m a n y) , 0 .4 5 % ト ウ ィ
ー

ン 2 0 (B o e h ri n g e r M a n n h ei m ) , 1 0 0 FLg/ m l プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ K

( B o e h ri n g e r M a n n h ei m )) に5 6 ℃ で 4 時間保温後, 1 0 0 ℃ で 10

分間加熱 し, 3 0 ～ 8 0 /Jl を P C R に 使用 した . また , 新鮮手術標

本 の D N A の 抽出は D ＼A 抽 出キ ッ ト (S tr a t a g e n e , C alif o r ni a ,

しS A) を 使用 し, 4 0 ～ 2 5 0 m g の 標本 を粉砕 し , 蛋 白分解酵素 ,

R N a s e で 分解後 ,
D N A を エ タ ノ

ー ル で 沈 殿 し , T E 緩衝液

(1 0 m M T ri s - H C l , 0 .1 m M E D T A ) に 溶解 し
,
1 ～ 8 0 FLl を P C R に

用 い た .

2 . P C R

H- , K
-

,
N -

r a S 遺伝子そ れ ぞれ の コ ド ン ( c o d o n) 1 2 と コ ド ン

61 に 関 して P C R 法
16j
を行 っ た . プ ラ イ マ

ー

ほ r d ∫ プ ロ
ー

ブ プ

ラ イ マ
ー セ

ッ ト (和光 , 大 阪) を 使用 した (表 2) . 各標本 よ り抽

T a bl e l . H is t ol o gi c al c h a r a c t e ri sti c s of th y r oi d n e o pl a s m s

C y t ol o盲y

bi st o lo g ァ

N u m b e r of s a m pl e s

A s pir a t e d c ell s R e s e c t e d t u m o r s

B e ni g n

F olli c ul a r a d e n o m a s

A d e n o m a t o u s g oite r s

M alig n a n t

P a pi11 a r y c a r ci n o m a s

F olli c ul a r c a r ci n o m a

A n a pla s ti c c a r ci n o m a s

T a bl e 2 . P ri m e r s u s e d t o s c r e e n f o r r a s p oi n t m u t ati o n s

C o d o n 0 1i g o n u cl e o ti d e s

H - r a S 1 2 5
'

G G A G C G A T G A C G G A A T A T A A 3
'

3
'

c T C A C C T C T A T A G T G G G G T C 5
'

K -

r a S 1 2 5
P

A T G A C T G A A T A T A A A C T T G T 3
'

3
'

c T C T A T T G T T G G A T C A T A T T 5
'

Nr r a s 1 2 5
'

A T G A C T G A G T A C A A A C T G G T 3
■

3
'

c T C T A T G G T G G G A T C A T A T T 5
'

H -

r a S 6 1 5
'

c c T G C A G G A T T C C T A C C G G A 3
r

3
'

T T C A C C T G T A C T G G T G G A T G 5
'

K -

r a S 6 1 5
'

G A T T C C T A C A G G A A G C A A G T 3
'

3
-

c T A T A A T G G T G A A T A T C T T C 5
'

N -

r a S 61 5
'

G A T T C T T A C A G
･ A A A A C A A G T 3

'

3
'

c T (‡T A G A G G T T A A T A T C C G C 5
'



日 本人 の 甲状腺腫瘍濫 お ける rβ∫ 遺伝子点突然変異

出 した D N A に ,

一 対 の プ ラ イ マ ー (5 0 0 FLg/ m l) 2 FLl , P C R 反応

緩衝液 , デオ キ シ リ ボ ヌ ク レ チ オ ド混 合液 [d A T P , d G T P
,

d C T P ･ d T T P 各 50 0 FL M (P h a r m a c ia , U p p s al a , S w e d e n)] , T a q

D N A ポ リ メ ラ q ゼ (P e r k in - E l m e r C e t u s , N o r w alk
,
U S A ) 2 .5

単位 を加 え
, 滅菌蒸留水に よ り全量 10 恥d に 調整 した . 加熱の

際 に起き る反応液の 蒸発を防く
-

た め
, 反応液に 50 〃1 の ミ ネ ラ

ル オ イ ル (Sig m a , S t . L o u is , U S A ) を 重 層 し た . 反 応 に ほ

D N A ミ ニ サ イ ク ラ ー

( M J R e s e a r c h , M a s s a c h u s e tt s , U S A ) を

使用 し, 熱変性 を94 ℃ , 1 分 間
,
ア ニ ー リ ン グ を5 5 ℃ , 1 分

17

間 ,
D N A の 伸長を72 ℃L

, 2 分間と し, こ れを 1 サ イ ク ル と して

30 サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応終了 後 ,
ク ロ ロ ホ ル ム 10 恥1 を加

え 振逸 し
,
上 層に 増 幅後 の D N A 溶 液 を 得 た . D N A 溶 液

1 0 pl を , 3 % 低融点 ア ガ ロ ー

ス ゲル (F M C , R o c k l a n d
,
U S A ) に

D N A 分子量 マ ー

カ
ー

9 (和光) と 共に 電気泳動 し, 紫外線照射

に よ り約1 00 塩基 の 長さ を持 つ 蛍光バ ン ドを 確認 した .

3 .
ス ロ

ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

増幅 した D N A 2 〟1 を ,
ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン 法
'7)
に 使 用 し た . D N A を ナ イ ロ ン 膜 (A m e r s h a m ,

T a b l e 3 ･ A ll el e - S P e Cifi c oli g o n u cl e o tid e p r o b e s u s e d t o s c r e e n f o r r a s g e n e p o i n t
m u t a ti o n s

C o d o n O lig o n u cl e o tid e s A m i n o a c id s c o d e d f o r b y
th e wi 1d a n d m u t a n t c o d o n s

廿 r a s 1 2 G T G G G C G C C 旦旦旦 G G T
T G C

A G C

C G C

G T C

G A C

G C C

K ィ α∫ 1 2 G T T G G A G C T G G T

N -

r a S 1 2 G G A G C A G G T

G T G G G Gl y ci n e

C y s t ei n e

S e ri n
?

A r g 血I n e

V ali n e

A s p a r a亡i c a cid

Al a ni n e

G G C G T A G G

T G T

A G T

C G T

G T T

G A T

G C で

G G T G T T G G G A A

T G T

A G T

C G T

G T T

G A T

G C T

H- r a S 61 A C C G C C G G C C A G G A G

G A G

T A G

A A G

C T G

C G G

C C G

C A T

C A C

K, r a S 6 1 A C A G C A G G T C A A G A G

G A G T A

G ly ci n e

C y s t ei n e

S e ri n e

A r gi口i n e

V aIi n e

A s p a r a tic a cid

A l a ni n e

G ly ci n e

C y st ei n e

S e ri n e

A r gi n i n e

V ali n e

A s p a r ati c a cid

A l a ni n e

G l u t a m i n e

G l ut a m i c a cid

T e r m i n a ti o n c o d o n

L y si n e

L e u ci n e

A r gi ni n e

P r oli n e

H i stid i n e

H is tid i n e

G A G T A G l u t a m i n e

T A A T e r m i n ati o n c o d o n

A A A L y si n e

G A A G l u t a m i c a c id

C T A L e u ci n e

C C A P r oli n e

C G A A r gi n i n e

C A T H i s tidi n e

C A C H i s tidi n e

N - r a ∫ 61 A C A G C T G G A £A 皇G A A G A G T A
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1畠

B u c k i n gh a r n s h ir e . U K ) 上
に H Y B R I-S L O T M a nif old ( B R L ･

G ai th e r s b u r g . しS A ) を 使用 L ブ ロ ッ テ ィ ン グ を行い ,
8 0 ℃

,
2

時間加熱固定 した . 汁 t K- ･ N- r d ∫ コ ド ン1 2 で は正 常型以外 に 6

種項の 点突然変異 の プ ロ
ー ブ を ,

また コ ドン 61 で は 8 種頼 の 点

突然変異の プ ロ
ー ブ を 剛 ､ た . プ ロ

ー

ブは 用 ∫ プ ロ
ー ブ プ ラ イ

マ ー セ ッ ト( 和光) を 使 用 した (衰 3 ) .
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン

は エ ン ハ ン ス ドケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス ( e n h a n c e d c h e
mi 1 u m i n e -

s c e n c e . E C L) 3
,

一オ リ ゴ ラ
ベ リ ン グ

･ 検 出 シ ス テ ム (A m e r sh-

a m ) を 使い .
A m e r s h a m 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い プ ロ p ブ の

3
･

末端 を フ ル オ し セ イ ン 修 飾 デ オ キ シ ウ リ ジ ン 三 リ
ン 酸

(d e o x y u ridi n e 5
】

-tri ph o s p h at e l
d t: T P ) で標識 し , ハ イ プ リ ダイ

ゼ ー

シ ョ ン を42 ℃ , 2 時間行 っ た . 洗浄は 各プ ライ マ ー ごと に

条 件を 変 え て 行 い ,
ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ

ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ

(h o r s e r a di s h p e r o x id a s e . = R P ) 標識抗フ ル オ
レ セ イ ン 抗体 と検

出試薬を用 い て 化学発光 を発生 さ せ , そ れ を X 線 フ ィ ル ム

( K o d a k . N e w Y o r k . U S A ) に1 0 ～ 3 0 分東光 させ て 記録 した ･

N - r a ぶ

c o d o n 1 2

K - r a

C O d o n

e喜宗芸もぎ
O p e r a ti o n

O p e r a t ぬ門

戸N Å

成 績

t . p C R 産物の 確認

穿刺吸引細胞 と新鮮手術標本の そ れ ぞれ か ら得 られ た
D ＼A

に 対 して P C R を行 い ,
P C R 産物 と分子量 マ

ー カ
ー

を ア ガ ロ
~

ス ゲ ル に 電 気泳動 L た ( 図1 ) . 穿刺吸引細胞 ,
新鮮手術標本い

ずれ の P C R 産物も同 じ ように 約100 塩基の 長 さを 持 つ D ＼A 断

片を 認め , 穿刺吸 引細胞か ら得 られ た 微量の D N A か らも ,

~

度の P C R で 充分な 増幅が か か っ て い る こ と が確認 され た ･

l . ス ロ ッ トプ ロ ･

ソ トハ イ プリダイ ゼ
ー

シ ョ ン

1 . 新鮮手術標本

1 ) 良性腫瘍 ( 図 2 )

濾胞腺踵の 1 例で ,
H- 7

･

d ∫ コ ド ン6 1 の 検討 に お い て , 正 常型

(C A G ) の プ
ロ ー ブ に 加 えて 点突然変異 (C G G ) の プ ロ

ー ブ へ の

結合 を認め ,
C A G → C G G ( グ ル タ ミ ン

→ ア ル ギ ニ ン) の 点突 然

変異 が検出 され た . しか し , 他の コ ド ン で は変異型 の プ ロ
ー ブ

守
1 0 0 b p

Fig . 1 ･ A g a r o s e g el el e
c tr o ph r e sis of P C

R- a m plifi e d D N A ･ F N A ･ fi n e- n e e d l e a s pir a ti o n ･

T a bl e 4 . P r e v al e n c e o f r a s p oi n t m u t a ti o n s i n th y
r oid n e o pl a s m s

H is t ol o g y
N u m b e r of

c a s e s e x a m i n e d

B e ni g n

F olli c ul a r a d e n o m a s

A d e n o m a t o u s g oit e r s

M ali g n a n t

P a pill a r y c a r ci n o m a s

F o11i c ul a r c a r ci n o m a

A n a pl a s ti c c a r ci n o m a s

N u m b e r (% ) of

c a s e s wi th m u t a ti o n s
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F i g . 2 ▲ S e q u e n c e
-

S P e Cifi c oli g o n u cl e o tid e h y b ri diz a ti o n of P C R- a m Plifi e d D N A f r o m s u r gi c ally-r e S e C t e d b e nig n n
e o pl a s m s t o

p r o b e s f o r H- r a S C O d o n 61 a n d K- r a S C O d o n 1 2 ･ T h e m u t a n t p r o b e f o r HT r a S C O d o n 6 1 ( a r gi ni n e ･ A r g) h y
b rid iz e d t o D N A f r o m

c a s e 5 0f f o11ic ul a r a d e n o m a
,
a n d th e m u t a n t p r o b e f o r K- r a S C O d o n 1 2 ( a s p a r a tic a c id , A s p) h y b rid iz e d t o D N A f r o m c a s e 2 0f

a d e n o m a t o u s g oit e r . G l n , gl u t a m i n e ; L y s . 1y si n e ; G ly , gly c i n e : C y s ,
C y S t ei n e ･

T a bl e 5 . P a ti e n ts a s s o ci a t e d w ith r a s m u t a ti o n s

P a ti e nt A g e S e x H is t ol o g y T u m o r si z e M et a st a sis
L}

n u m b e r b T e a r S) (c m )

M u t a ti o n

S it e C o d o n

1 7 3 F F ollic ul a r ad e n o m a 3 . 5 × 2 . 5

2 6 2 F A d e n o m a to u s g oit e r 2 ×1 . 4

3 4 3 M F olli c ul a T C a rCi n o m a 4 ×2 . 5

H - r a S C O d o n 61
, C A G → C G G

( G l n → A r g)
b)

K -

r a ∫ C O d o n 1 2
,
G G T → G A T

( G ly → A s p)
b)

H -

r a S C O d o n 61 . C A G → C G G

( G h → A r g)
b)

F
,
f e m al e ; M , m al e ; G l n , gl u t a m i n e ; A r g , a r gi n i n e ; G ly , gly ci n e ; A s p , a S P a r a tic a cid ･

1l
-

,
n O m e t a S t a Sis .

b)
A m i n o a ci d s c o d e d f o r b y t h e w ild a n d m u t a n t c o d o n s a r e s h o w n i n b r a c k e ts ･



2 0

へ の 結 合は 認め ず ‥ 点突然変異は検出されなか っ た .

一 方腺腫

様甲状腺踵 で は . K- r a S コ ド ン1 2 で l 例 の み , 正 常 型 の G G T

の プ ロ ー ブ に 加 え て 点突然変異 の G A T の プ ロ
ー ブ で も結合を

認め ,
G G T → G A T ( グ リ シ ン → ア ス パ ラ ギ ン 酸) の 点突然変異

が検出 され た . しか し
,
他の コ ド ン で 変異型の プ ロ ー ブ へ の 結

合は 認め な か っ た .

2 ) 悪性腫瘍 (図 3 )
●

濾 胞癌 の 1 例で ,
H ≠ 那 コ ド ン 6 1 の 検 討に お い て 正常型 の

C A G の プ ロ
ー ブ に 加 え て点突然変異の C G G の プ ロ

ー ブ に 対

して も結合を認め , C A G → C G G ( グル タ ミ ン → ア ル ギ ニ ン) の

点突然変異が検出 され た . しか し
,
他 の コ ドン で は 変異型の プ

ロ ー ブ へ の 結合 は認 めなか っ た . ま た乳頭癌15 例 , 未分化癌 1

例 で は全例正常型 の プ ロ
ー ブ へ の 結合 しか認 めず , 変異 r α∫ 遺

伝子は検出さ れ なか っ た .

2 . 穿刺吸引細胞 (図4 )

乳頭痛 7 例 ,
未 分化癌 1 例とも ,

H -

,
K -

,
N ･ r d ∫ コ ド ン1 2 と61

で
,
新鮮手術標本の 場合と同 じく正常型の プ ロ ー ブ で は結合 を

認めた が , 変 異型 の プ ロ ー ブ で ほ結 合を認ず変異 r α∫ 遺伝子は

検出され なか っ た .

Ⅲ . H -

,
K -

,
N -

r α∫ 遺伝 子の コ ド ン1 2 と6 1 の 突然変異 (表

4)

穿刺吸引細胞と新鮮手術標本の 結果を合 わせ る と , 良性腫瘍

で は濾胸腺踵11 例中 1 例 (9 %) に , 腺踵様甲状腺腫 6 例 中1 例

(1 7 %) に 点突然変異 を認 め た . しか し
, 悪性腫瘍 では , 濾胸痛

1 例に 点突然変異を認 めた の み で , 乳頭癌 , 未分化癌で は 変異

rα∫ 遺伝 子は検出され なか っ た .

Ⅳ . 点突然変異 が認 められた症例 (表 5 )

H -

r α∫ コ ドン 6 1 に 点突然変異を詠め た 濾胞腺歴と ,
K- r α∫ コ

邑づ6 1 粍領空

W itd

ÅA G C G G G G T T G て
一

G Å1
~

( L .y s) ( A r g) 〈G 吋) ( C y s〉 くA s p〉

Fi g . 3 ･ H y b rid iz a ti o n of P C R
-

a m plifi ed D N A f r o m s u r g l C a11 y
-

r e S e C te d m alig n a n t n e o pl a s m s t o p r o b e s f o r H- r a S C O d o n 61 a n d K-

r a s c o d o n 1 2 . T h e m u t a n t p r o b e f o r H
- r a S C O d o n 61 ( a r gi ni n e , A r g) h y b ridi z e d t o D N A f r o m c a s e I of f olli c u l a r c a r ci n o m a ･

G l n , gl u t a m i n e ; L y s , 1 y si n e ; G l y , gly
ci n e ; C y s ･ C y S t ei n e ; A s p , a S p a r ati c a cid ･
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a s p a r a ti c a c id .

ド ン1 2 に 点突然変異を認め た腺應様甲状腺魔の 症例は , 突然変

異を お こ さ なか っ た 他の 濾胸腺腰や腺應様甲状腺腰 の 症例と比

べ て
, 臨床像に 特異な点 ほ なか っ た . また H- r d ∫ コ ド ン61 の 点

突 然変 異 を認 め た 濾 胞癌 の 症例 で は ト 腫 瘍 の 大 き さ ほ

4 ×2 .5 c m と や や 大き か っ た が
, 転移は 認め なか っ た .

考 察

尺α∫ 遺伝子 は H- , K- , N- r d ∫ の 3 種類か らな る遺伝子 フ ァ ミ

リ ー

を 形成 して い る . そ の 遺伝 子産物ほ分子量21 , 0 0 0 の 蛋白質

(p 2 1) で細胞膜の 内側に 局在す る . p 2 1 ほ G T P , G D P に 結 合

し
, G T P を 脱リ ン 酸化 して G D P に 変え る G T P 分解酵素活性

を持 ち ∴細胞 の 増殖お よ び 分化に 関与す る
榔

. ま たr α∫ 遺伝子 ほ

12
,
1 3 ある い ほ61 番目 の コ ドン で の 点突然変異に よ り ア ミ ノ 酸

置換が起 こ ると 活性化さ れ , 細胞の 腫瘍化を引き起 こ すと 考え

られ て い る19) . っ ま り 正常 p 21 の 活 性 型 で あ る G T P 型 ほ

G T P 分 解 酵 素活性 化蛋 白質 ( G T P a s e a c ti v a ti n g p r o t ei n ,

G A P ) と 結 合 し , G T P 分 解酵素 の 活性化 に よ り G T P が

G D P に 脱リ ン 酸化 され 不 活性型 の p 2 1- G D P 型 に 変換 さ れ る

が
, 変異 した p 2 1 ほ , 正常 p 21 に 比 べ G T P 分解酵素活性 が低

い ため
, 活性型の p 2 1- G T P 型 に 長く と ど ま り , 細胞増殖を促

進 し腫瘍化を引き起 こ す と推定 され て い る
2の

.

多く の ヒ ト 腫瘍 に お い て r α∫ 遺伝 子の 点突然変異が報告 され

て い るが
, 変異の 頻度 と種類は腫瘍濫 よ り異な っ て い る

岬
. E-

r α∫ 遺伝子変異は膵臓癌の 約90 % , 大腸 癌の 約50 % , 肺腺 癌 の

約30 % に 認め られ て い る . また , 汁 r d ∫ 遺伝子 変異ほ膀胱癌の

1 0 % , 腎癌 の1 0 % に ,
N- m ∫ 遺伝 子変異 ほ悪性黒色腫 の 約

1 5 % , 急性骨髄性白血病の10 ～ 7 0 % に 報告され て い る . また
,

大腸癌に お い ては 数種類の 遺伝子変異 が 蓄横 され て 正 常粘膜か

ら腺鷹を経 て 大腸癌に 至 る多段階発癌が 明 らか とな っ て お り ,

r d ∫ 遺伝子 の 点突然変異は腫瘍化の 初期の 段階 で 起 こ る こ と が

示 さ れて い る
21)

. さて 欧米の 甲状腺腫瘍でもⅠ十 ,
K一, N- r α∫ い ず

れ か の 遺伝 子に 点突然変異を認め る こと が報告 され て お り , そ

の 頻度ほ 報告者に よ りさ ま ざま だ が
, 濾胞腺腫 で 0 ～ 8 5 % ( 平

均32 % ) , 腺腫様甲状腺腫 で21 % ′ 濾胞癌 で 0 ～ 1 0 0 % ( 平均

41 % ) , 乳頭癌で 0 ～ 6 2 % ( 平均17 % ) , 未分化癌で 0 ～ 6 0 % ( 平

均59 % ) と な っ て い る
T 卜 ‖)22 ト 28 -

. また 大腸癌 の 場合に 似て , 良性

腫瘍 でも r α∫ 遺伝子変異が認め られ る こ と か ら , 甲状腺 に おい

て も r d ∫遺伝子の 点突然変異は腫瘍形成の 初期 の 段階で お こ っ

て い る こ とが 示 唆され て い る
18-

.

一 方 , 本邦 で は Y o s hi m o t o ら が , 濾胞 腺鷹2 4 例 中 5 例

(21 %) に 点突然変異を認め るも の の , 乳頭癌26 例と未分化癌1

例 で は 変異を認めなか っ た こ と よ り, 日本人で ほ濾胞腺腰 の 一

部 で の み r α∫ 遺伝 子変異が腫瘍形成 に 関与 して い ると 報告 して

い る
2g)

. 今回 の 我 々 の 検討で も , 腺腫様甲状腺踵1 例 ∴濾胞腺

腫 1 例, 濾胸痛1 例 に 点突然変異を認め た が , 乳頭癌と 未分化

痛で は 変異を認めず , 日本人の 甲状腺腫瘍に お ける rα∫ 遺伝子
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点突然変異は欧米に 比 し低頻度で かフ , 変異が認 め られ る組織

塾も限られ て い る可 能性が考え られ た ･

以前よ り , 日本 と欧米 と で 甲状腺癌 の 病理 組織型別の 頻度に

は大きな隔た り が ある こ とが 知 られ て い た . 甲状腺悪性腫瘍登

録集計 (19 7 7 ～ 1 9 8 8) に よれば , 乳頭癌79 . 4 % , 濾胞癌16 ･ 6 % ,

未分化癌2 .5 % , 髄様 癌1 .5 % と , 日本で は 乳頭癌 の 発生頻度が

高く , 濾胞癌お よび 未分化癌の 頻度 が低い
抑

･

一 九 欧 米 で は

濾胞痛 が20 ～ 3 9 . 3 ‰ 未分化痛が20 ～ 2 5 ･ 7 % と多く ,
乳頭癌 は

25 . 3 ～ 5 1 % と少 な い
31)3 2)

. こ の よ うな 差を 生ず る原因と して ∴環

境因子 , 特 に ヨ ー ド摂取量 の 違い が 重要であ ると 考え られて い

る . すな わ ち ヨ ー ド欠乏地域 では , 乳頭痛が 少な く 濾胞癌 , 未

分化痛 が多 い こ と が 疫学的に指摘 され て お り
12)33 ) 3 4}

, 実際 ス イ ス

で ほ ヨ
ー

ド添加食卓塩の 普及に よ り濾胞痛が41 ･ 8 % か ら29 ･ 7 %

へ
,
未分化痛が36 . 9 % か ら23 .8 % へ と著明に 減少 し, 乳頭癌 は

7 . 8 % か ら33 . 4 % と相対的上昇 を認め て い る
Ⅰ2)

･ 日 本 人 は 1 日

1 ～ 2 m g と 欧米人の 約10 倍多く ヨ
ー ドを摂取す る こ と も

35'

, 乳

頭癌 の 発生が 高頻度で , 濾胞癌や 未釧ヒ癌の 発生が低頻度で あ

る こ と の
一 因で ある と考 え られ て い る

矧
. ヨ

岬 ド摂取量 の 差 が ,

甲状腺 の 発癌過程の どの 段階 に 影響する の か に
つ い て 興味が も

た れ る と こ ろ で あ るが , 実際 S hi らは ヨ
ー ド摂取量 が r α∫ 遺伝

子の 点突然変異に も影響する 可能性を 示 して い る
28)

t す な わ ち ,

彼 らは ヨ ー ド摂取量 の 異な っ た 二 つ の 地域に お い て , 甲状腺腫

瘍に お ける rα∫ 遺伝子 の 点突然変異を検討 した結果, 濾胞腺腫

に おける 用 ∫ 遺伝子変異ほ , ヨ
ー

ド摂取量 1 日 4 6 ～ 7 0 鵬 の デ

ブ レ ツ ェ ソ ( ハ ン ガ リ ー ) で は84 . 6 % と高率だ っ た が ,
ヨ

ー

ド摂

取 量1 日 19 0
～ 5 5 0 鵬 の

ニ
ュ

ー

フ ァ ン ドラ ン ド( カ ナ ダ) で は

16 . 6 附 こすぎな か っ た こ と , ま た濾胞癌 での r α∫ 遺伝子変異は

デ ブ レ ツ ェ ソ で50 % で あ っ た が ,
ニ

ュ

ー フ ァ ン ド ラ ン ドで は

10 % で あり , さ ら に 乳頭癌で ほ両 地域 とも変異を認め な か っ た

こ とを 報告 し, 濾胞腺経 と濾胞癌 に お い て ほ ,
ヨ ー ド摂取不 足

が r α∫ 遺伝 子変異 を介 した 腫瘍化の 要因とな っ て い る可 能性を

示 唆 して い る . した が っ て , 今回 の 結 果で 日本人 の 甲状腺腫瘍

で の r ｡ ∫ 遺伝子変異が低頻度 であ っ た こ と は ,
日 本人 の ヨ ー ド

摂取量が多い こ と を 反映 した もの で ある と推測す る こ とも可 能

か も しれ な い . しか しなが ら, r α∫ 遺伝子変異 を引き起 こ す原

因 と して , ヨ
ー ド摂取不 足以外に , 放射線被風 遺伝的素 乱

血 清 T S H 濃 度 , 感 染 な ど も考 え ら れ て お り
29〉

,
例 え ば

W ri g h t らは 過去の 放射線治療歴 の 有無で甲状腺腫瘍 を分け ,

r α∫ 遺伝子の 点突然変異を検討 した 結乳 変異は放射線治療 歴

の 有るもの で33 % , 無い もの で37 % と 差が なか っ た が , 濾胞癌

に 限 っ た検討で ほ ,
K- r α∫ 遺伝子の 変異は放射線治療歴の 有 る

も の で60 % と高率で あ っ た が , 治療歴 の 無い もの で は 6 % で あ

り
,
放射線が K で α∫ 遺伝子の 点突然変異を引き起 こ した 可能性

を報告 して い る
2丁-

. 今回 少数 なが ら
一 部の 症例 で 用 ∫ 遺伝子変

異が認め られ た こ と よ り , 遺伝的素乱 ヨ
ー

ド摂取量と は 無関

係な環境因子など他の 因子が r α∫ 遺伝 子変異を介 した 腫瘍化 に

関与 して い る可 能性も考慮す る必要がある と思わ れ る ･

甲状腺腫瘍 の 診断 と して は超音波倹軋 Ⅹ 線 C T , 核医学的

検査などの 画像診断や穿刺吸引細胞診が用い られ て い る ･ その

. 中で も穿刺吸引細胞診 ほ手技が簡単
で安全で繰 り返 し実施でき

質的診断精度が高く最も有用と されて お り , 本法が 用い られ て

か ら甲状腺腫瘍 に対する手術の 比率が減少 し, 手術標本に占め

る癌 の 比率が 上 昇 した とされて い る
13)3 7 ト 3g }

. 甲状腺 腫瘍 に お け

る穿刺吸引細胞診の 偽陰性は 1 ～ 1 1 % , 偽陽性は 1 ～ 8 % で 感

度ほ65 ～ 9 8 % ,
特異性は72 ～ 1 0 0 % で あり

38

＼ 特に 乳頭癌で は 正

診率は80 ～ 9 0 % で ある
48ゝ

. しか し濾胞癌 は , 腫瘍細胞 の 被膜浸

潤像や脈管浸潤像 が組織学的に 確認 され るもの と 定義さ れ て お

り , 細胞診に お い て濾胸腺歴と の 区別は 不 可 能で あ る
叫

･ そ こ

で そ れ らを 鑑別す る指標が求め られ てき た . 近年 の 分子 生物学

的研究 の 進歩 に よ り ,
甲状腺腫瘍 に おい て も r d ∫ 遺伝子 の 点突

然変異の 他 に ,
D N A メ チ ル 化 の 増 肘

2〉

, 染 色体 11 q 1 3 の 欠

対
3)

, 染色体 3p の 欠対
4)

,
佃 遺伝子 の 活性化

15～

, P 5 3 遺伝子 の

点突然変異ヤ な ど多段階発癌に 関与す る遺伝子変異が見い 出 さ

れ てお り
膵 ･

, それ らの 変 異を検出す る こ と に よ り甲状腺腫瘍 の

生物学的悪性度診断が 可能 で あれ ば ‥ 患者に もた ら され る 恩恵

も大き い もの が あ る . 今回 の 穿 刺吸引細胞 を 用 い た 方法 で は

用 ∫ 遺伝子の 変異 は検出 され な か っ た が ,
穿刺吸引細胞 を用い

た rα∫ 遺伝子 変異 の 解析ほ術前遺伝子診断と して施行可能 であ

る こ と が 明らか と な っ た . しか し 用 ∫ 遺伝子の 検討だけで は ,

日本人に おけ る変異陽性頻度が少な い こ とか らそ の 有用性 に は

限界がある と 考え られ た . 他の 遺伝子 に つ い て も穿刺吸引細胞

を用 い た 方法は応用可能 で あり , 今後他 の 遺伝子を含め た 複数

の 遺伝子変異の 検討を行えば術前遺伝子診断 の 有用 性に つ き評

価 でき るも の と思わ れ る .

結 論

甲状腺腫瘍 の H -

, K -

, ＼
-

r α∫ 遺伝子そ れ ぞれ の コ ド ン12 と コ

ドン 61 の 点突然変異の 有無 を , 穿刺吸引細胞 と新鮮手術標本を

用 い ,
P C R 法と ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン 法

を 使 っ て 検討 し , 以下の 結 論を 得た .

1 . 新鮮 手術標本の 良性腫瘍 で は 一 滴胸腺鹿 1 例 に H- rαぶ コ

ド ン6 1 で C A G → C G G の , 腺踵様甲状腺腫 1 例に K
-

r a S
コ ドン

1 2 で G G T → G A T の 点突然変異を認 め た .

2 . 新鮮手術標本 の 悪性腫瘍 で は , 濾胞癌1 例に H- r d ∫ コ ド

ン6 1 で C A G → C G G の 点突然変異を認 めた が , 乳頭癌と 未分化

癌 では 用 ∫ 遺伝子の 変異 は検出 され な か っ た ･

3 . 穿刺吸引細胞を 用 い た 方法で は , 乳頭癌 , 未分化癌とも

r d ∫ 遺伝子 の 変異 は検出 され な か っ た ･

4 . 穿刺 吸引細胞 と新鮮手術標本の 結果を合わ せ る と , 良性

腫瘍で は濾胞腺腫11 例中1 例 (9 %) に , 腺腫様甲状腺腫 6 例 中

1 例(1 7 % ) に 点突然変異を認 め た . しか し悪性腫瘍で は濾胞癌

1 例 に 点突然変異を認め た の み で ,
乳頭痛 と未分化痛で は rα∫

遺伝子 の 変異は検出 され な か っ た t

以上 の 結果 よ り ,
日 本人の 甲状腺踵瘍 で は r α∫ 遺伝子 の 変異

は欧米人 に 比 べ る と少な く , 腫瘍形成 の 上 で r d ∫ 遺伝子 の 点突

然変異は限 られ た
一 部 の 症例 で の み 関与 して い る 可能性 が考 え

られ た . また , 穿刺吸引細胞 を 用 い た 用 ㌻遺伝子変異の 解析 は

術前遺伝子診断と して 施 行可能 だ が , 日本人 に お け る変異陽性

頻度が少な い こ と か らそ の 有用性 に は限界があ るもの と 思わ れ

た .
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日本人の 甲状腺腫瘍に お ける r d ∫ 遺伝子点突然変異

なお , 本論文の要 旨の
一

部は . 第6 7 回 日本 内分泌学会総会(1 99 4 年 , 長

崎) に お い て発表 した .

文 献

1 ) 樋 口 郁夫 , 杉本光郎, 及川幹夫: 福島県の 会津地方に お け

る 甲状腺検診 (第 2 報) 日 本各地 に お け る甲状腺検診と の 比較,

日 農医誌, 3 5 , 1 4 7-1 5 1 (1 9 8 6) .

2 ) M a r u c h i , N ･
,
F u ri h a t a

,
R . & M a ki u c h i

,
M . : P o p ul a t,

i o n s u r v e y s o n th e p r e v al e n c e of th yr oid c a n c e r i n a

n o nL e n d e m i c r e盲io n , N a g a n o , J a p a n . I n t . J . C a c e r , 7 , 57 5 - 58 3

(1 9 7 1) .

3 ) 藤本吉秀: 甲状腺疾患. 内分泌疾患 (藤本吉秀編) , 第1

版 ,
1 7 -1 5 6 頁 , 中外医学社

,
東京

,
1 9 8 9 ,

4 ) 宮内 昭, 高井新 一 郎 , 森本茂人
,
大西 利夫

,
川村修司 ,

岸野文 一 郎 , 前 田 昌純 , 神前五郎 : 頚 部腰痛の 穿刺吸引鑑別診

断 . 多角的診断技術 の 応用 . 日 外会誌, 糾 , 6 6 7 牒73 (1 9 83) .

5 ) W ei n b e r g , R . A . : O n c o g e n e s , a n ti o n c o g e n e s , a n d th e

m ol e c ul a r b a s e s of m ultis t e p c a r ci n o g e si s . C a n c e r R e s . , 4 9 ,

3 71 3 -3 7 2 1 (1 9 8 9) .

6 ) F a gi n , J . A . : G e n e tic b a si s of e n d o c ri n e di s e a s e 3 .

M ol e c u l a r d ef e c ts i n t h y r oid gl a n d n e o pl a si a . J . C li n .

E n d o c ri n ol . M e t a b . , 7 5
,
1 3 9 8-1 4 0 0 (1 9 9 2) .

7 ) L e m o i n e , N . R .
, M a y all , E . S . ,

W ylli e , F . S .
,
F a r r

,

C . J .
,
H u g h e s , I) . , P a d u a , R . A

り
T h u r s t o n , V .

,
W illi a m s ,

E . D . & W y n f o r d
- T h o m a s

,
D . : A c ti v a t e d r a s o n c o g e n e s i n

h u m a n t h y r oid c a n c e r s . C a n c e r R e s . , 48 , 4 4 5 9
-4 4 6 3 (1 g 8 8) .

8 ) L e m o i n e , N . R .
,
M a y a ll , E . S .

,
W yllie , F . S

リ

W illi a m s
,
E . D .

,
G o y n s , M .

,
S t ri n g e r , B . & W y n f o r d

-

T h o m a s , D . : H ig h f r e q u e n c y of r a s o n c o g e n e a c ti v a ti o n i n

all s t a g e s of h u m a n t h y r oid t u m o rig e n e si s . O n c o g e n e , 4 ,

1 5 9-1 6 4 (1 9 8 9) .

9 ) S u a r e z , H . G .
,
d u V ill a rd

,
J . A .

,
S e v e r i n o

,
M .

,

C aill o u
,
B .

,
S c hl u m b e r g e r , M .

,
T u bi a n a

,
M .

,
P a r m e n ti e r

,

C & M o n i e r , R . : P re s e n c e of m u t a ti o n s i n a11 th r e e r a s

g e n e s i n h u m a n t h y r oid t u m o r s - O n c o g e n e , 5 , 5 65T5 7 0 (1 9 9 0) .

10) N a m b a . H り R u bi n , S . A . & F a gi n , J . A . : P oi n t

m ut a ti o n s o f r a s o n c o g e n e s a r e a n e a rly e v e n t i n t h y r oid

t u m o rig e n e si s . M ol . E n d o c ri n ol . , 4 , 1 4 74T1 4 7 9 (1 9 9 0) ,

1 1) K a r g a , H .
,
L e e

,
J . K .

,
V i c k e r y , J r . A . L . J .

,
T h o r

,

A .
,
G a z

,
R . D . & J a m e s o n

,
J . L . : R a s o n c o g e n e m u t a tio n s

in b e ni g n a n d m alig n a n t t h y r oid n e o pl a s m s . J . C li n . E n d o c ri-

n ol . M e t a b . , 73 , 8 3 2- 8 36 (1 9 9 1) .

1 2) H e di n g e r , C . : G e o g r a p hi c p a t h ol o g y of t h y r oid

di s e a s e s , P a t h . R e s . P r a c t .
,
1 7 l

,
2 8 5-2 9 2 (1 9 81 ) .

1 3) L o e w h a g e n , T り Ⅵ
'

ill e m s
,
J . S .

,
L u n d ell

,
G .
,

S u n d bl a d
,
R . & G r a n b e r g , P . 0 . : A s pir a ti o n bi o p s y

C yt Ol o g y i n d i a g n o si s of t h y r oid c a n c e r . W o rld J . S u r g .
,
5
,

6 ト7 3 (1 9 81) .

1 4) 甲状腺外科検討会編: 外科 ･ 病理 甲状腺癌取扱い 規約
,
第

4 版 , 1 7- 4 7 貢 , 金原出版 , 東京 ,
1 9 9 1 .

1 5) F ei n m e s s e r , R .
,
M i y a z a ki , Ⅰ.

,
C h e u n g , R .

,
F r e e m a n

,

J . L .
,
N o y e k , A . M . & D o s c h

,
H . M . : D i a g n o si s of

n a s o p h a r y n g e al c a r ci n o m a b y D N A a m plifi c a ti o n of ti s s u e

O b t ai n e d b y fi n e- n e e dl e a s pir a ti o n . N . E n gl . J , M e d . , 3 2 6 ,

2 3

1 7 -2 1 (1 9 92) .

1 6) S a i ki
,
R . K .

,
S c h a rf

,
S .

,
F a l o o n a

,
F .

, M u 11is , K . B . ,

H o r n
,
G . T .

, E rli c h , H . A . & A r n h ei m
,
N . : E n z y m a ti c

a m plifi c a ti o n of β一gl o bi n g e n o m i c s e q u e n c e s a n d r e s tric ti o n

Site a n aly si s f o r di a g n o sis of si c kl e c ell a n e m i a . S ci e n c e ,

2 3 0 , 1 35 0-1 3 5 4 ( 1 9 85) .

17) V e rl a a n - d e V ri e s
,
M .

,
B o g a a rd , M . E .

,
V a n d e n

E Is t
,
H .

,
V a n B o o m , J . H .

,
V a n d e r E b

,
A . J . & B o s

,
J .

L ･ : A d o トbl o t s c r e e n i n g p r o c e d u r e f o r m u t a t e d r a s

O n C O g e n e S u Si n g s y n th eti c oli g o d e o x y n u cl e o tid e s . G e n e , 5 0 ,

3 1 3- 32 0 (1 9 86) .

18) B a r b a c id , M . : R a s g e n e s , A n n u . R e v . B i o c h e m .
,
5 6

,

7 79- 82 7 (1 9 8 7) .

1 9) B o s , J . L . : R a s o n c o g e n e i n h u m a n c a n c e r : A r e vi e w .

C a n c e r R e s . , 4 9
,
46 8 2 -4 6 8 9 (1 9 8 9) .

2 0) M c C o r m i c k , F . : J h s G T P a s e a c ti v a ti n g p r o t ei n :

S ig n al t r a n s m itt e r a n d sig n al t e r mi n a t o r . C ell, 5 6 , 5
-8 (1 9 8 9) .

2 1) F e a r o n , E . R . & V o g r ls t ei n , B . : A g e n e ti c m o d el f or

C Ol o r e c t al t u m o rig e n e si s . C e11 , 6 1 , 7 5 9-7 6 7 (1 9 9 0) .

2 2) F u s c o , A . , G i e r c o
,
M .

,
S a n t o r o

,
M .

,
B e rli n gi e ri , M .

T .
,
P il o tti

,
S .
,
Pi e r o t ti , M . A .

,
P o r t a

,
G . D . & V e c c h i o

,

G . : A n e w o n c o g e n e i n h u m a n th y r oid p a pi11a ry c a r ci n o m a s

a n d t h eir ly m p h, n O d al m e t a st a s e s . N a t u r e , 3 2 8 , 1 7 0-1 7 2

(1 9 8 7) ,

2 3) S u a r e z , H . G . , D u V ill a r d
,
J . A .

,
C aiu o u

,
B .
,

S c h lu m b e r g e r . M . , T u bi a n a , M . , P a r m e n ti e r , C . & M o n i e r
,

R . : D e t e c ti o n of a c ti v a t e d r a s o n c o g e n e s i n h u m a n th y r oid

C a r Ci n o m a s . 0 n c o g e n e , 2 , 4 0 3r4 0 6 (1 98 8) .

2 4) W ri g h t , P . A .
t
L e m oi n e

,
N . R .

,
M a y all , E . S .

,

W y11i e , F . S .
,
H u g h e s , D .

,
W i11i a m s

,
E . I) , & W y n f o r d-

T h o m a s , I) . : P a pilla r y a n d f ollic ul a r t h y r oid c a r c i n o m a s s h o w

a diff e r e n t p a t t e r n of r a s o n c o g e n e m u t a ti o n . B r . J . C a n c e r ,

60
,
5 7 6-5 7 7 (1 9 8 9) .

2 5) N a m b a , H .
,
M a ts u o

,
K . & F a gi n , A . : C l o n a l c o m p o-

Siti o n of b e n ig n a n d m ali g n a n t h u m a n t h y r oid t u m o r s . J .

C li n . I n v e s t . , 8 6 , 12 0-1 2 5 (1 9 9 0) .

2 6) N a r n b a t H .
.
G u t m a n

,
R . A .

,
M a ts u o

,
K
り
A I v a r e z

,
A .

& F a gi n , J . A . : H - r a S P r O t O O n C O g e n e m u t a ti o n s i n h u m a n

t h y r oi d n e o p la s m s . J . C li n . E n d o c ri n ol , M e t a b . . 7 1 , 22 3- 2 29

(1 9 90 ) .

2 7) W ri g h t , P . A .
,
W i ui a m s

,
E . D .

,
L e r n o i n e , N . R . &

W y n f o r d
- T h o m a s

,
I) . : R a di a ti o nr a s s o ci a te d a n d

`

s p o n t a n e-

o u s
'

h u m a n th y r oid c a r ci n o m a s s h o w a diff e r e n t p a t t e r n of

r a s o n c o g e n e m u t a ti o n . O n c o g e n e , 6
,
4 71-4 7 3 (1 9 91 ) .

2 8) S hi , Y .
,
Z o u , M . , S c h m i d t , H . , J u h a s z

,
F . , S t e n s k y ,

V .
,
R o b b , D . & F a r id , N . R . : H ig h r a t e s of r a s c o d o n 6 l

m u t atio n i n t h y r oid t u m o r s i n a n io did e- d efic ie n t a r e a .

C a n c e r R e s . , 5 1 , 2 69 0-2 6 9 3 (1 9 9 1) .

2 9) Y o s h i m o t o , K .
,
I w a h a n a

,
H .
,
F u k u d a

,
A
り
S a n o

,
T .

,

K a ts u r a g i , K .
,
K i n o s h it a

,
M .

,
S a it o

,
S . & It a k u r a

,
M . :

R a s m u t a ti o n s i n e n d o c ri n e t u m o r s : M u t a ti o n d e t e c tio n b y

p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o nq si n gl e s t r a n d c o nf o r m ati o n

p oly m o r p hi s r n . J p n . J . C a n c e r R e s り 8 3 , 1 0 5 7 -1 0 6 2 (1 99 2) .

訓) 甲状腺外科検討会甲状腺悪性腫瘍萱鐸委員会 : 甲 状腺悪



2 4

性腫瘍登録集計 (1 9 7 7 ～ 1 98 8) . 第23 回 甲状腺外科検討会抄録

集 ,
1 2 5 -1 3 9 (1 9 9 0) .

3 1) H eit ヱ, P .
,
M o s e r

,
H . & S t a u b , J . J . : A s t u d y o王 5 7 3

th y r oid t u m o r s a n d 1 61 a u to p s y c a s e s o b s e r v e d o v e r a

th ir ty
-

y e a r p e ri o d . C a n c e r , 3 7 , 23 2 9
- 2 3 37 (1 9 7 6) ･

3 2) B e a u gi e , J . M .
,
B r o w n

,
C . L .

,
D o n i a c h , Ⅰ･ &

R i c h a r d s o n
,
J . E . : P ri m a r y m ali g n a n t t u m o u r s of th e

t h y r oid : T h e r el a ti o n sh ip b et w e e n hi st ol o g l C al c l a s sifi c a tio n

a n d cli ni c al b e h a vi o u r . B r . J . S u r g . , 6 3 , 1 7 3-1 8 1 (1 9 7 6) .

3 3) W i11i a m s , E . D .
,
D o n i a c h

,
I .
,
B j a r n a s o n , 0 . &

M i c hi e , W . : T h y r oid c a n c e r i n a n i o d id e ri c h a e r a ･ A

hi s t o p a th ol o gi c al s t u d y . C a n c e r , 3 9 , 2 1 5
- 2 22 (1 9 7 7) ･

3 4) B elfi o r e , A .
,
L a R o s a

,
G . L .

,
P a d o v a , G .

, S a v a , L .
,

I p p o li t o , 0 . & V i g n e ri , R . : T h e f r e q u e n c y of c old th y r oid

n o d ul e s a n d th y r oid m ali g n a n c ie s i n p a ti e n ts f r o m a n

i o d i n e -d efi ci e n t a r e a . C a n c e r , 6 0 , 3 0 9 6-3 1 0 2 (1 9 8 7) .

3 5) 石突吉持 : ヨ ー ドと甲状腺機能. 日 内会誌 ,
7 9

,
9 2 2 - 92 6

(1 9 90) .

3 6) E z a k i , H .
,
E bih a r a

,
S .

,
F uji m o t o , Y . ,

I id a
,
F .

,
I t o

,

K .
,
K u m a

,
K .

,
I z u o , M .

,
M a ki u c h i , M .

, O y a m a d a , H .
,

M a t o b a
,
N . & Y a g 且 W a , K . : A n aly sis of th y r oid c a r ci n o m a

b a s e d o n m a te ria l r e gis t e r e d i n J a p a n d u ri n g 1 9 7 7
-1 9 8 6 wi th

s p e ci al r ef e r e n c e t o p r e d o m i n a n c e of p a pill a r y t y p e ･ C a n c e r ,

7 0
,
8 0 8 -8 1 4 (1 9 9 2) .

3 7) H a m b e r g e r , B .
,
G h a ri b

,
H .

,
M elt o n Ⅱ, L . J .

,

G o ell n e r
,
J . R . & Zi n s m ei st e r , A . R . : F i n e

-

n e e dl e

a s pi r a ti o n bi o p s y of th y r oid n o d ul e s ･ lm p a c t o n th y r oid

p r a c ti c e a n d c o s t o f c a r e . A m . J . M e d . , 73 , 3 8 1- 3 8 4 (1 9 8 2) ･

3 8) G h a ri b , H . & G o ell n e r
,
J . R . : F i n e - n e e dl e a s pir a ti o n

bi o p s y of th e th y r oid : A n a p p r ai s al . A n n . I n t e r n . M e d リ 1 1 8 ,

2 8 2-2 8 9 (1 9 9 3) .

3 9) H a a s , S .
,
T r ujill o , A . & K u n stl e

,
J . : F i n e n e e dl e

a s pir a ti o n of th y r oid n o d ul e s i n a r u r al s e tti n g ･ A m
･ J ･ M e d ･ ,

9 4
,
3 5 7-3 6 1 (1 9 9 3) .

4 0 ) 鳥屋城男: 穿刺吸引細胞診の 実際. 乳頭癌 と濾胞癌 . 内分

泌外科 ,
1 , 2-6 (1 9 8 4) .

4 1 ) 坂本穆彦 : 甲状腺腫瘍の 病理診断 . 内分泌学 の 進歩 ,
1 1

,

9 3-1 01 (1 9 9 3) .

4 2) M a t s u o , K .
,
T a n g , S . H .

,
Z e k i

,
K . . G u t m a n , R . A ･

& F a gi n , J . A . : A b e r r a n t d e o x y rib o n u cl ei c a cid m e th y r a ti o n

i n h u m a n th y r oid t u m o r s . J . C li n . E n d o c ri n ol . M e t a b .
,
7 7

,

9 91- 9 9 5 (1 9 9 3) .

4 3) M a t s u o , K .
,
T a n g , S . H . & F a g i n , J . A . : A ll el o ty p e

of h u m a n th y r oid t u m o r s : L o s s of c h r o m o s o m e l l q 1 3

s e q u e n c e s i n f olli c ul a r n e o pl a s m s . M ol ･ E n d o c ri n ol ･ , 5 ,

1 8 7 3 -1 8 7 9 (1 9 91 ) .

4 4) H e r r r n a n n , M . A .
, H a y , Ⅰ. D .

,
B a r t el t , J r . D . H .

,

R itl a n d , S . R .
, D a h l , R . J .

,
G r a n t

,
C . S . & J e n k i n s

,
R .

B . : C y t o g e n i c a n d m o le c ul a r g e n e ti c s t u d i e s o f f olli c ul a r a n d

p a pi11 a r y th y r oid c a n c e r s , J . C li n . I n v e s t ･ , 8 8 , 1 5 9 6
-1 60 4

(1 99 1) .

45) S a n t o r o , M .
,
C a rl o m a g n o , F .

,
H a y , Ⅰ. D .

,
H e r r m & n n ,

M . A .
,
G i e r c o

,
M .

,
M e lill o , R .

,
P i e r o tti , M . A .

,

B o n g a r z o n e , Ⅰ. , P o r t a , G . D .
,
B e r g e r , N .

,
P ei x

,
J . L .

,

P a u li n , C . ,
. F a bi e n , N .

,
V e c c hi o

,
G .

,
J e n k i n s

,
R . B . &

F u $ C O
,
A . : R et o n c o g e n e a c ti v a ti o n i n h u m a n th y r oid

n e o pl a s m s i s r e s tri c t e d to th e p a pilla r y c a n c e r s u b ty p e . J .

C li n . I n v e s t .
,
8 9

,
1 5 1 7 -1 5 22 (1 9 9 2) .

4 6) F a gi n , J . A .
,
M a t s u o

,
K .

,
K a r m a k a r

,
A .

,
C h e n

,
D .

L
リ
T a n g , S . H . & K o effl e r , H . P . : H i gh p r e v al e n c e of

m u t a ti o n s of th e p 5 3 g e n e i n p o o rly diff e r e n ti a t e d h u m a n

th y r oid c a r ci n o m a s . J . C li n . I n v e st . , 9 1 , 1 7 9
-1 8 4 (1 9 9 3) .

4 7) W y n f o ld
- T h o m a s

,
D . : M ol e c ul a r g e n e ti c s of th y r oid

c a n c e r . T r e n d s E n d o cli n ol . M e t a b .
,
4
,
2 2 4,2 3 2 (1 9 9 3) .
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L o w P r e v al e m c e of R a s O n c o g e n e M ut a ti o n s i n B e nig n a n d M alig n a n t T h y r oi d N e o p l a s m $ i n J a p a n T b ts u o

H a y a k a w a , D e p ar t m e n t Of I n te m al M e dicin e (I) , S ch o o1 0f M ed i cin e
,
K an a Z a W a U niv ersity , K an a Z a W a 9 2 0

- J . JtJZ e n M ed

S ∝ . , 1 0 4 , 1 5
-

2 5 ( 1 99 5)

K ey w o rd s J ap an e S e th yr oid n e opl a s m ･ r aS O n C O g e n e , P Ol nt m u ta ti o n , 血 e - n e e dle asp lra d o n , P C R

A b st r a 亡t

A l th o u gh hi gh 負
■

e q u e n c y of r a s o n c o g e n e a cti v ati o n b y p o ln t m ut ati o n s in th y r oid n e opl as m s h a s b e e n r ep o rt ed i n

E u r o pe an C O un 打i es ･ little is kn o w n a b o ut w h e th er th is is th e c as e i n J a p an ･
I n th is st ud y , th e & eq u e n c y of th r e e r a s o n c og e n e

m u tati o n s ( H -

r a S
,
K -

r aS
,
an d N -

r a S) i n 4 2 b e ni g n a n d m al i g n an t th y r oi d n e o pl as m s i n J a p an W a S i n v e stig at ed . D N A w as

O b t ai n e d fr o m 3 4 負
-

eS h s ur gi c al ly
-

re Se Ct ed t u m ors ( 1 1 f olli c ul ar ad e n o m a s , 6 a d e n o m at o u s g oit er s , 1 5 p apill ar y C ar Ci n o m a s ,

O n e fb llic ul a r c a rcin o m a
,
an d o n e an aPla sd c c ar Ci n o m a) , a n d & o m 8 s am pl e s o b tai n e d b y B n e - n e e dl e a spir a ti o n (7 p apill a ry

C ar Cin o m a s an d o n e a n a pl a s tic c a rci n o m a) ･ T h e D N A w a s th e n a m plifi e d b y P C R an d s c r e e n e d f b r m u ta ti o n s u si n g

Oli g o n u cl e o tid e
- S pe Ci B c h y b ri d i z ad o n ･ I n s u rg l C all y - re S e C ted tu m o rs

,
r a S m u tati o n s w er e d e te c te d i n o n e fb lli c ula r ad e n o m a ,

O n e ad e n o m at o u s g oit er , an d o n e f olli c ul ar C ar Cin o m a ･ N o m u tad o n w a s fo un d i n th e p a pill ary c ar cin o m as or th e a n apl a stic

C ar Ci n o m a ･ I n s am pl es obt ai n ed b y 伽 e - n e edl e a sp lra ti o n , n O m u t ati o n w a s id e nti 鮎d i n sp lte O f th e r e .b ein g e n o u gh P C R
-

a m pli fi e d D N A ･ I n t ot al
,
r a S O n C O g e n e p Oi n t m u ta d o n s w e r e d et e ct ed i n 2 0f 1 7 b e ni g n l e si o n s ( 1 2 % ) , an d i n o n e o f 2 5

m alig n an t l esi o n s ( 4 % ) . T h e p atie nt s w i th m ut ati o n 十p OSiti v e l e si o n s sh o w ed n o di ff e r e n c es in cli ni c al c h ar ac te ri sti c s 舟o m

th e p ad e nt w ith m ut ati o n
- n eg ativ e l esi o n s ･ T b e s e r e s ults i n dic at e th e l o w & e q u e n c y of r a s o n c o g e n e p oin t m ut ati o n s i n

th y r oi d n e o p
l as m s in J ap an ･ S u g g eS ti n g th at th e a c ti v a ti o n Q f r a s g e n e m ay pl a y o nl y a mi n o r r ol e i n th y r oi d t u m o n g e n esis i n

J ap a n ･ A lt h o u gh p r e o p er ati v e g e n e d i a g n o sis o f v ari o u s n e opl a s m s b y d et e c ti n g th e r a s g e n e m u t ati o n u si n g P C R
am Pli丘c a d o n m a y b e p o s sibl e in t er m s of te ch n ol o g y , i ts ap pli c ati o n t o th y r oi d n e o plas m s i n J ap an W O uld b e of little u s e

b e c a u s e of its l o w p o s ltlV e r ate .


