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1. rf.論i

巾状H単純は一般に予後良好な1Mであるが、 H与に~~tiliな経過をたどり死亡する症例があり、 J思性化を規定

する因子の解明が待たれている 一方、巾状腺脈1¥，:は組織乍的分主Iiが予後と相関する肺似としても干J名で

ある。巾状腺j間協の組織学的分灯iは近年その診断必ずjllの国際的なt:~ìjlj化の試みがなされつつあるが，現在

でも.なお組織学的恐性皮のi;f{illi，良j忠性の鍛))IJなどのJ1で、未だ統一見解のないrm分が伐されており，

これらの問題点の詳細な検討は然Jiiの放題である Ij l状腺JElllî.1 は多岐な組織像を示し、研究r.によって S~

なる立場での分類が行なわれてきた 巾状腺腕i(.lの組織小的分生ilは、現任までにいくつか従I~] されている

が、 1988年のWHO分芳î(30)、あるいはWHO分額を)，[~~とした「外科・病思'11状腺wi取扱い規約J(耳14版)

分W(90)が汎mされている これらの分類は、'1'状似原発I'U二l主刊!間協を、大きく 1閥泡 l二j主 rJul1:の JFfi 品~}と、

傍泌胞制IJII包に細胞)由来の服務に分担nし、 iiiJ者については、 uuと:m性に、さらに恋性JJiHU，jを1:に紺IJ泡学

的な所見に必づいて乳1m館、総lI(2lN~および米分化純に分灯l している また、 Sakamotoらは総11包上皮rl1511:の

恋性l間協を，組織桝!l'iの観点で、日分化相、低分化l:I?iおよび未分化踊と組織γ的分化JJrで分灯1することを

~j~ lI11 し，新たに低分化妬の概念を将入した。このような分化度分知は、臨床(fJな予後と相関することが報

告されている (70) また，分子生物学的には，*分化的ではp53ill伝子の過剰発現(14)(64)、あるいは変良

の頻度がJ(1加する(15)(21)(36)(89)などの報告，白川辺l(!;(一産物bcl-2の発現の変化(64)あるいはONAploidyの変

化(84)と組織学的分化度との関連が報告されている しかしながら、組織学的分化m:に関する分子生物学

的，或いは細胞生物学的因子との関連は未だ解'Ylされていない点が多く，今後， Ip状腺犯の:[~性伎の指棋

としての組織学的分化度分類の妥当性の干i!!l¥を多而的に検読する必Jlがある

他方1 円!状腺では高n々のI円高([因子が総!印ヒJJi制IJlliJ或いはl冊減細胞の別殖あるいはjjj)足に関与しているこ

とが知i!?されている(17)(32) 他の仰と!日Jj:kにj門拍閃了は!間協の:U¥tl化にIfO2な役'，1Mを瓜たしている可能

性があり， I円高nJ:J;J子と巾状服部の関係が/1円されている(1)(22)(24)

細胞I白剤l因子は正常細胞のm殖、分化や発生などにl共|与する重要な因子である また、多くの施D;1ill伝
子産物は、 t目姐因子、 I目殖因子受容体やその変児型であることが知られ、新細胞のi門別、あるいは形態形

成、校制、転移に関わっている可能性が示唆されている(4) 制IJJ印刷舶因子には、現f[までに、 l二JxJ[');i(i凶

子/形質転換j円殖因子アルファ ECf'(epidermal growth factOI) !fCf'-alpha(transforming growth fa口or-alpha) ， }醇質

転換I('}獄図子ベータTCf'-beta(transforming growth factor-beta) ，線維芽細胞I円殖因子FCf'(fibroblast growth 

fact町)，11干細胞I(')死i因子 HCF(hepatocyte growth factor)， 1(ll小板目1J40Mii1i因子 POCF(plate1et-derived growth 

factor)。インスリン綴泊孤悶子 ICf'(insulin-like growth factor)科ファミリーの6つのファミリーが知られてい

る

巾状腺では、 mvlva. m vltroの系で， JニJxJi'lM囚子ECF(epiderma1 growth faclOr)(2)(9)(11)(29)(47)(55)(74)形
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質転換I{'l死i因子ベータTGF-beta(transforming growth factor-beta)(38)(67)。インスリン級I円高{j因子 IGF

(inslllin-1ike growth factor) (85)(86)，1(11小板111* IMWi IJ;I子PDGF(p1a，e1e'-derived grow，h fac，or) (31)(5司令のl('1fi(i囚
子が，服必のf目前{jあるいは進展に関与していることが報告されている (22) 例えば、 1lashimo'0ら，

Mizukami らの報告では，免疫組織化学的に rp状!日l恐性!日H11にEGFと EGF受容体の発現がみられるが、正.;;~.

巾状l協.良性版協、あるいは過形成性病変では認められなかった この級なJ(切(i肉子とレセプターの共発

現は組胞筋よりも乳頭筋で多く認められている(29)(55).Di Car10らによるEGI'受作体のradioligandassayに

よる検索では，正常巾状腺， 過形成性rp状腺，および良仰 I~性服lîSに発~1が認められ，ぷ分化結で肢も

強i<発現していた(11).Aas1andらによると， EGI'受符体あるいはその変J'Hj，をコードしている純遺伝子で

あるc-erbB1およびc-ert也2InellのmRNAレベルでの5VJ!は正常rp状腺よりも手um純で)L逃していると報告
されている(2).jasaniらによる免疫組織化学的検祭では， TGF-be'aは1p状腺郊にのみ発現が認められ、良

性脈妨や正常部には発現が認められないとされている(38) また、総胞絡ではTGI'-betaの先現と、I-Ia-r国

codon 61 (G1u→ Ar回の変異とのI1nに相関があるとする報告もある(67)

111制111砲If'l刑囚子(hepatocytegrowth fact町I-IGF)は初代J{;'1¥IJI細胞のJ目殖を促進する閃子として仮初にlji慨

された，比1険的新しい附殖因子である(58). I-IGI'は上J.!i.制l胞の分散性、運動性を冗進する1);]子であるscatter

factorと同ーの分子である こ とが見い出され(81) 、 tf~'~釧 JJ包系において多段な作JII を有することが判明した

(8) (56) (60) (69) (73) (80).主として、線維芽細胞などの1::1*系制胞から分f必され主に上皮に作川する因子であ

り，上皮間質相互作用を担う因子としても住円されている その作用には、細胞m舶促進作JTI、細胞地殖
抑制作用、細胞分散作用、運動性冗進作川、形態形成作m、血1¥新生作IIIなどが釘lられている I-IGFの受

容体はc-met癌原i立伝子産物と同定されている(7).c-Met蛋白は，脱貫通型の受容体で、細胞内ドメインに

チロシンキナーゼ活性を有する c-met mRNAは， 111・1凪，m化'1¥'， 1I，Ii，巾状腺およびl内臓に山レベルの発
現が認められている 一方， western blotrまでのひMet産物の発現は，mRNAの発現とほぼ一致するが. 叩状

腺では例外的にc-Met盗自の発現が検出されなかった(12)(66)(78) この現象は， mRNA伝TJ以降の過程で謹

白合成が抑制される機構の存在が位、定されるがその詳細は不liJlである c-Metは、ある租iの結細胞で発現

が冗逃しており、 IIUI先生、 m舶、 iιl艮にIrl~な役'，1Mを来たしていることが切らかとなってきた (12) 例

えば， ¥'1施では、予後不良の硬癌で発現が附く、臨床病l側、進速度、リンパ節転移とn<相関するとの報

告もある(44) また， rp状腺硲でも， c-Me，lli白が5Wlしていることが報作されているが(13)，rp状腺筋の

分化度との関連はly'1かではない

tJ;州問制111抱j門殖因子I'ibroblastgrowth factor (I'GF)は， 1974;ドにGospodarowicsらにより発見されて以来(28)，

現在までにacidicFGF(aFGI') ， basicFGI' (bI'GF)のプロト型の他， 9つの因子が知られ，ファミリーを形成し

ている。 FGFはへパリン結合性用殖因子であり、制胞のj円品目、分化、 IflliS'l'Ji生、発生過程等に関与する多
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保な作用を有する (52). FGFファミリーのレセプターは，il'i伝下の差により5何!，つまりFGFR1.FGFR2， 

FGFR3， FGFR4. FGFR5が知られ， レセプターもファミリーを形成している(52). FGFRは，細胞外に免疫

グロプリンドメインを持つ膜型のチロシンキナーゼ明レセプターである 各FGFとFGFRはJJHnl'lに微妙

な設があり，複雑な相互関係がある(34)(40)(52) 巾状腺は免疫組織化学的にbFGF.nrGrおよびFGFR1の日

発現臓仰の一つであることが知られている(25)(35)(51) またinvitroの尖験では， FGFに'11状l出V.I.iJ山上j立の

lI'llili促進作川があることが報告されている (5)(19)(49) しかし， Ijl状腺筋の分化度におけるrGFおよび

FGFRの関連の有無は明かではない

さて、近年の分子生物学的進歩にともなって，巾状l協11直 í1~においてもras.p53. bcl-2. erbs2. rOl， Irkなどの多

くの新巡伝子，筋jmnillil'l伝子の異常が報fつされてきた(17)(22) (24) (83) このような泣伝子県松のなかでも，

m泣伝子のJ~'ì;~が I詰も ifS !mJ1.tであると報 f与されている rns筋泣伝子は、 N1H3T3のtransfeClionassaylこより

クローニングされた品初の筋巡伝子で、現在までにKi -ras， Ha-r出N-rasの3種世nのものがま11られている ras 

泣伝子産物はGTP結合EE自で踊11胞内シグナル伝i主に|見11Jしており、制11胞のj何航分化のシグナル伝述系で:m

iI!!な役円を:w:たしている(3).r田il'i伝子jl[;物はヒ淡にはチロシンキナーゼ匂が存在しており(1旬、その下疏

にはRaf，MAPKの経路が知られている(23)(57) また、ある砲のJ(')9i(j因子のシグナル伝述系にはras遺伝子産

物が関与することが知られている r出迎伝子の炎然変J(は.GTPasef，f;l'lの弱い変5'1，r田lli1守の発現を介し、

活性化GTP結合蛋白のJ{'l}J日をう|き起こし，細胞内シグナル伝述を促進することにより、制11胞の:rr¥性転化に

関与していると言われている(50) 現在までに、多くの航細胞でm泣伝子の点突然変異が報告されている

府) これまでに巾状腺癌全体ではr出泣伝子の.... ，~~然変見は 10-60%にみられるが .4tits?によりかなり ifiが

ある(33)(42) (43) (46) (61) (62) (76) (72) また，正 'ì;~lfI状腺組織， Ul'J服務にも、低頻度(33-46%)であるが同級

の異常が報告されており、lIillii.l化の早期での|見l勺が指摘されている またrasill伝子の見知の!mJJl'には地減

廷が認められ、ヨードHU&:!1iとの関連が抑}:Eされている(72) また，発1f[:囚子により変5'~の部位がwなる

ことが報告されている(45)(82) しかしながら， Ijl状腺紛の組織学的分化度とrasil'l伝子の変']1，との関連は

明かではない

本研究では以上のような研究の進展状況を1Mまえ、過去18年JI¥jにのられた11'状似lIinjclT術検体或いはrtlJ

検検体(合Jr241例)を対象とし. Sakamoto らの切れしている巾状J~1i百を病理組織学的分{rJJl'により苅分化締，

([分化矧，未分化自M と 3型に分類した場合，その分mが各:fiIìの制IIJ泡生物学(~-Jマーカーと相関しているか否

かを検討し，巾状l胸痛の分化度分類の行川 i'L 特に t!万五}化結とÂミ分化~~íの ri'l::W，)i'H1ーとしての低分化施の

佐伯付けをIJJJかにすることを目的とした 制1111包生物乍的マーカーとしては，上記の如く制11胞j目別1);)子とそ

のレセプタ-O-lGr/c-Met，basicFGF/FGI'Rl)の発現の変化，およびr出迎伝子の変児およびr田辺伝子産物の発

現lごついて験禁した
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2 材料と方法

1 )手術および剖検材料

1976年から1994年の間に、東京大学医学部付属病院にて外科的に切除された巾状腺胞務手術材料210

例、仰l検材料 1伊l、および関連施設にて外科的に切除された巾状l山手術材料30例、合計2411:刈を対象とし

たそのうち，新鮮凍結検体の得られた例は26例であった これらをJTIいて以下の検索を行った

2)試薬およびその入手先

a)免疫組織化学用試薬及び抗体

b)抜般のお!!ll\ 、 *1 1，(車~JTI試薬

c)Polymerase chain reaction (PCR)JTI試薬

d)ダイレクトシーケンスm試薬

3)年齢、位、肉11且所見および転移について

表lおよび2に示す

表3に示す

表4に示す

表5に示す

各症例の手術時あるいは受診l昨年齢(以下年前日)、t'J別、腕111I詰大径を検来した さらに恋性IJ重11¥につ

いてはリンパ節転移の有然、およひ1腺内転移の有無について検察した

4)病l!Jl組織学的検索

a)検体の回定，包思および染色

切除された検体は、可能な症例では新鮮な検体を肉 IIJ~で飢祭後、 JJ ，n務部分に~lilJ をいれ級祭し、 -n!~を凍

結検体として採取、残りを速やかに10%ホルマリンにてl羽定した 回定後、服務の応大主IJ而を観察し、最

大4.0x 2.0 x 0.5 cmまでの大きさの切片にし、パラフィン包J!jlし、 3ミクロンj享で薄切、通常のへマトキシ

リン・エオジン例E)染色を行なった HE染色以本を各1if例について検鋭し、 rrfl状腺癌取扱い規約(第4版)

Jに沿って組織分類を、さらに坂本らの提唱する分化JJtによる分類を行なった HE染色で限定診断の困

難な症例については、適宜、特殊染色('Jlii性記白紙染色EVG(elastica van Gieson)染色、グリメリウスCrimelius

染色)や免疫組織化学的検索(サイログロプリンthyroglobulin、ケラチンkeratin、 仁皮IJ貰ff(!);t epitherial 

membranous antigen (EMA) ，カルシトニンcalcitonin，路Ilflym抗原carcinoembryonicantigen (CEA) ，白血球共通

抗原leucocytecommon antigen仏CA)等)を施行した

b)分m基準

組織学的分史n:r甲状腺1:¥iiI但扱い規約(第4版)Jに沿って分mした 悪性腕12は、手Li頂癌 papillary
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carcmoma‘ 泌胞癌「似。01日lic陀c印u川lla訂rc臼ar旧C口印lf川叩no旧。ma，、 未分化古姉目u山山n、叫叫d出if仇f向e町r陀e凹凹n川山、lti凶a剖te“dc印arCl口Clfl叩noma、悩f;革路medu1l3lYcarc川oma、!lI¥ 
リンパ胞malignantIymphomaに分額されるが、本研究では上皮 rtl .llその服ü，~のみを対象とした

乳頭筋は、以下に示す特徴的な細胞所見を示すlJ~i1íl と定議した J@抑制111包の核が、 (1)すりガラス核

ground glass nuclei、(2)核内紛l胞l1H入休日ltranuclcarcytoplasmic incJusion、(3)政治nuclcargrooveという特

微を示すものを手LlfJ1W，と診断した(医11) その他に、行灰化、砂粒小体のrfiEがよEめられることが多く、診

断の傍証とした 組織桃築は、大部分の痕例では、平LUJi状椛造をとるが、ときに全く宇LDJi状梢ji与をとらな

い例があり、このような症例は秘胞型宇LlTJ1紡papillarycarcinoma， follicular variamとした

総胞鮪は、線*fi.性被~で被包された泌IJ包状梢巡をとる姉lìSで、制IIJ自所見では総JJ包服組と区別できない

i!li胞新の診断根拠は、 (1)完全な被!波長I)!k(図2)、(2)脈1¥"佼襲(医13)のいずれか、あるいはその両方が認め

られることとした (1)(2)の認められない総胞刊Ji[!1ilはt脳血!協和follicularadenomaと診断した(依14) 被服形

成の認められない泌胞性随協が多発しているものはJIJjUFllf，R~l状 IJJil腕adenomatous goiter， lli5~であるものは

1m筋線紡iTriadenomatousnoduleと診断した(図5)。

未分化目白は，大型で制!泡典型の強いIJ直抑制IIJ白からなり， Il.'iに核のいびつなJFfiu，¥細胞や多抜の腕1i1[I制11胞

の出現を認め，非常に多形性の強い服務と定益した(関G) 一定の椛造をとらず，Ijl死や:J.IJ(uを伴うことが

多い.

髄様筋は、傍泌胞細胞(C細胞)[11来の恐怖oJ間協とit:i宣されている 組織防築は多阪であり、主に充実性

シート状、，(:1状、宗状精進をとる(図7) 剤111由貿は、好目立性で12かであり、哨鋭利 argyrophilicを示す 免鋭

組織化学的染色で、細胞質内にカルシトニンが陽性であれば、診断確定とした(灰l助 サイログロプリンは

除fJである また、 fi~ l1へのアミロイド沈~'(が沼められることが多く、診断の傍託とした

分化度分担n巾状!旅館1のうち、総!山上I~rlBkのJ{，いつまり手LliJ'í街、時幻自絡については特徴的な甲Lï現状、

あるいは泌11包状の椛iiEをとり、コロイド産生の認められるものは日分化結(図1，2) と定義し、~;状、充~t'J:

あるいはl泡巣状の椛ifiをとり、コロイド産生の認められない部分が一部でも認められるものを低分化紡と

定議した 低分化筋は，上述の肺111細胞の細胞所見に従って，低分化乳頭痛(灰19)と低分化路11包AJ[，(図10)に

分航した コロイドはPAS陽性であり，コロイド~i'1生のイf無の判定には， PAS染色を補助的に施行した(図

11)。

5)細胞m耳目因子に閃する免疫組織化'N内検索

a)パラフィン切片における検体の回定と包J!日

検体は.速やかに10%ホルマリンで|河定し、問定後に4.0x 2.0 x 0.5 cmまでの大きさの切片にしパラフィ

ンに包1mした 石灰化の強い硬い検体は回定後にEDTAあるいは耐般にてl悦灰操作を行なった 総本は3
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4ミクロンの厚さで薄切し、 3アミノプロピルトリエトキシシラン3・aminopropyltriethoxysilaneでコートし

たスライドグラスにて作成した

b)ヒアルロニダーゼ処l!1!によるパラフィン切1，'のiiii処羽I

一次抗体としてAnti-Bovincbasic J7GF， type II (Upstate Biotcchno1ogy)を川いる場合には、過酸化水素水によ

る内因性ベルオキシダーゼのブロッキング処理後に、以下のヒアルロニダーゼによる蛋自分解処理を行な

い抗原性の11武活化を行なった 州政緩衝液にて2mg/m1 hya1uronidase T卯 eIV -S (Sigma Chemi日 1)溶液を作

成し、標本と37"cにて15分間反応させた 0.01 Mリン限緩衝生理食取7KpH7.6 (phosphate bu打町saline，以下

PsS)にて5分ずつ3回の洗浄を行った

d免疫組織化学的染色

キシレン、エタノールによるI1見パラフィン処理を行なった 3%過般化水素水川lメタノール中に切片を

浸し、治協で10-20分j;:]反応させ，内囚性ペルオキシダーゼブロッキング処理を行った PBSにて5分ずつ

3回の洗浄を行った プロッキング試薬1I(正常ウサギJIllii'i(M)，正 'f;~ ヤギlÍllií'i (R))を治問、 10分 I :JJ反応させ

た ブロッキング試主!UIを払い滋とし，各々至適な濃度に訓怒した第一抗体を十分量、切片上に滴下した

|岱伯対照スライドとして、 211ー抗体の代わりに正常lIllii'iを柄下した 4"Cで 11ぬ反応させた PBSにて5分

ずつ3回の洗浄を行った mニ抗体を'ì:nl，~L 10分1:¥1反応させた PBSにて5分ずつ 3回の洗浄を行った

M素 nrt~誌を'，\:~'温、 10分!日l反応させた PBSにて5分ずつ3回の洗沖を行った 0.01%過酸化水素ノ主加ジアミ

ノベンチジンDAs溶液を切j十仁に滴下し発色反此、を行い、顕微鋭で飢祭した 用いた一次抗体の条例は表

2に示す

d)免疫組織化学的染色結果の判定基準

免疫組織化学的染色のがimは、|弘性コントロールが染色され、陰性コントロールが染色されないことを

確認した後、険制 ω、似性(+)、 ;J~:IUA性(++)の3段階、 或いは陰性十)、 iNI\品性(+-)，防性(+)、強陽性(++)の4 段

階で評価した

c-Met については、全く染色されないものを除刊(与、 lly);(に比し弱くではあるが染色されるもの、ある

いは全細胞数の10%以下にのみ強い細胞質の染色性を認めるものをms;似性(+も全細胞数の10-50%に強い

制11胞質の陽性が雌認されるものを防相(+)、全細胞数の50%以上に強い細胞質の陽性が確認されるものを

強似性(++)と， 4段階で評価した(図12.13，14) 骸に陽性のものは共染と判断しiiHliiから除外した 陽性コ

ントロールとしては流庄一例の胎児組織をJllいた

HGJ7は全く染色されないものを陰性(-)、背景に比し羽くではあるが染色されるもの、あるいは全細胞数

の50%以下にのみI列|械な細胞質の染色目;を認めるものを似性(+)、全期IIJJ包数の 50%以上にl列l取な細胞

質のII);';1'Jが確認されるものを強防相(++)と， 3段件?で;判!日した(図15，16，17)核に陽性のものは共染と判断し



評価から除外した 陽性コントロールとしてはimilIi世iJの胎児組織を川いた(39)

FGFRI(FLG)は全く染色されないものを除性(ー)、 y.'fj;(に比し弱くではあるが染色されるもの、あるいは

全細胞数の 50%以下にのみ叩]1l1，1な細胞質の染色相をねめるものを脇性(+)、全制1111包数の 50%以上にIY]

脈な細胞質の防性が確認されるものを強防相(++)と .3段階でJHrlfiした(区J18.19.20)核に陽性のものは共染

と判断し詳五lIiから除外した 陽性コントロールとしては子宮古'iJ'm府平上皮を川いた(35)

Basic-fGFについては，全く染色されないものを除制ω、背景に比し弱くではあるが染色されるもの、
あるいは全細川l包数の 50 %以下にのみl列l出な制11胞質の染色"を認めるものを陽性(+)、全制1111&数の 50%

以上にIYJI僚な細胞質の似性が附泌されるものを弛11¥品目(++)と.3段階で1刊lIiした(医J21.22.23)抜に脇性のも

のは共染と判断し抑制liから除外した 協的コントロールとしては皮胤'組織を川いた(25)(35)

6)ras泣伝子の突然変異およびr田泣伝子産物に関する検索

司検体からのDNAのIUI:1:と打i製

外科的に摘出された検体は、1.0x 1.0 x 0.5 cm大までに制11切し、 OCTコンパウンドに包Illiし、ドライア

イスで冷却したアセトンで速やかに凍結後、使用までは-80"cに凍結保存した 検体は、クライオスタッ

トにて6-10mmJ早の切片を 50枚以上締切し1.5mlチュープに採取した 同時に. 4 mmJ!j!の切片をスライ

ドグラスにとり， I-lE染色を施行し， m総像の隊認を行った(区'124). 1.5mlチューブに採取した検体はイソ
ジエンをIml加え、 ト分に出手nした 以下は，イソジェンのDNAIiII出プロトコールに従って操作を行った

フェノールを力nえ、激しく混和した後、 14口00rpmで 15分間述心操作を行った 検体から上抗日を係取、

昨綬ナトリウムを加え、静かに転倒し混和した エタノール沈殿、 70%エタノールによる洗浄を行った

ねられたDNAは、必終泌JJrO.2-0.3μg/μlとなるように8mMNaOI-lで溶解した DNAは吸光分析号iでOD

E自 ODZ田の他を測定し、収虫と純度の詰[IJ)tを行った また、1.5%アガロースゲルで屯気泳動を行い、エ

チジウムブロマイドで発色し、比色により収i訟を純認した

b)Nested PCR (polymerase chain rcaction)によるras泣伝-1'の別相

微量な検体からシーケンスを行うために、 PCRによるr田ii1伝子のm幅を行った

プライマー(primer)は、 janssenらの方法(37)を参考に一部改変した表6の配列のオリゴペプチドを用いた

プライマーは依託合成し、 l回目のPCR反応にITIいたouterprimerはカラム精製品を， 2回目のPCR反応およ

びシーケンス反応にJTJいたmnerpnmerはI-lPLC料製品を使用した 通常の方法でpolymerasechain reaction 

(PCR)反応を行った 反応波は， 10x reaction bufferを2.5μ1.dNTP( 2.5 mM x 4)を1.0μ1.sense primer (4 pmoll 

μ1)を1.0/11.antisense primer(4 pmol/μ1)を1.0μ 1.Taq DNA polymerase (8U/μ 1)を0.25μ1，template DNA X IL 1 ( 

50・100ngのDNAを合む)。さらに滅的水を加え全:[1125.0μlに淵設した lOx reactiOJ1 bufferおよびdNTP



mixtureは、 TAKARArecombinant Ampli Taqキットに付属のものを使mした 反応波は十分混平n後、経〈遠

心をして、 1I!u長にミネラルオイルを滴下し検体をf互い、ホットスター卜PCR法でサーマルサイクル反応を

行ったサーマルサイクルの反応条f'lは、 94"cで3分を lサイクル、続いて94"cでl分、 60"C (Ki-rasにつ

いては55"C)で2分、 72"Cで3分を 1サイクルとして 35サイクル，反応を繰り返した サーマルサイクル

反応には、 ASTECprogram TEMP control system PC-700 (sci-media)またはTAKARAthermal cyder， TP 2000 

σAKARA)を使用した

c)PCR産物の村製

符られたPCR産物は、 8%アクリルアミドゲル(組成 30%アクリルアミドストック的被2，7rnl. ;:.(¥¥¥'1水6，3

ml. !OX TBE 1.0 ml. 10"10 APS 70μ1. TEMED 7μ1)を川い，電気泳動(~'Û庄 180Vにて 18-24 分 11:1)を行い、 íl 的

とする分子hlのバンドを切り出した(医125)，TE bu町cr(車11成 10mMTris-I-ICI p1-l7.4 /1 rnM EDTA pH8，0)を川い

37"Cにて一晩総出した フエノール/クロロホルムによる1I111J:および精製を行い、エタノール沈殿の傑作

を行なった ねられた料製産物は. J副長にごtJ菌な泌J~となるように滅的水にて熔解した。

d)ダイレクトシーケンス法による組担配列の決定

Sangerらのジデオキシ(dideoxy)法(71)に市拠したdidcoxyterminalOr法の変法をJllい、 AppliedBiosystems社

のCATALYST800を使用し、シーケンス反応を行なった シーケンス反応は、蛍光色紫でラベルしたジデ

オキシオリゴヌクレオチドを使用したDyeDeoxylM Teminator rtで、サーマルサイクラーを月]いるサイクル

シーケンシング反応を行った テンプレートはinnerPCRM製産物の半i，¥から全品を使川した.プライマー

は、 innerPCRと同じものを使用した テンプレートに、 3.2p molのフ.ライマーを!J11え、滅的水で16μlに

調節した プレミックスとして、 1サンプルあたり、 5xTACS bufTer 4μ1 . dNTP rnix 1μ1， Dye Deoxy 

Terminators 1μ1， each. Arnpli Taq (8U/μ1) 0.5μ1: total volume 9.5μlの組成で制節した。 AppliedBiosystems. 

CATAL YST 800 Molecular Biology LabostationのTemintor法によるサイクルシーケンシングのプログラムを

使月lした サイクルシーケンスの条例は、 96"Cにて30秒‘ 50"Cにて15秒. 60"Cにて4分を 1サイクルとし、

25サイクル繰り返した 得られたPCR産物は.過剰のddNTPを除去する目的で、フエノール/クロロホル

ムによるIIIIWおよび車内製を行い，エタノール沈殿の操作を行った.Applied Biosysterns社の 373ADN̂  

Sequencerをmいて.Full Scanのプログラムを施行した 和製間却は、ローディング用パッファにて総解し、

ヒートショック後にアプライした ゲルの組成は指定のとおりに7.5%アクリルアミドゲルを使用した

e) ras遺伝子産物の免疫組織化学的染色

rasi自伝子の ~J~を検索した症例について， ホルマリン悶定パラフィン包J~! 切J\-を川いて. ras遺伝子産

物の発現を免疫組織化学的に検索した 方法は5)a)C)と同級である 染色結果の判定l，~ljli は ， 全く染色さ

れないものを陰性(-)、背景に比し~~くではあるが染色されるものをl場性(+)、強い細胞質の|湯"が認められ
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るものを強陽性(++)と3段附で評価iした(灰126)骸に防!'Iのものは共染と判断し、汗価から除外した 陽性

コントロールとしては腕純組織を川いた

7)データ解析

組織1担分史Ilおよび組織学的分化度分担liの各mについて，必例数， 平均年11昨および以11~IJ町五， YJ女u仁平

均ルIはL1径および松:ifjtú~去を ftllU し衣にまとめた (.&7) 山についてはリンパ節転移および腺l人l転移の脇性例

の円分't-"{%)を求めた(表7) 次に，1'r1作別の細胞JMWil刈「に|刻する免疫組織化学的染色紡且:をクロス表に

まとめた(衣8-15) 剥l総学的分化度分百lあるいは組織J~1分町i と免疫組織化学的染色性の|則辿の有無を訓lベ

る日的でKruskalWall目検定を行った rasillfz\ -{-の変';'~は，各 It'f日 IJ の有無をクロス衣にまとめた(表 16). 各

症例についてのras遺伝子の変良部位の派組11については点17にまとめた また， r田辺伝子の変良の有無と

rasill伝子股物の免疫組織化学的染色1'Jとの関係をクロス衣にまとめた(表18) 両手fのl刻述を制べる目的で

Mann Whilncy -U検定を行った

統計処L.'I!ソフトとして、 AdacusCOnCCplSUのSlalVicwvcr.4.0を用いた

3 結果

1)病理飢餓学的分mと flô俗、性、 I~JIIN所見および1;;移について

対象とした検体の， i，i.!J!J!組織学的分灯1. {Iイ始、 !'I、l土JIIN所見および転移についての験索結果を表7に示

す症例は241W'J、年怖は10才から88才、平均47.2h主であった 93旬61例、女性180例、 93女比は1:2.9であっ

た

組織学的には、乳~Jj五日 149世iJ (刊，lifllEI'i乳 ~Ji術4(:刈を合む)、泌l白筋 21例、米分化筋3例、fIjfj械筋 4 例， i1$1J包

l臨時if!39W'J、服JJin版結節19例，lliílll~d:草月 i状腺腕6W'Jであった(区J27) 総IJ包上皮由来!l!\1'l 腕協は分化度分史11の結

束，日分化むo148{州、低分化施22例、未分化術3骨iJであった(医J28)

{I'I!市(版)は、日分化施47.0土15.4 {mean土SD)、低分化悩55.4土18.2未分化筋567:t205，fIjfj峨筋49.3土8.1，

総胞Jliill姐43.3土18.0，IJ直1JJ!l病変45.9土 15.3であった(除129)筋については分化度が低下すると，年H市は百五く

なる傾I"Jが38められた

児'-<比は、日分化説で1:3.5、111分化犯で1:2.1、米分化路で1:0.5， fIjfj級癌1:1，蹴l胞l以腕 1:2.9、服務織

的変 1:2.7であった JJ直flI全体としては火性の;I;IJ合が11かった 絡については，分化度が低下すると，男

性の'，IflJ合がj白川lする傾向が認められた

平均1I1i1i.l径(cm)は，日分化lhi2.5:t 1.8{mcan:t SD)、低分化路 3.6土30.米分化施13.5.髄係筋3.6土 2.2.総l泡

版腕3.4土1.1であった(図30)筋については，分化lll:が低下すると肝HJJ径の111大する傾向が認められた
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リンパ節転移の頻度は，日分化紺で788%.低分化釧で62.5%. 未分化l8iで100%であった(図31)分化度

とのl則述は認められなかった 一方，組織型日1)に分l:Iiすると，乳頭癌75.8%.ftli)山岳1i40.0%と乳頭筋に多い

傾向が絞められた(区132)

11~内転移のMi肢は，日分化JMで29.50/0，低分化仰で36.8% と低分化~!;H:: ;rfJい何Íl ÎIjが;認められた関33) 一方，

組織型別に分刻すると，乳~Ji結33.3%.総11包!Vi1 .8%と乳幼絡に15い傾向が認められた(図31)

2)細胞I目鮪|主I Cfに臥lする免疫組織化学的染色の紡.!l~

c-Mctの免五rtll純化学的染色結果を&8および凶12.13.11に示す 抗体は，ヒトc-Mctの α鎖を認~~するポ

リクローナル抗体をmいた.陽性コントロールでは，剖1111&1以および細胞質内に~Ii粒状の陽性所見が得られ

た日分化純では、 114例中41例(35.9%)が強|助位、 50例 (439%)が陽性. 13例(11.4%)が弱陽性、 10例(88%)

が陰性であった 低分化施では、 19骨1)'1'2例(10.5%)が強阪で1:. 2例(105%)が陽性、 12例(63.2%)が弱陽性、

3例(158%)が陰性であった ぷ分化路では、全例(3骨'，)'1'3例)1岱性であった 一方，組織型分類では，手L

~JiJ&日立 112例 1'39 骨'1(318%)が強陽性. 45例(402%)が防'I'J:.2O{y')(17.9%)カ匂号陽性. 8例(71%)が陰性であった

制J::lli'iは21例'1'4例(19.1%)が強似性. 7例(333%)が似性. 5例(238%)が弱|場性. 5 (fIj(Z38%)が陰性であった

他I主主張では、 4(:対'1 '3例 (75.0%)が ~m脇旬. 1例(25.0%)が除1'1であった 総l泡J出版では.31 iJ')rl'l例(32%)が

強似性. 7例(226%)がIIJm. 16例 (5 1.6%) が1J~ 脇1'1:. 7例(226%)が陰性であった.腕il}際病変は. 19(!'i)中2例

(10.5%)が強似性. 9例(47.4%)が|場性.7 (f'1( 36.8%)が弱陽性. 1例(53%)が陰性であった. 1YX(の正'ì;\~1i胞

上I立は除性であった また，恨伯 Ip状腺炎の組織像を示す症例では，リンパ泌1)包に近抜した好般性の制'".由

貿の12かな再生性と考えられる上皮に強いmmiJi凡が認められた

剣山上位[[1*の円I状腺純について，組織学的分化度あるいは組織型とc-Metの免疫組織化学的染色性に

閲する lくruskalWallis検定の紡来を衣9-(a)・(叫に示す 組織学的分化度とのrlJlには統計的に有意な関連が認

められた(p=0.001) 平均順位は百五分化泌が75.0.低分化組が38.8.未分化癌が8.0と日分化館ほどJiI目位が高

かった 日11ち免疫組織化学的発現が強い傾向がiiZめられた また，組織型との1/:)にも統計的に有一話、な関連

が認められた(1'=0.002) 平均順位は乳副総が73.0. 泌l自泌が53.3.米分化泌が8.5と，手LWi癌が品も高かっ

た

そのリガンドであるHGFの免税組織化学的染色結果を表10および図15.16.17に示す 抗体は，ヒトHGF

α;ilを1忠誠するモノクローナル抗体をも1:川した 陽性コントロールでは，制11胞質に願粒状の|場性像が認め

られた 1111分化路では、 146例l)'33例(226%)が')j!防相、 27(!'iI(18.5%)がIUJj位、 86例(589%)が陰性であった

低分化施では、 19例中4{f'1(21.0%)が強似性、 3例(158%)が陽性、 12例(632%)が険性であった 未分化筋で

は、 3例rl'l例(333%)が防性.2例(667%)が陰性であった 一方，組織型分知では，乳玖姉は144例中34例
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(23.6%)が強間1H'1.27伊1j(I8.8%)が防性， 83伊1](57.6%)が陰性であった 泌胞筋は21例中3例(14.3%)が強陽性，

3例(14.3%)が陽性， 15例(714%)が陰性であった 髄以t-iは.吐例中2例(50.0"10)は似性， 2例(50.0%)は陰性で

あった 泌11包l協11抗では， 39例 '1'4例 ( 1 0.3%)が ~Úl陽性， bJ'h ，.:J%)が陽性， 27例(69.2%)が陰性であった l皿

I~l保病変は. 25伊J'I'3例(120%)が;J;j，似性， 5{f'J ( 20.0%)が1'''' ， 17例 (68.0%)が除担l であった I 背景の正'ì;\~1I

胞上l支は陰性であった またl:n111紅白山に陽性所μがねられaヒ

ulill包上皮山来のIp状腺簡について，組織学的分化JJrあるいは組織型とHCFの免疫組織化学的染色性に|却

するK，uskalWallis検定の結果を表11ー(a)，ーや)に示す 組織~f:(， 1分化度との nnには有意な|渇辿は認められな

かった(p=0.787)また.組織型とのIHJにものななl剥辿は認められなかったい=0.419)

rCrRI(FLC)の免疫組織化学的染色結決を表12および図18，19，20に示す 抗体は，ヒトFCrRIを認識する

モノクローナル抗体を{史mした 防庁1:コントロールでは制IIIIWI史および制1111包質に山l粒状の似性所見を認めた.

日分化l&¥では， 145例中74例(510%)が強似性、 46例(317%)が陽性、 25例(17.3%)が陰性であった 低分化

泊では、 2 1 例'i '5例 (238%)が強防相、 5例 (238%)が IU/~旬、 I I {ýiJ(524%)が陰性であった. 米分化筋では、 3 

t炉J'I'[例(33.3%)が強防性、2{9'1J(66.7 %)がIlli'l:であった ープJ，組織型分知では，平LllJi組は145例仁1]70例

(48.3%)が強陽性， 46例(317%)が防白， 29例(200%)が除位であった 減胞筋は21例"1'9例(42.9%)が強陽性，

5例(23.8%)が陽性，7例(333%)が除性であった lMi!，k泌では、 4例中 I例(25.0%)が強脇位、 l例(250%)が

陽性、 2例(50.0%)が陰性であった 総l出版JHiでは， 39例'1'，1例(10.3%)が強防相， 10例(25.6%)が陽性， 25 

例(641%)が除性であった 腕坊級病変は， 25例1j'5例(20びん)が強陽性， 5{yiH 200%)が脇性， 15例(600%)

が除性であった 非胞綴部泌l山上皮は大部分は除制であったが，一部でまばらに脇性所見が認められた.

ullll包上皮山来の甲状腺筋について，組織学的分化JJtあるい、対l縦型とrCFRIの免疫組織化学的染色性に

|則する iくruskalWallis検定のが1瓜を表13ー(a)，ー(b)に示す。組織'斤的分化度とFCFRIの免疫組織化学的染色性

の)::1には統計的にイn主な|見Jiliが認められた(p=0.002)平均順位は，高分化施が91.1， {.乱分化焔が55.9，未分

化紡が57.3と日分化街が他の2ltfに比しir:i<.免波組織化学け発現が強い傾向が泌められた 一方，組織

型日IJではイi:{j:なl刻iiliは認められなかった(1'=0.360) 

そのリガンドであるbrCFの免疫組織化学的染色結決をぷ14および図2122.23に示す 抗体は，ウシ

bFCFを料製したものを抗原としたモノクローナル抗体を使}iJした この抗体は，ウシの他，ヒト，ラッ

ト，マウスのbFCFを認識する 防相コントロールでは!iluJ泡質内に， 頼粒状の陽性所.R.を認めた

sasic-rcrは、上反基低限， JJ革協Iln質およびlrllîJ~t.に強く|似性であった 日分化癌では、 141例9'70例(49.5

%)がiJ;jH場性、 14{0J(99%)が陽性， 57例(405%)が陰性であった 低分化癌では、 21例中7例(333%)が強防

伯、 4例 (191%)が似性， 10例(476%)が|岱柑であった 未分化郊では、 3{yiJ中l伊)(333%)が強陽性、 2{frJ

(66.7%)が除性であった ー方，組織型分野lでは，平L~Ji泌は142例中67例 (47.2%)が強陽性， 15例(105%)がjWi
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性， 60例(42.3%)が陰性であった 泌IJ(g筋は 20例中 10例 (50.0%)が'j~l陽性， 3{frI(15.0%)が陽性， 7例。50%)が

除制であった f!jfi綴趨では、 4例rJ '1 {frJ (25.0 %)が強陽性， 2例(50.0%)が脇1'1. I {frJ (25.0 %)が陰性であった

泌胞!山11mでは， 39例中24例(61.5%)が強防性， 6世IJ(15.4%)が陽性， 9例(23.1%)が除I'jーであった I1直1(.lf革病変

は， 25例rJ'l5例(600%)が強防相， 2例(57%)が|別性， 8例(320%)が陰性であった mJ直~~rmの正'~括協j山上

&:は基本的には陰性であったが，一部でw広J1)1mIJに弱い似性所見が認められた

総l出よ&:山来のrp状腺癌について，組織学的分化皮あるいは組織型とbFGFの免疫組織化学的染色性に

|刻する Krl1skalWalllS検定の結果を友15-(.)，-(b)に示す 組織学的分化度との川にはイIなな閃tI1は認められ

なかった(p=0.689) また，組織笠!とのJiiJにもイiむなl刈wは認められなかった(p=0.708)

3) r出迎伝子の突然変異およびI昌遺伝子産物の検索結民

ras逃伝子の3E然変呉の検索品8月ミを表16.17;&び図35に示す r国泣伝子は、 codon12，13，および61に変異の

起こる頗j立が向いことが知られており、検索した純凶でも同部に変y~が集積していた 組織学的分化度分

知で評価すると、日分化路としては17例rJ'l1例(647%)に変具が認められた そのうち， 9例(529%)がアミ

ノ般 lL(換を i'J'う変 'J~ であり， 2例(11.8%)はアミノ殿山政を伴わない変異であった また， 5例では， I検体

で2ケ所以上に変異が認められた 百五分化組の変'Rのいれ沢は， N ras codon 61の変兵が肢も多く認められた

N問 codon61は，正常配列はCAA(Gln)であるが，6fi'iJにCCA(Pro)，I例にCTA(Lcu)への変異が認められた.

N 砧 codonl2，GGT(Gln)からGCT(Ala)，AGT(Ser)へのえ、民を各l例， Ha ras codonl3ではGGT(Gln)から

AGT(Ser)， GTT{Val)への変異を各l例， Ha-ras codon 61にCAG(Gln)からCTG(Leu)，AAG(Lys)への変兵が各l例，

KI-ras codon 13， GGC(Gln)からAGC(Scr)の変民をl官11.CGA(CI沙への変異を2例に認めた Nr田 codonl3には1

WrJにCCT(Gln)からCGC(Gln)またHar田 codon12にはl例』こCCC(Cln)からGCT(Cln)，Ki-ras codon 13にはl例に

CCC(Cln)から GCT(Cln) と，合計 3 例にアミノ般lli換を作わない~呉が認められた 低分化施には3例中

3例(100%)と全例にアミノ椴白後を伴う:awが認められた その内訳は2例にNr田 codon61， CAA(Gln)か
らCTA(Leu)へ，I骨IJがHaras codon 12， CCC(Cln)からしAT(Asp)へ，I似lがHa回 codon13， CCT(CI吋から

ACC(Scr)へ， I例がKI-rascodon 13， CGC(Cln)からCTC(¥'al)への変異が認められた.そのうち2例はl検体に

ついて2ケ所に変民が認められた

一方、組織型分>gjで評価すると、泌!血筋は4世11'1'2例(50.0%)にアミノ酸ii1換を伴う変具が認められた.

手LiiJi!V:では16例中12例(75.0%)に変災が認められ， 10例(625%)はアミノ酸iE燥を伴う変典であったが， 2例

(125%)はアミノ般世換を伴わない~5~であった

良性JI軍111である総l泡l協組には5骨IJ'IJ2 例 (400%) にアミノ般iu換を伴う :æ j'~が認められ， そのうち l例には

2ケ所に変'Rが認められた 2例はNras codon 61， CAA(Cln)からCTA(L訓)への変兵が認められた Ha日
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codon 13， GGT(Gln)からAGT(Ser)へ，Ha rascodon 61. CAG(Gln)からCTG(Leu)への変異が各l例に認められた

検索した全ての服務でKiras codon 12，Ki r括 codon61に変見はi認められなかった

pan~rasの免疫組織化学的染色結果を表 17 ， 18および図26に示す 3積の ras泣伝子産物を認放するモノクロー

ナル抗体をmいた 防性コントロールは細胞質内に矧舵状の陽性所見が認められた 日分化路では， 16 

例中8例(500%)が強陽性。6例(375%)が防H'J:. 2 (frl(l 2，5 %)が陰性であった 低分化筋では， 3例中3例(100

%)が陽性であった 検索した倣綴結は陰性であった 総!出版紐は， 4例中1(fr/ (25.0 %)は強陽性， 3例(75.0

%)は|場性であった 非脳協部の減胞上皮にも，散在性に騒々の程度の似性所見が認められた

また， r砧i立伝子の変'l4 のイfJ!l~と pan-rasの免疫組織化学((-J染色性に|則する Mann Whilney -U検定の結果を

表19に示す 両者のnnには、有意な/]!/wはおめられなかった(p=0.517) 

4 考奴

IJl状腺kv':は一般に予後良好な純であるが、 11与に忽i必な経過をたどり死亡する応例があり、 j~\制化を規定

する凶子の1o/!19]が待たれている 一方、 rp状1lJi!IHiU:1は組織学的分J:ilが予後と良〈相関する胞j.tlとしても有

名である しかし、IjJ状腺服務の組織学的分担Iiには、結の;m性伎の評価、或いは総1/包l凪耳目でのJ:l!感性の鑑

))1/等の点でいまだ問題点が残されている これまでに、施の忠制度は乳頭館、減11包筒、米分化癌の順に転

移，浸潤のMWl'が向く予後不良であることが臨床(~J研究から、1'1/19] しており，細胞学的所見を重んじた分類

が主流を占めてきた しかし，一般に乳母1純，泌11包結が10年生存の期待できる予後良好な錨であるが，未

分化絡は殆ど全ての症例が発見から半年から1{I;以内の経過で死に至る非常に予後の悪い癌であり，臨床

的には予後の点から極端なi主いが認められる(48)(68).Sakamotoらは予後の良好な純である乳iJJH&iと滅胞

犯に、日分化瓶、低分化結の組織学的分化度による分担nを提唱し、日分化癌と米分化施の中1m的存在とし

ての低分化部の慨念を樽入した(70) 分化!ll'分史iiは臨床雌びに病理学的に予後囚子との相闘が認められる

ことがIYJかとなり、 1988年のIjl状l旅路]血敏いm約分J:ilにも、iJE分類という形で取り入れられ(90)，臨床的

にも .m~な分野lであると注目されている

本研究では，まず第一に>loU出，性比，品大腕j.tll圭，リンパ節転移の有無， 1腺内転移の有無を臨床並びに

病理学的予後因子として，組織学的分化伎との関連を検証した その結来，分化皮の低下に伴って，向的，

男セlの割合のJ白)JfI，IJo1ìß'l径の用大， 1日~内転移の頗!ll'の!f'1)JII傾向が認められた 一般に，臨床的なハイリス

クグループとして，日l的，男性であることが知られているが，本研究の結果もこれを支持するものであっ

た!肌tb.~径のj目大 ， 1lJi!1λl転移の!Jl'i!ll'のi目)JIIは， IFnU:1の氾，¥1'J化を反映していると考えられ，これらの囚子と

制蛾学的分化度は良く相関することが191かとなった これらの結果は，Sakamoloらの論文とほ国司織であっ

た(70) 本研究では， リンパ節転移の頻度は。分化皮との相|測は認められなかった 一方，組織型分類で



は，リ ンパ節転移はi!llJ出癌に比し乳別館に多くi認められた リンパ節転移は，癌の:l&性皮の指標のlつで

あるが，組織学的分化度だけでは，全てを説明することが困難であり，分化LlEと組織型の併記の必要性が

示唆された。

細胞m舶因子は，多くのlIill@でJ目白1i，進展，波乱Uあるいは組織型との関辿が知られており，ある積の胞

の:IHj化に関与している可能性が報告されている (1)(77).本研究では，細胞J目殖，細胞迎動性先進，形態

jf%丸山1ゴ再生或いは組織修復の過1'51でm~かつ多織な作JlJ を有する肝細胞i目別凶子 hepatoc戸egrow出

向ct町。1Gηおよびそのレセプターであるc-Metの叩状腺IFJH，(，)における発現と局在を免疫組織化学的に検索
した また，組織修復あるいはl而U:I化の燃に発射がIC進することが惚告されており.甲状腺は向先現臓211

の一つである線総王子細胞ll:lM因子，特にJí，l lJi性記~維;!.J制1111(11{')挺l囚子basic-nbrob 1ast growth factor( basic-FGF) 

とその日鋭利性レセプターである線制IJi'釧!泡Jf'Hililll子レセプター1nbrob1ast growth factor receptor-1 (FGFR1) 

の叩状l以服務における発現および局在を免疫組織化学的に検索した

metli明治伝子は，ヒ卜骨肉11直納1I泡株である HOS細胞をMNNG(N-methy1-N-nitro-N-nitrosoguanidine )で処

理した n'~.必細胞のトランスフォームìl'1伝子として発見された (10) そのプロト型癌泣伝子であるc.metはチ

ロシンキナーゼドメインを有することが知られていた(63)。その後.c-met施t]il'1伝子産物は， HGF/SFの

レセプターであることが判明した(7).c-met hlf:t;t遺伝子必物は50kDaのα鎖と145kDaのMfiよりなり，成

熱製は190kDaのαβヘテロ二B体である チロシンキナーゼドメインは8鎖のC末端側，即ち細胞質内に

存在する c-Metのシグナル伝達系としては， AshfGRB2を経てras，Raf. MAPK，MAPIくK， MAPKKKから細胞

j廿殖に11川する経路や， PLC-y， rhoを介し，細胞ft絡に付mし細胞運動性に関与する経路などが知られ

ている!一方、!日制111出Jf'Hili囚子hepatocytcgrowth factor (HG刊は， 19841J'NakamuraらによってJ汀細胞の強力

なi目別促進凶子として発見.l;'f!l_t!.分子クローニングがされ(58)(59)，その後、 HGFは上皮細胞の分散性

や'illi動f止をIC進させる因子として匁1られていたScatteredfactor(S町と同一の分子であることが判明]した(81)

HGFは82-85kDaの蛋白質で， 69 kDaの α~ì'í と 34 kDaのB釘lからなるヘテロダイマ一分子である α鎖には

4仰のクリングルドメインが存在している。 HGFil'1伝子は，全長約70kbであり 18個のエクソンからなっ

ている(59). HGFil'1伝子の座位はヒトでは7得染色体長腕(7q21)に決定されている c-metill伝子の座位も

7孫染色体長腕上(7q31)に決定されている HGFは， 111細胞のみならず綴々な細胞のJf'lffl促進作用，抗腕

1M作川，制111血述即'J!'11C進作用，さらに形態形成誘将凶子としての活性を持つ，多織でffiiJl1な作用を有する

JI'lM因子であることがIYlかとなってきた(8)(56)(60)(69)(73)(80).HGFは線維封劇1111包， JfnJ;jI系細胞，血管内皮

細胞など主に'i'il壬葉山来の1m来系制1111包からAi!:生されている HGFの活性の中に，創1111包If'l虻i促進作HJ，制11胞

巡回J能了cillii1，mがあることから， il'l化以などの粗筋の怒性化，浸出J性との関連が検討されている(44) 正
常甲状似は， c-metmRNAがiUレベルに発税しているが， c-Metsi物はw田temb10t法では検出されていない
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(12){66). In vitroの尖験では， HGFはイヌ巾状腺初代培養細胞に対して制11包i目殖作m及び紺11.泡分散作JfIが

あることが報告されている(16).di Renzo Ml'らによると，ヒト巾状腺癌ではc-metmRNAのI目郎は，乳頭筋

と低分化鮪に70%，総l泡絡に25%認められ，未分化筋，組fi織犯ではI目怖が認められず，また正常甲状腺や

良性病変ではc-metmRNAのf目闘は認められなかった(12)(13) また，そのリガンドであるHGI'の巾状!服組

織での発現は検出されていない(88)

本研究の免疫組織化学的検索では， c-Met は、正'ii';~lîJJ包上 J立では 1\;\性で， lHJJI軍筋、;思性J間協ともに!距

抑制111包にE目的であり， c-Metの発現が踊iiJ化と|民IWがあることが示唆された また，版協に慢性IlJ状腺炎

の組織像を合併していた症例では，炎佐の弧iい 11I1分に凡られる好酸性の~~~かな制11胞質をもっ減JJ包上皮細胞

に強い陽性所見が認められた このことから. c-Met はIElì筋化だけでなく，炎症などの細胞，l~;:!j:に対する

反応の際にも.強〈発現することが示唆された c-Metは恵、性服務では日分化癌で陽性率が日〈、低分化

.'f.， 米分化焔と分化&が低いと問問:率も低い傾向が認められ，統計的に有意な|剥辿カf認められた(p=o∞1)

このことは，一見，JEfi坊の悲性化と相反する結果のようであるが， c-Met IHGI'系の多臓な作用を考慮す

ると，制1111包m死ii'FJllだけでなく，抗腕ltl作JTJ，分化誘滋作JTJ或いは形態形成作JTIなどがl凶ltlの:!!.¥性皮に関
与している可能性があり，分化以と関連することは非常に興味深い知見であると忠われる 本研究では，

艇の組織学的分化&とc-Metの発現の変化との11日に限mが認められたことから，分化度分担iiは生物学的特
性を反映していると考えられた 組織型で分航すると，乳頭癌が最も高率かつ~;j!く染色され， ~Iî J泡癌， 未

分化部では低い傾向があり，統計的に有意な関辿がおめられたヤ=0.002). c-Metの免疫組織化学的発現は

組織型にも|刻与することが示唆された 特に乳~Ji絡で日率であったことは，これまでの報告と一致する結

果であった

一方，そのリガンドであるHGI'は， 11団協調lIJ泡自身に|則しては全体に発現が弱く ，また分化皮による有意

iGは認められなかった また，組織笠!とのギ!なな閃述は認められなかった HGI'はj同協.rlllß;~あるいは

非HiU:llillのUIl1'i'l!，~に防伯所見が認められた この結決から， 1]]状腺腕坊におけるHGF/c-Metの系では，

HGFは服fi.~制1111包以外の [fu í'ì'iÀH主細胞などでM生される可能性が考えられた. この結果は.Zameger Rらの

報告で， [T'状腺秘!山上皮からHGI'の民生が認められなかったことと一致している(88) しかし，人体材料

をJIJいた研究の限界として，免疫組織化学に川いた抗体の感肢が不良である(特にパラフィン切片)，或い

は検体でのHGFの保存状態が不良である(古い症例では陽性241が著しく低い)などの人工的な偏りの可能性

は完全には否定できないため，今後northernblot，川 situhybridization などの方聞からの検索が必袈と考えら

れた

t虫剤t:u細胞i目的自因子日briblastgrowth factor (I'GF)は，近年多くの泣伝子がファミリーを形成していること
が'YJかになり a 少なくとも9つのメンバーが作αしていることが知られている(52)，そのプロトタイプは血



管新生因子として同定された瓜法性級制IJ.j細胞t門前li因子basicfibroblast growth factor (b国 icFGF. bFGF). ~般主性

線制維自J労J紺制1I胞l胞包Jf'l目折舶h囚子a配C口1吋di陀cf日ib旬1'0山b1as討tgro>肌、M叫hfactor (伯ac口1凶di児cFGF. a正FGF町)の二つである(α20町1)(α26防.).a正FGF.bFGFは分子

虫約1川8kのD臥aの一本釘鎖iペプチド分子で. arGFのt句，~.;氾 J点:

全身に広i純陀に分布しており殆どの1臓誠比総:の上j皮主のi1JiI氏!以及び111li'i'に発現が確認されている(27)(35) また，

l血管内皮細胞からはbFGFのsi1'が認められている また，幾つかの癌細胞株の地益上消中にはaFGF.

bFGFの存在が認められている FGFの主な作}I)として制IJJJilJf?船促進作JfJ.分化7局単{初日.血管新生作用，

細胞外マトリックス改変作JlI.jl'iJ(1l系に対する刊JTIなどが知られている aFGF. bFGFは古典的なエキソサ

イトーシス以外の機梢で細胞外に分泌されると巧えられている 制l抱外に分泌されたFGFは，プロテオグ

リカン，へパリン，へパラン硫酸分子に結合して保讃. J首附t;

り受2谷主{体本に車紅結J古1合すると考えられている(σ75司) 一プ方'J.FGr受容f休本はこれもフアミリ一を1形B成しており. 51'積重の

泣{伝丘子を』災もにするFGFR則1.FGrR2. FGfR3. FGrR1. rGrマR5がi刻知1甘lられている(σ52め) ヒトFGFRの場合， フ7ミ

リ一n間i川円の軒相l同性は5臼5%以上であり'また稲をI!&えてよく保存されている.共通する基本桝jfiは，細胞外に

3つの免疫グロプリン版ドメインを持ち，剤1111包内にチロシンキナーゼ領域を有する リガンドのfillJ¥l1とレ

セプターの多係自のnflでの微妙な特異性の判I逃がーl1sIYJらかにされつつある ヒトFGFRlは822アミノ酸

からなり.aFGF. bFGFの両者と籾干'1I1'Jを持つ rGrRl. fGFR2の活性化は，リガンドが細胞外部位に結合

し，受容体の二五i体化を形成することにより引き起こされる(75) シグナル伝迷にはPLC-y.SH2蛋白群

あるいはRaf-1.MAPKなどのカスケードの{f{lが推定されている 甲状腺は.FGFの日発現臓:mの一つで

あり(25)(35)(51). プタ甲状似ll}養細胞あるいはラット巾状腺培養細胞(FRTL-5)を用いた尖験では.bFGFに

より制胞Jf'lM促進作用があることがJiE切されている(19)('19) また. bFGFはFRTL-5制胞の甲状腺ホルモン

の合1&.代謝に|均与することが示唆されている(79).木研究では，品も基本的なFGFであるbasicFGFとそ

の肉親和11'1レセプターであるFGFR l の発引について . ~波組織化学的に検討した

FGFRlは正';i f;泌 11包上皮では基本的に除問であるが， 良性11直m. 足~1'1胞jJ.l3~に陽性FJi見が認められ.服務

化に関与している可能性が示唆された 思刊脳協については，応分化筋で沿も尚~~で強く発現しており ，

分化度が低いと. FGFレセプターの発現も低い傾向が認められ，統計的に有意なIl!Jiiliが得られた(p=0.002)

ーブ'j，組織型による有意差は認められなかったヤ=0.360) 以上の結巣からFGFRlの免疫組織化学的発現

の而lから見ると組織学的分化度分史Iîは組織~~分知よりも良好な関連を示し.1匝ßlの生物学的特性をよく

反映している分担日と考えられた FGFRlのリガンドのlつであるbasic-FGFは，分化度または組織型のいず

れにも関係なく版協細胞の基底III，1 ~ill. Jlifui.lli:Jt1および11直sllfllIT笠に強く高率に似性所見が認められた こ

のね在パターンからは.bFGFがHlIrtの必11に取り込まれている像である可能性も考えられ.&:1'細胞の

推定はできなかった 本研究の結%から，免疫組織化学的なFGFRの発現は巾状腺筋の分化度とI児述して



おり， c-Metの発現パターンと類似していた rp状腺純においてはFGFの細胞泊殖促進作用以外の何らか

の作ITIが組織学的分化皮に関与している可能性が掛察された 巾状似筋におけるFGF/FGFRの系では，

bFGFは版協細胞以外の細胞からの産生が-U.f>:である可能性が般察された

団施泣伝子は， NlH3T3のtransfectionassayのより初めて同定された筋泣伝子として有名で，ヒトでは3種

煩の向い相向性を有するr田i立伝子，すなわちKi-ras，J-Ja-ras， N-r晶が匁lられている r出泣伝子は，段々な脳

協で変異が検出されており，癌化，胞坊の恐性化とのl則述が報告されている(3).Ki-r田癌遺伝子はねrsten

日rcomavirusからl詰初に発見され，ヒトでは12得染色体短腕上に存在している Ha.ras締法伝子は， Harvey 

日rCQm3vlrus から発凡され，ヒ卜では 11染色体~'.i ll出上にïf{Jーしている またN-rasl&l遺伝子は，ヒト神経芽

細胞脈のcDNAライブラリーから出i刻述泣伝子として発見され， 1苦手淡色体セントロメア近傍の短腕上に存

在している r田ill伝子産物(r田lli白1'1， 1'21)は， 21 kDaの大きさのGTP紡合蛋白で，正常創1J1I(2ではGTPase

活性を示し，細胞のH17i1自分化のシグナル伝述系でill要な役目を果たしている ras巡伝子産物の上続にはチ

ロシンキナーゼ型レセプターリン般/Ash/Grb2-S0S符が存在しており(18)、その下流にはRaf-l/MEK/

MAPKの経路が匁lられている(57) また、ある利iのm刑囚子のシグナル伝達系にはras泣伝子K物が関与す
ることが知られている r田遺伝子の変災により組化する機術としては， GTPase活性の弱いmutantr出(

onc-r田)蛍自の発現あるいは正常r苗逃伝子H'物の過剰発現により活性化ras-GTP結合蛍自のJ{'l}J[Jを引き起こ

し、制!印刷舶のシグナルを恒常的に伝達し続けることで、細胞の恕性転化に関与していると言われている

(50).現在までに、多くの癌細胞でr描遺伝子の点突然変異が知られている (6) 例えば，大11財官，勝街では

K-rasの点突然変良が日率に検出され，大11品ではJ出版にも変異ーが検出されることから癌化の初JQ)に関与して

いることが示唆されている また，巾状腺では.in vivoの系で，活性化Rasによるtransform1i'i1'1が示され

ている(65)

甲状腺l凶協では， rp :j}( 1腺癌全体;ではrasl立伝子の点突然変y~は 10-60% に変異がみられるが、報告により

かなり差が見られる(33)(42) (43) (46) (61) (62) (76) (72).一般に，減胞癌で頻度が向く(0-100%)、特にHa-r話、

N-四 codon61の異常が多い 乳iiJjl&lでは秘胞悩よりは低いが、 6-62%に認められている また、総l泡節、

甲Ll!iikiliよりも、未分化癌で頻度が向い.しかし， 1.別組織甲状腺腫，甲状腺腺胞にも、低頻度(33-46%)であ

るが同級の異常が報告されている またr括泣伝子の異常は.ヨード不足地域で尚頻度である(72). ラット

化学誘発犯の1I1状腺犯ではHa-r田が活性化されており (45)，一方，放射線!照射後に発生するヒト甲状腺筋

ではK-r出の異常が多いこと (82)などから、発航因子の相i主を反映している可能性が指摘されている これ

までの日本の報告では，ヨーロッパでのflH占よりも変y~は低額!主である

本研究の結果では，甲状腺1&'iを組織学的分化度分担Iiした場合，分化度の低下と共にrasill伝子及、兵は頻度

がI目JJl1し，車II総学的分化肢は服務の忠性皮を反映していることが示唆された 一方，従来の組織型分知を



用いると. ~.Il JJ包癌は50.0%. 乳ili'i施62.5%にアミノ般世伎を伴う変異が認められた.過去の報告よりも， R1

"ilに変異が検出され，特に手LiiJl癌では62.5%とかなり?Ji率に変異が検出された 本研究では.nested PCR 

法からダイレクトシーケンス法をmいて検索しており，従来の報告でのoligonucleotidedot blot hybridization 

法よりも，検出感度，制度がともに日<.かつ材料として凍結検体を使用したため，パラフィン検体より

も核酸の保存状態が良好であったことが，高率の変災が検山された一つの袈囚として考えられる 一般に

ダイレクトシーケンス法は従来のサプクローニングを経るシーケンス法よりも抜数クローンの配列を同時

に解析できるため，検11¥感度が良好であると言われている また，いままでの報告と同級に良性組協であ

るi1$JJ包 IIJiUI唱でも 50%の症例で変Ij~が必められており. lI!fi似化の傾く lj!JVJでも変以が起こっている可能性が

示唆された.このことは，組織学的に減112性粗筋の良忠性の判断が困難であることと関連があると思われ

るが.jQ'!に今まで良性と考えられていた裕1121民UEllは潜在的に怒性の性絡を持っている可能性カ缶号えられる

また.rasiii伝子の変異はそれ自身で服s1j化或いはIHi!i，1の感性化に関与しているほかに.IEll!i，1の泊殖に伴う

二次的な出来事である可能性も挙げられている

現在までに ras泣伝子産物は，正常rp状腺，以制服1J/ .ilII性IEIl!i，lの順に発現が強く，正常でもわずか

に発現が認められると報告されている(41)(54)(87) 本研究では，服務の組織型，或いは組織学的分化皮と

四遺伝子産物の免疫組織化学的染色性のnnに関連は認められなかった

国遺伝子の変異とras泣伝子産物の免疫組織化学的発現の 11，1には有意な関連は認められなかった.同じ

傾向が.iiiilLJ山筋でも報告されている 他の筋泣伝子や泌抑制il'i伝子(例えばp53泣伝子の変具とP53蛋白)

では遺伝子変具と泣伝子産物の発現のnnには関述があると報告されているが，日sil'i伝子とr田 lli自につい

ては，両者の関係は単純ではなく，免I.il'組織化学の結果の角午釈の難しさを反映する結果であった r出巡伝

子産物は細胞内1Wf.世伝達系の一郎を担っており，その発引の制節には，レセプター型チロシンキナーゼの

活柑化など多因子の日I1与が考えられた

本研究では，ヒト巾状腺~:\!:の組織学的分化JJrと. JJHAJJ包JI19i(i因子レセプターであるc-Met.料品/1芽細胞t白

姐因子レセブター1.FGFR1の免疫組織化学的発射のHJJに関述が認められ，細胞生物学的な性絡を反映して

いる分知であることが明らかにされた また， ras泣伝子の変異は.日分化癌に比し低分化路で高率に認め

られ.分子生物学的制IliITiからも分化度分知は筋の:W性皮を反映していることが示唆された

5 まとめ

甲状腺踏の~:ll織学的分化伎に|刻して，これまでの臨床及び病理学的検索に加え，細胞生物学的，分子生

物学的側而からの検討を行う目的で，特に細胞I目庇i因子およびレセプターの発現と間近伝子の変異に注目

し、!版協の細胞生物学的なJ忠性!主と組織学(I(j分化伎との1l!liliの有無を検討した
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その結果.rr状腺癌における.11干細胞J目殖因子レセプターであるc-mct結原ill伝子産物，または級車fT.芽
細胞m殖因子レセプターlの免疫組織化学的検索では.J匝抑制IIJJ包に陽性に認められ，結については分化J_:{[
が低いと各々の発現は低率で弱くなる傾向があることがIjJlかとなった この結果から，組織学的分化度分

類はある積の生物学的特的を反映していることが示唆された ーブJ.組織型分類では. c-m副知原遺伝子

産物の免疫組織化学的発現は乳頭部で向く，泌胞結，米分化施で低い傾向が認められた この結果は，従

来の報告と一致しており， c-met癌原i立伝子産物の発現は甲um紡の飢餓型形成にも関与する可能性が示唆
された 総統)j細胞的殖囚子レセプタ lに関しては，組織担分J!iiでは行ti差は認められなかったが，分化

度分類では有意な関連が認められ，この点において，より服務の特1~ を反映している分郊であることが示

唆された また. c-Met，あるいはFGFRlは炎症の強い部分での発現が強く認められたことから，細胞附容

の際の上皮の再生にも作用することが示唆された これら的地因子レセプターの叩状腺疾忠での発現の意

義については今後の検討課題であると考えている またそのリガンドである肝細胞m舶因子，および線*11
芽細111包Ji'lM因子は腕娘細胞における発現はレセプターの陽性本に比し低く.JE[!おJ制1111包以外の細胞からjlf生

される可能性が示唆された

ras泣伝子の}~ï.突然変異は， 従来よりも同率に検出され，技術的にダイレクトシーケンス法の検出感度の

良好さを反映していると考えられた 組織学的分化度が低いと変'Rの頻度は日い傾向があり，組織型分類

よりも良く関連していた

四遺伝子の点突然変異とm泣伝子産物の免疫組織化学的なJ't:gIのnnにはf)!IJiTIは認められなかった こ

のことから， r田遺伝子産物の免疫組織化守的発現に1)(1しては細胞l人Jt，'iyQ伝述に|見lわる按維な相互関係を反

映しているものと考えられた

甲状腺癌については，組織学的分化度は，制IIJJ包生物学的，分子生物学(1'0側而からも恕性皮あるいは生物

学的特徴をよく反映している分類であることが明かとなり，今後ますます重要な位idを占めていくものと

考えられた
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図l 高分化型乳頭癌

左図.乳頭状梢造を示す服務 J1ill務細胞は特徴的なスリガラス;伎を呈する

HE， x400 

右上図:核内細胞質封入体を示す HE， x 530 

右下図:I座蕩細胞の核の切込み(核前)を示す. HE， x 530 



図2 高分化総胞癌:

総胞状椛造を示す!匝蕩.

線維性被膜を完全に貫通する浸潤部分を示す-

HE. x 50 



図3 高分化路胞癌

服務細胞の核はヘマトキシレンに濃染する 腫協の血管侵襲部分を示す.

左図 HE， x 100， 右図 Elaslica von Gieson， X 100 



図4 à~胞腺l匝:

線維性被!肢に被包された総胞f，'1i造を示す11重湯

被膜侵袋、 J血管侵襲はない.

HE， x10 



図5 腺j匝様甲状腺l匝:

被膜梢造の認められない総j泡状椛造を示す)J重湯.

HE. x50 



図6 未分化癌 -

泉型及び多形性の強い)]重湯制11胞が泊生し、多核のJJffi蕩巨細胞を認める.

HE. x200 



図7 髄様筋:

シート状、島状に噌生するJJill湯 願書芸術1I胞の細胞質は好殴性を示す.

HE， x200 



図8 髄様癌:

左図 !匝蕩細胞は幡宮良性(Grimelius染色防性)を示す.x450 

右図 カルシトニンの免疫組織化学的染色では腫ls;WI日泡に|場性 x450 



図9 低分化乳頭癌:

索状、胞巣状構造を示す腫務 HE， x180 

腫蕩細胞は乳頭癌に特徴的なスリガラス核を呈する. HE. x450 



図10 低分化首長胞癌

索状、充実性梢造を示す腫蕩.HE， x 230 

腫蕩細胞の核はヘマトキシレンにi決染する. HE， x460 



図 11 低分化癌:

股務部分ではコロイド産生は認められない.右に示す正常総j泡部分には

PAS/場性のコロイドが認められる.

Periodic acid-Schiff， X 130 



図 12 免疫組織化学的染色 c-Met 

左図 高分化乳頭癌 ほとんどの!陸揚細胞に強く|湯性である. (++) x230 

右図低分化乳頭筋陰性.十)x230 



図13 免疫組織化学的染色 c-Met 

左図 高分化路胞癌約70%の)J童話Z細胞が|場性である. (++) x230 
右図低分化総胞癌約30%のj鹿島Z細胞が陽性である. (+) x230 



図14 免疫組織化学的染色 c-Met 

未分化癌 )]車協細胞が極く弱く|場性である (+) x250 



図15 免疫組織化学的染色 HGF 

左図 高分化乳頭癌 ほとんどの脳協細胞が強陽性である.(++) x200 

右図低分化乳頭筋 |急性. (ー)x230 



図 16 免疫組織化学的染色 HGF 

左図 高分化路胞癌!医療車111胞に弱く|湯性である (+) x230 

右図低分化総胞癌陰性. (ー)x230 



図17 免疫組織化学的染色 HGF 

未分化筋陰性.(ー)x230 



図 18 免疫組織化学的染色 FGFR1 

左図 高分化乳頭癌 ほとんどの版協調11胞が強陽性である (++) x230 

右図 低分化乳頭施 !陸揚細胞が傾く弱く陽性である.(+) x230 



図19 免疫組織化学的染色 FGFR1 

左図 高分化路胞癌 80%以上の臆童話細胞が強く|場性である (++) x230 

右図 低分化滅胞癌 IIM;S細胞が極く弱く陽性である。(+)x230 



図20 免疫組織化学的染色 FGFR1 

未分化癌 ほとんどのl匝疹細胞に陽性である. (++) x260 



図21 免疫組織化学的染色 basic FGF 

左図高分化乳頭癌

ほとんどの服務純11胞の基底l股{J!I)及びnfJ1'l:に強く|場性である (++) x260 
右図低分化乳頭筋

約40%の服務細胞の基底l段似1)及び川1'1:に|場性である (+) x260 



図22 免疫組織化学的染色 basic FGF 

左図高分化路胞leli
ほとんどの!陸揚細胞の基底JJ英側及び間質に弱く陽性である (+) x200 

右図低分化路j泡癌

80%以上の!陸揚細胞の基底l民似IJ及び11円質に強く |場性である (++) x260 



図23 免疫組織化学的染色 basic FGF 

未分化1{iE 陰性 (ー)x260 



図24 DNA抽出検体の組織像

左上 case 16の凍結椋本組織像 HE， x 230 

右上 case 16のパラフィン;際本組織像 i奇分化乳頭筋である HE， x 230 

左下 case 24の凍結標本組織像. HE， X 120 

右下 case 24のパラフィン椋本組織像 低分化乳頭癌である HE， X 230 
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M: Marker V 

P: Positive control (A431) 

N: Negative control (H20) 
1 : case 1 
2: case 2 
3: case 3 

図 25 N ras (codon 61)のouterPCR 

outer PCR産物を8%アクリルアミドゲツレにて電気泳動した.

症例 l、2、3および陽性コントロールのレーンには99bpの高さに

バンドが認められる この部分を切り出して精製した

陰性コントロールにはバン ドは認められない.



図26 免疫組織化学的染色 pan-ras 

左図 高分化平LiTfi施 ほとんどのJ1i1l1u制1IJ1包に強く防性.(++)x230 

右~I 低分化乳頭結 ほとんどの肌抑制11胞に明く陽性(+)x230 



図27 組織~分郊による症例分布図

口乳頭1M 149Ø~ 61.8% 

図総胞l:'li 21例 8.7% 

圏 米分化l:'li 3Ø~ 1.2% 

圃 髄様1M 4f日j 1.7% 

. 総JI包It良種 39例 16.2% 

口 l隙I1重綴結節 19例 7.9% 

図 版IEllr長甲状腺種 6 lf~ 2.5% 

合音l' 241例



司司・「

図28 組織学的分化度分類による甲状腺筋の症が1)分布図

口 高分化1E
図低分化癌

圏未分化路

148{i'1) 85.6% 

22{i'1) 12.7% 

3例 1.7%

合計 173例



司...-

図29 組織学的分化度分郊による年齢分布図
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図30 組織学的分化度分類による!l主務径分布図
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図31 組織学的分化度分類によるリンパ節転移の頻度
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図32 組織型分類によるによるリンパ節転移の頻度
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図33 組織学的分化度分類による)j忠内転移の頻度
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図34 組織型分類、によるによる11!良内転移の頻度
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60 61" 62 
G G A I C A AI G A A 

図35 

GG  !iCλAG-m 

N ras codon 61のシーケンス結果

左図に正常配列を示す

右図に点突然変異のある配列を示す

CAAからCCAへの変異が認められる

60 61" 62 
G G AIC c AIG A A 
易G i¥(-;C /-，G バ戸
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表1

免疫組織化学的染色用試薬のリスト

試薬名 入手先

ヒストファインSAB-PO(M)キット ニチレイ

ヒストフアインSAB-PO(R)キット ニチレイ

ヒアルロニダーゼTypeIV-S Sigmaαlemical 

マイヤーヘマトキシリン 加IERCK

ジアミノベンチジンDAB 平日光

3-アミノプロピルトリエトキシシラン Sigma 01emical 
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表2

免疫組織化学的染色に用いた抗体のリスト

Antibody * Specificity Sourse Dilu!ion 

c-met (C-12) P α-subunit of c-Met Santa Cruz 1:50 

Biotechnology 

HGF M α-subunit of HGF Institute of Immunology 1 :50 

FGF(R) (VBS6) M human flg (i.e. FGF-R1) Santa Cruz 1 :50 

FGF rec巴ptor Biotechnology 

Anti-Bovine basic M basic FGF from bovine， Upstate Biotechnology 1:500 

FGF， type 11 human， rat and mouse 

pan-ras (Abぺ) M p21 translational product Oncogene Science 1 :20 

of the H-， K-， and N-ras 

human， other mammalian 

c-and v-ras oncogenes 

• M: monoclonal antibody， P: polyclonal antibody 
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表3

核酸の抽出、精製用試薬のリスト

試薬名 入手先

アイシュァックocrコンパウンド Miles 

イソジェンIsogen ニッポンジーン

フェノール 和光

クロロホルム 平日光

エタノール 手u光

クエン般ナトリウム 平日光

水酸化ナトリウム 平日光

エタ沈メイト ニッポンジーン

問酸ナトリウム 平日光

N，N'-メチレンビス(アクリルアミド)-HG 平日光

過硫自主アンモニウム加moniwnpersurfate (APS) BioRad 

TEMED(N凡N，N-tetramethyJcthylen吋iamine) BioRad 

ENA Slgma 

Tr回ηabase Sigma 

j_i;t股 三共

ほう酸 平日光



『司F

表4

Polymerase chain reaction (PCR)用試薬のリスト

試薬名 入手先

PCR反応用バッファー 宝酒造

組成(lOx): 1001制 Tris-Hcl(pH8.3)， 5∞I出1KCl，
15mMMgClz) 

dNTP Mixturc 宝酒造

組成:dATP， dCTP， dGTP， dπP各2.51制

Recombinan( Taq DNA Polymeras巴 宝酒造

ミネラルオイル Sigma 
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表5

ダイレクトシーケンス用試薬のリスト

試薬名 入手先

PRISM Ready Reaction Tenninator Cycle Sequencing kit Applied Bio 

町'eDeoxy1M Tenninator Cycle Sequencing kit AppliedBio 

内容 100μ1 A DyeDeoxy TM Tenninator， 1 00μIC町'eDωxyTM

Tenninator，100μIG町巴DeoxyTM百nninator，100μIT町eDωxy

TM Tenninator， 100μ1 dNTP mix， 50μ1 Ampli Taq (8U/μ1)，400μl 

5x Terminator Ammonium Cycl巴Sequ巴nCUlgσACS)buffer組成 .

4∞mMTris-HCI pH 9.0， 10 mMMgC12， 400 mM (NH4)2S04 
フェノール 平日光

クロロホルム 和光

エタノール 平日光

間酸ナトリウム 手IJ光

アタリlレアミド:ビス Bio Rad 

EDTA Sigma 

Trizma base Sigma 

塩酸 三共

ほう酸 和光

過硫酸アンモニウム BioRad 

TElV伍D BioRad 

脱イオン化ホルムアミ ド BioRad 

尿素 Eastman K吋ak
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表6

List of primers 

Target Primers Sequences (5'--3') Strand 

N-12/13 N-12/13o CTI GCT GGT GTG AAA TGA CT S 

N-12/13 N-12/13o ACA AAG TGG TIC TGG A下TAG A 

N-12/13 N-12/13 i GAC TGA GTA CAA ACT GGT GG S 

N-12/13 N-12/13 i AGC TGG ATI GTC AGT GCG CT A 

N-61 N-61o G下rATA GAT GGT GAAACC TG S 

N-61 N-61 0 AAG CCT TCG CCT GTC CTC AT A 

N-61 N-61 i GGT GAA ACC TGT TIG TIG GA S 

N-61 N-61 i AAG CCT TCG CCT GTC CTC AT A 

Ha-12/13 Ha-12/13o GAG ACC CTG TAG GAG GAC CC S 

Ha-12/13 Ha-12/13o CGT CCA CAA AA T GGT TCT GG A 

Ha-12/13 Ha-12/13 i TGG ATG GTC AGC GCA CTC TI A 

Ha-12/13 Ha-12/13 i GAC GGA ATA TAA GCT GGT GG S 

Ha-61 Ha-61 0 CCG GAA GCA GGT GGT CAT TG S 

Ha-61 Ha-61 0 ACA CAC ACA GGA AGC CCT CC A 

Ha-61 Ha-61 i AGA CGT GCC TGT TGG ACA TC S 

Ha-61 Ha-61 i CGC ATG TAC TGG TCC CGC AT A 

Ki-12/13 Ki-12/13o TTI了rATIA TAA GGC CTG CT S 

Ki-12/13 Ki-12/13o GTC CAC AAA ATG ATI CTG AA A 

Ki-12/13 Ki-12/13 i TGT A TC GTC AAG GCA CTC TI A 

Ki-12/13 Ki-12/13 i GAC TGAATA TAAACTTGT GG S 

Ki-61 Ki-61 0 AGA AAC CTG TCT CTI GGA TA S 

Ki-61 Ki-61 0 CTA TAA TGG TGAATATCTTC A 

Ki-61 Ki-61 i ACC TGT CTC TIG GAT ATI CT S 

Ki-61 Ki-61 i TGA TTI AGT ATI ATI TAT GG A 

0= for outer PCR， i= for inner PCR， S= sense primer， A= antisense primer 



表7

Age， sex， size and metastasis data of the cases 

NO.of age(y.o) sex ratio size(cm) n ITM 

cases (mean:tSD) (M:F) (mean:tSD) (%) (%) 

WDC 148 47.0:t 15.4 1:3.5 2.5 :t1.8 78.8 29.5 
一一ーーーーーーー ーーーーーー 』ーーーーーーーーー

pap I 129 48.5 1:3.3 2.2 78.7 32.8 

101 19 46.7 1:4 4.3 40.0 5.6 

PDC 22 55.4土18.2 1 :2.1 3.6 :t3.0 62.5 33.4 
一ー一一 ーーーーーーー一ー 一一一一一一 一一一一一ーーーーー

pap 20 55.1 1:2.3 2.5 62.5 36.8 

101 2 58.5 1:1 5.3 ne 。。
UDC 3 56.7:t20.5 1 :0.5 13.5 100 ne 

MED 4 49.3:t8.1 1: 1 3.6:t2.2 100 。
FAd 39 43.3:t 18.0 1:2.9 

TLL 25 45.9:t 15.3 1 :2.7 
一ー一一 一一ー一一ー一一ー ーーーー.

AdG 6 49.7 1:1.3 

WDC: well differentiated carcinoma， PDC: poorly differentiated carcinoma， pap: 

papillary carcinoma， fol: follicular carcinoma， UDC: undifferentiated carcinoma， MED: 

medullary carcinoma， FAd: follicular adenoma，TLL: tumor like lesion， AdG: 

adenomatous goiter， AdN: adenomatous nodule 

n: Iymph node metastasis， ITM: intrathyroidal metastasis， ne: not examined 



表8

Result of immunohistochemical expression of c-Met 

+ー + ++ total 

10 13 50 41 114 
WDC 

(8.8%) (11.4%) (43.9%) (35.9%) 
一一一一一一 一一一ー一一 ーーーー一一ー ーーーー一ー一 ー-ーーーーー ーー一ーー

pap 5 10 43 37 95 

fol 5 3 7 4 19 

PDC 
3 12 2 2 19 

(15.8%) (63.2%) (10.5%) (10.5%) 
ーーーーーー 』一一ー一一 一一一ー一一ー 一一ーーーーー 一一ーーーーー ーー一一一

pap 3 10 2 2 17 

fol 。 2 。 。 2 

3 。 。 。 3 
UDC 

(100%) 

MED 
3 。 。 4 

(25%) (75%) 

FAd 
7 16 7 31 

(22.6%) (51.6%) (22.6%) (3.:dも)

TLL 
7 9 2 19 

(5.3%) (36.8%) (47.4%) (10.5%) 

WDC: well differentiated carcinoma， PDC: poorly differentiated carcinoma， pap: 

papillary carcinoma， fol: follicular carcinoma， UDC: undifferentiated carcinoma， MED 

medullary carcinoma， FAd: follicular adenoma，TLL: tumor like lesion (adenomatous 

goiter， adenomatous nodule)， 

-: negative， +-: weakly and scattered positive， +: moderately positive (positive cell 

count < 50%)， ++: strongly and diffuse positive (positive cell count >50%) 



表9

Result of Immunohistochemical expression and 

Kruskal Wallis test of c-Met 

(a) classification of histological differentiation 

+ー + ++ total mean rank 

WDC 10 13 50 41 114 75.0 

PDC 3 12 2 2 19 38.8 

UDC 3 。 。。 3 8.0 

p= 0.001 

(b) ordinary classification 

+ー + ++ i total mean rank 

pap 8 20 45 39 : 112 73.0 

101 5 5 7 4 21 53.3 

UDC 3 。 。。 3 8.5 

p= 0.002 

WDC: well ditferentiated carcinoma， PDC: poorly ditferentiated carcinoma， 

UDC: unditferentiated carcinoma， 

pap: papillary carcinoma， 101: lollicular carcinoma， 

ー:negative， +ー:weakly and scattered positive， +: moderately positive (positive cell 

count < 50%)， ++: strongly and ditfuse positive (positive cell count >50%) 



表10

Result of immunohistochemical expression of HGF 

+ ++ !otal 

WDC 
86 27 33 146 

(58.9%) (18.5%) (22.6%) 
ー一一一一一一一 ーーーーーー『 ーーー一一一一 一一一一一一一 一一一一一

pap 73 24 30 127 

fol 13 3 3 19 

12 3 4 19 
PDC 

(63.2%) (15.8%) (21.0%) 
一一一一ーーーー ーーーーーー目 一一一一一一一 一ー一一ーーー 一一ーー一

pap 10 3 4 17 

fo1 2 。 。 2 

2 。 3 
UDC 

(66.7%) (33.3%) 

MED 
2 2 。 4 

(ヌ悦) (ヌ悦)

FAd 
27 8 4 39 

(69.2')も) (20.5%) (10.3%) 

TLL 
17 5 3 25 

(68.0"10) (20.0"10) (12.∞も)

WDC: well differentiated carcinoma， PDC: poorly differentiated carcinoma， pap: 

papillary carcinoma， fol: follicular carcinoma， UDC: undifferentiated carcinoma， MED: 

medullary carcinoma， FAd: follicular adenoma，TLL: tumor like lesion (adenomatous 

goiter， adenomatous nodule)， 

-: negative， +: positive (positive cell count < 50%)， ++: strongly and diffuse positive 

(positive cell count >50%) 



表11

Result of Immunohistochemical expression and 

Kruskal Wallis test of HGF 

(a)classification of histological differentiation 

+ 

WDC 86 27 

PDC 12 3 

UDC 2 

p:=O.787 

(b) ordinary classification 

pap |ょl
3 

UDC I 2 

p:=0.419 

++ 

33 

4 

。

++ 

34 

3 

。

total mean rank 

146 86.3 

19 81.9 

3 72.0 

i to凶 Imeanrank 

i 144 I 86.3 

i 21 I 74.1 
L一一一一-1-一一一一一一一一
: 3 I 72.3 

WDC: well differentiated carcinoma， PDC: poorly dillerentiated carcinoma， 

UDC: undillerentiated carcinoma， 

pap: papillary carcinoma， 101: lollicular carcinoma， 

ペnegative，+・ positive(positive cell count < 50%)， ++: strongly and diffuse positive 

(positive cell count >50%) 



表12

Result of immunohistochemical expression of FGFR 1 (FLG) 

+ ++ total 

25 46 74 145 
WDC 

(17.3%) (31.7%) (51.0%) 
一一 ーーーー ーーーー一ーーーー 自ーーーーーー ー ーー ーーー 一一ーー ー一一一一

pap 20 41 65 126 

fol 5 5 9 19 

11 5 5 21 
PDC 

(52.4%) (23.8%) (23.8%) 
一一ーー一ー ーーーーーーーー一 』ーーー ーーー 』 ーーーーー一一ーー 一一一一一

pap 9 5 5 19 

fol 2 。 。 2 

2 。 3 
UDC 

(66.7%) (33.3%) 

MED 
2 4 
(50.aも) (25.俳句 (25.aも)

FAd 
25 10 4 39 
(64.1%) (25.6%) (10.3%) 

TLL 
15 5 5 25 
(ω.肌) (20肌) (20併も)

WDC: well differentiated carcinoma， PDC: poorly differentiated carcinoma， pap 

papillary carcinoma， fol: follicular carcinoma， UDC: undifferentiated carcinoma， MED: 

medullary carcinoma， FAd: follicular adenoma，TLL: tumor like lesio円 (adenomatous

goiter， adenomatous nodule)， 

-: negative， +: positiv巴 (positivec巴11count < 50%)， ++: strongly positive (positive 

cell count >50%) 



表13

Result of Immunohistochemical expression and 

Kruskal Wallis test of FGFR1 

(a)classification of histological differentiation 

+ ++ i total mean rank 

WDC 25 46 74 i 145 91.1 

PDC 11 5 5 21 55.9 

‘ UDC 2 。 3 57.3 

p= 0.002 

(b) ordinary classification 

+ ++ total I mean rank 
pap 29 46 70 145 I 86.7 

101 7 5 9 i 21 I 77.2 

UDC 2 。 3 56.2 

p= 0.360 

WDC: well differentiated carcinoma， PDC: poorly differentiated carcinoma， 

UDC: undifferentiated carcinoma， 

pap: papillary carcinoma， 101: lollicular carcinoma， 

ー:negative， +: positive (positive cell count < 50%)， 

++: strongly positive (positive cell count >50%) 



表14

Result of immunohistochemical expression of basic-FGF 

+ ++ lolal 

WDC 
57 14 70 141 

(40.5%) (9.9%) (49.6%) 
一ー一一一一ー 一一ーーーーー ーーーー『ーーー ーー ーーーーーー ー-ーーーーーー

pap 50 11 62 123 

101 7 3 8 18 

PDC 
10 4 7 21 

(47.6%) (19.1%) (33.3%) 
一一一ー一一ー 一一ーーー一一 ーーーーーーーー ーーーーーーーー ーーーー 一ーーー

pap 10 4 5 19 

101 。 。 2 ヲー

UDC 
2 。 3 

(66.7%) (33.3%) 

MED 
ヴー 4 

(25.0%) σ0.0需) (25.0%) 

FAd 
9 6 24 39 

ο3.1%) (15.4略) (61.5%) 

TLL 
8 2 15 25 

(32.0%) (5.7%) (60.0%) 

WDC: well difterentiated carcinoma， PDC: poorly difterentiated carcinoma， pap: 

papillary carcinoma， fol: follicular carcinoma， UDC: undifferentiated carcinoma， MED: 

medullary carcinoma， FAd: follicular adenoma，TLL: tumor like lesion. (adenomatous 

goiter， adenomatous nodule)， 

ー:negative， +: positive (positive cell count < 50%). ++: strongly and diffuse positive 

(positive cell count >50%) 



表15

Result of Immunohistochemical expression and 

Kruskal Wallis test of basic-FGF 

(a)classification of histological differentiation 

+ ++ total mean rank 

WDC 57 14 70 141 86.6 

PDC 10 4 7 21 80.1 

UDC 2 。 3 69.7 

p= 0.689 

(b) ordinary classification 

+ ++ total mean rank 

pap 60 15 67 142 82.8 

101 7 3 10 20 87.3 

UDC 2 。 3 65.5 

p= 0.708 

WDC: well differentiated carcinoma， PDC: poorly differentiated carcinoma， 

UDC: undifferentiated carcinoma， 

pap: papillary carcinoma， 101: lollicular carcinoma， 

-: negative， +・ positiv巴 (positivecell count < 50%)， 

++: strongly and dilluse positive (positive cell count >50%) 



表16

Result of detection of ras oncogene mutation 

+ lolal 

WDC 6 11 17 

PDC 。 3 3 

MED 。
FAd 3 2 5 

WDC: well differentiated carcinoma， PDC: poorly differentiated carcinoma， 

MED: medullary carcinoma， FAd: follicular adenoma， 

ー:no mutation， +: more than one point mutation was detected 



表17

Sequence data of ras oncogene 

case dirr histol age sex Nras12 Nras13 Nras61 Hras12 Hras13 Hras61 Kras12 Kras13 Kras61 Mulalion 

'GGT(Gln 'GGT(Gln) 'CM(Gln) GGC(Gln 'GGT(Gln) 'CAG(Gln) 'GGT(Gln) 'GGC(Gln) 'CM(Gln) 

1 1 benign FAd 27 F N N N N N N N N N 

2 I benign FAd 39 F N N N N N N N N N 

3 1 benign FAd 42 F N N CTA(Leu) N AGT(Ser) CTG(Leu) N N N + 

4 1 benign FAd 46 F N N N N N N N N N 

5 1 benign FAd 60 F N N CTA(Leu) N N N N N N + 

61 well FCa 21 F N N CCA(Pro) N AGT(Ser) CTG(Leu) N AGC(Ser) N + 

71 well FCa 23 F N N N N N N N N N 

81 well FCa 29 F N N N N N N N N N 

91 well FCa 48 F N N CCA(Pro) N N AAG(Lys) N N N + 

well PCa 16 F N N N N N N N GGT(Gln) N + 

well PCa 28 M N N CCA(Pro) N N N N N N + 

121 well PCa 45 F N N CCA(P巾) N N N N N N + 

131 well PCa 46 F 1 AGT(Ser) N N N N N N GGA(Gly) N + 

well PCa 51 F N N N N N N N N N 

well PCa 52 F N N N N N N N N N 

161 well PCa 55 F N GGC(Gln) N N N N N N N + 

171 well PCa 58 F N N N N N N N N N 

181 well PCa 61 M 1 GCT(Ala) N CCA(Pro) GGT(Gln) N N N N N + 

191 well PCa 70 M N N CTA(Leu) N GTI(Val) N N N N + 

20 well PCa 72 F N N N N N N N GGA(Gly) N + 

21 well PCa 73 F N N CCA(Pro) N N N N N N + 

22 well PCa 79 F N N N N N N N N N 

自
poor PCa 30 F N N CTA(Leu) N N N N GTC(Val) N + 

poor PCa 56 F N N N AGC(Ser) N N N N N + 

poor PCa 58 F N N CTA仏eu) N GAT(Asp) N N N N + 

26 MCa 55 F N GTI(Val) 1 CTA仏eu) N N N N N N + 

diff.: differentiation classification， benign= benign neoplasm， 

well= well differentiated carcinoma， poor = poorly differentiated carcinoma 

histol. histological classification， FAd= follicular adenoma， FCa= follicular 

carcinoma， PCa= papillary carcinoma， MCa= medullary carcinoma， 

age( years old)， sex: F= female， M= male， 

世 showingnormal sequence ( amino acid) of each codon， N= normal， 

. mut: ras oncogene mutation+ = present， -= abscent， 

IH p21: Result of immunohistochemical expression of pan-ras， 

(ー)negative， (+) positive， (2+) strongly positive， nd: not done 

(%) IHp21 

2+ 

1+ 

1+ 

40 

2+ 

1+ 

2+ 

501 nd 

1+ 

1+ 

1+ 

2+ 

2+ 

2+ 

1+ 

2+ 

2+ 

1+ 

691 2+ 

100 1+ 

1+ 

1+ 



表18

Result of immunohistochemical expression of pan-ras 

+ ++ lolal 

WDC 
2 6 8 16 

(12.5%) (37.5~も) (50俳句
ーー一一一一 一ーーーーーー ーーーーーーー ーーー一一一ー ーーー一一ー一一

pap 2 5 6 13 

101 。 2 3 

PDC 。 3 。 3 

all pap (1αl"1o) 

MED 
(川悦)

。 。
。 3 4 

FAd 
(75.mも) (25.mも)

WDC: well differentiated carcinoma， PDC: poorly differentiated carcinoma， 

pap: papillary carcinoma， fol: follicular carcinoma， MED: medullary carcinoma， 

FAd: follicular adenoma 

ー:negative， +: positive， ++: strongly positive 



表19

ras癌遺伝子の変異とRas遺伝子産物(pan-ras)の

免疫組織化学的検索及び、Me.nnWhitney U testの結果

IH 
+ ++ total 円leanrank 

M 

+ 3 7 5 15 13.61 

4 4 9 11.83 

p= 0.517 

IH: Result of immunohistochemical expression of pan-ras 

ー:negative， +: positive， ++: strongly positive 

M : Result of rasoncogene mutation: 

+; present，ー;abscent 








