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ABSTRACT 
PLZF (Promyelocytic Leukemia Zn Finger) is a transcriptional repressor which is originally 

isolated from a pati巴ntwith promyelocytic leukemia. Mor巴over，PLZF affects the key el巴ment

of cell cycle progression such as cyclinA. So far， the functional role of PLZF in thyroid cells 

remains unclear. In this study， we analyzed the expression profile of PLZF in thyroid neoplasms 

We estimated PLZF expr巴ssionin normal thyroid (n=6) ， multinodular goiter (n=4) ， follicular 

adenoma (n =3)， follicular carcinoma (n = 1)， papillary carcinoma (n = 18) and anaplastic 

carcinoma (n=3). PLZF expression was estimated by immunohistochemical staining and 

western blotting. In all of papillary carcinoma， PLZF is expressed in cytosol with high intensity. 

In contrast， in normal thyroid， follicular adenoma and follicular carcinoma， PLZF is localized in 

nucleus. We speculate that th巴intracellulartranslocation of PLZF reflects the differentiation 

between benign and malignancy. Although follicular carcinoma is malignant tissue， its PLZF 

expression pattern was same as benign thyroid tissues. Then differentiation of PLZF expression 

in follicular carcinoma from papillary carcinoma and anaplastic carcinoma is due to retaining 

follicular structure. W巴 presumethat PLZF expression in nucleus could b巴 relatedto the 

maintenance of follicular structure. (Accepted on December 14，2011) 
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はじめに

甲状腺癌は内分泌癌の中で最も多い癌であり，

急速に患者数が増えている癌の一つである1.2) 高

分化癌とされる乳頭癌や漉胞癌では患者の大多数

は適切な治療を受け良好な経過を経る しかし，

高分化癌とされる一部の癌ではヨード取り込みの

活性を失い，甲状腺特異的機能の脱分化をきたし
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再発，死亡に至る.そのため，甲状腺の癌化に対

するより深い病態解明と予後不良な症例に対する

治療の改善が求められている.

甲状腺癌の新たな治療として活性型ピタミンA

(ATRA)が候補として考えられている ATRA 

投与により分化を失ったtype15' deiodinase3)， 

NISmRNA. ヨード取り込み4) ICAM-1の再分
化5)が得られている ヨード取り込みの改善が得

られれば放射性ヨード治療の適応に結びつく.実

際の臨床試験でも効果が確認されている6) しか

し ATRAに反応の得られない症例も数多く存

在している ATRAは前骨髄性白血病 (APL)

で90%以上の寛解が得られる治療として確立して

いるがAPLでもATRA治療抵抗性の症例がみら

れ，それらの症例ではAPLで多くみられるPML-

RAR (retinoic acid receptor alpha)融合遺伝子

ではなく， PLZF-RAR融合遺伝子が確認されてい

る7) PLZF-RARではATRA療法への反応性が全

く見られない.甲状腺癌でもATRA療法への反

応性の違いがみられていることから，甲状腺癌に

おけるPLZFの発現に注目した

APLにおいてPLZFはRARと融合遺伝子を作る

ことで治療抵抗性を獲得する8) 一方でwildtype 

PLZFはBTB/POZfamilyの一員であり， CyclinA 

やIL3Rを標的因子とした転写抑制因子とされ，

近年c-mycなど癌遺伝子に抑制的に働くことや核

に発現しアポトーシスを促進することが報告され

ている9.10)

これらの知見はPLZFが癌化と密接に関連した

蛋白であることを示したものであるが，今まで甲

状腺癌に関しては， PLZFの発現，機能について

の報告は無い.我々は甲状腺組織においてPLZF

が核で発現することにより癌化を抑制している可

能性を考え，甲状腺各組織におけるPLZFの発現，

局在の違いを調べた.

材料および方法

ヒト組織

すべての患者紙織はヘルシンキ宣言を遵守した

鳥取大学医学部倫理委員会に則り得たものであ

る.甲状腺組織は外科治療を受けた患者検体を用

いている.疾患は以下のとおりである 正常甲状

腺6例，腺腫様甲状腺腫4例，漉胞腺腫3例慮胞

癌1f7U，乳頭癌18例，未分化癌3例.これら症例の
うち，正常甲状腺2例(症例1，2)，腺腫様甲状腺

腫3例(症例3~5) ，乳頭癌6例(症例6~1l)でウ

エスタンブロットを行い，正常甲状腺4例(症例

12~ 15)，腺腫様甲状腺腫1例(症例16)，慮胞腺

腫3例(症例17~19) ，慮胞癌1f7U (症例20)，乳頭
癌12例(症例21~32) ，未分化癌3例(症例33~35)

で免疫染色を行った対象患者背景を表1に示す.

年齢は55.2:!:16.1歳，男性9例，女性26例，浦、胞癌

症例では椎骨への転移があり，乳頭癌症例ではリ

ンパ節転移4例，遠隔転移症例は無く，未分化癌

では3例ともにリンパ節転移を認めたが遠隔転移

は見られなかった

ウエスタンブロット

甲状腺組織を300μlのRIPA buffer (1 %Nodient 

P-40， O，5%Sodium deoxycholat巴， 0.1 %Sodium 

dodecyl sulfate in PBS with protease inhibitor 

cocktail)で均質にし， 4
0

C， 15000rpm， 20分で

遠心分離を行った上澄み液を細胞抽出液として

使用した.各細胞抽出液10μgを10%SDS目PAGE

にロードしメンブレン上にブロットした.メンブ

レン上にブロットされた蛋白は0.05%Tween20， 

5%nonfat dried milkを加えたトリス緩衝液でブ

ロックされたニトロセルロース膜へtransferし

た 200倍希釈の抗PLZF抗体 (rabbit)で反応し

た.これらの膜をPLZFに対して抗ウサギ抗体を2

次抗体として使用した 2次抗体反応後enhanced

chemiluminescenceを用いて蛋白の検出を行っ

た.

発現強度を比較するために症例1を基準とし

PLZF I s -actin比をデンシトメーターを用いて数

値化した.

免疫染色

パラフィン包埋組織を4μmの厚さに切断し

キシレンで脱パラフィンし，アルコールで脱水

化を行った 電磁波により抗原賦活化し，内因

性ペルオキシダーゼ活性を過酸化水素でブロ

ックした.抗PLZF抗体による反応を4t12時

間行い，続いてペルオキシダーゼ標識抗ウサ

ギ抗体を常温で30分反応した各標本を3，3' 

-diamino benzidineで、発色反応させた対比染色

としてヘマトキシリン染色を行った.各標本は

100倍率の光学顕微鏡で観察したすべての標本

に対して2名の共同研究者により核，細胞質それ

ぞ、れの染色の強度，拡がりを主観的に4段階 (0，
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表1 対象患者背景

A.ウエスタンブロット施行症例一覧

症例 年齢 性別 組織型 リンパ節転移 遠隔転移

1 49 男性 正常甲状腺 なし なし

2 57 女性 正常甲状腺 なし なし

3 47 女性 腺腫様甲状腺腫 なし なし

4 20 女性 腺腫様甲状腺腫 なし なし

5 48 女性 線腫様甲状腺腫 なし なし

6 67 女性 乳頭癌 あり なし

7 35 女性 乳頭癌 あり なし

8 73 男性 乳頭癌 なし なし

9 34 女性 乳頭癌 あり なし

10 56 女性 乳頭癌 なし なし

11 54 男性 乳頭癌 あり なし

B 免疫染色施行症例一覧

症例 年齢 性別 組織型 リンパ節転移 遠隔転移

12 67 女性 正常甲状腺 なし なし

13 73 男性 正常甲状腺 なし なし

14 34 女性 正常甲状腺 なし なし

15 56 女性 正常甲状腺 なし なし

16 47 女性 腺腫様甲状腺腫 なし なし

17 41 女性 i1量胞腺腫 なし なし

18 45 男性 j慮胞腺腫 なし なし

19 65 女性 j慮胞腺腫 なし なし

20 73 男性 j慮胞癒 なし あり

21 37 女性 乳頭癌 なし なし

22 68 女性 乳頭癌 なし なし

23 56 女性 乳頭癌 なし なし

24 53 女性 乳頭癌 なし なし

25 56 男性 乳頭癌 なし なし

26 64 女性 乳頭癌 なし なし

27 80 女性 乳頭癌 なし なし

28 58 男性 乳頭癌 あり なし

29 90 女性 乳頭癌 あり なし

30 41 女性 乳頭癌 なし なし

31 62 女性 乳頭癌 なし なし

32 23 女性 乳頭癌 なし なし

33 71 女性 未分化癌 あり なし

34 56 男性 未分化癌 あり なし

35 77 女性 未分化癌 あり なし
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図1甲状腺組織におけるPLZFの発現
正官甲状腺 腺腫桜巾状腺腿 (A) 乳頭焔 (B)におけるPLZFの発現 各組織tl!JI:H
il<より 10μg蛋白をロ ドL 抗PLZF抗体をmいてウエスタノプロッ卜を施行

1+. 2+. 3+)に分けて評価を行った 免疫反応

の広がりが25%以下の細胞でしか見られないもの

を1+.25% -75%の細胞で見られるものを2+

75%以上の細胞で見られるものを3+とした 最

i符HMiは各根本の2名の共同研究者の点数を合計
し5段階に分類Lた 0あるいは1+のものをO.2+ 

のものを1.3+のものを2.4+のものを3.5+以

上のものを4とした

有意差検定

デンシトメーターによるPLZF/ s -actin比発現
立の比較はTukey一元配世分散分析により比較

した 免疫染色による各組織における 細胞質

核でのPLZF発現強度の追いをSpearmant検定
により比較した 分析には統剖パッケーンSPSS
ver.l8.0を用い有意水準はp<0.05とLた

結果

甲状腺組織でのPLZFの発現
正常甲状腺と比較してまし頭府は会例でPLZFの
強い発現がみられた(図lB) 腺腫棟甲状腺腫で
もPLZFの発現を認めたが正常甲状腺と比較して
同程度の発現置であり 乳頭癌と比較して発現

は弱かった(図lA) デンントメーターでの数値

は正7is甲状腺0.85'"0.247 腺姫様甲状腺臆0.83'" 

0.157 乳頭癌1.816'"0.197であり 乳頭癌では

正常甲状腺 腺腿椋甲状腺眠と比較Lて有意に

PLZF発現量が増強Lていた 正常甲状腺と腺腿
様甲状腺腔の問に有意な差は認めなかった 乳頭

結において転移の有価、とPLZFの発現量のIlIJに関
連は見られなかった

甲状腺組織におけるPLZFの局在
免疫染色を施行し PLZFの細胞内発現につい
て検討を行った

正常甲状腺では秒、 細胞質ともに染色される細

胞が大部分であり 染色強度は核でより強く見ら

れた(図2A) 染色スコアは核3.25'"0.5.細胞質

0.5 "'0.57と有意に核での染色強度の増強が確認さ

れた

腺腫株甲状腺腫(図2B). 泌IJ包腺腫(図2C).

鴻胞癌(図2D)では 染色スコアは核3.6'"0.54 

細胞質1.2'"0.83であり 正常甲状腺と比較して全

体的に染色強度は強(細胞質での発現も強かっ

たが核に有意に発現する染色パターンとしては

正'ん甲状腺と同様であった

乳玖[j高では核での染色は大部分の細胞で染色は

確認されず。細胞質で強い染色を示した 染色ス

コアは核0.25"'0.45 細胞質3.66'"0.49と細胞質の

染色強度の増強が明らかであった

未分化癌ではi 核で染色される細胞は見られ

ず細胞質に強い染色を示した染色スコアは核

O 制!I胞質3.66"'0.57と剤!I胞質の染色強度の増強が

明らかであった 染色パターンと してはまLpJi掛と

同様であった

以上の結果より正常申状腺 腺腫様叩状腺腫

i車胞服(腫 泌IJ包府では絞に強く発現し。乳頭癌!

未分化指では細胞質に強く発現しており 組織の
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図2 甲状腺各組織におけるPLZFの発現局在の違い

甲状腺各組織におけるPLZFの細胞内局在の泣いを検討するため抗PLZF抗体を用いて免長染

色を施行 4ωf古で観察椋本を提示する A 正常甲状腺 B: 1!Ji-l腿株甲状腺腫 C 泌胞服胞

D 泌胞羽 E 礼頭脳 F 未分化拙

迷いにより PLZFの調IIIJ~内発現の遠いが明らかと

なった

考察

通常 '1'状脈拍は比較的予後良好な疾患であ

る しかし一部の症例では高思性度へ進展するこ

とが知られている また。それらの症例では甲状

腺特異的な機能を喪失しているため放射性ヨード

治療平TSH抑制療法などによる通常の治疲法で
効果が得られず。新たな治療法が必要とされてい

る 甲状腺癌の新たな治療としてATRAがある

ATRAによりtypel5"deiodinase1J， NISmRNA 
ヨード取り込みの再分化を誘導し針。甲状腺特異

的機能の改普が待られている 臨床試験でも切除

不能 ヨード取り込み低 f 消失した低分化未

分化掘を含む75例での使用において11%の症例で
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腫蕩の縮小， 31%の症例で腫蕩増大の抑制， 40% 

の症例でヨードの取り込みの改善が得られたと報

告されている6) 新たな治療として脚光を浴びる

一方で、依然として治療抵抗性の症例がある.APL 

に対するATRA治療は90%の症例で寛解が得られ

るが，治療抵抗性の症例ではPLZF-RAR融合遺伝

子が治療抵抗性の原因と同定されている.甲状腺

癌においても APLと同様の機序を疑いPLZF~こ着

目した.

ヒトの様々な組織においてPLZFの発現は報告

されているが11)甲状腺組織における発現は今ま

で報告されていない.我々は調べ得たすべての組

織においてPLZFの発現が確認できたが， PLZF 

は転写抑制因子として知られており，我々は正常

甲状腺，良性腫蕩でより発現が強いものと予想し

ていたが，結果は予想、に反したものであった.

そこでPLZFの細胞内発現について検討した

PLZFの核への局在と安定性については翻訳後

修飾であるSUMO化 (smallubiquitin-related 

modifier) とubiquitin化により調節されている.

PLZFはK242がSUMO化されることにより核に局

在し，その機能が発現される10) 他にもレニンを

ligandとするレニン/プロレニンレセプターの刺

激によりPLZFが細胞質から核へ局在を変え，転

写機能を発現するとの報告がある玖このように

PLZFは細胞内局在の変化が多数報告された転写

因子であり，各組織においてPLZFの細胞内局在

が変化している可能性があると考えられた.つま

り，蛋白の発現量以上に転写因子としての機能を

発揮するためPLZFが核に存在することが重要と

考えられた.各組織におけるPLZFの局在を調べ

るため免疫染色を行い，図2に示すように乳頭癌・

未分化癌においてPLZFは細胞質に有意に発現す

る明確な傾向を示した対照的に正常甲状腺，腺

腫様甲状腺腫，i慮胞腺腫慮胞癌においてPLZF
は核に発現していた.これらの結果より乳頭癌・

未分化癌と他の組織問でPLZFの局在に違いがあ

ることカf明らカ斗こなった.

PLZFは元々主に血液癌との関連が確認されて

いたが，近年の研究で固形癌においても新たな関

与の報告がされている. Mitchellsらは悪性中皮

腫 (MM)でPLZF欠乏細胞にPLZFの発現を導

入するとアポトーシスを誘導し，コロニー形成が

減少すると報告している13) 悪性黒色腫において

も同様の結果が得られている夙これらの結果は

PLZF導入により悪性度の改善を示唆したもので

ある.近年の研究で、野生型PLZFがc-mycの転写

活性を抑制することにより直接癌化の抑制に関

与し，さらにはPLZFにより抑制されたc-mycが

PLZFを除去することによりc-mycの抑制が解除

されると報告されている以このようにPLZFは

様々な機序により癌化抑制に関与している可能性

がある 我々の得た結果はPLZFが良性組織にお

いて核に，悪性組織においては細胞質に発現する

ことを示している.これは核から細胞質への局在

変化がPLZFの転写抑制因子としての機能を喪失

し癌化の進展に関与している可能性を示唆する.

しかし i慮、胞癌は悪性組織であり， PLZFの発現
パターンは良f生札織と同様で、あった 溶胞癌と乳
頭癌・未分化癌の大きな違いの一つは鴻胞構造の

有無であり， PLZFの核での発現がi慮胞構造の保
持に関与している可能性も考えられた.

今回の研究で甲状腺の様々な組織において

PLZFの発現をウエスタンプロットにて確認し，

さらに正常甲状腺，腺腫様甲状腺腫慮胞腺腫，

j慮胞癌など鴻胞構造を保持した組織で核に発現し

ていること，対照的に乳頭癌・未分化癌でPLZF

は細胞質で強発現していることを免疫染色を用い

て明らかにした. PLZFの乳頭癌，未分化癌にお

ける細胞質での発現の理由や甲状腺組織における

PLZFの癌化抑制 i1童胞構造保持と関連した機序
について実証できないが，この研究は甲状腺組織

でのPLZF発現と組織聞での局在の相違について

の初めての報告である今後局在が変化する機序，

j慮、胞構造維持，癌化におけるPLZFの役割につい

て更なる研究が必要である.

本研究をまとめるにあたり，適切なご指導・ご助力

を頂いた鳥取大学医学部地域医療学講座教授谷口晋一

先生，ならびに，ご校問いただいた鳥取大学医学部統

合内科医学講座病態情報内科学教授山本一博先生，鳥

取大学医学部統合内科医学講座分子制御内科学教授清

水英治先生に深謝いたします.
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