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はじめに

　頭蓋咽頭腫は、胎生期の頭蓋咽頭管内の遺残上皮が腫瘍化したトルコ鞍部の良性上皮性腫瘍であ
る。頭蓋咽頭腫は、小児に多く術後に再発しやすい「エナメル上皮腫型」と、発症年齢が比較的高
く第三脳室に進展するものが多い「扁平上皮乳頭型」の二つのタイプに分類される。まれに、二つ
のタイプの「混在型」および 「繊毛化型（cilia や goblet 細胞を認める扁平上皮乳頭型）」が認めら
れる。
　これまでに「エナメル上皮腫型」では β- カテニン 1）、「扁平上皮乳頭型」では BRAF（V600E）
の活性化変異 2）が明らかにされているが、「混在型」および「繊毛化型」の腫瘍化機構は不明である。
　本研究は、頭蓋咽頭腫の各タイプにおける遺伝子変異を検討することにより、腫瘍化機構の解明
を目的とする。

研究方法

1．「エナメル上皮腫型」「扁平上皮乳頭型」および「繊毛化型」の遺伝子変異解析
　頭蓋咽頭腫の凍結組織からゲノム DNA を常法により抽出し、β- カテニン（CTNNB1）遺伝子
エクソン 3 の変異、および BRAF 遺伝子エクソン 15 内のコドン 600 変異について直接塩基配列決
定法により検討した。CTNNB1変異検出用PCRプライマーの塩基配列は、5’-ctgcagcatcttcattccaa-3’

および 5’-tgatttttgtgaatactgggaac-3’ で、BRAF 変異検出用 PCR プライマーの塩基配列は
5’-tactgaattggggctctgct-3’ および 5’-tgtcagttcagggattgcac-3’ である。PCR 産物を ExoSAP-IT（USB 
Corporation）で処理後、ABI 3500xL sequencing analyzer（Applied Biosystems）により塩基配
列を決定した。
　変異陽性細胞の割合が少ない腫瘍においては、直接塩基配列決定法では変異を検出できない可
能性がある。直接塩基配列決定法で BRAF 変異陰性であった腫瘍においては、高感度で 1％程度
の変異アレルを検出可能である Competitive Allele-Specific TaqMan® PCR（castPCR）（TaqMan® 
Mutation Detection、BRAFc.1799T>A/p.V600E 検出用、Applied Biosystems）の添付プロトコー
ルに従い変異解析を行った。

自由 21
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2．頭蓋咽頭腫のマイクロアレイ解析
　「エナメル上皮型」（CTNNB1 変異なし 1 例および CTNNB1 変異（c.121A>G（T41A））1 例）、「扁
平上皮乳頭型」（BRAF 変異（c.1799T>A（V600E））1 例、「エナメル上皮型・扁平上皮乳頭型の
混合型」（変異未検出） 1 例の計 4 例の腫瘍組織から ISOGEN（Nippon gene）を用いて total RNA
を抽出し、Whole Human Genome DNA マイクロアレイ 4 ｘ 44K（Agilent）を用いたマイクロア
レイ解析を徳島大学医学部総合研究支援センターに委託した。得られたデータを Gene Spring 
GX10（トミーデジタルバイオロジー）により解析した。

結果

1．「エナメル上皮腫型」「扁平上皮乳頭型」および「繊毛化型」の遺伝子変異
　直接塩基配列決定法で、「エナメル上皮腫型」42 例のうち CTNNB1 変異（p.D32Y, p.D32N, 
p.S33F, p.S33C, p.G34E, p.T41A, p.T41I, p.T41A, p.S45P, p.S45F）を 13 例に、「扁平上皮乳頭型」
17 例のうち BRAF 変異を 12 例に認めた。直接塩基配列決定法で BRAF 変異を検出されなかった 

「扁平上皮乳頭型」4 例において、castPCR により変異を確認した。「繊毛化型」5 例ではいずれの
変異も検出しなかった。「エナメル上皮腫型」優位の混在型 6 例では CTNNB1 変異 2 例、BRAF
変異 1 例、変異未検出 3 例、「扁平上皮乳頭型」優位 1 例では変異未検出、「エナメル上皮腫型」「扁
平上皮乳頭型」同程度の混在 2 例では BRAF 変異 1 例、変異未検出 1 例、「繊毛化型」と「扁平上
皮乳頭型」の混在型 2 例では変異未検出と、「混在型」の 6 例（60％）にはどちらの変異も認めな 
かった。「エナメル上皮腫型」と「扁平上皮乳頭型」の混在型では、1 個の腫瘍で CTNNB1 と
BRAF の変異が共存する可能性が高いと予想したが、1 種のみの変異検出あるいは 2 種ともに変異
が検出されなかった。

2．マイクロアレイ解析
1）マトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）
　BRAF 変異陽性「扁平上皮乳頭型」（BRAF mut SP）では MMP1、MMP3、MMP10、MMP13
などが、CTNNB1 変異陽性「エナメル上皮型」（CTNNB1 mut AD）、CTNNB1 変異陰性「エナ
メル上皮型」（wt AD）、CTNNB1・BRAF 変異陰性「混在型」に比べ、高レベルを示した。

2）ケラチン
　CTNNB1 mut AD では KRT5、KRT13、KRT16 が wt AD に比して高レベルを示した。

3）クローディン 1（CLDN1）
　CTNNB1 mut AD および wt AD では、CLDN1 が BRAF mut SP および CTNNB1・BRAF 変
異陰性混在型に比して低レベルを示した。

考察

　歯原性上皮への分化が認められる「エナメル上皮腫型」では CTNNB1 遺伝子に 1）、口腔粘膜への
分化が認められる「扁平上皮乳頭型」では BRAF 遺伝子に 2）、それぞれのドライバー変異が見いだ
されている。CTNNB1 のエクソン 3 にはセリンあるいはスレオニン残基に富む部分があり、この部
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位の glycogen synthase kinase-3β や casein kinase1α によるリン酸化が β- カテニンタンパク分解
に重要な役割を果たしている。これらのリン酸化部位に変異を生じた β- カテニンタンパクはユビ
キチン化とプロテアソームによる分解を受けなくなり、核に移行して細胞増殖に関連する遺伝子転
写を促進する。一方、BRAF の V600E 変異はメラノーマなど多くの腫瘍で認められる。この変異
により BRAF のキナーゼ活性が促進し、その結果 mitogen-activated protein kinase 経路の恒常的
活性化がおこり細胞増殖を引き起こすと考えられている。そのため、「扁平上皮乳頭型」において
BRAF キナーゼの阻害剤の有用性が検討されはじめている。
　「エナメル上皮腫型」での CTNNB1 変異の検出頻度の報告に、16％から 100％と大きな差異があ
る 1）, 3）-7）。直接塩基配列決定法では 20％から 30％の変異アレルまでしか検出できないため、この差異
は解析した腫瘍組織における変異陽性細胞クラスターの腫瘍内に占める割合の差によるものと考え
られる。予備的検討ではあるが、免疫組織化学で β- カテニンの核移行を認めるにもかかわらず
CTNNB1 変異が未検出の腫瘍を経験している。また、CTNNB1 変異未検出例における β- カテニ
ンの核への移行は、Wnt シグナルを活性化する他の genetic または epigenetic event の関与も推測
されている。
　一方「扁平上皮乳頭型」における BRAF 変異は、81％から 100％と高頻度に検出されるとの報告
がある 1）, 8）, 9）。このうち英国のグループは、「エナメル上皮腫型」の一部に CTNNB1 および BRAF
変異の共存を報告しているが 8）、我々の検討した腫瘍においては混在型も含めて両遺伝子に変異が
認められる腫瘍は認められない。
　「繊毛化型」は扁平上皮化生を伴ったラトケ嚢胞との鑑別が問題となる。両者には形態上明らかな
オーバーラップがみられることより、「繊毛化型」はラトケ嚢胞の基底細胞に由来する腫瘍とも考え
られている 10）。「繊毛化型」では CTNNB1、BRAF いずれの変異も認めなかった。一部の検体の免
疫組織化学では β- カテニンの核移行を認めず、BRAF（V600E）も繊毛にのみ陽性所見を認めた。 
　CTNNB1 変異陽性細胞がクラスターのみに限局する理由として、そこから傍分泌で成長因子を分
泌して変異陰性細胞を増殖させているとの仮説がある。このため予備的にマイクロアレイによる発
現解析を行ったが、CTNNB1 変異陽性腫瘍における β- カテニン下流の標的遺伝子や分泌性の成長
因子の発現の差異は認めなかった。マトリックスメタロプロテアーゼやケラチンに組織型あるいは
変異特異的な発現パターンを認めた。またエナメル上皮腫型では CLDN1 の発現が低下しており、
浸潤性との関連が推定されている 11）。
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