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研究成果の概要（和文）：肺癌患者における新たなチロシンキナーゼ遺伝子変異の探索を次世代

シーケンスにより網羅的に行った結果、KIF5B/RET 遺伝子転座を同定した。RET 発現を RT-PCR

アッセイで確認し FISH 法を用いた KIF5B/RET 同定法を確立した。肺癌における Kras 遺伝子変

異をジェノタイピングで検索し、コピー数の増加や Glut-1 蛋白発現、臨床病理学的背景との相

関を検討した。 

 
研究成果の概要（英文）：Novel KIF5B/RET translocation was found in lung cancer using  
a next-generation sequencing assay. We have developed fluorescence in situ hybridization 
(FISH) assay to detect KIF5B/RET transfusion gene. We have investigated Kras gene mutation 
statuses using genotyping assay and compared with Kras copy number, Glut-1 expression 
and other clinico-pathological backgrounds of lung cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
2004 年 に 我 々 は Dana Farber Cancer 
Institute との共同研究により肺癌における
EGFR遺伝子変異を同定しScience誌に報告し
た。この遺伝子変異は EGFR を分子標的とす
るゲフィチニブの感受性と相関することが
わかったが、2008 年の IPASS 試験により未治
療肺癌症例で、EGFR 遺伝子変異を有すれば既
存の化学療法よりもゲフィチニブが有意に
無再発生存期間を延長することがわかった。
ゲフィチニブ耐性因子としての Kras 遺伝子
変 異 、 肺 癌 に お け る 新 規 転 座 遺 伝 子
(EML4-ALK)など次々と分子標的の可能性が
あるチロシンキナーゼ遺伝子変異が肺癌に

おいて同定されてきた。 
 
２．研究の目的 
（１）肺癌における EGFR および Kras 遺伝子
変異について簡便迅速な、probe を用いた
genotyping asssay（LightCycler 使用）によ
り検討し、肺癌における臨床病理学的因子と
の相関を検討する。 
 
（２）肺癌における分子標的となりうる新規
チロシンキナーゼ遺伝子変異の同定を目指
し、その簡便な同定法を確立する。今後の分
子標的治療を行う上での感受性因子の検査
法確立を目指していく。 
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３．研究の方法 
名古屋市立大学病院呼吸器外科で手術を施
行された肺癌症例における患者検体（癌組織
や連接する正常肺組織）を用いて、genomic 
DNA および RNA を抽出し、様々なチロシンキ
ナーゼ遺伝子変異を調べ、年齢、性別、喫煙
歴、臨床病期などの臨床病理学的因子との相
関を検討する。 
 
（１）EGFR 遺伝子変異検索については現在保
険適応で行えるようになった。当科では主に
パラフィン包埋切片からのダイレクトシー
ケンスを外注している。これに加えて、より
簡便迅速な検出を目指して、EGFR および Kras
遺伝子変異について LightCycler を用いた
genotyping assay により melting curve を描
き、遺伝子変異状態を検索した。とくに、EGFR
遺伝子の変異は感受性に関わると報告され
ている、エクソン１９の欠失およびエクソン
２１の点変異を、Kras 遺伝子変異は肺癌での
頻度が高いと報告されているコドン１２お
よび１３の点変異を検索した。EGFR および
Kras遺伝子増幅についてはリアルタイム PCR
を用いてコピー数の同定、FISH による検討の
両者を比較検討した。リアルタイム PCR を用
いた方法は、Line-1 遺伝子をコントロールと
し EGFR や Kras 等遺伝子の相対的コピー数を
検討するものである。FISH 法は GSP 研究所の
Kras probe を用いた。肺癌手術症例のパラフ
ィン包埋切片（６マイクロメートル）を数枚
切り出し、ＨＥ染色で腫瘍を確認後、FISH を
施行した。日本遺伝子研究所（宮城）と協力
して施行し,臨床情報とは独立した病理医が
最終判定を行った。判定の基準は Cappuzzo
らの基準に基づいた。すなわち 100 個の細胞
の蛍光染色度合いを判定し、１つの細胞内に
４つの dotを認めるものが４０％以上であれ
ば high polysomy、１０−４０％であれば low 
polysomy、４つを超えるような dot を１５％
以上認めれば amplification と判定した。
Kras 遺伝子変異関連因子として Glut-1 発現
は市販の抗体を用いて免疫組織学的検討を
加えた。 
 
（２）Dana Farber Cancer Institute との共
同研究から次世代シーケンスを用いて肺癌
における新規遺伝子変異検索を行った。この
結果同定された KIF5B/RET転座変異は欧米人
では１例（0.8%）、日本韓国などのアジア人
では９例（２％）数種類のバリアントが同定
された。この KIF5B/RET について、当科手術
例の cDNA 検体を用いてダイレクトシーケン
スを行い更に検討を加えた。LightCycler を
使用し、リアルタイム PCR を用いた RET 遺伝
子発現（キナーゼドメイン）を検討した。ま
た、市販の RET C 末端特異的な抗体である、
RET Oncoprotein clone 3F8  (マウスモ

ノクローナル抗体、ready-to use) (Vector 
Laboratories 社)および, RET antibody (ラ
ビットモノクローナル抗体, 倍率は 1:250) 
(Epitomics 社)を用いた免疫組織学的検討、
FISH 法による転座同定の確立を目指した。
RNA は Isogen kit (Nippon gene, 東京)を用
いて抽出し、First strand cDNA synthesis 
kit (Roche Diagnostics GmbH, 
ドイツ）を用いて逆転写を行った。RET 遺
伝子に対するプライマーは、 フォワード, 
5-ACAGGGGATGCAGTATCTGG-3 
(exon 14) およびリバース, 
5-CCTGGCTCCTCTTCACGTAG-3 (exon 
16)であり、増幅された RET mRNA レベ
ルは、b-actin primers kit で増幅された
b-actin mRNA レベルで補正した。 
 
４．研究成果 
（１）EGFR 遺伝子増幅と、肺癌そのものの予
後の検討を行ったところ、EGFR 遺伝子増幅が
予後と相関していることがわかった。Kras 遺
伝子コピー数の増加（コピー数３以上を増加
していると判定した）は、Kras 遺伝子変異に 
上乗せされることで予後が不良となった。ま
た４０例施行した FISH による Kras 遺伝子変
化の解析により high polysomy または
amplification をきたす症例は、１例ずつを
認めたのみであった。そこで、low polysomy
例 を 含 め た 、 polysomy 例 ま た は
amplification を遺伝子増幅陽性と判定する
と、このような症例では disomy(増幅なし)
症例に比べて有意に予後が不良となること
がわかった。Kras 遺伝子変異や増幅の検討を
胸腺腫瘍や、他施設との共同研究（近畿中央
胸部疾患センター）に応用した。肺癌におけ
る Glut-1 タンパク発現は Kras 遺伝子変異と
相関することがわかった。 
 
（ ２ ） 肺 癌 に お け る 新 規 転 座 遺 伝 子
KIF5B/RET変異を同定した。当院における 371
例(270 例の腺癌、101 例の扁平上皮癌)につ
いて RT−PCR とダイレクトシーケンスにて独
自に検討した。また６０例の乳癌、１１例の
大腸癌、転移性肺腫瘍検体、１例の甲状腺癌
についても検討を行った。この結果、転座変
異は肺腺癌３例で同定された。EGFR や Kras
などの他遺伝子変異とは排他的であった。非
喫煙者、女性に多かった。2 例は KIF5B の
exon15 と RET の exon12 との融合で、病
理学的には papillary dominant であり、１
例は KIF5B の exon22 と RET の exon12
との融合で、病理学的には solid dominant
であった。KIF5B/RET 融合遺伝子陽性症
例の隣接正常肺組織には、融合遺伝子は認
められなかった。肺扁平上皮癌、乳癌、大
腸癌の転移性肺腫瘍、甲状腺乳頭癌では、
いずれも KIF5B/RET 融合遺伝子は認め



 

 

られなかった。Dako 社の linker kit を使
用した感度増感法を併用して、市販の C 末
端特異的な抗体を用いて免疫組織学的検討
を行ったところ、Vector Laboratories 社の
抗体を用いた結果は、転座例との有意な相関
を認めなかった。一方、Epitomics 社の抗体
を用いたところ、KIF5B/RET 遺伝子転座を認
めた症例では、diffuse に５０％以上の陽性
細胞を認めた。RET 遺伝子発現（キナーゼド
メイン）は転座例 (161.763±123.488)では
wild type 例に比べて有意に高値であった
(5.9013±17.148, p=0.044)。GSP 研究所の独
自 の BAC ク ロ ー ン を 組 み 合 わ せ た
fusion(KIF5B と RET)および split(RET)プロ
ーブを用いて KIF5B、RET の FISH 法による検
討を行い、KIF5B/RET 陽性三例中二例におい
て良好なシグナルを検出した。現在 FISH 法
の改良を行っている。この FISH 法について
は現在特許を申請中である。 
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