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研究成果の概要（和文）：補助化学療法を施行された肺癌患者における化学療法感受性因子、

ERCC1 の C8092A および codon118C/T 遺伝子多型を検討した。肺扁平上皮癌における NRF2 遺伝

子変異を検索し、コピー数の増加や MRP3(多薬剤耐性関連たんぱく)蛋白発現、臨床病理学的背

景との相関を検討した。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 阻害剤が転座例に有効である可能

性が示唆され、FISH 法を用いた KIF5B/RET 同定法を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）：ERCC1 C8092A and codon118C/T gene polymorphism statuses were 
evaluated for lung cancer patients who recieved adjuvant chemotherapy. We have 
investigated NRF2 gene mutation statuses in lung squamous cell carcinomas and compared 
with copy number, MRP3 （multi-drug resistance-associated protein 3) expression and other 
clinico-pathological backgrounds. Novel KIF5B/RET translocation was found in lung cancer 
using a next-generation sequencing assay. KIF5B/RET transfected cells were sensitive to 
anti-RET drugs. We have developed fluorescence in situ hybridization (FISH) assay to 
detect KIF5B/RET transfusion gene.  
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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腺癌におけ
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
未治療肺腺癌症例で、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。一方肺癌術後に通常の化学療法剤を
用いた補助化学療法施行時の感受性因子と
してERCC1やβ―tubulinが注目されてきた。
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腺癌において同定
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されてきたが、扁平上皮癌に対する治療戦略
は以前とほとんど変わっていない。 
 
２．研究の目的 
（１）肺癌における ERCC1 遺伝子多型（codon 
118、C8092A）について簡便な、PCR-RFLP 
asssay 法により検討し、補助化学療法を施行
された肺癌における臨床病理学的因子との
相関を検討する。 
（２）肺扁平上皮癌における分子標的となり
うる遺伝子変異の同定を目指し、その臨床病
理学的因子との相関を明らかにする。特に抗
癌剤耐性との相関を検討する。肺扁平上皮癌
で増幅が示唆される NRF2、FGFR1 遺伝子につ
いて検討を加える。 
（３）肺腺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。 
 
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を用い
て、genomic DNA および RNA を抽出し、様々
な遺伝子変異を調べ、臨床病理学的因子との
相関を検討する。 
（１）ERCC1 遺伝子多型検索については
genomic DNA を用い、PCR-RELP 法で行なった。
ERCC1 遺伝子の検索目的部位に相応するプラ
イマーを用いて PCR を行った後、HpyCH4IV、
MboII 等の制限酵素で処理後電気泳動を行っ
た。バンドの位置により、遺伝子多型状態を
検索した。肺癌手術後補助化学療法を行った
90 例と、補助化学療法施行しなかった 55 例
において予後を検討した。過去に報告してき
た ERCC1に対する抗体を用いた免疫組織学的
検索との比較検討も行った。 
（２）肺癌における NRF2 遺伝子変異検索に
ついては,高頻度に変異が報告されている
DLGあるいはETGEモチーフを含むN末端のダ
イレクトシーケンス(RT-PCR assay;exon1-2)
にて行なった。扁平上皮癌における NRF2 お
よび FGFR1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を検討した。
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 NRF2 や FGFR1 等遺
伝子の相対的コピー数を検討するものであ
る。NRF2 遺伝子変異関連因子として MRP3
（multi-drug resistance-associated 
protein 3)発現は LightCycler を用いた定量
的 RT-PCR を行った。 
（３）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腺
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 転座変異につい
て、当科検体を用いて更に検討を加えた。
FISH 法による転座同定の確立を目指した。 
 

４．研究成果 
（１）ERCC1 遺伝子多型と、補助化学療法を
施行された肺癌患者の予後の検討を行った
ところ、ERCC1 遺伝子多型(codon118)を有す
る場合予後良好(p=0.0307)、C8092A について
は C/C タイプであれば予後良好（p=0.0154）
であることがわかった。しかしながら両遺伝
子多型は肺癌術後補助化学療法を施行しな
かった患者の予後には寄与しなかった。現在
これらの手法を胸腺腫瘍にも応用している。 
（２）肺癌 291 例における NRF2 遺伝子変異
検索を行い、16 例において遺伝子変異を認め
た。全例男性、扁平上皮癌で 10 例の隣接正
常組織に変異を認めず体細胞変異と思われ
た。組織亜型とは相関なく、NRF2 遺伝子変異
例では有意に予後不良であることがわかっ
多変量解析を行っても NRF2 遺伝子変異はス
テージについで独立した予後不良因子とな
った。NRF2 遺伝子のコピー数変化は遺伝子変
異と相関は見られたが、頻度は少なかった。
MRP3 遺伝子発現は NRF2 遺伝子変異例で有意
高値であった（ｐ＝0.0036）。MRP 高発現群で
は有意に予後が不良であった。肺癌における
FGFR1 遺伝子コピー数の検討も行ったところ、
扁平上皮癌では比較的高頻度に増幅が見ら
れることがわかった。 
（ ３ ） 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
例の検討の結果、3 例の変異を同定した。全
例腺癌（3/270,1.1％）、変異は EGFR や Kras
などの他遺伝子変異とは排他的であり、肺癌
特異的であった。非喫煙者、女性に多かった。
共同研究により以下のことが証明された
（KIF5B/RET の全長をトランスフェクション
した BaF3 細胞は IL3 非依存性の増殖を示す。
こ れ ら の 細胞 は sunitinib, sorafinib, 
vandetanib な ど の 抗 RET 阻 害 剤 に は
sensitive であるが抗 EGFR 阻害剤である
gefitinib に は 感 受 性 が な い ) 。 現 在
KIF5B/RET の検出法の確立のため、GSP 研究
所の fusion および split 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。 
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