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緒　言

　がんの治療成績は有効な化学療法等の導入及び分子標的治療の導入によって著明に生命予後などが改善されてきた。
肺がんの分子標的治療としては、近年 EGFR 変異、ALK、ROS 融合遺伝子などを治療標的としたチロシンキナーゼ阻
害剤治療が盛んになり、飛躍的な治療成績の改善を遂げてきた。それらの研究成果が功を奏し、肺がんでは３分の２に
対しては何らかの腫瘍遺伝子変異が同定され、治療標的とされる状況になっているが、未だに残りの３分の１の部分の
遺伝子変異（いわゆる driver oncogene negative = pan-negative）は未知である。そのために、その残りの「未知の３
分の１」の解明と治療開発が世界的に進められており、そのような治療開発の傾向は、肺がんだけに留まらず全癌種に
おいて新規分子標的治療標的（チロシンキナーゼ治療標的）の探索が盛んな状況にある。それら研究は治療成績改善の
ために必要不可欠な研究であり、治療成績改善のための breakthrough と考える。また近年、欧米人と東洋人のがん遺
伝子変異の違い、いわゆる“ Ethic Difference”が提唱されており、日本人（東洋人）には日本人ベースのがん遺伝子
変異探索の必要性が示唆される現状にある。
　本研究では全ての癌種において、治療成績向上の鍵となりうる新規チロシンキナーゼ治療標的の同定を目的とした。
そのための方法として、NanoString システムの手法を用いた独自のスクリーニングシステムでチロシンキナーゼ遺伝
子変異の探索をハイスループットに行い、その新規治療標的になりうる新規チロシンキナーゼ融合遺伝子･遺伝子変異
体の同定を行った。特に本研究では胸部悪性腫瘍及び肉腫などを中心に、かつ遺伝子変異が多いとされている東洋人

（日本人）を対象に Ethic Differenceに基づいた研究を行った。
　現在までのそのシステムの成果として米国内において著者らは、肺癌における KIF5B-RET、TRIM33-RET 及び
GOPC-ROS などの新規チロシンキナーゼ融合遺伝子の同定に成功している１）。また著者らは、そのスクリーニングシ
ステムで新規同定された肺癌 RET 融合遺伝子を持つ肺癌患者を対象とし、多標的チロシンキナーゼ阻害剤

（Cabozantinib（XL-184））を使用した PhaseII 臨床試験を米国内で 2011 年より行い、既にその RET 融合遺伝子が肺
癌の新規治療標的として有用であることの証明に 2013 年までに成功している２）。さらに脳腫瘍における研究において
も成果を挙げている３）。

方法および結果

１．NanoString system によるチロシンキナーゼ遺伝子変異の探索
　チロシンキナーゼ遺伝子変異探索のために我々が独自に開発した特異的プローブ約 200 個の設計･設置を行った。各
種対象癌種 RNA を抽出し、NanoString システム nCounter Prep Station とその独自の特異的プローブを用いてハイブ
リダイゼーションと精製を行った。その後 nCounter Cartridge への固相化処理を行った。nCounter Cartridge の
Digital Analyzer によるスキャンを行い、全 90 個のチロシンキナーゼ遺伝子内の各設置プローブに一致した mRNA 発
現プロファイリングを獲得した（図 1）。その mRNA 発現プロファイリングは統計学的手法を用いて解析し、遺伝子イ
ンバランス特異的変化のある検体の同定を行った。
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図 1． 本解析によりデータより同定された候補遺伝子

２．新規チロシンキナーゼ遺伝子変異のシークエンス検証と発現検証
　１. で同定された新規チロシンキナーゼ遺伝子変異候補に対しては rapid amplification of cDNA ends（RACE）及び
次世代シークエンサー（NGS）を行い、遺伝子変異の同定を行った。NGS 及び RACE にて同定された遺伝子変異に対
して、reverse transcriptase PCR（RT-PCR）とその検体に一致した腫瘍検体 FFPE に対して、fluorescence in situ
hybridization（FISH）にてその遺伝子変異の発現を確認した。またその検体に一致した腫瘍検体 FFPE に対して特異
的抗体を用いて、その遺伝子変異によるタンパク質発現を確認した。

３. 新規チロシンキナーゼ遺伝子変異の同定成果：
　胸部悪性腫瘍として非喫煙肺腺がん 120 例、胸腺がん 20 例、肺小細胞がん 20 例、肉腫として骨軟部腫瘍 20 例、後
腹膜肉腫 20 例に対して解析を行った。非喫煙肺腺がんにおいては既知の ALK、RET、ROS 融合遺伝子 14 例を同定
し、シークエンス検証と発現検証においてそれらが融合遺伝子あることを確認した。また、非喫煙肺腺がんにおいて新
規チロシンキナーゼ融合遺伝子及び遺伝子変異体候補として A gene、B gene、C gene を同定し、胸腺がんにおいて
新規チロシンキナーゼ融合遺伝子及び遺伝子変異体候補として D gene を同定し、後腹膜肉腫において新規チロシンキ
ナーゼ融合遺伝子及び遺伝子変異体候補として E gene を同定した。現在も検証実験と機能解析の実験を進めている。

考　察

　本研究では NanoString の手法に基づいた独自に開発したチロシンキナーゼ遺伝子変異解析システムを使用して、胸
部悪性腫瘍及び肉腫に対して解析を行い、各組織型において新規チロシンキナーゼ融合遺伝子及び遺伝子変異体候補の
同定を行った。
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