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（研究成果の要約）本研究は、小児腎腫瘍の包括的鑑別診断法の確立と術前診断方法の開発を

目的とする。平成 30 年度は、前年度までに確立した DNA メチル化解析による鑑別診断方法と血

中遊離ＤＮＡを用いた BCOR-ITD 検出の術前診断方法について臨床検体による確認を行った。さ

らに、間葉芽腎腫における新たな遺伝子異常の検出法について検討した。 

 

１．研究目的 

 本研究の目的 

腎腫瘍の診断においては、病理組織学的

診断の補助診断となり得る感度および特異

性の高い鑑別診断法の開発が求められてい

る。腎腫瘍は病型によって治療薬、再発の

確立が異なり、早期診断が可能な検査法が

確立されれば、長期的な予後を見据えた治

療方針の決定を行なうことができる。しか

しながら、画像診断では病型の特定が難し

く、術前の針生検は、腫瘍細胞の漏出の危

険があるため、日常的検査として行えない。

そのため、本研究では新たに同定した遺伝

子変異の検出を応用した診断法や、DNA メチ

ル化測定による小児腎腫瘍の包括的鑑別診

断法の確立と、腫瘍細胞由来の血中遊離Ｄ

ＮＡの解析による術前診断法についての検

討を行う。 
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３．研究成果 

 本年は、主にこれまでに確立した小児腎

腫瘍の DNA メチル化解析による鑑別診断方

法と血中遊離ＤＮＡ (cell free DNA: 

cfDNA)による腎腫瘍の術前診断について、

臨床検体を用いて確認を行った。また、

cfDNA による検出方法の改良を行った。さら

に、間葉芽腎腫における新規遺伝子異常の

検出方法を検討した。 

 １）DNA メチル化による小児腎腫瘍の鑑別

診断法の検討  

昨年度までに、 COBRA 法（ Combined 

Bisulfite Restriction Analysis）による 2

遺伝子領域および pyrosequencing による 2

遺伝子領域の DNA メチル化解析により小児

腎腫瘍（腎芽腫: Wilms, 腎明細胞肉腫: 

CCSK, 腎ラブドイド腫瘍: RTK, 間葉芽腎腫

: CMN）の鑑別診断が可能であること検討し

てきた（表１）。 

 
 

そこで今年度は、新たな腎腫瘍検体を解析

し、この方法について確認を行った。試料

は、平成 29年度に cfDNA の術前検査を行い、

腫瘍凍結検体からDNA抽出が可能であった、



 

2 例の DNA を使用した。表１の DNA メチル化

解析の結果、症例１は CCSK、症例 2は、Wilms

と判定された（表２）。 

 

 
 

この結果は、cfDNA による術前診断および、

術後の病理診断の結果と一致した。よって、

DNA メチル化解析も小児腎腫瘍における鑑

別診断として有用であることが立証できた

と考える。 

 

 ２）血中遊離ＤＮＡ(cfDNA)を用いた術前

予測診断法の検討 

a. 初期の画像診断で、腎腫瘍の疑いのあ

った患者 1 例の血漿から cfDNA を抽出し、

昨年度までに確立した BCOR-ITD 特異的 PCR

を行ったところ、陰性であった。後の詳細

な検査により、本症例は腎腫瘍ではないこ

とが判明した。さらに既知の遺伝子異常が

検出され、BCOR-ITD 変異は陰性の症例であ

ることが明らかとなった。 

b. CCSK における BCOR-ITD 変異の共通配

列は、ほとんどが 13 アミノ酸に相当する領

域であるため、BCOR-ITD 特異的 PCR は、そ

の領域を増幅するように設計している。し

かし、他の BCOR-ITD 陽性腫瘍が発見されつ

つあり、少数であるが、共通配列が 9 アミ

ノ酸領域の症例が発見されている。そのた

め、今後 CCSK 患者においても偽陰性が生じ

る可能性がある。また、検査の汎用性を考

慮し、BCOR-ITD 特異的 PCR の改良を行った。 

一般的な遺伝子異常の検出は、PCR・電気泳

動と遺伝子配列決定（シークエンス解析）

により行うため、特異的な primer の設計と

増幅産物の長さが重要となる。Primer は、

一般的に20塩基ほどの長さで標的配列の末

端に 2 か所設計するが、BCOR-ITD 変異の検

出において標的配列となる共通配列は、9 ア

ミノ酸領域（すなわち 27 塩基）と短いため

に、primer の長さが短くなり特異性が下が

る可能性がある。またこの長さでは、ダイ

レクトシークエンス解析に用いる増幅産物

としては非常に短く、サブクローニングが

必要になる。そこで、BCOR-ITD特異的primer

に付加配列をつけて増幅を行い、さらにそ

の付加配列に結合する 2つ目の primer を用

いた増幅を行う、2 段階の PCR（2sep-PCR）

に改良した。（下図） 

 
Primer に付加配列をつけることで、特異性

を上げることができ、さらに増幅産物を長

くすることが出来る利点がある。 

この BCOR-ITD specific 2step-PCR につい

て、腫瘍由来 DNA を用い、その特異性と感

度を確認ところ、改良前の方法と同等の検

出が可能であった。 

 

３）間葉芽腎腫（classic 型）における遺伝

子異常の検出 

 間葉芽腎腫（CMN）は、その組織型により

cellular 型、classic 型、混合型 と分から

れている。これまで、 cellular 型は

ETV6-NTRK3 融合遺伝子を有することが知れ

ているが、classic 型や混合型については遺

伝子異常が明らかではなかった。2018 年

Wegert らによって、CMN の classic 型、混

合型の多くにEGFR-ITD変異があることが報

告された。そのため、本研究では BCOR-ITD

変異と同様に重複配列特異的な検出方法を

確立した。さらに、研究部に保存され利用

可能な CMN 9 例（cellular 型 6 例、classic

型 3 例）の RNA を用いて、EGFR-ITD の検出

を行った。その結果、CMN classic 型の 3例

全てにおいて EGFR-ITD 変異が陽性であっ

た。Cellular 型の 6 例は、ETV6-NTRK3 融合

遺伝子が陽性であることを確認している。

この EGFR-ITD の検出は、中央診断の遺伝子

検査項目に追加した。 

 

４．研究内容の倫理面への配慮 

ヒト試料を使用する研究については、人



 

を対象とする医学系研究に関する倫理指針

を遵守し、必要な倫理的承認の手続きを得

て、個人情報保護法にもとづいて研究を実

施した。研究利用に同意の得られた小児腫

瘍臨床検体あるいは連結不可能匿名化され

た検体を使用して研究を実施した。 

 

 


