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研究成果の概要（和文）：分子カウンティング法を用いて、有効な治療標的となり得る既報の肺がん融合遺伝子
（対象遺伝子：ALK・RET・ROS1・NRG1, BRAF融合遺伝子およびMET exon14 skipping）にEGFRチロシンキナーゼ
阻害薬耐性と関連が報告されている8遺伝子および免疫チェックポイント関連3遺伝子の発現量が測定可能な遺伝
子パネルを作成した。実際の肺がん患者検体を用いてこの遺伝子パネルの性能を検証し、正確に融合遺伝子が検
出できることを示した。

研究成果の概要（英文）：We have developed multiplex diagnostic methods of druggable oncogene 
aberrations in FFPE tissues with a high degree of accuracy and robustness in a single assay by using
 molecular counting (MC) assay. This assay is also possible to measure the expression levels of 
eight genes that have been reported to be related to EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance and 
three genes related to immune checkpoints inhibitors.

研究分野： 分子診断学

キーワード： 分子診断　肺がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数のがん種で治療標的として有用な遺伝子融合やエクソンスキッピングなど遺伝子のリアレンジメントが知ら
れているが、いずれのがん種においてもその頻度は低い。そのため、一度に複数の遺伝子リアレンジメントが検
出できる検査系が求められている。本研究では、日常診療で用いられるホルマリン固定パラフィン包埋検体から
遺伝子リアレンジメントが検出できるマルチプレックス診断薬を作成した。実臨床での実用化を目指してさらな
る検証を続けることを予定している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 複数のがん腫でドライバー遺伝子異常として融合遺伝子やエクソンスキッピングといった遺
伝子リアレンジメントが同定されている。これらは有効な治療標的となり得るが、それぞれの
頻度は低く、これら遺伝子異常を迅速かつ一度に検出する検査法が求められている。一方で、
日常臨床で汎用されるホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE) 検体からのマルチプレックス
な遺伝子リアレンジメントの検出は困難であった。 
分子カウンティング法は nCounter (NanoString 社) を用いて、蛍光色素のバーコードが付

いたプローブをターゲットとなる RNA に直接 hybridize させ、1 バーコードを 1 分子として分
子数をカウントすることで遺伝子発現を定量的に測定する法である。PCR 法が不要なため
FFPE 検体由来の質の悪い RNA でも測定が可能であり、複数のプローブを同時にアッセイす
ることで、最大 800 遺伝子までマルチプレックスに発現定量ができる。 
また、ドライバー遺伝子異常に対する分子標的薬や、免疫チェックポイント阻害薬の感受性

や耐性には関連する遺伝子の発現量が関連しているという報告があるが、前述の FFPE 検体由
来を用いた遺伝子発現量定量は困難であり、日常診療への応用はされていなかった。 
 
２．研究の目的 
がんの個別化治療には、治療標的または予後予測因子となる融合遺伝子や RNA スプライシ

ング異常の迅速な診断、および治療感受性/耐性遺伝子の正確な発現定量が重要であるが、FFPE
検体ではこれらをマルチプレックスに診断することは困難である。そこで、PCR 法を用いずに
遺伝子定量が行える分子カウンティング法を用いて、遺伝子融合及び RNA スプライシング異
常の検出と、感受性及び耐性関連遺伝子の発現測定を同時にできるパネルを開発する。既に開
発済みである肺がん融合検出パネルに、血液腫瘍や骨軟部腫瘍などの複数のがん腫において融
合遺伝子や RNA スプライシング異常を同定できるように診断プローブを追加設計する。また、
耐性/感受性遺伝子発現については定量 PCR(qPCR)法など既存の発現測定法との相関を検証す
ると共に、奏効期間や最大治療効果といった臨床情報を用いて、薬剤感受性/耐性の予測を回帰
分析を用いて検証する。 
 
３．研究の方法 
既に開発済みである肺がん融合遺伝子・エクソンスキッピング診断パネルを基盤として、新

規肺がんドライバー融合遺伝子や他がん腫で診断や予後予測に有用な融合遺伝子を検出するた
めのプローブを追加設計する。作成するプローブは 2 種類あり、融合点を検出するプローブ
(fusion probe)と wild type の対象遺伝子の 5’側と 3’側を認識し、融合によっておこる 3’側の
overexpression を検出するプローブ(imbalance probe)からなる (図 1)。5’側の融合パートナー
遺伝子が共通の場合は、fusion probe だけでは区別がつかないため imbalance probe を合わせ
て設計する。 
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RNA シークエンスで解析済みのサンプルから融合遺伝子が検出された症例をポジティブコ

ントロールとして抽出し、各融合遺伝子毎のカットオフ値を設定に用いる。 
感受性/耐性関連遺伝子発現については qPCR 法や免疫染色と分子カウンティング法との発

現値相関を確認するとともに、治療効果に関する臨床情報と照合し、回帰分析を用いて、分子
カウンティング法での発現値が耐性及び治療効果を反映しているかどうかを回帰分析を用いて
検証する。また、手術検体以外の内科検体(生検検体や液状検体)でも同様のカットオフ値での
融合遺伝子の検出、及び遺伝子発現の定量化が可能かどうかを確認する。 
 
 
４．研究成果 
分子カウンティング法を用いて、肺がん融合遺伝子（対象遺伝子：ALK・RET・ROS1・NRG1, BRAF

融合遺伝子および MET exon14 skipping）に EGFR-TKI 耐性関連遺伝子 (AXL, GAS6, MET, HGF, 
BIM, NOXA, PUMA, CD133) および免疫チェックポイント関連遺伝子 (PD-1, PD-L1, PD-L2) を
加えた新規の遺伝子パネルを作成した。検出可能な融合遺伝子バリアントの一覧を表 1に示す。 
 
 
 



表 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
解析対象は肺腺がん検体 95 例（凍結検体 22例、ホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE) 検体
73 例）で、凍結検体 22例については、AXL, GAS6, MET, HGF, BIM, NOXA, PUMA, CD133, PD-1, 
PD-L1, PD-L2 に対してリアルタイム PCR 法を用いた遺伝子発現測定に実施し、両者に高い相関
関係があることを示した（中央値: 0.90, 範囲: 0.65-0.96）。 
 
肺がんの融合遺伝子検出については、RNA シークエンス等で、融合遺伝子陽性であることが判
明している 22例に対して、新規遺伝子パネルで検証を行い、先行研究で定義したカットオフ値 
(バックグラウンドの平均値＋5SD) で判定が可能であることを確認した。その後、FFPE 73 検
体に対して、同様の検証を行い全例、正しく融合遺伝子が検出可能であることを示した。臨床
的に汎用されている FFPE 検体で融合遺伝子がマルチプレックスに検出できることを確認でき
たため、他がん種への応用として融合遺伝子が診断に有用な肉腫を対象とした新規遺伝子パネ
ルを検討したが 5’側, 3’側それぞれで共通する遺伝子が多い場合は、分子カウンティング法
を用いたプローブ設計が困難であることが示された。一方で、手術検体以外の内科検体として、
肺生検検体2例(CCDC6-RET, CD74-ROS1融合症例)および液状検体1例(EML4-ALK症例)について、
検証を行い同様のカットオフ値で融合遺伝子の検出が可能なことを示した。 
 
ゲフィチニブ奏効期間情報を有する 120 例 (凍結検体 80 例、FFPE 検体 40例) について、これ
らの遺伝子発現量とゲフィチニブ奏効期間の検証を実施し、PUMA (HR: 0.55, 95%CI. 0.31-0.94, 
P=0.028), CD133 (HR: 0.56, 95%CI. 0.33-0.99, P=0.045) でゲフィチニブ長期奏効症例とそ
れ以外の症例で有意差があることを示した。 
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