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研究成果の概要（和文）：まずcfDNAによる変異の定量的検出、融合遺伝子の検出法の確立を試みた。その結
果、融合遺伝子の検出についてはGuardant Health社のコマーシャルベースの解析法が有用である事が判明し
た。そこで、院内研究倫理審査委員会で承認されている研究プロトコールを用い、他の関連遺伝子からの耐性機
序の推定を同社の解析方法をもとに進める方針とした。融合遺伝子陽性患者TKI耐性化時の血液サンプルを収集
し解析した上で耐性機序の遺伝学的検索に成功した。結果として融合遺伝子・耐性の候補遺伝子が血液検体から
検出できること、今後のさらなる解析の積み重ねにより臨床応用も可能となりうることについて学会で報告し
た。

研究成果の概要（英文）：At first, we attempted to establish a method for quantitative detection of 
mutations by cfDNA and detection of fusion genes. As a result, we found that Guardant Health's 
commercial-based analysis method was useful for detecting fusion genes. Therefore, we decided to 
proceed with the estimation of resistance mechanisms from other related genes based on the company's
 analysis method, using a research protocol approved by the hospital research ethics review 
committee. A genetic search for resistance mechanisms was successfully conducted after collecting 
and analyzing blood samples from fusion gene-positive patients at the time of TKI resistance. As a 
result, he reported at the conference that candidate genes for fusion genes and resistance can be 
detected in blood samples, and that further analysis could lead to clinical applications.

研究分野： ゲノム生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
fDNAによる変異の定量的検出、融合遺伝子の検出法の確立を試みた。その結果、融合遺伝子の検出については
Guardant Health社のコマーシャルベースの解析法が有用である事が判明した。融合遺伝子陽性患者TKI耐性化時
の血液サンプルを収集し解析した上で耐性機序の遺伝学的検索に成功した。融合遺伝子・耐性の候補遺伝子が血
液検体から検出できること、今後のさらなる解析の積み重ねにより臨床応用も可能となりうることについて学会
で報告した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

当グループはdigital PCR法を用いた研究で、EGFR-TKI治療耐性化後の患者血漿中 

のcfDNA中では感受性変異は9割以上で検出が可能であり、T790M点変異率の評価も可

能であった。このため、実臨床で用いられるT790M標的治療の治療効果が予測し得る

可能性が考えられた。同様にして、EML4-ALKなどの融合遺伝子を標的とした治療につ

いても、このようにドライバー遺伝子と標的遺伝子を定量化できれば臨床的有用性が

高いと考えられる。しかしながら、融合遺伝子の検出については、融合遺伝子を含む

配列が症例ごとに全く異なるため、通常は免疫染色やFISH法で定性的に測定されてい

る。こうした融合遺伝子と耐性点変異を同時に定量する解析ができれば、現時点で臨

床応用されていない融合遺伝子標的の治療耐性化時の治療選択がオーダーメイドでき

ると考えられる。 

さらに、この方法で各種の検体から変異の定量的な測定が可能となれば、現在の診療

で行われる、高侵襲の肺生検・組織採取を行わずとも、治療抵抗性となった腫瘍の耐

性機序を判定できる。さらに、感受性因子を分母として耐性化変異であるさまざまな

点変異を定量できれば、治療の有効期間や、他の殺細胞性抗がん剤へ移行、さらに現

在開発が進んでいる各種ALK—TKIについて、耐性変異ごとの治療効果を想定した治療

薬選択への応用が期待できると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 

この解析技術とbreakpointsの座標情報を応用し、ゲノムDNAからの検出が困難とされ

ているEML4-ALK融合遺伝子変異につき、次世代シークエンサーを用いたcfDNAおよび

exoNAの解析による定量的評価を目指す。さらに、チロシンキナーゼ阻害薬(TKI)での感

受性融合変異と耐性変異の比率を算出することで、TKIの治療効果バイオマーカーとし

て応用可能か明らかにする。また同様に、RET・ROS1などの融合遺伝子変異など、新

たに特定されたドライバー遺伝子変異についても、TKI感受性融合変異と耐性変異の定

量、治療効果予測のコンパニオン診断ツールとして開発する。 
 
 
３．研究の方法 
 
細胞株を用いた予備検討に基づき、融合遺伝子と各種の耐性点変異が報告されている

部位の配列について、cfDNAおよびexoNAを用いてシークエンシング・定量解析を行

う。同時に、すでに院内研究倫理審査委員会で承認されている研究プロトコールを用

いたサンプル（胸水サンプル・血液サンプル）を収集する。1年間でおよそ20例の融合

遺伝子陽性患者の登録が見込まれるため、得られた血漿を用いて、治療耐性化後の感

受性変異と耐性変異の定量的計測を試みる。 

 

 

 



４．研究成果 

 

まずcfDNAによる変異の定量的検出、融合遺伝子の検出法の確立を試みた。その結果、

融合遺伝子の検出についてはGuardant Health社のコマーシャルベースの解析法が有用

である事が判明した。そこで、院内研究倫理審査委員会で承認されている研究プロト

コールを用い、他の関連遺伝子からの耐性機序の推定を同社の解析方法をもとに進め

る方針とした。融合遺伝子陽性患者TKI耐性化時の血液サンプルを収集し解析した上で

耐性機序の遺伝学的検索に成功した。結果として融合遺伝子・耐性の候補遺伝子が血

液検体から検出できること、今後のさらなる解析の積み重ねにより臨床応用も可能と

なりうることについて学会で報告した。 
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