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研究成果の概要（和文）：本研究は、現在まで困難とされている「がん患者血液検体を用いての融合遺伝子同
定」について腫瘍組織診断と同等、またはそれ以上の精度で同定を進めることで、肺がんや骨軟部腫瘍を含む全
がん的な予後改善を目的としている。この問題の解決に向けて、血漿中のcell-free RNA (cfRNA)を用いて融合
遺伝子解析のプロトコール構築と肺がん、骨軟部腫瘍における臨床的有用性を検討した。一連のプロトコールの
検証を行い、cfRNAから簡便な融合遺伝子の同定法を確立した。また、実臨床サンプルから融合遺伝子を同定
し、非小細胞肺がん、ユーイング肉腫に対して低侵襲での診断、病勢評価の可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to improve the prognosis of all cancers, including lung 
cancer and bone and soft tissue tumors, by identifying fusion genes using blood samples from cancer 
patients, which has been difficult to do to date, with an accuracy equal to or greater than that of 
tumor tissue diagnosis. To solve this problem, we developed a protocol for fusion gene analysis 
using cell-free RNA (cfRNA) in plasma and examined its clinical usefulness in lung cancer and bone 
and soft tissue tumors. We verified a series of protocols and established a simple method for 
identifying fusion genes from cfRNA. We also identified fusion genes from actual clinical samples 
and found the possibility of minimally invasive diagnosis and disease evaluation for non-small cell 
lung cancer and Ewing's sarcoma.

研究分野： 整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
cfRNA解析を用いた融合遺伝子同定手法は、現在までに確立されておらず、現状のDNAベースの解析では有効な治
療標的、組織診断に用いられる融合遺伝子の同定率は十分ではない。今回のcfRNAを用いた解析手法を用いて、
血液検体からの肺がん、骨軟部腫瘍の融合遺伝子高感度解析により低侵襲での早期診断・治療モニタリングの可
能性を得た。組織生検が困難な肺がん患者に対して、血液よりALK, ROS1, RET等の融合遺伝子を同定することが
できれば、適切な分子標的治療薬を用いることができる。また、早期診断、病勢に応じての早期の治療介入によ
って、肺がんや骨軟部腫瘍患者の予後改善に繋がる可能性がある。

※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 
肺がんにおいては ALK, ROS1, RET など治療標的となる Tyrosine kinase(TK)融合遺伝子が多

数存在することが次世代シークエンサー(NGS)の開発によって解明され、それらに一致した極め
て奏効性の高い TK 阻害剤の開発も伴って、肺がん患者の生命予後は著しく改善されることと
なった。また、NGS が検査として臨床応用されたがんクリニカルシークエンス検査の開発によ
り癌種横断的に TK 融合遺伝子（ALK, ROS1, RET, NTRK 等）が数多く同定され、がん治療の
ブレークスルーとされている。一方で、「希少がん」の骨軟部腫瘍においては診断の基準となる
「組織特異的」な融合遺伝子が約 30%存在し、分子病理学的視点より旧来より注目されている
がその役割は未だ判明はされていない。 
「融合遺伝子の検査の問題」として、肺がんにおいては肺組織よりの生検におけるサンプル量

の少なさより、コンパニオン診断に至らず治療恩恵を得られない症例が多数散見され、また侵襲
的な組織生検によりがんの播種のリスク（胆管癌、膵癌）も指摘されている事実もある。骨軟部
腫瘍においては、その分子病理学的解析の行き詰まりより、その血中動態の観察が大きなブレー
クスルーの鍵ともされている。腫瘍組織診断と同等またはそれ以上の高感度での融合遺伝子の
血液解析検査の開発は待ち望まれているが、「いわゆるリキッドバイオプシー」は血漿中の DNA
ベースの検索でありその融合遺伝子よりの同定率は極めて低い。そのために融合遺伝子同定に
有利である RNA ベースの解析は待ち望まれるが現在までに確立されていない。「がん患部にお
ける特定前に血液でがんを発見する」というがん診断にとって、本研究は、核心的な課題の解決
となると同時に癌種横断的かつ迅速な患者救済に大きく貢献する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
患者の腫瘍検体から抽出した DNA、RNA では、生検による腫瘍検体が常に NGS 解析に足り

うる十分量が得られるわけではない。これまで血漿中の cfDNA（DNA ベース）による探索が大
腸がん、肺がんなどで遺伝子変異解析が行われ一定の成果を得ているが、DNA ベースでの探索
による融合遺伝子解析に関しては、現在までに分析的妥当性と臨床的有用性は大きく疑問が残
っており、その解析方法（高感度法）は確立されていない。本研究は現在まで困難とされている
「がん患者血液検体の cell-free-RNA(cfRNA)を用いての融合遺伝子同定」を腫瘍組織診断と同
等、またはそれ以上の精度で同定を進め、適切な診断、病勢評価を行うことによる早期治療介入
によって、肺がんや骨軟部腫瘍における予後改善を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)cfRNA を用いた解析プロトコール開発 
①cfRNA 融合遺伝子解析フローの構築：cfRNA より、効率の良い cDNA 合成方法、核酸抽出方法を
比較し、肺がん、肉腫のオリジナルプライマーを使用し、NGS 解析を行う手法を確立する。 
②cfRNA融合遺伝子解析の分析的妥当性評価：全血10mlに融合遺伝子を含むRNA標準品を用い、
コピー数を１桁コピーまで段階希釈・スパイクした検体で、cfRNA 抽出からサンガーシークエン
スの一連解析プロトコールを評価する。 
(2)肺がん･骨軟部腫瘍患者を用いた融合遺伝子解析の臨床的妥当性評価を行う。 
①cfRNA 融合遺伝子解析の臨床的妥当性の有用性の評価：腫瘍部で ALK, ROS1, RET の診断また
は組織特異的な融合遺伝子をもつ肺がん、骨軟部腫瘍患者の血液検体の融合遺伝子解析を試み
る。検体採取は初診時から 3ヶ月程度に行い、診断時と治療前後での病勢との一致率の評価を行
う。 
 
４．研究成果 
(1)cfRNA を用いた解析プロトコール開発 
cfRNA を用いた融合遺伝子解析の感度は、cfRNA の収量と cDNA 合成の効率に依存する。感度を

最大化するため、cfRNA の抽出から NGS 解析までの全プロセスを最適化した。ライブラリー調製
には、特異的プライマーを用いたマルチプレックス PCR のアンプリコンベースの手法を用いた。
cDNA 合成には、RT-RamDA（Reverse Transcription with random displacement amplification）
を使用。RT-RamDA は逆転写酵素の鎖置換活性を利用した cDNA 増幅方法であり、微量の RNA から
poly(A) RNA、non-poly(A)由来の cDNA の高感度な検出が可能であり、今回の cDNA 合成手法とし
て使用した。標準 RNA 品 (EML4-ALK 融合遺伝子を含む)を段階希釈し、一桁コピーの EML4-ALK
融合遺伝子を検出することに成功した（図 1）。次に cfRNA の核酸抽出について検討した。MagMAX 
Cell-Free Total Nucleic Acid Isolation Kit（以下、Kit A）（Thermo Fisher Scientific）と 
Quick-cfRNA Serum and Plasma Kit（以下、Kit B）（Zymo Research）を比較した。キット Aは
核酸の精製に磁気ビーズを使用し、キット Bはスピンカラムを使用する。 



 
 

 
 
健康なボランティアから採取した 4mL の血漿を用いてパイロット試験が行われた。各キットで

cfRNA を抽出し、RT-RamDA 法で cDNA に変換した。リアルタイム PCR を用いて、GAPDH の mRNA 発
現を定量した（図 2）。コントロールとして、ヒト肺がん H2228 細胞から抽出した RNA を調製し
た。キット Bで抽出した GAPDH mRNA の発現量は、キット Aで抽出した量と比較して多かった。
キット B を用いて 1ml 血漿から抽出した cfRNA は、H2228 の全 RNA の 10pg 以上に相当した。
cfRNA のアンプリコンベースの解析の中心となる、cDNA 合成手法と cfRNA 抽出法を決定した。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
(2)肺がん･骨軟部腫瘍患者を用いた融合遺伝子解析の臨床的妥当性評価を行う。 
 実際の臨床サンプルを用いて、確立したプロトコールを用いて、融合遺伝子を同定できるかの
検証を行った。未治療または PD の判定となった融合遺伝子陽性の 9例の肺がん患者で cfRNA と
cfDNA の比較実験を行った。cfRNA で 78%,cfDNA では 33％と cfRNA での融合遺伝子同定が高い精
度を示した。ROS1 融合体の検出感度は、cfRNA を用いたアッセイで 100％（2/2）、cfDNA を用い
たアッセイで 0％（0/2）であった。cfDNA ベースのアッセイで同定されたすべての融合遺伝子
は、cfRNA ベースのアッセイでも同定された。また、治療経過をおった ROS1 陽性肺がん症例に
て、クリゾチニブによる一次治療後に PD に進行した際に、cfRNA ベースのアッセイでのみ EZR-
ROS1 が検出され、cfDNA と比較し、cfRNA の優位性と病勢に反映した解析手法の可能性が示され
た。このプロトコールを用いて、未治療のユーイング肉腫においても、ユーイング肉腫に特徴的
な EWSR1-FLY1 融合遺伝子を同定することができた。また、治療の奏功、病状の増悪に反映し、
cfRNAより融合遺伝子を検出した（図3）。cfRNAを用いた融合遺伝子解析プロトコールを構築し、
非小細胞肺がん、ユーイング肉腫に対して低侵襲での診断、病勢評価の可能性を見出した。 
 

 

図 1 EML4-ALK 融合遺伝子
を増幅する primer を設計。
PCR 増幅し、融合遺伝子の
cDNA 合成の効率を評価。 

図 2 cfRNA の回収方法を比較。 

図 3 骨盤内ユーイング肉腫。化学療法にて脳転移縮小も再度増悪。 
病状の改善、増悪に合わせて血中の融合遺伝子同定も変化。 
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