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研究成果の概要（和文）：本研究ではMassARRAYシステムを用いて、200例の進行非小細胞肺癌症例のパラフィン包埋組
織よりEML4-ALK融合遺伝子の検出を試み、全例が測定可能であり、うち18例(9.0%)にEML4-ALK融合遺伝子を検出するこ
とに成功した。プラチナ併用化学療法の効果はALK転座陽性例、EGFR遺伝子変異陽性例、野生型、いずれも大きな差は
見いだされなかった。
さらにMassARRAYを用いて26遺伝子変異をマルチプレックスに解析し気管支鏡で得られた90％以上の検体で解析が可能
であり、微小検体が遺伝子診断に使用できることが示された。

研究成果の概要（英文）：The primary platform for genotyping of tumors adopted in the present study is the 
Sequenom MassARRAY system. Among 200 patients with advanced nonsquamous NSCLC, 18 (9.0%) were positive 
for EML4-ALK, 31 (15.5%) harbored EGFR mutations, and 151 (75.5%) were wild type for both abnormalities. 
Platinum-based combination chemotherapy showed similar efficacies in the EML4-ALK, EGFR-mutation, and 
wild-type cohorts in terms of response rate and progression-free survival, and overall survival.
　We further tested FFPE specimens of NSCLC tissue for multiple genetic abnormalities simultaneously with 
the use of multiplex assay panels based on MassARRAY. Although most of the collected specimens were 
obtained by transbronchial biopsy and were small in size, >90% were successfully genotyped, thus 
satisfying the dual requirements of pathological diagnosis and multiplex analysis of somatic mutations 
with a single biopsy sample.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) EML4-ALK融合遺伝子発現非小細胞肺癌に
対するALKチロシンキナーゼ阻害剤の臨床試
験が進み本邦でも臨床導入されることが見
込まれる。EML4-ALK 陽性患者における ALK 阻
害剤の効果は劇的であることから、高感度検
出法の確立が急がれる。我々は PCR 法をベー
スとした MassARRAY システムを応用し、ホル
マリン固定パラフィン包埋検体からの
EML4-ALK 融合遺伝子の高感度検出法を確立
した(特願 2010-254179)。MassARRAY は PCR
によって目的領域を増幅し、その PCR 産物に
対して一塩基伸長反応を行い、伸長塩基の質
量をマトリックス支援レーザー脱離/イオン
化飛行時間型質量分析装置によって測定し
塩基配列を決定する装置であり、その長所と
して、①劣化した核酸での測定が可能、②ス
ループット性が高い、③マルチプレックス化
による他検体処理が可能、④蛍光色素等の試
薬を用いないため測定コストが安価、が挙げ
られる。本法を用いて多くの臨床検体を解析
し臨床導入を図るとともに、本邦の非小細胞
肺癌患者における EML4-ALK 融合遺伝子の発
現様式を明らかにする。 
 
(2) 劇的な臨床効果をもたらす分子標的治
療薬の臨床開発経験から、非小細胞肺癌の悪
性形質を維持している分子異常を捉え、これ
らを標的とする分子標的治療薬を開発して
いくことが予後不良の本疾患の治療開発戦
略の重要な方向性であることが伺える。今後
はさらにどのような分子異常を標的とすべ
きかを検討する必要があり、本邦における進
行非小細胞肺癌患者における網羅的遺伝子
変異解析とこれら患者群の臨床情報が重要
となる。米国においては 1000 例の非小細胞
肺癌患者を対象に遺伝子変異解析が行われ
ている(Lung Cancer Mutational Consortium)
が、EGFR,KRAS の変異頻度の人種差に見られ
るように、これらの遺伝子異常の頻度に関し
てはわが国独自の解析が必要と考えられる。
米国にて同様の解析が進行中であるが、本研
究によりその遅れを取り戻す端緒としたい。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 進行非小細胞肺癌組織ホルマリン固定
パラフィン包埋検体よりMassARRAYシステム
を用いた高感度検出法により日本人進行非
小細胞肺癌における EML4-ALK 融合遺伝子発
現状況を明らかにする。 
 
(2) EML4-ALK融合遺伝子発現非小細胞肺癌に
対する、従来の薬物療法の治療効果、予後と
の相関を明らかにする。 
 
(3) 進行非小細胞肺癌組織ホルマリン固定
パラフィン包埋検体から DNA を抽出し

MassARRAY システムを用いて非小細胞肺癌に
おいて報告されている主要な癌遺伝子及び
癌抑制遺伝子の半網羅的変異解析を行い、本
邦進行非小細胞肺癌における体細胞遺伝子
変異の種類と頻度を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 標準的な抗癌剤薬物療法が実施された
進行非小細胞肺癌症例のうち、解析可能なパ
ラフィン包埋組織が残存する 200 例より RNA
を抽出しMassARRAYシステムを用いた高感度
検出法により EML4-ALK 融合遺伝子及び
EML4-ALK バリアントフォームの発現解析を
行い、治療効果、予後との相関を解析する。 
 
(3) 進行非小細胞肺癌組織ホルマリン固定
パラフィン包埋検体から DNA を抽出し
MassARRAY システムを用いて非小細胞肺癌に
おいて報告されている主要な癌遺伝子及び
癌抑制遺伝子の半網羅的変異解析を行い、本
邦進行非小細胞肺癌における体細胞遺伝子
変異の種類と頻度を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 200 例のパラフィン包埋組織の全例が測
定可能であり、うち 18 例(9.0%)に EML4-ALK
融合遺伝子を検出することに成功した。
EML4-ALK 陽性症例の年齢中央値は 46 歳であ
り、EGFR 遺伝子変異陽性例よりもより若年で
ある傾向が認められた。 
 
(2)進行非小細胞肺癌の初回化学療法の標準
的治療であるプラチナ併用化学療法の効果
を ALK 転座陽性例、EGFR 遺伝子変異陽性例、
野生型別に無増悪生存期間を指標として比
較した(下図)。プラチナ併用療法は ALK 陽性
例に対してもその効果は限られたものであ
ることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) 300検体以上の進行非小細胞肺癌組織ホ
ルマリン固定パラフィン包埋組織より DNA
を抽出しMassARRAYを用いて 26遺伝子変
異をマルチプレックスに解析した結果、90％
以上の検体で一つ以上の遺伝子変異を検出



し得た。このことは気管支鏡で得られた微小
検体が遺伝子診断に使用できることを示す
ものである。 
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