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研究成果の概要（和文）：本研究では、肺がんにおいてＡＬＫ阻害剤が著効するＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子の非侵襲
的検出法の確立を目的として、血清検体におけるＥＭＬ４－ＡＬＫ検出を検討した。がん研有明病院の協力を得て、Ｅ
ＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子陽性の患者血清を採取、収集し、血清検体からのＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子の検出を検討
した。ＥＭＬ４－ＡＬＫの複数存在するバリアントの同時検出および検出感度の向上をめざし、血清からの核酸抽出方
法や測定条件、鋳型として用いる核酸の種類の検討を行い、検出方法の最適化を行った。この結果、ＥＭＬ４－ＡＬＫ
融合遺伝子陽性患者１２例中２例の患者血清からＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子の検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：The presence of the transforming fusion gene EML4-ALK in non&#8211;small cell lung
 cancer (NSCLC) is a predictive marker for the efficacy of ALK kinase inhibitors. Circulating RNA in serum
 is an emerging field for noninvasive molecular diagnosis. We designed EML4-ALK detection assay using PCR-
based MassARRAY platform. We attempted a RNA extraction method, primer design, and reverse transcription r
eagents to optimize our detection system with serum samples. We evaluated whether EML4-ALK fusion RNA coul
d be detected in serum obtained from 12 NSCLC patients with ALK rearrangements. The EML4-ALK RNA (variant 
1 and 3) was detected in serum from 2 of 12 patients. The detection of EML4-ALK in serum RNA samples by Ma
ssARRAY assay is feasible. This noninvasive assay will be useful in patients with insufficient or unavaila
ble tumor specimens. Additional experiments will reveal the sensitivity and specificity of this detection 
system.
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１．研究開始当初の背景 
２００７年に自治医科大学の間野教授らに
よって発見されたＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺
伝子は、ＥＭＬ４（echinoderm microtubule 
associated protein-like 4）遺伝子とＡＬＫ
（anaplastic lymphoma kinase）遺伝子の融
合によって生じる新規ながん遺伝子であり、
肺がんの約５％に存在し、ＡＬＫ阻害剤の感
受性規定因子となりうるがん遺伝子である。
ＥＭＬ４－ＡＬＫのスクリーニングには、主
として、ホルマリン固定パラフィン包埋（Ｆ
ＦＰＥ）検体を用いた免疫染色法、ＦＩＳＨ
法、ＰＣＲ法が用いられている。この中で、
ＦＩＳＨ法は、本年、ＦＤＡにおいてＡＬＫ
阻害剤である crizotinib と共に ALK 融合遺
伝子陽性肺がんに対する診断薬として承認
されている。いずれの測定法にも利点と欠点
が存在するが、ＦＩＳＨ法においては、ＡＬ
Ｋ遺伝子領域を挟んだプローブによりＡＬ
Ｋ遺伝子の転座をスプリットシグナルとし
て検出するため、シグナルの評価に熟練した
技術が必要である。また、ＦＩＳＨ法ではＡ
ＬＫ遺伝子の転座相手の同定はできない。一
方、ＰＣＲ法は、一般に、最も高感度な測定
法であると考えられており、ＡＬＫ融合遺伝
子のバリアントの型が同定可能であり、血清
等のＦＦＰＥ検体以外の組織にも応用でき
る。肺がんでは、組織採取が困難な場合も多
く、非侵襲的診断技術の確立が求められてい
る。肺がん患者の血清中の遊離核酸を用いて
のＥＭＬ４－ＡＬＫ診断技術の確立は、分子
標的薬による肺がん個別化治療への大きな
寄与が期待される。 
 我々は、新規なＥＭＬ４－ＡＬＫ測定法と
して、ＰＣＲ法をベースとしたマトリックス
支援レーザー脱離/イオン化飛行時間型質量
分析装置（MALDI-TOF Mass）による測定
手法（マスアレイ法）を用いて、ＥＭＬ４－
ＡＬＫ融合遺伝子の検出系を構築した。マス
アレイは、高感度な遺伝子解析機能を有する
機器であり、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多検体処理が
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。我々は、こ
れまでに、EML4-ALK 融合遺伝子のバリア
ント 1, 2, 3a, 3b, 4, 5a, 5b, 6, 7のコーディン
グ領域を含むコントロールプラスミドを作
成し、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝の検出系を
構築した。同測定系では、１コピーのＥＭＬ
４－ＡＬＫプラスミドを検出可能であり、高
感度であることが示唆されている。また、
我々は、同測定系を用いてＦＦＰＥ検体を用
いた検出を検討し、臨床検体においても検出
可能であることを確認した。我々は、標準法
であるＦＩＳＨ法を行った結果、ＡＬＫ遺伝
子の転座がスプリットシグナルとして得ら
れ、同検体におけるＡＬＫ遺伝子異常が確認
された。さらに、サブクローニングとダイレ
クトシークエンスにより融合部位の配列を

確認した。続けて、我々は、本研究の主題で
ある、血清中の遊離核酸を用いてのＥＭＬ４
－ＡＬＫ検出の検討に着手した。ＡＬＫ遺伝
子異常の確認された患者血清からＲＮＡを
抽出し、マスアレイ法によりＥＭＬ４－ＡＬ
Ｋ バリアント 1を検出した。この結果から、
血清中のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子検出
における同測定系の有用性が示唆されたた
め、本研究計画を計画した。 
 
２．研究の目的 
我々は、血清中の遊離核酸から抽出したＲＮ
Ａを用いて、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子の
測定法の構築を行い、同測定法を用いて血清
検体による測定を実施し、ＥＭＬ４－ＡＬＫ
融合遺伝子の血清中遊離核酸での検出可能
性を評価する。また、血清での検出頻度を組
織検体での発現頻度と比較検討し、その有用
性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
これまでに構築したマスアレイ法によるシ
ングルプレックスでのＥＭＬ４－ＡＬＫ測
定系をマルチプレックス化し、測定系のさら
なる迅速化および簡便化を図り、血清検体で
の測定条件の最適化を行う。血清検体からの
遊離核酸の抽出、ｃＤＮＡ化の方法について
最適化を行った後、臨床検体での測定を実施
する。血清検体での測定結果を組織検体での
測定結果と比較し、一致率、検出成功率につ
いて検討する。 
 
４．研究成果 
肺がんにおいてＡＬＫ阻害剤が著効するＥ
ＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子の非侵襲的検出
法の確立を目的として、血清検体におけるＥ
ＭＬ４－ＡＬＫ検出を検討した。平成２４年
度には、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子は複数
のバリアントが存在することから、マルチプ
レックスによる検出系の検討を行った。また、
血清検体でのＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子
の測定条件の最適化を目指し、ＲＮＡ抽出法、
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉ
ｏｎの手法について測定条件の検討を行っ
た。（図 1） 
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その結果、ＥＭＬ４－ＡＬＫ陽性患者２名の
血清から、ＥＭＬ４－ＡＬＫのバリアント１
およびバリアント３ａの検出に成功した。
（図２Ａ）肺がん細胞株Ｈ３１２２およびＨ
２２２８をコントロールとして用いた。 
 
これらの２検体における検出結果は、ＰＣＲ
産物のサブクローニングを行い、ダイレクト
シークエンスにより融合遺伝子の存在を確
認した。（図２Ｂ） 
 

 
 
一方で、ＥＭＬ４－ＡＬＫ陽性患者の血清か
ら検出可能であったＥＭＬ４－ＡＬＫ融合
遺伝子の検出成功率は、１２例中２例と低い
ものであったことから、平成２５年度には、
血清からのＲＮＡ抽出手法の改善を試みた。
これまでに用いてきた、カラム法によるＲＮ
Ａ抽出法に加えて、磁性ビーズを用いた抽出
およびフェノール・クロロホルムによる抽出
を行い、カラム法との比較を行った。ＲＮＡ
収量はフェノール・クロロホルムによる抽出
法においてもっとも高収量が認められたが、
ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子の検出成功率
に改善は認められなかった。この一因として、
血清中に遊離しているＲＮＡが微量でかつ
不安定であることが考えられ、ＲＮＡよりも
安定なＤＮＡを用いた検討を行った。まず、
ＤＮＡ上でのＡＬＫの融合部位を検討した
結果、ＥＭＬ４遺伝子との融合はＡＬＫのイ
ントロン１９の約２，０００ｂｐの間でラン
ダムに起こっていることが明らかとなった。
約２，０００ｂｐのイントロン１９の領域を
すべて増幅できるプライマーのデザインを
行い、最適化の検討を行うことで、ＤＮＡを
鋳型としたＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子の
検出が可能と考えられる。本研究を通じて、
血清中のＲＮＡを鋳型として、低効率ではあ

るもののＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子の検
出が可能であった。 
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