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研究成果の概要（和文）： 

 原発性肺癌の原因となる新規の融合遺伝子 EML4-ALK およびその他の遺伝子と

ALK との融合遺伝子の検索および効率的なスクリーニング法の開発を行った。ホル

マリン固定標本でも適用可能な FISH 法を用い、赤色プローブと緑色プローブの配置

を考慮することで、判定の容易な方法を開発した。ALK 変異を有する肺癌は頻度が

低いため（5%以下）、スクリーニングのアルゴリズムを開発、EGFR 遺伝子変異が陰性

で、喫煙歴が少なく、腺房細胞タイプの組織亜型を有する腺癌に限ると、ほぼ見落と

しが無く、かつ測定対象の約 25%に ALK 遺伝子変異を有するグループを同定できる

に至った。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We analyzed fusion gene(s) between ALK gene and EML4 or other 

unknown genes using surgically resected lung cancer specimens. And easy 

and effective screening method for detecting these fusion genes related to 

ALK gene.  

We have established a fluorescent immunohistochemistry (FISH) method 

detecting ALK fusion genes easily to place a red probe in the head of ALK 

gene and a green probe in the exon 20 of ALK gene, which become 

luminescent apart each other when the ALK fusion gene exists.  

 Because of low incidence of ALK fusion gene in lung cancer population 
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(under 5% of resected cases), we have established an algorithm for ALK 

fusion gene detection. In the algorithm, tumors those are acinar 

predominant adenocarcinoma, without epidermal growth factor receptor 

gene mutations, and of patients who are never or light smokers (20 

pack-year or lower) are selected for candidates of ALK fusion gene detection. 

To apply the algorithm, pretest probability of positive ALK fusion genes 

increases up to approximately 25%.  
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１．研究開始当初の背景 

 原発性肺癌の新たな原因遺伝子変

異の 1 つとして、EML4-ALK 融合遺

伝子が報告されている．この種の原発

性肺癌に対しては、ALK チロシンキ

ナーゼ阻害薬が EML4-ALK 陽性肺

癌に対する有用な治療選択肢となる

可能性が示唆されている．他がん腫で

は ALK 融合遺伝子や点突然変異によ

る ALK チロシンキナーゼ活性亢進が、

がん化に関連していることが知られ

ている．原発性肺癌でも同様に EML4

以外の別の遺伝子と ALK との融合遺

伝子、あるいは ALK 活性亢進症例の

存在が期待される．これらは ALK 阻

害薬による治療の対象となりうるの

で、そのような肺癌の検出と詳細な解

析が望まれる． 

 

２．研究の目的 

 非小細胞肺癌で新規の ALK 融合遺

伝子や ALK キナーゼ活性亢進症例の



検出及び解析を行うことで、難治性の

非小細胞肺癌に対する新たな治療の

可能性を見出すことが目的である． 

１）原発性肺癌切除標本を用いて，こ

れまでに報告された EML4 や KIF5B

以外の融合遺伝子の検索とその臨床

病理学的背景の解析する． 

２）原発性肺癌切除標本で、融合遺伝

子を有する症例以外の ALK キナーゼ

活性が亢進している症例の解析． 

３）臨床に応用可能な ALK 融合・変

異遺伝子陽性症例の簡便なスクリー

ニング法を確立する． 

 

３．研究の方法 

【対象】京都大学病院呼吸器外科で切

除手術を行った原発性肺癌症例のう

ち、解析可能な腫瘍サンプルがあり、

2年以上の臨床経過が明らかになって

いる症例約 500 例． 

【方法】 

１）ALK キナーゼドメイン活性亢進症

例の検索 

 原発性肺癌切除例の新規サンプル

において、引き続き、腫瘍組織から

total RNA を抽出し、cDNA を作製、ALK

キナーゼドメインを構成する exon 20

部位の定量的 RT-PCR を行い、過剰発

現群を検出した． 

２）ALK kinase 活性亢進症例の遺伝

子変異の検索 

ALK kinase 過剰発現が確認された

検体の exon20 内の遺伝子変異の解析

を、直接シークエンス法にて塩基配列

解析を行なった。 

 遺伝子変異が確認出来なかった検

体、あるいは新規融合遺伝子と思われ

る変異を有する検体が検出された場

合、RACE 法を用いて既知配列の塩基

配列部位より、上流もしくは下流に向

かい標的となる mRNA から未知領域の

塩基配列を逆転写、増幅させることで、

その全長の塩基配列を作成、得られた

全長の塩基配列を決定し、融合の相手

となる遺伝子の同定を行った． 

３）スクリーニング法の開発 

 新たに考案したプローブを使用し

た FISH 法の有効性、および至適スク

リーニング法を、当科で独自に調査し

た臨床データを基とし，他の遺伝子変

異（EGFR、HER2、K-ras など)との関

係や病理学的因子、患者背景について

解析し、アルゴリズムを作成した． 

 

４．研究成果 

１）２）ALK キナーゼドメイン活性化

例は当科切除例では全例 EML4-ALK 融

合遺伝子であった。 

３）スクリーニング方法については、

腺癌、EGFR 遺伝子変異陰性、低喫煙

者、病理学的に腺房細胞タイプの腺癌

に ALK 融合遺伝子がほぼ限定して観

察された。スクリーニング検査の検査

前確率は 25%まで高めることができ、

これらのみに ALK 融合遺伝子の検索

スクリーニングを行うと全例をもれ



なくピックアップできることが判明

した。 
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