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研究成果の概要（和文）：A) 肺癌融合遺伝子陽性症例，EGFR, KRAS変異陽性症例にこれらの異常が陰性である症例を
加え，遺伝子発現プロファイルを取得し，ALK陽性例の一部とROS1陽性例の一部で高発現が見られる遺伝子を抽出した
．B) 融合遺伝子同定法として，RNA capture sequenceを活用し、キナーゼ遺伝子と肺癌で頻出する遺伝子変異に焦点
を絞った解析を行った．凍結保存検体のみならず，FFPE検体についても，RNA capture sequenceの実験系・解析系を確
立した．

研究成果の概要（英文）：A) We compared lung tumors harboring fusion genes, EGFR or KRAS mutation, and 
those without the aberrations by global mRNA expression assay. Several highly-expressed genes were 
identified in ALK and ROS1 fusion-positive lung cancers. B) We developed an RNA capture sequencing system 
to detect the fusion genes and SNV/indels frequently observed in lung cancers. The system’s performance 
was excellent on both fresh frozen and formalin-fixed, paraffin-embedded specimens.

研究分野：分子生物学

キーワード： バイオマーカー　融合遺伝子
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１．研究開始当初の背景 
2007年に報告されたEML4-ALKを皮切りに、
さまざまな固形癌において治療標的となる
新規融合遺伝子が次々と報告されている。申
請者らは、ALK のほか、RET、ROS1 といった
受容体型チロシンキナーゼの融合遺伝子を
新規同定するプロジェクトを進めてきた。
ALK 融合遺伝子においては免疫染色法および
FISH 法がすでに汎用されている一方で、RET、
ROS1 融合遺伝子は、免疫染色や FISH 法によ
る診断が困難であり、実用的な診断法の確立
がなされていない。また、免疫染色や FISH
法などの病理組織学的なアプローチにより
スクリーニングされた転座候補症例のうち、
RACE 法 や inverse-RT-PCR 法 と い っ た
conventional な方法では融合遺伝子同定に
至らないケースが多く実在し、｢その症例の
解析をいつ打ち切るか｣の判断が、プロジェ
クトを進行する上でのボトルネックとなっ
ていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、A) 既知の融合遺伝子の実用
的な診断法の開発ないしバイオマーカーの
同定、B) 融合遺伝子探索システムにおける
新規融合遺伝子同定効率の向上を目的とし、
融合遺伝子検出法の最適化を試みる。 
 
３．研究の方法 
A) ALK、ROS1、RET 融合遺伝子陽性である肺
癌症例に、EGFR 変異陽性例、KRAS 変異陽性
例とこれら5種の異常すべてが陰性である症
例を加え、Human Genome U133 Plus 2.0 Array 
を用いて遺伝子発現プロファイルを取得し、
発現解析を行う。 
B) FISH スクリーニングにより同定された転
座陽性候補症例について、キナーゼ遺伝子と
肺癌で頻出する遺伝子変異に焦点を絞り、
RNA capture sequence を行う。 
 
４．研究成果 
A) ALK 陽性例 37 例、ROS1 陽性例 12 例、
RET 陽性例 13 例、EGFR 陽性例 20 例、KRAS 陽
性例 3例、これらの異常がいずれも陰性であ
る肺癌症例 12 例について発現マイクロアレ
イ解析を行った。 

図 1. 主成分分析の結果 

 まず、すべての検体を対象として主成分分
析を行ったところ、肺癌の各ドライバー遺伝
子による集積は認めなかった（図 1）。 
次に、ALK、ROS1、RET 融合遺伝子陽性であ
る検体について、それぞれのキナーゼ遺伝子
の発現を検討した。ALK 融合遺伝子陽性例と
それ以外では、ALK の発現に大きな差があり、
ALKの5’UTR側に特化したプローブの発現量
にて区別が可能であった（図 2）。 

図 2. ALK 遺伝子の発現 
 
ROS1 融合遺伝子陽性例とそれ以外では、ROS1
融合遺伝子陽性例で ROS1 遺伝子の発現が上
昇する傾向はあるが、ALK 融合遺伝子陽性検
体や EGFR 変異陽性検体でも上昇する検体が
あり、区別は困難であった（図 3）。これは、
用いた発現マイクロアレイに 5’UTR に特化
したプローブが設計されていなかったこと
によると考えられた。 
 

図 3. ROS1 遺伝子の発現 
 
RET 融合遺伝子陽性例とそれ以外では、RET
融合遺伝子陽性例でRET遺伝子の発現が上昇
する傾向があるが、ALK 融合遺伝子陽性例 1
例で上昇が認められる検体があった。5’UTR
側に設計されたプローブで最も感度、特異度
よく検出が可能であった（図 4, 5）。 



図 4. RET 遺伝子の発現 
 

図 5. RET 肺癌診断 ROC analysis（AUC = 
0.9222408） 
 
続いて、各肺癌の特徴を抽出するため、各
肺癌とそれ以外の肺癌を比較し、各肺癌に特
徴的な遺伝子の抽出を行った。特に ALK 肺癌
における特徴的な遺伝子プローブを示す（表
1）。 
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5.16 1.55E-34 

208212_s_at ALK 4.83 7.43E-36 

208211_s_at ALK 3.91 1.55E-34 

X_probe X 2.04 0.001 

209396_s_at CHI3L1 2.00 0.03 

Y_probe Y 1.97 0.0003 

表 1. ALK 肺癌に特徴的な遺伝子プローブ 
 
このうち、遺伝子 Xと Yに着目し、それらの
発現の検索を行ったところ、ALK、ROS1 肺が
んの一部で発現上昇が認められることがわ
かった（図 5）。 
 
 
 
 

図 5. 遺伝子 X, Y の発現 
 
現在、同様に各肺癌で抽出された遺伝子を
用いて、診断に結びつく遺伝子プローブを複
数のプローブを用いて抽出するアルゴリズ
ムの検討を行っている。 
 
 B) 融合遺伝子を有する肺癌が多いと推測
される若年性肺癌（50 歳未満）に症例を絞り、
SureSelect RNA Kinome キャプチャライブラ
リを用いて解析を行った。肺腺癌 62 例を解
析し、陽性コントロールとして加えた
EML4-ALK 8 例、EZR-ROS1 3 例、KIF5B-RET 1
例の合計 12 例の融合遺伝子の検出が可能で
あった（図 6）。 

 
図 6. 若年性肺癌のドライバー変異 
 
その他に、ドライバー遺伝子が不明である
若年性肺癌から、4 例の新規融合遺伝子を検
出した。現在、ドライバー遺伝子不明群につ
いて、さらなる検索を進めている。また、こ
のキナーゼ遺伝子に特化した解析系を用い
て、固形癌の FISH 陽性例の検索を行った。
その結果、大腸癌の新規融合遺伝子を検出し
た。（投稿準備中） 
一方で、肺癌で頻出する遺伝子変異に焦点
を絞った RNA capture sequence も行った。
陽性コントロール症例 16 例の肺癌について
シークエンスを行ったところ、ALK、ROS1、
RET、EGFR、KRAS のいずれの変異も検出可能
であった。したがって、この方法は FISH 陽
性例に対する検討に有用であると考えられ
た。そこで、シークエンスの際には 32 万ペ



アリードの確保を最低条件として行い、さら
にシークエンスリードを減らした場合のシ
ミュレーションも行った。シークエンスリー
ドを 16 万ペアリードとした場合、次世代シ
ークエンサーの同じレーンでシークエンス
を行った ROS1 変異が、RET 変異を有する検体
で検出され区別が困難であるという問題が
生じた。このため、解析系にて、同時にかけ
る検体の検体情報を参照する in house ソフ
トウェアを開発し、解析系に組み込み、区別
を可能とした。 
この解析系を用いて、様々な組織型の肺癌
シーケンスを行い、新たな融合遺伝子を検出
している。現在、検出された新規融合遺伝子
について、多検体での検討を行っている。 
また、イルミナ社のパネルを用いて、凍結
検体だけでなく、フォルマリン固定パラフィ
ン包埋検体（FFPE）についてもプレップを行
い、解析を進めている。 
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