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研究成果の概要（和文）： 

炎症性筋線維芽細胞腫における PPFIBP1-ALK、腎癌における TPM3-ALK、 EML4-ALK を新規同定
した。リンパ腫においては、SQSTM1-ALK を新規同定している。また、融合遺伝子の同定法とし
て RACE 法をフォルマリン固定･パラフィン包埋検体用に最適化し、肺癌において KLC1-ALK を同
定した。病理組織学的手法を基盤とした他に類を見ない融合遺伝子探索システムを構築し、肺
癌において ROS1 融合遺伝子 4種、 RET 融合遺伝子 2種を新規同定した。また、IRF4 転座によ
り規定される新規低悪性度 B 細胞性リンパ腫の提唱をおこなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified PPFIBP1-ALK in inflammatory myofibroblastic tumor and TPM3-ALK and EML4-ALK 
in renal cell carcinoma. In lymphoma, we found SQSTM1-ALK. KLC1-ALK was identified from 
a formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue by RACE optimized for FFPE. We 
established a unique system for identification of fusion genes based on histopathological 
methods, and identified 4 ROS1 and 2 RET novel fusion genes. We also proposed a new entity 
of low-grade B-cell lymphoma, which was characterized by IRF4 rearrangement. 
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１．研究開始当初の背景 
 2007 年、自治医科大学の Soda らは、受容
体型 TK である ALK が、代表的な上皮性悪性
腫瘍である肺癌において染色体転座の結果、
強力な融合型癌遺伝子 EML4-ALK となること
を報告した。Soda らの成果を受けて申請者は、
いち早く EML4-ALK 肺癌の診断法の開発に取

りかかり、2ヶ月で RT-PCR 法による効率的検
出法、免疫染色による実用的検出法を世界に
先駆けて確立した。具体的検出法として
RT-PCR, 免疫染色、FISH などが考えられるが、 
EML4-ALK が有する特徴によりいずれの方法
にも困難さが伴っている。まず、EML4-ALK の
融合点は多彩であり、PCR primer の設定に工
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夫が必要である。申請者は理論的にありえる
す べ て の 融 合 パ タ ー ン を 検 出 で き る
multiplex RT-PCR 法を開発し、そのときまで
に判明していた 4種類の融合バリアントのほ
か、新たに 5 種類を同定した。免疫染色法は
臨床現場で汎用される極めて簡便な方法で
あるが、EML4-ALK に対する抗 ALK 免疫染色は
有用でないという報告が他の研究者より出
されていた。申請者は iAEP 法と名づけた簡
便な独自の免疫染色増感法を開発し効率的
な ALK 免疫染色法を確立した。またこの方法
を用いてスクリーニングした症例中に新た
に KIF5B-ALK 融合遺伝子を新規同定した。
FISH 法に関しては EML4、 ALK は遺伝子座が
近く split、 fusion の両アッセイともに判
定が困難である。申請者はプローブの設計を
工夫し検出感度を高める系を開発した。その
他、上記の診断法により同定した症例群を用
いた臨床病理学的検討をおこない、自治医科
大学グループが作成した EML4-ALK トランス
ジェニックマウスの組織学的解析を担当し
病態の解明に寄与した。 

 

２．研究の目的 
本研究の目的は、固形癌において、新しい

チロシンキナーゼ（TK）融合遺伝子を同定す
ることにある。TK 融合遺伝子は多くの場合が
んの第一義的病因であり、多くの阻害剤が存
在または開発中であるので、その発見はがん
の診断および治療の革新的進歩に直結する。
申請者は、新規 TK 融合遺伝子を同定してき
た。また、自ら開発した ALK 融合遺伝子陽性
肺癌の診断法により診断された幾人かの患
者は、新規 ALK 阻害剤の治験に参加した。ALK
肺がん研究会の設立・運営や講演活動を通じ
これらの from bench to bed ともいうべき貴
重な経験を国民の福祉に還元することに努
めている。既に同定、または今後同定されう
る TK 融合遺伝子に関しても同等以上の社会
貢献につなげたい。 

 
３．研究の方法 
計画 以下に述べた方法を、各癌腫、各 TK
に適応していく探索的研究である。 
これまでの癌種とともに、腎癌、大腸癌、膵
癌を加えていく予定である。 
 
方法 
#1. フォルマリン固定パラフィン包埋ブロ
ックより径 1mm大の組織アレイを癌種ごとに
作成する。 
#2. 組織アレイに代表的チロシンキナーゼ
（数十種）に対する split FISH を施行する。 
#3. 2で得られた候補症例に対し、5’-RACE、 
inverse RT-PCR 法により fusion partner を
同定。 
#4. 融合遺伝子の完全長 cDNA を取得し癌化

能の証明をおこなう（focus formation assay、
ヌードマウス造腫瘍 assay、in vitro kinase 
assay、および IL3 依存性 BA/F3 細胞を用い
たサイトカイン非依存性増殖の確認など）。 
#5. 完全長 cDNA を導入したトランスジェニ
ックマウスを作成し、in vivo での造腫瘍能
の確認、キナーゼ阻害剤を用いた治療効果実
験を行う。 
 
４．研究成果 
 ALK 融合遺伝子に関しては、炎症性筋線維芽
細胞腫における PPFIBP1-ALK（論文 13）、腎
癌における TPM3-ALK, EML4-ALK（8）を新規
同定した。リンパ腫においては、SQSTM1-ALK
を新規同定している（12）。また、融合遺伝
子の同定法として RACE 法をフォルマリン固
定･パラフィン包埋検体（FFPE）用に最適化
し、肺癌において KLC1-ALK を同定した（5）。
これは FFPE 検体のみを用いて新規融合遺伝
子を同定した世界初の事例であると思われ
る。臨床現場では、固形癌において摘出され
た検体の凍結保存がルーチンで行われてい
る施設は大学病院など研究を行う少数の施
設のみである。一方、大半の施設では、すべ
てがフォルマリン固定され病理診断に供さ
れる。したがって FFPE 検体は、どこの施設
においても一定期間から半永久的に保管さ
れている。FFPE 検体可能な解析法を開発する
ことは、研究に使用できる検体量を事実上
100 倍以上増加させることに等しく意義深い。 
 病理組織学的手法を基盤とした他に類を
見ない融合遺伝子探索システムを構築し、検
索対象を様々な癌種、キナーゼ分子に展開し
ている。肺癌において ROS1 融合遺伝子 4種、 
RET 融合遺伝子 2 種を新規同定した（6）。こ
のことは各種メディアにより広く国内外に
報道された。 
 また、キナーゼではないが本研究と類似の
手法により IRF4 転座により規定される新規
低悪性度 B細胞性リンパ腫の提唱をおこなっ
た（2）。 
 これらの他、共同研究による成果を多数論
文化した。 
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