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研究成果の概要（和文）：肺腺癌におけるEML4ーALK転座は、恒常的な発現のあるEML4のプロモーターによって転座し
たALKキナーゼが発現する。このためALK転座があれば5'末と3'末の転写物の間に乖離が生じ、この差を定量RT-PCRで検
出することですクリーニンが可能となる。臨床検体で解析した結果、明瞭に区別することができた。他の転座型変異で
あるROS1、RETについては正常組織での発現が観察されたが、うまくcut-off値を設けることによって検出することがで
きた。更にこれらの結果を免疫染色も応用しようとし、ROS1の免疫染色によるスクリーニング法確立し、報告した。

研究成果の概要（英文）：EML4 is transcriptionally active, but not ALK in the normal lung, and EML4-ALK 
translocation in lung cancer leads to activate the transcription of ALK kinase by the EML4 promoter. 
Therefore, ALK transcription has different patterns between 5’ and 3’ ends when the tumor has the 
translocation, and the difference can be utilized for a screening tool for the translocation. We examined 
15 and 40 of ALK rearranged and wild type tumors, respectively, and found this method could work well 
with quantitative RT-PCR. Similarly, we applied this method to ROS and RET translocations, but the gene 
was expressed in the normal lung tissues. So, we defined the appropriate cut-off values, and also found 
the method could be used as a screening. Furthermore, we established immunohistochemistry to detect 
ROS1-rearranged tumors, and reported the results (Clin Lung Cancer 2015).
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１．研究開始当初の背景 

現在の肺癌治療において、分⼦標的薬は著明
な成果を上げている。これまでの殺細胞性抗癌
剤の奏効率が 20−30%に対して、EGFR を標
的 とし た EGFR チ ロシ ン キ ナ ーゼ 阻 害 剤
（EGFR-TKIs）は奏効率 70%近くを示し、多
くの肺癌患者に福⾳をもたらした。近年⾒出され
たALK融合遺伝子に対するALK阻害剤も同様
の効果を示すことから、第 III 相試験を待たずし
て認可に⾄っている。このため、進⾏肺癌の治療
には、これら効果が期待できる治療を選択するた
めこれら遺伝子変化の検討が必須となっている。
一方で、肺癌患者の2/3 は進⾏期として発症し、
小さな生検組織もしくは細胞診で診断されている
現状がある。そのため、EGFR遺伝⼦変異、ALK
融合遺伝子の検出にはこれら検査が小生検組

PCR
法、FISH 法がそれぞれ用いられている。 

 2012 年には肺癌で ROS1、RET の遺伝子
変異が⾒出されたが、いずれも転座型遺伝⼦変
化であった。また、2014 年には浸潤性粘液癌に
特異に⽣じる NRG1 再構成を⾒出した。これら
転座に対しては、すでに治験中の分子標的薬が
存在し、症例報告レベルであるが著明な治療効
果を示すことが報告されている。これら転座に対
する分⼦標的治療を⾏うためにはこれら遺伝⼦
変化を検出する必要があるが、2 つのハードルが
ある。1 つ目は、EGFR、ALK 変異検出と同様に、
⼩さな⽣検組織もしくは細胞診検体で⾏う必要
が有る。2つ⽬は、これら変異は肺癌のおよそ1%
以下の⾮常にまれな頻度であり、簡便で迅速な
スクリーニングが要求される。このため、PCR 法を
用いた方法が適しているが、転座パートナー遺伝
子が複数ある上に転座パターンも数多く存在する
ため、キメラ型転写物を検出する方法には限界
がある。 

 われわれはこれまで、変異特異的 DNA-RNA
ハイブリットプローブを用いたEGFR遺伝⼦変異の
検出⽅法を確⽴した。この検出⽅法は、微量の
ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE) 標本で

ントロールとして変異を検出する点で、FFPE 標
本に適した方法と言える。このため、この方法は
⼤⼿検査会社を通じて広く実臨床に⽣かされて
いる。これらの経験を生かしつつ、この研究では、
生検FFPE標本もしくはセルブロック標本を用いて、
簡便で迅速な遺伝⼦転座の検出系を確⽴する
ことを目的とした。 

 
２．研究の目的 

転座型遺伝子変化の多くは、その由来細胞で転
写が促進されている遺伝子とがん遺伝子が転座
する。すなわち転写が促進されている遺伝子のプ
ロモーター下にがん遺伝子が位置するようになるた
め、がん遺伝子の転写も促進され、それが腫瘍
増殖に寄与すると考えられる。例えば、肺では
EML4 転写物は通常レベルに検出されるが、
ALK 遺伝⼦変異はほとんど検出されない。しかし
ながら、EML4-ALK 転座によって、EML4 の N
末蛋白とALKのC 末キナーゼドメインとが転座を
起こし、キメラ蛋白が生成される。その蛋白は
EML4 のBASIC ドメインを使って恒常的にダイマ
ーを形成し、ALKのキナーゼドメインを活性化させ
ると考えられている。このため、ALKの5’末と3’末
の転写物について定量的 RT−PCR を⾏うと、転
座があれば両者の発現量に乖離が⽣じるはずで
ある。また、現在はペプチドによる抗体作成が容
易になったため、N 末と C 末のそれぞれに抗体を
作成し、その両者の発現量の差を⾒ることで転
座を推測することができることになる(図 1)。この
原理を利⽤し、われわれは、対象となるがん遺伝
子の3’末、5’末、もしくは C 末、N末の発現の差
で転座型遺伝⼦変化を簡便に検出するアッセイ
系を樹⽴する。この差分検出法はあらゆる転座
型遺伝子変化にも応用可能であるとともに、既
存の定量 PCR もしくは免疫染⾊法で⾏うため、
多くの施設で施⾏可能である。 

図 1. Terminal differential quantitation RT-PCR 法の原
理。 



 

これまでのそれぞれの⽅法における利点と⽋点お
よび本研究で樹⽴を⽬指す差分検出法との⽐
較を表 1 にまとめた。普遍性、診断への応用など
を目的として本研究を遂⾏した。 

 

３．研究の方法 
転写物を用いたアッセイ法について 
転写物の抽出には Qiagen RNaeasy キットを用
い、定量には、ABI StepOne Plus real time 
PCR system にて計測した。 
アッセイ系の確⽴には細胞株として、ALK 転座を有
する細胞株 H2228（肺癌）、AMS3（リンパ
腫）および野生型細胞株を用い、転座点をまたぐ
3ʼ末、5ʼ末の転写物の発現を定量し、カットオフ値
を設定した。 
 
免疫染色法 
ROS1 免疫染色では、一時抗体 clone D4D6, 
(Cell Signaling Technology, Inc, Danvers, 
MA)を用い、 Benchmark XT® automated 
stainer (Ventana Medical Systems, Inc, 
Tucson, AZ)で染⾊を⾏った。 
 

４．研究成果 

A. 転写物を⽤いたアッセイ法の確⽴ 
まず、ALK転座を有する細胞株 H2228（肺癌）、
AMS3（リンパ腫）および野生型細胞株を用い、
転座点をまたぐ 3ʼ末、5ʼ末の転写物の発現を定量
し、カットオフ値を設定した。次に転座の有無がわか
っている臨床検体 23 例を用い、このカットオフ値で
ALK転座が検出できるかを検討した。図2に示すご
とく、転写物の差で ALK 転座を検出することができ
た。この結果をもとに、ROS1、RET についても転写
物での検出を試み、それぞれのカットオフ値により検
出可能であることが明らかとなった（表 2、3）。 
 
 

 
 

表 1. 従来法と新規法の比較 

図 2．すでに転座の有無がわかっている 23 症例での発現定量
⽐の検定を⾏った。2 つの間には明瞭な差が観察され、転座が
検出可能であることを示している。 

表３. EUS_FNA 検体における 5’-, 3’-発現量の違いからのRET
転座の検出 

表２. 5’-, 3’-発現量の違いからのROS1 転座の検出 



A. 微小検体を用いた検討 
小生検組織もしくは細胞診サンプルであることから、
生検組織やセルブロックのFFPE検体、細胞診サ
ンプルについてこれらのアッセイで検出可能かどうか
試みた。これまでFFPE検体でのRNA抽出は比
較的困難とされてきた。その原因については諸説
あるが、少なくとも適切に固定を⾏った標本では
⼀定量の RNA が保たれることがわかった（図
3）。そこで、固定条件を統一した FFPE 検体を
作成し、上記で検討したアッセイ系を用いて検討
を⾏った。ALK 陽性 6 例、陰性 2 例の
EBUS-FNA 検体のセルブロック標本で検討を⾏
った結果、表４のごとく明瞭に転座を検出するこ
とができた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
さらにこの方法を応用し、ROS1、RET についても
検討を⾏い、同様に 
 
B. 免疫染色法による転座遺伝子の検出法 

ALK 転座に対する免疫染色にすでに確⽴され、
数々の報告があることから、ROS1 についての免
疫染⾊法を確⽴することとした。ROS1 特異的
抗体を⽤いて、すでに遺伝⼦変異がわかっている
7つのgenotypesについて、ROS1免疫染色を

施⾏した。陽性所⾒については種々の評価方法
が存在するが、H-score 法を用いたところ、図 4
に示すように、6 例の ROS1 再構成肺癌を分別
よく検出することができた。 

 

図 4.ROS1 免疫染色結果 
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