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研究要旨 
平成25年度は、MassARRAYを用いたLungFusionのIVD化を目指し、開発企業であるシー
ケノム社と近畿大学との間で共同研究契約を締結し、基本デザインの確定、ならびに
PMDAとの薬事戦略相談事前面談を実施し、申請に向けての助言を受けた。平成27年度
の申請を目指し、基本性能試験を進めている。 
 
 

 
 
Ａ．研究目的 
MassARRAYを用いたマルチプレックスコンパニオン診
断薬として、LungFusion /LungCartaによる複数の遺
伝子異常を同時に測定可能な診断薬の開発を目的とす
る。研究を通じて、feasibility試験、基本性能試験、
GMP製造、SOP整備、臨床性能試験を行い、最終年度で
の承認申請を目標としている。平成25年度には、キッ
トデザインの確定と基本性能試験の実施を行う。 
 
Ｂ．研究方法 
(1) LungFusionキットのfeasibility試験 
シーケノム社と共同で、既承認および臨床開発が進行
中の肺腺癌分子標的薬の効果予測に有用と考えられて
いるALK, RET, ROS1融合遺伝子をMassARRAYにより検
出するキットデザインを行った。本キットは、各融合
遺伝子の融合ポイントを含む特定領域をPCRによって
増幅した後、融合ポイントを挟む領域に伸長用プライ
マーをハイブリダイズ、一塩基伸長反応を行い、生成
されたDNA断片をマトリクスチップに塗布し、MALDI-T
OF質量分析計によってDNA断片の質量数から一塩基伸
長反応により生成された遺伝子の型を決定することに
より、融合遺伝子、遺伝子変異の有無を同定するもの
である。PCR反応における増幅領域の塩基長は120 bp
以下のため、ホルマリン固定パラフィン包埋切片から
抽出された断片化核酸においても測定が可能である。
本年度は、シーケノム社ならびに近畿大学において、
融合遺伝子陽性の肺がん細胞株（H3122, H2228, HCC7
8）およびホルマリン固定パラフィン包埋切片から抽
出したRNAを鋳型としてfeasibility試験を実施した。 
(2) 共同研究契約の締結 
LungFusionキットの開発に当たり、開発企業であるシ
ーケノム社と近畿大学の間で共同研究契約を締結した。 

 
(3) PMDAの薬事戦略相談事前面談 
LungFusionキットの開発に向けて、シーケノム社と共
同でPMDAの薬事戦略相談事前面談を受けた。 
（倫理面への配慮） 
臨床検体を用いた体細胞変異解析は、「疫学研究に関
する倫理指針」（平成14年6月制定、平成25年4月1日
一部改正）を遵守して実施した。同研究は、近畿大学
医学部遺伝子倫理委員会において承認された研究計画
書（受付番号24-071、24-075）に則り実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
(1) LungFusionキットのfeasibility試験 
LungFusionキットでは、ALK融合遺伝子（EML4-ALK, K
IF5B-ALK）、RET融合遺伝子（KIF5B-RET, CCDC6-RE
T）、ROS1融合遺伝子（EZR-ROS1, SDC4-ROS1, SLC34A
2-ROS1, TPM3-ROS1, CD74-ROS1, LRIG3-ROS1）、ALK
遺伝子変異（ALK_pL1196M, ALK_pC1156Y, ALK_pL1196
M）を検出する構成としている。このLungFusionキッ
トを用いて、融合遺伝子陽性の肺がん細胞株（H3122,
 H2228, HCC78)を用いて、ALKならびにROS1融合遺伝
子の検出を確認した。また、FISH (蛍光 in situ ハ
イブリダイゼーション)法によりALK融合遺伝子陽性で
あったホルマリン固定パラフィン包埋検体からも、AL
K融合遺伝子が検出されることを確認した。シーケノ
ム社ならびに近畿大学において、50例のホルマリン固
定パラフィン包埋検体を用いたfeasibility試験を実
施し、良好なアッセイクオリティが認められた。RNA
抽出後から解析結果の取得まで要する時間は約2日で
あった。 
(2) 共同研究契約の締結 
開発企業であるシーケノム社と近畿大学の間で、2013
年12月12日付で共同研究契約を締結した。 



 

 

(3) PMDAの薬事戦略相談事前面談 
LungFusionキットの開発に向けて、2014年3月17日に
医薬品医療機器総合機構にて薬事戦略相談事前面談を
受けた。同面談において、LungFusionキットの全体構
成を示したうえで、再度事前面談により性能試験等の
助言を得るとよいとの指摘を受けた。この助言に従い、
シーケノム社と共にキットの全体構成、仕様書の作成
に着手した。 
 
Ｄ．考察 
MassARRAYを用いたALK, RET, ROS1融合遺伝子の検出
が可能なLungFusionキットの開発に向けて、feasibil
ityが確認された。LungFusionキットは、RNAを鋳型と
して合成されたcDNA (complementary DNA)を用いて測
定するため、融合遺伝子の検出に際してはDNAを用い
た測定に比べて融合部位が限定され、安価に測定でき
る利点を有する反面、核酸の品質についての注意が必
要である。PMDAの事前面談では、RNA抽出とcDNA化の
工程については、現在のLungFusionキットの工程に含
まれないため、試料の質のマネージメントなどのキッ
ト外の管理項目についての検討が不足していることが
指摘された。開発企業であるシーケノム社とは、すで
に共同研究契約を締結し、次年度以降のGMP製造、SOP
整備、最終年度の計画している臨床性能試験の実施に
向けて協力して各項目を進めている。 
 
Ｅ．結論 
MassARRAYを用いたALK, RET, ROS1融合遺伝子の検出
が可能なLungFusionキットの開発に向けて、Feasibil
ity試験を実施し、有用性を確認した。また、シーケ
ノム社との共同研究契約の締結ならびにLungFusionキ
ット開発に関するPMDAの薬事戦略相談事前面談を受け、
次年度以降に必要となる実施項目について再確認した。
平成25年度における計画はほぼ達成したと考えられる。 
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