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ORIGINAL ARTICLE

自施設で施行した肺癌ALK検査（IHCと FISH）の院外検査との比較検討
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ABSTRACT ━━ Objective. In the treatment of advanced ALK-positive lung cancer, it is important to establish a
robust system for ALK testing that is both accurate and rapid. In this study, we compared the duration of exami-
nation and rate of concordance between an in-house and outsourced ALK test. Methods. We performed in-house
ALK tests of 43 specimens (including samples for immunohistochemistry (IHC) and fluorescene in situ hybridiza-
tion (FISH)) on which outsourced ALK tests had been conducted between May 2012 and May 2013 and compared
the results of the two tests. The EnVision FLEX＋method and iAEP method were used for outsourced and in-
house IHC, respectively. In cases in which IHC was determined to be positive, FISH was conducted using the split
assay method at each institution. Results. The specimens under investigation included 20 operative specimens, 20
biopsy specimens and three cytological examination specimens. The average duration of examination was 6.2 and
12.3 days for the outsourced IHC and FISH analyses and 3.0 and 8.0 days for the in-house IHC and FISH analyses,
respectively. Among the cases in which both outsourced and in-house IHC was performed, the positive and nega-
tive conformity rates for the in-house IHC versus the outsourced IHC were 100％ and 86.5％, respectively. The re-
sults of IHC were discordant in five cases, all of which included operative specimens that were negative on out-
sourced IHC and positive on in-house IHC. One of these five cases was also positive on FISH. The findings of the
in-house and outsourced FISH analyses were concordant in all cases. Conclusions. The in-house ALK test was as-
sociated with a shortened duration of examination compared with that observed for the outsourced ALK test,
with a high rate of conformity between the two assays. However, there were several discordant cases on IHC due
to differences in the detection reagents used at each institution. In addition, an iScore value of 1 or higher was
classified as ALK-positive on the in-house IHC assay, and the technicians may have reviewed different regions in
the same operative specimen.
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要旨━━目的．進行ALK肺癌治療には正確かつ迅速
なALK検査体制を要する．院内ALK検査導入に際し外
部検査受託機関（院外）と院内のALK検査精度と判定期
間を比較検討した．方法．2012�5～2013�5 に院外ALK

検査（IHC・FISH）を施行した 43 例に対し院内ALK
検査を行った．院外 IHCは EnVision FLEX＋法，院内
IHCは iAEP法を用い，陽性例に各施設でFISH（split
assay 法）を行った．結果．手術検体は 20 例，結果判定
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期間は院外 IHC�FISH 6.2�12.3 日，院内 IHC�FISH 3.0�
8.0 日．院外・院内 IHCの陽性�陰性一致率は 100�
86.5％，IHC不一致例（5例）は全て手術検体で院外陰性・
院内陽性，うち 1例は FISH陽性であった．一方FISH
は全例一致した．結論．院内ALK検査は判定期間を短
縮した．院内・院外の検査一致率は高いが，IHC不一致

を認めた．理由としては施設間で使用する検出試薬が違
うこと，院内では iScore 1 以上を陽性と判定したこと，
施設間で同一手術標本の判定部位が異なる可能性などが
考えられた．
索引用語━━肺癌，ALK，FISH，IHC，iAEP法

目 的

EML4-ALK融合遺伝子陽性肺癌は，2007 年に Soda
らにより初めて同定された．1 EML4-ALK融合遺伝子は
非小細胞肺癌の 2～6％に認められ，1,2 ALK蛋白のチロ
シンキナーゼドメインの持続的な発現を引き起こし，腫
瘍増殖に関与している．3 Crizotinib は ALKチロシンキ
ナーゼを阻害する薬剤であり，ALK肺癌に対して用いら
れている．4,5 進行 ALK肺癌に対する一次治療において
crizotinib と化学療法（pemetrexed およびプラチナ製
剤）を比較した第 III 相試験（PROFILE 1014）では，cri-
zotinib 群が progression-free survival（PFS）10.9 ヶ月，
overall response rate（ORR）74％，化学療法群が PFS 7.0
ヶ月（ハザード比 0.454，p＜0.0001），ORR 45％（p＜
0.0001）であり，crizotinib は ALK肺癌に対し高い治療効
果があることが示された．また PROFILE 1007 では，プ
ラチナ製剤を含む治療歴がある症例を対象として，2次
治療で crizotinib と標準化学療法との比較が行われた．6

その結果 crizotinib 群の PFSは 7.7 ヶ月で，化学療法群
の 3.0 ヶ月よりも有意に PFSを延長した（ハザード比
0.49，p＜0.001）．
ALK肺癌へのALK阻害剤の投与機会を逸しないた

めには正確かつ迅速な診断を要する．Crizotinib は fluo-
rescence in situ hybridization（FISH）により同定された
進行ALK陽性非小細胞肺癌に対し，United States Food
and Drug Administration（FDA）で承認されている．7 現
在のALK肺癌の診断アルゴリズムは，immunohisto-
chemistry（IHC）陽性例に対しFISHを行うのが標準で
ある．1

当院ではALK検査（IHCおよび FISH）を外部検査受
託機関（院外）で行ってきた．しかしALK検査を院外で
行うよりも自施設で行った方が検査結果までの期間が短
縮される利点があると考え，IHCを神奈川県立がんセン
ター病理診断科で，またFISHを神奈川県立がんセン
ター検査科で施行し，ALK検査体制を立ち上げた．今回
自施設でALK検査を導入するにあたり，院内・院外の
IHC，FISHの検査判定期間およびその検査精度について
比較・検討を行った．

方 法

2012 年 5 月～2013 年 5 月の期間に提出された EGFR

遺伝子変異が陰性である原発性肺癌の手術検体・生検検
体・細胞診検体のうち，院外でALK検査（IHCおよび
FISH）が施行された 43 例を対象とした．自施設で再度
ALK検査を施行し，院外ALK検査との一致率を算出し
た．
院内・院外 IHCではともに 4 μmの formalin fixed

paraffin embedded（FFPE）組織切片を用い，一次抗体
として 5A4 モノクローナル抗体を用いた．院内 IHCで
は intercalated antibody-enhanced polymer（iAEP）法
（Nichirei Biosciences Inc., Tokyo，Japan）を，院外 IHC
では EnVision FLEX＋法（Dako Denmark A�S，Den-
mark）を用いて IHCを施行した．評価法は院内 IHCで
は iScore を用いて 4段階（0＝陽性腫瘍細胞なし，1＝
50％≧陽性腫瘍細胞率＞0％，2＝80％≧陽性腫瘍細胞
率＞50％，3＝陽性腫瘍細胞率＞80％）で評価し，8,9

iScore 1 以上をALK陽性と判定した．院外 IHCでは陽
性腫瘍細胞率＝0％か，または陽性腫瘍細胞率＞0％かの
2段階評価で行い，後者をALK陽性と判定した．
院内および院外のいずれにおいても，IHC陽性例に対

し 4 μmの FFPE組織切片を用いて，split assay 法によ
る FISH（Vysis LSI ALK（2p23）Dual Color，Break Apart
Rearrangement Probe；Abbott Molecular Inc. , Chi-
cago，IL，USA）を行った．3’側（赤色）と 5’側（緑色）
がシグナル 2個分以上離解した場合を“split signal あり”
と判定した．FISH陽性率（％）は 20 個の腫瘍細胞中に
占める split signal を有する腫瘍細胞または単一の赤色
signal を有する腫瘍細胞の割合を示し，陽性率 15％以上
をALK陽性と判定した．
ALK結果の判定期間とは，院外では検査依頼日から検

査結果が当院に届くまでの期間とした．一方院内では
ALK検査依頼日から病理診断科で IHCの結果報告が可
能となった日，もしくはFISHの結果が神奈川県立がん
センター検査科より病理診断科に届くまでの期間とし
た．
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Figure　1.　Breakdown of the patients who underwent in-house and outsourced ALK tests.

＊

＊

Table　1.　Patient Characteristics Among the 
Cases in Which ALK Tests Were Performed

N＝43

Median age (years) 65 (38-82)
Male (%) 26 (60.5)
Histopathological diagnosis
Adenocarcinoma 37
LCNEC 1
Pleomorphic carcinoma 1
SCLC 1
NSCLC 3

Samples under examination
Operative specimen 20
Biopsy specimen 20
Cytology specimen 3

LCNEC, large-cell neuroendocrine carcinoma; 
SCLC, small-cell lung carcinoma; NSCLC, non-
small cell lung carcinoma.

結 果

Table 1 に ALK検査を行った 43 例の患者背景を示し
た．検体材料は手術検体 20 例，生検検体 20 例，細胞診
検体 3例であった．年齢中央値は 65（38～82）歳で男性
は 26 例（60.5％），腺癌は 37 例（86.0％）であった．院外
IHCの結果判定期間は平均 6.2（4～12）日，IHCと FISH
の合計判定期間は平均 12.3（9～16）日であった．院内 IHC
の結果判定期間は平均 3.0（1～8）日，IHCと FISHの合
計判定期間は約 8.0 日であった．
ALK検査を施行した 43 例の内訳をFigure 1 に記し

た．院内・院外 IHCともに陽性であった 6例に対し，院

内・院外FISHを施行した．院内 IHC陽性，院外 IHC
陰性であった 5例中，検体が十分量なかった 1例を除い
た 4例に対して院内FISHを施行した．
Table 2 には院内・院外 IHCを施行した 43 例の結果

を示した．院外 IHC陽性 6例は全て院内 IHC陽性で
あった（陽性一致率 100％）．また院外 IHC陰性 37 例中
32 例は院内 IHCが陰性であった（陰性一致率 86.5％）．
不一致は 5例（11.6％）認め，全例院外 IHC陰性，院内
IHC陽性であり，いずれも手術検体であった．
Table 3 には院内 IHC陽性であった 11 例中，検体が微

量のためFISHが施行できなかった 1例を除いた 10 例
の iScore，FISHの結果，および院外 IHCの結果を示し
た．iScore 3，2，1 であった症例はそれぞれ 4例，3例，
3例認め，そのうちFISH陽性は 4例（100％），2例
（66.7％），1例（33.3％），院外 IHC陽性は 4例（100％），
2例（66.7％），0例（0％）であった．
Table 4 には 5例の不一致例（院外 IHC陰性，院内 IHC

陽性）の iScore および院内FISHの結果を示した．不一
致例はいずれも iScore は 1 点または 2点であったが，5
例中 1例（Case 4）において院内FISHが陽性であった．
本症例（Case 4）の IHCおよび FISHの結果をFigure
2 に示した．IHCでは iScore 1 であったため陽性と判定
し，FISHでは split signal を全体の 17％（赤丸部）認め
たためFISH陽性と判定した．
Table 5 では IHC陽性例に対し院内・院外FISHを

行った 6例の結果を示した．院内・院外FISHはいずれ
も陽性で全て一致した（陽性一致率 100％）．

結 論

自施設でALK検査を施行することで院外よりも結果
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Table　2.　Results of the In-house and Outsourced IHC As-
says

In-house IHC
positive

In-house IHC
negative Total

Outsourcing IHC
positive 6＊ 0  6

Outsourcing IHC
negative 5† 32＊ 37

Total 11 32 43
＊Among the 43 cases in which both outsourced and in-house 

IHC was conducted, the positive and negative conformity rates 
for in-house IHC versus outsourced IHC were 100% (6/6) and 
86.5% (32/37), respectively, with five cases in which the results 
of IHC were discordant.
†All five cases of discordant results included operative speci-

mens.
IHC, immunohistochemistry.

Table　3.　Results of the In-house FISH Analyses for Each 
iScore Among the In-house IHC-positive Cases

iScore of in-house 
IHC positive cases N (total 10)

In-house
FISH positive
cases (%)

Outsourcing
IHC positive
cases (%)

iScore 1 3 1 (33.3) 0 (0)

iScore 2 3 2 (66.7) 2 (66.7)

iScore 3 4 4 (100) 4 (100)

IHC, immunohistochemistry; FISH, fluorescence in situ hy-
bridization.

Table　4.　iScore and FISH Results in the Five Cases with Discordant In-house and 
Outsourced IHC Findings

Case Specimen Outsourcing 
IHC

In-house IHC In-house FISH

(＋/－) iScore (＋/－) Positive rate (%)

1 operative (－) (＋) 1 could not evaluate＊

2 operative (－) (＋) 1 (－)  8

3 operative (－) (＋) 2 (－)  6

4† operative (－) (＋) 1 (＋) 17

5 operative (－) (＋) 1 (－)  6
＊FISH was not conducted in Case 1 due to the small sample.
†All five cases of discordant findings included operative specimens that were negative 

on outsourced IHC and positive on in-house IHC, with one cases (Case 4) that was positive 
on in-house FISH.
IHC, immunohistochemistry; FISH, fluorescence in situ hybridization.

判定期間を短縮することができた．その理由の 1つとし
て，院内検査は検査開始日の設定がないことが挙げられ
る．すなわち院内検査では被検体が病理部または検査科
に到着した日より検査が直ちに開始できる体制ができて
いる．一方院外検査では被検体の到着日より検査が開始
されるわけではないため，その分結果判定期間の遅延が
生じると考えられた．また院外へ被検体を搬送するのに
要する時間も，結果判定の遅延の原因と考えられた．
本検討より院内 IHCと院外 IHCとの陽性一致率，陰

性一致率は高く，院内 IHCをALK肺癌検出のスクリー
ニング法として用いることは妥当と考えられた．しかし
一方で院外 IHC陰性，院内 IHC陽性となる不一致例が 5

例（11.6％）生じた．この 5例は全て手術検体であり，う
ち 1例は院内FISHが陽性であった（Table 4，Figure 2）．
院内・院外ALK-IHC 判定の不一致が生じる理由として
は以下の 3つが考えられた．① IHCに用いるALK検出
試薬（iAEP法と EnVision FLEX＋法）が施設間で違うこ
と，②院内 IHCでは iScore 1 以上をALK陽性と判定し
ていること，③施設間で同一手術標本の判定部位が異な
る可能性．
IHCで用いられる iAEP法と EnVision FLEX＋法は

いずれも免疫組織化学酵素抗体法を基礎とした手法であ
る．iAEP法は抗ALK（clone：5A4）マウス・モノクロー
ナル抗体を反応させ，ブリッジ試薬である intercalating
reagent を一次抗体とジアミノベンジジン（DAB）ポリ
マー試薬との間に介在させることによりALK融合蛋白
の染色感度および検出感度を上げる方法である．8 一方
EnVision FLEX＋法では iAEP法と同様に一次抗体とし
て抗ALK（clone：5A4）マウス・モノクローナル抗体を
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Figure　2.　Among the five cases with discordant IHC findings (all of which were negative on out-
sourced IHC and positive on in-house IHC), one case (Case 4) was found to be FISH-positive. The 
sample was considered to be IHC-positive (iScore 1＋) because 37% of the tumor cells exhibited a 
cytoplasmic reaction (left) and FISH-positive because 17% of the tumor cells demonstrated splitting 
of red and green signals (red circle) (right).

Table　5.　Results of the In-house and Outsourced FISH 
Assays

In-house FISH
positive

In-house FISH
negative Total

Outsourcing FISH 
positive 6＊ 0 6

Outsourcing FISH 
negative 0 0 0

Total 6 0 6
＊The results of the in-house and outsourced FISH analyses 
were concordant in all six cases.
FISH, fluorescence in situ hybridization.

反応させる．そして一次抗体と西洋ワサビペルオキシ
ダーゼを多数標識した標識ポリマーにマウスリンカー試
薬を反応させ，ペルオキシダーゼの酸化作用でDABを
発色させてALK蛋白を検出する．一般的に肺癌のALK
発現は，ALK再編成を有する anaplastic lymphoma と比
較して低いため，10 iAEP 法，EnVision FLEX＋法を用い
た増感法を要する．両者の原理は類似しているが，各手
法の一次抗体と高分子ポリマーとを介在させる試薬およ
びキット内の各試薬の濃度などが異なる．
IHCで用いられる一次抗体には，ALK1，5A4，D5F3，

SP8 などがあり，そのうちALK1 と 5A4 抗体と reverse
transcription-polymerase chain reaction（RT-PCR）およ

びFISHとの間には良好な相関関係が示されている．11-18

しかしこれらの一次抗体間でその相関性の違いを比較検
討した報告は少ない．8,15 過去の報告によるとD5F3 抗
体とALK1 抗体とを比較し，前者がよりRT-PCRや
FISHの結果との相関性が高かった．15 また Takeuchi
らは 5A4 のマウス・モノクローナル抗体を用いて iAEP
法を行うことで，他の一次抗体と比較してRT-PCRの結
果と相関性が高かったと報告している．8 5A4 抗体と
FISHとの相関性については，Paik らは 5A4 抗体による
IHCの感度は 100％，特異度は 95.8％と報告し，16 また
Paik らは別の報告において感度は 100％，特異度は
96.2％と報告している．19 iAEP 法と EnVision FLEX＋
法はいずれもFISHと相関性が高く，ALK蛋白の検出感
度が高いとされているが，両者を直接比較検討した論文
は，我々が知る限りはない．現在FISHと IHCとの不一
致例がALK阻害剤による肺癌治療で問題になっている
が，増感法の差が不一致を生じさせている可能性もある
ため，両検査法でのFISHの相関性を，同一症例群を用い
て検討すべきと考えられた．
IHC不一致の 2つ目の理由は，院内 IHCでは iScore

1 以上をALK陽性と判定していることである．現時点で
は複数の IHCの評価法および判定基準が存在し，1,7,9,17,18

定まった基準がない．iSocre を用いる場合，iScore 3 を陽
性とすることでFISHの結果と完全に一致するとされて
いる．1,9 本検討では iScore 3 の症例は院外 IHCと完全
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に一致したが，iScore 1，2 の症例は院外 IHCと完全には
一致しなかった（Table 3）．しかし院内 IHC陽性（iScore
1），院外 IHC陰性，院内FISH陽性となるALK陽性肺癌
（Table 4，Case 4）が検出されたことから，iScore 1 であっ
てもFISHを確認する意義はあると考えられる．IHC
弱～中等度陽性症例においてFISHとの不一致が問題と
なっているが，20 iAEP 法において iScore 1 以上をALK
陽性と判定することがEnVision FLEX＋法による判定
結果と不一致が生じる要因の 1つになっている可能性が
ある．それぞれの増感法において，明確な IHC判定基準
を設けることが必要と考えられた．
3つ目の理由としては，同一の手術標本であっても，施

設ごとで判定者によって判定する部位が異なる可能性が
挙げられる．本検討では手術検体材料でのみ不一致が生
じた．生検検体や細胞診検体では検体量が少ないため観
察範囲が狭いが，手術検体では観察範囲が広いため，判
定者により判定部位およびその評価がばらつく可能性が
ある．FISHとの相関性を高めるためには，手術検体材料
での IHCの評価が他の検体材料と同じ測定法・評価法
で良いかを再検討する必要があると考えられた．
しかしこれらの原因によって生じる IHC間不一致の

症例が，実際にALK阻害剤に奏効するのかが本質的な
問題と考えられる．2013 年 5 月 27 日に日本肺癌学会バ
イオマーカー委員会より提起された「FISH法と高感度
IHC法の不一致についてのお知らせと対応」において，
不一致は 2.1％（48�2337 例）に認められ，不一致症例は
crizotinib への奏効性が低い可能性が示唆された．今回，
院内・院外 IHC不一致例（5例）に対して crizotinib は使
用していないため評価はできなかった．各増感法および
各判定基準による IHCの結果が，ALK阻害剤の奏効性
にどのように影響するかを検討する必要があると考えら
れた．
今回用いたVysis break-apart FISH probe kit は高感

度・高特異度なALK rearrangement 検出法であり，
FDAにより現在承認されている．7 本検討ではFISH判
定は院内・院外で完全に一致し（Table 5），院内 FISH
は再現性の高いALK肺癌検出法であることが示され
た．しかし今回院内 IHC陽性・院外 IHC陰性となった 5
例中，院内FISH陰性を 3例認めた（Table 4）．院内 IHC
と院内 FISHの不一致の理由としては全長ALKを陽性
とした可能性，検体の質の問題，腫瘍細胞が検体中に含
まれていなかった可能性などが考えられる．9 今後はこ
のような症例に対し再度FISHを行うか，またはRT-
PCRで確認する必要があると考えられた．
本検討より院内ALK検査はALK判定までの期間を

短縮できたことが示された．また院内・院外ALK検査
（IHC，FISH）の一致率は高く，院内でALK検査は施行

可能と考えられた．今後 PROFILE1014 の結果を受けて
crizotinib が ALK肺癌の一次治療として用いられる可
能性があり，院内で短期間に精度の高いALK検査が達
成できることは，ALK肺癌の臨床治療選択において利点
となりうることが考えられる．しかし院内 IHCと院外
IHCの間に一部不一致例を認めた．この不一致の理由を
今後さらに症例集積した上で検討すると同時に，不一致
例のALK阻害剤の奏効性を評価することが必要不可欠
と考えられた．
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