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CASE REPORT

再検査で異なる FISH結果が得られたEML4-ALK 融合遺伝子陽性肺癌の 1例

勝島詩恵1・岡田秀明1・駄賀晴子1・
井上 健2・武田晃司1

Different ALK Results Between Two Examinations in a Case
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ABSTRACT ━━ Background. The echinoderm microtubule-associated protein-like 4 gene with the 3’ end of the
anaplastic lymphoma kinase gene (EML4-ALK fusion gene) is present in 5％ of patients with non-small cell lung
cancer. This fusion gene is an important predictive factor for making a quick and accurate diagnosis of ALK lung
cancer in order to facilitate individual treatment, as patients with this gene respond to crizotinib, an ALK inhibi-
tor. In such cases, screening using the highly sensitive immunohistochemistry (IHC) method and a diagnostic al-
gorithm confirmed on fluorescence in situ hybridization (FISH) is used to diagnose ALK lung cancer. However, we
herein report a case involving inconsistent test results obtained using these methods. Case. The patient was a 70-
year-old, non-smoking female with a histopathological diagnosis of moderately differentiated adenocarcinoma
with a ductal structure and mucus production, clinical stage cT2aN3M1b�stage IV, on a bronchoscopic biopsy.
Her epidermal growth factor receptor (EGFR) mutation status was wild-type; however, she exhibited a strong
positive expression on the highly sensitive IHC method compared to a negative expression on a FISH analysis
(positive cells: 2�50) according to consecutive ALK examinations of the specimen. On 4’6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) staining, a yellowish structure was identified around the cell nucleus. The submitted
specimen was considered to be insufficient for enzyme treatment prior to hybridization, although a reexamina-
tion of the specimen using an extending enzyme treatment time showed a positive result (29�50). Tumor shrink-
age was consequently noted following the administration of crizotinib. Conclusions. We herein reported a case of
EML4-ALK-positive lung cancer with different ALK results between the first and second examinations.
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要旨━━背景．EML4-ALK融合遺伝子は非小細胞肺癌
の約 5％に存在し，ALK阻害薬であるクリゾチニブに奏
効し，個別化治療を進めるうえで正確，迅速なALK肺癌
の診断が重要である．我々は，再検査で異なるFISH結果
が得られたALK肺癌の症例を経験したので報告する．
症例．症例は非喫煙者の 70 歳女性．気管支鏡生検の病理
組織診断は腺管構造と粘液産生を認める中分化型腺癌
で，臨床病期は cT2aN3M1b，stage IV であった．EGFR

遺伝子変異は野生型であり，ALK検索を同検体で行った
ところ，高感度 IHC法では強陽性，FISH法では陰性陽性
細胞（2�50 個）であった．提出した標本の染色の状態を
見直すとハイブリダイゼーション前の酵素処理が不十分
であることが示唆されたため，酵素処理時間を延長して
同検体で再検した結果，陽性（29�50 個）と判定された．
クリゾチニブの投与により腫瘍縮小効果を認めた．結
論．再検査にて異なるFISH結果が得られたEML4-
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ALK融合遺伝子陽性肺癌の 1例を経験した． 索引用語━━ IHC，FISH，EML4-ALK

背 景

EML4-ALK融合遺伝子は，2007 年に初めて Soda らに
よって報告され，非小細胞肺癌の約 5％に存在する強力
な driver oncogene であることが示された．1 EML4-
ALK融合遺伝子陽性肺癌（以下，ALK肺癌）は，非ある
いは軽喫煙者，若年者（平均年齢 50 歳代半ば）に多く，
やや女性に多い．2,3 組織型は腺癌が多く，腺房型（acinar
type adenocarcinoma），印環細胞型（signet ring cell car-
cinoma）など特徴的な形態を示す．3,4 ALK阻害作用を有
するクリゾチニブは，既治療ALK肺癌に対する第 I相
試験で，奏効率 60.8％，無増悪生存期間の中央値は 9.7
カ月（95％ confidence interval［CI］，7.7～12.8 カ月）と
良好な結果であり，5 本邦でも 2012 年 3 月にALK肺癌
に対する承認を得た．EML4-ALK融合遺伝子は，限られ
た患者しか有さないものの，クリゾチニブが著効するこ
とが多いため，2,6 正しい診断による患者選択が必要であ
る．EML4-ALK融合遺伝子の検出方法には，reverse
transcription polymerase chain reaction（RT-PCR）法，
immunohistochemistry（IHC）法，fluorescence in situ

hybridization（FISH）法がある．ALK遺伝子検査のアル
ゴリズム（日本肺癌学会編）では，ホルマリン固定パラ
フィン包埋標本（formalin-fixed paraffin embedded；
FFPE）に対しては IHC法によるスクリーニング，FISH
法による確認という方法によって確実な診断を得ること
が推奨されている．7 しかしながら，近年両者の検査結果
の不一致を認める症例が一定頻度存在することが報告さ
れている．8 今回我々は，ALK遺伝子検査において高感
度 IHC法で強陽性，FISH法で陰性であり，再検査にて
FISH陽性となった症例を経験したので報告する．

症 例

症例：70 歳女性．
主訴：咳嗽．
喫煙歴：なし．家族歴：特記事項なし．合併症：糖尿

病．
現病歴：2012 年 7 月より咳嗽が出現し，近医を受診．

胸部X線で異常陰影を指摘された．右下葉に 3.5 cm大
の腫瘤陰影，縦隔リンパ節，右肺門リンパ節，対側肺門
リンパ節腫大，脳転移を認めた（Figure 1）．組織診断の
ために行った気管支鏡検査では，右B6入口部は狭窄が強
く，気管支鏡は通過できず，生検鉗子は細径のものに変
更して，かろうじて右B6入口部を通過でき，透視下で右

下葉の腫瘤部分を 1度のみ生検できた．生検検体は径 1
mm大の微小なものであった．病理組織所見は，内腔に粘
液産生を伴うmucinous cribriform pattern を示す中分
化型腺癌で，EGFR遺伝子変異検査の結果は野生型で
あった．臨床病期は cT2aN3M1b，stage IV となった．腫
瘍進展と癌性リンパ管症による咳嗽のため，酸素吸入が
必要であり，performance status（ECOG）は 2と判断し
た．シスプラチン併用化学療法は困難であると考え，2012
年 7 月下旬より，初回化学療法としてカルボプラチン＋
ペメトレキセド療法を 4コース施行し，最良総合効果は
partial response（PR）であった（RECIST Ver. 1.1）．EGFR
遺伝子変異は野生型であること，非喫煙者の女性である
こと，mucinous cribriform pattern を示す病理像などよ
り，本症例がALK肺癌である可能性を考慮して，1次治
療と併行してEML4-ALK融合遺伝子検査をBML社に
外注依頼した．高感度 IHC法では強陽性を示したが
（Figure 2），FISH法では陰性（陽性細胞数 2�50 個）の結
果であった（Figure 3）．臨床背景，病理所見，IHC強陽
性を示したことより，提出した気管支鏡検体を見直した
ところ，提出した標本は，4’6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride（DAPI）染色では不均一に染色され，プ
ロテアーゼによる酵素処理が不十分であることが示唆さ
れた（Figure 4）．そこで，プロテアーゼによる酵素処理
時間を通常の 2倍に延長して再検したところ，陽性（29�
50 個）の判定となり，本症例はALK肺癌であると考えら
れた（Figure 5）．1次治療 4コース投与後より腫瘍の再
増大が見られ，2次治療への移行が必要となったため，ク
リゾチニブを導入した．クリゾチニブ 500 mg�日内服開
始後より，腫瘍は縮小を認め，最良総合効果は PRであっ
た．腫瘍マーカーもクリゾチニブ導入時CEA 1816 ng�
ml から内服開始 4カ月で CEA 115 ng�ml まで低下し
た．有害事象はGrade 1 の光視症のみであった．EML4-
ALK融合遺伝子の確認はRT-PCR法では行っていない
が，クリゾチニブにて腫瘍の縮小および腫瘍マーカーの
低下を認めており，本症例はALK肺癌であると考えら
れた（Figure 6）．クリゾチニブ内服開始 5カ月目で癌性
リンパ管症の増悪にて progressive disease（PD）となり，
3次治療として，ドセタキセル 60 mg�m2を投与したが，
3コースで PDとなった．その後，クリゾチニブの再投与
を行ったところ，約 1カ月半の間癌性リンパ管症は改善
傾向であったが，その後病勢は悪化，診断より 1年 3カ
月の経過で死亡した．
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Figure　1.　A: Chest roentgen graph obtained at the first visit to our hospital. Lymphangitis carcino-
matosa was detected in the bilateral lung fields. B: Brain MRI showed a solitary metastatic tumor 
with peripheral edema. C: The right mediastinal lymph nodes were swollen. D: Computed tomography 
(CT) showed a tumor measuring 5 cm in size in the right lower field.

考 察

再検査で異なるFISH結果が得られたEML4-ALK融
合遺伝子陽性肺癌の 1例を経験した．ALK遺伝子検査に
ついては，日本肺癌学会より高感度 IHC法によるスク
リーニング，FISH法による確認という診断アルゴリズ
ムが示されているが，7 近年，両者の検査結果の不一致を
認める症例が一定頻度存在することが報告されている．
Cabillic らは，非小細胞肺癌 3244 例を対象にFISH法と
IHC法を同時に実施したALK遺伝子検査結果を報告
し，FISH陽性または IHC陽性であった 150 例のうち，両
検査とも陽性であったのは 150 例中わずか 80 例であっ
たことを報告している．9 どのような症例が検査結果不
一致となりやすいのかは明らかではないが，IHC法で陰
性であっても，臨床病理学的背景，例えば若年，非喫煙
者，および篩状構造や印環細胞などの組織像では，さら
にFISH法まで行うことを検討する．IHC法陽性で
FISH法陰性の場合は，奏効例の報告もあるため可能で

あればRT-PCRの結果を参考にし，臨床的な功罪のバラ
ンスで判断する．8

FISH法は，蛍光色素でラベルしたDNAプローブを標
本上で標的遺伝子とハイブリダイズさせ，そのシグナル
を蛍光顕微鏡で観察する方法であり，保険適応のある
EML4-ALK融合遺伝子を検出する標準検査と位置付け
られている．2,7 融合遺伝子の観察は，ALK遺伝子の切断
点を隔てて 2つのプローブを置き，ALK遺伝子が切断さ
れて他の遺伝子と融合することを検出する break-apart
assay 法が標準的であるのだが，4,7 その判定には技術的
熟練を要する．2,4,10,11

細胞および組織の蛍光染色において，核を染色するた
めの蛍光色素としてDAPI が用いられるが，本症例にお
いて，1度目の FISH法ではDAPI 染色で染色された核
は辺縁がより強く染色され，中央部分は黒くぬけた不均
一な染色となっており，核は不鮮明に見え，核の周囲に
は非特異反応による黄色いもや状の発色が残存していた
（Figure 4）．このようなDAPI 染色パターンは，蛋白分解
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Figure　2.　IHC. The lung adenocarcinoma was strongly 
stained with 5A4 antibodies (Santa Cruz Biotechnology) on 
IHC according to the EnVision Flex method (DAKO).

Figure　3.　First FISH examination. Two of 50 cells were 
positive for a break-apart status on FISH performed ac-
cording to the standard procedure.

Figure　4.　DAPI (4’6-diamidino-2-phenylindole dihydro-
chloride) staining. The nuclei were faintly stained with 
DAPI, as the tissue was fixed with excess formalin.

Figure　5.　Second FISH examination. Twenty-nine of 50 
cells were positive for a break-apart status after treating 
the tissue with protease.

酵素の過消化が原因であり，本来このような標本は評価
すべきでないとされている．4 このようなDAPI 染色パ
ターンが認められる要因として考えられることは，検体
のホルマリン過固定，繊維性結合織の多い検体であるこ
と，薄切切片が厚いこと，薄切切片の長時間の保存，が
挙げられる．12 通常薄切切片は，組織の採取，ホルマリン
固定，切り出し，パラフィンへの包埋，薄切という工程
で作製される．ホルマリン固定は 10％ホルマリンで 6～
24 時間で固定することが標準であるが，ホルマリンは 1
mm�h の速度で浸透するとされるため，本症例のように
微小検体や細長い形状の検体ではホルマリン固定の影響
は大きくなり，過固定となる可能性があり注意が必要で
ある．13 繊維結合織の多い検体や，厚い標本（本来は 5±

1 μmの厚さが推奨）の場合は，酵素処理が不十分となる
可能性がある．標本の保管については，当院では，FFPE
包埋ブロックはHE染色用の薄切切片を作製後，標本箱
の中に室温で保管され，IHC法の依頼があった時点でブ
ロックに熱処理を加えて伸展させ，FISH法に提出する
分も含めて，数枚薄切切片を作製する．FISH検査は IHC
陽性の結果を受けてから検査依頼を行うため，FISH用
の薄切切片は，IHC用薄切切片の作製日よりさらに 10
日程度長く空気にさらされた状態で保管されていること
になる．The College of American Pathologists（CAP）�
The International Association for the Study of Lung
Cancer（IASLC）�The Association for Molecular Pathol-
ogy（AMP）より示されているEGFR，ALK検査ガイド
ラインでは，薄切標本作製から 2週間以内にFISH検査
を実施することが推奨されているし，2 より長く空気に
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Figure　6.　Objective response to crizotinib. The administration of crizotinib (500 mg/day) for two months 
achieved a good disease response.

さらされて保管された標本ほど酸化による経時的劣化が
進むことが報告されている．13 本症例では 1 mmの微小
検体であったが，固定は 10％ホルマリンにて行われ，固
定時間も 6時間と適切であった．1度目の FISH用の薄
切切片は IHC用薄切切片作製から 16 日が経過したもの
が使用されていたが，2度目の FISH検査は薄切後 2日
で実施されていたため，標本の劣化は少なかったと思わ
れる．
前出のEGFR，ALK検査ガイドラインでは，FISH

法を行う際に，病理医から検体の質や腫瘍の存在部位に
ついて検査技師に情報が伝えられるべきであり，その解
釈についても十分話し合われるべきであるとされてい
る．2 本症例では，採取した組織に腫瘍細胞が含まれてい
ることは病理医が確認したうえでFISH検査を依頼した
が，FISH検査は外部委託しているため，検体の質につい
て当院病理医と受託施設の病理医や検査技師との情報交
換は必ずしも綿密に行われてはいなかった．また，当院
から送付した 4枚の未染スライドは，受託施設において
1枚をHE染色用に，残りをFISH検査用と再検用の予
備にしているが，HE染色の評価やFISH検査の結果に
ついては，受託施設の病理医と検査技師間での討議は全

例で行われているわけではなかった．さらに，IHC法が
強陽性であったという情報は，FISH解析者には原則伝
えない体制であった．FISH法を依頼する際には，主治医
が患者の臨床経過とともに，より適切な状態での検体の
提出ができるようにALK遺伝子検査の時期を考慮する
ことや，病理医と検査技師との情報共有は今後の課題と
思われた．
本症例を通じ，FISH法においては，検体採取や保存・

処理方法，FISH検査にかかわる臨床医―病理医―検査技
師との連携に関して様々な課題があることが示唆され
た．しかしながら，検査の不一致例が少なからず存在す
ることを完全に回避することは難しい．検査結果不一致
例でもALK阻害薬が著効した症例の報告も散見される
ことから，14 検査の精度や条件を改善する努力と併行し
て，臨床判断によりALK肺癌と考えられる患者には
ALK阻害薬を使用することを考慮してもよいと考えら
れる．

結 語

再検査で異なるFISH結果が得られたEML4-ALK融
合遺伝子陽性肺癌の 1例を経験した．
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