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研究成果の概要（和文）： 
EEMMLL44--AALLKKがん遺伝子は我々が22000077年に報告した肺がんの新規原因遺伝子であり、既に治療薬とし

てのAALLKK阻害剤が承認・販売されている。我々は本研究計画において、AALLKK阻害剤治療中に再発し

た症例の解析から、薬剤耐性の原因となるEEMMLL44--AALLKK内二次変異を同定した。またEEMMLL44--AALLKKの様々

なバリアントを一度のRRTT--PPCCRR実験で検出可能なマルチプレックスRRTT--PPCCRR法を確立し、これを用い

て日本人肺がんコホートの大規模な前向き検討を行った。 	 

 
研究成果の概要（英文）： 
IInn 	 22000077,, 	 wwee 	 ddiissccoovveerreedd 	 tthhee 	 EEMMLL44--AALLKK 	 ffuussiioonn--ttyyppee 	 oonnccooggeennee 	 iinn 	 lluunngg 	 ccaanncceerr,, 	 aanndd 	 aa 	 

ssppeecciiffiicc 	 iinnhhiibbiittoorr 	 aaggaaiinnsstt 	 AALLKK 	 kkiinnaassee 	 iiss 	 aallrreeaaddyy 	 aapppprroovveedd 	 aanndd 	 uusseedd 	 aass 	 aa 	 tthheerraappeeuuttiicc 	 

ddrruugg.. 	 HHeerree 	 wwee 	 eexxaammiinneedd 	 lluunngg 	 ccaanncceerr 	 ssppeecciimmeennss 	 bbeeffoorree 	 aanndd 	 aafftteerr 	 rreellaappssee 	 aaggaaiinnsstt 	 tthhee 	 

AALLKK 	 iinnhhiibbiittoorr 	 ttrreeaattmmeenntt,, 	 aanndd 	 hhaavvee 	 iiddeennttiiffiieedd 	 sseeccoonnddaarryy 	 mmuuttaattiioonnss 	 wwiitthhiinn 	 EEMMLL44--AALLKK 	 tthhaatt 	 

aaccccoouunntt 	 ffoorr 	 ddrruugg 	 rreessiissttaannccee.. 	 FFuurrtthheerr,, 	 wwee 	 eessttaabblliisshheedd 	 mmuullttiipplleexx 	 RRTT--PPCCRR 	 ssyysstteemm 	 ffoorr 	 tthhee 	 

ddiiaaggnnoossiiss 	 ooff 	 EEMMLL44--AALLKK--ppoossiittiivvee 	 lluunngg 	 ccaanncceerr,, 	 aanndd 	 ccoonnffiirrmmeedd 	 iittss 	 rreelliiaabbiilliittyy 	 iinn 	 aa 	 llaarrggee 	 

ssccaallee 	 JJaappaanneessee 	 ccoohhoorrtt.. 	 
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るがん死数の第一位を占める予後不良の疾

患であり、世界中で毎年 113300 万人が、また日

本だけでも年間 66万人以上が肺がんのために

亡くなっている。我々は、肺がんの治療標�的

を探索するため、がん化能を有する遺伝子を

単離する機能スクリーニング法を開発した

（崔ら 	 LLeeuukk 	 RReess 	 2299::994433）。本手法を用いて

喫煙歴を持つ肺腺がん切除検体から ccDDNNAA ラ

イブラリーを作成しがん遺伝子を探索した

ところ、微小管結合タンパクをコードする

EEMMLL44 遺伝子と受容体型チロシンキナーゼを

コードする AALLKK 遺伝子とが融合した新しいが

ん遺伝子 EEMMLL44--AALLKK を発見することに成功し

たのである（曽田、崔ら 	 NNaattuurree 	 444488::556611、

崔ら CCaanncceerr 	 RReess 	 6688::44997711）。 

 
 
２．�研究の目的 

我々の発見を基に、数多くの AALLKK 阻害剤

が臨床試験を行っており、その一つ

（ccrriizzoottiinniibb）は既に日本・米国を含む多く

の国で承認販売されている。本研究計画にお

いて我々は、今後の AALLKK 阻害剤の急速な臨床

普及の上で極めて重要な課題である、「正確

な臨床診断法の確立」と「薬剤耐性機構の解

明」を目指した。 	 

 
 
３．�研究の方法 
11）臨床診断法の確立 	 

AALLKK 遺伝子のエクソン 2200（チロシンキナ

ーゼ領域の上流）に iinn--ffrraammee で融合しうる

EEMMLL44 エクソンは計 66 種類存在する。そこでこ

れらのどの領域から AALLKK へ融合した ccDDNNAA も、

全て検出可能なように複数のffoorrwwaarrdd 	 pprriimmeerr

を設計した。さらに我々が独自に発見した

KKIIFF55BB--AALLKK 遺伝子も同時に検出可能なように

KKIIFF55BB 上に 44種類の ffoorrwwaarrdd 	 pprriimmeerr を設計し

た。これら 88種類の ffoorrwwaarrdd 	 pprriimmeerr に 11 種

類の rreevveerrssee 	 pprriimmeerr（AALLKK のエキソン 2200 上

に設計）を混和して、EEMMLL44--AALLKK および

KKIIFF55BB--AALLKK のいずれにおいても全ての融合バ

リアントを検出可能なシステムを構築した。 	 

22）AALLKK 阻害剤耐性機構の解明 	 

上記診断システムで前向きに収集した

肺がん検体コホートのうち、EEMMLL44--AALLKK 陽性が

確認され AALLKK 阻害剤治療に入った症例が複数

存在しており、その中には一部薬剤耐性とな

った症例がある。そこでこれら症例検体より

ゲノム DDNNAA・ccDDNNAA を調製し、治療前と耐性獲

得後の検体を次世代シークエンサーで比較

した。 	 

 	 

 	 

４．�研究成果 	 

11）臨床診断法の確立 	 

良質なRRNNAAが確認された880088種類の検体

（ 775544 例の前向きコホート）に対して

EEMMLL44--AALLKK//KKIIFF55BB--AALLKKを検出するマルチプレッ

クスRRTT--PPCCRR法解析を行った。その結果3344検体

（3322症例）がEEMMLL44--AALLKK陽性である事が確認さ

れ、その内訳はvvaarriiaanntt 	 11が1199例、vvaarriiaanntt 	 22

が11例、vvaarriiaanntt 	 33が1100例、および新規バリア

ントが各11例ずつであった。EEMMLL44--AALLKK陽性例は

全て肺腺がんであり、腺がんの約66%%に陽性で

あった。平均発症年齢は4488..33才であり、

EEMMLL44--AALLKK陰性例の6655..55才に比べて有意に若年

発症であった（PP 	 <<00..000011）。EEMMLL44--AALLKKは女性に

好発し（PP 	 <<00..000011）、非喫煙者あるいは軽度喫

煙者に多いことも示された（PP 	 <<00..000011）。また

RRTT--PPCCRRの診断結果は、他の診断法（免疫組織

染色法、FFIISSHH法）による解析結果と良く一致

した。 	 

22）AALLKK 阻害剤耐性機構の解明 	 

上記収集コホート内で、一旦 ccrriizzoottiinniibb

が著効した後に薬剤耐性となった症例群を



得た。これらペア症例群に対してゲノム DDNNAA

および ccDDNNAA を調整し、次世代シークエンサ

ー解析を行うことで、11 例の耐性期において

のみ、EEMMLL44--AALLKK 内に、CC11115566YY と LL11119966MM とい

う 22 種類の二次アミノ酸置換を発見した。両

変異共に ccrriizzoottiinniibb 耐性を付与する変異で

ある事を確認した。またこれら変異を有する

EEMMLL44--AALLKK は ccrriizzoottiinniibb だけでなく、他の AALLKK

阻害剤に対しても耐性になり、ユニバーサル

な AALLKK 阻害剤耐性メカニズムであると考えら

れた。興味深いことに LL11119966MM 変異の場所は、

BBCCRR--AABBLL陽性白血病がiimmaattiinniibbに対して耐性

を獲得する TT331155II 変異、および変異 EEGGFFRR 陽

性肺がんが ggeeffiittiinniibb に耐性を獲得する

TT779900MM 変異と全く同じ場所に位置していた。 	 
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