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研究成果の概要（和文）：これまでにALK阻害剤に対する耐性獲得機序として、ALK遺伝子の二次変異をはじめ、
ALK遺伝子のcopy number gainやbypass trackなどが報告されている。本研究成果から、新たなALK遺伝子の二次
変異としてI1171T、I1171N、およびG1123Sが、crizotinib、alectinib、およびceritinibに対して耐性を惹起す
ることが明らかになった。また、MET遺伝子増幅がalectinib体制を惹起し、crizotinibによって耐性が克服され
ることを示した。この結果はあるALK阻害剤に耐性獲得後に次のALK阻害剤を選択する上で重要な情報であると考
えられる。

研究成果の概要（英文）：Previous preclinical and clinical studies have identified various resistance
 mechanisms, such as secondary mutations in the ALK gene and the activation of bypass tracks. In the
 current study, novel ALK secondary mutations including I1171T/N and G1123S were shown to confer 
resistance against crizotinib, alectinib and ceritinib. Furthermore, we showed that MET 
amplification might mediate alectinib resistance, which could be overcome by crizotinib, a first 
generation ALK inhibitor. These findings are important for the optimal treatemnt strategies to 
overcome resistances against ALK inhibitors.

研究分野： 胸部腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) ALK 阻害剤についてのエビデンス 
ALK は 2007 年に Soda らによって同定され

た強力な肺癌の原因遺伝子であり、非小細胞
肺癌症例の原因遺伝子の5%前後を占めている 
(Soda M, et al., Nature 2007)。若年者、非・
軽喫煙者、腺癌症例に見られることが多く、
EGFR などの他の driver mutations とは相互
排他的とされている (Gainor JF, et al., 
Clin Cancer Res 2013)。ALK 融合遺伝子を有
する症例に対しては特異的阻害剤である
crizotinib が著効することが、二つの単群試
験 (PROFILE1001 試験、および PROFILE1005
試験)によって示され、我が国でも 2011 年に
承認された (Kwak EL, et al., N Engl J Med 
2010; Camidge DR, et al., Lancet Oncol 
2012)。また二つの第三相試験 (PROFILE1007
試験、および PROFILE1014 試験)によって、1
次治療、および 2次治療における crizotinib
の標準的化学療法に対する優越性が証明され
た (Shaw AT, et al., N Engl J Med 2013; Mok 
TS., presented at ASCO2014)。Crizotinib
だけでなく次世代の ALK 阻害剤も開発されて
おり、特に alectinib と ceritinib は他の ALK
阻害剤未治療例だけでなく、既治療例に対し
ても高い有効性を示すことが報告された 
(Seto T, et al., Lancet Oncol 2013; Shaw AT, 
et al., N Engl J Med 2014)。当施設では治
験・実臨床で多くの ALK 融合遺伝子陽性症例
に対する ALK 阻害剤投与を経験しており、こ
れまで crizotinib 37 例、alectinib 14 例、
およびceritinib 13例の投与経験を誇ってい
る。 
 
(2) ALK 阻害剤に対する耐性獲得のメカニズ
ム 
上述の知見から、ALK 阻害剤は ALK 融合遺

伝子陽性肺癌に対するkey drugであると考え
られる。しかし、ALK 阻害剤投与症例の多く
は耐性を獲得することが知られており、耐性
獲得機序の解明とそれを克服する治療法の開
発が喫緊の課題である。ALK 阻害剤に対する
耐性獲得のメカニズムとして、様々なものが
知られている。ALK 遺伝子の二次変異が代表
的なものであり、Choi らは crizotinib によ
って耐性を獲得した症例を検討し、耐性獲得
後に ALK 遺伝子の二つの二次変異 (L1196M、
および C1156Y)を同定した (Choi YL, et al., 
N Engl J Med 2010)。特に L1196M は EGFR に
おける T790M、および BCR-ABLにおける T315I
に相当し、gatekeeper mutation であること
が知られている。この他にもいくつかの ALK
遺伝子の二次変異が ALK 阻害剤に対して耐性
を惹起することが報告されている。 
その他にも ALK の copy number gain や

bypass track (EGFR, K-ras や KIT)を介した

耐性獲得機序が報告されている (Camidge 
DR, et al., Nat Rev Clin Oncol 2012)。こ
れ以外にも IGF-1R 経路の活性化や上皮間葉
形質転換 (EMT)を介した耐性などが報告され
ているが、耐性獲得機序については不明な点
が多く、有効な耐性克服の治療戦略の確立が
十分とは言えない。 
当施設では alectinib 投与後に耐性を獲得

し DIC の状態となったが、crizotinib が劇的
に奏効した症例を経験した (Toyokawa G, et 
al., J Thorac Oncol 2013; Toyokawa G, et 
al., J Thorac Oncol 2014)。特記すべきこと
に、alectinib に対する耐性獲得後の肝生検
の結果、MET 遺伝子増幅が見られた (ALK の
gatekeeper mutation や bypass track を介し
た耐性機序は見られなかった)。MET 阻害剤と
して開発された crizotinib が著効したこと
を考慮すると、MET 遺伝子増幅が alectinib 
に対する耐性獲得に関与している可能性が考
えられる。 
(3) ALK 阻害剤に対する耐性克服の戦略 
Crizotinib耐性獲得例に対する治療戦略と

して、次世代 ALK 阻害剤、bypass track を抑
える阻害剤 (EGFR-TKIやKIT-TKI)やHSP90阻
害 剤 な ど が 有 望 で あ る と 考 え ら れ る 
(Toyokawa G, et al., Clin Lung Cancer 
2014))。しかしながら、次世代 ALK 阻害剤耐
性獲得例の報告は少なく、その耐性克服の有
効な治療戦略も明確となっていない。 



  
２．研究の目的 
肺癌はわが国の癌死亡原因の第一位であ

り、2012 年の肺癌死亡数は 7 万人 (71,518
人)を超えている。悪性度が高く予後不良で
あるが、近年、その発生機序が解明されつつ
あり、特に腺癌において oncogenic drivers
の同定が進んでいる。EGFRや ALKなどが代表
的なものとして挙げられ (Lynch TJ, et al., 
N Engl J Med 2004; Soda M, et al., Nature 
2007)、ALK 融合遺伝子を有する症例には
crizotinibなどのALK阻害剤が著効すること
が知られている (Shaw AT, et al., N Engl J 
Med 2013)。しかしながら、殆ど全ての症例
で耐性を獲得することが知られており、耐性
獲得機序の解明とその克服が喫緊の課題で
ある ( Choi YL, et al., N Engl J Med 2010)。
本研究では、ALK 阻害剤に対して耐性を獲得
した症例に対して手術を含めて再生検を行
い、新たな耐性獲得機序の解明と既知の耐性
獲得機序の詳細な検討を行う。さらに、耐性
を克服する新たな治療戦略の開発を目的と
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 治療前後の腫瘍組織における ALK融合遺
伝子の解析 
① Fluorescence in-situ hybridization 

(FISH)、免疫組織化学染色 (IHC) 
可能な限り治療前後の腫瘍組織を採取し、

ALK 融合遺伝子の確認を行う。FDA は
crizotinib のコンパニオン診断薬として
「Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit」
を認可しているが、日本肺癌学会バイオマー
カー委員会によると、FISH と IHC には不一致
例が少なからず存在する。そのため、可能な
限り FISH と IHC を行い ALK 融合遺伝子を確
認する。治療後のFISHを行うことによって、
ALK遺伝子の copy number gain について解析
可能となる。 
② RT-PCR、ダイレクトシークエンス 
ALK融合遺伝子には複数のvariantsが知ら

れており、EML4-ALK融合遺伝子ではvariants
によって crizotinib の治療効果が異なると
の報告がある (Heuckmann JM, et al., Clin 
Cancer Res 2012)。そのため、FISH や IHC だ
けでなく治療前に RT-PCR を行い variants の
同定を行う。また、治療後の検体で RT-PCR、
およびダイレクトシークエンスを行うこと
で ALK遺伝子の二次変異の解析を行う。 
(2) Bypass track の解析 
既知の bypass track による耐性獲得機序、

即ち EGFR遺伝子変異、K-ras遺伝子変異、お
よび KIT遺伝子増幅について治療前後の検体
で解析を行う。また、特に次世代 ALK 阻害剤
については、我々の同定した MET遺伝子増幅

について解析を行う (FISH)。 
(3) 未知の耐性獲得機序の解析 
(1)、および(2)で耐性機序が明らかでない

ものに対して、次世代シークエンサーを用い
て全ゲノム、またはエクソーム解析を行い、
正常部・腫瘍部の体細胞遺伝子変異の解析に
より、未知の耐性獲得機序の解明を行う。 
(4) 細胞株樹立と in vitroでの解析 
包括同意が得られている ALK融合遺伝子陽

性肺癌患者のALK阻害剤投与前後の新鮮腫瘍
組織  から肺癌細胞株樹立を試みる。これ
らの細胞株を用いて、上記解析によって同定
された耐性機序の confirm を行う。さらに、
各々の耐性機序を克服すると考えられる阻
害剤や siRNA などを in vitro で投与するこ
とにより、効果的な耐性克服の方法を開発す
る。 
 

４．研究成果 
本研究では、ALK 阻害剤に対して新たな耐

性 獲 得 機 序 を 解 明 し た 。 す な わ ち 、
crizotinib に対する ALK I1171T、alectinib
に対する ALK I1171N、および MET増幅、また
ceritinib に対する ALK G1123S を同定した。
以下に、各耐性機序を同定した症例を提示す
る。 
（1）症例 1は 27 歳の非喫煙女性であり、骨・
脳転移を有する進行肺腺癌であった。左鎖骨
生検標本の FISH、および RT-PCR/ダイレクト
シークエンス法にて ALK融合遺伝子が同定さ
れた（図 1A）。Cisplatin+pemetrexed による
一次化学療法の後に、crizotinib が投与され
た。最良効果は部分奏効であったが、約 8か
月後に脳転移の再燃、および約 18 か月後に
右胸水が増加した。胸水は癌性胸水であり、
RT-PCR、およびダイレクトシークエンス法に
てcrizotinib投与前には見られなかったALK
の二次変異（I1171T）が同定された。 
（2）症例 2は 49 歳の非喫煙女性であり、局
所進行肺癌と診断された。化学放射線療法
（cisplatin+vinorelbine+放射線照射）が行
われたが、約 7 か月後に原発巣の再燃と多
発・肝・骨転移の出現が見られた。皮膚転移
の生検標本に関して、FISH、IHC、および
RT-PCRの結果、ALK融合遺伝子が同定された。
Pemetrexed による二次化学療法により部分
奏効が得られたが、8 サイクルの後に再燃し
た。その後、alectinib の投与が行われ、原
発巣、ならびに肝転移巣の著明な縮小が得ら
れた。しかしながら、alectinib 投与開始か
ら約 7か月後に原発巣・肝転移巣の再燃が見
られた。肝転移巣に対する再生検を行い、
I1171Nという新たなALKの二次変異が同定さ
れた。 
 
（3）症例 3は 58 歳の非喫煙男性であり、癌
性胸水・骨転移を有する IV 期肺腺癌と診断



された。プラチナベースの一次化学療法が奏
効しなくなった後に、胸膜播種巣の生検が行
われ、FISH 法にて ALK 融合遺伝子が同定され
た。その後、crizotinib が投与され部分奏効
が得られたが、28 か月後に腰椎転移が増悪し
たため crizotinib を中止し ceritinib を投
与開始した。肝転移巣の縮小が認められたが、
約 2年後に肝転移巣の再燃が見られた。その
後、肝生検が行われ、治療前には見られなか
った G1123S という ALK 遺伝子の二次変異が
同定された。特記すべきことに、alectinib
投与によって迅速かつ劇的な肝転移縮小が
みられた。このことから、ALK G1123S を介し
た ceritinib 耐性獲得に対しては alectinib
が奏効することが示された。 
 
（4）症例 4は 43 歳の非喫煙女性であり、標
準的殺細胞性抗癌剤が奏効しなくなった後
に、alectinib が投与された。最良効果は部
分奏効、ならびに 10.5 か月の無増悪生存期
間が得られたが、急激な肝転移巣の増悪と播
種性血管内凝固症候群（DIC）が見られた。
その時点で全身状態不良であり、また標準的
殺 細 胞性抗 癌 剤が存 在 しない た め 、
crizotinib を投与する方針とした。その後、
劇的に全身状態、および DIC は改善し、肝転
移巣も著明に縮小した。状態改善後に肝生検
を行った結果、MET 遺伝子増幅が見られた 
(ALK の二次変異や他の bypass track を介し
た耐性機序はなし)。c-MET 阻害剤として開発
された crizotinib が著効したことを考慮す
ると、MET遺伝子増幅が alectinib に対する
耐性獲得に関与しているものと考えらえた。 
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