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研究成果の概要（和文）：肺線がんにおける、ALK, ROS1, RET, NTRK等の融合遺伝子は低頻度Driver Oncogene
であり、これまでに複数の薬剤が開発・承認され実臨床で使用されてきた。しかし獲得耐性の出現が臨床上問題
である。最終年度はALK陽性肺がんに対して、ALK阻害薬を逐次治療した際に、2つ以上の変異が重複する耐性変
異を14種類発見し、それらの耐性克服法を発見し論文として報告した。また、ROS1融合遺伝子陽性肺がんでは、
患者胸水から新たに細胞株を樹立し、新規阻害薬の評価等を実施した。また、EGFR変異陽性肺がんにおける治療
薬の使用順番と耐性出現パターンについて明らかにし、論文として発表した。

研究成果の概要（英文）：In lung cancer, low frequency driver oncogenes such as ALK, ROS1, RET and 
NTRK fusion genes are targeted by the development of multiple tyrosine kinase inhibitors. These TKIs
 often shows marked tumor shrinkage for a couple years, however, the tumor inevitably relapses due 
to the emergence of acquired resistance. In the final year, we found and reported that 14 compound 
mutations in ALK kinase domain confers the resistance to most potent 3rd generation ALK inhibitor 
lorlatinib, but some of these resistance mutations became re-sensitive to 1st or 2nd generation 
ALK-TKIs. In addition, in ROS1 rearranged lung cancer, a couple of patient derived cell lines were 
newly established from the malignant pleural effusion, and evaluated a new inhibitor under 
collaboration. In addition, we clarified and published the relationship between the order of 
EGFR-TKIs use and the pattern of resistance mutation emergence.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
低頻度ながらDriver Oncogene陽性肺がんに対しては高い腫瘍縮小効果を示す治療薬が、複数開発され臨床応用
されてきたが、獲得耐性が大きな問題として立ちはだかる。本研究において、複数の新規耐性機構と克服法を明
らかにしてきたが、中でも重複耐性変異による第3世代阻害薬耐性が再び第１，２世代阻害薬への感受性を取り
戻すという発見は、今後の治療順番を考えたり、耐性時にそのメカニズムに合わせた最適な治療法選択の重要性
を提起するインパクトの大きな発見といえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 現在でも状況は変わらないが、研究開始当初の日本人の死亡原因の 1位はがんであり、中で
も肺がんによる死亡者数は最も多く、年間 7 万人以上の方が肺がんにより亡くなっていた。
2004年ごろまでは、肺がんの大半を占める進行非小細胞肺がん患者の平均生存期間は半年から
1年程度しかなかったが、その後の EGFRをはじめとする様々ながん遺伝子の発見とそれらに
対する分子標的薬の登場により、進行肺がんの予後は著しく改善されてきた。EGFR変異陽性
肺がんは日本人肺腺がんの約 5割を占めるが、次いで多いのが KRAS変異、そして、ALK融
合遺伝子陽性肺がんが 3~7%程度存在するといわれている。ALK陽性肺がんは 2007年に間野
博士らにより日本において世界で初めて固形がんにおいて発見されたチロシンキナーゼ融合型
の強力ながん遺伝子であり、ALKチロシンキナーゼ阻害薬（TKI）が高い腫瘍縮小効果を示す。
近年になり ALKチロシンキナーゼ以外にも ROS1, RET, NTRK1融合遺伝子も頻度は低いな
がら（約 1%前後）発見され、また、ERBB2 (Her2)の Exon 20に挿入変異や cMETの Exon14
が転写されない活性化変異なども低頻度ながら見つかってきていた。現在それぞれに対する阻
害薬の開発が世界中で進められているが、EGFRや ERBB2の Exon20挿入変異に対しては未
だ有効な薬剤候補が得られていなかった。 
 TKIなどの分子標的治療薬は適切な対象症例では著明な腫瘍縮小が見られる一方で、ほとん
どのケースにおいて 1年～数年程度で耐性化し再発することが臨床上大きな問題となっており、
このことは研究開始当初も現在においても残念ながら同じ状況である。EGFR変異陽性肺がん
における EGFR-TKI耐性機構については、約半数で 2次変異（T790Mなど）がみられ、他に
PIK3CA変異、cMet遺伝子増幅や HGFの産生上昇、小細胞肺がんへの変化などが耐性機構と
して報告されているが、依然として一部のケースでは詳細な分子機構は不明である。ALK肺が
んにおいては、第一世代の ALK阻害薬 Crizotinib、第 2世代 ALK阻害薬 Alectinib, Ceritinib
の耐性機構として、研究代表者や世界各国の他のグループからも様々な耐性機構が明らかにさ
れているが、未だにメカニズム不明なケースも少なからず存在する。また、Crizotinib, Alectinib, 
Ceritinibいずれにも耐性を示す ALK-G1202R変異をはじめ、これまでに ALK陽性肺がん患
者で見つかった耐性変異については、当時臨床試験中であった第 3世代 ALK阻害薬 Lorlatinib
により克服できることが Smeal 博士や研究代表者らとの共同研究により明らかにされてきて
いた。様々な ALK阻害薬治療法の発達と逐次治療により、ALK陽性肺がん患者の平均生存期
間は顕著に長くなりつつあるが、耐性機構を明らかにすると同時に耐性細胞の特性を理解し、
完治を目指した新規治療標的の発見を目指すことが必要とされていた。 
 ALK と類似したチロシンキナーゼである ROS1 の融合遺伝子については ALK 同様に
Crizorinibが高い奏功を示し、承認されていたが、研究代表者らはその耐性変異を患者検体よ
り、および培養細胞株を用いたモデルから一部明らかにし、耐性変異にも有効な薬剤として
Cabozantinibを見出して発表していた。RET, NTRK1等の比較的近年発見された融合遺伝子
に関しては、様々な TKIによる臨床試験が進行中であったため、臨床試験の進行とともに耐性
症例が出てくることが予想されていた。そのため、先取りして耐性機構の研究を行い、耐性克
服法を見出す研究を開始することが重要であった。また、EGFR の耐性変異の中でも Exon20
挿入変異については、有効な薬剤はなかった。また、EGFRと相同性の高い ERBB2の Exon20
挿入変異が同様に Driver Oncogeneとして明らかになっていたが、有効な治療法がなかったそ
のため、治療法の解明と、さらに耐性機構を見出しさらなる治療法の選択肢を明らかにしてい
くことが重要と考えられていた。 
 
２．研究の目的 
 肺腺がんにおいては、EGFR, KRAS活性化変異、ALK, ROS, RET, NTRK等の融合遺伝子
といった Driver Oncogeneが明らかとなり、それらが治療標的になることが示されてきている
が、EGFR 変異及び ALK融合遺伝子陽性肺がん以外に対しては、実臨床で使用可能な薬剤が
ほとんどなかった。さらに、分子標的薬が著効を示した場合においても数年以内にほとんどの
症例で耐性化し再発することが臨床上問題である。これまでに、研究代表者は ALK 陽性肺が
んを中心に分子標的薬耐性研究を進め、数多くの新規獲得耐性機構を明らかにし報告してきた
が、その一方で耐性機構が明らかにできなかった例も少なくない。本研究では、これまでの治
験とノウハウを基に、臨床検体・培養細胞株・実験動物モデルを駆使し、低頻度 Driver Oncogene
陽性肺がんに対する新規標的療法の探索と新たな分子標的薬耐性機構の解明、耐性克服法の発
見を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、EGFR および ERBB2 Exon20 挿入変異や低頻度のチロシンキナーゼ融合遺伝子（ALK, 
ROS1, RET, NTRK1 融合遺伝子など）を中心に、Driver Oncogene によりひき起こされる肺がん
において、TKI 等の新たな分子標的薬の探索と治療後に認められる耐性のメカニズムについて、
大きく分けて以下の 3つの手法を用いて調べることとした。 
1. ヒト及びマウス培養細胞株を用いた薬剤感受性試験と耐性細胞の作製、解析 
2. マウスゼノグラフトモデルを分子標的薬で長期間治療し作成した耐性腫瘍を用いた解析 
3. 治療前、および薬剤耐性となり再発した患者からの組織（胸水、腹水、診断のための生検）
を用いた解析（細胞株を樹立することを目指す） 



上記手法から得たサンプルを用いて、新規分子標的薬の探索と、DNA, RNA, たんぱく質レベル
で耐性メカニズムを解析し、検証する。そしてその耐性を克服するための治療法を探索するこ
ととした。 
 
４．研究成果 
 まず、EGFR、ERBB2 の比較的低頻度で見られる変異（Exon20 挿入変異や耐性変異を含む）に
対する新規治療法の探索を進めた。その結果、まず EGFR 変異陽性肺がんの多剤耐性変異（あら
ゆる既存の EGFR-TKI に耐性）である EGFR-C797S/T790M/活性型変異に対する薬剤を探索し、そ
の治療法を発見することに
成功した。ALK 阻害薬として
開発され米国においては
Crizotinib 耐性となった
ALK 融合遺伝子陽性肺がん
に対する治療薬として承認
されている Brigatinib がこ
の多剤耐性 EGFR 変異に有効
であり、さらに大腸がん治療
薬として幅広く用いられて
いる抗 EGFR 抗体を併用する
ことで耐性を克服できるこ
とを発見し報告した(図 1)。
また、EGFR および ERBB2 の
Exon20 挿入変異の細胞株を患者検体から樹立することに成功し、いくつかの候補薬剤とそれら
に対する耐性機構の一部を In vitro で発見した。その耐性機構の１つは薬剤の結合部位の 1
アミノ酸置換による変異であった。 
 また、肺がんで非常に低頻度に見られる NTRK 融合遺伝子について、臨床試験中の薬剤を含め
て治療感受性及び抵抗性機構の解析を進め、5 つの耐性変異とバイパス経路を介した耐性を発
見し、さらにそれら耐性にも有効な薬剤や併用療法を発見し、論文として発表した。 
 ROS1 融合遺伝子陽性肺がんでは、ROS1 阻害薬耐性細胞の解析から治療薬に依存して増殖する
ユニークな細胞の性状を明らかにすることに成功し、論文として発表した。また、ROS1 融合遺
伝子陽性肺がんでは、患者胸水から新たに細胞株を樹立し、新規阻害薬の評価等を実施した。 
 EGFR 変異陽性肺がんにおいて、新たな変異検出手法と、変異アリルの存在比率が次治療の感
受性に関与する可能性を見出し、論文として発表した。また、EGFR 変異陽性肺がんにおける治
療薬の使用順番と耐性出現パターンについて明らかにし、論文として発表した。 
 ALK 陽性肺がんに対
しては、ALK 阻害薬を逐
次治療した際に、2つ以
上の変異が重複する
Lorlatinib 耐性重複変
異を 14種類発見し、そ
れらの耐性克服法を発
見した。その中でも、
ALK-L1256F 変異は単独
でも Lorlatinib 耐性を
誘導する新たな変異で
あり、かつ第 2世代 ALK
阻害薬 Alectinib に野
生型 ALK よりも高い感
受性を示すユニークな
変異であることも見出
し、論文として報告した
（図 2）。 
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図 1：Brigatinibが EGFR-C797S/T790M/活性化変異体に
結合する様子のモデル 

図２：ALK-L1256F変異が Lorlatinib耐性を生む様子を分子動力
学シミュレーションとMP-CAFEE法により推定したモデル 
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