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研究成果の概要（和文）： 

我々は2007年に肺がんの新規原因遺伝子EML4-ALKを発見したが、本遺伝子は

inv(2)(p21p23)と言う染色体転座の結果EML4遺伝子とALK遺伝子とが融合したものである。ALK

は本来受容体型チロシンキナーゼをコードするが、染色体転座によってその酵素活性領域が微小

管会合タンパクEML4のアミノ末端側と融合したタンパクが産生され、恒常的に活性化されたチロ

シンキナーゼとして肺がんを導く。既にEML4-ALK陽性肺がんに対するALK酵素活性阻害剤の臨床

試験が始まっており、その著明な臨床効果が報告された。今後のALK阻害剤の普及に際し、

EML4-ALK陽性肺がんを正確かつ感度良く検出する診断技術の開発が重要になる。本研究計画にお

いてはEML4-ALK cDNAの融合点を検出するマルチプレックスRT-PCR法が優れたEML4-ALK陽性肺が

んの分子診断法となる事を確認した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We discovered in 2007 that a chromosomal rearrangement inv(2)(p21p23) in lung cancer 

generates a novel oncogene EML4-ALK which produces a constitutively activated, fusion 

protein between the amino-terminal half of a microtubule-associated protein EML4 and the 

catalytic domain of ALK. Clinical trials with ALK inhibitors are ongoing worldwide, and 

one of such early trials has already proved a marked efficacy of the compound against 

EML4-ALK-positive lung cancer. The swift introduction of ALK inhibitors to clinics raises 

a concern as to how EML4-ALK-positive tumors are diagnosed both accurately and sensitively. 

Here we developed multiplex RT-PCR system to capture EML4-ALK cDNAs, and further proved 

such technology to be a reliable means for clinical use. 
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１．研究開始当初の背景 
肺がんは日本および米国におけるがん死

亡の第 1位を占めている予後不良の疾患であ

り、今後も肺がん患者数は増加することが予

測されている。しかし、手術切除術の適応が

ない進行期肺がんの平均生存期間は、旧来の

抗がん剤による化学療法や放射線療法では

今日においても1年以下と極めて不良である。

また、発がんメカニズムについては不明な点

が多いが、2004 年に Paez らおよび Lynch ら

によって、一部の肺がん細胞において上皮成

長因子受容体（epidermal growth factor 

receptor: EGFR）遺伝子の配列異常が存在す

ることが示され、しかもこれら EGFR 変異を

持つ患者に対して EGFR のキナーゼ活性阻害

剤である gefitinib（イレッサ)や erlotinib

（タルセバ)が治療上有効であることの報告

があった。これらの知見は、肺がんに対する

有効な分子標的療法の開発のためには肺が

ん発症に中心的な役割をはたす遺伝子を同

定し、それを標的とした治療剤の開発が必要

であることを明示している。 

そこで我々は、肺がん患者臨床検体を用

いた機能スクリーニング法により、肺がん発

症の新たな原因遺伝子を同定することを目

指した。患者検体で発現している遺伝子の機

能を効率よくスクリーニングするためには、

微量の細胞から cDNA を作成し、これを他の

細胞に遺伝子導入する cDNA 発現スクリーニ

ングシステムを用いることが必要である。こ

の目的のために我々は、Clontech 社の SMART 

PCR法を応用して患者検体より完全長cDNAを

選択的に増幅し、cDNA 発現組換えレトロウィ

ルスライブラリーを作成する手法を開発し

た。本法を用いて、肺腺がん患者の切除検体

から cDNA 発現レトロウィルスライブラリー

を構築し、マウス線維芽細胞 3T3 を用いたフ

ォーカスフォーメーションアッセイを行っ

た。その結果、微少管会合タンパク EML4 と、

受容体型チロシンキナーゼALK の細胞内領域

とが融合した新しい活性型チロシンキナー

ゼ EML4-ALK が肺がん症例の一部で発現して

いることを発見した（申請者が筆頭著者 

Nature 448:561）。本融合遺伝子は本邦の非

小細胞肺がん症例の約 5～10%に認められ、ま

た同遺伝子陽性症例には既知のがん遺伝子

である KRAS, EGFR の変異は認められなかっ

た。従って EML4-ALK は、肺がんの新たな分

子標的療法剤の開発を可能にする優れた標

的分子と考えられる。実際、同遺伝子を肺胞

上皮特異的に発現するトランスジェニック

マウスは生後まもなく両肺に数百個の肺腺

がんを発症し、しかもこのマウスに ALK キナ

ーゼ阻害剤を投与すると速やかに肺がんは

消失した（PNAS 105:19893）。以上より

EML4-ALK 陽性肺がんは同遺伝子産物をター

ゲットとした分子標的治療のよい対象と考

えられた。 

 
２．研究の目的 
EML4-ALK 陽性細胞においては、両遺伝子

の融合点を挟むように設置したプライマー

を用いた RT-PCR により、EML4-ALK cDNA を簡

便に増幅可能である。しかし正常細胞におい

ては EML4遺伝子、ALK遺伝子どちらも 2 番染

色体短腕上に互いに反対向きに存在してい

るため、同じプライマーセットでは特異的

PCR 産物をまったく生じない。すなわち同遺



伝子の融合点を標的とした RT-PCR 法は、こ

れまでとは全く異なる高感度を有する肺が

んの早期診断法となると期待される。そこで

本研究計画においては、臨床検体による

EML4-ALK 陽性肺がんの分子診断法の有用性

について大規模な前臨床スタディを行う。 

 
３．研究の方法 
EML4-ALK 遺伝子の融合点を標的とした

RT-PCR 法は、これまでとは全く異なる高感度

を有する肺がんの早期診断法となる。申請者

らはこれまで、EML4 遺伝子内の異なるイント

ロンで ALK につながった EML4-ALK バリアン

トが肺がんにおいて複数存在することを明

らかにしており、これらすべてのバリアント

を一本のチューブで検出可能な multiplex 

RT-PCR 法を開発する事を目指す。既に我々は、

全国に広がるボランティア診断ネットワー

ク活動によって約 1000 例の肺がん症例より

喀痰を収集し cDNA を合成している。本研究

計画ではこれら cDNA を用いた multiplex 

RT-PCR 診断法の有用性について大規模な前

臨床スタディを行う。 

また申請者らが樹立した EML4-ALK 発現ト

ランスジェニックマウスは、ALK 酵素阻害剤

の有効なスクリーニングシステムとなる。そ

こで本マウスを用いて「EML4-ALK キナーゼの

下流分子についてプロテオミクスアプロー

チによる探索を行う」、「EML4-ALK 陽性肺がん

に生じている他の遺伝子異常を探索する」、

「低分子化合物のスクリーニングを行い、生

態における有用性を検討する」について解析

を行う。 

 
４．研究成果 

我々が最初に発見したEML4-ALK融合型が

ん遺伝子はEML4 cDNAのエキソン13がALK cDNA

のエキソン20に融合したものであったが、ALK

のエキソン20に論理的にin-frameで融合しう

るEML4のエキソンには13だけでなく2、６、18、

20、21が存在する。そこでこれらのエキソン

でALKに融合した新たなEML4-ALKバリアント

cDNAも検出可能なように、EML4遺伝子のエク

ソン1、3、13、20上にそれぞれforward primer

を設計した。また我々はALKの別の融合型がん

遺伝子KIF5B-ALKも発見したが、上記と同様に

KIF5Bのエクソン2、11、17、24それぞれにも

別の4種類のforward primerを設計し、これら

計8種類のprimerとALKのエクソン20上に設置

したreverse primerとを混和したmultiplex 

RT-PCR法による検出プロトコールを開発した。 

さらに本法を用いて多数の肺がん検体（喀

痰＋生検標本）から RNA を調製して PCR を行

った。実際の解析は、我々のボランティア診

断活動「ALK 肺がん研究会：ALK Lung Cancer 

Study Group (ALCAS)」において、上記 RT-PCR

法を用いて前向き診断を行った。これらの活

動を通して数十例の EML4-ALK 陽性例を検出

し、そのうち 15 名が韓国ソウル大学で行わ

れた ALK 阻害剤（crizotinib）による第一相

臨床試験に参加することができた。なお我々

が検出した EML4-ALK には新規バリアントが

存在しただけでなく、本ライン in-frame に

融合しないエキソンからでもALKエキソン20

の内部にスプライシングが飛ぶ形で最終的

に in-frame の癒合キナーゼが産生される異

型バリアントも 2 種類含まれていた。以上よ

り マ ル チ プ レ ッ ク ス RT-PCR 法 は

EML4-ALK/KIF5B-ALK を感度・精度良く検出可

能な分子診断法であると言える。 
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