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研究成果の概要（和文）：受容体型チロシンキナーゼanaplastic lymphoma kinase（ALK）は、染色体転座により活性
化し肺癌（ALK肺癌）を引き起こす。ALK阻害薬は著効を示すが耐性化するため、セカンドラインの治療標的をALK肺癌
に生じたゲノム異常を指標に探索した。その結果、ゲノム欠失およびDNAメチル化によりALK肺癌において発現低下する
新規標的候補分子を同定した。ALK肺癌においてこの分子の発現を回復させると、細胞の増殖は抑制されたため、新た
な治療標的となる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Anaplastic lymphoma kinase (ALK) which is one of the receptor tyrosine kinase is 
activated by chromosomal translocation and causes lung cancer (ALK lung cancer). ALK inhibitor shows 
remarkable effect for ALK lung cancer. However, ALK lung cancer becomes tolerance to ALK inhibitor in 
short time. To find a new therapeutic target for ALK lung cancer, the genomic abnormality was analyzed. 
As a result, we found a putative candidate gene which is decreased expression in ALK lung cancer by 
genomic deletion or DNA methylation in promoter region. A forced expression of this gene leads to the 
growth retardation in lung cancer cell line with ALK translocation.

研究分野：腫瘍遺伝学

キーワード： 肺癌
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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 

受容体型チロシンキナーゼ anaplastic 

lymphoma kinase（ALK）の阻害薬（TKI）は ATP

結合部位を阻害することでその活性を抑制し、

抗腫瘍効果を発揮する。本邦では 2012 年 3 月

に ALK 阻害薬 Crizotinib が承認され，ALK 遺

伝子座の再構成による活性化が認められる肺癌

患者に著効を示している。しかしながら，他の分

子標的薬と同様に、ALK陽性肺癌においても薬

剤耐性例が報告され、治療の成功は限られてお

り、その克服は重要な課題である． 

 
２．研究の目的 

耐性獲得機序としてはいずれも、受容体型チ

ロシンキナーゼ経路上の分子の二次的変化の

獲得による増殖シグナルの再活性化をおこして

いる。そこで私たちは、チロシンキナーゼ群以外

の側副経路の活性化を同定して、耐性の生じに

くい治療法の開発が必要であるとの着想に至っ

た。この側副経路が解明されれば、再発した場

合のセカンドラインの治療の標的分子の同定も

可能となる。そこで、本研究を推進するために、

以下の準備を行ってきた。 

①国内有数の肺癌凍結検体の蓄積 

千葉県がんセンターでは1996年より病院をあ

げて患者の検体保存に取り組んでおり、国内有

数のバイオバンクを構築している。肺癌検体の

凍結保存数は15年間で1600検体を越え、現在

も毎年 150 例以上蓄積されている。 

②ゲノム情報を指標とした癌の治療標的の探索 

申請者は、これまで CGH法を用いた肺癌の

ゲノム一次構造異常の網羅的解析とこれにより

見出した遺伝子増幅領域から癌関連遺伝子の

同定を行ってきた。中でも、肺小細胞癌におけ

る 5p13 増幅領域において SKP2 が活性化を受

けて増殖に関与していることを示した（Yokoi et 

al. Am J Pathol）。また、肺癌細胞において SKP2

の発現を抑制すると、アポトーシスが誘導され、

oncogene addiction があることを見出した（Yokoi 

et al. Cancer Sci）。また、肺非小細胞癌症例に

おいても、SKP2 は過剰発現しており、肺癌細胞

の遊走・浸潤に関与することを明らかにしてきた

（Yokoi et al. Am J Pathol）。そのため、ALK陽性

肺癌についてもアレイ CGH法を用いてゲノムコ

ピー数スクリーニングを行うことができる。また近

年、次世代シークエンサー技術の発展により、

多数の癌の全ゲノムシークエンス、エクソームシ

ークエンス、RNA シークエンス等が実施されるよ

うになった。これらの解析結果は、例えば The 

Cancer Genome Atlas (TCGA) 

(http://cancergenome.nih.gov/)に代表されるよ

うに、公共データベースに登録され、誰でも利用

可能になっている。そのため自験例に加え、デ

ータベースに登録された癌のゲノム情報も活用

することで、解析を発展させることができる。 

 
３．研究の方法 

① 症例の抽出 

凍結組織の保存のある当院の肺癌患者 1800

検体のうち、ALK発現が未確認である 1400 検

体を抽出し、ＡＬＫを高発現している肺癌症例を

選び出す。また、ALK陰性肺癌症例から対照群

として、ALK陽性肺癌と年齢・性別・喫煙歴・病

理病期等の患者背景のマッチした肺腺癌症例

を選択する。ALK陽性症例につき、RT-PCR 法

により融合パートナー遺伝子およびバリアントタ

イプを同定する。 

② ALK 陽性肺癌のゲノム構造異常の検出 

腫瘍組織には heterogeneity があり、薬剤耐

性に関わることが知られている。そのため、治療

前のALK陽性肺癌症例の腫瘍には、既に耐性

や再発に関わるゲノム変化が検出できる可能性

がある。そこで、ALK陽性肺癌の腫瘍組織の

DNAを、アジレント社のオリゴアレイを用いてＣＧ

Ｈ法によりゲノムコピー数変化を解析する。高度

遺伝子増幅領域およびホモ欠失領域に着目し、

コピー数に応じて発現が変化する標的遺伝子を

同定する。特に、ホモ欠失領域の解析において

は、DNA メチル化によるサイレンシングと遺伝子

変異の有無についても検討する。 

③ 再発例のターゲット・リシークエンス解析 

当院にて経験した ALK阻害剤治療歴のある



ALK陽性症例のうち、治療前生検検体と治療後

剖検での再発巣の検体のペアが揃う症例２症例

については、イオントレント・シークエンサーを用

いたターゲット・リシークエンス解析による変異の

探索およびアレイ CGH解析によるゲノム一次構

造異常を探索し、ALK阻害薬治療後に新たに

出現したゲノム変化を指標に、再発・耐性に関

わる分子を同定する。 

④ 新規治療標的分子の機能解析 

見出された標的候補分子につき、ALK転座を

有する肺癌細胞株に対して、発現コンストラクト

による強制発現系や siRNAによる発現抑制系を

用いて腫瘍の増殖への影響を解析する。 

⑤ ヒト肺癌臨床検体の初代培養の確立 

ALK 陽性肺癌症例の臨床検体での解析を可

能にするために、肺癌の腫瘍組織を用いた初代

培養法を確立し、in vitro でのヒト肺癌モデルを

構築する。 

 
４．研究成果 

① ALK陽性肺癌のスクリーニング法の開発 

 当院で2007年から2009年の3年間に切除を受

けた非小細胞肺がん症例404例につき、免疫染

色にてALK蛋白の発現を調べた。ALK陽性例は

15例、３．７％であり、これらはいずれも腺癌で

EGFR変異は認められなかった。このうち、当院

のバイオバンクに凍結検体が保存されていたの

は12例であり、RT-PCRの結果、転座のパートナ

ーは1例がKIF5Ｂ，他はＥＭＬ４であった。これを

探索セットとした。15症例の臨床病理学的因子

は、年齢４６－８２歳（平均62歳）、性別男性：女

性＝８：７、臨床病期はstage III以上の進行癌が

12例と大半を占めた。解析時点で遠隔転移を認

めた症例は9例であった。 

 また、解析対象となるALK陽性肺癌症例を効

率よく拾い上げるために、ALK転座点の前後の

発現差を用いた新たなスクリーニング方法を開

発した。ALKに転座が生じる際、その切断点は

常にエクソン２０である。正常な肺ではALKの発

現はほとんどないが、転座を生じるとカイネースド

メインを有する3’側が活性化される。そのため、

転座により活性化された場合、ALKの発現はエ

クソン２０をはさんで5’側では低く、3’側では高く

なる。この性質を利用して、ALKの5’側、3’側、

正常肺のALKの発現量をリアルタイムPCR法によ

り測定し、ALKの活性化された症例を同定した。

凍結組織の保存のある、2009年以降の当院の肺

癌患者504検体（手術症例、内視鏡生検症例）に

つき、RNA抽出、cDNA合成を行い、リアルタイム

PCRにてスクリーニングしたところ、13症例の陽性

者を見いだすことができ、これを検証セットとし

た。 

② ALK陽性肺癌のゲノムコピー数変化 

ALKが最初にクロー

ニングされた造血器腫

瘍では、一般的には転

座以外にはあまり複雑

なゲノム構造異常は認

められない。しかし、肺

がんは固形腫瘍の中でも著しいゲノム異常が起

こることが知られており、腫瘍内のheterogenityも

報告されている。そこで、ALK陽性肺癌ではALK

転座以外にもゲノム構造異常が起きているので

はないかという仮説をたて、十分な核酸量のあっ

た10例につき、arrayCGHによりゲノム変化を探

索し、ALK転座関連分子を同定することとした。

用いたプラットフォームは、アジレントの４４Ｋのア

レイＣＧＨである。 

代表的な CGHの結果と各症例のコピー数変

化をきたした染色体数のグラフをしめす。その結

果、ALK のように非常に強力なドライバー遺伝

子が活性化されていてもほぼ全ての症例の癌組

織には多彩なゲノム構造異常が認められること

を見出した。 

総計では、35 箇所の増幅領域および 269 箇

所の欠失領域を見いだした。遺伝子増幅領域

からは、ALK 肺癌に共通して活性化を認めるが、

チロシンキナーゼ経路にはない分子も標的候補



として同定された。遺伝子欠失領域においては、

コピー数多型がなく、かつ遺伝子の座位し、か

つ複数症例において欠失が認められたのは 38

領域であった。 

③ ALK陽性肺癌において発現の低下する標

的候補遺伝子の同定 

共通欠失を認める 38 領域には 50 遺伝子が

座位していた。そこで、ゲノムの欠失に伴う発現

レベルの変化を調べた。このうちの２遺伝子は、

ALK転座を認める症例において、高頻度に発

現が低下していた。このうちの１つの（Labo 

name; ARG1）遺伝子は、ALK陽性肺癌症例の

腫瘍部では、ペアとなる非腫瘍部と比較して全

例で発現が低下しており、有意差を認めた。 

また、ARG1 遺伝子の発現はALK陽性肺癌

に特徴的なものであるかどうかを確認するため

に、ALK陽性肺癌とＡＬＫ陰性肺腺癌とでARG1

の発現を比較した。当院にて 2009 年以降に

ALK陽性肺癌と診断された新たな症例 7例と、

同時期に肺腺癌と診断されALK の発現上昇を

認めない、年齢性別をマッチさせた肺腺癌22例

で比較したところ、ALK陽性肺癌群において有

意に発現が低下していた。また自験例のみなら

ず、公共の癌ゲノムデータベースである TCGA

にあるRＮAシークエンスデータにより検証した。

550 例の肺腺癌検体をイルミナ Hiseq で解析し

たデータセットを用いた。ALＫ陰性群の 535 例

におけるこの遺伝子の発現レベルの平均値が

30.4 であるのと比較して、ALK陽性肺癌群の13

例での発現の平均値は 0.07 と低く自験例と同じ

傾向が示された。 

④ ALK 関連遺伝子の発現低下機構 

ARG1 遺伝子は、ALK陽性肺癌におけるゲノ

ムの欠失領域から同定いたしたが、遺伝子欠失

の頻度は発現低下頻度に比べ低かった。そこで、

発現低下には別のメカニズムも関与していると

考え、ARG1 プロモーター領域のDNA メチル化

状態を解析した。ARG1 遺伝子の転写開始点を

挟む形で約 2.6kb の CpG アイランドが存在して

おり、転写開始点より上流 650 ベースまでの部

分を 3か所に分け、パイロシークエンサーにより

ＤＮＡメチル化を定量した。その結果、3 か所の

いずれにおいても非腫瘍部と比較して腫瘍部に

おいて有意にＤＮＡメチル化率が上昇しており、

特に転写開始点に近い 2か所においてはALK

陰性群と比較してメチル化率は有意に高値であ

った。そのためARG1は、遺伝子欠失またはプロ

モーター領域のDNA メチル化によりサイレンシ

ングを受け発現が抑制されていることを明らかに

した。 

⑤ ALK 関連遺伝子の癌抑制効果の評価 

 ARG1 が

ALK陽性肺

癌細胞の増

殖能に影響

しているかど

うかを解析し

た。ALK転

座を有する肺癌細胞株H2228 に ARG1 発現ベ

クターを強制発現させ、細胞の増殖を測定した。

ARG1 過剰発現群では、細胞の増殖は有意に

抑制された。そのため、ARG1 は ALK転座肺癌

において増殖抑制機能を有すると考えられた。 



⑥ ALK 関連遺伝子の増殖抑制効果に関わる

シグナル伝達経路の解析 

 ARG1 はチロシンキナーゼ分子ではなく、癌の

増殖抑制効果の分子メカニズムは知られていな

い。そこで、次世代シークエンサーを用いた発

現解析により、ARG1 のシグナル伝達経路を探

索した。ALK転座を有する肺癌細胞株H2228

に、ARG1 発現ベクターを強制発現させ回収し

たRNAと、ALK転座を有しない腺癌細胞株であ

る A549 および VMRC-LCD を ARG1 に対する

siRNA処理したRNAをイルミナHiseqによりRNA

シークエンス解析し、共通して発現変動する分

子を絞り込んだ。その結果、H2228-ARG1 にお

いて発現亢進し、A549-siARG1 および

VMRC-LCD-siARG1 において発現低下した共

通制御遺伝子は 60 個同定された。これらには

cell cycle に関与している分子が有意に多く存在

しており、ARG1 は細胞周期を制御することによ

り ALK陽性肺癌細胞の増殖を抑制していると考

えられた。 

⑦ ALK 関連遺伝子と予後 

NCBI GEOデータベースにある非小細胞肺が

ん 111例の発現アレイのデータを用いて、ARG1

の発現低下と予後との関連を解析した。予後情

報のある肺腺癌55例では、ARG1の発現が低下

すると有意に予後不良であった。また、腺癌の

中でもstage Iの早期がんに絞っても有意差は明

確であった。 

⑧ 肺癌検体の高効率な初代培養法の開発 

臨床検体において解析結果を検証するため

に、従来からある癌組織の初代培養法を改良し、

ほぼ 100％の高効率で培養可能な方法を開発

した。これまでに、150 症例の肺癌初代培養細

胞の保存が完了している。 

 

以上より、ALK 陽性肺癌における共通欠失領

域に座位する遺伝子ARG1 は、ゲノム欠失およ

びDNA メチル化により腫瘍部において発現が

抑制され、患者の予後不良に関わっていた。こ

の分子は、細胞周期を制御することにより、ALK

陽性肺癌細胞の増殖を抑制する新規癌抑制遺

伝子であると思われ、ALK転座肺癌における新

規の治療標的候補分子と考えられた。 
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