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研究成果の概要（和文）：非小細胞肺癌におけるEGFR チロシンキナーゼ阻害薬の導入は、固形癌治療における
分子標的療法の有効性を示したが、治療開始時の劇的な効果にもかかわらず、ほぼすべての患者で再発する。従
って、治療耐性の克服法の開発が早急に求められている。本研究において、EGFR 遺伝子活性型変異を伴う非小
細胞肺癌では、細胞内小分子であるβ-catenin がチロシンリン酸化され、転写因子であるTBX5 を活性化し抗細
胞死分子であるBCL-xLの発現上昇を誘導してEGFR チロシンキナーゼ耐性を起こすことを明らかにした。この経
路を抑えることで、耐性の出現を予防し非小細胞肺癌の予後を向上させることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The development of EGFR tyrosine kinase inhibitors revolutionized treatment 
of advanced/metastatic non-small-cell lung cancer with the EGFR mutations. However, resistance 
emerges over time in most patients who initially respond positively. Therefore, development of novel
 therapies to prevent and/or overcome resistance is required. We have demonstrated that β-catenin 
is phosphorylated in tumors harboring EGFR mutations, which induces BCL-xL expression and increases 
tumor cell survival through TBX5 transactivation. We believe that inhibition of theβ
-catenin-TBX5-BCL-xL will overcome resistance to EGFR inhibitors and provide better prognosis for 
lung cancer patients with the EGFR mutations.  

研究分野： 腫瘍学

キーワード： チロシンキナーゼ　肺癌　EGFR　薬剤耐性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非小細胞肺癌におけるEGFR遺伝子活性型変異の発見とEGFRチロシンキナーゼ阻害薬の導入は、固形癌治療におけ
る分子標的療法の有効性を示した。しかし、治療開始時の劇的な効果にもかかわらず、ほぼすべての患者で再発
が認められ、進行性非小細胞肺癌の完全治癒には至っていない。本研究は、細胞株、実験動物、患者検体を用い
てEGFR阻害薬に対する耐性機構の一部の解明と、その克服法を示したという点で、極めて学術的・社会的意義の
大きい研究であると考える。今後、実際の臨床応用を見据えたさらなる研究が必要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 
１．研究開始当初の背景 
肺癌治療における分子標的療法は、EGFR 遺伝子変異の発見をきっかけに大きな進歩を見せた。

EGFR 変異は日本人をはじめアジア人の非小細胞肺癌（NSCLC）患者では約 30〜40％で認められ、
エクソン 19 の欠失変異およびエクソン 21 の点変異（L858R: LR）がその大部分を占める。最も
初期に導入された EGFR に対するチロシンキナーゼ阻害薬（第１世代 EGFR-TKI）であるゲフィチ
ニブやエルロチニブ、その後開発されたアファチニブなどの第２世代 EGFR-TKIは、EGFR 変異を
もつ進行性 NSCLC に対して実に 70〜80％以上の高い奏効率を示し、生存期間も約 2 倍に延長す
るなど、一定の成果を挙げてきた。しかし、治療開始時の劇的な効果にもかかわらず、2 年以内
にほぼすべての患者で再発が見られる。われわれはこの再発の主原因として TKI 抵抗性変異で
ある T790M（TM）を報告した（N Engl J Med. 2005、Cancer Res. 2005）。この変異は第 1, 2 世
代の EGFR-TKI に抵抗性を獲得した腫瘍の半数以上に認められる。この発見が契機となり、本年
T790M 変異に対する阻害作用を持つ第 3 世代 EGFR-TKI であるオシメルチニブが承認された。オ
シメルチニブは T790M 変異を持つ腫瘍に高い臨床的効果を示すが、その効果は一時的で、オシメ
ルチニブに対する抵抗性（C797S 変異等）がほぼ全例で認められる。従って、オシメルチニブを
はじめとした EGFR 阻害剤の耐性機構の完全解明が切に求められる。 
 
２．研究の目的 
非小細胞肺癌における EGFR 遺伝子活性型変異の発見と EGFR チロシンキナーゼ阻害薬 (TKI)

の導入は、固形癌治療における分子標的療法の有効性を示した。しかし、治療開始時の劇的な効
果にもかかわらず、ほぼすべての患者で再発が認められる。従って、新たな治療法の開発が早急
に求められている。われわれは、β-catenin が活性型 EGFR による肺癌形成に必須であること、
さらに、活性型 EGFR が直接β -catenin に結合してチロシンリン酸化し、主に転写因子である
TBX5 を活性化することを見出した。本研究では、これらの知見を基に、(1) 活性型 EGFR 特異的
なβ-catenin 活性化機序を解明し、(2) その下流で活性化される転写因子および標的遺伝子を
同定し、 (3) この新規経路が腫瘍形成に果たす役割を解明することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、活性型 EGFR によるβ-catenin 活性化から肺腫瘍発生にいたる経路の解明をする
ため、計画全体を大きく３つの項目に分け、細胞株、臨床検体サンプル、遺伝子改変マウスを用
いて多角的かつ効率的に進める計画を立案した。 
 
実験(1) 活性型 EGFR によるβ-catenin の活性化機構の解明 
実験(2) 活性型 EGFR によるβ-catenin チロシンリン酸化が TBX5 転写活性能に及ぼす影響とそ      

の標的遺伝子の探索 
実験(3) 活性型 EGFR -β-catenin-TBX5 シグナルの腫瘍化および TKI 耐性化に果たす役割の解明 
 
４．研究成果 
実験(1)  活性型 EGFR によるβ-catenin の活性化機

構の解明 

最初に、EGFR 正常細胞と変異細胞でβ-catenin の

発現量の差異をウエスタンブロッティングによって

確認した。陽性コントロールとしてβ-catenin 変異

によってプロテアゾーム分解を受けない A427 細胞を

用いた（図 1）。EGFR 正常細胞に比して EGFR 異常細胞

ではβ-catenin の高発現が認められた。われわれは

予備実験にて、活性型 EGFR によってリン酸化される

β-catenin のチロシン残基を４箇所（Y142, Y670, 

Y716、Y748）同定していたが、今回これらのチ

ロシン残基をフェニルアラニン残基に置換し

て FLAGタグを付与した変異体ベクター（Y142F, 

Y670F, Y716F, Y748F および 4 つ全てを置換し

た Y4F)を作成し、これらを 293T 細胞に発現さ

せた。その結果、図 2 で示すように、4 つ全て

のチロシン残基を置換した 4YF にて β-

catenin の発現が失われた。また、正常β-

catenin に比べてβ-catenin-Y4F のたんぱく

安定性は著名に減少していたことから、β-

catenin のチロシン残基のリン酸化がそのユビ

キチン・プロテアソーム系による分解機構に影
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図1.β-cateninは EGFR正常細胞に

比し変異細胞で高発現となる。 

図 2.EGFR変異による β-catenin のリン酸

化はその安定化に寄与する。 
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響を与えているとの仮説を得た。それを証明する

ために、共免疫沈降法によってβ-catenin のユビ

キチンリガーゼであるβ-TrCP との結合を確認し

た。EGFR 存在下では正常β-catenin とβ-TrCP と

の結合は低下したが、β-catenin-Y4F とβ-TrCP

との結合は低下しなかった（図３）これらの結果

は、活性型 EGFR によるβ-catenin のチロシン残

基のリン酸化によってβ-catenin のユビキチン・

プロテアソーム系による分解機構が抑制され、そ

の結果 WNT/β-catenin 経路の活性化が起こるこ

とを示すものである。 

 

実験(2)  活性型 EGFR によるβ-catenin チロシン
リン酸化が TBX5 転写活性能に及ぼす影響
とその標的遺伝子の探索 

 

われわれは予備実験にて、EGFR 変異細胞におい

て TBX5 転写活性能が上昇していることを示したが、この上昇にβ-catenin チロシンリン酸化が

関係していることを示すためにルシフェラーゼを用いたリポーターアッセイを行った。293T 細

胞に TBX5 リポーターベクター、EGFR、および正常およびβ-catenin 変異体を導入したところ、 

β-catenin-Y4F では正常β-catenin に比べて TBX5活性の部分的な低下が認められたが、Y333F

も含めた Y5F 変異体では、変異 EGFR による TBX5 活性はほぼ相殺された。Y333 のリン酸化は EGFR

阻害剤でなく Src 阻害剤である dasatinib で抑制されたことから（図 4）、Src によるものであ

ると考えられた。  

次に、β-catenin-Y333 の TBX5 活性化に

かかわる役割を調べるために共免疫沈降法

を行ったところ、β-catenin と TBX5 は通常

では結合せず、変異 EGFR存在下でのみ結合

すること、さらに Y333 のリン酸化はβ-

catenin と TBX5 の結合に必要であることが

分かった（図 5）。Y4 は変異 EGFR によって

リン酸化されるが、Y333 は EGFR 阻害剤存在

下でむしろリン酸化が亢進し、TBX5 との結

合を保っている可能性が考えられた。 

 

実験(3)  活性型 EGFR -β-catenin-TBX5 シ
グナルの腫瘍化および TKI 耐性化
に果たす役割の解明 

 

 先行研究にて活性型 EGFR を抑制すると抗アポトーシス分子である BCL-xL の発現も抑制さ

れることが示されていたが、われわれの検討でも shRNA を用いてβ-catenin の発現を抑制する

と BCL-xL の発現が低下した（図 6）ことから、この経路にβ-catenin-TBX5 がかかわっている可

能性を考え、shRNA を用いて TBX5 の発現を抑制させた細胞を用いて BCL-xL の発現を検討したと

ころ、TBX5 抑制後 24 時間以内に減少していることが示された（図７）。これらの結果から、活
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catenin と TBX5 の結合に必要である。 
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性型 EGFR はβ-catenin-TBX5 複合体形成を促し BCL-xL 発現を上昇させ、腫瘍細胞のアポトーシ

スを抑制している可能性が示された。次に、変異型 EGFR を持つ腫瘍の EGFR 阻害剤の耐性にβ-

catenin 発現上昇が関与している可能性を調べた。まず、肺特異的に変異 EGFR（EGFR-L858R-T790M）

を発現する腫瘍モデルマウスに活性型 β-catenin も同時に発現させたところ、EGFR 阻害剤に

対する再発が早期に見られた。さらに、オシメルチニブに感受性のある H1975 細胞を長期暴露さ

せてオシメルチニブ耐性細胞を作製し、single-cell-RNA-seq 解析を行ったところ、2 μM のオ

シメルチニブ耐性の細胞にて CTNNB1 の亢進、AXIN１，APC の抑制がみられる細胞集団が存在し

ていた。この細胞集団では WNT/β-catenin 経路の亢進が EGFR 阻害剤耐性に関与していること

を示唆する。 

次に、WNT/β-catenin 経路の下流である BCL-xL が EGFR 阻害剤耐性に関与していることを示

すために、in vitro および in vivo 実験を行った。まず、CRISPR-CAS9 を用いてオシメルチニブ

に感受性のある PC9-ER細胞において BCL-xL タンパクをコードする BCL2L1をノックアウトした

細胞を 2 種類作製した。これらの細胞は、親細胞に比べ耐性を獲得する期間の延長が見られた。

さらに、BCL-xL の役割を in vivo で確認するために、前述の EGFRTL/CCSP-rtTA/Cre マウスに、
Bcl2l1 Flox マウスを掛け合わせ、キシサイクリン誘導 8 週後、オシメルチニブ治療を３サイク

ル行った。その結果、BCL-xL 正常のマウス（EGFRTL/CCSP-rtTA/Cre/Bcl2l1wt/wt）では 50％が再

発したのに対して、BCL-xL ノックアウトマウス（EGFRTL/CCSP-rtTA/Cre/Bcl2l1F/F）では全く再

発しなかった。これらの結果から、BCL-xL は EGFR 阻害剤耐性に必要であることが示唆された。 

 以上の結果より、EGFR 遺伝子活性型変異を伴う非小細胞肺癌では、細胞内小分子である

β-catenin がチロシンリン酸化され、転写因子である TBX5 を活性化し抗細胞死分子であ

る BCL-xLの発現上昇を誘導して EGFR チロシンキナーゼ耐性を起こすことが示唆された。 

図 7. TBX5 の発現抑制により BCL-ｘL の発現

が低下する。 
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ｘL の発現が低下する。 
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