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研究成果の概要（和文）：EGFR変異肺癌において、BIM遺伝子多型を有するとEGFR-TKIによるアポトーシスに抵
抗性を示す。本研究では、変異型選択的EGFR-TKIであるOsimertinibの耐性にBIM遺伝子多型が影響するか検討
し、HDAC阻害薬であるVorinostatの併用効果について解析を行った。BIM遺伝子多型を有するEGFR変異肺癌細胞
はOsimertinibによるアポトーシス誘導に抵抗性を示し、Vorinostat併用によりアポトーシスが誘導されること
が明らかになった。さらに、このVorinostatの効果にはHDAC3阻害活性が重要であり、HDAC3選択的阻害薬の開発
が有望であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The BIM deletion polymorphism is associated with apoptosis resistance to 
EGFR-TKIs, such as gefitinib, in NSCLC harboring EGFR mutations. Here, we investigated whether the 
BIM deletion polymorphism contributes to resistance against osimertinib, a mutant selective 
EGFR-TKI.  
EGFR-mutated NSCLC cell lines with the BIM deletion polymorphism exhibited apoptosis resistance to 
osimertinib and this resistance was overcome by combined use with vorinostat in vitro and in vivo. 
Experiments with homozygous BIM deletion-positive EGFR-mutated NSCLC cells revealed that vorinostat 
increased the expression of active BIM protein and induced apoptosis in osimertinib-treated cells. 
These effects were mediated predominantly by HDAC3 inhibition. These findings indicate the 
importance of developing HDAC3-selective inhibitors, and their combined use with osimertinib, for 
treating EGFR-mutated lung cancers carrying the BIM deletion polymorphism.

研究分野：呼吸器悪性腫瘍の分子標的治療

キーワード： EGFR変異　非小細胞肺癌　アポトーシス　Osimertinib　HDAC阻害薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BIM遺伝子多型は少量の血液で解析が可能で、患者への侵襲が少なく、簡便かつ正確に解析することができるた
め、薬剤耐性のバイオマーカーとして非常に有望である。本研究により、EGFR変異肺癌の標準治療である
Osimertinibの耐性にもBIM遺伝子多型が影響しており、HDAC阻害薬であるVorinostat併用治療が有効であること
が示唆された。今後、BIM遺伝子多型をバイオマーカーとしたHDAC阻害薬併用治療の臨床開発が進むことが期待
される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
第 1 世代の上皮成長因子受容体チロシンキナーゼ阻害薬（EGFR-TKI）である Gefitinib や
Erlotinib は EGFR 変異肺癌に対して高い奏効率を示すが、奏効例においても 1～数年程度の
経過でほぼ例外なく耐性を獲得し再発する。この獲得耐性の克服は EGFR 変異肺癌の予後改善
には不可避の課題である。これまで EGFR 変異肺癌細胞の増殖に関わる耐性メカニズムが多く
報告されてきた。しかし、近年アポトーシス抵抗性が早期に耐性を誘導する因子として注目され
ている。BIM は Bcl-2 ファミリー に属するアポトーシス促進タンパクであり、EGFR 変異肺
癌において EGFR-TKIによるアポトーシスの誘導に中心的な役割を果たしている(Costa DB et 
al. PLoS Med, 2007)。EGFR変異肺癌の腫瘍組織において BIMの発現が低いと EGFR-TKIに
よる無増悪生存期間が有意に短いことが報告されている (Faber AC et al. Cancer Discov, 2011)。 
さらに、BIM 遺伝子に特定の多型を有すると BIM活性が低下し、EGFR-TKIによるアポトー
シスに抵抗性をきたすことが 2012年に報告された(Ng KP et al. Nat Med, 2012)。この遺伝子
多型はイントロン 2における 2903塩基の欠失多型であり、詳細なメカニズムは依然として明ら
かになっていないが、この欠失により BH3ドメインを持たない、すなわちアポトーシス誘導能
が欠如した不活性型の BIM 選択的にスプライシングが制御されることにより、活性型 BIM タ
ンパクの発現が十分に誘導されずアポトーシス抵抗性をきたす。この遺伝子多型は日本を含む
東アジア人の約 13%に検出されている。 
我々はこの BIM 遺伝子多型に起因する EGFR 変異肺癌のアポトーシス抵抗性を克服する治療
戦略として、既に皮膚 T 細胞性リンパ腫において本邦でも承認を受けているヒストン脱アセチ
ル化酵素(HDAC)阻害薬である Vorinostatが有効であることを新たに見出し、第１世代 EGFR-
TKIである Gefitinibに Vorinostatを併用することによって活性型 BIMの発現が上昇し、BIM
遺伝子多型に起因するアポトーシス抵抗性を克服できることを in vitro、in vivo の検討におい
て明らかにした(Nakagawa T, Takeuchi S, et al. Cancer Res, 2013)。一方で、変異型 EGFR選
択的チロシンキナーゼ阻害薬として Osimertinib が開発され、EGFR 変異肺癌に対してより高
い有効性と安全性が期待されていたが、耐性機構は不明であった。 
 
２．研究の目的 
BIM 遺伝子多型を有する EGFR 変異肺癌細胞の変異型選択的 EGFR-TKI である Osimertinib
に対するアポトーシス抵抗性の評価及びアポトーシス誘導効果の高い治療法の開発を目的とし
て本研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
（1）我々の先行研究(Nakagawa T, et al. Cancer Res, 2013)で使用した BIM遺伝子多型をヘテ
ロ接合型で有する EGFR変異肺癌細胞株である PC-3細胞に加えて、本研究では新たに BIM遺
伝子野生型の EGFR変異肺癌細胞である PC-9に zinc-fingerヌクレアーゼを用いて BIM遺伝
子多型をホモ接合型で導入した PC9 BIMi2-/-細胞を用いて Osimertinib によるアポトーシス誘
導を評価した。アポトーシスについては、PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD 
Biosciences)及びWestern blot法で評価した。 
 
(2) BIM 遺伝子多型を有する EGFR 変異肺癌細胞に対する Osimertinib と HDAC 阻害薬であ
る Vorinostatの併用効果を in vitroで検討した。 
 
(3) PC-9 BIMi2-/-細胞のマウス皮下移植モデルで、Osimertinibと Vorinostatの併用効果及び忍
容性を評価した。 
 
(4) Vorinostat併用効果のメカニズムについて PC-9 BIMi2/-細胞を用いて in vitroで検討した。 
 
４．研究成果 
(1) Zinc-fingerヌクレアーゼを用いて BIM遺伝子多型をホモ接合型で導入した PC9 BIMi2-/-細
胞及びBIM遺伝子多型をヘテロ接合型で有する PC-3細胞に第 1世代及び第 2世代EGFR-TKI
である Gefitinib (1 µmol/L) 、Afatinib （1 µmol/L）、変異型選択的 EGFR-TKI である
Osimertinib (1 µmol/L)を添加するとアポトーシス誘導に抵抗性を示し、BIM 遺伝子野生型の
PC-9細胞はいずれの EGFR-TKIでも顕著にアポトーシスが誘導された（図 1）。PC-9 BIMi2-/-

細胞に各 EGFR-TKIを添加し、Western blotでシグナルの変化を解析したところ、PC-9細胞
では EGFR及び下流シグナルの AKT及び ERKのリン酸化が抑制されて、活性型 BIMタンパ
クである BIMELの発現が上昇し、アポトーシスマーカーである Cleaved PARP 及び Cleaved 
caspase-3の発現が上昇し、顕著にアポトーシスが誘導されいた。一方で、PC-3及び PC-9 BIMi2/-

細胞では EGFR及び下流の増殖シグナルが抑制されているにも関わらず、BIMELの発現が低く、
アポトーシスマーカーの発現上昇を認めなかった（図 2）。以上の結果から、BIM遺伝子多型を
有する EGFR 変異肺癌細胞は変異型選択的 EGFR-TKI である Osimertinib によるアポトーシ



ス誘導にも抵抗性を示すことが明らかになった。 
 

 
 
(2) BIM 遺伝子多型を有する EGFR 変異肺癌細胞に対する Osimertinib と HDAC 阻害薬であ
る Vorinostatの併用効果を in vitroで検討した。PC-3及び PC9 BIMi2-/-細胞に EGFR-TKI（各 
1μmol/L）と Vorinostat(3 μmol/L)を 24時間添加してWestern blotでタンパク発現を解析した
結果、Osimertinibを含むいずれのEGFR-TKIでもVorinostat併用によりPC-3及びPC9 BIMi2-

/-細胞の活性型 BIMタンパク（BIMEL）の発現が増加し、Cleaved PARPと Cleaved caspase-3
の発現が顕著に誘導されており、アポトーシスを誘導できることが明らかになった（図 3）。 
 

 
(3) 次に、マウス皮下移植モデルで検討を行った。ヌードマウスの皮下に PC-9 細胞及び PC9 
BIMi2-/-細胞を移植し、Osimertinib (5mg/kg)及び Vorinostat (40mg/kg)を連日投与した。PC-9
細胞は Osimertinib 単剤の治療で皮下腫瘍が著明に縮小したが、PC-9 BIMi2/-細胞では
Osimertinib単剤で腫瘍の増大は抑制されたが、縮小せず、アポトーシス抵抗性であることが示
唆された。また、Vorinostat 単剤の治療では腫瘍増大を抑制することはできなかったが、
Osimertinib に Vorinostat を併用することで PC-9 BIMi2/-皮下腫瘍は著明に縮小した。PC-9 
BIMi2/-皮下腫瘍を採取してWestern blotで評価したところ、Osimertinibにより EGFR及び下
流シグナルである AKT、ERKのリン酸化は抑制されていたが、BIMELの発現が低く、アポトー
シスマーカーである cleaved caspase-3の発現がわずかであり、in vivoにおいても BIM遺伝子
多型を有する EGFR変異肺癌細胞が Osimertinibによるアポトーシスに抵抗性であることが明
らかになった。一方で、Vorinostatを併用することで、BIMELの発現が上昇し、顕著にアポトー
シスが誘導され、in vivoにおける Vorinostatの有効性が確認された（図 4）。また、Osimertinib
と Vorisnostatの両剤を投与したヌードマウスでは 15日間の治療中に体重減少を含めた明らか
な毒性を認めず、忍容可能であった。  



 
(4) BIM遺伝子多型陽性 EGFR変異肺癌細胞のアポトーシス抵抗性克服における Vorinostatの
作用メカニズムを解析した。Vorinostatは、HDAC1、HDAC2及び HDAC3（クラスⅠ）、並び
に HDAC6（クラスⅡb）の酵素活性を阻害する。HDACの阻害によりヒストンのアセチル化が
増加すると、クロマチン構造の弛緩等を介して、がん抑制遺伝子を含む遺伝子発現が増加し、分
化やアポトーシスが誘導されると推測されている。しかし、詳細な作用機序は解明されていない。 
我々は先行研究(Nakagawa T, et al. Cancer Res, 2013)において、BIM遺伝子多型をヘテロ接
合型で有する PC-3細胞に Vorinostatを投与すると、BIMによるアポトーシス誘導に必須であ
る BH3 ドメインをコードする Exon4 を有するスプライシングバリアントが不活性型特異的な
Exon3 を含むスプライシングバリアントよりも優位に発現が上昇することを見出していた。そ
こで、BIM遺伝子多型がホモ接合型の場合でも、同様の現象が Vorinostatにより誘導されるか
を検証した。PC-9 BIMi2/-細胞に Vorinostatを添加すると、主に Exon4を含む BIM mRNAの
発現が上昇することが明らかになった（図 5A）。この結果から、Vorinostatは BIMの転写を促
進するとともに、遺伝子多型によって不活性型の発現に偏ったスプライシングを活性型優位の
発現に回復させる効果もあることが示唆された。さらに、この Voinostatの PC9 BIMi2-/-細胞に
おける効果が、いずれの HDAC阻害活性を介しているかを明らかにするために、Vorinostatに
よる阻害活性が高い各 HDAC に対する siRNA を用いて検討したところ、HDAC3 のノックダ
ウンにより活性型 BIM mRNA発現が顕著に誘導された。この結果から、BIM遺伝子多型によ
る活性型 BIMの発現低下によるアポトーシス抵抗性克服において、HDAC3阻害活性が重要で
あることが明らかになった。 
 

(5) 我々は先行研究(Nakagawa T, et al. Cancer Res, 2013)の結果にもとづいて、｢BIM遺伝子
多型を有し EGFR-TKI 耐性を示す EGFR 遺伝子変異陽性非小細胞肺がんに対する Vorinostat
と Gefitinib 併用の多施設共同臨床第Ⅰ相試験: UMIN000015193｣を実施し、Gefitinib との併
用において、Vorinostatは単剤での本邦及び海外承認用量である 400mg 1日 1回投与が忍容可
能であることを明らかにした（Takeuchi S, et al. Cancer Sci, 2020）。Osimertinib は変異型
EGFRに選択的であり、Gefitinibよりも副作用が軽度であるため、Gefitinibとの併用において
安全性が確認された Vorinostat の用量（400mg/日）を Osimertinibに併用することは可能と考
えられる。また、本研究開始後に報告された FLAURA試験（Soria JC, et al. N Engl J Med. 



2018）の結果により、国内外において Osimertinibが EGFR変異肺癌の一次治療として標準的
に使用されるようになった。本研究で明らかにした BIM 遺伝子多型を有する EGFR 変異肺癌
に対する Osimertinibと Vorinostat併用の有効性を臨床でも検証できるよう、臨床試験につな
げていきたい。また、より有効性の高い治療を探索するため、HDAC3選択的阻害薬の開発につ
いても検討する。 
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