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研究成果の概要（和文）：BIM遺伝子多型に起因するEGFR-TKI耐性を克服する治療としてHDAC阻害薬の有効性について
検証した。BIM多型を有するEGFR変異肺癌細胞株PC-3はゲフィチニブによるアポトーシス誘導に抵抗性を示した。PC-3
にボリノスタットを添加すると活性型BIM蛋白の発現が上昇し、ゲフィチニブとの併用によってアポトーシスが誘導さ
れた。マウスモデルにおいて、ゲフィチニブ単剤ではPC-3皮下腫瘍は縮小しなかったが、ボリノスタット併用によって
アポトーシスが誘導され著明な腫瘍縮小効果を示した。以上より、HDAC阻害薬併用治療がBIM遺伝子多型に起因するEGF
R-TKI耐性克服に有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether vorinostat, a histone deacetylase (HDAC) inhibitor, could 
circumvent EGFR-TKI resistance in the EGFR mutant lung cancer cell lines, which harbor the BIM 
polymorphism. We found that PC-3 cells with BIM polymorphism were much less sensitive to 
gefitinib-induced apoptosis than the EGFR mutant cell lines, which do not harbor this polymorphism. 
Vorinostat dose-dependently increased the expression of BIM with a pro-apoptotic BH3 domain and, together 
with gefitinib, induced apoptosis in cells with BIM polymorphism in vitro. In xenograft models, gefitinib 
did not induce regression of PC-3 subcutaneous tumors, whereas the combination of vorinostat and 
gefitinib induced marked regression of tumors, accompanied by tumor-cell apoptosis. These results 
indicate that the combination of HDAC inhibitor and EGFR-TKI may circumvent the resistance due to the BIM 
polymorphism in EGFR mutant lung cancer.

研究分野： 呼吸器内科、腫瘍内科
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１．研究開始当初の背景 
EGFR チロシンキナーゼ阻害薬（以下、

EGFR-TKI）であるゲフィチニブやエルロチ
ニブ は EGFR 変異肺癌に対して高い奏効
率を示す。しかし、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、
最近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
進蛋白であり、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 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
の多型を有すると活性型 BIM 蛋白の発現が
低下し、EGFR-TKI によるアポトーシス誘導
に抵抗性を示すことが 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 蛋白の発現が十分に誘導さ
れずアポトーシスに抵抗性をきたす。この遺
伝子多型は東アジア人の約 13%に検出され、
東アジア人に特異的であることが明らかに
なっている。臨床検体を用いた解析では、こ
の BIM 遺伝子多型を有する症例は有意に
EGFR-TKI による奏効期間が短いことも明
らかになった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、BIM 遺伝子多型に起因する

EGFR 変異肺癌の EGFR-TKI 耐性を克服す
る治療薬として HDAC 阻害薬であるボリノ
スタットに着目し、有用性について検討を行
った。 
 
３．研究の方法 
（１）In vitro において BIM 遺伝子多型を有
する EGFR 変異肺癌細胞株にゲフィチニブ
を添加し、アポトーシス誘導効果について検
討した。 
 
（２）In vitro において BIM 遺伝子多型を有

する EGFR 変異肺癌細胞株にボリノスタッ
トを添加し、活性型 BIM の発現上昇効果に
ついて検討した。 
 
（３）In vitro において BIM 遺伝子多型を有
する EGFR 変異肺癌細胞株に対するゲフィ
チニブとボリノスタットの併用効果につい
て検討した。 
 
（４）BIM 遺伝子多型を有する PC-3 細胞を
マウス皮下へ移植して腫瘍を形成し、ゲフィ
チニブとボリノスタットの in vivo における
効果について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）EGFR 変異肺癌細胞株において BIM
遺伝子多型（以下 BIM 多型）の有無を PCR
法で確認したところ、HCC2279 と PC-3 が
ヘテロ接合型で BIM 多型を有することが明

らかになった（図 1.A）。これら細胞株にゲフ
ィチニブを添加し、アポトーシス誘導の指標
である活性化 Caspase-3/7 を検出し、定量し
たところ、BIM 多型を有する PC-3 と
HCC2279 はアポトーシス誘導に抵抗性を示
すことが確認された（図 1.B）。 

（２）BIM 多型に起因するアポトーシス抵抗
性を克服する薬剤として、本邦で既に承認さ
れている HDAC 阻害薬であるボリノスタッ
トに着目した。BIM 多型を有する PC-3 にボ
リノスタットを添加すると用量依存的に活
性型 BIM 蛋白の発現上昇を認めた（図 2）。 
（３）ゲフィチニブとボリノスタットの併用
効果について in vitro で検討した。BIM 野生



型の細胞ではゲフィチニブ単剤の処理で、
EGFR シグナルが抑制され、アポトーシス誘
導の指標である活性型の PARP, Caspase が
発現した。一方で BIM 多型を有する PC-3
では ゲフィチニブ 単剤で EGFR シグナル
は抑制されるものの、アポトーシスはほとん
ど誘導されず抵抗性を示した。しかし、ゲフ
ィチニブにボリノスタット を併用すると、
活性型 BIM 蛋白の発現が上昇し、アポトー
シスが著明に誘導されることが明らかにな
った。 

 
（４）ゲフィチニブとボリノスタットの併用
効果について in vivo での検討をマウス皮下
移植モデルで行った。HCC827 皮下腫瘍では
ゲフィチニブ投与により著明な腫瘍縮小効
果認めた。一方で BIM 多型を有する PC-3
皮下腫瘍ではゲフィチニブを投与してもほ
とんど腫瘍は縮小せず、アポトーシスに抵抗

性であることが示唆された。また、ボリノス
タット単剤では腫瘍は縮小しなかったが、ゲ
フィチニブとボリノスタットを併用すると
著明な腫瘍縮小効果を認めた。（図４）。 
以上の結果から、BIM 多型を有する EGFR

変異肺癌細胞において、HDAC 阻害薬である
ボリノスタット併用により、活性型 BIM 蛋
白発現上昇を介してアポトーシス誘導が促
進され、EGFR-TKI 耐性を克服しうることが
示された。本研究成果を基に、我々は名古屋
大学、東北大学、静岡県立静岡がんセンター、
先端医療センターと共同で BIM 遺伝子多型
を有する EGFR 変異肺癌を対象としたゲフ
ィチニブとボリノスタット併用の第Ⅰ相臨
床試験を医師主導治験として実施している
(ClinicalTrials.gov:NCT02151721)。今後、
臨床応用に向けた取り組みをさらに進めて
いきたい。 
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