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研究成果の概要（和文）：本研究から、肥満細胞腫のTK阻害剤耐性化には、TK阻害剤暴露によるKIT変異の蓄積
が重要であり、これによりKITにTK阻害剤耐性の二次変異が生じることが示された。また、腫瘍組織において予
め超微量のTK阻害剤耐性クローンが存在している場合があることも示された。一方、犬の肥満細胞腫では様々な
変異KITが検出されるが、変異の部位や種類からのみではTK阻害剤耐性を生じるか否かは予想できなかった。し
たがって、TK阻害剤耐性の克服に向けた個別化治療を構築する上では、次世代シーケンス解析など高精度で広範
な遺伝子解析を用いた検査と検出された変異KIT蛋白の機能的特徴付けが重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study indicates that accumulation of KIT mutations due to TK inhibitor 
exposure is important for TK inhibitor resistance in mast cell tumors, which results in TK 
inhibitor-resistant secondary mutations in KIT. In addition, it was shown that ultra-trace amounts 
of TK inhibitor-resistant clones may pre-exist in tumor tissues. On the other hand, although various
 mutations of KIT are detected in canine mast cell tumors, it was not possible to predict whether or
 not TK inhibitor resistance would occur based solely on the site and type of mutation. Therefore, 
it was considered that development of highly accurate and extensive genetic analysis system, such as
 next-generation sequencing analysis, for detection of KIT mutation and further functional 
characterization the mutant KIT proteins are important in order to establish individualized 
therapies to overcome TK inhibitor resistance.

研究分野：獣医臨床病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、犬の肥満細胞腫におけるチロシンキナーゼ阻害剤耐性化メカニズムの一端を明らかにした。また、
この知見は耐性の克服に向けた新たな個別化治療の構築につながると考えられる。人においても同様の腫瘍が主
に小児において発生し（人では肥満細胞症という）、チロシンキナーゼ阻害剤が奏功する場合がある。しかしな
がら、犬や猫の肥満細胞腫と同様に最終的に耐性が生じることが問題となっている。本研究から得られた成果
は、小児肥満細胞症におけるチロシンキナーゼ阻害剤耐性の克服戦略の開発にも貢献する可能性が高く、社会的
に重要な意義を持つ成果と考える。

※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 
 肥満細胞を起源とする悪性腫瘍（肥満細胞腫）は犬および猫において発生頻度が高く、獣医臨
床においてきわめて重要な悪性腫瘍である。犬および猫の肥満細胞腫ではそれぞれ約 30％と
70％の症例で KIT遺伝子に機能獲得性異が認められる。申請者は、KIT遺伝子に変異を有する
肥満細胞腫では KITを標的とするチロシンキナーゼ（TK）阻害剤イマチニブが著効することを
見出し、TK阻害剤を用いた個別化分子標的療法の有益性を明らかにした。一方、イマチニブあ
るいは同様の TK 阻害剤であるトセラニブによる治療では、治療経過とともに腫瘍細胞が耐性
を獲得し、腫瘍の再燃により最終的に死亡する。申請者らは、この耐性化には 1) KIT遺伝子二
次変異の出現、2) KITの側副シグナルの活性化、3) KITの過剰発現、4) これらとは異なる未知
の分子機構の誘導、5) 耐性素因を持つ超微量集団の拡大、が単独あるいは複合して関与する可
能性を見出した。さらに、異なる細胞株で、それぞれ異なった耐性機構が誘導されることを明ら
かにした。このことは、症例ごとに異なる耐性機構を利用している可能性を示唆するものであり、
TK阻害剤耐性化を理解するための重要な基盤と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、肥満細胞腫における TK阻害剤耐性化機構の多様性について、腫瘍細胞の形
質の変化と腫瘍内の heterogeneity の観点から解明すること、また、腫瘍の多様な耐性機構に対
応した個別化耐性克服治療法を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1）犬の肥満細胞腫細胞株のクローン化と KIT 遺伝子の変異獲得の解析 
 犬の肥満細胞腫細胞株 VI-MC 細胞を限界希釈によりクローン化し、2クローンの VI-MC 亜株を
作製した。これらの細胞の増殖過程における KIT 遺伝子の変異獲得状況について次世代シーケ
ンサーを用いてディープシーケンス解析した。また、これらの細胞株を TK阻害剤（トセラニブ）
存在下で培養を行い、同様に KIT 遺伝子の変異獲得状況について解析した。 
 
2）犬の肥満細胞腫における KIT 遺伝子腫瘍内 Heterogeneity の解析 
 トセラニブ未治療の犬の肥満細胞腫の腫瘍組織における超微量の KIT 変異の探索と変異 KIT
の性状解析を行った。約 160 検体の腫瘍組織を収集し、MiSeq を用いた KIT 遺伝子のディープシ
ーケンス解析を行った。この解析における depths of coverage は超微量クローンが検出できる
よう、少なくとも 8000reads/base の検出感度が得られる条件で解析した。 
 
3）TK 阻害剤未治療の犬の肥満細胞腫より同定した新規 KIT 変異ならびにこれまで報告された犬
の肥満細胞腫の KIT 変異で性状解析が行われていない変異に注目して、KIT リン酸化に及ぼす影
響とチロシンキナーゼ阻害剤トセラニブの影響を検討した。解析の対象とした変異は 33種類で、
HEK293 細胞を用いてこれらの変異を有する組換え KIT 蛋白を作製し、リン酸化の状態を評価し
た。 
 
４．研究成果 
（1）クローン化した 2
株の VI-MC 亜株（cVI-
MC1 および cVI-MC2）に
ついて、まず、それらの
増殖過程における KIT
遺伝子の変異獲得状況
について次世代シーケ
ンサーを用いてディー
プシーケンス解析した。
その結果、クローン化
VI-MCでは増殖過程にお
いて KIT に新たな変異
が蓄積することが明ら
かになった（Table 1）。
次いで、これらの細胞株
を TK 阻害剤（トセラニ
ブ）存在下で培養を継続
し、それぞれのトセラニ
ブ耐性細胞株を作製した（trVI-MC1 および trVI-MC2; Fig. 1）。trVI-MC1 および trVI-MC2 の
KIT 遺伝子をディープシーケンス解析した結果、これらの細胞の KIT 遺伝子には新たな変異が生



じていた（Table 1）。さらに、同定された変
異 の 中 で 、 trVI-MC1 で 認 め ら れ た 
c.2456A>T（p.Asp819Val）と trVI-MC2 に認
められた c.2456A>G（p.Asp819Gly）について
はトセラニブ抵抗性が生じる変異であり
（Fig. 2）、cVI-MC1 および cVI-MC2 で特定
された変異と trVI-MC1 および trVI-MC2 の
他の変異についてはトセラニブ感受性の変
異であった。これらの結果は、肥満細胞腫の
TK 阻害剤耐性化には、TK阻害剤暴露による
KIT 変異の蓄積が重要であり、これにより
KIT に TK 阻害剤耐性の二次変異が生じる可
能性が示された。このように TK 阻害剤に暴
露されることで生じる腫瘍細胞の形質の変
化は TK阻害剤耐性化の大きな要因であると
考えられた。ただし、この結果は腫瘍組織に
おける腫瘍細胞のクローン進化によって TK
阻害剤耐性素因を持つ超微量なクローンが
pre-exist することを否定できるものでは
なかった。 
 
（2）上述のように、株化細胞を用いた解析
では、TK 阻害剤耐性化を引き起こす変異は
TK 阻害剤暴露によりトリガーされることが
示され、それが重要なメカニズムであることは確かと考えられる。一方で、自然発生し、進行し
た腫瘍内には高度に Heterogeneity が形成される。そこでトセラニブ未治療の犬の肥満細胞腫
の臨床サンプルを用いて KIT 遺伝子をディープシーケンス解析し、トセラニブ耐性素因を持つ
超微量集団が腫瘍組織内に存在するのか、またそのような集団がトセラニブ耐性化の要因とな
るのかを検討することとした。この解析における depths of coverage は超微量クローンが検出
できるよう、少なくとも 8000reads/base の検出感度が得られる条件で解析した。その結果、KIT 
exon 2, 5, 6, 7, 9, 11, 17, and 21 に 34 種類の変異が特定された。これらの中には従来から
トセラニブ感受性として知られる ITD 変異の他、17 種類の non-ITD が含まれていた。さらにこ
の 17 種類の中には、前年度に培養細胞株においてトセラニブ耐性化にかかわる変異として同定
された c.2456A>T 変異が含まれていた。この変異はトセラニブ感受性 KIT c.1523A>T 変異を有
するトセラニブ感受性肥満細胞腫細胞株がトセラニブ耐性を獲得するプロセスで生じる KIT の
二次変異として同定された変異である。このことから、トセラニブ未治療の犬の肥満細胞腫の腫
瘍組織において、予めトセラニブ耐性クローンが存在していることが示唆された。さらに、この
変異は腫瘍サンプル中の allele frequency が 0.78%ときわめて微量であり、腫瘍組織中のトセ
ラニブ耐性素因を持つ超微量クローンがトセラニブによる治療過程で選択的に増加することで
最終的に腫瘍組織が耐性を獲得する可能性を示すものであった。一方、他の 16 種類の変異につ
いてはこれまでトセラニブに対する感受性を解析した報告がなく、腫瘍のドライバーあるいは
耐性化としての役割は不明であった。 
 
（3）これまで一部の
KIT 遺伝子の変異につ
いては characterize
されており、TK阻害剤
感受性のドライバー
変異であることや、
（1）で確認したよう
に TK 阻害剤抵抗性の
ドライバー変異であ
ることが示された。し
かしながら、（2）で同
定した変異だけでな
く、これまで報告されている多くの変異についてドライバーか否か、また TK 阻害剤感受性か抵
抗性かについて検討されていない。そこで、（2）で同定した変異の内、比較的 allele frequency
の高い変異とこれまで報告された犬の肥満細胞腫の KIT 変異で characterize されていない変異
に注目して、KIT リン酸化に及ぼす影響とチロシンキナーゼ阻害剤トセラニブの影響を検討した。
解析の対象とした変異は 33 種類で、HEK293 細胞を用いてこれらの変異を有する組換え KIT 蛋白
を作製し、リン酸化の状態を評価した（Fig. 3）。その結果、21 種類の変異で KIT の恒常的なリ
ン酸化が認められ、10 種類では統計学的有意差はなかったもののリン酸化が亢進する傾向がみ
られた。また、２種類の変異については KIT のリン酸化に影響しないことが示された。このよう



に、必ずしも KIT に見られ
る全ての変異が機能獲得
性の変異ではなく、KIT の
機能的変化に与える影響
は変異により異なること
が示された。KIT に恒常的
リン酸化を引き起こした
変異 21 種類については、
組換え KIT 蛋白を用いて、
リン酸化におよぼすトセ
ラニブの影響を検討した
（Fig. 4）。21 種類の変異 KIT の内、15種類はトセラニブによりリン酸化の抑制がみられた。一
方、６種類ではリン酸化の抑制は認められず、トセラニブ抵抗性の変異であることが示された。
この６種類の変異の同定は、トセラニブ未治療の犬の肥満細胞腫の腫瘍組織において、予めトセ
ラニブ耐性クローンが存在していることを示すものであった。このように、犬の肥満細胞腫では
ドライバーとなっている変異 KIT が常にトセラニブの治療標的とはならず、一部の症例ではト
セラニブが不適応となることを示唆している。 
  
 本研究から、肥満細胞腫の TK 阻害剤耐性化には、TK 阻害剤暴露による TK 阻害剤耐性の二次
変異の発生が重要であることが示された。また、腫瘍組織において予め超微量の TK 阻害剤耐性
クローンが存在している場合があることも示された。これらを考慮すると、治療の個別化、とく
に TK 阻害剤耐性素因の有無を考慮した個別化治療の確立には、多様な変異 KIT 蛋白の特徴付け
と、次世代シーケンス解析など高精度で広範な遺伝子解析を用いた検査が重要と考えられた。  
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