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研究成果の概要（和文）：GISTの変異KITや肺癌の変異EGFRは、それぞれゴルジ体やエンドソームに停留し活性
化している。本研究ではその停留分子機構を解明し、分解誘導による新規治療開発の可能性を探る。
GISTの変異KITは、阻害剤A処理でゴルジ体からリソソームに移動し分解される。この際ユビキチン化も亢進す
る。一方、HSP90阻害剤を処理すると、プロテアソームでKIT分解がおこる。エンドソームに集積し活性化する変
異EGFRでもHSP90阻害剤処理で分解が促進された。現在、これら阻害剤を処理した時の細胞内移動経路と処理機
構を明らかにするためマルチカラー超解像三次元ライブイメージングで解析中である。

研究成果の概要（英文）：Mutated KIT of GIST and mutated EGFR of lung cancer are retained and 
activated in the Golgi apparatus and endosomes, respectively. In this study, we elucidated their 
retention mechanisms and explore the possibility of new development of anti-cancer agents. Mutated 
KIT of GIST accumulated in the Golgi apparatus is transported to lysosomes and degraded by addition 
of inhibitor A. Meanwhile, ubiquitination of KIT is also increased. On the contrary, treatment with 
HSP90 inhibitors may cause KIT degradation in proteasomes. Mutant EGFR, accumulated and activated in
 endosomes, was also degraded by addition of HSP90 inhibitors. Currently, we are analyzing with 
multicolor super-resolution three-dimensional live imaging to clarify detailed intracellular 
migration of molecules and kinase processing mechanism when these inhibitors are treated.

研究分野： 消化器外科

キーワード： ドライバー遺伝子　ゴルジ体　タンパク分解　ユビキチン化　プロテアソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ドライバー遺伝子変異を持つがん細胞では、その遺伝子産物は、正常タンパク質とは異なる場所に集積し、分解
を逃れ長期に増殖シグナルを出し、がん化を促進している。本研究で、GISTの変異KITのオルガネラ停留には、
特定の分子が関与していること、この分子を阻害すると変異KITは選択的に本来KITが分解を受けるリソソームに
輸送され分解されることが解った。一方、タンパク質の3次元構造を変えるHSP90阻害剤処理では、異常タンパク
質の細胞内処理機構が働き、プロテアソームでキナーゼの分解が進むことが解った。前者は腫瘍特異的で変異キ
ナーゼに選択的で、今後、新しい標的治療薬開発の候補となり得る。

※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 

申請者らは、マスト細胞白血病、 消化管間質細胞腫 (GIST)、 急性骨髄性白血病等に

おいて、これまで細胞膜でシグナルを起こすと考えられてきたレセプターチロシンキナ

ーゼ (RTK) KIT の恒常的活性化変異体が、低ユビキチン化状態でエンドソーム/リソソ

ームやゴルジ体に停留し、そこで下流分子 (AKT、 STAT5、 ERK) を活性化しているこ

とを見出した (Obata et al.、 2014、 2017、 2019)。予備検討では、他のがんの変異

シグナル分子 (EGFR、 PDGFRA、 FLT3、 FGFR3、 RAS、 SRC など) も特定のオルガネ

ラに集積していることを発見している。KIT 変異体については、正常（wild-type KIT）

に比し分解が遅く長命であることを示唆するデータが得られている。異常集積している

オルガネラで停留し代謝・分解されにくい分子メカニズムや分解代謝を促進した場合、

その後の移動場所や分解機構に関しては全く不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、がん細胞の変異シグナル分子のオルガネラ停留と安定化および代謝の分子

メカニズムを解明し、ドライバー遺伝子変異を持つがんに対する新たな治療開発の基盤

を構築することを目的している。申請者らは、これまで細胞膜でシグナルを起こすと考

えられてきた KIT チロシンキナーゼの自己活性化変異体が、低ユビキチン化状態でエン

ドソームやゴルジ体に停留し、下流分子を恒常的に活性化していることを報告した。一

方、EGFR 等の変異体はエンドソームに停留している。これら変異体が本来集積する場

所～則ち、正常（wild-type）チロシンキナーゼが集積する細胞膜以外に集積する分子

機構やそこで分解されず活性化状態で存在する要因は不明である。また、その分解代謝

を促進し細胞内での活性化シグナルを抑制した場合、どの様な経路や分解機構で代謝さ

れるかも不明である (図 1A)。本研究では、GIST の変異 KIT をモデルとし、細胞内局

在機構解析と生化学的解析を組み合わせこれら課題の解析実験を計画した。 

 

３．研究の方法 

KITの変異位置が異なる四種のGIST細胞

株と EGFR 変異を有する肺腺癌細胞株を用

い、タンパク質安定性に重要な HSP90 阻

害剤等を処理した。それらを処理した細

胞を溶解してライセートを調製し、イム

ノブロットをおこなった。さらに、細胞を

4%パラホルムアルデヒドで固定して抗

KIT 抗体およびオルガネラマーカーで染

色した。HSP90 阻害剤で誘導された分解



が、リソソームによるものかどうかを確認するために、塩化アンモニウムまたはクロロ

キンを用いた。また、ライブイメージング用に KIT-EGFP 発現コンストラクトを作成し

た。 

 

４．研究成果 

(1) A インヒビターによる KIT のリソソームへの移行 

幾つかの化合物を GIST 細胞に検討したところ、ほとんどのものは KIT レベルに影響を

与えなかった一方で、イムノブロット上の KIT 変異体のバンドを有意に減少させるもの 

(阻害剤 A) を見出した。その際の KIT の細胞内局在を調べたところ、小胞状オルガネ

ラに移行し、western blotting で KIT のタンパク質レベルの低下が確認された。これ

ら結果から、KIT が集積する小胞状オルガネラは、リソソームと予想し、マーカーであ

る LAMP1 と共染色した。阻害剤 Aを処理すると、KIT は LAMP1 で囲まれる領域に移動す

ることが認められた。さらに、阻害剤 Aにリソソームでの分解阻害剤 (塩化アンモニウ

ム、 クロロキンまたはバフィロマイシン A1) を同時に処理すると、KIT のタンパク質

レベルは維持された。言い換えると、阻害剤 Aの標的分子は、KIT のリソソーム移行を

止め、KIT を長命化していることが示唆される。阻害剤 Aによる KIT のリソソームへの

移行・分解は、ゴルジタンパク質（GM130、Syntaxin 6、golgin97、AKT、ERK、STAT5）

では認められず、KIT に選択的な機構であると予想される。本化合物は、マスト細胞白

血病の KIT 変異体には影響はなく、GIST に選択的に作用することが示唆された。 

今後、ノックダウン等により、阻害剤 A の標的分子を明確にし、その分子の局在を明

確にし、さらに、共免疫沈降法および in vitro pulldown、PLA 法等により、KIT との物

理的相互作用を確認する。また、阻害剤 A処理時の KIT のユビキチン化レベルが亢進す

ることを確認しており、ユビキチン化様式および E3 リガーゼの探索をおこなう予定で

ある。 

 

(2) HSP90 阻害剤による KIT 変異体の分解誘導 

多くの RTK の分子構造安定化に重要な HSP90 に対する阻害剤 (17AAG 等) を複数の

GIST 細胞株に処理した。HSP90 阻害剤を処理したところ、western で KIT タンパク質レ

ベルが有意に減少した。この際、AKT、STAT5、ERK 等のレベルには変化無く、この HSP90

阻害剤による KIT 減少は KIT 選択的であることが示唆されている。HSP90 阻害剤と塩化

アンモニウムまたはクロロキンを同時処理した際、KIT タンパク質レベルの回復は全く

認められない。すなわち、リソソームでの分解以外の分解機構が関与していることが示

唆された。則ち、プロテアソームでの分解が予想され、現在、プロテアソーム阻害剤MG132

またはボルテゾミブとの併用により、確認をおこなっている。また、HSP90 阻害剤は、

肺腺癌のエンドソームに集積している EGFR のタンパク質分解も誘導し、その際のメカ

ニズムについても検討中である。 



以上の結果から、KIT は、HSP90 と阻害剤 Aの標的分子により、分解抑制を受けている

ことが示唆された。HSP90 阻害剤、或いは、阻害剤 Aいずれを作用させても、ユビキチ

ン化が重要な役割を果たしていることが知られているため、これら阻害剤の処理時の変

異 KIT のユビキチン化レベルを確認する予定である。 

現在、(1)、 (2) の実験について、ライブイメージングをおこなうための蛍光タンパ

ク質タグした KIT の発現系を構築している。GIST 細胞株の KIT-EGFP、 KIT-mCherry の

トランスフェクションについては、至適条件を見出し、発現させた KIT-FP は、野生型

も変異型も、内在性レベルのものを反映した局在を示すことを確認した (図1B)。今後、

この発現系を用いて、マルチカラーの超解像三次元ライブイメージングを試みる予定で

ある。 
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