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研究成果の概要（和文）：温度感受性増殖特性を示すSV40抗原遺伝子導入動物を用いて、GISTが発生する胃、盲腸カハ
ール介在細胞を抗体ソーティング法により分離した。c-kit遺伝子エクソン１１変異遺伝子導入すると培養条件を37℃
に戻しても細胞は死滅せず継代して増殖できた。変異遺伝子導入GIST細胞をmicroアレイを用いて細胞内情報分子を検
討した。胃由来c-kit遺伝子変異導入細胞では８遺伝子の増幅および７遺伝子の低下、回盲部由来c-kit遺伝子変異導入
細胞では11遺伝子の増幅および8遺伝子の低下を認め、遺伝子発現プロフィールは全く異なっていた。これらは悪性度
に関連する分子の可能性が高く、次研究に発展できる。

研究成果の概要（英文）：Gastric Cajal cells and cecal Cajal cells were isolated from the stomach as well 
as the cecum of SV40 transformed rat with cell sorting method. The human c-kit gene with mutated c-kit 
exon 11 were transfected into gastric Cajal cells and cecal Cajal cells. Both cells had been continuously 
survived and cultured in 37℃. The mRNAs of transformed gastric or cecal were investigated with micro 
array assay, which were identified the proliferative or the apoptotic mRNAs associated with proliferation 
and apoptosis. In transformed gastric Cajal cells (low malignancy), 8 genes were up-regulated and 7 genes 
were suppressed. In transformed cecal Cajal cells (high malignancy), 11 genes were up-regulated and 8 
genes were suppressed. Those profiles were completely different between the transformed gastric Cajal 
cells and cecal Cajal cells. Those might be candidate genes associated with the different malignant 
potential between gastric GIST and cecal GIST.

研究分野： 消化器内科学、腫瘍内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
消化管粘膜下腫瘍は全消化管、特に胃に高

頻度に見いだされ、かつては病理学的に良性
の平滑筋腫がその大部分を占めるため、出血
等の臨床症状が出現するまでは経過観察の
対象とされていた。近年、３ｃｍ以上の消化
管粘膜下腫瘍の 70-80％は消化管間質腫瘍
(GIST)と診断されることが判明した。これは
国際的な GIST 診断基準の変更によるところ
が大きい。すなわち、近年、GIST 発生の分
子機構の解明が進展し、多くの GIST では
c-kit 遺伝子（受容体型チロシンキナーゼ遺伝
子）の特定の部位に変異があり、そのために
本来の生理的リガンドである Stem Cell 
Factor(SCF)の結合なしに KIT 蛋白（受容体
型チロシンキナーゼ）の二量体が形成され、
チロシンリン酸化が起こり、制御からはずれ
た増殖シグナル亢進、抗アポトーシスが主た
る腫瘍増殖機序であることが推定されるよ
うになった。これらの知見に基づいて消化管
粘膜下腫瘍の診断基準が提唱され、病理学的
所見にかかわらず、KIT 蛋白が陽性であれば
基本的には GIST と診断される。しかし、そ
の悪性度は消化管の発生部位によって著し
く異なる。また、c-kit 遺伝子変異は限定して
おり、細胞膜直下のエクソン 11 変異が最も
頻度が高く、次いで細胞外のエクソン 9、そ
してキナーゼ部分のエクソン 17、エクソン
18 に集中している。他方、KIT 蛋白のチロ
シンキナーゼ活性を抑制する分子標的治療
薬が開発され、本腫瘍に著しい効果を示すた
め、c-kit 遺伝子変異のみが GIST 腫瘍化の機
序と推定されてきた。しかし、ノックインマ
ウスを用いた報告（J Pathol 214,302,2008）
では c-kit 遺伝子変異を導入してもヒトで頻
度の高い胃、小腸には GIST の起源であるカ
ハール介在細胞の過形成のみが発生し、その
中でわずかに盲腸部にのみ腫瘍形成が見ら
れた。同様に c-kit 遺伝子の異なる部位に変
異を導入したノックインマウスを用いた報
告でも全く同様の結果であり、c-kit 遺伝子変
異導入のみで移植可能腫瘍性 GIST が生じさ
せることができない。他方、これまでのノッ
クインマウスを用いた検討では、その解析に
多大な労力と時間を要し、また、c-kit 遺伝子
変異部位を変化させるごとに、新たなノック
インマウスを作成しなければならず、解析に
非常に時間がかかる。 
このような手法を選択せざるを得ない最

大の問題点は、 
１）継代可能な GIST 細胞株が存在しない

こと、 
２）消化管各臓器由来のカハール介在細胞

の継代培養が困難なこと、 に由来する。 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
消化管間質腫瘍(GIST)発症の分子機構の

解明から KIT 蛋白を介した脱制御が主たる
腫瘍化機序と推定されている。しかし変異
c-kit 遺伝子ノックインマウスの報告では
GIST 起源カハール介在細胞の過形成は多発
するが、腫瘍は盲腸部に限局、最も頻度の高
い胃には発生しない。この知見は c-kit 遺伝
子変異のみが増殖機序ではないこと、発生臓
器特異性があることを予測させる。  
本研究では温度感受性 SV40 large T 抗

原遺伝子導入動物を用いて消化管の各臓器
由来の継代可能なカハール介在細胞株を作
成、さらに種々の変異 c-kit 遺伝子の導入に
より消化管臓器ごとの腫瘍形成能、付加的遺
伝子異常の同定、発生臓器の悪性度の細胞生
物学的差異に関わる機序を解明することを
目的とする。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では既に確立している SV40 
largeT 抗原遺伝子導入動物を用いて、GIST
が発生する消化管各臓器（食道、胃、小腸、
盲腸、結腸、直腸）からカハール介在細胞を
分離培養し、SV40 largeT 抗原遺伝子導入
細胞のきわだった特徴である温度感受性
（33℃での培養ではSV40 largeT抗原が活
性化し、不死化できるが、37℃では死滅する）
を利用して、33℃で培養可能な消化管各臓器
由来カハール介在細胞株を作成する。次いで、
我々の臨床検体の解析から知られている
c-kit 遺伝子エクソン 11、エクソン 9、エクソ
ン 17、エクソン 18 の遺伝子変異を、各々、
あるいは複数箇所に複数の変異を導入した
変異 c-kit 遺伝子を、不死化状態にある消化
管各臓器カハール介在細胞株に導入後、37℃
で培養し、SV40 largeT 抗原を不活性化さ
せても、なおかつ不死化を維持でき、継代培
養が可能な細胞株を選択する。これらの検討
により不死化の維持、継代培養に必須な c-kit
遺伝子変異、またその変異とカハール介在細
胞の由来となる臓器の関連が明らかにでき
る。 
 
 
 
４．研究成果 
 
 温度感受性増殖特性を示す SV40 largeT
抗原遺伝子導入動物を用いて、GIST が発生す
る消化管各臓器（食道、胃、小腸、盲腸、結
腸、直腸）の中から GIST の起源細胞である
カハール介在細胞を特徴的な KIT 陽性、CD34
陽性細胞のみを抗体ソーティング法により
分離培養した。まず、SV40 largeT 抗原遺伝
子導入細胞の特徴である温度感受性（33℃で



の培養では SV40 largeT 抗原が活性化し、
不死化できるが、37℃では死滅する）胃由来
カハール介在細胞株（臨床的に悪性度が低
い）および回盲部由来カハール介在細胞株
（臨床的に悪性度が高い）が樹立された。そ
こで、これら樹立細胞株に site-directed 
mutagenesis により作成された c-kit 遺伝子
エクソン 11 変異遺伝子および c-kit 遺伝子
エクソン 11変異遺伝子およびエクソン 17変
異遺伝子(kinase activation loop) を導入
した。その結果、胃由来カハール介在細胞株
および回盲部由来カハール介在細胞株では
37℃では死滅するが、両細胞株に c-kit 遺伝
子エクソン 11 変異遺伝子導入株では培養条
件を 37℃に戻しても細胞は死滅せず、継代し
て増殖する細胞株を樹立することができた。
そこで、由来組織による悪性度の差違を詳細
に検討するため、c-kit 遺伝子エクソン 11 変
異遺伝子を導入したGIST細胞もｍRNAを抽出
し、細胞増殖、アポトーシス関連 DNA アレイ
を用いて、変異 KIT 蛋白に連動する細胞内情
報伝達分子 mRNA の増減を両細胞株の変異導
入前細胞株と比較検討した。その結果、胃由
来c-kit遺伝子変異型導入細胞では８遺伝子
の発現増幅および７遺伝子の発現低下、回盲
部由来 c-kit 遺伝子変異型導入細胞では 11
遺伝子の発現増幅および8遺伝子の発現低下
を認め、その遺伝子発現プロフィールは全く
異なっていた。これらの中から回盲部由来
c-kit 遺伝子変異型導入細胞で特徴的に発現
増幅している増殖に関与すると推定される
３遺伝子を選択し、蛋白発現と機能機能解析
を開始している。これらは当初の悪性度に関
連する分子である可能性が高く、次の研究に
発展できる。 
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