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研究成果の概要（和文）：本試験で使用される予後予測マーカーであるPAX3、REC8、P16のDNAメチル化はSDH欠損GIST
に関して全例でマーカー陽性となることが明らかとなった。したがって、KITもしくはPDGFRの変異を認めるGISTに対し
て有効なマーカーと考えられる。SDH欠損GISTでKITの下流であるPI3K / Akt シグナル伝達系がDNAメチル化の標的にな
っていることよりSDH欠損により隆起されるDNAメチル化の蓄積がGISTの発生に関与することを裏付ける結果と考えられ
る。トランスクリプトーム解析とDNAメチル化解析の両者でGタンパク質共役受容体の関与が示唆され今後の研究課題と
考えられる。

研究成果の概要（英文）：Regarding SDH deficient GIST, the promoter of the markers (PAX3, REC8 and P16) 
are markedly methylated. So these markers should be used for either KIT mutated GIST or PDGFR mutated 
GIST. From pathway analysis using illumina 450K array data, we found abnormally methylated genes among 
SDH deficient GIST were enriched in PI3K/Akt signaling pathway, which are downstream of the KIT receptor. 
It suggests that abnormal DNA methylations induced by SDH deficient cause development of GIST with 
neither KIT mutations nor PDGFR mutations. Gene set analysis based on genome wide DNA methylation and 
transcriptome profiling revealed the relationship between G protein-coupled receptors (GPCRs) and 
malignant GIST.

研究分野： 消化器内科

キーワード： GIST
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１．研究開始当初の背景 
GISTは消化管に発生する粘膜下腫瘍で KITや
PDGF-Rαの変異を認めることが知られてい
る。日本における再発あるいは切除不能の
GIST 症例は 1,000～1,500 人／年と推計され
ている。しかし、多くの GIST が、消化管の
粘膜下腫瘍として切除された後の組織検査
によって診断されており、術後に再発を起こ
さない GIST 症例の数はかなり多いことが知
られている。また、病理解剖症例の胃を詳細
に検討した結果、中高年において数㎜の GIST
を高頻度に認めるという報告がある。したが
って、GIST には KIT や PDGF-Rαの変異を認
めるが、転移・浸潤をしない低悪性度 GIST
と転移・浸潤をする高悪性度 GIST が存在す
ると考えられている。低悪性度 GIST が、転
移浸潤能をもつ高悪性度 GIST になる機序の
１つとして LOHの報告があるが十分ではない。
さらに発生臓器によっても悪性度の違いを
みとめるが、その機序に関しての報告はなか
った。近年エピジェネティクス研究の発展に
より、DNA 異常メチル化が、がんの発生・進
展に深く関与していることが明らかとなっ
た。また、DNA メチル化は非常に安定した化
学修飾であり、バイオマーカーとしても注目
されている。申請者は、GIST の臨床検体を対
象に、マイクロアレイを用いて網羅的な DNA
メチル化解析を施行した。 その結果、以下
のことを明らかにした。(1)高悪性度 GIST で
は低悪性度 GIST に比較して多くの遺伝子の
DNA メチル化をみとめ、悪性化には DNA メチ
ル化が関与している。(2)胃由来の GISTと小
腸由来の GIST では DNA メチル化のプロファ
イルが異なる。(3)予後予測マーカーとなる
メチル化ターゲット遺伝子（PAX3, REC8, 
P16）の同定。 
 
２．研究の目的 
GIST は内視鏡にて粘膜下腫瘍として認識さ
れ、その大きさのみで治療方針を決定するこ
とが多い。また、超音波内視鏡下穿刺生検
（EUS-FNAB）による組織診断で GIST と診断
された症例は手術適応と考えられている。一
方で、以前は経過観察とされていた小さい粘
膜下腫瘍の多くは GIST であり、それらは転
移浸潤の可能性が極めて低いことも知られ
ている。術前に EUS-FNAB にて採取した組織
を用いて GIST の診断をすることは可能であ
るが、核分裂像の評価や Mib1 index を用い
たリスク評価を正確にすることは困難であ
る。しかし、DNA メチル化マーカーは安定し
ており、EUS-FNABで得られる微量な検体でも
正確な評価が可能である。したがって、DNA
メチル化マーカーを確立することで術前に
正確な悪性度を知ることができ、手術の適応
や時期の決定に大きく寄与することができ
る。正確で客観性のあるリスク分類が必要で
あることを示している。本研究では、DNA メ
チル化マーカーの確立をすることで GIST の
臨床を発展させることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
申請者は、メチル化ターゲット遺伝子(PAX3, 
REC8, P16)のうち 1 遺伝子でもメチル化陽性
となる症例は、多変量解析で腫瘍径や核分裂
像よりも有意に高いハザード比を示すこと
を証明した。これらの遺伝子の DNA メチル化
が予後予測に有効であるか前向きコホート
にて検討する。また、得られた検体や既存の
検体を用いて DNA メチル化による GIST の悪
性化に関する検討する。 
 
４．研究成果 
 前向きコホート研究は、3 年無再発生存率
（メチル化群 62％、非メチル化群 96％）、両
側 α=0.05、検出力 80％、追跡期間 3年とし
て必要症例数を各群 32例と考え、合計 80 症
例を予定症例数として設定した。同条件で名
古屋市立大学病院臨床試験倫理委員会の承
認を得て開始された。 
 解析法に関しては、パイロシークエンス法
に比較して多くの研究室で解析可能な Real 
time MSP法を用いた解析を確立した。方法は、
PAX3 と REC8 に関してメチル化 DNA に特異的
なプライマーを作成、リピート配列（LINE1）
を使用し標準化した。胃と小腸の筋層、高悪
性 GIST、低悪性 GIST の検体を用いて解析、
パイロシークエンス法との相関は PAX3 で 
R2=0.698、REC8 で R2=0.647 であった。既存
の検体を用いた検討では、消化管筋層を用い
て Mean±2SD をカットオフ値として診断する
と、パイロシークエンスでの結果と同様にメ
チル化群と非メチル化群を分けることが可
能であった。 
 最近本研究課題に関連する重要な報告が
あった。KIT や PDGF-Rα の変異を認めない
GIST の大部分で mitochondrial succinate 
dehydrogenase(SDH)の変異による機能欠損
を認めるといった報告である。SDH の先天的
変異はパラガングリオーマなどでも報告が
あり SDH自体の腫瘍抑制遺伝子もしられてい
るか、特記すべきことは succinate/α
-ketoglutarateの比率が TETの活性に深く関
与し、SDH の機能欠損により DNA のメチル化
が強く誘導されるとの報告である。この報告
は、本研究にきわめて密接に関与するものと
考え、慎重に検討する必要があると判断した。 
SDH機能欠損 GISTの DNAメチル化のターゲ

ットを検討するため、GEOのイルミナ 450Kア
レイのデータを使用した(GSE34387)。最初に
遺伝子のプロモーター領域(TSSから±1kb以
内)で CpG アイランド内に存在するプロモー
ターを選択、選択されたプローブで全症例間
で比較し変化の大きいプローブ(β値の標準
偏差が 0.05 以上)のプローブを選択し、クラ
スター解析を施行した（図１）。クラスター
解析では、正常筋層と SDH 正常 GIST からな
る群と SDH 欠損 GIST からなる群の 2 群に明
確に分類された。 



(図１:全症例を用いたクラスター解析) 
 

SDH欠損 GISTの群では DNAのメチル化が顕著
に確認されるため、SDH 欠損群での DNA メチ
ル化ターゲット遺伝子を検討した。まず、本
研究のターゲット遺伝子である PAX3、REC8、
P16 のプロモーター領域のメチル化を比較し
た。このときのカットオフとして正常筋層の
平均+3SD を用いるとβ値はそれぞれ PAX3 で
は 0.278、REC8 では 0.447、 P16 では 0.498
となった。このカットオフを用いると、SDH
正常群では 23%で陽性。SDH欠損群では 100％
で陽性。正常筋層では 0％が陽性であった 
(図 2) 。この結果より、SDH 正常 GIST では
予測された頻度の陽性率であったが、SDH 欠
損 GISTではすべての症例で陽性となり、SDH
正常 GIST のみで予後予測のマーカーとして
使用可能であることが示唆された。 
 
 (図 2 PAX3,REC8 P16 のメチル化) 
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また、SDH 欠損 GIST でメチルを認める遺伝子
群を gene set analysis を施行し特徴を検討
した。このとき正常筋層で既知の腫瘍抑制遺
伝子のβ値を参考にして、β値が 0.2以下を
メチル化なしと定義した。したがって SDH 正
常 GISTと正常筋層でβ値が 0.2以下かつ SDH
欠損 GIST で有意(p-value<0.01)にβ値が増
加しているものを対象遺伝子群とした。パス
ウエイ解析では G タンパク質共役受容体
(q-value=1.74e-06)と PI3K / Akt シグナル
伝達系(q-value=8.85e-06)が有意で上位に
あげられた。共に発癌との関連が深い系であ

るが、PI3K / Akt シグナル伝達系は KIT の
下流であり、KIT 変異を認めない GIST の悪性
化の機構として考えられる。 
オントロジー解析では、developmental 
process(q-value=4.13e-19)、cell adhesion 
(q-value=1.08e-12)、 cell motility  
(q-value=2.15e-10)、cell proliferation 
(q-value=1.52e-08)が上位にみられいずれ
も悪性化に関連深いものであり、これら遺伝
子のメチル化が悪性化に関与していること
が示唆された。 
 次に PAX3、REC8、P16で悪性度が高いと診
断される GISTでの悪性化の機所を検討する
ため expression array（GSE47911）のデータ
を使用して、トランスクリプトーム解析を施
行した。マーカー陰性 GISTでβ値 0.2以下、
マーカー陽性 GIST で有意(p-value<0.01)に
メチル化がβ値 0.1以上増加している遺伝子
群の発現に注目し、これらの遺伝子の発現が
総じて高いものを予後良好 GIST、発現低下が
確認されるものを予後不良 GISTと分類した。
2群間で有意(p-value<0.05)に mRNAの発現に
違いのある遺伝子群を選択し、gene set 
analysis を施行した。パスウエイ解析では G
タンパク質共役受容体関連が複数 
(p-value: 8.15e-05~ 3.26e-03)、そして WNT、
MAPキナーゼなどが有意差をもって同定され
た。オントロジー解析では cell 
adhesion(p-value=3.06e-05) がもっとも有
意であった。  
 前向き試験に関しては、batch effect を最
小化するため、検体の解析は同時に施行する
のが望ましいため、指定の研究期間内で報告
することができなかった。しかし、研究開始
時に考慮していなかった、SDH 欠損 GIST が全
例でマーカー陽性となることはきわめて重
要である。サブ解析として、KIT陰性、PDGFR
陰性の GIST を除外した検討を行う必要があ
る。また、DNA メチル化と GIST に関しては、
SDH欠損 GISTで KITの下流である PI3K / Akt 
シグナル伝達系が DNAメチル化の標的になっ
ていることは SDH 欠損により隆起される DNA
メチル化の蓄積が GIST の発生に関与するこ
とを裏付ける結果と考えられる。トランスク
リプトーム解析では本研究で予後不良 GIST
と予測される群で Gタンパク質共役受容体の
発現が、SDH欠損 GISTのメチル化ターゲット
解析と同様に同定されたことは、きわめて興
味深い結果と思われる。G タンパク質共役受
容体と GIST の関連に関しては今後の研究課
題として深く検討する予定である。 
 本基盤研究で、前向き試験は完了すること
はできなかったが、今後も症例を蓄積する。
副次的な課題としていた、DNA のメチル化と
悪性度に関する研究では新たな機構が同定
された。 
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