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研究成果の概要（和文）：消化管間葉系腫瘍GISTの病態解明を目的に悪性化に関与する新規遺伝子を同定する研究を行
った。まず中心的な役割をするkit遺伝子が他の遺伝子をどのように影響するかを調べるため細胞株を用いマイクロア
レイ解析を行ったところ1000以上の遺伝子発現が有意に変動していた。変動幅の大きい遺伝子を実際のGIST検体で調べ
たが悪性予測遺伝子は見つからなかった。そこで臨床的に良性に近いものと悪性であったGIST8検体をマイクロアレイ
で解析し、悪性群で大きく発現亢進した遺伝子を9つ同定することが出来た。今後はこの結果を用いてGIST悪性化に関
する遺伝子を絞り込んでいくことで病態が更に解明されていくと考える。

研究成果の概要（英文）：We conducted a research to explore new genes involved in malignant behavior in 
GIST. Firstly, mutated or wild type c-kit gene was transfected exogenously to 293T cell line. Extracted 
mRNA was subjected to microarray analysis in order to compare with the influence of each kit gene. More 
than 1000 genes had significantly changed by exogenous c-kit. 11 genes were dramatically up or down 
regulated more than ten times. Their expressions were evaluated in actual GIST sample. However, there 
were no genes related to malignancy. From this result, we next analyzed clinical GIST samples which are 
classified to benign or malignancy by using a microarray. Then nine genes had significantly increased 
their expressions in malignant group. New candidate genes which are related to malignant features will be 
found by analyzing in actual many kinds of GIST samples.

研究分野：消化管学

キーワード： GIST
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）消化管間葉系腫瘍 GIST は歴史的変遷
を経て現在の診断基準が確立したが、臨床的
には緩徐な発育を来すものから急激に増大
し転移浸潤する悪性度の高いものまで多様
性のある腫瘍である。しかし上皮性腫瘍と異
なり良悪性という区別が困難なため、すべて
の GIST は潜在的に悪性要素をもっていると
考え、手術が推奨され、術後再発や生命予後
に関して大きさ、増殖能（核分裂像,Mib1 
Index）を用いてリスク分類がなされている。
1998 年に Hirota らにより消化管筋層内に存
在するペースメーカー細胞といわれるカハ
ール介在細胞（ICC）と同様に c-kit 蛋白が
GISTでも高発現していることからICCの腫瘍
化が示唆された。また c-kit 遺伝子の機能獲
得型変異が腫瘍形成に関与していることも
合わせて報告され、非常に注目された。 
その後 c-kit 遺伝子 exon9,11,13,17 に欠失、
点変異、挿入など様々なタイプの遺伝子変異
の報告がなされ、これまでに臨床像と対比検
討がされ、exon11 codon557-558 を含む欠失
が術後再発、生命予後に関与するとの報告が
なされた。 
GISTの形成において重要な鍵となる遺伝子c
－kit は、イマチニブが c－kit リン酸化を阻
害することで抗腫瘍効果を発揮する点から
も明らかであるが、どのように悪性化に関与
しているかは不明である。例えば遺伝子変異
が同じであっても臨床経過が一致しないこ
とも多く経験する。そこで c-kit 遺伝子以外
が腫瘍化形成、悪性化に関与していることが
示唆される中、2010 に転写因子 ETV1 が GIST
の形成に関与すると報告された。このように
c-kit 以外の遺伝子の中で腫瘍形成および悪
性化に影響する遺伝子を見つけ出すことは
GIST 病態および悪性化の解明に重要と考え
られている。 
 
２．研究の目的 
 
（１）c-kit 機能獲得型変異が非癌細胞株に
おいて形質転換をもたらすか否か、また活性
化されるシグナル経路について検討する。 
（２）転写因子 ETV1 強制発現の c-kit 遺伝
子発現への影響を評価すると共に網羅的マ
イクロアレイ遺伝子解析によりc-kitおよび
ETV1 が遺伝子発現系の全体に及ぼす影響を
検討し変動幅の大きな遺伝子を抽出する。 
（３）GIST 切除検体において細胞株で変化し
た遺伝子発現を検討し GIST の病態、悪性化
に関与する遺伝子を同定する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）c-kit 遺伝子（野生株および変異株
ex11codon557-558deletion）および転写因子
ETV1 のクローニングを行い、レトロウイルス
ベクターpMX、pQCXIN、pQCXIH を用いて非癌

細胞株細胞株 293T に遺伝子導入し恒常発現
株を作成する。Western blotting にて発現の
確認を行い、下流シグナルとされる MAPK、AKT、
STAT のリン酸化を観察する。 
（２）細胞増殖能を MTT assay にて計測する。
癌の特徴のひとつされる足場非依存性増殖
について colony formation にて評価する。 
（３）作成した細胞株から抽出した RNA を逆
転写し、 c-kit 、 ETV1 発 現 を Applied 
Biosystems 社製 StepOne™を用いて定量的
PCR で計測、GAPDH で補正し互いに影響して
いるか否か調べる。 
（４）網羅的ｃDNA アレイ解析で c-kit、ETV1
発現により制御される遺伝子を調べ、発現が
亢進もしくは低下する遺伝子を抽出する。 
提出サンプルとして以下の６種類の細胞株
から RNA を抽出後にｃDNA へ逆転写したもの
をアジレント社製マイクロチップで委託解
析した。 
①293T、 
②293T＋変異型 c-kit(293T-mt)、 
③293T＋野生型 c-kit(293T-wt)、 
④293T＋ETV1(293T-ETV1)、 
⑤293T-mt＋ETV1（293T-mtETV1）、 
⑥293T-wt＋ETV1（293T-wtETV1） 
（５）抽出した変動幅の大きい遺伝子におい
て、臨床検体（非 GIST4 例、GIST 低リスク 8
例、浸潤転移 GIST8 例）を用いて発現解析を
行い、悪性度と関連する遺伝子を同定する。 
（６）1-4 の細胞株実験から抽出した遺伝子
群で適切な遺伝子候補が選定できなかった
場合、臨床サンプルの中から明らかな浸潤転
移を持つ悪性 GIST と低リスク GIST を選び、
その中でc-kit遺伝子変異が類似したのもを
網羅的 cDNA アレイ解析を行い、遺伝子発現
プロファイルから両者の区別が可能か検討
する。また悪性度関連遺伝子候補として両者
で有意に発現の異なる遺伝子を抽出してお
く。 
 
４．研究成果 
 
（１）変異型 c-kit は 293T 細胞株において
足場非依存的増殖を亢進したが細胞増殖能
自体に影響しなかった。 
変異型 c-Kit を発現した細胞株 293T は、明
らかな形態的な変化を認めなかった。MTT 
assay において野生株、変異型で違いを認め
ず、細胞増殖能への影響は確認できなかった。 
しかし、colony formation assay において野
生型を発現したものに比べ、足場非依存的増 
殖の顕著な亢進が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）変異型 c-kit は著明なリン酸化を来た
したが MAPK リン酸化はわずかに亢進するの
みである。 
シグナル伝達系では変異型c-Kitで著明なリ
ン酸化を認めるものの、MAPK リン酸化はわず
かに亢進するのみで AKT は変化しなかった。
逆に STAT３は野生型で軽度亢進していた。 
 
（３）転写因子 ETV1 は c-kit 発現を軽度亢
進させた。一方 c-kit は ETV1 発現に影響を
与えなかった。 
定量的 PCR で ETV1 強制発現による c-kit 発
現の変化を計測したところ、c-kit 発現が約
1.5-2 倍上昇していた。一方で、c-kit 強制
発現による ETV１発現は変化を認めなかった。
このことから転写因子 ETV1 と c-kit のそれ
ぞれの発現に与える影響はあまり強くない
ことが分かった。 
なぜ GIST において c-kit および ETV1 が共発
現しているかについてのメカニズムは更な
る研究が必要となる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）網羅的解析により膨大な遺伝子発現が
変動することが判明した。 
細胞株 293T に c-kit 変異遺伝子を強制発現
させ、マイクロアレイにて発現変動を解析し
たところ、2 倍以上発現変動が確認されたも
のとして、①-②（c-kit 変異遺伝子）で 1346
遺伝子、①-③（c-kit 野生型遺伝子）で 1011
遺伝子、①-④（ETV１）で 4600 遺伝子、⑤-
②（変異型 c-kit 下での ETV1）で 4257 遺伝
子、⑥－③（野生型 c-kit 下での ETV1）で
1368 遺伝子認めた。 
いずれの結果も予想以上であり、多数の遺伝
子発現に影響を与えていることが判明した。
中でも転写因子ETV1遺伝子の及ぼす影響はc
－kit に比べ大きかった。 
そこで c－kit 変異遺伝子に注目して変動が
大きい（10 倍以上変動）11 遺伝子を抽出し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（５）切除検体で発現解析を行ったところ、
GIST でのみ発現が特異的であったものは認



めなかった。臨床 20 検体（非 GIST4 検体、
低リスク GIST8 検体、高リスク GIST8 検体）
を用いて定量的 PCR で mRNA 発現を調べリス
ク分類と対比した。GIST のみで特異的に発現
している遺伝子は認めなかった。GIST に限っ
て解析したが、低、高リスク 2群で有意差を
もって発現が異なる遺伝子は認めなかった。
今後更なる検討が必要であると考えられた。 
 
（６）細胞株実験から適切な遺伝子候補が選
定できなかったため、臨床検体を用いたマイ
クロアレイ解析を行った。当施設で切除され
た GIST 検体から RNA を抽出、保存し遺伝子
変異解析を行っているものの中からc-kit遺
伝子の変異型および部位をマッチングさせ
た低リスクおよび転移浸潤 GIST の 2 群各 4
検体に対しマイクロアレイ解析でクラスタ
ー解析、主成分分析、変動遺伝子抽出を行っ
た。クラスター解析および主成分分析の両者
より2群間で遺伝子発現パターンが区別でき
ると考えた。 
 
     網羅的ｃDNA 解析結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2 群間で有意差（p＜0.001）をもって変動し
た遺伝子を抽出し 371 gene 認め、うち悪性
群で発現が 10 倍以上亢進した遺伝子が 9 つ
（SOX11,FOXL1,CYTL1,EDNRA,ADAMTS8 
,NEK2,NXPH4,ETV4,ASPM）同定された。 
ほかにも低リスクで発現の亢進しているも
のも抽出可能であるため、今後の研究として
は、これらの GIST 悪性群予測遺伝子を臨床
サンプルで評価し有効な予測マーカーの同
定を進めると共に発現亢進群の遺伝子の中
からターゲットとなりうるpathwayがないか
GIST 悪性化メカニズムに迫る研究が必要で
あると考えられた。 
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