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研究成果の概要（和文）：消化管間質腫瘍は、分子標的治療薬が高い奏効率を示すことが示された。一方、約2
年で半数に耐性が生じることが知られ臨床上問題となっている。細胞株を用いて、遺伝子変異解析を用いた発現
解析を行い、IM耐性のメカニズムを明らかにすることを目的とした。GIST細胞株にIM暴露によりIM耐性細胞株を
作成する過程において、エキソーム解析を行い、遺伝学的変化を検討した。IM耐性過程におけるGIST細胞株の変
化につきエキソーム解析の結果より細胞系統図を作成した。
GISTにおけるイマチニブ耐性化は、driver geneであるKITの二次耐性変異が重要な意義をもつことが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：The GIST is the most common mesenchymal tumor of the digestive tract, in 
which proliferation is driven by gain-of-function mutations in KIT. Despite the revolutionary 
benefits of imatinib, more than 80% of patients eventually develop disease progression driven by 
secondary resistance mutations in KIT kinase domains. To comprehensively characterize the variants 
associated with imatinib resistance, we performed a genomic and transcriptomic analysis of four 
fully resistant cell lines and one partially resistant cell line before acquiring full resistance. 
We identified single nucleotide variants and copy number alterations by exome sequencing and 
transcriptional changes from microarrays. The cell line with partial resistance exhibited drastic 
transcriptional changes despite the few genomic changes. In contrast, fully resistant cell lines had
 many more genomic changes while the transcriptomic changes were less dramatic. 

研究分野：外科学
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１．研究開始当初の背景 
消化管間質腫瘍（Gastrointestinal stromal 

tumor:GIST）は、1998年 KIT遺伝子の機能

獲得型変異によって生じる腫瘍であること

が発見報告された比較的稀な消化管間葉系

腫瘍である。この病因に基づき開発された

キナーゼ阻害剤であるイマチニブが臨床導

入され、高い腫瘍効果と安全性により分子

標的治療の成功モデルとされている。一方、

French sarcoma group において実施された

BFR14 trialにおいて、1年、3年、5年間の

長期寛解例において、治療の中断がほぼ全

例で再燃をきたすことが報告され、一生涯

の治療が必要であると考えられている。組

織学的にも、GISTにイマチニブを投与する

と腫瘍細胞はアポトーシスを起こし、硝子

化変性を生じるが、腫瘍細胞は死に絶える

ことはないとされる。イマチニブ投与奏功

症例の切除例においては、大部分は硝子化

変性を認める一方で、KIT 染色陽性の残存

細胞が必ず確認される。こういった細胞は、

イマチニブ治療下増殖力の殆ど無い GIST

細胞（persistent cells）と考えられる。 

persistent cellsはイマチニブ存在下で、１．

増殖活性は無く、２．KIT を発現するが活

性指標のリン酸化は認めない、３．元の KIT

遺伝子変異を持つが二次耐性遺伝子変異は

ない。ただし、イマチニブの中止に伴い再

増殖を開始し、治療中止により再燃を生じ

る原因となると考えられている。 

一方、イマチニブ耐性病変では、治療前

と同じく盛んに増殖する GIST 細胞

（resistant cells）を認める。resistant cells

はイマチニブ存在下でも１．増殖分裂し、

２．KIT リン酸化を認め、３．KIT 遺伝子

に二次遺伝子変異を認める（Nishida 2008, 

2009; Heinlich 2003, 2008）。本研究では、ま

ず persistent cellsに着目し、その特徴を明ら

かにすることで耐性を未然に防ぐ新規治療

法の開発をめざす。 
 

２．研究の目的 
本研究では、GISTにおける１．persistent 

cells の特徴を明らかにし、２．persistent 

cells に対する新規治療法の開発を目的と

する。さらに、その先の imatinib resistant 

cells が出現を誘発しやすい環境等につい

ても検討を行い、３．二次耐性発生機構を

明らかにする事を目的とする。その特定に

より、耐性出現の抑制への研究開発につな

げられると考える。 
 
３．研究の方法 
イマチニブ耐性を誘導する過程については、

GIST 細胞株を用いて作成し、親株、

persistent cell, 

resistant cell のそれぞれについてエキソ

ーム解析を行うことで、遺伝子変異の過程

について検討を行う。さらに、イマチニブ

治療前後の同一患者検体を用いることで、

上記変異の臨床的意義を検討し候補を絞る

予定である。さらには、①deep sequence

を用いて、遺伝子変異を有する細胞の割合

についての検討を行い、バイオインフォマ

ティック技術による数学的解析を加えるこ

とで、発生時期についての検討を行う。さ

らには、②特定の分子、変異を持った遺伝

子の耐性発生に関与の評価に関しては、in 

vitro で遺伝子導入を行うことでその意義

の同定を試みる。③耐性に関連する分子、

条件を発見することで耐性を生じにくくす

る治療法の開発につなげる。 
 
４．研究成果 

ヒト臨床検体ならびに GIST 細胞株を用

いたエキソーム解析を実施し、変異による

細胞の遺伝子学的系統図を作成した。その

結果、耐性取得後の細胞（resistant cells）

においては、元の親細胞株と比して数多く

の遺伝子変異を認める一方で、persistent 

cells においては、遺伝子変異は生じてい

ないことがわかり、epigenetic な要因が関

連していることが示された。 



さらに、それぞれのマイクロアレイを用

いた発現解析の結果、resistant cells に

比してpersistent cellsにおいて大きくそ

の発現系が変化していることを確認した。 

上記結果をもって、親株と persisternt 

cells に対して、メタボローム解析を実施

した結果グルタミン等の代謝に変化を認め

ることを確認、フェロトーシスによる細胞

死が有望な可能性が示唆された。 

現在上記結果を踏まえ、persistent 

cells に対するフェロトーシスに着目した

新規治療法の開発を模索中である。 
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