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研究成果の概要（和文）：消化器がんの腫瘍発生に於ける糖鎖修飾の関与 
本研究では、KIT と PDGFRA に遺伝子変異を持たない、若年発症消化管間葉腫瘍（GIST）の原因
解明を行った。免疫沈降で特異的にリン酸化されたバンドを認めた。このタンパク質は質量分
析計にて、通常の KIT と分子量の異なる KIT であった。分子量低下の原因は、シアル酸転移酵
素の発現低下による KIT への N型糖鎖のシアル酸付加の低下であった。シアル酸転移酵素の発
現低下が、KIT の N 型糖鎖のシアル酸付加を低下、KIT を活性化したと推察された。 
研究成果の概要（英文）： 
Many juvenile gastrointestinal stromal tumors (GIST) lack either mutation and are considered to 
develop with a different pathogenesis. Although, SDS-PAGE gels showed that there was a difference of 
each KIT bands between adult and juvenile GIST, they became the same after removal of N-glycans or 
sialic acids. Moreover, one of the most typical enzymes, ST6Gal1, which transfers Neu5Ac residues in 
a2-6 linkage to Gal b1-4GlcNAc units on N-glycans, is significantly less expressed in juvenile GIST. 
This suggests that the difference in KIT is generated by post-translational modification and may play a 
role in the progression of juvenile GIST. 
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１．研究開始当初の背景 
がんに於いて、チロシンキナーゼの様にがんの
発生機構の原因遺伝子や増殖進展の根幹をな
す遺伝子の変異の検索をされたがその頻度は
5％～10％程度と比較的頻度が少ない。最近、
DNA やヒストンのメチル化、 short inhibitory 
RNA 等による翻訳調節、糖鎖修飾によるタンパ
ク質機能変化等に代表される遺伝子情報の翻

訳の調節や翻訳後修飾と言った「epigenetic 
change」が腫瘍発生や腫瘍の進展転移に関係 
するという報告が見られるようになり、急速に注
目を集められるようになった。実際、in vitro であ
るが N-glycosylation の変化で、EGFR の自己活
性化が起こることを共同研究者が見つけてい
る。 
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２．研究の目的 
本研究の目的は、①．まず、GIST での糖鎖修飾

による KIT チロシンキナーゼの自己活性化の機

構の詳細な分子メカニズムを明確にする、②．

GIST で他のタンパク質の糖鎖修飾変化とそれに

伴う機能変化を明らかにする、③．同定された候

補遺伝子（多くは膜結合型のキナーゼや接着因

子になると考えられる）の機能変化を siRNA 等に

て knockdown 或いは直接膜タンパクに変異を起

こし、in vitro で機能解析する、④．出来れば③

で候補を更に絞り、修飾した遺伝子を cell line に

導入し vivo にてその増殖、浸潤、転移能を確認

することを目的とする。出来れば⑤．グライコミッ

クス、プロテオミックス、そして mRNA のアレイ解

析を用い網羅的に胃癌（特にヘリコバクターピロ

リ感染を素地とする胃癌）や大腸癌（炎症性腸疾

患や一般の炎症を基礎とする大腸癌）等他の癌

腫で検索し、その候補となる遺伝子（修飾される

タンパク質をコードする遺伝子とそれを修飾する

糖鎖関連遺伝子）を同定する。 
３．研究の方法 
KIT と PDGFRα 遺伝子に変異を認めない GIST
での KIT チロシンキナーゼの活性機構の証明。 
１．N-結合型糖鎖修飾を無くしKITチロシンキナ

ーゼのリン酸化が起こることを証明 
２．KIT チロシンキナーゼの活性化を引き起こす

（N-結合型）糖鎖修飾部位を特定 
３．糖鎖修飾遺伝子発現の低下の原因（遺伝子

変異等）を明らかにする。 
４．研究成果 
GIST で KIT と PDGFRA 両遺伝子変異を認めず
その発生原因が不明なものに、若年発症 GIST
がある。本研究では、若年発症 GIST を対象
とし、特異的に発現しているリン酸化タンパ
クをプロテオームの手法を用いて探索し発
生原因を明らかにすることを目的とした。切
除サンプルよりタンパクを抽出し、リン酸化
抗体を用いて免疫沈降したうえで、ウエスタ
ンブロット法を用いて特異的にリン酸化さ
れたバンドを探索した。KIT もしくは PDGFRA
遺伝子変異を認めた成人 GIST を対象群とす
ると、特異的にリン酸化されたタンパクを発
見し、質量分析計を用いて同定した。その結
果、通常の GIST に見られる KIT と分子量の
異なる KITがリン酸化を受け活性型を示して
いた。さらに分子量の異なる原因が、翻訳後
修飾である N型糖鎖のシアル酸付加の差であ
ることを示した。さらに、DNA アレイ、RT-PCR
を用いて、シアル酸転移酵素の発現量が低下
していることを示した。シアル酸転移酵素の
発現低下が、KIT の N 型糖鎖のシアル酸付加
を異常なものとし、KIT が活性化による腫瘍
化を生じたのではないかと推察された。 
 また、進行 GIST に対し KIT や PDGFRα阻害
剤である分子標的治療薬イマチニブやスニ

チニブは、安全で高い治療効果を示した。し
かし、治療の継続と共に耐性が出現し、前者
で中央値２年、イマチニブ耐性 GIST に対し
スニチニブを使用し、中央値８月で半数が耐
性となる。この分子メカニズムを解明した。 
その原因は、 
１．70%のイマチニブ耐性 GIST でイマチニブ
に耐性型の二次遺伝子変異を KIT または
PDGFRA 遺伝子に確認した。 
２．この遺伝子変異は、耐性部位毎に同じ個
体内でも異なり、後天的に獲得されたものと
考えられた。 
３．耐性型二次遺伝子変異はキナーゼ領域の
ATP-biding domain と Activation loop に限
局、特定のコドンに集中し hot spot が明確
であった。 
４．耐性型二次遺伝子変異は、一次遺伝子変
異と同じアリル上におこっていることが解
り、二次遺伝子変異が起こるには特定の分子
機構が働いていることが示された。 
５．二次遺伝子変異が ATP-biding domain に
ある場合はイマチニブ耐性であるがスニチ
ニブには感受性があり、Activation loop に
存在すれば両薬剤に耐性であった。 
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