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研究成果の概要（和文）：GIST T1親株をイマチニブ環境下で培養し、イマチニブ耐性株を作成した。それぞれに通常
のNGS解析、アレイ解析、UDSを行った。結果、①．親株に比しpersistent cellsではトランスクリプトームで大きな変
化を示し、耐性株では遺伝子変異が培養時間依存性に高くなっていた。②． KIT二次遺伝子変異は、親株には確認でき
ず、イマチニブ処理前に耐性変異を持つ細胞が存在する確率は非常に低いと考えられた。③．分子進化を見ると全ての
耐性株は、ある時点で一気分枝していた。臨床検体での遺伝子解析でも治療前後共通の変異は無く、耐性を起こしやす
い細胞集団が治療前からあるとは考えられなかった。

研究成果の概要（英文）：GIST T1 cell line has been incubated with various concentrations of imatinib and 
generated imatinib-resistant cells with and without secondary mutations. We found the results as follows; 
1. Persistent cells had great changes in the transcriptosomes, whereas resistant cells showed great 
changes in the genetic mutations. 2. Secondary KIT mutations found in resistant cells could not be chased 
into and detected in parental cells. This was also confirmed using clinical materials. 3. 
Phylogenetic-tree analysis, in which branch lengths represent evolutionary time measured by VAF 
increments, indicated that all resistant cell lines had a similar break point time in generating 
imatinib-resistance.
These results may suggest that, in the cell lines, imatinib-resistant cells may considered to be 
generated from a crowd which have expression of detoxification and apoptosis-resistance genes, but not 
from pre-existing parental cells.

研究分野：消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
近年、肺がん、大腸癌、乳癌、腎がん、メ
ラノーマ、肉腫で数多くの分子標的治療薬
が臨床開発され、画期的な治療効果を発揮
し、進行再発がん患者の予後を改善した。
しかし、効果を認めた患者さんの殆どで、
治療継続と共に耐性株が出現し、薬効が無
くなり、治療継続が難しくなる。標準治療
の治療ラインが限定的な現状では、分子標
的治療薬に対する獲得耐性は、進行再発が
ん患者の標的治療薬による治療を制限し、
予後を規定する。標的治療薬への獲得耐性
の主たる原因は二次遺伝子変異であり、二
次遺伝子変異の原因やメカニズムを明らか
にすることは喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では消化管間質腫瘍
(Gastrointestinal Stromal Tumor: GIST）
の分子標的治療をモデルにし、二次遺伝子
変異の発現が治療介入後、何らかの方法で
将来的に制御・抑制可能かどうかを検討す
る。具体的には、１．二次遺伝子変異が治
療介入前に存在するか、介入後に発生する
か、２．二次遺伝子変異を起こしやすい細
胞特性や細胞環境が存在するかどうかを明
らかにする。更に、治療介入後に二次遺伝
子変異が起こっており、二次遺伝子変異を
誘発する特定の細胞特性が存在すれば、そ
の特定を行い、次研究で耐性抑制法（薬剤
等）の開発研究につなげる。 
 
３．研究の方法 
単純な GIST cell line と、複雑な臨床症例
の初発腫瘍或いは再発腫瘍とイマチニブ治
療後耐性腫瘍の paired samples（同じ個人
からのサンプル）を用い、Next Generation 
Sequencer (NGS)と mRNA マイクロアレイ解
析を行い、治療介入前に耐性遺伝子変異が
存在するかどうかを確認する。 次に、遺
伝子変異解析とアレイ発現解析の統計学的
手法から二次遺伝子変異を起こしやすい特
定の「条件」や「細胞集団」が、イマチニ
ブ処理前からあるかどうか、あればその「条
件」や「状態」を検索する。 
 
４．研究成果 
平成２６年度～27年度にかけて以下の研究
を次世代シークエンサー（NGS）とmRNAアレ
イ解析を用いて行った。 
１．GIST T1 細胞株と GIST T1 株から誘導
された耐性細胞株の解析 
GIST T1 親株と本細胞株を徐々に低濃度か
ら高濃度のイマチニブ環境下で培養し、イ
マチニブ治療後でイマチニブ耐性（二次遺
伝子変異出現）前の細胞（persistent 
cells）とイマチニブに 100 倍以上抵抗性に
なった耐性株（resistant cells: 細胞株で

は R2, RA2, R8, R9 が樹立され、R8, R9 は
KIT 二次遺伝子変異があり、R2, RA2 は二次
遺伝子変異が無い）を作成した。それぞれ
に通常のNGS解析並びにmRNAアレイ解析と
299 候補 SNV に対して Ultra-deep 
sequencing を行った。 

 
その結果、①．親株に比し persistent cells
では遺伝子変異は殆ど無く、トランスクリ
プトームで大きな変化を示した。特に、イ
マチニブ投与後には薬剤代謝やアポトーシ
スに関連する遺伝子の発現が強くなってい
た。一方、耐性株では遺伝子変異が培養時
間依存性に多くなっていたが、トランスク
リプトームの変化は殆ど無かった。更に、
耐性後に主流となった SNV や indel の多く
は、頻度は低いながら治療中、治療前の細
胞にも確認でき、trace-back できることが
確認された。②． KIT の二次遺伝子変異を
持つ細胞株を中心に Ultra-deep 
sequencing を行った。しかし、イマチニブ
耐性後に確認された KIT 二次遺伝子変異は、
親株や persistent cells には確認できなか
った。従って、耐性変異の出現時期は高い
精度では特定できないものの、イマチニブ
処理前に耐性変異を持つ細胞が、この細胞
株の系で存在する確率は非常に低いと考え
られた。③．SNV を用い分子進化図を書く
と 4つの耐性株は、ある時点で一気に分枝
し、その後遺伝子変化的にすべて異なる方
向に分かれていた。 
 

 



 
２．臨床検体での解析 
イマチニブ治療前と耐性後の凍結検体のあ
る２症例で NGS エクソノーム解析を行った。
耐性株で認められる SNVs/indels で、両症
例共通のものは KIT 二次遺伝子変異の
V654A しかなく、上記細胞株と共通して見
られた遺伝子変異や発現変化も認められな
かった。 
 
以上より、耐性細胞が治療前に存在する確
率は低く、イマチニブ処理時に解毒やアポ
トーシス関連遺伝子の発現があり、イマチ
ニブ治療下でも生き残った細胞から二次遺
伝子変異を伴う或いは伴わない耐性株が発
生していると考えられた。耐性を起こしや
すい特定の細胞集団が治療前からあるとは
考えられなかった。 
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