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緒　言

　消化管間質細胞腫（gastrointestinal stromal tumor: GIST）の 85%のケースで Kit レセプターチロシンキナーゼの活
性化変異が認められる。そのため、手術不能･再発症例では Kit 阻害剤イマチニブが投与され、患者の寿命は飛躍的に
延びた。しかしながら、投与後 2 年半程度でイマチニブ抵抗型変異を獲得した Kit を発現するようになり、これが制圧
できておらず、喫緊の課題となっている。また、そもそも Kit 変異体が GIST 細胞内で 「いつ･どこで」 シグナル伝達
するかが不明である。近年、我々は、Kit 変異が原因で無限増殖するマスト細胞腫において、Kit はエンドリソソーム
に集積し、そこから増殖シグナルを発信することを見出した１-３）（図 5C 左参照）。そこで、本研究では、GIST におけ
る Kit 変異体の細胞内局在と増殖シグナルの関係の解析を試み、その理解を応用したイマチニブ抵抗型 Kit の阻害戦術
を見出したので、ここに報告する。

方法および結果

　本研究には、GIST の腫瘍切片および複数の患者から樹立された GIST 細胞株を用い（図 1A）、① 免疫染色法と共焦
点レーザー顕微鏡で Kit 変異体の細胞内局在、② 増殖シグナルの変化をウェスタンブロットおよび共免疫沈降法で解
析した。

１．GIST における Kit 変異体のゴルジ体への異常局在
　最初に、患者の原発巣から樹立された GIST 細胞株（イマチニブ感受性）を抗 Kit 抗体で免疫染色し、局在解析をお
こなった。興味深いことに、どの GIST 細胞株においても Kit 変異体の大部分はゴルジ体に局在しており、細胞膜には
認められなかった（図 1B）。次に、この核近傍領域を同定するために、オルガネラマーカーとの共染色を試みた。Kit
変異体の局在は、小胞体のカルネキシンやリソソームの LAMP1 とは一致せず、ゴルジマーカー golgin97 と有意に一
致した（図 1C）。すなわち、GIST において Kit 変異体はゴルジ体に集積することが明らかとなった。さらに、GIST
患者の腫瘍切片を蛍光イメージングし、臨床標本においても Kit のゴルジ局在が確認された（図 2）。GIST 細胞に発現
させた野生型 Kit は細胞膜に局在することを確認したので、Kit のゴルジへの集積は変異に依存することも明らかにし
た。
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図 1． 変異型 Kit の異常局在
（A）GIST に発現する Kit 変異体の構造模式図。Kit は、細胞外・膜貫通・キナーゼ領域か
ら構成される。GIST-T1 の Kit には欠失、GIST882 には K642E 変異が認められ、Kit が恒
常的に活性化している。（B）GIST における Kit 変異体の局在。GIST 細胞株において、Kit
は核近傍に集積していた。（C）Kit（緑）が集積する核近傍領域は、ゴルジマーカー（青）
と一致した。
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図 2． GIST の腫瘍切片の臨床標本における Kit の局在解析
Kit 変異陽性の患者の GIST 切片の Kit（緑）とゴルジマーカー（赤）を免疫蛍光染色した。
細胞株と同様に、臨床標本においても Kit はゴルジ体に集積していた。矢頭はゴルジ領域
を示す。

２．GIST における Kit 活性のイメージング
　次に、Kit の活性化の指標である自己リン酸化部位を特異的に認識する抗体によって、Kit 活性のイメージングを試
みた。図 3A に示すように、Kit の活性化が起こっている領域は核近傍に限局していた。さらに、共染色により、その
領域がゴルジ体であることが明らかとなった（図 3B）。また、ゴルジ以外に分布する Kit は、脱リン酸化が優位に起こ
っていることが確認されている。以上の結果は、GIST の Kit 変異体は、ゴルジ体のみで活性化していることを示唆す
る。
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図 3． Kit 活性の蛍光イメージング
（A）Kit の活性化の指標である自己リン酸化部位に対する抗体で免疫染色した。矢頭は核
近傍領域を示す。GIST 細胞株において、Kit 活性は核近傍のみに限局して認められた。

（B）Kit が活性化している領域は、ゴルジマーカー（青）と一致していたことから、GIST
の Kit はゴルジ体のみで活性化していることが示唆される。

３．GIST の Kit 変異体はゴルジ体から増殖シグナルを発信する
　これまで、他の研究グループによって、Kit は PI3K-Akt 経路、STAT 転写因子、Erk を活性化し、細胞を増殖に導
くことが明らかにされている。そこで、GIST の Kit 変異体が、それら下流分子をゴルジ体で活性化しているかを検討
した。Kit は、小胞体で生合成された後にゴルジ体に輸送されるので（図 5C 参照）、小胞体→ゴルジの輸送を阻害する
ブレフェルジン A（brefeldin A: BFA）を処理した時の増殖シグナルへの影響を調べた。図 4A に示すように、BFA
を処理した時、Kit のゴルジ局在の減少および小胞体マーカーカルネキシンとの共局在の増加が認められ、この処理に
より、Kit の小胞体からの排出が抑制されたものと考えられる。図 4B には、その時のウェスタンブロッティングの結
果を示した。BFA を処理した時、Kit の活性化の指標であるリン酸化が減少し、それに伴い、Akt、STAT5、Erk の
リン酸化が顕著に抑制された（Kit のバンドが下方にシフトしているのはゴルジでの糖鎖修飾が起きないため）。さら
に、ゴルジ体からの排出を抑制するモネンシンを処理した時、Kit 活性および Akt、STAT5、Erk の活性化には影響が
無かった（図 4C）。すなわち、GIST において Kit 変異体はゴルジ体で増殖シグナルを発信し、細胞を無限増殖に導く
ことが明らかとなった（図 5C 右参照）。
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図 4． GIST の Kit 変異体はゴルジ体から増殖シグナルを発信する
（A）GIST 細胞株に小胞体-ゴルジの輸送阻害剤ブレフェルジン A（BFA）を処理した。こ
の処理によって Kit のゴルジ局在が消失し、小胞体マーカーとの共局在が有意に増加した。

（B）BFA を処理した時、Kit 活性、Akt、STAT5、Erk の活性化が顕著に抑制された。（C）
ゴルジ体からの排出阻害剤モネンシンを処理しても、Kit シグナルには影響無いため、GIST
の Kit は増殖シグナルを起こすためにゴルジ体に局在するだけで十分であることが示唆さ
れる。

４．GIST におけるイマチニブ抵抗型 Kit による増殖シグナル
　では、イマチニブ抵抗型変異を持つ Kit もゴルジ体で増殖シグナリングを起こすのだろうか。最後に、イマチニブ抵
抗型 Kit を発現する耐性株における検討をおこなった。興味深いことに、イマチニブ抵抗型 Kit もゴルジ体に集積し、
そこのみで活性化していた（図 5A）。さらに、BFA で小胞体からの排出をブロックした時、増殖シグナルは顕著に抑
制された（図 5B）。これらの結果から、イマチニブへの抵抗性の有無にかかわらず、GIST における Kit 変異体はゴル
ジ体から増殖シグナルを発信することが明らかとなった４,５）。重要なことに、イマチニブ抵抗型 Kit 変異体であって
も、ゴルジ体に移動させなければ、増殖シグナルを起こすことができないことから、現在我々は、この局在メカニズム
を標的とした阻害剤が耐性克服戦術の一つとなるものと考え６）、検討をおこなっている。
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図 5． イマチニブ抵抗型 Kit もゴルジ体で増殖シグナルを起こす
（A）イマチニブ抵抗型変異を持つ Kit を発現する細胞株においても Kit はゴルジ（矢頭）
のみで活性化していた。Scale Bar: 20μm.（B）BFA を処理しゴルジ体への輸送を抑制し
た時、イマチニブ抵抗型 Kit による Akt、STAT5、Erk の活性化が抑制され、ゴルジでの
増殖シグナルが示唆される。（C）マスト細胞腫・GIST における Kit シグナルのモデル。両
腫瘍における kit シグナルが起こるオルガネラは明らかに異なる。

考　察

　GIST･マスト細胞腫において、Kit 変異体は細胞膜ではなくオルガネラをシグナリングプラットホームとすることが
示唆される（図 5C）。また、同じ Kit 変異体なのにもかかわらず、がん種が異なることでシグナルの場が異なることは
非常に興味深い。今後は、「① 何故、Kit 変異体がゴルジ体やエンドリソソームなどのオルガネラをシグナルプラット
ホームとするのか」、「② Kit の局在について GIST とマスト細胞腫の間の違いをもたらす機構」、「③ 他のがんにおけ
る変異レセプター（EGF レセプターや Flt3 の変異体など）もオルガネラでシグナル伝達するのか」、「④ 変異型レセプ
ターの異常局在を考慮に入れた創薬」 について研究を進めていきたい。
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