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⽝の肥満細胞腫における治療の主軸は徹底した局所治療である。しか

しながら局所治療が不⼗分な症例や腫瘍が転移している症例に対しては化学療

法が⾏われる[1]。近年、肥満細胞腫に対する新たな化学療法薬としてトセラニ

ブが⽤いられるようになった。トセラニブは KIT、PDGFR、VEGFR などの分

⼦を標的とするマルチキナーゼ阻害剤であり、変異により恒常的に活性化した

KIT を抑制することで効果をあらわすと考えられている[2]。実際、トセラニブ

は野⽣型の KIT を有する肥満細胞腫と⽐べて、KIT エクソン 11 の重複配列挿

⼊変異（ITD 変異）を持つ肥満細胞腫でより⾼い腫瘍縮⼩効果（それぞれ 31.1%

および 60.0%の反応率）を⽰すことが報告されている[3]。しかしながら、必ず

しも KIT の変異の有無とトセラニブの効果の有無が⼀致するわけではなく、野

⽣型 KIT を有する症例でもトセラニブが奏功する場合や変異型 KIT を有する症

例においてトセラニブが奏効しない場合もある。さらに、近年の Weishaar（2018）

らの研究では、⽝の肥満細胞腫において KIT エクソン 11 の ITD 変異の有無で

はトセラニブの有益性を予測できないことが⽰唆されている[4]。このように

KIT 変異の有無ではトセラニブの効果が⼗分予測できないことから、肥満細胞

腫に対するトセラニブの個別化治療は実現しておらず、効率的な治療を⾏う上
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で⼤きな障壁となっている。 

⽝の肥満細胞腫においてトセラニブの個別化治療が確⽴できない理由

として、KIT 変異とトセラニブの反応性の関連を解析する際にエクソン 11 の

ITD 変異以外の変異が考慮されていない[3,4]ことが⼤きい。これは、これまで

肥満細胞腫における緻密な KIT 変異の解析が⾏われておらず、肥満細胞腫にお

ける KIT 変異パターンの全体像が不明なこと、さらに個別の変異 KIT の特徴が

分からないことに起因している。 

そこで本研究では、トセラニブによる個別化治療の分⼦基盤を構築す

るため、まず第２章で⽝の肥満細胞腫 164 症例のゲノム DNA を NGS 解析し、

KIT 変異の網羅的探索を⾏った。また NGS 解析で認められた変異および既知の

変異を含む組み換え KIT 蛋⽩を作製し、変異の性状解析を⾏った。第２章の解

析において様々な特性を持つ変異 KIT が同定されたが、その中にトセラニブ抵

抗性を⽰す変異が複数検出された。このような変異はトセラニブによる治療を

個別化する上できわめて重要であることから、第 3 章では、トセラニブ抵抗性

の KIT 変異に注⽬し、肥満細胞腫細胞のトセラニブ耐性の獲得過程における変

異の発⽣プロセスについて検討することとした。この解析では、トセラニブ感受
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性の⽝の肥満細胞腫細胞株 VI-MC から抵抗性細胞株を作出し、抵抗性獲得過程

における KIT の変異の変遷を NGS で解析した。第 4 章では、トセラニブ耐性

肥満細胞腫の克服戦略を構築するため、KIT シグナルの下流に存在する SHP2

に着⽬し、トセラニブ抵抗性肥満細胞腫細胞株の増殖におよぼす SHP2 阻害剤

の影響について検討した。 
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第２章 

 

⽝の肥満細胞腫の症例における 

KIT 遺伝⼦変異の探索と KIT リン酸化制御の解析 
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⽝の肥満細胞腫においてトセラニブの個別化治療が確⽴できない⼤き

な理由として、KIT 変異とトセラニブの反応性の関連性を解析する際に発⽣頻

度の⾼いエクソン 11 の ITD 変異のみが解析されており、他の領域における変

異が考慮されていないことがあげられる。これは、これまで肥満細胞腫における

KIT 変異の網羅的な解析が⾏われていないことから、エクソン 11 の ITD 以外

に同定された変異の数が少なく、肥満細胞腫における KIT 変異パターンの全体

像が不明であることが⼤きな要因である。さらに、トセラニブの個別化治療を確

⽴する上では、KIT 変異の場所と種類の違いによるトセラニブ感受性の相違に

ついても明らかにする必要がある。⽝の肥満細胞腫と同様に、⼈の消化管間質腫

瘍（GIST）では変異 KIT を標的としたキナーゼ阻害剤による治療が⾏われるが、

変異の部位と種類により効果に差がみられる。例えばキナーゼ阻害剤イマチニ

ブの GIST における奏功率は、KIT エクソン 11 変異例では 83.5%であるが、エ

クソン 9 変異例では 47.8％である[5]。また⼈の肥満細胞症では KIT 変異の多

くが p.Asp816Val（エクソン 17）であるが[6,7]、この変異はイマチニブ抵抗性

であり、このような症例は予めイマチニブ不適応と判断されている[8,9]。この

ように、肥満細胞腫に対するトセラニブの個別化治療を確⽴する上では、KIT 変
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異の種類と各変異の特性を解明することが必要であるが、⽝の肥満細胞腫では

これらについてほとんど研究されていない。 

そこで本章では、まず⽝の肥満細胞腫における KIT 変異を網羅的に探

索することを⽬的とし、臨床例の腫瘍サンプルを⽤いて KIT 遺伝⼦の全エクソ

ンを NGS 解析した。次いで、NGS 解析で認められた変異の中で⽐較的頻度の

⾼い変異と⽂献上で報告されている既知の KIT 変異について組み換え蛋⽩を作

製し、変異 KIT のリン酸化レベルとトセラニブ抵抗性について解析した。 
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実験 1 肥満細胞腫の腫瘍組織を⽤いた KIT ゲノム DNA の NGS 解析 

 

材料と⽅法 

 

ゲノム DNA サンプル 

株式会社ケーナインラボより供与された⽝の肥満細胞腫 164 症例の腫

瘍組織ゲノム DNA をサンプルとして⽤いた。サンプルに⽤いた腫瘍の診断は、

128 例が病理組織、36 例が細胞診で⾏われた。また、健常⽝ 16 頭の末梢⾎単

核細胞からゲノム DNA を抽出し、本実験におけるコントロールとして⽤いた。 

 

NGS ライブラリの作製 

NCBI に登録されている⽝のゲノム塩基配列（NW_003726083）に基

づき、⽝の KIT ゲノム DNA の全エクソンをカバーするよう DNASTAR 

Lasergene (DnaStar, Madison, WI)を⽤いてプライマーセット 7 組を設計した

（Table 2-1）。PCR には Primestar GXL DNA polymerase (Takara Bio, Shiga, 

Japan)を⽤い、各プライマーセットとゲノム DNA 200 ng を⽤いて 35 サイク
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ル増幅した。増幅したサンプルを 0.3%アガロースゲルで電気泳動し、⽬的サイ

ズ の バ ン ド の 出 現 を 確 認 し た 。 こ の PCR 産 物 を MinElute96 UF PCR 

Purification(Qiagen, Hilden, Germany) に て 精 製 し た 後 、 NanoDrop Lite 

Spectrophotometer（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）を⽤いて核酸の

濃度を測定した。組織学的グレードごとに、各 PCR 産物を等量 混合し、⼀つの

サンプルとした。サンプル中の PCR 産物のタグメンテーションおよびインデッ

クス配列の付与のため、それぞれ 40-50 ng の PCR 産物を⽤いて、Nextera XT 

DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA)による PCR を 15 - 17

サイクル⾏った。さらに NucleoMag NGS clan-up and Size Select (Macherey-

Nagel, Düren, Germany)を⽤いて、250-900 bp の PCR 産物を濃縮した。健常

⽝のサンプルも症例サンプルと同様の⼿順で作製した。腫瘍サンプルについて

は、組織学的グレードごとにサンプル中に含まれる PCR 産物の濃度が等しくな

るように調整し、これを最終的な NGS ライブラリとした。 

 

NGS およびデータ解析 

4 nM に調整された NGS ライブラリから 5 µl を Miseq Reagent Kit 
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v3 (Illumina) にロードし、Miseq (Illumina)を⽤いて NGS ライブラリの NGS

 解析を⾏った。NGS 解析により得られたリードファイルは FASTX Toolkit p

rogram (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/)を⽤いてフィルタリングした

（フィルタリング条件：Quality Value >20, Read Length >250 bp）。次に B

BMap（https://sourceforge.net/projects/bbmap/）を⽤いてリードのソーティン

グおよび⽋落したペアリードの検証を⾏った。その後 CLC Genomics Workbe

nch software version 7.5（CLC Bio, Arhus, Denmark）を⽤いて各リードのマ

ッピングおよびバリアントコールを⾏った。リファレンス配列には、NCBI に登

録されている⽝の KIT ゲノム DNA（NW_003726083）および KIT cDNA（N

M_001003181）を⽤いた。また健常⽝の KIT ゲノム DNA を⽤いた NGS 解析

から、変異が偽陽性としてコールされない条件を検討し（変異頻度が 0.3% 以

上かつ変異を含むリード数が 30 本以上）、これを解析における変異の検出限界

に設定した。さらに ITD 変異を解析するために、フィルタリング後のリードフ

ァイルを Pindel（http://gmt.genome.wustl.edu/packages/pindel/）を⽤いて解

析した。ショートリードを⽤いた NGS における ITD 変異解析では、ITD の配

列を部分的に含むリードが多数存在するため、正確な変異頻度が算出されない。
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このため、コールされた ITD 変異を直接リードファイルから検索し、当該エク

ソンにおける平均 coverage を ITD 変異の完全⻑を含んだリード数で割ること

でおおよその変異頻度を算出した。 

 

KIT 変異の確認 

NGS 解析で得られた変異について、変異頻度が⾼いもの（エクソン 11

の変異を除く）は、個々の症例のゲノム DNA を PCR -ダイレクトシークエンス

法により解析し、KIT 変異の存在を確かめた。さらに PCR -ダイレクトシーク

エンス法で認められた変異については PCR 産物をクローニングし、この変異を

確認した。 
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結果 

 

病理組織学的グレード 

サンプル 164 症例の病理組織学的グレード（Patnaik らの分類[10]）

は、グレード I が 16 症例、グレード II が 88 症例、グレード III が 24 症例、グ

レード不明が 36 症例であった。 

 

Depth of coverage 

NGS 解析による KIT の全エクソンを通した平均 depth of coverage は

それぞれ、健常⽝サンプルが 7668 リード/塩基、グレード I サンプルが 9754 リ

ード/塩基、グレード II サンプルが 10989 リード/塩基、グレード III サンプル

が 9725 リード/塩基、グレード不明サンプルが 10663 リード/塩基であった。  

 

NGS 解析による KIT 変異の検出 

NGS 解析により認められた KIT 変異を Table 2-2 に⽰した。エクソ

ン 11 の変異を除き頻度が⾼い変異（c.884C>A、c.1133G>A 、c.1160G>T、
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c.1228G>T、c.1523A>T、c.2456A>T）については、個々の症例のゲノム DNA

の PCR 産物をダイレクトシークエンスおよびクローニングにより変異の存在を

確認した。NGS で検出された変異は 35 種類あり、KIT のイムノグロブリン様

領域に 12 種類、膜近傍領域に 20 種類、キナーゼ領域に 2 種類、C 末端領域に

1 種類認められた。これらの中で ITD 変異は 18 種類あり、すべて膜近傍領域を

コードするエクソン 11 にみられた。エクソン 11 の ITD 変異は過去に多数報告

されており、今回同定された ITD 変異はこれらの変異と同⼀の変異ではないが

類似した変異であった。このため、エクソン 11 の ITD 変異を除くと、NGS で

同定された変異 17 種類中、第 5 イムノグロブリン様領域をコードするエクソン

9 の c.1523A>T を除く 16 種類の変異が新規の変異であった。またイムノグロ

ブリン様領域、膜近傍領域、キナーゼ領域、C 末端領域における変異頻度はそれ

ぞれ 0.38%-5.23%、0.44%-21.17%、0.42%-0.78%、0.62%であった。 

 

各組織学的グレードにおける KIT の変異パターン 

組織学的グレードごとに NGS 解析で得られた KIT 変異の種類の数を

Table 2-3 に⽰した。組織学的グレード I でみられた変異は 3 種類あり、イムノ
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グロブリン様領域で 2 種類と C 末端領域で 1 種類であった。組織学的グレード

II でみられた変異は 12 種類あり、イムノグロブリン様領域で 6 種類と膜近傍領

域で 6 種類であった。膜近傍領域の変異は 5 種類が ITD で、1 種類が 1 アミノ

酸置換であった。組織学的グレード III でみられた変異は 9 種類あり、イムノグ

ロブリン様領域で 1 種類と膜近傍領域で 6 種類であった。膜近傍領域の変異は

全て ITD だった。 
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実験 2 変異 KIT のリン酸化とトセラニブ感受性の解析 

 

材料と⽅法 

 

細胞株 

実験には⽇本獣医⽣命科学⼤学 獣医衛⽣学教室 ⽥中良和先⽣より分

与された HEK293 細胞（ヒト胎児腎細胞由来細胞）を⽤いた。HEK293 細胞は

50 U/ml ペニシリン（Thermo Fisher）、50 µg/ml ストレプトマイシン（Thermo 

Fisher）および 10%⾮動化ウシ胎児⾎清を含むダルベッコ変法イーグル培地

（Nacalai tesque, Kyoto, Japan）(cDMEM)を⽤いて 37℃、5% CO2 湿潤環境で

培養した。 

 

野⽣型および変異型 KIT 組み換え蛋⽩の作製  

変異 KIT 組み換え蛋⽩発現ベクターの作製には、獣医臨床病理学教室

で保有している健常⽝の野⽣型 KIT cDNA の全⻑が組み込まれた pcDNA3.1 哺

乳類細胞発現ベクターを⽤いた。症例のゲノム DNA のダイレクトシークエンス
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およびクローニングで確認した KIT 変異 6 種と⽂献で報告がある KIT 変異 33

種について、site-directed mutagenesis kit (PrimeSTAR Mutagenesis Basal Kit, 

Takara Bio)を⽤いて、それぞれの変異を組み込んだ変異 KIT 発現ベクターを作

製 し た （ Table 2-4 ）。 野 ⽣ 型 KIT お よ び 変 異 KIT 発 現 ベ ク タ ー を

Polyethyleneimine MAX (Polysciences, Warrington, PA)を⽤いて HEK293 細胞

に導⼊した。遺伝⼦導⼊後 8 時間で無⾎清培地に交換し、16 時間培養した。ま

たリガンド存在下の野⽣型 KIT サンプルでは、培養後に 100 ng/µl の Stem Cell 

Factor (SCF, R&D Systemes, Minneapolis, MN) を 20 分暴露した。トセラニブ

による変異 KIT のリン酸化の阻害効果を検討する実験では、無⾎清培地で培養

後、0-0.5 µM のトセラニブ（Medkoo Biosciences, Morrisville, NC）を添加し 90

分培養した。これらの HEK293 細胞を cell lysis buffer (#9803, Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA)で溶解した後、SDS-PAGE サンプルバッファーを加

え 95℃で 5 分間煮沸し、-30℃で使⽤まで保存した。 

 

野⽣型 KIT および変異型 KIT におけるリン酸化状態の解析 

野⽣型 KIT および変異型 KIT のリン酸化状態はウェスタンブロッテ
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ィングで解析した。サンプルバッファーを加えた細胞溶解物蛋⽩を 7.5%ポリア

クリルアミドゲルで分離した。泳動後の蛋⽩を PVDF メンブレン（Immun-Blot 

PVDF Membranes; BIO-RAD, Hercules, CA）に転写した後、5%スキムミルク

（⾮リン酸化蛋⽩の検出）あるいは Blocking-One P（Nacalai tesque）（リン酸

化蛋⽩の検出）でブロッキングした。このメンブレンを⼀次抗体および⼆次抗体

と反応させた。⼀次抗体として polyclonal rabbit anti-human CD117 antibody 

(A4502; Dako, Glostrup, Denmark)ある い は monoclonal rabbit anti-human 

phospho-c-Kit (Tyr703) antibody (3073S; Cell Signaling Technology)を⽤いた。

⼆次抗体には horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG whole 

antibody (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)を⽤いた。このメンブレンを ECL 

Prime (GE Healthcare) で処理した後、および LAS-4000 (Fujifilm, Tokyo, 

Japan) で バ ン ド の 検 出 を ⾏ っ た 。 検 出 さ れ た バ ン ド は ImageQuant TL 

software(Fujifilm)を⽤いて半定量化した。半定量解析で得られたシグナルレベ

ルをそれぞれの KIT の発現レベルに応じてノーマライズした。この実験は独⽴

して 3 回⾏った。 
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統計学的解析 

統計学的解析は Studentʼs t 検定（両側検定）で⾏い、P<0.05 を有意な

差とした。  
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結果 

 

各種変異 KIT におけるリン酸化レベルの相違 

SCF ⾮存在下および存在下の野⽣型 KIT と SCF ⾮存在下の変異 KIT

のリン酸化レベルを Figure 2-1 に⽰した。SCF ⾮存在下の野⽣型 KIT と⽐較し

て、多くの変異 KIT において恒常的なリン酸化がみられ、SCF で刺激した野⽣

型 KIT 以上に強いリン酸化を⽰す変異 KIT もみられた（#11、#12、#15、#16、 

#19、#35）。⼀⽅、リン酸化レベルが SCF ⾮存在下の野⽣型 KIT と同程度かあ

るいはわずかに増加している変異 KIT（#3、#23、#26、#27、#29、#30、#31、

#36）も認められた。また、KIT のリン酸化がほとんどみられない変異も認めら

れた（#28）。さらに、4 種類の変異 KIT（#4、#9、#13、#35）については、KIT

の発現が認められなかった。KIT のリン酸化レベルは膜近傍領域の N 末端側あ

るいは活性化ループ領域に変異を持つ KIT で⾼い傾向がみられた。⼀部の変異

KIT（#4、#9、#13、#34）については、変異 KIT の発現がみられなかった。EGFR

では点突然変異の導⼊よって⽔素結合が極端に減少し、蛋⽩の安定性が極端に

低下する場合があることが知られている[11]。発現がみられなかった変異 KIT
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は同様に、安定性が低下し早期に分解された可能性が考えられた。 

 

変異 KIT のリン酸化におよぼすトセラニブの影響 

Figure 2-1 で解析した変異 KIT の中から、SCF ⾮存在下の野⽣型 KIT

に⽐べて 2 倍以上のリン酸化の増強を⽰す変異 KIT（#1、#2、#5、#6、#7、#8、

#10、#11、#12、#14、#15、#16、#17、#18、#19、#20、#21、#22、#24、#25、

#27、#32、#33、#35）に注⽬し、これらのリン酸化におよぼすトセラニブの影

響を検討した（Figure 2-2）。変異 KIT のトセラニブ感受性は変異により異なり、

トセラニブ 0.1 µM からリン酸化が有意に（P<0.05）抑制される変異 KIT（#2、

#7、#15、#18、#20、#24）、0.5 µM のトセラニブでリン酸化が有意に（P<0.05）

抑制される変異 KIT（#8、#10、#14、#19、#22）、さらに 0.5 µM のトセラニブ

でもリン酸化が抑制されない変異 KIT（#1、#5、#6、#11、#12、#16、#17、#21、

#25、#27、#32、#33、#35）が存在した（Figure 2-2A）。また、有意差は認めら

れなかったが、#1、＃5、＃11、＃12、＃17、＃21 ではトセラニブによりリン

酸化が抑制される傾向がみられた。膜貫通領域の C 末端側および活性化ループ

領域の変異はリン酸化が抑制されにくい傾向がみられた。Figure 2-2B に Figure 
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2-2A の解析に⽤いたウエスタンブロッティングの結果の中で、トセラニブ 0.1 

µM からリン酸化が抑制される変異 KIT と 0.5 µM のトセラニブでもリン酸化

が抑制されない変異 KIT の典型的な結果を⽰した。 
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考察 

 

網羅的な KIT の変異解析により肥満細胞腫の腫瘍サンプルから 35 種

の変異が検出され、エクソン 11 の ITD 変異を除き 16 種類の新たな変異を発⾒

した。変異の頻度については、これまでの報告[12]と同様にエクソン 11 の ITD

変異が多くみられたが、NGS 解析において頻度の低い多様な変異が KIT の広範

な領域に⽣じていることが明らかとなった。今回、腫瘍サンプルをプールした上

で解析しており、全ての変異を個体ごとに解析していないため、これら低頻度の

変異が特定の個体の腫瘍において⾼い割合で存在しているのか、あるいは多く

の個体の腫瘍にわずかに含まれる微量クローンが保有する変異なのかを明らか

にすることはできなかった。しかしながら、⽝の肥満細胞腫においてきわめて多

様な KIT 変異が存在することは明らかであり、また変異により様々な程度で

KIT のリン酸化が亢進、あるいは逆にリン酸化が抑制される場合があることが

⽰された。さらにトセラニブに感受性を有する変異ばかりでなく、トセラニブ抵

抗性が⽣じる変異が存在することも明らかとなった。これらのことから、⽝の肥

満細胞腫に対するトセラニブの個別化治療を確⽴する上では、KIT エクソン 11
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の ITD 変異のみに注⽬した評価では不⼗分であり、包括的な変異検索と各変異

の特性を踏まえた治療選択を考慮する必要があると考えられた。 

組織学的グレードの観点から肥満細胞腫の KIT 変異の状況を分析した

ところ、各組織学的グレードにおける KIT の変異パターンに相違がみられ（Ta

ble 2-3）、グレードにより KIT 変異の多様性に違いがあることが⽰された。グ

レード III の腫瘍では KIT 変異の多様性が少なく、変異のほとんどが膜近傍領

域の ITD 変異であった。⼀⽅、グレード II の腫瘍では膜近傍領域の ITD 変異

もみられたが、イムノグロブリン様領域において多様な変異がみられ、また膜近

傍領域においても 1 アミノ酸変異が存在した。グレード I の腫瘍については変

異の多様性が少なかったが、KIT の変異⾃体が少なかった（Table 2-1）。実験２

において、膜近傍領域の変異はより強い KIT のリン酸化を引き起こす傾向が⽰

されたが、これを考慮すると、グレード III において KIT 変異に多様性が少なく

膜近傍領域の ITD 変異に偏っていることは、このグレードの腫瘍の悪性度が⾼

い（すなわち増殖速度が速い）ことと関連しているのかもしれない。また、グレ

ード II の腫瘍には挙動が⽐較的緩やかなものからグレード III に近い増殖速度

の速いものまで様々なものが存在する[9]が、これもその背景に KIT 変異の多様
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性の相違が関与しているのかもしれない。 

NGS 解析において多くの新規変異が同定されたが、その頻度は様々で

あり、トセラニブによる治療の個別化を考える上では同定された変異の中でも

⽐較的頻度の⾼い変異について注⽬する必要がある。このため、変異 KIT のリ

ン酸化とトセラニブ感受性については、NGS 解析で同定された変異の中で、c.8

84C>A、c.1133G>A、c.1160G>T、c.1228G>T、c.1523A>T、c.2456A>T つい

て解析した。また、これまでに報告された KIT 変異のほとんどはサンガーシー

ケンスにより同定されていることから⽐較的頻度の⾼い変異と考えられる。そ

こで、過去の報告された KIT 変異についても同様に解析を⾏った。この解析か

ら、膜近傍領域の N 末端側と活性化ループ領域に変異を持つ KIT において特に

強くリン酸化する傾向がみられ、変異の部位が KIT のリン酸化レベルに影響を

およぼすことが⽰唆された。KIT を含む多くの受容体型チロシンキナーゼでは

膜近傍領域の N 末端側に塩基性残基が多く存在し、この塩基性残基を多く含む

領域は蛋⽩-脂質相互作⽤を介して⽣理活性の発現に重要な役割を担っている[1

3]。また、KIT の活性化ループ領域の変異はキナーゼドメインの不活性化構造

の不安定化や未熟な糖鎖修飾を引き起こすことが知られており[14]、このよう
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な KIT は他の部位の変異に⽐べて強⼒な細胞増殖と抗アポトーシス活性が有す

ることが知られている[15]。膜近傍領域の N 末端側と活性化ループ領域に変異

を持つ KIT において強く⾃⼰リン酸化する傾向がみられた背景にはこのような

KIT の構造特性が関与していると考えられた。 

KIT の変異はイムノグロブリン様領域においても様々な変異が認めら

れ、⾼い頻度で検出される変異も存在していた。KIT の第 5 イムノグロブリン

様領域（主にエクソン 8 と 9 にコードされる）は⼆量体化に際して相互作⽤す

る部位であり、⼈においてこの領域の変異は KIT の恒常的なリン酸化を引き起

こすことが知られている[16,17]。今回この領域でみられた変異も恒常的に活性

化しており、KIT の⼆量体化の制御に影響が⽣じた結果と考えられた。⼀⽅、第

1 から第 4 イムノグロブリン様領域については、変異の報告が少なく、またリガ

ンドとの結合以外の機能的な役割についてはあまり分かっていない。今回、これ

らの領域においても変異が認められ、それらは KIT の恒常的なリン酸化を引き

起こすことが⽰された。今のところ、第 1 から第 4 イムノグロブリン様領域に

⽣じた変異が KIT の恒常的なリン酸化を⽣じる機序は不明であるが、近年、ヒ

トのグリオーマにおいて膜型チロシンキナーゼ PDGFRαの p.Tyr228Cys 変異
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（第 3 イムノグロブリン様領域）に⽣じた変異が細胞の腫瘍化に強く関連して

いることが報告された[18]。この報告では、p.Tyr228Cys 変異は糖鎖修飾異常を

引き起こし、変異型 PDGFRαは細胞質内のゴルジ装置に過剰にアンカーされる

ことで⼆量体を形成し、リガンド⾮依存性に⾃⼰リン酸化することが⽰されて

いる。KIT は PDGFRαと同じ III 型チロシンキナーゼに属しており蛋⽩の性質

が類似している[16]ため、PDGFRαと同様の機序でイムノグロブリン領域にお

ける変異が⾃⼰リン酸化を引き起こした可能性があると考えられた。 

変異 KIT のトセラニブ感受性は変異により相違がみられ、⾼い感受性

を⽰す変異から感受性のない変異まで様々であった。また、変異の発⽣領域によ

ってトセラニブ感受性に差が⽣じる傾向がみられた。⽝の肥満細胞腫で膜近傍

領域（エクソン 11）や第 4-5 イムノグロブリン領域（エクソン 8-9）に変異を

有する腫瘍はイマチニブ感受性であることが報告されているが[19-21]、これら

の領域に変異を有する KIT は多くの場合 0.1-0.5 µM のトセラニブでリン酸化

が抑制されたことを考慮すると、KIT のこれらの領域に変異を持つ肥満細胞腫

はトセラニブに対しても感受性を持つのではないかと考えられた。⼀⽅、⼀部の

変異 KIT（イムノグロブリン様領域, #6; 膜近傍領域, #16、#25、#27; キナー
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ゼ領域活性化ループ, #33、#35）は KIT の恒常的なリン酸化を引き起こすがト

セラニブよるリン酸化の抑制はみられなかった。⼈の GIST において、イムノグ

ロブリン様領域あるいは膜近傍領域の特定の部位に変異を持つ KIT を発現する

腫瘍では、KIT の ATP ポケットとイマチニブの結合親和性が低下しており[22,

23]、イマチニブに対して低感受性あるいは抵抗性であることが知られている[2

4-26]。今回トセラニブよるリン酸化の抑制がみられなかった変異 KIT において

も ATP ポケットとトセラニブの結合親和性が低下している可能性があり、この

ような KIT 変異をもつ症例に対してはトセラニブの使⽤の可否について今後検

討する必要がある。 

トセラニブでリン酸化が抑制されなかった変異 KIT の中で、#35: c.24

56A>T（p.(Asp819Val)）の変異が認められた Asp819 は⼈の KIT Asp820 に相

当するアミノ酸残基である。⼈の GIST では、イマチニブによって治療初期に著

しい腫瘍の縮⼩がみられるが、ほとんどの症例において腫瘍がイマチニブ抵抗

性となり再増⼤する[27-29]。この主なメカニズムとして、治療開始時には変異

のなかった KIT Asp820 に新たな変異が⽣じ（⼆次変異）、これにより KIT の

リン酸化がイマチニブでは抑制されなくなることが知られている[9,30,31]。こ
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のような⼆次変異を保有する腫瘍細胞は、腫瘍細胞がイマチニブなどのキナー

ゼ阻害剤に暴露され続けることで de novo に⽣じる場合や腫瘍組織の中に予め

存在する超微量のクローンに由来する場合があると考えられているが[32]、そ

のメカニズムについてははっきりとした結論は得られていない。今回 NGS で発

⾒した c.2456A>T（p.(Asp819Val)）は変異頻度が 0.78％と低く、さらに組換え

蛋⽩によりトセラニブ抵抗性の KIT リン酸化を引き起こすことが⽰されている

ことから、この変異を有する腫瘍細胞はトセラニブ存在下で選択的に増殖し、最

終的に腫瘍がトセラニブ抵抗性を獲得する要因になると考えられる。トセラニ

ブによる肥満細胞腫の治療では、このような微量なトセラニブ抵抗性クローン

の存在を考慮する必要があると考えられた。 

結論として、⽝の肥満細胞腫における KIT 変異はきわめて多様であり、

変異により異なる特性を有することが明らかとなった。したがって、⽝の肥満細

胞腫におけるトセラニブの治療効果・効率を最⼤化するためには、KIT エクソ

ン 11 の ITD に基づく個別化では不⼗分であり、各変異の特性を踏まえたアプ

ローチが必要と考えられた。さらに、腫瘍組織の中にはトセラニブ抵抗性の変異

KIT を有する微量の腫瘍細胞が存在することから、それらのトセラニブ耐性化
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における役割を解明し、それに基づく治療戦略の構築が重要と考えられた。 
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⼩括 

 

⽝の肥満細胞腫における KIT 変異の網羅的探索を⾏うため、⽝の肥満

細胞腫 164 症例におけるゲノム DNA を⽤いて KIT の全エクソンを NGS 解

析した。35 種類の新規変異が同定され、イムノグロブリン様領域に 12 種類、

膜近傍領域に 20 種類、キナーゼ領域に 2 種類、C 末端領域に 1 種類認めら

れた。さらに本研究で同定された変異のうち⽐較的頻度の⾼い変異とこれま

でに報告されている変異について組み換え KIT 蛋⽩を作製し、それぞれの変

異 KIT のリン酸化レベルとトセラニブ感受性について解析した。その結果、

⽝の肥満細胞腫では KIT の広範な領域に多様な変異が存在していることが

明らかとなり、変異によって異なる特性を有することが明らかとなった。ま

た、これらの中には KIT にトセラニブ抵抗性を与える変異が低頻度ではある

が複数存在し、トセラニブ抵抗性のマイナークローンを有する症例が存在す

ると考えられた。これらのことから、⽝の肥満細胞腫におけるトセラニブの

治療を個別化する上では、各変異の特性を踏まえたアプローチが必要と考え

られた。  



 31 

 

 

 

 

表および図 

 

  



 32 

 

Ta
bl

e 
2-

1.
 P

C
R
�
$
�
�
�
�
�
�
�
�


	
�
�
�
&
�

!
"
%
�

5'
 �
�
�
�
�

3'
 �
�
�
�
�

�
�
�
&
�

 
 
�
�
�
�
�
�
�
!
"
�
#
�
�
�

(b
p)

�


�
�
�1

5'
 -t

gg
gg

cg
gt

ta
ct

ta
ca

ca
ttt

tg
- 3

'
5'

 -g
ttt

ct
ga

tg
ag

ga
tg

tg
ttt

gg
gg

ct
at

ga
gt

gg
- 3

'
76

45
90

�


�
�
�2

5'
 -c

cc
aa

ttc
cc

ag
ga

cg
at

gc
ta

- 3
'

5'
 -c

cg
ac

ac
tg

ac
ta

tta
ac

tc
tg

at
ttt

gc
tg

ga
tg

- 3
'

10
7

13
55

8

�


�
�

 2
-5

5'
 -g

gc
gt

cc
cc

tg
at

cc
tg

tc
ttt

- 3
'

5'
 -c

at
ta

ttt
ttg

gc
ac

ta
ct

cg
gt

tg
a-

 3
'

91
13

49
5

�


�
�
�6-

7
5'

 -a
at

ta
tc

ac
ta

tc
gc

ct
ttt

cc
aa

cc
ag

ag
ca

- 3
'

5'
 -a

ga
cc

ca
aa

gc
cc

ct
aa

ct
ga

gc
a-

 3
'

11
0

13
83

1

�


�
�
�8

5'
 -g

tc
gg

gg
cc

ag
ag

tg
ag

ag
gg

ag
aa

ag
ag

aa
cc

- 3
'

5'
 -t

cc
ac

ta
aa

ac
gc

cg
ct

ga
aa

ac
aa

ca
at

cc
- 3

'
11

5
11

33
8

�


�
�
�9-

17
5'

 -g
ca

gg
at

tc
cc

ag
ag

cc
cg

ca
gt

ag
at

tg
- 3

'
5'

 -t
ttg

tg
at

tc
ga

cc
at

ga
gt

aa
gg

ag
ga

ta
- 3

'
11

2
91

92

�


�
�
�17

-2
1

5'
 -t

ca
tg

aa
gt

gt
gg

gg
ga

at
aa

gg
aa

tc
gg

ag
ag

- 3
'

5'
 -t

tc
cc

cc
aa

gc
aa

ga
ga

ca
ga

gc
- 3

'
11

5
90

60



 33 

 

  

Table 2-2. NGS'0�,.
��KIT9%
���$ (- ���- ?& 65��� 1/)4

�"(�a

2 c.178T>C p.Cys60Arg 21� ��#�!$>?& 0.38 II

2 c.254T>A p.Ile85Asn 21� ��#�!$>?& 1.79 ―

5 c.884C>A p.Ala295Asp 23� ��#�!$>?& 2.46 ―

6 c.959C>T p.Pro320Leu 24� ��#�!$>?& 0.42 I

6 c.1123A>G p.Arg375Gly 24� ��#�!$>?& 0.44 I

7 c.1133G>A p.Ser378Asn 24� ��#�!$>?& 5.23 III

7 c.1160G>T p.Gly387Val 24� ��#�!$>?& 3.67 II

7 c.1187A>G p.Gln396Arg 24� ��#�!$>?& 1.94 II

7 c.1228G>T p.Val410Phe 24� ��#�!$>?& 2.55 II

9 c.1436G>T p.Ser479Ile 25� ��#�!$>?& 0.59 II

9 c.1436G>T p.Ser479Ile 25� ��#�!$>?& 2.76 ―

9 c.1523A>T p.Asn508Ile 25� ��#�!$>?& 3.05 II

9 c.1523A>T p.Asn508Ile 25� ��#�!$>?& 2.82 ―

9 c.1524_1525insTTT p.Phe509_Ala510insPhe 25� ��#�!$>?& 2.51 ―

11 c.1673T>C p.Val558Ala ;+:?& 1.75 II

11* c.1711_1767dup p.Asp571_Ser589dup ;+:?& 2.87 III

11* c.1711_1712insACCCAACACA
GCTTCCTTACGATCACAAAT
GGGAAA

p.Asp571_Pro572insProThrGlnLeuPro
TyrAspHisLysTrpGluAsn

;+:?& 4.92 II

11* c.1712_1713ins1712_1771+3 p.Asp571delinsGluProAsnThrAlaSerLe
uArgSerGlnMetGlyValSerGlnLysGlnA
laGluLeuTrpSer

;+:?& 0.43 III

11* c.1712_1771+3dup p.Gly591_Lys592insHisProThrGlnLeu
ProTyrAspHisLysTrpGluPheProArgAs
nArgLeuSerPheGlyArg

;+:?& 1.11 III

11* c.1712_1753dup p.Pro584_Arg585insAsnProThrGlnLeu
ProTyrAspHisLysTrpGluPhePro

;+:?& 0.44 III

11* c.1712_1768dup p.Ser589_Phe590insTyrProThrGlnLeuP
roTyrAspHisLysTrpGluPheProArgAsn
ArgLeuSer

;+:?& 1.96 ―

11* c.1712_1713insCCCAACACAG
CTTCCTTACGATCACAAATG
GGAAAC

p.Asp581_Pro582insProThrGlnLeuPro
TyrAspHisLysTrpGluThr

;+:?& 1.02 ―

11* c.1713_1751dup p.Phe583_Pro584insProGlnHisSerPheL
euThrIleThrAsnGlySerPhe

;+:?& 0.96 ―

11* c.1714_1771+2dup p.Pro572_Gly591dup ;+:?& 0.56 III

11* c.1714_1715ins1711_1767 p.Asp571_Pro572insArgProAsnThrAla
SerLeuArgSerGlnMetGlyValSerGlnLys
GlnAlaGlu

;+:?& 2.79 III

11* c.1714_1715insCAACACAGCT
TCCTTATGATCACAAATGGG
AGTTTCCCAGAAACAGGCT
GAGCT

p.Thr573fs ;+:?& 10.50 ―

11* c.1717_1764dup p.Thr573_Leu585dup ;+:?& 3.80 II

11* c.1717_1718insCACAGCTTCCT
TATGATCACAAATGGGAGTT
TCCCAGAAACAGGCTGAGC
TTTGGTC

p.Thr573_Gln574insGlnLeuProTyrAsp
HisLysTrpGluPheProArgAsnArgLeuSe
rPheGlyPro

;+:?& 21.17 II

11* c.1717_1718insCACAGCTTCCT
TATGATCACAAATGGGAGTT
TCCCAGAAACAGGCTGAGC
TTTGGTC

p.Thr573_Gln574insGlnLeuProTyrAsp
HisLysTrpGluPheProArgAsnArgLeuSe
rPheGlyPro

;+:?& 9.34 III

11* c.1718_1719insCACAGCTTCCT
TATGATCACAAATGGGAGTT
TCCCAGAAACAGGCTGAGC
TTTGGTC

p.Gln574fs ;+:?& 6.86 II

11* c.1719_1720insCAGCTTCCTTA
TGATCACAAATGGGAGTTTC
CCAGAAACAGGCTGAGCTT
TGGT

p.Thr573_Gln574insGlnLeuProTyrAsp
HisLysTrpGluPheProArgAsnArgLeuSe
rPheGly

;+:?& 10.29 ―

11 c.1724T>C p.Leu575Pro ;+:?& 1.92 ―

11* c.1725_1726insCCTTATGATCA
CAAATGGGAGTTTCCCAGA
AACAGGCTGAGCTTTGGTCA
G

p.Leu575_Pro576insProTyrAspHisLys
TrpGluPheProArgAsnArgLeuSerPheGl
yGln

;+:?& 9.73 III

11* c.1734_1735ins1720_1771+2 p.Asp578_His579insGlnLeuProTyrAsp
HisLysTrpGluPheProArgAsnArgLeuSe
rPheGly

;+:?& 4.24 II

17 c.2367C>A p.His789Gln ��(�?& 0.42 ―

17 c.2456A>T p.Asp819Val ��(�?& 0.78 ―

21 c.2851G>T p.Asp951Tyr C<P?& 0.62 I

―, �"(�7=
a��	%���8@�*�)

�ITD9%



 34 

 

 

 
  

Table 2-3. ����!	��
� ��KIT�"���(��
���)� �
�	����&

'�
$�#'� C% '�

ITD ITD��
	��
�I 16 2 - 1

	��
�II 88 6 5 1 -
	��
�III 24 1 8 0 -

―, �����
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Table 2-4. (�KIT&�����
(�� ��
� �! ��
! ,�  �'�
1 5 c.763_765delCAG p.Gln255del $3��
�����+,� [33]

2 5 c.884C>A p.Ala295Asp $4��
�����+,�
3 6-7 c.935_1240del p.Asp312_Thr414delinsAla $4��
�����+,� [33]

4 7 c.1133G>A p.Ser378Asn $4��
�����+,�
5 7 c.1160G>T p.Gly387Val $4��
�����+,�
6 7 c.1228G>T p.Val410Phe $4��
�����+,�
7 8 c.1250_1261dup p.Glu417_Thr420dup{Glu417Gln} $4-5��
�����+,� [33]

8 8 c.1289A>G p.Gln430Arg $4-5��
�����+,� [34]

9 9 c.1436G>T p.Ser479Ile $5��
�����+,� [34]

10 11 c.1657_1671del p.Glu553_Lys557del *�),� [34]

11 11 c.1663_1671del p.Gln555_Lys557del *�),� [35]

12 11 c.1663_1710del p.Gln555_Ile570del *�),� [36]

13 11 c.1665_1671delinsTCAT p.Gln555_Lys557delinsHisHis *�),� [36]

14 11 c.1666T>C p.Trp556Arg *�),� [37]

15 11 c.1666_1671del p.Trp556_Lys557del *�),� [34,38]

16 11 c.1664_1669del p.Trp556_Lys557delinsGln *�),� [38]

17 11 c.1667_1672del p.Trp556_Val558delinsPhe *�),� [38]

18 11 c.1670_1673delinsG p.Lys557_Val558delinsSer *�),� [34]

19 11 c.1670_1677delinsAG p.Lys557_Val559delinsArg *�),� [34]

20 11 c.1672_1674del p.Val558del *�),� [33]

21 11 c.1672_1677del p.Val558_Val559del *�),� [36]

22 11 c.1676T>A p.Val559Asp *�),� [35]

23 11 c.1711_1716dup p.Asp571_Pro572dup *�),� [36]

24 11 c.1717_1737del p.Thr573_His579del *�),� [36]

25 11 c.1721A>G p.Gln574Arg *�),� [39]

26 11 c.1724T>C p.Leu575Pro *�),� [33,38,40,41]

27 11 c.1739A>G p.Lys580Arg *�),� [39]

28 11 c.1753A>G p.Arg585Gly *�),� [39]

29 12 c.1858G>T p.Ala620Ser #��	,� [39]

30 15 c.2140_2142del p.Ser714del #��	#%,� [33]

31 15 c.2171A>G p.Lys724Arg #��	#%,� [39]

32 17 c.2443G>A p.Asp815Asn �"����,� [41]

33 17 c.2444A>T p.Asp815Val �"����,� [41]

34 17 c.2450A>G p.Lys817Arg �"����,� [41]

35 17 c.2456A>T p.Asp819Val �"����,�
36 18 c.2504T>C p.Met835Thr #��	,� [39]
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第 3 章 

 

トセラニブ抵抗性⽝肥満細胞腫細胞株の作出と 

KIT 変異発⽣プロセスの解析 
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第 2 章の結果から、⽝の肥満細胞腫における KIT の変異はエクソン 11

の ITD 変異が最も多いが、それとは異なる頻度の低い変異が多種類存在するこ

とが⽰された。これらの変異には KIT を恒常的にリン酸化するものとそうでな

いものが含まれており、また KIT を恒常的にリン酸化する変異であってもリン

酸化に対するトセラニブの阻害活性に違いがあることが明らかとなった。この

ように KIT は変異の種類により異なる特徴を有することが⽰され、これらの知

⾒はトセラニブによる個別化治療を確⽴するための重要な基盤になると考えら

れた。 

このような⽝の肥満細胞腫の腫瘍組織から同定した多様な変異の中で

も、とくにトセラニブ抵抗性の KIT のリン酸化を引き起こす変異はトセラニブ

による治療を複雑かつ難しくする可能性が⾼く、治療の個別化の観点からきわ

めて重要な変異と考えられる。第 2 章で同定された c.2456A>T などのトセラニ

ブ抵抗性の活性化変異を有する KIT は腫瘍組織内にわずかしか存在しなかった

が、このような変異 KIT を持つ腫瘍細胞は、トセラニブ存在下においてトセラ

ニブ感受性の腫瘍組織の中から選択的に増殖する可能性がある。⼀般的にトセ

ラニブが奏功する肥満細胞腫の症例では治療初期に著しい腫瘍の縮⼩がみられ
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る[42]が、治療の経過とともに腫瘍細胞がトセラニブ抵抗性を獲得し腫瘍の再

増⼤が⽣じる[39]。このトセラニブ耐性化の背景には、このような変異 KIT の

存在が考えられる。実際、⼈の CML では腫瘍組織中にイマチニブ抵抗性の変異

KIT を持つ腫瘍細胞があらかじめ超微量存在しており、それらの腫瘍細胞がイ

マチニブ存在下で選択的に増殖し腫瘍の耐性化を引き起こすことが⽰されてい

る[43]。 

⼀⽅、⽝の肥満細胞腫や⼈の GIST では、KIT 変異を有するイマチニ

ブ感受性の腫瘍細胞にイマチニブを暴露し続けると、もともと KIT にある変異

（⼀次変異）に加えて新たなイマチニブ抵抗性の変異（⼆次変異）が⽣じ、これ

により腫瘍細胞が耐性化することも報告されている[24,44-46]。このため、

c.2456A>T などの KIT にトセラニブ抵抗性が⽣じる変異は、トセラニブ未治療

症例で問題となるばかりでなく、トセラニブの治療過程において腫瘍細胞に de 

novo で⽣じ治療を困難にする可能性が考えられる。 

トセラニブによる治療成績を向上するためには、耐性化の予測とそれ

を踏まえた個別化治療戦略を確⽴することが重要であり、このためにはトセラ

ニブ抵抗性に関連した KIT 変異の発⽣プロセスを理解することが不可⽋である。
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そこで本章では、KIT に活性化変異を持つトセラニブ感受性の⽝の肥満細胞腫

細胞株 VI-MC をクローン化し、その増殖過程とトセラニブ抵抗性の獲得過程に

おける KIT 変異の発⽣プロセスについて検討した。 
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材料と⽅法 

 

細胞株 

 実験には東京⼤学獣医外科学教室から分与された⽝の腸管型肥満細胞

腫細胞株で KIT のエクソン 9（第 5 イムノグロブリン様領域）に活性化変異

c.1523A>T(p.(Asn508Ile))を有する VI-MC を⽤いた。VI-MC の培養には 50 

U/ml ペニシリン（Thermo Fisher）、50 µg/ml ストレプトマイシン（Thermo 

Fisher）および 10%⾮動化ウシ胎児⾎清を含む RPMI 1640 培地（Thermo Fisher）

を⽤い、37℃、5%CO2 湿潤環境下で培養した。HEK293 細胞は第 2 章の実験 2

と同様の条件で培養した。 

 

VI-MC のクローニングとトセラニブ抵抗性細胞株の作出 

 VI-MC を 96 ⽳丸底プレートに 1 個/ウェルとなるように VI-MC を播

種した。その後、各ウェル中の細胞を顕微鏡で観察し、1 ウェルに 1 細胞が存在

するウェルを特定した。これらの中から細胞の増殖がみられた 2 つのウェルを

選択した。さらにこれらの細胞を 2 ヶ⽉間培養し、安定した増殖を確認した後、
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それぞれを cVI-MC1 および cVI-MC2 とした。トセラニブ抵抗性細胞株を作出

するため、cVI-MC1 および cVI-MC2 にトセラニブ（Medkoo Biosciences）を

0.1 から 0.3 µM まで 16 週間かけて漸増しながら暴露した。0.3 µM トセラニブ

存在下で安定増殖できる cVI-MC1 および cVI-MC2 をそれぞれ trVI-MC1 およ

び trVI-MC2 とした。 

 

細胞増殖抑制試験 

 VI-MC、cVI-MC1、cVI-MC2、trVI-MC1 および trVI-MC2 をそれぞ

れ cRPMI に懸濁し、96 ウェルプレートに 1×104/well となるように播種した。

次いで、最終濃度が 0-10 µM になるようトセラニブを添加し（DMSO 最終濃度

0.1%）、48 時間培養した。培養後、WST-1 Cell Proliferation Assay System (Takara 

Bio)を⽤いて各ウェル中の細胞⽣存率を評価した。また、GraphPad Prism

（GraphPad Software）を⽤いて、それぞれの細胞株におけるトセラニブの 50%

阻害濃度（IC50）を計算した。この実験は細胞株ごとに独⽴して３回⾏った。 

 

KIT ゲノム DNA の NGS 解析 
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 VI-MC、cVI-MC1、cVI-MC2、trVI-MC1 および trVI-MC2 より DNeasy 

Blood and Tissue kit（Qiagen）を⽤いてゲノム DNA を抽出した。抽出したゲ

ノム DNA 20 ng と第 2 章で⽤いた 2 つのプライマー組（エクソン 9 からエクソ

ン 17、エクソン 17 からエクソン 21 を増幅）（第 2 章、Table 2-1）を⽤いて KIT

ゲノム DNA のエクソン 8-21 の領域を PCR で増幅した。この PCR 産物を⽤い

て第 2 章と同様の⼿順で NGS 解析を⾏った。 

 

KIT cDNA の塩基配列の解析 

 VI-MC、cVI-MC1、cVI-MC2、trVI-MC1 および trVI-MC2 より抽出

した total RNA を鋳型として、SuperScript III reverse transcriptase（Thermo 

Fisher）を⽤いて逆転写反応を⾏い、cDNA を作製した。次にこの cDNA 鋳型

として、PrimeSTAR DXL DNA polymerase（Takara Bio）と KIT cDNA を増

幅するプライマーセット（5′プライマー [エクソン 8 上流], 5′ - GAAAGTAAT

ATCAGATATGTGAG - 3′; 3′ プライマー [エクソン 17‒18]）, 5′ - GTAGC

CGAGCGTTTCCTTTG - 3′）を⽤いて PCR を 35 サイクル⾏った。次いで増

幅産物を第 2 章の実験 2 と同様の⼿順でクローニングし、得られたプラスミド
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ベクターを QIAprep Spin Miniprep kit（Qiagen）を⽤いて抽出した。その後、

細胞株ごとに 20 個の独⽴した KIT cDNA クローンのエクソン 8、9、14 および

17 に相当する領域の塩基配列をダイレクトシークエンスで解析した。 

 

変異 KIT のリン酸化レベルの解析 

第 2 章の実験 2 と同様の⼿順で、c.1523A>T、c.1523A>T + c.1349A>T、

c.1523A>T + c.2037T>A、c.1523A>T + c.2456A>T、c.1523A>T + c.2456A>G

変異を持つ KIT 発現ベクターを作製した。次いで、Polyethyleneimine MAX 

(Polysciences)を⽤いてこれらの発現ベクターを HEK293 細胞に導⼊した。これ

らの細胞を 8 時間培養した後、さらに FCS ⾮添加培地で 16 時間培養した。変

異 KIT のリン酸化状態を解析する実験では、FCS ⾮添加培地で培養した後に、

100 ng/µl の⽝組み換え SCF を添加し（SCF ⾮添加サンプルでは添加せずに）

20 分培養した。また、トセラニブによるリン酸化阻害の実験では、FCS ⾮添加

培地で培養後に 0-10 µM（DMSO 最終濃度 0.1%）のトセラニブを添加し、90

分培養を⾏った。これらの HEK293 細胞を cell lysis buffer (#9803, Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA)で溶解した後、SDS-PAGE サンプルバッファーを加
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え 95℃で 5 分間煮沸し、-30℃で使⽤まで保存した。変異 KIT のリン酸化の検

出は第 2 章の実験 2 と同様の⼿順でウェスタンブロッティングにより⾏った。

この実験は独⽴して 3 回⾏った。 

 

統計学的解析 

 統計学的解析は Studentʼs t 検定（両側検定）で⾏い、P<0.05 を有意な

差とした。 
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結果 

 

トセラニブ抵抗性 VI-MC の作出 

 cVI-MC1 および cVI-MC2 への持続的なトセラニブの暴露により作出

した trVI-MC1 および trVI-MC2 は、それぞれ 0.3 µM トセラニブ存在下におい

て安定した増殖を⽰した。VI-MC、cVI-MC1、cVI-MC2、trVI-MC1 および trVI-

MC2 の増殖に与えるトセラニブの影響を Figure 3-1 に⽰した。トセラニブは

VI-MC、cVI-MC1、cVI-MC2 に対して明らかな細胞増殖抑制効果を⽰し（Figure 

3-1A）、IC50 はそれぞれ 0.03 µM、0.02 µM および 0.03 µM であった（Figure 

3-1B）。⼀⽅、trVI-MC1 および trVI-MC2 はトセラニブに対する感受性が低く

(Figure 3-1A)、IC50 はいずれも 2 µM 以上 (Figure 3-1B)と、VI-MC、cVI-MC1、

cVI-MC2 と⽐較し 60 倍以上⾼い値を⽰した。 

 

VI-MC のトセラニブ抵抗性獲得過程における KIT 遺伝⼦の変化 

 VI-MC、cVI-MC1、cVI-MC2、trVI-MC1 および trVI-MC2 の KIT ゲ

ノム DNA の塩基配列の NGS による解析結果を Table 3-1 に⽰した。この実験
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では、VI-MC の活性化変異が存在する c.1523A>T 周辺および⼈の GIST で⼆

次変異が⾼頻度にみられる領域に着⽬し、それらの領域を含む KIT のエクソン

8-21 を解析した。各細胞株における depth of coverage はそれぞれ 8185、10852、

11236、10229、8073 リード/塩基であった。VI-MC およびクローン化されたす

べての細胞株において、KIT のエクソン 9 に c.1523A>T 変異が 80%程度の頻

度で認められた。また、14.9%-38.3%の頻度で KIT のエクソン 8 に c.1349A>T

変異が認められた。trVI-MC1 および trVI-MC2 では、トセラニブ感受性細胞株

と異なり、KIT のエクソン 14 およびエクソン 17 に新たな変異が認められた。

trVI-MC1 ではエクソン 17 の c.2456A>T 変異が 36.8%の頻度で認められ、trVI-

MC2 では KIT のエクソン 14 において c.2037T>A 変異が 36.7%、エクソン 17

の c.2456A>G 変異が 26.3%の頻度で認められた。また、これらの変異とは別に、

複数の頻度の低い変異がすべての細胞株において 0.7-3.7%の頻度で認められた。

これら低頻度の変異の中で、c.2579A>G 変異（エクソン 18）はすべての細胞株

に認められ、c.2513A>G 変異(エクソン 18)は VI-MC、cVI-MC1 および trVI-

MC1 にのみ認められた。また c.2418G>T 変異（エクソン 17）、c.2515A>G 変

異（エクソン 18）および c.2570A>T 変異（エクソン 18）は cVI-MC1 にのみ認
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められた。NGS 解析により認められたこれらの変異はすべてミスセンス変異で

あった。 

 

 KIT cDNA の変異パターン 

 NGS 解析により VI-MC および派⽣細胞株の KIT ゲノム DNA に遺伝

⼦変異の多様性が認められたため、各細胞株における KIT cDNA の変異パター

ンを解析した（Table 3-2）。VI-MC およびすべての派⽣細胞株の KIT cDNA に

おいて、c.1523A>T 変異が 40%-80%の頻度で認められた。c.1523A>T 変異を

持たない KIT cDNA はみられなかったことから、c.1523A>T は⼀次変異であ

り、その他の変異は⼆次変異であると考えられた。⼆次変異（c.1349A>T）を 1

つ持つ KIT cDNA は、trVI-MC1 を除くすべての細胞株で 10%-25%の頻度で認

められた。c.1349A>T と異なる⼆次変異を１つまたは２つ持つ KIT cDNA は

trVI-MC1 および trVI-MC2 にのみみられ、それらの頻度は 5%-30%であった。

すべての細胞株において野⽣型の KIT cDNA はみられなかった。 

 

KIT のリン酸化におよぼす KIT 変異の影響 
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 p.(Asn508Ile) 、 p.(Asn508Ile) + p.(Glu450Val) 、 p.(Asn508Ile) + 

p.(Asn679Lys)、p.(Asn508Ile) +p.(Asp819Val)、p.(Asn508Ile) + p.(Asp819Gly) 

変異が KIT のリン酸化に与える影響を解析するため、HEK293 細胞に発現させ

た変異 KIT のリン酸化シグナルをウェスタンブロッティングにより検出した

（Figure 3-2A）。野⽣型 KIT のリン酸化レベルは SCF ⾮存在下では弱く、SCF

存在下では増強された。⼀⽅、すべての変異 KIT において SCF の有無にかかわ

らず強いリン酸化が認められた。KIT のリン酸化レベルを KIT の発現量でノー

マライズし、リン酸化シグナルを半定量解析した結果を Figure 3-2B に⽰した。

SCF の有無にかかわらず、すべての変異 KIT において SCF ⾮存在下の野⽣型

KIT と⽐べてリン酸化レベルが有意に（P<0.05）増加した。 

 

⼆次変異によるリン酸化 KIT のトセラニブ感受性の低下 

 ⼀次変異を有する KIT p.(Asn508Ile)のトセラニブの感受性に⼆次変異

p.(Glu450Val)、p.(Asn679Lys)、p.(Asp819Val)、および p.(Asp819Gly)が与え

る影響を Figure 3-3 に⽰した。⼀次変異 p.(Asn508Ile)変異のみを有する KIT の

リン酸化はトセラニブ濃度依存性に減少し、トセラニブ 0.1 µM 以上で有意に
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（ P<0.05 ） 抑 制 さ れ た 。 ⼀ 次 変 異 に 加 え て ⼆ 次 変 異 p.(Glu450Val) 、

p.(Asn679Lys)あるいは p.(Asp819Gly)を持つ KIT のリン酸化は、⼀次変異のみ

を有する KIT と同様にトセラニブ濃度依存性に減少したが、トセラニブ 0.1 µM

では有意な減少はみられなかった。⼀次変異に加えて⼆次変異 p.(Asp819Val)を

持つ KIT のリン酸化については、トセラニブよる抑制はほとんどみられなかっ

た。⼆次変異を有する KIT の中で、p.(Asp819Val)および p.(Asp819Gly)の変異

を有する KIT は強いトセラニブ抵抗性を⽰し、1 µM 以上のトセラニブにおい

て も 強 い リ ン 酸 化 シ グ ナ ル が 認 め ら れ た 。 ⼀ ⽅ 、 p.(Glu450Val) お よ び

p.(Asn679Lys)の変異を有する KIT はこれらと⽐べてトセラニブ抵抗性が低く、

トセラニブ 1 µM 存在下において KIT のリン酸化が有意に減少した。

p.(Glu450Val)変異を有する KIT は p.(Asn679Lys)よりトセラニブ感受性が⾼く、

1 µM トセラニブにおいて 3-4 倍 KIT のリン酸化が抑制された。 

  



 52 

考察 

 

VI-MC およびクローン化した VI-MC を⽤いた KIT 遺伝⼦の NGS 解

析により、VI-MC は増殖に伴うクローン進化の過程で様々な KIT の⼆次変異が

加わったサブクローンを⽣じることが⽰された。⼀⽅、トセラニブ抵抗性細胞株

trVI-MC1 および trVI-MC2 は、約 30％のアリル頻度で VI-MC、cVI-MC1 およ

び cVI-MC2 では検出されない KIT ⼆次変異(c.2037T>A, p.(Asn679Lys); 

c.2456A>T, p.(Asp819Val); c.2456A>G, p.(Asp819Gly))を持つことが⽰された。

また、これらの⼆次変異はすべて⼀次変異 p.(Asn508Ile)を持つ KIT のトセラニ

ブ感受性を低下さることが明らかとなった。Asn679（⼈の KIT における Asn680）

および Asp819（⼈の KIT における Asp820）はそれぞれ KIT の ATP 結合領域

および活性化ループ領域に相当し、⼈の GIST においてイマチニブ抵抗性を⽣

じる⼆次変異がしばしば発⽣するアミノ酸残基として知られている[26,31,47]。

これらのことから、p.(Asn679Lys)、p.(Asp819Val)、p.(Asp819Gly)変異は VI-

MC にトセラニブ抵抗性を与える KIT の⼆次変異であり、これらの変異を有す

る VI-MC クローンはトセラニブ暴露後に de novo で⽣じたと考えられた。 
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今 回 同 定 さ れ た ト セ ラ ニ ブ 抵 抗 性 の KIT ⼆ 次 変 異 の 中 で 、

p.(Asp819Val)は第 2 章で同定されたトセラニブ抵抗性変異と同⼀の変異であっ

た。第 2 章では、p.(Asp819Val)はトセラニブ未治療の腫瘍組織で検出されたこ

とから、この⼆次変異は腫瘍細胞の経時的なクローン進化の過程で⽣じると考

えられた。⼀⽅、本章ではこの変異は VI-MC がトセラニブ⾮存在下で増殖する

過程においては検出されず、トセラニブの存在下で増殖した場合においてのみ

検出された。これらのことから、肥満細胞腫のトセラニブ耐性化には、KIT の⼆

次変異を有する微量クローンが予め腫瘍組織内に存在し、トセラニブにより選

択的に増殖する場合と、腫瘍細胞がトセラニブに適応する過程で⽣じる遺伝的

変化によって新たに KIT に⼆次変異が⽣じ、それを持つクローンが増殖する場

合のいずれのメカニズムも存在するのではないかと考えられた。 

 VI-MC およびその派⽣細胞株では、トセラニブ抵抗性の有無かかわら

ず KIT の⼆次変異 p.(Glu450Va)（エクソン 8, c.1349A>T）がおよそ 20%と⾼

い頻度で存在していた。しかしながら、この変異を有する KIT は他の⼆次変異

を有する KIT と⽐較してトセラニブに対する抵抗性が低く、またトセラニブ抵

抗性獲得後の細胞（trVI-MC1 および trVI-MC2）における p.(Glu450Val)変異
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の頻度の明らかな増加はみられなかった。さらに KIT cDNA の発現パターンか

ら、トセラニブ抵抗性獲得後の細胞において p.(Glu450Val)変異を持つ KIT の

割合は増加しておらず、むしろ感受性細胞株と⽐較し減少していた。これらのこ

とから、p.(Glu450Val)変異は、KIT のトセラニブ感受性についていくらかの関

与はしているものの、VI-MC のトセラニブ抵抗性獲得における主要な役割は担

ってはいないと考えられた。 

 結論として、トセラニブ抵抗性細胞株に⽣じた KIT の⼆次変異は、ト

セラニブ耐性化に重要な役割を果たしていると考えられた。またそのような⼆

次変異を持つ腫瘍細胞はトセラニブの暴露によって de novo に⽣じることから、

トセラニブ抵抗性クローンの出現を踏まえた治療戦略の構築が重要と考えられ

た。 
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⼩括 

 

網羅的 KIT 変異解析により、トセラニブ抵抗性を⽰す変異が同定され

たが、そのような変異はトセラニブによる治療を複雑かつ困難にする可能性が

⾼く、トセラニブの治療を個別化する上できわめて重要である。そこでトセラニ

ブ抵抗性 KIT 変異の発⽣プロセスを明らかにするため、クローン化した肥満細

胞腫細胞株からトセラニブ抵抗性細胞株を作出し、KIT の NGS 解析を⾏った。

トセラニブ抵抗性細胞株は、⼀次変異（c.1523A>T, p.(Asp508Ile））に加えて複

数 の ⼆ 次 変 異 (c.2037T>A, p.(Asn679Lys); c.2456A>T, p.(Asp819Val); 

c.2456A>G, p.(Asp819Gly))を獲得し、さらにこれらの変異を導⼊した組み換え

KIT 蛋⽩はトセラニブ抵抗性を⽰した。⼀⽅、これら⼆次変異はトセラニブ感

受性細胞株では検出されなかった。したがって、肥満細胞腫のトセラニブ耐性化

には KIT の⼆次変異が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。また、

第 2 章の結果を考慮すると、KIT の⼆次変異は、⼆次変異を有するマイナーク

ローンがトセラニブ存在下で選択的に増殖する場合と、トセラニブの持続的な

暴露によって de novo に⽣じる場合があると考えられた。 
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-,�����! -,���#�!
cVI-MC1 cVI-MC2 trVI-MC1 trVI-MC2

c.1523A>T 15 (75) 16 (80) 15 (75) 13 (65) 8 (40)

c.1523A>T plus
  c.1349A>T 5 (25) 4 (20) 5 (25) - 2 (10)

c.1523A>T plus
  c.2037T>A - - - - 1 (25)

c.1523A>T plus
  c.2456A>T - - - 1 (5) -

c.1523A>T plus
  c.1349A>T plus
  c.2037T>A

- - - - 1 (5)

c.1523A>T plus
  c.1349A>T plus
  c.2456A>T

- - - 6 (30) -

c.1523A>T plus
  c.2037T>A plus
  c.2456A>G

- - - - 4 (20)

("� - - - - -

 �����
�

Table 3-2. KIT  cDNA 20����
���&������ 	%$�(%)

�����VI-MC�'�

&� VI-MC
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第 4 章 

 

 

⽝の肥満細胞腫株化細胞のトセラニブ抵抗性におよぼす 

SHP2 阻害の影響 
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これまでの結果から、肥満細胞腫のトセラニブ抵抗性獲得機構には、

1）腫瘍組織に予め存在するトセラニブ抵抗性変異 KIT を有する微量の腫瘍細胞

が増殖し耐性化する場合と、2）トセラニブの暴露によって de novo に⽣じたト

セラニブ抵抗性変異 KIT を持つ腫瘍細胞が増殖し耐性化する場合があることが

⽰唆された。このようにトセラニブ抵抗性変異 KIT を持つ腫瘍細胞の発⽣機構

には相違があると考えられるが、発⽣機構にかかわらず KIT の⼆次変異が肥満

細胞腫のトセラニブ耐性化に重要な役割を果たしていることは明らかである。

このため、⽝の肥満細胞腫に対するトセラニブの治療では、このようなトセラニ

ブ抵抗性変異 KIT を持つ腫瘍細胞に対する対応策を確⽴することがきわめて重

要である。 

第 3 章の結果から、⼆次変異を有する KIT ではトセラニブ存在下にお

いても KIT が強くリン酸化していることが⽰され、これにより異常な増殖シグ

ナルが下流に伝達されていると考えられる。これは⼆次変異により KIT の構造

が変化しトセラニブが ATP 結合部位へアクセスできなくなったことが要因と考

えられる。⼈のキナーゼ阻害剤耐性腫瘍では、これと同様のメカニズムが耐性化

の⼀因として知られており[48,49]、これに対してキナーゼ阻害剤の分⼦構造を



 64 

改変し、ATP 結合部位へのアクセスを可能にすることで⼆次変異に対応してい

る[49]。しかしながら、動物医療においてこのような薬剤開発を⾏うことは容易

ではなく、これに代わる新たな耐性克服のアプローチを⾒出す必要がある。 

リン酸化した KIT は種々の下流シグナル伝達分⼦を介して増殖シグナ

ルを核に伝達するが、このシグナル伝達分⼦の最上流で KIT のリン酸化により

直接制御を受ける分⼦としてチロシンホスファターゼ Src homology region 2 

domain-containing phosphatase-2（SHP2）が知られている。SHP2 は様々な受

容体型チロシンキナーゼのアダプター分⼦として機能するが、KIT のリン酸化

を受けて活性化し、下流のシグナル経路を活性化することが⽰されている[50-

52]。このため、⼆次変異を持つリン酸化 KIT のシグナルを遮断する上では、

SHP2 は理想的な標的分⼦である。 

SHP099 は近年開発された SHP2 のアロステリック阻害剤であり、

SHP2 と結合することでその活性化を強⼒に阻害する[53]。SHP099 は今のとこ

ろ医薬品としての承認は受けていないが、経⼝のバイオアベイラビリティが⾼

いことから様々な受容体型チロシンキナーゼ異常に基づく疾患の治療薬として

期待されている。 
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そこで第 4 章では、まずトセラニブ抵抗性肥満細胞腫細胞株を⽤いて

細胞増殖におよぼす SHP099 影響を検討した。また、⽐較のためこの解析では

他のキナーゼ阻害剤に対して抵抗性を獲得した肥満細胞腫についても SHP099

の影響を検討した。次いで、トセラニブ抵抗性細胞株を⽤いてトセラニブ感受性

に与える SHP099 の影響について検討した。 
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材料・⽅法 

 

細胞株 

実験には第３章で⽤いた肥満細胞腫細胞株 VI-MC（KIT エクソン 9 

c.1523A>T）とその派⽣細胞株、⽪膚肥満細胞腫由来細胞株 CoMS（北海道⼤学

外科学教室より分与；KIT のエクソン 11 c.1720_1772+1dup）とその派⽣細胞

株、⽪膚肥満細胞腫由来細胞株 CM-MC（東京⼤学外科学教室より分与：KIT の

エクソン 11 c.1718_1771dup）とその派⽣細胞株および組織球性⾁腫細胞株

CHS-2 を⽤いた。VI-MC の派⽣細胞株として、第３章で作出した cVI-MC1、

cVI-MC2、trVI-MC1 および trVI-MC2 と KIT エクソン 17 に⼆次変異

c.2443G>C を有するイマチニブ抵抗性細胞株 irVI-MC[45]を⽤いた。また、

CoMS の派⽣細胞株として KIT の過剰発現によりイマチニブ抵抗性を獲得した

irCoMS を、CM-MC の派⽣細胞株として KIT エクソン 18 に⼆次変異

c.2482G>C を有するイマチニブ抵抗性細胞株 irCM-MC を⽤いた。肥満細胞腫

細胞株は cRPMI を⽤いて第 3 章と同様の条件で、CHS-2 は cDMEM を⽤いて

第 2 章 実験 2 の HEK293 細胞と同様の条件で培養した。 
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SHP099 

SHP2 のアロステリック阻害薬である SHP099 は Selleck (Selleck 

Chemicals, Houston, TX) より購⼊し、 蒸留⽔で 50 mM の濃度に溶解した

後、使⽤まで-30℃で凍結保存した。 

 

細胞増殖抑制試験 

VI-MC、trVI-MC1、trVI-MC2、irVI-MC、CoMS、irCoMS、CM-MC

および irCM-MC を cRPMI に、CHS-2 を cDMEM に懸濁した後、96 ウェルプ

レートに播種した。細胞は VI-MC、trVI-MC1、trVI-MC2、irVI-MC、CM-MC、

irCM-MC が 1×104/well、CoMS および rCoMS が 2×104/well、CHS-2 が 5×

103/well となるように播種した。その後、CHS-2 以外については、最終濃度が 

0-10 µM になるように SHP099 を直ちに添加し（DMSO 最終濃度 0.1%）、CHS-

2 については播種後 48 時間培養した後に SHP099 を添加した。SHP099 を添加

した後、48 時間培養した。CHS-2 は培養後、リン酸緩衝⾷塩⽔（PBS）で細胞

を洗浄し、新しい培地に交換した。その後、全ての細胞について第 3 章と同様の
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⼿順でウェル中の⽣存細胞⽣存率を評価した。SHP099 がトセラニブ感受性に

与える影響を解析する実験では、まず cVI-MC1、cVI-MC2、trVI-MC1、trVI-

MC2 をそれぞれ cRPMI に懸濁し、96 ウェルプレートに 4×104/well となるよ

うに播種した。その後、細胞株ごとに 0-10 µM のトセラニブを添加した。さら

に trVI-MC1 および trVI-MC2 では、0、1、5、10 µM になるよう SHP099 も添

加し（DMSO 最終濃度 0.1%）、48 時間培養した。培養後、第 3 章と同様の⼿順

でウェル中の⽣存細胞⽣存率を評価した。それぞれの細胞株における IC50 は

GraphPad Prism（GraphPad Software）を⽤いて算出した。 
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結果 

 

肥満細胞腫株化細胞に対する SHP099 の細胞増殖抑制効果 

VI-MC、trVI-MC1、trVI-MC2、irVI-MC、CoMS、irCoMS、CM-MC、

irCM-MC および CHS-2 の細胞増殖に対する SHP099 影響を Figure 4-1 に⽰し

た。SHP099 による細胞増殖抑制試験では種々の肥満細胞腫細胞株に加えて、

SHP099 に対して感受性を持たない CHS-2[49]を陰性コントロールとして⽤い

た。SHP099 は VI-MC の増殖を強く抑制し、その IC50 は 1.44 µM であった。

⼀⽅、irCoMS では CHS-2 と同様にほとんど増殖抑制がみられなかった。他の

細胞株では SHP099 による細胞増殖抑制はみられたが、VI-MC と⽐べて効果は

低く、10 µM の SHP099 でも~30％-60％の細胞が残存した。 

 

トセラニブ抵抗性肥満細胞腫株化細胞のトセラニブ感受性におよぼす SHP099

の影響 

trVI-MC1 および trVI-MC2 のトセラニブ感受性におよぼす SHP099

の影響を Figure 4-2 に⽰した。trVI-MC1（Figure 4-2A, 上パネル）および trVI-
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MC2 （Figure 4-2B, 上パネル）のいずれにおいても SHP099 ⾮存在下（SHP099, 

0 µM）ではトセラニブに対して抵抗性を⽰した。これらの株化細胞はいずれも

SHP099 の濃度依存性にトセラニブ感受性が増加し、SHP099 の濃度が 5 µM 以

上になると、それぞれトセラニブ感受性細胞株である cVI-MC1 および cVI-MC2

と同程度かより強いトセラニブ感受性がみられた。各細胞株におけるトセラニ

ブの IC50 については各グラフの下に⽰した。 
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考察 

 

トセラニブ抵抗性肥満細胞腫株化細胞に対して SHP099 は単独では強

い増殖抑制効果を⽰さなかったが、トセラニブと組み合わせることでトセラニ

ブ感受性を著しく増強させることが明らかとなった。 

SHP099 を単独で⽤いた場合、VI-MC では強い増殖抑制がみられ、そ

の IC50 は 1.44 µM と SHP099 感受性細胞として知られる KBM-7 や UKE1 な

ど⼈の株化細胞における SHP099 の IC50（~1-2 µM）と同程度であった[53]。

⼀⽅、トセラニブおよびイマチニブ抵抗性肥満細胞腫株化細胞では、SHP099 に

よる増殖抑制はみられるものの、その効果は明らかに低かった。この感受性の相

違が⽣じる明らかなメカニズムは不明である。しかしながら、1）第 2 章 Figure  

2-2B、第 3 章 Figure 3-2 および Figure 3-3 においてトセラニブ抵抗性の⼆次変

異を持つ KIT は⼀次変異のみ持つ KIT に⽐べてリン酸化レベルが⾼いこと、ま

た 2）同様の傾向はイマチニブ抵抗性の⼆次変異を持つ KIT でもみられる

[45,46]こと、さらに 3）この解析で最も低い感受性を⽰した irCoMS は KIT の

過剰発現によりきわめて強い KIT のリン酸化が⽣じている[54]ことを考慮する
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と、著しいリン酸化 KIT の存在下で活性化している SHP2 は SHP099 では⼗分

に抑制されず、その結果として強い細胞増殖抑制効果が得られなかった可能性

が考えられた。 

SHP099 はトセラニブ抵抗性肥満細胞腫株化細胞に対して単独では強

い増殖抑制効果を持たないが、SHP099 が存在することでこれらの細胞はトセ

ラニブに対する感受性が回復した。とくに 5 µM SHP099 存在下では、トセラニ

ブ感受性細胞株と同程度までトセラニブ感受性が回復した点は重要である。

SHP099 の⼈および⽝における⾎中到達濃度は公表されていないが、マウスで

薬物動態を解析した研究では、最⼤⾎中濃度は 10-30 µM に達している[53]。こ

れを考慮すると、⽝において⾎中濃度 5 µM は到達可能な濃度と考えられ、

SHP099 はトセラニブ抵抗性を獲得した肥満細胞腫だけでなく、すでに微量の

トセラニブ抵抗性クローンが存在する肥満細胞腫においても耐性化に対する新

たな対応策になる可能性が考えられた。 

SHP099 は直接 KIT には作⽤せず、またトセラニブが SHP2 に直接働

きかけるとの報告もない。このことから、SHP099 とトセラニブの併存による細

胞増殖抑制の増強は相乗的に⽣じる効果とは考えにくい。⼆次変異を有する
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KIT においてトセラニブは⼗分ではないがリン酸化を抑制すること、また

SHP099 は単独でトセラニブ抵抗性細胞株に対して強くはないが増殖抑制効果

を⽰すことを合わせて考えると、SHP099 とトセラニブは相加的に作⽤し、その

結果として細胞死に⾄るだけの KIT-SHP2 シグナルの低下が⽣じたと考えられ

た。 

結論として、トセラニブ抵抗性の肥満細胞腫細胞では SHP099 単剤に

よる増殖抑制効果は⼗分に得られないが、トセラニブとの併⽤によって KIT−

SHP2 シグナルが抑制され効果が⽣じること考えられた。このことから、SHP099

はトセラニブ抵抗性を獲得した肥満細胞腫、またすでに微量のトセラニブ抵抗

性クローンが存在する肥満細胞腫のいずれにおいても新たな治療アプローチと

なる可能性が⽰唆された。 
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⼩括 

 

第 2 章および第 3 章の結果から、トセラニブ抵抗性の⼆次変異を持つ

KIT が肥満細胞腫のトセラニブ耐性化に重要な役割を果たしていることが⽰さ

れた。そこで第 4 章では、⼆次変異を有するトセラニブ耐性肥満細胞腫の克服

戦略の構築を⽬的とした。KIT の下流シグナルを調節する SHP2 に着⽬し、ト

セラニブ抵抗性肥満細胞腫株化細胞の増殖におよぼす SHP2 阻害剤（SHP099）

の影響を検討した。その結果、トセラニブ抵抗性肥満細胞腫株化細胞において、

SHP099 単独では⼗分な増殖抑制効果が得られなかったが、トセラニブとの併

⽤によって KIT−SHP2 シグナルが抑制され増殖が抑制されることが⽰された。

SHP099 はトセラニブ耐性を獲得した肥満細胞腫、またすでに微量のトセラニ

ブ抵抗性クローンが存在する肥満細胞腫のいずれにおいても新たな治療アプロ

ーチとなる可能性が⽰唆された
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表および図 
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⽝の肥満細胞腫の治療ではキナーゼ阻害剤トセラニブがしばしば⽤い

られ、特定の症例において著しい効果が⾒られる。トセラニブは KIT、PDGFR、

VEGFR などの分⼦を標的とするマルチキナーゼ阻害剤であり、肥満細胞腫では

変異により恒常的に活性化した KIT を抑制することで効果をあらわすと考えら

れている。しかしながら、必ずしも KIT の変異の有無とセラニブの効果の有無

が⼀致するわけではなく、このため肥満細胞腫に対するトセラニブの個別化治

療は実現していない。この理由として、トセラニブの効果と KIT 変異の関連を

評価する際に、⽝の肥満細胞腫で発⽣頻度の⾼い KIT エクソン 11 の ITD 変異

のみが解析され、他の変異が考慮されていないことがあげられる。これまで⽝の

肥満細胞腫においてエクソン 11 の ITD 変異以外にいくつかの KIT 変異が報告

されているが、その数は多くはなく、また変異が KIT の機能へおよぼす影響に

ついても⼗分に解析されていない。したがって、⽝の肥満細胞腫に対するトセラ

ニブの個別化治療を確⽴するためには、⽝の肥満細胞腫における詳細な KIT 変

異パターンの解析と各変異が KIT の機能へおよぼす影響を明らかにする必要が

ある。 

そこで本研究では、まず第２章で⽝の肥満細胞腫 164 症例のゲノム
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DNA を NGS 解析し、KIT 変異の網羅的探索を⾏った。また NGS 解析で認め

られた変異およびいくつかの既知の変異について組み換え KIT 蛋⽩を作製し、

各変異 KIT の性状解析を⾏った。第２章の解析において様々な特性を持つ変異

KIT が同定されたが、その中にトセラニブ抵抗性を⽰す変異が複数検出された。

そこで第 3 章では、肥満細胞腫細胞株を⽤いてトセラニブ耐性の獲得過程にお

ける KIT 変異の発⽣プロセスを解析した。第 4 章では、トセラニブ耐性肥満細

胞腫の克服戦略を構築するため、KIT シグナルの下流に存在する SHP2 に着⽬

し、トセラニブ耐性肥満細胞腫細胞株の増殖におよぼす SHP2 阻害剤の影響に

ついて検討した。 

 

1. ⽝の肥満細胞腫の症例における KIT 遺伝⼦変異の探索と KIT リン酸化制御の解

析 

⽝の肥満細胞腫における KIT 変異の網羅的探索を⾏うため、⽝の肥満

細胞腫 164 症例におけるゲノム DNA を⽤いて KIT の全エクソンを NGS 解析

した。その結果、35 種類の新規変異が同定され、イムノグロブリン様領域に 12

種類、膜近傍領域に 20 種類、キナーゼ領域に 2 種類、C 末端領域に 1 種類認め
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られた。さらに本研究で同定された変異のうち⽐較的頻度の⾼い変異とこれま

でに報告されている変異について組み換え KIT 蛋⽩を作製し、それぞれの変異

KIT のリン酸化レベルとトセラニブ感受性について解析した。その結果、⽝の

肥満細胞腫では KIT の広範な領域に多様な変異が存在していることが明らかと

なり、変異によって異なる特性を有することが明らかとなった。また、これらの

中には KIT にトセラニブ抵抗性を与える変異が低頻度ではあるが複数存在し、

トセラニブ抵抗性のマイナークローンを有する症例が存在すると考えられた。

これらのことから、⽝の肥満細胞腫におけるトセラニブの治療を個別化する上

では、各変異の特性を踏まえたアプローチが必要と考えられた。 

 

2. トセラニブ抵抗性⽝肥満細胞腫細胞株の作出と KIT 変異発⽣プロセスの解

析 

網羅的 KIT 変異解析により、トセラニブ抵抗性を⽰す変異が同定され

たが、そのような変異はトセラニブによる治療を複雑かつ困難にする可能性が

⾼く、トセラニブの治療を個別化する上できわめて重要である。そこでトセラニ

ブ抵抗性 KIT 変異の発⽣プロセスを明らかにするため、クローン化した肥満細
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胞腫細胞株からトセラニブ抵抗性細胞株を作出し、KIT の NGS 解析を⾏った。

トセラニブ抵抗性細胞株は、⼀次変異（c.1523A>T, p.(Asp508Ile））に加えて

複 数 の ⼆ 次 変 異 (c.2037T>A, p.(Asn679Lys); c.2456A>T, p.(Asp819Val); 

c.2456A>G, p.(Asp819Gly))を獲得し、さらにこれらの変異を導⼊した組み換え

KIT 蛋⽩はトセラニブ抵抗性を⽰した。⼀⽅、これら⼆次変異はトセラニブ感

受性細胞株では検出されなかった。したがって、肥満細胞腫のトセラニブ耐性化

には KIT の⼆次変異が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。また、

第 2 章の結果を考慮すると、KIT の⼆次変異は、⼆次変異を有するマイナーク

ローンがトセラニブ存在下で選択的に増殖する場合と、トセラニブの持続的な

暴露によって de novo に⽣じる場合があると考えられた。 

 

3. ⽝の肥満細胞腫株化細胞のトセラニブ抵抗性におよぼす SHP2 阻害剤の効果の

解析 

第 2 章および第 3 章の結果から、トセラニブ抵抗性の⼆次変異を持つ

KIT が肥満細胞腫のトセラニブ耐性化に重要な役割を果たしていることが⽰さ

れた。そこで第 4 章では、⼆次変異を有するトセラニブ耐性肥満細胞腫の克服
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戦略の構築を⽬的とした。KIT の下流シグナルを調節する SHP2 に着⽬し、ト

セラニブ耐性肥満細胞腫株化細胞の増殖におよぼす SHP2 阻害剤（SHP099）の

影響を検討した。その結果、トセラニブ耐性肥満細胞腫株化細胞において、

SHP099 単独では⼗分な増殖抑制効果が得られなかったが、トセラニブとの併

⽤によって KIT−SHP2 シグナルが抑制され増殖が抑制されることが⽰された。

SHP099 はトセラニブ耐性を獲得した肥満細胞腫、またすでに微量のトセラニ

ブ耐性クローンが存在する肥満細胞腫のいずれにおいても新たな治療アプロー

チとなる可能性が⽰唆された。 

 

本研究より、⽝の肥満細胞腫におけるトセラニブの治療を個別化する

上では、各変異の特性を踏まえたアプローチが必要と考えられた。とくにトセラ

ニブ抵抗性の KIT ⼆次変異を持つ腫瘍細胞は腫瘍組織に予め微量存在する場合

とトセラニブの暴露によって de novo に⽣じる場合があることが⽰され、これ

らトセラニブ抵抗性クローンの検出とそれ踏まえた治療戦略の構築が重要と考

えられた。また、トセラニブ抵抗性クローンに対してはトセラニブと SHP2 を

組み合わせた治療が有益である可能性が考えられた。  
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