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要 旨

消 化 管 間 葉 系腺癌 暗as蜘 intestinalStromalTumoT:GIST)に対しては,選択的チロシンキナ

-ゼ阻嘗薬であるメシル酸イマテニプが抗腺癌効果を発揮するが,その半数以上で遅発性に薬

剤耐性を示す聴癌が出現 し,これらはメシル酸イマチニブ二次耐性 GISTと呼ばれている.本研

究では,メシル酸イマチニブ二次耐性GIST12症例 27腫壕病巣の病理組織学的 ･免疫組織学的

特徴およびそれ らの腺癌内多様性について検討 した.室組織型は紡錘形細胞型が過半数例

(17/27,63,0%)を占め,免疫染色結果は KrY陽性が96.3%,CD34陽性率が63B%,α-S湖A

陽性率が40.7%であり,デスミンおよび S-100陽性例はなかった.これらの結果は原発 GⅠST

と同等であったが,二次耐性 GISTでは,核分裂数が対物 40倍 50視野で 及0個 以上,K1-67

labe旦豆n欝indexが 100/o以上の高悪性度に分類 されるものが高頻度であった (それぞれ 59.3%と

74.1%).腺癌の変性/壊死のパタ-ンと腺癌の増悪形式,組織型,増殖活性,免疫染色態度との

間には相関は認めなかった.27腺癌中 18腫壕 (66.70/a)で,組織型または免疫染色態度で腫境

内多様性を示 しており,二次耐性 G畳STでは増殖活性の高い腫癌細胞集団の polyclonalな増生

が高頻度で起きている可能性が示唆 された.
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緒 口

消化管間葉系腫壕 (GastroirlteStinaiStroma王

Tumor:GIST)は,その発生と生長にKIT蛋白と

の関連性が示 されて以降 1),消化管の間葉系腫癌

の中で最 も頻度の高い腫癌 として認知 されてい

る.GISTの約 90%にC-kit遺伝子の遺伝子変異

を認め 2)3),その発現蛋白であるKITチロシンキ

ナーゼの恒常的活性化が GISTの発曹増殖に大き

く関与 していることが示 されている1).

近年,選択的チUシンキナーゼ阻害薬であるメ

シル酸 イマチニプが K王Tチロシンキナ-ゼの増

殖シグナルす云達を阻害することで抗魔境効果を発

揮することが報告 され,以前は有効な治療方法が

なかった切除不能 ･再発 GISTに対 して,高い治

メシル酸 イマチニプの長期投与中に,遅発性に半

数以上の症例で薬剤耐性を示す腫癌が出現するこ

とも明らかとなってきている.治療当初からメシ

ル酸イマチニブの効果がみられない,いわゆる初

期耐性 (一次耐性)に対 して,これらは晩期耐性

(二次耐性)として区別 されている.=一般的に切

除不能 B再発 GⅠSTに対するメシル酸イマチニブ

投与後 2年で約半数の症例が増悪 (薬剤耐性)杏

示すということが報告 されている6).これらの二

次耐性 GISTに対する治療が臨床上の新たな問題

点となっているが,耐性腺癌発生のメカニズムに

ついては完全には解明されていない.

近年,二次耐性 GISTの遺伝子学的研究が広 く

行わ九,その薬剤耐性獲得として,C-kl't遺伝子

に対する付加的遺伝子変異が関与する頻度が高い

ことが示 されてきた7巨 12).すなわち,KiTチロ

シンキナ-ゼの細胞内領域に新たに生 じた遺伝子

変異 (二次遺伝子変異)により,メシル醸イマチ

ニプとの親肝性が低下 した結果,薬剤耐性能を獲

得すると考えられている7).これまでの報告では,

GISTの遺伝学的研究 において,44-73% に

C-kl't遺伝子の二次遺伝子変異を認めるとされて

いる8ト 12)∴二次耐性腫癌発生の特徴については,

同一個体内で腺癌ごとに二次遺伝子変異の有無や

種類が異なることがあるとの報告 u)13)辛,ひと

つの腺癌内に異なる二次遺伝子変異が複数種類確

認 されたとの報告 10)があり,個体内あるいは腺

癌内多様性が注目されている.

病理組織学的には,GISTは紡錘形細胞の密な

東状配列や,好酸性細胞質を有する類円形細胞の

充実性増殖,およびそれ らの混在を特徴 とする.

免疫組織学的にはKrrまたはCD34が発現 し,線

維芽細胞マーカ-であるα-SMAは 1/3程度で

陽性,筋原性マ-力-であるデスミンや神経原性

マ-カ-であるS-100蛋白は発現せず,これら

免疫染色 の パネルから,平滑筋腫,平滑筋肉腫,

神 経 鞘腫などの他の間葉系腫癌との鑑別がなされ

る 1隼 しかし,二次耐性 GISTでもこうした病理

組織学的特徴や各種免疫染色マ-カーの発現状態

が維持 されるのか,腺癌内多様性が生 じているの

かどうかについては,十分な検討はなされていな

い.本研究では,メシル酸イマチニブに対する二

次耐性腫癌の病理組織学的 ･免疫組織学的特徴と

それらの姫境内多様性について検討 した.

対象と方法

1.対象

メシル酸 イマチニプによる治療に対 して二次耐

性であった外科切除 GIST12症例 27腺癌巣を対

象とした (表 1).27魔境巣はいずれもGIST転移

巣で,原発巣は切除標本または生検標本で GIST

の 確 定 診 断がなされていた.原発臓器は,腎5例,

十 二 指腸 1例,小腸 6例でありサ二次耐性腺癌の

転移購器は,肝臓,胸･腹膜,肋骨,頭蓋骨であっ

た.イマチニプ奏功期間は6-50か月であった.

二次耐性の定義

メシル酸イマチニプによる治療開始後,CT等

の画像検査 を定期的 (2-3か剛 ニ1回)に施行

し,治療対象である腫癌の大きさや性状,他臓器

病変の出現の有無について経時的評価 を行った.

准療最大径が治療開始前に比較 して縮小 した場

杏,または最大径が不変であっても腫疲内部の性

状が変化 し,充実性部分が消えて嚢胞化 し造影効

果が消失 した場合をメシル酸イマチニプの奏効状
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表 1 二次'耐作GISl'柿例の払拭嫡埋草的特徴
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態と判断した.治療開始時から6か月間以上の奏

効状態が確認された後に,画像所見で増悪が認め

られた腺癌を二次耐性腫癌と定義した 15)

2.方法

1)病理組織学的 ･免疫組織学的検索

外科切除ホルマリン固定材料の腺癌最大割面パ

ラフィン包埋ブロックから4tlm連続切片 7枚を

作成 し,HE染色と免疫染色を施行した.

HE染色標本を用い,GⅠSTの組織型を①紡錘形

細胞型 :梶棒状の核と沫明好酸性の細胞質を持つ

腺癌細胞が東状 または渦巻状に増生,②類上皮

壁 :広い好酸性細胞質を有する腺癌細胞がシ- ト

状に増盤,③ 混 合型 :紡錘形細胞型と類上皮型が

混在,の 3型 15)に分類 した (図 I a-C).なお,

後述する腫癌内多様性を示す腺癌では複数の組織

型が混在するが,腫癌病巣単位の組織型は,面積

的に優位なもの (主たる組織型)とした.腺癌細

胞を欠き,好酸性ヒアリン様物質からなる部分を

腺癌の変性/壊死領域とし,腫癌最大劉面標本を

用いて,腫癌の変性/壊死のパターンを以下の 3

タイプに分類した.① Centeraltype:腫癌中心部

に変性/壊死が認められるもの,② Di私lSe抄pe:

腫境内にびまん性に変性/壊死が認められるもの,

③ Solidtype:腫境内に変性/壊死を認めないも

の.

HE標本と連続する切片を用い,以下の免疫染

色を行った.和T (MBL),CD34(DAKO),α-

SMA(Sigma),デスミン (DAKO),S-loo(DAKO),

lQ-67(I)AKO).m とCI)別 はGISI､のマ-カー,

a-SMAとデスミンは筋原性マ-カ-,S-loo注

神経原性マ-カー,Ki-67は増殖細胞マ-カ-で

ある.免疫染色はマイクロウェ-プ抗原賦活後,

ボ り マ 一法 (シ ンブ ル ステ イン MAX-PO

髄 ULTI)kit,Nichirei)で行い,DAB (Wake)

で発色 した. FnT,CD34,a-SMA デスミン,

S-100染色については,腫癌細胞質がびまん性に

茶褐色に強染するものを陽性 とした (図 1逮).

氾-67染色では,核が明瞭に茶褐色に染色される

ものを陽性とした.

腫壕の増殖活性の指標として,HE標本で積分

裂数 (対物 40倍 (HPF,high poweT鮎ld)50視

野中の核分裂橡の数) を,Ki-67染色標本で

Ki-67labelingindex(1000細胞中の Ki-67染色

陽性細胞数)を算出した.

2)腫癌内heterogeneityの検索

腫癌最大割面標本で腫癌の組織型,ⅨIT,CD3複,

α-SMA,デスミン,S-100免疫染色態度別に領

域分けを行い,組織型,免疫染色態度ともに同山

の領域を単位領域として,腺癌内多様性,すなわ

ち同-腺癌内に極致の単位領域が存在するかどう

かを検索 した.

3)二次耐性腺癌の増悪様式の分類

臨床画像をもとに,腺癌の増悪様式を以下の 3

つの群に分類した.(1)再増大 :治療により一度

縮小 した腫癌が再度増大,(2)腺癌内結節 :治療

により嚢胞化した腫癌内部に新たに造影効果を伴

う結節橡が出現,(3)新病変 :治療前に腰痛の存

在を指摘されていない部位に新たな腺癌が出現,

統計解析

統計検定にはFisherの直接法とMam-Whtmey

を用い,P伯 o,05未満を有意差ありとした.統計

処理ソフトはSPSSver.ll.5を用いた.

結 果

二次耐性 27腫癌の病理組織学的 ･免疫組織学的

特徴 (表 2)

27腫癌病巣の組織型は紡錘形細胞型 17病巣

(63.0%),緊 上皮型 2病巣 (7.4%),混合型 8病

栄 (29.6%)であった.腫癌内に変性/壊死を認

めるものは 19魔境 (70.4%)あり,変性/壊死領

域が厳癌中心部に存在するcentraltypeが 1ま病

巣 摘0,8%),腫場内にびまん性に存在するもの

が8病巣 (29.6%)であった.腺癌最大割面全体

に占める面積比率では,500/o未満が8例,50%以

上が 11例であった (データ非表示).

免疫染色の結果は,KIT陽性率 96,3%,CD34

陽性率 63%,α-SMA陽性率 40.7%であり,デ

スミンおよびslOO陽性例はなかった.1腺癌の

みがKIT染色陰性であったが,同塵癌はCD34が
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表2 二次耐性 GIST病巣の病理組織学的 ･免疫組織学的特徴

腰療径 中央値 37.0mm

範囲 9-12.0mm

組織聖 紡錘形細胞型 17(83.00h)

幸男上皮聖 2(7.gob)

混合聖 S(29･60b)

腫癌の変性/壊死パターン ⊂entraltype ll(40･8OA)

DifFusetype 8(29.Gob)

Sohdtype S(29･6Qb)

免疫染色結果 KIT帽性 三6(96.3qb)

CD34陽性 17(63.Oqb)

C]-sMA隅性 11(40.7Qt･)

デスミン陽性 o(oqb)

S1100陽性 o(0%)

核分裂教 ≦5/50HPF 7(25.9qb)

6-10/50HPF 4(14.Sqb)

>10/50HPF 16(5g･3Cb)

Kr167FabehngIndex <10qb 7(25.9Qb)

≧10qt' 20(74.1qb)

表 3 二次耐性 GISTの変性/壊死パターンと魔境増悪様 式 ,病 理 組 織 学 的 ･免 疫 組 織学的所見との相関

⊂entrcIJtype Dlff~usetT′Pe Sohdtype P

N=ll N=S N=S

腫療増悪様式

再増大 9

腰痛内緒断 ま

新病変 ま

1 5

2 1

之 之

0.728

腫噸1r.茎(rllnl〕

組織監

中東値 45 38,5 26

(範囲) (lL1ヱO) (ユ0-120) (9-70)

紡機形細胞藍 5

変革上皮藍 Z

主琵 舎 監 4

7 5
0 0
1 3

中央値 1e'.1 14 1こ.6

(範囲) (2･8-39.1) (6.7-35A) (0.3一句7,4)

は分裂数 (/'50HPF)

中中値 二0 1̀1.5 1二.5

(範囲) (O-50) (2-41) (0-30)

KIT発現

CD34発現

ローSMA発現

十 11

0

+ 10

且

+ 4

7

0.L_)17.3

0.92

0.593

7 S

1 0

4 3

4 5

L4 3

4 5
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表 4 二次耐性 GISTの病理組織学的 ･免疫組織学的腫境内多様性

症例No 腫頬舌胃 組織聖
免疫染色緒巣 鷹嬢内多様性

K汀 CD3串 かSMA 組織聖 免疫染色

1 1 E P N

E P ド

2 1 S P P

S N ド

～ P N

M P P N

S P ド N

S P P P

q M P P N

5 S

S

S

P N

N N

P N

3 1 S

卜1

ド N

ド N

二 S P ド N

卑 1 S N P N

S ド P N

5 ま S P P

卜1 P ド

6 1 S P

S ド

卜1 P

卜1 P

N

P

N

P

P

P

N

P

S i S

2 5

コ S

9 ユ S

E

2 S F)

1D 1 E P

11 1 S ド

S P

S ド

S P

12 1 S P

E P

2 S P N N

娼織聖 :S(splndleCell亡仰e､妨鍾形細胞型)､E(eplthel10ldtype､預上皮型)､M(mlXedtype､恩合聖)

免疫染色指果:P(柳 生)､N(隠性)
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図2 二次耐竹GISTのH･rLlulrIJl多様仰 (a-Cとdは別蝿倍)

a HE染色像 IL'ト鵬1捌Jlに米なる組崩4g_補域 (①と各)がlf在する

baのの部分のLlE姓色ほ秋錘形細胞型_

caの②のHE淡色傾 類上境型

a KJT免坂染色でIL'1-腫域lノ1に似経常Z城 (3))と陰作稲城 ((a)が77化する

腸作であった

桜/分裂数は 16腫痔 (593%)が 10/50HPF以

上 K1-67Labelngmdexは20鵬癌 (74I%)が

10%以上であり.7.'6い咽姫所性を示 した

腫店の変性/頓死パターンと腫痔増悪様式.病理

組絵学的 ･免疫組綴字的所見との相関 (表 3)

二次IIil性腺秘の変性/横死のパ ターンと,増悪

はJlt (門噌人,艦rJHJ]結節,新病変).組織型.免

疫染色結米.細胞増殖所作とのmf渦を検討 した.

内相]大例は 18低級 FTrr!煽内村,節例は4価風 新病

変は5llgi癌であった.いずれの伯Llも.腫瘍'の食

性/蛾夕Eバグ-ンとの問には1=l苗なql快=まなかっ

た (蓑 3).

腫店内多様性 (表 Lり

12比例の 27腫1iS一捕集で.組織型,免疫染色態

度ともに均 であったものは9瞳癌 (333%)の

みであった 異なる組縦型領域が混/tするものは

6腫Jb:7;(22.2%)(国 2a-L･).lliなる免疫染色態

J&を77;す領域が混在するもの (図 2d)は 14鵬

鳩 (519%)あり,両者のいずれかに多様性を示

すものは 18腫域 (667%)であった 多様性の

内訳は.組織型では紡錘形細胞型と頬上肢型の混

在が2腫蟻,細挿形細胞型と混合型のl托在が4髄

壕,免疫染色では,IUTが4腫概,CD34が 7鵬

!象 α-SかlAが6附 芸であった.
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考 察

GISTの多くは cJfl't遺伝子変異により引き起

こされる受容体型チロシンキナーゼの恒常的活性

化が腺癌発現 ･増殖の主因であると考えられてい

る2)3).C-肋 遺伝子ではKIT蛋白の細胞膜貫通

部近傍のexon9,11に大部分の遺伝子変異が起こ

り,これらはGⅠST発生に関わる遺伝子変異とし

て一次変異と呼ばれている3).選択的チロシンキ

チ-ゼ阻害剤であるメシル酸イマチニプは切除不

能または再発GISTに対 して高い抗魔境効果を示

し,その治療成績を大きく改蕃 した.=一方で治療

期間の長期化により,治療途中からメシル酸 イマ

チニブの抗腫癌効果が失われる晩期耐性 (二次耐

性)が出現することが明らかとなり,新たな臨床

的問題となっている.

これまでの二次耐性 GISTの遺伝子学的検討で

は,KITの細胞内領域 (キナーゼ領域)に付加的

遺伝子変異 (二次遺伝子変異)を認める頻度が高

いことが報告され,それが薬剤耐性獲得の主要な

分子学的機序と考えられている.二次遺伝子変翼

は薬剤授与下という条件で二次的に生じる腺癌細

胞の変化である可能性が考えられる.一方で,二

次遺伝子変異を有 きない二次耐性准壕もあり,こ

れらにおいてはKIT染色陰性 となることも多い

という報告 もあり 12),LieglBら 16)や Pauweis

ら17)はイマチニプ治療後の腰痛においてK汀染

色陰性化を示 し,腫癌細胞像も円形化あるいは多

形化を望 した症例を報告 している.本研究では,

二次耐性 GISTは組織型は紡錘形細胞型が 63%

と過半数を占め∴1例を除く全例がKIT陽性であ

り,他の免疫染色パネル (CD34,α-SMA デス

ミン,S-100)の染色態度もこれまでに報告され

ている原発 GISTの所見 18)19) と同様であった.

二次耐性 GⅠSTに特有の病理組織学的 ･免疫組織

学的特徴はなく,Krr陰性化や腫癌細胞の円形

化 ･多形化は稀な現象と考えられる.他方,二次

耐性腫癌は高い増殖活性を示すものが多かった

(嚢 2).GIST診療ガイドライン14)では核分裂数

が対物 40倍 50視野当たり10個以上,または

K1-67labelingindexが 10%以上の感癌は高悪性

度群として分類 されている.本研究で対象とした

腺癌の 16/27(59.3%)が核分裂数から,20/27

(7叡1%)が 氾-67labelingindexからそれぞれ

高悪性度群に分類 された.これは,本研究で対象

とした腫癌が全例転移巣であったことに起因する

可能性が高いが,原発 GISTの中で高い増殖活 性

を示す領域が二次耐性を獲得 したクローンである

ことも示唆 される.今後,原発 GISTにおける増

殖活性の領域別多様性と,それに対応する二次遺

伝子変異の有無を検索する必要があると考えられ

る.

二次耐性腫癌は臨床画像検査所見により診断さ

れるが,他の固形癌とは異なる特徴的な所見を示

すことが知られている.すなわち,腺癌全体の大

きさが不変であっても,内部性状の変化 (辺縁や

内部の造影効果の増強や腫境内の結節橡出現)が

腺癌増悪の指標となる点である 20)21).このよう

な画像所見を示す背景には,二次耐性 GISTに特

有な発生機序が関与していると考えられ,耐性腺

癌内部の性状変化と腫癌の病理学的所見とを照合

した検討が必要と考えられる.本研究では,二次

耐性 GISTの変性/壊死パ タ-ンと腫壕の増悪形

読 (再増大,腫境内結節,新病変)および病理形

態学的 ･免疫組織学的所見との関連を検討 した

が,魔境の増悪形式,組織型,細胞増殖活性,免疫

染色態度 (KIT,CD34,α-SMA)いずれも腫癌

の変性/壊死パターンとの間に関連はなく (表 3),

二次耐性 GISTに特有な発生機序を推定すること

はできなかった.

GISTの腺癌内多様性についてSakamotoら22)

は,メシル酸イマチニブを含む分子標的薬による

治療がされていない進行 GISTにおいて,その転

移腫癌個々に免疫組織学的に異なる特徴を有する

ことがあると報告 している.Nishidaら11)や AI

Batranら13)も,二次耐性 GISTでは同一個体内

でもその転移部位により異なる二次遺伝子変異を

有する腺癌の存在例を報告 している.しかしこれ

まで,個々の二次耐性 G王ST内での病理学的多様

性について検討 した研究はない.本研究で対象と

した二次耐性 GIST27病巣では,病理組織学的に

は22.2%に,免疫染色態度では51.9%に,両者を
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併せた場合は66.7%に腫境内多様性を認めた.前

述 したように,二次耐性 GISTは高い増殖活性を

示すことを併せて考えると,メシル醸イマテニブ

治療後の耐性腫 癌内部には増殖活性の高い異なる

腺癌細胞集団の polyclonalな噌生が高頻度で生じ

ていることが想定 される.Hornickら 紬 は薬剤

投与下の耐性腺癌発生について,GIST腫癌内に

は治療早期から多種の遺伝子変異をもったクロー

ンが混在 しており,分子標的薬の投与下で耐性遺

伝子をもつ腺癌細胞だけが選択的に残存発曹 し,

やがて耐性病変として認識 される,という仮説を

提唱 している.メシル醸 イマチニプ投 与∴下の魔境

内全体の形態学的および遺伝子学的変化を経時的

に観察す ることは不 吋能 で あ る が , 二 次耐性腺癌

内部に高頻度で病理組織 学 的 お よ び 免 疫 組織学的

多様性 が存在す る とい う 本 研 究 結 果 は , Hornick

ら の 仮 説 を 封 等するもの と 言 え よ う .

結 論

メ シ ル酸 イマテニプ二 次 耐 性 G ⅠST に 特 徴的な

病 理 組織学的 ･免疫組織 学 的 所 見 は 認 め られなか

っ たが,同催癌は細胞増 殖 活 性 の 高 い 高 悪性度の

ものの頻度が高かった, 66,7 0/Oが 組 織 型や免疫染

色 態 度 で 腫 癌 内 多様 性 を示 て お り,二次耐性

GⅠSTで は増 殖 活性 の 高 い腺 癌 細 胞 集 団の poiy-

clonaiな増生 が高頻度 で起 きて い る吋能性が示唆

され た.
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