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研究成果の概要（和文）：現在我が国で他臓器固形癌に対しすでに認可のあるマルチキナーゼ阻害剤である
Sunitinibが変異RETによる細胞増殖、遊走能およびRET下流のシグナルを抑制することを甲状腺髄様癌モデルマ
ウスMoMuLV/RET-MEN2A由来髄様癌細胞株を用いて示した。Sunitnibの経口投与によりMoMuLV/RET-MEN2A甲状腺髄
様癌は有意に縮小し、MEN2A型変異RETを有する患者にSunitinibが有効である可能性が示された。甲状腺髄様癌
組織を用いたLC/MS分析では、変異RETとともにチロシンリン酸化を受けた様々なシグナル関連、増殖関連タンパ
ク質が同定され、今後さらなる解析が待たれる。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of multi-kinase inhibitor Sunitinib on MEN2A-RET 
thyroid medullary carcinoma cells, and Sunitinib presented remarkable inhibition of cell growth, 
migration and phosphorylation of down stream signaling molecules. Oral administration of Sunitinib 
to MoMuLV/RET-MEN2A mice exhibited significant tumor regression suggesting the promising effect of 
Sunitinib on MEN2A patients. LC/MS analysis on thyroid carcinoma tissue of MoMuLV/RET-MEN2A mice 
presented various interesting phosphotyrosine-binding proteins, and further analysis is required to 
elucidate the significance of these proteins in thyroid carcinogenesis.

研究分野：実験病理学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 RET は受容体型チロシンキナーゼをコー
ドする癌原遺伝子であり、その活性型点突然
変異により腫瘍性疾患である多発性内分泌
腫瘍症(MEN)2型を生じ、また不活性型変異
によりヒルシュスプルング病を発症するな
ど、変異によって多種のヒト疾患の原因遺伝
子となる。また RET が別の遺伝子と再構成
して甲状腺乳頭癌の原因となることが知ら
れており、さらに肺癌で RETと KIF5Bの遺
伝子再構成が報告され RET による癌化機構
の解明と分子標的薬の解析の重要性が増し
ていた。我々のグループを始め多くの研究者
が遺伝子発現解析から個々の分子へと着目
し RET による癌化の分子機構の解明を行っ
てきたが RET による癌化に伴う網羅的タン
パク質リン酸化プロファイルの解析はまだ
十分行われておらず、我々が作製した
MEN2A 型変異を導入した RET 遺伝子発現
させたトランスジェニックマウス MoMuLV/	
RET-MEN2A を用いて、RET による癌化に
伴う網羅的タンパク質リン酸化解析を目指
した。 
 
２．研究の目的 
	 MoMuLV/RET-MEN2A は全例甲状腺に
髄様癌を発生するモデルマウスである。我々
はこれまでにも未認可の阻害剤を用いた
RET シグナル抑制と腫瘍縮小効果について
解析を行ってきたが、今回は消化管間質腫
瘍・腎細胞癌および膵神経内分泌腫瘍に対し
すでに本邦で認可されているキナーゼ阻害
剤Sunitinibを用いてまず細胞レベルでRET
下流のシグナル分子のリン酸化抑制効果の
解析を行い、さらには Sunitinib(Suni)を
MoMuLV/RET-MEN2A へ投与し、in vivo
で の 効 果 を 解 析 す る 。 そ し て 、
MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺癌における
タンパク質リン酸化プロファイルを明らか
にし、Suni投与によって抑制される RET下
流のリン酸化分子について明らかにするこ
とを目的とした。	
	
３．研究の方法	
1)	細胞増殖抑制の解析	
	 細胞はMoMuLV/RET-MEN2A由来	甲状
腺髄様癌細胞株 MTC を用いた。阻害剤として
Suniおよび、対象として本邦で根治不能な甲
状腺髄様癌に対し認可された Vandetanib 
(Van)をそれぞれ 0〜1uMの濃度で添加、ま
た陰性コントロールには溶媒として用いた
DMSOをMTC培養上清に加え 48時間培養
後にMTS assayを行った。	
	
2)遊走能抑制の解析	
	 MTC細胞を 6cm dishに培養し、上清に阻
害剤 Suni,	Van をそれぞれ 0〜1uM または	
DMSOを加えて Scratch assayを行った。ス
クラッチ後 18h,24h の細胞の移動距離を画
像解析ソフトWin Roofにて解析した。	

3)	RET 下流シグナルおよび apoptosis 誘導
の解析：Western blotting		
	 MTC 細胞培養上清に 0-10uM の Suni,	
Vanをそれぞれ 0〜1uMまたは	DMSOを加
えて6時間まで培養の後RIPA bufferで lysis
してWestern blotting(WB)を行った。	
使用した抗体を以下に記す。	
	anti-RET, anti-phosphotyrosine, anti-	
MEK 1/2, anti-phospho MEK, anti- p44/42 
MAPK (Erk1/2), anti-phoshpo p44/42 
MAPK (Erk1/2), anti-AKT, anti-phoshpho 
AKT, anti-Caspase 3, anti- Cleaved 
Caspase 3, anti- beta actin 
	 	
4)	免疫不全マウスでの移植腫瘍の検討	
	 3 ヶ月齢の免疫不全マウス	SHO mouse 
(hairless SCID mouse)背部皮下に 4.8 x 106

個の MTC細胞を接種後 2ヶ月経過して腫瘍
が一定の大きさに生着した後に経口ゾンデ
で Suniを 12.5%Cremophor, 12.5%Ethanol 
in waterに溶解し、体重あたり 40mg/kgを 3
週間投与した。陰性コントロールは溶媒を投
与した。薬剤投与期間終了後にマウスを解剖
し、腫瘍サイズの計測と腫瘍サンプルの採取
を行った。	
	
5)	MoMuLV/RET-MEN2A への Sunitinib
投与の検討	
	 3ヶ月齢のMoMuLV/RET-MEN2Aに経口
ゾンデで Suni もしくは陰性コントロールと
して溶媒の Cremophor/Ethanol in waterを
4)の実験同様に 3週間投与した。薬剤投与後
にマウスを解剖し、甲状腺腫瘍サイズの計測
と腫瘍サンプルの採取を行った。 
	
6)	MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺腫瘍のチ
ロシンリン酸化タンパクの LC/MS分析	
	 3ヶ月齢のMoMuLV/RET-MEN2A甲状腺
腫 瘍 を RIPA buffer で lysis の 後 、
anti-phosphotyrosine(Millipore) お よ び
anti-RET(IBL) を 用 い て 、 Dyna beads 
Protein G Immunoprecipitation Kitにより
免疫沈降を行い、チロシンリン酸化タンパク
および RET 結合性タンパクの濃縮の後、
Orbitrap Fusion (Thermo Fisher Scientific 
Inc.)を用い LC/MS 分析を行った。得られた
分析データは SwissProt (Uni-Prot)のデータ
ベースを使用して解析を行った。 
	
7)	MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺腫瘍にお
ける網羅的タンパク解析	
	 8ヶ月齢のMoMuLV/RET-MEN2A甲状腺
腫瘍および野生型コントロールマウス甲状
腺組織を 7M Urea, 0.1% NP-40/500mM 
Triethyl ammonium bicarbonate bufferに
て lysisし、iTRAQ 試薬マルチプレックスキ
ット (Sciex)に従いサンプル調整を行った。 
TripleTOFTM 5600（Sciex）にて分析を行い、
データ解析は ProteinPilotTM Software を用
いて行った。	



	
４．研究成果	
1)	Sunitinib は Vandetanib と同等の MTC
細胞増殖抑制を示した 
 図 1 に示すようにマルチキナーゼ阻害剤で
ある Suniおよび Van投与によりMTC細胞
は阻害剤の濃度依存性に増殖抑制効果を示
した。濃度が高くなるに Suni が高い阻害効
果を示す傾向がみられたが、両薬剤の効果に
有意差は認めなかった。50%増殖抑制濃度は
Suni 0.38uM, Van 0.44uMであり、Suniは
現在根治不能な甲状腺髄様癌に対し認可さ
れた薬剤である Van に匹敵する髄様癌細胞
増殖抑制効果が in vivoで示された。	

図 1  SunitinibによるMTC細胞増殖抑制	
	
2)	SunitinibによるMTC細胞遊走能抑制	
	 次に、Suniおよび Van投与によりMTC
細胞の遊走能が抑制されるか検討を行った。
図 2に示すようにスクラッチ後 18時間で、
コントロールの DMSO添加に比し、				
Suniおよび VanいずれでもMTC細胞の遊
走を抑制した。遊走能抑制効果は 18時間で
は Vanで Suniに比し有意に高い結果であっ
たが、24時間後の計測では Vanで遊走能抑
制効果が高い傾向はみられたが、両薬剤の間
に有意差は認めなかった(data not shown)。
今回の結果より髄様癌細胞の遊走能抑制に
は Vanがより有効な傾向はあるが、24時間
以上の投与ではSuniとの間に有意差はなく、
Suniの遊走能抑制効果が示された。 
	

図 2	Sunitinibによる遊走能抑制	
	

	
3)	Sunitinibの RET下流シグナルの抑制	
	 Suniによる細胞増殖抑制および遊走能抑
制が RETシグナルの抑制を伴うことを示す
ために、MTC細胞を Suni, Van添加で培養
の後、lysisを行ってWestern blotにより
RET下流のシグナルのリン酸化を解析した。 

図 3 Sunitinibによる RETシグナル抑制	
 
 
図 3 に示すように。Suni を６時間培養上清
に添加することで濃度依存的に RET リン酸
化抑制を示した。RET リン酸化阻害効果は
Suni より Van でやや高い傾向が見られた。
RET下流の RAS/ERK経路のMEK、p44/42 
MAPKはSuni添加でVanと同等に濃度依存
的に、経時的にのリン酸化が抑制された。	
	 次にSuniがRET下流で重要なPI3K/AKT
経路を抑制するかを検討した。Suni 1uM投
与 1 時間後より AKT リン酸化が低下し、経
時的・濃度依存的にリン酸化抑制が認められ
た。ERKおよび AKTのリン酸化抑制効果は
Suniでは Vanより高いことが示された。 
泳動タンパク量は beta actin の発現で検討
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をを行い図 3eに示すように同程度であった。 
 
4) SuniによるMTC細胞の apoptosis誘導	
		Suni による細胞増殖抑制へのアポトーシ
ス誘導の関与を検討するため、WB にて
caspase 3の開裂を検討した。 

図 4 Sunitinibによる apotosis誘導 
 
図 4a に示すように 1 時間から 6 時間にかけ
て Suni 投与により経時的・濃度依存的に
Cleaved caspase-3 が増加してアポトーシス
の誘導が確認された。6 時間まででは若干
Van のアポトーシス誘導効果が高い傾向が
みられた。しかし図 4bに示すように 24時間
投与では、薬剤濃度が 0.1uMと低いにも関わ
らず、Suni投与で Cleaved caspase 3が確認
された。以上より、アポトーシス誘導効果は
Suniでは Vanより高いことが示された。 
	
5)	免疫不全マウスでの MTC 細胞移植腫瘍へ
の Sunitinib投与による腫瘍縮小 
	 3ヶ月齢の免疫不全マウス	SHO mouse背
部皮下にMTC細胞を 4.8 x 106個接種し、2
ヶ月後より 3 週間 Suni または溶媒の
Cremophor/EtOH蒸留水を投与し、3週間の
投与終了後に解剖し腫瘍サイズの計測を行
った。腫瘍の薬剤投与前後でのサイズ比
post/pre では、コントロール投与群 21.9±18
に対し、Suni 投与群では 17.7±8.9 と Suni
投与群で腫瘍の縮小傾向がみられたが、有意
差は認めなかった。 
	
6)	MoMuLV/RET-MEN2A への Sunitinib
投与の検討	
	 3ヶ月齢のMoMuLV/RET-MEN2Aに 3週
間Suniまたは溶媒のCremophor/EtOH蒸留
水を投与し、3 週間の投与終了後に解剖し甲
状腺腫瘍サイズの計測を行った。甲状腺腫瘍
はコントロール投与群 7.17±2.8 mm3に対し、
Suni 投与群では 4.57±2.0 と Suni 投与によ
り甲状腺腫瘍の有意な縮小が認められた

(p<0.05)。 
	
7)	MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺腫瘍のチ
ロシンリン酸化タンパクの LC/MS分析 
 次に、MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺髄様
癌で RET 活性化に伴うリン酸化タンパク質
の網羅的解析を行うため、リン酸化タンパク
質の濃縮を抗 phospho tyrosine 抗体(pY)で
の免疫沈降(IP)により行った。 

図5 MoMuLV/RET-MEN2A甲状腺髄様癌組
織免疫沈降産物のWB 
 
図 5に示すように pYおよびRETでの免疫沈
降で明瞭な RET のバンドが確認された。こ
の IP産物を trypsinで in solution digestion
を行い、Orbitrap Fusion を用い LC/MS 分
析を行った。pYの IP産物で 208タンパク質、 
pRET の IP 産物で 292 タンパク質が同定さ
れ、うち 150 のタンパク質が pY と RET 両
抗体で共沈していた。興味深いことに RET
での IPでは導入したヒト変異RET遺伝子由
来のヒト RETタンパクとともにmouseの内
在性 retタンパクが確認されたが、pYではヒ
ト RET タンパクのみが確認され、内在性
mouse retタンパクはリン酸化をうけていな
いことが示唆された。 
	

図 6 甲状腺髄様癌組織 IP 産物 LC/MS 分析
結果の抜粋 
	
図 6 に pY および RET で IP した産物の
LC/MS 分 析 結 果 の 抜 粋 を 示 す が 、
MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺髄様癌では
種々の MAPK 経路のタンパク質や cell 
adhesion, 細胞骨格関連タンパク質がリン酸
化を受け、また RET と共沈していた。この
中で Focal adhesion kinase 1(FAK1)が高い
リン酸化を示したが、これまでの報告にもあ
るように RET が高いリン酸化を示す今回の
髄様癌組織において、FAK1 は RET で共沈
がみられなかった。今回新たに FAK1と同様



FERM domainを持つ FERM, RhoGEF and 
pleckstrin domain-containing protein 1が
リン酸化された RET と共沈してきており、
今後さらなる解析を行っていく予定である。 
	
7)	MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺腫瘍にお
ける網羅的タンパク解析	

	 最 後に野生型マウス甲状腺組織と
MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺腫瘍とを用
い、trypsinで in solution digestionの後、
iTRAQラベルを行い、TripleTOFTM 5600で
分析し野生型と MoMuLV/RET-MEN2A で
のタンパク質発現量の比の検討を行った。	
	
図 7 野 生 型 マ ウ ス 甲 状 腺 と
MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺髄様癌組織 I
での iTRAQ分析結果の抜粋 
	
iTRAQ 分析の結果の抜粋を図 7 に示すが、、
確かに甲状腺髄様癌組織においてCalcitonin, 
Chromogranin-A, Thyroglobulin と言った
甲状腺特異的タンパクの発現量上昇が
MoMuLV/RET-MEN2A 甲状腺髄様癌組織
において確認された。転移との相関を示す
thymosinや parathymosin、Insulin growth 
factor シグナルと関連する分子など興味深い
分子の発現変化が同定されているが、リン酸
化レベルの解析はいまだ途中であり、今後野
生型甲状腺と髄様癌の間だけでなく、甲状腺
髄様癌組織での Suni 投与によるタンパク質
発現やリン酸化状態の変化の解析を進めて
いく予定である。 
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