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研究成果の概要（和文）：本研究では新たなチロシンキナーゼ阻害剤による RET の阻害効果を

培養細胞および甲状腺髄様がんモデルマウスで示すことを目的とした。用いた 2 種類の阻害剤

は変異 RETを高発現する培養細胞株で濃度依存性に RETのリン酸化と下流のシグナル活性化

を抑制した。また同時に細胞増殖・細胞運動・浸潤能も抑制することを示した。甲状腺髄様が

んモデルマウスでは阻害剤投与でがん縮小効果が確認され、これら阻害剤の甲状腺髄様がん治

療への臨床応用の可能性を示した。 

 

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to demonstrate the effect of 2 new 

tyrosine kinase inhibitors against RET. Both drug inhibited RET phosphorylation and 

downstream signaling cascade in a dose-dependent manner. Furthermore, they suppressed 

cell growth, cell migration and invasion effectively. When medullary thyroid carcinoma 

model mice was treated with these drugs, significant reduction in thyroid tumor size was 

observed. 
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１．研究開始当初の背景 

2001 年に BCR-ABL チロシンキナーゼ阻害
薬が世界初の分子標的治療薬として慢性骨
髄性白血病治療に開発され、チロシンキナー
ゼが分子標的治療薬の標的分子として重要
な研究対象となっていた。様々なチロシンキ
ナーゼ阻害薬が開発されて臨床試験が繰り
広げられており、治療対象となるがんの種類

も広がり、臨床応用されるものも増えてきて
いた。 

(1)RET は受容体型チロシンキナーゼをコー
ドするがん原遺伝子であり、RET の点突然変
異が遺伝性腫瘍性疾患である多発性内分泌
腫瘍症(MEN)2 型・家族性甲状腺髄様がんの
原因となることが知られていた。これらは外
科的切除以外に有効な治療薬がないため、
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RET の特異的阻害薬の開発は治療に大きく
貢献することが期待されるが、RET を標的分
子としてこれらの腫瘍性疾患の治療薬に認
可されたキナーゼ阻害剤はなかった。 

(2)応募者は MEN2A 型変異を導入した RET
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
MoMuLV/RET-MEN2A を作製し、これらの
マウスが甲状腺に全例髄様がんを発生し、血
清カルシトニン値の上昇を認める甲状腺髄
様がんモデルマウスであることを報告して
いた。阻害剤の RET に対する有効性を、適
切なモデルマウスの系を用いて効率的に評
価することで、臨床応用可能な薬剤を模索す
る事は早急に取り組むべき重要な研究課題
であると考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、種々のキナーゼ阻害剤の RET

への有効性を明らかにし、甲状腺髄様がんの
分子標的治療薬としての評価をすることで
臨床応用の可能性を探ることを目的とした。
具体的には下記の二つを示すことに主眼を
おいた。 

(1) 変異 RET 発現培養細胞で、阻害剤が細胞
増殖・RET タンパクのリン酸化・RET 下流
のシグナル伝達系分子の活性化に与える影
響を明らかにする。 

(2) 甲状腺髄様がんモデルマウスで、阻害剤
投与による腫瘍増殖抑制効果を明らかにす
る。 

 

３．研究の方法 

変異 RETを発現する培養細胞および甲状腺髄
様がんモデルマウスを用いて阻害剤効果の
検討を行った。 
(1) 甲状腺髄様がん細胞株の樹立 
新たに MoMuLV/RET-MEN2A マウス甲状腺髄様
がん細胞株を樹立した。これまでに樹立した
NIH3T3マウス線維芽細胞に変異 RETを導入し
たものとともにこの新たな甲状腺髄様がん
細胞を用いて以下の細胞レベルの効果検討
を行った。 
(2) 阻害剤投与の変異 RETを介するシグナル
伝達系に与える影響を検討 
これら培養細胞に阻害剤を 0.01μM～10μM
の範囲で濃度を変えて投与し、3 時間後と 24
時間後にタンパクを抽出してウエスタンブ
ロッティングを行い、RETの活性化、下流の
シグナル伝達系因子の活性化に与える影響
を検討した。 
(3) 阻害剤投与の細胞増殖に与える影響を
検討 
これら培養細胞に阻害剤を 0.01μM～10μM
の範囲で濃度を変えて投与し、24時間後と
72時間後で MTTアッセイを行い細胞増殖への
影響を検討した。 
(4) 阻害剤投与の細胞運動・細胞浸潤能に与

える影響を検討 
これら培養細胞に 1μMと 10μMの２種の濃
度で阻害剤を投与し、Boyden chamber assay
およびスクラッチアッセイを用いて、24 時間
後の細胞運動・浸潤能に与える影響を検討し
た。 
(5) 阻害剤投与によるアポトーシス誘導効
果の検討 
これら培養細胞に阻害剤を 0.01μM～10μM
の範囲で変えて投与し、24時間後と 72 時間
後にタンパクを抽出しアポトーシスの指標
となる caspase 3 基質の切断産物のウェスタ
ンブロッティングによる解析を行い、アポト
ーシス誘導効果を検討した。 
(6) 甲状腺髄様がんモデルマウスである
MoMuLV/RET-MEN2A マウスに阻害剤を経口投
与し、その影響を腫瘍増殖・腫瘍組織像・腫
瘍組織での RETタンパクリン酸化レベルなど
の観点から検討した。阻害剤は
Cremaphor/EtOH に溶解し水で希釈して最終
濃度は 10mg/ml とし、25mg/kg/day となるよ
うに経口ゾンデで週 5日を 3週間にわたり投
与した。 
 
４．研究成果 
(1) 甲状腺髄様がん細胞株の樹立 
MoMuLV/RET-MEN2A マウス甲状腺髄様がんよ
り新しい細胞株を樹立した。この細胞は倍加
時間 15.9、変異 RET が高発現しており、RET
は強くリン酸化されて下流のシグナル伝達
系分子である MEK, AKT, ERK などのシグナル
が活性化されていることが確認された。 
(2) 阻害剤投与の変異 RETを介するシグナル
伝達系に与える影響を検討 
阻害剤の濃度を 0.01μM～10μM の範囲で変
えて投与し、細胞内シグナル伝達系への影響
を検討した。図 1は MEN2A 型変異 RETを導入
した NIH3T3 細胞に阻害剤 A と B を投与して
24 時間後にタンパクを抽出しウエスタンブ
ロッティングを行ったものである。RET のリ
ン酸化抑制が 0.1μM の低濃度より阻害剤の
濃度依存的にみられたが、下流のシグナル伝
達系分子である ERK・MEK・AKTのリン酸化抑
制は阻害剤濃度が 10μMになってはじめて認
められた。阻害剤 Bでも同様の結果がえられ、
また MEN2A型変異 RET導入細胞では MEN2B型
変異導入細胞より高い阻害効果が確認され
た。以上の結果よりこれらのキナーゼ阻害剤
が RETリン酸化を効率的に抑制する有望な試
薬であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 図 1 MEN2A型変異 RET発現 NIH3T3細胞へ
の阻害剤 A・B 投与後の RET と下流のシグナ
ル分子のウエスタンブロッティング 
 
(3) 阻害剤投与の細胞増殖に与える影響を
検討 
変異 RET発現細胞ではコントロール細胞に比
べて増殖速度が速い。しかし阻害剤投与によ
り MEN2B型 RETを導入した細胞でも MEN2A型
RET を導入した細胞でも高い増殖抑制効果が
示された。コントロールを投与した細胞に比
し阻害剤を投与した細胞の増殖は 25%～50%
に抑制された。図 2 は MEN2A 型および MEN2B
型変異 RET を導入した NIH3T3 細胞に阻害剤
A,B を投与した時の細胞増殖をコントロール
投与群を 100としたときにこれと比較して阻
害剤投与群での高い増殖抑制を示したもの
である。 
 

図 2 阻害剤 A,B による細胞増殖抑制 
 
(4) 阻害剤投与の細胞運動・細胞浸潤能に与

える影響を検討 
これら培養細胞に阻害剤を投与し、Boyden 
chamber assay およびスクラッチアッセイを
用いて、細胞運動・浸潤能に与える影響を検
討したところコントロールである DMSO を投
与した細胞に比べてこれらの阻害剤を投与
した細胞では有意に細胞運動・浸潤能が抑制
された。図 3は MEN2A 型および MEN2B 型変異
RETを導入した NIH3T3細胞に阻害剤 A,Bを投
与した時の細胞運動をコントロール投与群
と比較して阻害剤投与群での高い運動抑制
を示したものである。 
 

図 3阻害剤 A,B による細胞運動抑制 
 
(5) 阻害剤投与によるアポトーシス誘導効
果の検討 
これらの細胞に阻害剤を投与し、3 時間後、
24 時間後でそれぞれアポトーシスが誘導さ
れているかをアポトーシスの指標となる
caspase 3 基質の切断産物のウェスタンブロ
ッティングで検討した。図 4 のように阻害剤
A,B ともに投与 3 時間ではアポトーシスは誘
導されなかったが、24時間でアポトーシスが
誘導されて caspase3 の切断産物が認められ
ることがウエスタンブロットで確認された。 

 
 図 4 阻害剤 A,B によるアポトーシス誘導 
 
(6) MoMuLV/RET-MEN2Aマウスへの阻害剤投与 
これら阻害剤を甲状腺髄様がんモデルマウ
スである MoMuLV/RET-MEN2A マウスに週 5日、
3 週間経口投与した後、解剖して甲状腺腫瘍
サイズを検討した。阻害剤投与群ではコント
ロール投与群に比べ甲状腺腫瘍サイズが有
意に低下し、阻害剤による甲状腺髄様がん縮
小効果が個体レベルで確認された。なお正常
コントロールマウスでは薬剤投与による死
亡や体重減尐、甲状腺サイズの変化などの明



 

 

らかな異常は認められなかった。 

 図 5 阻害剤 A による甲状腺腫瘍縮小 
 
昨年アメリカで甲状腺髄様がんを標的とし
たキナーゼ阻害剤が初めて FDAによる認可を
受けた。この薬剤は培養細胞および、マウス
への腫瘍細胞移植モデルでは RETの活性抑制
や腫瘍増殖抑制効果が示されており、RET を
標的とした分子標的薬として最も期待され
る薬剤の一つであった。臨床治験をへて甲状
腺髄様がんに対して認可がおりたことは甲
状腺がん治療の発展の上で大きな進歩であ
ったが、残念ながらその認可内容には RET を
標的とした効果は認められなかった。 

昨年複数のグループより、ヒト肺がん、腺
癌において RET遺伝子の再構成がその原因と
なるという報告がなされてより、RET を標的
とした治療薬の開発の重要性は増してきて
いる。本研究で用いた薬剤は培養細胞での
RET の活性抑制効果に加え、甲状腺髄様がん
モデルマウスでも腫瘍抑制効果を示してい
ることから今後の臨床応用に期待が持てる
ものである。本研究で得られた成果は RET を
標的とした薬剤研究の上で重要な基礎デー
タを提供するものであり、将来肺がん治療へ
の応用の可能性が期待される。 
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