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研究成果の概要（和文）：本研究では、RET遺伝子を対象に、がんゲノム情報をもとに変異体へのスクリーニン
グにより有望な既存薬剤を選定し、薬剤耐性変異への影響を受けにくいキナーゼ阻害剤のデザインに向けた知見
を得ることを目標とする。自施設にて経験した薬剤耐性獲得検体より新たな耐性変異を同定し、報告した。収集
した変異リストをもとに変異をタンパク質と細胞モデルに導入し、薬剤感受性情報を取得した。また、精製タン
パク質と阻害剤との共結晶構造の取得に成功した。その結晶構造情報をもとに、複数変異を導入し、分子シミュ
レーションにて結合安定性情報を取得した。実験データと分子シミュレーションから得られる感受性データには
相関を確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aim to select inhibitors against mutant RET by screening 
and to obtain knowledge for designing kinase inhibitors that are less susceptible to drug resistance
 mutations. We identified and reported new resistance mutations from specimens acquired drug 
resistance. Based on the list of mutations collected, we introduced the mutations into proteins and 
cell models to obtain drug sensitivity information. We also succeeded in obtaining the co-crystal 
structure of the purified protein and the inhibitor. Based on the crystal structure information, we 
performed molecular simulation to understand binding stability. We confirmed the correlation between
 the experimental data and the susceptibility data obtained from the molecular simulation.

研究分野：ゲノム生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、キナーゼに生じる変異を題材に、患者由来のゲノム情報と実験データをもとに分子シミュレーショ
ン手法を組み合わせ、薬剤結合変化をコンピューター上でシミュレートすることで、感受性の推定モデルの構築
を行った。本研究にて構築するのは、従来の実験科学主導型の研究アプローチとコンピューター手法を融合させ
ることで両分野の双方向性を促し、新たな機能解析方法としてコンピュター駆動による阻害剤開発方法を目指す
点で学術的意義を有している。また、患者個人の遺伝子情報に臨床的意義を与えると同時に適正な薬剤選択を可
能にし、我が国のがんゲノム医療の推進への寄与が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
キナーゼの遺伝子異常を標的としたがん個別化治療は、肺がんにおける EGFR 変異や慢性骨髄
性白血病における ABL 融合等で実現されている。さらに治療経過で耐性をもたらす EGFR 
T790Mや ALB T315I等の 2次変異に応じた薬剤選択も可能となり、より個別化した治療へと
発展してきた。申請者の所属する研究室では、RET 遺伝子融合を肺腺がんより同定し（Kohno 
T, et al. Nat Med. 2012）、RETチロシンキナーゼ阻害剤バンデタニブの臨床試験により、その
治療効果を証明してきた（Yoh K, et al. Lancet Respir Med. 2016）。しかしながら、RET融合
陽性肺がんにおいても数ヶ月程度で薬剤耐性が出現し、治療の限界となっており、より有効な治
療法の開発が求められている。 
そうしたなか、報告者は RET融合遺伝子陽性肺がんのバンデタニブ耐性例を解析し、RETタ
ンパク質の ATP基質結合部位（薬剤耐性変異が頻発する部位）から離れた活性化ループ（A-loop）
上に薬剤耐性を引き起こすアミノ酸置換変異 S904F を同定した。S904F 変異の導入により、
RETキナーゼの活性を著明に上昇する他、in vitro kinaseアッセイ、Ba/F3細胞を用いた増殖
アッセイにてバンデタニブの阻害効果を低下させた。さらに、スーパーコンピュータ「京」を用
いた分子動力学シミュレーション解析により、この S904F変異体は薬剤選択的にキナーゼとの
相互作用を引き起こし、アロステリック効果によって薬剤結合が不安定化させるタンパク構造
を誘導することで薬剤結合を不安定化させることを見出した（Nakaoku T, et al. Nat Commun. 
2018）。 
申請者はこの薬剤耐性変異の克服に向け、キナーゼ阻害剤のスクリーニングを行い、RETと相
同性の高い VEGFR2 に対する阻害剤 A を選出し、S904F 変異体に野生型に比べより高い感受
性を示す知見を得ている（図２）。また、阻害剤 A は、RET 上に生じるゲートキーパー変異
V804M/Lを含む既知の耐性変異に対しても、他の薬剤と異なり、薬剤耐性は認めなかった。既
存の VEGFR2-Aとの共結晶構造から考察されるのは、Aの疎水性芳香族環が RETの疎水性ア
ロステリックポケットに位置し、P-loop 疎水性残基を安定化させる可能性であり、その構造的
特性により、RETの P-loop疎水性残基の安定をもたらし、効果的な RETの化学的阻害に繋が
っている可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RET タンパク質を対象に複数の変異体への結合親和性の高い阻害剤をモデルとし
て、阻害剤−タンパク質間の相互作用に着目しつつ、in vitroアッセイと in silico解析を行うこ
とで、その有効性・特異性の機構を明らかにし、活性型キナーゼの制御に向けた新たな創薬アイ
デアを得ることを目標とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、RET キナーゼを対象に、阻害剤−タンパク質の相互作用による薬剤感受性変化に着
目し、精製タンパク質を用いた in vitro アッセイや分子動力学シミュレーション等の in silico
解析を行うことで分子標的治療の奏効・耐性の指標となる阻害剤の化学的・構造的特性を明らか
にする。得られた結果を細胞実験等と照らし合わせながら、RET キナーゼの新たな創薬を発案す
ることを目指す。 
１．RET キナーゼタンパク質の発現系用いて有望な阻害剤の選出 
昆虫細胞を用いた RET キナーゼタンパク質の発現コンストラクトの提供を受けており、そ
れに対して複数変異を導入し、GST-RET の融合タンパク質としての発現系は準備済みである。
精製したタンパク質を用いて、in vitro キナーゼアッセイによる Km、Ki 値の測定し、阻害
剤−タンパク質の結合安定性を調べ、変異導入による特性変化を調べる。有望な阻害剤は構
造解析を試み、阻害剤の有効性・特異性を構造の側面から精査する。 
２．分子動力学シミュレーションを行い、結合相互作用の解析 
RET タンパクと各種阻害剤との線共結晶構造を対象に、分子動力学シミュレーション解析に
着手を行う。シミュレーションの解析では、タンパク質—阻害剤間の相互作用や、出現した
過渡的構造の結合自由エネルギーを算出し、構造と阻害剤による阻害効果の関係性を調べ
る。細胞実験やキナーゼ実験の結果と照らし併せながら、RET キナーゼに対する新たな創薬
アイデアにつながる知見を得る。 
 
４．研究成果 
RET キナーゼを対象に、SCRUM-Japan や公開データベースから得られる遺伝子情報をもとに、各
種ヒトがんで観察される RET 活性化変異をリスト化した。特に自施設にて経験した、薬剤耐性獲
得後の検体を採取できた症例より、薬剤耐性の 2次変異を新たに同定した。自施設症例での耐性
変異と収集した変異リストをもとに、複数の変異をタンパク質と Ba/Fa3 細胞を用いた薬剤感受
性モデルに導入し、計 30 変異体作成した。これらをもとに各種薬剤で処理し、キナーゼアッセ
イや細胞生存アッセイを行うことで、薬剤感受性情報を取得している。 
また、精製タンパク質と阻害剤との複数共結晶構造の取得に成功した。 
 
その結晶構造情報をもとに、各種変異を導入し分子シミュレーションにて自由エネルギー値と
して薬剤感受性情報を取得し、60以上の計算を行った。 



  
上記の自施設で経験した薬剤耐性獲得の 2 次変異に対して、実験データと分子動力学シミュレ
ーションから得られる感受性データには相関が認められた。現在は構造情報から薬剤感受性に
影響を与える残基やモチーフを導出し、メカニズムを解明に着手した。 
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