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研究成果の概要（和文）： 
RET チロシンキナーゼ(以下 RET)は個体発生、腫瘍形成と関連の深い分子である。RET には主に
2つのアイソフォーム (RET51、RET9)が発現しており生体内では RET9 の役割が重要であるとさ
れる。RET 発現誘導細胞株をもちいた検討では、RET9 発現後に細胞内のチロシンリン酸化レベ
ルの著しい上昇が見いだされた。下流の発現遺伝子の比較より 2つの isoform 間で発現が変化
した遺伝子として 261 個を同定した。これらには多数の転写因子が含まれた。次に GST 
pull-down 法により RET51 および RET9 間での共沈タンパク質の差を検討したが、両者の差を示
す分子の同定には至らなかった。今後さらにスケールアップしての検討を加える。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Ret tyrosine kinase (RET) plays critical roles in embryonic development as well as 
oncogenesis. RET is mainly expressed as two isoforms, RET51 and RET9, which have different 
C-terminal ends generated through alternative splicing , whereas previous studies show 
that RET9 is indispensable for nephrogenesis and enteric neurogenesis. We found 
remarkable increase of tyrosine- phosphorylated proteins in the cells after inducible 
expression of RET9 in MEF3T3 cells. We demonstrated that 261 genes were differentially 
expressed under inducible expression of either RET51 or RET9 by gene expression profiling. 
Ingenuity pathway analysis revealed that gene expression-related genes, including 
transcription factors, were enriched in these differentially expressed genes. Next we 
tried to identify differentially binding protein to RET between RET51 and RET9 using LC/MS, 
but we failed to find such candidate proteins, accounting for different function between 
RET51 and RET9. 
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１．研究開始当初の背景 
RET チロシンキナーゼは遺伝子再構成および

点突然変異によりリガンド非依存性の持続
的活性化を生じ、甲状腺乳頭癌、多発性内分



泌腫瘍症(MEN)２型といった腫瘍性疾患を引
き起こす。一方 RET チロシンキナーゼは生理
的には腸管神経、腎臓の発生に重要な役割を
果たす。RETチロシンキナーゼは alternative 
splicing により、3 つの isoform を生じる。
これらは 1062 番目のチロシン残基より C 末
端に至るアミノ酸残基数により RET51 (long 
isoform)、RET9 (short isoform)、RET43 と
呼ばれ、生体内では RET51 および RET9 が機
能していると考えられている。遺伝子改変動
物を用いた報告では、RET9 の発現が生理的な
腸管神経、腎臓の発生に必要かつ十分である
ことが示されその分子メカニズム検討がこ
れまでに行われている。一方発癌との関連で
は RET51の形質転換能が強いとの報告もあり、
alternative splicing により生じる 2 つの
isoform の下流で引き起こされるシグナル差
の分子メカニズムの理解は十分に進んでい
ない。 
２．研究の目的 
(1) 変異 RET51 および RET9 誘導細胞株を用
いて二つの isoform間のシグナル伝達機構の
差を明らかにする。 
 
(2) 変異 RET51 および RET9 の下流で発現さ
れる遺伝子の比較より二つの isoformの機能
的差異を明らかにする。 
 
(3)変異 RET51 または RET9 と特異的に結合す
る蛋白質を分離・同定し RET51 および RET9
の生体内での機能的差異を生じるメカニズ
ムを明らかにして、発癌過程との関連を検討
し発癌過程を制御する技術の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) テトラサイクリン誘導系をもちいて、変
異型 RET51 または RET9 を細胞株に発現させ
る。その後の経時的な下流シグナルの変化を
解析する。 
 
(2) テトラサイクリン誘導系をもちいて、変
異型 RET51 または RET9 を発現させた後、RNA
を抽出する。その後東レ 3D Gene を用いた受
託研究にてそれぞれの細胞株間で発現に差
を示す遺伝子を同定し発現遺伝子のプロフ
ァイリングを行う。更に同定された遺伝子は
Ingenuity Pathway Analysis (IPA)で検討し
差を示す遺伝子群の特徴を明らかにし、生体
内における機能的差異との関連を検討する。 
 
(3)変異型 RET51 または RET9 を免疫沈降して
共沈する蛋白質を比較検討し変異型 RET51ま
たは RET9 と特異的結合をする蛋白質を分離
する。分離した蛋白質はマススペクトロメト
リーを用いて同定する。さらに GST と変異型
RET51 または RET9 の融合蛋白質を作成する。
GST pull down を行い、変異型 RET51 または

RET9 と結合する蛋白質をより効率よく分離
し同定する。 
 
４．研究成果 
(1) 変異型 RET51 または RET9 間の経時的下
流シグナルの差の検討 
テトラサイクリンの除去により変異型 RET51
および RET9 を MEF3T3 細胞中で誘導し、経時
的な下流シグナルの変化を検討した。変異型
RETの発現誘導後1日程度でRET9型を誘導し
た細胞株において細胞内のチロシンリン酸
化レベルの上昇が見られ、両者の間で異なっ
た分子のチロシンリン酸化が観察された。
PTP1D/SHP2, PTP1C/SHP1, MKP2, KAP などの
tyrosine phosphataseには発現量の差は観察
されず、未知の調節機構があることが示唆さ
れた。 
 
(2) 変異型 RET51 または RET9 間の発現遺伝
子の差の検討 
テトラサイクリンの除去により変異型 RET51
および RET9 を MEF3T3 細胞中で誘導した後、
RNA を抽出し 2 つのアイソフォーム間の遺伝
子発現の差を DNAマイクロアレイにより検討
した。今回用いた 3D-Gene をプラットホーム
とした DNAマイクロアレイでは発現量の低い
遺伝子では real time PCR による検証では極
めて再現性が乏しいことが示された。そこで
シグナル値が低い遺伝子は破棄して検討し
た結果 real time PCR で得られる実際の RNA
量間で高い相関がえら得られた。他の実験系
では 73%に real time PCR で再現性が確認出
来る結果を得ている。再検証の結果 2倍以上
の差を示す遺伝子を対象とすると、261 個の
遺伝子がアイソフォーム間で発現が異なる
遺伝子として規定した。これらを IPA 解析し
たところ、遺伝子発現に関与すると規定され
る遺伝子群が有意に影響を受けることが明
かとなり NFkB と関連して PML, CREBBP, TFF1
等の発現が亢進している一方でFOXN3, PBX1, 
KLF13 などの転写因子の発現が低下し 2 つの
アイソフォームの違いにより機能的差異を
示す機構の一端が明らかとなった。 
 
(3) 変異型 RET51 または RET9 と特異的結合
を示す蛋白質の同定 
変異型 RET51 および RET9 を MEF3T3 細胞中で
発現誘導させた後に、RET を免疫沈降し共沈
するタンパク質をマススペクトロメトリー
で同定することを予定したが、入手しうる抗
RET 抗体を用いた条件では銀染色レベルでの
RET51およびRET9間で十分な量の共沈タンパ
ク質は確認できなかった。そこで RET の 2 つ
のアイソフォームのエクソン 12以降と H4遺
伝子の融合遺伝子である PTC1/RET を新たに
作成し、GST を 5’ 末端または 3’末端に導
入しグルタチオンビーズを用いた pull-down



法により RET51 および RET9 間での共沈タン
パク質の差を検討することとした。PTC1/RET
の強制発現系では GST 蛋白を N末端に付加し
た場合では 9 type の PTC1/RET で 2-3 倍のチ
ロシンリン酸化の増多が観察された。続いて
293FT にトランスフェクションしライセート
を作成し pull-down法を行い銀染色で検討し
共沈されるタンパク質を多数観察した。両者
間では GST の 5’ 末端または 3’末端への導
入位置に関わらず 4G10 抗リン酸化チロシン
抗体での検討ではリン酸化タンパク質の分
布に再現性のある差が観察された。さらに 51 
type のチロシン 1062 以降の 1062, 1096 のチ
ロシンをフェニールアラニンに置換して検
討したが沈降物、PTC1/RET のリン酸化レベル
は野生型と比較して大きな差は認められな
かった。また銀染色レベルでは両者間での差
が観察されなかった。更にスケールアップし
ての検討を続けている。 
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