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研究成果の概要（和文）：受容体型チロシンキナーゼである Ret は依存性受容体であり、リガン

ド非結合で細胞にアポトーシスを誘導する。Ret は D707 と D1017 で切断された断片化すること

でアポトーシス活性を示す。個体レベルでの機能解析を目的として、Ret のアポトーシス活性

を喪失する D707N 変異のノックインマウスを作製して調べたところ、腸管神経、交感・副交感

神経および下垂体前葉に過形成が起こっていた。また、Ret 断片は細胞の核に局在し、転写抑

制活性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Ret tyrosine kinasse is a member of “dependence receptor” which 

induces apoptosis in the absence of its ligands. Ret is cleaved at D707 and D1017 by caspase, 

and intracellular fragment between D707 and D1017 can induce cell death. To determine 

the importance of Ret proapoptotic activity in vivo, we generated Ret D707N mutant mice. 
D707N Homozygote showed hyperplasia of neural cells in enteric, sympathetic and 

parapympathetic neural systems. In addition, adenopituitary lobe in pituitary gland was 

hyperplastic in D707N mice. To study the molecular mechanism of Ret proapoptotic activity, 

we examined the biological function of Ret fragment. Interestingly, Ret fragment is 

localized in the cell nucleus, and Ret fragment shows suppressive transcriptional 

activity.  
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１．研究開始当初の背景 

細胞の生存とアポトーシスは、受容体を介
する外部からのシグナルによって別々に制
御されていると考えられてきたが、近年、ひ

とつの受容体が生存とアポトーシスの両者
を制御する例が知られるようになった。こう
した受容体はリガンドとの結合で生存のシ
グナルを、リガンド非結合でアポトーシスの
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シグナルを細胞に伝えるという両義的な機
能を示し、依存性受容体（ dependence 
receptor）と呼ばれる。 

我々が研究テーマとする Ret チロシンキ
ナーゼは、リガンドである GDNF ファミリー
により活性化され、腸管神経と腎臓の発生
に重要な役割を果たす。近年の報告で、Ret
が依存性受容体であり、細胞内のアミノ酸
D707 と D1017 の部位で切断され、断片化し
てアポトーシスを引き起こすことが示され
た。この知見に従い、我々は Ret の依存性
受容体としての機能を個体レベルで解析す
る目的で、Ret のアポトーシス活性を喪失
する D707N 変異のノックインマウスを作製
して解析を行ったところ、腸管神経・交感
神経において神経細胞の数が増えていた。
これは、変異によりアポトーシスが喪失し
たため細胞数が増加したと考えられる。こ
の知見はRet が依存性受容体として生理的
に機能することを示すもので、本研究を構
想する上で基盤となった。 
 
２．研究の目的 
Ret D707N 変異マウスを用いた個体レベル

での解析と、培養細胞による生化学的な解析
を行うことで、Ret によるアポトーシス活性
の生物学的な意義と分子メカニズムの理解
を目指すことを研究の目的とする。 

また、Ret は癌遺伝子であり、神経芽細胞
腫などの各種の腫瘍組織において Retが高発
現している。癌における Ret のアポトーシス
活性が腫瘍に及ぼす影響を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)Ret D707N変異マウスの解析 

一般染色および抗Ret抗体による免疫染
色を行い、Ret D707N変異マウスにおいて、
どの組織でRet陽性細胞の数が増加してい
るかを詳細に検索する。また、組織の発生
において、どの時期に細胞数の増加が起こ
っているかを調べるとともに、野生型マウ
スと変異マウスとでアポトーシスに差が
あるかをTUNEL法、抗cleaved Caspase3抗
体による免疫染色にて検索し、Retによる
アポトーシスが、いつ・どこで起こってい
るかを確定する。 
(2) Ret によるアポトーシス機構の解析 

Ret によるアポトーシスの分子メカニズム
を調べるため、全長の Ret 蛋白およびアポト
ーシス活性を示す Ret断片蛋白を培養細胞に
発現させてアポトーシスを誘導し、生化学的
な解析を行う。 
(3)Ret によるアポトーシスと腫瘍の関連 

Ret にはアポトーシス活性があるにもか
かわらず、Ret が発現している腫瘍では細
胞が増殖しており、アポトーシスの抑制、
もしくはアポトーシスを相殺する細胞増殖

が起こっているものと考えられる。Ret が
高発現している腫瘍細胞株における、Ret
の断片化の抑制、アポトーシスのシグナル
経路の抑制について調べる。 
 
４．研究成果 
(1)RetD707N 変異マウスの解析 
組織発生において Retが重要な働きを示す

部位として、腸管神経と腎臓がある。また、
それ以外に Ret が発現する組織として、中
枢・末梢神経、下垂体前葉、甲状腺 C 細胞、
副腎髄質などがある。 
Ret によるアポトーシス活性が喪失する

D707N 変異をノックンしたマウスの表現型を
調べるため、生後 0日令で組織学的検索を行
ったところ、変異マウスのホモでは、①腸管
神経系において、小腸の全長および大腸の近
位部での神経細胞の数が約 30%増加している、
②交感神経である上頚交感神経節および副
交感神経である顎下神経節において神経細
胞の数が 25～30％増加している、③下垂体前
葉の体積が約 40％増加している、などが明ら
かとなった。また、Ret 陽性細胞が神経細胞
全体の 100%を占める腸管神経、交感・副交感
神経だけではなく、④Ret 陽性細胞が全体の
一部のみを占める三叉神経節、脊髄後根神経
節においても Ret 陽性神経細胞の数が約 20%
増加していることが明らかとなった。これら
の表現型は、D707N 変異によって Ret のアポ
トーシス活性が抑制されたとするストーリ
ーに合致すると考えられた。（図１） 

また、⑤甲状腺 C細胞の数には変異マウス
と野生型マウスで差がない、⑥腎臓には異常
がない、⑦副腎髄質には異常がない、などの
所見から、Ret が発現する組織・細胞の全て
でアポトーシス活性の抑制による過形成が
起こる訳ではないことが判明し、組織におけ
る依存性受容体としての Ret による生存・ア
ポトーシスの活性が組織特異的な制御を受
けていると考えられた。 
一方、変異マウスには、⑧腸管神経におい

て大腸の遠位部にて腸管神経の欠損が起こ
る、という想定外の表現型が示された。腸管



 

 

神経の過形成についてはアポトーシス抑制
にて説明が可能であるが、神経欠損に関して
はメカニズムの説明が困難である。マウスの
腸管神経は、神経堤細胞に由来する神経前駆
細胞が E10.0の時期に前腸の口側から侵入し、
消化管遠位に沿って移動し、E14.5 に肛門へ
達する。変異マウスにおいて神経前駆細胞の
移動を調べたところ、神経の移動スケジュー
ルが約一日遅れていることが明らかとなっ
た。神経前駆細の Ret リガンドである GDNF
に対する走化性が移動に重要と知られてい
ることから、変異マウスの発生過程の消化管
片をコラーゲンゲル中で培養し GDNF に対す
る走化性を調べたところ、移動能が低下して
いた。従って、変異マウスではアポトーシス
活性の以外にも Retシグナルに質的な異常が
生じている可能性が考えられたが、培養細胞
を用いて既知の Retの下流シグナルを調べた
限りにおいては、明らかな異常を見出すこと
は出来なかった。 

Ret D707N 変異が gain of function なのが
loss of function なのかを調べるため、Ret 
および GDNF ノックアウトマウスと Ret D707N
変異マウスとを交配させた重複変異マウス
を作製し、解析を行った。Ret ノックアウト
との重複変異マウス、GDNF ノックアウトマウ
スのヘテロを背景とした Ret D707N 変異のホ
モマウスの両者は変異 Retシグナルが半分量
になるが、この 2種の重複変異マウスのいず
れにおいても腸管神経の欠損領域の拡大が
観察されると共に、神経欠損が生じていない
小腸の近位部で腸管神経の数の増加が生じ
なかった。したがって、D707N 変異に伴う腸
管神経前駆細胞の移動能の障害と腸管神経
の過形成は gain of function による効果で
はないと想定された。 

TUNEL 法、抗 cleaved Caspase3 抗体による
免疫染色での検索で、アポトーシスおよび細
胞増殖について変異マウスと野生型マウス
で比較を行ったが、胎生期 E14.5 では差が得
られなかった。理研 CDB の榎本秀樹ら研究グ
ループは、腸管神経における GDNF シグナル
欠損で生じる神経死では Caspase非依存的な
メカニズムは働くことを示しており、そうし
たことが今回、細胞死の差を検出することが
出来なかった理由なのかもしれない(Uesaka 
T, et al.J Neurosci, 2010)。 
(2) Ret によるアポトーシス機構の解析 

Ret によるアポトーシス活性について調べ
る目的で、野生型および D707N Ret を導入し
た培養細胞株の樹立を試みたが、野生型 Ret
ではクローンがごく少数しか得られなかっ
たのに対して、D707N 変異 Ret では多数のク
ローンが得られた。これは、クローン化の過
程で野生型 Retが細胞死を引き起こしている
ものと考えられた。一方、Ret が依存性受容
体であることを示した論文にあった一過性

の Ret 発現による細胞死についての実験は、
我々の手では再現性が不安定であったため、
Tet-on システムによる発現誘導の実験系を
試みた。しかしながら、十分な発現を誘導で
きる細胞クローンを得ることは出来ず、残念
ながら生化学的な解析は困難であった。 
Retは細胞内のD707と D1017の二箇所が切

断されて蛋白断片が作られることがアポト
ーシス活性に重要なステップであることが
示されている。Ret 蛋白断片の機能を解析す
る目的で、培養細胞を用いて断片の細胞内局
在を調べたところ、核への局在が明らかとな
った。断片の N末端ある核移行配列候補の領
域にアミノ酸変異を導入したところ、核への
局在性が失われた。したがって、蛋白断片の
N 末端は核移行シグナルとして機能している
と考えられた。 
Ret 蛋白断片の核における機能を解析する

目的で、ルシフェラーゼアッセイを用いて転
写調節能を調べたところ、Ret 蛋白断片には
転写抑制機能があることが明らかとなった。
転写抑制能に必要なドメインは N 末端側の
1/3 の領域であり、転写抑制能にはチロシン
キナーゼ活性は不必要であることが明らか
となった。転写抑制の機能とアポトーシス誘
導の機能に関連がある可能性が考えられた。 
(3)Ret によるアポトーシスと腫瘍の関連 

Ret が発現している腫瘍由来の培養細胞
株にて、Ret の断片化が生じているかをウエ
スタンブロットにて調べたところ、通常の培
養条件において、わずかな割合での断片化が
検出された。断片化は薬剤によるアポトーシ
スの誘導によって亢進された。また、Ret の
断片化は Caspase 阻害剤にて抑制された。こ
れらの結果は、腫瘍細胞において、Ret の断
片化を低く抑えることでアポトーシス活性
を抑制している機構が存在している可能性
を示唆するものと考えられた。マウスの組織
から Ret 発現細胞を初代培養して同様の実
験を試みたが、抗体の感度が低いためか断片
化を検出できず、正常組織と腫瘍組織での比
較は困難であった。 
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