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研究成果の概要（和文）：チロシンレセプターキナーゼの１つである RET の polymorphism、

G691S RET が下流にある ERK および AKT のリン酸化を亢進・延長させ、頭頸部癌の増殖・

浸潤能を亢進させる可能性を証明した。頭頸部癌手術時採取標本において神経向性を示す例に

は G691S RET polymorphism が高率に内包されることが解った。これらのことから G691S 
RET polymorphism は頭頸部癌の増殖・浸潤転移を亢進する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：It was proven that G691S RET polymorphism, one of the tyrosine 
receptor kinase could enhance the proliferation and invasion of head and neck cancer 
through enhanced and extended phosphorylation of ERK and AKT in the downstream of 
RET. It was shown that the samples of head and neck cancers with neurotropism had high 
frequency of G691S RET polymorphism. The observation suggested G691S RET 
polymorphism could enhance growth, invasion, or metastasis of head and neck cancers.  
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１．研究開始当初の背景 

近年の Gene chip (SNPs chip)技術の

飛躍的進歩に伴い、ヒト genomic 

DNA の single nucleotide 

polymorphisms (SNPs)が発癌などの

様々な生物学的事象に影響を与える

ことが明らかになってきた。特に細胞

膜に存在する各種レセプターの

SNPs は、下流の細胞内シグナル伝達

系を過剰に亢進あるいは抑制するこ

とが報告されており、ヒトの発癌メカ

ニズムとの関係が深く、近年注目され

て い る 分 野 で あ る 。 我 々 は

proto-oncogene として知られる RET

レセプターの頭頸部癌における機能

について着目した。RET のリガンド
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は glial cell line-derived 

neurotrophic factor (GDNF)であり、

そのシグナルは MAPK や PI3K に及

ぶが、我々は RET の遺伝子多型であ

るG691S RET polymorphismがこれ

らのシグナル伝達系を亢進し、頭頸部

癌の増殖と浸潤を増強する可能性を

見いだした。この研究をさらに進め、

頭頸部癌治療、抑制技術に貢献する目

的で本研究を行った。 
 
２．研究の目的 

G691S RET polymorphism の頭頸部

癌増殖、浸潤における影響を分子生物

学的に解析する。 

(1) Real time quantitative PCR お

よび免疫染色を用い、頭頸部癌細

胞株と頭頸部癌手術時採取標本

における RET の発現を mRNA、

蛋白レベルで確認する。 

(2) 頭頸部癌細胞において G691S 

RET polymorphism を内包する

細胞株を PNA 併用 real time 

PCR、direct sequencing を用い

て確認する。これにより G691S 

RET および RET wild type を確

立する。 

(3) GDNF による癌細胞の増殖能、浸

潤能の変化を G691S RET および

RET wild type で比較検討する。

増殖能解析には MTT assay およ

び cell counting を用いる。浸潤能

解 析 に は matrigel coated 

invasion chamber を用いて検討

する。 

(4) Alexa FluorTM 568 phalloidin に

よるアクチン重合体の染色を行

い、GDNF 投与後のフィロポディ

アやラメリポディア形成を蛍光

顕微鏡で観察し、 G691S RET お

よびRET wild typeで比較検討す

る。 

(5) GDNF による RET 下流のシグナ

ル伝達系である ERK1/2 および

AKT のリン酸化をウェスタンブ

ロットにより解析し、リン酸化の

程度、持続時間を G691S RET お

よびRET wild typeで比較検討す

る。 

(6) 頭頸部癌手術時採取標本より

DNA を採取し、 G691S RET 

polymorphism を持つ症例を確認

する。G691S RET ありとなしの

群に分け、生存率や無病期間など

の臨床データとの相関を統計学

的に解析する。 

 
 
 
３．研究の方法 
(1) RET および GFRα1,3 の発現解析 

 11種類の頭頸部癌細胞株よりRNA

を採取し、real time quantitative 

PCR により、RET および RET と複合

体を形成するGFRα1,3の mRNA発現

レベルを解析する。さらに頭頸部癌

手術時採取標本をRET特異抗体を用

いて免疫染色を行い、RET が実際に

発現していることを確認する。 

 

(2) G691S RET polymorphism の解

析、判定 

 RET の DNA 配列より、RET のプラ

イマーと G691S RET polymorphism

を認識する real time PCR 用プロー

ブをデザインする。また wild type

の amplification を抑制するため、

wild type を 認 識 す る peptide 

nucleic acid (PNA)をデザインし、

real time PCR に併用することで、

G691S polymorphismが有る場合のみ

PCR 産物が得られることとなる。こ

の方法で、複数種の頭頸部癌細胞株

および頭頸部癌手術時採取標本に

おける G691S RET polymorphism の



 

 

有無を解析、判定する。Template に

は頭頸部癌細胞株および頭頸部癌

手術時採取標本から分離精製した

genomic DNA を用いる。またこの DNA

を direct sequencing することで

real time PCR の結果を確認する。

Direct sequencing には Beckman 

Coulter の CEQ genetic analysis 

system を用いる。これらの解析によ

って頭頸部癌細胞株の G691S RET と

RET wild type を確立し、さらに

G691S RET polymorphism の機能解析

を行う。 

 

 

(3) glial cell line-derived 

neurotrophic factor (GDNF)による

癌細胞増殖能の解析 

 頭頸部癌細胞株を無血清培地で

処理した後、リコンビナント

GDNF(50ng/ml)を添加し、２４およ

び４８時間３７℃で培養した後の

細胞数の変化を測定する。細胞数の

測定には MTT assay、および確認の

ため direct cell counting を用い

る。細胞増殖能を G691S RET と RET 

wild type で比較することで、G691S 

polymorphism が GDNF に誘導される

細胞増殖に及ぼす影響を解析する。

また RET の下流である MEK1 の阻害

剤（PD98059）と PI3K の阻害剤

（Wortomannin）によって G691S RET 

polymorphism の細胞増殖増強効果

が抑制されるかを解析する。これに

よ り こ の 増 強 効 果 が 、

RET-MEK(MAPK)系およびRET-PI3K系

のシグナル伝達系を介する反応で

あることを確認する。 

 

(4) GDNF による癌細胞浸潤能の解

析 

 頭頸部癌細胞株を無血清培地で処

理 し た 後 、 リ コ ン ビ ナ ン ト

GDNF(50ng/ml)を添加し、２４およ

び４８時間３７℃で培養した後の癌

細胞浸潤能の変化を測定する。解析に

は matrigel coated invasion 

chamber を用いる。細胞浸潤能を

G691S RET と RET wild type で比較

す る こ と で 、 G691S RET 

polymorphism が GDNF に誘導され

る細胞浸潤に及ぼす影響を解析する。

また RET の細胞外ドメインを認識す

る特異抗体もしくは RET に対する

siRNA をあらかじめ反応させておき、

GDNF 投与後の浸潤能増強が抑制さ

れるかを解析する。これによってこの

反応が真に RET を介した反応であり、

他のレセプターからの cross talk で

は無いことが証明できる。 

 

(5) GDNF による ERK1/2 および

AKT のリン酸化の解析 

 頭頸部癌細胞株を無血清培地で処

理 し た 後 、 リ コ ン ビ ナ ン ト

GDNF(50ng/ml)を添加し、０、５、

１５、３０、４５、６０分後に細胞を

回収し、タンパク質を抽出する。抗リ

ン酸化 ERK1/2 抗体および抗リン酸

化 AKT 抗体を用いてウェスタンブロ

ットを行うことで、GDNF による

ERK1/2 と AKT のリン酸化の経時的

変化を解析する。リン酸化の程度、持

続時間を G691S RET と RET wild 

type で比較検討することで、G691S 

RET polymorphism が下流のシグナ

ル伝達系に及ぼす影響を確認できる。

Loading control には非リン酸化

ERK1/2、AKT もしくは GAPDH を

用いる。 



 

 

 

(6) GDNF によるアクチン重合体形

成の解析 

 頭頸部癌細胞株をガラスボトムデ

ィッシュにて培養し、無血清培地で処

理した後に GDNF(50ng/ml)を添加す

る。４８時間３７℃で培養した後に細

胞を固定し、 Alexa FluorTM 568 

phalloidin を用いてアクチン重合体

を染色し、蛍光顕微鏡で観察する。特

に細胞移動、浸潤に重要とされている

フィロポディア、ラメリポディアの形

成を G691S RET と RET wild type

で比較検討する。これにより G691S 

RET polymorphism が GDNF による

細胞浸潤を増強する効果を裏付ける

ことができる。 
 
 
 
４．研究成果 

(1) 複数種の頭頸部癌細胞株で RET

と GFRα1,3 のｍRNA の発現を確認

した。また手術時採取標本においても

蛋白レベルで RET の発現を確認した。 

 

(2) G691S RET を内包する頭頸部癌

細胞株では GDNF 刺激後に細胞増殖

能、浸潤能が RET wild type よりも

亢進することが解った。G691S RET

により誘導される高増殖、高浸潤能は

抗 RET 特異抗体または RET RNAi

によって抑制されることから、他のレ

セプターからのクロストークは介在

しないことが解った。また ERK 阻害

剤は PI3K 阻害剤よりも優位に

G691S RETによって増強される細胞

増殖を抑制した。このことから RET

の 下 流 シ グ ナ ル は

Ras-BRAF-MEK-ERK が PI3K-AKT

よりも優位である可能性が示された。 

 

(3) GDNF リガンド刺激後の RET 下

流にある ERK や AKT などのシグナ

ル伝達因子のリン酸化をウェスタン

ブロットにより比較検討したところ、

G691S RET を内包する細胞株では

GDNF 刺激後に ERK および AKT の

リン酸化が RET wild type よりも亢

進、延長することが解った。 

 

(4) GDNF リガンド刺激後のアクチ

ン重合体形成を Alexa FluorTM 568 

phalloidin で染色で観察した結果、

G691S RETを内包する頭頸部癌細胞

株では GDNF 刺激後にアクチン重合

体形成が RET wild type よりも亢進

することが解った。これにより

G691S RET が GDNF 刺激後の浸潤

能を亢進する裏付けが得られた。 

 

(5) また頭頸部癌において神経浸潤

傾向を示す症例では G691S RET が

高率に内包されていることが解った。

これらの結果から G691S RET は頭

頸部癌の増殖、浸潤を亢進させる機能

を有した polymorphism であり、再

発・予後に関係する可能性が示された。 
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