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Abstract：

Protein kinases are one of the most important classes of therapeutic targets and the various 

inhibitors have been developed. We had demonstrated that a conserved cysteine residue of RET is 

crucial for the disulfide bond-mediated dimerization-linked activation of RET tyrosine kinases. 

Reagents that bind to the cysteine can inhibit the RET kinases activity through disulfide-bond 

mediated dimerization. We recently reported that cysteine containing peptides inhibit the activities 

of RET and effectively reducing the malignant potential of RET-expressing cells. The aim of this 

study is to further explore the efficacy of these peptides. We reconfirmed that the inhibitory 

peptides were effective against RET-PTC1 V804M, which is a gatekeeper mutation that provides 

resistance to ATP-competitive inhibitors. In particular, the reduction of cell proliferation by 

inhibitory peptides was observed in a more physiological environment than the conventional 

monolayer culture. The inhibitory peptides were effective against all tested RET mutations. There 

was no clear difference in the effect among the peptides depending on the type of mutants. Lastly, 

we found candidate methods for the direct delivery of peptides into cells. Additional work is still 

needed to establish novel molecular targeted therapies.
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1．はじめに

がんの主な分子標的療薬であるチロシンキナーゼ阻害剤のほとんどが、活性に必須なATP結合

を阻害し作用する。ATP結合部位は多くのキナーゼで構造がよく似ており、ATP結合阻害剤は本

来の標的キナーゼに効果がある一方、他のキナーゼに対しても親和性を示して効果を有する場合が

ある。また、遺伝子変異で阻害剤結合部位の構造が変化する事などによる薬剤耐性化が問題となっ

ている。こうした問題を解決するため、新規チロシンキナーゼ阻害剤は引き続き求められている

が、ATP結合阻害以外の全く作用機序の異なる阻害剤は、現在のところほとんど報告されていな

い。

受容体型チロシンキナーゼRETの活性型変異は甲状腺がんや肺がんなどに関与しており(Jhiang 

et al 1996, Kohno et al, Takeuchi et al, Lipson et al, 2012)、その治療標的分子として注目されている。

これまで我々は、キナーゼの活性調節にはRET分子のシステインが重要であることを示してき

た。酸化ストレス等の細胞外ストレスは、RETキナーゼにあるシステインのSH基に作用し、キ

ナーゼをリガンドが結合したときと同じように、二量体化して活性化することを初めて明らかにし

た(Kato et al. Mol. Biol. Cell. 2000, Takeda et al. Antioxid Redox Signal. 2001）。甲状腺がんに関

与する活性型RETキナーゼRET-PTC1において、この二量体化に必要なシステインを他のアミノ

酸に置換したところ、基本的な活性が著明に減少した（Takeda et al. FEBS Lett. 2006）。つまり、

RET活性化において、我々が見出したシステインは、ストレス時以外でもきわめて重要な役割を

持つと考えられる。

これらの結果を踏まえて、がん遺伝子産物RETキナーゼの活性化をこれまでの阻害剤にはない

全く新しい機序により制御し、甲状腺がんのみならずRET活性化の関わる様々ながんに対する新

規治療法を提案することを目指してきた。そして最近、活性に重要である特定のシステイン周辺の

配列を持つペプチド（以下阻害ペプチド）が、RETキナーゼ活性を抑制し、細胞のがん化を抑える

事を見出した（Takeda et al. 2020）。本研究は、ペプチドを用いたRETキナーゼ阻害法の有効性を

さらに確立し、新規分子標的療法の実現に近づけることを目的としている。

２．試料および実験方法

2.1　細胞、プラスミド、遺伝子導入

使用したペプチド発現ベクターの構造を図１に示す。

図1. 使用したペプチド発現ベクターの模式図（Takeda et al. 2020）
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さまざまなRETキナーゼを発現させた線維芽細胞NIH3T3細胞に、各ペプチド発現遺伝子を

Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific)を用いて遺伝子導入した。またRET-PTC1 V804M

を発現したNIH3T3細胞に、各ペプチド発現遺伝子を導入し、RETキナーゼとペプチドの恒常発現

細胞を作製した。

2.2　3次元培養

各細胞、1000個ずつPrimeSurfaceプレート96U（住友ベークライト）に播種した。

2.3　ウエスタンブロットは、以前に示した通りの方法で行った（Takeda et al. 2020）。

３．実験結果

3.1 RET変異の種類による効果の違い

c-RETの点突然変異は多発性内分泌腺腫症multiple endocrine neoplasia2A, 2B（MEN2A, 2B）の

原因となる。またRET遺伝子の転座はヒト甲状腺乳頭ガン (PTC) の患者でよく見られる。この転

座RET-PTC1は細胞外ドメインを欠損している。

これまでに使用した阻害ペプチドは、RET-PTC1キナーゼの活性を抑制でき、さらに既存の

ATP結合阻害剤が効きにくい遺伝子変異RET 、特にゲートキーパー変異を持つRET-PTC1 

V804Mに対しても、活性抑制に有効である結果を得ていた（Takeda et al. 2020）。

RET-PTC1 V804Mを発現した細胞の増殖に対する、阻害ペプチドの効果をさらに調べるため、

RET-PTC1 V804Mと阻害ペプチド遺伝子の恒常発現細胞を作製した。発現が十分得られた複数の

クローンで、コントロールペプチドであるHISを発現したものと比べて、阻害ペプチドを発現した

細胞で、RETの活性の指標である905Yのリン酸化（図2A）及びRET下流シグナルであるERKのリ

ン酸化が低下していた。これまで確認されていた一過性発現細胞と同様の効果が確認できた。その

結果、これらの細胞の増殖も抑制されていた。3次元培養では、全ての細胞でスフェロイドが形成

され、播種5日後に形成されたスフェロイドの直径は、コントロールと比べ阻害ペプチドを発現し

た細胞で小さかった（図2B）。

　MEN2A、2B変異RETに対する効果の検討では、ペプチド遺伝子を発現させた細胞ではコン

トロールに比べ、RET 905Yのリン酸化を抑制できたが、いずれも阻害ペプチド間には有意な差は

認められなかった。この時RET下流シグナルERKに関しても、いずれもリン酸化が抑えられてい

た。今回用いた阻害ペプチド間では、ERKのリン酸化抑制に対しては長いペプチドのほうが有効

である傾向が見られた。
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3.2 阻害ペプチド投与方法の検討

これまで阻害ペプチドは、発現ベクターを遺伝子導入する方法で細胞内に発現させ、その有効性

を検討してきた。今回発現ベクター遺伝子を使わず、市販タンパク質トランスフェクション試薬の

使用や、膜透過ペプチド作製などを行い、合成ペプチドを直接細胞内に投与する方法の検討を行っ

た。

試みた多くの方法で、阻害ペプチドによるRET活性が可能であることを示唆する有望な結果が

得られた。その一例を図3に示す。このウエスタンブロットの結果では、RET発現細胞に阻害ペプ4
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チドを12µg加えるとRET 905Yのリン酸化が抑制されたことが分かる。さらに今後研究を継続し、

最適な方法を検討していきたい。

４．まとめ

使用した阻害ペプチドは、既存のATP結合阻害剤に効きにくいゲートキーパー変異を持つRET-

PTC1 V804Mに対して有効であることが改めて確認できた。特に、3次元培養では、従来の単層培

養よりも生体に近い環境で、細胞増殖の低下が示された。

阻害ペプチドは検討したすべてのRET変異に対して有効であったが、変異体の種類ごとにどの

ような阻害ペプチドが有効であるのかに関しては、明らかな差異を認めず、さらなる解析が必要で

ある。

最後に、阻害ペプチドを細胞に直接投与する方法に関しては、まだ検討途中であるが、ペプチド

を細胞内に投与可能な方法の候補が得られた。今後研究を継続し、新規分子標的療法の実現に近づ

けていきたいと考えている。
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