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要旨 

チロシンキナーゼ型受容体（receptor tyrosine kinase; RTK）は 1回膜貫通型の受容体で

あり、細胞外にリガンドが結合することで細胞内のチロシンキナーゼが活性化され、生

存シグナルや増殖シグナルを伝える。がん細胞において、しばしば RTK の過剰発現や

変異が認められ、異常な増殖やアポトーシス抑制に繋がることが明らかとなっており、

近年、RTK を標的とした中和抗体やチロシンキナーゼ阻害剤の開発が進んでいる。我々

の研究室では、がん組織で慢性的に炎症反応が誘発されている点に着目し、炎症シグナ

ルを介したがんの悪性化機構の解明を目指して研究を進めている。これまでに、炎症性

サイトカイン tumor nucrosis factor-（TNF-）がRTKの一つである epidermal growth factor 

receptor（EGFR）の Thr-669・Ser-1046/7 リン酸化を誘導することを明らかにしてきた

（Nishimura et al., Mol. Cell. Biol., 2009）。これらのリン酸化はリガンドに依存せず、

EGFRのチロシンキナーゼ活性にも依存しない全く新しいシグナルであり、そのリン酸

化制御機構と生理機能の解析は EGFRの機能を理解するうえで重要だと考えられる。 

EGFR の Ser-1046/7 リン酸化は p38 が制御し、EGFR のエンドサイトーシス誘導に関

与していることを明らかにしているが、その詳細な分子機構は明らかになっていない。

EGFRのエンドサイトーシスは数多くのアダプター分子が制御しているため、本研究で

は TNF-によるアダプター分子の制御を検討することで、TNF-を介した EGFRのエン

ドサイトーシス機構の解明を試みた。その結果、Ser-1046/7 リン酸化と同様に p38がア

ダプター分子の一つである EGFR pathway substrate 15（Eps15）のリン酸化制御に関わる

ことを見出し、Eps15 と EGFR のエンドサイトーシスとの関連について検討した（第 1

章）。一方、EGFRの Thr-669リン酸化は ERKが直接制御することを明らかにしてきた

が、その機能についてはほとんどわかっていなかった。そこで、Thr-669リン酸化がEGFR

の活性化に及ぼす影響について検討し、Thr-669 リン酸化の生理機能の解明を目指した

（第 2章）。 

 上記の研究により、炎症シグナルが EGFRを制御することが明らかになったが、EGFR

以外の RTK にも Ser/Thr 残基が多数存在していることから、それらの残基が TNF-に

よって制御される可能性が考えられた。そこで、乳がんや神経膠腫などで過剰発現が報

告されている EPH receptor A2（EphA2）に注目し、TNF-を介した EphA2 のリン酸化

制御機構とその細胞浸潤能・運動能における役割ついて解析した（第 3章）。 

 

 



第 1章 p38を介した Eps15のリン酸化制御機構 

 Eps15は EGFRを含め、さまざまな受容体のエンドサイトーシスに関わるアダプター

分子であり、EGFR の場合には、モノユビキチン化を受けた活性型 EGFR、およびエン

ドサイトーシスを誘導する他のアダプター分子と結合する足場タンパク質として機能

する。HeLa 細胞に TNF-を作用させて得られた細胞抽出液を用いてリン酸化を検出す

る Phos-tag電気泳動を行ったところ、Eps15のシフトアップバンド、つまり Eps15のリ

ン酸化バンドが確認できた。そこで、質量分析計を用いてリン酸化部位の同定を試みた

結果、Ser-796がリン酸化されることがわかった。キナーゼ阻害剤や siRNAを用いてこ

のリン酸化の制御機構を検討したところ、興味深いことに EGFRの Ser-1046/7 リン酸化

と同様に p38 が Ser-796 をリン酸化していることがわかった。次に、EGFR のエンドサ

イトーシスにおける p38 を介した Ser-796 リン酸化の役割を調べるために、Eps15 およ

びその関連タンパク質のノックダウンを行ったが、TNF-による EGFRのエンドサイト

ーシスの抑制は認められず、Eps15が EGFRのエンドサイトーシスに関与する結果が得

られなかった。しかしながら、EGFR のエンドサイトーシスに必須なアダプター分子

AP-2が Ser-796の N末端側の Pro-768 付近に結合すること、また、モノユビキチン化さ

れた EGFRと結合する Ubiqutin interacting motifが Ser-796の C末端側に存在しているこ

とから、EGFRやアダプター分子との結合において Eps15が足場タンパクとして機能す

るには Ser-796 リン酸化に伴う構造変化が必要である可能性が考えられる。今後、p38

を介した Eps15 Ser-796リン酸化がエンドサイトーシスにどのように関わっているかを

詳細に解析する必要がある。 

 

第 2章 EGFRの Thrリン酸化による Tyr自己リン酸化の抑制機構 

 EGFRを過剰発現しているヒト乳がん細胞株MDA-MB-468を用いて、Tyr のリン酸化

と Thr のリン酸化の関係について検討した。この細胞株では、EGFRの過剰発現に伴い

Tyr 自己リン酸化が恒常的に誘導されている。そこにリガンドを作用させ、ERKの活性

化を誘導したところ、予想通り Thr-669がリン酸化された。この時、驚くべきことに、

一連の Tyr 残基の脱リン酸化が認められた。Thr-669 は EGFR の膜近傍ドメインに位置

しており、EGFR のホモ二量体形成に関わることが報告されている（Jura et al., Cell, 

2009）。二量体形成時には、2つの受容体はそれぞれリガンドを受け取る側の受容体（ア

クチベーター）と、アクチベーターによって活性化される受容体（レシーバー）として

非対称にホモ二量体化し、それぞれ異なる機能を持つ。そこで、アクチベーターまたは



レシーバーとしてのみ機能する変異体を作製し、HEK293 細胞に導入し検討を行ったと

ころ、レシーバー側の Thr-669のリン酸化が Tyr の自己リン酸化抑制に必須であること

を見出した。以上のことから、ERK を介するレシーバー側の Thr-669 のリン酸化は、二

量体の立体構造変化により EGFR の活性化抑制を誘導する負のフィードバック機構で

あることがわかった。 

 

第 3章 TNF-を介した EphA2のリン酸化制御機構 

 EphA2 は細胞接着に関わる RTK の一つであるが、腫瘍組織において過剰発現とその

リガンドの発現低下が認められており、キナーゼ非依存的な役割に注目が集まってい

る。近年、Miao らは神経膠腫細胞株において Aktを介した EphA2 Ser-897 のリン酸化が、

がん細胞の浸潤能・運動能の亢進に関与することを報告している（Cancer Cell, 2009）。

そこで、我々は炎症シグナルによって EphA2 のリン酸化が制御される可能性について

検討した。TNF-を HeLa 細胞に作用したところ、EphA2 Tyr リン酸化ではなく、Ser-897

リン酸化が強く誘導された。このリン酸化は PI3K 阻害剤 LY294002 では阻害されず、

MEK-ERK 阻害剤 U0126またはその下流のキナーゼ ribosomal S6 kinase（RSK）阻害剤

BI-D1870 で阻害された。がん転移を誘導することが知られている RSKには 4つのアイ

ソフォーム（RSK1、RSK2、RSK3 および RSK4）があるが、このうち siRNA を用いて

RSK1と RSK2をノックダウンした細胞において Ser-897リン酸化が完全に阻害された。

次に、もともと EphA2の発現が低い HEK293細胞に EphA2と RSK1を過剰発現させ、

RSK1 による EphA2 Ser-897リン酸化誘導を検討した。野生型の EphA2を単独で導入し

たところ、Tyr リン酸化が認められたが、Ser-897 リン酸化は認められなかった。そこに

RSK1 を共発現させたところ、Ser-897リン酸化が強く誘導され、また、キナーゼ活性の

ない EphA2 の導入時にも、野生型と同程度の Ser-897リン酸化が誘導された。逆に、共

発現させる RSK1 をキナーゼ活性のない変異体に置き換えたところ、Ser-897 リン酸化

が消失した。以上の結果から、Ser-897 リン酸化は EphA2 のチロシンキナーゼ活性に依

存せずに、活性化した RSK から誘導されることがわかった。そこで、RSKが直接 EphA2 

Ser-897 をリン酸化するかどうかを調べるために、組み換えタンパク質を用いて in vitro 

kinase assayを行ったところ、RSK1 および RSK2 が Ser-897 を直接リン酸化することが

わかった。RSK を介した Serリン酸化シグナルは HeLa 細胞のみならず、ヒト神経膠腫

細胞株やヒト肺がん細胞株などでも同様に認められ、さらに RSK の活性化を誘導する

EGFなどの刺激でも認められた。したがって、EphA2 Ser-897 リン酸化は RSK1および



RSK2 によって制御されることが明らかになった。 

次に、RSK を介した Ser-897 リン酸化の機能を調べるために、RSK および EphA2 

Ser-897 が恒常的にリン酸化を受けているヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231 を用いて、そ

の浸潤能・運動能について検討した。まず、invasion assayにて浸潤能を評価したところ、

RSK 阻害剤 BI-D1870 を作用させた MDA-MB-231 細胞では、浸潤能の低下が認められ

た。次に、wound healing assayにて運動能を評価した。剥離 48時間後の細胞を観察した

ところ、コントロール細胞では遊走が認められたが、RSK 阻害剤 BI-D1870 を作用させ

た細胞では遊走が認められず、著しい運動能の低下が認められた。また、EphA2、また

は RSK1 と RSK2 を siRNA を用いてノックダウンした時も同様の効果が認められた。

剥離 48時間後に遊走した MDA-MB-231 細胞に対して免疫蛍光染色を行ったところ、運

動の進行方向に向かって形成する仮足の一種であるラメリポディアに EphA2 および

Ser-897 のリン酸化が局在することがわかった。一方、RSK 阻害剤 BI-D1870 を作用さ

せたのちに剥離し、48 時間後に剥離部位の境界に位置する細胞に対して免疫蛍光染色

を行ったところ、EphA2 Ser-897リン酸化の抑制だけではなく、ラメリポディアの消失

とそれに伴う EphA2の局在変化が認められた。以上のことから、RSK1および RSK2 を

介する EphA2 Ser-897リン酸化は細胞の浸潤能・運動能を制御すると考えられた。 

 

 以上の結果より、炎症シグナルは RTKの Ser/Thr リン酸化を制御し、がんの悪性化に

重要な役割を果たすことが示唆された。RTK はチロシンキナーゼであるため先行研究

のほとんどは Tyr リン酸化にしか着目しておらず、Ser/Thr リン酸化に関する情報は極

めて少ない。本研究では EGFRと EphA2 の Ser/Thr リン酸化の重要性を示したが、他の

RTK の Ser/Thr残基についても同様に炎症シグナルの制御を受ける可能性があるため、

炎症シグナルを介した網羅的な RTK のリン酸化プロファイルの取得とその詳細な分子

機構の解明および機能解析が必須であると考えられる。これらの情報はがんの複雑なシ

グナルの全体像を明らかにするうえで重要であり、新たな分子標的治療戦略の構築に貢

献することが期待される。 
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序章 

 チロシンキナーゼ型受容体（receptor tyrosine kinase; RTK）は細胞膜に局在する１回膜貫

通型のチロシンキナーゼであり、ヒトでは 58 種類存在する。細胞増殖や生存、分化、代謝、

運動を制御し、組織や器官の発達、生理応答、造血、免疫応答など多岐にわたる生命現象

を調節するため、細胞内シグナルの中心的な役割を担っている[1-4]。RTKは共通した構造を

取っており、リガンド結合ドメイン、膜貫通ドメイン、膜近傍ドメイン、チロシンキナー

ゼドメイン、C 末端領域から構成されている（図 1-1）。リガンドが RTKのリガンド結合ド

メインに結合することで細胞外の構造変化が誘導されることによってホモ、またはヘテロ

二量体化、もしくは多量体化する。その結果、チロシンキナーゼ活性が誘導され、C 末端領

域のチロシン残基の自己リン酸化が誘導される。リン酸化されることによって様々なアダ

プタータンパク質を介して、下流の分子のリン酸化を誘導し、シグナルを伝える。正常細

胞では RTKのシグナルは秩序を保って制御されるが、がん細胞などでは無秩序に RTKのチ

ロシンキナーゼ活性が誘導され、細胞内や細胞間のシグナル伝達に混乱をきたすことが知

られている[5-8]。 

 

Y

Y

Y

Y

S

T

T

リガンド結合ドメイン

膜貫通ドメイン

膜近傍ドメイン

チロシンキナーゼ
ドメイン

RTK

C末端領域

pSer pThr pTyr

EGFR 25 13 16

HER2 18 12 12

HER3 12 3 14

HER4 2 4 20

LMR1 17 3 5

LMR2 22 7 5

LMR3 8 1 3

SuRTK106 2 2 3

CCK4/PTK7 3 1 2

RYK 2 5 0

RON 2 0 9

MET 13 9 14

MER 5 1 6

AXL 6 3 12

TYRO3/SKY 7 0 5

ROR1 1 0 5

ROR2 8 1 8

TRKA 0 0 7

TRKB 3 2 7

TRKC 4 0 7

MUSK 2 0 6

DDR1 3 2 10

DDR2 7 0 7

IRR 2 2 3

INSR 12 3 9

IGF-1R 9 2 9

ALK 2 6 13

LTK 1 0 3

ROS 3 3 12

pSer pThr pTyr

EphA1 5 4 3

EphA2 14 10 11

EphA3 2 3 8

EphA4 3 4 5

EphA5 7 5 5

EphA6 2 1 5

EphA7 1 3 7

EphA8 2 3 5

EphA10 1 0 1

EphB1 8 4 9

EphB2 5 7 13

EphB3 3 3 9

EphB4 9 5 8

EphB6 2 0 8

FGFR1 11 2 13

FGFR2 10 5 11

FGFR3 6 2 9

FGFR4 7 0 3

RET 6 1 17

FLT1 7 0 12

FLT4 (VEGFR3) 7 1 11

KDR (VEGFR2) 11 2 9

CSFR/FMS 6 2 11

FLT3 4 2 15

KIT 10 2 13

PDGFRa 17 2 18

PDGFRb 7 1 20

TIE1 0 2 7

TIE2 1 0 9
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HER3 12 3 14

HER4 2 4 20

LMR1 17 3 5

LMR2 22 7 5

LMR3 8 1 3

SuRTK106 2 2 3

CCK4/PTK7 3 1 2

RYK 2 5 0

RON 2 0 9

MET 13 9 14

MER 5 1 6

AXL 6 3 12

TYRO3/SKY 7 0 5

ROR1 1 0 5

ROR2 8 1 8

TRKA 0 0 7

TRKB 3 2 7

TRKC 4 0 7

MUSK 2 0 6

DDR1 3 2 10

DDR2 7 0 7

IRR 2 2 3

INSR 12 3 9

IGF-1R 9 2 9

ALK 2 6 13

LTK 1 0 3

ROS 3 3 12
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EphA1 5 4 3

EphA2 14 10 11

EphA3 2 3 8
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EphA5 7 5 5
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EphB4 9 5 8

EphB6 2 0 8

FGFR1 11 2 13

FGFR2 10 5 11

FGFR3 6 2 9

FGFR4 7 0 3

RET 6 1 17

FLT1 7 0 12

FLT4 (VEGFR3) 7 1 11

KDR (VEGFR2) 11 2 9

CSFR/FMS 6 2 11

FLT3 4 2 15

KIT 10 2 13

PDGFRa 17 2 18

PDGFRb 7 1 20

TIE1 0 2 7

TIE2 1 0 9

細胞内ドメイン内の
リン酸化部位数

Ser  :  375

Thr :  162

S+T :  537

Tyr  :  507

pSer pThr pTyr

EGFR 25 13 16

HER2 18 12 12

HER3 12 3 14

HER4 2 4 20

LMR1 17 3 5

LMR2 22 7 5

LMR3 8 1 3

SuRTK106 2 2 3

CCK4/PTK7 3 1 2

RYK 2 5 0

RON 2 0 9

MET 13 9 14

MER 5 1 6

AXL 6 3 12

TYRO3/SKY 7 0 5

ROR1 1 0 5

ROR2 8 1 8

TRKA 0 0 7

TRKB 3 2 7

TRKC 4 0 7

MUSK 2 0 6

DDR1 3 2 10

DDR2 7 0 7

IRR 2 2 3

INSR 12 3 9

IGF-1R 9 2 9

ALK 2 6 13

LTK 1 0 3

ROS 3 3 12

pSer pThr pTyr

EphA1 5 4 3

EphA2 14 10 11

EphA3 2 3 8

EphA4 3 4 5

EphA5 7 5 5

EphA6 2 1 5

EphA7 1 3 7

EphA8 2 3 5

EphA10 1 0 1

EphB1 8 4 9

EphB2 5 7 13

EphB3 3 3 9

EphB4 9 5 8

EphB6 2 0 8

FGFR1 11 2 13

FGFR2 10 5 11

FGFR3 6 2 9

FGFR4 7 0 3

RET 6 1 17

FLT1 7 0 12

FLT4 (VEGFR3) 7 1 11

KDR (VEGFR2) 11 2 9

CSFR/FMS 6 2 11

FLT3 4 2 15
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PDGFRa 17 2 18
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図1-1 RTKの細胞内ドメイン内のリン酸化部位数とRTKの構造
PhosphoSitePlusに登録されているヒトRTKの細胞内ドメイン内のSer、Thr、Tyr
リン酸化部位数を示しており、右下にヒトRTK58種類のリン酸化部位数の合計
を示した。右上には典型的なRTKの構造を示した。
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 RTK の中で最も研究が進んでいる分子は、上皮成長因子受容体（epidermal growth factor 

receptor; EGFR）である。この分子は細胞増殖や生存に関わることが知られているが、がん

細胞ではその過剰発現や遺伝子変異に伴うチロシンキナーゼ活性化が高頻度に起きており、

これによりがん細胞の異常な増殖や抗アポトーシスが誘導されることがわかってきた。そ

のため、EGFR をターゲットとした分子標的治療が進んでいる[9-10]。例えば非小細胞肺がん

の場合、EGFR チロシンキナーゼ阻害薬 geftinib が開発され、2002年に世界に先駆け、日本

で認可され、臨床応用されている[11-14]。 

 RTK の研究はチロシンキナーゼ活性制御を中心に行われてきたが、近年、興味深いこと

にチロシン残基ではなく、Ser/Thr 残基のリン酸化によってチロシンキナーゼ非依存的な新

しい RTK の機能があることがわかってきた。質量分析計の性能や測定技術の発展により、

RTK のリン酸化部位が多数同定されている。PhosphoSitePlus データベースに登録されてい

るヒト RTK58 種類の細胞内ドメインに存在するリン酸化部位数を合計すると、チロシンは

507 か所、Ser は 375 か所、Thr は 162 か所同定されている（図 1-1）[15]。Ser と Thr を合計

すると 537 か所となり、チロシンのリン酸化部位数よりも多いことがわかる。これまでの

研究はチロシン残基の解析を中心に行われてきたが、Ser/Thr 残基のリン酸化制御機構とそ

■血管新生の誘導

■EMTの誘導

■血管透過性の亢進

■増殖・生存シグナル

■DNA損傷の誘導

■BMDC動員

■サイトカイン産生

■細胞傷害活性

■Ｔリンパ球浸潤

■浸潤能の誘導

■前転移ニッチの形成

■ECMの分解

■MMP産生誘導

■ケモカイン産生

■がん悪液質誘導

■テロメラーゼ活性

TNF-a

図1-2 腫瘍内における炎症性サイトカインTNF-aの役割
間質細胞、またはがん細胞自身からTNF-aが分泌され、腫瘍内は慢性的に炎症反応が
誘発されている。TNF-aはサイトカインやケモカインの産生、DNA損傷の誘導、骨髄由

来樹状細胞（bone marrow-derived dendritic cell）の動員、Tリンパ球の浸潤、細胞障害
活性、テロメラーゼ活性、がん悪液質誘導、増殖・生存シグナル誘導、血管新生誘導、
血管透過性の亢進、マトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）産生誘導、細胞外基質（ECM
）の分解、浸潤能の誘導、上皮間葉転換（EMT）の誘導、前転移ニッチの形成に関わり、
がんの悪性化、浸潤、転移を誘導する。
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の生理機能の解明が RTK の全貌解明に重要であり、がん分子標的治療への基礎的な情報提

供が期待される。 

 一方、我々の研究室では炎症シグナルによ

るがんの悪性化に注目し、研究を行ってきた。

腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor-a; TNF-a）

は、もともと抗腫瘍活性の本体として同定さ

れたが、近年の研究によりがんの悪性化促進

因子として中心的な役割を果たすことが明

らかになってきた（図 1-2）[16-17]。腫瘍組織

では間質細胞やがん細胞自身から TNF-aが

産生されており、慢性炎症が誘発されている。

TNF-aはがん細胞の増殖・生存に関わるだけ

でなく、血管新生の誘導や細胞外基質の分解

を誘導することでがんの浸潤や転移にも関

わることが報告されている。また、上皮性の

がん細胞が転移するとき、上皮細胞は極性を

失い、間葉系細胞の性質を獲得することで運

動 能 が 亢 進 す る 上 皮 間 葉 転 換

（epithelial-mesenchymal transition; EMT）と呼

ばれる現象が起きている。Transforming growth factor-b (TGF-b)が EMT の誘導因子であるが、

TNF-aが EMT を促進させる因子であることが 2010 年に報告されている[18]。このように

TNF-aは抗腫瘍作用ではなく、むしろ悪性化誘導作用を持つことがわかってきた。 

 TNF-aは炎症シグナルで中心的な役割を果たす mitogen-activated protein kinase kinase 

kinase（MAP3K）の TGF-b-activated kinase 1（TAK1）にシグナルを伝える[19]。ノックアウ

トマウスを用いた解析によって、TAK1 は T 細胞や B 細胞の分化、マクロファージからの

サイトカイン産生、血管新生、破骨細胞の分化などの生体反応に重要であることが示唆さ

れている。がんにおいても TAK1 は重要な役割を果たしており、我々の研究室ではこれまで

にマウス大腸がん細胞 colon 26の肺転移を TAK1 が促進させることや TRAILによって誘導

されるアポトーシスを TAK1が抑制することなどを報告してきた[20-22]。TAK1 は下流の転写

因子 nuclear factor-B（NF-B）と mitogen-activated protein kinase（MAPK）にシグナルを伝

えることも明らかにしている（図 1-3）[19]。 

ERK p38 

TNF-a

TAB1 TAB2/3

IKKa IKKb

NEMO

NF-B IBa

PPP

UbUbUb UbUb

Ub

Ub

Ub

JNK

MEK

1/2

MKK

4/7

MKK

3/6

P P P

P P P

TAK1 

P Ub UbUb

図1-3 炎症シグナルの制御機構
炎症性サイトカインTNF-aはTAK1の活性化を
促す。活性化TAK1は転写因子NF-BとMAPK

のERK、JNK、p38にシグナルを伝える。
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 TAK1 ががんの悪性化を誘

導することから、TAK1 によっ

て制御される分子の探索を行

ったところ、意外なことに

EGFR が同定された。EGFR が

属している ErbB ファミリー

は EGFR、ErbB2、ErbB3、ErbB4

で構成されており、細胞の分

化や増殖を制御している（図

1-4）[23-25]。その構造は RTK

の基本構造と同様であるが、

ErbB3 はチロシンキナーゼ活

性を持たないことがわかって

いる。EGFRのリガンドはEGF

や heparin binding-EGF

（ HB-EGF ）、 TGF-a 、

amphiregulin など、ErB3 のリ

ガンドは heregulin（HRG）、

ErbB4 のリガンドは HRG、

HB-EGF などが知られている

が、ErbB2 にはリガンドが存

在しない。ErbB はリガンドの

結合によりホモまたはヘテロ

二量体化されるが、リガンド

の種類や二量体の構成因子の

違いにより活性の強さが異な

ることが知られている[26-27]。例えば、乳がんでは ErbB2と ErbB3のヘテロ二量体が ErbBフ

ァミリーの二量体の中で最もシグナル伝達強度が高いことが報告されている[28]。ErbB は二

量体形成によってチロシンキナーゼ活性が誘導され、C 末端領域の自己リン酸化が誘導され

ることで下流の MAPK 経路、Akt 経路、STAT3 経路にシグナルを伝える。EGFR のホモ二

量体の場合、EGFR の活性化により Tyr-1068 にアダプター分子 Grb2 が結合する。Grb2 は

pY pY
pY pY
pY pY
pY pY

TK TK

Ub Ub

pT pT

pY pY
pY pY
pY pY
pY pY

TK TK

Ub Ub

pT pTMAPK

AKT

STAT3

エンドサイトーシス

TK TK TK TK

ErbB1 ErbB2  ErbB3  ErbB4

EGF
TGF-a

AR
HB-EGF

BTC

HRG
HRG

HB-EGF
BTC

(EGFR)

図1-4 リガンドを介したErbBファミリーの制御機構
ErbBファミリーはErbB1（EGFR）、ErbB2、ErbB3、ErbB4で構成さ
れており、それぞれのリガンドを受容体の上に示した。ErbB2に
はリガンドはないが、恒常的にダイマーを形成しやすく、チロシ
ンキナーゼが活性化しやすい構造を取っている。ErbB3はチロ
シンキナーゼ活性がなく、それはEGFRやErbB2のチロシンキナ
ーゼドメインと比べると活性に必須なアミノ酸が置換されている
ためだと考えられている。リガンドがEGFRに結合すると細胞外
ドメインの構造変化が誘導され、ErbBファミリーはホモ、または
ヘテロダイマーを形成することで、チロシンキナーゼ活性が誘
導され、C末端領域に存在するチロシン残基の自己リン酸化が
誘導される。その結果、下流にMAPKシグナル、AKTシグナル、
STAT3シグナルを送る。また、活性化EGFRはモノユビキチン化
されることで、アダプター分子が認識し、他の分子をリクルート
することで、エンドサイトーシスが誘導される。最終的にはリソソ
ームに運ばれ、分解される。



- 5 - 

 

Rasグアニンヌクレオチド交換因子 Sosと結合し、活性化させることで Rasの活性化を誘導

する。Ras→MAP3K の Raf→mitogen-activated protein kinase kinase（MAP2K; MKK）の

MAPK-ERK kinase（MEK）→MAPKの extracellular-regulated kinase（ERK）の順にMAPKカ

スケードを活性化させる。MAPKは Ser/Thr プロテインキナーゼであり、MAP3K→MAP2K

→MAPKの順にシグナルを伝える[29-30]。MAPKには ERK、p38、c-Jun N-terminal kinase（JNK）

の 3つの経路があり、p38はMKK3/6、JNKはMKK4/7によってそれぞれ制御される。活性

化 EGFR は主に ERKにシグナルを伝え、p38や JNKへのシグナルは弱いことが知られてい

る。ERK は細胞増殖や生存、分化に関わるが、p38 や JNK は主に炎症性サイトカインや放

射線、浸透圧ストレス、熱ショックなどのストレスによって活性化され、細胞増殖や生存、

分化だけでなく、アポトーシスやサイトカイン産生にも関わることが報告されている[31]。 

我々はこれまでに炎

症シグナルが EGFR チ

ロシンキナーゼ活性に

依存せずに TAK1 を介

して EGFR Ser/Thrリン

酸化とそのエンドサイ

トーシスが誘導される

ことを見出している。

（図 1-5）[32-33]。炎症シ

グナルはTAK1を介し、

p38 と ERKの活性を誘

導する。活性化 p38 は

EGFR の C 末端領域に

位置する Ser-1046/7 残

基をリン酸化させる。この経路によって EGFR のエンドサイトーシスが誘導される。リガ

ンドを介した EGFR のエンドサイトーシスの場合、活性化 EGFR は最終的にリソソームで

分解され、EGFR を介したシグナルが終結する[23-25]。しかし、炎症性シグナルを介した EGFR

のエンドサイトーシスの場合、EGFR はリソソームに運ばれず、細胞膜上にリサイクルされ

る[32-33]。このように両シグナルでは EGFR 運命は異なることから、そのエンドサイトーシ

ス機構には違いが生じていることが考えている。一方、炎症シグナルによって活性化した

ERK は EGFR の膜近傍ドメインに位置する Thr-669 残基をリン酸化させる。リガンドによ

TAK1 

ERK 

p38 

TNF-a

Y

Y

Y Y

T

pS

Y

Y

Y

Y

T

pS

pT

pT

EGFR

Thr-669

Ser-1046/7

図1-5 炎症シグナルを介したEGFR Ser/Thrリン酸化制御機構
炎症性サイトカインTNF-aはTAK1の活性化を介し、MAPKのp38とERK

を活性化させる。p38はEGFRのC末端領域に存在するSer-1046/7のリ
ン酸化を、ERKはEGFRの膜近傍ドメインに存在するThr-669のリン酸
化を誘導する。この反応はEGFRのチロシンキナーゼ活性に依存しな
い。
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って誘導されるThr-669リン酸化はEGFRのチロシンキナーゼ活性の抑制に関わることが知

られている[34-35]。 

また、RTKには Ser/Thrリン酸化部位が多数存在していることから、EGFRだけではなく、

他の RTKの Ser/Thr リン酸化も炎症シグナルによって制御される可能性が考えられた。そこ

で、RTKの中で最大のファミリーの Eph ファミリーに属する EPH receptor A2（EphA2）に

ついて注目した。 

EphA2 は細胞間接着に関わる RTK の一つである[36-40]。

その構造は RTK の基本構造と同様であり、細胞外ドメイ

ンにはリガンド結合ドメイン、システインリッチドメイン、

フィブロネクチンタイプ IIIリピートを 2つ有する（図 1-6）。

C 末端領域には sterile a motif（SAM）ドメイン、PDZ（post 

synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large tumor 

suppressor (Dlg1), zonula occludens-1 protein (ZO-1)）ドメイ

ンが存在する。そのリガンド Ephrin A1は GPIアンカー型

のリガンドであり、細胞膜に結合している。そのため、

EphA2 は隣の細胞上に発現している Ephrin A1 と結合し、

二量体または多量体を形成し、チロシンキナーゼドメイン

の活性化および C 末端領域のチロシン残基の自己リン酸

化が誘導される（図 1-7）。受容体側から forwardシグナル

として FAKや Rho、Srcにシグナルを伝える。一方でリガ

ンド側から reverse シグナルとして Fyn にシグナルを伝え

る。正常な細胞において、EphA2のチロシンキナーゼ活性

を介してシグナルが伝わることで細胞間接着が制御され、

細胞の上皮性が維持される。近年、EphA2が乳がんやグリ

オーマをはじめ様々な上皮組織由来のがん、その中でも特

に悪性度の高いがん組織で高発現していることが報告さ

れており、その上、EphA2の発現量とがんの進行、悪性化

との間に相関関係があることも分かってきた[41-42]。また、

興味深いことに、EphA2 が過剰に発現しているがん組織に

おいて、そのリガンドである Ephrin A1 の発現低下が認め

られる。このことから、リガンドに結合していない EphA2

Y

Y
Y

リガンド結合ドメイン

キナーゼドメイン

膜近傍ドメイン

Cys-rich ドメイン

SAM ドメイン

膜貫通ドメイン

Fibronectin type III

repeats

EphA2

Ephrin A1

GPI 

PDZ ドメイン

図 1-6 EphA2 とそのリガンド
Epr in A1の構造
EphA2は細胞外ドメイン、膜貫通
ドメイン、細胞内ドメインで構成
されている。細胞外ドメインはリ
ガンド結合ドメイン、システインリ
ッチドメイン、2つのフィブロネク
チンタイプIIIリピートで構成され
ている。細胞内ドメインは膜近
傍ドメイン、チロシンキナーゼド
メイン、SAM（sterile a motif）ドメ

イン、PDZドメインで構成されて
いる。リガンドのEphrin A1はGPI
アンカー型リガンドであり、GPI
によって細胞膜上につなぎとめ
られている。
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ががんの悪性化を

誘導することが示

唆される。2009年、

Miao らは非常に

重要な報告をして 

いる[43]。EGFR な

どの RTK によっ

て Akt の活性化が

誘導されるが、こ

のAktが EphA2の

チロシンキナーゼ非依存的に

Ser-897 リン酸化を誘導し、このリ

ン酸化ががん細胞の遊走や浸潤を

亢進させることを見出している（図

1-8）[34]。Akt は細胞運動を調節す

る因子であることが知られており、

細胞の遊走能を亢進させるため、こ

の経路はがんの悪性化を理解する

うえで重要な報告だと言える。 

これまでに我々は炎症シグナル

を介した EGFR Ser/Thr リン酸化機

構について研究を行ってきた。p38

を介した EGFR Ser-1046/7リン酸化

が EGFR のエンドサイトーシスに

関わることを明らかにしてきたが、その詳細な分子機構については不明な点が残されてい

た。そこで、第 1 章では EGFR のエンドサイトーシスに関わるアダプター分子 Eps15 に着

目し、p38 を介した Eps15 の制御機構と生理機能について検討を行った。また、ERK を介

した EGFR Thr-669 リン酸化の機能については不明であったため、第 2章ではその生理機能

について検討を行った。第 3章では炎症シグナルによる EphA2 Ser/Thrリン酸化制御機構と

その機能解析を行った。 

  

Y

Y

Y

Forward signal

FAK

Rho

Src

Fyn

Reverse signal

EphA2Ephrin A1

Y

Y

Y

Y Y

Y Y

図1-7 リガンドEprin A1を介した EphA2のシグナル伝達
EphA2はリガンドEprin A1と結合することで二量体または多量体を形成し、チ
ロシンキナーゼドメインのリン酸化が誘導され、下流シグナルのFAKやRho、
Srcなどの活性化を誘導する。また、リガンド側からReverse signalとしてFyn
などの活性化を誘導する。

AKT

EphA2

TKTK

pS pS

Ser-897

EGF/FGF/

HGF/PDGF

pY

pY
pY
pY

遊走・浸潤

図1-8 リガンド依存的なEphA2 Ser-897リン酸化
成長因子EGFやFGF、HGF、PDGFが受容体と結合する
ことでチロシンキナーゼ活性が誘導され、AKTの活性化
が誘導される。活性化AKTは直接EphA2 Ser-897をリン
酸化する。この経路はがん細胞の遊走能、浸潤能の亢
進を促す。
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第 1章 p38を介した Eps15のリン酸化制御機構 

 

1.1節 序論 

EGFR のエンドサイトーシスに

は様々なアダプター分子が関与し

ていることが知られている[44-46]。

リガンドによって活性化された

EGFR はリン酸化修飾だけではな

く、EGFR の Tyr-1045 のリン酸化

によってリクルートされるユビキ

チンE3リガーゼCblによってモノ

ユビキチン修飾も受ける[38]。その

モ ノ ユ ビ キ チ ン を ubiquitin 

interacting motif (UIM)を有するア

ダプター 分子 EGFR pathway 

substrate 15 (Eps15) やEpsin 1が認

識する。また、エンドサイトーシ

スの初期段階ではクラスリン被覆小胞が形成されるが、その形成に必須な clathrin heavy 

chainは adaptor protein complex 2 (AP-2)を介して Eps15や Epsin 1と結合することが知られて

いる。これらの複合体が形成されることで被覆小胞が形成され、EGFR のエンドサイトーシ

スが誘導される（図 2-1）[47]。 

 これまでに我々はTNF-aを介した EGFRのエンドサイトーシスが p38を介した Ser-1046/7

に依存することを報告してきたが、その詳しい分子機構はまだ解明されていない。したが

って、本研究では EGFR のエンドサイトーシスに関わるアダプター分子 Eps15 に注目して

TNF-aを介した EGFR のエンドサイトーシスの詳細な制御機構の解明を目指した。 

 Eps15 は N 末端側にエンドサイトーシスと小胞輸送に関与することが知られている

Eps15-homology (EH)ドメインを 3つ有し、中心に coiled-coilドメイン、C末端側に UIMを

2 つ持つタンパク質である（図 2-3A）[48-49]。AP-2 は Eps15 のアミノ酸 666-737 に結合する

ことが知られており、この領域には DPF モチーフが存在することが知られている[50-53]。ま

た、EGFR に結合することで MAPK を活性化させるアダプタータンパク質 Grb2 が Pro-768

付近に結合することも報告されている[54]。したがって、Eps15は EGFR とアダプター分子の

ｐY

リガンド

Y849

リン酸化

EGFR

図2-1 リガンドによるEGFRエンドサイトーシスの初期段階
リガンドが結合し、活性化したEGFRはモノユビキチン修飾
を受け、それをEps15やEpsin 1が認識する。この時、活性
化EGFRはEps15 Tyr-849をリン酸化する。また、Eps15には
Clathrinと結合したAP-2が結合する。この複合体が形成さ
れることでChathrinは小胞を形成し、EGFRのエンドサイトー
シスを誘導する。
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足場タンパクとして機能し、エンドサイトーシスの誘導において重要な役割を担うことが

考えられる。Eps15 が制御するエンドサイトーシスは EGFR だけではなく、RTKのMet、鉄

イオン輸送に関わるトランスフェリン、細胞接着に関わるインテグリンb1 受容体など、さ

まざまな受容体のエンドサイトーシスに関与する[54-56]。また、細胞へのウイルスの侵入に

も Eps15が関わっている[57-59]。エンドサイトーシスは大まかに分けると Clathrinを介するエ

ンドサイトーシス（Clathrin mediated endocytosis; CME）と Clathrin を介さないエンドサイト

ーシス（Clathrin-independent endocytosis）があり、Eps15 は両方への関与が報告されている

が、主に CMEへの関与が強いとされており、実際に上に記載した受容体のエンドサイトー

シスやウイルスの侵入も典型的な CME 機構を介している。また、以前我々が報告している

炎症シグナルを介した EGFR のエンドサイトーシスも CME機構を介するため、Eps15がこ

の経路に関わることが強く示唆される[33]。 

Eps15はもともと EGFR の基質として同定されており、活性型 EGFR は Eps15 Tyr-849を

リン酸化し、EGFR のエンドサイトーシスを部分的に制御することが報告されている[51]。し

かし、炎症シグナルによる Eps15 の制御については報告がない。そこで、我々は炎症シグ

ナルを介した EGFR エンドサイトーシスへの Eps15 の関与について検討を行ったところ、

Eps15の新たなリン酸化部位の同定に成功し、その制御機構について解析した。 

  

 

1.2節 実験方法 

 

1.2-1 抗体および試薬 

 抗 phospho-Eps15（Ser-796） 抗体はヒトEps15合成リン酸化ペプチドNH2-RSINKLD[pS]DP 

FKLN-COOHを用いて免疫したウサギの血清から精製した。抗phospho-p38（Thr-180/Tyr-182）、

phospho-JNK（Thr-183/Tyr-185）、phospho-ERK（Thr-202/Tyr-204）、phospho-EGFR（Thr-669、

Ser-1046/7、Tyr-1068）抗体は Cell Signaling Technology社（Danvers、MA、USA）、抗 Eps15、

p38、ERK1、EGFR、TAK1、Epsin1、Green Fluorescent Protein（GFP）、Proliferating Cell Nuclear 

Antigen（PCNA）、a-Tubulin抗体は Santa Cruz Biotechnology社（Santa Cruz、CA、USA）、

抗 Eps15R 抗体は Abcam 社（Cambridge、 UK）、抗 EGFR モノクローナル抗体（LA-1）は

Millipore社（Billerica、MA、USA）からそれぞれ購入した。Fluorescein isothiocyanate（FITC）

結合型ウサギ抗マウス IgG 抗体、Cy3 ラベル型ヤギ抗マウス IgG 抗体はそれぞれ Dako

（Glostrup、Denmark）と GE healthcare社 （Little Chalfont、UK）から購入した。組み換え
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ヒト TNF-a、EGF、IL-1bは R&D systems 社（Minneapolis、MN、USA）、組み換え活性型ヒ

ト GST-p38aは Carna Biosciences 社（神戸、日本）からそれぞれ購入した。シスプラチン、

Phos-tagリガンド、Lys-C はWako Pure Chemical社（大阪、日本）から購入した。Trypsinは

Promega社（Madison、WI、USA）から購入した。SB203580、SP600125、U0126、PD153035

は Merck Biosciences 社（Darmstadt、Germany）から購入した。それぞれの化合物は Me2SO

に溶解させた。 

 

1.2-2 細胞培養 

 HeLa 細胞と HEK293 細胞は Dulbecco's modified Eagle’s medium（high-glucose condition）

（Life Technologies Corporation、CA、USA）+ 10% feral calf serum、100 units/ml penicillin（明

治製菓、東京、日本）、100 g/ml streptomycin（明治製菓、東京、日本）を用いて 37 ℃、5 % 

CO2において培養した。A549細胞は RPMI 1640 medium（Life Technologies Corporation）+ 10% 

feral calf serum、100 units/ml penicillin、100 g/ml streptomycin を用いて 37 ℃、5 % CO2にお

いて培養した。Eps15/Eps15R を安定的にノックダウンした HeLa 細胞（15/R）と

Epsin1/Eps15/Eps15R を安定的にノックダウンしたHeLa細胞（3KD）はDr. Pier Paolo Di Fiore

（IFOM、 Fondazione Istituto FIRC di Oncologia Molecolare、Milan、Italy)より供与を受けた[61]。 

 

1.2-3 nanoLC-MS/MS 解析 

 安定同位体ラベルした HeLa 細胞に Lysis buffer（20mM HEPES/NaOH（pH 7.4）、0.25 M 

sucrose、1.5 mM MgCl2、10 mM KCl、0.05% NP-40、phosphatase inhibitor mixrure 1、2、

phosphatase inhibitor mixrure（Sigma-Aldrich社、USA））を加え、ソニケーション後、上清に

solubilization buffer（0.1 M Tris-HCl（pH 9.0）、8 M urea、4% octylglycoside）を加えた。DTT

による還元処理、iodoacetamide によるアルキル化処理の後、Lys-C と Trypsin による消化を

行った。消化後のペプチドを脱塩し、HAMMOC 法にてリン酸化ペプチドの濃縮を行い、

nanoLC-MS/MS解析後、データベース検索を行った。 

 

1.2-4 プラスミド DNA導入 

 TAK1 発現プラスミド DNA と TAB1 発現プラスミド DNA は過去の論文に記載してある

[62-63]。GFP-Eps15発現プラスミド DNA は Dr. Alexandre Benmerah（INSERM U1016、Institut 

Cochin、Paris、France）より供与を受けた[64-65]。HeLa 細胞に対して Lipofectamine reagent（Life 

Technologies Corporation）を用いてトランスフェクションを行い、24 時間後に細胞の刺激を
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行った。 

 

1.2-5 RNA 干渉 

 Small interfering RNAs（siRNAs）は北海道システムサイエンス社（北海道、日本）または

Life Technologies Corporation より購入した。ターゲット配列は以下の通りである：

UGGCUUAUCUUACACUGGA（TAK1）、AGUAGUUCAGGACUACUUCUUGCUG（Eps15-1）、

GCCCAGCUCUCUCUGACACAGUUAU（Eps15-2）、UCAUGGACCCUUGCUGACGUCUUC 

AC（Epsin1）、TCACACAGGGTTCCTGACAGAATAT（ERK2）、GCAUUACAACCAGACAGU 

UGAUAUU（p38α）、CGUACGCGGAAUACUUCGA（firefly luciferase GL2）。HeLa 細胞に対

して Lipofectamine reagentを用いて 20-100 nM siRNA を導入し、72時間後に細胞の刺激を行

った。 

 

1.2-6 細胞抽出液の調整 

 全細胞抽出液はWhole cell extracts（WCE）buffer（25 mM HEPES pH7.7、0.3 M NaCl、1.5 

mM MgCl2、0.2 mM EDTA、0.1 % Triton X-100、20 mM b-glycerophosphate、1 mM sodium 

orthovanadate （Na3VO4）、1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF）、1 mM dithiothreitol

（DTT）、10 g/ml aprotinin、10 g/ml leupeptin）を用いて調製した。細胞を回収し、PBS で

洗浄を行った後、WCE bufferを加えた。ボルテックスした後、氷上で 10分静置した。その

後、4 ℃、14,000 rpmにおいて 10分間遠心を行い、上清を全細胞抽出液として回収した。 

 

1.2-7 ウエスタンブロット法 

 全細胞抽出液を等量の 2×SDS-PAGE sample buffer（25 mM Tris-HCl（pH 6.8）、5% glycerol、

1% Sodium Dodecyl Sulphate（SDS）、0.05% Bromophenol Blue）と混合し、95℃で 5分間熱処

理をした。サンプルを SDS-PAGE にて電気泳動でタンパク質を分離し、 Immobilon-P

（Millipore）へ転写し、メンブレンを 4℃でブロックエース(DSファーマバイオメディカル、

大阪、日本）処理を行った。その後、メンブレンを一次抗体と反応させ、引き続き、0.1% 

Tween20を含む PBS で洗浄し、二次抗体（Horseradish peroxidase （HRP）-conjugated anti-rabbit 

IgG、HRP conjugated anti-goat IgG、HRP conjugated anti-mouse IgG（Dako））を加え、反応さ

せた。同様に洗浄させた後、ECL（GE Healthcare）を用いて処理し、X 線フィルム（富士フ

ィルム、東京、日本）に感光した。なお、抗体の希釈には Can get signal （TOYOBO、大阪、

日本）または 0.1% Tween20を含む PBS を用いた。 
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1.2-8 免疫沈降法 

 WCE bufferを用いて調製した全細胞抽出液は等量の Dilution buffer（20 mM HEPES pH7.7、

2.5 mM MgCl2、0.1 mM EDTA、0.05 % Triton X-100、20 mM b-glycerophosphate、1 mM Na3VO4、

1 mM PMSF、1 mM DTT、10 g/ml aprotinin、10 g/ml leupeptin）を加えて希釈した。4℃、

14,000 rpmにおいて 10分間遠心した後、回収した上清に対して終濃度 1 g/mlの抗体を添

加し、ローテーターを用いて、4℃において 1.5時間撹拌した。その後、Dynabeads Protein G

（Life Technologies Corporation）を添加し、ローテーターを用いて、4℃において 1.5時間撹

拌した。撹拌後、wash buffer（WCE bufferと Dilution bufferの等量混合液）を用いて、3回

洗浄し、50 lの 1XSDS-PAGE sample buffer（2XSDS-PAGE sample bufferと wash bufferの等

量混合液）を用いて目的タンパクの溶出を行った。 

 

1.2-9 Zn
2+

-Phos-tag SDS PAGE 

 RIPA buffer（50 mM Tris–HCl（pH 7.4）、0.15 M NaCl, 0.25% sodium deoxycholate、1.0% NP-40、

1.0 mM EDTA、20 mM b-glycerophosphate、1 mM Na3VO4、1 mM PMSF、1 mM DTT、10 g/ml 

aprotinin、10 g/ml leupeptin）を用いて全細胞抽出液を調製した。抽出液は半量の SDS-PAGE 

sample buffer（195 mM Tris–HCl（pH 6.8）、3.0% SDS、15% 2-mercaptoethanol、30% glycerol、

0.10% bromphenol blue）と混合し、95℃で 5分間熱処理をした。Phos-tag リガンドと Zn(NO3)2

が加わったアクリルアミドゲルの組成は以下の通りである：4.84% acrylamide、0.16% 

bis-acrylamide、357 mM bis-Tris、50 M Phos-tag ligand、0.2 mM zinc nitrate、0.15% APS、TEMED

（分離ゲル）、3.87% acrylamide、0.13% bis-acrylamide、357 mM bis-Tris、0.25% APS、TEMED

（濃縮ゲル）。泳動バッファーは 100 mM Tris、100 mM MOPS、0.10% SDS、5.0 mM sodium 

bisulfiteを含む。泳動後、ゲルは 25 mM Tris、192 mM glycine、10% MeOH、1.0 mM EDTA

を含んだバッファーで 20 分 2 回洗浄し、一度 EDTA を含まないバッファーで洗浄の後、

Immobilon-P（Millipore）へ転写し、ウエスタンブロットと同様の操作を行った。 

 

1.2-10 In vitro kinase assay 

 HEK293細胞より免疫沈降した Eps15と組み換え活性型ヒトGST-p38aを 30 °C、30分間、

30l の 20 mM HEPES（pH 7.6）、20 mM MgCl2、0.2 mM ATP、2 mM DTT、20 mM 

b-glycerophosphate、0.1 mM Na3VO4を含むバッファーの中で反応させた。反応停止時に 30L

の 2×SDS-PAGE sample buffer（25 mM Tris-HCl（pH 6.8）、5% glycerol、1% SDS、0.05% 

Bromophenol Blue）と混合し、95℃で 5分間熱処理をした。 
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1.2-11  Mutagenesis 

 Eps15 S796A または S796D 点変異体は PrimeSTAR（タカラバイオ社、滋賀、日本）を用

いて、GFP-Eps15発現プラスミド DNA をテンプレートに作製した。プライマーの配列は以

下の通りである。S796A forward: 5’-TCAACAAATTGGATGCTCCTGATCCCTTT-3’、reverse: 

5’-AAAGGGATCAGGAGCATCCAATTTGTTGA-3’、S796D forward: 5’-TCAACAAATTGGAT 

GATCCTGATCCCTTTA-3’、 reverse: 5’-TAAAGGGATCAGGATCATCCAATTTGTTGA。 

 

1.2-12  免疫蛍光染色 

 カバーガラス（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA）に播種した細胞を 20分間

2% paraformaldehyde（Muto pure chemicals、東京、日本）を用いて固定し、その後 5分間 0.5% 

TritonX-100（Wako Pure Chemical Industries）を用いて透過させた。洗浄後、それぞれ抗 EGFR

モノクローナル抗体存在下で 2時間、Cy3 ラベル型ヤギ抗マウス IgG抗体存在下で 1時間反

応させた。洗浄後、DAPIを含む SlowFade Gold Antifade Reagent（Life Technologies Corporation）

で封入し、LSM700 共焦点レーザスキャン顕微鏡（Zeiss、Oberkochen、Germany）にて観察

を行った。 

 

1.2-13  FACS解析 

 細胞刺激後、2% paraformaldehyde を用いて 20分間固定し、洗浄後、それぞれ抗 EGFR モ

ノクローナル抗体存在下で 2時間、FITC 結合型ウサギ抗マウス IgG 抗体存在下で 1時間反

応させた。解析は FACS Calibur system（BD、Franklin Lakes、NJ、USA）を用いた。 

 

 

1.3節 実験結果・考察 

 

1.3.1  TNF-aまたは EGF刺激による Eps15の翻訳後修飾 

 HeLa 細胞に対して炎症性サイトカイン TNF-a刺激または EGFR リガンド EGF 刺激を行

い、細胞抽出液を取得し、電気泳動を行ったところ、両方の刺激によって Eps15 のバンド

シフトが認められた（図 2-2A）。バンドシフトは翻訳後修飾の指標になり、このことからリ

ガンドの EGFだけではなく、炎症シグナルも Eps15を制御することがわかった。次に TNF-a

による Eps15の翻訳後修飾の持続時間を調べるために、TNF-aの作用時間を変化させた。バ

ンドシフトは TNF-a刺激 10 分で誘導され、60分後には消失することが確認でき、このタイ
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ムコースは EGFR

のバンドシフトと

同様であった（図

2-2B）。また、この

バンドシフトは炎

症キナーゼ TAK1

の 阻 害 剤

5Z-7-oxozeanol（5Z）

を前処理すること

で抑制された（図

2-2C）。これらのこ

とから翻訳後修飾

はリン酸化である

ことが示唆された

ため、バンドシフ

トがリン酸化に依

存するものかどう

か調べるために、

リン酸化を検出す

る Zn
2+

-Phos-tag gel電気泳動を行った。Phos-tagはリン酸化を補足する分子であり、異なる

リン酸化状態のタンパク質を分離することができる[66-68]。EGF 刺激と同様に TNF-a刺激で

バンドのシフトアップが認められ、Eps15のリン酸化が TNF-aによって誘導されていること

が明らかになった（図 2-2D）。この時、EGF 刺激時のバンドパターンと TNF-a刺激時のバ

ンドパターンが異なることから、両者によって誘導されたリン酸化部位が異なること、ま

たバンドは複数本認められたことから、リン酸化される部位は一つではなく、複数あるこ

とが示唆された。以上の結果により、リガンドのみならず、炎症性サイトカインによって

Eps15のリン酸化が誘導されることがわかった。 

 

1.3.2  TNF-aによる Eps15 Ser-796 のリン酸化 

 Eps15 はその名前の通り、EGFR 経路に関わる分子であり、EGFR の基質として同定され

ている。活性型 EGFR によって Tyr-849 のリン酸化が誘導され、このリン酸化が部分的に

A B

D

Eps15

EGF TNF-a

- + - +

EGF TNF-a

Phos-tag

-
IB: Eps15

shifted

C

5Z--

- + +

Inhibitor :

TNF-a :

EGFR

Eps15

TNF-a (min) : 100 60

Eps15

EGFR

図2-2 TNF-a、リガンドを介したEps15リン酸化
（A）HeLa細胞に10 ng/mL EGFまたは20 ng/mL TNF-aを10分作用させた

後、細胞抽出液を調製し、抗Eps15抗体を用いたIBを行った。（B）HeLa細
胞に20 ng/mL TNF-aを0、10、60分作用させた後、細胞抽出液を調製し、

抗Eps15抗体、抗EGFR抗体を用いた IBを行った。（C）HeLa細胞に300 nM
TAK1阻害剤5Z-7-oxozeaenol（5Z）を30分処理した後、20 ng/mL TNF-a

を10分間作用させ、細胞抽出液を調製し、抗Eps15抗体、抗EGFR抗体を
用いた IBを行った。（D）HeLa細胞に10 ng/mL EGFまたは20 ng/mL TNF-
aを10分作用させた後、細胞抽出液を調製し、Phos-tag gelを用いて電気

泳動を行い、抗Eps15抗体を用いたIBを行った。
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EGFR のエンドサイトーシスに関わることが報告されている[60]。図 2-2で認められた Eps15

のリン酸化部位が Tyr-849 であるかどうか、質量分析計を用いて検討を行った。HeLa 細胞

に対して TNF-aを刺激した後、細胞抽出液を取得し、トリプシンで消化させ、リン酸化ペ

プチドを特異的に濃縮し、nanoLC-MS/MS にて解析したところ、Ser-796 リン酸化を含むリ

ン酸化ペプチド LD[pS]PDPFK が検出された（図 2-3A-C）。そこで、抗 Ser-796 リン酸化抗

体を作製し、HeLa 細胞の抽出液を用いてウエスタンブロットを行ったところ、TNF-aを作

用させたサンプルでのみバンドが検出された（図 2-3D endo）。また、HeLa 細胞に GFP-Eps15

発現プラスミド DNAを導入し、Eps15を過剰発現させた細胞の抽出液においても TNF-a刺

激でリン酸化バンドが認められた（図 2-3D GFP）。さらに、TAK1 とその活性化に必須なア

ダプター分子TAB1を過剰発現させた場合においてもEps15のリン酸化バンドが認められた

（図 2-3E）。次に、抗リン酸化抗体の特異性の検証を行うためにリン酸化ペプチド、または

非リン酸化ペプチド存在下でイムノブロットを行ったところ、非リン酸化ぺプチド存在下

ではリン酸化バンドは認められたが、リン酸化ペプチド存在下でリン酸化バンドの消失が

確認でき（図 2-3F）、また、siRNA を用いて Eps15をノックダウンするとリン酸化バンドは

認められなかったため（図 2-3G）、抗リン酸化抗体が Eps15 Ser-796 を特異的に検出するこ

とが確認できた。以上のことより、TNF-aを介して Eps15 Ser-796リン酸化が誘導されるこ

とが明らかになった。図 2-2D のバンドパターンから TNF-aによって誘導されるリン酸化部

位は一つでないと考えられるが、今回の検討では Ser-796を含んだリン酸化バンドのみが検

出された。今後、他のリン酸化部位についても同定する必要があると考えられる。また、

過去の報告においてリガンド刺激時には Eps15 Tyr-849リン酸化が誘導されることが明らか

になっているが、このリン酸化を含むペプチドが検出されなかったことから、TNF-aは

Tyr-849リン酸化を誘導しない可能性が考えられた。 

 

1.3.3 様々な刺激を介した Eps15 Ser-796のリン酸化 

 Eps15 Ser-796リン酸化の制御機構を調べるために、HeLa細胞に対しTNF-aをそれぞれ0、

1、2、3、4、5、10、20、60分作用させ、ウエスタンブロットを行った。Eps15リン酸化は

3 分から始まり、10 分でピーク、60 分で消失した（図 2-4A）。また、このタイムコースは

EGFR Ser-1046/7とそのリン酸化を誘導する p38リン酸化パターンとほぼ一致した。このこ

とから、Eps15リン酸化は EGFR Ser-1046/7 と同様に p38を介することが示唆された。そこ

で、p38のリン酸化を誘導することが知られている様々な刺激物を HeLa 細胞に作用させた。

EGFまたは高浸透圧ストレス（0.3M NaCl）によって、p38リン酸化および Eps15リン酸化 
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（A）Eps15の構造を示した。上に示したアミノ酸配列は同定されたリン酸化ペプチドの配列である。
EH, Eps15-homology domain; UIM, ubiquitin interacting motif. （B、C）安定同位体ラベルしたHeLa
細胞に20 ng/mL TNF-aを10分作用させた後、細胞抽出液を調製し、トリプシンによるタンパク質消

化、リン酸化ペプチド濃縮を行い、nanoLC-MS/MSにて解析を行い、データベース検索した。同定さ
れたリン酸化ペプチドの抽出イオンクロマトグラムは（B）に示し、MS/MSスペクトルは（C）に示した。
（D）HeLa細胞に対し、GFP-Eps15発現プラスミドDNAを導入し、24時間後に20 ng/mL TNF-aを10

分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗Eps15 Ser-796リン酸化抗体（抗pEps15抗体）、抗Eps15
抗体を用いてIBを行った。（D）HeLa細胞に対し、ヒトTAK1発現プラスミドDNAとヒトTAB1発現プラス
ミドDNAを導入し、24時間後に細胞抽出液を調製し、抗pEps15抗体、抗Eps15抗体、抗PCNA抗体を
用いた IBを行った。（F）HeLa細胞に20 ng/mL TNF-aを10分作用させた後、細胞抽出液を調製した

。抗pEps15抗体、抗Eps15抗体を用いて IBを行った。抗pEps15抗体を用いた IB時に、予め抗体と
pSer-796 Eps15リン酸化ペプチド（ RSINKLD[pS]PDPFKLN） 、または非リン酸化ぺプチド（
RSINKLDpSPDPFKLN）を30分作用させたのちにメンブレンと反応させた。（G）HeLa細胞にEps15に
対するsiRNAを導入し、Eps15をノックダウンさせ、72時間後に20 ng/mL TNF-aを10分作用させ、細

胞抽出液を調製し、抗Eps15 Ser-796リン酸化抗体（抗pEps15抗体）、抗Eps15抗体を用いてIBを行
った。
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の誘導が認められた（図 2-4B）。また、DNA 損傷を促すシスプラチンも p38 リン酸化およ

び Eps15リン酸化を誘導した（図 2-4C）。さらに、ヒト肺線がん細胞株 A549に対して TNF-a

と同じファミリーに属する炎症性サイトカイン IL-1bを作用させたところ、Eps15 リン酸化

が認められたことから（図 2-4D）、炎症シグナルを介した Eps15リン酸化は広く認められる

シグナルであることがわかった。以上の結果により、p38 が Eps15 Ser-796 リン酸化を誘導

することが示唆された。 
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図2-4 様々な刺激を介したEps15 Ser-796リン酸化
（A）HeLa細胞に20 ng/mL TNF-aを0、1、2、3、4、5、10、20、60分作用させた後、細胞抽出液を調

製し、抗pEps15抗体、抗Eps15抗体、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pSer-1046/7 EGFR抗体、抗EGFR
抗体、抗pERK抗体、抗pp38抗体、抗a-Tubulin抗体を用いたIBを行った。（B）HeLa細胞に10 ng/mL

EGFまたは0.3 M NaClを0、2、5、10、20、60分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pEps15抗体
、抗Eps15抗体、抗pERK抗体、抗pp38抗体、抗a-Tubulin抗体を用いた IBを行った。（C）HeLa細胞

に0.1 mMシスプラチン0、3、6時間作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pEps15抗体、抗Eps15抗
体、抗pERK抗体、抗ERK抗体、抗pp38抗体、抗p38抗体、抗a-Tubulin抗体を用いたIBを行った。（D
）A549細胞に20 ng/mL TNF-aまたは10 ng/mL IL-1bを10分作用させた後、細胞抽出液を調製し、
抗pEps15抗体、抗Eps15抗体、抗pERK抗体、抗pp38抗体、抗a-Tubulin抗体を用いた IBを行った。
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1.3.4 p38を介した Eps15 Ser-796 のリン酸化 

 Eps15のリン酸化制御機構を調べるために、HeLa細胞に対して TAK1 阻害剤 5Z、または

EGFR チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）PD153035（PD）を前処理した後に TNF-aま

たは EGF刺激を行った。EGF刺激の場合には TAK1 阻害剤 5Zではなく EGFR-TKI PDの処

理によって、一方で TNF-a刺激の場合には EGFR-TKI PD ではなく TAK1 阻害剤 5Zによっ

て MAPK および Eps15 リン酸化が抑制された（図 2-5A）。また、siRNA を用いて TAK1 を

ノックダウンしたところ、TNF-aを介した Eps15 リン酸化は抑制された（図 2-5B）。次に、

MAPK に対する阻害剤を前処理した。TNF-a刺激においても EGF 刺激においても p38 阻害

剤 SB203580（SB）で Eps15 リン酸化は阻害され、JNK 阻害剤 SP600125（SP）、MEK-ERK

阻害剤 U0126（U）では阻害されなかった（図 2-5C-D）。また、ERK2 ではなく、p38aのノ

ックダウンによって、Eps15 リン酸化が阻害された（図 2-5E）。p38 のコンセンサス配列は

pSer/Thr-Pro であり[69]、Eps15 のリン酸化も pSer-Pro であることから p38 が直接 Eps15のリ

ン酸化を触媒することが示唆された（図 2-5F）。そこで p38が直接 Eps15 をリン酸化するか

どうか調べるために、HEK293細胞から Eps15を免疫沈降にて取得し、大腸菌で精製した組

み換えキナーゼの活性型 GST-p38aと試験管内で反応させた。Eps15リン酸化は p38aとの反

応で誘導され、p38 阻害剤 SB の前処理によって誘導が阻害された（図 2-5G）。以上のこと

から、Eps15 Ser-796 は p38によって直接リン酸化されることが明らかになった。 

 

1.3.5 EGFR のエンドサイトーシスへの Eps15 の関与 

 TNF-aを介した EGFRの Ser-1046/7リン酸化およびそのエンドサイトーシスは p38に依存

していることをこれまでに明らかにしている[32-33]。また、Eps15 Ser-796 リン酸化も p38 に

依存している。これらのことから Eps15 Ser-796は TNF-aを介した EGFR のエンドサイトー

シスに関わることが示唆された。そこで、HeLa細胞に野生型GFP-Eps15（WT）、またはSer-796

を Ala に置換した非リン酸化変異体 GFP-Eps15（SA）、Ser-796 を Asp に置換したリン酸化

模倣変異体（SD）を導入し、TNF-aを介した EGFR のエンドサイトーシスが誘導されるか

どうか検討した。まず、ウエスタンブロットにより GFP-Eps15 の導入を確認した。いずれ

の変異体も同程度導入されていることが確認でき、さらに TNF-a刺激によって WT でのみ

Ser-796 リン酸化の誘導が確認できた（図 2-6A）。次に導入細胞を免疫蛍光染色し、共焦点

レーザ顕微鏡にて EGFRのエンドサイトーシスを観察した（図 2-6B）。GFP-Eps15を導入し

ていない細胞（矢印で示されていない細胞）においても、導入した細胞（矢印で示された

細胞）においても、TNF-a無刺激時には EGFR のエンドサイトーシスが認められなかった。 
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図2-5 p38介したEps15 Ser-796リン酸化
（A）HeLa細胞に300 nM TAK1阻害剤5Zまたは1 M EGFRチロシンキナーゼ阻害剤PD153035（PD）を30分間前処理
し、10 ng/mL EGFまたは20 ng/mL TNF-aを10分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pEps15抗体、抗Eps15抗
体、抗pp38抗体、抗pERK抗体、抗pJNK抗体、抗a-Tubulin抗体を用いたIBを行った。（B）HeLa細胞にTAK1に対す
るsiRNAを用いてTAK1をノックダウンさせ、72時間後に20 ng/mL TNF-aを10分作用させ、細胞抽出液を調製し、抗
pEps15抗体、抗Eps15抗体、抗TAK1抗体、抗a-Tubulin抗体を用いた IBを行った。（C、D）HeLa細胞に10 M p38阻
害剤SB203580（SB）、10 M JNK阻害剤SP600125（SP）、5 M ERK経路の阻害剤U0126（U）を30分間前処理し、20
ng/mL TNF-a（C）または10 ng/mL EGF（D）を10分作用させ、細胞抽出液を調製し、抗pEps15抗体、抗Eps15抗体、
抗pThr-669 EGFR抗体、抗pSer-1046/7 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗EGFR抗体、抗a-Tubulin抗体を
用いた IBを行った。（E）HeLa細胞にp38aまたはERK2に対するsiRNAを用いてそれぞれp38a 、ERK2をノックダウンさ
せ、72時間後に20 ng/mL TNF-aを10分作用させ、細胞抽出液を調製し、抗pEps15抗体、抗Eps15抗体、抗p38抗体
、抗ERK抗体、抗a-Tubulin抗体を用いたIBを行った。 （F）p38aの基質シークエンスロゴとEsp15 Ser-796周辺のアミ

ノ酸配列を示した。 （G）免疫沈降によりHEK293細胞から内在性Eps15を取得し、大腸菌から精製したヒト活性型組
み換えp38aタンパク質と30℃にて30分間反応させた。p38阻害剤SBは予めキナーゼと30分間反応させた後にEps15

と反応させた。反応後、抗pEps15抗体、抗Eps15抗体、抗pp38抗体、抗p38抗体を用いたIBを行った。
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TNF-a刺激時、非導入細胞

では、核周辺に EGFR の局

在が認められたことから

EGFR のエンドサイトー

シスが観察された。WT 導

入細胞について検討を行

ったところ、非導入細胞と

同様にエンドサイトーシ

スが認められ、また SA、

SD 導入細胞においてもエ

ンドサイトーシスが認め

られ、現在までのところ

Eps15 Ser-796 リン酸化が

EGFR のエンドサイトー

シスに関与するデータは

得られなかった。 

次に、Eps15のノックダ

ウンを行い、炎症シグナル

を介した EGFR のエンド

サイトーシスへの Eps15

の関与について検討した。

siRNA を用いて Eps15、

Eps15 関連タンパク質で

ある Epsin1 を一過的にノ

ックダウンし（図 2-6C）、

フローサイトメーターを

用いて細胞表面上に存在する EGFR の発現量を検出した（図 2-6D）。EGFR がエンドサイト

ーシスすると、細胞表面上に発現する EGFR が減少するため、ピークが左側にシフトする。

実際にコントロール細胞である siLuc群では TNF-a未刺激時のピーク（緑）と比べ、TNF-a

刺激時のピーク（水色）は左側にシフトしており、EGFR のエンドサイトーシス誘導が検出

できた。次に、Eps15、Epsin1単独ノックダウン時の結果を見ると、いずれも緑のピークが 
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図2-6 TNF-a介したEGFRエンドサイトーシスとEps15 Ser-796リン

酸化の関与
（A）HeLa細胞に対し、GFP-Eps15発現プラスミドDNA（WT）、または
Ser-796残基をAlaに置換した変異体（SA）、Ser-796残基をAspに置
換した変異体（SD）を導入し、24時間後に20 ng/mL TNF-aを10分

作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pEps15抗体、抗Eps15抗体
、抗a-Tubulin抗体を用いてIBを行った。（B）（A）と同じ条件の細胞

に対し、固定、透過の後、抗EGFR抗体を用いて免疫蛍光染色した
。GFP-Eps15導入細胞を矢印で示した。
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図2-6 TNF-a介したEGFRエンドサイトーシスとEps15 Ser-796リン酸化の関与（続き）

（C）HeLa細胞にEpsin 1、またはEps15、または両遺伝子を同時にsiRNAを用いてノックダウンさせ、
72時間後に細胞抽出液を調製し、抗Epsin 1抗体、抗Eps15抗体、抗a-Tubulin抗体を用いてIBを行

った。（D）（C）と同じ条件の細胞に対し、抗EGFR抗体を用いて細胞表面に存在するEGFRを染色し
、FACS解析を行った。緑はTNF-a刺激なしの場合、水色は刺激を10分行った際の細胞表面上に

存在するEGFRを示している。（ E） Eps15/Eps15R安定ノックダウン HeLa細胞（ 15/R） 、 Epsin
1/Eps15/Eps15R安定ノックダウンHeLa細胞（3KD）から細胞抽出液を調製し、抗Eps15抗体、抗
Eps15R抗体、抗Epsin 1抗体、抗PCNA抗体を用いてIBを行った。（F）（E）と同じ条件の細胞に対し、
抗EGFR抗体を用いて細胞表面に存在するEGFRを染色し、FACS解析を行った。緑はTNF-a刺激な

しの場合、ピンク色は刺激を10分行った際の細胞表面上に存在するEGFRを示している。
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水色のピークと比べ左側にシフトすることがわかり、EGFR のエンドサイトーシス阻害が確

認されなかった。Eps15と Epsin1はお互いの機能を補い合っていることが考えられるため、

Eps15 と Epsin1 のダブルノックダウンを行ったところ、コントロール細胞と同様に EGFR

のエンドサイトーシスが認められた。また、Eps15、Eps15の関連タンパク質である Eps15R、

Epsin1 を安定的にノックダウンした Eps15/Eps15R (15/R)細胞、Epsin1/Eps15/Eps15R (3KD)

細胞を用いて、同様にフローサイトメーターで細胞表面上に存在する EGFR の発現量を検

出した（図 2-6F）。これらの細胞における Eps15、Eps15R 、Epsin1 のノックダウン効率は

図 2-6Eに示した。いずれの細胞においても図 2-6Dの結果と同様に、TNF-a刺激による EGFR

のエンドサイトーシスが認められた。これらの結果から、Eps15およびその関連タンパク質

Eps15R、Epsin1 は TNF-aを介した EGFR のエンドサイトーシスへの関与は低いことがわか

った。2012年、Pazziらは Eps15ノックアウトマウス由来の繊維芽細胞を用いてリガンドに

よる EGFR のエンドサイトーシスを検討している[70]。Eps15ノックアウトマウス由来のマウ

ス胎児線維芽細胞において、リガンドを介した EGFR のエンドサイトーシスが正常に起こ

ることを報告している。さらに近年、p38を介した EGFR のエンドサイトーシスにおけるア

ダプター分子の制御について報告されており、この報告においても Eps15 とエンドサイト

ーシスの関与が認められなかった[71]。これらの結果により、リガンド、TNF-a、いずれを作

用させた場合でも EGFRのエンドサイトーシスへの Eps15の関与が低いことが考えられる。 

EGFR リガンド刺激時、Eps15に AP-2や Grb2が結合することが知られており、Eps15は

アダプター分子と EGFR の足場タンパク質として機能している。Eps15 Ser-796 リン酸化部

位はアダプター分子の結合部位と EGFR の結合部位の間に存在するため、Eps15 Ser-796 リ

ン酸化によるタンパク構造変化は複合体の安定性に関わる可能性があり、更なる検討が必

要である。また、Eps15 は EGFR 以外の受容体のエンドサイトーシスにも関与している。p38

は AMPA 受容体や Platelet-activating factor（PAF）受容体、オピオイド受容体などのエンド

サイトーシスの誘導を制御する[72-74]。Ser-796 リン酸化は p38 の制御を受けるため、これら

の受容体のエンドサイトーシスにおける Eps15、そしてその Ser-796 リン酸化の関与につい

ても検討する必要がある。さらに、近年、エンドサイトーシス以外にも Eps15 はオートフ

ァジーの誘導時に認められる gap junctionの分解に関わる分子 connexin 43 に結合し、オート

ファジーを誘導すること、また、ノックアウトマウスを用いた解析により Eps15 が B 細胞

の分化に関わることが報告されている[70, 75-76]。Eps15 Ser-796リン酸化がこれらの機能に関

与するかどうか調べていく必要がある。 

今回、我々は p38が Eps15 Ser-796をリン酸化することを見出したが、その機能について
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は明らかにすることができなった。このリン酸化部位は Eps15 の機能を知る上で重要な情

報であることが考えられることから、今後の検討が期待される。 
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第 2章 EGFRの Thrリン酸化による Tyr自己リン酸化の抑制機構 

 

2.1節 序論 

 我々はこれまでに炎症シグナルによって活性化された ERK が EGFR の Thr-669 リン酸化

を誘導することを報告している[32]。しかし、その機能については明らかになっていなかっ

た。そこで、ERKを介した EGFR の Thrリン酸化の生理機能について検討を行った。 

 2009 年、2 つのグループがリガンド結合時の EGFR の X 線結晶構造解析を行い、ダイ

マー形成時の細胞内ドメインの構造を明らかにした（図 3-1）[77-78]。ダイマー化している受

容体はリガンドが結合する側の受容体（以下、アクチベーターと呼ぶ）と、その活性を受

け取る側の受容体（以下、レシーバーと呼ぶ）の 2 種類で構成されており、それぞれが別

の役割を果たすことが示唆されている。リガンドが EGFR に結合すると、EGFR の構造変化

が起こり、EGFR の片方がアクチベーターとして、もう片方がレシーバーとして非対称にダ 

Brewer MR et al., Mol Cell, 34: 641-651,2009

Jura N et al. Cell, 137: 1293-1307, 2009

図3-1 非対称性EGFRホモダイマー構造
EGFRにリガンドが結合すると、非対称性ダイマーを形成して、C末端領域のチロシン自己リン酸化が誘導さ
れる。非対称性ダイマーにおいて、レシーバー側のThr-669を含む膜近傍ドメインはアクチベーター側のチ
ロシンキナーゼと結合し、チロシンキナーゼドメインの構造を安定性化させる。
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イマー形成される。チロシンキナーゼドメインは N-lobe と C-lobe で構成されており、二

つの lobeの間のくぼみに ATP が結合することで活性化状態になる。ダイマー形成時、レシ

ーバー側の膜近傍ドメインはアクチベーター側のチロシンキナーゼドメインの C-lobe とフ

ァンデルワールス力によって結合する。この結合によりEGFRのダイマーは安定化し、EGFR

が活性化状態になる。このようにレシーバー側の膜近傍ドメインの構造は EGFR の活性化

に非常に重要であると分かった。また、彼らは膜近傍ドメインに存在する Thr-669に注目し、

Thr-669 残基を非リン酸化体にするために Ala に置換させた変異体（TA）、またはリン酸化

模倣体にするために Aspに置換させた変異体（TD）を導入した組み換え型 EGFR を細胞に

導入させたところ、TA では野生型と同様にチロシンのリン酸化が誘導されたが、TD では

チロシンのリン酸化の誘導が阻害されていた。このことから、Thr-669 のリン酸化は EGFR

の構造の不安定性を誘導することで EGFR チロシンリン酸化の阻害に寄与することが証明

された。Thr-669 リン酸化は 1990 年代から EGFR 活性化の抑制に関わると報告されていた

が[34-35]、その機構は長い間不明であり、この論文はその謎をひも解く重要な研究だと言え

る[77-78]。 

 しかしながら、上記の研究はプラスミド DNA による過剰発現系での証明であり、生理的

な条件においても同様のことが起こるかどうか不明であった。また、非対称性ダイマーの

どちら側の Thr-669 が重要であるかについてもわかっていない。そこで、本研究では EGFR

の過剰発現とそれに伴う恒常的な EGFR チロシンリン酸化が誘導されているヒト乳がん細

胞株MDA-MB-468 細胞を用いて、ERKを介した Thr-669リン酸化が恒常的な EGFR チロシ

ンリン酸化に及ぼす影響について検討した。 

 

 

2.2節 実験方法 

 

2.2-1 抗体および試薬 

 抗 phospho-p38 （ Thr-180/Tyr-182）、 phospho-JNK（ Thr-183/Tyr-185）、 phospho-ERK

（Thr-202/Tyr-204）、phospho-EGFR（Thr-669、Ser-1046/7、Tyr-845、Tyr-974、Tyr-992、Tyr-1045、

Tyr-1068、Tyr-1173）、phospho-MET（Tyr-1234/5）、phospho-ErbB3（Tyr-1289）抗体は Cell 

Signaling Technology 社（Danvers、MA、USA）、p38、ERK1、JNK、EGFR、ErbB3、Actin、

a-Tubulin抗体は Santa Cruz Biotechnology社（Santa Cruz、CA、USA）、抗 EGFR モノクロー

ナル抗体（LA-1）は Millipore社（Billerica、MA、USA）、Fluorescein isothiocyanate（FITC）
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結合型ウサギ抗マウス IgG 抗体 Dako（Glostrup、Denmark）からそれぞれ購入した。組み換

えヒト TNF-a、EGF、heregulin（HRG）は R&D systems 社（Minneapolis、MN、USA）、HGF

は Pepro Tech（Rocky Hill、NJ、USA）からそれぞれ購入した。SB203580、U0126、PD153035

は Merck Biosciences社（Darmstadt、Germany）、Geftinibは Cayman Chemical（Ann Arbor、

MI、USA）TPA はWako Pure Chemical社（大阪、日本）からそれぞれ購入した。それぞれ

の化合物はMe2SOに溶解させた。 

 

2.2-2 細胞培養 

 HEK293 細胞は Dulbecco's modified Eagle’s medium （high-glucose condition）（Life 

Technologies Corporation、CA、USA）+ 10% feral calf serum、100 units/ml penicillin（明治製

菓、東京、日本）、100 g/ml streptomycin（明治製菓、東京、日本）を用いて、MDA-MB-468

細胞は Dulbecco's modified Eagle’s medium （high-glucose condition）+ 2 mM L-glutamine（Life 

Technologies Corporation）、10% feral calf serum、100 units/ml penicillin、100 g/ml streptomycin

を用いて、PC-9細胞は RPMI 1640 medium（Life Technologies Corporation） + 2 mM L-glutamine、

10% feral calf serum、100 units/ml penicillin、100 g/ml streptomycinを用いて 37 ℃、5 % CO2

において培養した。 

 

2.2-3 プラスミド DNA導入 

 ヒト EGFR プラスミド DNA は過去の論文に記載してある[32]。ヒト ErbB3 cDNA は HeLa

細胞から RT-PCRによって増幅し、pcDNA3.1ベクターに組み込んだ。変異体は Quick-Change 

site-directed mutagenesis kit（Agilent、La Jolla、CA、USA）、または PrimeSTAR HS Polyymerase

（Takara-Bio、滋賀、日本）を用いて作製した。プライマーの配列は主論文２を参照。HEK293

細胞に対して Lipofectamine 2000（Life Technologies Corporation、CA、USA）を用いてトラ

ンスフェクションを行った。安定発現株は G418（Wako Pure Chemical社）を用いてセレク

ションし、G418を含む培地で培養した。 

 

2.2-4 細胞抽出液の調整 

 1.2-6に準ずる。 

 

2.2-5 ウエスタンブロット法 

 1.2-7に準ずる。 
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2.2-6  FACS解析 

 1.2-13に準ずる。 

 

 

2.3節 実験結果・考察 

 

2.3.1  MDA-MB-468 細胞における EGFR Ser-1046/7・Thr-669リン酸化 

 本研究ではヒト乳がん細胞株 MDA-MB-468 細胞を用いた。この細胞では EGFR の過剰発

現が認められ、恒常的な EGFR のチロシンのリン酸化が誘導されている。まず、この細胞

において以前報告しているように[32]、TNF-aを介する EGFR Ser-1046/7・Thr-669リン酸化が

誘導されるかどうか、また、そのリン酸化がそれぞれ p38、ERK によって制御されるかど

うかについてキナーゼ阻害剤を用いて検討した。その結果、HeLa 細胞と同じタイムコース

で Ser-1046/7・Thr-669 リン酸化が認められ（図 3-2A）、また、Ser-1046/7・Thr-669リン酸化

がそれぞれ p38 阻害剤 SB、 ERK 経路の阻害剤 U で阻害されたことから（図 3-2B）、過去

に示した HeLa 細胞と同様に制御されることがわかった。 

 次に、EGFR リガンド EGFを MDA-MB-468 細胞に作用させ、リガンドによる EGFR のシ

グナル伝達について検討した（図 3-2A）。EGF を作用させたところ、ERK の強いリン酸化

A B C

図3-2 MDA-MB-468細胞におけるEGFR Ser/Thrリン酸化制御
（A）MDA-MB-468細胞に対し、20 ng/mL TNF-aまたは10 ng/mL EGFをそれぞれ図に示す時間作用させた後、

細胞抽出液を調製し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pSer-1046/7 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗EGFR
抗体、抗pERK抗体、抗ERK抗体、抗pp38抗体、抗p38抗体、抗pJNK抗体、抗JNK抗体、抗b-Actin抗体を用い
たIBを行った。（B）MDA-MB-468細胞に対し、5 M ERK経路の阻害剤Uまたは10 M p38阻害剤SBを30分間前
処理し、20 ng/mL TNF-aを10分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pSer-1046/7
EGFR抗体、抗EGFR抗体、抗b-Actin抗体を用いたIBを行った。（C）MDA-MB-468細胞に対し、10 M EGFR-
TKI geftinib (GE)または10 M EGFR-TKI PD153035（PD）、10 M p38阻害剤SB、5 M ERK経路の阻害剤Uを

30分間前処理し、10 ng/mL EGFまたは10 ng/mL HRGを10分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pThr-669
EGFR抗体、抗pSer-1046/7 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗EGFR抗体、抗pErbB3抗体、抗ErbB3抗体
、抗b-Actin抗体を用いたIBを行った。
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が誘導され、それに伴う Thr-669 リン酸化が検出された。しかし、p38 のリン酸化誘導は

TNF-a作用時と比べると弱く、Ser-1046/7リン酸化誘導も弱いことが確認できた。この細胞

には ErbB3 の発現も認められることから、ErbB3リガンドである HRG を作用させた場合に

おいても EGFR リガンドと同様のシグナル伝達が起きるかどうか検討した結果、EGFR リガ

ンド作用時と同様に、EGFR Ser-1046/7 ・Thr-669リン酸化と ErbB3チロシンリン酸化が認

められた（図 3-2C）。次に、HRG によって誘導される Ser-1046/7・Thr-669 リン酸化の制御

機構を調べるために、キナーゼ阻害剤を前処理したところ、p38 阻害剤 SB によって

Ser-1046/7 リン酸化が、ERK 経路の阻害剤 U によって Thr-669 リン酸化が阻害された（図

3-2C）。このことから、HRG によって誘導される EGFR Ser-1046/7・Thr-669リン酸化も EGFR

リガンド作用時と同様にそれぞれ p38 と ERK を介していることがわかった。さらに HRG

刺激において、EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 geftinib（GE）の前処理によって Ser-1046/7・

Thr-669 リン酸化両方が阻害されたため、ErbB3 は EGFR とダイマーを形成することで下流

にシグナルを送ることがわかった。 

 以上のことから、MDA-MB-468 細胞では HeLa 細胞と同様に p38、ERK から EGFR 

Ser-1046/7・Thr-669 リン酸化がそれぞれ誘導されることが確認できた。 

 

2.3.2  EGFR リガンドを介した EGFR のチロシンのリン酸化抑制 

 図 3-2A、C により、MDA-MB-468細胞では EGFR Tyr-1068リン酸化がリガンドに依存せ

ずに恒常的に強く誘導され、このリン酸化が EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 GEによって阻

害されることが確認できた。興味深いことに、TNF-a刺激、EGF 刺激、HRG 刺激のいずれ

においても EGFR Ser-1046/7・Thr-669リン酸化の誘導により、EGFR Tyr-1068リン酸化抑制

が認められた。このチロシンリン酸化抑制が Tyr-1068 残基特異的であるかどうか調べるた

め、845、974、1045、1175 番目のチロシン残基についても検討を行った。EGF を 1 分から

10 分までMDA-MB-468細胞に刺激したところ、Ser-1046/7・Thr-669 リン酸化は誘導される

のに対し、この 5つの恒常的なチロシンリン酸化は全て刺激 3分から抑制され、5分では完

全に消失した（図 3-3A）。HRG 刺激の場合でも同様に、ErbB3 チロシンリン酸化誘導に伴

い、EGFR Ser-1046/7・Thr-669リン酸化誘導と Tyr-1068リン酸化抑制が認められた（図 3-3B）。

また、EGF、HGF を長時間作用させたときのチロシンリン酸化について検討を行った。興

味深いことに、HeLa 細胞とは異なり、MDA-MB-468 細胞では EGF を 120 分作用させても

EGFR の分解が認められなかった。HRG の長時間刺激において EGFR Ser-1046/7・Thr-669

リン酸化が減弱しており、この時、一連のチロシンリン酸化抑制も解除された（図 3-3C）。
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以上のことから、恒常的に EGFR チロシンリン酸化が誘導されている MDA-MB-468細胞で

は EGFR Ser-1046/7・Thr-669 リン酸化とチロシンリン酸化は逆相関関係にあることがわかっ

た。 

リガンド刺激時、活性化したEGFRは下流のMAPKを活性化させることが知られている。

EGF刺激によって一連のチロシンリン酸化が抑制されているのにも関わらず、下流の ERK、

p38、JNK のリン酸化が確認された（図 3-3C）。また、リガンド刺激時、EGFR はエンドサ

イトーシスすることが知られているが、EGFを 10分間作用させた時の細胞膜表面に存在す

る EGFR の発現量を調べたところ、その減少が認められ、つまり、エンドサイトーシスが

誘導されることがわかった（図 3-3D）。以上のことから、EGFR チロシンリン酸化は抑制さ

れるが、EGFR の活性は逆に誘導されていることが明らかになった。このことから、

A B C

D

図3-3 MDA-MB-468細胞におけるEGFR Ser/Thrリン酸化とチロシンリン酸化の逆相関
（A）MDA-MB-468細胞に対し、10 ng/mL EGFをそれぞれ図に示す時間作用させた後、細胞抽出液
を調製し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pSer-1046/7 EGFR抗体、抗pTyr-845 EGFR抗体、抗pTyr-
974 EGFR抗体、抗pTyr-1045 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗pTyr-1173 EGFR抗体、抗
EGFR抗体、抗b-Actin抗体を用いたIBを行った。（B）MDA-MB-468細胞に対し、10 ng/mL HRGを

それぞれ図に示す時間作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pSer-
1046/7 EGFR抗体、抗pTyr-845 EGFR抗体、抗EGFR抗体、抗pErbB3抗体、抗ErbB3抗体、抗b-

Actin抗体を用いた IBを行った。（C）MDA-MB-468細胞に対し、10 ng/mL EGFまたは10 ng/mL
HRGをそれぞれ図に示す時間作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗
pSer-1046/7 EGFR抗体、抗pTyr-845 EGFR抗体、抗pTyr-974 EGFR抗体、抗pTyr-992 EGFR抗体
、抗pTyr-1045 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗pTyr-1173 EGFR抗体、抗EGFR抗体、抗
pErbB3抗体、抗ErbB3抗体、抗pERK抗体、抗pp38抗体、抗pJNK抗体、抗b-Actin抗体を用いたIB

を行った。（D）MDA-MB-468細胞に10 ng/mL EGFを10分作用させた後、細胞を固定し、細胞表面
上に存在するEGFRに対して抗EGFR抗体を用いて染色し、FACS解析を行った。
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MDA-MB-468 細胞のように EGFRチロシンリン酸化が EGFRの活性化の指標となりえない

場合があることが考えられる。 

 

2.3.3 ERKのリン酸化による EGFR のチロシンのリン酸化抑制 

 図 3-2C により、ERK 経路

の阻害剤 U を前処理後に

EGF 刺激、HRG 刺激を行っ

た際に、EGFR Tyr-1068リン

酸化抑制が解除されたこと

から、ERK のリン酸化が

Tyr-1068リン酸化抑制に関わ

ることが示唆された。そこで、

ERK の関与を調べるために、

ERK 経路の阻害剤 U を前処

理の後 EGF 刺激を行ったと

ころ、Thr-669 リン酸化誘導

の阻害に伴い、一連のチロシ

ンリン酸化抑制が解除され

た（図 3-4A）。また、PKC を

介して ERK の活性化を誘導

する TPA を MDA-MB-468 細

胞に作用させたところ、EGF

の場合と同様に ERK のリン

酸化に伴う Thr-669 リン酸化

誘導とチロシンリン酸化抑

制が観察でき、ERK経路の阻

害剤 U の前処理によって

Thr-669 リン酸化誘導阻害と

チロシンリン酸化抑制の解

除が観察できた（図 3-4B）。 

さらに、ヒト肺がん細胞株

A C

B

D

図3-4 ERKによるEGFRチロシンリン酸化抑制
（A）MDA-MB-468細胞に5 M ERK経路の阻害剤Uを30分間前

処理した後、10 ng/mL EGFをそれぞれ図に示す時間作用させ
、細胞抽出液を調製し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pTyr-845
EGFR抗体、抗pTyr-974 EGFR抗体、抗pTyr-1045 EGFR抗体、
抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗pTyr-1173 EGFR抗体、抗EGFR抗
体、抗 pERK抗体、抗b-Actin抗体を用いた IBを行った。（B）
MDA-MB-468細胞に5 M ERK経路の阻害剤Uを30分間前処

理した後、100 ng/mL TPAを10分作用させ、細胞抽出液を調製
し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗EGFR
抗体、抗pERK抗体、抗b-Actin抗体を用いた IBを行った。（C）
PC-9細胞に対し、1 M EGFR-TKI Geftinibを30分間前処理し

た後、100 ng/mL TPAを10分作用させ、細胞抽出液を調製し、
抗pThr-669 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗EGFR抗
体、抗pERK抗体、抗b-Actin抗体を用いた IBを行った。（D）PC-

9細胞に対し、HGFを10分作用させた後、細胞抽出液を調製し、
抗pThr-669 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗EGFR抗
体、抗pMET抗体、抗pERK抗体、抗b-Actin抗体を用いた IBを

行った。
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PC-9細胞を用いて同様の現象が起こるかどうか検討した。PC-9細胞は EGFR に活性化変異

が認められており、恒常的にチロシンキナーゼ活性が誘導され、それに伴う ERKの恒常的

な活性化が誘導されている。PC-9細胞では恒常的な EGFR Thr-669リン酸化、Tyr-1068リン

酸化、ERKリン酸化が認められており、そこに EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 geftinibを作

用させることでこれらのリン酸化が全て阻害された。このことから、PC-9 細胞では EGFR

のチロシンキナーゼ活性化によって、恒常的な Tyr-1068の自己リン酸化、下流の ERKのリ

ン酸化、さらには ERK によって活性化される Thr-669 リン酸化が誘導されていることがわ

かった。この細胞に対して、TPA を作用させたところ、ERK の活性化が増強し、これに伴

う Thr-669 リン酸化が確認できた。また、MDA-MB-468 細胞と同様に ERK と Thr-669 リン

酸化に伴う恒常的な Tyr-1068 リン酸化抑制が確認できた。EGFR チロシンキナーゼ阻害剤

geftinibと TPA を同時に細胞に作用させると TPA による ERKのリン酸化増強、それに伴う

Thr-669 リン酸化が認められるが、geftinibによって恒常的なチロシンキナーゼ活性が阻害さ

れるため、当然のことながら EGFR の Tyr-1068 のリン酸化は抑制され、geftinib単独の場合

と同じ結果になることが確認できた。細胞増殖や生存に関わる RTKであるMETが PC-9細

胞で発現しているが、そのリガンドである HGF を PC-9 細胞に作用させると、MET のチロ

シンキナーゼ活性を介して ERK の活性化が強く誘導され、それに伴う恒常的な EGFR 

Thr-669 リン酸化及び Tyr-1068リン酸化の抑制が確認できた（図 3-4D）。 

これらの結果により、ERK リン酸化は恒常的な EGFR チロシンリン酸化を抑制すること

がわかり、この経路に Thr-669リン酸化が関与する可能性が示唆された。また、この機構は

特定の細胞株、特定の変異にだけ認められる現象ではなく、恒常的な EGFR チロシンリン

酸化が起きている細胞においては共通して起こる現象であることもわかった。 

 

2.3.4 Thr-669リン酸化による EGFR チロシンリン酸化の抑制 

 図 3-4により、ERKがチロシンリン酸化の抑制に重要であることがわかったため、Thr-669

リン酸化が EGFRチロシンリン酸化の抑制に関与することが強く示唆された。したがって、

今度は Thr-669 リン酸化側から EGFR チロシンリン酸化の抑制について検討を行うために、

HEK293細胞に野生型 EGFR（WT）または Ser-1046/7残基、Thr-669 残基を Alaに置換させ

た変異体 EGFR（SS/AA、TA）を遺伝子導入し、安定的にこれらの EGFR を発現した細胞株

を樹立した。まず、WT 安定発現株では Tyr-1068 の恒常的なリン酸化が認められ、

MDA-MB-468 細胞と同様に、EGF刺激によって、ERKと Thr-669 リン酸化誘導、恒常的な

Tyr-1068 リン酸化抑制が確認できた（図 3-5A）。また、この細胞株において EGF 刺激によ
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る p38 リン酸化と Ser-1046/7 リン酸化誘導は非常に弱いことがわかった。次に、SS/AA 安

定発現株では EGF 刺激で p38 リン酸化が認められるものの、Ser-1046/7 残基が Ala に置換

されているため、Ser-1046/7リン酸化は認められない（図 3-5A）。この細胞株では WT 安定

発現株と同様に、EGF刺激によって、恒常的な Tyr-1068リン酸化抑制が確認できた（図 3-5A）。

したがって、Ser-1046/7 リン酸化は恒常的な Tyr-1068 リン酸化抑制には関わらないことがわ

かった。最後に、TA 安定発現株では、EGFによって ERKのリン酸化が誘導されるが、Thr-669

残基が Ala に置換されているため、Thr-669 リン酸化は認められない（図 3-5B）。この細胞

は無刺激時において WT 安定発現株と比べると恒常的な Tyr-1068 のリン酸化はより強く、

また EGF 刺激において恒常的な Tyr-1068 リン酸化抑制が確認されなかったことから（図

3-5B）、Thr-669 リン酸化は恒常的な Tyr-1068 リン酸化を抑制することがわかった。また、

WT 安定発現株に TPA を作用させると ERK の活性化に伴う Thr-669 リン酸化が誘導され、

それに伴う一連の恒常的なチロシンリン酸化の抑制が確認できた（図 3-5C）。以上の結果に

より、Thr-669 リン酸化は直接チロシンの脱リン酸化を制御するフィードバック阻害作用を 

持つことが明らかとなった。 

A CB

図3-5 Thr-669リン酸化によるEGFRチロシンリン酸化抑制
（A）HEK293細胞にEGFR発現プラスミドDNA（WT）またはSer-1046/7をAlaに置換した変異体（
SS/AA）を安定的に導入し、10 ng/mL EGFを図に示す時間細胞に作用させ、細胞抽出液を調製
し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pSer-1046/7 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗EGFR抗体
、抗pp38抗体、抗pERK抗体、抗b-Actin抗体を用いたIBを行った。（B）HEK293細胞にWTまたは

Thr-669をAlaに置換した変異体（T669A）を安定的に導入し、10 ng/mL EGFを10分間細胞に作
用させ、細胞抽出液を調製し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗EGFR抗体、
抗pERK抗体、抗b-Actin抗体を用いた IBを行った。（C）HEK293細胞にWTを安定的に導入し、

100 ng/mL TPAを10分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pTyr-
845 EGFR抗体、抗pTyr-974 EGFR抗体、抗pTyr-1045 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗
pTyr-1173 EGFR抗体、抗EGFR抗体、抗pERK抗体、抗b-Actin抗体を用いたIBを行った。
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2.3.5 非対称性 EGFR ダイマーにおける Thr-669リン酸化の役割 

 序論において

EGFR の非対称性

ダイマー構造にお

いてレシーバー側

の膜近傍ドメイン

が EGFR ダイマー

の安定性に関わる

ことに触れたが、

チロシンの脱リン

酸化制御にはレシ

ー バ ー 側 の

Thr-669 リン酸化

が関わることが示

唆されている。そ

こで、レシーバー

側のEGFR Thr-669

リン酸化の重要性

について証明する

ために、過去に報

告されているアク

チベーターとして

のみ機能する変異

体 EGFR（ I682Q; 

Act-M）、レシーバーとしてのみ機能する変異体 EGFR（V924R; Rec-M）を発現するプラス

ミド DNA を作製し、HEK293 細胞に一過的に導入した（図 3-6A）[77]。確認ではあるが、

WT導入では EGFR チロシン自己リン酸化が誘導されていたが、Act-Mのみ、Rec-Mのみ導

入した細胞ではチロシンキナーゼの活性化は起こらないため、チロシン自己リン酸化が認

められなかった。また、Act-M と Rec-M を 1:1 で導入すると WT 導入時と同様にチロシン

自己リン酸化が認められた。これらの結果から、それぞれの変異体がアクチベーター、レ

シーバーとしてのみ機能することが確認できた。そこで、アクチベーター、レシーバーの

A B

DC

図3-6 非対称性ダイマーにおけるThr-669リン酸化の役割
（A）HEK293細胞にWTまたはアクチベーターとしてのみ機能変異体（Act-
M）、レシーバーとしてのみ機能する変異体（Rec-M）を一過的に導入し、
24時間後に細胞抽出液を調製し、抗pTyr-974 EGFR抗体、pTyr-1068
EGFR抗体、抗EGFR抗体を用いたIBを行った。（B）HEK293細胞にそれぞ
れAct-M とRec-MのThr-669をAlaに置換させた変異体（TA）とAct-M、
Rec-Mを組み合わせて一過的に導入し、24時間後に細胞抽出液を調製し
、抗pTyr-1045 EGFR抗体、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗pTyr-1173 EGFR
抗体、抗pThr-669 EGFR抗体、抗EGFR抗体を用いた IBを行った。（C）
HEK293細胞にEGFRのキナーゼ活性を持たない変異体（KK/AA）とAct-M
、Rec-M、Act-M TA、Rec-M TAを組み合わせて一過的に導入し、24時間
後に細胞抽出液を調製し、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗pTyr-973 EGFR抗
体、抗 pThr-669 EGFR抗体、抗EGFR抗体を用いた IBを行った。（D）
HEK293細胞にErbB3発現プラスミドDNAとAct-M、Rec-M、Act-M TA、
Rec-M TAを組み合わせて一過的に導入し、24時間後に細胞抽出液を調
製し、抗pTyr-1068 EGFR抗体、抗pThr-669 EGFR抗体、抗EGFR抗体、抗
ErbB3抗体を用いたIBを行った。
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どちらの Thr-669のリン酸化がチロシンの脱リン酸化を制御するか検討を行うために、それ

ぞれの変異体の Thr-669を Alaに置換した変異体 EGFR（Act-M TA、Rec-M TA）を発現する

プラスミド DNA を作製し、HEK293 細胞に一過的に導入した（図 3-6B）。Act-M と Rec-M

を導入した細胞と比べ、Act-M TA と Rec-Mまたは Act-Mと Rec-M TA を導入した細胞では

片方の Thr-669残基が Ala に置換されているため、恒常的な Thr-669リン酸化が弱く、Act-M 

TAと Rec-M TAを導入した細胞では両方の Thr-669残基が Ala に置換されているため、恒常

的な Thr-669リン酸化が全く起きていないことが確認できた。この時、一連のチロシン自己

リン酸化は Act-M TA と Rec-M 導入時には認められたものの、Act-M と Rec-M TA または

Act-M TAと Rec-M TA 導入時には認められなかった。この結果から、やはりレシーバー側

の Thr-669リン酸化がチロシンの脱リン酸化を制御することが明らかになった。 

これまでの研究においてアクチベーターはリガンドを受け取ることで EGFR ダイマーの

活性化を誘導するが、その機能はチロシンキナーゼ活性に依存しないと報告されている[79]。

そこで、次にキナーゼ活性を持たない変異体 EGFR（KK/AA）を HEK293 細胞に導入し、

レシーバー側の Thr-669 リン酸化の重要性についてさらに検討した（図 3-6C）。KK/AA と

Act-Mを導入すると一連のチロシン自己リン酸化が認められず、KK/AA と Rec-Mを導入す

るとチロシン自己リン酸化が認められたことから、KK/AA はアクチベーターとして機能す

ることが確認できた。この時、KK/AA と Act-M TA を共に導入したところ、チロシン自己

リン酸化は認められなかった。一方で、KK/AAと Rec-M TAを共に導入したところ、KK/AA

と Rec-M を共に導入した場合と比べ、チロシン自己リン酸化がより強く認められ、これは

図 3-6B の結果と同様の結果となった。したがって、キナーゼ活性を持たない EGFR と活性

を持つ EGFR のダイマーにおいても、レシーバー側の Thr-669リン酸化がチロシンリン酸化

のフィードバック阻害に重要であることがわかった。また、図 3-3BにおいてMDA-MB-468

細胞において、EGFR-ErbB3 ダイマーも ERKを介した EGFR Thr-669 リン酸化がチロシンリ

ン酸化のフィードバック阻害に関わることを示した。そこで、EGFR-ErbB3ダイマーにおい

てもレシーバーとして機能するEGFRのThr-669リン酸化がEGFRチロシンリン酸化を抑制

させるかどうか検討した。ErbB3 はアクチベーターとしてのみ機能することが知られている。

実際に、ErbB3 と Act-M または Act-M TA 導入ではチロシン自己リン酸化が認められず、

Rec-Mまたは Rec-M TA導入でチロシン自己リン酸化されたため、ErbB3がアクチベーター

としてのみ機能することが確認できた（図 3-6D）。ErbB3 と Rec-M導入時と比べ、ErbB3と

Rec-M TA 導入時の方がチロシン自己リン酸化が強く認められることが確認できた（図

3-6D）。したがって、EGFR ホモダイマーの場合だけでなく、EGFR-ErbB3 ヘテロダイマー
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の場合においてもレシーバーとして機能する

EGFR Thr-669リン酸化が EGFRチロシンリン

酸化を負に制御することが明らかになった。 

最後に、レシーバー側 Thr-669 リン酸化がチ

ロシンの脱リン酸化を制御する際にERKの活

性化を介することを証明するために、Act-M

と Rec-Mの導入後に TPA処理し、ERKの活性

化を誘導させた時のチロシンリン酸化を検討

した（図 3-7）。Act-M と Rec-M 導入細胞に

TPA を作用させると ERK リン酸化、Thr-669

リン酸化、チロシンリン酸化抑制が認められ

た。Act-M TA と Rec-Mを共に導入し、TPAを

作用させても同様の結果が得られたが、Act-M

と Rec-M TAまたは Act-M TA と Rec-M TA を

共に導入し、TPA を作用させた際にはチロシ

ンリン酸化は抑制されなかった。この結果により、ERK はアクチベーターとレシーバーの

両方の Thr-669リン酸化を誘導するが、レシーバーの Thr-669リン酸化のみが EGFR チロシ

ンキナーゼ活性のフィードバック阻害に関わることがわかった。 

以上をまとめると、ERKは EGFR Thr-669 リン酸化を誘導するが、この時レシーバー側の

Thr-669 リン酸化が EGFR のダイマーの不安定化を誘導することで、恒常的なチロシンリン

酸化を負に制御することが明らかとなった。 

臨床において、KRASの活性化変異を持たず、かつ EGFR 過剰発現が認められる大腸がん

の治療には抗 EGFR 中和抗体が使用される[80-81]。抗 EGFR 中和抗体は KRAS 活性化変異を

持つ大腸がんには効果がないことが知られており、これは EGFR に依存せずに、KRASに依

存して細胞増殖が誘導されるためだと考えられる[82]。KRAS は ERK活性化を誘導すること

が知られていることから、KRASの活性化変異を持つ細胞では ERKを介した EGFR Thr-669

リン酸化が恒常的に誘導されており、その結果、EGFR のキナーゼ活性のフィードバック阻

害が誘導されている可能性が考えられる。 

また、近年、V600E 変異を持つ活性変異型 BRAF を有する大腸がんやメラノーマの治療

薬として BRAF 阻害剤ベムラフェニブが臨床で使用されているが、その獲得耐性が問題と

なっている[83]。その機構として EGFR のフィードバック活性化が報告されている。恒常的

図3-7 非対称性ダイマーにおける ERKを
介したThr-669リン酸化の役割
HEK293細胞にAct-M、Rec-M、Act-M TA、
Rec-M TAを組み合わせて一過的に導入し
、24時間後に100 ng/mL TPAを10分作用さ
せ、細胞抽出液を調製し、抗 pTyr-1068
EGFR抗体、抗 pTyr-1173 EGFR抗体、抗
pThr-669 EGFR抗体、抗EGFR抗体、抗
pERK抗体、抗b-Actin抗体を用いた IBを行

った。
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な BRAF 活性によって ERK を介して細胞の生存、増殖が誘導されているが、同時に ERK

によって EGFR のフィードバック阻害が誘導されていることが考えられる。しかし、BRAF

阻害剤の投与により、フィードバック阻害が解除されることで EGFRの活性化が誘導され、

獲得耐性に繋がることが示唆される。 

本研究では EGFR 過剰発現している MDA-MB-468 細胞を用いて ERK を介した EGFR 

Thr-669リン酸化が EGFRチロシンリン酸化をフィードバック阻害することを明らかにした。

今回、EGFR ホモダイマーまたは EGFR-ErbB3 ヘテロダイマーについて検討を行ったが、他

の ErbB ファミリーにも Thr-669 残基に相当するリン酸化部位が存在しており、同様にフィ

ードバックを受ける可能性がある。さらに、METをはじめ、様々な RTKにおいて膜近傍ド

メインに Ser/Thrリン酸化部位が存在しており、それらが RTKのチロシンキナーゼ活性を抑

制していることが報告されている[84-85]。したがって、さまざまな RTK が非対称的なダイマ

ー構造を取ること、さらにレシーバー側の膜近傍ドメインに存在する Ser/Thrリン酸化がキ

ナーゼドメインの構造を不安定にさせることが示唆され、これらの現象は EGFR だけでな

く、RTKに共通する可能性があるため、更なる検討が必要である。 

本研究で明らかになった ERKを介したフィードバック阻害はがん治療で問題点となって

いる獲得耐性のメカニズム解明の一旦を担う重要な発見であり、獲得耐性の克服に向けた

戦略の構築に繋がると考えられる。 
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第 3章 TNF-aを介した EphA2のリン酸化制御機構 

 

3.1節 序論 

 EphA2 は正常細胞においてその発現は低く保たれているが、卵巣がん、乳がん、大腸が

ん、前立腺がん、メラノーマ、神経膠芽腫などで発現量が増加しており、その発現量は予

後と負の相関を持つ[41, 42, 86-91]。また、非小細胞肺がんにおいて、原発巣より転移巣での発

現が非常に強いことも報告されている[92]。そのため、がんの分子標的治療において注目さ

れており、例えば、抗 EphA2 モノクローナル抗体と化学療法剤を結合させた免疫複合体を

用いて EphA2 の発現が高いがん細胞に特異的に化学療法剤を作用させる標的療法も考えら

れている[93]。 

EphA2 はがん組織においてその過剰発現が認められるにも関わらず、興味深いことにリ

ガンドの発現はむしろ低下しており、がん組織にはリガンドと結合していない EphA2 が多

数存在していることから、チロシンキナーゼ活性に依存しない機能が注目されている。Miao

らの報告によると、RTK によって活性化された Akt がチロシンキナーゼ非依存的に EphA2 

Ser-897 リン酸化を誘導することがわかった（図 1-8）[43]。我々はこれまでに炎症シグナル

が EGFR の Ser/Thr リン酸化を誘導していることを報告しているため、炎症シグナルが

EphA2 の Ser/Thr リン酸化をも制御するのではないかと考えた。そこで、TNF-aによって

EphA2 Ser-897リン酸化が誘導されるかどうか検討した。 

Ribosomal S6 kinase (RSK)には RSK1、RSK2、RSK3、RSK4 の 4つアイソフォームが存在

することが知られている（図 4-1）[95-100]。RSK1-4 はその相同性が非常に高く 73-80%にのぼ

る。構造として N 末端側と C 末端側に 2 つのキナーゼドメイン（NTKD、CTKD）を持ち、

その間にリンカー部位が存在する。NTKDは calcium/calmodulin-dependent protein kinase ファ

ミリーのキナーゼドメインと相同性を持ち、CTKDは Akt、RSK、PKA や PKC を含む AGC 

kinase ファミリーのキナーゼドメインと相同性が高い。N 末端側には D ドメイン配列と呼

ばれる領域があり、この領域に ERK が結合することが知られている。RSK は ERK の下流

に存在しており、RSKの D ドメイン配列に結合した ERKが活性化することで RSK Thr-573

をリン酸化し、その結果、CTKD が活性化する。まだ明らかになっていないが、ERK はリ

ンカー領域に存在する Thr-359 や Ser-360 をリン酸化する可能性があり、その結果、

phosphatidylinositide-dependent protein kinase 1（PDK1）がリクルートされ、PDK1 によって

NTKD の活性化が誘導される。この一連の制御により、RSK は完全に活性化する。RSK は

主に細胞質に局在することが知られているが、成長因子の刺激により一過的に細胞膜に運
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ばれ、活性化の後、核移行することが知られている。その機能としては細胞増殖、生存、

細胞周期の調節、タンパク質合成など、多岐にわたる。がん細胞において、RSK1 や RSK2

の過剰発現が認められ、細胞の遊走や浸潤、転移を制御し、がんの悪性化誘導に関わるこ

とが報告されている。 

 本研究では TNF-aを介して RSK が活性化されることで、EphA2 Ser-897 リン酸化が誘導

されることがわかった。また、その機能として細胞運動を制御することを明らかにした。 

 

 

3.2節 実験方法 

 

3.2-1 抗体および試薬 

 抗 phospho-EphA2（Ser-896、Tyr-588）、phospho-AKT（Ser-473）、phospho-RSK（Ser-380）、

phospho-MAPKAPK2（Thr-334）、phospho-ERK（Thr-202/Tyr-204）、phospho-EGFR（Thr-669、

Ser-1046/7）、phospho-p65（Ser-536）EphA2、Caspase-3、PARP 抗体は Cell Signaling Technology

社（Danvers、MA、USA）、抗 EphA2、EGFR、TAK1、TAB1、TAB2、RSK1、RSK2、Actin、

a-Tubulin抗体は Santa Cruz Biotechnology社（Santa Cruz、CA、USA）、抗 EGFR モノクロー

ナル抗体（LA-1）は Millipore社（Billerica、MA、USA）、Fluorescein isothiocyanate（FITC）

結合型ウサギ抗マウス IgG 抗体、は Dako（Glostrup、Denmark）、組み換えヒト EphrinA1 Fc 

Lara R et al. Cancer Res, 73:5301-5308, 2013

図4-1 RSKの構造
RSKには1-4までのアイソフォームが存在し、それらのキナーゼドメインの相同性は非常に高い。
RSKは2つのキナーゼドメインを持ち、その間にリンカー部位が存在する。また、N末端側にDドメイ
ン配列が存在する。
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chimera、TNF-a、EGF、IL-1bは R&D systems 社（Minneapolis、MN、USA）、組み換え活性

型ヒト GST-EphA2、GST-RSK1、GST-RSK2 は Carna Biosciences社（神戸、日本）からそれ

ぞれ購入した。シスプラチン、Phos-tagリガンド、TPA はWako Pure Chemical社（大阪、日

本）、SB203580、U0126、LY294002 はMerck Chemicals社（Darmstadt、Germany）、MK-2206

は Active Biochemicals（Wan Chai、HongKong）、BI-D1870 は BioVision（Milpitas、CA、USA）

からそれぞれ購入した。それぞれの化合物は Me2SO に溶解させた。 

 

3.2-2 細胞培養 

 HeLa 細胞、HEK293 細胞、MDA-MB-231 細胞と Panc-1細胞は Dulbecco's modified Eagle’s 

medium（high-glucose condition）（Life Technologies Corporation、CA、USA）+10% feral calf serum、

100 units/ml penicillin（明治製菓、東京、日本）、 100 g/ml streptomycin（明治製菓、東京、

日本）を用いて、A549細胞は RPMI 1640 medium（Life Technologies Corporation）+10% feral 

calf serum、100 units/ml penicillin、 100 g/ml streptomycinを用いて、T98G細胞は Eagle’s MEM

（ニッスイ、東京、日本）+10% feral calf serum、2 mM L-glutamine（Life Technologies Corporation）

を用いて 37 ℃、5 % CO2において培養した。 

 

3.2-3 stable cell line の樹立 

 ヒト TAK1 またはホテルルシフェラーゼに対する shRNA を組み込んだ pSUPER.gfp+neo 

vector を安定的に導入した HeLa 細胞の樹立は過去の論文に記載してある [32]。また、

EGFR-GFP 発現プラスミド DNA（過去の論文に記載済み[32]）を安定的に導入した HeLa 細

胞は G418 で選別し、限外希釈法にてクローンを単離した。これらの細胞は Dulbecco's 

modified Eagle’s medium（high-glucose condition）+10% feral calf serum、100 units/ml penicillin、 

100 g/ml streptomycin、G418（Wako Pure Chemical社）を用いて 37 ℃、5 % CO2において

培養した。 

 

3.2-4 プラスミド DNA導入 

 TAK1 発現プラスミド DNA、TAB1、TAB2発現プラスミド DNAは過去の論文に記載して

ある[62-63]。EphA2 発現プラスミド DNA と EphA2 キナーゼデッド変異体発現プラスミド

DNA は浜松医科大学医学部椙村春彦博士より供与を受けた[101-102]。RSK1 発現プラスミド

DNA は慶應義塾大学大学院薬学研究科杉本芳一博士より供与を受けた[103]。HeLa 細胞、

HEK293細胞に対してそれぞれ Lipofectamine Reagent、Lipofectamine 2000（Life Technologies 
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Corporation）を用いてトランスフェクションを行い、24時間後に細胞の刺激を行った。 

 

3.2-5 RNA 干渉 

 Small interfering RNAs（siRNAs）は Life Technologies Corporationより購入した。ターゲッ

ト配列は以下の通りである： UGGAGUCCAUCAAGAUGCAGCAGUA（EphA2）、CCAUGCU 

GGCAGGAUAUACUCCAUU（RSK1）、GGGAGGAGAUUUGUUUACACGCUUA（RSK2）、

TCACACAGGGTTCCTGACAGAATAT （ ERK2 ）、 UAAUGUACUGCGCGUGGAGAGGAA

（Negative Control）。HeLa細胞、MDA-MB-231細胞に対してそれぞれLipofectamine Reagent、

Lipofectamine LTX（Life Technologies Corporation）を用いて 20-100 nM siRNA を導入し、72

時間後に細胞の刺激を行った。 

 

3.2-6 細胞抽出液の調整 

 1.2-6に準ずる。 

 

32-7 ウエスタンブロット法 

 1.2-7に準ずる。 

 

3.2-8 Zn
2+

-Phos-tag SDS PAGE 

 1.2-9に準ずる。 

 

3.2-9 In vitro kinase assay 

 組み換え活性型ヒト GST-EphA2と組み換え活性型ヒト GST-RSK1または組み換え活性型

ヒト GST-RSK2 を 30 °C、30 分間、30lの 20 mM HEPES（pH 7.6）、20 mM MgCl2、0.2 mM 

ATP、2 mM DTT、20 mM b-glycerophosphate、0.1 mM sodium orthovanadate を含むバッファ

ーの中で反応させた。反応停止時に 30lの 2×SDS-PAGE sample buffer（25 mM Tris-HCl（pH 

6.8）、5% glycerol、1% Sodium Dodecyl Sulphate（SDS）、0.05% Bromophenol Blue）と混合し、

95℃で 5分間熱処理をした。 

 

3.2-10 Mutagenesis 

 EphA2 S897A 点変異体は PrimeSTAR（タカラバイオ社、滋賀、日本）を用いて、EphA2

発現プラスミド DNAをテンプレートに作製した。RSK1 恒常的活性化変異体（Y702A）、キ
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ナーゼデッド変異体（K94R、K447R）は RSK1 発現プラスミド DNAをテンプレートに作製

した。配列は以下の通りである。S897A forward: 5’-TATCCGGCTCCCCGCCACGAGCGGCTC 

G-3’、 reverse: 5’-CGAGCCGCTCGTGGCGGGGAGCCGGATA-3’、Y702A forward: 5’-CCATGG 

CTGCCACGGCCTCCGCACTCAACA-3’、reverse: 5’-TGTTGAGTGCGGAGGCCGTGGCAGCC 

ATGG-3’、K94R forward: 5’-GGCACCTGTATGCTATGAGGGTGCTGAAGA-3’、reverse: 5’-TCT 

TCAGCACCCTCATAGCATACAGGTGCC、K447R forward: 5’-GGAGTATGCTGTCAGGGTCA 

TTGATAAGAG-3’、reverse: 5’-CTCTTATCAATGACCCTGACAGCATACTCC-3’。 

 

3.2-11 免疫蛍光染色 

 カバーガラス（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA）に播種した細胞を 20分間

2% paraformaldehyde（Muto pure chemicals、東京、日本）を用いて固定し、その後 5分間 0.5% 

TritonX-100（Wako Pure Chemical社）を用いて透過させた。洗浄後、それぞれ 1次抗体存在

下で 2時間、2次抗体存在下で 1時間、Rhodamine Phalloidin（Life Technologies Corporation）

存在下で 30 分反応させた。洗浄後、DAPI を含む SlowFade Gold Antifade Reagent（Life 

Technologies Corporation）で封入し、LSM700共焦点レーザスキャン顕微鏡（Zeiss、Oberkochen、

Germany）にて観察を行った。 

 

3.2-12 Wound healing assay 

 ディッシュ上に培養した細胞に対し、ピペットチップで線状に剥離し、剥離面への細胞

遊走を経時的に観察した。 

 

3.2-12  Invasion assay 

 Nuclepore track-etched membrane（GE Healthcare UK Ltd、Buckinghamshire、England）をマ

ニキュアで Transwell culture chamber（Corning Coster、Corning、NY、USA）に固定し、メン

ブレン下層に 1 gのフィブロネクチン、上層に 5 gのマトリゲルをコートした。チャンバ

ーの上層には 0.1% BSAを含む培地に置換した細胞を、下層には 0.1% BSA を含む培地を加

え、37 ℃、5 % CO2において培養した。培養後、フィルターをメタノールで固定し、ヘマ

トキシリン―エオシン染色し、メンブレン下層に移動した細胞の個数を計測した。 

 

3.2-12  WST-1 assay 

 細胞を 96 well plate に播種し、接着した後、阻害剤添加を行い 48時間培養した。WST-1
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試薬（同仁化学研究所、熊本、日本）を加え、呈色反応を行い、プレートリーダーで吸光

度を測定した。 

 

 

3.3節 実験結果・考察 

 

3.3.1 TNF-aによる EphA2 Ser-897リン酸化 

 炎症シグナルによって EphA2 のリン酸化が誘導されるかどうか検討するために、TNF-a

を HeLa 細胞に作用させ、Phos-tag gel を用いて EphA2 バンドを検出した。TNF-aを分作

用させたところ、EphA2 のシフトバンド、つまりリン酸化バンドが確認できた（図A）。

このことから、EphA2 は炎症シグナルによってリン酸化が誘導されることがわかった。ま

た、これまで報告してきた TNF-aを介した EGFR Ser/Thr リン酸化と比較すると、EGFR の

シフトバンド、つまりリン酸化バンドは TNF-aを 10分、20分作用させた時に認められ、60

分作用させたときには完全にシフトバンドが消失したことから、EphA2のリン酸化と EGFR 

Ser/Thrリン酸化のタイムコースは異なり、その制御機構が異なることが示唆された。次に、

EphA2 のリン酸化がリガンドで誘導されるチロシンリン酸化であるかどうかについて検討

した。Phos-tagを用いた結果、TNF-aによるシフトバンドとリガンド Ephrin A1によるリン

酸化バンドは異なる泳動度を持っていることがわかった（図 4-2 B）。したがって、TNF-a

によるシフトバンドはチロシンリン酸化ではないことが示唆された。そこで、リガンドに

よって誘導される Tyr-588 とチロシンキナーゼ活性に依存しない Ser-897 に対する抗リン酸

化抗体を用いて EphA2 のリン酸化バンドを検出した。リガンドの作用によって Tyr-588 の

バンドが認められたが、TNF-aの作用では認められなかった。一方で、リガンドの作用によ

ってSer-897のバンドは認められなかったが、TNF-aの作用でバンドが認められた（図 4-2B）。

この結果はウエスタンブロットでも同様に認められたことから（図C）、TNF-aは EphA2 

Ser-897リン酸化を誘導することがわかった。次に、TNF-aを異なる時間、HeLa細胞に作用

させ、EGFR のリン酸化と比較検討した（図D）。EGFR Ser-1046/7 のリン酸化は 5 分か

ら誘導され、それに伴い EGFR のバンドシフトが認められた。また、EGFR Thr-669のリン

酸化は 10 分から誘導された。さらにこれらのリン酸化は 60 分で減弱することが確認でき

た。一方で EphA2 の Ser-897 リン酸化は 10 分で誘導され、60分で減弱した。いずれの時間

においても Tyr-588 リン酸化は認められなかったため、EphA2 Ser-897 リン酸化はチロシン

キナーゼに依存しないことが考えられた。次に、EphA2の発現が低い HEK293 細胞に対し、 
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図4-2 TNF-aを介したEphA2 Ser-897リン酸化
（A）HeLa細胞に20 ng/mL TNF-aを10、20分、60分作用させた後、細胞抽出液を調製し、Phos-tag gelを用いて
電気泳動を行い、抗EphA2抗体、抗EGFR抗体を用いたIBを行った。（B）HeLa細胞に20 ng/mL TNF-aまたは100

ng/mL Ephrin A1を10、20、60分作用させた後、細胞抽出液を調製し、Phos-tag gelを用いて電気泳動を行い、抗
EphA2抗体、抗pSer-897 EphA2抗体、抗pTyr-588 EphA2抗体を用いたIBを行った。（C）HeLa細胞に20 ng/mL
TNF-aまたは100 ng/mL Ephrin A1を20分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗
pTyr-588 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗a-Tubulin抗体を用いてIBを行った。（D）HeLa細胞に20 ng/mL TNF-aを

0、2、5、10、20、60分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗pTyr-588 EphA2抗体、抗
EphA2抗体、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pSer-1046/7 EGFR抗体、抗EGFR抗体、抗a-Tubulin抗体を用いてIBを

行った。（E）HEK293細胞にEphA2発現プラスミドDNA（WT）、Ser-897をAlaに置換した変異体（SA）を導入し、24時
間後に20 ng/mL TNF-aを20分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗 pSer-897 EphA2抗体、抗pTyr-588
EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pp65抗体、抗a-Tubulin抗体を用いてIBを行った。（F）HeLa細胞に対し、ヒトTAK1

発現プラスミドDNAとヒトTAB1発現プラスミドDNA、ヒトTAB2発現プラスミドDNAを導入し、24時間後に細胞抽出
液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗pTyr-588 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗TAK1抗体、抗TAB1抗体、抗
TAB2抗体、抗a-Tubulin抗体を用いて IBを行った。（G）TAK1が安定的にノックダウンされているHeLa細胞に20
ng/mL TNF-aを20分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗TAK1抗体
、抗a-Tubulin抗体を用いてIBを行った。（H）GFP-EGFR安定発現HeLa細胞に20 ng/mL TNF-aを20分間細胞に

作用させた後、固定処理、透過処理を行い、共焦点レーザー顕微鏡にてGPF-EGFRの観察を行った。また、HeLa
細胞に20 ng/mL TNF-aを20分間細胞に作用させた後、固定処理、透過処理を行い、抗pSer-897 EphA2抗体、

抗EphA2抗体を用いて免疫蛍光染色し、共焦点レーザー顕微鏡にて観察を行った。
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EphA2を過剰発現させた（図E）。野生型 EphA2（WT）導入時、EphA2 Tyr-588リン酸化

は誘導されており、EphA2 Ser-897リン酸化もわずかに確認できた。そこに TNF-aを作用さ

せたところ、Tyr-588 リン酸化には変化が認められなかったものの、Ser-897リン酸化が誘導

された。一方、Ser-897 を Ala に置換した変異体 EphA2（SA）を導入した際には Tyr-588 リ

ン酸化が誘導されるが、Ser-897 リン酸化は認められなかった。第 2 章では EGFR Thr-669

リン酸化がチロシンリン酸化の抑制に関わることを報告したが、チロシンリン酸化が WT

と SA で差がないため、EphA2 Ser-897リン酸化は EphA2 Tyr-588のリン酸化抑制作用を持

たないことがわかった。 

 TNF-aを介した EphA2 Ser-897 リン酸化が炎症シグナルにおいて中心的な役割を果たす

TAK1 に依存して誘導されるかどうか調べるために、TAK1 とその活性調節に関わる TAB1/2

をHeLa細胞に過剰発現させた。TAK1複合体の導入により、EphA2 Tyr-588ではなく、Ser-897

リン酸化が確認された（図F）。また、TAK1 が恒常的にノックダウンされている shTAK1

安定導入 HeLa細胞に TNF-aを作用させると、コントロール細胞株と比べて Ser-897リン酸

化誘導が弱いことがわかった（図G）。以上のことから、EphA2 Ser-897リン酸化は TAK1

に依存することがわかった。 

 次に、EphA2 とその Ser-897 リン酸化の局在について観察し、EGFR の局在と比較した（図

H）。EGFR の場合、p38 を介した Ser-1046/7 リン酸化に伴い、EGFR のエンドサイトー

シスが認められ、実際に TNF-aを 20 分 HeLa 細胞に作用させたところ、細胞膜上に局在し

ていた EGFR は細胞内に局在し、ドット状に認められたことから、EGFR のエンドサイトー

シスが確認できた。また、60分で EGFR が細胞膜上にリサイクルされたことも観察された。

一方、EphA2 の場合、いずれの時間においても細胞膜上に局在し、20 分で Ser-897リン酸化

が認められたが、このリン酸化 EphA2 も細胞膜上に局在することがわかった。以上のこと

から、EGFR とは異なり、TNF-aを介した EphA2 Ser-897リン酸化は EphA2 のエンドサイト

ーシスに関わらないことがわかった。 

 以上の結果をまとめると、TNF-aは EphA2 のチロシンではなく、Ser-897リン酸化を誘導

することがわかった。 

 

3.3.2 Aktに依存しない EphA2 Ser-897リン酸化 

 以前の報告により、EphA2 Ser-897リン酸化は様々な RTKから誘導された Aktによって直

接制御されることがわかっている。そこで、炎症シグナルにおいても同様に Akt を介して

EphA2 Ser-897リン酸化が誘導されるかどうか検討を行った。HeLa 細胞に対し、PI3K阻害 
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図4-3 Aktを介さないEphA2 Ser-897リン酸化
（A）HeLa細胞に10 M PI3K阻害剤LY294002 (LY)または10 M Akt阻害剤MK-2206
(MK)を30分間前処理させた後、20 ng/mL TNF-aを20分作用させ、細胞抽出液を調
製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pAkt抗体、抗a-Tubulin抗体を用
いたIBを行った。（B）HeLa細胞に10 M PI3K阻害剤LYまたは10 M Akt阻害剤MK
を30分間前処理させた後、20 ng/mL TNF-aを20分作用させ、細胞抽出液を調製し

、Phos-tag gelを用いて電気泳動を行い、抗EphA2抗体を用いた IBを行った。（C）
HeLa細胞に10 M PI3K阻害剤LYを30分間前処理させた後、20 ng/mL TNF-aを20

分作用させ、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体を用いて免疫蛍光染色を行い
、共焦点レーザー顕微鏡にて観察を行った。（D）T98G細胞に10 M PI3K阻害剤LY

を30分間前処理させた後、10% FCSを20分作用させ、細胞抽出液を調製し、抗pSer-
897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pAkt抗体、抗a-Tubulin抗体を用いたIBを行った
。（E）MDA-MB-231細胞、またはPanc-1細胞に10 M LYを30分間処理させ、細胞
抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pAkt抗体、抗b-Actin

抗体を用いたIBを行った。
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剤 LY294002（LY）を前処理した後、TNF-aを 20分間作用させたところ、TNF-aによって誘

導された Ser-897 リン酸化は阻害されなかった（図A）。また、Akt阻害剤MK-2206（MK）

の前処理時にも同様の結果が得られた（図A）。さらに Phos-tag gelを用いて検討したと

ころ、PI3K阻害剤 LY と Akt阻害剤MKの前処理の場合にも EphA2 シフトバンドが認めら

れた（図B）。次に EphA2および Ser-897 リン酸化 EphA2 の細胞内局在を観察したとこ 

ろ、PI3K 阻害剤 LY 前処理時の局在も阻害剤を前処理しない際と同様であった（図C）。

以上の結果により、TNF-aによって誘導される EphA2 Ser-897リン酸化は Aktによって制御

されないことがわかった。 

 Miaoらはグリオーマ細胞株に対して、血清刺激により Aktの活性化を誘導することでAkt

が EphA2 Ser-897をリン酸化することを証明している[43]。そこで、我々も同様にグリオーマ

細胞株 T98G に対して血清刺激を行った。血清を添加すると Akt リン酸化、EphA2 Ser-897

リン酸化が共に確認できた。PI3K 阻害剤 LY を前処理したところ、血清添加によって誘導

された EphA2 Ser-897 リン酸化は阻害剤を前処理しない場合と同様に強く誘導された（図

D）。したがって、グリオーマ細胞株でも同様に EphA2 Ser-897リン酸化は Aktによって

制御されないことがわかった。また、恒常的に EphA2 Ser-897リン酸化が誘導されているヒ

ト乳がん細胞株 MDA-MB-231 とヒト膵がん細胞株 Panc-1 に対して PI3K 阻害剤 LY を前処

理しても EphA2 Ser-897リン酸化の阻害は認められなかった（図E）。以上の結果から、

EphA2 Ser-897リン酸化は Aktを介さないことがわかり、さらに TNF-aによって誘導された

EphA2 Ser-897リン酸化だけでなく、恒常的に EphA2 Ser-897リン酸化が誘導されている場

合や血清を添加した場合でも同様であることがわかった。 

 

3.3.3 ERK-RSK阻害による EphA2 Ser-897 リン酸化阻害 

 Miao らは抗 Akt 基質リン酸化抗体を用いて実験を行っていた[43]。この抗体は RXX[pS/T]

を認識する抗体である。EphA2 の 894-897領域のアミノ酸は RLPSであるため、抗 Akt基質

リン酸化抗体で認識される。そのため、彼らは Akt が EphA Ser-897 リン酸化を誘導するこ

とを報告した。しかしながら、Akt、RSK、PKA や PKC を含む AGC ファミリーキナーゼ

の基質は一様に RXX[pS/T]のコンセンサス配列を有している[95]。そこで、PhosphoSitePlus

データベース上で AGC ファミリーキナーゼの基質シークエンスロゴを検索したところ、

EphA2 Ser-897周囲の配列とRSK1/2の基質シークエンスロゴが似ていることがわかった（図

A）[15]。 

そこで、TNF-aによって RSKのリン酸化が誘導されるかどうか検討を行った。TNF-a刺 
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激によって EphA2 Ser-897リン酸化が 8分から認められるが、RSKリン酸化は 5分から誘導

されており、8分で強く誘導されることから、RSKが EphA2 Ser-897 リン酸化を誘導するこ

とが示唆された（図B）。そこで、キナーゼ阻害剤を用いて EphA2 Ser-897リン酸化の責

任キナーゼの同定を行った（図C）。EGFR Ser-1046/7 リン酸化は p38が調節しているた

め p38阻害剤 SBを作用させることでEGFR Ser-1046/7リン酸化阻害が確認できた。この時、

EphA2 Ser-897リン酸化阻害は認められなかった。また、EGFR Thr-669リン酸化は ERKが

調節しているため、ERK 経路の阻害剤 U を作用させることで EGFR Thr-669 リン酸化阻害

が確認できた。この時、EphA2 Ser-897 リン酸化阻害も認められた。RSKは ERKの下流に

存在するキナーゼであるため、この結果から RSK が EphA2 Ser-897 リン酸化を調節するこ

とが強く示唆された。RSK 阻害剤 BI-D1870（BI）を作用させたところ、過去の報告通り、

EGFR Ser-1046/7リン酸化と EGFR Thr-669リン酸化は阻害されなかったが、EphA2 Ser-897

リン酸化が完全に阻害されることがわかった。また、Phos-tag gel を用いた検討においても

ERK経路の阻害剤 U、RSK阻害剤 BIによって、シフトバンドが消失し（図D）、さらに

免疫染色においても ERK経路の阻害剤 U、RSK阻害剤 BIによって、EphA2 Ser-897リン酸

化阻害が認められた（図E）。これらの結果により、EGFR の Ser/Thr リン酸化の場合と 

図4-4 RSKを介したEphA2 Ser-897リン酸化 (47、48ページ)
（A）Akt、RSK1、RSK2の基質シークエンスロゴを示した。（B）HeLa細胞に20 ng/mL TNF-aを0、5、8

、10、12、14、16、18、20、25、30分作用させた後、細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、
抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体、抗RSK2抗体、抗a-Tubulin抗体を用いたIBを行った。（
C）HeLa細胞に10 M PI3K阻害剤LY、または10 M p38阻害剤SB、10 M ERK経路の阻害剤U、10
M RSK阻害剤BI-D1870 (BI)を30分間前処理させた後、20 ng/mL TNF-aを20分作用させ、細胞抽

出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pThr-669 EGFR抗体、抗pSer-1046/7
EGFR抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体、抗RSK2抗体、抗a-Tubulin抗体を用いたIBを行った。（D）
HeLa細胞に10 M ERK経路の阻害剤Uまたは10 M RSK阻害剤BIを30分間前処理させた後、20
ng/mL TNF-aを20分作用させ、細胞抽出液を調製し、Phos-tag gelを用いて電気泳動を行い、抗
pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体を用いたIBを行った。（E）HeLa細胞に10 M PI3K阻害剤LYを
30分間前処理させた後、20 ng/mL TNF-aを20分作用させ、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗

体を用いて免疫蛍光染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡にて観察を行った。 （F）HeLa細胞に10
M PI3K阻害剤LYまたは10 M RSK阻害剤BIを30分間前処理させた後、0.3 M NaCl、または、100

ng/mL TPA、10 ng/mL EGFをそれぞれ20分作用させ、細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗
体、抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体、抗RSK2抗体、抗pAkt抗体、抗a-Tubulin抗体を用
いたIBを行った。（G）T98G細胞に10 M PI3K阻害剤LY、または5 M ERK経路の阻害剤U、10 M
RSK阻害剤BIを30分間前処理させた後、20 ng/mL TNF-aまたは10% FCSを20分作用させ、細胞抽

出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体、抗RSK2抗体
、抗pAkt抗体、抗pERK抗体、抗a-Tubulin抗体を用いたIBを行った。（H）A549細胞に10 M PI3K阻
害剤LY、または10 M Akt阻害剤MK 、10 M p38阻害剤SB、5 M ERK経路の阻害剤U、10 M
RSK阻害剤BIを30分間前処理させた後、20 ng/mL TNF-aを20分作用させ、細胞抽出液を調製し、

抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体、抗RSK2抗体、抗pAkt抗体、
抗pMAPKAPK2抗体、抗pERK抗体、抗a-Tubulin抗体を用いたIBを行った。（I）MDA-MB-231細胞と
Panc-1細胞に5 M ERK経路の阻害剤U、10 M RSK阻害剤BIを30分間処理させ、細胞抽出液を

調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体、抗RSK2抗体、抗
pAkt抗体、抗pERK抗体、抗b-Actin抗体を用いたIBを行った。
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は異なり、EphA2 Ser-897リン酸化は RSKを介することがわかった。 

 次に、HeLa 細胞に対して、ERK、RSKの活性化を誘導することが知られている高浸透圧

ストレス、TPA 刺激、EGF刺激を行い、これらの場合においても同様に RSKによって EphA2 

Ser-897 リン酸化が制御されるかどうか検討した。いずれの刺激においても EphA2 Ser-897

リン酸化は認められ、このリン酸化は PI3K 阻害剤 LY では阻害されず、RSK 阻害剤 BI に

よって阻害された（図F）。また、グリオーマ細胞株 T98Gにおいて、血清刺激または TNF-a

によって誘導された EphA2 Ser-897リン酸化も ERK経路の阻害剤 U、RSK阻害剤 BIによっ

て阻害された（図G）。さらに、ヒト肺がん細胞株 A549 においても同様に TNF-aによる

EphA2 Ser-897リン酸化誘導が ERK経路の阻害剤 U、RSK阻害剤 BIによって阻害された（図

H）。最後に、恒常的に EphA2 Ser-897 リン酸化が誘導されているヒト乳がん細胞株

MDA-MB-231とヒト膵がん細胞株 Panc-1に対して ERK経路の阻害剤 U、RSK阻害剤 BIを

作用させたところ、同様に EphA2 Ser-897 リン酸化抑制が認められた（図I）。以上の結

果により、EphA2 Ser-897リン酸化は RSKによって制御され、これは特定の刺激や細胞にお

ける反応ではなく、多くのシグナルに共通した反応であることがわかった。 

 

3.3.4 RSK1 、RSK 2 を介した EphA2 Ser-897 リン酸化 

 RSKを介するEphA2 Ser-897リン酸化を分子生物学的に検討するためにHEK293細胞に対

し、EphA2、RSK1 を過剰発現させた（図A）。EphA2を発現させたところ、EphA2 Ser-897

  

図4-5 RSK1、RSK2を介したEphA2 Ser-897リン酸化 （51ページ）
（A）HEK293細胞にEphA2発現プラスミドDNA（WT）、またはSer-897をAlaに置換した変異体（SA）と
RSK1発現プラスミドDNAを導入し、24時間後に細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗
pTyr-588 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体、抗a-Tubulin抗体を用いて IBを

行った。（B）HEK293細胞にEphA2発現プラスミドDNAとRSK1発現プラスミドDNAを導入し、24時間
後に細胞抽出液を調製し、Phos-tag gelを用いて電気泳動を行い、抗pSer-897 EphA2抗体、抗
pTyr-588 EphA2抗体、抗EphA2抗体を用いてIBを行った。（C）HEK293細胞にEphA2発現プラスミド
DNAまたはキナーゼデッド変異体（KD）とRSK1発現プラスミドDNAを導入し、24時間後に細胞抽出
液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗pTyr-588 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗
RSK1抗体、抗a-Tubulin抗体を用いて IBを行った。（D）HEK293細胞にEphA2発現プラスミドDNA（

WT）とRSK1発現プラスミドDNA（RSK1-WT）、または恒常的活性化変異体（RSK1-CA）、キナーゼデ
ッド変異体（RSK1-KD）を導入し、24時間後に細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗
EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体、抗a-Tubulin抗体を用いて IBを行った。（E）HeLa細胞に
ERK2に対するsiRNAを用いてERK2をノックダウンさせ、72時間後に、20 ng/mL TNF-aを20分作用

させた、細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体
、抗RSK2抗体、抗ERK抗体、抗a-Tubulin抗体を用いてIBを行った。（F）HeLa細胞にRSK1とRSK2に
対するsiRNAを用いてRSK1とRSK2をノックダウンさせ、72時間後に、20 ng/mL TNF-aを20分作用

させた、細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗体
、抗RSK2抗体、抗a-Tubulin抗体を用いて IBを行った。（G）大腸菌から精製したヒト活性型組み換

えEphA2と組み換えRSK1またはRSK2タンパク質を30℃にて30分間反応させた。RSK阻害剤BIは予
めキナーゼと30分間反応させた後にEphA2と反応させた。反応後、抗pSer-897 EphA2抗体、抗
EphA2抗体、抗RSK1抗体、抗RSK2抗体を用いてIBを行った。
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リン酸化はわずかに認められるのに対し、RSK1 を共発現させたところ、非常に強い EphA2 

Ser-897リン酸化が認められた。この時、EphA2 Tyr-588リン酸化は EphA2 の単独導入時に

おいても RSK1 の共発現時においても認められており、両サンプル間において差がないこと

が確認できた。また、Phos-tag gelを用いて EphA2と RSK1 過剰発現時のシフトバンドの状
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態を確認した（図B）。EphA2単独導入時と比べ、EphA2と RSK1 を共に導入した場合で

はシフトバンドが全体的にさらに上側に位置することが確認できた。抗 EphA2 Ser-897リン

酸化抗体と抗 EphA2 Tyr-588リン酸化抗体を用いて、EphA2 と RSK1 を共発現させたときの

Ser-897リン酸化 EphA2のバンドと Tyr-588 リン酸化 EphA2 のバンドの区別を試みた。その

結果、Tyr-588 リン酸化 EphA2 は上部に認められる数本のバンドであり、興味深いことに、

Ser-897リン酸化 EphA2は全てのバンドであることがわかった。したがって、上部に認めら

れる EphA2バンドは Tyr-588と Ser-897の両方のリン酸化を受けているバンドであることが

わかり、Tyr-588 リン酸化と Ser-897 リン酸化は同じ分子中で共存することが明らかとなっ

た。そこで EphA2 のチロシンキナーゼ活性が EphA2 Ser-897 リン酸化に及ぼす影響につい

て調べるために、キナーゼ活性を持たない EphA2変異体（KD）を HEK293 細胞に導入した

（図C）。KD はキナーゼ活性を持たないことから EphA2 Tyr-588 リン酸化は誘導されな

いことが確認できた。RSK1を共発現させたところ、EphA2 Ser-897リン酸化は、野生型EphA2

（WT）を導入した場合と強度は異なるものの認められたことから、EphA2のキナーゼ活性

は EphA2 Ser-897リン酸化を調節しないことがわかった。Miaoらは EphA2のチロシンリン

酸化が誘導されている場合、Akt の活性が阻害され、Ser-897 リン酸化が誘導されない、つ

まり、Ser-897リン酸化とチロシンリン酸化を同時に受けないと報告している[43]。第 2章に

おいても報告しているが、EGFR が過剰発現している MDA-MB-231 細胞では、恒常的な

EGFR チロシンリン酸化が認められており、EGFR の発現が正常な細胞とは反応が異なって

いることがわかった。今回の場合も同様に EphA2を過剰発現させているがために、図 4-5B

のように Tyr-588 リン酸化と Ser-897 リン酸化が同じ分子に存在する可能性が考えられる。

また、リガンド刺激によって EphA2の細胞局在の変化や EphA2自体の構造変化が考えられ、

そのために Ser-897 リン酸化を受けることができないことも可能性の一つである。今後、リ

ガンドによってEphA2のチロシンキナーゼ活性を誘導した場合のSer-897リン酸化状態につ

いて検討する必要がある。しかしながら、図C により EphA2 チロシンキナーゼ活性が

Ser-897リン酸化を抑制しないことが強く示唆される。 

今度は逆に RSK1 恒常的活性化変異体（RSK1-CA）またはキナーゼデッド変異体

（RSK1-KD）を用いてRSK1の活性がEphA2 Ser-897リン酸化に必要であることを検証した。

野生型 RSK1（RSK1-WT）と比べ、RSK1-CA では RSK リン酸化が強く誘導され、EphA2 

Ser-897 リン酸化の増強が認められた。一方で、RSK1-KD では RSK のリン酸化は認められ

ず、EphA2 Ser-897 リン酸化が完全に認められないことがわかった（図D）。以上のこと

から、活性化 RSK1 が EphA2 Ser-897リン酸化を誘導することが明らかになった。 
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これまでの結果より、RSKが直接 EphA2 Ser-897リン酸化を触媒することが示唆された。

そこで、siRNA を用いてノックダウン実験を行った。まず、RSK 上流の ERK2 をノックダ

ウンしたところ、TNF-aによって誘導されたEphA2 Ser-897リン酸化は抑制された（図E）。

次に、RSK1、RSK2 のノックダウンを行った。TNF-aによって誘導された EphA2 Ser-897リ

ン酸化は RSK1、RSK2 単独のノックダウンでは抑制されなかったものの、RSK1 と RSK2

を同時にノックダウンすることで抑制された（図F）。以上のことから RSK1、RSK2 が

共に EphA2 Ser-897 をリン酸化することが示唆された。また、RSKは活性化時に細胞膜付近

まで運ばれることが知られている[104]。Ser-897 リン酸化 EphA2 の細胞内局在も細胞膜であ

ったため、RSK が EphA2 Ser-897 リン酸化を直接誘導する可能性が高い。そこで組み換え

EphA2、RSK1、RSK2 を用いて in vitro kinase assayを行った。EphA2と RSK1 または EphA2

と RSK2 を反応させると Ser-897 リン酸化バンドが検出され、RSK 阻害剤 BI を前処理した

場合ではバンドが検出されなかった（図G）。したがって、RSK1、RSK2 が直接 EphA2 

Ser-897をリン酸化することがわかった。 

以上の結果をまとめると、EphA2 Ser-897 リン酸化は ERKを介した RSK1、RSK2 によっ

て誘導されることが明らかになった。RSK1、RSK2 はがんの浸潤や転移に関わることが報

告されている[95-100]。EphA2 Ser-897 リン酸化も同様に報告されているため[43]、RSKと EphA2 

Ser-897リン酸化がリンクしていることは非常に重要な発見だと言える。 

図Fにおいて、RSK1 も RSK2 も EphA2 Ser-897のリン酸化を直接誘導するにもかかわ

らず、RSK1 のノックダウンにより EphA2の発現が誘導され、RSK2 のノックダウンにより

その発現低下が認められた。この二分子間の相同性は非常に高く、キナーゼドインの相同

性は 90%にのぼることから、2 つの分子の機能はほぼ同じだと考えられてきた[95]。しかし、

EphA2の発現に関しては RSK1 と RSK2 で逆の機能を持つことが考えられ、これは非常に興

味深い点である。RSKが EphA2のタンパク質発現量を制御する報告はないため、この制御

機構を明らかにしていく必要があり、これは RSK1 と RSK2 の機能の違いを示す重要な発見

だと言える。 

 

3.3.5 RSK-EphA2 Ser-897リン酸化を介した細胞遊走、浸潤 

 Miaoらは Aktを介した EphA2 Ser-897リン酸化がグリオーマ細胞の遊走や浸潤に関わる

ことを報告している[43]。そこで我々が同定した RSKを介した EphA2 Ser-897リン酸化が細

胞の遊走や浸潤に対する効果についてMDA-MB-231細胞を用いて検討を行った。この細胞

は KRAS、BRAF変異のため、RSKが恒常的に活性化状態になっており、ERK経路の阻害
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図4-6 RSK-EphA2 Ser-897リン酸化を介した細胞遊走、浸潤
（A）HeLa細胞に対し20 ng/mL TNF-aを20分作用させた細胞抽出液とMDA-MB-231細胞の細胞抽

出液のタンパク濃度を測定し、等濃度になるよう調節した後、Phos-tag gelを用いて電気泳動を行
い、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体を用いてIBを行った。（B）MDA-MB-231細胞にEphA2に
対するsiRNAを用いてEphA2をノックダウンさせ、72時間後に細胞抽出液を調製し、抗EphA2抗体、
抗RSK1抗体、抗RSK2抗体、抗b-Actin抗体を用いてIBを行った。（C）（B）の条件でwound healing
assayを行った。剥離48時間後に光学顕微鏡にて観察した。（D）MDA-MB-231細胞に10 M RSK阻

害剤BIをそれぞれ24時間、48時間作用させた後に細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、
抗EphA2抗体、抗RSK1抗体、抗RSK2抗体、抗b-Actin抗体を用いてIBを行った。（E）（D）の条件で

wound healing assayを行った。剥離48時間後に光学顕微鏡にて観察した。（F）（D）の条件で
invasion assayを行った。チャンバーに細胞を入れて24時間後に評価を行った。
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図4-6 RSK-EphA2 Ser-897リン酸化を介した細胞遊走、浸潤（続き）
（G）MDA-MB-231細胞にRSK1とRSK2に対するsiRNAを用いてRSK1とRSK2をノックダウンさせ、72
時間後に細胞抽出液を調製し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体、抗pRSK抗体、抗RSK1抗
体、抗RSK2抗体、抗pAkt抗体、抗b-Actin抗体を用いて IBを行った。（H）（G）の条件でwound

healing assayを行った。剥離48時間後に光学顕微鏡にて観察した。（I）（E）の条件で剥離48時間後
の剥離部位の境界に存在する細胞に対し、抗pSer-897 EphA2抗体、抗EphA2抗体を用いて免疫
蛍光染色を行った。
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剤 U、RSK阻害剤 BIを処理させることで EphA2 Ser-897リン酸化の抑制が認められた（図

4-3E、図 4-4I）。Phos-tag gel を用いた検討において、HeLa 細胞の場合とは異なり、EphA2

の過剰発現とTNF-a刺激を行わない状態での恒常的なEphA2 Ser-897リン酸化が認められる

（図A）。まず、この細胞において EphA2 が細胞遊走に関わるかどうか検討するために、

EphA2をノックダウンした後（図B）、wound healing assayを行い、光学顕微鏡で観察し

た（図C）。剥離 48時間後、コントロール細胞では剥離部位が明確に分からないほど細 

胞が遊走しているが、EphA2 をノックダウン細胞では遊走能が低下し、剥離部位が少しし

か埋まっていないことがわかった。また、剥離部位の境界に存在する細胞を拡大すると、

コントロール細胞では細胞が活発に運動するときの指標となるラメリポディアと呼ばれる

突起構造が形成されているが、EphA2 をノックダウン細胞ではラメリポディアの消失が認

められる。したがって、EphA2 はMDA-MB-231細胞においてその遊走能を制御することが

わかった。 

 次に RSK阻害剤 BIをMDA-MB-231細胞に作用させ、wound healing assayと invasion assay

を行い、RSK阻害時の細胞の遊走能、浸潤能を評価した。RSK阻害剤 BIを 24時間、48時

間作用させたところ、EphA2 Ser-897 リン酸化抑制は認められた（図D）。この時、RSK

阻害剤 BI による細胞毒性や細胞のアポトーシスは認められなかった（data not shown）。

Wound healing assayにおいて剥離 48時間後に観察したところ、コントロール細胞と比べ、

RSK阻害剤 BI作用細胞では遊走能の低下が認められた（図E）。また、invasion assayに

おいて、RSK 阻害剤 BI を添加し、24 時間後に浸潤した細胞数を測定したところ、RSK 阻

害による浸潤能の低下も認められた（図F）。さらに、RSK1、RSK2 のノックダウンを行

い、wound healing assayにて遊走能を評価した。RSK1、RSK2 のノックダウンにより EphA2 

Ser-897リン酸化抑制が認められ（図G）、wound healing assayにおいて遊走能の低下も認

められた（図H）。以上の結果から、RSKを介した EphA2 Ser-897 リン酸化が細胞の遊走

能、浸潤能を亢進することが考えられた。 

 また、RSK 阻害時の細胞の遊走能を評価した際（図D-E）、剥離後 48 時間において剥

離部位の境界に存在する細胞を免疫蛍光染色したところ（図H）、コントロール細胞では

ラメリポデイアや細胞膜上に EphA2 や Ser-897 リン酸化 EphA2 が局在していることがわか

った。一方で、RSK阻害剤 BIを作用させた細胞では、Ser-897 リン酸化 EphA2 が認められ

ず、EphA2 も細胞膜上ではなく、細胞質全体に広がることがわかった。また、興味深いこ

とに Phalloidin の染色像を観察したところ、RSK 阻害剤 BI を作用させた細胞ではラメリポ

ディアの消失が認められた。以上のことから EphA2 Ser-897リン酸化はラメリポディアに局
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在することで細胞の運動を制御していることがわかった。 

 以上の結果をまとめると、RSK1、RSK2 によって誘導された EphA2 Ser-897リン酸化はラ

メリポディアに局在することで細胞の遊走能、浸潤能を亢進させる可能性が非常に高い。

今後、HEK293 細胞に EphA2 と RSK1 を共に導入した状態や MDA-MB-231 細胞で EphA2

をノックダウンさせたのちに EphA2 WT または SA を導入した状態での細胞遊走能、浸潤能

を検討し、RSKを介した EphA2 Ser-897リン酸化が細胞運動を調節する直接的な結果を示す

必要がある。 

 これまで、神経膠芽腫において EphA2 の高発現が予後不良と相関することが示されてき

ている[92, 105]。近年、グリオーマ幹細胞においてチロシンキナーゼに依存しない EphA2は自

己複製能の維持に必要であり、発がん誘導を促進することが示された[105]。また、EphA2 

Ser-897リン酸化がグリオーマ幹細胞の転移・浸潤を制御することも報告されている[106]。が

ん幹細胞は治療抵抗性を持っており、がんの再発にも関わることが知られているため、が

ん幹細胞の根治療法を開発することががんの再発や転移の克服につながると期待されてい

る。乳がんの中で最も予後が悪いと言われているトリプルネガティブ乳癌では、RSK の過

剰発現や恒常的な活性化が高頻度で起きているが、そこに RSK 阻害剤を作用させることで

乳がん幹細胞の自己複製能の維持が破綻することが報告されており、RSK が乳がん幹細胞

の有用な治療ターゲットになりうることが示されている[107-108]。このように、がん幹細胞で

は EphA2 と RSK が共に高発現しているため、今回、我々が同定した RSK を介した EphA2 

Ser-897 リン酸化経路は、がん細胞だけでなく、がん幹細胞においても重要な役割を果たし

ていることが考えられる。 

 ところで、最近の報告で EphA2 が膜型マトリックスメタロプロテアーゼ 1（MT1-MMP）

の基質であることが明らかになった[109]。チロシンキナーゼ非依存的に MT1-MMP によって

切断され活性型となった EphA2はがん細胞の浸潤・転移を亢進させることが示され、また、

浸潤性乳がん患者において、切断型EphA2の高発現とMT1-MMPの高発現が認められた[109]。

この切断型 EphA2 には Ser-897 残基が含まれているため、MT1-MMP による EphA2 の切断

と RSKを介した EphA2 Ser-897 リン酸化が相乗的にがんの悪性化を誘導することが示唆さ

れる。また、我々はヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231 細胞において RSK 阻害剤を添加する

ことにより切断型 EphA2の発現低下を確認している（未公開データ）。そのため、MT1-MMP

を介したチロシンキナーゼ非依存的な EphA2の切断にも RSKが関与する可能性があり、今

後、これらの分子の相互関係を明らかにし、EphA2 Ser-897リン酸化の重要性について検討

していく必要がある。 
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これまで RSKと EphA2 Ser-897 リン酸化はそれぞれがんの遊走や浸潤、転移に関わるこ

とが報告されていたが、その分子間の相互作用については知られていなかった。この新し

い経路はがんの複雑なシグナルを明らかにするうえで重要な発見であるとともに、がん細

胞とがん幹細胞の両方において遊走能や自己複製能の維持といった極めて重要な機能を有

している。したがって、本研究は新たながんの治療戦略の構築につながることが期待され

る。 
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総括 

 第 1 章では TNF-a-p38 によって制御される EGFR エンドサイトーシスの詳細な分子メカ

ニズムの解明を目指し、リガンドを介した EGFR エンドサイトーシスに関わる Eps15 に着

目した。その結果、p38が Eps15 Ser-796リン酸化を直接制御することを発見した（図 5-1）。

TNF-a刺激の場合、p38が EGFR のエンドサイトーシスに必要であるが、Eps15 Ser-796リン

酸化も p38が誘導しているため、Eps15 Ser-796リン酸化は TNF-aを介した EGFR のエンド

サイトーシスに関わることが示唆される。しかしながら、その関与を示す結果が得られな

かったため、EGFR だけでなく、他の受容体のエンドサイトーシスとの関与も含めた機能解

析が必要である。 

 

第 2章では TNF-a-ERKを介した EGFR Thr-669リン酸化の機能解析を行った。非対称性

EGFR ホモダイマーまたは EGFR-ErbB3 ヘテロダイマーにおいて、ERK を介したレシーバ

ー側の Thr-669 リン酸化はチロシンキナーゼドメインの構造の不安定化を誘導することで

チロシンの脱リン酸化を促し、フィードバック阻害作用を持つことを発見した（図 5-2）。

この経路はがん分子標的薬の獲得耐性を考える上で重要な発見であり、獲得耐性への克服

に向けた戦略の構築に繋がると考えられる。 

TAK1 

ERK 

p38 

Clathrin

Eps15

pT pT

pS pS

TK TK

pS

TNF-a
リガンド非依存的
エンドサイトーシス

図5-1 p38を介したEps15 Ser796リン酸化
これまでp38はEGFR Ser-1046/7リン酸化を誘導し、EGFRのエンドサイトーシスに関わること
を報告してきたが、そのエンドサイトーシスにはp38を介したEps15 Ser-796のリン酸化が関
与する可能性がある。
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第 3 章では TNF-aによる EphA2 の制御機構について検討した。TNF-aによって EphA2 

Ser897 リン酸化が誘導され、その責任キナーゼが RSK1、RSK2 であることを発見した（図

5-3）。また、RSKを介した EphA2 Ser897 リン酸化は細胞運動に関わっており、乳がん細胞

EphA2

TK TK

RSK

pS pS

TNF-a

ERK ラメリポディア

運動方向

図5-3 RSKを介したEphA2 Ser-897リン酸化による細胞遊走能、浸潤能の亢進
炎症シグナルを介してEphA2 Ser-897リン酸化が誘導されるが、その責任キナーゼがRSK1、RSK2であるこ
とを発見した。また、乳がん細胞株MDA-MB-231ではSer897リン酸化型EphA2がラメリポディアに局在する
ことで細胞の遊走能や浸潤能を亢進させることが示唆された。

T

T T

pTThr-669 リン酸化

Tyr脱リン酸化

Receiver ActivatorReceiver Activator

Asymmetric 

EGFR homodimer

図5-2 ERKを介したEGFR Thr-669リン酸化によるチロシン自己リン酸化抑制
ERKを介してレシーバー側のThr-669リン酸化が誘導されることで、チロシンキナー
ゼが不安定化し、その結果、EGFRの恒常的なチロシンリン酸化が抑制される。この
フィードバック阻害機構はがん治療で問題となっている獲得耐性に関与すると考え
られる。
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株 MDA-MB-231では Ser897リン酸化型 EphA2がラメリポディアに局在することで細胞の 

遊走能や浸潤能を亢進させることが示唆された。RSKも EphA2 Ser897リン酸化もそれぞれ、

がんの遊走や浸潤に関わることが報告されているが、この 2 つの分子間の相互作用を明ら

かにしたことから、この新たなシグナル経路はがんの悪性化の一端を担う非常に重要な発

見であると考えられ、がん分子標的治療において有用な情報を提供できたと考えられる。 

今回の解析は EGFR と EphA2 のリン酸化部位の中でも抗リン酸化抗体が入手可能な部位

にのみ注目した。EGFR と EphA2 には多数の Ser/Thrリン酸化部位が同定されていることか

ら、他の Ser/Thrリン酸化部位も炎症シグナルによって制御される可能性がある。また、EGFR 

Thr-669 と Ser-1046 に相当する残基が ErbB2にも保存されており、実際に TNF-aを作用させ

たとき、ErbB2 のみならず、ErbB3 のバンドシフトも認められた（未発表データ）。これら

のバンドシフトは EGFR-TKI では抑制されず、p38 阻害剤や ERK 経路の阻害剤で抑制が認

められた。このことから EGFR だけでなく、ErbB ファミリー全体が炎症シグナルによって

チロシンキナーゼ非依存的に調節されていることが強く示唆される。さらに、Ephファミリ

ーに属する EphA1 には EphA2 Ser-897に相当する残基 Ser-906が存在している。意外なこと

に Phos-tag gelを用いた検討において、TNF-a刺激時に EphA1 のシフトバンドが認められる

にもかかわらず、このシフトバンドは ERK経路の阻害剤 U や RSK阻害剤 BIによって制御

されなかった（未発表データ）。このように、EGFR を含む ErbB ファミリーや EphA2 を含

む Ephファミリーにおいて解析が必要な Ser/Thrリン酸化部位がたくさん残されており、更

なる検討が必要である。 

また、EGFR と EphA2では、興味深いことにそれぞれの場合では Ser/Thrリン酸化の責任

キナーゼが異なることから、RTKの Ser/Thrリン酸化を調節するシグナル経路には多様性が

あることが考えられる。したがって、炎症シグナルによって制御を受けないキナーゼを介

する RTK Ser/Thr リン酸化が存在することも十分考えられ、個々のキナーゼによる RTKの

制御を検討する必要もある。 

これまで、RTK はチロシンキナーゼであるがゆえに先行研究のほとんどはチロシン残基

のリン酸化にしか注目しておらず、Ser/Thr リン酸化に関する情報はまだ少ない。近年、少

しずつ研究が進んでおり、例えば、PKC を介した MET の膜近傍領域に存在する Ser-985 リ

ン酸化がリガンドによって誘導されたMETチロシンキナーゼ活性の抑制に関わることが報

告されている[85]。また、fibroblast growth factor receptor 1（FGFR1）では、Ser-777が ERKを、

Ser-789が RSK2 を介してそれぞれリン酸化され、FGFR1 チロシンキナーゼ活性のフィード

バック阻害に関わることが報告されている[110-111]。また、興味深いことに Ser-789 リン酸化
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は Ser-777 と独立して FGFR1 のユビキチン化とそのエンドサイトーシスおよび分解を誘導

し、FGFR1 シグナルの持続性を制御することも報告されている。このように RTKの Ser/Thr

リン酸化は見落とされてきたリン酸化部位であり、驚くべきことにその機能はこれまで知

られてきた機能とは全く異なることから、RTK の機能を理解するうえでそれらの制御を明

らかにすることは非常に重要であると言える。また、本研究により炎症シグナルは RTKの

Ser/Thr リン酸化を制御し、がんの悪性化誘導に関わることが示唆された。がんの複雑なシ

グナルの全体像を明らかにするうえで、炎症シグナルを介した網羅的な RTK のリン酸化プ

ロファイルの取得とその詳細な分子機構の解明ならびに機能解析が必要である。これらの

情報は新たな分子標的治療戦略の構築に貢献することが期待される。 
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