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論 文 内 容 の 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とSer-1046/7の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

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リン酸化がEGFRの活性化に及ぼす影響について検
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討し、Thr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、がんにおいて発現が高いRTKXに注目し、

TNF-を介したRTKXのリン酸化制御機構ついて解析した（第3章）。  

 

第1章 p38を介したEps15のリン酸化制御機構（論文１）  

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
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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（論文２）  

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 RTKXのSer/Thrリン酸化抑制機構  

論文受理後に公開  

 

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
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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RTKX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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3. 論文受理後に公開  
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学 位 論 文 審 査 の 要 旨 

                                 

チロシンキナーゼ型受容体（RTK）は 1 回膜貫通型の受容体であり、細胞内のチロシン

キナーゼを介して生存シグナルや増殖シグナルを伝える。近年、がん分子標的治療薬とし

て RTKチロシンキナーゼ阻害剤の開発が進んでいる。我々は、TNF-が EGFRの Thr-669

と Ser-1046/7 のリン酸化を誘導することを明らかにしてきた。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リン酸化は p38が制御し、EGFRのエンドサイトーシスに関与しているこ

とを明らかにしているが、その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

制御を検討した。一方、機能のわかっていなかった Thr リン酸化について、EGFR の活性

化に及ぼす影響について検討した。さらに、EGFR 以外の RTKにも Ser/Thr残基が多数存

在していることから、それらの残基が炎症シグナルによって制御される可能性を検証する

ため、TNF-を介した RTKXのリン酸化制御機構について解析した。 

 

1. p38を介した Eps15のリン酸化制御機構 

EGFRなどの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る Eps15のリン

酸化制御を検討した。HeLa細胞を TNF-刺激することによってリ Eps15の Ser-796がリ

ン酸化されることがわかった。そのリン酸化の制御機構を検討したところ、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 および関連タンパク質のノックダ
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ウンを行ったが、TNF-による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が、p38 を介した Eps15 Ser-796

リン酸化という新しいシグナル経路を発見し、今後その機能解析が重要であると考えられ

た。 

 

2. EGFRの Thrリン酸化による Tyr自己リン酸化の抑制機構 

ERFR を過剰発現しているヒト乳がん細胞株を用いて、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、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

に関わることから、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。 

 

3. TNF-を介した RTKXのリン酸化制御機構 

論文受理後に公開 

 

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
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要な役割を果たすことが示唆された。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。 

 

これらの研究成果はすでに国際的な学術誌に公表していること、また面接等による学位

論文審査の結果、提出した論文内容が博士（薬学）の学位を授けるに値すると判断した。 
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