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研究成果の概要（和文）：がんの悪性化進展には、チロシンキナーゼという酵素を持つ受容体群が関与してい
る。これら受容体は、その酵素活性を利用して細胞内に情報を伝える役目があることが広く知られており、それ
らを標的とした抗がん剤の開発も進んでいる。我々は、酵素活性を必要としないこれら受容体の新たな活性化機
構を見出している。本研究においては、その活性化のメカニズムについて新たな知見を得るとともに、新しい治
療法への応用を行った。

研究成果の概要（英文）：Receptors with an enzyme activity called tyrosine kinase are involved in the
 progression of cancer malignancy. It is widely known that these receptors have a role of 
transmitting signal into cells by utilizing their enzyme activity, and the development of anticancer
 agents targeting them is also progressing. We have found a new activation mechanism for these 
receptors that does not require enzymatic activity. In this study, we obtained new knowledge about 
the mechanism of its activation and applied it to new therapeutic methods.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの薬物治療は大きく進展してきているものの、未だ治療満足度は高くない。我々は、新しい治療法の創成に
向けて、がん細胞の増殖や転移に関与する新しい受容体活性化の仕組みを解明することを目指して研究を実施し
た。その結果、これまでに知られていない、新しい発がんタンパク質の機能を見出すことに成功した。また、こ
の仕組みを利用して、抗体と抗がん剤を結合した抗体薬物複合体の治療への応用が可能であることを実証した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 チロシンキナーゼ型受容体（RTK）の多くが変異や過剰発
現によりがんの増殖や転移を誘導する。上皮成長因子受容
体（EGFR）阻害剤が臨床応用されるなど、RTK は主要ながん
分子標的である。また、抗がん剤耐性機序として、EGFR や
EphA2 などがバイパス経路として活性化する。キナーゼ活性
に依存した古典的活性化機構に比べて、本研究で解析する
リガンド結合やキナーゼ活性に依存しないオルタナティブ
活性化機構の役割は未解明であり、がん病態制御における
次なる標的である（図１）。 
 我々は、オルタナティブ活性化に関する先駆的な研究成果を挙げてきた（図２）。EGFR におい
ては、p38 による Ser リン酸化が EGFR のエンドサイトーシスを誘導し、がん細胞のアポトーシ
スを抑制すること、ERK による膜近傍 Thr のリン酸化が EGFR のフィードバック阻害機構である
ことを示した。また、肺がん細胞のシスプラチン耐性に、EGFR のオルタナティブ活性化が関与
していることを示した。また、次世代分子標的として注目されている RTK である EphA2 において
は、ERK 下流の RSK を介したオルタナティブ活性化経路を見出した。RSK-EphA2 経路は、EGFR や
BRAF などの様々なドライバーがん遺伝子により活性
化されること、がん細胞の運動能を亢進すること、さ
らに肺がん患者の予後と負に相関することを明らかに
した。 
 腫瘍微小環境内には、がん細胞に加えて炎症・免疫
細胞や線維芽細胞などの間質細胞が存在し、それらが
産生するサイトカインなどによって慢性的な炎症病態
にある。特定の遺伝子変異と慢性炎症反応の相互作用
によって、がんの増殖や転移が誘導されると考えられ
ているが、その分子機構には不明な点が多い。慢性炎
症によるがん悪性化においても、がん細胞に発現する
RTK 活性化が重要であると考えられるが、オルタナテ
ィブ活性化の関与については全く解析されていない。 
 
２．研究の目的 
 RTK 研究は、リガンド結合や活性化変異によるチロシンキナーゼ活性
に基づく古典的なものが主体となっている。ところが、リン酸化データ
ベースを検索すると、RTK にはリン酸化されるチロシン残基よりもセリ
ン／スレオニン残基の方が圧倒的に多い（表１）。サイトカインネットワ
ークや発がんタンパク質によって、腫瘍微小環境では様々な Ser/Thr キ
ナーゼが活性化状態にあることから、がん細胞に発現する多くの RTK は
オルタナティブ活性化制御を受けていると考えられる。また、フィード
バック制御による分子標的薬耐性においても、オルタナティブ活性化が関与している。つまり、
オルタナティブ活性化機構の解明は、がんの慢性炎症病態の理解に必須であり、シグナル伝達学
や腫瘍学分野において未解明のまま残された重要な研究課題である。 
 そこで本研究では、腫瘍微小環境の観点から、炎症シグナルと増殖シグナルを統合する細胞内
情報ネットワークとして、RTK のオルタナティブ活性化を解析する。主に、Ser/Thr リン酸化さ
れた RTK が、どのような機構で浸潤末端などの機能する場へと運ばれるのかを解明する。これま
でのがん研究で見落とされてきたオルタナティブ活性化機構を解明することで、がん悪性化進
展に重要な役割を果たす古典的活性化との機能連関という新たな RTK 研究への道を切り拓くこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)EGFR のエンドサイトーシス/リサイクリング機構の解明 
 p38 による Ser-1015/Thr-1017/Ser-1018 のリン
酸化が EGFR のエンドサイトーシスを誘導するが、
その輸送経路は依然として不明である。我々は、オ
ルタナティブ制御のみを受ける EGFR 変異体（二量
体形成不全、R1ｍ）と古典的制御のみを受ける変異
体（Ser-1015/Thr-1017/Ser-1018 変異、ddm）の作
製に成功しており、両者は細胞内で異なった輸送
制御を受けると考えられる。そこで、CRISPR/Cas9
システムで EGFR をノックアウトした HeLa 細胞を
宿主として、これら変異体を発現する細胞株を樹立する。また、エンドサイトーシスに関連する、
クラスリン重鎖やクラスリンのアダプタータンパク質AP-2をsiRNAでノックダウンした。また、
EGFR の細胞内局在は、免疫細胞染色法により解析した。 
(2)EGFR 抗体セツキシマブの細胞内送達 



 オルタナティブ制御によるエンドサイトーシスを、EGFR を標的とした抗体薬物複合体（ADC）
に応用するため、セツキシマブ処理した細胞を TNF-やシスプラチンで刺激し、免疫細胞染色法
により局在を確かめた。また、リボソーム阻害タンパク質サポリンを結合した二次抗体を用いて、
オルタナティブ制御にって内在化したセツキシマブによる細胞傷害性の増強効果を WST-8 試薬
を用いて測定した。 
 
(3)EphA2 のオルタナティブ活性化の検出 
 EphA2のオルタナティブ制御については、C末端にあるSer-897のリン酸化が主な機構である。
そこで、リン酸化 Ser-897 を認識する抗体を用いて、主にウェスタンブロット法で活性化を検出
した。 
 
４．研究成果 
(1)EGFR のエンドサイトーシス/リサイクリング機構の解明 
 まず、CRISPR/Cas9 システムを用いて
EGFR をノックアウトした HeLa 細胞の樹
立を試みた。ゲノム配列を確認した結果、
右図に示したように、親株と比べ両アレ
ルにおいて欠損が見られ（赤字）、EGFR 遺
伝子が破壊されていることを確認した。
また、ウェスタンブロット法で EGFR 発現
が消失していることを確認した。このよ
うに、EGFR ノックアウト細胞の樹立に成
功した。次に、このノックアウト細胞に野
生型または変異型 EGFR を安定発現した細胞株の樹立を行った。C末端側に EGFP を融合した EGFR
として発現し、G418 による選択を行った結果、野生型および変異体（R1m、および ddm）を発現
する細胞株の樹立に成功した。 
 ddm 細胞を用いて検討した結果、TNF-α刺激によるオルタナティブ制御はすべてクラスリン依
存性エンドサイトーシスであることを確認した。クラスリンアダプタータンパク質 AP-2 の関与
も認められた。また、p38 阻害剤 SB203580 によって抑制された。一方、R1m 細胞を用いて検討し
た結果、リガンド結合型の古典的制御においては、クラスリンおよび AP-2、さらに p38 依存性
がほとんど認められなかったことから、従来考えられたきたリガンド結合型のクラスリン依存
性エンドサイトーシス機構が存在しない可能性が考えられた。あるいは、オルタナティブ制御を
受けない EGFR においては、クラスリン非依存性エンドサイトーシスが優先的に起こる可能性が
考えられた。現在、他のエンドサイトーシス関連タンパク質の寄与を樹立した細胞を用いて検討
しており、リガンド誘発の EGFR エンドサイトーシスの全容を明らかにしたい。 
 
(2)EGFR 抗体セツキシマブの細胞内送達 
 大腸がん治療に用いられている EGFR に対するモノクローナル
抗体セツキシマブを用いた抗体薬物複合体創生に向けて、オルタ
ナティブ制御を応用する試みを行った。その結果、HeLa 細胞を用
いて TNF-やシスプラチン刺激により、セツキシマブ-EGFR 複合
体が効率的にエンドサイトーシスすることを明らかにした。この
エンドサイトーシスは、p38 阻害剤 SB203580 によって完全に抑制
されたこと、EGFR チロシンキナーゼ阻害剤ゲフィチニブで抑制さ
れなかったこと、また(1)で使った R1m 細胞では認められなかった
ことから、オルタナティブ制御による細胞内移行であることがわ
かった。また、こうした現象は、HeLa 細胞だけでなく、肺がん細
胞（A549、PC-9）、大腸がん細胞（DLD1）および神経膠芽腫（U87MG）
でも認められた。しかし、HeLa 細胞ではエンドサイトーシスした
ものの、60 分後には細胞膜上にリサイクルすることがわかった。リボソーム阻害タンパク質で
あるサポリンを共役した二次抗体を用いて、本法により細胞毒性が強くなることを見出したこ
とから、本法を用いることで EGFR 標的 ADC の活性上昇が期待できると考えられた。 
 
(3)EphA2 のオルタナティブ活性化の検出 
 我々はこれまでに、増殖シグナルにおいてチロシンキナーゼ型受容体 EphA2 のオルタナティ
ブ活性化機構として、ERK-RSK を介した EphA2 Ser-897 リン酸化経路を報告している（Zhou et 
al. Nat. Commun. 2015）。腫瘍内においてがん細胞は様々な細胞ストレスに暴露されているこ
とから、EphA2 リン酸化に対するストレス刺激の影響を検討した。その結果、タンパク質合成阻
害剤アニソマイシンや抗がん剤シスプラチンがリン酸化を誘導することがわかった。その活性
化経路を調べた結果、p38 が関与していることがわかった。一方、EGF 刺激における EphA2 リン
酸化には p38 は関与しておらず、ストレスシグナルに選択的な経路の存在が明らかになった。 
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