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研究成果の概要（和文）： 
Mig-6はEGF受容体と結合しEGFシグナル伝達を阻害する蛋白質とされ、そのノックアウトマウ

スでは上皮系の癌が多発する。さらに数種のヒト癌で変異が報告されており、癌抑制遺伝子と考

えられている。しかしながらMig-6のEGF受容体阻害のメカニズムとMig-6のリン酸化等の翻訳後

修飾を介した制御機構については未知である。本研究では、Mig-6のリン酸化を解析した結果

Chk1がMig-6キナーゼである事を見出した。さらにEGF刺激によりMig-6がリン酸化さり、それ

はChk1のノックダウンにより抑制された。また、EGF刺激によりChk1のS280のリン酸化は

PI3K/Akt/S6Kの経路で起こる事がわかった。質量分析により、Mig-6のChk1による主なリン酸化

部位はSer251である事、S251A変異体はEGFRの活性化を抑制する事を見出した。さらにEGFRの
活性化と細胞増殖能はChk1のノックダウンにより抑制され、それはMig-6のノックダウンで回復

した。以上よりChk1はMig-6のS251をリン酸化してMig-6活性を抑制する、このよう二Chk1はEGF
シグナリングの正の制御因子として機能する事は、Chk1の新機能である。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Mig-6 acts as an inhibitor of EGF signaling via binding with the EGF receptor (EGFR). 
Downregulated expression of the Mig-6 gene is observed in breast carcinomas, in which it correlates 
with reduced overall survival. Mig-6-deficient mice show hyperactivation of endogenous EGFR and 
develop spontaneous tumors in various organs. Therefore, Mig-6 is an important tumor suppressor. 
However, its post-translational modifications and regulatory mechanisms have not been elucidated. Here, 
we investigated the phosphorylation of human Mig-6 and found that Chk1 phosphorylated Mig-6 in vivo 
as well as in vitro. Moreover, EGF stimulation promoted phosphorylation of Mig-6 without DNA 
damage and the phosphorylation was inhibited by depletion of Chk1. EGF also increased 
Ser280-phosphorylated Chk1, a cytoplasmic-tethering form, via PI3K pathway. Mass spectrometric 
analyses suggested that Ser 251 of Mig-6 was a major phosphorylation site by Chk1 in vitro and in vivo. 
Substitution of Ser 251 to alanine increased inhibitory activity of Mig-6 against EGFR activation. 
Moreover, EGF-dependent activation of EGFR and cell growth were inhibited by Chk1-depletion, and 
were rescued by co-depletion of Mig-6. Our results suggest that Chk1 phosphorylates Mig-6 on Ser 251, 
resulting in the inhibition of Mig-6, and that Chk1 acts a positive regulator of EGF signaling. This is a 
novel function of Chk1. 
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１．研究開始当初の背景 
上 皮 増 殖 因 子 (EGF:Epidermal Growth 
Factor)は古典的な増殖因子の一つで、その
受容体である EGFR(EGF-receptor)は細胞内
に チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を も つ
RTKs(Receptor tyrosin kinases)に属する。
Mig-6はEGF受容体と結合しEGFシグナル
伝達を阻害する蛋白質とされ、そのノックア
ウトマウスでは上皮系の癌が多発する。さら
に数種のヒト癌で変異が報告されており、癌
抑制遺伝子と考えられている。しかしながら
Mig-6 の EGF 受容体阻害のメカニズムと
Mig-6 のリン酸化等の翻訳後修飾を介した制
御機構については未知である。 
 
２．研究の目的 
本研究では分子生物学的手法、生化学的手法
を用いて、Mig-6 の翻訳後修飾とその責任酵
素を同定し、EGF シグナル伝達における機能
を明らかにする事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
キナーゼアッセイ、キナーゼ阻害剤、免疫沈
降、ウエスタンブロット、リン酸化抗体、細
胞増殖アッセイ、質量分析等を駆使して、目
的分子(Mig-6、EGFR、MAPK 等)の翻訳後修飾
と EGFシグナル伝達における機能と制御機構
を解析する。 
 
４．研究成果 

① 多種のキナーゼ阻害剤を用いた実験で、

Mig-6のリン酸化がChk1阻害剤によって阻

害されることを見出した。 
② EGF刺激によりMig-6のリン酸化が亢進す

る事  
③ in vitroでChk1がMig-6をリン酸化する事 
④ Chk1のsiRNA導入によりEGF刺激依存的

なMig-6のリン酸化が抑制される事。 

⑤ 質量分析を用いた解析で、Mig-6のリン酸

化部位を解析し、特にSer251、Ser301がin 
vivoでリン酸化されている事。 

⑥ in vitroでMig-6のSer251、S301がChk1によ

りリン酸化される事。 

⑦ 質量分析を用いた解析で、EGF刺激により

Chk1のSer280のリン酸化亢進が見られる。  

⑧ Chk1のsiRNA導入によりEGF刺激依存的

なMig-6-S251のリン酸化が抑制される事 

⑨ Chk1のsiRNA導入によりEGFシグナル伝

達（EGFR活性化、MAPK活性化）が抑制さ

れる事 

⑩ Chk1のS280のリン酸化はPI3K/Akt/S6Kの

経路で起こる事 

以上の成果をまとめて、EMBO Jに、Chk1 
phosphorylates the tumor suppressor Mig-6, 
regulating the activation of EGF signaling. とし

て報告した。 
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