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研究成果の概要（和文）：TNF-αによるEphA2のリン酸化制御について解析した結果、TAK1-ERK下流のRSK1/2がSer-897
を直接リン酸化することがわかった。Ser-897リン酸化が恒常的に誘導されているヒト乳がん細胞株において、RSK-Eph
A2経路が遊走・浸潤能を誘導した。さらに、ヒト肺がん組織を用いてRSK-EphA2の局在を検討したところ、リン酸化Eph
A2 Ser-897とリン酸化RSKが同じ細胞に認められ、RSK-EphA2経路の活性化が生命予後と負の相関を示すことを明らかに
した。以上のことから、RSK-EphA2経路はがん細胞運動を調節し、がんの悪性化に関わることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Crosstalk between inflammatory signaling pathways and receptor tyrosine kinases 
has been revealed as an indicator of cancer malignant progression. In the present study, we focus on 
EphA2 receptor tyrosine kinase. It has been reported that ligand-independent phosphorylation of EphA2 at 
Ser-897 is induced by Akt. We show that inflammatory cytokines promote RSK-, not Akt-, dependent 
phosphorylation of EphA2 at Ser-897. The RSK-EphA2 signaling pathway controls cell migration and invasion 
of metastatic breast cancer cells. Moreover, Ser-897-phosphorylated EphA2 co-localizes with 
phosphorylated active form of RSK in various human tumor specimens, and this double positivity is related 
to poor survival in lung cancer patients, especially those with a smoking history. These results indicate 
that the phosphorylation of EphA2 at Ser-897 is controlled by RSK and the RSK-EphA2 axis might contribute 
to cell motility and promote tumor malignant progression.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
(1) TNF-は炎症反応の主役としての地位が
確立されているが、がんと TNF-の関係は腫
瘍壊死因子という名前から単純には受け入
れられてこなかった。しかし、最近になりよ
うやく TNF-の腫瘍促進作用がクローズア
ップされるようになってきた。TNF-の腫瘍
促進効果は、腫瘍内の間質細胞（繊維芽細胞、
リンパ球、骨髄由来細胞など）やがん細胞自
身から産生される比較的少量の TNF-の機
能を見ていると考えられる。つまり、間質細
胞とがん細胞の相互作用が様々な面からが
ん転移を促進しており、この多くのプロセス
に TNF-が重要な役割を果たしていると考
えられている。 
 
(2) 研究代表者は、TNF-シグナルの鍵分子
である TAK1について、炎症・免疫シグナル
やがん悪性化における役割を中心に、重要な
研究実績を挙げてきた。例えば、TNF-シグ
ナル伝達経路における TAK1 による NF-B
活性化機構の研究や EGFR シグナルとの機
能的相互作用の研究は、炎症シグナル分野で
先駆的な研究として評価されている。また、
がん転移やウイルス発がん機構などのがん
悪性化に関する研究領域へも展開してきた。 
 
２．研究の目的 
(1) がん微小環境におけるがん細胞と間質
細胞との相互作用には、それら細胞から分泌
される炎症性サイトカインや増殖因子など
が複合的に関与している。本研究では、がん
微小環境という複雑系を TNF-の作用点か
ら、特に TAK1活性化を基本的な炎症シグナ
ルと位置づけて理解することを目指す。 
 
(2) 増殖因子受容体であるチロシンキナー
ゼ型受容体(RTK)はヒトゲノムに58種コード
されており、様々ながん腫において活性化変
異が起こっている。したがって、RTK の活性
調節機構を解明することは、発がんおよびが
ん悪性化の分子機構を理解するために重要
である。 
 
(3) 我々は、TNF-シグナルの下流で、
EGFR がチロシンキナーゼ活性およびリガ
ンド非依存的に制御されていることを報告
してきた（参考文献①）。TAK1下流シグナル
において、ERK が Thr-669 をリン酸化する
ことにより EGFR のチロシンキナーゼ活性
が抑制されること、また p38 を介して
Ser-1046/1047 がリン酸化されることにより
EGFR のクラスリン依存的なエンドサイト
ーシスが起こることを報告している。そこで、
本研究では、ピロリ菌感染による EGFR制御
機構を解析した。また、クラスリン依存性エ
ンドサイトーシスに関与するアダプター分
子 Eps15のリン酸化制御に着いて検討した。 
 
(4) RTK の一つである EphA2 は、EGF な

どの増殖因子シグナルにより Akt を介して
Ser-897 がリン酸化されることで、リガンド
非依存的に細胞運動能を制御していること
が知られている。そこで、本研究では、TNF-
を介した活性化が EphA2 を制御して
いる可能性を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト胃がん細胞株 AGSおよび MKN45 にピ
ロリ菌を感染させた。その後、経時的に細胞
抽出液を調製し、ウェスタンブロット法にて
EGFR のリン酸化などを解析した。また、EGFR
のエンドサイトーシスは、フローサイトメト
リーまたは免疫蛍光染色により解析した。 
 
(2) Eps15 のリン酸化部位の同定は、質量分
析計を用いて行った。また、リン酸化部位特
異的抗体を作製し、ウェスタンブロット法で
解析した。さらに、Eps15 のエンドサイトー
シスにおける役割を解析するため、siRNA に
よるノックダウンを行った。 
 
(3) EphA2 のリン酸化に関する研究は、HeLa
細胞、肺がん細胞、メラノーマおよびグリオ
ーマを用いた。これら細胞を TNF-や EGF な
どで刺激し、ウェスタンブロット法で EphA2 
Ser-897 リン酸化を評価した。また、ERK 阻
害剤U0126やRSK阻害剤BI-D1870を用いた。
さらに、siRNA 法により TAK1 や RSK をノック
ダウンした。 
 
(4) ヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231 細胞を用
いて細胞遊走能を評価した。Wound healing
アッセイやチャンバーを用いた invasion ア
ッセイを行った。また、リン酸化型 EphA2 の
細胞内局在は、免疫蛍光染色で解析した。 
 
(5) ヒト腫瘍組織アレイ、および EGFR 活性
化変異のあるヒト肺がん組織を用いて、
EphA2 および RSK のリン酸化を免疫組織化学
染色にて解析した。また、Kaplan-Meier 法に
て、両者の染色結果と患者予後の相関を調べ
た。 
 
４．研究成果 
(1) ピロリ菌感染 30 分後から、EGFR の
Thr-669 と Ser-1046/1047 のリン酸化が誘導
された。これらリン酸化は、それぞれ ERK お
よび p38 を介しており、EGFR のチロシン自己
リン酸化は全く認められなかったことから
リガンドおよびチロシンキナーゼ活性に非
依存的であることが分かった。さらに、p38
を介したシグナルは、EGFR の一時的なエンド
サイトーシスを誘導した。以上の結果より、
胃がん細胞においてピロリ菌感染により
EGFRのSer/Thrリン酸化が誘導されることが
分かった（図１）。これらの結果はピロリ菌
による EGFR 制御の新しい制御機構を示して
おり、今後その機能解析が必要である。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1．ピロリ菌による EGFR リン酸化経路 
 
 
(2) HeLa細胞を TNF-刺激したサンプルを
質量分析計で解析した結果、Eps15 の
Ser-796 がリン酸化されたペプチド断片が検
出された。そこで、Ser-796 特異的なリン酸
化抗体を作製しウェスタンブロット法で解
析した結果、内在性 Eps15の Ser-796のリン
酸化起こることが確認できた。リン酸化は刺
激後すぐに誘導され、p38経路を介して起こ
っていることが分かった。p38は EGFRのエ
ンドサイトーシスを誘導することから、
Eps15 のリン酸化がクラスリン非依存的な
エンドサイトーシスに関与していると期待
されたが、siRNAによるノックダウンの結果、
EGFR のエンドサイトーシスに関与する直
接的な結果は得られなかった。 
 
(3) HeLa 細胞を TNF-刺激したところ、
EphA2 Ser-897 のリン酸化が強く誘導され
た。EphA2 リガンドの ephrin-A1 刺激では
EphA2 のチロシン自己リン酸化が誘導され
たのに対して、TNF-ではチロシンリン酸化
は認めらなかったことから、チロシンキナー
ゼ非依存的に Ser-897リン酸化が誘導される
ことが分かった。また、TAK1を過剰発現し
ても Ser-897リン酸化が誘導された。増殖因
子によるSer-897リン酸化がAktを介してい
ると報告されていることから、PI3K および
Akt阻害剤の効果を検討した結果、全く阻害
されなかった。そこで、上記報告で使用され
ているグリオーマ細胞株 U87-MG および
TG98 を用いて検討したが、この場合も阻害
剤は効果を示さなかったことから、Aktが責
任キナーゼでないと考えられた。そこで、
TNF-下流シグナル経路の阻害剤を検討し
た結果、MEK阻害剤 U0126と ERK下流に
位置するRSKの阻害剤BI-D1870がSer-897
のリン酸化を完全に阻害した。siRNAを用い
た検討によっても同様の効果が認められた。
以上の結果から、炎症性サイトカインや増殖
因子による Ser-897のリン酸化は、RSKが担
っていると考えられた。 
 
(4) RSK-EphA2経路の細胞運動能における
役割を解析するため、乳がん細胞株
MDA-MB-231 細胞用いた。この細胞は、
EphA2 を過剰発現しており、恒常的に RSK
によって Ser-897がリン酸化されていた。ま

ず、RSK阻害剤の効果を検討した結果、ラメ
リポディア様の構造が消失し、細胞遊走能と
浸潤能が顕著に抑制された。また、リン酸化
EphA2の細胞内局在を検討した結果、ラメリ
ポディア様の構造に選択的に検出された。次
に、EphA2を siRNAでノックダウンした結
果、細胞遊走が顕著に阻害された。この効果
は、キナーゼ活性を持たない変異 EphA2
（Ser-897 は存在）により解除されたが、
Ser-897 を Ala に変異した EphA2 では解除
できなかった。以上の結果から、がん細胞の
運動能にRSK-EphA2経路が重要な役割を果
たしていることがわかった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．RSK による EphA2 のリン酸化経路 
 
 
(5) RSK-EphA2経路がどのようなオンコジ
ーンシグナルの下流で機能しているのかに
ついて検討した。まず、メラノーマ細胞株で
は、BRAF-V600E変異を持つ細胞株の中で、
EphA2 を発現している細胞では恒常的な
Ser-897 リン酸化が起こっていた。これらの
リン酸化は、BRAF阻害剤 vemurafenibで顕
著に阻害された。NRAS変異を持つ細胞株で
は、vemurafenib は効かなかった。しかし、
これらすべての細胞株で、RSK 阻害剤が
Ser-897リン酸化を阻害した。 
 次に、非小細胞肺がん細胞株を用いて検討
した。EGFR エキソン 19 欠失を持つ細胞株
および EML4-ALKを発現する細胞株では、
それぞれ gefitinib および crizotinib が
Ser-897 リン酸化を顕著に抑制した。また、
KRAS変異を持つ A549細胞を含めてすべて
の非小細胞肺がん細胞株において、RSK阻害
剤が Ser-897リン酸化を阻害した。 
 
(5) ヒト組織アレイを免疫組織化学染色し
た結果、肺腺がんや肺扁平上皮がん組織など
でリン酸化 EphA2 とリン酸化 RSKが共局在し
ていた。EGFR エキソン 19 欠失を持つ肺がん
患者組織においても同様の染色像が認めら
れた。リン酸化 EphA2 は主に細胞膜に、リン
酸化 RSK は主に細胞質と核に染色され、それ
ぞれの細胞内局在を反映した染色像が得ら
れた。そこで、肺がん組織アレイを用いて予
後相関の検討を行った結果、EphA2 と RSK と
もに陽性患者の予後が著しく悪いことが分
かった。 
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