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研究成果の概要（和文）：インスリン様成長因子（IGF1）は生後の成長に重要な役割を果たす。このIGF1産生に
おいてこれまでは成長ホルモン（GH/GHR）シグナルのみが重要であるとされてきたが、私達はephrin/EphA4シグ
ナル伝達系がこのシグナル系と相互作用していることを以前に報告している。今回の研究ではこれら2つのシグ
ナル伝達系分子の分子間相互作用を調べた。それぞれのシグナル伝達系の分子が複雑に相互作用し、シグナル伝
達を強化していることが判明した。GHRの発現がシグナル伝達に必須であることも発見した。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that EphA4, a member of the Eph family of RTK, is an 
important modulator of growth hormone (GH) signaling, leading to augmented synthesis of IGF1 for 
postnatal body growth. We report here the molecular interactions of EphA4, GH receptor (GHR), JAK2 
and STAT5B. EphA4 binds to GHR at both its extracellular and intracellular domains and 
phosphorylates GHR when stimulated with a ligand. The cytoplasmic domain of EphA4 binds to the 
carboxy-terminus of JAK2. STAT5B binds to the amino-terminal kinase domain of EphA4. 
Ligand-activated EphA4 and JAK2 phosphorylate each other and STAT5B, but JAK2 does not appear to 
phosphorylate EphA4-bound STAT5B. Ligand-activated EphA4 induces the nuclear translocation of STAT5B
 in a JAK2-independent manner. GHR expression is required for the activation of STAT5B signaling, 
even via the JAK2-independent pathway. These findings suggest the molecular mechanisms by which 
ephrin/EphA4 signaling enhances the canonical GH-IGF1 axis.
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１． 研究開始当初の背景 

生後の体格形成には、GH-IGF1 軸と一括し

て呼ばれる下垂体からのGH 分泌、および肝

や末梢組織におけるGHR 下流シグナルを介

するIGF1 産生が大きく関わっている。GHR 

のシグナル伝達機構としては、これまでリ

ガンドはGH のみとされ、これがGHR に結合

することによりJAK2 が活性化され、JAK2 

がSTAT5B を活性化し、活性化されたSTAT5B 

が核内に移動することにより転写因子とし

て働いてIGF1 の転写を亢進するという経

路が定説と考えられてきた。 

私どもは、生直後の体重には差が無いに

も拘らず、その後のEpha4 KO マウスの体格

が小さいことから、EphA4 の作用機序をin 

vivo およびin vitro で詳細に研究し、

EphA4 がGH/GHR シグナル系のGHRと直接結

合することにより体格決定に関与している

ことを突き止めた。この結合はEphA4 が活

性化されたときにおこり、GHR の下流シグ

ナルであるJAK2 およびSTAT5B の活性化を

増強する。さらに、EphA4 はSTAT5B と直接

結合してこれを活性化することもJak2 

(-/-)およびGhr (-/-)細胞を用いて証明し

た。これらの2 経路によるSTAT5B の活性化

に比例してIgf1 の転写も亢進した。Epha4 

KO マウスにおいては、肝およびその他の複

数の臓器からのIGF1 産生が低下しており、

血中IGF1 も低下していた。治療に対する反

応としては、EphA4 KO マウスの成長障害は

IGF1 皮下注により改善されるが、GH 皮下

注は無効であることも判明した。これらの

ことから、私どもはこれまでの定説を修正

するGHR/EphA4/JAK2/STAT5B および

EphA4/STAT5B の２つのSTAT5B 活性化経路

とその下流のIGF1 産生機構の存在を明ら

かにした。 
 
２．研究の目的 
（１） EphA4 が従来の定説に基づく複合体

（GHR/JAK2/STAT5B）にどのような働きをす

るかを調べるために、EphA4 のどのドメイ

ンがGHR、JAK2 およびSTAT5B と結合するか

を決定する。 

（２） GHR 無発現状態でのEphA4 のIGF1 

産生への作用機序を調べるために、Ghr 

(-/-)線維芽細胞を使ってEphA4 の活性化

によるJAK2 の活性化（リン酸化）、STAT5B 

の活性化（リン酸化）およびIGF1 産生の変

化を調べる。 

（３） EphA4 のIGF1 産生への作用がどの

程度JAK2 に依存しているのかを調べるた

めに、Jak2(-/-)線維芽細胞でも同様に

EphA4 の活性化によるGHR の活性化（リン

酸化）、STAT5B の活性化（リン酸化）、お

よびIGF1 産生の変化を調べる。 

（４） JAK2 無発現下でEphA4 の作用発揮

がどの程度GHR に依存しているかを調べる

ため、Jak2(-/-)線維芽細胞内でshRNA を用

いてGhr ノックダウンを行い、その影響を

STAT5B の活性化（リン酸化）、およびIGF1 

産生の変化を指標として調べる。 

 
３．研究の方法 

(1)EphA4 のどのドメインがGHR、STAT5B お

よびJAK2 と結合するかを決定した。EphA4 

およびGHR の部分的欠損分子発現ベクター

をpcDNA3.1 vector を使って作製し、

HEK293T 細胞で発現させた後に免疫沈降お

よび免疫ブロット（IP&IB）実験にて調べた。 

(2) GHR 無発現下でのEphA4 のIGF1 産生

への作用機序を調べるために、Ghr (-/-)

線維芽細胞を使ってEphA4 の活性化による

JAK2 の活性化（リン酸化）、STAT5B の活

性化（リン酸化）およびIGF1 産生の変化を

調べた。Ghr (-/-)マウス胚から線維芽細胞

を作製・培養し、内在性EphA4 をリガンド

で刺激することによりJAK2 およびSTAT5B 

のリン酸化をIP&IB 実験にて調べた。

Igf1mRNA を定量的RT-PCR にて調べた。培

養液中のIGF1 はELISA で測定した。上記結



果を、GHR 発現をレスキューした線維芽細

胞とで比較した。 

(3) EphA4 によるIGF1 産生のJAK2 依存度

を調べるために、Jak2 (-/-)線維芽細胞で

も同様にEphA4の活性化によるGHR の活性

化（リン酸化）、STAT5B の活性化（リン酸

化）、およびIGF1 産生の変化を調べた。 

(4) JAK2 無発現下でEphA4 の作用発揮が

どの程度GHR に依存しているかを調べた。

Ghr に対するshRNA（およびcontrol shRNA）

をlentivirus にて導入しGhr ノックダウ

ンを行った。その影響をIP&IB 実験による

STAT5B の活性化（リン酸化）で調べた。 
 
４．研究成果 

EphA4、GHR、JAK2 および STAT5B の相互作

用に関する研究を実施した。EphA4 と GHR

は細胞内外両ドメインで結合すること、

EphA4 のキナーゼドメインの N端に STAT5B

が結合すること、JAK2 の N端に GHR が結合

し、JAK2 の C端に EphA4 が結合することを

発見した。EphA4 がリガンドで刺激された

場合、直接 STAT5B をリン酸化して活性化す

るのみではなく、JAK2 をリン酸化すること

により活性化しこの JAK2 による STAT5B の

活性化にも間接的に関わることも発見した。

興味あることに、Jak2（-/-）の線維芽細胞

でも、EphA4 が STAT5B を活性化するために

は GHR の発現が必須であることを発見した。

このことは、EphA4 は GHR と複合体を形成

することにより STAT5B への作用の場を提

供されていると考えることができる。つま

り、GHR の発現が、STAT5B が活性化される

ための必須条件であるということである。 
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