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研究成果の概要（和文）：上皮細胞増殖因子（EGF）受容体（EGFR）は、様々な癌腫でその進展に関連しており、実臨
床においても重要な標的分子となっている。本研究では、EGFR経路を阻害する戦略として、EGFRの内在化を標的とする
戦略に関する基礎研究を行った。緑茶カテキンの一種であるEGCGはEGFRの内在化を誘導するが、内在化に関わると考え
られるc-srcのリン酸化が観察された。このEGCGによるc-srcのリン酸化はc-srcのパルミトイル化を阻害することで抑
制されることから細胞膜へのアンカリングや、細胞膜上での局在が重要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：EGFR, which is expressing in various carcinoma cells, plays critical roles of 
proliferation, invasion and metastasis. Some molecular targeting drugs against EGFR are already applied 
for cancer patients. In this study, we investigated a mechanism of c-src activation, which might cause 
internalization of EGFR.
EGCG, a constituent of green tea, cause EGFR internalization. This is inhibited by src family kinase 
inhibitors. Using YCU-H891 cells (head and neck cancer origin), we conducted a EGFR internalization study 
and found that EGCG induced EGFR internalization was inhibited 2 hydroxypalmitate (N-terminal 
palmitoylation inhibitor) and G2A-c-src transfection (acting as dominant negative manner about N-terminal 
palmitoylation of c-src) . We also found that EGCG preferentially activate c-src among SFKs. As EGCG and 
other polyphenol compounds alter lipid organization of membrane, anchoring and localization of c-src 
might be critical for its activation by EGCG.

研究分野： 耳鼻咽喉科

キーワード： 上皮細胞増殖因子受容体
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１．研究開始当初の背景 
上皮細胞増殖因子（EGF）受容体( 
EGFR) は、種々の癌腫で発現がみられ、そ
の活性化が、発がん、増殖、浸潤、転移とい
った癌の進展に深く関わっている。既に
EGFR を標的とする分子標的薬が臨床応用
されている。代表研究者らのこれまでの研究
により、天然に存在する化合物が複数のヒト
由来の癌細胞株において、上皮細胞増殖因子
受容体（EGFR）の細胞表面からの内在化を
誘導し、細胞外からの増殖因子に対する反応
を阻害する可能性が示されていた。そのメカ
ニズムとして、src ファミリー蛋白(SFK)のリ
ン酸化が重要である可能性を示していた。 
現在臨床応用されている薬剤は EGFR とリ
ガンドの結合阻害やキナーゼ活性を阻害す
るものである。一方、本研究で注目するのは、
EGFR を内在化させるメカニズムで、EGFR
を活性化せず内在化させることができれば、
リガンド結合を阻害し、細胞内へのシグナル
を遮断できる可能性があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1)SFKの活性化がEGFR内在化に関与する
過程の中で、どのように SFK が活性化する
について明らかにすることを目的とした。 
(2)これまでの研究で用いた緑茶カテキンの
一つである EGCG 以外の物質（ポリフェノ
ール類）でも同様の現象が起こるかを検討す
る。 
 
３．研究の方法 
EGFR を高発現する頭頚部扁平上皮癌細胞株
（YCU-H891）を用いた。 
SFK のリン酸化はウェスタンブロット法、 
内在化をみる方法として、細胞膜タンパクビ
オチン化法をもちいた。 
 
 
４．研究成果 
(1)EGCG は SFK のリン酸化を誘導する 
EGFR を発現する細胞株に EGCG 処理を行うと
EGFR の内在化が観察されることが分かって
いたがその機序は不明であった。 
EGCG 処理により、細胞膜に主に存在している
EGFR は 30 分程度の処理で内在化が観察され
る。生理的なリガンドの一つである EGF で処
理しても同様の内在化が誘導されるが、EGF
処理では EGFR の活性化に引き続き下流のシ
グナルが活性化される一方、EGCG 処理では活
性化は見られず、むしろ細胞増殖は抑制され
る。 
これまでの研究で、EGCG 処理後わずか 5分で
SFK のリン酸化が観察され、EGFR 内在化と時
間的に符合すること、SFKの阻害剤であるPP1
（及び PP2）で EGCG により誘導される EGFR
の内在化が抑制されることから、及び、SFK
のメンバーの内、c-src が細胞膜のエンドサ
イトーシスにc-srcが関与するとの報告があ
ることから、内在化機序に SFK の活性化が必

要であるとの仮説をたてた。 
まず SFK が活性化する条件として、細胞を
EGF,EGCG で処理し SFK（Y416）を認識する抗
体でブロットした（図 1）。その結果、SFK の
活性化が確認された。活性化した蛋白分子量
はわずかに異なっており、SFK のファミリー
蛋白の中で異なるファミリー蛋白がリン酸
化された可能性が示唆された。 
 
 

 
 
 
 

 
図 1 EGF,EGCG による SFK のリン酸化 
 
(2)EGCG は SFK のうち c-src をリン酸化する 
EGCG 処理した細胞の cell lysate を抗 c-src
抗体で免疫沈降し、抗 pY416-SFK 抗体でブロッ
トした(図 2)。その結果、EGCG では c-src の
リン酸化が確認された。同様の実験を主要な
SFKメンバーであるfyn、yesで行ったところ、
EGCG でのリン酸化は確認できなかった。 
このことから、EGCG は SFK メンバーのうち、
c-src をリン酸化すると考えられた 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 
 

 
図２ EGCG 処理で c-src がリン酸化される 
 
(3)c-src のアシル化を阻害すると EGCG 誘導
性の EGFR 内在化が阻害される 
c-src は N 末端に翻訳後付加されたアシル基
（ミリストイル基）により細胞膜に結合して
いる。他方、他の SFK の多くでは、その N末
端はミリストイル基とパルミトイル基の
dual acylation で修飾されている。 
EGCG はアシル基の結合の重要な足場となっ
ている細胞膜の脂質構造を変化させる可能
性があり、このことが c-src の活性化の鍵と
なっていることが予想された。これまでの研
究で N 末端のミリストイル化を阻害する
2-hydroxypalmitate(2HM)で処理したところ、
EGCG による c-src の活性化は抑制された。２
HMは他のSFKのパルミトイル化も同時に阻害
するため、本研究では更に c-src のミリスト



イル化に関して dominant negative（DN）に
作用すると考えられる G2A c-src を一過性に
発現させ、EGFR の内在化を比較した(図 3)。
その結果、G2A c-src 導入細胞では、EGCG に
よる EGFR の内在化が抑制されることが示さ
れた。 
c-src の N 末端のアミノ酸配列は翻訳後修飾
であるミリストイル化に重要で、これを阻害
することで細胞膜へのアンカリングができ
なくなることが予想される。 
以上から、EGCG による c-src の活性化は細胞
膜への結合、あるいは、細胞膜上の局在が重
要であることが示唆された。 
 
 
 

(図 3)EGCG 処理で誘導される EGFR 内在化は
DN-c-src で抑制される 
 
 
(4)EGCG以外のポリフェノール類でもEGFRの
内在化を誘導する 
Curcumin, anthocyanin はいずれもポリフェ
ノール化合物であり、研究者らのプレリミナ
ルな研究で細胞膜脂質構造を変化させる可
能性を示していた。そこで、これらの物質で
EGFR の内在化が誘導されるか否かを検証し
た。 
その結果、比較的高濃度では EGFR の内在化
が誘導されることが示された。 

 
(図 4)各種ポリフェノール化合物によるEGFR
の内在化 
 
 
 
 

(5)細胞膜脂質構造と EGFR の内在化 
細胞膜脂質構造を変化させる物質による処
理により EGFR の内在化を誘導することを示
した。本研究ではその機序の一部に c-src が
関与する可能性が示された。 
直接的な内在化の機序は未だ明らかでない
が、c-src の細胞膜上の局在の変化がその活
性化や EGFR の内在化に関係しているものと
推察される。 
EGCG は細胞に様々な影響を及ぼすが、その一
つが細胞膜脂質構造の変化である。EGFR のよ
うな細胞膜貫通型の蛋白やc-srcのような細
胞膜にアシル基を介して結合する蛋白は、細
胞膜上に平均的に分散しているのではなく、
細胞膜上で集合・離散を繰り返しており、そ
の集合状態がタンパク間の相互作用（結合、
リン酸化）に重要であるとの説がある。この
集合体を筏に例え、"lipid raft”と称する
が、EGCG（及びポリフェノール化合物など）
はこの脂質構造を変化させることで、lipid 
raft に影響を与え、結果、EGFR 経路のシグ
ナルを遮断したり、内在化を誘導する可能性
があるのではないかと考えられた。 
 
疫学的な研究では、EGCG を多く含む緑茶の摂
取量は、一部の悪性腫瘍の発症や進展に対し
て負の相関があるとの報告があり、何らかの
機序により生体内で抗腫瘍効果を発する可
能性が示唆されている。しかし、多くの基礎
研究に用いられる EGCG の濃度は、生体内で
達成するには極めて高濃度であることから、
EGCG やその他の化合物が臨床的な濃度で
EGFR の内在化を誘導するとは考えにくい。こ
の観点からは、本研究で観察された c-src の
一過性の活性化は 1µM でも確認されており、
このことが臨床的に観察される抗腫瘍効果
と関連がある可能性があるものと考える。こ
のように惹起されたc-srcのリン酸化はその
下流の様々なシグナルを活性化するが、これ
がclathrin,dynamin、あるいはその他のEGFR
（及びその他の受容体型チロシンリン酸化
酵素、膜結合型蛋白など）の内在化に関連す
るタンパク群に作用する可能性があると考
えられる。 
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