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研究成果の概要（和文）：エフリン受容体（Eph）は、正常な組織においてはリガンドであるephrinと結合 する
ことで、神経軸索ガイダンスや血管の誘導など、発生過程において様々な役割を担う。一方、Eph受容体はがん
細胞において高発現している例が報告されており、がん悪性化に関与していることが示唆されている。本研究で
は、１）EphA3はリガンド非依存的に制御され、浮遊培養条件下での神経膠芽腫細胞の凝集体形成促進に働いて
いること、２）EphA2は低グルコース状態においてリガンド非依存的に神経膠芽腫細胞の生存維持に関わるこ
と、３）EphA3の過剰発現によって細胞の運動性が促進していること、を新たに見出した。

研究成果の概要（英文）：The ephrin receptor (Eph) plays various roles in the developmental process, 
such as nerve axon guidance and vascular guidance, by binding to the ligand ephrin in normal 
tissues. On the other hand, it has been reported that the Eph receptor is highly expressed in cancer
 cells, suggesting that it is involved in cancer malignant transformation. In this study, it was 
newly found that 1) EphA3 acts in a ligand-independent manner to promote the formation of 
glioblastoma cell aggregates under suspension culture conditions, 2) EphA2 promotes glioblastoma 
cell survival under glucose-limited conditions in a ligand-independent manner, and 3) overexpression
 of EphA3 promotes cell motility.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： がん　受容体　シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、がん細胞においてのみ特に活性化されているEph受容体シグナルに焦点を絞り、そのシグナル伝達に
関わる分子を網羅的に解析していくことで、がんの悪性化を担う新たなシグナル伝達の一端を解明することをめ
ざすとともに、がん細胞の悪性度の違いを分子レベルで明らかにしていくことを目的とする。本研究による成果
は、副作用の少ない抗がん剤やがんの悪性度を示す新たな指標の創出に寄与する可能性が考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
Eph 受容体は、受容体型チロシンキナーゼの中でも最大のファミリーを構成し、細胞表面に存在
する ephrin と結合することで Eph 受容体のチロシンキナーゼ活性が上昇し、細胞内にシグナル
を伝達する。これまでにもノックアウトマウスなどを用いた解析から、発生過程における神経軸
索ガイダンスや血管の誘導をはじめとする細胞の位置決定や、様々な組織における恒常性の維
持など、非常に多くの生理機能に関与していることが報告されている。一方で、Eph-ephrin シグ
ナルのバランスが崩壊すると、様々な疾患に結びつくことも明らかになりつつある。その中でも
EphA2 受容体は、乳がんをはじめ、肺、大腸、腎、膵がん、脳腫瘍など、数多くの組織由来のが
んにおいてその発現量とがん細胞の悪性度の高さに相関性があることが確認されており、がん
細胞の浸潤性への関与や、特に最近ではがん幹細胞の自己複製能や未分化性維持との関係につ
いても報告されている。ところが、EphA2 及びその関連分子をターゲットとしたがんに対する有
効な治療法が未だ確立されていないのが現状である。がん細胞における EphA2 に関する興味深
い点として、正常な組織においてはリガンドである ephrin と結合することで、EphA2 は細胞内
へとシグナルを伝達するが、がん細胞において高発現している EphA2 は、EGF などの刺激によ
って ephrin 非依存的に細胞内領域の 897 番目のセリンがリン酸化され、細胞の増殖や運動性の
促進につながっていることが我々も含めて報告されている。この点から、正常な細胞とがん細胞
では EphA2 を介したシグナル伝達が大きく異なることが予想され、従って本研究課題が取り組
むがん細胞特異的な EphA2 のシグナル伝達の解明が、がん悪性化を分子レベルで理解し、新た
な診断法や治療法のターゲット開発へとつながる重要な位置づけとなる研究課題であると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、がん細胞においてのみ特に活性化されている Eph 受容体シグナルに焦点を絞り、そ
のシグナル伝達に関わる分子を網羅的に解析していくことで、がんの悪性化を担う新たなシグ
ナル伝達の一端を解明することをめざすとともに、がん細胞の悪性度の違いを分子レベルで明
らかにしていくことを目的とする。本研究では、これまで申請者が明らかにしてきた EphA2 の
リン酸化制御や細胞運動性促進に関わる一連の分子群の研究成果をもとに、未だ不明な点が多
い EphA2 の過剰な発現とがん悪性化との関係に関わる分子機構の解明、さらには EphA2 以外の
Eph 受容体によるがん悪性化のメカニズムの解明につなげていきたいと考えている。特に本研究
で主に用いる神経膠芽腫細胞は、グリア細胞から発生するがん（神経膠腫）の中でも最も悪性度
が高いがん細胞であるため、正常なグリア細胞あるいは比較的悪性度の低い神経膠腫細胞にお
ける Eph 受容体との違いを比較検討することで、Eph 受容体シグナルの破綻によって細胞内で
はどのような異常が見られ、悪性度の高いがんへと変化していくのか、分子レベルで明らかにし
ていくことが可能であると考えられる。さらには、神経膠芽腫のみで見られるシグナル経路特有
のタンパク修飾などの情報提供にもつながることが期待される。 
 
３．研究の方法 
１）神経膠芽腫細胞の凝集体形成制御の解析 
 既に作製した EphA3 過剰発現細胞、あるいは発現抑制細胞を用いて浮遊培養を行い、形成さ
れる凝集体の大きさを顕微鏡にて解析を行った。浮遊状態でのがん細胞の凝集体形成は、がんの
転移と深く関わっていることが報告されている。また、浮遊状態で凝集体を形成させた細胞から
細胞溶解液を回収し、細胞内で活性化されているシグナル伝達の違いを調べた。一方、EphA3 の
発現の有無によって発現レベルが異なるタンパク質を浮遊培養から細胞を回収し検討を行った。 
 
２）低グルコース培養による細胞の生存性の解析 
グルコースを含まない培地を作成し、細胞を 12 時間培養した後の細胞死の割合を、培地中に放
出された乳酸デヒドロゲナーゼの酵素活性を測定することによって算出した。EphA2 のリン酸
化レベルは、抗リン酸化抗体を用いてウェスタンブロット法により検出した。また、EphA2 欠損
神経膠芽腫細胞は、CRISPR-Cas9 システムにより樹立した。 
 
３）神経膠芽腫細胞の細胞運動性の解析 
神経膠芽腫細胞の細胞運動性の違いを過剰発現細胞、あるいは RNAi による発現抑制により解析
を行なった。細胞運動性については、トランスウェルを用いて行い、細胞を crystal violet で染色
することにより移動した細胞の数を測定した。 
 
４．研究成果 
１）EphA3 による浮遊培養条件下での神経膠芽腫細胞の凝集体形成促進 
神経膠芽腫細胞において高発現が確認されている EphA3 受容体に着目し、EphA3 欠損細胞及び
過剰発現細胞をそれぞれ神経膠芽腫細胞で作成し、これらの細胞を用いて神経膠芽腫細胞にお
ける EphA3 受容体の発現が及ぼす影響について解析を行った。がん細胞は、浮遊条件下で培養
すると細胞同士が結合し大きな細胞の凝集体を形成することが知られており、単体の細胞より
細胞死が引き起こされる割合が少なく、さらには細胞凝集体の大きさとがん細胞の増殖及び生
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存との間には相関があることが報告されている。我々の結果から、EphA3 欠損細胞では神経膠芽
腫細胞の浮遊培養条件下で形成される細胞の凝集体の大きさが有意に小さくなった一方、EphA3
過剰発現細胞では凝集体の形成が促進された。また、浮遊培養条件下では神経膠芽腫の悪性化に
大きく関わっている EGF によって EphA3 の発現がタンパク質レベルで制御され、それには EGF
による Akt の活性化が必要であることも示唆された。さらには、EphA3 は N-cadherin の発現上
昇を促進することで、凝集体の形成を促進していることも見出された。この機能には、リガンド
である ephrin の関与は認められなかった。以上の結果から、EphA3 は EGF-Akt シグナル経路に
よってリガンド非依存的に制御され、浮遊培養条件下での神経膠芽腫細胞の凝集体形成促進に
働いていることが示唆された。 
 
２）EphA2 による低グルコース条件下での神経膠芽腫細胞の生存維持促進 
神経膠芽腫細胞において高発現が確認されている EphA2 受容体に着目し、EphA2 の高い発現量
が神経膠芽腫細胞に及ぼす影響について検討を行った。その結果、グルコース欠乏条件下におい
て EphA2 の 897 番目のセリンのリン酸化が亢進していることが明らかになった。さらに、グル
コース欠乏による EphA2 のリン酸化には活性酸素種の蓄積が関与していることが見出された。 
また、神経膠芽腫 U251 細胞を用いて、EphA2 欠損細胞を CRISPR/CAS9 システムによって作成
し、グルコース欠乏における EphA2 の役割を検討した。その結果、グルコース欠乏において
EphA2 欠損細胞は、コントロール細胞と比較して有意に細胞生存率が低いことが明らかになっ
た。以上の結果から、EphA2 は低グルコース状態において 897 番目のセリンがリン酸化を受け、
その結果低グルコース環境における神経膠芽腫細胞の生存維持に関わることが示唆された。 
 
３）EphA3 による細胞の運動性促進作用 
神経膠芽腫細胞において高発現が確認されているEphA3受容体について、siRNAを用いたEphA3
の発現抑制、及び過剰発現による神経膠芽腫細胞への影響について解析を行った。その結果、
siRNA を用いて EphA3 のノックダウンを行った細胞では、コントロール細胞と比較して細胞の
運動性の低下が見られた。一方、EphA3 を恒常的に発現させた細胞では、コントロール細胞と比
べて運動性の促進が観察された。また、EphA3 を恒常的に発現させた細胞において、ミオシン軽
鎖のリン酸化の増加が見られ、ROCK 阻害剤である Y-27632 によりミオシン軽鎖のリン酸化、並
びに細胞運動性の促進作用が抑制された。細胞運動性の促進作用は、Rho 特異的阻害剤である C3
酵素によっても抑制された。以上の結果から、神経膠芽腫細胞では EphA3 の高発現によって、
リガンド非依存的に細胞の運動性が促進し、その作用に Rho-ROCK 経路が関与していることが
示唆された。 
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