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研究成果の概要：増殖因子 EGF 受容体ファミリーは、肺がん、乳がんをはじめ多くのがん細胞

で過剰発現や変異等が報告されており、がん悪性化に密接に関与している。一方、サイトカイ

ン TNF-はストレス応答シグナルを活性化し、がん細胞の生存や転移などに密接に関与してい

る。本研究では、TNF-シグナルと EGF シグナルが TAK1 キナーゼを介して相互に影響しあい、

それぞれのシグナルに対して抑制的に作用することを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) シグナル伝達研究の進展により、がん治
療において特定の分子を標的とした治療法
の開発が加速しており、チロシンキナーゼ型
の増殖因子受容体が注目されている。特に、
ErbB（EGFR）受容体ファミリーは、肺がん、
乳がんをはじめ多くのがん細胞で過剰発現
や変異等が報告されており、がん悪性化に密
接に関与している。実際、EGFR や ErbB2 を標
的とした治療法（チロシンキナーゼ阻害剤や
中和抗体）が確立され、がん分子標的治療の
さきがけとして臨床利用に至っている。しか
し、一部のがんで高い有効性を示しているに

も関わらず、その治療成績は未だ不十分であ
る。したがって、より治療効果を高めるため
にその活性化制御機構の基礎解析を行うと
ともに、それを基盤とした新たな治療戦略の
構築が求められている。 
(2) 分子生物学的な解析により発がん過程
やがん悪性化における炎症反応の重要性が
分子レベルで解明されつつある。炎症反応の
中心である TNF-シグナル伝達系は、NF-B
や JNK/p38 MAPK などのストレス応答シグナ
ルを活性化し、がん細胞のアポトーシス制御
や転移などに密接に関与していることが明
らかにされてきた。炎症反応の制御は、新た



ながん分子標的治療法の確立に向けて期待
される領域である。 
(3) 成人 T細胞白血病ウイルス(HTLV-1)の発
がん遺伝子産物 Tax は、細胞内の様々な分子
と相互作用し、多岐にわたるシグナル伝達経
路の異常を引き起こす。特に、上述のストレ
スシグナル伝達系を活性化し、感染 T細胞の
がん化を誘導する。その結果生じる成人 T細
胞白血病・リンパ腫（ATLL）は、現在も予後
不良の悪性疾患であり、その治療戦略の構築
が期待されている。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 研究代表者らは、TNF-シグナル伝達系
の基礎解析を行い、特に MAP3K の一つである
TAK1 の果たす役割について、次に示す基礎研
究を進めてきた。①TNF-による NF-B 活性
化における TAK1 の関与、②TNF-による TAK1
活性化における Thr-187 リン酸化の重要性、
③TAK1により活性化された IKKによる NF-B 
p65 のリン酸化、④T および B リンパ球にお
ける TAK1 の役割。さらに、がん細胞内の炎
症シグナルの制御によるがん悪性化機構の
解析、およびそれらを応用した新しい分子標
的治療法の確立に向けての検討を行ってい
る。これまでに、TNF-のがん転移促進効果
における TAK1 の重要性、TAK1 を標的とした
TRAIL 誘発アポトーシスの増強効果について
報告した。 
(2) ErbB受容体シグナルのがん転移機構にお
ける役割についても検討を進め、肝細胞がん
の肝内転移を EGFR チロシンキナーゼ阻害剤
gefitinib が阻害すること、およびその機構
として TNF-による EGFR のトランス活性化
が関与していることを報告している。また、
TNF-によりEGFRが一時的に抑制されること
を見出し、それには TAK1-p38 経路が関与し
ていることを明らかにしている。 
(3) 以上のように、研究代表者は TNF-を中
心に炎症シグナルの基礎解析を進め、それを
基盤としてがん悪性化機構の解析や分子標
的治療への応用へ向けて研究を進展させよ
うとしている。その中心課題として、TNF-
シグナルと ErbB 受容体シグナルの交差干渉
の解析を位置付けている。本研究においては、
増殖因子受容体シグナルと炎症性サイトカ
インシグナルの協調的、あるいは相反的な作
用を分子レベルで解析する。特に、TAK1 の活
性化の果たす役割に焦点をあてる。また、が
ん悪性化モデル実験系においてその検証を
行うことを目指す。 
(4) Tax が発現している HTLV-1 感染細胞では、
NF-B や MAPK が恒常的に活性化している。し
かしながら、その活性化の制御機構について
は不明な点が多い。そこで、本研究では、サ
イトカインシグナルでは NF-B や MAPK の活

性化に関与している TAK1 の果たす役割に注
目し、HTLV-1 による ATLL 発症に関与する基
礎的な解析を進め、新たな治療標的の探索を
目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) TNF-シグナルと EGF シグナルの交差干
渉に関する研究は、HeLa 細胞を用いて行なっ
た。細胞を TNF-または EGF で刺激し、細胞
内のシグナル伝達経路の活性化を、リン酸化
抗体を用いたウェスタンブロット法で検討
した。また、EGFR の細胞内局在については、
抗 EGFR 抗体を用いたフローサイトメーター
解析、あるいは GFP 融合 EGFR を発現した細
胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
(2) ErbB受容体とがん転移に関して研究を進
めるため、マウスメラノーマ細胞株 B16-BL6
細胞を用いて検討した。この細胞は、ErbB3
を過剰発現しており、そのリガンドである
Heregulin (HRG)刺激による転移能の誘導に
焦点をあてた。また、HRG 刺激によって ErbB3
と EGFRが二量体形成している可能性を、EGFR
チロシンキナーゼ阻害剤 PD153035 を用いて
検討した。 
(3) ATLL の解析は、HTLV-1 が感染している T
細胞株を用いて行なった。主に、Tax を発現
していない ED40515(-)および MT-1 細胞、Tax
発現細胞である HuT-102 および MT-2 を用い
た。HTLV-1 に感染していない T細胞株として
Jurkat 細胞を用いた。細胞内のシグナル伝達
分子の活性化については、(1)と同様にウェ
スタンブロット法で解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) TNF-の EGF シグナルへ及ぼす効果。 
我々はこれまでに、TNF-シグナル伝達系に
おいて、TAK1 が MAPK および NF-B 活性化を
引き起こすことを明らかにしてきた。最近
TNF-刺激によってEGFRがトランス活性化す
ることが報告されていたため、この可能性を
HeLa 細胞にて検証することにした。 
①細胞を TNF-刺激すると、EGFR がリン酸化
されていることを見出した。興味深いことに、
このリン酸化は、EGFR チロシンキナーゼ活性
に依存せず、膜結合型 EGFR リガンドの切断
による EGFR のトランス活性化とは全く異な
った機構であることが明らかになった。逆に、
TNF-による EGFR のリン酸化は EGF による
EGFR のリン酸化に抑制的に作用した。 
②EGFR のリン酸化部位の同定を進めるため、
既存のチロシン残基のリン酸化を調べた結
果、本来のリガンドである EGF では強くリン
酸化が誘導されたのに対して、TNF-刺激で
は全くチロシンリン酸化は認められなかっ
た。このことは、①に示した EGFR リン酸化



が EGFR チロシンキナーゼに依存しないこと
と一致した。したがって、TNF-によるリン
酸化部位は、セリンまたはスレオニン残基で
はないかと考えられた。そこで、過剰発現系
を 用 い て 検 討 し た 結 果 、 Thr-669 と
Ser-1046/7 がリン酸化部位である可能性が
示唆された。そこで、これら残基のリン酸化
抗体を用いて検討した結果、TNF-によるリ
ン酸化部位が、これら両残基であることが確
認された。リン酸化は、刺激後 10 分で明確
に認められ、その後 60 分後には脱リン酸化
された。また、このリン酸化は、肺がん細胞
株 A549 や前立腺がん細胞株 DU-145 でも確認
された。興味深いことに、EGF 刺激でも
Thr-669 はリン酸化されたが、Ser-1046/7 の
リン酸化はほとんど認められなかった。 
③Thr-669とSer-1046/7のリン酸化にいたる
シグナル伝達系の解析を行った結果、両残基
とも TAK1を介してリン酸化されていた。TAK1
の下流で、ERK を介して Thr-669 が、p38 を
介して Ser-1046/7 がリン酸化されていた。 
④リン酸化の生理機能を解析するため、刺激
後の細胞内局在を検討した。その結果、TNF-
刺激後速やかに細胞内にエンドサイトーシ
スすることを見出した。①に記載した TNF-
による EGF シグナルの抑制機構は、EGFR のエ
ンドサイトーシスによると推定された。エン
ド サ イ ト ー シ ス に は 、 p38 を 介 し た
Ser-1046/7 のリン酸化が関与していたが、
Thr-669 のリン酸化は関与しなかった。さら
に、Ser-1046/7 の脱リン酸化後、再び細胞膜
にリサイクルされた。この一時的な細胞内局
在の役割について検討した結果、TNF-によ
って誘導されるアポトーシスに対する抑制
シグナルとなっていることが判明した。EGFR
経路は、TAK1 の下流で抗アポトーシス経路と
して有名なNF-B経路とは全く独立したシグ
ナル伝達系であることも確認した。したがっ
て、TAK1 の下流には EGFR 経路と NF-B 経路
の二つの抗アポトーシス経路が存在するこ
とが明らかになった。 
(2) EGF の TNF-シグナルへ及ぼす効果。 
TNF-刺激と同様に、EGF によっても JNK/p38
が活性化される。EGF によって TAK1 は活性化
されず、MAPK 活性化にも TAK1 は関与してい
なかった。ところが、EGF は TAK1 と結合して
いる活性化因子 TAB1 および TAB2 のリン酸化
を誘導した。TAB1 のリン酸化は p38 を介して
いること、TAB2 のリン酸化は p38 を介してい
ないことを見出した。TAB1 のリン酸化部位と
して Ser-423 および Thr-431 であることを明
らかにした。これらリン酸化部位は、TNF-
シグナル伝達系における p38 による TAK1 活
性のフィードバック阻害に関わっているこ
とが知られていた。そこで、あらかじめ EGF
でこれら TAB1 リン酸化を誘導しておくと、
その後の TNF-による TAK1 活性化が阻害さ

れることを見出した。また、TAK1下流のNF-B
活性化も EGF の前処理によって抑制された。 
(1)の結果と合わせて、TNF-シグナルと EGF

シグナルはお互い阻害し合うという現象（交差干

渉）があることを見出した（図１）。このように、

細胞外に存在するリガンドは、それぞれの受容体

を介して細胞内にシグナルを伝えるが、腫瘍内な

どの微小環境では、細胞は複数のリガンドに常に

暴露されていると予想される。したがって、複数

リガンドによる細胞の刺激、あるいはそれらの時

間差刺激が細胞に与える効果を調べる必要性があ

ると考えられる。今後、TNF-シグナルと EGF シグ

ナルの交差干渉をモデル系として、複数リガンド

刺激のシグナル伝達機構の解析を進めていく予定

である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．TNF-シグナルと EGF シグナルの交差干渉 

 
 
(3) ErbB3/EGFR による転移能の誘導。 
B16-BL6 細胞を HRG 刺激すると、in vitro 細
胞浸潤能が促進した。この効果は、EGFR チロ
シンキナーゼ活性に依存していた。同様に、
HRG 刺激した細胞を静脈内に移植する肺転移
モデルにおいて、EGFR チロシンキナーゼ依存
的に転移能が促進した。転移能の亢進は、細
胞を皮下に同所性に移植する自然肺転移モ
デルにおいても同様の結果が得られた。した
がって、ErbB3/EGFR ヘテロダイマー形成が、
メラノーマの肺転移の亢進に関与している
ことを見出した。 
(4) HTLV-1 Tax による恒常的 TAK1 活性化 
HTLV-1感染細胞のTAK1活性化について、我々
が独自に作製した Thr-187に対するリン酸化
抗体を用いて検討した結果、Tax 発現細胞に
おいてのみ TAK1 が強く活性化されているこ
とが明らかになった。これには、Tax によっ
て TAK1 活性化因子の一つである TAB2 の発現
誘導が関与していた。この恒常的 TAK1 活性
化の下流シグナルに対する効果を検討した
結果、予想に反して NF-B 活性化には関与し
ていなかった。一方、JNK および p38 の恒常



的活性化に重要であることが明らかになっ
た。さらに、JNK の下流で転写因子 ATF-2 の
活性化が起こっていることを見出した。以上
のように、Tax 依存的に恒常的 TAK1 活性化が
起こっていることを見出した。今後は、他の
シグナル伝達系に果たす TAK1 の果たす役割
を解析する予定にしている。 
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