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研究成果の概要（和文）： FGF 受容体(FGFR)が Eph 受容体 A4 とヘテロ二量体として結合し、下
流シグナルを増強することを発見したことを発端に、EphA4、FGFR および、FGFR の結合分子で
ある FRS2を加えた３分子の相互作用を詳細に解明した。その結果、これらの３分子が三量体
複合体を形成すること、また、複合体を介したシグナルが神経幹細胞の増殖・分化において非
常に重要な役割を担っていることを発見した。さらに、FGFRがEphA4の下流分子であるephexin1
に直接作用し、Rho ファミリーを活性化することで神経細胞の遊走および形態変化を調節して
いることを発見した。これらの研究は、EphA4-FGFR の相互作用を軸としたシグナルが神経系細
胞の増殖・分化・遊走において重要な機能をもっていることを示している。 
 
研究成果の概要（英文）：We demonstrated previously that FGFRs and EphA4 trans-activate each 
other by forming a heterodimer, and augment downstream signals through FRS2, a major 
docking protein of FGFRs, and MAP kinase. Based on these studies, I have studied the 
interaction domains among EphA4, FGFRs and FRS2, and trans-phosphorylation partners of 
the two receptor tyrosine kinases. EphA4 interacts directly with and phosphorylates not 
only FGFRs but also FRS2. From these interaction studies, it has become clear that EphA4, 
FGFR and FRS2 compose a ternary complex, which plays an important role in proliferation 
and differentiation of neural stem cells. Furthermore, I also found that FGFR directly 
activates ephexin1, a downstream molecule of EphA4, which regulates migration and 
morphological changes of neuronal cells through activation of Rho family. These studies 
show that the interaction of EphA4 with FGFR functions as a molecular mediator for neural 
cell proliferation, migration and differentiation.  
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１．研究開始当初の背景 

受容体型チロシンキナーゼに含まれる増殖
因子受容体(FGFR, EGFR, PDGFR, IGF1R など)
は、リガンドによる刺激を受けた後、ホモ二
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量体を形成し、受容体およびその下流分子の
チロシンがリン酸化されシグナルが下流に
伝達される、とされていた。私達の研究室で
は FGFR に対して結合する新たな分子として、
異なる受容体型チロシンキナーゼファミリ
ーに属する EphA4 を見いだし、これらが互い
の細胞内ドメインを介しヘテロ二量体を形
成して相互に活性化することで下流シグナ
ルを増強するという新規シグナル伝達様式
を発見した。この発見を起点に EphA4 と FGFR
によるクロストークの詳細な分子メカニズ
ムと、それぞれの下流シグナル分子に対する
影響を解明するため、さらに ephrin/Eph シ
グナルが幹細胞の増殖・遊走に関与している
という報告があることから、神経幹細胞に焦
点を当て EphA4-FGFR クロストークシグナル
の生理的作用を探究するため、本研究を開始
した。 
 

２．研究の目的 

（１）EphA4-FGFR のクロストーク 
EphA4とFGFRによるクロストークの詳細お

よび下流シグナル分子の調節機構を解明し、
細胞の増殖と遊走に対するクロストークの
作用を調べる。 
（２）EphA4 以外の Eph と FGFR とのクロスト
ーク 
タイプ A, B で計 16 クラス存在する Eph 受

容体ファミリーは様々な細胞で多様な組み
合わせで発現しており、EphA4 以外にも FGFR
とクロストークをもつ可能性がある。EphA4
と比較し、各 Eph と FGFR とのクロストーク
の親和性および普遍性を調べる。 
（３）EphA4-EGFR のクロストーク 
EGFR シグナルは FGFR シグナルとともに神経
幹細胞の増殖に深く関与している。EGFR も
FGFRと同様にEphA4と結合することを発見し
たことから、これらが相互作用し、下流シグ
ナ ル を 調 節 し て い る と 考 え ら れ る 。
EphA4-EGFR のクロストークを結合様式およ
びリン酸化を指標に解明し、シグナルの生物
学的意義を調査する。 
 
３．研究の方法 
（１）各分子間の結合領域の特定、リン酸化
部位および下流シグナルの変化に関しては
組み換えタンパク質を用いた in vitro 実験
および 293T 細胞での強制発現実験を行い、
SDS-PAGE およびウエスタンブロット法で調
べた。 
①FGFR による EphA の下流分子である
ephexin のリン酸化部位を特定するため、複
数の Tyr/Phe 変異 ephexin 分子を作製し、
FGFR と の 共 発 現 実 験を 行 っ た 。 ま た
FGFR-ephexin シグナルの作用を調べるため、
そのリン酸化（活性化）ephexin をもちいて
RhoA, Rac1, Cdc42 への作用を GDP exchange 

assay にて測定した。さらに神経様モデル細
胞 P12 に同変異 ephexin をレトロウイルスを
用いて発現させ、形態の変化を観察した。 
②FGFR-FRS2結合ドメインは従来から知ら
れており、本研究では EphA4-FRS2結合ドメ
インを解明した。そのため、EphA4 の欠損分
子を MBP融合タンパク質として作製し、6xHis
タグとの融合タンパク質として作製した
FRS2との結合を in vitro で調べた。さらに、
FGFRの傍細胞膜領域はEphA4およびFRS2と
結合するが、その相対的位置関係は明確では
ない。そのため、FGFR 傍細胞膜領域の N端お
よび C端からの数アミノ酸毎の欠損分子を作
製して Bait として使用し、FRS2および
EphA4 細胞内ドメイン（Fish として使用）と
の結合を Yeast Two-Hybrid System を用いて
調べた。 
③EphA4-FGFR-FRS2複合体シグナルの神経
幹 細 胞 に お け る 役 割 を 調 べ る た め 、
neurosphere 法で培養したマウス神経幹細胞
に対し EphA4 のリガンドである ephrin-A1、
FGFR のリガンドである FGF2、およびそれら
両方で刺激を実施してその反応を増殖を指
標に観察した。さらに EphA4 と FRS2を阻害
する目的でそれぞれのドミナントネガティ
ブ分子をレトロウイルスにより発現させ、同
様にリガンドによる刺激実験をして増殖に
おける複合体のはたらきを調査した。 
（２）神経幹細胞にはほぼ全ての EphA が発
現しているが、EphA4 以外の Eph ファミリー
が EphA4 と同様に FGFR と結合しているかは
不明である。EphA4-FGFR の結合と比較するた
め、 (傍細胞膜ドメイン欠損、
kinase 欠損変異 EphA4 分子)を各種 Eph およ
び FGFR と共に 293T 細胞に高発現させ、その
ことによるそれぞれの Eph の FGFR との結合
およびリン酸化の阻害をウエスタンブロッ
ト法調べた。 
（３）EphA4 と EGFR が結合することはこれま
でに解明しており、Eph(KD)(kinase 欠損変異
分子)および EGFR2(KD)を用いて、これらの
EGFR(WT)および Eph(WT)による相互のリン酸
化を 293T 細胞高発現実験で調べた。また、
EphA4と EGFR の結合領域を組み換えタンパク
質を作製し in vitro 結合実験で調べた。さら
に EphA4 と PDGFR、VEGFR 等との結合・リン酸
化も同様に調査を進めている。 
 
４．研究成果 
（１）EphAとFGFRによる異なる受容体間の結
合を見出したことから、EphA4-FGFRのクロス
トークによる両受容体それぞれの下流シグナ
ルに対する影響を調べた。 
①GEF (guanine nucleotide exchange factor)
であるephexinは、EphA4の下流分子である
がFGFRに直接結合することで作用を受けるこ
とを発見し、ephexinの変異体を用いてFGFR



 

 

によるチロシンリン酸化部位を特定し、その
リン酸化ephexinのRhoファミリーGTPaseへの
作用を調べた。その結果、FGFRを介した
ephexinの活性化がRho familyのうち、RhoA
のみの活性を増強することを発見した。これ
は神経細胞の伸展における反発作用を示唆す
るが、神経様モデル細胞であるPC12を用いた
変異体発現実験において、RhoAの活性化から
予期できる形態変化が観察された (J. Biol. 
Chem 282: 31103-12, 2007)。 
②従来FGFRの下流分子として知られている
FRS2がEphAと直接的な相互作用を持つのか
どうかを検討した。その結果、FRS2はEphA
と直接結合し、リン酸化を受けることを発見
した。つまりこれはEphA、FGFR、FRS2の3分
子が複合体を形成する事を示唆している。こ
れら3分子の結合様式をYeast two-hybrid法
とin vitro binding assayにて検討したとこ
ろ、結合部位を特定し、それぞれが異なる部
位で結合することを発見した。さらに培養細
胞をもちいた発現実験においても3分子が同
時に結合する事を示した。EphA4によるFRS2
のリン酸化様式を調べたところ、FGFRによる
FRS2リン酸化部位と比べ相違があることを
発見した。このことはEphA4によるFRS2を介
した独自のシグナル調節が行われている可能
性を見出した。 
③この3分子複合体を介したシグナルがもつ
生物学的意義を調べるため、これら全てを発
現しているマウス胚由来神経幹細胞をもちい
、その増殖作用に及ぼす影響を検討した。両
受 容 体 の リ ガ ン ド で あ る FGF2 お よ び
ephrin-A1による刺激により増殖が亢進した
が、EphAおよびFRS2のドミナントネガティブ
分子を発現させることでリガンド刺激の有無
に関わらずその増殖が顕著に阻害された。以
上より、EphA4、FGFR、FRS2の3分子が複合
体を形成することを明らかにし、この複合体
を介したシグナルが神経幹細胞の増殖におい
て重要な役割を担うという新たな知見を示
した(Genes Cells 15, 297-311, 2010)。さ
らに、EphA4、FGFR、FRS2複合体による神経
幹細胞の分化への影響を検討した結果、
EphAのリガンドであるephrin-A1での刺激
により神経幹細胞が神経細胞へ分化誘導さ
れる事を免疫染色法により発見した。FGFR
およびEphA4によるFRS2のリン酸化部位の
相違から、今後分化に作用する複合体下流
シグナルの解析を進める。 
（２）タイプA, Bで計16クラス存在するEph
ファミリーのうち、ヒト脳cDNAライブラリー
より得られたEph（EphA1, A2, A3, A4, A5, A7, 
B4）と、FGFR1-4との結合を293T細胞での強
制発現系で調べたところ、それぞれ異なる親
和性で結合することが分かった。さらに活性
型変異体EphA4存在下では、その他のEphの各
FGFRへの結合が阻害される、あるいは変化し

ないという組み合わせが存在することを発
見し、結合ドメインに相違があることが示唆
さ れ た 。 さ ら に 活 性型 変 異 体 EphA4 が
Eph-FGFRの結合だけでなくこれらの相互リ
ン酸化をも阻害することを発見した。このこ
とは、EphとFGFRの各メンバーの結合が、そ
れぞれの決まったドメインを介しておこる
普遍的な現象である事を示唆している。  
（３）EphA4がEGFRとも結合し、リン酸化を受
ける事を発見した。EphA4-EGFRのクロストー
クではEphA4はEGFRをリン酸化せず、一方向性
であった。この発見はEphA4がFGFR以外の多様
な受容体型チロシンキナーゼともクロストー
クをもつ事を示唆していることから、EphA4
と各種受容体との結合およびリン酸化を、
HEK293細胞を用いた強制発現系で調べた。そ
の結果、EphA4はPDGFR、PDGFRおよびVEGFR2
と結合を示し、特に とは双方向性のリ
ン酸化を示した。現在これらの受容体分子に
ついて詳細なクロストークの解析を進めてお
り、血管新生や他の生命現象における当該ク
ロストークの役割を調査する布石としている
。 
これらの研究でEph-FGFR-FRS2複合体によ

るシグナル伝達が細胞の増殖・遊走に作用す
るだけでなく分化にも関与していることがわ
かり、幹細胞研究の観点から非常に重要であ
ると考えられる。また、EphA4を中心とした多
様な複合体形成とそのクロストークの存在が
明らかである。これらを解析することは、様
々な生命現象を調節する複雑なシグナル伝達
の仕組みを解明するうえで重要であると考え
られる。さらに本研究は同研究室の坂口が研
究代表者になっている研究課題「脳内神経幹
細胞の分化誘導によるパーキンソン病治療法
の開発」と連携しており、本研究成果をフィ
ードバックしている。 
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