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研究成果の概要（和文）：細胞分裂は複製したDNAを二つの娘細胞に分配する過程であり、Ser/Thrキナーゼによ
る制御が知られている。本研究では、プロテオミクス解析および阻害剤ライブラリーを用いたスクリーニングに
より見出した、受容体型チロシンキナーゼの細胞分裂への関与について解析した。阻害剤処理あるいはsiRNAに
よるノックダウンによりEphA2、IGF1R、ALKの阻害が細胞分裂異常を誘導すること、特に、IGF1RとAurora Bを同
時に阻害することで著しい細胞増殖抑制が起こることを見出した。さらに、チロシンリン酸化制御の破綻が、細
胞分裂を標的とする抗がん剤感受性を低下させることも見出した。

研究成果の概要（英文）：Cell division is a process that divides replicated DNA into two daughter 
cells and is mainly regulated by the Ser/The kinases CDK1, Aurora kinases, and PLK1. In this study, 
roles of the receptor-type tyrosine kinases in cell division were explored, since inhibition of 
these proteins by inhibitors and/or siRNA caused failure in cell division.  Interestingly, 
combination treatment of IGF1R inhibitor and Aurora B inhibitor caused severe suppression  of cell 
proliferation via causing abnormal cell division. Furthermore, abrogation of tyrosine signaling 
decreased the sensitivity against the microtubule-targeting anticancer drugs. 

研究分野：細胞生物学

キーワード： 細胞分裂　受容体型チロシンキナーゼ　EphA2　IGF1R　ALK　v-Src

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞分裂制御関連タンパク質の機能異常は染色体不安定性を介して細胞のがん化に関与するため，新規制御機構
の解明は，新たな細胞がん化機構の発見につながる。また，細胞分裂制御に関わるタンパク質は，抗がん剤を開
発するための標的分子となる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 細胞分裂は、複製された DNA、細胞質、オルガネラなどを二つの娘細胞に分配する過程であり、二つ
の娘細胞は完全に同じ染色体のコピーを受け継ぐ。CDK1、オーロラキナーゼ、PLK1、NEK キナーゼな
どのセリン/トレオニンキナーゼ、Rho ファミリーなどのアクチンリモデリング制御因子、ダイニン、キネシン
などのモータータンパク質、Rab11 などの小胞輸送制御因子など、多種多様なタンパク質の関与が既に
知られているが、未だ、その制御の全てが明らかになったわけではない。 
 我々はこれまで、細胞周期を同調したリン酸化プロテオミクス解析、阻害剤ライブラリーを用いた細胞
分裂進行を指標としたスクリーニングなどにおいて、細胞分裂制御への関与が知られていない、幾つか
のタンパク質がその制御に関与する可能性を見出してきた。これらの幾つかは、RNA干渉によるノックダ
ウンやレスキュー実験などにより細胞分裂制御への関与を証明した。そのうち、受容体型チロシンキナ
ーゼEphA2のノックダウンにより紡錘体形成異常を介して細胞分裂進行が遅れること、細胞分裂期にお
いて CDK1 依存に Ser897 がリン酸化されることなどを明らかにした。また、EphA2 以外にも細胞分裂制
御の候補タンパク質を多数見出し、現在解析を継続している。非常に興味深いのは、EphA2 などの一
群の受容体型チロシンキナーゼが候補分子として見出されてきたことである。セリン/トレオニンリン酸化
と比較し、チロシンリン酸化による細胞分裂制御はあまり報告がない。特に、受容体型チロシンキナーゼ
による細胞分裂制御はほとんど知られていない。 
 
２．研究の目的 
 
リン酸化プロテオミクスおよび阻害剤のスクリーニングにおいて見出した分子のなかで受容体型チロシ
ンキナーゼに着目し、(目的 1) EphA2 を含めた受容体型チロシンキナーゼが、細胞分裂進行にどのよう
に関与するのか、細胞分裂制御機構の解明を目指す。受容体型チロシンキナーゼの多くは、その恒常
的な活性亢進が細胞の癌化に関与している。そこで、(目的 2) 受容体型チロシンキナーゼが活性亢進
した場合にどのように癌化に関与するのか、細胞分裂制御に着目して解析する。これらの解析の結果、
細胞分裂制御機構の発見、および、新たな研究領域の創造が予想される。さらには、癌治療の標的分
子として新規の治療方法につながることも期待される。 
 
３．研究の方法 
 
(1)細胞分裂進行の評価:  
子宮頸がん HeLa S3 細胞、神経細胞腫 SH-SY5Y 細胞、非小細胞肺がん H2228 細胞、A549 細胞を
用いた。細胞分裂の進行を、可逆的な CDK1 阻害剤である RO-3306 を用いて評価した。細胞に RO-
3306 を加え 20 時間培養し、37℃に温めた PBS(+)を用いて細胞を洗浄して RO-3306 を除去し、
温めた培地を加え、CO2インキュベーター内で 30〜90 分培養した。その後、細胞を 4% ホルムア
ルデヒドにより固定し、3% BSA、0.1% サポニンを含む PBS(-)で細胞膜の透過処理とブロッキン
グを行なった。その後、１次抗体、2次抗体を順次反応させ、DNA を Hoechst33342 で 2次抗体と
同時に染色した。200個以上の細胞について微小管とDNAの形態により細胞分裂の前期/前中期、
中期、後期／終期、細胞質分裂のいずれかに分類した。 
 
(2)チロシンリン酸化の異常亢進が細胞分裂に与える影響: 
子宮頸がん HeLa S3 細胞を親株として樹立した，v-Src の誘導発現が可能な細胞株 HeLa S3/v-
Src を用いた。誘導発現は Doxycycline (Dox) の添加により行い，Dox の濃度は，実験内容に
応じて 0.1 ng/ml〜0.1 µg/ml とした。  
 
４．研究成果 
 
(1)EphA2 による細胞分裂制御： 
 Eph ファミリー阻害剤である NVP-BHG712 で HeLa S3 細胞を処理すると細胞分裂遅延が観察さ
れたことから、Eph ファミリーによる細胞分裂制御に着目した。siRNA を用いて EphA2 をノック
ダウンすると、細胞分裂紡錘体の位置の異常や多極紡錘体形成を伴う細胞分裂遅延が観察され
た。同様な細胞分裂遅延は hTERT RPE-1 細胞においても観察され、EphA2 による細胞分裂制御機
構の存在が示唆された。  
 チミジン処理により細胞周期を同調して G2 期と細胞分裂期の細胞を集め EphA2 のリン酸化を
調べると、細胞分裂期においてはキナーゼ活性の指標となる Tyr588 のリン酸化が消失し、Ser897
のリン酸化が検出された。CDK1 阻害剤である RO-3306 を用いて同調した実験系においても同じ
結果が得られ、Ser897 のリン酸化は細胞分裂後半では消失した。細胞分裂前半の Ser897 のリン
酸化は MEK/ERK 阻害剤 U0126、RSK 阻害剤 BI-D1870 により低下し、PKA や AKT 阻害剤では変化し
なかった。CDK1 の関与を調べるため、分解に必要な destruction box を欠損した cyclinB1 を活



性型 CDK1 と共遺伝子導入すると、細胞周期間期において EphA2 の Ser897 のリン酸化亢進が観
察され、U0126、BI-D1870 により消失した。以上の結果から、細胞分裂期において
CDK1/MEK/ERK/RSK 経路により EphA2-Ser897 がリン酸化されることを明らかにした。 
 次に、EphA2-Ser897 リン酸化の細胞分裂における意義を調べるため、3’-UTR 領域を標的とす
る siRNA により内在性 EphA2 をノックダウンし、野生型あるいは Ser897Ala 変異体を再発現さ
せて細胞分裂遅延への影響を調べた。その結果、野生型 EphA2 やキナーゼ活性不活化 Asp739Asn
変異体の再発現により、siRNA による細胞分裂遅延が解除されたが、一方、Ser897 がリン酸化さ
れない Ser897Ala 変異体では解除されなかった。従って、細胞分裂進行において EphA2-Ser897
のリン酸化が必要であり、キナーゼ活性は必要では無いことが明らかになった。 
 リン酸化 EphA2-Ser897 に結合する分子を調べるため免疫沈降実験を行うと、細胞遊走におい
てリン酸化 EphA2-Ser897 に結合することが知られている Ephexin4 が野生型 EphA2 と共沈降し、
Ser897Ala 変異体とは共沈降しなかった。Ephexin4 のエフェクターである RhoG は細胞分裂時に
細胞膜に局在するが、U0126 処理、あるいは Ephexin4 のノックダウンにより RhoG の細胞膜局在
が低下した。また、EphA2 のノックダウンによる細胞分裂進行遅延は、活性化型 RhoG-G12V 変異
体の発現により部分的に回復した。これらの結果から、リン酸化 EphA2-Ser897 の下流シグナル
として Ephexin4/RhoG の細胞分裂への関与が示唆された。 
 ここまで明らかにしたシグナル経路が、細胞分裂においてどのような意義を持つのか、細胞膜
の剛性に着目した。分裂細胞を 0.25 µg/mLの cytochalasin B で処理すると、ブレブ形成が観
察されるが、EphA2 のノックダウンによりブレブ形成細胞の割合が増加した。ブレブ形成細胞は
U0126 処理や EphA2 のノックダウンによっても割合が増加し、野生型 EphA2 の再発現により低下
した。一方、Ser897Ala 変異体の再発現では回復せず、Ser897 のリン酸化の寄与が示唆された。
さらに、RhoG のノックダウンによってもブレブ形成が観察された。以上の結果から、EphA2-
pSer897/Ephexin4/RhoG 経路が細胞膜剛性維持に寄与することが示唆された。 
 これらの結果から、CDK1/MEK/ERK/RSK 経路により EphA2-Ser897 がリン酸化され、
Ephexin4/RhoG経路を介して細胞膜剛性の維持においてEphA2が細胞分裂制御に関与することを
明らかにした。 
 
(2)IGF1 受容体による細胞分裂制御と AuroraB との同時阻害による細胞増殖抑制: 
 IGF1 受容体（IGF1R）の細胞分裂における役割を見出すため、siRNA によりノックダウンし、
CDK1 阻害剤である RO-3306 を用いて細胞周期を同調して細胞分裂進行への影響を調べた。その
結果、２種類の siRNA の両者で細胞分裂の進行遅延が観察された。IGF1R の阻害剤によっても同
様な細胞分裂遅延が観察され、タイムラプスイメージングを行うと、前中期、中期の時間の延長
が観察された。この細胞分裂進行遅延は Mps1 阻害剤により紡錘体チェックポイントを阻害する
と解除されたため、IGF1R 阻害による細胞分裂遅延は、染色体整列異常による紡錘体チェックポ
イント活性化が原因であることが示唆された。 
 IGF1 刺激は転写因子 FoxM1 の核局在を誘導し細胞分裂関連遺伝子の転写を活性化することが
知られている。本研究においても IGF1R のノックダウンにより FoxM1 の核局在が減少し、FoxM1
の転写が抑制されることにより細胞分裂遅延が起こると予想した。そこで、real time PCR によ
り細胞分裂関連遺伝子（CDK1、cyclin B1、Aurora A、Aurora B、PLK1、CDC25B、CENPB、CENPF）
の転写を解析したが、IGF1R のノックダウンによる影響は観察されなかった。よって、IGF1R の
阻害により観察された細胞分裂異常は、FoxM1 阻害が原因では無いと考えられる。 
 細胞分裂進行遅延を示す OSI-906 の濃度は細胞増殖抑制を示す IC50 よりも低いため、細胞分
裂進行遅延効果が増殖抑制に寄与することが示唆された。さらに、細胞分裂への影響を見出した
ことから、細胞分裂制御因子である Aurora B の阻害剤 ZM447439 と IGF1R の阻害剤 OSI-906 を
併用したところ、非常に強い細胞増殖抑制効果が得られた。そのとき、紡錘体の形態異常や多核
細胞が観察された。 
 OSI-906 と ZM447439 の併用による細胞増殖抑制効果の作用機構を調べるため、まず、両阻害
剤を処理して細胞形態を観察すると、中心体数の増加と経時的な多核細胞の増加が観察された。
また、cleaved caspase-3陽性のアポトーシス細胞も増加した。フローサイトメトリーにおいて、
阻害剤併用では DNA 含量の増加が観察されたため、細胞分裂異常による染色体分配の失敗が多
核細胞形成の原因であることが示唆された。そこで、RO-3306 を用いた同調実験において細胞分
裂進行への影響を調べると、阻害剤併用によりほぼ全ての細胞において染色体の整列が阻害さ
れた。タイムラプスイメージング解析を行うと、前中期の延長と中期の延長、さらに、染色体の
分配をせずに細胞分裂を終了し間期へ移行する slippage が観察された。次に、slippage の原因
を明らかにするため、阻害剤処理後に cyclin B1 の発現レベルを解析すると、阻害剤併用により
早期に cyclin B1 レベルが低下すること、プロテアソーム阻害剤 MG132 の同時処理により多核
形成が抑制され、cyclin B1 レベルの低下も抑制された。これらの結果は、阻害剤併用によりプ
ロテアソームに依存した早期の cyclin B1 の分解が誘導されることが slippage の原因であるこ
とを示している。 
 以上の結果から、OSI-906 と ZM447439 の併用により早期の cyclin B1 分解を原因とした
slippage が誘導され多核細胞の形成を原因とする、著しい染色体不安定性によりアポトーシス
が誘導され細胞増殖抑制が起こることが明らかになった。このような併用効果が、子宮頸がん
HeLa S3 細胞および非小細胞肺がん A549 細胞においても観察されたことは、がん化学療法にお



ける新たな治療戦略としての可能性を提唱するものである。 
 
(3)ALK による細胞分裂制御： 
 Anaplastic lymphoma kinase (ALK)は受容体型チロシンキナーゼであり、EML4-ALK 融合タン
パク質の発現が肺がんの原因の一つとなっている。本研究では、ALK 阻害による細胞増殖阻害機
構として細胞分裂への影響を調べた。ALK 阻害剤 crizotinib、ceritinib、TAE684 を細胞増殖抑
制効果のIC50程度の濃度で神経細胞腫SH-SY5Y細胞に処理すると、いずれの阻害剤においても、
RO-3306 を用いた同調実験において細胞分裂進行の遅延が観察された。crizotinib、TAE684 につ
いて染色体整列への影響を調べると、阻害剤処理により染色体整列異常が観察され、crizotinib
処理細胞についてはタイムラプスイメージングにおいても同様の結果が得られた。siRNA による
ノックダウンも阻害剤と同様に細胞分裂進行を遅延させ、野生型 ALK の再発現はこれを解除し
た。よって、阻害剤処理、あるいは siRNA による ALK 阻害が誘導した細胞分裂遅延は ALK の阻害
によることを確認した。ALK のノックダウンにより染色体整列異常と後期開始の遅延が観察され
たため、Mps1 阻害剤である AZ3146 処理、あるいは MAD2 のノックダウンにより紡錘体チェック
ポイントの関与を調べた。その結果、Mps1 阻害、あるいは MAD2 阻害のいずれにおいても細胞分
裂進行遅延が解除されたため、紡錘体チェックポイントが細胞分裂進行遅延に関与することが
明らかになった。さらに、EML4-ALK 融合タンパク質を発現している非小細胞肺がん H2228 細胞
を用いて TAE684 の細胞分裂への影響を調べた。H2228 細胞は RO-3306 により同調することがで
きなかったため、TAE684 を処理し、細胞周期を同調せずに 12時間タイムラプスイメージングを
行った。その結果、TAE684 の処理により染色体整列の遅延、後期開始の遅延などの細胞分裂異
常が観察された。 
 以上の結果より、ALK は染色体整列制御などを介して細胞分裂進行に関与し、その阻害による
細胞分裂異常は細胞増殖抑制機構の一つであることが示唆された。さらに、EML4-ALK を発現し
ている非小細胞肺がんにおいても ALK 阻害が細胞分裂異常を引き起こしたことから、細胞分裂
制御因子の阻害との併用により強い細胞増殖抑制効果が得られる可能性があり、新しいがん治
療戦略となりうる。 
 
(4)チロシンリン酸化シグナル異常が細胞分裂を標的とする抗がん剤感受性を変化させる： 
 v-Src がん遺伝子は強いチロシンキナーゼ活性により細胞を形質転換させる。我々はこれまで、
チロシンリン酸化シグナル異常が細胞分裂異常を誘導することを報告してきた。そこで、細胞分
裂を標的とする抗がん剤感受性に対する v-Src の影響を調べた。その結果、v-Src は DNA 損傷を
誘導する薬剤の細胞毒性を変化させなかったが、微小管動態を標的とする薬剤、パクリタキセル、
ビンクリスチンの細胞毒性を低下させた。タイムラプスイメージングの結果、微小管標的薬によ
り誘導される細胞分裂停止が v-Src により解除されることが、細胞毒性低下の原因であること
が示唆された。本研究では、Src 活性が亢進しているがん細胞において、細胞分裂停止を作用機
構とする抗がん剤の使用は、早期の細胞分裂終了による細胞毒性を減弱化するとともに、さらに、
その細胞分裂異常の結果生じる染色体不安定性はがんの悪性化をもたらす危険性を持つことを
提唱した。 
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