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研究成果の概要（和文）： 

肺腺癌細胞においてリン酸化蛋白を質量分析計を用いてスクリーニングし、EGFR 遺伝子に強

く制御を受けている複数のタンパク質を同定した。これらの蛋白質が肺癌の進展に関与するか

どうか検討するため、同定された蛋白のひとつである GRLF1/p190A RhoGAP の機能を解析し

た。本蛋白が肺癌細胞の増殖に関与することが示され、今後の治療標的の候補となり得ると考

えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Phospholyration of protein is important in signal transduction. We screened 

phospholyrated proteins in lung adenocarcinoma cell by using mass spectrometry to 

identify molecular targets for lung cancer treatment. Some proteins, including GFRF1 / 

p190 A RhoGAP, were strongly controlled by EGFR protein. Functional analysis revealed 

that GFRF1 / p190 A RhoGAP protein controls lung cancer cell proliferation through 

regulating MEK/ERK pathway. This protein could be a candidate of molecular treatment of 

lung adenocarcinoma.  
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１．研究開始当初の背景 

肺腺癌において EGFR 遺伝子のキナーゼ

ドメインに高率に変異が起こっていること

が 2004 年に報告され、同時に同変異を有す

る患者において EGFR-TKI が著効すること

が明らかになった。一方、EGFR-TKI に対す

る耐性が新たな臨床上の問題となった。これ

を克服するには、EGFR による情報伝達を理

解し、新たな治療標的分子を同定することが

有益である。 

 

２．研究の目的 

肺腺癌において EGFR を起点としてチロシ

ンのリン酸化を介する情報伝達経路を明ら

かにすることを通じて癌細胞の進展増殖に

関与する分子を同定する。 
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３．研究の方法 

(1)リン酸化チロシンを標的とした質量分析

計による蛋白群の同定 

EGFR に変異を有する肺腺癌細胞株を用いて、

EGFR-TKI の投与前後で蛋白を回収した。標識

試薬でそれぞれの蛋白を標識した後、抗リン

酸化チロシン抗体で免疫沈降を行い、得られ

た蛋白を質量分析計(MS/MS LS)で解析を行っ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)同定された蛋白の機能解析 

上記で得られた蛋白の中で p190A RhoA 

GAP/GRLF1 に着目し、肺癌細胞の増殖に関与

しているかどうか解析を行った。ウェスタン

ブロット、siRNA によるノックダウンなどに

より、肺癌細胞における同蛋白の機能解析を

行った。 

 

４．研究成果 

(1)リン酸化チロシンを標的とした質量分析 

質量分析によりリン酸化チロシンを含む蛋

白を多数同定した。主なものを表に示す。

EGFR 自身の他、細胞接着に関与する蛋白が複

数同定された。肺癌細胞における機能の解析

が必要であると考えられた。 

 同定した蛋白の中から、標識に用いた

試薬により、EGFR-TKI によるチロシンのリ

ン酸化を判定量的に評価した。その結果、

著明に抑制されるリン酸化チロシンを内部

に持つ蛋白が複数認められた。EGFR におい

ては、Y1068、Y1173、Y1086 いずれも著明

なリン酸化の抑制が認められた。EGFR 以外

にも複数の蛋白において EGFR-TKI 投与に

より同様に蛋白内に存在するチロシンのリ

ン酸化抑制が認められた。これらの中で、

細胞増殖に関連する可能性のあるものを選

択し、肺腺癌細胞に果たす役割を解析する

こととした。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

(2)p190A Rho GAP/GRLF1 の機能解析 

上記蛋白の１つとしてp190A RhoGAP/GRLF1

に着目した。本蛋白をコードする遺伝子

は,19q13.3 に存在する。質量 172KDa の蛋白

であり, 正常細胞では Rhoタンパク質活性を

調節して, 細胞骨格の再構成や, 転写の調

節に関与すると報告されている. In vitro で

は, p190A RhoGAP/GRLF1 は, 特に RhoA への

関与が指摘されており, 活性型である GTP結

合型 RhoA を, 不活性型の GDP 結合型 RhoA へ

変換することから, tumour suppressor とす

る報告もあるが, 肺癌細胞での機能は不明

である. 

今回の検討で、p190A RhoGAP/GRLF1 内部の

チロシン(Y1105)のリン酸化が EGFR-TKIの投

与によって抑制される結果が得られた。本蛋

白は、これまでの報告では、直接 EGFR の情

報伝達経路には含まれていないため、まず、

EGFR 経路の調節を受けているかどうか確認

するために、ウェスタンブロットで、

EGFR-TKI の投与前後で p190A Rho GAP/GRLF1

の リ ン 酸 化 の 程 度 を 調 べ 、 p190A Rho 

GAP/GRLF1のリン酸化がEGFRのリン酸化によ

って調節されていることを確認した。p190A 

Rho GAP/GRLF1 に対する抗リン酸化抗体はま

だ存在しないため、抗リン酸化チロシン抗体

を用いた免疫沈降を行って、ウェスタンブロ

ットを行った（下図）。その結果、野生型 EGFR

を有する A549 細胞リン酸化チロシンを有す

る p190A Rho GAP/GRLF1 の量は大きな変動が

見られなかったのに対し、EGFR キナーゼドメ

インに変異を有する 11-18 細胞 (L858R 

mutation)と PC14 細胞(exon19 の short 

deletion)では、リン酸化チロシンを含む同

蛋白の量が EGFR-TKI の投与により著明に減

少しており、この動向は EGFR のリン酸化

（Y1068）と同様であった。一方、EGFR-TKI

耐性変異とされる T790M を有する H1975 細胞
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Harvest cells 
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では、A549 細胞と同様に、EGFR-TKI の投与

によって p190A Rho GAP/GRLF1 に含まれるチ

ロシンのリン酸化には変化が認められなか

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上のように EGFR-TKI の投与により EGFR

のリン酸化と連動した動態を示すことから、

直接の mediator は不明であるものの、p190A 

RhoGAP/GRLF1 は EGFR による調節を受けてい

るものと考えられた。 

 

siRNA によるノックダウンを行い、p190A 

RhoGAP/GRLF1 の肺癌細胞増殖に及ぼす影響

を MTS アッセイを用いて検討した。正常気管

支上皮ではノックダウンにより細胞増殖に

変化が見られなかったのに対し、p190A Rho 

GAP/GRLF1 をノックダウンした肺癌細胞では

いずれにおいても増殖の抑制が示された（下

図）。この効果は、野生型 EGFR を有する細胞

(A549)と EGFR-TKI 耐性の変異を有する細胞

(H1975)おいても認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これにより、p190A RhoGAP/GRLF1 が肺癌細胞

の増殖において重要な役割を担っている可

能性が示唆された。本蛋白のノックアウトに

より EGFR 遺伝子の変異の有無にかかわらず

増殖抑制効果が認められることから、EGFR と

は別の治療標的となり得る可能性も考えら

れた。 

 

また、本蛋白の下流に位置するとされる

MEK, ERK 蛋白のリン酸化について、EGFR-TKI

の濃度を変えて投与しウェスタンブロット

で確認した。MEK, ERK のリン酸化状態が

p190A Rho GAP/GRLF1 のリン酸化と同じ動態

を示すことを確認した。細胞増殖機能の少な

くとも一部は、p190A RhoGAP/GRLF1 のシグナ

ル伝達経路下流に存在する、MEK-ERK 経路に

よって調節されているものと考えられた。 

 

 さらに、肺腺癌の臨床検体を用いて p190A 

Rho GAP/GRLF1 の mRNA の発現量を Q-PCR を用

いて定量した。ほとんどの症例において、同

遺伝子の mRNA の発現量が正常肺組織（図中

番号 1のカラム）よりも亢進していた（下図）。

また、発現量は病期とは一定の相関が見られ

なかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

、

 

以上より、p190A Rho GAP/GRLF1 は mRNA レベ

ルで発現の亢進を通じて、癌化の早期の段階

から肺腺癌の発生進展に影響を与えている

可能性があると考えられた。 
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