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研究成果の概要（和文）：増殖因子シグナルと細胞接着シグナルの統合制御機構を解明するため、細胞増殖におけるEG
FRとインテグリンに共通したシグナル伝達分子であるFAKの役割とその調節機構の解析を行った。その結果、FAKはEGFR
シグナル依存的細胞増殖に必要であることが明らかになった。また、FAKのFERMドメインの疑似リン酸化変異体が、シ
ャペロンを介して微小管に結合することにより、細胞増殖を抑制することも明らかになった。以上の結果より、FAKはF
ERMドメインのリン酸化状態により、細胞増殖を正、負のいずれにも制御することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate regulatory mechanism for integration of growth factor signal and 
cell adhesion signal, role of FAK, which is a common downstream signaling molecule of EGFR and integrin, 
and its regulatory mechanisms were examined. As a result, FAK was found out to be required for 
EGFR-dependent cell growth. Furthermore, a FAK mutant carrying phosphorylation-mimic mutation at FERM 
domain inhibited cell growth by interacting with microtubules through chaperones. Taken together these 
results, it was suggested that FAK could positively and negatively regulate cell growth depending on 
phosphorylation states of FERM domain.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 上皮成長因子受容体（EGFR、epidermal	
 
growth	
 factor	
 receptor）などの増殖因子受
容体と細胞接着因子（細胞外マトリックス受
容体）であるインテグリンは、相互の機能を
調節しながら共通のシグナル伝達経路を活
性化することが知られている。しかしながら、
これらの異なる受容体から伝達されるシグ
ナルがどの様に統合され、細胞の増殖を制御
するかについては、不明な点が多い。 
	
 本研究の実施者は、増殖因子がプラスティ
ックディッシュを用いた二次元培養系では
顕著な増殖亢進作用を示さないのに対し、生
体内やコラーゲンゲルなどを用いた三次元
培養系において、細胞増殖を顕著に亢進する
現象に着目し、それがインテグリンシグナル
の強度の差に起因することを見出した。イン
テグリンシグナルが強く惹起される二次元
培養系においては、インテグリンシグナルが
主な増殖シグナルとなるため、増殖因子の作
用はマスクされる。それに対し、インテグリ
ンシグナルが減弱する三次元培養系におい
ては、インテグリンシグナルと増殖因子シグ
ナルが協調的に細胞増殖を亢進する。 
	
 生体内における癌細胞の三次元的な増殖
を支持する分子機構を理解するためには、三
次元培養系を用いた増殖因子シグナルと細
胞接着シグナルが統合される分子機構を明
らかにすることが必要不可欠であると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究の目的は、増殖因子シグナルと細胞
接着シグナルが協調的に細胞増殖を支持す
る機構を明らかにすることにある。三次元培
養系を用いることにより、二次元培養系では
明らかにすることが不可能であった、新たな
細胞増殖制御機構を明らかにすることが可
能であると考えられた。 
	
 本研究を行うにあたり、EGFR とインテグリ
ンに共通したシグナル伝達分子である、
focal	
 adhesion	
 kinase	
 (FAK)の役割に着目
した。FAK は EGFR	
 とインテグリンのシグナ
ルを統合することにより、細胞運動促進に関
与することが報告されている。そのため、細
胞増殖においても、FAK は EGFR とインテグリ
ンのシグナルを統合し、細胞増殖を促進して
いる可能性が考えられた。 
 
３．研究の方法 
	
 FAKがEGFRシグナルとインテグリンシグナ
ルの統合に関与する可能性の検証と、それを
支持する分子機能を明らかにするため、以下
の解析を行った。	
 
(1)	
 EGFR 依存的細胞増殖にインテグリンと
FAK が関与することを調べるため、インテグ
リン阻害抗体、FAK ドミナント・ネガティブ
変異体、FAK 阻害剤の影響を調べた。	
 
(2)	
 FAK ノックアウト細胞に FAK、EGFR、な
らびに EGFR のリガンドの一つである

heparin-binding	
 EGF-like	
 growth	
 factor	
 
(HB-EGF)	
 を様々な組み合わせにより発現し、
主に三次元コラーゲンゲルにおける増殖能
を評価する事により、FAK の EGFR 依存的な細
胞増殖への関与を解析した。	
 
(3)	
 FAK の機能はリン酸化により制御されて
いることから、データベース上に登録された
リン酸化部位のうち、種間で保存された部位
に変異を導入した FAK 変異体を FAK ノックア
ウト細胞に導入し、EGFR 依存的細胞増殖に対
する影響を調べた。	
 
(4)	
 EGFR依存的細胞増殖に影響が認められた
FAK 変異体の性状（細胞における局在、キナ
ーゼ活性、活性化に関与するリン酸化レベ
ル）を、野生型 FAK と比較解析した。	
 
(5)	
 タグを付加した野生型ならびに変異型
FAK を細胞に発現し、細胞溶解液からタグ抗
体カラムを用いて精製した。サンプルを電気
泳動した後、銀染色により両者に結合の差が
認められる分子を、質量分析により同定した。	
 
(6)	
 FAK と(5)で同定された FAK 結合タンパク
質の細胞における局在を、免疫蛍光染色法な
らびに蛍光タンパク質融合体を用いて解析
した。	
 
(7)	
 FAK のリン酸化を検出するため、動物を
用いた特異的抗体の作製と、抗体の可変領域
のみから構成される single	
 chain	
 Fv	
 (scFv)
を発現する人工的なファージディスプレイ
ライブラリーを用いて、リン酸化ペプチドに
特異的に結合する scFv のスクリーニングを
行った。	
 
(8)	
 様々な条件で細胞培養し、質量分析なら
びに scFv を用いてリン酸化が生じる条件の
検討を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)内在性 FAK を発現する細胞の三次元培養
系における EGFR 依存的な増殖は、インテグ
リン阻害抗体、FAK ドミナント・ネガティブ
変異体、FAK 阻害剤のいずれによっても抑制
されたことから、インテグリンと FAK は必要
であることが分かった。	
 
(2)	
 FAK ノックアウト細胞に EGFR と HB-EGF
を発現しても、高い増殖能を示さなかったの
に対し、EGFR、HB-EGF、FAK を同時に発現す
ることにより、高い増殖能を獲得することが
分かった（下図参照）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



HB-EGFに応答したErkの活性化をFAKノック
アウト細胞と FAK を再導入したリバータント
細胞で比較したところ、プラスティックディ
ッシュで培養した際には顕著な差は認めら
れなかったが、コラーゲンゲルで培養した際
には、リバータント細胞で有意に高い活性化
を示した。これらの結果から、FAK は三次元
培養系において Erk の活性化を亢進すること
により、EGFR 依存的細胞増殖に寄与すること
が分かった。	
 
(3)リン酸化部位に変異をもつ FAK を発現し
たところ、これまでに細胞運動に関与するこ
とが明らかになっていたリン酸化が、細胞増
殖にも関与することが分かった。また、これ
までに機能が明らかになっていなかった、
FERM ドメインに存在する Y155 が、細胞増殖
に関与することが明らかになった。	
 
(4)	
 Y155 の疑似リン酸化変異体 Y155D は、本
来局在する接着斑には局在しないことが分
かった（写真参照。接着斑は抗リン酸化チロ
シン抗体 pTry で染色した）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
また、Y155D 変異体では FAK の活性化に必要
な Y397 の自己リン酸化や、Src 依存的リン酸
化が顕著に低下しており、それに伴いキナー
ゼ活性も低下していることが明らかになっ
た。	
 
(5)野生型と比較して、Y155D 変異体に選択的
に結合するタンパク質を質量分析により同
定したところ、シャペロンとして機能する
Hsp90 と Hsc70、また Hsp90 と結合すること
が知られる微小管の主要な構成分子である
チューブリンであることが分かった。	
 
(6)蛍光抗体を用いた免疫染色により、Y155D
変異体は、内在性の Hsp90b、Hsc70、チュー
ブリンと共局在した。また、外来性の蛍光タ
ンパク質融合 Hsp90b、Hsc70、チューブリン
も、Y155D 変異体と共局在することが分かっ
た。Hsp90b、Hsc70、チューブリンの局在は、
野生型ならびに変異型 FAK を発現した場合で
も大きく影響を受けなかったことから、チュ

ーブリンと結合したシャペロンに Y155D 変異
体が選択的に結合した結果、接着斑への局在
が抑制されることが明らかになった。	
 
(7)ウサギとモルモットに Y155 リン酸化ペプ
チドを免疫して、ポリクローナル抗体の作製
を行った。得られた坑血清からリン酸化ペプ
チドカラムを用いて、アフィニティー精製を
行ったが、FAK 以外の分子のリン酸化を認識
する抗体が多く含まれていたため、特異的な
抗体を得ることが出来なかった。そこで、人
工的な scFv をコードするファージディスプ
レイライブラリーを用いて、Y155 リン酸化ペ
プチドに特異的に結合する scFv のスクリー
ニングを行った。その結果、非リン酸化ペプ
チドには反応しない、１４の scFv クローン
を得ることが出来た。	
 
(8)様々な培養条件におけるリン酸化の検出
を試みたが、質量分析と scFv のいずれを用
いても、Y155 のリン酸化は検出されなかった。	
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