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研究成果の概要（和文）：活性化EGFRとGEP100結合によるArf6経路の活性化をさらに亢進する機序の解明を行っ
た。Grb2過剰発現により、EGFRとGEP100の結合が増強、その下流であるArf6活性化がみられた。これにより、実
際に肺癌細胞株において、EMT活性化（E-cadherin発現減少）やin vitro浸潤能の亢進が示された。
EGFRと結合しない変異型Grb2では、Arf6経路の活性化は増強しなかった。EGFRとGrb2の結合が癌の浸潤能に重要
であり、浸潤能の抑制に、EGFR-Grb2、Grb2-GEP100、EGFR-GEP100結合部位の阻害が有用である可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：We revealed the enhancing mechanisms of Arf6 pathway via the binding between
 activated EGFR and GEP100.  Grb2 overexpression induces the promotion of the binding of these 
molecules and its downstream molecule, Arf6 invasion pathway, leading the activation of EMT and in 
vitro invasive activity in lung cancer cells.
Furthermore, mutant Grb2 overexpression which does not bind EGFR did not show the enhancement of 
Arf6 pathway. These results possibly showed the inhibition of the binding among these molecular 
complex is the promising targets to suppress the invasive activity in lung cancer cells

研究分野：呼吸器外科
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１．研究開始当初の背景 

ErbB family に属する EGFRおよび Her2 は、

その異常活性化により、様々な癌種において予

後不良となることは臨床的によく知られている。 

我々は、佐邊らと共に ErbB family 受容体から

の刺激が、Arf6 活性化を介して、invadopodia 形

成を促進し、その結果、乳癌や肺癌の浸潤転移

能獲得へと向かうメカニズムが、浸潤転移抑制

の新たな標的となる妥当性を報告してきた。その

中で、Arf6 活性化 GTP 交換因子（GEF）である

GEP100 が EGFRやHer2 の細胞内ドメインの特

定の自己リン酸化チロシンと結合することで、浸

潤転移能獲得に特異的なArf6 活性化を促進す

ることを見出した。さらに、 

ErbB family に属する EGFRおよびHer2 は、

肺癌や乳癌を含む様々な癌種において、その

異常活性化により、遠隔転移を促進し、予後不

良となることは臨床的によく知られている。 

ErbB family 受容体からの刺激が、癌の浸潤

転移能獲得の際に起こる上皮間葉転換

（Epithelio-Mesenchymal Transition、 EMT）の

中で、Arf6 活性化 GTP 交換因子（GEF）である

GEP100やArf6活性化を介して、invadopodia形

成を促進し、その結果、乳癌や肺癌が浸潤転移

能獲得へと向かうメカニズムが、浸潤転移抑制

の新たな標的となる妥当性がこれまでに報告さ

れてきた。 

その後の研究で、GEP100 単独の発現量の多寡

が、肺癌の予後予測因子としても重要であること

を見出している。そして、この GEP100 から Arf6

活性化を介した腫瘍細胞浸潤能亢進のメカニズ

ムは、他の癌種においても報告されており（Hu 

et al, PLoS One 2012）(Xie et al, PLoS One 

2012)、腫瘍浸潤および転移のメカニズムとして

重要かつ普遍的である可能性が高い。 

 

２．研究の目的 

本 研 究 は 、 EGF 刺 激 に 応 じ て

GEP100-Arf6(ADP-ribosylation factor6)経路を

活性化する詳細なメカニズムやEGFRとGEP100

との結合を促進する細胞内分子・微小環境因子

を見出すこと、構成分子による EGFR と GEP100

結合促進の詳細なメカニズムの解明、それらの

分子・因子が肺癌の浸潤転移能に与える影響

の臨床的意義を検討することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)GEP100 と ErbB family、特に EGFR との結合

を補助する分子候補の網羅的探索（H26 年度） 

(2)Grb2 や膜リン脂質や腫瘍細胞微小環境の

EGFRとGEP100結合に及ぼす影響の解析(H26

年度) 

(3)蛋白複合体構成分子の肺癌臨床検体におけ

る発現量とその臨床的重要性を検討（H26 年

度）  

(4)結合能変化による in vitro もしくは in vivo 浸

潤転移能の変化解析（H27,28 年度） 

(5)補助的な分子も含めたEGFRとGEP100蛋白

複合体の構造解析（H27,28 年度） 

 

４．研究成果 

GF 刺激による GEP100-Arf6 活性化を介した癌

の浸潤転移能促進経路の詳細なメカニズムを解

明する上で、重要な構成分子メカニズムの発見

を目標に以下の成果を得ることができた。 

活性化 EGFR と GEP100 が結合することによる

Arf6 経路の活性化が癌の浸潤転移能の亢進経

路であることを受けて、さらにこの経路の活性化

が亢進する機序の解明をすすめた。GEP100 の

PH ドメインが結合する、活性化EGFRのC末端

付近のリン酸化チロシン部位に結合することが

知られている分子を発現させたところ、Grb2アダ

プター分子過剰発現により、EGFR と GEP100の

結合が増強、その下流であるArf6活性化がみら

れた。この経路の活性化により、肺癌細胞株に

おいて、EMT 活性化（E-cadherin 発現減少）や

in vitro 浸潤能の亢進が示された。 

再構成系による結合部位の同定を行い、免疫沈

降実験により、GEP100 の PH ドメインおよび

Grb2 の SH2 ドメイン、SH3N ドメインが両分子の



結合部位であることが判明した。 

さらに変異型 Grb2-R86K を作成、発現させたと

ころ、変異 Grb2 は活性化 EGFR との結合能が

消失した。この変異型 Grb2 を肺癌細胞株に過

剰発現させたところ、活性化 EGFR と GEP100 と

の結合および Arf6 活性化が抑制され、EGFR と

Grb2 との結合能がGEP100-Arf6 経路の活性化

に重要な役割を果たすことが示され、本経路の

抑 制 に は 、 EGFR-Grb2 、 Grb2-GEP100 、

EGFR-GEP100 結合部位の阻害が有用である

可能性が示唆された。 

また、これらの分子の臨床的意義を確認するた

め、我々の施設で外科的切除を行った肺腺癌

239例について、TissueMicroArrayを作成し、免

疫染色を行い、その発現強度に応じたグループ

分類を行ったところリン酸化 EGFR 発現例にお

いては、Grb2、GEP100 の共発現群では、有意

に E-cadherin 減少、Vimentin 増加がみられ、ま

たリンパ節転移頻度の増加や無再発生存期間

の短縮がみられた。 

SILAC法を用いたmass spectromyによる解析を

行った。A549、MDA-MB-231 細胞を安定同位

体アミノ酸を含むもしくは含まない培養液で２週

間培養し、EGF 刺激を行ったものとスターブした

ものを別々に細胞溶解液とし、混合して抗

GEP100 抗体で免疫沈降を行った。EGF刺激に

応じた GEP100 結合分子のみがより特異的に検

出されると考えた。複数回の解析を行った結果、

全てで検出された分子が Hsp90beta と ABCF1 

transporter であった。Hsp90beta は、再構成系

による免疫沈降実験で GEP100 の PH ドメインと

結合する可能性が高いことが分かった。 

これらの結合による影響や細胞内環境による結

合能の変化については、今後の検討課題であ

る。 
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