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要旨 

 

神経膠芽腫（グリオブラストーマ）は、脳腫瘍の中でも悪性度が最も高いグレ

ードⅣに分類されている。外科的切除、放射線療法、化学療法などによる治療が

行われているが、現在も効果的な治療法が未だ確立されていないのが現状であ

り、5 年生存率は 10％以下と予後が非常に悪い疾患である。また、神経膠芽腫に

おいてエフリン受容体（Eph）ファミリーに属する EphA2 が過剰に発現している

ことが報告されており、薬物治療における新規ターゲット分子として期待され

ている。Eph 受容体は、受容体型チロシンキナーゼの中でも最大のファミリーを

構成しており、細胞膜においてリガンドである ephrin と結合することで、発生

過程における細胞の位置決定や恒常性の維持に関わっている。一方、EphA2 は

脳腫瘍をはじめとする様々ながんにおいて過剰に発現しており、その発現量と

がんの悪性度には密接な関係があることが報告されている。正常な細胞では、

EphA2 はリガンドである ephrinA1 に結合するとチロシンキナーゼの活性が亢進

する。一方、がん細胞において EphA2 は、リガンド非依存的に 897 番目のセリ

ン（S897）がリン酸化されると、細胞の増殖や運動性を促進することが報告され

ている。しかし、様々なストレス環境下におかれた時に、EphA2 が関わるシグナ

ル伝達がどのように変化し、ストレスに対する適応性をどのように獲得するの

かはわかっていない。そこで本研究では、がん細胞にとってストレスになりうる

グルコース飢餓の環境において EphA2 を含めた Eph 受容体シグナル伝達の変化

に着目し、その役割の解明をめざした。本研究では、EphA2 が高発現している神

経膠芽腫細胞をモデルとして用い、がん細胞における EphA2 シグナルの指標と

なる S897 のリン酸化を調べるとともに、CRISPR/Cas9 システムを利用して

EphA2 欠損細胞を樹立して、グルコース飢餓時の EphA2 の役割について検討し

た。 

3 種類の神経膠芽腫細胞（U251、T98G、LN229 細胞）を用いて、グルコース

飢餓による EphA2 の S897 のリン酸化に対する影響を調べた結果、グルコース

飢餓において EphA2 の S897 のリン酸化が亢進していることが明らかになった。

これまでの報告から、グルコース飢餓によって活性酸素種（ROS）が産生され、

プロテインホスファターゼ 2A (PP2A) に代表されるプロテインホスファターゼ

が可逆的に抑制されることが知られている。 そこで、ROS 分解酵素であるカタ

ラーゼで処理したところ、グルコース飢餓による EphA2 のリン酸化が抑制され

た。一方、ホスファターゼ阻害剤であるオカダ酸で単独処理すると、EphA2 の

S897 のリン酸化が亢進した。以上の結果から、グルコース飢餓時に ROS の産生

が起こり、ホスファターゼの活性が抑制されることによって、EphA2 の S897 の
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リン酸化が亢進する可能性が示唆された。また、これまでの報告から、少なくと

も Akt、RSK、PKA が EphA2 の S897 をリン酸化することが明らかになってい

る。そこで、各種キナーゼ阻害剤を用いて調べたところ、RSK 阻害剤、及びそ

の上流のキナーゼである MEK、ERK の阻害剤によってグルコース飢餓による

EphA2 の S897 のリン酸化は抑制された。以上のことから、グルコースの飢餓時

に起こる EphA2 の S897 のリン酸化には、MEK/ERK/RSK 経路が関与している

ことが示唆された。申請者の所属する研究室ではこれまでに、グルコース飢餓に

おける ROS の産生にアミノ酸トランスポーターである xCT の活性が必要であ

ることを明らかにしている。xCT は、シスチンを細胞外から取り込んで、グルタ

ミン酸を細胞外へ放出する交換輸送を行うアミノ酸トランスポーターであり、

神経膠芽腫を含め、様々ながん細胞においてその発現が上昇していることが報

告されている。申請者は本研究で、xCT 阻害剤および xCT 欠損神経膠芽腫細胞

を用いることで、グルコース飢餓による EphA2 の S897 のリン酸化に xCT の活

性が必要であることを明らかにした。さらに、U251 細胞の EphA2 欠損細胞を

CRISPR/Cas9 システムによって樹立し、グルコース飢餓に対する EphA2 の役割

を検討した。その結果、グルコース飢餓時において EphA2 欠損細胞は、コント

ロール細胞と比較して有意に細胞生存率が低いことが明らかになった。 

以上の結果から、EphA2 はグルコース飢餓状態における神経膠芽腫細胞の生

存に関わることが示唆された。 そして、グルコース飢餓のような環境下におい

ては、EphA2 の S897 のリン酸化が起こる分子メカニズムを初めて見出し、神経

膠芽腫細胞における栄養飢餓ストレスと Eph 受容体シグナルとの関係の一端を

明らかにした。 
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第 1 章 序文 

 

 がん細胞は、その生存や増殖の過程において、低酸素状態や低栄養状態など

様々なストレス環境にさらされている。正常細胞の場合には、このようなストレ

スにさらされると細胞死が誘導される。一方、がん細胞はストレス環境にさらさ

れても細胞死を起こさずに生存して増殖する。しかし、がん細胞が様々なストレ

ス環境でも耐性を獲得して生存するメカニズムについては、未だ不明な点が多

い。がん細胞を取り巻く環境のひとつに栄養飢餓がある。栄養飢餓状態でも、が

ん細胞では、生存のためにグルコースの取り込みの促進、グルコース代謝の亢進

が起こる。そのため、グルコースの取り込みに関与するトランスポーターや代謝

に関与する酵素は、多くのがんの場合に治療標的として考えられている 

(Hanahan and Weinberg, 2011)。 

 Eph 受容体は、受容体型チロシンキナーゼの中で最大のファミリーを構成して

いる。そして、リガンドの ephrinA と ephrinB は、それぞれ受容体の EphA と EphB

と結合する。その結果、受容体の細胞質領域のチロシンキナーゼが活性化されて

シグナルが伝達される (Fig. 1-1)。この Eph/ephrin シグナルによって、発生過程

における細胞運動、血管形成、神経軸索ガイダンスが制御されていることが報告

されている (Pasquale, 2010)。 
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Fig. 1-1 Eph 受容体の構造 

 受容体の EphA と EphB は、リガンドの ephrinA と ephrinB とそれぞれ結合すること

によって細胞内にシグナルを伝達する。 

 

 

 

EphA2 は、神経膠芽腫を含む様々なヒトのがんにおいて高発現している 

(Pasquale, 2010; Boyd et al., 2014; Wykosky and Debinski, 2008; Nakada et al., 2011; 

Day et al., 2014)。そして、EphA2 の発現レベルと神経膠芽腫のグレード、患者の

予後の悪さに関連があることが報告されている (Wykosky et al., 2005; Liu et al., 

2006; Wang et al., 2008)。正常細胞では、EphA2 はリガンドである ephrinA1 と結

合するとチロシンキナーゼ活性が上昇し (Fig. 1-2 A)、発生過程における細胞の

位置決定や神経軸索ガイダンスの制御に寄与する。一方、神経膠芽腫における

EphA2 は、細胞の増殖、生存、運動、浸潤の促進やがん幹細胞の維持に関与して

いることが知られている (Miao et al., 2009; Binda et al; 2012; Miao et al., 2014; 

Hamaoka et al., 2016)。がん細胞における EphA2 のこれらの機能には、ephrin 依
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存的な Eph 受容体のチロシンキナーゼの活性化とは異なり、キナーゼドメイン

と SAM ドメインの間のリンカー領域に存在する 897 番目のセリン残基 (S897) 

のリガンド非依存的なリン酸化が必要である (Fig. 1-2 B)。EphA2 の S897 のリ

ン酸化は、成長因子、サイトカイン、β-アドレナリン受容体アゴニスト、そし

て X 線の暴露などの刺激により、RSK、Akt、PKA が直接作用することによって

促進される (Miao et al., 2009; Miao et al., 2014; Hamaoka et al., 2016; Zhou et al., 

2015; Harada et al., 2015; Barquilla et al., 2016; Graves et al., 2017)。さらに、EphA2

の過剰発現によって、EphA2 自体のチロシンキナーゼ活性が S897 のリン酸化を

促進することが知られている (Hamaoka et al., 2018)。 

 

 

 

 

Fig. 1-2 EphA2 受容体のシグナル伝達経路 

(A) 正常細胞において、EphA2 はリガンドである ephrinA1 と結合し、細胞内のチロシ

ンキナーゼ活性が上昇する。(B) がん細胞において、EphA2 の S897 のリン酸化は、RSK、

Akt、PKA が直接作用することによって、リガンド非依存的に亢進する。 

 

 

 

活性酸素種 (ROS) は、細胞内での酸化的代謝などの多くの過程で産生され

る。ROS は、タンパク質、脂質、DNA などの多様な生体分子の酸化反応に関与

する。これらの分子が過剰な ROS によって酸化的なダメージを受けることによ

って細胞死が引き起こされる。しかし、適度なレベルの ROS はシグナル伝達経

路において重要な役割を担う。また、ROS は、レドックス感受性酵素にみられ

るシステイン残基を可逆的に酸化する。例えば、H2O2 は PP2A に代表されるプ

ロテインホスファターゼのシステイン残基のチオールをスルフェン酸に酸化す
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ることで、ホスファターゼを不活性化する (Hamanaka and Chandel, 2010; Finkel, 

2011; Holmström and Finkel, 2014)。がん細胞では、ROS は変異の蓄積を加速して

腫瘍形成能を増幅する。また、がん細胞では、正常細胞よりも ROS が高レベル

であることが知られている。そのために、がん細胞は過剰な ROS と有害な酸化

ストレスを回避するための抗酸化システムを備えている (Cairns et al., 2011; 

Sabharwal and Schumacker, 2014)。 

 シスチン／グルタミン酸アンチポーターxCT (SLC7A11) は、重鎖サブユニッ

ト CD98 (4F2hc、SLC3A2) と結合して細胞膜に存在する。xCT の役割は、シス

チンを細胞内に取り込むと同時に、グルタミン酸を細胞外に放出することであ

る (Conrad and Sato, 2012; Lewerenz et al., 2013; Zhang et al., 2017)。取り込まれた

シスチンは、システインに変換されてグルタチオン合成に利用される。神経膠芽

腫を含む多くの種類のがん細胞において、グルタチオンは最も重要な抗酸化物

質のひとつである (Fig. 1-3)。xCT は神経膠芽腫の患者や細胞で高発現しており、

その発現と腫瘍成長、薬剤耐性、予後の不良には相関がある (Chung et al., 2005; 

Savaskan et al., 2008; Takeuchi et al., 2013; Sleire et al., 2015; Tsuchihashi et al., 2016; 

Polewski et al., 2016)。数種類のがん細胞では、xCT 阻害剤は鉄依存的な ROS の

蓄積を引き起こし、フェロトーシスと呼ばれる細胞死を引き起こす (Dixon et al., 

2012; Stockwell et al., 2017; Conrad et al., 2018)。一方、がん細胞の xCT の阻害は、

グルコース飢餓後の細胞生存率を改善することが報告されている (Shin et al., 

2017; Koppula et al., 2017; Goji et al., 2017; Koppula et al., 2018)。また、グルコース

飢餓時に xCT がシスチンを取り込むことで、NADPH の枯渇及び ROS の蓄積を

引き起こし、細胞死が誘導される (Goji et al., 2017、Fig. 1-4)。 
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Fig. 1-3 グルコース存在時のグルタチオン合成による ROS の除去 

 xCT により取り込まれたシスチンはシステインに変換される。システイン、グリシ

ン、グルタミン酸は、グルタチオン合成に利用される。NADPH は、グルコースに由来

するグルコース-6-リン酸から、ペントース・リン酸経路を介して産生される。そして、

還元型グルタチオンが ROS を分解し、細胞生存を促進する。 

 

 

 

 

Fig. 1-4 グルコース飢餓時のシスチン取り込みによる ROS の増加 

 グルコース飢餓時に、xCT を介したシスチンの細胞内への取り込みが、NADPH 枯渇

を引き起こす。そして、蓄積した ROS が細胞死を誘導する。 
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私が所属する研究室のこれまでの研究成果から、神経膠芽腫細胞における

EphA2 の S897 のリン酸化は、Ras/Raf/MEK/ERK/RSK 経路を介して起こること

が明らかになっている (Hamaoka et al., 2016)。一方、ROS の蓄積が ERK の活性

化を亢進させることも知られている (Bhagatte et al., 2020)。そこで、グルコース

飢餓時に xCT を介したシスチンの取り込みによって ROS の蓄積が起こり、その

結果 ERK と RSK の活性化が起こり、さらにはその下流に存在する EphA2 の

S897 のリン酸化が亢進することによって、細胞の増殖や生存に何らかの影響が

出る可能性が考えられた。本研究において私は、グルコース飢餓時における

EphA2 の S897 のリン酸化、及び神経膠芽腫細胞の生存における EphA2 の関与

について検討を行った。 
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第 2 章 結果 

 

神経膠芽腫においてグルコース飢餓時に EphA2 の S897 はリン酸化される 

 グルコース飢餓により、神経膠芽腫を含む様々ながん細胞において ERK の活

性化が引き起こされる (Lee et al., 1998; Eckert et al., 2008; Kim et al., 2010; Graham 

et al., 2012)。また、私の所属する研究室のこれまでの研究成果から、神経膠芽腫

細胞では、ERK の活性化により EphA2 の S897 がリン酸化されることが明らか

になっている (Hamaoka et al., 2016; Hamaoka et al., 2018)。そこで私は、グルコー

ス飢餓により神経膠芽腫細胞における EphA2 の S897 のリン酸化レベルに変化

があるのかどうかについて検討した。EphA2 が高発現している神経膠芽腫細胞

株である U251 細胞に関して (Hamaoka et al., 2016)、グルコースを除去した条件

で培養した後、細胞溶解液を回収し、EphA2 の抗 S897 リン酸化抗体を用いてイ

ムノブロット法により解析した。その結果、グルコース飢餓により、U251 細胞

において EphA2 の S897 リン酸化の亢進が観察された (Fig. 2-1 A)。また、ERK

のリン酸化もグルコース飢餓により亢進していた。U251 細胞における EphA2 の

S897 リン酸化は、EGF で処理することによって亢進することが明らかになって

いる (Miao et al., 2009; Miao et al., 2014; Hamaoka et al., 2016; Zhou et al., 2015; 

Harada et al., 2015)。EGF 刺激による EphA2 の S897 リン酸化も、グルコース飢

餓時と同程度に亢進することが観察された (Fig. 2-1 B)。また、他の神経膠芽腫

細胞株である T98G 細胞 (Fig. 2-1 C)、LN229 細胞 (Fig. 2-1 D) においても、グ

ルコース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化の亢進が観察された。グルコース

飢餓により ROS の蓄積が起こるので (Goji et al., 2017; Lee et al., 1998; Graham et 

al., 2012)、次にグルコース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化における ROS に

ついて調べた。U251 細胞を H2O2 のスカベンジャーであるカタラーゼを処理す

ると、グルコース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化の亢進が抑制された (Fig. 

2-1 E)。これらの結果から、グルコース飢餓によって、神経膠芽腫細胞における

ROS 依存的な EphA2 の S897 リン酸化の亢進が確認された。細胞内の ROS の増

加によって、PP2A に代表されるプロテインホスファターゼのシステイン残基の

チオールがスルフェン酸に酸化されるために、ホスファターゼが不活性化され

ることが知られている (Hamanaka and Chandel, 2010; Finkel, 2011; Holmström and 

Finkel, 2014)。そこで、U251 細胞をプロテインホスファターゼ阻害剤のオカダ酸

で処理したところ、EphA2 の S897 リン酸化の亢進が観察された (Fig. 2-1 F)。 
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Fig. 2-1 グルコース飢餓条件下での神経膠芽腫細胞における EphA2 の S897 リン酸化 

(A) U251 細胞に関して、グルコースを除去した培地にグルコースを 5 mM になるように

添加して、記述した時間が経過した後に細胞を回収し、イムノブロット法により EphA2

と ERK の発現量と EphA2 の S897 のリン酸化と ERK のリン酸化レベルを解析した。

(B) U251 細胞に関して、グルコースを除去した培地 (レーン 2) にグルコースを 5 mM 

(レーン 1)、グルコースを 5 mM と EGF を 100 ng/ml (レーン 3) になるように添加して

2 時間処理した後に細胞を回収し、イムノブロット法により EphA2 の発現量と EphA2

の S897 のリン酸化レベルを解析した。(C, D) T98G 細胞 (C)、LN229 細胞 (D) に関し

て、(A) と同様の処理をしたのちに、イムノブロット法により EphA2 と ERK の発現量

と EphA2 の S897 のリン酸化と ERK のリン酸化レベルを解析した。(E) U251 細胞に関

して、グルコースを除去した培地 (レーン 3) にグルコースを 5 mM (レーン 1)、グルコ
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ースを 5 mM とカタラーゼを 250 U/ml (レーン 2)、カタラーゼを 250 U/ml (レーン 4) に

なるように添加して 2 時間処理した後に細胞を回収し、イムノブロット法により EphA2

の発現量と EphA2 の S897 のリン酸化レベルを解析した。(F) U251 細胞に関して、500 

nM のオカダ酸存在下、または非存在下で 2 時間処理した後に細胞を回収し、イムノブ

ロット法により EphA2 と ERK の発現量と EphA2 の S897 のリン酸化と ERK のリン酸

化レベルを解析した (図の下の数値は、pS897-EphA2 と EphA2 のバンドの濃度比)。 

 

 

 

グルコース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化の亢進には ERK と RSK の活性

が必要である 

 U251 細胞において、EGF による刺激は MEK/ERK/RSK 経路を通して EphA2

の S897リン酸化を引き起こすことが明らかになっている (Hamaoka et al., 2016)。

そこで私は、グルコース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化に MEK/ERK/RSK

経路が関与しているのかどうかを、様々な阻害剤を用いて調べた。RSK 阻害剤

の BI-D1870、あるいは MEK 阻害剤の U0126 で U251 細胞を処理すると、グル

コース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化の亢進が抑制された (Fig. 2-2 A)。こ

の結果から、グルコース飢餓による EphA2 の S897 のリン酸化の亢進には

MEK/ERK/RSK 経路の関与が示唆された。U251 細胞では、RSK メンバーの中で

主に RSK2 が発現しており (Hamaoka et al., 2016)、RSK2 のセリン 227 (S227) の

リン酸化の亢進がその活性にとって必須であることが報告されている (Anjum 

and Blenis, 2008)。U251 細胞のグルコース飢餓処理によっても、RSK2 の S227 リ

ン酸化の亢進が観察された (Fig. 2-2 B)。また、EphA2 の S897 リン酸化と同様

に、グルコース飢餓による RSK2 の S227 リン酸化の亢進はカタラーゼ処理によ

り抑制され (Fig. 2-2 C)、オカダ酸処理により亢進した (Fig. 2-2 D)。 
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Fig. 2-2 グルコース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化には RSK の活性が必要 

(A) U251 細胞に関して、グルコースを除去した培地 (レーン 2) にグルコースを 5 mM 

(レーン 1)、BI-D1870 を 10 μM (レーン 3)、U0126 を 20 mM (レーン 4) になるように添

加して 2 時間処理した後に細胞を回収し、イムノブロット法により EphA2 と ERK の発

現量と EphA2 の S897 のリン酸化と ERK のリン酸化レベルを解析した (図の下の数値

は、pS897-EphA2 と EphA2 のバンドの濃度比)。(B) U251 細胞に関して、グルコースを

除去した培地にグルコースを 5 mM になるように添加して 2 時間処理した後に細胞を

回収し、イムノブロット法により RSK2 の発現量と RSK2 の S227 のリン酸化レベルを

解析した。右のグラフは、pS227-RSK2 と RSK2 のバンドの濃度比を算出したものであ

り、独立して行った 4 回の実験から得られた結果の平均値±標準偏差を示している (*, 

p<0.05, t-test)。(C) U251 細胞に関して、グルコースを除去した培地 (レーン 3) にグルコ

ースを 5 mM (レーン 1)、グルコースを 5 mM とカタラーゼを 250 U/ml (レーン 2)、カタ

ラーゼを 250 U/ml (レーン 4) になるように添加して 2 時間処理した後に細胞を回収し、

イムノブロット法により RSK2 の発現量と RSK2 の S227 のリン酸化レベルを解析した 

(図の下の数値は、pS227-RSK2 と RSK2 のバンドの濃度比)。(D) U251 細胞に関して、

500 nM のオカダ酸存在下、または非存在下で 2 時間処理した後に細胞を回収し、イム

ノブロット法により RSK2 の発現量と RSK2 の S227 のリン酸化レベルを解析した。右

のグラフは、pS227-RSK2 と RSK2 のバンドの濃度比を算出したものであり、独立して
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行った3回の実験から得られた結果の平均値±標準偏差を示している (*, p<0.05, t-test)。 

 

 

 

シスチン／グルタミン酸アンチポーターxCT はグルコース飢餓による EphA2 の

S897 リン酸化の亢進に関与している 

 グルコース飢餓による ROS の蓄積は、シスチン／グルタミン酸アンチポータ

ーxCT を介して引き起こされることが以前に明らかになっている (Goji et al., 

2017)。そこで、グルコース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化の亢進に xCT が

関与しているのかを調べるために、xCT 阻害剤のサルファサラジン (SSZ) の処

理を行った。その結果、グルコース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化が SSZ

によって抑制されることが明らかになった (Fig. 2-3 A)。同様の結果が T98G 細

胞 (Fig. 2-3 B)、LN229 細胞 (Fig. 2-3 C) でも観察された。さらに xCT の関与を

確かめるため、xCT 欠損 U251 細胞 (xCT KO) を用いて EphA2 の S897 リン酸化

レベルについて調べた。EGF 刺激による EphA2 の S897 リン酸化の亢進はコン

トロール細胞と xCT 欠損細胞の両方で観察されたが (Fig. 2-3 E)、グルコース飢

餓による EphA2 の S897 リン酸化亢進は xCT 欠損細胞では観察されなかった 

(Fig. 2-3 D)。また、グルコース飢餓による RSK2 の S227 リン酸化亢進も xCT 欠

損 U251 細胞では見られなかった。これらの結果から、神経膠芽腫細胞におい

て、グルコース飢餓時の EphA2 の S897 リン酸化の亢進には xCT の高発現が必

要であることが示唆された。 
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Fig. 2-3 シスチン／グルタミン酸アンチポーターxCT のグルコース飢餓による EphA2

の S897 のリン酸化亢進への関与 

(A-C) U251 細胞 (A)、T98G 細胞 (B)、LN229 細胞 (C)に関して、グルコースを除去し

た培地 (レーン 3) にグルコースを 5 mM (レーン 1)、グルコースを 5 mM と SSZ を 250 

μM (レーン 2)、SSZ を 250 μM (レーン 4)になるように添加して 2 時間処理した後に細

胞を回収し、イムノブロット法により EphA2 の発現量と EphA2 の S897 のリン酸化レ

ベルを解析した。(D) コントロール U251 細胞と xCT 欠損 U251 細胞に関して、グルコ

ースを除去した培地にグルコースを 5 mM になるように添加して 2 時間処理した後に

細胞を回収し、イムノブロット法により EphA2、RSK2、xCT の発現量と EphA2 の S897

のリン酸化と RSK2 の S227 リン酸化レベルを解析した。(E) コントロール U251 細胞と

xCT 欠損 U251 細胞に関して、100 ng/ml の EGF 存在下、または非存在下で 2 時間処理

した後に細胞を回収し、イムノブロット法により EphA2 の発現量と EphA2 の S897 の

リン酸化レベルを解析した (図の下の数値は、pS897-EphA2 と EphA2 のバンドの濃度
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比)。 

 

 

 

シスチンとグルタミンはグルコース飢餓時に xCT を介して EphA2 の S897 リン

酸化を亢進する 

 U251 細胞における、xCT のアミノ酸輸送活性を調べるために、グルコースと

アミノ酸を除去した培地中へのグルタミン酸の放出を測定した。グルコースと

アミノ酸を除去した培地にシスチンまたはグルタミンを単独で添加した場合と

比べて、シスチンとグルタミンの両方を添加すると、培地中へのグルタミン酸の

顕著な放出が観察された (Fig. 2-4 A)。また、xCT 阻害剤の SSZ で細胞を処理す

ると、シスチンとグルタミンに依存するグルタミン酸の放出が抑制された (Fig. 

2-4 B)。これらの結果から、xCT を介する輸送には培地中にシスチンとグルタミ

ンが存在する必要があることが示唆された。次に、xCT によるアミノ酸の輸送に

EphA2 の S897 リン酸化が必要かどうかを調べた。グルコースとアミノ酸を除去

した培地にシスチンとグルタミンを添加すると、EphA2 の S897 リン酸化の亢進

が観察された (Fig. 2-4 C)。一方、グルタミン酸を単独で培地に添加した場合に

は EphA2 の S897 リン酸化が見られなかった (Fig. 2-4 D)。このことから、EphA2

の S897 リン酸化の亢進には、xCT を介して培地中に放出されたグルタミン酸が

必要なわけではないことが示唆された。シスチンとグルタミンに依存する

EphA2 の S897 リン酸化の亢進は T98G 細胞 (Fig. 2-4 E) や LN229 細胞 (Fig. 2-4 

F) の場合にも観察されたが、xCT 欠損 U251 細胞では観察されなかった (Fig. 2-

4 G)。これらの結果から、グルコース飢餓時の EphA2 の S897 リン酸化亢進は、

xCT を介するシスチンの取り込みに依存することが示唆された。 
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Fig. 2-4 グルコース飢餓時における、xCT を介するシスチンの取り込みに依存する

EphA2 の S897 リン酸化の亢進 

(A) U251 細胞に関して、グルコースとアミノ酸を除去した培地 (バー1) にシスチンを

0.2 mM (バー2)、シスチンを 0.2 mM とグルタミンを 2 mM (バー3)、グルタミンを 2 mM 

(バー4) になるように添加して 4 時間処理した後に培地中に放出されたグルタミン酸を
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測定した。グラフは独立して行った 3 回の実験から得られた結果の平均値±標準偏差を

示している (***, p<0.001, one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test)。(B) U251 細胞に

関して、グルコースとアミノ酸を除去した培地 (バー1) にシスチンを 0.2 mM とグルタ

ミンを 2 mM (バー2)、SSZ を 250 μM (バー3)、シスチンを 0.2 mM、グルタミンを 2 mM、

SSZ を 250 μM (バー4) になるように添加して 4 時間処理した後に培地中に放出された

グルタミン酸を測定した。グラフは独立して行った 3 回の実験から得られた結果の平均

値±標準偏差を示している (***, p<0.001, one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test)。

(C) U251 細胞に関して、グルコースを除去した培地 (レーン 2) にグルコースを 5 mM 

(レーン 1)、グルコースとアミノ酸を除去した培地 (レーン 3) にシスチンを 0.2 mM と

グルタミンを 2 mM (レーン 4) になるように添加して 2 時間処理した後に細胞を回収

し、イムノブロット法により EphA2 の発現量と EphA2 の S897 のリン酸化レベルを解

析した。(D) U251 細胞に関して、グルコースを除去した培地 (レーン 2) にグルコース

を 5 mM (レーン 1)、グルコースとアミノ酸を除去した培地 (レーン 3) にグルタミン酸

を 0.1 mM (レーン 4) になるように添加して 2 時間処理した後に細胞を回収し、記述し

た抗体を使用しイムノブロット法により EphA2 の発現量と EphA2 の S897 のリン酸化

レベルを解析した。(E, F) T98G 細胞 (E)、LN229 細胞 (F)に関して、(C) と同様の処理

をしたのちに、イムノブロット法により EphA2 の発現量と EphA2 の S897 のリン酸化

レベルを解析した。(G) コントロール U251 細胞と xCT 欠損 U251 細胞に関して、グル

コースとアミノ酸を除去した培地にグルコースを 5 mM とシスチンを 0.2 mM になるよ

うに添加して 2 時間処理した後に細胞を回収し、イムノブロット法により EphA2 の発

現量と EphA2 の S897 のリン酸化レベルを解析した (図の下の数値は、pS897-EphA2 と

EphA2 のバンドの濃度比)。 

 

 

 

EphA2 はグルコース飢餓時の細胞の生存に寄与する 

 最後に、グルコース飢餓時に EphA2 が細胞の生存に関与するのかどうかを調

べるために、CRISPR/Cas9 システムを利用して EphA2 欠損 U251 細胞 (EphA2 

KO) を樹立した (Fig. 2-5 A)。2 つの異なる標的配列に対して樹立した EphA2 欠

損細胞に関して、グルコースを除去した培地にグルコースを添加、あるいは無添

加の条件で 12 時間培養した後に、培地中に放出された乳酸デヒドロゲナーゼ 

(LDH) の量を測定して細胞死の割合を評価した。その結果、グルコース飢餓に

よる細胞死の割合が、EphA2 欠損細胞で有意に増加することが明らかになった 

(Fig. 2-5 B)。したがって、EphA2 の存在はグルコース飢餓時に細胞の生存に寄与

することが示唆された。 
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Fig. 2-5 EphA2 欠損によるグルコース飢餓時の細胞生存率の低下 

(A) U251 細胞と EphA2 欠損 U251 細胞 (#1、#2) に関して、細胞を回収し、イムノブロ

ット法により EphA2 と α-tubulin の発現量を解析した。(B) U251 細胞と EphA2 欠損 U251

細胞 (#1、#2) に関して、グルコースを除去した培地にグルコースを 5 mM になるよう

に添加して 12 時間処理した後に LDH 放出アッセイにより細胞死の割合を評価した。グ

ラフは独立して行った 3 回の実験から得られた結果の平均値±標準偏差を示している 

(***, p<0.001, one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test)。 
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第３章 考察 

 

がん細胞は、増殖や生存のために細胞自体の代謝を変化させる。がん細胞の最

も重要な特徴に、グルコースの取り込みとグルコース代謝の亢進がある (Lunt 

and Vander Heiden, 2011; Hay, 2016)。グルコースは、エネルギーの産生と生合成

中間体の供給のためだけでなく、がん細胞における主要な抗酸化物質であるグ

ルタチオンと還元型チオレドキシンの生成にとって必要な NADPH の産生にと

っても重要である (Hay, 2016; Jeon et al., 2012)。したがって、グルコースが不十

分な環境で生き残るために、がん細胞は代謝ストレスに適応する必要がある。本

研究によって、グルコース飢餓時の神経膠芽腫細胞において、xCT によるシスチ

ンの取り込みが ROS の蓄積の引き金になり、RSK のリン酸化による活性化を引

き起こし、最終的に EphA2 の S897 リン酸化の亢進につながることが示された。

また、EphA2 の存在がグルコース飢餓時の細胞の生存に寄与することも明らか

になった (Fig. 3)。さらに本研究によって、グルコース飢餓時の神経膠芽腫細胞

において、xCT が EphA2 のリガンド非依存的なシグナル伝達経路の重要な制御

因子であることが示された。 
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Fig.3 神経膠芽腫細胞における、グルコース飢餓時の xCT を介する EphA2 のリガン

ド非依存的なシグナル伝達経路 

 グルコース飢餓時に、xCT を介するシスチンの細胞内への取り込みが ROS の蓄積を

引き起こす。次に、ホスファターゼの活性の抑制によって、MEK/ERK/RSK 経路を介す

る EphA2 の S897 のリン酸化の亢進が起こる。 

 

 

 

 がん細胞は、他の栄養素とともにアミノに対する要求性が高いので、xCT など

のアミノ酸トランスポーターを高発現している (Conrad and Sato, 2012; Lewerenz 

et al., 2013)。がん細胞での xCT の重要な役割は、抗酸化作用のあるグルタチオ

ンを合成するために必要なシスチンを取り込むことである。以前の研究におい

て、xCT の輸送活性を阻害するとがん細胞の運動能や浸潤能が抑制されること

が報告されている (Tsuchihashi et al., 2016; Lyons et al., 2007; Dornier et al., 2017)。

この役割の分子メカニズムに関して、xCT による細胞からのグルタミン酸の放

出と代謝型グルタミン酸受容体の活性の関与が示唆されている (Dornier et al., 

2017)。一方当研究室において、グルコース飢餓時に xCT によりシスチンが取り

込まれると、細胞内の NADPH が低下して ROS が蓄積する結果として、細胞死

が起こることが示されていた (Goji et al., 2017)。グルコースが十分に存在する状

態では、細胞内に取り込まれたグルコースはペントースリン酸経路を介して代

謝され、その過程で NADPH が産生される。一方、グルコース飢餓の状態では、

ペントースリン酸経路を介する NADPH の産生が抑えられることに加えて、細

胞外からシスチンが取り込まれることによって NADPH の枯渇が起こり、細胞

内に ROS が蓄積すると考えられる。 

本研究では、ROS の蓄積が EphA2 の S897 リン酸化に関与していることを示

すために、H2O2 のスカベンジャーであるカタラーゼを使用した。カタラーゼは、

培地中の ROS を減少させることによって細胞内の ROS も減少させると考えら

れる (Tan et al., 2008)。しかし本研究では、細胞をカタラーゼで処理することに

よって実際に細胞内の ROS 量が減少しているのかどうかについては明確にでき

ていない。したがって今後は、細胞内の ROS レベルの測定が可能な蛍光色素を

用いることによって、カタラーゼ処理後に細胞内の ROS レベルを確認する必要

がある。グルコース飢餓条件下での細胞内の ROS レベルをカタラーゼ未処理の

細胞と比較することによって、カタラーゼにより細胞内の ROS が減少した結果

として EphA2 の S897 リン酸化が抑えられたことを明確にできると考えられる。 

本研究によって、グルコース飢餓時の RSK と EphA2 のリン酸化の亢進には、
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xCT を介するシスチンの取り込みの関与が明らかになった。したがって、xCT は

がん細胞におけるアミノ酸代謝だけでなく、細胞生存を促進するシグナル伝達

にも寄与する可能性が示唆された。さらに本研究では、グルコース飢餓時に

EphA2 の存在は細胞の生存に寄与することも示された。しかし、EphA2 のリガ

ンド非依存的シグナルが、神経膠芽腫細胞の生存につながるのかどうかは明ら

かにできていない。そこで、野生型の EphA2 あるいは EphA2 の S897 をアラニ

ンに置換したリン酸化を受けない EphA2-S897A 変異体を EphA2 欠損 U251 細胞

に発現させて、グルコース飢餓時の細胞生存率を野生型と S897A 変異体の発現

細胞で比較する必要がある。グルコース飢餓時に EphA2-S897A 変異体を発現さ

せた細胞の生存率の低下が観察されると、EphA2 の S897 リン酸化がグルコース

飢餓時の細胞生存に寄与することが明らかになると考えられる。また、私が所属

する研究室では以前に、EphA2 の S897 リン酸化の亢進によって、EphA2 が低分

子量 G タンパク質 RhoG のグアニンヌクレオチド交換因子である Ephexin4 と結

合することを明らかにしている。さらに、Ephexin4 を介する RhoG の活性化がア

ノイキス耐性の獲得に寄与することを報告している (Kawai et al., 2013)。したが

って、グルコース飢餓時に Ephexin4 による RhoG の活性化が EphA2 の下流で起

こり、細胞生存の促進につながる可能性も考えられる。今後、神経膠芽腫細胞の

生存を制御する EphA2 のリガンド非依存的シグナルのさらなる解明が研究課題

である。 

 EphA2 の S897 リン酸化は、神経膠芽腫を含む多くのがん細胞の悪性化と相関

があることが知られている (Zhou and Sakurai, 2017)。また、X線照射によりEphA2

の S897 リン酸化が亢進し、細胞の生存率が上昇することが報告されている 

(Graves et al., 2017)。さらに、EphA2 の発現と S897 リン酸化は、EGFR 阻害剤に

耐性がある肺がん細胞で亢進し、EphA2 の欠損が細胞の生存率を低下させるこ

とが報告されている (Amato et al., 2016)。私が所属する研究室においても、EphA2

の発現と S897 リン酸化の亢進が、浮遊条件下での細胞の生存を促進することを

明らかにしている (Kawai et al., 2013; Akada et al., 2014)。これらのことから、が

ん細胞にとって好ましくない条件での細胞生存に、EphA2 の発現及びその S897

のリン酸化が大きく寄与していると考えられる。 

グルコース飢餓が、ROS 依存的な ERK と RSK の活性化による EphA2 の S897

リン酸化を引き起こす。また、細胞内の ROS は、PP2A に代表されるプロテイン

ホスファターゼのシステイン残基のチオールをスルフェン酸に酸化すること

で、その働きを不活性化する  (Hamanaka and Chandel, 2010; Finkel, 2011; 

Holmström and Finkel, 2014)。U251 細胞をホスファターゼ阻害剤であるオカダ酸

で処理すると、ERK と RSK のリン酸化、そして EphA2 の S897 リン酸化の亢進

が観察された。したがって、ROS によるホスファターゼの不活性化が、EphA2 の



23 

 

S897 リン酸化の亢進につながったと考えられる。しかし、本研究ではオカダ酸

処理による検討しか行っていないので、グルコース飢餓時に ROS が蓄積するこ

とで不活性化されるホスファターゼを特定できていない。グルコース飢餓時の

EphA2 の S897 リン酸化に、ERK のリン酸化の亢進がみられることから、ERK

のホスファターゼである DUSP6 が ROS の蓄積により阻害されている可能性が

考えられる (Bermudez et al., 2017)。今後は、MEK、ERK、RSK に特異的なホス

ファターゼについて検討する必要がある。 

 本研究では、神経膠芽腫細胞において、グルコース飢餓時に xCT を介するシ

スチンの取り込みに依存する ROS の蓄積が、MEK/ERK/RSK 経路を活性化する

ことで EphA2 の S897 リン酸化を亢進することを示した。EphA2 や xCT は、神

経膠芽腫以外のがん細胞においても高発現することが報告されている 

(Pasquale, 2010)。しかし、このシグナル伝達経路が神経膠芽腫以外のがん細胞で

も見られるのかは明らかにできていない。したがって、他のがん細胞についても

本研究で明らかにしたシグナル伝達経路が存在するのかどうかについて検討す

る必要がある。一方、神経膠芽腫細胞の三次元培養、あるいはマウス生体内にお

いて、EphA2 の発現低下が細胞の増殖や腫瘍形成能を抑制することが報告され

ている (Binda et al., 2012; Miao et al., 2014)。今後、xCT から EphA2 へ至る経路

が、三次元培養やマウス生体内で神経膠芽腫細胞の生存に寄与するのかどうか

を調べる必要がある。 
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第 4 章 結語 

 

 

いかに本研究結果によって得られた知見をまとめる。 

 

・グルコース飢餓により、MEK/ERK/RSK 経路を介する EphA2 の S897 リン酸化

が亢進する。 

 

・グルコース飢餓による EphA2 の S897 リン酸化には、アミノ酸トランスポータ

ーxCT によるシスチンの取り込みが必要である。 

 

・EphA2 の存在は、グルコース飢餓条件下での神経膠芽腫細胞の生存に寄与す

る。 

 

本研究により、栄養飢餓状態における細胞生存に対するがん細胞特有の新規シ

グナル伝達経路を発見することができた。 
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実験方法 

 

試薬と抗体 

 本研究では、以下に記述する試薬を使用した。U0126 は Merk Millipore から、

BI-D1870、sulfasalazine (SSZ)、catalase、epidermal growth factor (EGF, E9644) は

Sigma-Aldrich から、okadaic acid は Alomone labs より購入した。 

 本研究では、以下に記述する抗体を使用した。ラビットモノクローナル anti-

EphA2 (D4A2) 抗体、anti-S897 phospho-EphA2 (D9A1) 抗体、anti-ERK (137F5) 抗

体、anti-T202/Y204 phospho-ERK (D13.14.4E) 抗体、anti-RSK2 (D21B2) 抗体、anti-

S227 phospho-RSK2 (D53A11) 抗体、anti-xCT/SLC7A11 (D2M7A) 抗体は Cell 

Signaling Technology より購入した。マウスモノクローナル anti-αtubulin (T5168) 

抗体は Sigma-Aldrich より購入した。HRP (セイヨウワサビ・ペルオキシダーゼ) 

標識二次抗体は DAKO より購入した。 

 

細胞培養とトランスフェクション 

 本研究では、3 種類の神経膠芽腫細胞株 (U251 細胞、T98G 細胞、LN229 細胞) 

を使用した。培養細胞は、10 % ウシ胎児血清 (FBS)、4 mM のグルタミン、100 

unit/ml のペニシリン、0.1 mg/ml のストレプトマイシンを含むダルベッコ変法

イーグル培地 (DMEM) を用いて、5 % CO2、37 ℃の条件下で培養した。グルコ

ースとアミノ酸を除去した培地は、0.2 g CaCl₂、0.1 mg Fe (No₃) ₃・9H₂O、97.67 

mg MgSO₄、0.4 g KCl、3.7 g NaHCO₃、6 g NaCl、0.109 g NaH₂PO₄、40 mL MEM 

Vitamin Solution (100X) liquid (Thermo Fisher Scientific) を H2O に溶かして全量 1 

mL として作製した。グルコースを除去した培地は、上記のグルコースとアミノ

酸を除去した培地中に以下に記述したアミノ酸を加えて作製した。: L-Arg・HCl 

(0.4 mM)、L-Cys・HCl (0.2 mM)、L-His・HCl・H₂O (0.2 mM)、L-Iso (0.8 mM)、L-

Leu (0.8 mM)、L-Lys・HCl (0.08 mM)、L-Met (0.2 mM)、L-Phe (0.4 mM)、L-Thr (0.8 

mM)、L-Trp (0.08 mM)、L-Tyr・2Na・2H₂O (0.4 mM)、L-Val (0.8 mM)、L-Gln (2 

mM) 

 EphA2 欠損 U251 細胞は、CRISPR/Cas9 システムを利用して作製した (Katoh 

et al., 2017)。single guide RNA (sgRNA) は、EphA2 の配列 (5’-cgcctgcttcgccctgctgt-

3’) を標的にし、ベクターは peSpCAS9(1.1)-2xsgRNA (Addgene plasmid 80768) を

使用した。U251 細胞を 2 つの 6-cm ディッシュ (細胞数： 2.5 × 105 cells/dish) 

にまき、Lipofectamine 2000 (Life Technologies 社) を使用し、添付文書に記述さ

れた手順に従ってトランスフェクションを行った。2 日間培養した後、250 μg/ml
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の G418 (WAKO) を培地中に加えてセレクションを行った。セレクションの後

10 日間培養した後、シングルセルからコロニー形成をしたものを分離し、anti-

EphA2 抗体を使用してスクリーニングを行った。コントロール細胞と xCT 欠損

U251 細胞は以前の報告 (Goji et al., 2017) のとおり作製した。 

 

イムノブロット法 

 細胞を 35-mm ディッシュ (細胞数： 1 × 105 cells/dish) にまき、24 時間培養

する。次に、PBS で 2 回洗浄し、グルコースを除去した培地、またはグルコー

ス、アミノ酸を除去した培地に 5 mM のグルコース、0.2 mM のシスチン、2 mM

のグルタミンまたは 0.1 mM のグルタミン酸をそれぞれ加え、各時間培養した

後、Laemmli sample buffer で細胞を回収した。その後、SDS-PAGE 法によりタン

パク質を分離し、PVDF 膜 (Millipore) へ転写した。3% low-fat milk を含んだ TBS

で PVDF 膜をブロッキングした後、特異的な一次抗体と反応させた。次に、PVDF

膜を HRP 標識された二次抗体と反応させた。タンパク質の検出および可視化は、

ECL 検出キット (GE Healthcare Life Sciences) を用いて行い、Amersham Imager 

600 (GE Healthcare Life Sciences) を使用してバンド画像を取得した。なお、各抗

体は Can Get Signal (TOYOBO) またはブロッキング溶液を用いて希釈した。 

 

グルタミン酸放出アッセイ 

 U251 細胞を 48-well plate (Greiner Bio-One, No. 677180) にまき (2.0 × 104 

cells/well) 、24 時間培養する。次に、PBS で 2 回洗浄し、グルコース、アミノ酸

を除去した培地に 0.2 mM のシスチンまたは 2 mM のグルタミンをそれぞれ加

え、4 時間培養する。その後、培地中に放出されたグルタミン酸は、L-Glutamate 

Assay Kit YAMASA NEO (Yamasa Corporation) を用いて、595 nm の波長の吸光度

をマイクロプレートリーダー (Tecan, GENious) によって測定した。 

 

LDH アッセイ 

 U251 細胞を 48-well plate (Greiner Bio-One, No. 677180) にまき (1.0 × 104 

cells/well)、24 時間培養する。次に、PBS で 2 回洗浄し、グルコースを除去した

培地に 5 mM のグルコースを加え、12 時間培養する。細胞死は、MTX LDH kit 

(Kyokuto Pharmaceutical Industrial) を用いて、595 nm の波長の吸光度をマイクロ

プレートリーダー (Tecan, GENious) によって測定した。0.1% Tween 20 を加えた

well では 100 % 細胞死が生じているとみなして、その吸光度を基準として細胞

死の割合を算出した。 

 

データ解析 
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 各実験における統計学的な有意差検定は、KaleidaGraph (Synergy Software) を

使用し、Student’s t-test、あるいは analysis of variance (ANOVA) と Tukey HSD post 

hoc test で解析した。P<0.05 となった実験結果を統計学的な有意差ありと判定し

た。 
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略語表 

 

本論文中で使用した略語は以下のとおりである(アルファベット順)。 

 

AA, amino acid 

ANOVA, analysis of variance 

EGF, epidermal growth factor 

EPH, erythropoietin-producing hepatocellular receptor 

ERK, extracellular signal-regulated kinase 

FBS, fetal bovine serum 

HRP, horseradish peroxidase 

KO, knockout 

LDH, lactate dehydrogenase 

NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

PBS, phosphate-buffered saline 

PKA, protein kinase A 

PP2A, protein phosphatase 2A 

PVDF, polyvinylidene difluoride 

ROS, reactive oxygen species 

RSK, ribosomal s6 kinase 

SAM, sterile alpha motif 

SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

sgRNA, single guide RNA 

SSZ, sulfasalazine 

TBS, Tris-buffered saline 
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