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緒言 

 
受容体型チロシンキナーゼである Eph受容体（Eph）は、隣接する細胞同士の接触

により、細胞膜に局在するリガンドである ephrinと結合する。Ephと ephrinが結合す

ると、双方が活性化され、下流の分子を活性化し、シグナルを伝達する。Eph-ephrinシ

グナルは発生過程における細胞の移動や局在制御、神経軸索ガイダンスの制御で重要

な役割を果たしている。一方、Eph、ephrinの発現が正常組織とがん組織で異なる例が

様々ながんで報告されており、Eph-ephrinシグナルとがんとの関連が注目されている

(Boyd, Bartlett and Lackmann, 2014; Kania and Klein, 2016)。Ephの一つである EphA2は

様々ながんで発現が亢進していることや、発現量とがんの予後に相関関係があること

が数多く報告されている(Wykosky and Debinski, 2008)。 

 

グリオブラストーマは悪性脳腫瘍の中で最も頻度が高く、またその悪性度は最も高

いグレード４に分類される。治療として、外科的切除や放射線治療に加えてアルキル

化剤であるテモゾロミドによる化学療法が行われているが、生存期間中央値は未だ 10

ヶ月程度であり、極めて予後が悪いのが現状である(Stupp et al., 2005; Ostrom et al., 

2015; Zhu et al., 2017) 。グリオブラストーマで、Eph、ephrinの発現が正常脳組織と比

較して変化している例が多数報告されている(Nakada, Hayashi and Hamada, 2011)。

EphA2は Ephの中でも、乳がん、メラノーマ、前立腺がん、卵巣がん、肺がん、膵臓

がん、胃がん、食道がん、大腸がん、子宮頸がんなど様々な組織のがんで発現が亢進

しており、発現量と予後の悪さに相関関係があることが多数報告されており、がんの

治療のターゲット分子として注目されている。グリオブラストーマは、極めて予後が

悪いがんの一つであり、効果的な分子標的薬は現段階ではほとんどないのが現状であ

るため(Taylor et al., 2019)、悪性化を引き起こす分子メカニズムを明らかにし、新たな

ターゲット分子による薬物治療が期待されている。EphA2は、グリオブラストーマに

おいて正常な脳組織と比較して発現が亢進しており、EphA2の発現量とグリオブラス

トーマの予後の悪さとの間には正の相関関係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)。EphA2と最も親和性が高いリガンドは

ephrin-A1 である。EphA2 が様々ながんで発現が上昇しているのに対して、ephrin-A1

は様々ながんで発現が低下していることが報告されている。Ephrin-A1 を介したシグ

ナルは、がん細胞の増殖、運動性を抑制することが報告されている。EphA2と ephrin-

A1 のがん細胞における発現の増減の違いから、EphA2 はリガンド非依存的にがんの

悪性化を引き起こす可能性が考えられる。ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ
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（PI3K）/Akt経路は、PTENの不活性型変異や Aktの遺伝子の重複により、グリオブ

ラストーマで亢進していることが報告されており、EphA2 のアミノ酸配列には、Akt

の基質のリン酸化モチーフである R-X-R-X-X-S/T が細胞内ドメインに 5 箇所存在す

る。EphA2によるがん悪性化のメカニズムに関しては、前述の 5 箇所の Aktの基質の

リン酸化モチーフの中の 1 つに含まれる、EphA2 の細胞内のキナーゼドメイン

と sterile alpha motif （SAM）ドメインの間に存在する 897 番目のセリン（S897）がリ

ン酸化されることにより、グリオブラストーマ細胞の運動性・浸潤性が促進されるこ

とが報告されている(Miao et al., 2009)。しかしながら、EphA2によるがん悪性化に関

わる分子や、どのような分子を介して EphA2の S897リン酸化が起こるのかについて

は、不明な部分が多く残されていた。そこで本研究では、EphA2によるがんの悪性化

促進に関わる分子メカニズムを EphA2の S897リン酸化に着目して検討を行った。第

１章では、上皮成長因子受容体（EGFR）シグナルと EphA2との関連について、グリ

オブラストーマ細胞に EGF 刺激を加えることにより、MEK/ERK/RSK 経路が活性化

され、RSKにより EphA2の S897がリン酸化されることにより細胞増殖が促進される

ことを明らかにした。第２章では、EphA2の発現亢進と EphA2の S897リン酸化との

関連について、EphA2 が過剰発現することにより EphA2 のキナーゼ活性が上昇し、

MEK/ERK 経路が活性化され、EphA2 の S897 のリン酸化が促進されることでグリオ

ブラストーマ細胞の増殖が促進されることを明らかにした。第３章では、EphA2と結

合する分子を検証し、EphA2と複合体を形成する分子としてアクチン結合タンパク質

filamin Aを同定し、filamin Aが EphA2の S897リン酸化を促進することでグリオブラ

ストーマ細胞の増殖が促進されることを明らかにした。これらの研究成果について、

以下に論述する（下図）。 
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図 正常細胞における Eph-ephrin シグナルの役割（上段） 

がん細胞における EphA2 の役割（下段） 
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第１章 
EphA2 は MEK/ERK/RSK 経路を介してグリオブラストーマの 

細胞増殖を促進する 

 

受容体型チロシンキナーゼの一つ EGFR は、Ras/Raf/MEK/ERK 経路、PI3K/Akt 経

路を介して、細胞の増殖、生存率を制御しており、様々ながんで発現の上昇や遺伝子

の変異が報告されている(Roskoski Jr, 2014)。グリオブラストーマでは、EGFR 遺伝子

の変異や増幅が高頻度で見られ、特に細胞外ドメインの一部を欠損した常時活性型変

異体が高頻度で見られることが報告されている。EGFRの遺伝子変異はグリオブラス

トーマにおける遺伝子変異の中で最も高頻度で見られ、EGFRの常時活性型変異体を

発現しているグリオブラストーマでは野生型の EGFR を発現しているグリオブラス

トーマと比較して増殖能、アポトーシス耐性能が亢進していることが報告されている

(Brennan et al., 2013; Furnari et al., 2015)。しかしながら、グリオブラストーマにおいて

EGFR とどのような分子が相互作用しているのか、EGFR シグナルが細胞にどのよう

な変化をもたらすのかにかんしては報告があまりなかった。Aktにより EphA2の S897

がリン酸化されることにより、グリオブラストーマの細胞の運動性が促進されること

が報告されていた(Miao et al., 2009)。 

P90 ribosomal S6 kinase（RSK）は、Ras/Raf/MEK/ERK経路の下流で、ERKによりリ

ン酸化されることで活性化されるセリンスレオニンキナーゼである。RSK と Akt は

どちらも AGCキナーゼファミリーに属し、基質のリン酸化モチーフが共通している。

RSKは、様々な転写因子や酵素をリン酸化し、それらの活性を調節することによって、

細胞の生存率や運動性を制御することが報告されている(Anjum and Blenis, 2008)。RSK

は、ヒトでは RSK1–RSK4の 4つのアイソフォームが存在することが報告されている。

アイソフォーム間のアミノ酸配列の相同性は 73-80 %程度であるが、アイソフォーム

や発現しているがんの種類の違いにより、がん細胞の機能への影響は異なる。グリオ

ブラストーマでは、正常な脳組織と比較して、RSK2 の発現が上昇していることが報

告されている(Mathew et al., 2015)。しかしながら、RSKのグリオブラストーマにおけ

る役割はよく分かっていなかった。 

本章では、グリオブラストーマ細胞における EGFR シグナルと EphA2 との関連に

ついて細胞増殖に着目して検証した。その結果、EGF 刺激により、MEK/ERK/RSK経

路を介して EphA2の S897がリン酸化されることで、細胞増殖が促進されることが明

らかになった。 
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【実験方法】 

プラスミド 

 野生型 EphA2（EphA2-WT）あるいは EphA2-S897A変異体（EphA2-SA）の発現に

は、それらの cDNAを pcDNA3 ベクター（Life Technologies 社）に組み込んだプラス

ミドを用いた(Kawai et al., 2013; Harada, Negishi and Katoh, 2015)。YFP発現ベクター

（pCAG）は大阪大学の宮崎純一先生、千葉大学の斉藤哲一郎先生より提供頂いた。

ヒト RSK2 の cDNA を U-251 細胞から単離し、N 末端に HA タグ配列を付加して

pcDNA3 ベクターに組み込んだ。核酸配列は ABI Prism 310 Genetic Analyzerにより確

認した。EphA2 及びコントロールの shRNA発現ベクターは、以前の報告の通り、YFP

と control luciferase  (shControl) もしくは EphA2  (shEphA2) に対する shRNAをコー

ドしている二重プロモーターベクターを用いて、YFP と shRNA を同じ細胞に発現さ

せた(Hiramoto-yamaki et al., 2010; Harada et al., 2011)。RSK2 に対する shRNA （5’-

gggaggagatttgtttacacg-3’(Zhou et al., 2015)) は、 pSilencer-hygro ベ クター（ Life 

Technologies 社）を用いて発現させた。 

 
試薬および抗体 

 MEK 阻害剤 U0126、PD98059、PI3K 阻害剤 LY294002は Merck Millipore 社のもの

を、Akt 阻害剤MK-2206は ChemieTek 社のものを、RSK 阻害剤 BI-D1870は Santa Cruz 

Biotechnology 社のものをそれぞれ用いた。ウサギポリクローナル抗 EphA2（C-20）抗

体は Santa Cruz Biotechnology 社のものを、マウスモノクローナル抗 α-tubulin（B-5-1-

2）抗体はMerck Millipore 社のものを、ウサギモノクローナル抗 S897 phospho-EphA2

（D9A1）抗体、抗 T308 phospho-Akt（C31E5E）抗体、抗 ERK（137F5）抗体、抗 T202/Y204 

phospho-ERK（D13.14.4E）抗体、ウサギポリクローナル抗 Akt 抗体（9272）、マウス

モノクローナル抗 EphA2 抗体 (8B6) は Cell Signaling Technology 社のものを、マウス

モノクローナル抗 HA (3F10) 抗体は Merck Millipore 社のものを、HRP標識二次抗体

は DAKO 社のものを、Alexa fluor 488標識抗 GFP 抗体、Alexa Fluor 594標識ヤギ抗マ

ウス IgG 抗体は Thermo Fisher Scientific 社のものをそれぞれ用いた。 

 

細胞培養およびトランスフェクション法 

 U251細胞株（09063001）は European Collection of Cell Cultures（ECACC）より購入

した。A172細胞株（RCB2530）は RIKEN BRCより提供頂いた。HEK293T細胞株は

京都大学の垣塚彰先生よりご提供頂いた。U-251、A172、HEK293T細胞は、10 %ウシ

胎児血清 (FBS) 、4 mM glutamine、100 units/ml penicillin、0.1 mg/ml streptomycinを含

むダルベッコ変法イーグル培地を用いて、5 %CO2、37 ˚Cの条件下で培養した。トラ

ンスフェクションには血清使用量低減培地である Opti-MEM（Life Technologies 社）を
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使用し、Polyethyleneimine MAXを用いた。 

 

MTTアッセイ 

 細胞増殖を 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) アッセ

イで定量した。U251細胞を 96 ウェルプレート上にまき（2500 細胞 /ウェル）、15 時

間無血清の DMEM で培養した。その後、 1 μg/ml のヒト抗体  Fc（ Jackson 

ImmunoResearch Laboratories 社）あるいは ephrinA1-Fc (R&D Systems) と 100 ng/mlの

組換え型ヒト EGF（Merck Millipore 社）を添加して U251細胞を 48 時間培養した。次

に、5 mg/ml MTTを加えた PBS 溶液 を各ウェルに加え４時間インキュベートした。

MTTが生細胞内に取り込まれ、還元されることで生成したMTT ホルマザン色素をイ

ソプロパノール含有 0.04 N HClの溶解溶液により溶解し、マイクロプレートリーダー

（Tecan 社）で 595 nmの吸光度を測定した。 

 

BrdUの取込みの定量 

 24 ウェルプレートに据えたガラス製カバースリップ上に U251 細胞あるいは A172

細胞をまき、5-bromo-2-deoxyuridine（BrdU）（10 μM）を添加して U251細胞に関して

は 30分間、A172細胞に関しては 6 時間処理した後、4 % paraformaldehyde（PFA）を

含む PBSを添加して、室温にて 20分間細胞を固定した。その後、4 N HClを含む PBS

を添加して 5分間処理した後、0.2 % Triton X-100を含む PBSを添加して 10分間処理

し、10 % FBSを含む PBSを添加して 30分間ブロッキングした。その後、抗 BrdU 抗

体を添加して一晩 4 ˚Cにてインキュベートした。次に、Alexa Fluor 594 共役 抗マウ

ス IgG 抗体、Alexa Fluor 488標識 抗 GFP 抗体あるいは Hoechest 33258（Thermo Fisher 

Scientific 社）を添加して１時間室温にてインキュベートした後、PBSで洗浄した。続

いて 90 % glycerolと 0.1 % p-phenylenediamine dihydrochlorideを含む PBSを用いて封

入した。Nikon Eclipse E800 顕微鏡を用いて蛍光顕微鏡観察を行い、デジタルカメラ

システム（Leica DC350F）にて顕微鏡画像を取得した。 

 
イムノブロッティング法 

 SDS-PAGE 法により細胞溶解液のタンパク質を分離し、PVDF 膜 (Merck Millipore

社) に転写した。3 %スキムミルク含有 Tris バッファーでブロッキング後、一次抗体

に続いて HRP 共役二次抗体でインキュベートし、Chemi Lumi One (ナカライテスク

社) または enhanced chemiluminescence (ECL) detection kit (GE Healthcare 社) を用いて

検出した。  

 

データ解析 
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 グラフに表されているすべてのデータは、独立した最低 3 回以上の実験を測定しそ

れらの平均を表したもので、エラーバーは平均値の標準誤差を表示した。統計的有意

差は、SPSS（software version 16.0、IBM 社）の Studentの t 検定あるいは one-way the 

analysis of variance（one-way ANOVA）のあと Bonferroni 検定を用いて算出した。検定

の結果、p<0.05となったものを有意と判断した。 
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【実験結果】 
第１節 

EphA2は EGF 刺激によるグリオブラストーマの細胞増殖促進に関与する 

EphA2と EGFRとの関連について調べるため、グリオブラストーマ細胞株 U251を

用いて細胞増殖を評価した。EphA2のリガンドである ephrinA1-Fcを長時間加えるこ

とで、EphA2 がエンドサイトーシスされ、発現量が低下することが報告されている

(Walker-daniels, Ii and Kinch, 2002; Binda et al., 2012)。U251細胞に関して、ephrinA1-Fc

を添加後、24 時間及び 48 時間後の EphA2 の発現量は減少した（図 1-1 A）。次に、

MTT アッセイにより細胞数を評価したところ、EGF 刺激後 48 時間で細胞数は増加

したが、ephrinA1-Fc を同時に添加することで、EGF 刺激による細胞数の増加が抑制

された（図 1-1 B）。U251細胞に関して、EGFと共に control-Fcまたは ephrinA1-Fcを

添加して 20 時間処理し、BrdUを取り込んだ細胞の割合を比較したところ、EGF 刺激

により BrdU 取込み細胞の割合は増加したが、ephrinA1-Fc 添加により、EGF 刺激によ

る BrdU 取込み細胞の割合の増加が抑制された（図 1-1 C）。EphA2と細胞増殖との関

連についてさらに検証するため、U251 細胞に関して EphA2 を shRNA によりノック

ダウンし、BrdUを取り込んだ細胞の割合を比較した。その結果、EGF 刺激による BrdU

取込み細胞の割合の増加は、EphA2のノックダウンにより抑制された（図 1-1 D）。グ

リオブラストーマ細胞株 A172を用いた検証も行った。A172細胞に関して、ephrinA1-

Fcを添加後 24 時間及び 48 時間後の EphA2の発現量は減少し（図 1-1 E）、EGF 刺激

による BrdU 取込み細胞の割合の増加は、ephrinA1-Fcを 24 時間添加することにより

抑制された（図 1-1 F）。 
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図 1-1 EGF 刺激によるグリオブラストーマ細胞の増殖促進には EphA2 が関与する 
 
(A) U251 細胞に関して、control-Fc または ephrinA1-Fc (1 µg/ml)を添加して 24 時間または 48 時間処理し、細胞溶解液を回収した

後、EphA2 とa-tubulin の発現量を抗 EphA2 抗体、抗a-tubulin 抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。（B）U251 細胞
に関して、control-Fc または ephrinA1-Fc (1 µg/ml)と EGF(100 ng/ml)を加えて 48 時間処理し、MTT アッセイにより 48 時間後

の細胞数の変化を定量し、処理前（0 時間）と比較した。生細胞数と比例する MTT ホルマザン色素の 595 nm の吸光度（A595 

nm）を 0 時間、48 時間処理後のサンプルにおいて測定し、0 時間の A595 nmに対する 48 時間後の A595 nmの比率を算出した。グ
ラフは 5 回の実験の平均値 ± 標準誤差で表記した（**p < 0.01, one-way ANOVA, Bonferroni）。（C）U251 細胞に関して、control-
Fc または ephrinA1-Fc (1 µg/ml)と EGF(100 ng/ml)を加えて 20 時間処理した後、BrdU（10 µM）を添加して 30 分間処理した。

細胞を固定後、抗 BrdU 抗体と Hoechst 33258 で標識した。スケールバー、50 µm。BrdU 陽性の細胞数をカウントし、全細胞
数に対する割合を算出した。グラフは 4 回の実験の平均値  ± 標準誤差で表記した。（***p < 0.001, one-way ANOVA, 
Bonferroni）。（D）U251 細胞に関して、shControl または shEphA2 をトランスフェクションし、EGF(100 ng/ml)を加えて 20 時

間処理を行った。その後、BrdU（10 µM）を添加して 30 分間処理した細胞を固定後、shControl または shEphA2 発現細胞を
標識するために抗 GFP 抗体と抗 BrdU 抗体で標識した。BrdU、GFP 陽性細胞の数をカウントし、全 GFP 陽性細胞に対する

BrdU 陽性の GFP 陽性細胞の割合を算出した（BrdU + GFP + /GFP +）。グラフは 3 回の実験の平均値 ± 標準誤差で表記した

（*p < 0.05, one-way ANOVA, Bonferroni）。（E）A172 細胞に関して、control-Fc または ephrinA1-Fc (1 µg/ml)と EGF(100 ng/ml)
を加えて 24 時間処理し、細胞溶解液を回収した後、EphA2 とa-tubulin の発現量を抗 EphA2 抗体、抗a-tubulin 抗体を用いて

イムノブロット法にて解析した。（F）A172 細胞に関して、control-Fc または ephrinA1-Fc (1 µg/ml)と EGF(100 ng/ml)を加えて

24 時間処理した後、BrdU（10 µM）を添加して 6 時間処理した。細胞を固定後、抗 BrdU 抗体と Hoechst 33258 で標識した。
BrdU 陽性の細胞数をカウントし、全細胞数に対する割合を算出した。グラフは 3 回の実験の平均値 ± 標準誤差で表記した

（*p < 0.05, one-way ANOVA, Bonferroni）。 
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第２節 

EGF 刺激によりMEK/ERK/RSK経路を介して EphA2の S897がリン酸化される 

EphA2の S897が Aktによりリン酸化されることで、グリオブラストーマ細胞の運

動性、浸潤性が促進されることが以前報告されていた(Miao et al., 2009)。そこで、EphA2

の S897リン酸化と EGF 刺激との関連について、U251細胞及び A172細胞を用いて検

証した。U251細胞に関して、EGFを添加すると、EphA2の S897リン酸化は顕著に亢

進した（図 1-2 A）。しかし、Akt 阻害剤MK2206、Aktの上流のキナーゼである PI3K

阻害剤 LY294002を添加しても、EGF 刺激による EphA2の S897のリン酸化に変化は

見られなかった（図 1-2A）。一方、MEK 阻害剤 U0126、PD980759を添加したところ、

EGF 刺激による EphA2の S897は顕著に抑制された（図 1-2 B）。RSKは ERKにより

リン酸化されることによって活性化するキナーゼであり、Aktと基質のリン酸化配列

が類似している(Anjum and Blenis, 2008; Romeo, Zhang and Roux, 2012; Lara, Seckl and 

Pardo, 2013)。さらに、EphA2の S897の周辺のアミノ酸配列は RSKの基質のリン酸化

モチーフに合致している。そこで、EphA2の S897リン酸化と RSKとの関連について

検証した。RSK 阻害剤 BI-D1870 を添加することによって、EphA2 の S897 のリン酸

化は顕著に抑制された（図 1-2 C）。人胎児腎細胞由来の細胞株 HEK293T 細胞に、

EphA2 野生型（EphA2-WT）あるいは S897 をアラニンに置換してリン酸化を受けな

い変異体 EphA2-S897A（EphA2-SA）を RSK2 とともにトランスフェクションしたと

ころ、EphA2-WT 単独の強制発現で S897リン酸化が確認され、RSK2を共発現させる

ことにより S897のリン酸化が亢進した（図 1-2 D）。次に、A172細胞株を用いて EphA2

の S897 リン酸化について同様の検証を行った。A172 細胞に関して、EGF の添加に

より EphA2 の S897 リン酸化が誘導され、EGF 刺激による EphA2 S897 リン酸化は

U0126、BI-D1870の添加により抑制された（図 1-2 E）。一方、MK2206、LY294002の

添加では、A172細胞に関して EGF 刺激による EphA2の S897リン酸化は抑制されな

かった（図 1-2 F）。これらの結果から、グリオブラストーマ細胞において、EGF 刺激

により MEK/ERK/RSK 経路を介して EphA2 の S897 がリン酸化されることが示唆さ

れた。 
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図 1-2 EGF 刺激により MEK/ERK/RSK 経路を介して EphA2 の S897 のリン酸化が誘導される 
 
（A）U251 細胞に関して、MK2206 (1 µM)または LY294002 (20 µM)を添加して 30 分間処理した後、EGF(100 ng/ml)を 10 分間

加えた。細胞溶解液を回収し、表記された抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。（B）U251 細胞に関して、U0126 (20 
µM)または PD98059 (20 µM)を添加して 30 分間処理した後、EGF(100 ng/ml)を 10 分間加えた。細胞溶解液を回収し、表記され

た抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。（C）U251 細胞に関して、BI-D1870 (10 µM)または U0126 (20 µM)を添加して

30 分間処理した後、EGF(100 ng/ml)を 10 分間加えた。細胞溶解液を回収し、表記された抗体を用いてイムノブロット法にて
解析した。（D）HEK293T 細胞に表記のプラスミドをトランスフェクションし、表記された抗体を用いてイムノブロット法に

て解析した。（E）A172 細胞に関して、BI-D1870 (10 µM)または U0126 (20 µM)を添加して 30 分間処理した後、EGF(100 ng/ml)
を 10 分間加えた。細胞溶解液を回収し、表記された抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。（F）A172 細胞に関して、
MK2206 (1 µM)または LY294002 (20 µM)を添加して 30 分間処理した後、EGF(100 ng/ml)を 10 分間加えた。細胞溶解液を回収

し、表記された抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。 

 
 



 14 

第３節 

EGF 刺激によるグリオブラストーマ細胞の増殖の促進には RSKを介した EphA2の

S897リン酸化が必要である 

EphA2の S897リン酸化と細胞増殖との関連について検証するため、EGF 刺激によ

るグリオブラストーマ細胞の増殖の促進に対する RSK の関与について検討を行なっ

た。U251 細胞に RSK 阻害剤である BI-D1870 を添加することで、EGF 刺激による

BrdU 取込み細胞の割合の増加は抑制された（図 1-3 A）。RSK2はグリオブラストーマ

で発現が上昇していることが報告されており(Mathew et al., 2015)、U251細胞では RSK

の 4つのアイソフォームの中で RSK2の発現が確認された。そこで RSK2の関与を調

べるため、RSK2 に対する shRNA を作製した。HEK293T 細胞に HA-RSK2 を強制発

現させた際の RSK2 の発現は、shRSK2 により抑制された（図 1-3 B）。U251 細胞に

shRSK2 をトランスフェクションし、RSK2 をノックダウンしたところ、EGF 刺激に

よる BrdU 取込み細胞の割合の増加は抑制された（図 1-3 C）。さらに、A172細胞株で

も、BI-D1870の処置により、EGF 刺激による BrdU 取込み細胞の割合の増加は抑制さ

れた（図 1-3 D）。これらの結果から、EGF 刺激によるグリオブラストーマ細胞の増殖

の促進に、RSKが関与していることが示唆された。 
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次に、EphA2の S897リン酸化と EGF 刺激によるグリオブラストーマ細胞の増殖の

促進との関連について、U251細胞を用いて検証した。U251細胞に EphA2-WTを過剰

発現させると、コントロールと比較して、EGF 刺激が無い状態でも BrdUを取り込ん

だ細胞の割合が増加した。一方、EphA2-SAの過剰発現では、BrdU 取込み細胞の割合

の増加は見られなかった（図 1-4 A）。EphA2-WTの過剰発現による BrdUを取り込ん

だ細胞の割合の増加は、BI-D1870で処置することにより抑制された（図 1-4B）。さら

に、U251細胞に HA-RSK2を過剰発現させると、BrdU 取込み細胞の割合は増加した

が、EphA2-SA を共発現させると BrdU 取込み細胞の割合の増加は見られなかった。

これらの結果から、EGF 刺激によるグリオブラストーマ細胞の増殖の促進に、RSKに

よる EphA2の S897のリン酸化が必要であることが示唆された。 

 

図 1-3 EGF 刺激によるグリオブラストーマ細胞の増殖促進には RSK が関与する 
 
（A）U251 細胞に関して、BI-D1870 (10 µM)を添加して 30 分間、続いて EGF（100 ng/ml）を加えて 20 時間処理した後、

BrdU（10 µM）を添加して 30 分間処理した。細胞を固定後、抗 BrdU 抗体と Hoechst 33258 で標識した。BrdU 陽性の細胞
数をカウントし、全細胞数に対する割合を算出した。グラフは 4 回の実験の平均値 ± 標準誤差で表記した。（*p < 0.05, 
student の t 検定）。（B）HEK293T 細胞に関して、shControl あるいは shRSK2 と HA-RSK2 をトランスフェクションし、HA-
RSK2 の発現量を抗 HA 抗体、抗a-tubulin 抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。（C）U251 細胞に GFP の発現ベ
クターとともに shControl または shRSK2 をトランスフェクションし、EGF（100 ng/ml）を加え 24 時間処理した。その後、

BrdU（10 µM）で 30 分間処理した後、抗 GFP 抗体と抗 BrdU 抗体で標識した。BrdU、GFP 陽性細胞の数をカウントし、

全 GFP 陽性細胞に対する BrdU 陽性の GFP 陽性細胞の割合を算出した（BrdU + GFP + /GFP +）。グラフは 3 回の実験の平
均値 ± 標準誤差で表記した（**p < 0.01, one-way ANOVA, Bonferroni）。（D）A172 細胞に関して、BI-D1870 (10 µM)を添加

して 30 分間、EGF(100 ng/ml)を加え 24 時間処理した後、BrdU（10 µM）を添加して 6 時間処理した。細胞を固定後、抗

BrdU 抗体と Hoechst 33258 で標識した。BrdU 陽性の細胞数をカウントし、全細胞数に対する割合を算出した。グラフは
4 回の実験の平均値 ± 標準誤差で表記した。（*p < 0.05, student の t 検定）。 
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【考察】 

本章において私は、EGF 刺激の下流でMEK/ERK/RSK経路を介して EphA2の S897

リン酸化が促進されることで、グリオブラストーマの細胞増殖が促進されることを明

らかにした（図 1-5）。 

EphA2 の S897 リン酸化を引き起こす分子については、これまで Akt、RSK、PKA

などさまざまな分子が報告されてきた。グリオブラストーマ細胞では、血清刺激によ

り Akt が活性化され、Akt により EphA2 S897 がリン酸化されることで、細胞の運動

性が促進されることが報告されている(Miao et al., 2009)。乳がん由来の細胞株 MCF-7

細胞では、Aktにより EphA2の S897がリン酸化されることで、EphA2と RhoGの GEF

である ephexin4との結合が促進され、RhoGの活性化を引き起こすことで、細胞の運

動性が亢進すること、浮遊状態での細胞死であるアノイキスに対する耐性能が亢進す

ることが報告されている(Kawai et al., 2013)。Aktと EphA2との関連については、この

ようながん細胞の悪性化以外に、イヌ腎臓尿細管上皮細胞由来の細胞株 MDCK 細胞

では、HGF 刺激により Akt-PI3K経路を介して EphA2 S897がリン酸化され、ephexin4

を介して RhoGを活性化することにより、上皮管腔構造の形成が促進されることが報

告されている(Harada, Negishi and Katoh, 2015)。また、前立腺がん細胞では、β-アドレ

ナリン受容体アゴニスト刺激によって PKA による EphA2 の S897 リン酸化が起こる

ことが報告されている(Barquilla et al., 2016)。一方で、炎症性サイトカイン刺激により、

RSKによる EphA2の S897リン酸化が起こり、乳がん細胞の浸潤性が亢進されること

が報告されている(Zhou et al., 2015)。グリオブラストーマ細胞では、グルコースが欠

乏することにより cystine/glutamate antiporter xCT（SLC7A11）を介して RSK2が活性

化され、EphA2の S897リン酸化が引き起こされることが報告されている(Teramoto and 

Katoh, 2019)。このように細胞種や上流の刺激の違いにより、EphA2の S897リン酸化

を引き起こす分子、リン酸化により変化する細胞の機能が異なることが伺える。Akt、

PKA、RSKはいずれも AGCキナーゼファミリーに属し、基質のリン酸化モチーフが

類似している。EphA2の S897リン酸化がどのような分子を介して起こるのかという

ことについて詳細に分析することは、EphA2をターゲットにした治療に貢献すること

図 1-4 EGF 刺激によるグリオブラストーマ細胞の増殖促進には EphA2 の S897 リン酸化が必要である 
 
（A）U251 細胞に GFP と共に EphA2-WT または EphA2-SA をトランスフェクションし、EGF（100 ng/ml）を加え 20 時間

処理した。その後、BrdU（10 µM）を添加して 30 分間処理した後、抗 GFP 抗体と抗 BrdU 抗体で標識した。BrdU、GFP 陽
性細胞の数をカウントし、全 GFP 陽性細胞に対する BrdU 陽性の GFP 陽性細胞の割合を算出した（BrdU + GFP + /GFP +）。
グラフは 4 回の実験の平均値 ± 標準誤差で表記した（*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, one-way ANOVA, Bonferroni）。（B）
U251 細胞に GFP と共に EphA2-WT をトランスフェクションし、BI-D1870 (10 µM)を添加して 20 時間処理した。BrdU（10 
µM）を添加して 30 分間処理した後、抗 GFP 抗体と抗 BrdU 抗体で標識した。BrdU、GFP 陽性細胞の数をカウントし、全

GFP 陽性細胞に対する BrdU 陽性の GFP 陽性細胞の割合を算出した（BrdU + GFP + /GFP +）。グラフは 5 回の実験の平均値 
± 標準誤差で表記した（**p < 0.01, one-way ANOVA, Bonferroni）。（C）U251 細胞に GFP と共に表記のプラスミドをトラン
スフェクションし、BrdU（10 µM）を添加して 30 分間処理した後、抗 GFP 抗体と抗 BrdU 抗体で標識した。BrdU、GFP 陽

性細胞の数をカウントし、全 GFP 陽性細胞に対する BrdU 陽性の GFP 陽性細胞の割合を算出した（BrdU + GFP + /GFP +）。
グラフは 4 回の実験の平均値 ± 標準誤差で表記した（**p < 0.01, one-way ANOVA, Bonferroni）。 
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ができると考えられる。 

RSK の遺伝子の変異や増幅とがんとの関連についてはあまり報告が無いのに対し

て、RSK の発現とがんの浸潤、転移との関連が報告されている。RSK の 4 つのアイ

ソフォームの中で、特に RSK1と RSK2は乳がん、頭頸部扁平上皮がん、前立腺がん、

白血病、肺がん、メラノーマ、多発性骨髄腫、グリオブラストーマなど様々ながんで

発現が上昇していることが報告されている(Houles and Roux, 2018)。転移性の頭頸部扁

平上皮がん細胞で RSK2の発現が上昇しており、発現量と予後の悪さに相関関係があ

ること、RSK2 が細胞の浸潤性を促進することが報告されている(Kang et al., 2010)。

EphA2の S897リン酸化は様々ながん細胞の運動性、浸潤性を促進することが報告さ

れていることから、RSK による細胞の運動性の促進に EphA2 の S897 リン酸化が関

与する可能性が考えられる。EphrinA1 刺激により Akt の活性が抑制されること、

ephrinA1 刺激により Aktによる EphA2の S897リン酸化、細胞の運動性の促進は抑制

されることが報告されている(Yang et al., 2011)(Miao et al., 2009)。EphrinA1は ERKの

活性を抑制することが報告されており(Miao et al., 2001)、RSKによる EphA2の S897

リン酸化も ephrinA1 刺激により抑制される可能性が考えられる。また、RSK は前立

腺がんやメラノーマ、骨肉腫の細胞増殖を促進することが報告されている(Clark et al., 

2005; Romeo et al., 2013; David et al., 2005)。本章の結果から、グリオブラストーマ U251

細胞、A172細胞において、RSKによる EphA2 の S897リン酸化を介して細胞増殖が

促進されることが示唆された。このことから、RSKを介する細胞増殖促進に関与する

RSKの基質として EphA2が重要である可能性が考えられる。 
 

図 1-5 グリオブラストーマ細胞における EGFR シグナルと EphA2 を介した細胞増殖制御機構 
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第２章 
EphA2 のチロシンキナーゼ活性を介して EphA2 の S897 リン酸化が促進

され、グリオブラストーマの細胞増殖が促進される 

 

様々な組織のがんに関して、EphA2の発現量の上昇が報告されており、発現量とが

んの悪性度には正の相関関係があることが報告されている。受容体チロシンキナーゼ

の活性は、リガンドによる刺激以外に、細胞膜上の受容体の密度やチロシンホスファ

ターゼの活性によっても調節されており、特に細胞膜上の受容体の密度が増大すると

チロシンキナーゼ活性が上昇する。EphA2 を含む Eph 受容体ファミリー間で高度に

保存されている juxtamembrane segment の 2 つのチロシン残基、キナーゼドメインの

チロシン残基が自己リン酸化されると、構造変化が起こって自己阻害が解除され、Eph 

受容体のキナーゼ活性が上昇することが報告されている(Binns et al. 2000; Wiesner et al. 

2006; Wybenga-groot et al. 2001; Davis et al. 2008)。 

EphA2のリガンドである ephrinA1は、がん促進的に働くキナーゼである FAK、ERK、

Akt の活性化を抑制し、がん細胞の運動性、増殖を抑制することが報告されている

(Miao et al. 2000; Miao et al. 2001; Yang et al. 2011)。一方で、ephrinA1 刺激により EphA2

が SH2-coutaining collagen-related proteins (SHC) 、growth factor receptor-bound protein 2 

(GRB2) と複合体を形成し、ERKを活性化するという報告もある(Pratt and Kinch, 2002)。

また、ephrinA1 刺激により EphA2 を介してがん血管新生が促進されることが報告さ

れている(Fang et al., 2005)。このように、がんにおけるリガンド依存的な EphA2の応

答については、細胞の種類や細胞の置かれる状況により様々であると考えられる

(Pasquale 2010; Beauchamp and Debinski 2012; Y. Zhou and Sakurai 2017)。また、ephrinA1

を介する応答と EphA2 の S897 リン酸化との関連については、ephrinA1 刺激により

Aktによる EphA2の S897リン酸化が抑制されるという報告がある(Miao et al., 2009)。

その一方で、ephrinA1 刺激は PKA による EphA2 の S897リン酸化に影響しないとい

う報告もある(Barquilla et al., 2016)。 

受容体型チロシンキナーゼの自己リン酸化によるキナーゼ活性の上昇は、リガンド

依存的シグナルを増強させると考えられている。リガンド依存的な EphA2 の活性化

は、ユビキチン化を引き起こすことで EphA2 の分解を誘導する一方で、リガンド非

依存的な EphA2の自己リン酸化は EphA2の分解を引き起こさないことが報告されて

おり(Sabet et al., 2015)、EphA2のリガンド依存的な活性化とリガンド非依存的な活性

化との間に違いがある可能性が示唆されている。 

本章において私は、EphA2の過剰発現によりがん悪性化が引き起こされるメカニズ

ムについて検証するため、EphA2のキナーゼ活性の役割に着目し、EphA2のさまざま
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な変異体を用いて検討を行なった。その結果、EphA2の過剰発現は、細胞膜上での密

度の上昇、自己リン酸化の亢進を介して EphA2 のキナーゼ活性上昇につながり、そ

の下流の ERKを活性化し、EphA2の S897リン酸化を促進することで、グリオブラス

トーマ細胞の増殖を促進することが明らかになった。 

 
【実験方法】 
プラスミド 

野生型 EphA2（EphA2-WT）、EphA2-S897A変異体（EphA2-SA）、EphA2-K646M変

異体（EphA2-KM）の発現には、それらの cDNAを pcDNA3 ベクターに組み込んだプ

ラスミドを用いた。EphA2の細胞内ドメインである 560-976 番目のアミノ酸をコード

する配列（EphA2-ICD）の発現には、その cDNAを pCXN2 ベクターに組み込んだプ

ラスミドを使用した。YFP 発現ベクター（pCAG）は大阪大学の宮崎純一先生、千葉

大学の斉藤哲一郎先生より提供頂いた。 

 
試薬、抗体 

MEK 阻害剤 U0126、PI3K 阻害剤 LY294002は Merck Millipore 社のものを、Akt 阻

害剤 MK-2206 は ChemieTek 社のものをそれぞれ用いた。ウサギモノクローナル抗

EphA2（D4A2）抗体、抗 S897 phospho-EphA2 (D9A1) 抗体、抗 Y588 phospho-EphA2

（D7X2L）抗体、抗 T308 phospho-Akt (C31E5E) 抗体、抗 ERK（137F5）抗体、抗

T202/Y204 phospho-ERK（D13.14.4E）抗体、ウサギポリクローナル抗 Akt 抗体（9272）

については Cell Signaling Technology 社のものを用いた。マウスモノクローナル抗 Flag

（M2）抗体、抗 α-tubulin（B-5-1-2）抗体はMerck Millipore 社のものを、マウスモノ

クローナル抗 BrdU（3D4）抗体は BD Biosciences 社のものを用いた。HRP標識二次抗

体は DAKO 社のものを、Alexa fluor 488標識抗 GFP 抗体、Alexa Fluor 594標識ヤギ抗

マウス IgG 抗体は Thermo Fisher Scientific 社のものをそれぞれ用いた。 

 
細胞培養およびトランスフェクション法 

U-251、A172、HeLa、HEK293T細胞は、10 %ウシ胎児血清 (FBS) 、4 mM glutamine、

100 units/ml penicillin、0.1 mg/ml streptomycinを含むダルベッコ変法イーグル培地を用

いて、5 % CO2、37 ̊ Cの条件下で培養した。トランスフェクションには血清使用量低

減培地である Opti-MEM (Life Technologies 社) を使用し、HeLa、HEK293T 細胞には

Polyethyleneimine MAXを、A172細胞には Lipofectamine 2000（Thermo Fisher Scientific

社）を用いた。 

 

BrdUの取込みの定量 
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 24 ウェルプレートに据えたガラス製カバースリップ上に A172細胞をまき、10 µM 

BrdUで 5 時間処置した後、細胞を 4 % paraformaldehyde (PFA) を含む PBSを添加し

て、室温にて 20分間細胞を固定した。その後、4 N HClを含む PBSで 5分間処置し

た後、0.2 % Triton X-100を含む PBSで 10分間インキュベートし、10 % FBSを含む

PBSで 30分間ブロッキングした。その後、抗 BrdU 抗体を添加して一晩 4 ˚Cにてイ

ンキュベートした。次に、Alexa Fluor 594標識 抗マウス IgG 抗体と Alexa Fluor 488

標識 抗 GFP 抗体 (Thermo Fisher Scientific 社) を添加して１時間室温にてインキュ

ベートした後、PBS で洗浄した。続いて 90 % glycerol と 0.1 % p-phenylenediamine 

dihydrochlorideを含む PBSを用いて封入した。Nikon Eclipse E800 顕微鏡を用いて蛍

光顕微鏡観察を行い、デジタルカメラシステム(Leica DC350F)にて顕微鏡画像を取得

した。 

 
イムノブロッティング法 

 第１章と同様の手法で行った。 

 
データ解析 

 イムノブロットの画像のシグナル強度の解析は、ImageJ（National Institutes of Health）

を用いて行った。グラフに表されているすべてのデータは、独立した最低 3 回以上の

実験を測定しそれらの平均を表したもので、エラーバーは平均値の標準偏差を表示し

た。統計的有意差は、KaleidaGraph (version 4.5.2、Synergy Software 社) の Studentの t

検定あるいは one-way ANOVA のあと Tukey 検定を用いて算出した。検定の結果、

p<0.05となったものを有意と判断した。 

 
【実験結果】 
第１節 

EphA2のチロシンキナーゼ活性を介して S897のリン酸化が促進される 

野生型 EphA2(EphA2-WT)、EphA2-S897A変異体（EphA2-SA）、646 番目のリジンを

メチオニンに置換してキナーゼ活性を持たなくした EphA2-K646M（EphA2-KM）変異

体（図 2-1 A）を HEK293T細胞に強制発現させ、S897のリン酸化および Y588のリン

酸化をそれぞれ抗 EphA2 S897リン酸化抗体、抗 EphA2 Y588リン酸化抗体を用いて、

ウエスタンブロット法により調べた。EphA2 を過剰発現させることにより、Y588 の

自己リン酸化を介して EphA2のキナーゼ活性が上昇し、さらに Y588のリン酸化が亢

進することが報告されている。EphA2 の Y588 リン酸化は、EphA2-WT と EphA2-SA

の過剰発現の間でほとんど差が見られなかった。一方、EphA2の S897リン酸化は、

EphA2-KMを過剰発現させた場合では、EphA2-WTの過剰発現と比較して有意に低か
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った（図 2-1 B）。これらの結果から、EphA2の過剰発現により、EphA2のキナーゼ活

性を介して S897リン酸化が促進されている可能性が考えられた。次に、EphA2の過

剰発現により誘導される S897リン酸化についてさらに検証するため、EphA2の細胞

外ドメイン及び膜貫通ドメインを欠失することによって細胞内ドメインのみで構成

される変異体（EphA2-ICD）を用いた（図 2-1 C）。HeLa細胞に EphA2-ICDを強制発

現させて EGF 刺激したところ、S897リン酸化が確認された（図 2-1 D）。このことか

ら、EphA2-ICDが S897リン酸化されることが可能な変異体であると考えられた。し

かしながら、HEK293T細胞に EphA2-ICDを強制発現させた場合に、Y588リン酸化は

検出されたのに対して、S897 リン酸化は検出されなかった（図 2-1 E）。このことか

ら、EphA2のキナーゼ活性を介する S897リン酸化促進には、EphA2の細胞外ドメイ

ンと膜貫通ドメインが必要である可能性が考えられた。 

 

図 2-1 EphA2 のチロシン

キナーゼ活性により S897
リン酸化が促進される 
 
（ A）第 2 章で用いた
EphA2 の変異体の構造。

（B）HEK293T 細胞に関し

て、EphA2-WT, EphA2-SA, 
EphA2-KM をトランスフ

ェクションし、細胞溶解液

を回収後、表記された抗体
を用いてイムノブロット

法にて解析した。右のグラ

フ に 関 し て 、 pS897-
EphA2/EphA2 のシグナル

強度の比は Image J を用い

て算出した。グラフは３回
の実験の平均値 ± 標準偏

差で表記した。（*p < 0.05, 
student の t 検定）。（C）第
2章で用いたEphA2の欠失

変異体の構造。（D）HeLa 細

胞に関して、control ベクタ
ーまたは EphA2-ICD-Flag
をトランスフェクション

し、細胞溶解液を回収後、
表記された抗体を用いて

イムノブロット法にて解

析した。（E）HEK293T 細胞
に 関 し て 、 EphA2-WT, 
EphA2-ICD をトランスフ

ェクションし、細胞溶解液
を回収後、表記された抗体

を用いてイムノブロット

法にて解析した。 
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第２節 

EphA2のチロシンキナーゼ活性を介して ERKのリン酸化が誘導される 

EphA2 は RAS-MAPK 経路を増強するという報告がある(Pratt and Kinch 2002; 

Brantley-sieders et al., 2008)。そこで、EphA2のチロシンキナーゼ活性を介した S897リ

ン酸化促進と RAS-MAPK 経路との関連について検証した。EphA2-WT、EphA2-KM、

EphA2-SA、EphA2-ICD を HEK293T 細胞に強制発現させ、ERK のリン酸化を比較し

た。ERK のリン酸化レベルは、EphA2-KM、EphA2-ICD では EphA2-WT、EphA2-SA

と比較して有意に低かった（図 2-2 A, B）。また、内在性の EphA2と ERKの活性化と

の関連について検証するため、U251細胞に ephrinA1-Fcまたは control-Fcを加えて 24

時間後の ERKリン酸化の変化を調べたところ、ephrinA1-Fcを加えた場合のリン酸化

は control-Fc を加えた場合と比較して有意に低下した（図 2-2 C）。このことから、

EphA2の発現により ERK活性化が促進されている可能性が考えられた。 

 

図 2-2 EphA2 のチロシンキナーゼ

活性を介して ERK が活性化され

る 
 
（A）HEK293T 細胞に関して、表

記のプラスミドをトランスフェク

ションし、細胞溶解液を回収後、表
記された抗体を用いてイムノブロ

ット法にて解析した。pERK/ERK
のシグナル強度の比を Image J を
用いて算出した。グラフは３回の

実験の平均値 ± 標準偏差で表記

し た 。（ ***p < 0.001, one-way 
ANOVA, Tukey ’ s HSD post hoc 
test）。（B）HEK293T 細胞に関して、

control ベクター、EphA2-WT、また
は EphA2-ICD をトランスフェクシ

ョンし、細胞溶解液を回収後、表記

された抗体を用いてイムノブロッ
ト法にて解析した。pERK/ERK の

シグナル強度の比を Image J を用

いて算出した。グラフは３回の実
験の平均値 ± 標準偏差で表記し

た。（***p < 0.001, one-way ANOVA, 
Tukey’s HSD post hoc test）。（C）
U251 細胞に control-Fc または

ephrinA1-Fc (1 µg/ml)を加えて 24
時間処置した後、細胞溶解液を回
収し、表記された抗体を用いてイ

ムノブロット法にて解析した。

pERK/ERK のシグナル強度の比を
Image J を用いて算出した。グラフ

は３回の実験の平均値 ± 標準偏

差で表記した。（ ***p < 0.001, 
student の t 検定）。 
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第３節 

EphA2による S897のリン酸化促進には ERKの活性が必要である 

EphA2 は、MEK/ERK の下流で RSK によってリン酸化されることが報告されてい

る（Y. Zhou et al., 2015)。そこで、EphA2の過剰発現による S897リン酸化と ERK活

性化との関連について検証した。HEK293T 細胞に、EphA2-WT を強制発現させた際

の S897リン酸化は、MEK 阻害剤 U0126により抑制された（図 2-3 A）。一方、Akt 阻

害剤 MK2206 あるいは PI3K 阻害剤 LY294002 を用いても、HEK293T 細胞に EphA2-

WT を強制発現させた際の S897 リン酸化に変化はなかった（図 2-3 B）。これらのこ

とから、EphA2 の発現による S897 リン酸化には、MEK/ERK 経路の活性化が必要で

ある可能性が考えられた。 

 
第４節 

EphA2のチロシンキナーゼ活性を介して細胞増殖が促進される 

EphA2 のキナーゼ活性とグリオブラストーマ細胞の増殖との関連について調べる

ため、グリオブラストーマの A172 細胞に EphA2-WT あるいは EphA2-KM を過剰発

現させ、BrdU を取り込んだ細胞の割合を比較することによって細胞増殖に対する影

響を調べた。その結果、EphA2-WT過剰発現と比較して、EphA2-KMを過剰発現させ

た場合には BrdU 取込み細胞の割合が有意に低下した（図 2-4 A）。さらに、EphA2-ICD

を過剰発現させた場合に、コントロールと比較して BrdU 取込み細胞の割合に変化は

見られなかった（図 2-4 B）。これらのことから、EphA2の過剰発現による細胞増殖の

促進には、EphA2のキナーゼ活性と、細胞外ドメインおよび膜貫通ドメインが必要で

図 2-3 EphA2 の過剰発現による S897 リン酸化には ERK 活性化が関与する 
 
（A）HEK293T 細胞に関して、control ベクターまたは EphA2-WT をトランスフェクションし、U0126（20 µM）を添加して
15 時間処理した。その後、細胞溶解液を回収し、表記された抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。（B）HEK293T
細胞に関して、control ベクターまたは EphA2-WT をトランスフェクションし、MK2206（1 µM）または LY294002（20 µM）

を添加して 15 時間処理を行った。その後、細胞溶解液を回収し、表記された抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。 
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あると考えられた。 

 

【考察】 

本章において、私は EphA2の過剰発現がチロシンキナーゼ活性を介してMEK-ERK

経路の活性化を促進し、さらに EphA2の S897リン酸化を促進することにより細胞増

殖を促進することを見出した（図 2-5）。EphA2のキナーゼ活性が、がん細胞でどのよ

うな役割を持つのかに関して、キナーゼ活性欠損変異体を用いた検証がいくつか報告

されている。例えば、EphA2のキナーゼ活性が乳がん細胞の増殖促進及び浸潤性の促

進に必要であるという報告がある(Fang et al., 2005)。また、HER2の阻害薬トラスツズ

マブに対する乳がん細胞の耐性獲得や、EGFRの阻害薬エルロチニブに対する肺がん

細胞の耐性獲得に EphA2 のチロシンキナーゼ活性を介したシグナルが関与している

という報告がある(Zhuang et al., 2010; Amato et al., 2016)。本章では、ERK活性化、S897

リン酸化、細胞増殖の促進に EphA2 のキナーゼ活性が促進的に働くことを明らかに

した。今回の検証から、EphA2が過剰発現しているがんで、増殖因子の刺激が無い状

況でも S897リン酸化が起こる可能性が考えられる。 

一方、EphA2-ICDの過剰発現では、S897リン酸化や ERKのリン酸化は促進されな

かった。EphA2 野生型と EphA2-ICDでは EphA2の局在が異なると考えられ、EphA2

による ERK活性化に EphA2の細胞膜への局在が必要である可能性が考えられる。一

方、MT1-MMP による EphA2 の細胞外ドメインの切断が RhoA の活性化を引き起こ

し、乳がん細胞の浸潤能を促進していることが報告されている(Sugiyama et al., 2013)。

このことから EphA2 の細胞外ドメインの有無によって下流のシグナル伝達が異なる

可能性が考えられる。 

EphA2 は、Ras/Raf/MEK/ERK 経路を介して転写を活性化することが乳がん細胞に

関して報告されている(Macrae et al., 2005)。本章において、EphA2が過剰発現するこ

図 2-4 EphA2 のチロシンキナーゼ活性を介してグリオブラストーマ細胞の増殖が促進される 
 
（A）（B）A172 細胞に関して、YFP と共に表記のプラスミドをトランスフェクションし、BrdU（10 µM）を添加して 30 分

間処理した後、抗 GFP 抗体と抗 BrdU 抗体で標識した。BrdU、YFP 陽性細胞の数をカウントし、全 YFP 陽性細胞に対する

BrdU 陽性の YFP 陽性細胞の割合を算出した（BrdU + YFP + /YFP +）。グラフは 3-7 回の実験の平均値 ± 標準偏差で表記し

た（**p < 0.01, ***p < 0.001, n.s., not significant, one-way ANOVA, Tukey’s HSD post hoc test）。 



 25 

とにより EphA2のキナーゼ活性を介して ERKが活性化された。グリオブラストーマ

細胞に関して、 Ras/Raf/MEK/ERK 経路により EphA2 の発現が亢進し、

Ras/Raf/MEK/ERK 経路が活性化するという正のフィードバック機構が働いている可

能性が考えられる。 

 
図 2-5 EphA2 の過剰発現による EphA2 S897 リン酸化促進を介したグリオブラストーマ細胞増殖制

御機構 
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第３章 
Filamin A は EphA2 と複合体を形成し、S897 リン酸化を促進してグリオ

ブラストーマ細胞の増殖を促進する 

 

Filamin はアクチン結合タンパク質の一つであり、アクチンの三次元構造を制御し

ている。Filamin はさまざまなタンパク質（90 以上）と結合することが報告されてお

り、膜貫通タンパク質とアクチン骨格との結合を制御することや、様々なタンパク質

の局在を制御することが報告されている(Feng and Walsh 2004; A. X. Zhou et al., 2010)。

また、filamin結合タンパク質の中には、がん化やがんの浸潤転移との関連が報告され

ているものも数多く存在する(Nakamura, Stossel and Hartwig, 2011)。Filamin ファミリー

には filamin A、B、Cの 3つのアイソフォームが存在する。Filamin A、Bはさまざま

な組織に発現しており、filamin Cは筋組織のみに発現する。Filamin Aの発現は、前立

腺がん、乳がん、アストロサイトーマ、肺がんなどの様々なヒトのがん組織で上昇し

ていることが報告されている(Shao et al., 2016)。しかしながら、がん組織における

filamin Aの役割や、関連する分子は不明な部分が多く残されていた。 

EphA2は、細胞膜近傍で FAK、PI3Kと複合体を形成することや、細胞膜上で EGFR

ファミリーに属する ErbB2、低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質 1（LRP1）

などと複合体を形成することが報告されている(Miao et al., 2000)。グリオブラストー

マに関して、LRP1を介して血清刺激による細胞の運動性、浸潤性が促進され、LRP1

が EphA2と複合体を形成することが報告されている(Gopal et al., 2011)。 

本章において、EphA2 の結合タンパク質を、質量分析法を用いて網羅的に解析し、

同定された結合分子の中で filamin Aに着目した。Filamin Aは EphA2と結合し、EphA2

の S897 リン酸化を促進してグリオブラストーマ細胞の増殖を促進することが明らか

になった。 

 

【実験方法】 
プラスミド 

野生型 EphA2（EphA2-WT）、EphA2 の C 末端側に Flag タグ配列を付加した配列

（Flag-EphA2）の発現には、その cDNAを pcDNA3 ベクターに組み込んだプラスミド

を用いた。Mycタグを付加した filamin A 及び filamin Aの C 末端（filamin A-CT, 2282-

2647 番目のアミノ酸をコードする塩基配列）は東京医科歯科大学の仁科博史先生よ

り提供頂いた。YFP発現ベクター(pCAG)は大阪大学の宮崎純一先生、千葉大学の斉藤

哲一郎先生より提供頂いた。 
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試薬、抗体 

ephrinA1-Fc は R&D Systems 社のものを、組換え型ヒト EGF は Sigma 社のものを

用いた。ウサギモノクローナル抗 EphA2（D4A2）抗体、抗 S897 phospho-EphA2 (D9A1) 

抗体、抗 Y588 phospho-EphA2（D7X2L）抗体、抗 ERK（137F5）抗体、抗 T202/Y204 

phospho-ERK（D13.14.4E）抗体、マウスモノクローナル抗 EphA2（8B6）抗体につい

ては Cell Signaling Technology 社のものを用いた。マウスモノクローナル抗 Flag（M2）

抗体、抗 α-tubulin（137F5）抗体はMerck Millipore 社のものを、マウスモノクローナ

ル抗 BrdU（3D4）抗体は BD Biosciences 社のものを用いた。マウスモノクローナル抗

filamin A （MAB1680)抗体についてはMerck Millipore 社のものを用いた。HRP標識二

次抗体は DAKO 社のものを、Alexa fluor 488標識抗 GFP 抗体、Alexa Fluor 594標識ヤ

ギ抗マウス IgG 抗体は Thermo Fisher Scientific 社のものをそれぞれ用いた。 

 
細胞培養およびトランスフェクション法 

U-251、A172、HeLa、HEK293T細胞は、10 %ウシ胎児血清 (FBS)、4 mM glutamine、

100 units/ml penicillin、0.1 mg/ml streptomycinを含むダルベッコ変法イーグル培地を用

いて、5 % CO2、37 ̊ Cの条件下で培養した。トランスフェクションには血清使用量低

減培地である Opti-MEM (Life Technologies 社 ) を使用し、HEK293T 細胞には

Polyethyleneimine MAXを、A172、HeLa細胞には Lipofectamine 2000（Thermo Fisher 

Scientific 社）を用いた。ヒト filamin Aに対する siRNA、及びコントロール siRNAは

Silencer Select pre-designed siRNAの Thermo Fisher Scientific 社の siFilamin A (siFLNA#1, 

IDS5275; siFLNA#2, IDS5276)、Silencer Select Negative Control#1を用いた。これらの

siRNAのトランスフェクションには Lipofectamine 3000（Thermo Fisher Scientific 社）

を用いた。EphA2 KO U251細胞の作製は、CRISPR/Cas9を用いて行った(Teramoto and 

Katoh 2019; Katoh et al. 2017)。 

 

BrdUの取り込みの定量 

第１章、第２章と同様の手法で行った。 

 

MTTアッセイ 

 細胞増殖を 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) アッセ

イで定量した。U251細胞に siControlまたは siFilaminAをトランスフェクションし、

48 時間培養後、トランスフェクションした U251 細胞を 96 ウェルプレート上にまき

(2500 細胞 /ウェル)、15 時間無血清の DMEMで培養した。その後、細胞に 100 ng/ml

の組換え型ヒト EGF(Sigma 社)を添加し、48 時間培養した。48 時間培養後のMTTの

添加、生成物の溶解及び吸光度の測定は第１章と同様の手法で行った。 
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EphA2の結合タンパク質の解析 

Flag-EphA2を HeLa細胞にトランスフェクションした後、氷冷した cell lysis buffer 

(20 mM Tris-HCl, pH7.5, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 % TritonX-100, 10 mM NaF, 1 mM 

Na3VO4,, 1 mM PMSF, 10 mg/ml aprotinin, 10 mg/ml leupeptin) を用いて細胞を溶解し、

氷上で 10分間インキュベートした。細胞溶液を遠心分離 (16,000 x g、4 ̊ C、10分) し、

上清に抗 Flag 抗体を加えて 2 時間、4 ̊ Cにてインキュベートした。その後、protein G 

Sepharose (GE Healthcare 社) を加えてさらに 2 時間、4 ˚Cにてインキュベートした。

ビーズを cell lysis bufferで洗浄した後、結合タンパク質を Laemmli sample bufferで溶

出した。その後、結合タンパク質溶出液を SDS-PAGE、銀染色にて解析した。ゲルを

細分し、トリプシン（Promega 社）溶液で 37 ̊ Cにて 12 時間処置によりペプチドを抽

出し、液体クロマトグラフ質量分析計 Q exactive Plus (Thermo Fisher Scientific 社)を用

いて測定を行った。スペクトルのデータはMascot Server 2.5.1 (Matrix Science 社)によ

り解析を行った。 

 
イムノブロッティング法 

 第１章と同様の手法で行った。 

 
データ解析 

 イムノブロットの画像のシグナル強度の解析は、Imager 600 analysis を用いて行っ

た。グラフに表されているすべてのデータは、独立した最低 3 回以上の実験を測定し

それらの平均を表したもので、エラーバーは平均値の標準偏差を表示した。統計的有

意差は、KaleidaGraph (version 4.5.2、Synergy Software 社) の Studentの t 検定あるいは

one-way ANOVA のあと Tukey 検定を用いて算出した。検定の結果、p<0.05 となった

ものを有意と判断した。 

 
【実験結果】 
第１節 

Filamin Aは EphA2と複合体を形成する 

EphA2 と結合する分子を探索するため、HeLa 細胞に EphA2 の C 末端に Flag タグ

を付加した EphA2-Flagを強制発現させ、抗 Flag 抗体を用いて免疫沈降を行い、質量

分析法により結合タンパク質を解析した（表 3-1）。同定された結合分子の中で、私は

タンパク質スコアの最も高い分子である filamin Aに着目した。EphA2と filamin Aと

の結合を確認するため、HEK293T細胞に EphA2-WTと mycタグを付加した filamin A

（myc-filamin A）を強制発現させ、抗 myc 抗体で免疫沈降を行ったところ、EphA2と
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myc-filamin Aとの結合が確認された（図 3-1 A）。さらに、filamin Aの C 末端領域（2282-

2647 残基）のみでも EphA2 との結合が確認された（図 3-1 B）。EphA2 を KO した

EphA2 KO U251細胞とコントロールの U251細胞を用いて、抗 EphA2 抗体により免

疫沈降を行った。その結果、内在性の EphA2と filamin Aとの結合が確認された（図

3-1 C）。U251 細胞に filamin A に対する si RNA（siFLNA#1）またはコントロール si 

RNA（siControl）をトランスフェクションし、抗 EphA2 抗体と抗 filamin A 抗体で免

疫染色し、共焦点顕微鏡により局在を観察した。その結果、siControlをトランスフェ

クションした場合に、EphA2 と filamin A は細胞膜近傍で共局在している様子が観察

された。一方、siFLNA をトランスフェクションした場合には、EphA2 の細胞膜近傍

への集積は見られず、細胞質全体に EphA2が分散して存在する様子が観察された（図

3-1 D）。これらの結果から、filamin Aがその C 末端領域を介して EphA2と結合し、

EphA2の局在を制御する可能性が考えられた。 

 

図 3-1 Filamin A は EphA2 と結合する 
 
（A）HEK293T 細胞に関して、EphA2 のみまたは、myc-filamin A と EphA2 をトランスフェクションし、細胞溶解液を回収

後、抗 myc 抗体で免疫沈降を行った。免疫沈降物と全細胞溶解液について、抗 EphA2 抗体、抗 filamin A 抗体を用いてイム

ノブロット法により解析した。（B）HEK293T 細胞に関して、EphA2 のみまたは、myc-filamin A と EphA2、myc-filamin CT
と EphA2 をトランスフェクションし、細胞溶解液を回収後、抗 myc 抗体で免疫沈降を行った。免疫沈降物と全細胞溶解液

について、抗 EphA2 抗体、抗 myc 抗体を用いてイムノブロット法により解析を行った。（C）コントロールの U251 細胞と

EphA2 KO U251 細胞に関して、細胞溶解液を回収し、抗 EphA2 抗体で免疫沈降を行った。免疫沈降物と全細胞溶解液につ
いて、抗 EphA2 抗体、抗 filamin A 抗体を用いてイムノブロット法により解析を行った。（D）U251 細胞に関して、siControl
または siFLNA#1 をトランスフェクションし、48 時間後に細胞を固定した。細胞は抗 EphA2 抗体（緑）、抗 filamin A 抗体

（マゼンタ）を用いて免疫染色し、蛍光顕微鏡観察を行った。スケールバー、50 µm 
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第２節 

Filamin Aの発現抑制により EGF 刺激によるグリオブラストーマの細胞増殖の促進

が抑制される 

U251細胞に 2 種の siFLNA（siFLNA#1, siFLNA #2）または siControlをトランスフ

ェクションし、EGF 刺激による細胞数の変化を MTT assay を用いて検証した。

siFLNA#1、siFLNA #2 どちらで処理した場合にも filamin A の発現は抑制され、それ

に伴って EGF 刺激を加えた際の細胞数の増加が siControlの場合と比較して抑制され

た（図 3-2 A）。さらに、U251細胞と、A172細胞の 2 種類のグリオブラストーマ細胞

株を用いて、siFLNA#1を用いて EGF 刺激による BrdUを取り込んだ細胞の割合の変

化を比較したところ、U251細胞、A172細胞どちらの場合にも、filamin Aのノックダ

ウンにより EGF 刺激による BrdU 取込み細胞の割合の増加が抑制された（図 3-2 B）。

これらの結果から、filamin A が EGF 刺激によるグリオブラストーマ細胞の増殖に関

与していることが示唆された。 

 

第３節 

Filamin Aのノックダウンにより EphA2によるグリオブラストーマ細胞の増殖促進

図 3-2 Filamin A のノックダウンにより EGF 刺激に

よるグリオブラストーマ細胞の増殖が抑制される 
 
（A）U251 細胞に関して、 siControl あるいは
siFLNA#1、siFLNA#2 をトランスフェクションし、

48 時間後に EGF（100 ng/ml）を加え、0 時間及び 48
時間後の細胞数を MTT アッセイにより定量した。
生細胞数と比例する 595 nm の吸光度（A595 nm）を 0
時間、48 時間処理後のサンプルにおいて測定し、0
時間の A595 nm に対する 48 時間後の A595 nm の比率を
算出した。グラフは３回の実験の平均値 ± 標準偏

差で表記した（***p < 0.001, one-way ANOVA, Tukey’
s post hoc test）。また、細胞溶解液を回収し、抗 filamin 
A 抗体、抗a-tubulin 抗体を用いて filamin A とa-
tubulin の発現量をイムノブロット法にて解析した。

（B）U251 細胞、A172 細胞に関して、siControl ある
いは siFLNA#1 をトランスフェクションし、48 時間

後に EGF（100 ng/ml）を添加した。U251 細胞では 2
時間後、A172 細胞では 6 時間後に BrdU（10 µM）
を添加して 30 分間処理した。細胞を固定後、抗 BrdU
抗体と Hoechst 33258 で標識した。BrdU 陽性の細胞

数をカウントし、全細胞数に対する割合を算出し
た。グラフは３回の実験の平均値 ± 標準偏差で表

記した（*p < 0.05, one-way ANOVA, Tukey’s post hoc 
test）。また、細胞溶解液を回収し、抗 filamin A 抗体、
抗a-tubulin 抗体を用いて filamin A とa-tubulin の発

現量をイムノブロット法にて解析した。 
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が抑制される 

次に、EphA2を介したグリオブラストーマ細胞の増殖促進と、filamin Aとの関連に

ついて検証した。A172細胞に siFLNA#1または siControlをトランスフェクションし、

EphA2 を過剰発現させ、BrdU を取り込んだ細胞の割合により細胞増殖について評価

した。その結果、siFLNA#1により filamin Aをノックダウンした場合に、EphA2の過

剰発現による BrdU 取込み細胞の割合の増加は抑制された（図 3-3 A）。HeLa細胞を用

いて同様に実験を行ったところ、filamin A のノックダウンにより EphA2 過剰発現に

よる BrdU 取込み細胞の割合の増加は抑制された（図 3-3 B）。これらの結果から、

filamin A が EphA2 によるグリオブラストーマ細胞の増殖に関与していることが示唆

された。 

 
第４節 

Filamin Aのノックダウンにより EGF 刺激による EphA2の S897リン酸化の促進が

抑制される 

次に、filamin Aの発現と EGF 刺激による EphA2の S897リン酸化の制御との関連

について検証した。U251 細胞を用いて、siFLNA#1 により filamin A をノックダウン

した後に EGF 刺激を加え、EphA2の S897リン酸化の変化を抗 S897リン酸化 EphA2

（pS897-EphA2）抗体を用いて調べた。その結果、filamin A のノックダウンにより、

EGF 刺激による EphA2の S897リン酸化レベルの上昇が抑制された（図 3-4 A）。一方

で、EGF 刺激による ERKのリン酸化に関しては、filamin Aをノックダウンしても変

化は見られなかった（図 3-4 B）。また、EphA2のリガンドの一つである ephrin A1を

加えることにより EphA2の Y588がリン酸化されるが、この Y588リン酸化は filamin 

Aのノックダウンによって変化しなかった（図 3-4 C）。これらの結果から、filamin A

図 3-3 Filamin A のノックダウンにより

EphA2 を介したグリオブラストーマ細胞の

増殖が抑制される 
 
（A）（B）A172 細胞（A）または HeLa 細胞

（B）に関して、siControl あるいは siFLNA#1
をトランスフェクションし、48 時間後に
EphA2 をトランスフェクションした。BrdU
（10 µM）を添加して 30 分間処理し、細胞を

固定後、抗 BrdU 抗体と Hoechst 33258 で標識
した。BrdU 陽性の細胞数をカウントし、全細

胞数に対する割合を算出した。グラフは３回

の実験の平均値 ± 標準偏差で表記した（*p 
< 0.05, one-way ANOVA, Tukey’s post hoc test）。
また、細胞溶解液を回収し、抗 filamin A 抗体、

抗 EphA2 抗体、抗a-tubulin 抗体を用いて
filamin A、EphA2、及びa-tubulin の発現量を

イムノブロット法にて解析した。 
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は EGF 刺激による EphA2の S897リン酸化を選択的に促進すると考えられた。 

  

図 3-4 Filamin A のノックダウンにより EGF 刺激による EphA2 の S897 リン酸化が抑制される 
 
（A）U251 細胞に関して、siControl あるいは siFLNA#1 をトランスフェクションし、48 時間後に EGF(100 ng/ml)を加えて
30 分間処理した。その後、細胞溶解液を回収し、表記された抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。pS897-
EphA2/EphA2 のシグナル強度の比を Amersham Imager 600 analysis を用いて算出した。グラフは３回の実験の平均値 ± 標
準偏差で表記した（***p < 0.001, one-way ANOVA, Tukey’s post hoc test）。（B）U251 細胞に関して、siControl あるいは siFLNA#1
をトランスフェクションし、48 時間後に EGF(100 ng/ml)を加えて 30 分間処理した。その後、細胞溶解液を回収し、表記さ

れた抗体を用いてイムノブロット法にて解析した。pERK/ERK のシグナル強度の比を Amersham Imager 600 analysis を用い

て算出した。グラフは３回の実験の平均値 ± 標準偏差で表記した（***p < 0.001, n.s., not significant, one-way ANOVA, Tukey’s 
post hoc test）。（C）U251 細胞に関して、siControl あるいは siFLNA#1 をトランスフェクションし、48 時間後に ephrinA1-Fc 
(1 µg/ml)を加えて 30 分間処理した。その後、細胞溶解液を回収し、表記された抗体を用いてイムノブロット法にて解析し

た。pY588-EphA2/EphA2 のシグナル強度の比を Amersham Imager 600 analysis を用いて算出した。グラフは３回の実験の平
均値 ± 標準偏差で表記した（***p < 0.001, one-way ANOVA, Tukey’s post hoc test）。 
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表 3-1 EphA2 結合タンパク質リスト 

液体クロマトグラフ質量分析解析により検出された結合タンパク質をタンパク質スコアの（EphA2 発

現－Control）の値の降順に並べた。 
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【考察】 

本章において私は、アクチン結合タンパク質である filamin Aが細胞膜近傍で EphA2

と複合体を形成し、EphA2の S897リン酸化を促進することでグリオブラストーマ細

胞の増殖を促進することを見出した（図 3-5）。 

 がんにおける filamin A と EGFR シグナルとの関連に関しては、filamin A が K-Ras

による肺がん細胞の増殖促進に必要であること(Nallapalli et al., 2012)、 filamin A が

EGFR のキナーゼ活性を上昇させ、下流の Ras/Raf/MEK/ERK 経路の活性化を促進す

ることで、メラノーマ細胞の増殖を促進することが報告されている(Zhang et al., 2014)。

本章において、filamin Aのノックダウンにより、EGF 刺激による EphA2の S897リン

酸化が抑制されたのに対して、ephrin A1 刺激による Y588リン酸化、ERKリン酸化は

変化しなかった。Filamin Aがどのようにして EphA2 S897リン酸化を選択的に促進す

るのかに関してはさらに検証が必要である。 

がん細胞における filamin A の働きは、局在の違いによってがん促進的に働く場合

と抑制的に働く場合があり、細胞質に存在する filamin A はがん促進的に働くのに対

して、核内に移行した filamin Aはがん抑制的に働くことが報告されている(Savoy and 

Ghosh, 2013)。本章において、filamin Aが細胞膜近傍で EphA2と共局在する様子が観

察され、EphA2 を介したグリオブラストーマ細胞の増殖促進に filamin A が必要であ

ることが示唆された。S897リン酸化された EphA2が、細胞膜に局在することがさま

ざまな組織の細胞に関して報告されている。例えば、MDCK 細胞に関して、HGF 刺

激により EphA2は S897リン酸化され、S897リン酸化 EphA2が上皮管腔構造の先端

部に局在すること(Harada et al. 2015)、グリオブラストーマ細胞に関して血清刺激によ

り EphA2の S897リン酸化が誘導され、S897リン酸化 EphA2が浸潤突起の先端に局

在することが報告されている(Miao et al., 2009)。これらのことから、EphA2の S897リ

ン酸化に細胞膜への EphA2 の局在が関与している可能性が考えられる。本章におい

て、filamin A のノックダウンにより、細胞膜のラッフリング構造形成が抑制され、

EphA2の細胞膜への集積が抑制される様子が観察された。EphA2と filamin Aとの相

互作用により、細胞膜に EphA2が局在することで S897のリン酸化が促進される可能

性が考えられる。 

Filamin Aの 20 番目のリピート構造内に存在する 2152 番目のセリン（S2152）残基

の近傍の配列は、AGCキナーゼの基質のリン酸化コンセンサス配列と一致しており、

RSK、Pak1、Akt などによりリン酸化されることが報告されている(Ohta and Hartwig 

1996; Vadlamudi et al., 2002; Ravid et al., 2008)。Filamin Aの S2152のリン酸化は、filamin 

Aとインテグリンとの結合を促進し、インテグリンの活性を抑制し、細胞の接着を抑

制することや(Vial and Mckeown-longo 2012; Gawecka et al. 2012)、がん細胞の運動性を

促進すること(Ravid et al., 2008)、細胞膜ラッフリング構造の形成を促進すること
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(Vadlamudi et al., 2002)などが報告されており、がんの悪性化との関連が伺える。EphA2、

filamin Aは共に RSKの基質であることから、EphA2と filamin Aが複合体を形成する

ことにより RSKによるリン酸化を受けやすくなる可能性が考えられる。 
図 3-5 Filamin A と EphA2 を介したグリオブラストーマ細胞の増殖制御機構 
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結論 

 

 本章において私は、グリオブラストーマにおける EphA2の細胞増殖制御機構に関

して検討を行い、以下の知見を得た。第一章では、EGF 刺激によりMEK/ERK/RSK

経路を介して EphA2の S897がリン酸化されることで、細胞増殖が促進されること

を見出した。第二章では、EphA2が過剰発現すると、そのチロシンキナーゼ活性を

介して ERKが活性化され、EphA2の S897のリン酸化が亢進して細胞増殖が促進さ

れることを明らかにした。第三章では、EphA2とアクチン結合タンパク質 Filamin A

が複合体を形成することを明らかにし、Filamin Aの発現が EphA2の S897リン酸化

の促進、細胞増殖の促進において重要である可能性を示した。 

 以上、本研究の成果は、グリオブラストーマの細胞増殖制御において EphA2が重

要な役割を果たすことを示すものであり、EphA2によるグリオブラストーマの細胞

増殖制御に関連するシグナル経路や分子の一端を明らかにしたものである。これら

の成果はまた、グリオブラストーマの新たな治療薬の創生にとって有用な知見を提

供するものである（下図）。 

 
図 グリオブラストーマにおける EphA2 の細胞増殖制御機構 

 



 41 

略語表 

 

本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

ANOVA, analysis of variance 

BSA, bovine serum albumin 

BrdU, 5-bromo-2 deoxyuridine 

cDNA, complementary DNA 

CT, c-terminus 

DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

ECACC, European Collection of Cell Cultures 

EGF, epidermal growth factor 

EGFR, epidermal growth factor receptor 

ERK, extracellular signal-regulated kinase 

F-actin, filamentous-actin 

FAK, focal adhesion kinase 

FBS, fetal bovine serum 

GAP, GTPase activating protein 

GDP, guanosine diphosphate 

GEF, guanine nucleotide exchange factor 

GFP, green fluorescent protein 

GRB, growth factor receptor-bound protein 

GTP, guanosine triphosphate 

HBSS, Hanks’ balanced salt solution 

HEK293 human embryonic kidney 293 

HGF, hepatocyte growth factor 

HRP, Horseradish peroxidase 

ICD, Intercellular domain 

LRP, low-density lipoprotein receptor-related protein 

MAPK, mitogen-activated protein kinase 

MDCK, Madin-Darby canine kidney 

MEK, MAPK/ERK kinase 

MT1MMP, membrane type-1 matrix metalloproteinase 

MTT, 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide 
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PBS, phosphate-buffered saline 

PFA, paraformaldehyde 

PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase 

PKA, protein kinase A 

PVDF, polyvinylidene difluoride 

Pak, p21-activated kinase  

RSK, P90 ribosomal S6 kinase 

SAM, sterile alpha motif 

SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SHC, SH2-coutaining collagen-related proteins 

shRNA, short hairpin RNA 

siRNA, small interfering RNA 

TBS, Tris-buffered saline 

WT, wild type 

YFP, yellow fluorescent protein 
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