
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

京都大学  博  士（  薬科学  ）  氏  名  田村（濱岡）  裕穂  

 

論文題目  

E p h A 2 によるグリオブラストーマの細胞増殖制御機構に関する研究  

（論文内容の要旨）  

受容体チロシンキナーゼである E p h 受容体は、細胞同士の接触により、細胞膜

上のリガンドである e p h r i n と結合することによって活性化され、発生過程での

細胞の移動や位置決定において重要な役割を担っている。一方、 E p h 受容体、

e p h r i n の発現の異常が様々ながんで報告されている。特に E p h 受容体の中でも

E p h A 2 は、様々な悪性度の高いがんで高発現し、 E p h A 2 の発現量ががんの悪性

化と相関関係にある例が数多く報告されていることから、 E p h A 2 の機能とがん

の悪性化との関連が注目されている。 E p h A 2 は、リガンドである e p h r i n A 1 との

結合によりチロシンキナーゼ活性が上昇する。一方で、がん細胞における

E p h A 2 は、細胞内領域に存在する 8 9 7 番目のセリン  ( S 8 9 7 )  がリガンド非依存的

にリン酸化される。しかしながら、どのように E p h A 2 の S 8 9 7 がリン酸化され、

さらにはリン酸化された E p h A 2 がどのようにがんの悪性化と関わっているのか

については不明な部分が数多く残されていた。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。正

常な脳組織と比較してグリオブラストーマでは E p h A 2 の発現が上昇しているこ

とが報告されている。本研究では、グリオブラストーマにおいて高発現している

E p h A 2 の機能とシグナル伝達機構に着目し、以下の検証を行った。  

第一章では、申請者はグリオブラストーマの細胞株である U 2 5 1 、 A 1 7 2 細胞を

用いて、 E p h A 2 の発現と細胞増殖との関連について検証を行った。その結果、

E G F 刺激による細胞増殖の促進が、 E p h A 2 の発現抑制により阻害された。ま

た、 E G F 刺激を加えると E p h A 2 の S 8 9 7 がリン酸化され、このリン酸化は M E K あ

るいは R S K 阻害剤により抑制された。さらには、 E G F 刺激による細胞増殖の促

進が、 R S K の阻害剤あるいは R S K の発現抑制により阻害された。一方、野生型

E p h A 2 、 S 8 9 7 をアラニンに置換したリン酸化を受けない E p h A 2 - S 8 9 7 A 変異体

を U 2 5 1 細胞に過剰発現させたところ、野生型 E p h A 2 の過剰発現では E G F 刺激が

無い状態でも細胞増殖が促進され、 E p h A 2 - S 8 9 7 A 変異体の過剰発現では E G F 刺

激による細胞増殖の促進が阻害された。以上の結果から、 E G F 刺激により

R a f / M E K / E R K / R S K シグナル経路が活性化され、 E p h A 2 の S 8 9 7 がリン酸化さ

れることでグリオブラストーマの増殖が促進されることが明らかになった。  

第二章では、申請者は E p h A 2 の過剰発現とがんの悪性化との関連を調べるた

め、 E p h A 2 のチロシンキナーゼ活性と S 8 9 7 リン酸化の関わりに着目した。

H E K 2 9 3 T 細胞への野生型 E p h A 2 の過剰発現によって、 E p h A 2 の S 8 9 7 、及び

E R K のリン酸化が引き起こされた。ところが、チロシンキナーゼ活性を持たない

E p h A 2 - K 6 4 6 M 変異体の過剰発現では、野生型 E p h A 2 と比較してこれらのリン

酸化レベルが低かった。野生型 E p h A 2 の過剰発現による E p h A 2  S 8 9 7 リン酸化

は、 E R K 阻害剤により抑制された。一方、 A 1 7 2 細胞への野生型 E p h A 2 の過剰  

 



 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 
 

  

発現により細胞増殖は促進されたが、 E p h A 2 - K 6 4 6 M 変異体の過剰発現では野生

型と比較して細胞増殖の促進が有意に低かった。これらの結果から、 E p h A 2 が

過剰に発現することによって、 E p h A 2 のチロシンキナーゼ活性を介して E R K が

活性化され、その下流で E p h A 2 の S 8 9 7 リン酸化が引き起こされることで細胞増

殖が促進されることが示唆された。  
第三章では、 E p h A 2 の S 8 9 7 リン酸化による細胞増殖の促進に関わる分子メカ

ニズムについて調べるため、 E p h A 2 と結合するタンパク質に着目した。そこで

申請者は、 E p h A 2 の C 末端に F L A G タグを付加した E p h A 2 - F L A G を子宮頸癌由

来の H e L a 細胞に発現させ、タグ抗体を用いた免疫沈降法によって結合タンパク

質を精製した後、質量分析法を用いて網羅的に E p h A 2 結合タンパク質の解析を

行った。その結果、 E p h A 2 の結合タンパク質としてアクチン結合タンパク質

F i l a m i n  A が同定された。免疫沈降法により、 E p h A 2 と F i l a m i n  A の結合が確

認され、免疫染色法により E p h A 2 と F i l a m i n  A の細胞膜近傍における共局在が

観察された。 E G F 刺激、及び E p h A 2 の過剰発現による細胞増殖の促進は、

F i l a m i n  A の発現抑制により阻害された。また、 F i l a m i n  A の発現抑制により、

E G F 刺激による E p h A 2  S 8 9 7 リン酸化が抑制された。以上の結果から、 F i l a m i n  
A が E p h A 2 と複合体を形成し、 E p h A 2 の S 8 9 7 リン酸化を促進することによっ

て、細胞増殖が促進されることが示唆された。  
本研究で得られた、 E p h A 2 によるグリオブラストーマの細胞増殖制御に関わ

るシグナル伝達機構に関する知見は、新たな治療薬の開発に有用な基礎的情報を

提供するものと考えられる。  
 

 



 

 

（続紙  ２  ）                             
 
（論文審査の結果の要旨）  
 

エフリンは、受容体である E p h を活性化することにより、発生過程における

細胞の位置や数を制御する重要な働きがある一方、このシグナルの異常が様々

な疾患の発症と深く関わっていることが知られている。中でもエフリン受容体

の１つ E p h A 2 は、神経膠芽腫を含め様々な組織由来のがんにおいて過剰に発現

しており、 E p h A 2 の発現量と、がんの進行や患者の生存率との相関関係につい

て数多く報告されている。ところが、過剰発現された E p h A 2 が、異常なシグナ

ル伝達を引き起こすことによって、どのようにがんの悪性化に寄与しているか

については不明な点が数多く残されている。申請者は、脳腫瘍の中でも最も予

後が悪いとされる神経膠芽腫細胞を用いて、過剰発現された E p h A 2 受容体によ

って引き起こされるシグナル伝達、及び細胞機能への影響について解明するこ

とを目的に研究を行った。その結果、神経膠芽腫細胞を E G F で刺激することに

より M E K / E R K / R S K 経 路 が 活性 化 され 、 そ の下 流 で E p h A 2 の 8 9 7 番 目の セリ

ン残基がリン酸化されること、さらには神経膠芽腫の細胞増殖が促進されるこ

とを申請者は見出した。次に申請者は、 E p h A 2 の過剰発現が細胞内シグナル伝

達に与える影響について解析を行った。その結果、過剰発現された E p h A 2 は、

それ自身が 持つチロ シンキナー ゼ活性に よって M E K / E R K / R S K 経 路を活 性化

し、 E p h A 2 の 8 9 7 番目のセリンのリン酸化の亢進、さらには神経膠芽腫の細胞

増殖を促進することを申請者は新たに見出した。この結果は、神経膠芽腫細胞

において E p h A 2 の発現上昇が引き起こすがん悪性化の分子メカニズムの一端を

明らかにした研究成果であると考えられる。一方、 E p h A 2 の 8 9 7 番目のセリン

のリン酸化の下流でどのような分子が働き、細胞増殖を促進させているかにつ

いては現在のところ明らかにされていない。そこで申請者は、細胞内で E p h A 2
と結合する分子に着目し、 E p h A 2 の 8 9 7 番目のセリンのリン酸化による細胞増

殖 の 促 進 に 関 わ る 分 子 メ カ ニ ズ ム に つ い て 解 明 す る こ と を 試 み た 。 具 体 的 に

は、 C 末端に F l a g タグを付加した E p h A 2 - F l a g を作製し、抗 F l a g 抗体を用いた

免疫沈降によって E p h A 2 と結合するタンパク質を精製した。その後、質量分析

法を用いたプロテオーム解析によって網羅的にその結合タンパク質を同定し、

解 析 を 進 め た 。 そ の 結 果 、 ア ク チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 知 ら れ て い る

F i l a m i n A が E p h A 2 結合タンパク質として同定された。申請者はさらに解析を

行 い 、 神 経 膠 芽 腫 細 胞 に お い て E p h A 2 と F i l a m i n A が 結 合 し て い る こ と 、

E p h A 2 による神経膠芽腫細胞の細胞増殖の促進に F i l a m i n A が関与しているこ

とを明らかにした。  
本研究において申請者は、実験で用いた E p h A 2 変異体の作製から細胞増殖の

解析、さらには  E p h A 2 受容体のシグナル伝達の解析を行い、 E p h A 2 の細胞増

殖促進作用に関わる E p h A 2 結合タンパク質の同定まで行った。がん細胞におけ

る E p h A 2 の役割については非常に数多くの研究が行われ、競争の激しい研究分

野である。その中で 申請者は、 1 )  神経 膠芽腫細胞における E p h A 2 の 8 9 7 番目

の セ リ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ る 分 子 メ カ ニ ズ ム に つ い て 、 2 ) 過 剰 発 現 さ れ た

E p h A 2 が 引 き 起 こ す シ グ ナ ル 伝 達 に つ い て 、 3 ) 細 胞 増 殖 の 促 進 に 関 わ る

E p h A 2 結合タンパク質の同定について行い、それぞれの研究成果を査読付き論

文として発表することができた。申請者は本研究を通じて、優れた研究者にな

るための多くの資質を身に付けたと言える。  



 

 以上のように、本論文には薬学に関する高度で幅広い学識、細胞生物学分野

における優れた研究能力、そして生命科学の理解・発展に寄与する新しい発見

や概念が示されており、論理的かつ一貫性を持って記述されている。よって、

本論文は博士（薬科学）の学位論文として価値あるものと認める。また、令和

４年８月２９日、論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果、

合格と認めた。  
 
 
 

 


