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受容体型チロシンキナーゼによる細胞分裂制御

中山 祐治

1. はじめに

細胞分裂は，複製したDNAを二つの娘細胞に分配する
過程である．セリン／トレオニンキナーゼであるCDK1が
種々のタンパク質をリン酸化すると，染色体の凝縮，核膜
崩壊，中心体の分離などにより細胞分裂が開始する．中心
体から伸びた微小管が染色体を捕捉し，細胞の赤道面上に
染色体を並べる．すべての染色体のキネトコアに両極から
のびた紡錘糸が正しく結合すると，紡錘体チェックポイン
トが解除され，染色体が分配する細胞分裂後期が始まる．
分離した染色体の間には，微小管の束が逆並行に相互作用
しミッドゾーンを形成する．ミッドゾーンにはAurora Bキ
ナーゼなどが局在し，セントラルスピンドリンなどの下流
分子に作用し，その後の細胞質分裂を制御する．赤道面の
細胞膜直下にアクトミオシンにより構成される収縮環が形
成して収縮し，ミッドボディー付近が切り離されて細胞は
二つに分離する．
この非常にダイナミックな過程をオーガナイズするの

が，CDK1，Auroraキナーゼ，Polo-like kinase（PLK）など
のセリン／トレオニンキナーゼである．これまで我々は，
非受容体型チロシンキナーゼであるSrc型チロシンキナー
ゼによる細胞分裂制御を報告してきたが，チロシンキナー
ゼによる細胞分裂制御の報告は少ない．特に，受容体型チ
ロシンキナーゼによる細胞分裂制御に関する報告はきわめ
て少ない．本稿では，最近我々が報告した，細胞分裂にお
けるEphA2チロシンキナーゼの役割を中心に説明する 1）．

2. EphA2の細胞分裂への関与

Eph受容体は細胞膜上に存在する受容体型チロシンキ
ナーゼであり，受容体型チロシンキナーゼの最も大きな
ファミリーを形成している 2, 3）．アミノ酸配列とそのリガ

ンドとの親和性から，EphA，EphBの二つのサブクラスに
分類される．それぞれのリガンドであるephrin Aおよび
ephrin Bは，それぞれGPIアンカー型タンパク質および膜
貫通型タンパク質であることから，受容体への結合には細
胞間接着が必要である．そのシグナルにより，細胞骨格
のリモデリング，細胞の増殖や分化など，さまざまな細胞
機能に関与する．また，リガンド／受容体結合により誘導
される細胞-細胞間の反発作用は，組織形成過程における
細胞移動や領域形成に関与する．EphA2はEph受容体ファ
ミリーメンバーの一つであり，そのリガンドephrin A1と
結合するとキナーゼ活性が亢進し，傍膜貫通領域のTyr588
とTyr594などがリン酸化する（図1）．一方，EphA2が過
剰発現しているがん細胞においては，リガンド刺激には依
存せず，EGF，HGF，TNFαなどの増殖因子の刺激により
Ser897のリン酸化が誘導され，細胞の運動性を促進してが
んを悪性化させることが知られている 4‒7）．我々は，ケミ
カルジェネティクスの手法により，細胞分裂を制御する新
たな分子の発見とその制御の解明を目指している．その中
で，受容体型チロシンキナーゼファミリーに属するEph受
容体の阻害剤が細胞分裂進行を遅延させることを見いだし
た 1）．

1） EphA2の阻害による細胞分裂遅延
細胞分裂の進行を評価する方法として，CDK1の可逆的

な阻害剤RO-3306が有用である 8）．RO-3306により細胞周
期をG2/M期境界に止め，これを除いて細胞分裂開始を誘
導し，継時的に細胞を固定して染色体・微小管の形態に基
づき細胞分裂の進行を評価する．Eph受容体阻害剤NVP-
BHG712の存在下で細胞分裂を開始させると細胞分裂進
行が遅延したことから，Eph受容体の細胞分裂への関与が
示唆された．このとき，EphA2のキナーゼ活性の指標と
なるチロシン残基（Tyr588）のリン酸化が低下したため，
EphA2のキナーゼ活性が細胞分裂制御に関与すると当初は
考えた．
一般的に阻害剤の標的分子は単一ではない．そこで

siRNAによりEphA2を発現抑制し細胞分裂への影響を調
べると，細胞の中心に位置しない紡錘体や多極性紡錘体
が形成するとともに細胞分裂後期への移行が遅延し，この
細胞分裂遅延は野生型EphA2の再発現により抑制された．
これらの表現型はhTERTにより不死化した網膜色素上皮

253

みにれびゅう



254

生化学 第 92巻第 2号（2020）

細胞株hTERT RPE-1細胞やトリプルネガティブ乳がん細
胞株MDA-MB-231細胞においても観察された．よって，
EphA2を発現する細胞において，EphA2による細胞分裂制
御が存在することが示唆された．

2） 細胞分裂におけるEphA2のリン酸化
細胞分裂の進行にEphA2の関与が示されたので，チミ
ジンを用いて細胞分裂期とG2期後半に同調しTyr588のリ
ン酸化を調べた．G2期の細胞でこのリン酸化が検出され
たのに対し，細胞分裂期では検出されなかった．受容体型
チロシンキナーゼが活性化するためには，リガンドとの結
合が必要である．多くの培養細胞は，細胞分裂において細
胞間接着が減弱し球状に形態変化する．EphA2のリガンド
であるephrin A1は膜結合型であるため，細胞‒細胞間接着
を失うとリガンドとの結合も失われると考えられる．した

がって，細胞分裂期でのTyr588のリン酸化低下は妥当で
ある．このリン酸化の消失は，キナーゼ活性の消失を示し
ている．EphA2をノックダウンし，野生型あるいはキナー
ゼ活性不活化変異体を発現させると，野生型のみならずキ
ナーゼ活性不活性化変異体の再発現によっても細胞分裂遅
延が解除された．したがって，EphA2による細胞分裂制御
にキナーゼ活性は関与しないことが明らかになった（投稿
中）．

3） CDK1依存のSer897のリン酸化
EphA2は増殖因子やTNFαの刺激によりSer897がリン酸

化され，キナーゼ活性に依存せず細胞の増殖，遊走に関与
することが知られている．チミジンあるいはRO-3306を
用いた同調により細胞分裂期の細胞を集め調べると，細
胞分裂期ではTyr588ではなくSer897のリン酸化が観察さ
れ，細胞分裂が後期／終期に進行するとこのリン酸化は低
下した．細胞分裂のマスターレギュレーターであるCDK1
は細胞分裂中期から後期へ移行する前に不活性化する．し
たがって，Ser897のリン酸化の変化はCDK1の活性の変
化と一致している（図2）．恒常的活性化型CDK1（T14A/
Y15F）変異体と分解を抑制したcyclin B1の間期細胞への
導入によりSer897がリン酸化されたことは，CDK1の下流
でEphA2がリン酸化されること，すなわち，細胞分裂開
始時のCDK1活性に依存してEphA2のSer897がリン酸化
されることを支持している．間期から細胞分裂期への移
行によりTyr588リン酸化からSer897リン酸化へ完璧なス
イッチが起こる．細胞間接着が消失し球状化することによ
りTyr588リン酸化を失うことは妥当だが，積極的にその
Tyr588リン酸化を抑制するような機構の存在も考えられ興
味深い．

4） Ser897をリン酸化するシグナル経路
間期ではAKT，PKA，RSKがEphA2のSer897をリン酸
化することが知られており（図1参照）4‒7），細胞分裂期に
おけるEphA2-Ser897のキナーゼを阻害剤を用いて探索し
た．その結果，MEK/ERK阻害剤，RSK阻害剤によりこの
リン酸化が低下し，一方，PKAやAKTの阻害剤では低下
しなかった．同様に，CDK1導入により亢進したSer897リ
ン酸化もMEKやRSKの阻害剤により低下した．したがっ
て，細胞分裂期では増殖因子シグナルではなく，細胞分裂
を制御するCDK1の下流でERK，RSKが活性化し，Ser897
をリン酸化すること，すなわち，CDK1/MEK/ERK/RSK/
EphA2‒Ser897経路の存在が明らかになった（図3）．

5） Ser897リン酸化の重要性
EphA2のSer897のリン酸化は細胞分裂進行においてど

のような意味を持つのだろうか．野生型EphA2，あるいは

図1 EphA2受容体とそのリン酸化修飾
チロシンキナーゼであるEphA2受容体は膜貫通ドメインを持つ
膜内在性タンパク質であり，リガンドephrin A1はGPIアンカー
により細胞膜に係留している．EphA2受容体は以下のドメイン
構造，モチーフを持つ：リガンド結合ドメイン，Sushiドメイ
ン，EGF様ドメイン，フィブロネクチンドメイン，膜貫通ドメ
イン，傍膜貫通領域，キナーゼドメイン，SAMドメイン，PDZ
ドメイン結合モチーフ．細胞-細胞間接着によりEphA2がephrin 
A1と相互作用すると，チロシン残基（Tyr588, Tyr594, Tyr772）
の自己リン酸化が起こる（リガンド依存）．一方，増殖因子や
TNFα刺激が，Akt，PKA，RSKキナーゼの活性化を介しSer897
をリン酸化する．このシグナル経路にはephrin A1との結合は
必要ない（リガンド非依存）．



255

生化学 第 92巻第 2号（2020）

Ser897をAlaに変換した変異体（Ser897Ala）を過剰発現す
る細胞株を樹立し，変異が細胞分裂進行に与える影響を
解析した．内在性のEphA2のノックダウンが細胞分裂遅
延を引き起こし，野生型EphA2の再発現により回復する
が，Ser897Ala変異体では回復しなかったことから，CDK1
依存のEphA2-Ser897のリン酸化が細胞分裂進行に必要で
あることがわかった．キナーゼ活性の阻害剤であるNVP-
BHG712によりTyr588に加えSer897のリン酸化の低下も観
察された．よって，この阻害剤で観察された細胞分裂遅延
は，キナーゼ活性の阻害には起因せず，Ser897リン酸化阻
害によることが示唆された．

6） Ser897リン酸化の下流のシグナル経路
増殖因子の下流でEphA2のSer897がリン酸化すると，

EphA2はRhoGのGEFであるEphexin4をリクルートし
RhoGを活性化する 9）．細胞分裂期におけるこれらのタ
ンパク質間の相互作用を免疫沈降により検討した．Eg5
モータータンパク質の阻害剤であるSTLCを用いてMDA-
MB-231細胞を細胞分裂期に同調し，内在性Ephexin4を免
疫沈降するとEphA2が共沈した．間期と比較し細胞分裂
期において共沈する量が増加し，この相互作用はSer897

のリン酸化に依存した．Ephexin4をノックダウンすると細
胞分裂の進行が遅延したことから，EphA2はSer897リン酸
化に依存してEphexin4をリクルートし細胞分裂進行に関
与することが示唆された．

Ephexin4の標的であるRhoGは細胞分裂期において細胞
膜に局在したが，MEK/ERK阻害やEphexin4のノックダウ
ンによりその膜局在が減少したため，MEK/ERK/EphA2‒
pSer897/Ephexin4経路によるRhoGの活性化が膜局在に必
要である．RhoGノックダウンは細胞分裂遅延を引き起こ
し，また，EphA2のノックダウンによる細胞分裂遅延は，
野生型RhoGの再発現では回復せず，恒常的活性化変異体
（RhoG-Gly12Val）により部分的に回復した．すなわち，

EphA2-pSer897はEphexin4をリクルートしてRhoGを活性
化し細胞分裂制御に関わっている（図3A）．

7） 細胞膜の剛性維持
細胞分裂期において，細胞膜直下のアクチン細胞骨格は
再構成され，細胞膜の剛性を維持する．アクチン重合阻
害剤であるサイトカラシンを添加しタイムラプス解析す
ると，2 µg/mLの濃度において細胞膜の突出であるブレブ
形成がすべての細胞で観察された．0.25 µg/mLに濃度を下

図2 細胞分裂期におけるEphA2受容体のリン酸化
細胞分裂は核膜崩壊，中心体分離，染色体形成などの形態変化により開始し（前期，P），微小管が細胞の赤道面上
に染色体を整列させる（前中期，PM）．整列したすべての染色体の動原体に両極から伸びた微小管が適切に結合す
ると（中期，M），紡錘体形成チェックポイントが解除され染色体が分配する（後期，A）．分配中の染色体の間で，
方向性が逆の微小管が相互作用しミッドゾーンを形成する．染色体が中心体近傍まで移動し，染色体の脱凝縮と核
膜の再構成が起こり細胞分裂は終了する（終期，T）．細胞質は後期／終期において形成される収縮環により二つの
娘細胞に分離する（細胞質分裂）．細胞周期間期ではEphA2のTyr588のリン酸化が検出されるが，細胞分裂期では
Ser897のリン酸化が検出され，細胞分裂後期になると消失する．cyclin B1はG2期に蓄積し，細胞分裂中期から後
期への移行時に分解する．CDK1は細胞周期に依存せず発現しているが，cyclin B1との結合や抑制性のリン酸化修
飾の脱リン酸化などにより活性化し細胞分裂が開始する．細胞分裂中期に紡錘体チェックポイントが解除されると
cyclin B1が分解し，CDK1は不活性化して細胞分裂が終了する．すなわち，Ser897がリン酸化されるタイミングは
CDK1活性と一致する．
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げると，ブレブ形成細胞の割合が10～20％程度に低下し，
EphA2をノックダウンすると50％程度まで有意に増加し
た．よって，EphA2は細胞膜の剛性に関与することが明ら
かになった．
内在性EphA2のノックダウンはブレブ形成を増加し，

野生型EphA2の再発現はこれを抑制したがSer897Ala変
異体は抑制しなかった．この結果はブレブ形成の抑制に
Ser897のリン酸化が関与することを示している．さらに
MEK/ERK阻害やRhoGノックダウンによってもブレブ形
成が増加した．よって，EphA2-pSer897/Ephexin4/RhoGシ
グナルがアクチン再構成を介して細胞膜直下のアクチン線
維の形成，あるいはアクチン線維の細胞膜への結合に関与
し，剛性の維持に関わることが示唆された（図3）．

8） まとめ
細胞膜直下のアクチン線維と微小管との結合は紡錘体の

形態や位置にも関与することが知られている 10）．よって
これらの結果から，CDK1の活性化により細胞分裂が開始
すると，CDK1/MEK/ERK/RSK経路によりEphA2のSer897
がリン酸化され，Ephexin4をリクルートしてRhoGを活性
化する．活性化したRhoGは細胞膜に局在し，細胞膜の剛
性維持を介して紡錘体形成に関わり細胞分裂進行に寄与す
ることが示唆される（図3B）．EphA2は個体発生時の組織
形成に寄与することが知られている．これまで知られてい
た，リガンド刺激によるキナーゼ活性に依存したシグナル
のみならず，細胞分裂制御に関与することで組織形成に関
与する可能性が考えられる．がん細胞においてはリガンド
であるephrin A1の発現低下がリガンド依存のシグナルを
抑制し，Ser897リン酸化シグナルを亢進することも知られ
ているが，正常細胞においては細胞周期に依存してSer897
がリン酸化し，リガンド刺激は抑制されることになる．培
養細胞の場合は細胞分裂期に球状化することで細胞‒細胞
間接着を消失し，リガンドであるephrin A1刺激を失うこ
とは想像しやすい．一方，組織形成途中に細胞間接着を保
持している細胞で，同様にリガンド刺激を受けないのであ
れば，どのようにそのリガンド刺激を抑制しているのか今
後検討が必要である．

3. インスリン受容体，EGF受容体の細胞分裂への関与

EphA2チロシンキナーゼ以外にも受容体型チロシンキ
ナーゼによる細胞分裂制御が報告されている．受容体型チ
ロシンキナーゼの一つ，インスリン受容体は，インスリン
と結合し活性化されるとグルコース取り込み促進やグリ
コーゲン合成促進により血糖値の低下をもたらす．最近，
膵β細胞増殖時の細胞分裂に対するインスリンシグナルの
関与が報告された 11）インスリン受容体をノックアウトし
たβ細胞では，G0/G1期細胞の割合増加，S期，G2/M期の
細胞減少，さらにM期遅延が観察された．この細胞では
キネトコアタンパク質であるCENP-Aや細胞分裂制御に関
わるキナーゼであるPLK1の発現レベルが低下した．野生
型インスリン受容体を導入すると，インスリン刺激により
CENP-A, PLK1の発現が上昇し，転写因子FoxM1のDNA
結合活性が促進した．興味深いことに，グルコース刺激に
より，インスリン受容体に依存してCENP-A, PLK1の発現
レベルが上昇した．これらのことから，インスリン受容体
活性化は転写因子FoxM1を活性化し，標的遺伝子の発現
誘導を介して細胞分裂制御に関与することが示唆された．
2型糖尿病は，インスリン抵抗性の獲得と膵β細胞機能不
全を特徴とする．2型糖尿病において，インスリンを分泌
する膵臓β細胞の増殖促進は，膵β細胞マスの増加を促し
インスリン分泌細胞を増やすことから，インスリンシグナ
ルによる細胞分裂促進は糖尿病の進行を抑制あるいは遅延

図3 EphA2-pSer897が関与するシグナル経路と細胞分裂制御
のモデル
（A）細胞分裂期に，EphA2のSer897がリン酸化されてEphexin4
をリクルートし，RhoGをGDP結合型からGTP結合型へ活性化
する．RhoGはアクチン線維のリモデリングあるいは細胞膜へ
の結合を制御し，細胞膜の剛性維持に寄与する．（B）細胞膜直
下のアクチン線維と微小管との結合は紡錘体の形態や位置に
も関与する．EphA2の機能阻害は細胞膜の剛性を低下させるこ
とから，細胞膜直下のアクチン線維と微小管の結合の異常が紡
錘体の形成や細胞内の位置の異常を引き起こすことが考えられ
る．
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させると考えられる．
EGF受容体のリガンドであるEGF様成長因子アンフィ

レグリンが，EGF受容体を介し細胞分裂に関与することが
報告された 12）．アンフィレグリンのノックダウンは細胞
分裂異常を引き起こし，4n以上のDNAを持つ細胞を増加
させた．このとき，多くの遺伝子の転写が変化し，それら
の多くは転写因子FoxM1の認識配列を持っていた．よっ
て，インスリン受容体同様，EGF受容体シグナルもFoxM1
活性化を介し関節的に細胞分裂制御に関与することが明ら
かになった．EGF受容体およびその下流シグナルは細胞
分裂期において阻害されていると考えられていたが，細胞
分裂期においてもEGF刺激に応答してEGF受容体がリン
酸化することが示されており，間期における遺伝子転写を
介した関与ではなく，細胞分裂期における直接的な関与
も示唆している．たとえば，EGFによるEGF受容体の活
性化が，FAKキナーゼのSer732のリン酸化を亢進して細
胞分裂制御に関与することが報告された 13）．また，EGF刺
激により分裂期でEGF受容体がエンドサイトーシスされ
る 14）ことは，細胞分裂期においてもEGFシグナルが活性
化されうることを示しており，細胞分裂への関与を支持す
る．

4. おわりに

本稿では，EphA2による細胞分裂制御を中心に説明し
た．これまで我々は，EphA2以外の受容体型チロシンキ
ナーゼの阻害剤について細胞分裂への影響を見いだして
きた．VEGF受容体を阻害するA83-01，SU4312，Ki8751
は，染色体整列異常を引き起こすことで紡錘体形成チェッ
クポイントを活性化して細胞分裂進行を遅延させることを
最近報告した 15）．さらに，IGF1受容体 16）やALK（投稿準
備中）の阻害剤が細胞分裂を遅延させることも見いだして
いる．IGF1受容体とALKをノックダウンしても同様な細
胞分裂遅延が観察されたことから，阻害剤により観察され
た細胞分裂遅延は阻害剤のオフターゲット効果ではなく，
これらの受容体機能を阻害したことに起因する．これらの
受容体型チロシンキナーゼの細胞分裂における役割も興味
深い．また，受容体型チロシンキナーゼの恒常的活性化は
細胞のがん化に関与し，抗がん剤の標的となる．これらの
抗がん剤の細胞増殖抑制機構の一つとして，細胞分裂への
影響が考えられる．これを考慮することでより効果の高い
併用療法を見いだす可能性があり，臨床への橋渡しもした
い．
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