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１． は じ め に

プロテインキナーゼは，一部の例外を除いてセリン／ト

レオニンキナーゼとチロシンキナーゼに大別される．さら

に，チロシンキナーゼは EGFR（epidermal growth factor re-

ceptor）などの受容体型チロシンキナーゼ（receptor tyrosine

kinase：RTK）と，Srcなどの細胞質チロシンキナーゼに

分けられる．興味深いことに，チロシンキナーゼは酵母ゲ

ノムにはコードされておらず，おそらく多細胞生物におけ

る細胞機能や細胞間コミュニケーションに重要な役割を果

たしていると考えられる１）．実際，チロシンキナーゼは細

胞の分化や増殖に重要な役割を果たしていることが明らか

にされるとともに，がん細胞において過剰発現や活性化変

異が報告されるなど，がん遺伝子としてもその機能が精力

的に解析されてきた．RTKの基本的な情報変換機構の解

析は，シグナル伝達研究の黎明期から行われ，その基本骨

格が確立されている．つまり，細胞外ドメインにリガンド

が結合することにより立体構造が変化し，細胞内のチロシ

ンキナーゼドメインの活性化，それに続いてチロシン残基

の自己リン酸化が起こり，さらにリン酸化されたチロシン

残基を認識するアダプター分子等を介して細胞内にシグナ

ルが伝えられるというものである．このように，「RTK活

性化＝チロシン自己リン酸化」と単純化して捉えられてい

るものの，RTK活性調節機構には依然として未解明な点

が多く残されているのが現状である．

我 々 は，TAK１（transforming growth factor-β-activated

kinase１）が NF-κB（nuclear factor-κB）を活性化するなど，

TNF-α（tumor necrosis factor-α）シグナル伝達系の研究を
進めてきた２～４）．一連の研究を進める中で，意外なことに

炎症シグナルがMAPK（mitogen-activated protein kinase）を

介して EGFRの活性化を制御していること，しかもそれ

がチロシン残基ではなくセリン／トレオニン残基のリン酸

化で制御されていることを見いだした．これらの事実は，

RTKのセリン／トレオニンリン酸化の重要性を示唆する

ものであり，チロシンキナーゼであるが故に見落とされて

きた新たな RTK制御系の存在を示すものである．そこで，

本稿では EGFRのセリン／トレオニンリン酸化に関する

我々の研究成果を中心に解説するとともに，がん分子標的

薬に対する獲得耐性機構における RTKのセリン／トレオ

ニンリン酸化制御機構の重要性についても言及したい．
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EGFR（epidermal growth factor receptor）などのチロシンキナーゼ型受容体（RTK：recep-

tor tyrosine kinase）は，リガンド結合により細胞内のチロシンキナーゼの活性化が起こり，

チロシン自己リン酸化を介して細胞内にシグナルを伝える．筆者らは，炎症性サイトカイ

ン TNF-α（tumor necrosis factor-α）によって EGFRのセリン／トレオニン残基がリン酸化

されることを見いだした．そのリン酸化には EGFRチロシンキナーゼ活性が関与してお

らず，MAPK（mitogen-activated protein kinase）を介したフィードバック機構であること

がわかった．本稿では，EGFRのセリン／トレオニンリン酸化のシグナル伝達機構や生理

機能について概説するとともに，がん分子標的薬に対する獲得耐性機構など，RTKのセ

リン／トレオニンリン酸化制御機構の重要性を紹介する．
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２． チロシンキナーゼに依存した ErbB受容体の

活性化機構

EGFR（別名 ErbB１）は，ErbB２，ErbB３，および ErbB４

とともに ErbB受容体ファミリーを構成している５～１０）．各

ErbB受容体には複数のリガンドがあるが，ErbB２のリガ

ンドは見つかっていない．また，ErbB３は ATP結合部位

のリシン残基が変異しており，チロシンキナーゼ活性を持

たないと考えられている．ErbB受容体ファミリーの構造

はいずれも共通しており，N末端側からリガンド結合や二

量体形成に必須の細胞外ドメイン，膜貫通ドメイン，細胞

内には膜近傍ドメイン，チロシンキナーゼドメイン，そし

て C末端自己リン酸化ドメインから構成されている（図

１）．リガンドが結合すると構造が変化し，ホモまたはヘテ

ロ二量体を形成する．それに伴い，細胞内チロシンキナー

ゼの活性化と C末端のチロシン残基の自己リン酸化が引

き起こされ，様々な生理機能を調節する．同じ ErbB受容

体であっても，結合するリガンドの違いや二量体化する受

容体の組み合わせによって下流のシグナルが異なることが

報告されている．

ErbB受容体ファミリーの中で最も研究が進んでいる

EGFRには，EGFRだけに結合する EGF，TGF-α（trans-

forming growth factor-α），および AR（amphiregulin），また

EGFRと ErbB４の両方に結合する HB-EGF（heparin-binding

EGF），BTC（betacellulin），EREG（epiregulin）など の リ

ガンドがある． これらのリガンドが EGFRに結合すると，

主に EGFRのホモ二量体が形成され，チロシンキナーゼ

活性を介して下流の Ras／Raf／MAPK，PI３K／Aktや STAT３

などのシグナルなどが活性化される．非小細胞肺がんや神

経膠芽腫においては，チロシンキナーゼドメインや細胞外

ドメインの変異によって恒常的に EGFRが活性化されて

いる．現在，ゲフィチニブやエルロチニブなどのチロシン

キナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）やセツキシマブなどの抗

EGFR中和抗体が，がん分子標的薬として臨床応用されて

いる（図１）１１～１４）．

３． 炎症シグナルによる EGFR制御の分子機構

１） TNF-αによる疾患発症における EGFRの役割

TNF-αは炎症を誘発することでマクロファージなどか
ら産生され，感染防御などの生体内の恒常性維持に必須な

サイトカインである．関節リウマチなどの自己免疫疾患の

病態形成に関与しており，関節滑膜増生や骨破壊を引き起

こすことから，その中和抗体などが臨床応用されてい

る１５）．最近，関節リウマチ患者や関節炎モデルの滑膜組織

で EGFR発現が亢進していること，EGFR-TKIが関節病変

を著明に改善することが報告された１６）．一方，がん微小環

境においても，TNF-αはがん細胞の増殖や浸潤・転移，
さらに腫瘍血管新生を誘導するなど，がん悪性化進展因子

としての役割が注目されている１７）．したがって，慢性的な

炎症反応を伴う病変部位においては，EGFRシグナルと

TNF-αシグナルのクロストークが病態形成に重要な役割
を果たしている可能性が考えられる．

図１ EGFRの構造・機能とがん分子標的治療
EGFRのドメイン構造，シグナル伝達とヒトがん細胞における遺伝子変異，さらに開発された分子標的薬を示し
ている．６６９番目のトレオニン残基と１０４６／１０４７番目のセリン残基がMAPKを介してリン酸化される．
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２） チロシンキナーゼ非依存的なセリン／トレオニンリン

酸化

TGF-αや HB-EGFなどの EGFRリガンドは膜結合型と

して発現しており，Gタンパク質共役受容体（G-protein-

coupled receptor：GPCR）やインテグリンなどの刺激に伴

い ADAMプロテアーゼ等で切断され遊離型リガンドとし

て機能する．遊離したリガンドがオートクライン機構で

EGFRを活性化する，いわゆるトランス活性化機構の存在

が知られている１８）．TNF-αもこの機構を活性化することが
報告されているが１９～２１），炎症シグナルにおける役割はほと

んど知られていない．このトランス活性化経路は，通常の

リガンド刺激と同様に EGFRチロシンキナーゼ活性に依

存しており，MAPK活性化などの下流シグナルは EGFR-

TKIで阻害することができる．

筆者らは，HeLa細胞を用いて TNF-αによるトランス活
性化機構の解析を試みる過程で，チロシンキナーゼ活性に

全く依存しない新しい EGFRリン酸化経路が存在するこ

とを見いだした２２）．２９３細胞の過剰発現系を用いてリン酸

化されるアミノ酸残基を同定した結果，興味深いことにチ

ロシン残基ではなく，膜近傍ドメインの Thr-６６９と C末端

自己リン酸化ドメインの Ser-１０４６と Ser-１０４７がリン酸化

されることがわかった２３）．また，これらセリン／トレオニ

ン残基のリン酸化は，肺がん細胞株 A５４９をはじめ他の多

くのがん細胞株で観察されるとともに，高浸透圧などの他

の細胞ストレスによっても誘導された．

TNF-αによる EGFRのリン酸化はセリン／トレオニン

残基に起こり，予想通り EGFR-TKIや ADAM阻害剤に

よって全く阻害されなかったことから，EGFRのトランス

活性化とは異なった機構で起こっていると考えられた．ま

た，TNF-αの下流シグナルも EGFR-TKIで阻害されな

かったことから，EGFRのトランス活性化と異なる機構の

存在が示唆された．一方，TNF-αシグナルを司る TAK１

の阻害剤が，EGFRリン酸化を完全に抑制した．さらに，

TAK１の下流シグナルを解析した結果，MEK-ERKを介し

て Thr-６６９が，p３８を介して Ser-１０４６／１０４７がリン酸化さ

れていた（図２）．以上の結果は，チロシンキナーゼ活性

に依存しない EGFRの機能を示している．

３） p３８を介したエンドサイトーシス

リガンドによって活性化された EGFRは，クラスリン

依存的または非依存的にエンドサイトーシス機構により細

胞内に移行することが知られている２４）．EGFRが初期エン

図２ TNF-αによる EGFRのエンドサイトーシス
（A）HeLa細胞を TNF-αまたは EGFで刺激したときの EGFRリン酸化
の経時変化，（B）TNF-αによる EGFRの Thr-６６９および Ser-１０４６／１０４７
のリン酸化に対する阻害剤の効果，PD：PD１５３０３５（EGFRチロシンキ
ナーゼ阻害剤），５Z：５Z-７-oxozeaenol（TAK１阻害剤），SB：SB２０３５８０
（p３８阻害剤），U：U０１２６（MEK阻害剤），SP：SP６００１２５（JNK阻害剤）．
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ドソームに存在する間も活性化しているため，細胞内シグ

ナルを持続的に伝える正の制御である．その後，活性化し

た EGFRは，一部は脱リン酸化され細胞膜へリサイクル

されるものの，その多くは後期エンドソームからリソソー

ムに運ばれて分解される．

上記のごとく，TNF-α刺激により EGFRのセリン／ト

レオニン残基がリン酸化されると，驚くべきことにリガン

ド刺激の場合と同様に EGFRのエンドサイトーシスが誘

導された２２，２３，２５）．リン酸化と同様に，TNF-αによるエンド
サイトーシスも EGFR-TKIでは抑制されず，TAK１阻害剤

で抑制された．p３８阻害剤によっても抑えられたことか

ら，TAK１→p３８を介した Ser-１０４６／１０４７リン酸化がエンド

サイトーシスを制御していると考えられた（図３）．また，

クラスリン重鎖（clathrin heavy chain）のノックダウンで

抑制されたことから，クラスリン依存性エンドサイトーシ

スであると考えられた．さらに，リガンド添加時と異なり

細胞内に移行した EGFRはほとんど分解されず，p３８の不

活性化に伴い脱リン酸化され細胞膜にリサイクルされた．

このように，TNF-αは p３８を介して EGFRのクラスリン

依存的なエンドサイトーシスを誘導し，その制御はリガン

ド誘導性のものとは異なり，EGFRチロシンキナーゼ活性

には依存しない，新しい制御機構を介することがわかっ

た．

４） セリン／トレオニンリン酸化の生理機能

TNF-α刺激など細胞ストレス負荷時になぜ EGFRがリ

ン酸化され，エンドサイトーシスするのだろうか？ おそ

らく細胞のストレス回避反応ではないかと考え，アポトー

シスとの関係について調べた．siRNAを用いて EGFRを

ノックダウンしたところ，TNF-αにより Caspase-３の活性

化などアポトーシス経路の活性化が認められた．阻害剤を

用いた検討により，TAK１→p３８による EGFRの Ser-１０４６／

１０４７リン酸化を介したシグナルが抗アポトーシス作用に

重要であることがわかった．さらに，アポトーシス抑制効

果が EGFRの局在と関連があるか，クラスリン重鎖に対

する siRNAを用いて調べたところ，細胞膜上にとどまっ

ている状態であってもアポトーシスの抑制が起きているこ

とがわかった．したがって，EGFRによるアポトーシス抑

制は，TNF-αによる EGFRの Ser-１０４６／１０４７リン酸化その

ものが重要であり，EGFRの局在は影響しないことが示さ

れた．

TNF-αシグナルにおける抗アポトーシスシグナルとし
て TAK１を介した NF-κB活性化が重要である．そこで，

TAK１の下流に位置する EGFR経路と NF-κB（p６５）経路

の関係を調べた結果，両経路は完全に独立しており，

EGFRノックダウン細胞において NF-κBの活性化は抑制

されず，同様に p６５ノックダウン細胞において EGFRリ

ン酸化は抑制されなかった．一方，両者を同時にノックダ

図３ TNF-αによる EGFRのエンドサイトーシス
C末端に GFPを融合した EGFRを安定発現する HeLa細胞を，TNF-αで１５分間刺激した．５Z-７-oxozeaenol：TAK１阻害剤，
PD１５３０３５：EGFRチロシンキナーゼ阻害剤，SB２０３５８０：p３８阻害剤，U０１２６：MEK阻害剤．
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ウンすると，それぞれ単独の場合と比べて著しいアポトー

シスの誘導が認められた．

以上の結果から，TAK１は NF-κB経路に加えて EGFR

経路を介してアポトーシスを抑制していると考えられた

（図４）．つまり，炎症・ストレス下において細胞がストレ

スを感知している間，MAPKを介して EGFRをリン酸化

し，エンドサイトーシスにより細胞内に局在化することに

よって細胞外のリガンドとの接触を物理的に阻害すること

により一時的に増殖シグナルを遮断し，さらに細胞内から

抗アポトーシスシグナルを送ることによりストレス回避を

図っているのではないかと考えられた．TNF-αによる生
理的な細胞ストレスは一時的であり，刺激後６０分には

MAPK活性が定常状態に戻るため EGFRも細胞膜にリサ

イクルされてくるのに対して，高浸透圧刺激ではストレス

回避が難しくMAPKの持続的な活性化が起こり EGFRも

細胞内に長くとどまっている．このように，細胞ストレス

は EGFRだけでなく他の増殖因子受容体の細胞内局在も

変化させている可能性も考えられ，ストレス負荷時の

RTK制御の重要性を示唆している．

４． Thr-６６９リン酸化によるチロシン自己リン酸化抑制

近年，EGFRの X線結晶構造解析によって，キナーゼド

メインが非対称性にホモ二量体を形成していることが明ら

かにされた２６，２７）．つまり，二つのキナーゼドメインがそれ

ぞれ違う役割を果たしており，片方のキナーゼドメイン

（アクチベーター側）の C-Lobeがもう一方のキナーゼド

メイン（レシーバー側）の N-Lobeとドッキングして活性

化するモデルが提唱されている．また，レシーバー側の膜

近傍ドメインが，アクチベーター側のキナーゼドメインの

C-Lobeと相互作用することもチロシンキナーゼ活性発現

に重要な役割を果たしている２８～３０）．Thr-６６９は膜近傍ドメ

インに位置していることから，そのリン酸化はチロシンキ

ナーゼ活性にどのような役割を果たしているのであろう

か？ そこで，EGFRを過剰発現し，恒常的なチロシンリ

ン酸化が起こっているヒト乳がん細胞MDA-MB-４６８細胞

図４ TNF-αによる EGFRの制御機構
TNF-αによって活性化された TAK１は，下流の ERKおよび
p３８を介して EGFRのそれぞれ Thr-６６９および Ser-１０４６／１０４７の
リン酸化を誘導する．p３８-Ser-１０４６／１０４７経路は，EGFRのエン
ドサイトーシスを誘導する．このように，TAK１は NF-κBと
EGFRの二つの独立した抗アポトーシス経路を制御している．

図５ Thr-６６９リン酸化による EGFRのフィードバック阻害
EGFRの活性型は，アクチベーター側とレシーバー側のキナーゼドメインが非対称性にホモ二量
体を形成している．ERKを介して Thr-６６９のリン酸化が誘導されると，C末端側のチロシン残基
が脱リン酸化される．この ERKを介するフィードバック阻害機構には，レシーバー側の Thr-６６９
のリン酸化が関与している．
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を用いて検討した．その結果，リガンドやホルボールエス

テル刺激によって ERKを介して Thr-６６９のリン酸化を誘

導すると，チロシン残基の恒常的な自己リン酸化が著明に

抑制されることがわかった．このとき，アクチベーターと

レシーバーのどちらか，あるいは両方の Thr-６６９リン酸化

が重要なのかを検討した結果，両者ともリン酸化されるも

のの，チロシンリン酸化抑制にはレシーバー側の Thr-６６９

のリン酸化が関与していることがわかった．このように，

Thr-６６９リン酸化は活性化 EGFRのフィードバック阻害作

用に関わっていることが示された（図５）．

５． 他の RTKのセリン／トレオニン残基のリン酸化

EGFRのセリン／トレオニン残基のリン酸化の制御機構

の結果から，他の RTKにも同様の制御機構が存在する可

能性が考えられた．そこで，まず EGFRと同じファミ

リーに属する ErbB２および ErbB３のリン酸化が起こって

いるのかを検討した．HeLa細胞を TNF-αで刺激すると，
SDS-PAGE上でのバンドシフトが観察され，それらはそれ

ぞれMEKおよび p３８阻害剤で抑制されたことから（筆者

ら，未発表データ），EGFRだけでなく ErbB２および

ErbB３もMAPKを介してリン酸化されていることがわ

かっている．実際，EGFRの Thr-６６９近傍の配列は，他の

ErbBメンバーにも高度に保存されている．しかし，チロ

シンキナーゼ活性を持たない ErbB３においては Thr-６６９に

相当するアミノ酸がアスパラギン酸に置換している．

ErbB３は他の ErbB受容体とヘテロ二量体を形成するが，

キナーゼ活性を持たないため二量体のアクチベーター側で

のみ機能すると考えられる．したがって，Thr-６６９に相当

する部位が酸性アミノ酸に置換することにより，常にリン

酸化された構造をとってレシーバー側の機能を発揮しない

ようにしているのかもしれない．今後，炎症シグナルに

よってリン酸化されるアミノ酸残基の同定，さらにその機

能解析を通じて ErbB受容体のセリン／トレオニンリン酸

化の生理機能の解明が必要である．

その他の RTKファミリーのセリン／トレオニンリン酸

化の解析も進みつつある．FGFR１（fibroblast growth factor

receptor １）の Ser-７７７が p３８を介してリン酸化され，そ

れが細胞外にあるリガンド FGF１の細胞質内や核内への移

行に必須であるという報告がある３１）．アニソマイシンや高

浸透圧ストレスによって促進されることから，EGFRと同

様に p３８による FGFR１のリン酸化が，リガンド／受容体

の細胞内局在を制御していると考えられる．また，RTK

の中で最もメンバーの多い Ephファミリーに属する

EphA２においては，リガンド非依存的に PI３K-Akt経路を

介した Ser-８９７リン酸化が遊走・浸潤能に関与しているこ

とが報告されている３２，３３）．本受容体は，神経膠芽腫などの

がん患者の予後と正の相関があるが，EphrinA１などのリ

ガンドが腫瘍内ではほとんど発現しておらず，リガンド非

依存的な機能が注目されていた．したがって，Ser-８９７の

リン酸化がチロシンキナーゼ非依存的な EphA２の機能と

して転移などのがん悪性化に関わっているのではないかと

考えられている．

６． がん分子標的薬に対する獲得耐性における

RTKのリン酸化

RTKなどのプロテインキナーゼを阻害するがん分子標

的治療薬の開発が進んでいるが，同時にその獲得耐性が臨

床上問題となっている．例えば，BRAF-V６００E変異を有す

るメラノーマ（詳細は横山および矢野の稿を参照）や大腸

がんの治療薬としてベムラフェニブなどが開発されている

が，その耐性機構として EGFRをはじめとする RTKの代

償的な活性化が起こっていることが報告されている３４，３５）．

これは，恒常的な BRAF活性が起こっている細胞では，

ERK活性化を介して増殖・生存シグナルが亢進している

が，同時に細胞表面上に発現する多くの RTKがフィード

バック阻害を受けているため，BRAF阻害によりフィード

バック機構が解除され RTKの再活性化を起こすと考えら

れている．EGFRの Thr-６６９リン酸化がフィードバック阻

害機構に関わることを示したように，今後他の RTKの

フィードバック阻害機構におけるセリン／トレオニンのリ

ン酸化の果たす役割が注目される．実際，EGFRと ErbB２

を過剰発現する乳がん細胞 SKBR３に EGFR／ErbB２阻害剤

ラパチニブを処理すると，チロシンリン酸化が抑制される

のとは逆に，ErbB２の C末端のセリン残基のリン酸化が顕

著に亢進することが報告されている３６）．このように，ErbB

受容体ではチロシンリン酸化とセリン／トレオニンリン酸

化が逆相関していると考えられるが，これはフィードバッ

ク阻害機構が関与していると考えられる．

７． お わ り に

RTKの活性化機構の研究は，シグナル伝達研究の歴史

と言っても過言ではなく，その研究成果は他のシグナル伝

達系の研究を牽引し，さらにがん分子標的薬の開発にも応

用されてきた．このように，基礎から臨床・創薬へと発展

してきた RTK研究であるにもかかわらず，本稿で紹介し

たようなセリン／トレオニンリン酸化による制御機構につ

いては未解明な点が多く残されている．近年のリン酸化プ

ロテオミクス研究技術の発展により，RTKのセリン／ト

レオニン残基のリン酸化情報がデータベース上には数多く

収載されている．したがって，RTKのセリン／トレオニ

ンリン酸化研究は，古くて新しい次世代シグナル伝達研究

として今後重要な位置を占めるのではないかと考えられ，

がん分子標的薬の耐性克服に向けた戦略構築に向けた情報

提供にも期待がかかる．

４６７２０１３年 ６月〕
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