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略語表 

 

3’ UTR :   3’ untranslated region 

A/T/C :   anaphase/telophase/cytokinesis 

Ala :   alanine 

BSA :   bovine serum albumin 

Cdk1 :   cyclin-dependent kinase 1 

DIC :   differential interference contrast 

DMEM :   Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO :   dimethyl sulfoxide 

Dox :   doxycycline 

FL :   full length 

GEF :   guanine nucleotide exchange factor 

GFP :   green fluorescent protein 

Gly :   glycine 

HRP :   horseradish peroxidase 

IF :   immunofluorescence 

IP :   immunoprecipitation 

MTs :   microtubules 

M期 :   Mitotic phase 

P/PM/M :  prophase/prometaphase/metaphase 

PBS :   phosphate buffered salt 

Plk1 :   polo-like kinase 1 

PVDF :   polyvinylidene difluoride membrane 

RTK :   receptor-type tyrosine kinase 

SA :   Serine to Alanine substitution 

SAC :   spindle assembly checkpoint 

SD :   Serine to Aspartic acid substitution 

SDS :   Sodium Dodecyl Sulfate 

Ser :   Serine 

siRNA :   small interfering RNA 

STLC :   S-trityl-L-cysteine 

Thr :   Threonine 

Tyr :   Tyrosine 

Val :   Valine 

WT :   wild type 
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序章 

細胞は、S 期で染色体を複製し、G2 期を経て細胞分裂期に入ると、複製した染色体を均等に分配

して 2つの娘細胞へと分裂する。このDNA複製と細胞分裂のサイクル（細胞周期）を繰り返し、細

胞は増殖する。細胞周期の中でも細胞分裂は特にダイナミックな形態変化を伴うが、緻密に制御され、

この制御機構の破綻は染色体不安定性を介した細胞のがん化を引き起こす。これまで、細胞分裂に関

する研究が精力的に進められ、Cdk1、Aurora A、Aurora B、Plk1などのセリン/スレオニンキナーゼの

重要性が示されてきたが、未だその全貌解明には至っていない。Epidermal growth factor receptor 

（EGFR）、vascular endothelial growth factor receptor （VEGFR）、c-METなどに代表される受容体型チ

ロシンキナーゼ（RTK）は、そのリガンドである増殖因子との結合により活性化され、下流にシグナ

ルを伝達する。RTKには、細胞の生存や増殖、分化の制御など多くの役割が存在するが、上述したセ

リン/スレオニンキナーゼと異なり、細胞分裂制御におけるRTKの機能はほとんど全く知られていな

い。 

RTK である EphA2 は、細胞間接着においてGPIアンカー型のリガンドである ephrin-A1 と結合す

ると、Tyr588のリン酸化（EphA2 p-Tyr588）とともに活性化し、EphA2と ephrin-A1を発現するそれ

ぞれの細胞にシグナルが伝達し、細胞間に反発作用が生じる。発生過程では、隣接する異なる組織の

細胞の混入を防ぐことで組織の領域形成に寄与し、がん細胞では増殖抑制にも寄与する。一方、リガ

ンド非結合時には、増殖因子の刺激は他のRTKの活性化を介し、EphA2 Ser897のリン酸化（EphA2 

p-Ser897）を亢進し、EphA2はがん細胞の遊走促進など悪性化に寄与する。 

 新規の細胞分裂制御分子を見出すため、種々の阻害剤を細胞に処理し、細胞分裂に影響する阻害剤

を探索した結果、EphA2を阻害するNVP-BHG712が細胞分裂の進行を阻害することを見出した。そ

こで本研究では、細胞分裂期におけるEphA2の機能解析を行った。 

 

第 1章 受容体型チロシンキナーゼEphA2の阻害による細胞分裂の遅延 

阻害剤のスクリーニングにより見出した NVP-BHG712 を細胞分裂期特異的に処理すると、ヒト子

宮頸がん由来 HeLa S3 細胞の細胞分裂進行が遅延した。NVP-BHG712 の標的タンパク質の一つであ

るEphA2をノックダウンし分裂期細胞を観察したところ、HeLa S3細胞に加え、ヒト乳がん由来MDA-

MB-231細胞の細胞分裂の遅延が観察されたほか、多極紡錘体を形成している細胞や、紡錘体が細胞

の中央ではなく細胞膜付近に偏っている細胞が多く観察された。また、正常細胞であるヒト網膜上皮

由来RPE-1細胞においても EphA2のノックダウンによる細胞分裂の遅延が観察された。これらの結

果から、EphA2による細胞分裂の制御機構が存在すること、さらに、EphA2による細胞分裂制御機構

はがん細胞のみならず、正常細胞においても保存されていることが示唆された。 

 

第 2章 Cdk1/MEK/ERK/RSK経路依存的なEphA2 Ser897のリン酸化による細胞分裂制御 

 EphA2 は、p-Tyr588 を伴うリガンド依存的なシグナルに加えて p-Ser897 に起因するリガンド非依

存的なシグナル経路を活性化する。チミジンによる S 期同調から進行させた分裂期細胞や、可逆的

Cdk1阻害剤であるRO-3306によるG2/M期停止から進行させた分裂期細胞において、興味深いこと



 

 

に、EphA2 p-Tyr588がほぼ完全に消失するとともに、明らかなEphA2 p-Ser897の亢進が観察された。

細胞分裂期における EphA2 Ser897 のキナーゼをMEK、RSK、Akt および PKA の阻害剤を用い探索

したところ、MEK/ERK/RSK 経路によって Ser897 がリン酸化されることを見出した。さらに、非分

解型 cyclin B1と活性抑制を受けないCdk1の共発現によりCdk1を活性化すると、MEK/ERK/RSK経

路の活性化とともに、EphA2 p-Ser897が亢進し、MEKあるいはRSKの阻害剤処理により p-Ser897が

阻害された。これらに加え、内在性 EphA2 ノックダウンによる細胞分裂進行の遅延が野生型 EphA2

の再発現により回復した一方で、Ser897がリン酸化されないEphA2 Ser897Ala変異体の再発現では回

復しなかった。以上のことから、細胞分裂期において、Cdk1/MEK/ERK/RSK 経路による EphA2 p-

Ser897の亢進が細胞分裂進行を制御していることが明らかとなった。 

 

第 3章 EphA2 p-Ser897/Ephexin4/RhoG経路による cortical rigidityの制御 

 間期では、EphA2 p-Ser897/Ephexin4/RhoG/Rac1経路を介したアクチン骨格のリモデリングを伴うラ

メリポディアの形成促進が報告されているが、細胞分裂期における Ephexin4 および RhoG の機能は

全く知られていない。Ephexin4、RhoG のいずれのノックダウンにおいても細胞分裂進行が遅延し、

間期と同様、細胞分裂期においても p-Ser897 依存的に EphA2 が Ephexin4 と相互作用した。さらに、

U0126（MEK阻害剤）処理による細胞分裂期特異的なEphA2 p-Ser897の抑制やEphexin4のノックダ

ウンのいずれにおいても、分裂期細胞におけるRhoGの細胞膜局在が減少した。よって、Ephexin4は

EphA2 p-Ser897の下流で、さらにRhoG はEphA2 p-Ser897/Ephexin4の下流分子として機能している

ことが示唆された。そこで、EphA2 のノックダウンと同時に活性型 RhoG を誘導発現したところ、

EphA2ノックダウンによる細胞分裂進行の遅延が活性型RhoGの発現により回復した。 

細胞分裂期における EphA2/Ephexin4/RhoG 経路の役割を調べるため、アクチン重合阻害剤である

サイトカラシンBの低濃度存在下、U0126処理によりEphA2 p-Ser897を抑制する、あるいはEphA2、

RhoG をノックダウンすると、細胞膜の突出（blebbing）を形成する細胞の割合が増加した。さらに、

内在性EphA2ノックダウンによる blebbing形成率の増加が野生型EphA2の誘導発現により回復した

のに対し、Ser897Ala 変異体の誘導発現では回復しなかった。細胞膜やアクチン骨格の強度（cortical 

rigidity）の低下により blebbingが惹起されることが知られている。よって、細胞分裂期に入るとEphA2

を足場として EphA2 p-Ser897/Ephexin4/RhoG 経路が活性化され、細胞膜直下のアクチン骨格の強度

（cortical rigidity）を維持していることが示唆された。 

 

総括 

 Eph受容体はRTKの最大のファミリーであり、Eph受容体メンバーであるEphA2はリガンドや増

殖因子の刺激により下流へとシグナルを伝達する。本研究では、細胞周期依存的に

Cdk1/MEK/ERK/RSK経路が活性化し、リガンドや増殖因子に依存せずEphA2 Ser897がリン酸化され

ることを明らかにした。さらにその下流ではEphexin4/RhoG経路が活性化され、細胞分裂期における

cortical rigidityの維持に寄与していることを見出した。つまり、EphA2のノックダウンによる EphA2 

p-Ser897/Ephexin4/RhoG 経路の抑制は cortical rigidity の低下を介して多極紡錘体の形成や紡錘体の位

置の偏りを引き起こし、細胞分裂を遅延させたと考えられる。一般的に、EphA2 p-Ser897の抑制がが

んの抑制に貢献すると考えられている。しかし、上記の結果から、EphA2 p-Ser897の抑制は、細胞分

裂の異常による染色体不安定性を引き起こし、細胞をがん化、あるいは、がんを悪性化させることが

推測される。それ故、EphA2をターゲットとした抗がん治療の開発はこの点も踏まえて検討するべき

であろう。  
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序論 

 

 細胞はS期で染色体を複製し、G2期を経て細胞分裂期（M期）に入ると、複製した染色体を均等

に分配し、2つの娘細胞へと分裂する。そしてG1期を経て再びS期へと進行する、このサイクル（細

胞周期）を繰り返すことで細胞は増殖する（図Ⅰ）。 

 

（図Ⅰ）細胞周期と細胞分裂の進行の様子 

細胞は G1→S→G2→M（細胞分裂）期のサイクルを繰り返して増殖する。特に M（細胞分裂）期はダイナミッ
クな形態変化を伴い、2つの娘細胞へと分裂する。 

 

 

細胞周期は種々の cyclinとCdk（cyclin dependent kinase）の複合体により調節されている。例えば、

G1期からS期への移行は、cyclin DとCdk4/6、cyclin EとCdk2がそれぞれ複合体を形成してCdkを

活性化することで遂行される。1,2 一方、G2期から細胞分裂期への移行は、Cdk1の活性化を必要と

する。S期に入り、転写因子であるE2F1の活性化とAPC/C（ユビキチンリガーゼ）の不活性化によ

り蓄積した cyclin B1 がG2 期の終わりに核内に移行し、cyclin-box を介し Cdk1 と複合体を形成する

（図Ⅱ-A、B）。その後、Cdk1はCAKによりThr161がリン酸化され活性化し得るが、Myt1やWee1

によりThr14とTyr15が抑制性のリン酸化を受けるため活性化されない。3–8 その後、脱リン酸化酵

素であるCdc25によりThr14とTyr15が脱リン酸化されると、Cdk1—cyclin B1複合体が活性化状態と

なり、9–13 核膜の裏打ちタンパク質であるLamin14や、染色体凝縮において中心的な役割を果たすコ

ンデンシン 15など、種々のタンパク質をリン酸化して細胞分裂を開始する（図Ⅱ-A）。さらに、細胞

分裂中期（metaphase）から後期（anaphase）に進行する際には、APC/C が活性化されて cyclin B1 の
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前期 / 前中期

Metaphase

中期

Cytokinesis

細胞質分裂

G1 期

Telophase
Anaphase/

後期 / 終期

細胞周期

M

G1

S

G2

間　 期

細胞

分裂期

G2 期 細　胞　分　裂　期

: DNA

: 微小管 : 中心体

: アクチン骨格 : 収縮環



2 

 

D-box領域がポリユビキチン化され（図Ⅱ-A、B）、cyclin B1が分解されることでCdk1の活性が低下

する。これにより、細胞分裂開始の際にリン酸化されたタンパク質が脱リン酸化され細胞分裂が終了

し、再びG1/S期へと進行する（図Ⅱ）。16–18 

細胞分裂期の細胞は非常にダイナミックに形態変化するため（図Ⅰ）、緻密に制御されている。Cdk1

が活性化し細胞分裂期になると、中心体から伸長した微小管上をモータータンパク質であるキネシン

（微小管プラス端指向性モーター）が移動することで二つの中心体が分離し、二極性を持つ。19 そ

の後、両極の中心体から伸長した微小管からなる紡錘糸が染色体を捕獲し、染色体を細胞の赤道面上

に整列する。細胞分裂期の紡錘糸は動原体微小管（kinetochore MTs）、極間微小管（interpolar MTs）、

星状体微小管（astral MTs）の 3種類の微小管に分類される。動原体微小管は中心体と染色体上の動原

体を結び、微小管と動原体が正しく結合すると紡錘体チェックポイント（SAC）による細胞周期の停

止が解除され、染色体が微小管により両極に引っ張られることで細胞分裂後期が開始する。両側の中

心体から伸長してきた極間微小管同士は細胞の赤道面付近で結束し、細胞分裂後期から終期にかけて

中心体間の距離を伸長させる他、分裂面の位置決定にも寄与している。20 星状体微小管は中心体か

ら染色体とは反対方向に放射状に伸長し、細胞膜直下のアクチン骨格に繋ぎ止められている。このよ

うに微小管は細胞分裂進行において重要な役割を担っており、微小管の機能が破綻すると、染色体の

不均等分配が起きた結果、染色体数の異なる娘細胞が産生し、染色体不安定性を介して細胞のがん化、

がん悪性化を引き起こしてしまう。 
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B 

（図Ⅱ）細胞周期とCdk1活性化の制御 
（A）細胞周期の進行とCdk1の活性化の制御。Cdk1はS期に入り蓄積したcyclin B1と複合体を形成し、Myt1/Wee1

によって抑制性（Thr14/Tyr15）、CAKにより活性化（Thr161）のリン酸化を受ける。その後、Cdc25により抑制
性のリン酸化部位が脱リン酸化されると Cdk1 は活性化状態になり、細胞分裂を開始する。細胞分裂後期では
APC/Cにより cyclin B1がユビキチン化されて分解し、再びCdk1は不活性化状態となる。 

（B）cyclin B1のドメイン構造。cyclin B1は主にD-box（cyclin B1の分解に必要）、CRS（cyclin B1の細胞質局在
に必要）、cyclin-box（Cdk1との結合に必要）といったドメインにより構成されている。 

 

 

細胞分裂期を通して、細胞の形態は微小管のみならず、アクチン骨格によっても制御されている。

細胞分裂期に入ると同時に、多くの細胞では RhoA の活性化により細胞表面のアクチン骨格が収縮

し、丸く浮き上がった形態をとる。21 さらに、アクチン骨格は両極から染色体とは反対の細胞膜側

に伸びた微小管（星状体微小管；astral MTs）を介して中心体を繋ぎ止めている。これにより、両極の

中心体や紡錘糸が細胞内で左右対称に保持され、両極から伸びた微小管が染色体の動原体に結合して

染色体の赤道面上への整列と両極方向への分配が行われる。22 しかし、細胞膜直下のアクチン骨格

が脆弱化すると、星状体微小管をアクチン骨格に繋ぎ止めることが出来ず、微小管に生じていた張力

が崩壊し、染色体整列の失敗、多極紡錘体（multipolar spindle）の形成などの異常が現れる（図Ⅲ）。

23 その後、多極紡錘体を形成した細胞が後期以降へと進行してしまうと、3 つ以上の細胞への分裂

や小核の形成などが起こり、染色体不安定性の原因となる。23 

 

 

 

（図Ⅲ）細胞分裂期におけ
る多極紡錘体（multipolar 
spindle）の形成 
通常、両極の中心体から伸長し
た微小管が動原体に結合して
赤道面上に染色体が整列する
（上段、二極紡錘体）。微小管に
生じた張力のバランスが崩壊
すると極が過剰（3つ以上）に
形成され、それぞれの極から微
小管が伸長し、染色体不安定性
の原因となる（下段、多極紡錘
体）。 

 

 

二極紡錘体 (Bipolar spindle)

: 微小管 : 中心体

: DNA

cyclin B1

D-box CRS cyclin-box

D-box： cyclin B1 の分解に必要なドメイン

CRS： cyclin B1 の細胞質局在に必要なドメイン

cyclin-box： Cdk1 との結合に必要なドメイン

多極紡錘体 (Multipolar spindle)
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細胞分裂後期以降においてもアクチンの寄与は大きく、後期から終期にかけてアクチンで構成され

た収縮環を形成し、分裂溝を形成して細胞質を 2 つに分配する（図Ⅳ）。しかし、アクチン骨格が正

常に収縮せず、細胞質分裂（cytokinesis）が未完了のまま細胞分裂が終了すると二核細胞を形成し、染

色体不安定性の要因となる（図Ⅳ）。 

細胞分裂は主に前述したCdk1に加え、Aurora A/Bキナーゼ、Plk1によって制御されている。Aurora 

AはG2期に中心体へと集積し、細胞分裂期に移行すると中心体の分離や、染色体の分配を制御する。

24 Aurora BはSACを制御することで染色体の不均等分配を防ぎ、25 細胞分裂期後半では中央紡錘

体（central spindle）を形成し、分裂の完了に関与する。26 Plk1はG2期で中心体に局在し、中心体の

成熟に寄与する他、細胞分裂期が進行するにつれ Plk1 は染色体や中央紡錘体に局在することで細胞

質分裂の完遂に寄与している。27 これらは全てSer/Thrキナーゼであり、Tyrキナーゼによる細胞分

裂の制御機構についての報告はあまり多くなく、特に受容体型チロシンキナーゼ（RTK）に関する報

告はほとんどない。このように、細胞分裂の制御機構について多くの研究が行われてきたが、細胞分

裂制御に関わる全ての分子が明らかになったわけではなく、未だその全貌を解明するには至っていな

い。 

 

 

（図Ⅳ）収縮環の形成不全による細胞の二核化 

収縮環を構成するアクチン骨格が正常に収縮し、細胞質分裂が完了すると、均等に娘細胞に分裂する（上段）。
アクチン骨格の収縮が不完全な場合、細胞質分裂が不完全なまま細胞分裂が完了し、二核細胞を産生する（下
段）。 

 

 

Epidermal growth factor receptor (EGFR)、vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)、c-METな

どに代表されるRTKは、一般的に、そのリガンドとなるEGF、VEGF、HGFなどの増殖因子と結合

することで活性化し、下流へとシグナルを伝達し、細胞の生存や増殖、分化の制御に関与している。

正常な細胞質分裂

細胞質分裂の失敗による細胞の二核化

：収縮環

分裂溝

: 微小管 : 中心体
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通常、RTKが過剰に活性化するとネガティブフィードバック機構により、RTKの活性が抑制される。

28 近年ではRTKを標的にした抗がん剤が使用されているが、RTKあるいはその下流分子であるRas

への変異導入が抗がん剤耐性獲得の原因として問題視されている。28–30 そのため、変異導入の原因

究明が、がん治療の一助になると考えられている。変異導入の要因の一つとして、前述したような、

細胞分裂の失敗に起因する染色体不安定性が挙げられる。よって、細胞分裂メカニズムの更なる解明

は、生命の神秘を解き明かすだけでなく、このような抗がん剤耐性獲得を防ぐ手段の開発に繋がる可

能性を持っている。また、細胞分裂の制御機構の一端を明らかにできれば、新たな抗がん剤の開発も

期待できる。そこで、所属研究室では新規の細胞分裂制御分子を探索するため、標的が明確にされて

いる種々の阻害剤を細胞に処理し、阻害剤が細胞分裂に及ぼす影響を観察した。スクリーニングの結

果、いくつかの阻害剤が候補として挙げられたが、驚くべきことに、複数の RTK 阻害剤が細胞分裂

の異常を引き起こした。このことは、細胞分裂制御へのRTKの関与の可能性を示唆する。 

RTK において最大のファミリーである Eph 受容体はアミノ酸配列の違いやリガンドである ephrin

との親和性から、サブクラスA（EphA）とB（EphB）に分類される。ほ乳類ではそれぞれ、9種類の

サブクラスA（EphA1-8,10）と 5種類のサブクラスB（EphB1-4,6）の合計 14種類のEph受容体が存

在する。31 リガンドである ephrinも構造的な違いからサブクラスAとBに分けられ、5種類のサブ

クラス A（ephrin-A1-5）と 3 種類のサブクラス B（ephrin-B1-3）により構成される。32  ephrin-A は

GPIアンカー型、ephrin-Bは膜貫通型の、どちらも膜結合型のリガンドであり、リガンドとEph受容

体の両者が膜に局在するため、細胞同士が接着してはじめて Eph 受容体が活性化されシグナル伝達

が起こる（図Ⅴ）。EphA2 は膀胱や大腸などに発現する EphA ファミリーメンバーであり、リガンド

である ephrin-A1と結合するとキナーゼ活性が亢進し、細胞膜直下にあるEphA2の588/594番目のTyr

残基（Y588/594）がリン酸化される。33,34 さらに、ephrin-A1 と EphA2 の結合により、ephrin-A1 と

EphA2 を発現するそれぞれの細胞にシグナルが入り、細胞間に反発作用が起こるという特徴も持つ。

このシグナルは、発生過程において、隣接する異なる組織の細胞の混入を防ぐことで組織の領域形成

に寄与している。35–37 また、EphA2 が ephrin-A1 との結合により活性化すると、他の Eph 受容体同

様、RasGAPを細胞膜にリクルートすることでMEK/ERK経路を抑制して細胞増殖を抑制し、がん抑

制に寄与することが知られている。38 一方、リガンド非結合時には、EGF、HGFなどの増殖因子や

TNF-の刺激により、/ERK/RSK 経路、39,40 PI3K/Akt 経路、41 あるいは PKA42により EphA2

の C 末端領域に存在する 897 番目の Ser 残基がリン酸化される。EphA2 Ser897 のリン酸化が亢進す

ると、Ephexin4/RhoG/Rac1経路が活性化され、アクチン骨格の形態変化を伴うラメリポディアの形成

が促進する。これにより、細胞の遊走や浸潤が促進し、がん細胞の悪性化を引き起こす。43 そのた

め、一般的に、リガンド依存的な経路ではがんを抑制し、EphA2 Ser897のリン酸化を伴うリガンド非

依存的な経路ではがん細胞の悪性化を促進すると考えられている。 
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（図Ⅴ）Eph受容体の構造とEphA2のリン酸化の仕組み 

EphA/B 受容体とそれらのリガンドである ephrin-A/B の構造（左）。EphA は GPI アンカー型のリガンドである
ephrin-A、EphB は膜貫通型の ephrin-B と結合して活性化する。EphA2 は ephrin-A1 と結合すると膜直下の
Tyr588/594がリン酸化されるとともに、活性化する（右）。ephrin-A1と非結合時には増殖因子からのシグナルに
よりAktあるいはRSKを介してSer897がリン酸化する。 

 

 

前述したように、RTKは増殖、生存、分化など細胞のあらゆる機能に関与することが報告されてお

り、現在も多くの研究が行われているにもかかわらず、細胞分裂期における役割についてはほとんど

知られていない。これまでに、EphA2の細胞分裂への関与として、間期と比べ、細胞分裂期でのEphA2

の発現量が増加することや、44 EphA2 の複数の Ser/Thr 残基のリン酸化亢進 45がプロテオーム解析

において報告されている。所属研究室で行った阻害剤を用いた予備的な検討結果と併せ、EphA2が細

胞分裂期において機能を持っている可能性が考えられた。そこで本研究では、スクリーニングの結果

から新規の細胞分裂制御分子の候補として挙げられたRTKのうち、RTKにおいて最大のファミリー

を構成する Eph受容体に着目し、その中でも特に研究が盛んな EphA2の細胞分裂期における機能解

析を行った。 
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第 1章 受容体型チロシンキナーゼEphA2の阻害による細胞分裂の遅延 

 

1-1 緒言 

 

 これまで、細胞分裂のメカニズムについての多くの研究が行われてきたが、細胞分裂を制御する全

ての分子が明らかになったわけではない。そこでターゲット分子が明確にされている種々の阻害剤を

細胞に処理し、分裂期細胞への影響を解析する事で新規の細胞分裂制御分子の探索を行った。阻害剤

は短時間の処理でも効果を発揮するため、分裂期細胞に阻害剤を処理することで、細胞分裂への直接

的な影響を解析することができる。つまり、阻害剤を用いた解析には、阻害剤標的分子の細胞分裂期

特異的な機能を評価できるという利点がある。しかし、阻害剤は標的分子とは異なる分子にも影響を

及ぼす、オフターゲット効果を示すことがある。このようなオフターゲット効果の問題は、阻害剤よ

り特異性の高いsiRNAを用いて阻害剤の標的分子の機能解析をすることで、克服することができる。

よって、阻害剤と siRNA による機能解析を組み合わせることで、オフターゲット効果を除外した上

で、標的分子が細胞分裂期に特異的な機能を有していることを示す必要がある。 

 本研究では、細胞分裂への関与を解析する際に、主に可逆的Cdk1阻害剤であるRO-3306を用いた。

RO-3306 を細胞に処理すると、Cdk1 を阻害するため、細胞は G2 期と細胞分裂期の境界に同調され

る。RO-3306のCdk1阻害効果は可逆的であるため、RO-3306を除去すると細胞周期を再開し、G2期

から細胞分裂期へと移行する。このように、細胞分裂期の進行をおおよそ揃えることができるため、

この手法は細胞分裂進行を含めた分裂期細胞の解析を行うのに有用である。 

 本章では Eph 受容体ファミリーの阻害剤が細胞分裂に与える影響と、その標的である受容体型チ

ロシンキナーゼEphA2による細胞分裂への関与を評価した。 
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1-2 実験方法 

 

1-2-1 材料 

 

 HeLa S3細胞は Japanese Collection of Research Bioresources（大阪）、hTERT RPE-1細胞はAmerican 

Type Culture Collection（#CRL-4000、Manassas、VA、USA）より購入した。HeLa S3細胞は 2 mM L-グ

ルタミン、20 mM HEPES（pH 7.4）、5% FBSを含むDMEM（日水製薬株式会社、東京）培地中で 37℃、

5% CO2の環境下で培養した。hTERT RPE-1細胞は 10% FBS、0.01 mg/mL hygromycin B（nacalai tesque、

京都）を含むDMEM/Ham’s F12（08460-95、nacalai tesque）培地中で 37℃、5% CO2の環境下で培養し

た。hTERT RPE-1 細胞はヒトテロメア逆転写酵素（hTERT）遺伝子を RPE-1 細胞に導入して作製さ

れており、正常 2倍体の染色体数を持ったまま、初代培養細胞に近い状態を保持している。そのため、

正常細胞のモデルとして用いることが可能となる。 

 

 本章で使用した抗体の情報とその使用時の希釈倍率を以下に示す。 

・抗ラビットEphA2抗体：×1000、#6997S、Cell Signaling Technology（Danvers、MA、USA） 

・抗ラビットphospho-EphA2 Tyr588抗体：×1000、# 12677 S、Cell Signaling Technology 

・抗ラビットphospho-EphA2 Ser897抗体：×1000、#6347S、Cell Signaling Technology 

・抗ラビットphospho-p90RSK Ser380抗体：×1000、#11989S、Cell Signaling Technology 

・抗ラビットphospho-Aurora A Thr288/Aurora B Thr232/Aurora C Thr198抗体：×1000、#6997S、Cell 

Signaling Technology 

・抗マウスIAK1 (Aurora A)抗体：×1000、610938、BD Biosciences（San Jose、CA、USA） 

・抗ラット-tubulin抗体：×2000（WB）、×800（IF）、MCA78G、Bio-Rad（Hercules、CA、USA） 

・抗マウス-tubulin抗体：×400（IF）、GTU-88、Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA） 

・HRP標識抗マウス抗体：×4000、#7076S、Cell Signaling Technologyまたは×8000、115-035-174、 

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.（West Grove、Pennsylvania、USA） 

・HRP標識抗ラビット抗体：×4000、sc-2077、Santa Cruz Biotechnologies（Dallas、TX、USA）または

×8000、211-032-171、JacksonImmunoResearch Laboratories Inc. 

・HRP 標識抗ラット抗体：×4000、sc-2964、Santa Cruz Biotechnologies または×8000、712-035-153、

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. 

・Alexa Fluor 488標識抗マウス抗体：×1000、Invitrogen（Carlsbad、CA、USA） 

・Alexa Fluor 555標識抗ラット抗体：×1000、Invitrogen 

 

1-2-2 Cdk1阻害剤RO-3306を用いた細胞分裂期への同調と阻害剤の処理 

 

 HeLa S3細胞を24穴プレートに播種し一晩培養した後、可逆的Cdk1阻害剤であるRO-3306（Selleck 

Chemicals、Houston、TX、USA）を6-9 Mの濃度で20時間処理し、細胞をG2期とM期の境界に停止

させた。細胞分裂期に入っている細胞が約5%以下であることを顕微鏡で確認した後、予め37℃に温
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めておいたPBS (-) にCaCl2とMgCl2を加え [PBS (+) ]、これを用いて37℃の温浴上で細胞を4回洗った

[1 mL/穴×4]。37℃に温めておいたDMEMを添加し、2時間培養した後、分裂期の細胞を観察した。

RO-3306を用いて同調を行う際は温度管理が重要であるため、可能な限り37℃を維持するようにし

た。siRNAを用いた解析を行う際は、1-2-3で記載する手順でsiRNAを添加して28時間後にRO-3306を

処理し、以降は上記と同様の手順で細胞分裂期へと進行させた。阻害剤を細胞分裂期特異的に作用

させるため、RO-3306によるG2/M期の停止から細胞周期を再開する際に、HeLa S3細胞にEphファミ

リー阻害剤である1 M NVP-BHG712（AdooQ BioScience、Irvine、CA、USA）を処理し、2時間後、

分裂期の細胞を観察した。あるいはRO-3306による細胞周期の停止から細胞周期を再開して30分後

に、1 M NVP-BHG712と10 M MG-132（Cayman Chemical、Ann Arbor、Michigan、USA）を含む

DMEMに交換し、1時間後、mitotic shake-offにより分裂期細胞を回収し、ウエスタンブロットにより

解析した（1-2-4参照）。RO-3306の力価はロット間において差があるため、その都度、濃度検討を行

った。 

 

1-2-3 siRNAの導入 

 

 HeLa S3または hTERT RPE-1細胞を 24穴プレートに播種し一晩培養した。以下、1穴当たりの手

順を記載する。Opti-MEM（GIBCO Laboratories、Grand Island、NY） 20 LにLipofectamine 2000（Invitrogen）

を 1 L、Opti-MEM 20 Lに 20 pmol siRNAを加え、これら 2液を混合し、室温で 20-30分静置した。

その間に 24穴プレートの培養液を除去し、予め 37℃に温めておいたDMEM 400 Lに交換した。混

合した液を培地に添加し、48 時間後にウエスタンブロットや免疫染色による解析を行った。全ての

siRNAはSigma-Aldrich 社から購入し、用いた siRNAの製品番号や配列を以下に示す。 

siEphA2 #1: Hs01_00026514 

siEphA2 #2: Hs01_00026515 

siEphA2 #3: 5’-CGGACAGACAUAUAGGAUAUU-3’; 3’-UTR 

 

1-2-4 ウエスタンブロット 

 

 培養液を除去し、細胞をPBS (-) で 1回洗った。2 μg/mL アプロチニン (Seikagaku Kogyo、東京)、

0.8 μg/mL ペプスタチン A（WAKO、大阪）、2 μg/mL ロイペプチン（nacalai tesque）、2 mM フッ化フ

ェニルメチルスルホニル（nacalai tesque）、20 mM β-グリセロリン酸（Sigma-Aldrich）、50 mM フッ化

ナトリウム（WAKO）、10 mM オルトバナジン (V) 酸ナトリウム（WAKO）を含むSDSサンプルバ

ッファーに細胞を溶解し、100℃で 5 分間煮沸した。特に分裂期の細胞を回収する際には、文鎮でデ

ィッシュを叩いて分裂期の細胞をディッシュから剥がし（mitotic shake-off）、培養液ごと回収した。室

温で 5分間 800 rpmで遠心した後、上清を除去して 1 mLのPBS (-) で細胞を洗い込み、1.5 mLチュ

ーブに移し、swing man（アズワン、大阪）で 1-2分間遠心した。その後、上清の PBS (-) を除去し、

上記同様、種々のプロテアーゼ阻害剤やホスファターゼ阻害剤を含む SDS サンプルバッファーに溶

解し、100℃で 5分間煮沸した。SDS-PAGE（7.5%ゲル、5-10 L/lane）によりタンパク質を分離し、
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タンク式トランスファー装置を用いてポリフッ化ビニリデン（PVDF）メンブレン（Pall Corporation、

Port Washington、NY、USA）に転写した。そのメンブレンをBlocking One（nacalai tesque）に浸して室

温で 1時間振盪した後、5% Blocking One、0.1% NaN3を含む TTBS [20 mM Tris-HCl（pH 7.5）、137 mM 

NaCl、0.1% Tween 20] で希釈した一次抗体を室温で 1-3 時間あるいは 4℃で一晩反応させた。TTBS

を数回交換してメンブレンを合計 20 分間振盪させて洗い、5% Blocking One を含む TTBS で希釈し

たHRP標識二次抗体と室温で 1-3時間反応させた。再度メンブレンをTTBSで洗った後、Chemi Lumi-

One L（nacalai tesque）または Clarity（Bio-Rad）化学発光基質に浸し、ChemiDoc XRSplusイメージア

ナライザー（Bio-Rad）によりバンドシグナルを検出した。 

 

1-2-5 細胞分裂の進行とその割合の評価 

 

 RO-3306処理によるG2/M期の停止から細胞周期を再開させて 2時間後に細胞を免疫染色し、分裂

期の細胞を観察した。分裂期の細胞を前期/前中期（prophase/prometaphase; P/PM）、中期（metaphase; 

M）、後期/終期（anaphase/telophase; A/T）、細胞質分裂（cytokinesis; C）に分類した後、さらにこれらを

後期（anaphase）以前（P/PM/M）と以降（A/T/C）の2つに分類した。分裂期細胞の各期は微小管と

DNA の形態により判断した。また、細胞分裂期と間期の細胞を計測し、分裂期細胞の割合を mitotic 

indexとして示した。 

 

1-2-6 免疫蛍光染色法 

 

カバーガラスに播種した細胞を、37℃に温めておいた、4% HCHOを含むPBS (-) により室温で 20

分間固定した。特に-tubulinを染色する際には、4% HCHO、20% MeOHを含むPBS (-) により室温で

20分間固定した後 PBS (-) で 3回洗い、冷 100% MeOHを加え-30℃で 5分間処理した。固定後はい

ずれもPBS (-) で 3回洗い、0.1%サポニン/3% BSA/PBS (-) により室温で 30分間静置してブロッキン

グと透過処理を行った。0.1%サポニン/3% BSA/PBS (-) で希釈した一次抗体に室温で 1時間反応させ

た後、0.1%サポニン/PBS (-) で細胞を 3回洗い、0.1%サポニン/3% BSA/PBS (-) で希釈した二次抗体

を室温で 1時間反応させた。1 μM Hoechst 33342を二次抗体の希釈液に混ぜてDNAの染色も同時に

行った。画像取得や蛍光観察は IX-83蛍光顕微鏡（Olympus、東京）を用いた。画像は 60 × 1.42 NA

油浸対物レンズ（Olympus）を用い、Hoechst 33342、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 555の蛍光をそれぞ

れU-FUNA cube（360–370 nm excitation、420–460 nm emission）、U-FBNA cube（470–495 nm excitation、

510–550 nm emission）、U-FRFP cube（535–555 nm excitation、570–625 nm emission）を用いて検出した。

取得した画像は ImageJソフトウェア（National Institutes of Health、Bethesda、MD、USA）、Photoshop 

Elements 12、Illustrator CS2ソフトウェア（Adobe、San Jose、CA、USA)を用いて編集した。 

 

 

 

 



11 

 

1-2-7 多極紡錘体（multipolar spindle）形成率の評価 

 

 -tubulinおよび-tubulinを免疫染色した細胞を蛍光顕微鏡により観察し、染色体が整列している分

裂期細胞のうちmultipolar spindleを形成している細胞の割合を算出した。multipolar spindle は微小管の

形態あるいは-tubulinの局在をもとに判断した。 

 

1-2-8 中心体局在の評価  

 

 -tubulinおよび-tubulinを免疫染色し、染色体が整列し、かつ bipolar spindleを形成している細胞を

蛍光顕微鏡により無作為に画像取得し、それぞれの中心体（-tubulin）から最も近い細胞膜との距離

を計測し、それらの差を算出し、絶対値で示した（図1-5; asymmetry）。また、同時に中心体間（-tubulin

間）の距離も計測した（図1-5; spindle length）。これらの距離の計測はCell Sense Dimension（Olympus）

ソフトウェアを用いて行った。 
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1-3 実験結果 

 

1-3-1 Ephファミリー阻害剤が細胞分裂進行に及ぼす影響 

 

阻害剤のスクリーニングの結果、新規の細胞分裂制御分子の候補としてNVP-BHG712を見出した。

NVP-BHG712 は受容体型チロシンキナーゼ Eph ファミリーの阻害剤であり、その細胞分裂に及ぼす

影響を評価した。 

可逆的Cdk1阻害剤であるRO-3306をHeLa S3細胞に 20時間処理してG2期と細胞分裂期の境界

に停止させ、その後、RO-3306を除去すると細胞周期が再開し、細胞分裂期へと進行する。RO-3306

によるG2/M期での停止から細胞周期を再開して 30分、60分、90分後に、おおよそ中期（metaphase）、

後期/終期（anaphase/telophase）、細胞質分裂（cytokinesis）の細胞を、それぞれ観察することができる。

そのため、RO-3306を除去する際に阻害剤を処理すれば、細胞分裂期特異的な阻害剤の影響を観察す

ることが可能となる。そこで、HeLa S3細胞をRO-3306によりG2/M期に停止させ、RO-3306による

G2/M期での停止から細胞周期の再開と同時にNVP-BHG712を処理した。その結果、溶媒コントロー

ル（DMSO）では 65%の細胞が後期（anaphase）以降（A/T/C）に進行しているのに対して、NVP-BHG712

処理により 65%の細胞が anaphase以前（P/PM/M）に留まっていた（図 1-1-a）ため、NVP-BHG712が

細胞分裂の遅延を引き起こすことが示唆された。また、DMSO処理群とNVP-BHG712処理群で分裂

期細胞の割合に差がなかったこと（図 1-1-b）から、G2期から細胞分裂期への移行の阻害によるもの

ではなく、細胞分裂進行の遅延であることが考えられる。 

 

 

a                  b              
図 1-1  NVP-BHG712による細胞分裂の進行の遅延 
HeLa S3細胞に 9 M RO-3306を 20時間処理した後、PBS 

(+)で細胞を洗いRO-3306を除去し、DMSO（溶媒コントロ
ール）あるいは 1 M NVP-BHG712存在下で 2時間培養し
た。細胞を固定し、免疫染色を行い、微小管とDNAの形態
を も と に 分 裂 期 の 細 胞 を anaphase 以 前
[Prophase/Prometaphase/Metaphase （ P/PM/M ） ] と 以 降
[Anaphase/Telophase/Cytokinesis（A/T/C）] に分類し、それぞ
れの割合を算出した（a）。間期と分裂期の細胞をカウントし、
分裂期細胞の割合を算出した（b）。各実験で 184 個以上の
細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、検定は
Student's t-testにより行った（n=3、*p < 0.05、NS, not significant）。 
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NVP-BHG712は EphB4のTyrキナーゼ活性を抑制することが報告されているが、EphB4以外にも

EphB2、EphA2、EphB3、EphA3 などの他の Eph 受容体も低濃度で阻害することが知られている。46 

細胞分裂期特異的に NVP-BHG712 を処理したところ、EphA2 の Tyr キナーゼ活性の指標である 588

番目のTyr残基のリン酸化レベル（EphA2 pY588）が低下した（図 1-2）。図 1-2において、間期（RO 

arrest）と比べ、細胞分裂期（DMSO、NVP-BHG712）特異的に観察されたAurora AやRSKのリン酸

化の亢進は、これらのサンプルが分裂期細胞であることを示している。以上の結果より、NVP-BHG712

は Eph受容体の Tyr キナーゼ活性を阻害することで細胞分裂の進行を遅延する可能性が考えられた。

そこで本研究では、NVP-BHG712 の標的分子である Eph 受容体のうち、その機能解析が最も盛んな

EphA2に着目して解析を進めた。 

 

 

 

 

 

図 1-2  NVP-BHG712によるEphA2のリン酸化抑制 
HeLa S3細胞に 9 M RO-3306を 20時間処理した後、30分間培養
し、10 μM MG-132存在下でDMSOまたは 1 M NVP-BHG712を
処理した。mitotic shake-offにより分裂期の細胞を回収し、対照群と
してRO-3306を20時間処理した間期の細胞を用いた（RO arrest）。
それぞれを図に示す抗体を用いてウエスタンブロット法により解
析した。 

 

 

 

 

 

 

1-3-2 細胞分裂へのEphA2の関与 

 

NVP-BHG712の標的分子の１つであるEphA2が細胞分裂に関与するかを調べるため、siRNAによ

りEphA2をノックダウンし（図 1-3-a）、細胞分裂の進行および紡錘体の形態を解析した（図 1-3-b）。

その結果、コントロール siRNA処理群では 59%の細胞が後期以降（A/T/C）に進行しているのに対し、

siEphA2処理群では 82%の細胞が後期以前（P/PM/M）に留まっていた（図 1-3-c）。これは、NVP-BHG712

処理時と同様、EphA2 ノックダウンによる細胞分裂進行の遅延を示している。また、コントロール

siRNA 処理群と siEphA2 処理群では分裂期細胞の割合に差は見られなかった（図 1-3-d）。よって、

EphA2のノックダウンによる細胞分裂進行の遅延は、G2 期から細胞分裂期への移行を阻害したため

ではないと考えられる。他の 2 種類の siRNA を用いた解析においても同様の結果が得られており、

siRNA の標的配列依存的なオフターゲット効果ではない事も確認した（図 1-4）。以上の結果より，

EphA2による細胞分裂の制御機構の存在が明らかになった。 
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a                        b 

            

c                d 

   

図 1-3  EphA2 ノックダウンによる細胞分裂進行の
遅延 
(a) HeLa S3 細胞にコントロール siRNA（siCtrl）あるいは
siEphA2（siEphA2 #1）を導入し、48時間後の細胞を回収し
た。それらを図に示す抗体を用いてウエスタンブロット法
により解析した。(b-d) (b)に示すように、HeLa S3 細胞に
siRNAを導入して 28時間後にRO-3306によりG2/M期に
停止させた。RO-3306を除去して 2時間後に固定して免疫
染色し、細胞分裂の進行(c)や分裂期細胞の割合(d)を評価し
た。各実験で 204個以上の細胞を解析した。データは平均
±S.D.で表し、検定は Student's t-test により行った（n=3、
**p < 0.01、NS, not significant）。 

 

 

 

 

a      b                    c          d 

         

   

 

 

 

 

 

 

 

図 1-4  標的配列の異なるEphA2 siRNAによる細胞分裂進行の遅延 
HeLa S3細胞にコントロール siRNA（siCtrl）あるいは siEphA2（a, b; siEphA2 #2、c, d; siEphA2 #3）を導入し、48

時間後に回収した。それらを図に示す抗体を用いてウエスタンブロット法により解析した（a、c）。図 1-3-bと同
様に siRNAを導入し、RO-3306 によるG2/M 期の停止から細胞周期を再開させて 1.5 時間後の細胞分裂の進行
や分裂期細胞の割合を評価した（b、d）。各実験で 202 個以上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、
検定はStudent's t-testにより行った（n=3、*p < 0.05、**p < 0.01、NS, not significant）。 
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a                                     b 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c            d                  e 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-5  EphA2ノックダウンによる微小管形態異常の誘導 
siRNAによりHeLa S3細胞のEphA2をノックダウンし（siEphA2 #1）、-tubulin、-tubulinとDNAを染色し、分
裂期の細胞を観察した（a）。染色体が整列している分裂期細胞のうち、多極紡錘体（multipolar spindle）を形成し
ている細胞の割合を算出した（b）。染色体が整列している分裂期細胞において、微小管の形態を評価した（c-e）。
簡単な計測方法を（c）に示した。それぞれの中心体から最短に位置する細胞膜までの距離の差の絶対値と（d）、
中心体間の距離を測定して微小管の長さ（e）をコントロール siRNAと siEphA2 #1で比較した。各実験で 73個
以上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、検定はStudent's t-testにより行った（n=3、***p < 0.001、NS, 

not significant）。Scale bar: 20 μm 

 

 

また、EphA2をノックダウンすると図1-3の分裂進行の遅延以外にも、通常の二極紡錘体ではなく、

多極紡錘体（multipolar spindle）が観察された（図 1-5-a-ⅰ）。そこでその細胞の割合を定量したとこ

ろ、コントロール siRNA 処理群と比べて siEphA2 処理群では有意に多極紡錘体の形成率が増加して
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いた（図 1-5-b）。その他にも、染色体が整列した時に微小管が細胞の中央ではなく、細胞膜の付近に

偏っている、微小管の位置が非対称な細胞も観察された（図 1-5-a-ⅱ）。実験方法 1-2-8で記述した方

法でそれぞれの中心体から細胞膜までの距離の差を定量した結果、コントロール siRNA と比べて

siEphA2処理により増加した（図 1-5-c、d）。一方、微小管の長さ（spindle length; 中心体間の距離）に

は差が見られなかった（図 1-5-c、e）。よって、EphA2のノックダウンにより、微小管の長さには影響

を及ぼさないものの、染色体が整列した際の微小管の位置の非対称性が上昇していた。多極紡錘体を

形成している細胞や、微小管の位置が非対称な細胞では細胞分裂の進行が遅延することが知られてい

る。47,48 そのため、EphA2 ノックダウンによる細胞分裂進行の遅延は、多極紡錘体や微小管の非対

称性により引き起こされたと考えられる。これらのことから、EphA2は正常な二極紡錘体を形成する

ことで細胞分裂を正常に進行させていると考えられる。 

 

 

 

図 1-6 MDA-MB-231 細胞の EphA2 ノックダ
ウンによる細胞分裂進行の遅延 
MDA-MB-231 細胞にコントロール siRNA あるいは
siEphA2（siEphA2 #1）を導入した。28時間後、8 μM 

RO-3306 を 20 時間処理し、PBS (+) で細胞を洗い、
1.5 時間培養した。微小管や DNA の形態をもとに分
裂期細胞を分類し、細胞分裂の進行や分裂期細胞の割
合を評価した。それぞれ 211個の細胞を解析した。 

 

 

 

 

 

        

図 1-7  hTERT  RPE-1 細胞
での EphA2 ノックダウンに
よる細胞分裂進行の遅延 
hTERT RPE-1細胞 に図 1-6と同
様に siRNAを導入し（siEphA2 #1、
a）、RO-3306によるG2/M期の停
止から解放して 1 時間後の細胞
分裂の進行や分裂期細胞の割合
を評価した（b）。HeLa S3細胞と
比べ、hTERT RPE-1細胞は細胞分
裂に要する時間が短いため、RO-

3306 からの解放時間を 1 時間に
短縮して解析した。各実験で205

個以上の細胞を解析した。データ
は平均±S.D.で表し、検定は
Student's t-testにより行った（n=3、 
***p < 0.001、NS, not significant）。 
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ここまでヒト子宮頸がん細胞であるHeLa S3 細胞を用いて解析を行ったが、この EphA2 による細

胞分裂の制御がHeLa S3細胞に限定されたものであるか検討するため、ヒト乳がん細胞であるMDA-

MB-231 細胞を用い、siRNA により EphA2 をノックダウンし、細胞分裂の進行を評価した。その結

果、HeLa S3細胞同様、細胞分裂進行の遅延が観察された（図 1-6）。さらに、EphA2の機能ががん細

胞に限定されたものであるかを検討するため、正常細胞であるヒト網膜上皮由来 hTERT RPE-1 細胞

を用いて同様の実験を行った。その結果、HeLa S3 細胞やMDA-MB-231 細胞と同様、hTERT RPE-1

細胞においても EphA2 のノックダウンにより細胞分裂の進行が遅延した（図 1-7）。これらのことか

ら、少なくとも EphA2 が発現している細胞であれば、EphA2 の細胞分裂期における機能は、がん細

胞のみならず、正常細胞においても保存されていることが示唆された。 
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1-4 考察 

 

Eph 受容体の阻害剤である NVP-BHG712 を細胞分裂期特異的に処理することで細胞分裂の進行が

遅延したことから（図 1-1）、Eph受容体が細胞分裂期特異的な機能を有している可能性が示唆された。

しかし、阻害剤が非特異的な分子に影響を与えた可能性は排除しきれない。そこで、NVP-BHG712の

標的分子の一つであるEphA2に焦点を当て、より特異性の高い siRNAを用いて解析した。その結果、

NVP-BHG712 処理時と同様、細胞分裂進行が遅延した（図 1-3）。また、他の 2 種類の配列を標的に

した siRNAを用いても同様の結果が得られた（図 1-4）。以上のことを統合すると、EphA2 が細胞分

裂期特異的な機能を有していることが考えられる。ここでは、NVP-BHG712の標的分子としてEphA2

のみに着目して解析を行ったが、標的分子である他の Eph 受容体も細胞分裂に寄与している可能性

は依然と残る。さらに、正常細胞である hTERT RPE-1 細胞（ヒト網膜上皮由来）においてもがん細

胞であるHeLa S3細胞（ヒト子宮頸がん由来）やMDA-MB-231細胞（ヒト乳がん由来）と同様の結

果が得られたことから、少なくとも EphA2 が発現している細胞であれば、EphA2 の細胞分裂期にお

ける機能は、がん細胞のみならず、正常細胞においても保存されていることが示唆された。 

多極紡錘体を形成している細胞や、微小管の位置が非対称な細胞では細胞分裂の進行が遅延するこ

とが知られている。47,48 そのため、EphA2 のノックダウンによる細胞分裂進行の遅延は、多極紡錘

体や微小管の非対称性により引き起こされたと考えられる。これらのことから、EphA2は二極紡錘体

を形成することで細胞分裂を正常に進行させていると考えられる。 

 

1-5 小括 

 

 本章では以下の事を明らかにした。阻害剤、siRNAを用いた検討から、EphA2が、おそらく細胞分

裂期特異的な機能として、二極紡錘体の形成維持に寄与することで正常な細胞分裂の進行を制御する

ことを見出した。さらに HeLa S3 細胞や MDA-MB-231 細胞といったがん細胞のみならず、hTERT 

RPE-1細胞のようにEphA2が発現している正常細胞でもEphA2の細胞分裂期での機能は保存されて

いることを明らかにした。 
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第 2章 Cdk1/MEK/ERK/RSK経路依存的なEphA2 Ser897のリン酸化 

による細胞分裂制御 

 

2-1 緒言 

 

 第 1 章では、EphA2 が細胞分裂を制御していることを明らかにした。EphA2 受容体は他の受容体

と同様、リガンドと結合すると活性化され下流へとシグナルを伝達するが、その際に EphA2 の膜直

下に位置する 588 番目の Tyr 残基（Tyr588）がリン酸化される。33 一方、リガンドと結合していな

い時は増殖因子（EGF、HGFなど）の刺激によりEphA2のC末端領域に存在する 897番目のSer残

基（Ser897）がリン酸化される。39–42 それでは細胞分裂期ではどちらのシグナル伝達が関与している

のだろうか。これを明らかにすることが出来れば、EphA2の細胞分裂期での機能を紐解く手掛かりに

なると考えた。 

序論でも述べたように、EphA2とそのリガンドである ephrin-A1は共に細胞膜に発現しているため、

細胞間接着を生じる間期ではEphA2と ephrin-A1が結合し、それぞれを発現する細胞にシグナルが伝

達する。しかし、細胞分裂期に入るとRhoAが活性化し、アクチン骨格が収縮することで細胞は丸い

形態をとり、21 周りの細胞との接着が著しく減少する。そのため、細胞分裂期ではEphA2と ephrin-

A1 の結合も減少し、EphA2 の Tyr キナーゼ活性が減少することが予想される。そこで本章では、

EphA2 Tyr588のリン酸化を EphA2のTyrキナーゼ活性の指標として、細胞分裂期においてリガンド

依存的な経路の関与を解析した。また、リガンド非依存的な経路でリン酸化される EphA2 Ser897 に

ついても同様に関与を調べた。 
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2-2 実験方法 

 

2-2-1 材料 

 

 Lenti-X 293T細胞はClontech Lab社（Mountain View、CA、USA）から購入し、2 mM L-グルタミン、

20 mM HEPES（pH 7.4）、5% FBSを含むDMEM培地中で 37℃、5% CO2の環境下で培養した。 

本章で新たに用いた抗体の情報と使用時の希釈倍率を以下に示す。 

・抗マウスV5抗体：×1000、M215-3、Medical and Biological Laboratories（名古屋） 

・抗マウスHA抗体：×1000、M180-3、Medical and Biological Laboratories 

・抗マウスRSK2抗体：×1000、sc-9986、Santa Cruz Biotechnologies 

・抗マウス phospho-p44/42 MAPK Thr202/Tyr204（pERK1/2）抗体：×1000、#9106S、Cell Signaling Technology 

・抗ラビットERK2抗体：×1000、sc-154、Santa Cruz Biotechnologies 

・抗ラビット cyclin B1抗体：×1000、sc-752、Santa Cruz Biotechnologies 

・抗ラビット phospho-Filamin A抗体：×1000、#4761S、Cell Signaling Technology 

・抗ラビット phospho-Akt Ser473抗体：×1000、#4060S、Cell Signaling Technology 

・抗ラビット phospho-CREB Ser133抗体：×1000、#9198S、Cell Signaling Technology 

・抗マウスAkt（pan）抗体：×1000、#2920S、Cell Signaling Technology 

・抗マウスAurora B抗体：×1000、611082、BD Biosciences 

・抗マウスFilamin 1抗体：×2000、sc-58764、Santa Cruz Biotechnologies 

・抗マウスCREB抗体：×1000、#9104S、Cell Signaling Technology 

・抗マウス cdc2（Cdk1）抗体：×1000、sc-54、Santa Cruz Biotechnologies 

 

本章で使用した阻害剤は全てDMSOに溶解し、購入先や保存条件に関する情報は以下に示した。 

・U0126：LC Laboratory（Woburn、MA、USA）、-30℃保存 

・BI-D1870：Enzo Life Sciences（NY、USA）、-80℃保存 

・H 89：AdooQ BioScience（Irvine、CA、USA）、-30℃保存 

・API-2：Sigma-Aldrich、-80℃保存 

 

 本章で使用したプラスミドDNAの情報は下記の通りである。 

・GFPが融合した非分解型 cyclin B1 [(R42A) cyclin B1-MmGFP]や cyclin B1の cyclin-boxを欠損させ

たもの [(R42A) cyclin B1ΔC-MmGFP]は J. Pinesから譲渡して頂いた。49 

・抑制性のリン酸化を受けない pcDNA3-cdc2-AF(#39872、Addgene plasmid)は J. Pinesから譲渡して頂

いた。50 

・pDONR223-EphA2（#23926、Addgene plasmid）はWilliam Hahn、David Rootに譲渡して頂いた。51 

・ウイルスベクターである pLX302（#25896、Addgene plasmid）、pLIX_402（#41394、Addgene plasmid）

はDavid Rootに譲渡して頂いた。52 

・レンチウイルスを作製する際に使用したパッケージングプラスミド DNA（pCAG-HIVgp、pCMV-
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VSV-G-RSV-Rev）はRIKEN BioResource Center（茨城）から譲渡して頂いた。 

 

2-2-2 チミジン、RO-3306、MG-132を用いた細胞分裂期への同調方法 

 

 チミジン処理による同調は以下のように行った。HeLa S3 細胞を 35 mm ディッシュに播種し一晩

培養した後、4 mMチミジン（Sigma-Aldrich）を 24時間処理した。予め 37℃に温めておいたPBS (-)

で 4回洗い、37℃に温めた培地を添加した。1時間おきに顕微鏡で撮影した位相差像をもとに、細胞

の形態から分裂期細胞の割合を算出した。 

チミジンとRO-3306を併用して細胞分裂期に同調する際には、HeLa S3細胞を35 mm ディッシュ

に播種し一晩培養した後、4 mMチミジンを 20時間処理した。予め 37℃に温めておいたPBS (-) で 4

回洗い、37℃に温めた培地を添加して 8時間培養した。その後、9 M RO-3306を 8.5時間処理し、以

降は 1-2-2で記述した手順により細胞分裂期へと進行させ、RO-3306によるG2/M期での停止から細

胞周期を再開させて 30分後に文鎮でディッシュを叩いてディッシュから剥がした（mitotic shake-off）

分裂期細胞を 1.5 mL チューブに移した。細胞周期再開 30 分後のものはそのまま SDS サンプルバッ

ファーに溶解し、細胞周期再開 60あるいは 90分後のものはmitotic shake-offしたものを 1.5 mLチュ

ーブに移し、さらに 30、60分間、37℃の水浴中で培養した後、SDSサンプルバッファーに溶解した。 

 MG-132 を用いて細胞分裂中期（metaphase）に同調する際には、HeLa S3 細胞を 35 mm ディッシ

ュに播種し一晩培養し、1-2-2で記述した手順によりRO-3306によるG2/M期の停止から細胞周期を

再開した。再開して 30分後に 10 M MG-132を 1時間処理し、細胞を細胞分裂中期に停止させた。

分裂期細胞をmitotic shake-offにより回収した。 

 

2-2-3 プラスミドDNAの導入 

 

 24穴プレートにHeLa S3細胞を播種し、一晩培養した。以下、1穴当たりの手順を記載する。Opti-

MEM 20 LにLipofectamine 2000を 1 L、Opti-MEM 20 Lに 0.25–0.5 g相当のプラスミドDNAを

加え、これら 2液を混合し、室温で 20–30分静置した。その間に 24穴プレートの培地を除去し、予

め 37℃に温めておいたDMEM 400 Lに交換した。混合した液を 24穴プレートに添加し、24時間後

にウエスタンブロットや免疫蛍光染色、フローサイトメトリーによる解析を行った。 

 

2-2-4 免疫蛍光染色法によるCdk1活性化の評価 

 

 24 穴プレートにHeLa S3 細胞を播種し、2-2-3 に記述した手順でGFP が融合した変異型 cyclin B1

や cdc2（Cdk1）を導入した。細胞をPBS (-) で 1回洗い、2%ホルムアルデヒドにより室温で 10分間

固定した。GFP の蛍光強度が低下するのを防ぐため、通常より弱い条件で固定した。細胞を PBS (-) 

で 3回洗った後、DNAを 1 µM Hoechst 33342/PBS (-) で 15分間染色した。画像は 20 倍対物レンズ

を用い、Hoechst 33342、GFPの蛍光をそれぞれ 400–460 nm、510–550 nmの蛍光フィルターを用いて

検出した。 
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2-3-5 フローサイトメトリー解析による細胞周期の評価 

 

HeLa S3細胞を 35 mmディッシュに播種し、2-2-3に記述した手順で 0.5 g相当のGFPが融合した

変異型 cyclin B1や cdc2（Cdk1）を導入した。24時間後、PBS (-) 1 mLで細胞を洗い、トリプシン 0.3 

mL を加えて細胞をディッシュから剥がした後、低吸着 1.5 mL チューブに移し swing man で遠心し

た。沈殿した細胞をPBS (-) 0.8 mLで洗い込み、再び swing manで遠心した後、上清を除き、PBS (-) 

50 L を加え懸濁した。1 mL の冷 70% EtOH を加えすぐにボルテックスし 4℃で 1 時間固定した。

Staining medium [3% FBSと 0.1% Triton X-100を含むPBS (-)] で細胞を 2回洗い、50 g/mLヨウ化プ

ロピジウム（PI）と 200 g/mL RNaseAを含むStaining mediumによりDNAを 37℃で 30分間染色し

た。その後、BD AccuriTM C6 Plusフローサイトメーター（BD Biosciences）を用いて解析した。 

 

2-2-6 EphA2 Ser897Ala、Ser897Asp変異体の作製 

 

 EphA2 Ser897Ala、EphA2 Ser897Asp変異体を作製するにあたり、pDONR223-EphA2を鋳型とし、

DNAポリメラーゼにKOD-plus-Neo（Toyobo Co. Ltd.、東京）を用いた。プライマーはそれぞれ下記

のものを用いて行い、前熱変性を 94℃で 2分、熱変性を 98℃で 10秒、伸長反応を 68℃で 3.5分の条

件で 30サイクル行った。赤字が Ser残基をAlaまたはAspに置換した部位であり、下線部青字のよ

うにサイレント変異となるよう、制限酵素サイト（BamHⅠ）を導入した。作製した変異体は変異が

導入されていること、さらに、変異導入の過程で意図しない変異が導入されていないことをシークエ

ンス解析により確認した。使用したプライマーは全てEurofins Genomics社（東京）から購入し、それ

ぞれの配列を下記のTable 2-1、-2に示した。 

 

 

Table 2-1  pDONR223-EphA2 S897A、S897D作製に使用したプライマー 

Name            

EphA2 S897A Sense Primer: 5’-CTCCCCGCCACGAGCGGATCCGAGGGGGTGCCCTTCCGC-3’      

Antisense Primer:  5’-CCCCTCGGATCCGCTCGTGGCGGGGAGCCGGATAGACAC-3’ 

EphA2  S897D  Sense  Primer:  5’-CTCCCCGACACGAGCGGATCCGAGGGGGTGCCCTTCCGC-3’ 

  Antisense Primer:  5’-CCCCTCGGATCCGCTCGTGTCGGGGAGCCGGATAGACAC-3’ 
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Table 2-2 pDONR223-EphA2 S897A、S897Dのシークエンス解析に使用したプライマー 

Name           Forward Primer          Reverse Primer 

pDONR223 1   5’-GTCAATGGGAGTTTGTTTTGGC-3’  

pDONR223 2      5’-TCACACACCCGTATGGCAA-3’ 

pDONR223 3   5’-CCATTGCGCCCGATGAGAT-3’ 

pDONR223 4   5’-GTATGCACTGTGCAGTGGATGG-3’ 

pDONR223 5   5’-AAGGTGGAGCTGCGCTGGA-3’ 

pDONR223 6   5’-TGGAGGGCCGCAGCACCA-3’ 

pDONR223 7   5’-GTGTGGTCCTGCTTCTGGTG-3’ 

pDONR223 8   5’-CCATCAAGACGCTGAAAGCC-3’ 

pDONR223 9   5’-ACATCCTCGTCAACAGCAACC-3’ 

pDONR223 10   5’-CCGCCATCTACCAGCTCATG-3’ 

pDONR223 11                                     5’-CATTAAAGCAGCGTATCCA-3’ 

 

 

2-2-7 Gatewayテクノロジーを用いた発現ベクターへの組み換え 

 

 EphA2 を安定的に発現する細胞株を作製するため、Gateway テクノロジー（Invitrogen）を用いて

pDONR223-EphA2をウイルスベクターである pLX302と pLIX_402にLR反応により組み換えた。ま

ず、それぞれ 40 fmol相当のDNA量と 5×LR clonase buffer 2 L、LR clonase enzyme 2 Lを混合し、

TEバッファーを加え、合計 10 Lとした。混合液を 25℃で 12–16時間反応させた後、プロテイナー

ゼK 0.5 Lを加え 37℃で 10 分間反応させ、酵素を失活させた。これを-80℃から氷上で融解した大

腸菌 JM109またはDH5株 100 Lに添加し、氷水中に 30分間静置した。その後、42℃の水浴で 45

秒間ヒートショックを与え、直ちに氷水中に戻し、2分後、予め 37℃に温めておいたSOC培地 1 mL

を添加し、37℃で穏やかに振盪培養した。1時間後、培養液を 100 g/mLアンピシリン含有LBプレ

ートに塗り拡げ、37℃で12–14時間程度培養した。組み換えたプラスミドDNAを制限酵素の処理後、

電気泳動にて確認した。変異体はそれぞれ pDONR223-EphA2 を鋳型にして作製し、変異を導入した

pDONR223-EphA2をGatewayテクノロジーによりその都度ウイルスベクターに組み換えた。 

 

2-2-8 レンチウイルスを用いた安定発現株の樹立 

 

 35 mmディッシュに 80–90%コンフルエントになるようにLenti-X 293T細胞を均一に播種し、一晩

培養した。Lipofectamine 2000を用いた際には、Opti-MEM 100 Lに組み換えたプラスミドDNAを 1.2 

μg、pCAG-HIVgp と pCMV-VSV-G-RSV-Rev をそれぞれ 0.8 μg 加えたものと、Opti-MEM 100 L に

Lipofectamine 2000を 5.6 L加えたものを混合した。Lenti-X 293T細胞の培地を交換し、2液を混合し

たものを添加した。48時間後、ウイルスを含有したLenti-X 293T細胞培養液を 0.45 μmのフィルター

で濾過したものに 8 μg/mL polybrene（Sigma-Aldrich）を加えた。その後、予め 35 mmディッシュに播
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種しておいた HeLa S3 細胞の培地と交換し、ウイルス感染させた。48 時間後、0.5 μg/mL puromycin

（StressMarq Biosciences Inc.、Victoria、BC、Canada）により 1 週間セレクションした。PEI Max

（Polysciences, Inc.、Warrington、Pennsylvania、USA）を用いた際には、Opti-MEM 300 Lに組み換え

たプラスミドDNAを1.7 μg、pCAG-HIVgpとpCMV-VSV-G-RSV-Revをそれぞれ1 μg加えたものと、

Opti-MEM 300 LにPEI Maxを 7.4 g加えたものを混合し、静置した。30分後、混合した液をLenti-

X 293T 細胞の培地と交換し 8–16 時間培養した。予め 35 mm ディッシュに播種しておいた HeLa S3

細胞またはMDA-MB-231細胞をPBS (-) で 2回洗い血清を除去した。ウイルス含有上清を 0.45 μmの

フィルターで濾過したものに 8 μg/mL polybrene を加えた後、PBS (-) で洗った HeLa S3 細胞または

MDA-MB-231細胞に添加した。これ以降は上記のLipofectamine 2000を用いた時と同様の手順でセレ

クションを行った。 

 

2-2-9 免疫沈降法 

 

 免疫沈降を行うにあたり、各サンプル当たり、予めプロテインGセファロースビーズ（GE Healthcare、

Milwaukee、WI、USA）10 Lと抗V5または抗HA抗体 1 gを混ぜ、室温で 3時間反応させた。HeLa 

S3細胞に野生型EphA2またはSer897Ala変異体を恒常的に発現させた細胞（HeLa S3/WT-V5、HeLa 

S3/SA-V5）を10 cm ディッシュに播種し、一晩培養した。5 μM S-trityl-L-cysteine（STLC、Sigma-Aldrich）

を 16 時間処理し、分裂期細胞（前中期）を文鎮でディッシュを叩いてディッシュから剥がし、培養

液ごと回収した（mitotic shake-off）。室温で 5 分間遠心（800 rpm）した後、PBS (-) で細胞を洗い、

swing manで 1–2分間遠心した。PBS (-) を除去した後、細胞を 25 mM HEPES-NaOH、2 mM EDTA-

NaOH、5% グリセロール、50 mM フッ化ナトリウム、2 μg/mL アプロチニン、0.8 μg/mL ペプスタ

チン A、2 μg/mL ロイペプチン、2 mM フッ化フェニルメチルスルホニル、20 mM β-グリセロリン酸、

10 mM オルトバナジン(V)酸ナトリウム、1% Triton X-100を含むTriton Lysis Bufferを用い 10分間氷

中で溶解した。4℃で 10分間遠心（15000 rpm）した後、抗V5抗体と結合させたプロテインGセフ

ァロースビーズに加え 4℃で 3時間反応させた。その後、swing manで 1–2分間遠心し、免疫沈降物

をSDSサンプルバッファーに溶解し、100℃で 3分間煮沸した。 

野生型EphA2またはSer897Ala変異体がドキシサイクリン（Dox）により誘導発現するHeLa S3細

胞（HeLa S3/WT-HA、HeLa S3/SA-HA）を 10 cmディッシュに播種し、一晩培養した。発現レベルを

揃えるため、それぞれDoxをHeLa S3/WT-HA細胞は 5 μg/mL、HeLa S3/SA-HA細胞は 0.5 μg/mL処

理して 32 時間後、5 μM STLC を 16 時間処理して細胞分裂期（前中期）に同調した。分裂期細胞を

mitotic shake-offにより回収し、上記と同様の手順で抗HA抗体を用いて免疫沈降した。 
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2-2-10 ドキシサイクリン（Dox）による誘導発現と siRNAの導入による細胞分裂進行の解析 

 

 HeLa S3/EphA2 wild-type-HA、HeLa S3/EphA2 S897A-HA、HeLa S3/EphA2 S897D-HA 細胞または

MDA-MB-231/EphA2 wild-type-HA、MDA-MB-231/EphA2 S897A-HA細胞を 24穴プレートに播種し、

一晩培養した。1-2-3で記述した手順で siRNA（コントロール siRNA、siEphA2#3; 3’ UTR）を導入す

ると同時に、HeLa S3/EphA2 S897A-HAは 0.5 μg/mL、それ以外の細胞株は 5 μg/mL ドキシサイクリ

ン（Dox）を 28時間処理した。その後、Doxと共に 6–8 M RO-3306を 20時間処理して細胞をG2/M

期に同調し、分裂期細胞を解析した（1-2-2参照）。 
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2-3 実験結果 

 

2-3-1 間期と細胞分裂期でのEphA2のリン酸化部位の変化 

 

 EphA2のリン酸化パターンを間期と細胞分裂期で比較するため、HeLa S3細胞にチミジンを処理し

て S期に停止した後、チミジンを除去することで細胞周期を再開させ、G2期や細胞分裂期へと進行

させた。チミジン処理による S 期の停止から細胞周期を再開して 8 時間後までは分裂期細胞の割合

（mitotic index）に変化は見られず、再開して 8時間後を超えたところから分裂期細胞の割合が徐々に

増加した（図 2-1）。 

 

 

 

 
 
図 2-1  チミジン処理から細胞周期
を再開後の分裂期細胞の割合 
HeLa S3細胞に 4 mM チミジンを 24時
間処理した後、PBS (-) で細胞を洗いチ
ミジンを除去した。1時間ごとに観察し、
分裂期細胞の割合を算出した。 

 

 

 

 

 

この結果をもとに、G2期と細胞分裂期の境界と考えられるチミジン処理による S期の停止から細胞

周期を再開させて 8時間後（G2期）と再開して 10時間後（細胞分裂期）の細胞で EphA2 のリン酸

化パターンを比較した。その結果、G2 期の細胞と比較して、分裂期の細胞ではリガンド依存的にリ

ン酸化される EphA2 Tyr588 のリン酸化が抑制されている一方、リガンド非依存的な経路でリン酸化

される EphA2 Ser897 のリン酸化が亢進していた（図 2-2）。分裂期で亢進することが知られている

Aurora A/BやERK/RSKのリン酸化が再開して 10時間後の細胞において観察されたことは（図 2-2）、

再開して 10時間後の細胞が分裂期細胞であることを示している。 
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図 2-2  間期と細胞分裂期でのリン酸化部位の変化 
HeLa S3 細胞に 4 mM チミジンを 24 時間処理した後、PBS (-) 

で細胞を洗った。10時間後（細胞分裂期）、mitotic shake-offによ
り分裂期の細胞を回収した。対照群として、チミジンを除去し
てから 8時間後（間期）の細胞を用いた。それぞれを図に示す
抗体を用いてウエスタンブロット法により解析した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

チミジン同調で観察された、細胞分裂期におけるEphA2 Tyr588のリン酸化抑制とEphA2 Ser897の

リン酸化亢進を確かめるため、異なる手順で分裂期に同調した細胞を解析した。可逆的Cdk1阻害剤

であるRO-3306でG2/M期に停止させた後、MG-132を処理して分裂期中期（metaphase; Meta）に同

調した細胞では、非同調（Asynchronous; Asyn）あるいは可逆的Cdk1阻害剤であるRO-3306でG2/M

期に停止させたもの（mainly G2; G2）と比べて、図 2-2と同様、Tyr588のリン酸化が抑制されるとと

もにSer897のリン酸化が亢進していた（図 2-3）。これらのことから、細胞分裂期に入ることでEphA2 

Tyr588からEphA2 Ser897へとリン酸化部位が変化すること、つまり、リガンドや増殖因子の刺激に

よらない細胞周期依存的なスイッチの切り替わりが起こることが示唆された。 

 

 

α-tubulin

EphA2

EphA2pS897

EphA2pY588

p-Aurora A/B

Aurora B

Aurora A

8 10 h

◀ A

◀ B

p-ERK1/2

ERK2

release from thymidine

p-RSK

RSK2



28 

 

a                                    b    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3  間期と細胞分裂期でのリン酸化部位の変化 
（a）で示すように、HeLa S3細胞に 9 M RO-3306を 20時間処理した後、PBS (+) で細胞を洗った。30分間培
養した後、10 M MG-132を 1時間処理して細胞分裂中期（metaphase; Meta）に同調し、mitotic shake-offにより
分裂期の細胞を回収した。対照群として、RO-3306を処理してないもの（非同調; Asyn）と 9 M RO-3306を 20

時間処理したものを用いた。それぞれを図に示す抗体を用いてウエスタンブロット法により解析した（b）。 

 

 

次に、細胞分裂期になると亢進する EphA2 Ser897 のリン酸化が細胞分裂期を通じて維持されるの

か解析するため、RO-3306によるG2/M期での停止からの細胞周期再開後、30分ごとのEphA2 Ser897

のリン酸化レベルを調べた。その結果、RO-3306 からの細胞周期再開 30 分後ではこれまでの結果同

様、EphA2 Ser897 のリン酸化亢進が見られたが、60 分後以降では 30 分後と比べて Ser897 のリン酸

化レベルが低下した。一方、Tyr588のリン酸化は抑制されたままだった（図 2-4）。細胞周期の再開 30

分後、60 分後、90 分後はそれぞれ中期（metaphase）、後期・終期（anaphase/telophase）、細胞質分裂

（cytokinesis）の細胞が多いことを免疫染色により確認した。細胞分裂後期・終期（anaphase/telophase）

では cyclin B1の発現レベルの低下が知られており、17,53 図 2-4において細胞周期の停止から再開し

て 60 分後で観察された cyclin B1 の発現量の減少は、60 分後では細胞はおおよそ後期・終期

（anaphase/telophase）の段階にあることを支持している。 

 以上のことから、細胞分裂期ではEphA2 Tyr588のリン酸化が抑制されるとともにSer897のリン酸

化が亢進し、細胞分裂後期・終期（anaphase/telophase）に進むとSer897のリン酸化レベルが低下して

いくことが明らかになった。 
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図 2-4  細胞分裂の進行と EphA2 のリン酸化の関
係 
HeLa S3 細胞に 4 mM チミジンを 24 時間処理した後、
PBS (-) で細胞を洗った。8時間後、9 μM RO-3306を 8.5

時間処理し、G2/M期に停止させた。PBS (+) で細胞を洗
い、RO-3306を除去後、30分ごとにmitotic shake-offによ
り分裂期細胞を回収した。それぞれを図に示す抗体を用
いてウエスタンブロット法により解析した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-3-2 細胞分裂期においてEphA2 Ser897はRSKによりリン酸化される 

 

 2-3-1で述べたように、細胞分裂期に入ることでEphA2 Ser897のリン酸化が亢進したことから、次

に細胞分裂期における Ser897のキナーゼの探索を行った。これまでに、間期における EphA2 Ser897

のキナーゼとして、Akt、RSK、あるいは PKAの 3種のキナーゼが報告されている。39–42 そこで、

細胞分裂期特異的にこれらのキナーゼの阻害剤を処理し、細胞分裂期における EphA2 Ser897 のキナ

ーゼの探索を行った。API-2（Akt阻害剤）、BI-D1870（RSK阻害剤）、H 89（PKA阻害剤）をそれぞ

れ分裂期細胞に処理したところ、BI-D1870処理によりEphA2 Ser897のリン酸化がほぼ完全に抑制さ

れた（図 2-5-a）。さらにRSKの上流であるMEKをU0126により阻害したところ、BI-D1870処理時

と同様、EphA2 Ser897のリン酸化がほぼ完全に抑制された（図 2-5-a）。BI-D1870処理により、活性化

したRSKで認められるSer380のリン酸化レベルが増大している。同様の現象は過去にも報告がある

が、その機序は不明である。39 しかしながら、BI-D1870 処理により RSK の基質である Filamin A 

Ser2152 54のリン酸化を抑制したことから、BI-D1870はRSKの活性を抑制していると考えられる。ま

た、U0126処理でMEKの基質であるERK55,56やその下流のRSK57のリン酸化が抑制されていること

も確認した（図 2-5-a）。対照群として用いたRO-3306を 20時間処理したもの（RO arrest）に比べ、

種々の阻害剤を処理したものではAurora A/BやERK/RSKの活性が亢進していることから、分裂期細

胞を解析していることを確認した（図 2-5-a）。一方、H 89処理でもEphA2 Ser897のリン酸化がわず

かに抑制されていたため（図 2-5-a）、再度PKAの関与を検討した。その結果、H 89処理でPKAの基

質であるCREB Ser13358のリン酸化が抑制される条件下において、EphA2 Ser897のリン酸化をわずか

に抑制した。よって、一部PKAがEphA2 Ser897をリン酸化しているのかもしれないが、MEKやRSK
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の阻害時と比べて劇的ではないことから、細胞分裂期ではEphA2 Ser897は主にMEK/ERK/RSK経路

によりリン酸化されることが示唆された。 

 

 

a                 b 

 

図 2-5  EphA2 Ser897のキナーゼの探索 
（a）HeLa S3細胞に 8 M RO-3306を 20時間処理し
た後、RO-3306を除去して 30分間培養した。その後、
10 μM MG-132存在下でDMSO（溶媒コントロール）、
10 μM U0126（MEK阻害剤）、20 μM BI-D1870（RSK

阻害剤）、20 μM H89（PKA阻害剤）または 10 μM API-

2（Akt阻害剤）を 1時間処理した。分裂期細胞をmitotic 

shake-off により回収し、対照群として RO-3306 を 20

時間処理したものを間期として回収した。それぞれを
図に示す抗体を用いてウエスタンブロット法により
解析した。 

（b）（a）と同様に、10 μM MG-132存在下でDMSOま
たは H 89 を 1 時間処理し、mitotic shake-off により分
裂期細胞を回収した。それぞれを図に示す抗体を用い
てウエスタンブロット法により解析した。 

 

 

2-3-3 EphA2 Ser897のリン酸化はCdk1の活性化に起因する 

 

 細胞分裂期では、Cdk1は cyclin B1と複合体を形成して活性化され、細胞分裂中期（metaphase）に

おいて全ての染色体の動原体に両極から伸長した微小管が結合すると cyclin B1 が分解され、細胞分

裂後期（anaphase）以降へと進行する。17,53 つまり、cyclin B1が分解される中期（metaphase）までは

Cdk1は活性化状態であるが、後期（anaphase）以降ではCdk1の活性が低下する。また、図 2-4では

cyclin B1の発現レベルの低下と相関してEphA2 Ser897のリン酸化レベルの低下が観察された。その

ため、MEK/ERK/RSK/EphA2 Ser897経路の上流にはCdk1が存在するのではないかと予想した。 
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a                   b                       

図2-6  Cdk1の活性依存的なEphA2 
Ser897のリン酸化亢進 
（a）HeLa S3細胞にGFPが融合した分解
されない cyclin B1 [(R42A)cyclin B1-GFP: 

FL] あるいはC末端側が欠損した分解さ
れない cyclin B1 [(R42A)cyclin B1ΔC-GFP: 

ΔC] を導入した。24時間後、それぞれの
細胞を回収し、図に示す抗体を用いてウ
エスタンブロット法により解析した。（b）
HeLa S3細胞に恒常的活性型Cdk1（Cdk1 

T14A/Y15F）と(R42A)cyclin B1-GFPある
いは(R42A)cyclin B1ΔC-GFPを導入した。
（a）同様、24時間後に回収し、図に示す
抗体を用いてウエスタンブロット法によ
り解析した。*は非特異的なバンドを示し
ている。 

 

 

 

 

 

 

 

 EphA2 Ser897 のリン酸化への Cdk1 の関与を解析するため、点変異を導入することでAPC/C によ

り分解されなくしたGFP融合 cyclin B1 [(R42A)cyclin B1-GFP; FL] を用いた。この変異体の発現によ

り、Cdk1は (R42A)cyclin B1-GFPと複合体を形成し、間期ではあるがCdk1は活性化される。対照と

して、Cdk1との結合部位である (R42A)cyclin B1-GFPのC末端側の cyclin boxを欠損させた変異体を

用いた [(R42A)cyclin B1-GFP C; C]。この変異体は (R42A)cyclin B1-GFP同様、細胞分裂期を終了

してG1期に入っても分解されないが、Cdk1とは結合できないため、Cdk1は活性化されない。両変

異体を HeLa S3 細胞に導入したところ、(R42A)cyclin B1-GFP を発現して Cdk1 を活性化したもので

は、(R42A)cyclin B1-GFP C と比べて、EphA2 Ser897 のリン酸化が亢進した（図 2-6-a）。さらに、

(R42A)cyclin B1-GFP に加えて抑制性のリン酸化を受けないCdk1（Cdk1 T14A/Y15F）も同時に導入し

たところ、(R42A)cyclin B1-GFP C と比べ、(R42A)cyclin B1-GFPを発現させたものでは顕著にEphA2 

Ser897のリン酸化が亢進した（図2-6-b）。また、(R42A)cyclin B1-GFPと活性型Cdk1（Cdk1 T14A/Y15F）

を導入したときに、DNA が凝縮している細胞や、分裂期様に丸い形態をした細胞が観察された（図

2-7-a）。これは、間期の細胞ではあるものの、分裂期を模倣していること、即ち、Cdk1が活性化状態

にあることを示していると考えられる。また、これらを導入後、ヨウ化プロピジウムによりDNAを

染色したところ、DNAのヒストグラムに変化は観察されなかった（図 2-7-a）。これは、これらの導入

により細胞周期が細胞分裂期に停止したため、EphA2 Ser897 のリン酸化が亢進した可能性を否定す

る。以上のことから、EphA2 Ser897のリン酸化はCdk1の活性に依存していることが示唆された。 
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図 2-7  活性型Cdk1と非分解型 cyclin B1の導入による細胞分裂の模倣と細胞周期に及ぼす影響 
（a）HeLa S3細胞にCdk1（Cdk1 T14A/Y15F）と (R42A)cyclin B1-GFPあるいは (R42A)cyclin B1ΔC-GFPを導入
した。24時間後、これらの細胞を 2%ホルムアルデヒドにより室温で 10分間固定した。その後、DNA を 1 µM 

Hoechst 33342により室温で 15分間染色した。Scale bar: 20 μm 

（b）（a）と同様に導入して 24 時間後、トリプシン処理により細胞を剥がし、70%エタノールで固定後、DNA

をヨウ化プロピジウムにより37℃で 30分間染色した。それぞれをフローサイトメーターでDNA含有量とGFP

（cyclin B1）の蛍光を検出した。2次元プロットしたものの横軸はDNA量、縦軸はGFPの蛍光強度を示してい
る。点線で囲った場所はGFP（cyclin B1）が発現した細胞を表し、GFP発現細胞のみのDNAヒストグラムを右
に示した（GFP-positive cells）。それぞれ、18761個以上の細胞を解析した。 

 

 

 

Cdk1が活性化状態となると、EphA2 Ser897のリン酸化の亢進だけでなく、リン酸化の亢進からRSK

の活性亢進が示唆された（図 2-6-a、b; p-RSK）。このことは、Cdk1がMEK/ERK/RSK 経路を活性化

することで、EphA2 Ser897のリン酸化を亢進することを示唆する。そこで、活性型Cdk1によりEphA2 

Ser897のリン酸化を亢進させ、MEK、RSKの阻害剤の他にAkt、PKAの阻害剤を処理した。その結

果、Cdk1依存的なEphA2 Ser897のリン酸化亢進がU0126（MEK阻害剤）やBI-D1870（RSK阻害剤）

処理によりほぼ完全に抑制された。一方で、API-2（Akt阻害剤）処理では抑制されず、H 89（PKA阻

害剤）処理では軽度に抑制された（図 2-8）。よって、細胞分裂期に入り活性化された Cdk1 が

MEK/ERK/RSK 経路を活性化することで、細胞分裂期において Ser897 のリン酸化が引き起こされる

ことが明らかになった。 
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図 2-8  Cdk1/MEK/ERK/RSK 経路による
EphA2 Ser897のリン酸化亢進 
HeLa S3細胞に恒常的活性型Cdk1（Cdk1 

T14A/Y15F）と (R42A)cyclin B1-GFPあるいは
(R42A)cyclin B1ΔC-GFPを導入した。24時間後、
DMSO（溶媒コントロール）、10 M U0126（MEK

阻害剤）、10 M BI-D1870（RSK阻害剤）、20 M 
H89（PKA阻害剤）または10 M API-2（Akt阻害
剤）を1時間処理した。それぞれを回収し、図に示
す抗体を用いてウエスタンブロット法により解析し
た。ΔC; (R42A)cyclin B1ΔC-GFP、FL; (R42A)cyclin 

B1-GFP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-3-4 EphA2 Ser897リン酸化は細胞分裂進行に必要である 

 

 前述したように、細胞分裂期において Cdk1/MEK/ERK/RSK 経路により EphA2 Ser897 のリン酸化

が亢進することを見出したが、それでは細胞分裂期における EphA2 Ser897 のリン酸化にはどのよう

な意義が存在するのだろうか。これを解明するため、Ser897をAlaに置換した変異体（Ser897Ala; SA）

を作製して解析を進めた。 

 HeLa S3細胞にV5タグを付加した野生型のEphA2（HeLa S3/WT-V5）、あるいはSer897Ala変異体

（HeLa S3/SA-V5）を恒常的に発現する安定発現株を樹立し、抗 V5 抗体を用いてこれらの細胞株の

発現確認を行った（図 2-9-a）。導入したEphA2（WT-V5またはSA-V5）の発現レベルが内在性EphA2

と比べて高く、レスキュー実験を行うには十分な発現量であることも確認した（図 2-9-a）。さらに、

抗V5抗体を用いてWT-V5またはSA-V5を免疫沈降したところ、野生型ではSer897のリン酸化が観

察されたのに対し、Ser897Ala変異体では観察されないことを確認した（図 2-9-b）。 
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a             b 

 

図 2-9  V5タグを付加した野生型あるいはSer897Ala変異体EphA2発現株の樹立 
（a）V5 タグを付加した野生型あるいは Ser897Ala 変異体を発現した HeLa S3 細胞株（HeLa S3/WT-V5 または
HeLa S3/SA-V5）およびHeLa S3細胞に 8 μM RO-3306を 20時間処理した後、RO-3306を除去して 30分間培養
した。10 μM MG-132を 1時間処理した後、mitotic shake-offにより分裂期細胞を回収した。対照群としてRO-3306

を 20 時間処理したものを用いた（G2）。それぞれを図に示す抗体を用いてウエスタンブロット法により解析し
た。 

（b）HeLa S3/WT-V5またはHeLa S3/SA-V5株に 5 μM STLCを 16時間処理した後、mitotic shake-offにより分裂
期細胞を回収した。抗V5抗体を用いてWT-V5またはSA-V5を免疫沈降し、それぞれを図に示す抗体を用いて
ウエスタンブロット法により解析した。コントロールとして、抗体を結合させていないプロテイン G セファロ
ースを用いた。 

 

 

 作製した安定発現株（HeLa S3/WT-V5またはHeLa S3/SA-V5）を用いて、Ser897のリン酸化が細胞

分裂の進行に及ぼす影響を解析した。その結果、野生型発現株と比べ、Ser897Ala 変異体発現株では

細胞分裂の進行が遅延した（図 2-10-a）。さらに、HeLa S3/WT-V5またはHeLa S3/SA-V5株に 3’ UTR

を標的とした siRNA を用いて内在性の EphA2 のみをノックダウンしたところ、図 2-10-a と同様、

Ser897Ala変異体発現株において細胞分裂の進行の遅延が観察された（図 2-10-b）。また、内在性EphA2

の有無に関わらず、HeLa S3/WT-V5とHeLa S3/SA-V5株間で分裂期細胞の割合に変化がなかった（図

2-10-a、b; mitotic index）。HeLa S3/SA-V5株において内在性EphA2をノックダウンしなくても細胞分

裂の進行の遅延が観察されたのは、Ser897Ala 変異体によるドミナントネガティブ効果であると考え

られる。これらのことから、細胞分裂期において、EphA2 Ser897のリン酸化は正しく細胞分裂が進行

するために必要であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EphA2

α-tubulin

V5

G
2

H
e

L
a

 S
3

W
T

-V
5

S
A

-V
5

EphA2

EphA2pS897

IP: V5

V5

WT SAWT SA

Ab(-) Ab(+) Input

WT SAEphA2 :



36 

 

 

a                b 

図 2-10  Ser897Ala変異体発現による細胞分裂進行の遅延 
（a）HeLa S3/EphA2 WT-V5またはHeLa S3/SA-V5に 8 μM RO-3306を 20時間処理した後、PBS (+) で細胞を洗
い、1.5時間培養した。それぞれの細胞を固定して免疫染色し、細胞分裂の進行や分裂期細胞の割合を評価した。
各実験で 222個以上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、検定はStudent's t-testにより行った（n=3、*p 

< 0.05、NS, not significant）。 

（b）HeLa S3/EphA2 WT-V5またはHeLa S3/SA-V5に siEphA2（#3、3’ UTR）を導入した。28時間後、8 μM RO-

3306 を 20 時間処理し、PBS (+) で細胞を洗い、1.5 時間培養した。細胞分裂の進行や分裂期細胞の割合を評価
し、各実験で 204個以上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、検定はStudent's t-testにより行った（n=3、
*p < 0.05、NS, not significant）。 

 

 HeLa S3/WT-V5またはHeLa S3/SA-V5株を用いてEphA2 Ser897のリン酸化が細胞分裂の進行にお

いて機能を有することを示したが、HeLa S3/SA-V5株で観察された細胞分裂の進行の遅延は樹立した

株に特異的な表現型、即ち、クローナルバリエーションの可能性は否定できない。そこで、新たにド

キシサイクリン（Dox）の添加により野生型EphA2（WT-HA）またはSer897Ala変異体（SA-HA）を

誘導発現する細胞株（HeLa S3/WT-HAまたはHeLa S3/SA-HA）を樹立した。これらの細胞株から、

抗HA抗体によりWT-HAまたはSA-HAを免疫沈降したところ、野生型ではSer897のリン酸化が観

察されたのに対し、Ser897Ala変異体では観察されないことを確認した（図 2-11）。 

 
 

図 2-11  HA タグを付加した野生型、
S897A変異体EphA2発現株の樹立 
HeLa S3/WT-HAまたはHeLa S3/SA-HAにDox

（WT: 5 μg/mL、SA: 0.5 μg/mL）を 32時間処理
した。5 μM STLC と Dox を 16 時間処理した
後、mitotic shake-offにより分裂期細胞を回収し
た。抗HA抗体を用いてWT-HAまたはSA-HA

を免疫沈降し、それぞれを図に示す抗体を用
いてウエスタンブロット法により解析した。
コントロールとして、抗体を結合させていな
いプロテインGセファロースを用いた。 
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作製したこれらの細胞株を用い、図 2-10 と同様に Ser897 のリン酸化の意義を解析した。HeLa 

S3/EphA2 WT-HAとHeLa S3/SA-HA株にコントロール siRNAを導入しても細胞分裂の進行に変化が

なかった一方、siEphA2（#3、3’ UTR）を導入し、内在性EphA2をノックダウンすると図 1-4と同様、

どちらの細胞株においても細胞分裂の進行が遅延した（図 2-12）。しかし、siEphA2（#3、3’ UTR）の

導入とともに、Doxにより野生型あるいはSer897Ala変異体を誘導発現したところ、野生型（WT-HA）

を誘導発現したものでは細胞分裂の遅延が回復した。一方、Dox 添加による EphA2 WT-HA と比べ、

EphA2 SA-HA の発現レベルの方が明らかに高いにもかかわらず（図 2-13）、Ser897Ala 変異体（SA-

HA）を誘導発現しても回復しなかった（図2-12）。さらに、リン酸化を模倣した変異体であるSer897Asp

がDoxの添加により誘導発現される細胞株（HeLa S3/SD-HA）を樹立し、図 2-12と同様に解析した。

その結果、内在性 EphA2 のノックダウンにより遅延する細胞分裂の進行が Ser897Asp の誘導発現に

より回復した（図 2-14）。 

 以上のことから、EphA2 Ser897 のリン酸化が細胞分裂の進行には必要であることが明らかとなっ

た。また、第 1章で記述した、siEphA2の導入により引き起こされた細胞分裂進行の遅延は、EphA2

のノックダウンにより Ser897 がリン酸化された EphA2 が消失したことが原因であることが分かっ

た。 
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図 2-12  HeLa S3/EphA2 WT-HA、HeLa S3/SA-HA株を用いた細胞分裂の進行の評価 
HeLa S3/EphA2 WT-HAまたはHeLa S3/SA-HAにコントロール siRNA（siCtrl）あるいは siEphA2（#3、3’ UTR）
を導入し、同時にDox（WT: 5 μg/mL、SA: 0.5 μg/mL）を添加した。28時間後、8 μM RO-3306とDoxを添加し、
20時間後、PBS (+) で細胞を洗い、1.5時間培養した。簡単なスキームを棒グラフの上に示した。細胞を固定後、
免疫染色を行い、細胞分裂の進行を評価し、各実験で 199個以上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、
検定はTukey-Kramer testにより行った（n=3、*p < 0.05、**p < 0.01、NS, not significant）。 

 

 

 図 2-13  HeLa S3/EphA2 WT-HA またはHeLa 
S3/SA-HA株の発現確認  

HeLa S3/EphA2 WT-HAまたはHeLa S3/SA-HAにコン
トロール siRNA（siCtrl）あるいは siEphA2（#3、3’ UTR）
を導入し、同時にDox（WT: 5 μg/mL、SA: 0.5 μg/mL）
を添加した。48時間後、それぞれの細胞を回収し、図
に示す抗体を用いてウエスタンブロット法により解析
した。 
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図 2-14  HeLa S3/EphA2 SD-HA株を用いた細胞分裂の進行の評価 
HeLa S3/EphA2 SD-HAにコントロール siRNA（siCtrl）あるいは siEphA2（#3、3’ UTR）を導入し、同時にDox

（5 μg/mL）を添加した。28時間後、8 μM RO-3306とDoxを 20時間処理し、PBS (+) で細胞を洗い、1.5時間培
養した。細胞を固定後、免疫染色を行い、細胞分裂の進行や分裂期細胞の割合を評価した。それぞれ、207個以
上の細胞を解析した。 

 

 

 

 
図 2-15  U0126処理がEphA2
局在に及ぼす影響 
HeLa S3細胞（top）あるいはA549

細胞（bottom）に 6 μM RO-3306を
20時間処理した。PBS (+) で細胞
を洗い、30分間培養した後、10 μM 

MG-132を 1時間処理した。HeLa 

S3 細胞はメタノール、A549 細胞
は4% HCHOを含むPTEMバッフ
ァーにより固定し、EphA2（green）
とDNA（cyan）を染色した。 
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2-4 考察  

 

 第 2 章では間期から細胞分裂期に移行すると、増殖因子やリガンドの刺激とは無関係に、EphA2 

Tyr588 から Ser897 へとリン酸化部位が切り替ることを明らかにした（図 2-2～4）。EphA2 と ephrin-

A1は共に細胞膜に発現しているため、EphA2がリガンドにより活性化されるためには細胞間接着が

必要となる。細胞分裂期に入ると丸い形態をとるため、周りの細胞との細胞間接着が消失する。これ

に伴い、細胞分裂期に入ると ephrin-A1—EphA2間の結合も解消することが予想される。それ故、細胞

分裂期に入ると ephrin-A1の刺激によるEphA2 Tyr588のリン酸化が消失し、さらにCdk1が活性化す

ることでMEK/ERK/RSK経路が活性化し、EphA2 Ser897のリン酸化が亢進したと考えられる。 

 細胞分裂期に入ると、中心体で活性化された Cdk1/cyclin B1 複合体は、59 微小管上の B-Raf を活

性化することが報告されている。60 さらに、Rafの下流分子であるERK/RSKも細胞分裂期では活性

化されることも報告されていることから、61–63 細胞分裂期ではCdk1/B-Raf/MEK/ERK/RSK経路が機

能している可能性が考えられる。よって、本研究で得られた、EphA2 Ser897がCdk1/MEK/ERK/RSK

経路によりリン酸化されることはこれらの報告と矛盾しない。細胞分裂期において、Cdk1 は中心体

上、ERK や RSK は微小管上に局在することから、61–63 Cdk1/ERK/RSK 経路の活性化は中心体から

微小管上にかけて起きていると推測される。抗 EphA2 p-Ser897 抗体を用いて細胞分裂期における

EphA2 Ser897がリン酸化された際の局在を観察したところ、中心体においてEphA2 Ser897のリン酸

化シグナルが観察された。しかし、U0126（MEK阻害剤）処理によるEphA2 Ser897のリン酸化抑制

や、siRNAを用いたEphA2のノックダウンのいずれにおいても中心体のシグナルが消失しなかった。

よって、抗EphA2 p-Ser897抗体により観察されたEphA2 p-Ser897の中心体局在は、おそらく非特異

的なシグナルであると考えられる。また、HeLa S3細胞またはA549細胞にU0126を処理しても細胞

膜からのEphA2の局在の変化は観察されなかった（図 2-15）。さらに、野生型EphA2、EphA2 Ser897Ala

（Ser897非リン酸化状態）、EphA2 Ser897Asp（Ser897リン酸化の模倣）変異体の全てが細胞膜に局在

していた。よってこれらの結果から、EphA2 Ser897のリン酸化の有無に関わらず、EphA2は細胞膜に

局在すると考えられる。 

 第 1章では、HeLa S3細胞に Eph受容体のTyrキナーゼ活性の阻害剤であるNVP-BHG712を処理

すると細胞分裂進行の遅延が観察されたが（図 1-1）、これは当初、NVP-BHG712がEphA2のキナー

ゼ活性を抑制することで細胞分裂進行の遅延を引き起こしたと考えていた。しかし、図 2-2、3 など

の結果から、細胞分裂期ではEphA2 Tyr588のリン酸化レベルが低下していたことから、EphA2のチ

ロシンキナーゼ活性が低下していることが分かった。これまでに、NVP-BHG712 を低濃度で処理し

た際でも MEK/ERK の上流分子である c-Raf を阻害することが報告されている。46 実際、NVP-

BHG712を処理すると、EphA2 Tyr588だけでなく、EphA2 Ser897のリン酸化も抑制された（図 1-2）。

これらのことから、NVP-BHG712処理で観察された細胞分裂進行の遅延は、NVP-BHG712がEphA2 

Ser897の上流である c-Raf/MEK/ERKの阻害したことで引き起こされたと考えられる。 
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2-5 小括 

 

 本章では以下の事を明らかにした。間期から細胞分裂期に移行すると、EphA2 Tyr588のリン酸化が

消失し、EphA2 Ser897のリン酸化が顕著に亢進した。また、このEphA2 Ser897のリン酸化は細胞分

裂期で活性化されたCdk1/MEK/ERK/RSK経路によって引き起こされたことを明らかにした。さらに、

細胞分裂期での Cdk1/MEK/ERK/RSK 経路による EphA2 Ser897 のリン酸化は、正常な細胞分裂進行

に必要であることを見出した。 
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第 3章 EphA2 Ser897/Ephexin4/RhoG経路による cortical rigidityの制御 

 

3-1 緒言 

 

 第 2章までに、Cdk1/MEK/ERK/RSK経路によりリン酸化されたEphA2 Ser897が正常な細胞分裂進

行に必要であることを明らかにした。これまでに、間期において、EphA2はRhoG GEF [GDP結合型

（不活性型）からGTP結合型（活性型）に変換する酵素] であるEphexin4とEphA2 Ser897のリン酸

化依存的に相互作用することが報告されている。33 EphA2がEphexin4と相互作用することでRhoG

が細胞膜付近で活性化され、さらにその下流の Rac1 が活性化される。これにより、アクチンダイナ

ミクスを伴うラメリポディアの形成が促進し、細胞の浸潤や遊走が亢進することが報告されている。

43 細胞分裂期において、アクチン骨格は両極から染色体とは反対の細胞膜側に伸びた微小管（星状

体微小管；astral MTs）を介して紡錘体や中心体を繋ぎ止めている。しかし、アクチン骨格の機能が破

綻すると、星状体微小管をアクチン骨格に繋ぎ止めることが出来ず、染色体整列の失敗、多極紡錘体

（multipolar spindle）の形成などの異常が現れる。23 間期ではあるものの、EphA2 Ser897の下流分子

である Ephexin4/RhoG がアクチン骨格を制御していることから、細胞分裂期でも EphA2 Ser897 が

Ephexin4/RhoG 経路を介してアクチン骨格に影響している可能性が考えられた。第 1 章で EphA2 の

ノックダウンにより、多極紡錘体（multipolar spindle）の形成や染色体が整列せず分裂期の前半に留ま

っている細胞が多く観察されたが、EphA2 Ser897のリン酸化がアクチン骨格の制御を介し、紡錘体形

成に関与する可能性が考えられた。 

以上のことから、EphA2 Ser897の下流分子として Ephexin4やRhoGの関与が考えられたが、これ

らの細胞分裂期における機能は全く知られていない。そこで本章ではEphexin4/RhoG経路の細胞分裂

進行やアクチン骨格への関与について解析した。 
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3-2 実験方法 

 

3-2-1 材料 

 

 MDA-MB-231細胞はEuropean Collection of Cell Cultures社（#92020424、Salisbury、UK）から購入

し、2 mM L-グルタミン、10% FBSを含むL-15培地（Merck、Darmstadt、Germany）で 37℃、非CO2

の環境下で培養した。A549細胞は Japanese Cancer Research Resources Bank（東京）から購入し、2 mM 

L-グルタミン、20 mM HEPES（pH 7.4）、5% FBSを含むDMEM培地中で 37℃、5% CO2の環境下で

培養した。 

 

本章で用いた抗体情報と使用方法に関する情報を以下に示した。 

・抗ラビットARHGEF16（Ephexin 4）抗体：×1000、A301-961A（Bethyl Laboratories、Montgomery、

TX、USA） 

・抗ゴートHSC70抗体：×2000、sc-1059、Santa Cruz Biotechnologies 

・抗ラビットEphA2抗体：×200（IF）、Cell Signaling Technology 

・抗マウスRhoG抗体：×200（IF）、×1000（WB）、sc-80015、Santa Cruz Biotechnologies 

・抗マウスFLAG抗体：×1000、M2、F1804、Sigma-Aldrich 

・抗ラビット phospho-Myosin Light Chain Ser19抗体：×500、#3671S、Cell Signaling Technology 

 

本章で新たに使用した阻害剤は全て DMSO に溶解し、購入先や保存条件に関する情報は以下に示

した。 

・サイトカラシンB：WAKO、-30℃保存 

・S-trityl-L-cysteine（STLC）：Sigma-Aldrich、-30℃保存 

  

 本章で新たに使用したプラスミドDNAの情報は下記の通りである。 

・pENTR4-FLAG（w210-2; #17423、Addgene plasmid）はEric Campeau、Paul Kaufmanから譲渡して頂

いた。65 

・pcDNA3.1-Myc-RhoG：GenScript、東京 

 

3-2-2 免疫沈降法 

 

 2-2-9で記載したように予め、プロテインGセファロースビーズと各実験で用いる抗体を混ぜ、室

温で 3時間反応させた。 

 MDA-MB-231細胞を 10 cm ディッシュに播種し、一晩培養した。間期の細胞は PBS (-) で細胞を

洗った後、3.42 mM EDTA/PBS (-) により 37℃で 10–20 分間培養して剥がした。分裂期細胞

（Prometaphase）は 5 μM STLC（Sigma-Aldrich）を 16 時間処理した後、文鎮でディッシュを叩いて

（mitotic shake-off）培地ごと回収した。それぞれ、室温で 5分間遠心（800 rpm）した後、PBS (-) で
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細胞を洗い、swing man で 1–2 分間遠心した。PBS (-) を除去した後、25 mM HEPES-NaOH、2 mM 

EDTA-NaOH、5% グリセロール、50 mM フッ化ナトリウム、2 μg/mL アプロチニン、0.8 μg/mL ペ

プスタチン A、2 μg/mL ロイペプチン、2 mM フッ化フェニルメチルスルホニル、20 mM β-グリセロ

リン酸、10 mM オルトバナジン(V)酸ナトリウム、1% Triton X-100を含むTriton Lysis Bufferを用い、

10分間氷中で細胞を溶解した。4℃で 10分間、遠心（15000 rpm）した後、抗Ephexin4抗体あるいは

ラビット由来アイソタイプコントロール IgG 抗体と結合させたプロテイン G セファロースビーズに

加え 4℃で 3時間反応させた。swing manで 1-2分間遠心し、免疫沈降物をSDSサンプルバッファー

に溶解した。 

MDA-MB-231/EphA2 wild-type-HA、MDA-MB-231/EphA2 S897A-HA細胞を 10 cm ディッシュに播

種し、一晩培養した。いずれも 5 μg/mL Doxを 32時間処理した後、Doxとともに 5 μM STLCを 16時

間処理して細胞分裂期（prometaphase）に同調した。以降は上記の方法に則り、抗 HA 抗体またはマ

ウス由来アイソタイプコントロール IgG抗体を用いて免疫沈降を行った。 

 

3-2-3 免疫染色法 

 

RhoGを染色する際は、カバーガラスに播種した細胞を 37℃に温めておいた 4% HCHOを含むPBS 

(-) により室温で 20分間固定した。HeLa S3細胞の内在性EphA2の染色は、冷100% MeOHを加え、

-30℃で 5分間固定した。また、A549細胞の内在性EphA2の染色は、4% HCHOを含むPTEMバッフ

ァー [2 mM PIPES（pH 6.8）、0.2% Triton X-100、10 mM EGTA、1 mM MgCl2] により室温で 20分間

固定した。以降のブロッキング、一次・二次抗体との反応は 1-2-6と同様の手順で行った。画像取得

や蛍光観察は共焦点顕微鏡（LSM800; Carl Zeiss、Jena、Germany）を用いた。画像は 60 × 1.42 NA油

浸対物レンズを用い、Hoechst 33342、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 555の蛍光をそれぞれ 400–460 nm、

510–550 nm、570–620 nmの蛍光フィルターを用いて検出した。 

 

3-2-4 RhoGの cortex局在率の評価 

 

 RhoGを免疫染色し、共焦点顕微鏡により各サンプルにつきそれぞれ分裂期細胞（metaphase）が 30

個程度含まれる画像を取得した。ImageJ ソフトウェアを用いて細胞全体の蛍光強度、細胞膜より約

0.5 m内側の蛍光強度を計測した。それぞれの蛍光強度からバックグラウンドを引き、細胞全体の蛍

光強度と細胞膜より内側の蛍光強度の差をcortexに局在するRhoGの蛍光強度とした。算出したcortex

に局在するRhoGの蛍光強度と細胞全体の蛍光強度からRhoGの cortex局在率（%）を評価した。 

 

3-2-5 FLAG-RhoG WTと FLAG-RhoG Gly12Val変異体の作製 

 

 野生型FLAG-RhoGを作製するにあたり、ベクターとして pENTR4-FLAGをKpnⅠとXhoⅠで消化

した。インサートとして pcDNA3.1-Myc-RhoG も同様にKpnⅠとXhoⅠで消化し、これらを Ligation 

Mix（Takara）を用いて 16℃で 8時間ライゲーションした。作製した pENTR4-FLAG-RhoGを 2-2-7で
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記述した Gateway テクノロジーにより pLIX_402 ウイルスベクターと組み換えた。FLAG-RhoG 

Gly12Val変異体の作製は、pENTR4-FLAG-RhoGを鋳型としてDNAポリメラーゼにKOD-plus-Neoを

用い、2-2-6 で記述した手順で行った。作製した変異体に目的の変異が導入されていることをシーク

エンス解析で確認した。使用したプライマーは全てEurofins Genomics社から購入し、それぞれの配列

を下記のTable 3-1、-2に示した。 

 

 

Table 3-1 pENTR4-FLAG-RhoG G12V作製に使用したプライマー 

Name                  Primer 

RhoG G12V Sense Primer: 5’-GGTGATGTTGCTGTGGGCAAGACGTGC-3’  

           Antisense Primer: 5’-CACAGCAACATCACCCACCACCACGCA-3’ 

 

 

Table 3-2  pENTR4-FLAG-RhoG G12Vのシークエンス解析に使用したプライマー 

Name                      

pENTR Fseq   Forward Primer: 5’-CTACAAACTCTTCCTGTTAGTTAG-3’  

pENTR Rseq      Reverse Primer: 5’-ATGGCTCATAACACCCCTTG-3’ 

 

 

3-2-6 Time-lapse imagingによるblebbing形成細胞の評価 

 

 siRNAを処理したHeLa S3細胞を 8 μM RO-3306によりG2/M期に停止させた後、PBS (+) で細胞

を洗い、30分間培養した後に 10 μM MG-132を処理して細胞分裂中期（metaphase）に停止させた。

0.25 μg/mL または 2 μg/mL サイトカラシン B を 10 μM MG-132 と共に 10 分間処理し、Time-lapse 

imaging（Operetta; PerkinElmer、Waltham、MA、USA）を 5分間隔で行い、15分間で blebbingを形成

した細胞の割合を算出した。 
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3-3 実験結果 

 

3-3-1 細胞分裂におけるEphexin4の役割 

 

 第 2 章までに、EphA2 Ser897 のリン酸化が細胞分裂の進行に関与していることを明らかにしてき

たが、それでは EphA2 Ser897 がどのようにして細胞分裂を制御しているのだろうか。これまでに、

間期において、トリプルネガティブ乳がん細胞であるMDA-MB-231細胞ではEphA2がRhoG GEFで

ある Ephexin4 と相互作用すること、43 さらにその結合には Ser897 のリン酸化が必要であることが

報告されている。64 そこで、MDA-MB-231細胞を用いて細胞分裂期におけるEphA2とEphexin4の

関与について解析した。 

 第 1章で示したように、MDA-MB-231細胞の内在性EphA2をノックダウンすると、HeLa S3細胞

や hTERT RPE-1細胞と同様に細胞分裂進行が遅延した（図 1-6）。よって、EphA2とEphexin4の相互

作用を解析するにあたり、MDA-MB-231細胞を用いることは妥当であると考えられる。STLC未処理

群（間期）と処理群（細胞分裂期; prometaphase）のMDA-MB-231細胞から抗Ephexin4抗体を用いて

免疫沈降を行い、EphA2 と Ephexin4 の相互作用を解析した。その結果、これまでに報告されている

間期 [STLC (-)] における相互作用に加え、細胞分裂期 [STLC (+)] においても相互作用が観察された

（図 3-1）。また、図 3-1 から、EphA2 Ser897 のリン酸化が亢進する細胞分裂期では、間期と比べ、

EphA2とEphexin4がより強く相互作用していることが読み取れる。つまり、過去の報告にあるEphA2

とEphexin4の相互作用がSer897のリン酸化依存的であることをサポートし、さらに、細胞分裂期で

はよりEphA2 p-Ser897/Ephexin4経路の持つ役割が大きいことが推測される。 

 

 

 
図 3-1  間期と細胞分裂期での EphA2 と
Ephexin4との相互作用 
MDA-MB-231細胞に 5 μM STLCを 16時間処理
した後、mitotic shake-offにより分裂期細胞を回収
した。間期の細胞はEDTA/PBS (-) で剥がし、そ
れぞれ抗 Ephexin4 抗体で免疫沈降した。免疫沈
降物をそれぞれ図に示す抗体を用いてウエスタ
ンブロット法により解析した。ネガティブコント
ロールとしてラビットアイソタイプコントロー
ル IgG抗体を用いた。LE, long exposure 

 

 

 

 細胞分裂期における EphA2 と Ephexin4 の相互作用が EphA2 Ser897 のリン酸化に依存しているか

評価するため、MDA-MB-231細胞にDox添加により野生型EphA2またはSer897Ala変異体を誘導発

現する安定発現株（MDA-MB-231/WT-HA、MDA-MB-231/SA-HA）を作製した。これらの細胞株を用

いて相互作用を解析したところ、細胞分裂期において野生型（WT-HA）は Ephexin4との相互作用が

観察されたが、Ser897Ala変異体（SA-HA）ではEphexin4との相互作用が減弱した（図 3-2）。 
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図 3-2  MDA-MB-231 細胞における p-
Ser897依存的なEphA2とEphexin4との相
互作用 
MDA-MB-231/WT-HAまたはMDA-MB-231/SA-

HA株にDox（WT: 5 μg/mL、SA: 5 μg/mL）を 32

時間処理した。5 μM STLCとDoxを 16時間処
理した後、mitotic shake-off により分裂期細胞を
回収した。抗 HA 抗体を用いて WT-HA または
SA-HAを免疫沈降し、それぞれを図に示す抗体
を用いてウエスタンブロット法により解析した。
コントロールとして、抗体を結合させていない
プロテインGセファロースを用いた。数値は定
量値を表す。 

 

 

次に、EphA2と相互作用するEphexin4が細胞分裂期において機能を有するか、siRNAを用いてHeLa 

S3細胞の内在性Ephexin4をノックダウンし、細胞分裂の進行に及ぼす影響を解析した。その結果、

EphA2 のノックダウンと同様、Ephexin4 のノックダウンにより細胞分裂進行が遅延した（図 3-3-a、

b）。さらに、HeLa S3/WT-V5またはHeLa S3/SA-V5株を用いてEphA2とEphexin4の相互作用を解析

したところ、MDA-MB-231細胞と同様に、野生型（WT-V5）はEphexin4と共沈したが、Ser897Ala変

異体（SA-V5）とEphexin4の相互作用は野生型と比べて低下した（図 3-4）。 

 

a             b 

 

図 3-3  Ephexin4のノックダウンによる細胞分裂の遅延 
（a）HeLa S3細胞にコントロール siRNAあるいは siEphexin4を導入し、48時間後に回収した。それぞれを図に
示す抗体を用いてウエスタンブロット法により解析した。 

（b）HeLa S3細胞にコントロール siRNAあるいは siEphexin4を導入し、28時間後に 8 μM RO-3306を処理した。
20時間後、PBS (+) で細胞を洗い、1.5時間培養した。図 1-2と同様に細胞分裂の進行や分裂期細胞を評価した。
各実験で 209個以上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、検定はStudent's t-testにより行った（n=3、
***p < 0.001、NS, not significant）。 
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図 3-4  HeLa S3 細胞における
p-Ser897 依存的な EphA2 と
Ephexin4との相互作用 
HeLa S3/WT-V5またはHeLa S3/SA-

V5に 5 μM STLCを 16時間処理し
た後、mitotic shake-offにより分裂期
細胞を回収した。抗V5抗体を用い
てWT-V5またはSA-V5を免疫沈降
し、それぞれを図に示す抗体を用い
てウエスタンブロット法により解
析した。コントロールとしてマウス
由来アイソタイプコントロール IgG

抗体を用いた。 

 

 

以上のことから、間期同様、細胞分裂期においても、Ser897のリン酸化依存的にEphA2とEphexin4

が相互作用し、EphA2の下流でEphexin4が細胞分裂の進行を制御していることが示唆された。 

 

 

3-3-2 EphA2 p-Ser897/Ephexin4経路依存的なRhoGの cortex局在 

 

 間期では、増殖因子の刺激により EphA2 Ser897 のリン酸化が亢進した結果、EphA2 と Ephexin4

（RhoG GEF；GDP が結合した不活性型から GTP が結合した活性型に置換）が結合する。これに伴

い、細胞膜に局在するEphexin4によりRhoGが活性化し、RhoGが細胞膜へとリクルートされること

が報告されている。43 そこで、細胞分裂期におけるEphA2 Ser897のリン酸化の亢進がRhoGの細胞

膜へのリクルートに影響を及ぼすか解析した。EphA2 Ser897の上流であるMEKの阻害剤（U0126）

を細胞分裂期特異的に作用させたところ、溶媒コントロール（DMSO）処理群と比べRhoGの cortex

局在が減少した（図 3-5）。また、EphA2の下流であるEphexin4を siRNAによりノックダウンしたと

ころ、コントロール siRNA（siCtrl）処理群と比べ RhoG の cortex 局在が減少した（図 3-6）。一方、

A549 および HeLa S3 細胞に U0126 を処理しても、EphA2 の局在の変化は観察されなかった（図 2-

15）。これらのことから、細胞分裂期において、MEK/ERK/RSK/EphA2 Ser897/Ephexin4経路はEphA2

の局在に影響することなく、RhoGの cortexへの局在を制御することが示唆された。 
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a 

 

b 

図 3-5  U0126処理によるRhoGの cortex局在の低下 
（a）HeLa S3 細胞に 8 μM RO-3306 を 20 時間処理し、PBS (+) で細胞を洗った
後、溶媒コントロール（DMSO）または 10 μM U0126を 30分間処理した。10 μM 

MG-132と共にDMSOまたは 10 μM U0126を 30分間処理し、細胞を固定した。
RhoG（green）、α-tubulin（red）、DNA（cyan）を染色した。Scale bar: 10 μm 
（b）（a）で染色した細胞のうち、細胞分裂中期（metaphase）の細胞を共焦点顕微
鏡により画像取得し、3-2-4に示した方法でRhoGの cortex局在率を算出した。各
実験で 30個の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、検定はStudent's t-test

により行った（n=3、***p < 0.001）。 
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図 3-6  Ephexin4のノックダウンによるRhoGの cortex局在の低下 
HeLa S3細胞にコントロール siRNAあるいは siEphexin4を導入し、28時間後に 6 μM RO-3306を処理した。20

時間後、PBS (+) で細胞を洗い、30分間培養した後、10 μM MG-132を 1時間処理した。細胞を固定し、RhoG

（green）とDNA（cyan）を染色した。図 3-6 と同様に cortexに局在する RhoGの蛍光強度を定量した。各実験
で 30個の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、検定はStudent's t-testにより行った（n=3、***p < 0.001）。
Scale bar: 10 μm 

 

 

3-3-3 RhoGのノックダウンによる細胞分裂進行の遅延 

 

 3-3-2で記述したように、細胞分裂期において、MEK/ERK/RSK/EphA2 Ser897/Ephexin4経路依存的

に RhoG が cortex に局在するが、これまでに RhoG の細胞分裂期における機能は全く知られていな

い。そこでRhoGの細胞分裂への関与を解析するため、siRNAを用いてRhoGをノックダウンし、細

胞分裂の進行を評価したところ、EphA2や Ephexin4のノックダウンと同様、進行が遅延した（図 3-

7）。このことから、RhoGはEphA2 Ser897/Ephexin4経路の下流で細胞分裂の進行を制御していること

が示唆された。 

 

 

 

a                       b 

  

図 3-7  RhoGノックダウンによる細胞分裂の進行の遅延 
（a）HeLa S3細胞にコントロール siRNAあるいは siRhoGを導入し、48時間後に回収した。それぞれを図に示
す抗体を用いてウエスタンブロット法により解析した。 
（b）HeLa S3細胞にコントロール siRNAあるいは siRhoGを導入し、28時間後に 6 μM RO-3306を処理した。
20時間後、PBS (+) で細胞を洗い、1.5時間培養した後、細胞を固定し、-tubulin及びDNAを免疫染色した。図
1-2と同様に細胞分裂の進行や分裂期細胞を評価した。各実験で 218個以上の細胞を解析した。データは平均±
S.D.で表し、検定はStudent's t-testにより行った（n=3、*p < 0.05、NS, not significant）。 
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3-3-4 活性型RhoGはEphA2のノックダウンによる細胞分裂進行の遅延を回復する 

 

 EphA2 p-Ser897/Ephexin4経路の阻害でRhoGが cortexから非局在化すること、EphA2、Ephexin4、

あるいは RhoG のいずれのノックダウンにおいても細胞分裂の進行が遅延することから、RhoG が

EphA2 p-Ser897/Ephexin4経路の下流で細胞分裂の進行を制御すると仮説を立てた。RhoGは活性型で

あるGTP結合型と不活性型であるGDP結合型を往復することで様々な分子を制御している。43,66 も

し、間期同様、細胞分裂期においても RhoG が EphA2 の下流分子として機能しているならば、活性

型RhoG は EphA2の阻害による細胞分裂進行の遅延を回復することが可能だと考えた。RhoGの 12

番目の Gly を Val に置換することで恒常的活性型となることが知られている。67 そこで、活性型変

異体（FLAG-RhoG-G12V）を作製した。 

 

 

 
 
図 3-8  野生型と活性型RhoGの発現量の比較 
HeLa S3/FLAG-RhoG-WTまたはHeLa S3/FLAG-RhoG-G12V株
にDoxを 48時間処理した（WT: 1 μg/mL 、G12V: 4 μg/mL）。
それぞれの細胞を回収し、図に示す抗体を用いてウエスタン
ブロット法により解析した。 

 

 

 

 

 
図 3-9  EphA2 ノックダウンに起因する
細胞分裂進行の遅延は野生型 RhoG では
回復しない 
HeLa S3/FLAG-RhoG-WT 株にコントロール
siRNA（siCtrl）あるいは siEphA2（#1）を導入
し、同時に 1 μg/mL Doxを添加した。28時間
後、6 μM RO-3306とDoxを 20時間処理し、
PBS (+) で細胞を洗い、1.5 時間培養した。細
胞を固定後、免疫染色を行い、細胞分裂の進行
や分裂期細胞を評価した。各実験で 215 個以
上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表
し、検定はTukey-Kramer testにより行った（n=3、
**p < 0.01、NS, not significant）。 
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図 3-10  EphA2 ノックダウンに起因す
る細胞分裂進行の遅延は活性型RhoGで
回復する 
HeLa S3/FLAG-RhoG-G12V株にコントロール
siRNA（siCtrl）あるいは siEphA2（#1）を導入
し、同時に 4 μg/mL Doxを添加した。28時間
後、6 μM RO-3306 とDoxを 20 時間処理し、
PBS (+) で細胞を洗い、1.5時間培養した。細
胞を固定後、免疫染色を行い、細胞分裂の進
行や分裂期細胞を評価した。各実験で 196 個
以上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で
表し、検定はTukey-Kramer testにより行った
（n=3、**p < 0.01）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

そこで、HeLa S3細胞を用いて、Dox添加により野生型RhoGあるいは活性型RhoGを誘導発現す

る安定発現株（HeLa S3/FLAG-RhoG-WT、HeLa S3/FLAG-RhoG-G12V）を作製した。Doxの処理濃度

を調整することでFLAG-RhoG-WTとRhoG-G12Vの発現レベルを同程度にした（図 3-8）。これらの

細胞株を用いて上記のレスキュー実験を行った結果、野生型RhoG の誘導発現では EphA2 のノック

ダウンにより引き起こされる細胞分裂進行の遅延を回復できなかったが（図 3-9）、活性型RhoGの誘

導発現により回復した（図3-10）。しかし、図3-10においてコントロール siRNA処理群と siEphA2+Dox

（活性型RhoG）処理群の間にも差があり、活性型RhoGによってもEphA2のノックダウンによる細

胞分裂進行の遅延が完全には回復しなかった。これは、EphA2のノックダウン時に、野生型のみなら

ず活性型 RhoG を誘導発現しても、明確な RhoG の細胞膜局在が観察出来なかったことと矛盾しな

い。つまり、足場となるはずのEphA2がノックダウンにより消失するため、RhoGが細胞膜に局在で

きないのかもしれない。しかし、活性型RhoGの誘導発現により、EphA2のノックダウンが引き起こ

す細胞分裂進行の遅延を、部分的ではあるが、回復したことから、細胞分裂期において、RhoGはEphA2 

Ser897/Ephexin4経路の下流で活性化され、細胞分裂の進行を制御していることが示唆された。 
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3-2-5 EphA2 p-Ser897/RhoG経路の抑制による cortical rigidityの低下 

 

 前述したように、Cdk1/MEK/ERK/RSK/EphA2 p-Ser897/Ephexin4/RhoG 経路により細胞分裂が制御

されていることが明らかとなったが、では何故この経路を阻害すると細胞分裂進行が遅延するのだろ

うか。これまでに間期において、EphA2 p-Ser897/Ephexin4/RhoG 経路が Rac1 を活性化することでア

クチン骨格の形態変化を伴うラメリポディアを形成し、細胞の遊走・浸潤を促進することが報告され

ている。43,64,68 細胞分裂期において、アクチン骨格を含めた細胞表面の強度（cortical rigidity）は細胞

の形態のみならず、星状体微小管（astral MTs）を介して微小管の形態や中心体の分配に寄与している。

そのため、細胞分裂期において cortical rigidityが低下すると多極紡錘体や微小管の位置が非対称にな

ることが知られている。69,70 しかし、RhoAとは異なり、RhoGの細胞分裂期における機能は全く知

られておらず、本研究ではCdk1/MEK/ERK/RSK/EphA2 p-Ser897/Ephexin4/RhoG経路が、細胞分裂期

における cortical rigidityにどのように関与しているか解析した。 

 ミオシンの移動に起因するアクチン骨格の収縮力の低下や、アクチンと細胞膜間の結合の低下によ

り cortical rigidityが低下すると、blebbing（図 3-11-a参照）が形成することが知られている。71 EphA2 

p-Ser897/RhoG 経路のアクチン骨格への寄与を評価するため、細胞分裂中期（metaphase）の細胞の

blebbing形成率を調べた（図 3-11-a）。ポジティブコントロールとして用いたアクチン重合阻害剤のサ

イトカラシンBを高濃度（2 μg/mL）で処理すると、ほとんどの細胞で blebbingを形成したが、サイ

トカラシンBの低濃度処理（0.25 μg/mL）では blebbingg形成細胞の割合が 20%程度であり（図 3-11-

b; Untransfected、siCtrl）、低濃度のサイトカラシン B 処理で分裂期細胞のアクチン骨格の強度が部分

的に脆弱化した。このサイトカラシン低濃度処理に加え、EphA2ノックダウンすると blebbingを形成

する細胞の割合が約半数に増加した（図 3-11-b、siEphA2 #1）。これらのことから、EphA2は細胞分裂

期において、cortical rigidityの維持に寄与していることが示唆された。 
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a 

 

b  

 

図 3-11 EphA2ノックダウンによるblebbingの形成 
HeLa S3細胞にコントロール siRNA（siCtrl）あるいは siEphA2（#1）
を導入し、28時間後に 8 μM RO-3306を処理した。20時間後、PBS 

(+) で細胞を洗い、30分間培養した後、10 μM MG-132を50分間処
理して細胞分裂中期（metaphase）に停止させた。その後、MG-132と
共にサイトカラシンB（溶媒コントロール; DMSO、0.25 μg/mL; Low、
2 μg/mL; High）を 10分間処理し、15分間の Time-lapse imagingによ
り blebbingを形成している細胞を計測した。正常な細胞と、blebbing

を形成している細胞の代表的な写真を（a）に示した。矢印は blebbing

を示し、数字は DMSO またはサイトカラシン B の処理後の時間を
示している。 
（b）blebbing を形成している細胞の割合を算出した。各実験で 156

個以上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、検定はTukey-

Kramer testにより行った（n=3、**p < 0.01）。 

 

 

 

 

 
 
図 3-12 U0126処理によるblebbingの形成細胞の増加 
HeLa S3細胞に 8 μM RO-3306を 20時間処理し、PBS (+) で細胞を洗った後、
30分間培養した。10 μM MG-132と共にDMSOまたは 10 μM U0126を 1時間
処理した。最後の 10 分間、0.25 μg/mL サイトカラシン B 存在下で培養した
後、15 分間の Time-lapse imaging により blebbing を形成している細胞を解析
し、blebbingを形成している細胞の割合を算出した。各実験で 200個以上の細
胞を解析した。データは平均±S.D.で表し、検定はStudent's t-testにより行った
（n=3、**p < 0.01、NS, not significant）。 
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次に、cortical rigidityの維持に対するEphA2 Ser897のリン酸化の寄与を解析するため、EphA2 Ser897

の上流である MEK の阻害剤（U0126）を細胞分裂期特異的に作用させ、blebbing の形成率を評価し

た。その結果、溶媒コントロール（DMSO）処理群と比較して、U0126処理群では blebbingを形成す

る細胞の割合が増加した（図 3-12）。さらにこのリン酸化の寄与を解析するため、Dox により野生型

EphA2またはSer897Ala変異体を誘導発現する細胞株（HeLa S3/WT-HA、HeLa S3/SA-HA）を用いた。

3’ UTRをターゲットした siEphA2を処理してHeLa S3細胞の内在性EphA2をノックダウンすると、

siEphA2 #1処理時と同様に blebbingを形成する細胞の割合が増加した（図 3-13）。内在性のEphA2ノ

ックダウンと同時に野生型 EphA2 を誘導発現すると、EphA2 ノックダウンにより増加した blebbing

を形成する細胞の割合が減少した。一方で、EphA2 Ser897Ala変異体を誘導発現しても blebbingの形

成率に変化は観察されなかった（図 3-13）。これらのことから、EphA2 Ser897のリン酸化が細胞分裂

期において cortical rigidityの維持に寄与していることが示唆された。 

 

 

 

図 3-13 野生型 EphA2 と Ser897Ala 変異体を
用いた、Ser897リン酸化のblebbing形成に及ぼ
す影響 
HeLa S3/EphA2 WT-HA または HeLa S3/SA-HA にコ
ントロール siRNA（siCtrl）あるいは siEphA2（#3、3’ 

UTR）を導入し、同時にDox（WT: 5 μg/mL、SA: 0.5 

μg/mL）を添加した。28時間後、8 μM RO-3306とDox

を 20時間処理し、PBS (+) で細胞を洗い、30分間培
養した。その後、10 μM MG-132を 1時間処理した。
最後の 10 分間に 0.25 μg/mL サイトカラシン B 存在
下で培養した後、15分間のTime-lapse imagingにより
blebbing を形成している細胞を計測した。各実験で
182 個以上の細胞を解析した。データは平均±S.D.で
表し、検定は Tukey-Kramer test により行った（n=3、
*p < 0.05、**p < 0.01、NS, not significant）。 

 

 

 

 

 

  

さらに、EphA2 Ser897の下流分子であるRhoGを siRNAによりノックダウンすると、EphA2ノッ

クダウンあるいはU0126処理時と同様、blebbingを形成する細胞の割合が増加した（図 3-14）。以上

のことから、細胞分裂期では EphA2 Ser897/RhoG経路により、cortical rigidityが維持されていること

が示唆された。 
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図 3-14 RhoGノックダウンによるblebbing形成細胞の増加 
HeLa S3細胞にコントロール siRNAあるいは siRhoGを導入し、28時間後に 8 μM 

RO-3306を 20時間処理した。PBS (+) で細胞を洗い、30分間培養した後、10 μM 

MG-132を 1時間処理した。最後の 10分間に 0.25 μg/mLサイトカラシンB存在
下で培養した後、15分間のTime-lapse imagingにより blebbingを形成している細
胞を解析した。各実験で 172個以上の細胞を解析し、blebbingを形成している細
胞の割合を算出した。データは平均±S.D.で表し、検定は Student's t-test により行
った（n=3、*p < 0.05）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-15 RhoG ノックダウンや EphA2 Ser897 の
リン酸化の抑制はMyosin Light Chainのリン酸化
に影響しない 
HeLa S3細胞にコントロール siRNAまたは siRhoGを導
入し、それぞれを 48 時間後に回収した（左）。HeLa S3

細胞に 8 μM RO-3306を 20時間処理した後、PBS (+) で
細胞を洗い、30 分間培養した。10 μM MG-132 と共に
DMSOまたは 10 μM U0126を 1時間処理し、それぞれ
からmitotic shake-offにより分裂期細胞を回収し（右）、
図に示す抗体を用いてウエスタンブロット法により解
析した。 
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3-4 考察 

 

 図 3-1、2、4 で示したように、間期と同様、細胞分裂期においても EphA2 と Ephexin4 が EphA2 

Ser897のリン酸化依存的に相互作用することを明らかにした。図 3-1をより詳細に観察すると、間期

と比べて細胞分裂期の方が免疫沈降した Ephexin4 の量が少ないにもかかわらず、EphA2 の結合量は

細胞分裂期の方が多い。これは、細胞分裂期では EphA2 Ser897 のリン酸化が亢進するため、EphA2 

Ser897 のリン酸化依存的である Ephexin4 と EphA2 の相互作用がより強化されたためと考えられる。

このことは、EphA2 p-Ser897/Ephexin4/RhoG経路はこれまで報告されてきた間期におけるがん悪性化

への寄与に加え、細胞分裂期制御にも寄与することを示している。よって、本研究で明らかにした細

胞分裂期でのEphA2 Ser897/Ephexin4/RhoG経路による cortical rigidityの制御は細胞にとって大きな意

義を持っていることが考えられる。あるいは、EphA2 Ser897/Ephexin4/RhoG経路には更なる細胞分裂

の制御機構が存在するのかもしれない。 

 EphA2 Ser897 の上流である MEK の阻害剤（U0126）の処理や Ephexin4 ノックダウンにおいて、

RhoGの細胞膜局在が減少した（図 3-5、6）。また、内在性EphA2ノックダウン時に活性型RhoGを

誘導発現したところ、EphA2ノックダウンによる細胞分裂進行の遅延が部分的に回復したことは（図

3-10）、活性型 RhoG の細胞膜への明確な局在が観察出来なかったためだと考えている。これらのこ

とから、EphA2はEphexin4/RhoG経路の足場タンパク質として機能している可能性が考えられる。 

 細胞分裂期における cortical rigidityは紡錘体の位置や二極紡錘体の形成、染色体の赤道面上での整

列に必須であることが知られている。69,72 本章では、アクチン重合阻害剤であるサイトカラシンの

低濃度存在下において、EphA2 Ser897/Ephexin4/RhoG経路が抑制されると blebbingを形成する細胞の

割合が増加した（図 3-13、14）。cortical rigidityの低下により blebbingが惹起されるが、73 その原因

として、アクチン骨格の収縮力の低下あるいはアクチンと細胞膜間の結合の低下が報告されている。

71 図 3-15に示したように、U0126処理あるいはRhoGをノックダウンしても、アクチン骨格の収縮

力の指標となるミオシン軽鎖のリン酸化（p-MLC Ser19）に変化がなかった。そのため、

Cdk1/MEK/ERK/RSK/EphA2 Ser897Ephexin4/RhoG 経路はアクチン骨格の収縮力には関与せず、アク

チンと細胞膜間の結合に関与していることが示唆された。実際、線虫のRhoGのホモログであるMIG-

2が細胞膜の縁に anillinをリクルートすることが報告されている。74 anillinは細胞分裂後期（anaphase）

から終期（telophase）にかけて、細胞膜とアクチン骨格を構成するタンパク質と結合して分裂溝の位

置の維持に寄与することが報告されている。75 さらに、RhoG はアクチンと細胞膜を繋ぎ止めるタ

ンパク質である ERM（Ezrin、Radixin、Moesin）と相互作用することも報告されている。76 anillin77

や ERM69 のノックダウンにより、blebbing を形成する細胞が増加することが報告されているため、

EphA2 Ser897/Ephexin4/RhoG 経路の下流ではこれらのアクチン関連タンパク質が機能しているのか

もしれない。 

これらの報告に加え、間期ではEphA2/Ephexin4/RhoG経路がRac1を活性化してアクチン骨格のリ

モデリングを伴うラメリポディアの形成を促進することが知られている。43 Rac1は細胞分裂期に入

ると徐々に活性が低下し、細胞分裂終期（anaphase）になるとRac1の活性化レベルが最も低くなる。

その一方で、細胞分裂期の前半（前中期から中期にかけて）ではRac1の活性が残存している。78 ま
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た、過剰な Rac1 の活性により細胞分裂期を通じて細胞が丸くなることが出来ないことも報告されて

いる。79 つまり、適切な細胞分裂の進行には適度なRac1の活性レベルが求められるのではないだろ

うか。これらのことから、EphA2/Ephexin4/RhoG経路の阻害による blebbing形成細胞の増加は anillin、

ERM、Rac1などの分子の機能を抑制することで引き起こされた可能性が考えられる。 

 

3-5 小括 

 

 本章では以下の事を明らかにした。EphA2は間期と同様、EphA2 Ser897のリン酸化依存的にRhoG 

GEF（RhoG を活性型に置換）である Ephexin4 と相互作用することを見出した。また、EphA2 

Ser897/Ephexin4 経路依存的に RhoG が細胞膜に局在することを明らかにした。これらのことから、

Ephexin4やRhoGは EphA2 Ser897の下流分子として正常な細胞分裂進行に寄与していることが示唆

される。さらに、細胞分裂期において、EphA2 Ser897/RhoG経路は細胞膜や細胞膜直下のアクチン骨

格の強度（cortical rigidity）の維持に寄与していることを見出した。 
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総括 

 

本研究では、新規の細胞分裂制御分子を見出し、その機能解析により細胞分裂の制御機構の一端を

解明することを目的として実験を行い、以下のことを明らかにした。 

第 1 章では、受容体型チロシンキナーゼ EphA2 が、細胞分裂期において、二極紡錘体の形成維持

に寄与することで正常な細胞分裂の進行を制御することを見出した。さらに、HeLa S3細胞やMDA-

MB-231 細胞といったがん細胞や、hTERT RPE-1 細胞のような正常細胞で EphA2 の細胞分裂期での

機能が保存されていることを示唆した。 

第 2章では、間期から細胞分裂期に移行すると、EphA2 Tyr588のリン酸化が消失した一方、EphA2 

Ser897のリン酸化がCdk1/MEK/ERK/RSK経路によって顕著に亢進することを明らかにした。さらに、

細胞分裂期でのEphA2 Ser897のリン酸化は、正常な細胞分裂進行に必要であることを見出した。 

 第 3章では、EphA2は間期と同様、RhoGを活性型に置換するRhoG GEFであるEphexin4とEphA2 

Ser897 のリン酸化依存的に相互作用し、EphA2 Ser897/Ephexin4 経路に依存して RhoG が細胞膜に局

在することを明らかにした。さらに、細胞分裂期において、EphA2 Ser897/Ephexin4/RhoG経路は細胞

膜や細胞膜直下のアクチン骨格の強度（cortical rigidity）の維持に寄与していることを見出した。 

以上のことから、細胞分裂期において、受容体型チロシンキナーゼEphA2はCdk1/MEK/ERK/RSK

経路によってSer897がリン酸化されることでEphexin4/RhoG経路を活性化し、cortical rigidityの維持

に寄与していることを明らかにした。よって、EphA2 Ser897のリン酸化による cortical rigidityの維持

が二極紡錘体の形成に関与し、正常な細胞分裂進行に寄与すると考えられる。 

EphA2 はヒトの発生過程では発現量が高く、ヒトの成長と共にその発現量が低下することが知ら

れている。35 そのため、より発現量が高く、尚且つ細胞分裂が盛んな発生過程では細胞分裂期での

EphA2の寄与はより高いのかもしれない。 

 本研究から、EphA2 Ser897 のリン酸化による細胞分裂の制御機構が明らかになったが、EphA2 

Ser897のリン酸化抑制が細胞分裂異常を引き起こした結果、細胞がどのような運命をたどるかは未解

明であり、非常に興味深い。EphA2 のノックダウンは多極紡錘体や紡錘体の非対称性を引き起こし

た。一般的にこのような細胞はがん化すると考えられている。そのため、EphA2のノックダウンある

いは Ser897 のリン酸化抑制は、細胞のがん化に寄与することが推察される。EphA2 はリガンドであ

る ephrin-A1との結合によりMAPK経路の抑制を介して細胞増殖を抑制すること 80から、 EphA2は

がん抑制に寄与すると考えられている。実際、腫瘍モデルマウスの EphA2 をノックアウトすると腫

瘍形成が促進することが報告されている。81 EphA2 は 1 番染色体に存在しており、1番染色体が欠

損しているがん細胞においては、EphA2 のがん抑制の消失ががん化に寄与していることが考えられ

る。32,82,83 これらの報告は、本研究で得られた結果と矛盾せず、EphA2の発現消失による細胞分裂異

常が染色体不安定性を引き起こした結果、細胞のがん化を促進するのかもしれない。 

 上記の報告がある一方、乳がん、前立腺がん、肺がんなど、種々のがんにおいて EphA2 は高発現

しており、それと予後不良との間に正の相関関係があることが知られている。84–86 特にEphA2の研

究が盛んなトリプルネガティブ乳がんにおける検討でも、EphA2の発現抑制がG1/S期への移行の阻

害を介して細胞増殖を抑制したとの報告もある。85 さらに、EphA2 Ser897のリン酸化が細胞の遊走



60 

 

や浸潤を亢進し、がん悪性化を促進することが報告されている。41,43,64 最近、エルロチニブ、トラス

ツズマブ、オキサリプラチン等への抗がん剤耐性を獲得した細胞株では、EphA2 の発現亢進や、86,87 

それに伴う EphA2 Ser897 のリン酸化の亢進が報告されており、88 これらの細胞株の EphA2 を阻害

すると細胞増殖が抑制し、抗がん効果を示す。これらの報告から、EphA2 Ser897を標的とした抗がん

治療の開発が望まれている。EphA2 Ser897のリン酸化の抑制による細胞分裂進行の遅延は、細胞周期

が停止したと捉えることもできる。つまり、EphA2 Ser897のリン酸化の抑制が細胞周期を停止し、細

胞増殖を抑制するのかもしれない。しかし、先述したように、EphA2 Ser897のリン酸化抑制は、細胞

分裂異常に起因する染色体不安定性を引き起こすことも考えられる。よって、EphA2をターゲットと

した抗がん治療の開発はこの点も踏まえて検討するべきであろう。  
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補足データ 

 

・ウエスタンブロット法により解析したメンブレンと、切り抜いたバンド箇所（赤枠）を以下に示す。 
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 図 1-7                       図 2-2 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3 
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図 2-4 
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図 2-5（続き） 
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図 2-8 

 

 

図 2-9 
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図 2-11 
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図 3-1 
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図 3-7                           図 3-8 
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