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　　ヒト顎下腺由来腺癌細胞株における

上皮成長因子（EGF）の増殖機構の解析

　　　　　澤野桂子

岩手医科大学歯学部口腔生化学講座

　　　（主任：太田　稔　教授）

　　（受付：1995年6月14日）

　　（受理：1995年7月14日）

　Abstract：The　effect　of　epidermal　growth　factor（EGF）on　cell　proliferation　was　studied　in

HSG－AZA3，　a　subclone　of　human　salivary　gland　adenocarcinoma　cell　line（HSG）．　The　treatment

with　EGF，　which　is　involved　in　cell　growth，　increased　cell　numbers　and　［3H］thymidine

incorporation　into　DNA．　In　addition，　stimulation　of　EGF　enhanced　both　EGF　receptor　protein　and

EGF　receptor　mRNA　levels．　On　the　other　hand，　the　treatment　of　HSG－AZA3　cells　with　EGF　resulted

in　EGF－dependent　tyrosine　phosphorylation　of　EGF　receptor，　autophosphorylation，5min　after

stimulation，　followed　by　activation　of　MAP　kinase　which　is　one　of　the　kinases　invloved　in　the

phosphorylation　cascade．　These　findings　indicate　that　MAP　kinase　received　the　signal　from　the

membrane－bound　EGF　receptor．　Moreover，　the　protooncogene　product　Fos，　which　acts　as　a

transcription　factor　in　the　nuclei，　was　rapidly　induced　by　EGF　1－3hr　after　stimulation．　These

results　suggest　that　activation　of　EGF　receptor－associated　tyrosine　kinase　and　MAP　kinase　may

play　an　important　role　in　the　EGF　signaling　pathway，　and　that　rapid　induction　of　Fos　be

prerequisite　for　cellular　proliferation　of　HSG－AZA3　cells．

　Key　words：human　salivary　gland　cell　line，　epidermal　growth　factor（EGF），EGF　receptor，　MAP

kinase，　cプbs

緒 言

　細胞は外からの刺激により細胞周期に入る

か，増殖を停止するか，分化にいたるかを決定

する機構を持っ。この制御の異常により引き起

こされるものとして細胞のガン化がある。細胞

増殖因子は正常細胞のみならずガン細胞におい

ても増殖シグナルとガン化シグナルの両方を伝

達することで細胞増殖の調節に関与している1）

が，増殖とガン化シグナルの機構の相違はいま

だ不明の点が多い。細胞性ガン遺伝子のあるも

のは情報伝達系を調節する重要なタンパク質，

例えば細胞増殖因子やそのレセプターあるいは

核内転写調節因子などをコードする2｝5）。このこ

とは細胞増殖因子，そのレセプター，そして細

胞性ガン遺伝子産物が細胞情報伝達機構に深く

関わりをもっことを示す。

　一般にヒト唾液腺ガン組織は導管上皮細胞，

筋上皮細胞，および腺房細胞から構成される特

徴的な上皮細胞である。細胞発生起源の点か

ら，上皮細胞は多分化能を持つ介在部導管細胞

に由来する6）。また，ヒト唾液腺腫瘍細胞の形態
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学的研究や免疫組織化学的研究から，唾液腺介

在部導管上皮細胞は分化誘導剤などの処理によ

り筋上皮細胞や腺房細胞に分化する7・8）。

　白砂，佐藤ら9）により樹立されたヒト顎下腺

由来細胞株　（HSG：human　salivary　gland

adenocarcinoma　cell　line）はヌードマウス移

植腫瘍の組織学的検索からヒト唾液腺介在部導

管上皮細胞にきわめて類似している細胞であ

る。このHSG細胞は分化誘導剤である5
－azacitidine処理により2種類の細胞
（HSG－AZA1ならびにHSG－AZA3）に分化す

る10）。HSG－AZA　Iは筋上皮細胞に特異的なミ

オシンを発現，一方HSG－AZA3は腺房細胞に

特異的なアミラーゼを発現している。我々はこ

れまでに親株HSG細胞は分子量46　kDaの上

皮成長因子（EGF）様増殖因子を合成分泌し，

これが自己の細胞を増殖させる「オートクリン

増殖」を行うことを報告しだ1）。HSG細胞は

EGFレセプターを発現しており，このEGF様

増殖因子によりこのEGFレセプター自身のリ

ン酸化が起こることからEGF様増殖因子は

EGFレセプターを介してシグナル伝達を行い

オートクリン増殖すると考えられた12）。また，

このオートクリン増殖はグルココルチコイドや

レチノイン酸などホルモンの影響を受けて制御

されていることが明らかになった13）。

　細胞増殖因子やホルモンによる情報伝達系で

は，種々のプロテインキナーゼにより機能タン

パク質をリン酸化するが，その際，機能タンパ

ク質分子の特定部位に存在するチロシン，スレ

オニンやセリン残基がリン酸化することによっ

て，機能が制御されている14’15）。EGFの場合，

細胞膜上にそのレセプターを持ち，EGF刺激，

すなわちEGFがEGFレセプターに結合する

ことによりEGFレセプター内在性チロシンキ

ナーゼが活性化され，っいでEGFレセプター

自身のチロシン残基のリン酸化，自己リン酸

化，が起こる1‘17）。それにより細胞内の基質タン

パク質のチロシン残基のリン酸化が誘導され

る。その結果，細胞内のいくつかのシグナルが

活性化され，EGFの持っ増殖調節経路に変化
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を与える。

　レセプターシグナル変換後の細胞内でのシグ

ナル伝達経路は多くの増殖因子で共通であると

推測されてはいるものの，細胞により標的とな

りうるタンパク質の発現状態やその発現レベル

が異なるたあに，どの標的タンパク質をリン酸

化して伝達経路が進むのか細胞の種類によって

も異なることも考えられ，未だ明確にされてい

ない。

　本論文ではHSG親細胞の派生細胞である

HSG－AZA3細胞を用いてEGFのシグナル伝

達機構を明らかにするためにEGFレセプター

内在性チロシンキナーゼ，mitogen・activated

protein　kinase（MAPK）の活性化そして増殖

刺激に共役するといわれる核内転写因子である

Cプbsタンパク質（FOS）の発現への影響を調べ

細胞増殖機構にっいて検討した。

材料および方法

1．試薬

　［methy1－3H］thymidine（70　Ci／mmol）は

ICN　Biomedicals，　USAより，　またEGFは

Collaborative　Research，　USAより購入した。

　抗ヒトEGFレセプター抗体はCambridge

Research　Biochemicals，　UK，抗ホスホチロシ

ン抗体は和光純薬，抗MAPK抗体はUpstate

Biotechnology，　USA　そして抗Fos抗体は

Oncogene　Science，　USAよりそれぞれ購入し

た。

　ACSIIシンチレーターはAmersham，　UKより

購入した。その他の試薬は特級試薬を使用した。

2．細胞および培養法

　ヒト唾液腺由来造腫瘍性介在部導管上皮細胞

株であるHSG細胞は口腔底粘膜に発生した扁

平上皮癌の治療のたあに放射線照射を受けた

後，根治手術が施行された患者の顎下腺で，病

理組織学的にはガン細胞の侵襲を全く認めない

唾液腺組織の培養から樹立されたcell　lineで

ある9・18）。佐藤ら1°）はHSG細胞を5－azacitidine

処理しHSG・AZA3細胞クローンを樹立した

が，この細胞は病理組織学的には腺房細胞ガン



200

とみなされている。本研究で用いたHSG－AZA

3細胞は徳島大学歯学部佐藤光信教授より供与

された。

　HSG・AZA　3細胞維持のためにEagle’s

minimum　essential　medium（MEM）（日水製

薬）にL－glutamine　300㎎／L，カナマイシン

100㎎／Lおよびウシ胎児血清　（Gibco　BRL，

USA）を10％添加した培養液を用いた。通常

の細胞継代は100mmディシュ（Nunc，
Denmark）に2×106個の細胞を植え込み，

5％CO2，37℃で培養した。細胞培養後3日目に

培養液を交換し，5日目にコンフルエントに

なった細胞をEDTA（0．02％）とトリプシン

（2000単位／姐1，持田製薬）を含むPBS（一）溶

液により37℃で5分間処理して細胞を回収し

た。細胞は基本的には5日ごとに継代を行っ

た。なお，細胞数は血球計算板にて算出した。

3．細胞の増殖と形態観察

　細胞数の算出のために12ウェルディシュ

（スミロン）の各ウェルに1×105個の細胞を植

え込み，培養した。培養後，24時間ごとにトリ

プシンーEDTA処理によりウェル中の細胞を

回収し，1ウェル当たりの細胞数を算出した。

なお，培養液の交換は2日ごとに行った。

　EGFの増殖に対する効果を調べるために細

胞数を算出するとともにDNAへの［3　H］－

thymidineの取り込み実験を実施した。24

ウェルディシュ（Nunc，　Denmark）の各ウェル

に0．5×105個の細胞を植え込み培養した。培

養32時間後に培養液を交換し同時にEGFを

添加した。処理64時間後に1ウェル当たり

［3H］thymidine　2μCiを含む培養液に交換し

5％CO2インキュベーターでさらに4時間イン

キュベートした。細胞は冷PBS（一）で2回洗浄

後，1N　NaOHで37℃20分間可溶化した。つい

で可溶化物を4N　HCIで中和，最終濃度10％に

なるように100％TCA（trichrolo－acetic

acid）を加えた。0℃で30分間放置後に遠心し，

上清を除去した。沈殿物は10％TCAにて3回

洗浄後，0．1NNaOHを加えて可溶化した。こ

れをバイァル瓶に移し，ACSIIシンチレータを
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加え，放射活性を液体シンチレーションヵウン

ター（Aloka，　LSC－903）により測定した。

　細胞の形態を調べるために65mmディシュ

（Nunc，　Denmark）に0．58×106個の細胞を植

え込み，培養した。培養32時間後に新しい培養

液と交換し，ついで培養液にEGF（10㎎／ml）

を添加し，64時間後に光学顕微鏡を用いて細胞

の形態学的変化を観察し，写真撮影を行った。

4．ポリアクリルアミド電気泳動（sodium

dodecyl　sulfate：SDS－PAGE）ならびにウエ

スタンブロッティング

　EGFレセプター，チロシンリン酸化タンパ

ク質，MAPKならびにFosを検出するために，

細胞抽出物についてLaemmli法19）による電気

泳動を行った。EGF処理を行った細胞にSDS一

サンプルバッファー（0．3MTris・HCI，　pH　6．8，

2％　SDS，　2％　mercaptoethanol，　30％

glycerol，0．02％bromophenol　blue：BPB）を

加えて回収後，5分間100℃で加熱し，これを

泳動用試料とした。ゲル（8％ゲル：EGFレセ

プター，チロシンリン酸化タンパク質，Fos；

12％ゲル：MAPK）に試料を一定量添加後，20

mAの定電流でBPBがゲルの下端に達するまで

泳動を行った。なお，試料と同時に分子量マー

カー（RainbowTM　protein　molecular　weight

markers：Amersham，　UK）を泳動した。泳動

終了後，ゲル上で分離されたタンパク質の

PVDF膜（ポリビニリデンフルオリド膜，ミリ

ポア）への転写は，転写緩衝液として10％メタ

ノールを含むグリシン緩衝液（pH　8）を使用

し，セミドライ型装置（アトー）により行った。

転写後の膜を5％ミルクを含むTBS・T（50　mM

Tris－HCI，　pH　7．6，　50　mM　NaCl，　0．05％

Tween　20）中にて室温で3時間，ブロッキン

グを行った。ついで膜をTBS－Tで5分間4回

洗浄後，EGFレセプター抗体，リン酸化チロシ

ン抗体，MAPK抗体やFos抗体とそれぞれ4℃

で一夜反応させた。その後，TBS－Tで膜を5分

4回洗浄後にストレプトアビジンービオチン化

二次抗体で20分間反応させ，前回と同様洗浄

操作を行った後，アルカリフォスファターゼ標
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識抗ストレプトアビジン抗体と20分間反応さ

せた。最後にアルカリフォスファターゼを

BclP／NBT（Gibco，　BRL，　usA）を用いて発

色させてそれぞれのタンパク質を検出した。

5．RNAの調製

　HSG－AZA3細胞を2．67×105個の濃度で6

ウェルディシュ（Nunc，　Denmark）の各ウェル

に植え込んで培養した。培養32時間後に培養

液を交換し，EGF（10㎎／mDを添加した。処

理0，3，6，12，24，48，64時間後に回収し

た細胞よりRNAを以下のごとく抽出した2°）。

すなわち，培養液を除去した培養細胞に直接チ

オシアン酸グアニジン溶液（4Mグアニジンチ

オシアネート，　25mM　クエン酸ナトリウム

（pH　7．0），0．5％N・ラウロイルサルコシンナト

リウム，0．1M　2一メルカプトエタノールを含

有）を添加後，細胞を2mlエッペンドルフ

チューブに採取した。この細胞懸濁液を激しく

撹拝し，っいで2M酢酸ナトリウム（pH　4．0），

フェノール，クロロホルム／イソアミルアル

コール（49／1容量比）を順次加えて混合し，

15分間氷冷した。10，000×g，20分間遠心後，

水層を新しいチューブに移しイソプロパノール

を加えて一20℃で1時間冷却した。遠心によ

り得たRNAペレットに再度グアニジンチオシ

ァネート溶液を加えて溶解した。溶解液にイソ

プロパノールを加えて一20℃で1時間放置後，

遠心した。得られた沈殿RNAを80％エタ
ノールで洗浄，乾燥させた後に滅菌水に溶解し

た。なおRNA量は260　nmの吸光度から1
0D260＝40ρ9　RNA／mlで計算した。

6．RT－PCR（reverse　transcriptase－poly．

merase　chain　reaction）法

　細胞より抽出したRNAからcDNAを合成

し，っいでEGFレセプターの増幅を行うため

にGeneAmpR　Thermostable　rTth　Reverse

Transcriptase　RNA　PCRキット　（タカラ）を

用いた。なお，rTth　reverse　transcriptaseは

「everse　transcriptase活性とDNA　polymer－

ase活性の両方を有しているので1つの酵素で

RNAからcDNA合成およびcDNA増幅を行
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うことができる。EGFレセプターのセンスプ

ライマーとして5’－AGAACAACACCCTGGT

CTGGAAGT・3’を，またアンチセンスプライ

マーとして3’－TTCTAGGGCAGGTAGCGTG
ACC－5’を作成した。

　はじめに総RNAからcDNAを合成するた
めにrTth　reverse　transcriptaseを含むRT反

応液4μ1を70℃10分間加熱後，直ちに氷中で

急冷し反応を停止させた。生成されたcDNA

溶液にPCR反応液16μ1を加えて，アニーリン

グ55℃60分，伸長72℃1分，変性94℃1分

を25サイクル繰り返してcDNAの増幅を行っ

た。予想される142bpを持つEGFレセプター

増幅産物について，エチジウムブロマイド存在

下で2％アガロースゲル電気泳動を行った後に，

紫外線照射により検出した。

試料とともに100bp　DNA　ladder（Gibco　BRL，

USA）を泳動し，　EGFレセプター増幅産物の

DNAサイズを確認した。

結 果

1．細胞増殖に及ぼすEGFの効果

　HSG－AZA3細胞を12ウェルディシュの各

ウェルに1×105個を植え込み，　8日間培養し

た。培養2日目から直線的に細胞の増殖が認め

られ，6，7日目で定常状態になり8日目で細

胞数が減少した（データは示さない）。また，倍

加時間は43時間であった。これら基礎的デー

タに基づき本実験における細胞培養やEGF処

理の条件を決定した。特に記載しない場合には

細胞が対数増殖期にある培養32時間後にEGF

処理を行い，64時間後（培養4日目）に実験に

供した。

　細胞増殖因子の一っであるEGFは一般に多

数の上皮系細胞に対して強い細胞増殖元進作用

をもっことが知られている。そこで，

HSG・AZA3細胞の増殖に及ぼすEGFの影響

を調べた。HSG－AZA3細胞を12ウェルディ

シュの各ウェルに1×105個の濃度で植え込

み，培養32時間後にEGF（10㎎／mDを添加

し，6日間培養を継続した結果，Fig．1に示す
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Fig．1．　Effect　of　EGF　on　growth　of　HSG－AZA3

　　　cells　in　culture．

Cells　were　p正ated　into　l2　well－plate　at　a

density　of　1×105　cells／well　and　incubated

at　37℃in　a　5％CO2　incubator．　The　medium

change　was　performed　on　the　3rd　and　5

th　days　after　plating．　The　arrow　indicated

the　position　of　the　EGF　addition．

ような細胞増殖曲線が得られた。培養3日目迄

は対照群とEGF処理群の細胞数には差異は認

められないが，EGF　64時間処理（培養4日目）

群は対照群に比較し，1．2倍の増殖を，また

EGF処理88時間（培養5日目）では1．3倍の

増殖を示した。培養6日目では，EGF処理群の

細胞数は5日目のそれより減少し，対照群と同

値であった。この際，EGFによる細胞の増殖が

停止し，細胞の死が認められた。

　つぎに，［3H］thymidineの取り込みを指標に
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Table　l．　Effect　of　EGF　on　DNA　synthesis．

Additions 　　Incorporation　of

［3H］thymidine（dpm／we11）

None

EGF　（1㎎／m1）

EGF　（5㎎／ml）

EGF　（10㎎／ml）

18，091±：　　677

26，503±1，781

48，534±3，745

54，804±3，894

HSG－AZA3　cells　were　plated　into　24　well－plate　at　a

density　of　5．3×104　cells／we11．　Cells　were　cultllred

for　64　hr　in　the　absence　or　presence　of　EGF　and

then　the　cells　were　incubated　with［3H］thymidine．

The　radioactivity　incorporated　into　acid－insoluble

materials　was　counted．　The　values　are　the　average

±S．D．　of　6　wells．

してHSG－AZA　3細胞のDNA合成に及ぼす

EGFの効果を調べた。すなわち，細胞培養32

時間後に3種類の濃度のEGF（1ng／ml，5㎎

／ml，10㎎／ml）を添加し，その64時間後（培

養4日目）に［3H］thymidineとインキュベー

トしてDNAに取り込まれた放射活性を測定し

た。EGF処理では対照群に比べ濃度依存的に

［3H］thymidineの取り込みの増加が見られた

（Table　1）。また，　EGFを10㎎／ml濃度で添加

した際には未添加群に比較し，およそ3倍の取

り込みの増加を認めた。これらの結果は

HSG－AZA3細胞が添加EGFに応答性を持ち，

細胞増殖を充進させること，また，この細胞増

殖元進は生理的濃度のEGFで誘導されること

から，このEGF効果はEGFレセプターを介す

ることが示唆された。

2．HSG－AZA3細胞の形態に及ぼすEGFの効

果

　HSG－AZA3細胞は細胞質に多数の分泌穎粒

が存在し，多角形の敷石状の上皮性形態を示す

（Fig．2－A）。　EGFを添加すると，　Fig．2－Bに示

すように細長い突起の形成が認められたが，分

泌頼粒は不変であった。この形態変化はHSG

親細胞をEGFで処理した際に認められる典型

的な変化と同様であった。

3．EGFレセプターに及ぼすEGFの効果

　EGFはその効果を現す際には細胞膜表面に

存在する分子量約170，000（170kDa）のEGF
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Fig．2．　Effect　o「　EGF　on　the　morphological

　　　features．

　　　HSG－AZA3　cells　were　plated　into　60　mm

　　　Petri　dish　at　a　density　of　5．8×105　cells

　　　and　c川tured　for　64　hr　in　the　absence（A）

　　　or　prescnce（B）of　EGF（10㎎／ml），

　　　Photographs　were　taken　under　micros－

　　　copy　on　the　4th　day　after　plating．×570

レセプターを介することが知られている。そこ

で，HSG－AZA3細胞におけるEGFレセプター

の存在を抗ヒトEGFレセプター抗体を用いた

ウェスタンブロッティング法により調べた。未

処理の細胞についてその細胞可溶化物の

SDS－PAGEを行い，分離したタンパク質を膜

にトランスファーし，抗ヒトEGFレセプター

抗体と結合後アビジンービオチン複合体法に

よって検出した。その結果，Fig．3に示すよう

に約170kDa付近にEGFレセプタータンパク

のバンドを見い出した。したがって，この細胞

はEGFレセプターを発現していることが確認

された。また，EGF処理64時間後の細胞につ

いても同様の実験を行ったところ，未処理群に

比べ濃いバンドが170kDaの位置に検出され

たが，これはEGF刺激によりEGFレセプター

が増加することを示している。

Cont　EGF
Fig．3．　Effect　of　EGF　on　EGF　receptor　level　in

　　　HSG－AZA3　cells．

　　　HSG－AZA3　cells　were　plated　into　60　mm

　　　Petri．dish　at　a　density　of　5、8×iO°cells

　　　and　cultured　for　64　hr　in　the　absence　or

　　　presence　of　EGF（10㎎／mD．　Total　cellular

　　　extract　was　subjected　to　SDS－PAGE　ge1，

　　　transferred　and　immunoblotted　as　described

　　　inマ’Materials　and　Methods．”The　right　arrow

　　　indicated　the　position　of　the　specific　band

　　　of　EGF　receptor．　The　positions　of　the

　　　molecular　weight　markers　were　indicated

　　　on　the　left．

4．RT－PCR法によるEGFレセブ゜夕一mRNA

の検索

　HSG－AZA3細胞にEGFレセプターの発現

が認められ，EGF処理後にEGFレセプタータ

ンパク量の増加が認められたことから，EGF

レセプターをmRNAレベルで検索した。　EGF

レセプターに特異的なプライマーを用いて

RT－PCRを行ったところEGF未処理群
（Fig．4）において142　bpの部位に増幅された

PCR産物のバンドを認めた。したがって，

HSG－AZA3細胞においてEGFレセプター
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Fig．4．　Analysis　of　EGF　receptor　mRNA　by　RT－PCR　in　HSG－AZA3　cells．

　　　Amplified　PCR　products　were　obtained　using　EGF　receptor－specific　primers　and　cDNA　template

　　　reverse・transcribed　from　total　RNA　of　HSG－AZA3　cells．　The　RT－PCR　products　were　visualized　on

　　　a2％agarose　gel　by　ethidium　bromide　staining．　The　left　arrow　indicated　the　position　of　the

　　　specific　band　of　amplified　EGF　receptor　product．　The　right　arrows　indicated　the　position　of　the

　　　100bp　DNA　Ladder．

mRNAが発現していることが明らかとなっ

た。また，この増幅バンドはEGF処理12時間

後に増強し，48時間から64時間で増幅の減少

を認めた。これらの結果からEGFはEGFレセ

プターmRNAを増加させることによりレセプ

タータンパクの合成を促進することが推測され

た。

5．EGFによるEGFレセプター内在性チロシ

ンキナーゼ活性刺激効果

　EGFは細胞表面に存在するEGFレセプター

に結合することにより，レセプター自身のもつ

チロシンキナーゼが活性化され，リン酸化シグ

ナルが駆動する。また，これにともないレセプ

ターの細胞内領域のチロシン残基も自己リン酸

化されるM）。したがって，EGFレセプターの

自己リン酸化はEGFによるシグナル伝達の指

標ともなる。そこで，EGF刺激後にEGFレセ

プターが持っチロシン残基がリン酸化されるか

どうかを調べるために，チロシンリン酸化に特

異的な抗体を用いてウェスタンブロッティング

を行った。その結果，EGF投与直後，すなわち

0分時，ではEGFレセプタータンパク質が存

在する170kDaの部位にリン酸化チロシン抗

体と反応するバンドは認められなかったが，

EGF処理5分後に170　kDaの位置にチロシン

リン酸化バンドが出現した（Fig．5，矢印）。こ

のリン酸化されたバンドは60分後においても

観察されたが，EGF処理180分後には消失し

た。したがって，EGFレセプターはEGF処理

後に速やかにチロシン残基がリン酸化を受け，

時間とともにリン酸化が消失すると推測され

る。また，170kDaの位置のチロシンリン酸化

の他にMAPKやMAPKキナーゼ（MAPKK）
に相応する部位（およそ42－44kDa；Fig．5，

下部アローヘッド），あるいはRafに相応する

部位（およそ74kDa；Fig．5，上部アローヘッ

ド）にチロシンリン酸化バンドを認めた。この

結果からだけではこれらのリン酸化バンドが

RafかMAPK／MAPKKであるかどうかは確

実ではないが，EGF処理によりEGFレセプ

ターの内在性チロシンキナーゼが活性化され，

細胞内基質タンパクのチロシンリン酸化を引き

起こし，シグナルが伝達されている可能性が示

唆された。

7．EGFによるMAPK活性促進効果

　EGFがEGFレセプターに結合すると内在性
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Fig．5．　Tyrosine　phosphorylation　of　EGF　receptor　in　HSG－AZA3　cells．

　　　Cells　were　plated　into　60　mm　Petri　dish　at　a　density　of　5．8×105　cells　and　cultured　for　3　days．　On

　　　the　4th　day　after　plating，　medium　was　changed　to　serumイree　one．　After　cultivation∫or　lhr，　cells

　　　were　stimulated　with　EGF（10㎎／mD　for　O，5，10，15，30，600r　180　min．　Whole　cell　extracts　were

　　　subjected　to　SDS－PAGE　gel　and　analyzed　by　Westernblotting　with　anti－phosphotyrosine　antibody．

　　　The　molecular　masses　of　the　protein　standards　were　indicated　on　the　left．　The　arrow　indicated

　　　the　migration　of　EGF　receptor．

チロシンキナーゼが活性化される。さらに，こ

の活性化チロシンキナーゼが細胞内の機能性タ

ンパク質をリン酸化する2123）。リン酸化される

1幾能性タンパク質にはShc，　Ash／Grb2，　Ras

などがあるが，そのひとっであるMAPKが活

性化されるかについてウェスタンブロッティン

グにより検索した。MAPKは情報伝達系にお

いて，そのひとつ上流に存在するMAPKKに

よってチロシン，スレオニンのリン酸化を受け

て活性化されるが，リン酸化されたMAPKは

SDS－PAGE上での移動度が非活性型キナーゼ

よりも遅くなることで確認できる。非活性型

MAPKは42と44　kDaの位置にバンドが存在

し，MAPKが活性化されると42→43，44→

45kDaへとシフトする。本実験においては未

処理群で42と44kDaに相応する2本のシン

グルバンドが見られHSG・AZA　3細胞に

MAPKが発現されていることが明らかとなっ

た（Fig．6）。　EGF添加10分後にこれら2っの

バンドは明瞭な4っのバンドとして分離されて

はいないが，42kDaのバンドはダブレットと

して存在した。ダブレットを示すバンドの強度

は30分後に最大であった。これらの結果から

EGF刺激後のシグナルがEGFレセプター内在

性チロシンキナーゼを介してMAPKに伝達さ

れていることが確認された。

8，細胞性ガン遺伝子産物Fosタンパク質の検

索

　細胞性ガン遺伝子産物，Myc，　Jun，　Fosは細

胞増殖因子の刺激により発現誘導される核内転

写制御因子で，多くの細胞株において恒常的に

発現することが認められている。

　HSG親細胞においては，細胞核内にFosが

発現していることを免疫組織染色法により認め

ている24）。そこで，HSG－AZA3細胞のFosの発

現を抗Fos抗体を用いてウェスタンブロッ

ティングにより調べ，さらにEGFの効果を経

時的に調べた。HSG－AZA3細胞を培養3日目
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Fig．6．　Effect　of　EGF　on　MAP　kinase　in　HSG－AZA3　cells．

　　　Cells　were　plated　and　incubated　as　described　in　Fig．5．　Cells　were　treated　with　EGF　for　O，5，10，

　　　15，30，600r　l80　min、　Whole　cell　extracts　were　subjected　to　SDS－PAGE　ge1，　transferred　and

　　　immunoblotted　with　rabbit　polyclonal　anti－MAP　kinase　antibodies．

にEGF処理を行い0，0．5，1，3，6，9時間

後にSDS一サンプルバッファーにて細胞を回

収し，ウェスタンブロッティングに供した。そ

の結果，約62kDaの位置にFosのバンドが認

められた　（Fig．7）。このバンドの強度はEGF

処理1時間から3時間で増強し，その後しだい

に減弱した。また，SDS－PAGEゲル上で移動度

の遅いバンド（およそ63－69kDaの位置）が

EGF処理1時間から3時間後に認められたが，

これは修飾されたFosすなわちMAPKにより

リン酸化を受けたFosであろうと推測された。

考 察

　本研究で使用したHSG－AZA3細胞はHSG

細胞を分化誘導剤である5・azacitidine処理に

よって得たクローンの1っで，親株のHSG細

胞と異なり唾液腺の主な分泌タンパクであるア

ミラーゼの発現が認められている分化型の細胞

である。このHSG－AZA3細胞をEGFで処理

すると細胞数の増加と［3H］thymidineの

DNAへの取り込みが増加したことからEGF

は細胞増殖充進に作用し，これはEGFの細胞

増殖シグナルがEGFレセプターを介して伝達

されることが示唆された。また，［3H］・

thymidineの取り込みを細胞増殖の指標にし

た際，HSG親株細胞ではEGF（10㎎／皿1）処

理後に，約1．4倍の取り込みの増加を25），一方，

HSG－AZA3細胞では約3倍の増加が認められ

た。この結果は，親株に比べ，分化型の

HSG－AZA3がEGFに対する応答性が高いこ

とを示しており，EGFによるシグナル伝達機

構を解析していく上でHSG・AZA3細胞は有用

な系と考えられる。

　本研究では細胞増殖因子としてEGFを用い

たが，EGFは新生児マウスの眼瞼開裂および

切歯出現の早期化を促進する因子として顎下腺

から単離された物質26）で，上皮細胞のみならず

きわめて多種多様な組織細胞に作用する増殖因

子である。EGFは形質膜を自由に透過できな

いので，細胞膜表面に存在するEGFレセプ

ターに結合することによりシグナルを細胞内に

伝達する。EGFレセプターは細胞膜外側のリ

ガンド結合領域，膜貫通領域そして細胞膜内側

のチロシンキナーゼ領域とC末端領域から
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Cells　were　plated　and　incubated　as　described　in　Fig．5．　Cells　were　treated　with　EGF（10㎎／ml）

for　O，0．5，1，3，6，0r　g　hr．　Whole　cell　extracts　were　subjected　to　SDS－PAGE　gel，　transferred　and

imnlunoblotted　with　anti・Fos　antibodダThe　arrow　indicated　the　posi亡jon　of　the　spec頂c　band　of

Fos．

成っている分子量170kDaの糖タンパク質で

あり，これまでの研究から，これら各領域の機

能の多くが明らかとなっている。

　EGFによる細胞増殖機構に介在すると考え

られるEGFレセプターのHSG・AZA3細胞に

おける存在を調べるためにヒトEGFレセプ

ターに特異的な抗体を用いたウェスタンブロッ

ティングを実施したところ，約170kDaの位置

にバンドを検出した。また，このバンドの強度

はEGF処理により上昇した。一方，　EGFレセ

プターに特異的なプライマーを用いた

RT－PCR解析において予想されたcDNA増幅

産物が検出され，HSG－AZA3細胞にEGFレセ

プターが発現することが示された。また，EGF

処理12時間後にEGFレセプターmRNAレベ

ルは最大となったが，このmRNAレベルでの

増加が，上述したタンパクレベルでの増加に先

立っことから，EGFによるEGFレセプターの

増加はレセプタータンパクの合成を介している

ことが明らかとなった。Aladibら27）はHSGな

らびにHSG・AZA3細胞におけるEGFレセプ

ターについて細胞当たりの総レセプター数は

HSG親株細胞に比べ，　HSG・AZA3細胞でやや

少ないが，EGFの細胞表面での結合時間は

HSG－AZA3細胞で長いことから，　EGFの情報

伝達刺激は親細胞より，HSG－AZA3細胞で持

続することを報告している。したがって，この

ことが親細胞HSGと派生細胞HSG・AZA3に

おいてEGFに対する増殖への応答性の相違を

引き起す原因の1つになっているのかもしれな

い。

　細胞膜を貫通した状態で単量体として存在す

るEGFレセプターの細胞外領域にEGFが結

合すると細胞膜上でEGFレセプターの凝集が

生じEGF－EGFレセプター複合体は二量体

を形成するが，その際，EGFレセプターの細胞

内領域のチロシンキナーゼが活性化される。つ

いでEGFレセプターのC末端領域が自らのチ

ロシンキナーゼ活性によりリン酸化（自己リン

酸化）1醐される。この自己リン酸化部位に細胞

内基質タンパクが結合し新たなシグナルを引き

起こす。この変化が情報伝達開始となり細胞増
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殖・形態変化・細胞分化など多岐にわたる効果

をもたらす。本研究においてEGF添加時の

EGFレセプター自己リン酸化を抗リン酸化チ

ロシン特異抗体を用いて経時的に解析した結

果，EGF添加0分時に検出されないバンドが

添加5分後に約170kDaの位置に出現した。こ

の170kDaの位置はEGFレセプターの位置に

相応することからEGFレセプターがチロシン

リン酸化を受けたバンドであることを推測させ

た。また，EGFレセプターの自己リン酸化は時

間の経過とともに消失したことよりEGFによ

るシグナルはすみやかに開始された後，細胞内

へ伝達されることが示唆された。

　最近の研究からEGFによる増殖シグナル伝

達系においてEGFレセプター内在性チロシン

キナーゼの下流にAsh／Grb2やSosを介した

rasタンパクに至るシグナル伝達経路22’23），さら

に下流にはMAPキナーゼカスケードが存在す

ることが明らかとなった28）。MAPキナーゼカ

スケードは正常ならびに腫瘍組織また培養細

胞において普遍的に存在し，細胞の増殖や分化

機能の調節に重要な役割を果たしている。培養

細胞においてMAPKは種々の増殖因子や発癌

プロモーターの刺激により共通の活性化するセ

リン・スレオニンキナーゼであり，40－45

kDaの触媒サブユニットだけからなる単量体

の酵素である29｝32）。このMAPKの活性化因子

はMAPKキナーゼ（MAPKK）で，これは分子

量45kDaのセリン／スレオニン／チロシンキ

ナーゼであり，MAPKのスレオニンとチロシ

ンをリン酸化して活性化する33）。さらに，最近

ではMAPKKのさらに1つ上流にこれをリン

酸化するMAPKKキナーゼ（MAPKK・K）も

発見されているが，MAPKK－Kに関しては，

EGF刺激後にチロシンリン酸化される分子量

74－75kDaのRafもその1っと考えられて
いる34　％）。本研究においてEGFレセプターの

チロシンリン酸化状態を検索した際に，EGF

処理後に170kDaのEGFレセプターのバンド

に加えて約45kDa分子ならびに約74－75

kDa分子のリン酸化バンドが出現した。分子量
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の一致からだけでは判断できないが，これら分

子のうち約46kDaタンパクはMAPKか
MAPKK，そして約74　kDaタンパクはRaf，

である可能性も高く，今後はこれら伝達分子に

っいての詳細な検討が必要と思われる。本研究

では約45kDaに位置するチロシンリン酸化バ

ンドはMAPKかMAPKKに関連するタンパ
クである可能性が示唆されたことから，MAPK

抗体を用いたウェスタンブロッティングによる

検索を行った。その結果，分子量の異なる42な

らびに44kDaの2本のバンドが検出された。

このMAPKは上流に存在するMAPKKに
よってチロシン・スレオニンのリン酸化を受け

て活性化されると，リン酸化MAPK（活性型）

となる。活性型MAPKはSDS－PAGE上での

移動度が非活性型MAPKより遅くなるので，

これを指標にして分析すると，EGF刺激10分

後におよそ42kDaの位置のバンドがダブレッ

トで認あられ，このバンドの強度は30分で上

昇した。この結果からEGFのシグナルは

MAPKKに伝達された後に，　MAPKの活性化

を引き起こしたことを示している。従って，

EGF刺激によりEGFレセプター内在性チロシ

ンキナーゼの活性化にひきつづき，細胞内のシ

グナル伝達経路中の標的タンパク質であるいく

っかの伝達分子のチロシンリン酸化による活性

化を経て，MAPキナーゼカスケードが確実に

働いたものと思われた。

　EGFレセプター内在性チロシンキナーゼの

下流にRasがあり，　Rasの活性化によりMAP

キナーゼカスケードが活性化され，最終的に核

内での転写の活性化というEGFの増殖シグナ

ルの基本的な経路にかかわる伝達成分やその働

きについてはまだ不明の点が多い。たとえば，

MAPKKを活性化するMAPKK・Kについてガ
ン遺伝子産物Raf’1がその候補としてあげら

れている34－36）。一方で，同じくガン原遺伝子産

物MosがMAPKK－Kとして機能すると言う
報告もある37）。しかし，最近，Rasの直接の標的

タンパクはRaf・1であることが明らかにさ

れ38），RasからMAPKへの経路が明らかにな
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りつつある。

　最近，細胞質に存在する活性型MAPKの一

部が増殖刺激により核に移行することが明らか

となったが，このことはMAPKが核内におい

て機能することを示唆している。MAPKによ

り制御されている核内分子としてFosやMyc

などの転写因子があげられる3息40）。一般にCプbs

はc二∫μηやc一勿ycなどと同様immediate　early

geneとよばれている遺伝子で増殖因子の刺激

により数分で転写が誘導される。本研究におい

て核内転写因子として働く細胞性ガン遺伝子産

物FosへのEGFの影響を調べた結果，　EGF処

理1時間から3時間後にFos発現の増大を認

めた。また，SDS・PAGEゲル上で移動度の遅い

Fosのバンドが認あられたが，活性型MAPK

が核の中でFosのリン酸化に関与することが

報告されていることから，これはFosのリン酸

化されたバンドである可能性が高い。Fosは細

胞性ガン遺伝子産物Junとヘテロダイマーを

形成し，転写活性化因子（AP－1：activated

protein－1）として標的遺伝子プロモーター領

域のAP－1　responsive　elementに結合して

種々の増殖関連遺伝子の活性化を調節すること

により細胞増殖に関わっていることが明らかと

なっているが，本研究の結果から，HSG・AZA3

細胞においてEGFによる増殖促進にもAP－1

が関与している可能性が示唆された。今後は，

シグナル伝達系の最下流に位置する核内での転

写制御機構の解明が重要な研究課題であり，詳

細な検討が必要と考える。

結 語

　ヒト顎下腺由来腺癌細胞株（HSG細胞）の派

生細胞であるHSG－AZA3細胞におけるEGF
のシグナル伝達機構にっいて検討した。

1．EGF処理により細胞数と［3H］thymidine

取り込みが増加し，細胞の増殖が充進した。

2．ウェスタンブロッティングによる分析の結

果，EGF処理64時間後においてEGFレセプ
ターが増加した。

3．RT－PCRの解析の結果，　EGFレセプター
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mRNAの発現はEGF処理12時間後に最大と
なり，48時間から64時間で減少した。

4．EGF添加5分後にEGFレセプターのチロ

シンリン酸化を認めた。このリン酸化は3時間

までに減少した。

5．EGF投与によりMAPKのリン酸化が惹起

され，処理30分で最大となり，その後徐々に減

少した。

6．EGF処理1時間から3時間後に核内に存

在するFosの発現の増加を認めた。

　これらの結果からHSG・AZA3細胞における

EGFのシグナル伝達経路にEGFレセプター内

在性チロシンキナーゼとMAPKが重要な役割

を持っこと，またEGFによる細胞増殖促進に

はEGFレセプターの増加やFos発現を介する

ことが明らかになった。
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