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まとめ

最近､肝細胞増殖因子(HGF)は､さまざまな生理作用をもつことがわかってき

た.他方HGFは､癌化においても横錘的役割を果たすのではないかと予想されては

いるが.この点に関しては,まだ不明な点が多い.我々は､不死化しているが.

ヌードマウス移殖性や.軟寒天培地増殖性を示さない細胞株(MLE-10)に､HGF漣

伝子を導入することにより､はじめてこのEd子の形質転換能を証明することに成功

した｡IiGFを強制発現させるため,サイ トメガロウイルスのプロモ-クー蕨域の下

流にラットHGF逓伝子をつないだプラスミドを作成し､ネオマイシン耐性浪伝子と

ともにリン酸カルシウム法で.MLE110にHGFを遭伝子導入した｡導入細胞をG418

選択培地で培農の後.形成されたコロニーをステンレスシリンジでクロ-二ングし

た｡帝人IiGF辻伝子の組み込みと発現を確認した後､5株の細胞株を樹立した

(MLE-10-HGFll-5)｡ベクターだけを頒伝子弟入して､同様に3珠を樹立した

(MLE-10-CMV-1-3)｡MLE-10-HGFはすべて､MLE-10-℃MVやMLE-10より

増殖がはやく､かつ､軟寒天培地にコロニーを形成した｡このコロニーは､HGFの

産生豊にはば比例した大きさで､かつ､堵地中に抗HGF抗体を添加することにより

形成が阻宰された｡MLE110-CMVとMLE-10は､軟寒天培地にコロニ-を形成し

ないが､外来性にHGFを添加することにより､コロニー形成がみられた｡もっとも

HGFの産生の多かった二つの系(MLE-101HGF-4&5)は､接種後2週間でヌ-ドマウ

スの皮下に腫癌を形成した｡その組織像は､肝細胞癌であった｡また,MLE-10

も､また他の細胞も､ノーザンブロットで､HGF受容体辻伝子01GFR/met)の高い

発現がみられ [1251]レセプター結合アッセイでもHGFの高親和性受容体が細胞膜に

高い発現を示していることが確乾された｡HGFの産生丘と.軟寒天培地増殖性及び

ヌードマウス移殖性の間に関連のみられたこと､また､MLE-lOがHGF受容体を高

発現していることから､HGFのオー トクライン機構による形質転換能が証明され

た｡



序論

個体の発生.成長､活動.老化といった生命活l削こおいて.細胞増殖因子およびその受

容件が重要な働きをしていることが､次第に明らかになってきた｡他方､細胞増殖因子と

その受容体が.オ- トクリンル-プをつくることにより､発蕗に関与することが示されて

きた(l)｡卦 こ.食道､胃､大腸といった消化管において,EDiderTnal Growth Factor

(EGF),Insuun-LikeGrowthFactor(IGF)､TransfomtLngGrowthFactor-β汀GF-β)

などが､マルチオー トクリンループを作って発射 こ関与していることも示されている(2).

肝細胞増殖因子(HGF)は､当初､肝細胞の増殖を特異的に促進する液性因子として部分肝

切除後のラット血♯中(3)(4)や､劇症肝炎患者血紫中(5)(6)(7)より.その蛋白が構射され

た.さらに.1989年になり､中村ら､喜多村らのグループにより､ヒトHGFcDNAがク

ローニングされた(8)(9)｡この蛋白は.728アミノ酸よりなる一本鎖の前駆体蛋白として合

成されたのち､分泌蛋白に特有なN末端の31残基のシグナル配列が切断され､ついで.

Arg494とVa]495の間で再度切断されて.特徴的な4個のクリングル構造を持つ69キロダル

トンのα鎖と直鎖状の34キロダル トンのβ額よりなるヘテロダイマーの成熟分子となる｡

これはおおよそ82-84キロダルトンである｡クリングル構造を持つ蛋白は.プラスミノ-

ゲンなどが知らOZRトいたが､増殖因子でこの構造を持つものは,HGFに於いてが初めて

の発見であった｡HGFは､プラスミノーゲンとは､38%のホモロジ-を持つ(10)(ll)｡

HGFが受容体に結合する部分は.第 1と第2のクリンクル榊造であると推定されている｡

ただし､洗3以下のクリングルを欠くものは.結合癌性が弱い｡さらに､受容体からのシ

グナル伝達には､β鎖が不可欠であることもわかってきた｡また､最近.HGFの変異蛋白

が､歎種発見された｡これらは､成熟したHGFより､放アミノ酸から､数十アミノ酸が欠

失.変異したものである｡胃痛でこのような変異体の発現がみられ.発がんにおいて.音

細胞の機能や形態の多様性に関与しているのではないかと推定されている (田原ら､私

信).また､HGFとフ7ミリーをつくる増殖因子として､マクロファージの増殖を促進す

る､Macrophage S【imulating Factorがクローニングされた｡これは､HGFとアミノ酸

で.50%の相同性を持つ(12)｡

HGFの作用は､当初.肝細胞の増殖促進に限局すると考えられていたが､その後.これ

が肝細胞だけでなく､腎尿細管上皮耗胞.皮frケラチノサイト.メラノサイ トなど広い範

EElの細胞の増殖も促進すること(13).また.増殖促進作用のほかに.上皮細胞の運動促進

作用(14)､形態形成を促進する作用(15)(16).ある種の務の増殖を抑制する作用(17)(18)と

いった多様の作用があることがわかってきた(10)(ll).一方で.1991年になり.HGFの高

親和性レセプターがC-metプロトオンコジーンそのものであることもわかった(19)｡現在

3



までのところ､ヘパリン､へバランサルフェート プロテオグリカンといった非特異的,

低親和性の受容体を別にすれば.高親和性でHGFに結合するのはC-metのみであると考え

られている(12).

C-merは.チロシンキナ-ゼをコードする受容体で､50キロダル トンのα鎖と145キロ

ダル トンのβ鎖からなるへテロダイマーよりなる(20).このうち､ β鎖では､膜をT通

し.C靖に､チロシンキナ-ゼ ドメインがある｡この遺伝子は､当初､NⅢ13T3細胞を形

質転換させる窟遭伝子として単葉された｡後にこのとき見つかったiB伝子は､キメラ漣伝

子であることがわかったが,プロトオンコジーン自体も.ひろく主として上皮系の細胞で

発現がみられ､かつ培養細胞でしばしば辻伝子増幅や発現増強がある(21)｡また､C-met

プロトオンコジーンも.遺伝子導入により,その発現を増強させると.NIH3T3細胞を形

質転換させることがわかってきた｡他方HGFとC-metの辻伝子座が7q21(22)(23)と7q3I

(20)とに近いこと､HGFが､血球系細胞や間質系細胞だけでなく､肺などの上皮系細胞で

も発現がみられることから.HGFについても.C-metの相互作用によるオ-トクリン機構

が発掛 こ関与する可能性が考えられる｡しかし､NLH3T3等の線維芽細胞を用いたトラン

スフェクション実験では､HGFを発現させても形質転換をおこすことはできなかった (関

西医大､上原より私信及び自負)｡我々は､癌研の李らが開発したマウスの不死化肝細胞

系を用いて､初めてHGFの形質転換作用の証明に成功した｡



材料と方法および陰性対照

マウスの不死化肝細胞系

これらは.李らによって樹立された｡C3Hマウスは.自然発生肝癌が多発し,また､窟

原物質に対する感受性も高いことが知られている｡8週令の雄のC3Hマウスから門脈潅流

法で肝細胞を分粧し､そのままプレートの上で培壬を湧けると.約3カ月でコロニーを形

成する.このコロニ-をステンレスシリンジを使ってクローニングを操り返し､培atを続

けることにより､15系統の細胞株(MLE-1-15)を樹立することが出来た(24).これらの多

<は､ヌードマウスの皮下に腫癌を作らす.また.軟寒天培地での増殖性もない｡in vivo

のマウス肝がんで高頻度に変異が見つかっている活性化C-H-ras遭伝子を導入すると.可

移植性になり.その組腰像は.肝細胞癌である(25)(26).これらの株のうち､アルブミン

とアルファフェトプロテインの産生がみられ.軟寒天培地増殖性及びヌー ドマウス移植性

のないことが繰り返したしかめられている株(MLE-10)を乗鞍に用いた｡

導入したi丘伝子

ラットfulllengthHGFcDNAは､PBS-rat(27)(大阪大学医学部 中村敏一教授より供

与をうけた｡)より､ Ⅹtd-BamHIslteで切り出した｡この断片を.サイ トメガロウイ

ルスのプロモ-夕-を持つ真核細胞発現ベクターbRc/CMV . 1nvllrOgenより購入)の

xbaI-ApalsLte に挿入し､HGFをサイトメガロウイルスのプロモーターのコントロール

下に発現させる新しいプラスミド (図1･RC/CMV1-IGF)を作成した｡このさい､イン

サート側の BamHIslteと.ベクター側のApalsLteは､Blunthgkit(Am ershamより購

入)を用いて平滑化し､両者を連結した.このプラスミドはまた､SV40初期プロモータ-

の制御下に働くネオマイシン耐性遺伝子を有しており.G418選択培地での選択が可能に

なっている｡陰性対照としては.HGFを挿入していないpRc/CMVを用いた｡

形質転換実巌

Rc/CMV-HGFまたはpRc/CMV をMLE-10に遺伝子弟入した｡遺伝子導入法は､李ら

の方法にほぼ従った(25)｡遺伝子導入の前日,5.OxlO6個の細胞を6.0cm dlShにまいた｡

これらは.Wa叩110uth培地(Flow, lrvLne, UK)に10%牛胎児血清(Cell Culture

JAtX)ratOry,Cleveland,OH,USA)を加えた培地で培養した.3.OLLgのRc/CMV-HGFま

たは､pRc/CMVを7.OELg のサケ清子DNAとともに燐酸カルシウム法でMl.E-10に遺伝

子導入した.3日後より培地をG418選択培地(G418200mg/mi.net.Geneticin(G418)紘
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G【BCOより耕入した.)に変えて堵atを続けた｡約2週間後より､dish内に.G418耐性細

胞のコロニーが出現し始めた.最大のコロニーが.径約8mmになった頃,できたコロ

ニーをステンレスシリンジで､クローニングした｡

サザンブロット

細胞､または組縄より､SDS一打oteLnZLSe K法を用いてDNAを抽出した(25)｡10FLgの

DNAを50unitのBarnHL(Toyoboより搬入)で切断後.電気泳動し.ナイロンメンブレン (

Hyk)ndN+.アマシャムより庶人)に転写した｡マルチプライム法 (マルチプライムラベ

リングキット アマシャムより購入)で,ラット HGFプローブをラベルし.ハイブリダ

イズ､洗浄の後､X線フィルム (XAR-5,富士フイルム)に暴J2した｡

ノザンプロット

細胞より.Chomc2ynSkl & Sa∝hiの方法に従って.totalRNAを抽出した(28)｡

Oligo-dT Latex法 (01igotex,R∝heより耕入)により.poly-A tailRNAを選択した

(29)｡10LLgのtotaJRNAまたは,lLLgのpoly-ARNAをホルムアミド変性ゲルを用い電

気泳動し. ナイロンメンブレン(m talon-UV,Stratageneより耕入)に転写した.これら

に､ratHGF,chickenGAPDHまたは.mouseHGFR/met池伝子をハイブリダイズさせ

た｡プロ-プラベル.X線フィルムへの春彦は､サザンブロットと同様に行った｡

増殖曲線

約2.0Ⅹ105個の細胞を35rrm径の培養皿にまき込んだ.まき込みから.2､24.48,

72.96時間後に､ トリプシン処理により.細胞をはがし.血球計井板で款を計測した.

1つの細胞株に対し､各計謝時に､3枚ずつ 用意し､1枚を3回計測した.

ヌードマウス移植性

約1.OxlO7個の細胞をヌ-ドマウス(CD-1(ICR)nu/nu, 臥 チャールズリバージヤ

/Tンより購入)の皮下に移殖した.外表より.1週間に1度ずつ鹿癌の形成を幌泉した｡

形成された価痕は､一部より､DNA, RNAを抽出し.戎りは､ホルマリン固定.パラ

フィン包埋の後､ヘマトキシリン-エオジン染色を康行し､鏡検した.

軟寒天培地増殖性

的LOxlO4個の細胞を1.5mlの0.33%アガロース (Seaplaque, FMC Biopr∝lucts,
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Rock血ld.ME,USA)加メディウムに懸濁し.60rnm dish上で.5rnlの0.5%アガロース

加メディウムに重層した｡

抗HGF抗体の吸収は､100Jlgの抗ラットIgG抗体 (大阪大学.中村敏一救援供与)

杏.100ngのリコンビナント ラットHGF(大阪大学.中村敏一救授供与)と37℃､3時

r.1インキュペ-トして行った｡リコンビナントヒトHGF(50LLg/mJ,抗ラットHGF抗体

(50FLg/TTd)または吸収抗体(10L⊥g/ml)を加えたdishと､何も加えないdishを､4過r'ltこ

わたり培美し.コロニーの形成を頭徴鏡下に観察した.

マウスHGFR/metcDNA遺伝子断片のクローニング

方法は､渡洩らの方法に従った(30)｡モロニ-白血病ウイルスの逆転写静索(BRL)を用

いてNIl13T3細胞のcDNAライブラリーを作成した｡このライブラリ-をテンプレートに

して､公表された配列((31);EMBL/GenBankYOO671)をもとにした､下記のプライマー

を用いて､PCRを施行した｡406bpの増幅断片は､pUC19にサブクローンの後､数種の

制限酵素で切断し､確路した｡

Sence GCAGTGACGAm TCGGACAGAGTT

Antisenee:ACGCACACATrGATrGTGGCACCAG

EUSAアッセイ

これは､大阪大学医学部,中村敏一教授に依頼した｡

ELISAは以下のごとく行った｡抗ラットHGFニワトリ抗体をディッシュ上に37℃､一

晩インキュベ- トし.固相化した｡抗ラットHGFラビット抗体を二次抗体とし.各細胞

の培巻上清 くWaⅥnouthメディウム+1%ウシ血捕アルブミン中で24時間堵兼)と37

℃.1時間.incutnteした｡洗浄の後.ブタ抗ラビット1g抗体-ペルオキシダーゼコン

ジュゲート(DAKO, P217)を加え､さらに37℃.1時間インキュベー トした｡3mg/ml

OPDで発色の後.OD4∝ト655を測定し.標準曲線より値を求めた｡

ll25Ⅰ]HGFレセプター結合アッセイ

これは､大阪大学医学部､中村敏一教授に依頼した.概要は,Higuchiらの方法に

従った(32)｡ヒト､リコンビナントHGFは､ヒトcDNAを辻伝子年大したCHO細胞の上

清から抽出した(8).このリコンビナントHGFをchloramme-T法でヨードラベルし.

70-160FLCi/LLg蛋白の活性を得た｡24ウエルプレー トに巻き込んだ細胞が.はばコン

フルエントに達すると､ディッシュをbinding buffeT い ンクス液+20mM HEPES,
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2mg/rnlウシ血清アルブミンPH70)で洗った後､10℃.30分間平衡化した.段階的濃

度の[125Ⅰ] HGFを加え.10℃.1時間インキュベートした.この掠.一部のディッシュ

には過剰の非ラベルHGFを加えた.活性は.ガンマカウンターでSIJ定した｡

スキヤツターアッセイ

これは､大阪大学医学部.中村敏一教授に依頼した｡概要はKonishiらの方法に従っ

た(33)｡細胞は､4.OxlO4細胞ずつ6ウエルディッシュ(Comulg)に植えこんだ｡細胞が

壁着の後､2mg/mlのヒトHGFを添加し.0.2%クリスタルヴァイオレット､0.1Mクエ

ン酸を加え､培養.観察をつすけた｡



結果

辻伝子弟入細胞の樹立

遭伝子年人後.約1月で形成された多数のコロニーからステンレスシリンジを用いてサ

ブクローニングした｡これらから独立に.DNAおよびRNAを抽出し.サザンおよびノザ

ンプロットを施行した (後述)｡導入HGFの組込みがあり､ノーザンブロットで発現が確

認できた5株をMLE-10-HGF-1-5として樹立した｡同様にベクターのみを漣伝子帝人し

たものから.3株(Ml.E-101=MV11-3)を樹立した.これらの形質転換細胞系およびもと

のMLE-10の性格を検討し比較した (後述)｡それらの結果は､蓑にまとめた (表1).

外来性HGFの組み込み

サザンブロットでマウスのHGF genomicDNAは､BamHl切断で約20kbp,9.Okbp.

4.Okbp の3本のバンドとして検出される｡外来性にHGFを帝人した細胞(MLE-10-HGF-

1-5)は､これ以外に､約2.6kbpのバンドが検出された.さらに､MLE-10-HGF-1に

は､他のバンドが約6本倹出された｡これは.こわれた適伝子が導入されたものと考えら

れた (図2).

外来性HGFの発現

HGFの発現は.ノーザンブロットおよびELISAで確認した.MLE-10および､MLE-

101ニMV-1-3は,ノザンプロットでHGFのバンドが倹出されず(図3).培養液中のHGF

をELISAで検索すると全くHGFの産生が見られない (表1).他方MLE-10-HGF-1-5で

は0.22-カ69ng/106ceus/24hと様々な濃度で産生が見られかつ､ノザンプロットでもバ

ンドが検出された｡ノザンプロットのバンドの書きと､ELISAにおけるHGFの産生泉は､

必ずしも一致しなかった｡これは､transLationの段階での効率に差があったからと思われ

た｡

増殖曲藻

図4に増殖曲線を示した｡MLE-10-HGF-1-5は､Mu -10,MIE-CMV-1-3より増殖

が盛んであった｡MLE-10-HGF-1-5の中では.増殖の早さと.HGFの産生量は比例し

なかった｡
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軟寒天培地増殖性

結果は.表lと2にまとめた｡MLE-10-HGF-i-5は､全て概寒天培地にコロニーをつ

くり,その大きさと敦は,HGFの産生量にほぼ比例した.MLE-10,MLE-10-CMV-1-

3では.コロニー形成はみられなかった.抗HGF抗体の添加により､MLE-10-HGF-5の

コロニー形成は.著明に減弱したが,この作用は,吸収抗体では減弱した｡さらに,

入fLE-loも.HGF添加により,コロニー形成が見られた.

ヌードマウス可移植性

htLE-101HGF-1-5のうち､HGFの産生の高い2珠(Ml.E-10-HGF-4&5)のみが濫痛を

形成した.その増殖性は纏めて強いもので2週間で1cm大になった.これは,活性化ras辻

伝子により形質転換したものとほぼ同一である(26).組綴像は､葉状バターン.腺管形成

バターンおよび紡錘型細胞肉腫様バターンの混在する肝細胞癌である(図5)｡この粗描像

香.以前に.活性化ras遭伝子により形質転換させたMLE110細胞が作った組織と比較する

と､類似性が目立ち.HGFに特徴的な像は兄いだせなかった｡HGFはscattering effect

をもつ(14)ため､転移能が注目されるが､6カ月の観察においても､遠隔転移は兄いださ

れなかった｡

レセプターアッセイ

MLE-10も､それから誘導された細胞系も､全て125トHGF結合アッセイで,高親和性レ

セプターを､ラット初代培兼肝細胞と同程度に強く発現していた(660-1200si【es/ceu)｡

C-metの発現をノザンプロットでみると､MLE-10はNIH3T3の数倍の強さであった (図6

)｡また､後述するMNNG-HOS細胞では.形封転換の前後においてC-metの構造変換が

起こっていることが知られている(34)が､今回の実験系では.浪伝子導入の前後でC-me亡

辻伝子の発現の強さや転写の大きさともに変化はなかった(Eg7)｡

スキヤツタ-アッセイ

HGFのScatter効果については,MLE110細胞は､もともとコロニーを作って増殖する

那.培兼上浦中に2ng/mi の浪度にHGFを加えると､ばらばらになって増殖するようになる

個8a,b)｡遺伝子導入により.HGFを市汝度に産生するようになった細胞は.もともとば

らばらになって増殖し,外来性にHGFを添加してもそれはさらに元進はしない(図8C,d)｡
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考察

本研究では.1)HGFの遭伝子導入により.invitroでの細胞の増殖が冗逢し.in vivoで

ち.HGF産生具の多くなったMLE-10-HGF-4と5がヌ- ドマウスに腹症をつくること､

2)MLE110-HGト1-5すべてが軟寒天培地で増殖し.コロニーの大きさとHGF産生量がほ

ぼ比例し､それは抗HGF抗体により抑制されること.3)MLE-10細胞は､初代培養肝細胞

と同じくらい強くHGF受容件を発現しており,4)C-met遺伝子についてはNTH3T3細胞の

款倍も強く発現していること.また､5)MLE-10線胞は.HGFによる分散活性も保ってい

たことが明らかになった｡これらより尊書出される結論として､HGFが肝細胞で強く発現

されたときは形質転換を生じること､その較C一metとの協調によるオ- トクリンのメカニ

ズムが作用していることが強<示唆された｡つまり､HGFが強<発現されている場合に

MLE-10細胞は形質転換を起こすことが証明された｡HGFの発癌における関与についての

知見の集横がおこなわれれつつあるが.現在までのところ､確定的な見解は出されていな

い.以下に.現在までのHGFの発癌への関与についての知見を述べ､考察したい｡

HGFの癌細胞増殖に対する作用

HGFは､初代培養のケラチノサイト､メラノサイ ト.肝細胞などに対し.強い増殖促進

作用がある(13)｡しかしHGFの癌細胞に対する作用は様々であり､一見相反する所見もみ

られている｡宮崎らは､5種の肝癌および肝芽腫株(HLE HuH-6 Clone 5, HuH-7,

PLC/PRF/5, HepG2)の培餐上清中にHGFを加え､その反応を観察したが､H uH-6

clone-Sでは増殖が促進され､逆にHepG-2では増租が抑制された(35)｡ 他の掛 こおいて

も､HGFの添加により､悪性黒色腫由来の細胞株の増殖が促進(13)され.肉腫細胞の増殖

を逆に抑制する因子がHGFそのものだった(17)との報告がある｡

潮田らは､肝癌株(Fad)にHGFを漣伝千尋大したところ,Ln VltrOでその増殖が抑制さ

れ また.ヌー ドマウスの皮下への注入で､形成した腫蛎の大きさが.コントロール群の

10%にすぎなかったと報告しており(18)､さらに､この初代堵兼肝細胞とFao細胞での違い

は､Proteh khase Cの変異によるシグナル伝達の差によるのではないかと推定している

(36)｡

以上の報告においては.C-metの活性化.池伝子増幅の有無.発現量については情報が

ない｡C-metが増殖の促進/抑制にどの様な彩管をあたえるのか､さらに.特にin vivoの

集魚において､HGFの作用が,たんにHGF-て-metの系を介してのみ幼いているのか､他

の増殖因子,あるいはまた免疫系などを介して作用しているのかは,今後に洋された研究

無届である｡
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HGFの癌細胞に対する分散効果及び形態形成作用

HGFが､犬の正常腎尿細管上皮細胞であるMDCK細胞に対して.分散活性や､形態形成

作用をもっことはよく知られている(15)(16)｡MLE-10に対する前者の作用は.さき (図8

)に示した｡HGF791･これらの作用を､癌細胞に対してもつかどうかは.前者は､拓細胞

の浸潤能及び転移能との関連で､後者は.藩の分化度との関連で､注目をあぴている｡

HGFの分散活性は正常細胞だけでなく癌細胞に対してもみられる.田原は､宵の未分化

渡鳥由来の細胞株であるTMK-1が.HGFの添加により､増殖はわずかしかIJl.進されない

那.分散効果ば'劇的である■'と報告している(2)｡この分散効果は,胃癌のいくつかの細

胞のはか,勝耽癌由来であるT24でも報告されている(37)｡これらの細胞は.すべて､ C-

met辻伝子を発現している｡これらの細胞にHGFを導入することにより､転移能が獲得さ

れるのだろうか｡

藩の分化度とHGFの関連については､やはり田原が､胃の高分化腹掛 こおいてその可能

性を指摘した(2)｡EEl原はさらに.胃壁由来の線維芽細胞にHGFの発現を確認し,剛こおけ

るバラクリン機鰍 こよるHGF-C-melの胃癌発生への関与を指鯖している(2)｡

藩細胞のHGF産生

正常個体及び発達の過程において.どの様な細胞や臨器がHGFを産生しているのかについ

ては､現在知見の集積がされている.

癌細胞においても､細胞株を用いて､HGFを産生している癌の検索が行われてきた｡

HCFを産生する株の数は少なく､今までわかってきたのは.拶芽細胞腫､神経芽細胞腫.

単球性白血病(18)などの非上皮性細胞由来の株に限られていたが.国立がんセンターのグ

ループが､2種の肺癌細胞 (PC-1:頁平細胞癌由来とPC-13:大細胞癌由来)でこの因子

の発現を兄いだした(37)｡正常の肺は.HGF産生の主要良器の一つであり､発癌との関連

で興味深い.しかし､この2つの細胞においては､C-met辻伝子の発現はみられなかった｡

湛組擬ではないが､Horieらは.腎#胞中の♯包液中でHGFの浪度が高いことを兄いだ

し,官iE胞の発生はHGF に関連があるとしている(38).腎集胞腺癌の発生にこの因子が関

与するか否かは今後の課題である｡

正常組親では､一般に､HGFは間質の細胞において,またC-metは上皮細胞において発

現のみられることが多いことから,この2着によるオー トクリン機構による発癌は高頻度と

は考えに<いが､辻伝子変化によりHGF逓伝子が活性化される可能性はあり,その場合は

溝化に直接関係してくると考えられる｡美麻に.肺昏細胞株において､両者のオートクリ
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ン機構が証明されている(39)｡

癌細胞におけるC-metの発現

C-metについては､ほぼ全ての上皮系細胞株でその発現がみられ(40).NIH3T3などの非

上皮細胞にも発現がある(41)｡特に､C-melの研究のなかには.GTL-16などの胃措細胞を

用いて行われたことからも象徴される(42)(43)ように.胃痛では､C-melの過剰発現や遭伝

子増幅がしばしばみられる(43)｡その他､挿腺癌や大腸癌,骨肉腫においても.この漣伝子

の過剰発現があることが報告されている(44)(45)(46)｡また､C-metは､alternative

spllCingにより,異なる蛋白をつ<ることが知られていたが(42).国安は､胃癌株の多<で

は.ノザンプロットにおいて.C-met遺伝子の発現が､7.Okbの正常組俄にもみられる転写

だけでなく､6.Okbの転写もみられ,これが意味をもつ可能性があると指摘している(47)｡

この6.Okbの転写は､胃癌細胞だけでな<､肝癌細胞や甲状腺癌細胞の一部にもみられる

(自験､未発表)｡

C-metの転写についての知見は､この遺伝子の活性化の機構を考える上で興味深い｡C-

metは当臥 MNNG(N-melhyトN■-nitro-N-nitrosoguanidule)で処理した骨肉腫細胞

(MNNGIHOS)中から.NrH3T3細胞を形質転換する症退伝子として発見された(48)が､そ

の後このとき見つかった遺伝子は､MNNGによるC-metの活性型であることがわかった｡

C-metプロトオンコジーン産物は､チロシンキナーゼ活性を持つ180kDaの細胞膜通過型蛋

白で.50kDaのα鎖および145kDaのβ鎖のヘテロダイマーである｡この池伝子の細胞外お

よび膜通過範域をコー ドする迫伝子領域に､第1番染色体に位置するtpr(translocated

promoter reglOn)と呼ばれる漣伝子が挿入されて､60-65kDaの融合蛋白をつくり活性化

型となる(34)｡この正常と活性化型の2つの蛋白は､RNA レベルでの転写も異なり､ノザ

ンプロットで後者は約5.Okbのバンドとして認識される｡胃癌におけるC-met辻伝子が部分

的にせよ活性化されているのか,発癌において影響を及ぼしているのか､更なる倹肘が必

要である｡

いずれにしても､HGF受容体としてのC-meti土伝子を議論する場合､それがきちんと膜

に局在し､さらに､チロシンリン酸化の機能をもっているか確かめることが望ましい｡

C一metについては.乳清でC-metの位置する領域(7q31)のlossofheterozy嘗OSlty(LO‖)

が頻発(40%)し､予後と密接な関係があった(49)という報告がある｡田原は.胃の高分化腺

癌の50%に7q31のLOHがみられ､それも､早期からおこると報告している(43)｡

動物実験におけるHGFとC-met
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α-hexachlorocyclohexane,phenobarbilaユあるいは clprOflbrateなどの発癌プロモタ-

を授与したラットの血液中では,HGFの濃度が上昇していることが報告されている(50)｡

他方､潮田らの作成した.アルブミンプロモタ-の制御下に肝臓でHGFを強制発現させた

トランスジェニックマウスでは､過形成結節はみられるが､自発肝嬢はみられない(18)｡こ

のマウスの肝細胞では､C-mycとclunのmRNAレベルが高いことがわかっている(51)が､

このマウスを用いての発癌来会は､まだ報告されていない｡ジーンターゲットの手法によ

り作出された､HGF欠損マウスにおいては､ヘテロでは､正常と変わりなく､ホモにおい

ては,胎盤の形成不全を起こして,発生の途中で死亡する｡ヘテロのHGF欠損マウスの発

癌感受性は調べられていない(52)(53)｡

ウイルソン病のモデル動物であるLECラットは､銅代謝異常をおこし､病理学的に急性

肝炎から慢性肝炎状態をへて､肝がんを発症することが知られている.Nakayamaらは.

この肝発がん過程でのHGFの発現を免疫組織学的に検討した｡正常および肝炎状態では､

HGF陽性細胞は非実質細胞に限局していたのに対し､肝がんでは非実質細胞に加えて,肝

がん細胞にもHGF陽性細胞が現れており,HGFがオー トクリン機構を介して肝発がんに関

与していることが示唆されている(54)｡

金沢大学のグループは､ウッドチャック肝炎ウイルス持続感染ウッドチャック肝細胞掛 こ

おいて,肝癌30個中26価にHGFの発現を認め,そのうち3個は､非癌部より強かったと発

表した｡これらではHGF漣伝子の増幅や再構成はみられず､C-metについては検索されな

かった(55)｡HGFは､急性肝炎や劇症肝炎だけでなく､肝藩の前窟状態ともいえる慢性肝

疾患患者でもその血中濃度が上昇している(56)(57)ことから､HGFと肝癌発生の関連を探

るのは急務であると考えられる｡

14



括譜

HGFは､その強い臓器再生作用ゆえに､路床応用が期待されている.その居削こ掛 ナて通

れないのが発癌との関連の問題である｡今回我々は.C-metを発現しているマウス肝細胞

系にHGF並伝子を導入することにより.この因子には.オ- トクリンメカニズムによると

考えられる形質転換経のあることを示した｡上述のように､C一metを強<発現しているの

紘,上皮系の細胞株に多(､一方､HGFの産生が確認されたのは､非上皮性の細胞株に多

いので､もしHGFrc-metの協調が.発#に関与する場合があるとしても.in vivoの発癌

においては.オー トクリンよりは.バラクリン､エンドクリンの機序の方が考え易い.現

在のところ､HGFの発癌に及ぼす影軌 こついての知見はまだ不足しており､更なる展開が

期待される｡
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C紬 ｡sHGF漂.nB aIで蒜 等 ㌘ 詣 讐寵 F芦 苫 F器 ㌢ LHaFARWmet

1MLE-10<0.16 -
2.CMV-1<0.13 ー
3.CMV-2 <0.08 ー
4.CMV13 0 ~
5.HGF-1 022 +
6HGF-2 0.33 ++
7.HGF-3 038 ++
8HGF-4 0.50 +++
9.HGF-5 0.69 +++
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2-9は, rM⊥E-10-｣を省略した｡ ･HGFproduction:ngperlOもeusm24hr
NDNotdetermined.

表1:MLE-10とMLE-10より誘導された細胞系の性格
MLE-10およびMLE-10-CMV-1-3はHGFを産生していない｡

MIE-101HGF-I-5は様々な濃度でHGFを産生する｡MLE-10-HGF-1-5は

軟寒天培地中で増殖し､形成されたコロニーの数と大きさはHGFの産生量にはぼ比例する｡
HGF産生量の点も多いM上丘-10-HGF-4と5は,ヌードマウス造腫癌性がある｡MLE-10や
妊LE10-CMV-1-3は､軟寒天培地増殖性もヌードマウス造鹿癌性もない｡
これらの細胞はすべてHGF受容体を高発現している｡

- :陰性､発現なし.または無添加､+･陽性,発現あり､または添加あり､
⊥+:多数の大きなコロニーを形成､十十十.非常に多数の大きなコロニーを形成

N.D∴ Notdetermined.
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No anti-HGF anti-HGF(10′上g/ml)十 HGF
addition (10〟g/ml) HGF(long/ml) (50ng/ml)

MLE-10
MLE-10-CMV-1
MLE-10-HGF-1
MLE-10-HGF-5 +

一
+
++

十
+
++
十十十+

表2 各細胞系の軟寒天培地増殖性
HGFを添加した軟寒天培地を用いると.MLE-10とMIE-10-CMV-1は,それにコロニーを

作るようになる｡抗体により､HGF蛋白の活性を吸収するとその結果はみられない｡MLE-10-
HGF-1と5はもともと軟寒天培地にコロニーを形成するが､抗体添加によりコロニ-形成は

みられなくなる｡この結果は､HGF蛋白により抗体を吸収することにより減弱する｡
- コロニー形成なし｡
-､±､十､十+.++十､十+++:コロニー形成あり.この順に多数で.かつ大き<なる.
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XbaI

CMV PROMOTER

RAT HGF CDNA

SV polyA

図1.串人達伝子の柵進

プラスミド､pRc/CMV(lnvitrogenより購入)のサイトメガロウイルスプロモク-(CMV

PROMOTER)の下流に,ラットHGFcDNA全長をつなぎ.ラットHGFを発現するプラスミ

ド､Rc/CMV-HGFを作成した.

HGF連転子はサイトメガロウイルスプロモ-ターの制御下に発現される｡また.SV40の初

期プロモーターにより発現されたネオマイシン耐性辻伝子により､G418選択培地での選択培

養が可能となる｡

BGH･tx)vinegrowthhonnone,SVearb,:SimianVims40初期領域プロモ-夕-.

SV:SimiaLmVirus40,N巴ONeomycinresistantgene
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図2･各細胞系のサザンブロット解析(各10LLgDNA)

マウスのHGFgenomicDNAは,Bamm 切断で､約､20kbp,9.Okbp,4.Okbpの3本

のバンドとして倹出される｡外来性にHGFを串入した細胞(MLE-10-HGF-1-5)は.これ

以外に､約2.6kbpのバンドが検出された｡さらに,MLE110-HGF-1には､他のバンドが

約6本倹出された.これは,こわれた逮伝子が導入されたものと考えられた.
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図3:各細胞系のノザンプロット解析(各10ELgto也lRNA)

MLE-10および.MLE-10-CMV-1-3は,ノザンプロットでHGFのバンドが検

出されなかった｡他方MLE-10-HGF-1-5では2.6Kbにバンドが倹出された｡

GAPDH:glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase,各レーン間のアプラ

イ圭の是正のためにHGFをデプローブしたあとに再ハイブリダイズした｡
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図 6:NIH3T3とMu -10におけるC-met辻伝子の発現 (ノザンプロット,lLLg

poly-AtailRNA)

MLE-lOはNm3T3に比べ､約7.Okbの任せにC-metを強く発現している｡

GAPDH:glyceraldehyde-3-phosphatedehydTqgeruSe,各レーンr'lのアプライ

Jtの是正のためにC一metと同時にハイブリダイズした｡
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図 8:MLE-10より誘導された細胞の形態とHGFのScatter効果

MLE-10-HGF-1はもともとコロ二-を作って増殖する(a)那.HGFを添加す

ることにより,ばらばらになって増殖するようになる O)).MIE-10-HGF-5は

HGFを強く産生しており.もともとばらばらになって増殖し(C),HGF添加によっ

てもそれはさらに冗進はしない(d).
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