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(り 研究の背景

:iL'=性デリカ-マは､血管に富み,急速で しかも汝油性に発Tfする岨梅で､脳実質

内発'L 肺垢の叶でも非常に1億 が不良なものである(BurBerClal.1985Russellelal_.

1989) Lfl枢神社系以外の推癌細胞と同様に､悪化グリオーマ細胞においでも.腔BJ

細胞は,輔触回Tあるいは血管新生囚(･を耗Itしている それら囚 Fは､旺爆細胞

や月か軌勺の血T･内皮細胞に発現 している対応するレセプタ-を介 して.オー トクラ

インあるいはバラクラインJL,-プを形成 して,触感細胞の増地や､血管新生を伴う

肘 拓増大.さらには腫坊の悪性化に働いていると考えられている(WelrY:rL995)｡rrl

でも､Cpldermal£rovvthracLOrT∝ePlOr(EGFR)の発現九赴､及び賃的な変化がグリオー

マ細胞の悪化化と密接に関操していることが知られている｡すなわち､悪性度の高

いグリオーマほどEGFRnlRNAの過剰発BLを'示すものが多く､帖も悪性であるダリオ

ブラス トーマでは､約40%にEGFR逝伝 /･の増帖を伴ったEGFRnlRNAの過剰発現が

.必められている｡また､EGFRタン′(クにl対しては､57-100%に拓発Biしているとの

附 II'.もあり.この高発現にはEGFRiZi伝 (-の増幅を必ず しも作わないとされている

(LltkrTnannelul･.t985Wongetal,1992.Jarosetal..lt)i)2Schlegelctnl.1994WelnCrel

a1..1995)｡このようなことから､悪作グリオーマEl目地ではEGF/EGFRシステムを介

するシグナルfji近侍牌が､胞癌細胞の増殖､悪化化に並安な子2割を火たしていると

考えられる｡

一方､こJLまでにEGFRを捕性化するリガンドにl対しては,EGF77ミリーに属す

るIra･V;rOmin8grOWrhFactorq汀GFa)がグリオーマ細胞で藍'Jiされており､増殖や悠

化化に関与 しているとの報告がなされてきた(Nisterelal..J989.Schlegelelal,L990

MaxWeLletd.1991)｡ しかし近年､TGFa以外にも､構造的にEGF77ミリ-に尽 し､

EGFRを介してシJ/ナJL,を伝達できる増殖図1-として,aTTIPhi'cguf'n(AR)(Plowmanel

d1.1990)Iheparin-bind･ngEGF-l･kegrowthfactor(HB-EGF=)(HlgaSh)yamaclal,1991)､

bctzKellulln(ShlngeHlll.I993)､sch､l■annOmか血n'vcdgrowthfactor(SDGF)(KImuraCI
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aI.1990)等が存在することがわかってきた,

rlf際､TGFaを発現 していないグリオ-マ細胞株､思惟//リオーマ組織が存在す

ることからも(MaxWeLlela1,1991.Atx=etal..1993).TGFa以外にもEGFRのリガンド

として任能するEGF77ミリ-の増殖囚Tが思惟グリオ-マ細胞で発現している叶

能作が 卜分に考えられる

本研究に先17ち私は､EGF77ミリーに屈する増殖閃 rのtf】で､ヘパリンに結合

性をイけ るSDGFが､EGFRと炎にラノトのグリア塑岨佑細胞で高発Biしていること

を兄いだした｡さらにSDGFに対する7ンチセンスRNAをラットグリオーマ細胞に発

Blさせると,その増殖能.遥腫砺性が抑制されることから､SDGFがオ- トクライン

和親凶f･としてラットグリオーマ鰍抱の和地に深く1対I-1-･していることを拒告した

(M■shLm aeLaJ..1996),ところが.牌追的にSDGFのIIUmanCOUntCq}artと考えられている

am叶-iregulin(AR)の発現をヒトグリオーマ細胞体7雌で検ふrLたところ､ 1健

(sF763)を除き､∧RmRNAを検出することができなかった｡さらに､ヒト悪性グリオ

ーマ組織11例においでもARmRNAの党別を倹ILIJ.することができなかった｡これらの

Ifi裸 から､ヒトではAR以外のヘパリン総合性EGF77ミリータンパクが､グリオー

マのl竹柄,述服癌化にl対L=j･していると考えられた｡そこで本研究において､ヘパリ

ン折合作EGF77ミリーのもう一つの代衣的な囚7-であるllB-EGFのヒト悪性グリオ

ーマにおける発現を検索 し､その機能についての解析を行った｡

rIB-EGFは､マクロ77-ジ細胞であるU1937細胞の増産浪液から､血管平滑筋細

胞に)･[する増鮪活化を指標に液化囚+としてJJT牡､frtl製された(HlgiLShiyamaeLaI,

199)) H8-EGFcDNAがクローニンJ/され､その構造解析が行われた結果､HB-EGF

はN,k崩側を細胞外に､C末端傍を細胞内にもつ股1回i'i油現の股%=合タンパク

(n℃mbmr■eaLYhoredproH二B-EGF)であることがわかった.さらに､この絞結合型

proH8-EGFは.細胞外部分がプロセッシングを受け､分泌型のタンパクとなること

が判別した(HIgaShLyamaClal..1992)(Flg1)｡

Htl-EGFの細胞外部分には,EGFモチーフが存在し,他のEGF77ミリーに屑する
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増砥凹(-であるEGFやTGFqと同掛 二.EGFRとiVTL,それを活性化して増殖刺激

を伝える(H･gaih.)maelaL.)992.¶Wn-psonelal.199Lll.

FLg.I SLrLIL:tHrCOrHB-EGF

分泌出生のHEI-EGFは､平桁筋細胞､ケラナノサイト､肝細胞に対して増継続性を′Ji･

すことが榊'出されている(H 'gashiyamaclal..1991.1')93.Hash'moloelal.19941loeLat.

1994)｡さらに､平治筋細胞に対しては.遊ノkHrとしてt)働くことが示され.この

細胞に対するHB-EGFの増殖活性､遊走凶(-としでの活他は､他のEGFファミリー

にIJiすEGF.TGFqに比較して､数十倍強いことがわかっている(HLgaSh■yanlBetal..

1993) HB-EGFのこれらの生物活性は.他のEGF77ミリータンパクではみられな

いことから､HB-EGFのもつ重い生物砧tlは､細胞i<耐 こ発現しているへバラン億秩

プロテオグT)カン-のrlB-EGFの結合とEGFRへの結合によって形成されるヘテロト

リマー形成に1るものと考えられている(ll'gaihiyamadaL l993)｡

取扱合唱細胞増殖因子による細胞間でのシグナルk連様式は.分泌された液性の
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)竹舶凶子によるシグナJL,伝達雌犬であるバラクラインに)･TL､ジヤクスタクライン

と咋ばれている(BmchmaTlnelal..1989)(このジヤクスタクラインによるシグナルLft･

辻は同じ受布体をもった細胞の中から､降旗した憶的細胞にのみシグナJL,を送りう

るという利.･1･-をもっている｡般近､股結合塁のproHB-EGFは､JJl泌型の前駆作とし

て/I-在するだけでなく.それ自身が股結合4!増殖凶(-としてジヤクスタクラインに

飽き,近揺する細胞のEGFRを清作化し､糊的刺敵を伝えることができるということ

が示された(HlgaSh■yazT)aetaL 1995) さらに､股結合噂のproHB-EGFはジフテリ7ふ

点のJl･解体としても債能していることが示され､多機能をもつユニークな分 (-であ

ることがわかってきた(】wamo10elaL l994)[

本研究では,このように他のEGFファミリーに属するタンパクとは/i_物活性や横

能がlt･なるHB-EUFについて､悪†1.ヒトグリオーマ細胞及び､惣作グリオ-マ乱縦に

おける発収を検plL､その機能解析をrrった｡



(2)材料､及び研究方法

細胞株及びTE;熊毛絶操守本

悪性ヒトグリオ-マ細胞株として併1:rされている,U87ゝ1G.U251.VlG.U}13ゝlG.

SFI26.SFt88.SF763.T9gGの7鐘を使用 した これらの細胞は.10quelaIboyirNZ

iCrum(FBSl.glLJtamlrE300pghll.0-I4EiNaHCOl.PcnlCIlllnGltのunitJml.

SLT叩10m)で･rK60(,gh.)を加えたDulk co●smd･fiedEaglemmLrTtd eSiSent'aJmedium

(DMEMlにて37℃,95%空気,5騒CO三.湿度l00%の条作Fで培基を守fった｡脳性払如

純は本はghoblasl0TTlalL例,人壁環(%馳糾剛 H=印し.胞砧への刺通のため手術中に

切除され1=非施療部職 2例のpl.13例を仲川した これらの標本はT:Wlで摘出後,lrく

ちに肘 も額ふにより凍耕し､仲川uIUI'liで-70℃で促fT-1した｡

IlB-EGFcDNAの合成

火山らの服代したIIB-EGFcDNA配列(lI'gashiyam cLal.,1991)に従い､以下の

PrlmerSClを用いて､reverselrvISCnPt･OnrRT)-polymcrlSCChainrcact10n(VCR)法にて

59JbpのLlB-EGFcDINAを得た｡

すなわち､prin･N'Tは､sensepn■mr:5'-AGGCTCGĜ CCATGAAGC-3-(20137)及び､

nTnlSCnSePrtm 5'-TTCAAGTCATAACCTCCT-3'(596J)3)を使用し､C(don20から613

までの領域を増帖Lた｡札製されたpCR薙物をphasem-ayec10rpTZ19RにsutxtoningL.

compe(colCCH-JM)09に恵染させ.増指し､DNAを抽dl後､血dcoxyt左で塩基配列を決

'起してu的の産物であることを確認した｡このように作成したHB-EGFd)NAは以下

のNorlhemhytn d血Lionで使用した｡また､amdlircgulLJICDNAp'obcは大坂人草生化学

教等の火山繋餅先生より供与を受け/= p

5



I.NoTthcmbl桝によるHB-EGFmRN̂ 発現の解析

各挿培足細胞から約LxIO相 のsubconnuenlな状1Lieの細胞と､約1gの陣晦範鼓だ本か

らaeldguaTtLdJnlumlhl∝yanal叩 henokhlororm n℃Lhod(AGPC)掛 こよりtotalRNAを弟

51した020pgnalYのRNAを]%agarose-I6Mbm ldehydeBelに芯気泳動按､Tl)Loo

nymbmEy:(a,odi･tB)上にIramrerした｡1=p-dCTPl川 ･Fでr;d ar'1Prlming法で標鼓 した

lT8-EGFぐDNApr血 ,或いはa.')phi'egulLnCDNAprobeを耶いて､prehybridizal'肌 btlrrer

L小で､4時臥 LI2℃でprehyb'icizanon後､hybrid■zal■OnbtJrrerLt･で､16時間､42℃で

hybndiTJl･Onを子iったcwashingは､2xSSC(lxSSC:L50mMNaCLt5m11sodLLm

acetateLpH70)),01%SDSで65℃で30分､oLxSSC.0.1%SDSで65℃で30分洗い､.缶感

晩x&r.lm及び増感歓を作用 し､170℃にてautomdlOgmPhyを施行 した｡同じTTtlllbraT'e

をglyCemldehydephosphユledehyd,ogenase(Ĝ PDIl)の prDbeで同様の条件でhybndizdHOn

Jlr行い.Icud.ngしたRNA,nR-の指標として､発現;;;をphoh-Pho'magerで比較 した.

2.WcslemhlolによるHrB-EGFタンパクの附析

糾胞i<[(lけ ンハクのビオチン化,免汝沈降はCo】Cら(1987)のJJ-は･を用いた｡

U251MG.U343MG.T98Gグリオーマ細胞をそれぞれIxlO6佃ずつ100mrndlShに撒き､

lo啄FBSIDM訓 で12時間培長した後､coldlhnksburle'で胴 淡紳した後､oImp/mJ

のsulro-NllS-bl01lnSulfosuccimldob10M O'leTTeChcTTnealCo..R∝k†ord.n_)を5…

Hepes,pH7.5.0.15MNaClに溶解 し氷 Lで30分IrK:ubaleL､10%Fas.DMEMで洗浄 し

た.細胞をl)･Sisburrcr()%TritonX-loo,3mMEDTA.lmMp-a'n.dJnO

〆℃n)Lnd lylゝulronylnuonde,5i-M3.4-JichlorolS∝ OUmann.]OFLか11lAprc*inin.04.VL

hTaCトを含む20mM tlepcs,pH712)で溶解綾,】7.000gで15分遠心 し,上清を10FLgの抗

IIB-EGF抗体(rabbitanLiHB-EGFanI･txx]y:Hl)と2時冊4℃で1rrUbaleL､柑jLlのprtxeir-
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ATn､iN:ryl(50%1USpe nゝ-On)(Pierce.R∝hrord.Co)と2時間4℃で免疫沈降後.samp一e

15%SDS-PAGEで180mAで3時間';E気泳動 し､ニ トロセルロース帳にImnSrerLた｡

ntrnbmrH:を5%スキム ミJL,クでプロ ノキングし､avldln-COnJugnLedhorseradish

FX rOXLdBSe(HRP)(VectorLabora10ricslnc.,Burl■nBame.CA)と宅iu30分冊 ∝ubalcL､

ECLklt(ArrM=rSham)をIf7いて､X-OMAT7イJL,ム(I(odBL)にexpoSCした.

尚､ここで川いた抗HBIEGF抗体は､大阪人乍臨学部 生化学放電の火山栄樹悼 ｣二

より状'手をせけたものであ り､すでにpro1-18-EGF細胞内 ドメインに対する抗体で､

絞耕合y.proHB-EGFと特尺的に反応することが帖'E-されている(tllgLLShlyumaelal.

1995.NaLdgaWaeLal,1996)0

3.免疫別紙淡色によるHB-EGF,EGFRの先攻

T･･約時に摘糾した標本を10%ホルマ リン液､或いは､メタノール液rflで-破同)と

後パラフィン包埋 し､4FLm持切切片を作成 した｡ynlIを脱バラフィン後.ホルマリ

ンII･1走標本にrWしては､Nortonらのノii去(1994)で､抗た;I:の朕TFiI化を行い､0.3%H202

メタノ-ル溶液中で30分､内因性ペルオキシダーゼを不ilf化 し､IO%正常.Il;血音Ilf､

或いは10%lE常ヤギEllL清で30分ブロッキングの後.-i)こ抗体としてHB-EGFには､1)'t.

HB-ECFウサギポリクロナJL,抗体 (HLIJt作),EGFRに)･fLては.抗EGFRマウスモノ

クロナJL,抗体 (Nov∝aslem祉)と4℃で16時Ftn.]bt応させた｡桜いて二次抗体としてビオ

チン標識ヤギ抗ウサギ1mmu'X)globulin､或いはビオチン結託抗マウスimmunoglobulin

を11000に希釈 し)時間室温で反応させ､さらにav■dLn-b-ol■n-PerOXida:ie複合液 (ABC

kit.Vector.USA)と30分室温で反応 させた｡d)amlrKh ntlZlrM!(DAB)H三02を加え1=

0.05MTns-HC峨 衝液 (pH76)lflにて発色後,ヘマ トキシリンにて核炎色を行った｡

恥性コントロールとしてはすでに川3-EGF発現が過剰発現 していることが知られてい

る肝稲を川た｡コントロールとしてIE常マウスLgG､或いはiE常ウサギ血済
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(prelmmunCserum)を用い対照とした

ここで川いた抗HB-EGF抗体 (Hl)は､股総合型proI111-EGFと特艶的に反応すること

がすでに示されている(NahgaWaetaL.1996),

J.ジフテリアも滋感受性の解析

ジフテリ7溢素感受性は毒卦 二よるタン′(ク合成阻吉能で検討したOLlitam uTaelaI.

1995) グリオーマ細胞を4xlが他ずつ24-wcJIplalCに撒き12時F･tu培養後､ジフテリア

なぶをoII/Ighllの濃度で7.i加 し90分培苑後､培苑液をIeLN:.rC -f代eDMEMI二換え100/I

cihllの(lHlロイシンをIOpL加え､川棚 J培益 した｡七■1-盃液を揺てPBSで沈糾 麦､細胞

をlnllの01NNaOHで溶解 し､これに20%トリクロロ肺線溶TLa汀CA)を05m)加え,/i

した沈殿をwhalmanGF/Cで トラップし､さらにフィルターを5%TCAで洗浄,loo%

エタノーJレで洗浄 し風乾後､シンチレーションカウンターで測定 した｡ジフテリア

Lil,糸を加えなかっ1=試料の他を100%として､蒋講を加えたときのタンパク合成能を

与川lした｡

5.細胞j倍触､DNA合成能の解析

a)細胞欄赫能

U25LMG,U3431VIG.T98Gグリ*-マ細胞をそれぞれ,6-WCHdIShに4xIOJ慨ずつ撒

き.10%FBS,DMmlでL2時間培養した後,帥osphateburlersalirK(PBS)で洗浄 し､

rllCdlUmを血清を除EしたDMEMに換え､r∝omblnnntHB-EGF(rHB-EGF)(Hash■mo10et

aL..1994)を各濃度で凍加 し､24時間ごとに培養液i･新 しいものに換え､72時間培垂

した綾､/Jjf細胞款をカウントした｡結き糾ま,rHB-EGF未処理にて増殖 した細胞数

に対する増加此 で表示 した｡
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b)tJILH8-EGFrrlll)抗体の効米

上ndと同枝に培超した細胞に抗ILB-EGF中jl]抗体(goatanlLHB-EGFFX)lyclorLal

aJltitxdy:197)､あるいはコントロールとしてno'malgOatlgGをそれぞれ45F'か11げ っ涼

如し､2J時PB】=とに培養液を新たなものに換え72時fi;J培養LI=後､生存細胞数をカ

ウントした｡結果は.抗体未処理の細胞故を韮稚くl00%)としてrlH!Jした｡ここで用

いた'州 l杭作は､TGFLLEGF.amphiregulin等の他のEGF77ミリータンパクに対し

ての中和活性がなく.HB-EGFに特雅一的であることがすでに裾'L5--されているものであ

ら(HilShlmO10ClaI.1994)｡

C)DNAでナ成稔

り25IMG.U343MG.T98Gグリオーマ細胞をそれぞれ､24-welldtshに2xlO4個ずつ撒

き､10%FCS,DM臥イで12時間培養した後､05%FtlS.DMEMに増益液を携え､10

tlg/mH:なるようrHB-EGF､EGF､basicFGFあるいは5%1二なるようFCSをそれぞれ加

え16時IHI.11荘したのち､rJHトIhymldmcO3pCl/weHJJlliさらに2時Fil僻 衣した｡増澄

液を除き､05m[の5%TCAを加Iえ､4℃で20分1nCubdtCL､TCAを除き､lMNaOliを加

え37℃で20分､tMHCトを250PI加えscint■lILltlO'1V)alに移し､3mlのAquusoI2を加え雌押

後､汲体シンチレーションカウンターで測定した｡なお′てックグランドは05%FCS

で培起した細胞で測'RL､実測伯より点し引いた,,結果は､5%血illiでそれぞれの細

胞を利敵したときに縛られたDNA合成舵をlo0%としてfll山した｡

6.各飽相継凶+がHB-EGFmRNA発現に与える影℡

T98Gグリオーマ細胞をそれぞれ5x106ずつ100mmdishに横森し､12時間後に無血IItl

DMEMに横地を変換し､24時節J特産した後.rHB-EGF.EGF､TGFq､bFGF､IGF-1､

TGF.才をそれぞれlhg/mLで加え各時間培題接.t仇alRNAを月製した｡NorthenlbLolは
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lJ･E速とr･･J雌の力tL-で行った｡プローブは､]1p-dCTPll在下にraJYbmpnming法で汚話

したHB-EGFぐDNAを用いた｡EGF.TGFa､bFGF.IGF-I.TGF.3は､Upsatale

8104∝hnolosylrKOrPOmledより入7--した

7.rH8-EGFかvEGFmRヽ A発B!_に′5･える彩管

aJVEGFmRNAの手Jf時的変化

し251ヽ1G.U3･13MG,T98Gグリオーマ耕地をそれぞれ5LlOhずつ100TTlmdiSM=培委 し､

12時mJ経に阜dRi占DMEuに培地を変換 し.2J時間増益 した後にrHB-EGFをlonかIllで

加え､柳川J培基経にLOulR:u を調製した｡

b)VEGFmRNA誘導におけるH8-EGFの横l空依J州 .

198GJ/リオーマ細胞を､5xlObずつ100mmdlbl一に培生し､12fL.-j閉経に無血描DMEM

に1,だ･地を変換 し､24時間培適 した後にrHB-EGFを各浪蚊で加え､3時flり増茶後にtoLaI

RNAを朗現 した｡

NorthcrnbloLは前述と同様の方法で行った｡32p-dCTr'#イiiトーでmn血npntntng法で標

識したvEGFcDNAprotxを用いてhybndIZLltlOnを行った｡ここで佼川 したvEGFcDNA

probcはIlltl_ガンセンター研究所 分T一艇梅部のIL.S枚 数先年.よJ)tJEワ･を受けた

(T止ah恥hletal.1994)｡

⊂川 B-EGFがvEGFタンパク分泌に与える影7

U251.tlG,U34311G.178Gグリオーマ細胞をそれぞれ5xlOhずつ 100rnmd-LShに培養 し,

12時mJ綾､≠血一行DMEMに培地を変換 し24時raJ培壬した後､新 しい無血清培地に換

えると肘 こ)hghl[のrHB-EGFを加えたものと､集縫加をそれぞれ24時PJ培養 した｡

培発泡を触め､pkn)lrrK}th)15ullonyL(PMSF)50rlrVIを加えCcnLrTC卯-10mic-∝ ol耽 nLTtLLOr

tO



(ArnICOn.Bcrerty.LttA)で601g･E二浪癌した｡サンプルは増資後の生糊胞款でTm HzaL､

I5年SDS-PAGEで屯'JA(泳動後､wcstenlbloulngを行った. 一時抗体としては抗vEGF

iTL咋(伽 ogcTYScM=rKe.lnC.)を用いた



(3)結果

).i-作Yリオ-マ細胞､艶続におけるHBlEGFmR入Aの発現

HB-EGFcDNAをプローブとし/=zionkrbkx解析の耗紫をFLg.H=示す｡7魚類いず

l 九の晋作ヒトグリオ-マ細胞掛 二おいても,2.5Lb.I.5Lb.lLbのサイズのHB-EGF

mR＼Aの食塊が認められたtF■g.2(a)I.この日8-EGFmRNAはこれまでにその発Blが

維;''されているマクロ77-ジと同様のサイズであったtltJgaゝ hL)aTnaetaL 199])

年目こ,rtB-EGF遺伝子の主転写産物である25LbmRNAは,U87MG,SF763.T98G一二お

いて.U25lMG.SF126.SF188(二おける上りrJ',い発現を示した｡-Ji､).4kbのAR

mRNAの発現は.sF763細胞で認めるのみであった

次に.ヒト悪化グリオーマ組掛 こおけるHB-EGFmRNAの発現を検討した 濫作グ

リd-マ(gLioblastoma)では正常脳に比較し､2倍から5倍のHBIEGFlnRNAの発現を

pEめた(Flg2(b))｡一方､ARmRNAはIF.常脳､肺城別紙のいずれにおいても検山で

きなかった｡

2..lu'.他グl)オーマ#l胞におけるHB-EGFタンパクの発現

J/リオ-マ細胞(U251MG.U343MG,T98G)の細胞膜をビオナン化し､抗日8-EGF

IJ-LIトを=いて免疫沈降した後､HB-EGFタンパクの発現を＼veslemblol法を用いて解析

したところ､約3批Daの股結合型proHB-EGFに側当するバンドが認められた(Fig.3)｡

このサイズは､これまで鞍吉されている脱出合唱proHBIEGFに相当した(IwaJllOtOet

al.)994) また､この′iンドは､これまでにrIBIEGFの発現がないことが示されて

いるマウスL細胞では認められなかった 以上の私紫より,グリオーマ細胞では､繊

胞衣面に脱穀合壁proHtLEGFを発溌していることが明らかとなった｡
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3.グリオーマ軌純におけるHB-EGFおよびEGFRの発現

悪性グリオーマ観織でのHB-EGFの発現を弧遭するために.HB-EGFのレセプター

として知らjしているEGFRの発現とを併せて､免枚組鈍化Li:'敗色u:･を川いて検日日ーた｡

F唱4にghoblastomaの代表敗色例を'T;すO抗proトIB-EGF抗体では"･fi癌細胞の細胞臥

及び 一部の旺癌細胞の細胞投が染色された｡また､nL料 簡生の部位での血管内旋朝

地及び.pencytcと想われる細胞が騒性像を示したくFiB.4(a)A,(b)̂ 矢印)｡抗EGFR抗

仏では､これまでの報告(watanakcta(.L996)と同様､肱梅細胞の細胞膜と細胞fi'が

敗色され､血管内皮細胞は染色されなかっI=(FLg.4(b)B矢印I｡Fig.4la)は､EGFR陰

化､p'oHB-EGF陽性を示した代表症例であり､Fig.4(b)はEGFR､proJ-1B-EGF典に院

性であった代衣症例である｡検;･TL得た34例の悪性グリオーマ(NuPlaslicastr∝ylmla

9例､gI10bhstoITIa25例胤 絶や､50%以上の腫砺細胞が敗色され1=ものを院性とした

とき､EGFRが階作であったamplasl-ca:strwytomd3例中の2例(66%)で､gJIObhsloma13

例では食例()00%)でproHB-EGFも陰性であった｡また.EGFR除件のaL.iIPhstic

astr∝y10m32例､gl-obhsLOma4例においでも､proHB-EGFは給仕であった｡



Fl宅41mmunohl～t∝hermcal5talnlrtgOrPrOHB-EGFandEGFRInti～suesectJOnSfrom
gllObh510mal(a)ProHB-EGFfA.En "恥POSILIYClnneOPlasllCCellsandvasct･1arendolhellalcellS
larroWhends).butEGFR(CIlmnlunOreaCllVllyWasilb5entNcgati､cconlrOIuslngPreimmunesera
lnPuceolanLI-PI℃H8-EGFaLltLbd)【D)･(̂･8X400:C･DX200)(b)ProHB-EGF(̂･C)

JmmunOTe.1Ctl､ILywasevident･nLhecytoplasrnorneoph5t･CCellsandprol･remt･ngyascL･Ja,

endoLhel･alCelLS(3-Whead5)StrongSLa'nln写orEGFRlB･｡)■ntheeytopla5rnaTtdplasma
membranesorneoplasuece一lsbutnOeXT)reSSl0nlntheareaorcndoLhelJalprollrCrat.On
(aIrowheadl)NCgiLLIYeCOntrOluslr唱PrClml-1unC Sera(E)or‖nmLJnOglobutlnlSOlyFK(FllnPIJCe

oreaChprl'llaryan=body(A.BX200 C-FX400)
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4ジフテリ7番滋に対するグ1)オーマ細胞の感受性

これまでに暇縮合塑prol-lB-EGFは､ジフテ')7歳Jを(DT)のTeCePtOrとしても倭tfEす

ることが示されている(lwamoloetaい 994)｡そこで,グリオーマ細胞で発現が61li-_蕊

された膜結合確p-oHも-EGFがtJrのreceptorとしても機能し得るか､すなわちグリオー

マ細胞が町 に対する感受性を示すかどうかを検討した｡greenmonkeyのチ縄目胞であ

るVero鮒胞はUn=訪感受性の糾日払として知られている(lwamotoelaH 994)oこの細

胞に比較すればDTl掠り一によるタンパク質合成阻苫能は低いものの､グリオーマ細胞

でも10Tlg/nllのUTl股引 二よって､UT'未投与のコントロール細胞でのタンパク質合成の

約20%まで阻rb:されることがわかった(F■g.5)｡-方､proHB-EGFタンバクの発現を

認めないマrL/スLRl胞(FIg3)では､肝 によるタンパク質合成rglrLF:-は認められなかった｡

以上の右W･は,proHB-EGFがDTrcceptorとしても機能しうるというこれまでの械nLこ

3･lFq-しないものであった｡

辛

DTConcentrat10n(ng/ml)

rig5DTseFISlllVlLyOrhumanmilHgnLlnlglEOnlilCClls
Thedataaree叩reSSedaゝpeTCen10rPrOLe.nSynthesISCOmparedwILhtheConlrOIwlthouLtOXm
Thevaluesr叩reSenHheaverageorL､VOLndcpc.-denlexlXrmlenLS･ThesymbolsusedareVero
ceJIs一口.T98G O.U343MG △,U251MG ●.nlOuSCLcellI
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5HB-EGFのグリオーマ細胞に対する糊植油性の検討

H8-EGJ;はJr:骨細胞では､bovlTt aQn C～nW hmudecelL ヒトLeT71t'rNXy1e､肝細胞.

牡梅村抱では陣地､即墳細粒でオートクライン増殖田(-として携能ILJていることが

'71されているが(HIBaShl)amaelaL..t99).1993,HかhllT棚 OClaL..)99-日toclal..1994.

KobrlnCtal.[9911ト 神祇系椎沓細胞で118-EGFの増弛能を検｡すした粒'AはこれまIr-に

ない 上.正の)-3の古見は､HB-E(コFがオートクラインあるいはジヤクスタクライン

増机担+としで忠他J/リオーマ糊胞やそのWl1毛親戚において練能していることを示

唆している｡この.r5.を確かめるために､dluI'J除去 T･で析益した3挿邪のグリオーマ朝

晩に神々の.-4度でreCombinaTLIH8-EGFtTHB-EGF)を投∫Tした.その批果.濃度依々 的

に細胞Jm紳輔免効果が認められ,lhghlLのTH8-EGF12r=T肝では.長一投与のコントロ

ール群に比較し.細胞数が約2倍に糊LnIすることがわかっ1.:(Flg6(a)).

次に､It8-EGFに付する中和抗体を加えると,コントロールのlgGを加えたものに

比較し､30｣0%の細胞増殖抑制が認められた(FIB,6(b))

以卜の九号兄より,IrB-EGFはグリオ-マ細胞に対して増斬 TF作をイlL､オートクライ

ンJm純は(-としで横能していることがryJちかになった｡

次に､これまでにグリオーマ細胞に対して州約因1･としで他くことが示されてい

るbFGF及びEGFの増柄清作をDNA合成能を指だにrrB-EGFのそれと比較した｡

10mghllのrltB-EGFの12̀5･はグリオーマ細胞に対し,5%FCSJ2'J･に比べると､約ll21

23倍確度のDN̂ 含蚊能を促進することがわかった(Flg.6(cI) また､このD.NA合成

促進掛 ま､lhghlLのEGF.bFGFに比較すると､LO-2(梶とわずかながらか ,債であっ

た｡
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6.'6稚岬机凶+によるHB-EGFmRNAの誘,rl

TGT=L'や､TGF,ヲ等の増殖囚f･では､それらを鹿やしている細胞に投Jiすると､

auto-rrKluctionがかかり.細胞l勺での対応する増熊田T-の発現をJ'L:進したり､さらには

ぐr恥 i-1nducl10nによって.同族の他の増殖凶 1-の発現をJt進する能ノJのあることがFL-

近わかってきた(Bama'delal.)99J.Colreyclal.1992) そこで､悪化グリオーマ細胞

におけるHB-EGFの発現が､HB-EGFEJ身､あるいは他の増弛凶 1-の刺故により､

au101inducLIOn或いは CTDSS-induClLOnによって先進するかどうかを､1つ8G細胞をJHいて

検討した Flg7に示すごとくrHB-EGF投')-･や同じEGF77ミリーに屈するEGF､

TGFa.さらには他の77ミリ-に梶するbFGF才王与のいずれによっても､HB-EGF

mRN̂ は､3-6時間で党規がピークとなり､それ以降はもとのレベルにまですみやか

に減少するという 一過作の発現が誘殺されることがわかった｡一方､JGF-1投与では､

わずかにHB-EGFmRNAの I-_界が.認められたが､TGFl?のは加によってはHB-EGF

mRNAの発現.-i尊は認められなかった｡
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l

l 7･l･BIEGFによるVEGF-RNA及びタンパクの誌坊

血汗rAlrX特別 は 増触回Fである､ぬぐuJu 亡ndoddlJJgrO"･th k tortVEGF)は､血管

巧′l凹Fとして､グリオーマの血管軒色にqt:要な役湖を果たしていることがこれま

で.二鞭iI,されてきている(SaTrKXoelal.1995.PlaLe亡LaL.1992.8erLm3LneLaL 1993)

HB-EGFとrE･]LEGF77ミリーに属するTGFoは.血哲内皮細胞に)･Tする増車講ttを

イけ るが､IIB-EGFは血管内皮細胞への直接の糊弧 Ti.惟作目ははな･いといわれている

lH,gash･)a,TuCtal一.)99日aま1=[･.lerLcuLLn-I,7では､それ[1糾 二は血管内皮淵屯増殖活

性がないが､間接的に内皮細胞増頼凹T-を誘専することで血管薪/Jiにl'Bわっている

という報'L･がある(LletaL1995)｡このようなことからHB-EGFには､直様内皮細胞増

恥占作をt.たなくとも､vEGFを誘さする能力があれば閉経的に血箭新生にもIXIFi-で

しうると考えた｡そこで､rHBIEGFをグリオーマ細胞に投Jj･し,vEGFが,-3辞されて

くるかを検uLTLた｡Fig8(a)に示すように､long/mIのrl-lB･EGT=を殺'j･することによ

って､ノll"l検..すした3つのグリオーマ細胞仏のいずれにおいてもvEGFmRNAの発現

が仏かllさJLたが.個々の細胞株でのVEGFnlRNA.凍上馴こBが.認められた｡すなわち､

T98GやU343MG細胞では､rHll-EGF寸三つ111､Ff-"'1枚より､またU251MG泉ll胞ではrHB-

EGF托')-･3岬II"'1線より.VtGFmRNAが誘耕された｡また､T98Gでは､rllB-EGF投'5-

枚611.H.1日ユ杵にVEGFmRNAの発現の城少がみられたが､U343MGやU251MGでは24

的r耶麦もvEGFmRNAは高レベルの発現が維持された(Fig8(a)) またT98G細胞での

VEGFmRNAの発現誘導は､加えるrHB-EGFia腔に依存してJV,加することが示された

(Fig.8(b)).さらにrH8-EGFによるVEGFmRNAの発現訪韓が､vEGFタンハクの培益

Arllへの分泌促進に結びつくことが.抗vEGF抗体を用いたw esICmblC4解析の結果か

ら稀iZされた(Fig.8(C))｡
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n･ld;LnalyzedbytmmunoblolnngTortheprescnccorVEGFproleinBl01R▲ld一ow-range
prcsliL川Cdmilrker～wereusedassi2かnZlrkrPrOle川S.
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(4)考察

今回の悲作グリオーマ緋胞株をTrJいたInVllrOの実験もuiより､りヒト悲作グリオ

ーマ寿馴抱がnB-EGF■11RNAを発現していること､2)グリオーマ細胞はn-X結合]1-).

proLIB-EGFタンパクを産生していること､3)グリオーマ細胞がDTに対して感受作を

'ltLたことは.proHB-EGFがtnlのレセプターとしても機能するとのこれまでの雑告

にJ･JrTしないこと､4)recomblnilntHBIEGFの刺激に反応してグ1)オーマ弧胞は岬的

し､DNA合成をおこすこと､さらに5)トIB-EGFに対する特匙的な中和抗体でグリオ

-マ細胞の岬娘が抑糾されること､がE列ちかとなり､HB-EGFはオ-トクライン増熊

田/･としてグリオーマの増柄に閥とJ･していることが示された｡このように､HB-EGF

がグリオーマ細胞でオートクライン岬WT:囚了として横lJLEしていることが示されたの

はこれが初めてである｡

絞結合7g_proHB-EGFは､その細胞外部分が､プロテアーゼによって切断され､分

泌されると考えられている(HlgiIShlyarnaCtal.,I992)(Ftg I)｡近畔､脱打合)tiproHB-

EGFは､EGFRを発現するmousemyelold細】胞(EPt70_7ccll)と､proHB-EGFを選択的

に発現するように退任子導入によって作成された‖10uSemehnotlla矧勉(LHccII)との

cotuILureの系を用いて､近接する弧胞I''11でproHB-EGFRがEGFRと結合 し､EGFRを介

して増殖シグナ)i,を､統合した細目抱に伝適しうるということが,71された(HlgaShLyanla

etal.1995).このことは､股総合型proHB-EGFが唯に分泌塑HB-EGFのIl絹区体として

存在するだけではなく､それ白身がジャクスタクラインと呼ばれる増殖刺激榛純に

よって､増帥シグナルを他の細胞に伝える増殖凶-(-としでも機lJ起しうることを示唆

している｡TGFαにおいても､股結合)ilTGFaが同様の伐揃で相継に(姐与すること

が報告されているPrachTmnneLa1.,1989)｡今回の免疫乱雑化学炎色の結米から､

prolTB-EGFタンパクが悪性グ1)オーマ孤胞株だけでなく､悪性グリオーマ縦続でも

発現しており､かつそのレセプターであるEGFRと共発現している服&.;が多く存在し

ていることが明らかになった｡このことは､proHB-EGFを発現した旺痴#l胞がInVIVO
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においてらジヤクスタクライン機梢を介して､EGFRを発現する近捌 屯砿細胞に朋 垂

シグナルを伝達していることを示唆 している｡さらに､ホルボールエステル刺激に

より､股ylJ合aU.proHB-EGF分子のt))断が促進され､分泌判HB-EGFの産LtがJt進され

る(Ranbelat.1991)といわれていることから､グリオーマ削鰍 二おいても､腕蛎細胞

で肘 Lされた脱結合巧リproHB-EGFが､pKCを活作化する何 らかの刺激によって､オ

ートクラインまたはバラクライ増殖凶+としての分泌型 HB-EGFに変換さていると

考えられる｡

グリオーマ細胞ではTGFa以外にも､bFGF､PDGF､IGF-1等がオー トクライン増

殖凶+として､その叩殖にr似7-していることがこれまでに轍作されている

(Hem-anssonelal･1988Sandbcrg-NordqvLSletaI,1993.Redekopetal.1995) ただし､

bFGFに関しては､分泌シグナルを持っていないため､紺胞から分泌されたbFGFが､

いわゆるCxtcmalauLOCTlnemeChaJTlSmのもとで任碓しうるか再かは議蒜されるところで

ある(Kandclelat.1991)｡今担】の美顔耗米が′】け ように､分泌確のllB-EGFが､グリ

オーマ細胞に対してm'togenとして､あるいはオー トクライン増殖EgT･として飽き､

また､グリオーマ細胞で産生されていると考えられているbFGFやTGFq等の増殖凶

子に応答してHB-EGFmRNAが誘膿されることより､HB-EGFは､これら他の増殖凶

7-とク｡ストークすることによって.複雑なシグナル伝達のネソトワ-クを硝薬 し､

グリオーマ細胞の増殖促進や脹坊の進展に屯要な役割を非たしていると考えられる｡

rlB-EGFは1'J･桁筋細胞に対 しては､同じEGF77ミリーに鵬するECFやTGF.,に比

べて､細胞増殖や遊走LB子としての清作がより強いことが示されている什-■gash'yama

eLal,1993)｡ノ洞 の結果から､HB-EGFは'/リオ-マ細胞においても､同じ77ミリ

~に属するEGFやヘパリン頼合性のあるbFGFに比べ､約10%-20%結いDNA合成促進

徒を発押 しうることがわかった｡HB-EGFとEGFのF'lUでみられる榊 ;liの差は.平滑筋

細胞で考えられているように､グリオ-マ細胞F'両に発現 しているヘバラン硫慨プ

ロテオグリカンを介したHB-EGFとEGFRとのヘテロトリマー形成による緋合力の強

さの違いによる可能性がある.また､厄近,EGF77ミリータンパク(EGF,TGFα.
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HB-EGF,AR,BTC)のEGFR77ミリ-タンパク(ErbB-L-2.13.4)への筋合他や､i占M.

化徒が詳鰍 二検討された結果､孔滴細胞では､IIB-EGFがEGFやTGFaとは興なり､

EGFR(ErbB-I)だけではなく､ErbB-3とErbBJ4レセプターを介するシグナル伝達携陳

にも閥'ナしていることが示された(BeerllandHynes.1996)｡また､HB-EGFにはEGFR

以外にも特興的な人知のrecep10rが71--/fすることも示唆されており(cookelaL 1995)､

グリオーマ細胞で見られたEGF77ミリーJ.HJでの活性の農期-も､H8-EGFのEGFRと

は災なったレセプタ-を介する効果として/Lじている可能性も考えられる｡免疫組

殺化戸̀数色の結果で､EGFRの発現はないが､proHB-EGFを発現している腫額が存在

した埋山も､今後､EGFR以外のレセプター75.'明らかにされたり､Erb【ト3.4の発現と

HB-EGFの億硯との佃l対性を検討すれば戊明できるかもしれない｡

一般に脆癌の発生と成長には血管新′とが不可欠である(FoILmanandSh.ng,1992)ら

グリオーマでは悲性になるほど血管が凸'.I:i'となり､血箭IJl蚊細胞の増生像(endoLJtllnl

いる(Burgerelal"1985,1991Daumas-DuponcL.lI.1998ccnTlanOClal_-1989Klelhucs

eLaI,1993)｡ いわゆる増殖Prl-のrflには､血TIJ･]虹細胞に付する増殖や遊起能を促

進するとともに､血管虚底膜や紺地外マ ト1)ックスのn'化に必%T･なプラスミノーy

ン7クチペ-クーの産JJi促進やコラゲナーゼ柿性の似睦をもたらし,血管新生を促

すノ)向に作用するものが知られている｡さらに､腕砺細胞が鹿/t=_する血管新/仁凹(-

は､llllGp:新JEをJt･なった腺癌の増大を引き起こすTrE安な凶ア･と考えられている

(BuSSOllnOela1.-1996)｡中でも,vEGFは血管内駐細胞特淋的に働く強力な増鹿田 (-

であり(DvorTLkela).1995.1110maSelaL..1996),細胞外に効やよく分iQ.される｡グリ

オーマの血背新生とvEGFとの関わりについてはこれまでもよく研究されており､そ

の取要件が指摘されてきている(ZagzBgetaJ..1995)｡すなわち､グリオーマが悪作に

lJ･るに従ってグリオーマ細胞におけるVEGF産生が高くなること(BerkTnanela1..1993.

SaJIWoeLa1,1995)､VEGFのレセプターであるFllはグリオプラストーマの新生血管部

のdlL哲内皮細胞で発現が高くなっていること(pJalcclal.1993)､睦癌細胞のVEGFの
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発現を亡棚 l抗体やLlnlisenseRNAで抑えると脹坊形蚊が抑制されること(K.melal.-

1993.SaleheLal"E996).FILの細胞内チロシンキナーゼ部を欠Liは せたdomlnaTlI

neg仙vcのFLLを発現させると､附 蛎形成が瀬qF=二抑制されること(MIHaueret.ll.1994)､

プリオブラス トーマ糾織におけるVEGFが､腿坂頓死の周肺のpseudopalISLldLngの部分､

すなわち低恨諜苅‖こおいて''扱く発現されていること(plutecLal.1992)､ LnVILrOの実頗

系ではあるが､低酸素ri何によりグリオーマ細胞からのVEGF産生が増強されること

(shweikieLal.1992)､等の点がこれまでにIg]らかにされている｡このように､グリオ

ーマの増殖､進也卓のメカニズムを明らかにしていくためにも､vt:GFの発現制御機構

をT9]らかにすることは正LH-であると考えられる｡

-JJ-､低倍表によるVEGFの産生増加以外に､拍近痛抑qJIJ逝†云(-で､転1)l一凶(-とし

て傑能するp53が変川場 である細胞では､vEGFのmFtNAも古,7いことがMVILrOの系で'J-(

されたくK.cscrctal,1994)｡しかし.p53の変災･･はグリオーマのtu-110rPrOgrCSS■Onにおい

て早期より起こっており(LoulseEal.1994)､ 一方､IrlL管増Lf_は比較的後Iglに生じるこ

とより､p53の変異のみでVEGFの発現が濫作グリオーマで上手1-することは説明でき

ない｡また､グリオーマ糾粒を川いた免疫別紙化学染色の検討でも､変灘塑p53タン

パクを党Blする細胞が､必ずしも多くのVEGFを産生しているとは限らないことから

ち(phteclal.1994)､mvrvoでp53を介するVlIGFの発現制御機偶が働いているかは今

後の検討の余地がある｡VEGFと熊なり､HB-EGF自体には内皮細胞に対する増殖T(A

性はないとされていた(HJgdShlyamaClaい 991)aLかし､粒近ヒトのrnlCrOVaSCuhr

endolhelialceHに対して､HB-EGFは管腔形成を誘導する機能があるとの報告がなされ

(UshlrOCLa1..)996).血管形成にも何らかの手技判を果たしていることが予想される｡

本研究の結果より､HB-EGFはvEGFrTIRNAの発現を誘導し､またvEGFタンパクの

分tg･を促進することが示されたC従って､HB-EGFは思惟グリオーマの増殖のみなら

ず､vEGFの発現を誘導することで､グリオ-マ糾織におけるlFJIT新生にもr対与･し､

その進展に正賓な役割をL&-じている可能性があると考えられる｡

今後は､InVltrOで見られたvEGFの発現制御機構が､はたして実際のグリオーマ組

27



鰍 こおいでも成立するのか､また.グリオーマにおけるHtl-EGFの発現横梢はどのよ

うに制御されているのか､グリオ-マ細胞のHB-EGFの発現をアンチセンスRNA等で

抑制すると.造純癌性､IrlL管新rE能に変化が/生じるか等について検討 していく必繋

があると堪えられる.

(5)まとめ

本研究より,HB-EGFはオー トクライン増殖凶 (-としてヒト悲性グリオーマ細胞の

増殖に深くl兇与 していることが明らかとなったCまた.免疫親紙化学染色の結米か

ら､proHB-EGFタンパクは悠性グリオーマ組総でも発現 しており､かつそのレセプ

ターであるEGFRと共発jRしている腫坊が多く存在 していることから､m Vlvoにおい

では､オー トクライン横構のみではなく､ジヤクスタクライン倭楢を介しても､

EGFRを発現する近楼郷胞に相継シグナルを伝達 している可能作があると考えられた｡

グリオーマ糾胞での産唯が報告されているTGFα.bFGF等の他の増姉囚7-に応答

して,HB-EGFmRNAが誘沸されることより､HB-EGFは､他の複数の増殖囚7-との

問で複雑なシグナル伝達のネyトワークを梢築し､グリオーマ細胞の増殖促進や､

腕栃の増大進展に正賓な役割を果たしていると考えらiした｡

H131EGFは､グリオーマ細胞でのVEGFの産/とを増蛾することより､腕坊の1倍W_iの

みならず､vEGFの発現訪韓を介 した血･73=新生を伴うlJ･Ti癌119人にもF対与する可能性が

あるとぢえられた｡
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