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序文

細胞の癌化という現象は、 細胞が生体の制御に反応しなくなり、

無制限に増殖することと言い替えることができる。 それを解明する

ためのひとつのアプローチは、 まず生理的な細胞の増殖なる現象を

理解することである。多細胞生物は、細胞社会を椛成していて、 ホ

ルモンや増殖因子等の細胞外因子に対して鋭敏に反応することによ

り、 均衡を保っている。細胞膜上には、 増殖因子に対する受容体が

発現されていて、 受容体を介して細胞内へシグナルが伝達される。

すなわち細胞増殖を理解するためには、 受容体を介したシグナル伝

達の研究が重要になってくる。 その代表的なものに上皮成長因子受

容体(Ep i d巴rmal Growth Factor Receptor ; EGF-R )があり (R

eviewed in 2)、これは上皮成長因子 (Epidermal Growth Fact 

or ; EGF ) (R巴viewed in 1，5 & 3，4)に対する細胞膜上の受容体であ

り、多くの組織に分布し、 主に細胞増殖という生理反応をつかさど

っている。 また、 EGF-R 泣伝子が、 ヒト癌組織内で増幅あるいは再

構成している例があり、癌化に関わっていることを示唆する報告が

いくつかある。我々の研究室でも、 ヒト脳腫携において EGF-R遺伝子

再構成を伴い増幅している例を見いだした(107)。

EGF-Rは、 受容体型チロシンキナーゼに属する (Reviewed in 6， 

7，8，9，10)。受容体型チロシンキナーゼは既に 20種以上が同定され、

それぞれの構造をもとにサプファミリーに分かれる。 EGF-Rは、 erb

B-2、 erbB-3 と共にサプファミ リーを備成する。細胞外ドメインは、

二つのシステインリッチな部分により 4つのドメインに分かれる。

リガンドは、 ドメイン lあるいは 3に結合すると考えられている。膜



通過ドメインにより細胞膜を通過し、細胞内は、膜近接領域、触媒

領域、 カルボキシ Jレ領域の 3つに分かれる。 リガンドは、 EGFの他、

TGFα(Trasforming Growth Factorα) (11)， vaccinia virus gro 

wth factor(VGF) (12)， hepa-rin binding EGF-l ike growth factor 

( 13)、 amphiregulin(5)が知られている。

モノマーの状態でリガンドがドメイン 3あるいは lに結合する

と (14)、コンフォメーションの変化がおこり (15)、 レセプターがダ

イマーを形成して (16)、分子内のチロシンキナーゼが活性化すると

いう反応機構がSchlessingerらにより提唱され(17， 19)、現在広く受

け入れられている。活性化したチロシンキナ ーゼは、 自己のいくつ

かのチロシン残基をリン酸化すると共に細胞内の基質を リン酸化し、

その結果、細胞内へのシグナルカスケードが展開し、 総イ本として細

胞増殖が引き起こされる (Revied in 18)。カルボキシル領域は、 最

もチロシンキナーゼ問で多様性のあるドメインであり、 EGF-Rの場合、

同定されている自己リン酸化部位は、 すべてここにクラスターをな

して存在している。主要な自己リン酸化部位は、 Y1068， Y1148， 

Y1173の 3箇所であり、少量のリン酸化が起こるとされている部位

は、 Y992，Y1086の 2箇所が報告されている (20，21，22)0 EGF-Rの活

性化に伴って起こる自己 リ ン酸化が、 チロシンキナーゼの活性化や

基質特異性を決定するために重要であると考えられ てきた (23，24， 

25，69，70，71)。しかし、具体的な機能については十分解析されてい

ないのが現状である。

また膜近接領域内の 654スレオニン残基は、 プロテインキナーゼ

Cにより (26)、 669スレオニン残基は、 MitogenActivated Protein 

(MAP ) Kinase により (27，28，29)、またカル ボキシル領域の 1046

/7セリン残基も リン酸化を受ける (29，30)。これらセリン・スレオニ



ンキナーゼによるリン酸化によって、 チロシンキナーゼ活性が抑制

されるトランスモジュレーションの機構が働く (30，36)。更に、 イン

ターナリゼーションにより、 リガンドと結合した受容体は、 細胞内

へ輸送され (35)、そのほとんどはリゾゾームで分解される。 十分な

リガンド存在下では、 細胞膜上のレセプター数はダウンレギユレー

ションにより減少している (36，37)。

シグナルカスケードの一点一点に存在と恩われる蛋白質に関す

る情報はかなり集積してきたが、 それらのどれが重要であり、 また

いかにしてつながっているかに関しては、 最近までほとんど情報が

なかった。 しかし、受容体型チロシンキナーゼよりのシグナルがつ

ぎに何に伝わるのかについて、 最近ようやく基質となるエフェクタ

一分子として重要な候補がうかびあがってきた (Revi ewed i n 34，38， 

39)。

1989年、 リガンド刺激により直ちにリン酸化されてくる蛋白質、 P-

posphol ipase C-y 1 (PLC-y ，) (40， 41，42，87，108)、 ras-GTPase

activating protein ( ras-GAP ) (43，72， 100， 101)、 Phosphatidy

1 inositol -3 kinase ( PI-3 kinase ) (46)、 c-raf(45)などが同定

され、 しかも前3者は、 分子内に Srchomology-2 ( SH-2 )ドメイン

をもつことが明らかにされた。 この SH2ドメインがチロシンリン酸化

されたアミノ酸配列を認識することにより、 受容体型キナーゼの自

己リン酸化部分を認識し、 結合することを示唆する証拠があげられ

てきた (46，47，48)。最近では、 Proteintyrosine phosphatase-1 C 

( PTP-1C ) (49)、 Grwothfactor binding protein-2 ( GRB-2 ) / 

Ash/ Sem5 (50)、 vavそして SHC(51)も分子内に SH2ドメインをもち、

EGF-Rの自己リン酸化部位に結合しうることが示されている。 しかし、

現在のところ、 これらの分子がシグナル伝達にどの程度重要な役割



を担 っ ているのか、 またシグナル伝達分子相互のクロストークはい

かなるものであるのかという点に関して、 十分i拝明されてはいない。

私は EGF-Rを介するシグナル伝達に興味をもち、 EGF-Rを過剰l発

現した NIH3T3細胞は、 リガンド刺激により細胞増殖を開始し、 しか

も癌化に似た形態学的変化も示すという性質を利用し (52，53，54)、

各種変異体EGF-Rを過乗11発現することにより、 いかなる効果を生じる

かについて解析した。

第 l章では、 キナーゼ問で非常にホモロジーの高い触媒領域に注

目した。 すべてのチロシンキナーゼに保存されている src-416チロシ

ン残基相同部位である EGF-R 845チロシン残基は、 他のチロシンキ

ナーゼとは対照的に、 十分な生物学的活性、 キナーゼ活性を呈する

ためには必須ではないことを示し、 触媒領域の多様性を示した。

第 2'1きでは、 キナ ーゼ間で最も多様性のあるカルボキシル領域に

注目し、変異を加えて生物学的及び生化学的性質を検討した。 その

結果、 カルボキシル領域は、 トランスフォーム能を正に制御するこ

と、 また 992チロシン残基は、 これを残してカ Jレボキシル領域を欠失

させるとトランスフォーム能を負に制御することがわかった。 そし

て、 この領域は EGF刺激にて誘導される GAP複合体機成成分と考えら

れる p62がチロシンリン酸化されるために必須であることが明かにな

った。更に、 GAP複合体内 p62のチロシンリン酸化は、 EGF-Rを介する

増殖やトランスフォーメーションへのシグナル伝達には必要ではな

いということが強く示唆された。



第一章 上皮成長因子受容体(EGF-R) チロシンキナーゼ触媒

領域内に高く保存された 845チロシン残基の生物学的意義に関

する解析

1 - 1 序論

チロシンキナーゼ、 セリンスレオニンキナ ー ゼの触媒領域は、

種を越え、 またキナーゼ間で非常によく保存されている。特に触媒

領域の後半にある src416チロシン相同部位は、すべてのチロシンキ

ナーゼにおいて保存され (8，9)、 また多くの場合に自己リン酸化を受

け、 そのキナ ー ゼ活性また生物学的活性を調節するうえで重要な役

割を担っていることがわかっている (50-60，62)。上皮成長因子受容

体 (EGF-R) ではチロシン 845がその部位に相当する (6，8， 9)が、 その

触媒活性にどんな影響をもつかわかっておらず、興味がもたれると

ころである。 この部位の自己リン酸化は、 EGF-Rの場合には報告され

ていないが、チロシン特異的脱リン酸化酵素により脱リン酸化され

やすいために検出できていない可能性等考えられるので、我々は直

接この部位をフェニルアラニンに変えることによりリン酸化を受け

る可能性をまったく廃した変異体をつくり、 NIH3T3細胞に導入し、

触媒活性としてチロシンのリン酸化、生物学的活性の総体として

DNA合成能、 トランスフォーム能について如何なる効果を呈するかを

検討した。
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1 - 2 研究材料と方法

1-2-1. 研究材料

ヒト EGF、 マウス EGFは、 TOYOBOより購入した。 [125I]-EGF

(>750Ci Immol)、[3H] -T h y m i d i n e ( 25 C i 1m mo 1 )、[1251]-Protei n A 

(30mCi/mg)、['25J]-anti-mouseIgF(ab')2 fragment(500-2000CiI 

mmol)は、 AmershamCorp.より 購入した。抗日GF-R抗血清は、秋山博

士(阪大 ・微研)より、抗ホスホチロシン抗血清は、浜口博士(名

大 ・医)より供与を受けた。

1 -2 -2 動物細胞発現ベクタ ーと 変異EGF-Rの作成

動物細胞発現ベクターとしては、骨髄増殖肉腫ウイルス

(Myeloprol i f巴rativesarcoma virus) を基本骨格とし、ネオマイ

シン耐性遺伝子、サイトメガロウイルス(C Y t 0 m e h a 1 0 v i r u s ; C M V) 

初期プロモータ一、 PUC19由来複製開始領域を含むレトロウイルスベ

クタ-pTJNeoを用いた。 pTJNeoのCMVプロモータ ー の下流にはヒト

EGF-R cDNA全長を含む 3.8kbSacI-BamHI断片を挿入し(pTJNeo-

EGF-R)、 これをトランスフェクションに用いた(図 1-1)。チロシ

ン残基845をフェニルアラニンに置換した点突然変異は、 ポリメラー

ゼ連鎖反応 (PolymeraseChain Reaction;PCR) により作成した

(63)0 EGF-RcDNA ヌクレオチド 2686 から 2951 はほぼ中央にチロ

シン 845に相当するヌクレオチド残基を含み、その両側には ApaLI、

Bgl II制限酵素部位が位置する。 まず、 ApaLIを含むセンス鎖プライ

一7-



EGF-R cDNA αコv、
マト
吋 『

~ ~ 

1><1>< 

生

曲
目
口
戸
。
l油

田
由
ロ
戸
自

1
-

岨マロ
H

国
母
l
」

-

E
 

N
m
w
m
h
o-斗

___ BamHI 

H一一一一一一 ----------3 2b? 
，C川 ERF

Ii@lmmil -
1
 Sacl 

3'しTR(MPSV) 

図 1-1 動物発現ベクタ ー pTJNe~ Myeloproliferative sarcoma 
vlrusを基本骨格とし、 その Longterminal r巴peat (LTR)の問にネ
オマイシン耐性遺伝子、 Cyromegalovirus(CMV) immediate/early 
promoter、 その 3'側に cDNAクローニング部位をもち、 PUC19由来の
複製開始点をもっ。 EGF-RcDNAは、その全長を含む SacI-BamHI断片
として cDNAクロ ーニング部位へクローニングした。細い線は PUC19由
来配列、矢印は CMVプロモ ー ター より開始する転写方向を表した。
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マ -Aと 845フェニルアラニン変異を含むアンチセンス鎖プライマ

- B (5'ーCCTTCTGCATG.OAAT，ICTTTCTC-3') (下線に変異をいれた。そ

れにより EcoRI制限酵素部位が新にできた。)、 またそのセンス鎖プ

ライマー C(5'ーGAG AAA，GAAT:rC C AT GC AG AAG G-3 ' )と BglIIを含むアンチ
センス鎖プライマー Dを用い、 pTJNeo-EGF-Rを鋳型とし、それぞれ l

回目の PCRを25サイクル行った。つぎにその反応液のそれぞれ 1110を

混合しこれを鋳裂とし、新たにプライマ ーAとDを加えて、 2回目の

PCRを行った。増幅した DNA断片を ApaLIとBgIIIで消化し、

pTJNeo-EGF-Rの相同部位と入れ換えた。

1 - 2 - 3 NIH3T3*-担月包へのトランスフェクションとトラン

スフォ ー メーションアッセイ

NIH3T3細胞は、熱処理にて補体を非 i動化させた新生子牛血清

(New born calf serum;NBCS) を 5%加えたダルベッコ変法イ ーグ

ル培地 (DulbeccoModified Eagle Medium; DMEM GIBCO) に2mM

L-glutamineと90μg/mlのカナマイシンを加えて継代維持した。 トラ

ンスフェクションは、1.5x105個の細胞を 6cmプレ ートにまき、 翌日、

lプレート当り 5μgのプラスミド DNAをもちい、ポリブレンジメチル

スルフォキサイド(polybrene-DMSO) 法 (64)にて行った。 2日後より、

10ng/mlのEGF存在、非存在下に 0.2mg/mlのG418を加えた培地に交換

し、 3日ごとに新鮮な培地に交換した。約 2週間後、 G418耐性コロ

ニーとそのうちで形質転換しフォーカスを形成しているコロニーの

数をそれぞれ数えた。 コロニ ー をいくつか拾い、 [125I]-EGF結合実

験にて EGF-Rを高発現しているクロ ーンを選んだ。



1 - 2 - 4 [1 2 sr]ーEGF結合実験 (65)

5 x 1 O'個 /mlの濃度の細胞を 24穴プレートにまき、翌日、 Ca' ， 

Mg" 不合リン酸緩衝食塩水 iPhospate buff巴r巴d saline [PBS( 

) ] J及び結合実験用緩衝液[ DMEM， 20mM HEPES (pH 7.5)， 0.1% B 

SA ]にて洗浄後、結合実験用パッファ ー 500μl中に O.05μC iの

[1251]ーEGF を加え、 4・C， 60分ふ置し反応させた。反応後、細胞を

氷冷した PBS(一)にて 2回洗浄し、 1N の NaOH を加えて溶かし、結合

した放射活性を y ー カウンタ ー にて計測した。非特異的結合は、

100倍の非標識EGF存在下にて結合した放射活性を計浪IJ し、それを全

活性より差し百|いた。

1 - 2 - 5 ウエスタンプロット解析 (67，68) 

細胞を 10cmプレ ー ト上 80%飽和になるまで増殖させた後、 O.5 % 

NBCS DMEM に交換した。翌日、 100ng/ml EGFにて 37・c、 5分間処理後

また処理しないプレートを液体窒素中にいれ凍結させて反応を止め、

PBS (一)にて l回洗浄後、 溶解バッファ-A[50mM HEPES(pH 7.5) 1% 

Triton X-100， 0.5% デオキシコール酸. 0.1% SDS， 1mM EGTA， 50m 

M フッ化ナトリウム ， 10 mM ジピロリン酸ナトリウム、 2mM パナジ

ル酸ナトリウム、 10μg/ml アプロチニン、 1mM phenylmethyl-

sulfonyl fluoride(PMSF)]にて細胞を可溶化した。氷上 15分静置後、

遠心(15， OOOg 10分、 4.C) し、上清を回収し、 Bradford法(B i oR 

ad) にて蛋白波度を測定した。 lレーン あたり 25μgの蛋白を含むサ

ンプルを 8%SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った。泳動ゲ

ルの組成は、 8%ポリアクリルアミド[アクリルアミド アクリルエイ

nr 



ド(FMC)= 32: 1]、 0.1% SDS， O. 56M Tris~HCl (pH 8.8)、 i農縮ゲルの

組成は、 6.4%ポリアクリルアミド、 0.1%SDS，O. 384M Tris-HCl 

(pH 6.8)である。転写用緩衝液 (0. 1M Tris-HCl、 0.192M グリシ

ン、 20% メタノール)中で電気的にゲル中の蛋白質をイモピロン

フィルタ ー (Millipore) に吸着させた。イモビロン フィルタ ー

をブロッキング用緩衝液ー 1 (2. 5 %脱脂粉乳、 0.1%Tw巴巴n-20 を含

むPBS 抗 EGF-R抗血清にて検出する場合)あるいはプロッキング用

緩衝液-2 [5%牛血清アルブミン フラクション 5(生化学工業)、

0.1% Tween 20 を含む Trisbuffered saline(TBS) 抗ホスホチロシ

ン抗血清にて検出する場合]中で 4・C、 l 晩軽く振とうすることによ

り抗体反応の際の非特異的吸着を防いだ後、 それぞれのブロッキン

グ用緩衝液で希釈した抗 EGF-R抗血清(1/500) あるいは抗ホスホチ

ロシン抗血清(1/2000) 中で室温3時間経く振とうし、洗浄用緩衝液

- 1 (0.1% Tween-20 を含む PBS: 抗 EGF-R抗血清用)あるいは洗浄

緩衝液 - 2 (0.05% Tween-20 を含む TBS 抗ホスホチロシン抗血清

用)で 10分、 3回洗浄した。つぎに標識用緩衝液ー 1 (2.5%脱脂粉

乳、 0.1%Tween-20、 O.15M NaCl、 20mMTris-HCl 抗 EGF-R抗血清用

)あるいは標識用緩衝液 一 2 (2%牛血清アルブミン、 O.05% 

Tween-20を含む TBS) 中で 20分平衡化した後それぞ、れ lμCi/mlの

[12 sr]ーproteinA (30mCi/mg;Amersham) を加え、室温 1時間経く振

とう後、洗浄用緩衝液で 10分、 5回洗浄したのちフィルタ ー を乾燥さ

せ、 オー トラジオグラフィ ー にて検:出した。

1 - 2 - 6 [3 HJーチミジン取り込み笑験 (66)

2 x 1 0'個の細胞を 24穴プレ ー トにまき、 0.5%NBCS 中に 2日間おい

ームーム



た後、種々の没度の EGFを含む 0.5%NBCS DMEM に交換し、 20時間

後、 lμCiの[3HJーチミジンをくわえ、 48寺間ノTルス核号誌tした。拐15載し

た細胞を 0.2NNaOH、 5mMEDTAを1mlにて可溶化後、氷冷した 10% ト

リクロロ酢酸 6ml中にいれて 30分氷上静置、生じた沈殿を GF/Cフィ Jレ

ター(Whatman)上に回収し、 これをよく乾燥させた後、 シンチレ ー

ション J "イアルにいれ、 シンチレーターを 1mlくわえ、 i夜イ本シンチ

レー ション カウンターで回収された放射活性を計測した。



1 - 3 結果

1 - 3ー 1 845フェニルアラニン変具体(F845EGF-R) の構築

聖子生型 EGF-R(Y845EGF-R) のドメイン構造と 1- 2 - 2に記述

したごとくに作成した変具体の構造を図 1-2-Aに示す。作成した

F845EGF-Rは、部位突然変異を導入した箇所に、 EcoRI 制限酵素部位

があらたにできているため(図 1-2-B)、 こ のプラスミドをもっ大月号

菌を選択する際に容 易 であった。更に、 PCRにて増幅させたヌクレオ

チド配列は、 Sequenase version 2.0 (USB) を用いてジデオキシ法

により決定し、 目的の箇所の塩基配列以外に変異がはいっていない

ことを確 認 した。

1 - 3ー 2 トランスフォ ー メーション アッセイ

Y845EGF-~ F845EGF-RをNIH3T3細胞にトランスフェクション、

G418にて選択することにより、約 2週間後には、 EGF存在非存在下共

に、 lプレ ー ト当り数十の G418耐性コロニ ー が出現した。 1987年 Fi

oreとAaronsonにより初めて報告されたごとく (52，53，54)、 EGF存在

下 に培養した細胞より出現したコロニーの中には、形質転換したフ

ォー カスを形成するものがあった。 こ の EGF依存性の形質転換能を比

較するために、各々の数を計調IJ し、実験を 3回行い、 その全 G418耐性

コロ ニー 数に対する形質転換フォ ー カス数を比率で表した。表 1-1に

示す ごとく、 牛DNA5μgの みを トランスフ斗クションした 布団月包

(Mock) 中で、形質転換フォ ー カスを形成したものは Oであり、 また

EGF非存在下に培養した細胞より出現したコロニー中での形質転換フ

ハ
〈

υ
4
1
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図ト2 ヒト Y845変異 EGF-Rの構造。(A) 野生型 Y845と変異 F845
EGF-Rのコード領域の概造，細胞外領域(リガンド結合領域)、膜

通過領域(T M)、キナ ーゼドメイン、そして C末領域。 自己リン酸化
チロシン(Y 9 9 2、 Y1068、 Y1148、 Y11'73)は、 ( P)として表記した。
F845は、 845アミ ノ酸残基のチロシン(y)をフェ ニ ルアラ ニン (F) 

に置換した点突然変異をもっ。 (B)F845のヌクレオチド配列と野生
型Y845そして F845のEcoRI消化パターン。
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Tablc 1. Traos[o(luing aClivily o[ Y845 and 1'845 EGF-R 

Transrormed focν口418.rcsistantcoloni出

cDNA EGF Exp.1 Exp.2 E可'.3 TOI<lI % 

Y制5 0116 ν'53 QI77 1/146 0.6 

+ 7/40 7/61.5 3169 7/170.5 4.1 
I制5 1/27 0148 0168 1/143 0.7 

十 6135 3.5/35 Y72.5 12.51142.5 8.8 
Mock 。156 日/101 CY'J4 01251 

+ 町38 01112 。ノ109 01259 

NU-I3T3 cells were I即時 r~c::.d with 5jlg o~ the plasrnid DNA per dish by thc polybrcllc 

22』;れ::i:t:d!:lJ!:目f11ut;::?。:ぷ;士。よ:
;:;;己:l2主:叩1f(:η11;1立2;:コ:;芯;立:rL:出:2::古;?弘記4μ;:官r;ぷ:Lユ::亡i立位ιμcよ:芯:;r:?e'Ji;児nT:Ze;立::Uコ31l;Txpc叩nn川ηme叫 W川"悶eU山。n問c 

表1-1 NIH3T3細胞へのトランスフェクシヨンは、 polybrene-DMS
0/去により lプレートあたり 5μgのプラスミド DNAを用いて fyった。
その後、 10ng/mlのEGF存在、非存在下に O.2mg/mlのG418を含む培地
中で増殖させた。 2週間後、 G418耐性コロニーとトランスフォーム
したフォーカスの数をそれぞれ計数した。独立した実験を 3回行っ
た。実験 2と 3は、 doubleで行った実験の平均を示した。
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ォーカスの比率は、 Y845EGF-R、 F845EGF-Rとも 1%未満であった。一

方、 EGF存在下での形質転換フォーカスの比率は、 Y845EGF-Rで4.1 %、

F845EGF-Rで8.8%であり、変異体の方にむしろ高い傾向が認められた。

1 - 3 - 3 変異 EGF-Rの NIH3T3細胞上での発現とリガンド刺激

による自己リン駿化

1 - 3 - 2で記述した G418耐性コロニーをいくつか拾い、

[!25I]-EGF結合実験により、 レセプターを高発現している細胞クロ

ーンを数個ずつ選んだ。図 1-3-Aに、典型的な実験データを示す。実

験は triplicateで行い、 データはその平均値土標準備差で表した。

既に報告されているように (52)、親株の NIH3T3細胞(Parent) には、

EGF特異的結合部位はほとんど検出されなかったが、 Y845EGF-R，

F845EGF-Rをトランスフェクションした細胞には、 EGF特異的結合部

位が検出され、 後者には前者の約 31音の結合部イ立が存在した。 これら

の細胞株を用いて以下の実験を行った。

まず、 レセプターの発現をさらに確認するため、細胞を可溶化、

SDSーポリアクリルアミド電気泳動にて展開した後、抗EGF-R抗血清で

ウエスタンプロッテイングを行った。図 1-3-8に示すごとく、

Y845EGF-~ F845EGF-R共に、報告されている EGF-Rの分子量に相当す

る170kDにバンドが認められた (68)。シグナルの強さは、 F845EGF-R

の方がF845EGF-Rより強〈、 これは結合部位の量の差と一致した。

EGF刺激による VIVOでのチロシンリン酸化を競べるために、 それ

ぞれの細胞を 37.C、 5分間 EGF処理した後、その可溶化物を SDS-ポリ

アクリルアミド電気泳動にて展開し、抗ホスホチロシン抗血清を用

いてウエスタンプロッテイングをおこなった。
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図 1-3 野生型 Y845と変異体 F845 EGF-Rの発現とチロシンリン酸化。
( A) [1 25 I]ーEGF結合実験。聖子生型及び変異体EGF-Rを導入した細胞
をそれぞれまいて一晩増殖させた。その後、細胞を無血清培地中で

2. 5時間インキュベート後、 [12sI]-EGFを加え、 40C、 1時間インキ
ユベートした。細胞に結合した放射活性を計測し、非特異的結合を
差しヲ|いて、加えた全放射活性で害IJった値を%表示した。実験は

triplicateで行い、 データは平均値土標準備差で表した。
(B) 抗 EGF-R抗血清によるウエスタンブロテイング。野生型及び F8

45 EGF-Rを発現した NIH3T3細胞を可溶化し、それぞれ 25μgの蛋白

量 をSDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動にて展開した。サンプル
はImmobilon (Milipore)へ電気的に吸着させ、抗 EGF-R抗血清をかけ、
[125IJ-protein Aにて検出した。
(C) 生細胞内での EGF-Rのチロシンリン酸化。静止した細胞を 100
ng/mlのEGFで5分処理、 また処理せずに、可溶化し、 それぞれ 25μg

のサンプルを SDS ポリアクリルアミドゲルにて展開した後、抗ホス

ホチロシン t瓦血 j青にてウエスタンプロッティングを行った。
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図ト3-Cに示すごとく、 Y845EGF-R、 F845EGF-R共に、 EGF刺激により

急速にチロシンリン酸化される 170kDの蛋白質が認められ、 これは既

に報告されている自己リン駿化のバンドである可能性が最も考えら

れた。シグナルの強さは、 F845EGF-Rの方が Y845EGF-Rより強いが、

その発現レベルの違いを考慮すると、両者ともにほぼ同レベルのチ

ロシンリン酸化がおきていることがわかった。

1 - 3 - 4 DNA合成能

EGFの本来の機能を最も反映すると考えられる増殖能の指標とし

てEGF依存性に起こる DNA合成能を、 [' HJーチミジンの取り込み量によ

りY845EGF-RとF845EGF-Rとで比較した。実験は triplicat巴で行い、

デ ータは 平均土標準備差で表し、 3回行った実験の最も代表的なデ ー

タを図 1-4に示した。親株NIH3T3細胞では EGFの濃度をあげても DNA合

成は誘導されなかったが、 Y845EGF-~ F845EGF-Rでは、 EGFの波度依

存性の容量反応曲線が得られた。 50%eff巴ctivedose(ED5.)はY845E

GF-Rでは O.017ng/ml、 F845EGF-Rでは O.030ng/mlであった。誘導され

たDNA合成の最大レベルについては F845EGF-RはY845EGF-Rの1.5倍で

あり、 これはそのレセプターの発現量の違いに反映していることが

最も考えられた。
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図 1-4 EGF刺激による(3H]-thymidineの取り込みの誘導。
静止した細胞を種々の滋度の EGFで24時間刺激し、 その最後の 4時間

を PH]-thymidineにてパルスした。実験は triplicateで行い、結果
は平均値+標準偏差で表示した。 以下に取り込まれた放射活性の最

大値と最小値について、代表的な実験データを表した。 (Y845: 最
小値 5783+422，最大値 32980+1559;F845:最小値 3424.5+205， 最大
値 32853.5+1779;Par巴nt:最小値 9105， 最大値 10293)



1 - 4 考案

EGF-Rチロシンキナ ーゼにおいて報告されているすべての自己リ

ン酸化部位は前述のごとく、触媒領域より下流のカルボキシル領域

にクラスタ ー をなして存在するとされている(チロシン残基 1068、

1148、 1173は主要な自己リン酸化部位、 992、 1086は少量のリン酸化

がおこるとされる部位である) (20，21，22)。 これら自己リン酸化の

生物学的意義についてはこれまでに多数の研究者により研究されて

きたが、他のチロシンキナーゼのように明解な結論はでておらず、

現在のところ統一的な見解は得られていない。各々のチロシン残基

をフェニルアラニンに置換した種々の変異体は、決定的な効果を及

ぼすには至らず、外来の基質に対するリン酸化反応においてむしろ

低い Km値を呈することが報告されている (24，25，66)。 これら報告さ

れている自己リン酸化部位は、 リン酸化されていない状態すなわち

リガンドが結合せず活性化されていない状態では、 この部分が触媒

領域をマスクするコンフォメーションをとり、外来基質に対して競

合的基質として作用し (24，25，26)、 リン酸化された状態すなわちリ

ガンドが結合し、活性化された状態では、マスクは取り去られ、最

大の生物学的活性を呈するために必要であるとされている (69-71)。

しかし、 またひとつの可能性として議論されてきた こ とは、

EGF-Rチロシンキナーゼの活性化において重要な役割を果たす自己リ

ン酸化部位は、現在までに報告されているものとは別の部位にあり、

リガンドが結合し活性化され て 自己リン酸化が起 こ るとすぐに、脱

リン酸化酵素によりリン酸基がはずれてしまうために、 これまで検

出されていなかったかもしれないということである (21)0 EGF-Rチロ
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シンキナーゼ Y845は、 そういった可能性のあるチロシン残基の候補

のひとつであった。 しかし、以上の結果より、私は、 845フェニル

アラニン EGF-Rを発現した NIH3T3細胞が、 EGF依存性の形態学的トラ

ンスフォーム能また DNA合成能を保持している ことを 明解に示すこと

ができた。すなわち、 Y845は、 EGF-Rチロシンキナ ーゼの 活性化にお

いて、決定的な役割を果たしているわけではないと結論することが

できた。

更に、 フェニルアラニン 845EGF-Rは、野生型 EGF-Rに比し、約 2

倍のトランスフォーム能を示し、 むしろ高い生物学的活性を呈した

ことは、他のチロシンキナーゼと比較すると興味深い対照をなして

いる。 Y845相同部位は、 c-srcでは Y416(55，56)、 ヒトインスリン受

容体では Yl162/Y1163(58)、マウスコロニ ー刺激因子 一 l 受容体

(Colony stimulating factor-1 receptor;CSF-1R)では Y807(62) 

であるが、 これらのチロシンキナーゼにおいてはこの部イ立をフェニ

ルアラニンに変えることにより、触媒活性、生物学的活性ともに減

少する。また、 ヒト CSF-1Rでは Y809(59)、血小板増殖因子受容体

(Platelet derived growth factor receptor;PDGF-R)では Y825

(60， 61)が相同部位であり、 フェニルアラニンに変えることにより、

触媒活性には影響を与えないが、生物学的活性は減少する。後者の

場合、 このチロシン残基が、基質蛋白質の認識に関わっていること

が示唆され興味深い。今回のデータより 、 チロシンキナーゼの触媒

領域にあり、すべ てに 保存されたチロシン残基の役割は、 キナーゼ

により多様である ことがわ かった。
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第二章 上皮成長因子受容体 (EGF-R) チロシンキナーゼ内

カ Jレボキシル領域の生物学的意義に関する解析

2 - 1 序論

EGF-Rチロシンキナーゼの細胞質領域は、細胞膜側の触媒領域と

カJレボキシル領域に分けられる。 このカルボキシル領域には、現在

報告されている 5つの自己リン酸化部位(主要な自己リン酸化部位

は、 Y1068，Yl148， Yl173の 3つ、少量のリン酸化のおこる部位は、

Y992， Y1086の 2つである) (20-22)のすべてとセリンリン酸化部位

S1046/7が存在し (29-31)、キナーゼ活性を調節するうえで重要であ

ることを示唆する報告がいくつかみられる (23-25，30，31，71)。 しか

しながら、主要な自己リン酸化部位を各々フェニルアラニンに変化

させた変異体を作成し、調べられた研究で、顕著な効果がみられな

かった (24，25，66)。一方、 992チロシン残基は、最近自己リン酸化を

受けることが報告された部位で (22)、 この意義についてもまだはっ

きりしたことはわかっていない。

そこで、私は、 チロシン ・セリンリン酸化部位を含むカルボキ

シル領域と 992チロシン残基の生物学的役割を明かにする目的で、 ヵ

ルボキシル末端よりの欠失変異体と 992チロシン残基をフェニルアラ

ニンに変化させた変異体を作成し、 これらがEGF-Rキナーゼを介して

誘起される DNA合成能と細胞増殖能、 さらにはトランスフォーミング

活性に対していかなる効果を及ぼすかを検討した。

更に、 このカルボキシル領域により調節される EGF-Rキナ ー ゼの

細胞内シグナル伝達を更に解明していく手がかりを得る目的で、最

nrhu 
つu



近EGF-Rの基質エフェクタ 一分子として有力な候補のひとつとしてあ

げられている ras-GAPとその共沈蛋白質問巴viewedin 75-77) (72-74 

)に対するキナ ーゼ活性に関して、 EGF-Rカルボキシル 領域の欠失に

よる効果を調べた。その結果、 EGF刺激による ras-GAP複合体のチロ

シンリン酸化は、 EGFを介した DNA合成やトランスフォーメーション

に必須ではないことを強く示唆する結果を得た。

幻



第 2章

2 - 2 研究材料と方法

2 - 2 - 1 研究材料

1 - 2 - 1に加えて、以下のものを用いた。

抗ホスホチロシン抗体PY-20(78)は、 ICN社より、、 ['25I]-antiー

mouse IgF (ab' ) 2 fragmentは、 Amersham社より購入した。抗EGF-R抗

体225IgG(79)は、河本博士(岡山大 ・医)より、抗GAP抗血清は、服

部博士(国立精神・神経センター)より供与を受けた。

2 - 2 - 1 動物細胞発現ベクタ ー と変異 EGF-Rの作成

1 - 2 - 2に記したごとくにヒト EGF-RcDNA全長を含む発現ベク

ター pTJNeo-EGF-Rを作成した。

・チロシン 992をフェニルアラニンに置換した変異EGF-RcDNAは以

下のごとく丸山らにより開発された PCR変異導入 I去を用いて作成した

(図 2-1) (109)。 まず、 EGF-RcDNA ClaI-BamHI断片(3008bpより

3986bp) をpSP73(Prom巴ga) マルチクロ ー ニングサイトへ挿入した

後、その 3'方向にある HpaIにClaI リンカ ー をいれ、 これを ClaIで消

化することにより EGF-RcDNA 3008bpより 3986bpをClaI-ClaI断片と

して取り出せるようにした (pSP73-C/C )。つぎに、 pTJNeo-EGF-R

より、 EGF-RcDNA 2958bpより 295bpを含む BglII-SacI断片を、

PUC18由来の1.8kbのベクター pXM18の多クローニング領域内 BamHL

Sac 1へサブクロ ーニングした(pXM-18-E)。チロシン 992をフエニル
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〆。
↓ PCR 2Scycles 

-̂ー

dlgestlon 

and 

Ligation 

、、

図2-1 PCRを用いた点突然変異F992の作成。
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アラニンに置換するような変異を含むプライマ-A (センス鎖、 5'ー

C，GA主'f.'LCC1'CA1'CCCACAGCAGGGC1'1'C )とプライマー B(アンチセンス室員、

5'一1'GAG，Gβj)，IエCG1'CGGCA1'CCACCACG1'C) (下線に変異を導入し、 EcoRI

制限酵素部位をも作成しである。)を用い、 pXM-18-Eを鋳型として、

PCRを25サイクル行い、ベクター DNA会長を増幅させた。その PCR反応

液に DpnIを加え、 37・c一 晩反応させた。 DpnIは、 メチル化された配

列のみを認識し、消化するので、 PCR反応産物を消化しないが、鋳型

としてもちいた pXM-18-Eは、大 AI>>-菌内でふやしたものであるため、

メチル化を受けており、 これを消化し小断片に細分することができ

る。

DpnI消化産物をエタノール沈殿にて濃縮した後、 50μlのTE緩衝

液 (10mM1'ris-Cl pH7.4、 1mMED1'A )に溶解し、エレクトロポレ

ーシヨン法により大腸菌 JM109に形質導入した。生じたコロニ ー を

数個拾い、 プラスミド DNA を少量調製し、 EcoRIにて消化することに

より、求める変異が導入されているプラスミド(pXM-EF992) を選ん

だ。更に、 EGF-RcDNAの部分を全塩基配列を決定し、他に変異のな

いことを確認した後、 この Eco47III-SacI断片を pSP73-C/Cの相同部

位と交換し (pSP73-C/CF992)、最後に p1'JNeo-EGF-Rの相同部位と

交換した。

. EGF-R cDNAの種々の欠失変異は、以下のごとくに作成した。

pSP73-C/Cを用い、 EGF-R アミノ酸残基 1167(PvuII)、 1123

(HincII)、そして 1011(SacI)の部位をそれぞれカッコ内に示し

た制限酵素で消化、 また SacIで消化した場合には更に1'4ポリメラー

ゼによりここを平滑末端にした後、終止コドンリンカ ー (CTAGCTAG 

CTAG リンカ ー内に NheIを含む: Pharmacia) を結合させた。

DEL1011+F992については、 pSP73-C/CF992のアミノ酸残基 1011の部
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分を同様に処理し、作成した。 リンカーをいれることにより、 1個

から 3個のアミノ酸残基が余分についたうえで、終止コドンがくるよ

うになった。 アミノ酸残基 1167のあとには Alaと S巴人 1123のあと

には Leu、 Ala、 Ser、 そして 1011のあとには Serが余分につく。

これらリンカーをいれた部位は、 シーケンスを行い、塩基配列を確

かめた。最後に各々のプラスミドの Cla1-Cla1断片を pTJNeo-EGF-Rの

相同部位と交換した。

2-2-2  NIH3T3細胞へのトランスフェクションとフォ ーカ

スフォーメーションアッセイ

1 - 2 - 3に記述したごとくに行った。

2-2-3  [1251JーEGF 結合実験

1 - 2 - 4に記述したごとくに行った。

2 - 2 - 4 軟寒天培地中コロニ ー形成能 (70) 

細胞 5x 1 0'個を、 100ng/ml EGF存在非存在下に 10%NBCS、 O.34% 

寒天を含む DMEM2ml中に混合し、 同様に EGF存在非存在下に 10% NB 

cs、 0.72%寒天を含む DMEM 2mlを下層にした 3.5cmプレート上に蒔き、

これを上層とした。 1週間後、上層の組成の混合液を 2ml重層した。

コロニー形成能の判定とその写真撮影は、 20日後に行った。

mμ 



2 - 2 - 5 低減度血清存在下での細胞増殖能 (80)

細胞 2x10'個を、 20ng/ml EGF存在非存在下に 0.5%NBCSを含む D

MEM中、 3.5cmプレ ートに 蒔いた。 3日目に培地を交換し、 5日目に

20ng/mlのEGFを加えた。細胞数はチユルク言十数板を用いて計数した。

2-2-6  [35SJーメチオニンによる代謝標識と免疫沈降実験

細胞を 6cmプレ ー ト上 80%飽和状態になるまで増殖させた後、 透

析にてアミノ酸を除去した 5%NBCSを含むメチオニン非合有 DMEM 中

に37・C、 1時間前ふ置し、つぎに 200μCiの[35S Jーメチオニン/シス

テイン(1176Ci/mmol;ICN) を加え、 37 ・~ 12時間標i哉した。標 i哉後

の細胞は、 5mlのPBS(ー)で 2回洗浄した後、 300μlの改変 RIPA緩衝液

(50mM Tris-HCl pH7.4， 150mM NaCl， 1% Triton X-100， 1%デオキ

シコール駿， 0.1% SDS， 20mM EDTA， 1mM PMSF， 10μg/ml アプロチ

ニン， 500μM パナジル酸ナトリウム ， 1mM EGTA， 1. 5mM MgCl
2
) に

て可溶化した。氷上 15分静置後、遠心(15， OOOg 10分、 4・C) し、上

清を回収した。上清 20μlをGF/Cフィルター上にのせ、 これを 氷冷し

た10%TCA 溶液中にいれ、氷上 30分静置した後、 100%エタノ ール中に

室温 10分間おき、 よく乾燥させ、 フィルタ ー上に残った沈殿中の放

射活性を i夜イ本シンチレ ーシ ョンカウンタ ー にて言十測した。 2x107cpm 

相当量の細胞可溶化物に 2.4μgの押2251gG (ヒト EGF-R 細胞外ドメ

イン特異的モノクローナル抗体)を加え、氷上 2時間インキュベ ー ト

後、ウサギ抗マウス IgGを吸着させた 50/50 (w/v) プロテイン Aセフ

アロースビ ー ズ (Pharmaci a) を20μl加え、 4・C 1時間振とうした後、

形成された免疫複合体を 1mlの modified R1PA緩衝液にて 3回洗浄し、

20μlのLaemmli サンプルバッファーを加えて可溶化し、 95・C 5分
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間熱変性させ、 8%ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った。泳動

後のゲ Jレを 7%酢酸、 30%メタノール中で 15分軽く振とう後、 enlight

ening(Biotechnology systems)中で 30分軽く振とうし、 フルオログ

ラフィーを行い、 オートラジオグラフィーにて検出した。

司

r
q
L
 

n
/

“
 

[3 H]ーチミジンとりこみ実験

1 - 2 - 5のごとくに行った。

2 - 2 - 8 生細胞内チロシンリン酸化 (67，68) 

細胞を 10cmプレート上 80%飽和状態になるまで増殖させた後、

0.5% NBCS OMEMに交換した。翌日、 100ng/ml EGFまたは培地のみで

37・C、 5分間処理したプレートを液体窒素中にいれ、凍結させて反応

を止め、 5mlの PBS(-)にて 1回洗浄後、溶解パッファ-A ( 1ー 2- 6 

に記載)あるいは直接Laemmli サンプルバッファー (2%SOS， 

100mM 01'1'， 60mM 1'ris-HCl pH6.8， 5mM E01'A， 1mM EGTA ， 10% 

glycerol )にて細胞を可溶化し、 95・c、 5分 間熱変性し、 Bradford

法(BioRad) にて蛋白波度を測定した。 1レーンあたり 20μgの蛋白

を含むサンプルあるいは同濃度のレセプタ ーを含むサ ンプルを 8%ま

たは 10%SOS ポリアクリルアミドゲル電気泳動にて展開し、 ゲル中

の蛋白質をイモピロンへ電気的に吸着させ、 1次抗体としてモノク

ローナル抗ホスホチロシン抗体PY-20(ICN)、 2次抗体として

[¥ 2 5 1ト抗マウス IgF(ab')2断片 (500-2000Ci/mmol; Am巴rsham )を

用い、 1 - 2 - 6に記したごとくにウエスタンプロッテイングを行



った。

2 - 2 - 9 GAP共沈蛋白質のリン酸化

細胞を 10cmプレートに飽和状態になるまで増殖させ、 O.5 % 

NBCSへ血清法度を下げた培地に交換した。 18時間後、 100ng/ml EGF 

にて 37・C、 5分間処理後また未処理のプレートを液体ちっそ中にいれ

凍結させて反応を止め、 5mlの PBS(ー)にて 2回洗浄後、 Margolisらの

溶解ノ〈ツファー B(81，82) [50mM HEPES (pH7. 5)， 150mM NaCl， 10% グ

リセロール， 1% Tr i tonX-100， 1. 5mM MgC12， 1mM EGTA， 10mM ジピ

ロリン酸ナトリウム， 500μM パナジル酸ナトリウム， 100mM フッ化

ナトリウム， 30mM p-ni troph巴nylphosphate， 10μ g/ml アプロチニ

ン， 10μ g/ml leupeptin， 1mM PMSF] 500μ lIdishにて細胞を可溶イじ

氷上 20分静置し、遠心(15， OOOxg， 5分、 4・C) し、上清を回収、

Bradford法 (BioRad) にて蛋白波度を測定した。各々 500μEの細胞

抽出液に、抗 GAP抗血清 1μlを加え、氷上 2時間インキユベートした

後、 50/50(wlv)フ。ロテイン Aセフアロ ー スビーズを 20μl力日え、 4.C、

i時間振とうした後、形成された免疫複合体を洗浄パッファー B

(TritonX-100の濃度を O.1 %にし、 p-nitrophenylphosphateをのぞい

た溶解バッファ ーB) で3回洗浄し、 20μlの Laemmli サンプルバッ

ファーを加えて可溶化し、 95・C、 5分間熱変性させ、 10%SDS-ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動にて展開した。ゲル中の蛋白質を電気

的にイモピロンへ吸着させた後、 PY-20を用いて、 1 - 2 - 6、 2 -

2 - 8に記したごとくにウエスタンブロッテイングを行った。
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2 -3 結果

2 - 3 - 1 EGF-R変具体の構築

作成した変異体の構造を図 2- 2に示す。野生型 EGF-Rの cDNAを

用い、 そのカルボキシル末端より徐々に欠失させた変異体を構築し

た。 EGF-R cDNA 1167アミノ酸残基まで欠失したものを DEL.1167、

1123残基まで欠失したものを DEL.1123、 1011残基まで欠失したも1の

をDEL.1011と表記し、 992チロシン残基をフェニルアラニンに置換し

たものを F992、 1011残基までの欠失をもち、 更に 992チロシン残基を

フェニルアラニンに置換したものを DEL.1011+F992と表記した。 これ

らの変異体を 1- 2ー 2に記したごとくに、 CMV プロモーターの制

御のもとに細胞内で発現するようにした。 これらの EGF-R cDNAを5μ

g等量ずつ NIH3T3細胞へ導入した。

2 - 3 - 2 フォーカス形成能と形態学的トランスフォーム能

EGF-R cDNAをNIH3T3細胞へ導入した後、 G418(0.2mg/ml)にて耐

性細胞を選択しながら、 10ng/mlのEGF存在、 非存在下に培養すると、

約2週間後、 G418耐性のコロニーが出現し、 1 - 3 - 2に記したごと

くに EGF存在下に培養したプレート中に形質転換クローン由来のフォ

ーカスが出現してきた。 EGF非存在下に培養したプレートと、 ベクタ

ーのみを導入した細胞のプレートには、 フォーカスは形成されなか

った。 EGF依存性の形質転換能を比較するために、 各々の数を計測し、

実験を 3回行い、 その会G418耐性コロニー数に対するフォーカス数を

比率で表した。表 2- 1に示すごとく、 野生型とほぼ同等の EGF依存
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図2-2 EGF-R変異体の構築
カルボキシル領域を徐々に欠失させた変異体をそれぞれDEL.1167，
DEL.1123、 DEL.1011と表記し、そして Y992をフェニルアラニンに
替えた変具体を F992、 F992+Del. 1011と表記した。触媒領域内の リ
ジン(K) 721 は ATP結合部位である。
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Transformed foci/G418-resistant colonies 

cDNA EGF Exp.l Exp.2 Exp 3 Total 'A 

0/80 01108 0/56 0/244 0.00 
Wild typ" 

4.63 + 3.5/76 5.51107 2.5165.5 11.51248.5 

0/76 0194 
992F 

0160 0/230 0.00 

十 3.5168.5 5.5185.5 2.5160 11.51214 5.37 

Del. 1011 
0/75 0187 0/55 01217 0.00 ... 

十 0167.5 0/102.5 0158 01228 0.00 

|Del. 1011 _ 0168 0175 0162 01205 0.00 
+992F + 3170.5 ~1100.5 3159.5 101230.5 4.34 

0188 01108 0195 01291 0.00 
Yec加E

十 01110.5 0/160 0190 01360.5 0.00 

.'、一・

表 2-1 フォーカス形成能

それぞれ 5μgのプラスミド DNAを用い、 Polybrene-DMSOr去に よ り、

NIH3T3細胞へ導入した。 EGF ( 10ng/ml)存在、 非存在下で、 G418

(O.2mg/ml) を加えた培地にて培養した。 2週間後、 G418耐性細胞と

典型的な形質転換フォ ー カスの数を各々計数し、 実験を 3回行 い、 そ

の合計を比率で表した。
*典型的な形質転換フォ ー カスは認められなかったが、弱く形質転

換したと思われるフォーカスは数個みられた。



性フォーカス形成能が、 F992、 DEL.1011+F992に認められた。一方、

DEL.1011には、 明かなフォーカスは形成されず、 弱い形質転換した

フォーカスととれるものは認められたが、 これは計測しなかった。

これらフォーカスを形成した G418耐性コロニーを 10個ずつ拾い、 ふ

やした。 図 2-3にしめすごとく、野生型EGF-RとF992を導入したプ

レートより生じた半数以上のコロニー由来の細胞が、 EGF依存性に、

典型的なトランスフォームした形態を示した。一方、 DEL.1011+ 

F992の場合は、 明かなフォーカスより拾ったコロニ ーであ ったが、

すべてがやや弱くトランスフォームした形態を示した。 これは、フ

ォーカス形成能と形態学的トランスフォーム能という解析条件のち

がい、 あるいは強くトランスフォームした細胞中では変異体EGF-Rの

過剰発現がむしろ細胞傷害性に作用し、 やや弱いトランスフォーメ

ーションを呈する細胞が優位に増殖したため等考えられるが、 確か

な原因は不明であり、今後の解析が必要である。 DEL.1011は、弱い

形質転換フォーカスととれるコロニーより拾ったが、 同様に弱くト

ランスフォームした形態を示した。

2 -3ー 3 [125IJ-EGF結合実験

2 -3 -2に記したように拾ったコロニー由来の細胞が、 それ

ぞれレセプタ ー を発現していることを確認するために、 [125I]-EGF 

結合実験を行った(表 2-2 )。実験は triplicateで行い、 データ

はその平均値+標準偏差で表し、 少なくとも 3回行った実験の典型的

なデータを示した。 1-3 -3と同様に、 親株NIH3T3細胞には EGF特

異的結合部位は検出限界以下であったが、 形質転換フォ ー カス由来

の細胞は、 すべてに EGF特異的結合部位が検出され、 その中でEGF結

合部位の高発現しているものを数個選び、 以下の実験に用いた。
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cpm.of 5xl0 5 cclls 

/ cpm. of total (γ.) 

NIH3T3 0.845+0.018 

Clone司l 22.5←0.92 
Wild type 

Cloロ，.2 11.3+0.62 

F992 15.9+0.73 

Del.J167 42.05+4.69 

Del.l123 14.25+0.345 

DEL.I011 24.3+2.09 

DEL.I011+F992 15.7+0.885 

表 2-2 [125lJ-EGF結合実験

5 x 1 0'個の細胞を 24穴プレートにまき、翌日、 PBS(ー)で 2回洗った。

つぎに 0.5% NBCSを含む氷冷した DMEMをO.5 m 1いれ、氷上 O.05μCiの
[1 2 5 1 ]ーEGFを加え、 4.C 60分ふ置した。反応後、細胞を氷冷した DM

EMにて 3回洗い、結合した放射活性を Yカウンターで測定した。非特

異的結合は、 100倍の非標識 EGF存在下にて結合した放射活性を測定

し、、それを全活性より差し引いた。 Triplicateで行った実験を少な

くとも 3回行い、その代表的なデ ー タを示した。
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質の同定

EGF結合実験により選択した細胞を [35 SJーメチオニン標識した後、

ヒト EGF-R細胞外ドメイン特異的モノクローナル抗体押225IgGを用い

て免疫沈降し、 レセプターの発現をみた。図 2- 4に示すごとく、

野生型 EGF-R、 F992は、 170kDに他のレーンには存在しないバンドが

認められ、 レセプターであることが最も考えられた。そして

DEL.1173、 DEL.1123 (150KD)、 DEL.1017とDEL.1011+F992(130kD)のJI仮

に少しずつ移動度が早くなり、 カルボキシル領域の欠失による分子

量の変化に対応した。発現レベルは、 EGF結合実験のデータと一致し

fこ。

2 - 3 - 5 軟寒天培地中コロニー形成能

それぞれレセプターを発現していることを確認、した細胞の軟寒

天培地中のコロニー形成能を調べた。図 2- 5、表 2ー 3に示すご

とく、 EGF非存在下、 また NIH3T3細胞では EGF存在下であってもコロ

ニーは形成されなかった。野生型 EGF-R、 F992は、 EGF存在下に多く

のコロニーが形成された。一方、 DEL.1011とDEL.1011+F992は、 コロ

ニーは形成されたが、前 2者に比較すると、 その数は少なかった。

DEL.1011+F992は、 DEL.1011に比較し、 コロ ニー の大きさがやや大き

いf頃向があった。

2 - 3 - 6 DNA合成能

EGF依存性にお こ る増殖シグナルの伝達を調べるために、血清飢

餓状態にし、静止したそれぞれの細胞に対して EGF刺激により誘導さ
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図 2-4 [3SSJーメチオニン代謝標識によるレセプタ 一発現の確認
非自月包を 200μCiの[36SJーメチオニン/システイン(1176 C i 1m m 01; 1 C N) 
にて 12時間標識した。その後、 PBS(ー)で 2回洗い、改変 RIPA緩衝液
にて可溶化した。放射活性を合わせた細胞可溶化物に押225IgGを加え、
免疫沈降し、 Lammeli サンプルバッファーで可溶化、 SDS ポリアク
リルアミドゲル電気泳動を行い、 オ ー トラジオグラフィ ー にて検出

した。
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Growth in soft agar 

EGF + 

NII-DT3 

Wildザpe +++ 

F992 +++ 

De1.1011 十+

De1.1011+F992 
斗ート

，.J'， ‘$ 

表 2-3 軟寒天培地中コロニー形成能
細胞 5x1 0'個を、 100ng/mlEGF存在下、非存在下に 10%NBCS 0.34%寒
天を含む DMEM2ml中に混合し、同様に EGF存在下、 非存在下に 10%N 
BCS 0.72%寒天を含むDMEM2mlを下層にした 3.5cm プレート上 に蒔
き、 これを上層とし た。 1週間後、上層の組成の混合i夜を 2ml重層し
た。 コロニ}形成 能の 判 定とそ の 写真撮影は、 20日後に行った。
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れる DNA合成能を [3HJーチミジンのとりこみ量を計測することにより

調べた。

実験は、少なくとも 2つの独立した細胞株で 3回行い、同様の

結果を得、無刺激時の放射活性を差し引き、得られたすべての平均

のデータを図 2-6に示した。値は、平均値土標準備差で表した。

親株NIH3T3細胞は、 EGF刺激により、 DNA合成はほとんど誘導されな

かった。一方、 里子生型EGF-RはEGF容量依存性に DNA合成が誘導された。

DEL.1123、 DEL.1011、 DEL.1011+F992、 F992ともすべて、 EGF容量

依存性に著明に DNA合成が誘導された。その最大レベルはどの変具体

でも、野生型とほぼ同等であった。容量依存性曲線は、 DEL.1123と

F992は里子生型とほぼ同じであったが、 DEL.1011はやや EGF波度の高い

方へシフトしており、 DEL.1011+F992はより強くその傾向が認められ

た。 EDs.は、野生型EGF-Rでは、 3.Ox10-2 ng/ml、 F992では1.5X10-2 

ng/ml、 DEL.1011では7.0x10→ng/ml、 DEL.1011+F992では 20.0x10-2

n g/ m 1であった。

以上、 EGF依存性DNA合成能に関しては、主要な自己リン酸化部

位を欠失あるいは 992チロシン残基をフェニルアラニンに変化させ て

もその最大レベルは変わらない。 しかし、主要な自己リン酸化部位

を欠失させた場合には、 DNA合成の最大の活性をえるために、 より高

濃度のEGFが必要となることを示唆する結果を得た。

2 - 3 - 7 低濃度血清存在下細胞増殖能

低減度血清存在下 (0.5%NBCS)、最大の DNA合成を誘導するに十

分な濃度 (20ng/ml) のEGFによる細胞増殖速度に対する効果を調べ

た(図 2ー 7)。実験は、それぞれのレセプターを発現した 2つの
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図 2-6 [3 H]ーチミジン取り込み実験

2x 10'個の細胞を 24穴プレートにまき、 0.5%NBCS 中に 2日間おいた
後、種々の濃度の EGFを含む 0.5%NBCS DMEMに交換し、 20時間後、 1
μCiの[3H]ーチミジンをくわえ、 4時間パルスラベルした。標識した
細胞を可溶化後、 10% トリクロロ酢酸中にいれ、生じた沈殿中の放
射活性を測定した。少なくとも 2つの独立した細胞株で 3回行い、 そ
の平均値を示した。値は、平均値土標準偏差で表した。



ーーィコ一一 、明Id'Y問
ー___._ FIm 
一--<:ト- OEL1011 

ーーー→+ーーー OEL1011・'00'
-・・-NIH3T3 

Ccll proliferation ( EGF + ) 

15 

10 

(
且
官
u
マロ吋

MVMむ
m
H
a
M
P
同
国

ω
U

nny 

Cell proliferation (EGF _ ) 

15 

10 

〈

a
E
Z官
V
M
Z凶
目
同
同
U
U

0 

0 

Day 

図2-7 低波度血清存在下での細胞増殖能
細胞 2x1 0'個を、 20ng/ml EGF存在下、非存在下に 0.5% NBCSを含む

DMEM中、 3.5cmプレートに蒔いた。 3El目に培地を交換した。 5日目に
20ng/ml EGFを加えた。細胞数はチユルク計数板を用いて計数した。
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独立した細胞株について 2回行い、 同様の結果を得、 その平均のデ

ータを示した。値は平均値土標準備差で表した。 EGF非存在下では、

親株NIH3T3細胞はじめすべての細胞株で、 0.5%NBCS中ではほとんど

増殖しなかった。 EGF存在下では、 親株NIH3T3細胞は EGF非存在下と

同様ほとんど増殖しなかった一方で、 他の細胞株では増殖活性がみ

られ、 その増嫡速度は野生型と F992が最も速く、 DEL.1011+F992、

DEL.1011の}I頂に遅延傾向が認められた。

以上 EGF依存性トランスフォ ーム能と細胞増殖能に関しては、 主

要な自己リン酸化部位を欠失させると減少し、 更に 992チロシンをフ

ェニルアラニンに置換することにより、 やや回復のみられる傾向が

あった。

2 - 3 - 8 vivoでの EGF-R自己リン酸化と生細胞内チロシンリ

ン酸化

それぞれのレセプターを発現している細胞を、 EGFにて 5分刺激

し、 溶解バッファ -Aにて細胞可溶化物を調製し、 8% SDS-ポリアク

リルアミドゲル電気泳動にて展開し、 抗ホスホチロシン抗体でウエ

スタンプロットを行った。 著明なチロシンリン酸化蛋白質が、 里子生

型及びF992発現細胞では 170kD、 DEL.1123発現細胞ではそれよりわず

かに移動度の早い分子量の部分に現れた(図 2-8-A)。 これは、 今ま

でに報告されてきた EGF-Rの自己リン酸化であると考えられた。一方、

DEL.1011及びDEL.1011+F992発現細胞では、相当する自己リン酸化は

検出されなかった。 同オ議にして、 細胞を EGFにて刺激し、 Laemml i 

サンプルバッファーにて細胞可溶化物を調製し、 EGF結合実験のデー

タをもとに 1サンプルあたりのレセプタ ー濃度を一定にして、 10% S 

DSーポリアクリルアミドゲル電気泳動にて展開し、 抗ホスホチロシン



N
o
a
h
-
+
F
F
O
F」
凶
白

F
F
O
F」
凶
白

的
N
F
F
J凶
白

N
O
O比

Fa長
υ

ωahH
豆
一
〉
〉

A 

-205kDa 

+ + + + + EGF 

-116.5 

図2-8 生細胞内チロシンリン酸化
静止した細胞を 100ng/mlEGFで37・C、 5分処理また未処理のまま溶
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可溶化し、 8% (A) あるいは 10% (B，C) SDS ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動にて展開し、 PY-20を用いてウエスタンプロッテイングを
行った。
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t先体;でウエスタンプロットを 1=rった

(図 2-8-B，C)。野生型、 F992、 DEL.1167， DEL.1123 発現細胞で

は、 自己リン酸化を受けた EGF-R 蛋白質が検出された。 そのチロシ

ンリン酸化のレベルは、各レセプター間でほぼ一定であった。 DEL

1123EGF-Rは、主要な自己リン酸化部位であるY1148， Y1173を欠いて

いるため、 カルボキシル領域が完全に保たれている状態ではリン酸

化が少量しか起こらない Y1086等の部位に、 かなりの量のリン酸化が

起こるようになっている可能性等考えられる (83)。このことは、 3 

つの主要自己リン酸化部位を含む領域は、 チロシンリン酸化のレベ

ルにおいてその欠失を代償しうるということが示唆される。一方、

DEL1011EGF-Rは、主要な自己リン酸化部位を 3っとも欠失しており、

この場合は自己リン酸化は検出限界以下であった。 Laemm1 i サンプ

ルバッファーによって細胞可溶化物を調製した場合には、 溶解パッ

ファ -Aによって調整した際に検出できなかったチロシンリン酸化蛋

白質がいくつか認められた。 これは、 溶解 F¥ッファ -Aにては不溶性

となる函分(例えば核等)中にチロシンリン酸化される蛋白質が含

まれていることが考えられる。野生型、 F992、 DEL.1167、 DEL.1123

発現細胞では、 116kDと60kDにリン酸化蛋白質が認められた。

DEL. 1011とDEL.1011+992Fでは、 116kDは認められるものの、 60kDは

認められなくなったかわりに、 190kDの蛋白質のリン酸化が著明にな

り(68，92)、リン酸化される蛋白質あるいはその程度が、 前 4者とは

異なっている可能性が示唆された。

2 - 3 - 9 ras-GAP共沈蛋白質のチロシンリン酸化

EGF刺激による ras-GAP及び ras-GAP結合蛋白質のチロシンリン酸

化を調べるために、 それぞれのレセプターを発現した細胞を、 血清
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図2-9 GAP共沈蛋白質のチロシンリン酸化

細胞を飽和状態まで増殖させた後、 0.5%NBCSへ血清没度をおとしたの
18時間後、 100ng/ml EGFにて 37・C 5分処理後、 また処理せずに、細 v

胞を可溶化し、蛋白量を測定した。 500μgの細胞可溶化物に、抗
GAP抗血清を加え、免疫沈降し、 Laemmli サンプルバッファーを加え
て可溶化後、 SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動にて展開し、 py
-20を用いてウエスタンプロッテイングを行った (A)。 また細胞可溶
化物 25μgはそのまま SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動にて展開
し、抗GAP抗血清を用いてウエスタンプロッテイングを行った (B)。
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飢餓状態にし、 静止させた状態で EGFにより 37・c、 5分刺激した後、

可溶化し、 一部はそのまま SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動に

て展開し、抗 ras-GAP抗血清にてウエスタンプロットを行った(図 2

-9-8 )。残りのサンプルは、 蛋白量を一定に調製した後、 抗 GAP抗血

清にて免疫沈降し、 SDSーポ リアクリルアミドゲル電気泳動にて展開

し、 抗ホスホチロシン抗イ本によりウエスタンプロットを行った(図

2-9-A) 細胞内 ras-GAPの量は、 どの細胞株でも等量であり、 また刺

激前後で変化はなかった。 ところが、 里子生型と F992発現細胞では、

EGF依存性に著明にリン酸化される 62kDの蛋白質が検出された一方、

DEL.1011とDEL.1011+F992発現細胞では、検出されなかった。 この蛋

白質は、 EGF等の刺激により強くリン酸化される p62であることが最

も考えられた。

GAPと共沈されることが知られているもうひとつのチロシンリン酸化

蛋白質 p190は、 もともと親株の NIH3T3細胞でも刺激前よりリン酸化

されており 、 どの細胞でも刺激前後で変化は認められなかった。 ま

た、 GAP自体のリン酸化も検出限界以下であった。

以上の実験結果より、 カルボキシル領域を欠失させ、 p62のリン

酸化がほとんど起こらなくなった状態でも、 DNA合成能は保持され、

トランスフォ ー ム能は弱いながらも認められているため、 GAPと共沈

してくる p62のチロシンリン酸化は、 これらの生物学的活性を呈する

に必須ではないことが明かになった。 また、 p190のチロシン リ ン酸

化についても、生物学的活性の変化に相応する変化がみられなかっ

た。



2 - 4 考案

EGF-Rのカルボキシル領域は、 同定されているすべての自己リン

酸化部位がクラスターをなして存在しており、 この領域は EGF-Rを介

するシグナル伝達に重要であると考えられてきた。

この領域の研究は、 トリ赤芽球症の oncogene y-erbBが、 カルボ

キシル領域を欠失させた形でトランスフォーム能をもっていたため、

この領域の種々の変異体を用いて赤芽球系細胞や線維芽細胞に発現

させて、そのトランスフォーム能をみたり、 1n Y1YOで感染させた時

の組織特異的な腫蕩原性をみたことに端を発する (88，89，103-106)。

このような研究により、 カ Jレボキシル領域は、 EGF-Rの下流に位置す

るシグナ lレの組織特異性を決定する調節領域であろうと考えられた。

その後、インスリン受容体等の受容体チロシンキナーゼの研究より

得られた知識も統合されて、 レセプターキナーゼの自己リン酸化が

シグナル伝達において重要であることがわかってきた (23-26，66)。

しかし、 EGF-Rについては、主要な自己リン酸化部位である Y1068，

Yl148， Y1173を各々フェニルアラニンに置換させた変具体を用いて

検討されたが、顕著な効果がみられなかった (24，25，66)0 Y992は最

近、少量のリン酸化を受けることが報告された (22)が、 この意義に

ついてまだはっきりしたことはわかっていない。

Helinらは、 カ Jレボキシル末端から 1062アミノ酸残基まで欠失さ

せるとトランスフォーム能が減少すると報告している (70)。それと

は対照的に、 Wellsらは、更に 973アミノ酸残基まで欠失させるとト

ランスフォ ー ム能は、野生型以上に上昇すると報告している (85)。
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彼らは、 973-1022アミノ酸残基までの部位をインターナリゼーシヨ

ンに必要なドメインとして提起し、 これが失われるために上記現象

がおこると説明している (68，86)が、その後に Oeckerらは、 We11 sら

の変異体は、彼らの条件では 50%のインターナリゼーシヨン活性を保

持していると報告した (82)。一方、最近、 Therouxらは、 1046/7セリ

ン残基 (1046/7S) のリン酸化がシグナル伝達を負に制御し、 ここ

を他のアミノ酸に変化させると、 erbBのトランスフォーム活性が上

昇することを報告している (30，31，72，110)。

私は、 EGF-Rのカルボキシル領域のシグナル伝達における意義を

調べるため、上述の S1046/7をも欠失させた 1011アミノ酸残基まで欠

失させた変具体 (DEL1011) を作成し、 NIH3T3細胞へ導入し、その生

物学的効果をみた。 また、 Y992の生物学的意義を調べるため、 ここ

をフェニルアラニンに替え(F992)、 また他の自己リン酸化部位の

影響を排除するために 1011アミノ駿残基までの欠失と F992を組み合

わせた変異体 (DEL1011+F992) を作成した。

その結果を表2-4にまとめた。

まず、 DNA合成能についてその最大刺激レベルは、 F992、

DELI0ll、 DELI011+F992とも野生型とほぼ同等であることがわかった。

EDs.については、 DELI011とDELI011+F992において、 わずかではある

が、高くなっていた。これは、変異体において、 EGFに対する親和性

がやや低下しているためである可能性、 あるいはその下流のシグナ

ル伝達における影響等が考えられる。

一方、 トランスフォーム能、細胞増殖能については、 DEL1011は、

野生型に比較し、明かに低下していた。すなわち、 1011アミノ酸残

基よりカ Jレボキシル末端の配子IJは必ずしも EGF-Rのシグナル伝達にお

いて不可欠なものではないが、 シグナル伝達を正に制御していると

l
 

F
h
υ
 



。。コ
ω
q
c
n
2
0
2

例。『
m
の明
H
n
ヨ
c
E
3
Z

2

日
刊

刊

η

0
0一一
C

E

「

・

の

o-ozo師一
一コ

の
O
E
U
「O
耳目

z

b

c

r

u

司

2
0帥
百

2
0
i

m

m
川

刊

T
E
E
S『ヨ
ω
巴
O
コ
帥
口
コ
ω
旧

型

吉

一

o
z
S
E
ヨ

o
z
h
y
aコH
2
2
5

ミ
E
E
0
2

+
+
+
 

+
+
+
 

z 
o z

o
 

+
¥
l
 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

2 
0 

z 
o + + 

+
+
+
 

+ 
+ 

+ 
+ 

+
+
+
 

+ 
+ 

+ 
+ 

z
o
 

z 
o 

+ 
+ 

z 
o 

z 
・0

+ 
+ 

+ 

+ 
¥、

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+
¥
l
 

2
9
8
H
a
Z
2
2
2
a
 

↓
〕
『
『
口
的

5
0
司

2
0帥
百
才

O
』

『
】
、

-
ω
2
0
3
0『

百∞
M
'
の
h
p
可

+ + 
z 
o 

2 
0 

-52-

まとめ

、、

図 2-10



考えられる。 1046セリン残基のリン酸化による負の影響については、

著明なものではなく、 カルボキシル領域の正の制御機構を強く示唆

する結果を得た。

そして驚いたことに、 DEL1011+F992において、飽和濃度の EGF存

在下でのトランスフォ ーム能、細胞増 殖能に、あ る程度の回復がみ

られた。 EGF-Rの自己リン酸化されうるチロシン残基が負の効果を呈

したのは、 これが初めてであり、 興味深い。 しかし、 992チロシン残

基のみをフェニルアラニンに変えた F992の生物学的活性は野生型と

同等であった。すなわち、他の自己リン酸化を含むドメインをすべ

て欠失させた場合にのみ 992チロシン残基の効果を観察することがで

きた。 これは、 Sorkinらが指摘したように (91)、 リン酸化された

992チロシン残基は、主要な自己リン酸化部位がすべてない状態での

み、 リン酸化の機能を代償するという仮説を支持する。 Changらによ

り同様の欠失変異体で、 992チロシン残基をフエニルアラニンに変え

ても、インターナリゼーションは同等であることが確認されている

(86)ので、 この違いにインタ ー ナリゼーションによる効果は寄与し

ていないと考えられる。 ひとつの可能性として考えられるのは、 リ

ン酸化された 992チロシン残基には、負の効果をもっ基質エフェクタ

一分子が近接しやすいのではないかということである。事実、 チロ

シンキナーゼの逆反応を触媒するチロシンホスファターゼ活性をも

つ分子PTP1Cは、 SH2ドメインをもち、 EGF-Rに結合しうる (49)ことが

報告されており、負の効果をもっ基質エフェクタ一分子が実際に存

在することが報告されている。

ln VIVOでのチロシンリン酸化蛋白質のパタ ー ンにおいて、 2 {重

の1011欠失変異体(DEL1011とDEL1011+F992) は、主要な自己リン酸

化部位を少なくともひとつ残した変具体 (DEL1167、 DELl123) 及び

っ‘υ
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里子生型と、若干の違いを呈し、 リン酸化される基質が異なっている

可能性が指摘できる。 これが、生物学的活性の違 い に結び付いてい

るのかもしれない。

最近有力な基質エフェクタ 一分子の候補とし て、 SH2ドメインを

もっ種々の蛋白質があげられている (34，38，39)。 これらの分子は、

リン酸化チロシンを認識し、活性化したチロシンキナーゼの自己リ

ン酸化部位 に結合するというモデルが考えられているが、いくつか

の分子についてこの現象が実際に硲かめられている (102)0 EGF-Rに

関しては、 こ のようなエフェクタ一分子の有力候補と考えられてい

るのは、 PLC-y(47，87，90)と ras-GAP(47，72， 74)である。

PLC-yは、 カルボキシル領域に結合しうることが、 invitroで

の共沈実験で示されている (47，81，90)0 Sorkinらは、 主要な自己リ

ン駿化部位をすべて欠失させた変異体ではEGF刺激による起 こ るPLC

-yのリン酸化が著明に低下することを報告している (91)。

ras-GAPは、活性型である GTP結合型 p21rasを不活性型である

GDP結合型へ転換する反応を触媒し、 rasを介するシグナル伝達 を減

衰させると共に、 rasのエフェクタ 一分子そのものである可能性が示

唆されている (97)。最近EGFやPDGF刺激を受けた細胞や、 また v-fps

v-src， v-fms， v-ablによりトランスフォ ー ムした品目月包中に、 GAPと

共沈されてくるチロシンリン酸化蛋白質 p62，p190が存在する こ とが

わかったため、 これが増殖シグナルやトランスフォーメ ー ショ ンに

おいて、いかなる役割を果たしているのかが、興味深い問題点とな

っている (73，93-96，98-101)。特に、 p62のチロシンリン酸化は、 ト

ランスフォ ー メ ー ションと相関するという こ とが指摘されてい て、

これらのチロシンリン酸化された p62/p190 -GAP複合体がRasに対す

る調節蛋白質、 あるいは直接の標的である可能性が指摘されてい た
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(94-96，98)0 EGF-Rとの相互作用については、大腸菌を用いて作成し

たGAPのSH2ドメインが、 ln vitroでカルボキシル領域に結合しうる

ことが報告されているにとどまり (47)、 ln VIVOにおいて本当にこの

領域における相互作用が、 EGF-Rを介するシグナル伝達に必要なのか

まったくわかっていない。 そこで私は、種々の変具体を用いて、

これら ras-GAP共沈蛋白質のリン酸化が EGF依存性におこっているの

かどうかを調べた。 まず GAP自体は、 EGF刺激にでもほとんどリン酸

化は起こらなかった。 これは、 Deckerらが、 NIH3T3細胞に過剰発現

した EGF-Rについて同様の実験を行った報告と一致する (82)0 p190は、

親株 NIH3T3細胞で構成的にリン酸化されており、 EGF刺激でも変化し

なかった。一方、 p62は、野生型と F992発現細胞では、 EGF依存性に

著明にリン酸化が起こった。更に興味深いことに、 DEL1011及び

DEL1011+F992発現細胞では、 EGF刺激にでも、 GAPと共沈されるチロ

シンリン酸化蛋白質 p62は、ほとんど検出されなかった。すなわち、

GAP複合体権成成分と考えられる p62のチロシンリン酸化には、 1011

アミノ酸以下のカルボキシル領域が必須であることが明かになり、

992チロシン残基は関与しないことが明かになった。

しかし、 DEL1011あるいは、すべての自己リン酸化部位を排除し

たDEL1011+F992でも、 EGF刺激により、 DNA合成は誘導され、 EGF依存

性のトランスフォーム能や細胞増殖活性は、低下しているものの存

在していることは前述のとおりに確認している。 これらのことから、

GAP複合体内 p62のチロシンリン酸化は、 トランスフォーム能や細胞

増殖能には必須ではないことが明かになった。すなわち、 EGF-Rを介

するシグナルイ云達において、 チロシンリン酸化された p62/p190ー

GAP複合体は、 エフエクター分子として必須ではないということが強

く示唆された。
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まとめ

上皮成長因子受容体(Ep i d巴rmsl Growth Factor; EGF-R) は、

リガンドである上皮成長因子 (Epidermal Growth Factor; EGF) の

結合により活性化する受容体型チロシンキナ ーゼである。

EGF-Rの報告されている自己リン酸化部位は、すべてカルボキシ

ル領域にクラスタ ー をなして存在しており(主要な部位は、 Y1068、

Yl148、 Yl173の3箇所、少量のリン酸化が起こるとされる部位は、

Y992、 Y1086の2箇所である) EGF-Rチロシンキナーゼを介すシグナ

ル伝達において、触媒活性や基質特異性を決定する重要な役割を果

たすことを示唆する研究がこれまでになされてきたが、未だ十分な

理解へはほど遠い状況にある。

私は、 この自己リン酸化部位に着目した EGF-R変異体を作成し、

NIH3T3細胞へ導入して、過剰発現させ、 EGF依存性に生ずる細胞増殖

とトランスフォーメーシヨンの程度の変化を観察した。更に、それ

に伴う細胞内の生化学的反応を解析し、 EGF-R内チロシン自己リン酸

化のシグナル伝達における意義を検討した。

第 l主主では、触媒領域後半部分にあり、すべてのチロシンキナ ー

ゼに保存されている src416チロシン(Y) 相同部位である Y845に着

目し、 これをフェニルアラニンに替え、 チロシンリン酸化される可

能性をまったく排した変具体を作成し、 その効果をみた。その結果、

他のチロシンキナ ーゼとは対照的に、 Y845は、十分な生物学的活性、

キナーゼ活性をもつためには必須ではないことが明かとなり、触媒

領域の多様性が示された。

第2章では、キナーゼ問で最も多様性のあるカルボキシル領域に

注目し、変異を加え て検討した。その結果、 1011アミノ酸残基以下
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のカルボキシル領域は、 トランスフォ ーム 能を正に制御すること、

また 992チロシン残基は、 これを残して 1011アミノ酸以下を欠失させ

るとトランスフォ ーム 能を負に制御することが明かになった。

そして、 カルボキシル領域は、 EGF刺激にて起こる GAP複合体内

p62蛋白質のチロシンリン酸化に必要であり、 Y992は関与しないこと

が明かになった。 GAP複合体内 p62のチロシンリン般化が生じない EG-

F-R変異体 (DEL.I0ll、 F992+DELI011) においても、 EGFにより 細胞

増殖、 トランスフォ ー メーシヨンが誘起されることから、 これらの

生物学的反応には、 GAP複合体内 p62のチロシンリン酸化は必須では

ないことが強く示唆された。



謝辞

本研究の機会を与えてくださいました東京大学教授 矢崎義雄悌

士に謹んで感謝の意を表します。

本研究を進めるうえでの直接の御指導を賜りました東京大学医科

学研究所教授 渋谷正史博士に謹んで感謝の意を表します。

本研究に際しまして種々御教示くださいました東京大学医科学研

究所助手 東品系有伸博士、東京大学助教授 福井若手久博士をはじめ

東京大学医科学研究所細胞遺伝学研究部の皆様、並びに親しくさせ

ていただいた方々に j享く感謝致します。



参考文献

1. Carpenter， G. Epidermal growth factor. Ann. Rev. Bioch巴m. 48: 193 

-216， 1979. 

2. Carpenter， G. Receptors for epidermal growth factor and other 

polypeptid巴 mitogens. Ann. Rev. Biochem:.. 56: 881-914， 1987. 

3. Harvey， J.J. Nature 204: 1104-1105， 

4. DeFeo， 0.， Gonda， M. A.， Young， H. A.， Chang， E. H.， Lowy， D. R.， et a1. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA78・3328-3332，1981. 

5. Carpenter， G. and Cohen， S. Epid巴rmalgrowth factor. J. Biol. 

Ch三I!l. 265: 7709-7712， 1990. 

6. Hunter，T. and Cooper，J.A. Prot巴intyrosine kinases. Ann. Rev. 

Bioch巴m 54: 897-930， 1985 

7. Hunter，T. A thousands and one prot巴inkinases. _c_且よ 50・823

829， 1987 

8. Hunks， S. K.， Quinn， A. M. and Hunter， T. Th巴 proteinkinase family: 

Conserved features and d巴ducedphylogeny of th巴 catalytic

domains. E旦旦ce241: 42-52， 1988. 

9. Yarden， Y. and Ull r i ch， A. Growth f actor receptor tyros i ne 

ki nases. Ann. Rev. Biochem. 57: 443-478 

10. Aaronson， S. A. Growth factor and cancer 主些些豆 254:1146-1153. 

1991. 

11. Marquardt， H.， Hunkapiller， M. ¥V.， Hood， L. E. and Todaro， G， J. 

Science 223: 1079-1082. 

12. Stroobant，P.， Rice，A.P.， Gullich，¥V.J.， Cheng，D.J.， Kerr，I.M.，et 

a1. 立邑142: 383-393， 1985. 

13. Higashiyama， S.， Lau， K.， Besn巴r，G.E.，Abraham，J.A. and Klagsbrun， 

M. Structure of h巳parin-bindingEGF-like growth factor 

一59-



• n
λ
u
 

nHυ 
ハU
U

1
ょ

のノ
U

4
1
4
 

ハメ
u
ハh
v

Rυ 
nHv 

n
，h“
 

ハh
v

--
n
F
 

ハh
v

η
J
U
 m
 

ρU 
、口円ト
vi
 
o
 

l
 

ロ
υ

y
d
 

14. Lax， 1.， Burgess， W. H.， Bellot， F.， Ullrich， A.， Sclessinger， J.， and 

Givot，D. Localizatin of a major receptor-binding domain for EGF 

by affinity labeling. M01. Cel1. Biol=-8: 1831-1834， 1988. 

15. Greenfield， C.， Hi les， 1.， Waterfield， M. D.， Federwisch， M.， 

Wollmer，A.， Blundell，T.L.， and McDonald，N. Epidermal growth 

factor binding induces a conformational chang巴 inth巴巴xternal

domain of its receptor. 国型'l..___L_8:4115-4123， 1989. 

16. Lax， 1.， Mi tra， A. K.， Rav巴ra，C.， Hurwi tz， D. R.， Rubinstein， M目'

Ullrich， A.， Stroud， R. M.， and Schlessinger， J. 

Epidermal growth factor (EGF) induces oligomerization of 

soluble， extracellular， ligand-binding domain of EGF receptor. 

J. Biol. Chem. 266: 13828-13833， 1991. 

17. Schlessing巴r，J. Signal transduction by allosteric receptor 

01 igomerization. TIBS 13: 443-447. 1988. 

18. Ullrich， A.， and Schl巴singer，J. Signal transduction by receptors 

with tyrosine kinase activity. 色斗 61:203-212， 1990. 

19. Schlessinher，J. Allosteric regulation of the epidermal growth 

factor receptor kinase. J. Cell Bio1. 103・ 2067-2072，1986 

20. Downward， J.， Parker， P.， and Wat巴rfield，M.D. Autophosphorylation 

sites on the epid巴rmalgrowth factor receptor. Na主旦工e311: 483一

485 

21. Margolis，B.L.， Lax，I.， Kris，R.， Dombalagian，M.， Honegger，A.M.， 

Howk，R.， Givol，D.， Ullrich，A.， and Schlessinger，J. 

All autophosphorylation ites of epidermal growth factor receptor 

and HER/neu are located in their carboxy-terminal tais 

J bio1. Cherr!.:_ 264: 10667-10671， 1989. 

22. Wal七on，G.M. Chen，W.S.， Rosenfeld，M.G.， and Gill，G.N. Analysis of 

deletions of the carboxy terminus of the epidermal growth factor 

receptor reveals self-phosphorylation at tyrosine 992 and 



enhanced in vivo tyrosine phosphorylation of cell substrates 

JBiol. Ch巴'!!.:_265: 1750-1754， 1990 

23. Bertics， P.J.， and Gell，G. N. Self-phosphorylation enhances the 

protein-tyrosine kinase activity of the epidermal growth factor 

receptor. J. Biol. Chem. 260・14642-14647. 1988. 

24. Bertics， P. J.， Chen， W. S.， Hubler， L.， Lazar， C. S.， Rosenfeld， M. G. ， 

and Gill，G.N. Alteration of epidermal growth factor receptor 

activity by mutation of its primary carboxyl-terminal site of 

tyrosin巴 self-phosphorylation. J Biol. Chem._263: 3610-3617 

1988. 

25. Honegger，A.， Dull，T.J.， Szapary，D.， Komoriya， A.， Kris， R，. 

Ullrich，A.， and Schlessinger，J. Kinetic parameters of the 

protein tyrosine kinase activity of EGF-receptor mutants with 

individually altered autophosphorylation sites. 盟E立斗ι7: 3053-
3060， 1988. 

26. Lin， C. R.， Chen， W. S.， Lazar， C. S.， Carpenter， C. 0.， Gill， G. N. 

Evans， R. M.， and Rosenfeld， M. G. 

Protein kinase C phosphorylation at Thr654 of the unoccupied 

EGF receptor and EGF binding regulate functional reeptor loss by 

independent mechanisms. Cell 44・839-848，1986. 

27. Takishima， K.， Griswold-Prenner， 1. ， Ingebritsen， T.， and Rosn巴r，

M. R. Epidermal growth factor (EGF) rec巴ptorT669 peptide kinase 

from 3T3-L1 cells is an EGF-stimulated "MAP" kinase. 

proc. Natl. Acad. Sci. USfL88: 2520-2524， 1991. 

28. Northwood， 1. C.， Gonzalez， F. A.， Wartmann， M.， Raden， D. L.， and 

Davis， R. J. Isolatin and charact巴rizationof two growth 

factor-stimulated protein kinase that phosphorylate the 

epidermal growth factor receptor at T669. J. Biol. Cherr1. 266 

15266-15276， 1991. 

29. Countaway， J. L.， McQuilkin， P.， Girones， N.， and Davis， R. J. 



Multisite phosphorylation of the epidermal growth factor 

receptor. J 8io1. Chem'-265: 3407-3416， 1990. 

30. Countaway， J. L.， Nairn， A. C.， and Davis， R. J. Mechanism of 

desensitization of the EGF-R protein-tyrosine kinase. 

J._8iol. Chem'-267: 1129-1140， 1990 

31. Th巴roux，S. J.， Latour， D. A.， Stanley， K.， Raden， D. L.， and Davis， 

R. J. Signal transduction by the COOH-terminal domain serine 

phosphorylation site. J. 8iol. Chem'-267: 16620-16626， 1992. 

32. Heisermann，G.J.， and Gill，G.N. Epid巴rmalgrowth factor receptor 

threonin巴 andserine residues phosphorylated in vivo・

J._8io1. Chem'-263: 13152-13158， 1988. 

33. Deck巴r，S.J.，Ellis，C.， Pawson，T.， and V巴lu，T. Effects of 

substitution of T654 of the EGF-receptor on EGF-mediated 

activation of phospholipase-C. J 8iol. Chem'-265: 7009-7015， 

1990. 

34. Koch， C. A.， Anderson， D. ，作10ran，M.F.，Ellis，C.， and Pawson，T. 

SH2 and SH3 domains Elements that control interactions of 

cytoplasmic signaling proteins. 三斗旦三巴 252・668-674，1991 

35. Carpenter， J-L.， White， M. F.， Orci， L.， and Kahn， R. C. Direct 

visualization of the phosphorylated epidermal growth factor 

receptor during its internalization in A431 cells. J. Cell 

8io1. 105: 275ト2762，1987. 

36. Kuppuswamy， D.， and Pike， L. J. Ligand-induced desensi tization of 

125I-EGF internalization. J8io1. Chem'-264: 3357-3362， 1989 

37. 8eguinot，L.， Lyall，R.M目， Willingham， M. C. and Pastan， I. 

Down-regulatin of the epidermal growth factor receptor in K8 

cells is due to receptor internalization and subsequ巴nt

degradation in lysosomes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 2384-

2388， 1984. 

38. Margolis，8. Prot巴lnswith SH2 domains Transducers in the 

-62-



tyrosine kinase signaling pathway目 CillGrowth & 

D ifferenciatiol} 3: 73-80， 1992. 

39. Cantley，L.C.， Auger，K.R.， Carpent巴r，C.， Dckworth， B.， Graziani， A. 

Kap巴ller，R.，and Soltoff，S. Oncogene and signal transduction. 

住1164: 281-302， 1991. 

40. Nishibe，S.， Wahl，M.1.， Wadegaertner，P.B.， Kim， J.J.， Shee， S.G. 

and Carpenter， G. Selectivity of phospholias巴 Cphosphorylation 

by the epidermal growth factor receptor， the insulin rec巴ptor

and their cytoplasmic domains. Proc. Natl. Acad. Sci・ USA87: 

424-428， 1990. 

41. Wahl， M. 1.， Daniel， T. 0.， and Carpenter， G. Antiphosphotyrosine 

recovery of phospholipase-C activity after EGF tr巴atmentof A431 

cells . 主旦旦~ 241: 968-970， 

42. Margolis，B.， Rhee，S.G.， Felder，S.， Mervic，M.， Lyall，R.， 

Levitzki，A.， Ullrich，A.， Zilberstein，A.， and Schlessing巴r，J. 

EGF induces tyrosine phosphotylation of phospholipase C-II: 

A potential mechanisms for EGF-receptor signaling. Cell 57: 

1101-1107， 1989. 

43. Molloy， C. J.， Bottaro， D. P.， Fleming， T. P.， Marshall， M. S.， Gibbs， 

J. B.， and Aaronson， S. A. PDGF i nducti on of tyros i ne 

phosphorylation of GTPase activa七lngprotein. Nature 342: 711-

714， 1989. 

44. Hu，P.， Margolis，B.， Skolnik，E.Y.， Lammers，R.， Ullrich，A. and 

Schlessinger，J. Interaction of phosphatidyl inositol 3-kinase-

associated p85 with巴pidermalgrowth factor and platelet deriv巴d

growth factor receptors. Mg_l. Cell Biol'-12: 981-990， 1992. 

45. Rapp， V.P. Role of raf-1 serine/threonine proteine kinase in 

growth factor signal transduction・色旦巴旦~ 6: 495-500，1991. 

46. Skolnik， E. Y.， Margolis， B.， Mohammadi， M.， Lowenstein， E.， Fisher， 

R.， Drepps，A.， Ullrich，A，. and Schlessinger，J.The tyrosine 

mω 



phosphorylat巳dcarboxyterminus of the EGF receptor is a binding 

s i te for GAP and PLC-y. .Q豆1165: 83-90， 1991. 

47. Margolis，B.， Koch，A.， Li，N，. Mohammadi，M.， Hurwitz，D.R.， 

Ziberstein， A.， Ullrich， A.， Pawson， T.， and Schlessinger， J. 

EMB立_l:__9: 4375-4380， 1990. 

48. Anderson， 0.， Koch， A，. Grey， L.， Ell is， C. ，作loran，M.F.， and Pawson 

T. Binding of SH2 domain of phosphol ipase C-y l' GAP， and Src to 

activated growth factor receptors. ~斗盟主e 250 ・979-982，1990. 

49. Sheu， S. H.， Bast巴in，L.， Posner， B. 1.， and Chretien， P. 

A protein-tyrosine kinase phosphatase with sequence similarity 

to the SH2 domain of the protein-tyrosine kinases. Nature 352: 

736-739， 1991 

50. Lowenstein， E. J.， Daly， R. J.， Batz巴r，A.G.，Margolis，W.Li，. 

Lammers， R.， Ullrich， A.， Skolnik， E. Y.， Bar-Sagi， D.， and 

Schlessinger，J. The SH2 and SH3 domain-containing protein GRB2 

links receptor tyrosine kinases to ras signaling.住ι70: 431 

442， 1992. 

51. Pelicci， G.， Lanfrancone， L.， Grignani， F.， McGlade， J.， Cavallo， F.， 

Forni， G.， Nicoletti，1.， Pawson， T.， and Pelicci， P. G. A novel 

transfforming prot巴in (SHC) wi th an SH2 domain is implicated 

in mitogenic signal transduction. Cell 70: 93-104， 1992. 

52. Fiore，P.P.D.， Pierce，J.H.， Fl巴ming，T. P.， Hazan， R.， Ullrich， A.， 

King， C. R.， Schlessing巴r，J.， and Aaronson， S. A. Overexpression of 

the human EGF receptor confers an EGF-dependent transformed 

phenotype to NIH3T3 cells. 住斗 51: 1063-1070， 1987. 

53. Velu，T.J.， Beguinot，L.， Vass，W.C.， lVillingham，M.C.， Merlino，G目

T.， Pastan， 1.， and Lowy，D.R. Epidermal growth factor-dependent 

tramsformation by a human EGF r巴ceptorproto-oncogene. Science 

238: 1408-1410， 1987 

54. Riedel，H.， Massoglia，S.， SChlessinger，J.， and Ullrich，A. 



Ligand activation of overexpressed epidermal growth factor 

receptor transforms NIH3T3 mouse fibroblasts. Proc. N a tl. Acad 

主主と 85: 1477-1481， 1988. 

55. Piwnica-Worms， H.， Saunders， K. B.， Roberts， T. M.， Smi th， A. E.， and 

Cheng，S. H. Tyrosine phosphorylation r巴gulatesthe biochmical 

and biological preperties of pp60e-"，.住ι49: 65ー73.

56. Kmiecik，T.E.， and Shalloway，D. Cell 49: 65-73. 

57. Weinmast巴r，G.，Zoller，M.J.， Smith，M.， Hintz巴， E.， and Pawson， T. 

Mutagenesis of fujinami sarcoma virus: Evidence that tyrosine 

phosphorylation of p130e，e-r" modulates its biological 

acti v i ty. 住1137・559-568.

58. Ellis， L.， Clauser， E.，同organ，D. 0.， Edery， M.， Roth， R. A.， and 

Rutter， W. J. R巴placementof insulin rec巴ptortyrosine residu巴s

1162 and 1163， compromises insulin-stimulated kinase activity 

and uptake of 2-d巴oxyglucos巴・ 包よよ 45:721-732. 

59. Roussel， M. F.， Shurtleff， S. A.， Downing， J. R.， and Sherr， C. J. 

A point mutation at tyrosine-809 in the human colony-stimulating 

factor 1 receptor impairs mitogen巴siswithout abrogating 

tyrosine kinase activity， association with phosphtidylinositol 

3-kinase， or induction of c-fos and junB genes. Proc. Natl 

Acad. Sci. USA 87: 6738-6742. 

60. Fantl，W.J.， Escobedo，J.A.， and Williams，L.T. Mutations of the 

platelet-derived grwoth factor receptor that cause a loss of 

ligand-induced conformational change， subtle changes in kinase 

activity， and impaired ability to stimulate DNA synthesis. 

M01. Cell. Biol:. 9: 4473-4478， 1989. 

61. Morrison，D.K.， Kaplan，D.R.， Rhee，S.G.， and Williams，L.T. 

Platelet-derived growth factor(PDGF)-dependent association of 

phospholipase C-y with th巴 PDGFreceptor signaling complex. 

M01. Cell Bio L 10: 2359-2366， 1990 



62. Geer， P.， and Hunter， 1'. Tyrosin巴 706and 807 phosphorylation 

sites mutants in the murine colony-stimulating factorl bind 

or phosphorylate phosphatidylinositol-3 kinase but show 

differential defects in th巴irability to induce巴arlyresponse 

gene transcription. M01. Ce 11 B i 0 1. 11・ 1172-1174.1991.

63. Ho， S. N.， Hunt， H. D.， Horton， R. M.， Pullen， J. K.， and Pease， L. R 

Site-directed mutagenesis by overlap extension using th巴

polymerase chain reaction. ~豆旦巴 77: 51-59， 1989. 

64. Kawai， S.， and Nishizawa， M. New procedure for DNA transfection 

with polycation and dimethyl sulfoxid巴. M01. Ce 11. B i 0 1. 4: 

1172-1174， 1984. 

65. Honegger，A. M.， Dul1，T.J.， F巴1der，S.， Obb巴rghen，E. V.， Be11ot， F.， 

Szapery， D.， Schmidt， A.， Ul1rich， A.， and Schlessinger， J 

Point mutation at the A1'P binding site of EGF r巴ceptorabolishes 

protein-tyrosine kinase activity and a1ter ce1lu1ar routing. 

E三上151: 199-209， 

66. Honegg巴r，A.M.，Oull，1'.J.， Bellot，F.， Obberghen，E・V.，Szapery， O. ， 

Schmidt， A.， Ul1rich， A.， and SChlessinger， j・Biological

activiti巴s of EGF-rec巴ptormutants with individual1y a1tered 

autophosphory1ation sites. 盟旦立斗ι7:3045-3052， 1988. 

67. G1enny，Jr.J. R.， Ch巴n，W. S.， Lazar， C. S.， Wa1 ton， G. M.， Zokas， L. M. ， 

Rosenfe1d， M. G.， and Gi 11， G. N. Ligand-induced endocytosis of the 

EGF receptor is b10cked by mutational inactivation and by 

mlcrolnJection of anti-phosphotyrosine antibodies. Ce1l 52: 

675-684， 

68. Chen， W. S.， Lazar， C. S.， Lund， K. A.， Weish， J. B.， Chang， C. P. ， 

Wa1ton， G.M.， D巴r，C. J.， Wi 1巴y，H.S.，Gel1，G.N.， and Rosenfe1d，M.G. 

Functional independence of the epidermal growth factor receptor 

from a domain required for ligand-induced interna1ization and 

calcium regulation. 住斗 59: 33-43， 1989. 



69. Ve1u， T. J.， Vass， W. C.， Lowy， D. R.， and Beguinot. Functiona1 

heterog巴neityof proto-oncogene tyrosine kinases the C 

terminus of th巴 humanepiderma1 growth factor reeptor 

faci1itates ce11 pro1iferation. M01. Cel1. Bio1. 9・1772-1778，

1989. 

70. H巴1in，K.， Ve1u， t.， Martin， P.， Vass， W. C.， A11evato， G.， Lowy， D. R. 

，and Beguinot，L. The bio1ogica1 activity of the human epiderma1 

growth factor receptor is positive1y regu1at巴dby its C-termina1 

tyrosines. Q旦三旦主豆旦e6・825-832， 1991 

71. Sorkin， A.， H巴1in，K.，Warers，C.M.， Carp巴nt巴r，G.，and Beguinot，L 

Mu1tip1e autophosphory1ation sit巴sof the epiderma1 growth 

factor receptor ar巴 essentia1for receptor kinase activity and 

interna1ization. J. Bio1. Chem~ 267: 8672-8678， 1992. 

72. E11is，C.， Moran，M.， McCormick，F.， and Pawson，T. Phosphorylation 

of GAP and GAP-associated prot巴inby transforming and mitogenic 

tyrosine kinases. ~豆担工g 343: 377-381， 1990 

73. Bouton， A. H.， Kanner， S. B.， Vin巴s，R.R.，Wang，H.C.R.， Gibbs，J.B.， 

and Pawson，T. Transformation by pp60"c or stimu1ation of ce11s 

with EGF induces th巴 stab1eassociation of tyrosin巴

phosphorylated ce1lular proteins with GTPase activating protein. 

M01. C巴11. 8io1~ 11: 945-953， 1991 

74.作10ran，M.F.，Koch， C. A.， Anderson，D.， E11is， C.， Eng1and，L.， 

Martin， G. S.， and Pawson， T. Src homo1ogy region 2 domains direct 

protein-protein interactions in signa1 transduction. Proc. Nat1. 

Acad. Sci. USA 87・8622-8626，1990. 

75. McCormick，F. The wor1d according to GAP. oncog巴ne5: 1281-1283， 

1990 

76. McCormick，F. ras GTPas巴 activatingprotein: signa1 transmitter 

amd signa1 terminator. ~全斗 56: 5-8， 1989. 

77. Ha11，A. ras and GAP-Who's contro11ing whomつ包斗 61:921-923， 

-67-



1990. 

78. Glenn巴y，J.R.，Zilas，S.，and Kamps，M.P. Monoclonal antibodies to 

phosphotyrosin巴 Jounalof Immunological Method!? 109: 277-285， 

79. Gill，G.N.， Kawamoto，T.， Cochet C.， Le，A.， Sato，J.D.， Masui，H.， 

MeLeod，C.， and Mendelsohn，J. Monoclonal anti-epidermal growth 

factor receptor antibodi巴swhich are inhibitors of epid巴rmal

growth factor binding and antagonists of epidermal growth factor 

-stimulated tyrosine pretein kinase activity. J. Biol. Chem. 259 

7755-7760， 1984 

80. Massoglia，S.， Gray，A.， Dull，T.J.， Mun巴町itsu， S.， Kung， H. -J.， 

Schl巴sSlnger，J.， and Ullrich， A. Epidermal growth factor receptor 

cytoplasmic domain mutations trigger ligand-independent 

transformation. MQl._Cell. Biol:_ 10: 3048-3055， 1990. 

81. Margolis，B.， Honegger，A.M.， Ullrich，A.， Schlessinger，J.， and 

Zi lb巴rstein，A.Tyrosin巴 kinaseactivity is essential for the 

assoc i at ion of phospho 1 i pase C-y w i th EGF-R. M01. Cell. Biol. 

10: 435-441， 1990. 

82. Decker， S. J.， Alexander， C.， and Habib， T. Epidermal growth 

factor (EGF)-s七imulat巴dtyrosine phosphorylation and EGF 

r巴ceptordegradation in cells expressing EGF receptor， truncat巴d

at residue 973. J. Biol. Chem. 267・ 1104-1108，1992. 

83. Magni， M.， Pandi巴11a， A.， H巴lin，K.，M巴ldlesi，J.， and Beguinot. L. 

B ioch巴micalJ:_ 277: 305-311，1991. 

84. Davis， R. J. Independ巴ntmechanism account for the regulation by 

protein kinase C of the EGF-R affinity and tyrosine-protein 

kinase activity. J. Biol. CherrJ_，_263: 9462-9469， 1988. 

85. W巴11s，A.，Welsh，J.B.， Lazar，C.S.， Wiily，H.S.， Gill，G.N.， and 

Rosenfeld， M.G. ~三担旦~ 247: 962-964， 1989. 

86. Chang，C.-P.， Kao，J.P.Y.， Lazar，C.S.， Walsh，B.J.， Wells，A.， 

Wiley，H.S.， Gill，G.N.， and Rosenfeld，M.G. Ligand-induced 

-68 



internalizatin and increased cell calcium are mediat巴dvia 

distinct structural 巴lementsin the carboxyl terminus of the 

epidermal growth factor receptor. J Bio1. Cherr1. 266: 23467-

23470， 1991. 

87. Meis巴nhelder，J，. Suh， P. -G.， Rhee， S. G.， and Hunter， T 

Phospholipase C-y is a substrate for the PDGF and EGF receptor 

pretein-tyrosine kianses in vivo and in vitro. _c_旦157・1109
1122， 1989 

88. Shu，H.-K.G.， Pelly，R.J.， and Kung，H.-J. Tissue-specific 

transformation by EGF-R: A single point mutation within the ATP-

binding pocket of th巴巴rb8product increases its intrinsic 

kinase activity and activates its sarcomagenic potential. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87・9103-9107

89. Khazie， K.， Dull， T. J.， Graf， T.， Schlessinger， J，. Ullrich， A.， 

Beug， H.， and Vennstrom，B. Truncation of the human EGF receptor 

leads to differential transforming potentials in primary 

avian fibroblasts and erythroblasts. EMB立斗ι7: 3061-3071， 19881 

90. Rotin， D.， Margolis， B.， Mohammadi， M.， Daly， R. J.， Daum， G.， Li， N.， 

F i scher， E. H.， Burgess， W田 H.，Ullrich， A.， and SChlessinger， J. 

SH2 domains prevent tyrosine dephosphorylation of the EGF 

receptor identification of Y992 as th巴 high-affinitybinding 

si te for SH2 domain of phosphol ipase C y. EMB立斗ι11: 559-567， 

1992. 

91. Sorkin， A.， Waters， C.， Overholser， K. A.， and Carpenter， G. 

Multiple autophosphorytion site mutations of the epidermal 

growth factor receptor. J. Bio1. Chem:_ 266: 8355-8362， 1991. 

92. Kadowaki，T.， Koyasu，S.， Nishida，E.， Tobe，K.， Izumi，T.， 

Takaku， F.， Shai， H.， Yahara， 1.， and Kasuga， M. Tyrosin巴

phosphorylation of common and specific s巴tsof cellular proteins 

rapidly induced by insulin， IGF-I and EGF in an intact cell 

-69-



J Bio1. Chem:_ 262: 7342-7350， 1987 

93. Kaz1auskas， A，. E11is， C.， Pawson， T.， and Cooper， J. A. 

Binding of GAP to activated PDGF receptors. 主旦旦♀e247・ 1578

1581， 1990. 

94. Koch， C. A.， Moran， M.， Sadowski， r.， and Pawson， T. The common src 

homo1ogy region 2 domain of cytop1asmic signa1ing proteins is a 

positive effector of v-fps tyrosine kinase functions. M01目 Ce11.

E旦L 9: 4131-4140， 1989. 

95. Moran， M.， P01akis， P.， McCormik， F.， Pawson， T.， and E11 is， C. 

Protein-tyrosine kinases regu1ate the phosphory1ation， protein 

interactions， subce11u1ar d巴stribution， and acti vi ty of p21'" 

GTPase-acti vating protein. M01. Ce11. Bio L 11 1804-1812， 1991 

96. Brott，B.K.， D巴ck巴r，S.，O'Brien，M.， and Jov巴 R.M01 ecu 1 ar 

f巴aturesof the vira1 and ce11ular src kinases involved in 

interactions with the GTPase-activating protein. M01. Ce 11. 

E旦L 11: 5059-5067， 1991. 

97. Adari，H.， Lowy，D.R.， Wi11umsen，B.M.， Der，C.J.， and McCormick，F 

Guanosine triphosphatase activating protein (GAP) interacts with 

the p21 ras effector binding domain. ~三旦旦三~ 240: 518-523， 1988目

98. Brott， B. K.， Decker， S.， Shafer， J.， Gibbs， J. B.， and Jone， R. 

GTPase-activating prot巴ininteractions with the vira1 and 

cellular src kinases. Proc. Natl. Acad. Sci. USd 88: 755-759， 

1991. 

99. R巴edijk，M.， Liu， X.， and Pawson， T. Interactions of 

phosphatidy1 inosi tol kinase， GTPas巴-activatingproteins (GAP)， 

and GAP-associated prot巴inswith the C010ny-Stimulating Factor 1 

receptor. M01. Ce11. Bio _1. 10: 5601-5608， 1990 

100. Kap1an，D.R.， Morrison，D.K.， Wong，G.， McCormick，F.， and 

Wi11iams， L. T. PDGF s -receptor stimu1ates tyrosine 

phosphory1ation of GAP and association of GAP with a signa1ing 

-7(}-



complex _c_全1161: 125-133， 1990. 

101. Molloy，C.J.， Bottaro，D.P.， Fleming T.P.， Marshall，M.S.， Gibbs，] 

J. B.， and Aaronson， S. A. PDGF induction of tyrosine 

phosphorylatio日 ofGTPase activating proteins. Nature 342: 711-

714， 1989. 

102. Anderson， D.， Koch， C. A.， Grey， L.， Ell is， C.， Moran， M. F.， and 

Pawson， T田 Bindingof SH2 domains of phospholipase C Y l' GAP， 

and src to activated growth factor receptors. ~♀迫旦ce 250: 979ー
982， 1990 

103. Rain巴s，M.A.，Maihle，N.J.， Moscovici，C.， Moscovici，M.G.， and 

Kung， H.ーJ. Molecular characterization of three erbB trasnducing 

vlrus g巴neratedduring avian leukosis virus-induced 

erythroleukemia: extensive int巴rnaldeletion near the kinase 

domain acti vat巴sthe fibrosarcoma-and h巴mangiomainducing 

potentials of erbB. J Qf_ViroloRY. 62: 2444-2452， 1988 

104. Pelly，R.J.， Maihle，N.J.， BoerKocl，C.， Shu，H.-K.， Carter，T.H.， 

Moscov i ci， C.， and Kung， H.ーJ. Des巴asetropism of c-erbB: Effects 

of carboxyl-terminal tyrosine and internal mutations on tissue-

spicific transformation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 7164-

7168， 1989. 

105. Wells， A.， and Bishop， M. Genetic determinants of neoplastic 

transformation by the retroviral oncogene v-erbB. Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA 85: 7597-7601， 1988. 

106. Gamett， D. C.， Tracy， S. E.， and Robinson， H. L. Differnces in 

sequences encoding the carboxyl-terminal domain of the 

巴pidermalgrowth factor receptor， correlate with differences 

in the dis巴as巴 potentialof viral erb B gene. 

proc. Natl. Acad. Sci. US6 83: 6053-6057， 1986. 

107. Yamazaki， F.， Fukui， Y.， Ueyama， Y.， Tamaoki， N.， Kawamoto， T目'

Taniguchi， S.， and Shibuya， M. Amplification of the structually 

-71-



and functionally altered巴pidermalgrowth factor r巴C巴ptorgene 

(erbB) in human brain tumors. MQl. Cell. Biol'-8: 1816-1820， 

1988. 

108. Margolis，B.， Rhee，S.G.， Felder，S.， Mervic，M.， Lyall，R.， 

Levi tzki， A.， Ullrich， A.， Zi lberstein， A.， and Schlessinger， J. 

EGF induces tyrosine phosphorylation of phospholipase C-II 

A potential mechanism for EGF-R signaling.色斗 57:1101-1107， 

1989 

109 高橋郁子、丸山和夫 PCRを利用した効率のよい遺伝子変異導入法

第14回 日本分子生物学会年会抄録集 1991. 



発表論文

Gotoh，N.， Tojo，A.， Hino，M.， Yazaki，Y.， and Shibuya，M. 

A highly conserved tyrosine residue at codon 845 within the 

kinase domain is not required for the transforming acitivity 

of human epidermal growth factor rec巴ptor.

Biochem. Biophys. Res. Com. 186， 768-774， 1992. 






