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有棘細胞癌細胞の移動能に対する

epidermal growth factorの影響
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Toinvestig昆tetheeffeeもofepideTmaLlgrowthfactor(EGF)Oncellmigrationof

squamouscel且carcinom盈(SCC)だe楓 m疫Yaも豆on,adhesion盈ndspreadingactivity,or-

ganizationorfocaladhesionandactinstressfiber,integrinexpression,andtyrosin

phosphorylationoffoca且adhesionkinase膵AK)ofacell拍newereeXaLminedontyp母

ⅣcollageninthepresenceorvariousconcentrationsorEGF.Thecelllinethatwas

separatedfromanestablishedcelllineorSCCinuterinecervix,CaSki,expressesα2,

a3,a6,釘 and銅 inも曙Tins,andwasusedinthisstudy.Woun退assaydemonsもr離ed

thaもEGFimeTe汲Sed洩em立野Yationactivityatュand10ng/m且,whereasiteompietely

bioekedthem豆gT離ionaも100m欝/ml.B旦oekinga痛bodiesa膚盈inst a3,a6and β1

integrinsinhibitedthemigrationintheabsenceorEGF,whereasantibodiesagainstnot

onlytheseint曙r豆nsbuta且SO a2inhibiteditin紘epTeSeneeOfまOn欝/mlEGF.

FlowcytometryshowedthatEGFincreasedtheexpressionorα2and α6integrinsina

dosedependentmanner.AttachmentassayrevealedthatEGFdecreasedtheadhesion

activitytotypeⅣ collageninadosedependentmanner.Morphologicalexaminations

showedthatEGFinhibitedthespre汲dingat10and100ng/mi,andthaもtheぎTOWもh

factordidnotaltertheorganizationorfocaladhesionsandactinstressribersat1and
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18r将/mLwbeTeaSiも豆ncTeaSeditaも100ng/ml.王mmunopre軸 iもaも主onandimmunobioも

assaysshowedthatEGFdidnotaltert-yrosinphosphorylationlevelofFAIくatany

concent-rationsexamined.ThesefindingssuggestthattheFJGF-mediatedpromotionof

t､hemigrationat1and10ng/mlisrelatedwiththemodulationofa2integrinfunc-

tionandexpression,andtheinhibitionoftheadhesion,whereasEGF-mediat､edinhibi -

tionofthemigrationisrelat.edwiththemodulationoforganizationofactinstress

fiberandfocaladhesion.andthatalterationinatyrosinphosphorylationlevelofFAR

isnotalwa),Saccompaniedwithanincreaseinthemigrationactivity.
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1. は じ め に

有錬細胞癌 (squamousGencaTCinoma;SCC)

の組織では,epideTmalgrowthfactor(EGF)の受

容体とそのリガンドである EGF および transform-

ing哲rOWthfactoy 一gの発現が高度であ り,食道およ

び口腔内の SCCの組織ではこれらの発現が高度であ

るほど,膿藤の浸潤,転移は促進されると報告されてい

る 日 -3).膿癌細胞の浸潤には,細胞外基質への揺動

マ トリックスメタロプロテア-ゼなどのプロテアーゼに

よるその破壊および移動が塞要を役割を果たす4).基質

への接着は細胞移動に必要であり,それに対する細胞表

面レセプタ-であるインチグリンを介して行われる5).

インチグリンの基質への結合とインテグリンの凝集によ

りシグナル伝達が生じ,それに引き続いてインテグリン

と細胞骨格蛋白が集積し,focaladhesionが形成され

る6).この focaladhesionの形成は細胞接着,伸展

および移動に関連した重要な現象である5).-方,イン

テグリンからのシグナルは,さらに focaladhesion

kinase(FAR)-GTb2経由あるいはフォスフアチジ

)i,イノシトール,プロテインキナーゼ C経由で Ras,

mitogen-activatedprotein(hL･IAP〕kinaseを経て

核に伝えられて最終的には細胞の増殖や遺伝子発現を引

き起こす 5)事このシグナル伝達系には 夢TOWthfactor

からのそれと共通する部分が多いため.growthfactor

の刺激は focala曲esionの形成を介 して細胞接着,

伸展および移動などの機能を修飾する可能性があると思

われる.実際に,plat･elet-deril･-edgrowth fact･or

(PDGF),hepatocytegrowt､hfactor(HGF)およ

び EGFは FAK のチロシン ･.)ン酸化とこれらの稗

能の修飾をすることが示された7日0),腫療細胞におい

て.growthfactorによるて トlJ.:Jクスメタロプロテ

ア-ゼ活性の増強は多数報告 されてい るが 11)-13),

growthfactorによる移動能克進の報告は比較的少な

く,メカニズムの詳細は不明である8).

今回我々は,ヒト SCC 細胞のモデルとして,ヒト

SCC組織の腺癌細胞と同じインテグリンを発現する痛

細胞株 CaSki-K をヒト子宮頚部扇平上皮癌由来細胞

株から分離した.SCCの移動能に対する growthfac-

toTの影響およびそのメカニズムを検討するために,こ

の CaSki-K のN聖コラーゲン上での0,1,10,100

ng･/mlの各濃度の EGF添加による移動能の変化を調

べたところ,CaSki-K の移動能は,1および呈Ong･/ml

の EGFの存在下では増強し,100ng/mlの EGFの

存在下では抑制された書移動能に関与する因子として,

インテグリンの種類と発現の変化,接着能,伸展能,

focaladhesionと細胞骨格の変化,FAK のリン酸化

の変化に対する EGFの影響を検討した.

2.材 料 と 方 法

1) 材 料

Dult)ecco'sModifiedEagleMedium (DMEM),

午胎仔血清 (Fetalbol,ineserum こFBS),移動能阻

害実験に用いた抗 インテグリン｡2,α3,α6./Jl,
i34マウスモ ノクローナル抗体は GibcoBRL 社

(Grandisland,New York.USA工 フローサ イト

メトリ-に用いた抗 1'ンテグリンcr2.α3.06./31.

IL3ilモノクロ--ナル抗体はImmunotech社 (Maeseille,

France).午胎鰍 圭1来Ⅳ聖コラーゲンは Ⅰくoken社 (高

研∴東京).ヤギ杭マウス IgG一七77ロース4B は

ZynlPd 社 (SamFrancisco,California,USA),
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horseradishperoxidase(HRPIJ標識の1)ン酸化チ

ロシンに対するマウスモノクローナル抗体 (PY201は

Amersham社 (Buckinghamshire,England).focal

adhesiollkinase(FAR)に対するマウスモ ノクロー

ナル抗体とrlJサギ抗体は UpstateBiot･echnology社

(LakePlacid.NewYork.USA),HRP標識ヤギ

抗ウサギ IgG抗体と FITC標識ウサギ抗マウス IgG

抗体は DAIt0 杜 (Glostrup,Denmark),TRITC

標識ファロイジンはSigma社 (St,Louis,Missouri.

USA),ビンキュ1)ンに対するマウスモノクローナル抗

体は ICN 社 (Aurora,Ohio.LTSA)よF')購入した.

2)細胞とその培兼方法

ヒト子宮穎部扇平上皮癌由来細胞株 CaSki(Ameri-

canTypeCultureColleetion社 (Roekville,Mary-

land.USA)よi)構入)を2回の limitingdilut･ion

により,α6および134インテグT)ンがともに陽性の

CaSki-Ⅰく と.ともに陰性の CaSki-N とに分離 し,

CaSki-K を実験に使用した.フローサイトメトリーの

パターンから,この CaSki-Ⅰくはα2.03.(†6.lil

および/子4陽性で,a6はおそらく.･34とヘテロダイマー

を形成していると考えられる.CaSki-Kは,109,.LIFBS

を含む DMEM 液で継代し,実験の48時間前よi)撫血

清培地で培養した.

3) 細胞の移動能と抗インテグリン抗体による阻害

実験の方法

た24穴プレー トに.CaSki-K 細胞を各ウェルに7×

105cellsずつ加え,subc･onfluentになるまで37℃の

5%CO2インキュベーター内で無血清培地で10時間培

養した.イエローナ･ソプでウェルの中央部の細胞を帯状

にはがしたのち,はがれた細胞を含む培養上清を取 り除

き,0,1,10,100ng/mlの各濃度の EGF を含む

無血清培地を加えた.ひっかき直後と4時間後各々の写

寮を撮影し,無細胞部の面積の差を画像解析ソフトの

NIliimageにより解析し,面積の縮小率 migration

indexを以下の式によi)求めることにより細胞の移動

能を比較 した (Woundassayこ図11.migration

index- [(S1-S2)/Sl]×100(?b):Slは引っ

かき直後の無細胞部の面積を,S2は4時間後の無細胞

部の面積を示す.インテグリン阻害抗体の効果の検討で

は,0ないし10ng/mlの EGF を含む無血清培地に

各インテグリン阻害抗体を最終的に20分の1の濃度とな

るよう加えた.それぞれの migrationindex を求め.

阻害抗体非添加時の migrationindexを100%とし,

図1 ll,0undassay
eaSki-Ⅰ(細胞の移動能におt･十る EGFの

影響は ＼＼,oundassayを恥 ､て測定した.
TV型コラ-ゲン上に eaSki-K を10時間

stlbeonfluentとなるよう培養した.イエ

ローチップの先端でひっかいてウェルの中

央部の細胞を帯状に除去し/+=のち.EGF

あるいは抗インテグリン抗体を含む培地を

加えて.4時間培養した.細胞除去直後と

その凍時間後の無細胞部分の面積から縮小

率を求めた.

阻害抗体添加時の相対的移動能を算出した.

･:I) 接着能の測定方法

た96穴プレー トに.0,1.1≠ 100ng/mlの各濃度の

EGFを含む無血清培地で調整した細胞懸濁液を各ウェ

ルに5×104cellsずつ加え.37℃の59もCO2インキュ

ベーター内に30分間静置したのち,非接着とともに培養

上清を取り除いた.接着した細胞を冷アセ トンメタノー

ルで固定後,1%クリスタルバイオレット溶液で東色 し

た.5%SDSで溶解したのち回収 し,590nm の吸光

光度をl00%とし.各実験における細胞接着牢を算出した.

5) 伸展能の測定方法

20FLg/mlのⅣ型コラーゲンにて4℃で--一晩コートし

た24穴プレートに､0.1,10,100ng/mlの各濃度の

EGFを含む無血清培地で調整した細胞懸濁液を各ウェ

ルに5×105cellsずつ加えて37℃の5%CO2インキュ

ベーター内で30分間あるいは90分間伸展させた.冷アセ

トンメタノールで同定後,1%クリスタルバイオレット
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溶液で染色し.それぞれ約800個の細胞を顕微鏡下で数

え,伸展した細胞数の比率を計算した.

6) フローサイトメトリーによるインテグリン発現

量の検討

25cm2フラスコに CaSki-K 細胞を subeonfluent

となるよう培養し,0,1,10.100ng/mlの各濃度の

EGFを24時間添加した.1mM EDTA/0.05% トリ
プシンで処理したのち細胞を5%FBSを含む PBS液

(5%FBSIPBS)に浮遊させた.5%FBS-PBSで2回

洗浄したのち,抗インテグリンα2,a3,0,6,β1,

′ブ4モノクローナル抗体 (1lLg/ml)と水冷しながら1

時間反応させ.5%FBS-PBSで2回洗浄してからさら

に FITC標沌2次抗体 (50倍希釈)と氷冷中で1時間

反応させた.再び PBSで2回洗浄したのち,室温にて

30分間70%ユタノ-ルで固愛した.プロ-サイトメトリー

で (BeetonDickinson杜 (MountainView.Cali-

fornia,USA)製FACSeanにて解析),平均蛍光強度

を求めることによりインテグリン発現畳を比較した,

7)細胞の形態観察

20,LLg/mlのⅣ型コラーゲンにて4℃で一晩コートし

た 35mmデ (､ソシュに,CaSki-K細胞を7×104eell

ずつ加え,無血清培地で10時間培養した後,0.1,10,

100ng/nュ1の各濃度の EGFを含む無血清培地に換え

た 90分間のインキュベーション後,4%パラホルムア

ルデヒドで20分間固定し,0.5%トリトン Ⅹ-100溶液で

処理した.PBSで洗浄後10/Lg/mlのビンキュ1)ンに

対するマウスモノクローナル抗体と室温で30分間反応後.

FITC標識ウサギ抗マウス IgG抗体 (10/̀g/ml)と

TRITC標識ファロイジン (6.7."ど/Inl)との混合液

と幸温で30分間反応させた.これらの標本は.共焦点レー

ザー顕微鏡 (CaI-1Zeiss杜 (Oberkochen,Ger-

many)製)で観察した,

8)イムノブロッティングと免疫沈降法

20FLg/mlのIV型コラーゲンにて4℃で一晩コートし

た100mm ディッシュt･こ,subconfluentとなるよう1

×107cellsの細胞を一晩無血清培地で培養した後,0,

1,10,100ng/mlの各濃度の EGF を20分間添加し

た.lmM Na3V04を含む水冷 PBSで2度デ イ､ソ

シュを洗浄したのち,細胞を水冷 lysisbuffer(50mM

Tris/HCl,pH7.5.1% Nonidetp-40,0.25% so-

diumdeoxicholate,150mMNaCl.lmM EDTA.

1mM PMSF.lilど/mlaprotinin.1/Lg/ml
pepstatin,lmM Na3VO4,1mM Nap)で溶餌

し,回収した.さらに水冷中で30分間撹坪 したのち,
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18.000回転で達心して不溶物を除去し,上清を回収した.

各可溶化蛋由を-定濃度に調製した後,SDS資料調製

開バッ77-(125mM Tris-HCl.pH6.8.6%SDS,

40%ショ糖.0.02%プロムフェノールブルー.6%21

メルカプトエタノール)を加え,100℃で5分間加熱 し

た.各レーン10."gの蛋白を5-10%SDSポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)で分離した後,

PVDFメンブランに転写して,1%BSAを含む TBSl

0.1%Tween20で4℃で-.一晩プロ､ソキングを行った.

0.1/̀g/mlの HRP標識のリン酸化チロシンに対す

るモノクローナル抗体溶液中で,メンプランを室温で 1

時間反応させた後,標識蛋白は ECLウェスタンブロッ

ティング検出システム (AmeFSh汲m 社製)を周いて検

出した.

免疫沈降法を組み合わせた実験では,可溶化蛋白の濃

度を750/̀g/mlに調製した後,ヤギ抗マウス IgG-セ

ファロース4Bを加えて4℃で1時間30分振達 しなが

ら反応させたのち,13,000回転で2分間遠心を行い,プ

レクリアーを行った.回収した上清に FAK に対する

モノクローナル抗体を加え,4℃で4時間30分振過 しな

がら反応させた後,ヤギ抗マウス IgG-セファロース4

Bを加えて4℃で2時間振過しながら反応させ,15,000

回転で2分間遠心してセファロース4Bに結合 した免
疫複合体を回収した.HRP標識 PY20ないしウサギ抗

FAK ポリクローナル抗体と HRP標識ヤギ抗ラビッ

トIgG抗体 (3000倍希釈)を剛 ､て.上述した方法で

ウェスタンブロットを行った.

3.結 果

1)EGFによる移動能の変化

1mg/mlおよび10m瞥/mlの EGF存在下で移動能

は克進し.それぞれ非添加時に比べ1.5倍および2倍と

なった.しかし.100ng/mlの EGF存在下ではむし

ろ移動能は抑制され.ほとんど移動しなかった (図 2).

2)抗インテグリン抗体による移動能の阻害効果

EGF非存在下での移動能は,抗α3インテグリン抗

体存在下で58%,抗α6インテグリン抗体存在下で21%.

抗Plインテグリン抗体存在下で42%,それぞれ阻害さ

れたが,抗α2インテグリン抗体による阻害は認められ

なかった.EGF存在下での移動能は,抗 ｡2インテグ

1)ン抗体により34%,抗a3インテグ1)ン抗体によi)60

%,抗α6インテグリン抗体により30%,抗β1インテ

グリン抗体により46%,それぞれ阻害された (図 3).

以上の結果は EGF非存在下での細胞移動にはα3131



556 新潟医学会雑誌 第 日2巷 第 9号 平成10年 9月

とa6iH インテグリンが,EGF存在下では03I31と

｡6I34インテグリンに加えてα2I31.･rンテl/りンも関

与していることを示し,EGFの有無により利用するイ

ンテグリンに差があることを示唆した.

3) フローサイトメトリーによるインテグリン発現

量の棉討

a3,β1,銅 インテグリンの発現畳に大きな変化は

なかったが,a空とぽ6インテグリンの発現は濃度依存

性に尤進し,long/mlの EGF存在下ではそれぞれ
舶%および27%の増加を示した.(泰1)

4)EGFによる接着能の変化

接着能は,lng/mlの E(i,Fの存在下ではほとんど

変化は認められなか-,,+I.long/mlと1OOng/mlの
EGFの存在 卜では著明に低 卜し.EGF無添加時と比

較して,long/mlの EGFの存在一.Fで は約 1/3.loo
ng/mlの EGFの存在下では約 1/1の接着準となっ
た (図 射.

5)EGFによる伸展能の変化

1ng/mlの EGFの存在下では,30分後の伸展能に
は変化はなかったが,90分後には伸展した細胞数の割合

は EGF軽添加のものと比べて20%の増加を認めた.10

ng//mlの EGFの存在下では,30分後に伸展した細胞
数の割合は EGF軽添加のものと比べて約 1/コに滅少

し,90分後に伸展した細胞数の割合は EGF無添加の

ものと比べて約 2/3に減少した.1OOng/mlの高濃度
の EGFの存在下では,30分後,90分後ともに伸展能

M,I.(0/o)

は著明に低下して,収縮した円形の細胞が大半を占め,

伸展した細胞数の割合は EGF無添加のものと比べて

約 1/5に減少した (図 5).

6) EGFによる細胞骨格と focaladhesionの

変化

0.1および1011g/nllEGFの存在下ではストレ

M.I.(%)

0 1 10 100

EGF(ng/ml)
図2 移動能に対するEGFの影響

0.1.10.1OOng/mlの各濃度の EGFを含む
培地を加えて,4時間後の migrationindexを

測定した∴RrJ定値は6ウェルの migrationindex

の平均億とし,SD値を誤差線で示した,

M.I.(%)

control抗α2抗α3抗cEFミ抗 β- control抗α2抗α3抗αfi抗β1

EGF無添加 EGF10ng/ml添加
図3 抗インテグリン抗体による移動能の阻害効莱

10mg/mlの EGF添加時とEGF無添加時における抗インテグリン抗体による移動能を
測息 抗体非添加時の miぎTaもionindexを100%とし,阻害抗体添加時のそれを算出した.

測定値は6ウェルの平均値とし,SD億を誤差線で示した.
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表 I EGFによるインナグリン発根鼠の電化

EGF(ng/ml) O i 10 100

α2 49.8* 58.3 72,5 91.1
(100%) tll7◆lOt,) (145.6%) (183.0%)

α3 220.7* 228十8 211.9 163.6
(loo‰) ‖oョ.7%) (96.0%) (74｣%)

06 3&7* 40.1 49.2 51.7
(loo‰ ) ‖OB.6%) (127.9%) 日33.6%)

131 52.6* 62.6 60.1 65.3日00%) (119.0%) (114.3%1 日24.1%)

β4 26.5* 28.4 29.6 30.9

*;平均蛍光強度

CaSki-K細胞をsLlb｡ロIlrluentとなるよう培養し,0,1.10.1CK)ng/ml

の各濃度の EGF存在下で24時間添加した.1mM EDTA/払05%トリプシ

ンで処理したのち相砲を5%F】∃Sを含む PBS液 (5%FBS-P告s)に浮遊

させた.抗インテグリンa2,a3,m6,β1.β4モノクロ-ナル抗体と水

冷中で1時間反応させ,さらにF首TC標識2次抗体 (50倍希釈)と水冷率で1

時間反応させた.室温にて30分間70%エタノールで固定してからフローサイト

メトリーで解析し,平均蛍光強度を求めることにより細胞表面のインチグリン

発現量を比較した.
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. . " :･; ● ~ ●● -

EGF(ng/ml)

図4 接着能に対する EGFの影響

0,1,10.ないLl00ng/mlの各濃度の EGF

の存在下で30分後に接著した細胞を固私 染色

(attachmentassay)徳,590nm で吸光度を

測定,EGF非存在下で一晩で接着した細胞のそ

れを100%とし,各実験の接着率を算出した

スファイバ-の形成が悪 く,伸展細胞では細胞辺縁のご

0 1 10 100

EGF(ng/ml)

図5 伸展能に対する EGFの影響

0,1.10.100ng/mlの裾展性の EGF 存在下

で30分間あるいは90分間伸展させた後,固定,染

色後,約800個ずつの細胞を顕微鏡下で数え,伸

展した細胞数の比率を計算した.

胞底面に小さな剰 犬配列をしていた.1OOngL/mlEGF

く-部 く図6･f矢尻部)に認められるのみであった. 存在下では,伸展細胞の割合は著 しく低下 しただけで

ビンキュリンは,伸展細胞ではその辺縁に剰 未ないし少 はなく,伸展細胞もその程度は小さかった.伸展細胞で

数の短い針状配列をしたのに対し,伸展不良細胞では欄 は細胞底面全体にアクチンス トレスファイバ-が形成さ
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ヨ 二∴ h こ

図6 細胞骨格と foeal汲dhesion形成に射する EGFの影響

10時間接着させた後,0(a,a),i(a,動 10k f)ナ閥 (g,A)ng/mlの各濃度の EGFを含む無血清培地

を添加し,90分間培養した.固定後,ピンキ且リンをマウスモノクローナル抗体 と FITC標識ウサギ抗マウス

五官G抗体で k c,e,a),アクチンを TR王TC標識ファロイジンで 晦 d,i,A)染色したのち共焦点レーザ-
顕微鏡で観察した,矢尻はアクチンス トレスファイバ-を示す.スケ- ルは5fLm を示す.
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礼.ビンキュリンはその両端に短い針状に配列していた.

伸展不良細胞では低濃度の EGF 存在下と同様に,細

胞底面に小さな環状配列をしていた,

7) EGFによるチロシンリン酸化の変化

細胞の可溶化蛋白のウェスタンブロッティングでは,

各濃度の EGF添加後10分,20分 (図 7lA).30分にお

いて EGFreぐeptOrと思われる170kd付近の蛋白の

チロシン･リン酸化は EGF添加により濃度依存性に

克進したが,FAK と思われる125kd付近の蛋白は

EGF 無添加時にすでに高度にリン酸化されてお り,

EGF添加によるリン酸化の先進はなかった.抗 FAK

抗体で免疫法降した蛋白のウェスタンブロッティングで

もこの結果は確認され (図 7-B上段),EGF添加によ

る FAK の蛋白畳の変動も認められなかった (図 7-B

下段1.

4.考 案

基質上の細胞の移動パターンは,Ⅰ･andom migra-

t･ionと haptot.acticmigrationの2種に分類される.

haptotacもicmi grationは,濃度勾配のある細胞外基

質上を濃度の低い方から高い方-移動するような一定の

方向性をもつ運動であるのに対し,random migra-

tionは,均一な細胞外基質上での運動のように-定の

方向性 をもたない運動である.今回我々の行った

Ⅵ,oundassayは均一な濃度の細胞外基質上での運動

であり.random migrationに属すると考えられる.

細胞は移動する際タまず進行方向に糸状仮足および葉状

俊足とよばれる先導端の飽体の一部を乗出させて,基質

に接着する.次いで後縁部の接着をはずし,先端の接着

点を支点としてこれを収縮反応により飽体を前端部にひ

きよせる搬 5)那,このとき細胞の先端でのインテグリン

を介する接着と後縁部でのインテグリンを介する接着の

解除とが同時に行われていることになる.haptotaCtic

migrationにおける移動能には細胞先端でのインテグ

リンとの接着力が,randon一nligrtionには細胞後縁

での接着力が決定田子となると考えられている161.

今回の実験では,細胞移動に対する EGF の効果は,

低濃度 (1と10ng/ml)と高濃度 (100ng/ml)では

異なり,低減度では克進,高濃度では逆に抑制効果を示

した.その作用濃度の違いはアクチンストレスファイバー

と rocaladhesionの分布にも著しい違いを生じたこ

とから.PDGF と同様に高濃度と低濃度では細胞骨格

系に対する作用に質的な違いが存在し,とくに EGF

IOOng/mlにおける細胞移動の抑制効果に関係してい
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図7 EGFによるチロシンリン酸化の変化

A;無血清培地で-娩 subconfluentとなるよ

う接着させておいた細胞に.0,1,10,100ng

/mlの各濃度の EGFを37℃で10,20.30分間

添加したのち 1ysisbufferを用いて細胞を溶

解した.岡は EGF添加20分の結果を示す.同

慶の蛋白 (各レーンにつき10Figをアプライ)

を含むよう調整した細胞溶解液を5-10%SDS-

PAGEで分粧し,1)ン酸化チロシンに対する

モノクローナル抗体 (pY20)を履いてウェス

タンブロッティングを行った.矢尻は.125kd

付近と170kd付近の蛋白のチロシンリン酸化

を示す.

Bこ上記と同様にして,得られた可溶化蛋白を

FAKに対するモノクローナル抗体を梢いて免

疫沈降を行った後.T)ン酸化チロシンに対する

モノクローナル抗体 (PY20)あるいは FAK

に対するウサギポリクロ-ナル抗体を用いてウェ

スタンブロッティングを行った,

ることが示唆された.

ramdom migrationは,細胞接着の強さに関連し,

適当な接着の強さの時に慮大となる1紅潮.っまり,細

胞接着が強すぎでも,また弱すぎても細胞移動は低下す

る.接着能の実験結果から EGF 添加により濃度依存

性に細胞接着が低下 しているが,この接着能の低下が

EGF lおよび10ng/mlにおける細胞移動の克進に直

接関連すると考えられる.細胞の接着は細胞表面のイン

テグリンを介して行われるもので,インテグ1)ンの基質
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(リガンド)への結合によりインテグリンの凝集,イン

テグリンと細胞骨格蛋白の r()ぐaladhesionへの集積

が起こり,細胞の接着,さらには伸展,移動につながる甲

細胞接着を決定する因子として1)細胞外基質濃度,2)

細胞表面のインテグリン･レセプタ-敬,3)インテグ

リンと細胞外基質との親和性,4)インテグリンの

focaladhesionへの集積および5)細胞骨格 とインテ

グリンの連結の強さが挙げられる5).今回の実験ではⅣ

型コラ-ゲン濃度は一定であるので,その他の4つの因

子が細胞接着低下に関係する可能性があると考えられる.

阻害抗体を用いた細胞移動実験は,EGF非存在下で

の移動能 には け3,31と06.13･ilンテ F/リンが ,

EGFIOng/ml存在下ではそれらに加えα2IIlインテ

グTJンも関与することを示す.つまり,α2J31インテ

グリンは EGF非存在下では棺勅能には関与せず.

EGF添加により初めて細胞移動に関与する.それに対

しα3,･31インテグリンは EGF添加に無関係に常に細

胞移動に関わっている.EGF(7)添加による't二㌦Zll'

ンテゲ1)ンの発現の先進とともに.EGFの添加による

このインテグリンの細胞移動の機能への新たな参加がそ

れによる細胞移動の先進の主な原因であると考えられチ

過去の報告と一致する19)20).EGFの添狛 こよるα2i9

1インテグリンの機能変化のメカニズムは不明である.

今回はインチグリン抗体を使用 した免疫組織化学的な検

討はしていないが,a2β1インテグリンはだ3銅 イン

テグリンと鮎 二f､()eatadhesionに共存する 5､1.この

ことから,EGFの添加により増加 したa2β1インテ

グリンが新たに foealadhesionに集積 L,基質であ

るⅣ型コラーゲンへの結合に参加 したことや,後述する

ように両 インテグリンのリガンド親和性が低下し,基質

に結合 しているa2声iインチグリンの割合が変わった

という可能性 も考えられる.

06/34インテブ17ンはへミデスモゾ-ム郡の細胞膜

に存在 し,中間径フィラメントであるケラチンと連結し,

安定した接着の形成に関与していると考えられている.

しかし.このインテグリンは糸状仮足および葉状仮足で

アクチンと連結 し,ラミニン-1上における細胞移動に

も関わっていることが,澱近明らかとなった紺.Ⅳ型 コ

ラーゲンはα6インテグリンの本来のリガンドではない

にも関わらず,このインテグリンに対する阻害抗体によ

り細胞移動が低下した原因は不明であるが,この抗体に

よりα6β4インテグリンを介した糸状仮足および葉状

仮足の機能が障害されたのかもしれない.

蛍光色素標識Ⅳ型コラーゲンとフローサイトメい)-

を用いて インテグリンのりガンドに対する親和性につい

て検討を試みたが,親和性が低すぎるため検討できなかっ

た 仁未発表データー).最近,Rasおよび Rar-1経由

で活性化された れL･IAPkinaseは 1'ンテ プリンのりガ

ンド親和性を低下させることによりインテグリンの機能

を低下させ,実際にフィブロネクチン基質の会合や細胞

伸展が抑制 されることが明 らか となった22).EGF

recptorの活性化はその 卜流で Rasおよび Raf-1の

活性化を生 じることから,細胞接着の低下はfEGF添

加により REISおよび Raf11の活性化,ついで MAP

Kinaseの活性化を盤 じきそれによりインテグリンのリ

ガンド親和性が低下 したためかもしれない.

移動には rocaladhesionと7'クチ ンストレス7ア

イバーの形成と分解というダイナミックな動きが必要で

ある1隼 -毅に安定 した接着ではそのダイナミックな動

きが少ないと考えられ,形態的に両構造の形成がよく,

細胞伸展が良好である,これに対 し,盛んに移動する細

胞ではそれらがダイナミックに動いていると考えられ,

形態的にはその構造の形成は悪 く16),紡錘形となること

が多い 8).今回の免疫組織化学による形態的な検討では,

F,GF無添加と比較すると EGF を添加することによ

i)細胞の伸展平が変化し,とくに EGF10ng/mlで

低下したことは,細胞移動が克逢 したことと関連した変

化であると考えられる.形態的に紡錘形の細胞がなかっ

たのは EGF添加後に観察した時間が早すぎたからか

もしれない.仲朕良好の細胞も,円形の伸展不良細胞 も

focaladhesionの形成は良好であった.focaladhe-

sionの汗ZFj揖二は 1'ンテグリンのリガンドへの結合と凝

輿.さらにそこへの FAIt,パキシ1)ンおよびテ-リン

などの蛋白の凝簸およびそれに関連 したシグナル伝達系

の活性化が必要であるとされている5).このことから,

focaladheison-の インテグリンの態梢は良好である

と考えられるが.今回はインテグリンのrocaladeheisoll

への集積の程度への EGFの影響についての検討はし

ていない.細胞骨格とインテグリンとの結合の強さにつ

いては,今回の免疫組織化学的な手法では検討不可能で

あるが.Focaladhesionとアクチンストレス77イバー

の形成から判断すれば,EGFの影響は少ないのかもし

れない.

次に,EGFIOOng/ml存在下では細胞移動はほぼ完

全に抑制されたことから,高濃度 EGFによる細胞移動

抑制効果について検討する.今回示さなかったが,MTT

(3-(4,5-dimethylthiazo1-21ylL2,51diphenyl-

t.ptmsolium bromide)assay (別名 eolorimetrie
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assay)による検討により,EGFの細胞毒性がその原

因である可能性は否定的である.細胞接着は EGF 10

ng/mlよりも100ng/mlでより低下したことから,

EGF100ng/nll存在下では細胞接着力が細胞移動に最

適な程度よりも低下したため細胞移動が低下した可能性

はある.しかし両濃度での細胞接着率の差は小さく,細

胞接着の低下だけで細胞移動が全く停止してしまうとは

考えにくい.形態的な検討では,この濃度の EGF 存

在下ではアクチンストレスファイバーおよび rocalad-

hesionの形成はむしろ先進し,その分布は細胞辺縁主

体から細胞底面全体へと変化した.このことから,高濃

度の EGF 存在下では.非常に安定 した rocal

adheisonが形成され.これが細胞移動の停止の原因の

ひとつと考えられる.一般的に.focaladhesionおよ

び細胞骨格の形成の程度は細胞伸展の程度と相関す

る16).しかし高濃度 EGF存在下では両構造の形成が

先進したにもかかわらず,細胞伸展はむしろ低下した.

このことは両構造の形成が有効に細胞伸展に結びついて

いないためと考えられ,その機能の低下が示唆される.

つまり,細胞進展や細胞移動に必要な focaladhesion

とアクチンストレス7アイバーの形成と分解という一連

の過程が作動しなくなったのかもしれない.PDGFの

場合,3T3細胞の細胞骨格系-の作用が低濃度と高濃

度では異なり,高濃度ではアクチンストレスファイバ-

が障害されることが報告されている7).EGF も高漉度

の場合,その構能が低下し細胞移動の停止につながった

可能性も示唆される.

FAK のチロシン･リン酸化は rocaladheisonお
よびアクチンストレスファイバーの形成に関与し,細胞

伸展,細胞接着および細胞移動を調節するものと考えら

れる5)23).監TOWthfaetOTや神経ペプチドのシグナル

伝達系には,インテグリンを介したシグナル伝達系と共

通する部分があi),実際に EGFや PDGF 添加によ

りFAK のチロシン･リン酸化の克進が7)9潮 ,HGF

添加により FAK のチロシン･リン酸化,細胞伸展お

よび細胞移動が先進した8〕ことが報告されている.し

かし.今回の結果では EGF添加によりFAK のチロ

シン･リン酸化の克進は起こらなかったにもかかわらず,

1および10ng/mlの EGF 存在下では細胞移動の克

進が,100ng/mlの EGF 存在下では rocaladhe-

sionおよびアクチンストレスファイバーの形成が先進

した.このことは,これらの現像に関連するシグナル伝

達系路には,FAK のチロシン･リン酸化を介さない系

路が存在することを示唆する.最近,FAKがアダプター
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蛋白として働き.それに Sreと Casが結合し,前者

が後者をチロシン･リン酸化させることで活性化し.細

胞移動を先進させることが示された2小.EGF は FAK

のチロシン･リン酸化を克進させることなく,この

Casのチロシン･リン酸化を克進させ,結果的に細胞

移動の克進を引き起こしているのかもしれない.
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