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(Director:Prof.Hidenobu WATANABE)

Expression of c―erbB-2 mRNA was examined in 33 cultured human cell lines using

two synthetic oligonucleotide probes hybridizable to c-erbR~2 mRNA at the portions

cording the extracellular and transmembrane domains. The mRNA with molecular size

of 5.0 kb was detected in 28 out of 33 cell lines examined, suggesting that cancer cells

frequently produce c―erbB―2 protein. Additionally, in three cancer cell lines expressing

a large amount of the 5.0 kb mRNA, an aberrant mRNA with molecular size of 2.5

kb was detected, which reacted with the probe corresponding to the extracellular domain,

but did not with another probe.

The biochemical characteristics of c-erbB-2 protein were examined in a gastric

carcinoma cell line, MKN 7 cells, expressing a large amount of c-erbB-2 mRNA.

When the cells were radiolabeled with 32 Pi, lysed and then labelled proteins were

immunoprecipitated with three different antibodies recognizing extracellular, kinase and

carboxyl-terminal domains, phosphorylated c erbfi-2 protein with molecular size of 185

kD (pl85) was immunoprecipitated by all of these three antibodies. When the cells

were radiolabelled with (35S) cysteine, pl85 was detected with three antibodies, more-

over, a large amount of (35 S]-labelled protein with molecular size of 95 kD (p95)
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wasalso detected by using theant ibodyreco gnizingtheextracellulardomain. Other

two antibodiesdidnot･immunoprocipitat e t･hisll101ecule,suggesting thatp95possesses

thestructureidenticalto theextracellul ard()main ()fp185. Pulsechaseexperiments

suggestthatp95 is not likely tobe adegeneratillg proteinorp185･ Accordingly,

itisreasonableto postulate thattwotyrxesofc-eT･b β-2-relatedproteinwerepresent

inMKN7 (光lls with molecul ar size hete rogeneity. Further studies are required to

clarifytheactualbiologicalrolesof c-eT･b B-2 proteinproducedbycancercells.

Keywords: C-erbB-2 ,growthfactor.receptor,Cancer,oncogerle

C-eT･bB-2 ,増殖内子,レセプター.

略 語

mRNA:messengerRNA

cDNA l_COmPlementaryljNA

E(ユF :epidermalgrowthfactor

poly(A)+RNA:polyadenylicacidRNA

は じ め に

clTJ'hB-2 は (71'hB との cross一恒,t〕ridi7,こ1tion に よ -)

てヒトゲノム上に見出された過伝千でt､,cr_lNA クrI1-

ンの塩基配列から EGF L七ゾクーと_棒めて頓似した

蛋白をニt- ドしていると推測されている-1-. -∴Jj.J'-イ･

捗芽腫細胞にも̀いだされたがん遺伝1･fTt,tL31･よ.:I-ナLリ

ト t,l･bjiL2:HEN-2 遺伝子で あi),ラ･ソト cl,]･h B-2 遺

さ吊こ,cl?･h み-2 遺伝子を 卜うンス7-!-_I)卜L cl,ll l)Bl

2蛋白を過 剰発現させた Nlf -13T3 細胞ががん化する

ことも報苦さIlている5㌧抗休 を用いた解析によL),e-

の膜糖蛋白で6㌔ ある橡の増殖困予レ屯ブタ-と考えら

I.1ているが.そ(T)ligandく来tだ発見されていない. ヒ

トのがんでも.乳がん.円が/tを始めとする腺がんで,

がん患者では,治療後の再発率 ･生存率が,それを伴わ

ない患者に比べて有意をこ高いと貰われている削.

このようiこcl,7･b B-2遺伝子-及び C--で7･bB-2 蛋白は.

発がん,そしてがんの発育 ･進展に深くかかわっている

と考えられており,各種腫療組織率の C-erbB-2 蛋由

の検索が始められつつある9). しかし,現時意では,が

ん細胞内の elJJ･bB-2 蛋白の構造及び発現様式に関す

る解析は必ずしも十分とはいえない,そこで,泰研究で

がん,がん過伝-1'-

はcl,f･/)βL2 m RNA が.LL:のようなと卜がんに発現 し

ているC')かを各種がん培養細胞珠を用いて検討し,特に.

cr什hFL2 mRNA LJ')過剰･発現を認めたがん培養細胞株

について. 3 種の抗体をF甘い. C･--i,1･bFiL2 蛋白tT)特性を

解析 した.その結果. e-t,7･hB-2 mRNA は,上皮性腫

癌細胞珠のふた上.1ず.思惟黒色腫や Wilms 腫楊L')細胞

株にも発現 していること.さZ■､に, C-･･でrhβ-2 蛋白様免

疫活性が,従来報告されてきた 18 5kt)Lr)分 j号1外に,約

95kr) !二110 kr)の分子として存在することを見出した

〔')で 報告する.

材料と方法

1. 細 胞 株

対象細胞株はニiこ雁 で.内訳は32 種のヒトがん培養細胞

秩 (乳がA,: Ll,胃がん ;2 .大腸がん ; I,粁がん 二

ll,肝がん ;3 .肺がん :10.悪性黒色腫 :4.前骨髄

性lL]lfllJh.I:1 -外陰部がん ;i,Wilms睦壕 :2 )と.

1魔())ヒト乳腺 f･.皮培養細胞株である10-17㌧ 詳細は別

衣 (TablCI) に記 した.いずれLT)培養細胞珠も供給者

に土･')添付された報吉敷i-_rll-1様ハ条件 円こて培養した.

2.ぐ･･(-rh B･2 mRNA に対するノーザンプロ･LJ

卜分析

いずれの細胞株をこおいても,増殖サイクルの定常期の

細胞を回収 し,RNA の抽出をおこなった.堂 RNA

tl')抽出は Guallidiniu【l工eeciulnehlori(k 用三をF肌 ､た仰.

さ吊こoligo(dTleelluloseこ:1frinilychroITIL･lltOL rT-ill)hl,

191により Poly(A)+RNA を回収した.i-C/･hβ-2 11 1 -

RNA の検出をこは,既に報告されている mRNA の構

造21､をもとにして phosphomnlidite 法20ー'2卜で含成 し

た mRNA に相補的な DNA をポリアクリルアミドゲ

ル電窺泳動で輯製22)の後,合成 DNA プロ-プとして

履いた.今回用いた合成 DNA プロ-プぼ cIWbB12

蛋白の細胞外領域をコ- ドしていると考えられている部
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Prot稚 魚 .3■GceGAGGGACGGVcÅGQGCTCTGGGTGG轟CCTG

cAGAACCCCCACGAGAAACCCTA.GGAt:ITAし15L

sl一三一btq .･lb -L p.lb-1

FiLl.1 Structure of c-erb B-2 mRNA and
c-eT･b B-2 protein.
In theschemeof c-I-erbB--2 mRNA ,

thecor°ing regionandt･hetllltranS-
1<Tlted regiollareShown by thebox
and by thesolid lille.respectively.
The black rectangles above the
mRNA structure representthepo r-

t.ionsofmRNA wherethetwoprobes
can hybridiZie: probe A recog -

nizcs the portion related with the
extra(:ellulardolllain,and probeB ,
transmembrane domain. ln t.he

schellle Of c-i,rb B-2 protein.three
donlains were delllOIIStrated;tlleSe
areextracellularLE ),transmembrane
(T)and kinase LⅠく)domains.The

black rectangles below the protein
strueture show the sites wherethe

threeantibodips､SV2-61 0,Aト-1an(1
pAb-1,canrecognize.

分の57 塩基と細胞膜貫通領域をコ- ドしていると考えら

れている部分の66塩基よりなり,いずれも EGF レセ

プタ-の塩基配列23)とは相関性を示さないものである

(ng.ll. 刷I右こ.各細胞株iこおける mRNA の保存

と柚.L.侶失態を､(3-ilぐtinに対する合成 1)Njl lブtl-ブ

を用い検討 した.各合成プ田-プは5才末端を [r-32p]

ATl) (New flIIldi-llldNucleこI r社)をけい､.TIPt巾,-

activity はいずれも約 凍×106cpm/ pmolであった.各

細胞株は,5p 宮の Po呈y (A)十RNA を 1.2% アガロ-

ス･ホルムアルデヒドゲルで電気泳動し,ニトロセルロ-

スフィルターに トラソスフファーした後,合成 DNA

プローブとノーザソプロット-イプリダイゼイショソを

行-･､たI8~?.

3. 抗 体

e瑠rb掛2 蛋白は,その遺伝子配列より,EGF レセ
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ブタ-などの成長因子受容体と同様に3つの主要構造部

分よりなると考えられている.すなわち,細胞外の糖癖

を有するりガンド結合領域, 1カ所の細胞膜貫通絶域お

よび細胞内チロシンキナ-ゼ帯域である.そこで今回,

C-(,rhB-2 蛋白の同定のたれ cl,l･hfI12 蛋自C')異なる

部位を認識する3種の抗体,i)細胞外領域を認識するを

/ウr-7-ナJL抗体 (S＼,21;1 ㌻:こ+し1')2小,2 1過伝子

配列かi∴,予測された細胞内+ロシンキナ1-ゼ範城のアミ

ノ酸配列の一部 纏鋪 番目より 8鋪番目の残基)と相同

(A b11日 OncogeneScience) ∴i)C-(,)･/)β-2 過伝子配

列より予測されるカルボキシル姦末端14 個のアミj醸配

列と相同する合成ベ十手卜に対するポリ'Jr-一十′L抗体

(pA trl:TritonBiosciencelnc. )を用いた.それぞ

れの抗体LT)｢(･T･hB-2 蛋白._l二C'一認識部位を,Fig.1 に

示 した.

4. アイソ トープを用いた細胞標識

標識に用いた MKN7 細胞は,35mm dish で培養 し,

定常朋の細胞を各種アト/ト･-ブにより標識 した.dish

当りの細胞数は.1.25 x l06 であった.また,標識前後

をこおいて細胞数の変化は認められなかった.

i) [35S ]システイソによる細胞漂識25)

定常期の細胞をまずシステイソ及びメテオエソを欠 く

RPMI1640 (FC S を含まない)で 1時間培養し,-.)ぎ

紘,1月0 容量のシステイソ及び全盛のメチオニソを含む

RPh･/rT16j40に 1.85MBqlllll (lmllllediunl:35mllldish)

濃度の [35S ]システイソ(NewEnglamd紺uclea T社)蕊

び 50.FCS (Boeringel･Mこ1川llleizl -1社)を添加し,柿

要時間インキュベ- トした▲また,同時にパルス･チェ
イス標識を行った,プレイソキュベ--ショソの後,37.5

三成Bq/ m息の [35S]システインを添加 したシステイソ及

び ノーり -ニンを欠くltl'九･Ell16/10(20O illdish) で 1時

間イソキュベ-トし その後 5%昭 を含む通常の R関も瓜

16L40 に交換 し.十 卜仁くを行-.-､た. 1時間後. 2 時間

後.▲=時間後及び8時間後に細胞を溶解 し,溶解液及び

培養 日古を免疫沈降に処した.

2) [32㌘]正リン酸による細胞標識25)

定常ty]())MKN7 細胞を, りン酸を欠く 1)h･:1r･:M L5

%FC S を含む)に 9.25MBq/ml 濃度の [32p ]正 Ijソ

醸 しN()w llIl噌landNuclea r社)を加え, 8 時間 ･仁/

辛:Lベ- 卜し､その後,細胞を溶解 し免疫沈降 した.

3) [ほ5Ⅰ〕をこよる細胞表面蛋白の標識

定常朋の MlくN7 の細胞表面蛋白をヨ-.-トー1,-+ン (Pit 汀 -

ce社)を用し､て標識 した.方法は h/Iaa.rkwこ111116､の方 法
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をこ準じた.ヨ- ドゲソをコ-ティジグしたカバ…ダラス

を細胞表面を覆った 200p lの 5mM 屠Iucoseを含 む

eMF-P指S (Caleiumandhp･1;plgnPCium rIで P Pho sph LltL,

hufre1-edsll]jne H-.に浮かせ,3.75 MBq cT)N こlt 351 (N州

l･:nglandNL1CIcla l･社)を添加し.室温iこて15分間反応

させた.反応終了後,カバ-グラスを取り除(とともに

胞を溶解 した.

5. 免疫沈降法

ー~J'(､'卜-J圭 上る標識が終了した後.ref.I)E;こ培 養上
清を回収 t_,拭いて培養 卜清と等巌し7つ11TSisburfe t127'

S(1diullla(1dPClrlsulri1tt_,.10 nlh･･1S(1rliunlPyrOPhos-

pll;1t(I.I()(_)Ill九･.1so(liunlflu()ri(lt､,∫1mM l･:l~)̀l'A,2

m九′･1s odiu1110rlho＼･こInこIdtrllぐ▲,1111M i)henyllllethyトsL11-

fonylnl. h)ri(･･lt,.1000glyLlL,rol一-で細胞を溶解 した. I,1

℃にてこiO 分間静粁した後.細目泡溶解液を姫め.15.0(X)X

gで60分間 遠心 上 _｣｣登を回収 した.次に.そハ l･.濃

を,proteinA-SepllこIr‖St､(二LLltミ (I'hこlrmLISiこ1辛目 に

轄脅した抗体と3時間インキュペ- 卜した.あ らかじめ

抗体 (1ILglかこはてrl,-川 二常血清 (1 /L日 と Ⅰ)r･ OtL,in

A-SぐPh ;u･(･)SLTL2O IEH と(;L 混合し.室泥に て 1時間

練脅させておいた.

ti. SOS-ポリアク リルアミドゲル電気泳動

し, 2 倍濃度の Sa111Plet)urre l･28､(0.1M '1'Ⅰ･isト1(､I

g圧ee l･01,0.O3 .OobI･OTnOPhallOlbul°)5()/L l を加 :l･__ .

5分間 10 0℃で加熱後,上澄みの電気泳動を行った. ゲ

ルは不連続ゲルを用い, 5.5% アクリルアミド,0,17%

ビスアクリルアミド濃度で調整した.調整法は S波a蛋駅T

らの方法に準 じた28).泳動終了後,ゲルを固定,乾燥

し1くく1dこik-Xイ)nlこ111くfil11 -1を用い十- トラil:･.f-'r:,i-)(

-を行-､､た.

成 績

の発現

含成 王)NA lJ:r卜--{.; ㌔.て十亡.細 胞 株こう3種中28種で約

の発現を検出しえなかった細胞株は,3例の肺小細胞が

ん細胞株, 1 例の肝細胞がん株及び1例の白血病細胞株

であった.

十 こl(TtillmlミNA (')発現巌上(I)比較か上､-(･1-I/ll/トL'【11-

RNA の発現 がとくに著明であったのは, 3 例の乳がん

細胞株 T1-.11くN7 てあ-･,た.また,hL･lIくN T.SIく-1与ti二‡.

2nltくN̂ 1､人外にL).5kt)付近に小さ-/'.-(分j'･.表か)tlltミN̂

Fig.2 NortherTlblot.st.lldies∫(1rCancer Celllines.

LA)Resultswit,h theprobeA :LB)Resultswit･h theprobe
B･,(C)Resultswith theprobeforβllCtin. TheCelllines
examined werea vtllvarcflreinoma,A431(1(Tlnea):twoga-
st-ripearcinomas,lくA'll(}-- rll(laneb)andhJTKN7〔lanec):a
mammaryepitheli.Tllcellline,HBIJl00 Llaned);fourmETlm-
mary eareinomas,Slト BR-3 しItlnee),ZR175-1 (lane f),
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TableI Expressiono rc-erbB-2m ltNA inCulturedllumanCellLines

Celllines

breast

sto rllaCh

colon

PaIICreaS

liver

ltlng

Vulva

blood

SK-riR--3

ZR-75-1

7,R-75-3O

A:lCF17

MKN7

RAT(トIII

HT-29

MIA PaCa-2

ASPC-1

PANC-1

BxPL｢-3

Li-7

PCL/PRF/5

HLF

A549

PC7

PC9

PC14

IJu24

i.u61

Lu65

Lt199

lJlJ134

I_｣u135

SCh.:IC.･一一･W1---1

SCMC-W12

SEKI

A375

G361

Mevo

A431

rIIJ60

llistology
C-erbB-2
mRNA

adenoeareinoma

adenoearcinoma

.tl(ienoearcinoma

～ldenocarrinoma

mammaryepithelialcells

adenocflrCinollla

signet･-ringcellearcinoma

adenocarcinoma

adenocarcinollla

adpnoeareinoma

adenocarcinoma

adenoearci110【11a

hepatocellularcarcino【11a

hepatocelltllarcarcinolna

hepatocelltllarcarcinollla

adenocarcinollla

adenoearcinoma

adeno(･arcinoma

ade110CarCinonla

smallCellearcinoma

squamous Cellcarcinoma

largecellcarcinorna

largecellearcinorna

sIllallcellcarcinoma

smallCellearcinoma

WillllStuI110r,epithelioid

Wilmstumor .Rbous

汀lalignantlnelanoma

malignanもmelanoma

nlalignantmelanollla

malignantmelanoma

sq11all10uSCellcarcinoma

acutepromyelocytieleukemia

}

i･

1.

･

i

.':.=

･
･

･･

･

･

･

寸
∵

T

･

二

十
日

･

十

十
..'._･:
-∵

⊥
･

･
･

･
･

∩.(i.

9

9

9

9

9

0

nU
9

9

9

9

9

1

2

2

9

3

3

3

4

5

5

5

4

4

2

2

6

9

9

9

2

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

｢ー

Re f.:reference No. , n.d.:notdetectable

十十,十十十二levelsofexpressionn10rethan5and 10tillleSaShigherasthator
HBL-1 00,respectively.

LTlバンドが認壇上わた (Fig.2). しかし.合成 T)N̂

プロ-ブBを用いた-イブリダイゼイショソでは,5.0

kb C･'lmRNA は.検出されたが,2.5kb L]l nlltNA

は,認められなかった.

2. MRN7 細胞における C-(rhb L2 蛋白質の性状

cl,I･hβ-2 mRNA の発現が著明で.通常'J'15. OkbLl')

839

C-(,rl)B･-2 mRNA l')､外に約 2.5kb の mRNA の存在

が確認さJtた MKN7 における cI,7･ hB-2 蛋仁1の性状

を抗 C-erbB12 蛋白抗体を用いて検討 した.

1) [355 ]システイソをこよる細胞標識

[35S]システイソで標識した細胞を療解 し,C瑠rbか2

蛋白の細胞外領域,キナ-ゼ領域,及びか レポキシル基
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Fig.3 i-:35S~1cyst′eine-labelled c-erbB･-2でe-
1at･e(i protfLin ilnmunopreeipitatL,(1
from ぐelllysatLeLA)andtheCulture
me (iium tBlorm:lIくN7eelis.

C,elllysateprepared from Cells IE-1-
belled f()l･2Jlh (lanesa ･-.-.d)とIn(148h
(lanese-h)and I.hpcultureLme(iiとI

preparedfroln Cellslabelledfor24h
(lanesiand い and L18h LIanek ).

The immunoprecipitation w as a-
cllievedbyusingAb-1(lanesaan(1
e).pALrl(lanesband f)aTldSV2-
61rLlan cs c,ど and k〕andnorm E,A

m()usesen)m Llanesd.handi).

末端諏域を認識す る二i穐L･T)輿たる 抗体によi)免疫沈降し

た.3種L')抗休し､ず､わにi:､ても,.分子サ(7:約 185kl)

i:')蚕tlH l118封 が特町机二免疫沈降された (Fig.3) .

胞いずれか('も.i':とはrl満IlIC/7〕p185が免疫沈降さJIlた.

一万, 2･1時間及び;1脚､錯i概論したいすJ=T)細胞かt､)ち.

C-erbB-2 蛋白の細胞外僚機を認識するモノクロ…ナル

抗体をこより約 9馳D の骨子サイズの蛋白 (p95) が免疫

沈降された (Fig.31. デンシトノーー!1-分析し.')結果か

ら.2 紙筆問標識細胞iこおし-､て p9 5は p18 5に比較 して

はば 2倍量免疫沈降きれた｡しかし､48 時間標識した細

胞では､p9 5は､p18 5i･こ比較して相研和こ減少してい

た.

[35 S]システインによるパルス･チェイス標識では,

ど-erbB- 2 蛋白の細胞外領域を認識するモノクロ-サル

抗体を用いで検討を行なった.ぺJL1標識 (1時間)菌

後より.1-日時間後まで約 155 kr)の分子サ(ズのバンド

(p155)が認めi､)わた (Fig.4).p155 は,+ _1 -_ ( て

2時間日にも･一､とも顕官であったが, 4 時間口上 i) . 潤

退 しそrh JIJ二もに p185 が出現した.p18 5は.8 時 間

田で最も強いバンドとして認められた.

弓J,p95 品 MKN7 細胞において,′ミJして､標識直

後から認められ,以後チェイス8時間員まで除々に増加

した (Fig.'I l.

しとこ)'-で . 今 rt欄 旧泡中L'･')C･1･ rhB-2蛋白の検討日司

時に.培養 E二清 小 L7) C･･(,)･/)什･2 蛋白免疫活性に一一,いて

ち,同LL抗体 に Ll二り . 免疫沈降法を用いて検討した.そ

の結果.分-(･敏 約11Okr)i:T)蛮tL 】Lt)lュo)が.3種LT)抗

体のうち細胞外磯城を認識するをメタp-ナル抗体をこよっ

てLAT)丸 免疫i･L'IL降された.pll0(/7) 範は標識時間iこ依存二

いてはチェイス嶺時間田以降より出現しき以後増加した

LFig.4).

｢33I'l正目ン酸標識におし､て甘 3種し叫吊本し､ザ畑 二

(i-､てヰ),MIくN7 細胞かL､-.分子鼠約 1～弓5kl)(I)蛋白

Lp1851が免疫沈降された. しかし,PLC)kl) 付近に⊥ト′

タロ-ナiレ抗体による免疫沈降物のバソドを検出するこ

､!二ができfLCか.･,た LFig･.5 1.

割 [325日 をこよる細胞表面蛋白の標識

l光1 -｣.L'::IMIくN7 細胞ハ細胞表面.__l二に存在する蛋f~Llを標

激し, 3 機の抗体により免疫沈降した.いずれの抗体に

よ一､-ても PltY日･よ棟II‖ごきたが,I)ILL-)5及こドp95 は検

出L得なか一言二tFig.;' 7~).

考 案

ヒト培養細胞株L,T)(､-(L･r hfi'･･･-2遺伝1･LlTう発現を検討し

た結果,cICrbg卜2 mRNA は,腺がん由来の培養細胞

株iこ隈と､っず.悪性黒色腫や Wilms 陣場Lll来しり細胞株で

も発現していることが明らかとなった.また,その発現

が著明なものは,乳が/L細胞株の3例上胃がん細胞株し')

且例であった.これは,外科手術例で乳がん及び胃がん

に C-Cl･hb'-2 遺伝f･L?)増幅,過剰発現J)相性が高い上

する報告と一致する結果であった5).

Quirke らは,ヒト胎児における C-erbか2 遺伝子の

発現を検討した結果.C-fl･hB-2 蛋白が胎生期初期に,

三雄秦にわたり広範囲に各器官及び組織で検出されると

し,胎生期の細胞増殖及び分化における el,l･hB-2 蛋

白の豊要性を示している29). 各種運慶細胞株において

e一打b駄2 mRNA の発現が認められたことは,塵療種
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故bcdef

■p185

<p95

筆 _!号 室 _.毒 k 嘗

辛 p llO

Fig.iI Pulse-Chase analysisofbiogenesisofc-erb β--2--relatedpro -

tpins in celllys.Tlte (A)and Culture mediuI llLB)prepared
froL n 予 S ㌻eystcinc-labelled .入:11くN7cells.
eells were labelled forlhwit.h._二号:-､slcyst.Pineand thench a-

sed forOh LIElnLIStland gl.1h (lllneSeand h ),2h(lとIulPS
<1,(il上n(1i ),4h (I(I:lneSeillndj)and8h‖anやsf,k.and 1).

Immunopl･eぐipit･ationwas
(lan亡LSaand 1)and with

胞の胎生期的性格の獲得と考えられると共に,c r肝bB-

2遺伝子が,上威風及び非上皮系組織由来を問わず,が

んの増殖あるいは発生をこ開巻している可能性を示すもの

であろう.

h:11tN7 .SI〈-Blく二i.及び ?.Ⅰ1-75-3 細胞で認めi■､わ

た,2.5kb (--(･F'/) 〟.･･･-2 mRNA は.ゾし1-ブB とノ､1イ

りIjl ズしたし､二王か鎧,cI,7･h β--2 蛋白L7)細胞膜貫通

蘭域の配列はコ-ドしていないと考えられる.このかさ

な e-erb選一-2 mRNA の発現が著明であった MKN7 線

脂('f)C1.,rbB-2 蛋白LT)検討を行一･〕たところ, 185kt) Lp

IHI-)).95kl)(p95) の蛋白が細胞から,11OkI~)LpllO)

の蛋白が培養上清から免疫沈降された.

185kl )の蛋白は,[35S]シスナ･(ン,あるいは t257

で標諭した細胞から, 3橡の抗体いずれをこよっても特鼎

的に免疫沈降され さ吊･こ[312Ⅰ) ]止二りン酸により標識

841

achieved with normalmouseserum

SV2-61 rLlanesb-k).

した細胞か～ニーも 185kl)ハ=ン酸化蛋臼が全ての抗佃 こ

より免疫沈降された,従来の報告7)25)においても,紺 bB-

2 蛋白の分f一境は,185kD ないし1洲kI)である!:され

こJ)p18 5は 成熟型の C･･-げhli-2 蛋白し･L_思われる.p95

は.抗体との反応性上 〔~こき2l']iT:.りン酸及び L25I標識

の結果より,C瑠㌢b虞ト2 蛋白の縛胞外頗域部分より構成

され 自己リソ酸化能を持たず,かつ細胞表面をこぼない

e-erb盈-2 関連蛋白と考えられる.また,pllO も,そ

の抗体との反応性より, C-g 掩腰-2 蛋白の細胞外領域の

みから構成された MKN7 細胞の分泌蛋白の可能性が

ある.-方,パルス･チェイス標識で検出された ま55 kD

の蛋白 (p且55)は,それが,パルス標識直後から認めら

tl.その消遇に伴って.p185 が出現してくることかIL,,

p185 の前駆休と考えられる.

デソシトメタ-･-iこより p95 と p18 5の塵生動態を比
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Fig.5 Immunopreciptation of 3 2pi -1llbel-
1ed LA)and IL?tL-,I-labelled(lう)C--

erbB12-rehtedp roteinpreparedfrom
celllysateofMKN7cells.
二{こ!pi-labelled proteins were im -

ⅠⅥutlOPreCipitedl＼,ith nornlal lllOllSe
serum Llane a),SV 2-61r LIaneh).
p̂b･･･ -1(lanee ) and Abll(laned).
11!hllabelled protcins were im -

munoprttcipitElt,ed withSV2 -161rLlane
p),pAbll(lllnef)and(l aneど).

較する上 各標識時間において p185L!1度生は,ほ ほ

イス標識では,p95は,パルス標識直後から認められ,

チェイス8時間目まで徐々をこ増加した.このような p95

の産生動態は,離85 や p155 と異なり書p95 が p185

の前駆体あるいは分解産物とは考えにくい.p95 は,

MlくN7 細胞において p185 とは別(ハ過程で産生されて

いる可能性が考えられる,

ところで,c r紺bB- 1遺伝子の増幅及び過剰発現を伴

う EGF レセプタ-高産生細胞株 A43 1細胞は,細胞

内において EGF レセプタ-の細胞外儀域から成る分

子盈約 90 kD の蛋白を産生し,糖鎖形成の後,分子慶

約 105kD の糖蛋白として細胞外に放出している30)3且)

そして,EGF レセプタ-の細胞外領域のプロ-プどの

み-イプリダイズし,通常サイズの C-erbBL lmRNA

とは異なる小さな分子サイズの 2.8kbmRNA が,こ

cT)動 二二]を二- ドしてし､る上考え吊 tている:3㌦ 細胞外

に分泌されたこの蛋白の磯健は明らかではないが,EGF

をこ対ずる結合健を有する34) と共に,この蛋白自体が,

EGF リセブタ-相互の homod血e T形成を抑制するこ

とですEGF リ屯ブタ州のテロシソキナ-ゼ活性を阻害

すると考えられている郷.

ル抗体かこより MK洞?∵細胞から免疫沈降された p95,

及び培養卜清か1､､免疫沈降された pl10しり存在様式は､

3.5kbL･')C-････E･l･hf)'- 二三Illl(N̂ ハ発現と併せで考慮する上

自L■r)発現に非常に頓損している.い95及(_ドpllO が,

分泌型 ｡-･･1,rhβ.2 蚤臼で卦る左目L亡,そハ発現機鱗及

び機能は,大変に興味深い.Ml(N T糸抑地上同様に 2.5

細胞をこついて屯,その存在を検討する必要があろう｡

現時点では.I)95 及-LドpllO が.確かに ｡1,)-h什12

遺伝丁･関連蛋白である上はいえず,単LT･こ-i/'ftト-チ

ル抗体の交差反応の結果という可能性も否定できない.

しかし,山部の訂一貯bB-2 mRNA の過剰発現を認める

細胞をこおいて,通常の 185 kDの分子サイズの ごrerb 掛2

蛋白以外をこ異なる分子サイズの e-erbB-2 蛋白様免疫

活性が存在し,しかも細胞外領域を認識する抗体に上･p-､

てのみ検出された事実は,これまで だ-erbB-2 蛋白の

解析が.Quirk Pt'-の報告も含めて.細胞内領域を認識

する抗体によりなされたものが多いことからもき今後,

a-erb鉄男 蛋白の免疫学的検討を行う際に,その抗体の

選択に注意を促すものである.

本研究は.国立が人-トンJI--研竹中細胞増殖閃

子研究部において行先-､!二も(･T)でLiL,上 直接御指導

いただいた山Ll建部長に深く:吊L申しーl･.げます.さ

らをこ,御協力いただいた研究員のみなさまに感謝い

たします,また,御指導,御校閲を賜りました恩師

渡辺英伸教授をこ心より感謝いたします.
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