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講座 (主 任 : 中西 功夫教授)

今 井 哲 也

癌細胞 の イ ン テ グリ ン を 介す る細胞外基質 へ の 接着 と , 引き続 い て 起 こ る癌細胞 の 遁走 は癌浸潤 の 重要な ス テ ッ プと し

て知 られ て い る . 本研究は αⅤβ5 イ ン テ グリ ン を 介 して ビト ロ ネ ク チ ン と接着する 口腔扁平上皮癌由来 O S じ19 細胞株に 注目

して
, 捷 軌 道建 ,

な らび に 遊走 に か か わ る細胞内活性化機構 を検討 した ･ 遁走ア ッ セ イ に は ビ ト ロ ネ ク チ ソ を被覆 した ト ラ

ン ス ウ ニ ル を 用 い た . O S C
-1 9 細胞は ビ ト ロ ネ ク チ ン 上 で 接着 はす るが 遊走 を示 さず ,

ホ ル ポ ー ル ミ リ ス テ
ー

ト ア セ テ
ー

ト

( p h o r b o1 1 2 - m y ris t a t e 1 3- a C e t a t e , P M A ) と各種成長因子の うち 上皮成長因子 (e pid e r m al g r o w t h f a c t o r ･ E G F)
の 刺激 に よ り濃

度依存性 に 遁走 が惹起 された . チ ロ シ ソ キナ
ー ゼ 阻害剤の タ

ー ホ ス テ ン 9 (ty r p h o s ti n 9) と ゲ ニ ス テ ィ ン (g e n is t ei n) で 予め細

胞を処理 して おく と ,
E G F 誘 導性細胞遊走は抑制 され ,

P M A 誘導性細胞遁走 ほ影響 を受けな か っ た ･ 抗 リ ソ 酸化テ ロ シ ソ 抗

体を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ トで ほ ▲ E G F 処理細胞で ほ 未処理 の 細胞に は なか っ た
17 0 k D a の バ ン ドが 一 本認め られ た ■ こ の 蛋白

質 は抗 E G F 受容体抗体を 用 い た 免疫沈降法で検出 され た 170 k D a の バ ン ドと分子量が同
一 で あり , E G F 受容体の 自己 リ ン 酸

化蛋白質 と考え られ た . 他 の チ ロ シ ソ リ ソ 酸化 を受け る蛋白質 の
バ ン ドほ こ の 方法 で ほ検出できなか っ た ･ E G F 処理 後直ち に

プ ロ ティ ソ キ ナ
ー ゼ C (p r o t ei n k i n a s e C , P K C) の 活性を 測定する と ,

P M A 処理 した と同程度 の 約30 % の 活性増加 が認 め られ

た . 同時に , 特 異的 P K C 阻害剤で ある カ ル ホ ス チ ソ C (c al p h o s ti n C) ほ P M A 誘導性細胞遁走を抑制する と 共
に E G F 誘導

性細胞遊走を抑制 し , E G F 受容体の シ グナ ル は P K C を 経由す る と考 え られ た ･ E G F 誘導性細胞遁走効果の 経時的変化 を検

討 した と こ ろ , 遁走開始 まで に 4 時 間を 要する こ と , 2 4 時間前 に 1 時間の E G F 処理 を行 っ て おく と即座 に 遁走を開始する
こ

と が 判明した . 次 に 蛋白合成阻害剤である シ ク ロ へ キ シ ミ ド( c y cl o h e xi m id e) を 投与 した と こ ろ , 濃度依存性 に E G F 誘導性細

胞遊走 が阻害 され た . した が っ て ,
こ の 細胞遁走 に ほ 遁走関連蛋白質が新た に 合成 され て い る こ と が 明らか と な っ た ･

P M A
･

E G F を投与 した 細胞 の ビ ト ロ ネ ク チ ン へ の 接着能 ほ未処理 の 細胞 の 接着能 と変わ らな か っ た の で ,
αⅤβ5 イ ン テ グ リ ン 自身が

過剰発現 して い るの で は なか っ た . これ らの 結果か ら E G F 誘導性 の a vβ5 を 介 した 細胞遊走 は , E G F が結 合 して 活性化 した

E G F 受容 体に よ っ て まず 自己リ ン 酸化が起 こ り , そ の シ グ ナ ル は P K C を経 由 して核内に 達 し, 転写 ∴翻訳
に よ る新 た な蛋白

合成を必要とす る とい う こ と が 明 らか とな っ た . また , 非特異的 P K C 阻害 剤の ス タ ウ ロ ス ポ リ ン ( s t a u r o s p o ri n e) を 用 い る と

P M A 誘導性細胞遊走効果を抑制 しな い ばか りか E G F で は逆 に 細胞遊走効果が増強 され た の で , 遁走 に は P K C を 介する 以

外の 伝達経路が存在す る こ と が 示 唆され た .

K e y w o r d s αⅤβ5 i n t e g ri n , C e ll m ig r a ti o n , E G F , t y r O Si n e p h
o s p h o ry l a ti o n , P K C

イ ン テ グリ ン は α 鎖, β鎖 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら形成 さ れ る 異

種 二 量体の 細胞表面に 発現す る糖蛋白質群 で , ラ ミ ニ ン ,
コ

ラ ー ゲ ン
,
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ,

ビ ト ロ ネ ク チ ン な ど細胞外基質

蛋白質に 対す る主 要な 受容体である . イ ン テ グ リ ン は 細胞を 蛋

白質に 接着 させ る の み でな く , 接着後 に 種 々 の シ グナ ル を 細胸

内に伝達す る機能 を有 して お り ,
そ の 結果細胞 の 機能を変化 さ

せ る
1)

.
α 鎖と β鎖 の 組 み 合わ せ に よ りイ ン チ グ リ ン ほ 今 ま で

に少 なくと も20 種 摂ある こ と が知 られ て お り
l)

, そ れ ぞれ異な

る蛋白質に接着 し, また 異な る細胞 に 発現する な ど, 異 な る機

能を有 して い るの み な らず ,
重複 して働く特徴を 示 して い る ･

悪性 腫瘍 に お い て は ある種の イ ン テ グ リ ン の 発現量や , 細胞表

面に お ける分布 に変化が生 じる こ と 等か ら, 細胞の 癌化や 腫瘍

平成 7 年1 2 月1 2 日受付, 平成 8 年1 月2 3 日受理

A b b r e vi atio n s : B S A
,
b o vi n e s e r u m alb u m i n ; C P ,

性 と深く関係 して い る と い われ て い る
2)

. 痛浸 潤 に は 癌細胞表

面 の イ ン テ グ リ ン に よ る細胞外基質 へ の 接着後 ,
遊走と 細胞外

基質蛋白質分解酵素の 分泌と い う 二 つ の 現象が 起 こ る こ と が必

要で あり
3-

, 遊走 と い う現象に ほ また イ ン テ グ リ ン に よ る 接着

が必 要不 可 欠 で ある . しか し , 細胞 接着は遁走 に 必 要因 子 で は

ある が 十分因子 で は な く , 接着以外の 国子が しば しば必要と な

る . 細胞遊走を惹起する因子と して ほ上 皮成長因子 (e pid e r m al

g r o w t h f a c t o r , E G F) , 血 小板由来成長 因子 (pl a t el e t d e ri v e
d

g r o w th f a c t o r , P D G F ) , イ ン ス リ ン 様成長因子-1 (i n s uli n-1
ik e

g r o w th f a c t o r , I G F-1) , 肝 細胞成長 因子 (h e p a t o c y t e gr
o w th

f a c t o r/ s c a tt e r f a c t o r , H G F/ S F) , 自 己 分 泌 型 運 動 因 子

( a u t o c ri n e m o tilit y f a c t o r) , 腫 瘍壊死因子
-

a (t u m o r n e c r o sis

c alp h o stin C ; C X , C y Clo h e xi m id e ; D G , dia c ylg ly c e rid
e ;

E G F
,
e p id e r m al g r o w t h f aとto r ; E G T A , e t h y le n e g ly c o l bis (2

- a m i n o e t h y le th e r) t e t r a a c eti c a cid ; F B S , f e t al

b o v in e s er u m ; G S , g e nis t ei n ; F I T C , fl u o r e s c e in is o t hio c y a n a t e ; H G F/ S F , h e p at o c y t e g r o w t h f a c t o r/ s c att e r
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f a c t ｡ r - α, T N
■Fr α) 等 の 種 々 の サ イ ト カ イ ン が 報 告 さ れ て い

る
4 ト g)

. また ,
人 工 産物 で ある ホ ル ポ ー ル ミ リ ス テ

ー ト ア セ テ ~

ト(p h o r b o1 1 2- m y ri st a t e 1 3- a C e t a t e , P M
A ) も ある種の 細胞 で遁

走させ る作用 があ り
10)

, 遁走 に お け る プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ C

( pr o t ei n ki n a s e C , P K C ) の 関与が示 唆 され て い る ･

イ ン テ グリ ン が関与す る シ グナ ル 伝達経路 は H y n e s
I'
に よ り

二 大別 され て い る . す なわ ち リ ガ ン ドに 接着 したイ ン テ ダウ ン

か ら細胞内に 伝 わ る シ グ ナ ル で , 接着 後に p p 6 0
S r亡

や p p1 25
F A E
が

すぐに リ ソ 酸化され る こ とが 知 られ て お り
1')1 2)

, 外 か ら内 へ の

( o u tsid e t o i n) シ グナ ル と呼ばれ て い る ･ こ れ に 対 して , サ イ ト

ヵイ ン 等はそ の 受容体を通 じて シ グナ ル を 細胞内に 送 り , 伝達

され た シ グ ナ ル は さ らに イ ン テ グ リ
ン に 到達する と い う 内か ら

外 へ の (i n sid e t o o u t) 逆方向の シ グ ナ ル 伝達経路が ある ･
こ れ

らの シ グナ ル 伝達経路は ,
イ ン テ グ リ ン 種 , 機能 , 細胞 種に

ょ っ て異な る と思わ れ るが ,
特 に 遁走 に 関す る シ グナ ル 伝達機

構に つ い て は殆 ど研究が な され て い な い ･

口腔扇平上皮癌由来 の O S C-1 9 細胞株 は αVβ3 イ ン チ グリ ン

の 発現が なく αⅤβ5 イ ン テ グリ ン の み で ビ ト ロ ネ ク チ ン に 接着

す る こ とが 知 られ て お り
13)

, 単
一

の イ ン テ グ リ ン 種 の 機 能を 見

るの に 有用 な細胞 である . 本研究 で は P M A や 各種成長因子 を

与え る こ と に よ り , P M A と E G F が ビ ト ロ ネ ク チ ン 上 の

αVβ5 介在性の 遁走 を惹起す る こ と を 明 らか に した . さ ら に 遁

走の た め の 細胞内 シ グナ ル 伝達経路を解明す るた め に 各種酵素

阻害剤を使用 した遁走ア ッ セ イ に 加 え , 酵素活性測定や免疫沈

降法に よ る蛋白質検出を併せ行 っ た . そ の 結果 ,
E G F 投与に よ

る E G F 受容体の 自己 リ ン 酸化反応 に 引き続き P K C の 活性化

がお こ り
,
こ の 活性化が新た な蛋白質 の 合成を惹起する と い う

経路が判明 した の で 報告する .

材料お よび方法

Ⅰ . 使用細胞

口 腔扁平上皮癌由来 の O S C -1 9 細 胞株 ,
肺 扁平上 皮痛由来

C alu -1
, 肺扇 平上 皮癌由来 A C CrL C 7 3 , 胃 印環細胞癌由来

K A T O一Ⅲ , 肺扇平上 皮癌由来 V M R CL L C P , 口 腔低 分化扁平上

皮癌由来 H S C -3 を 用 い た . O S C-1 9 は 札幌医科大学 口腔外科学

講座小浜源郁教授 よ り ,
K A T O-Ⅲ , V M R C- L C P , H S C- 3 ほが ん

研究振興財団細胞バ ン ク ( 東京) よ り ,
C a l u-1 , A C C- L C- 7 3 は 愛

知県がん セ ン タ ー 研究所超徴形態学高橋隆博 士 よ り譲渡さ れ

た . 細 胞 は す べ て 牛胎 児 血 清 (f e t al b o vi n e s e r u m , F B S)

(G ib c o , G r a n d I sl a n d , N Y , U S A ) を10 % 添加 した イ M グ ル 最少

必須培養液(E a gle
'

s m i ni m u m e s s e n ti al m e di u m , M E M ) ( F I o w

la b o r a t o ri e s
,
Ir vi n e

,
S c o tl a n d) で継代培養 した . 以下す べ て の 実

験に は準飽和状態 の 細胞 を用 い た ,

Ⅱ
. 細胞遁走ア t

ソ セ イ

各癌細胞株の 各種 リ ガ ン ド上 で の 遁走能を , 紬 m 孔 の フ ィ ル

タ ー

を 装着 した24 穴 の ト ラ ン ス ウ ニ ル ( C o s t a r , C a m b rid g e ,

E n gla n d) を使用 して 計測 した . リ ガ ン ドと して ビ ト ロ ネ ク チ

ン
,
フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン

,
Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン の 三 種を 用 い た . ト ラ

ン ス ウ ェ ル 下槽に 10 J 唱/ m l の リ ガ ソ ド溶液を 25 恥1 満た し, 上

槽の 底の フ ィ ル タ ー を リガ ン ド溶液 に37 ℃ で 2 時間も しく は 4

1 7 3

℃ で
一 晩浸漬する こ とに よ っ て フ ィ ル タ

ー 下面を リガ ン ドで 被

覆 した . リ ガ ン ド溶液を 除去後 一 高純度の 0 . 5 % 牛血 清 ア ル ブ

ミ ン (b o vi n e s e r u m al b u m i n , B S A ) (S ig m a , S t ･ L o ui s , U S A )

添加 M E M 5 0 恥1 で 一 晩浸漬 し , ア ッ セ イ 直前に ア ッ セ イ 用培

地と交換 した . 遁走ア ッ セ イ の た め の 細胞は0 . 2 % ト リ プ シ ン

液に よ っ て シ ャ ー レ か ら 分散 し た 後 ,
ト リ プ シ ン の 2 倍量 の

0 .1 % トリ プ シ ン イ ン ヒ ビタ
ー

(S i g m a) 液 3 m l を 加え て トリ プ

シ ン を 不 活性化 し , 弱い 遠心 (80 0 r p m , 3 分間) に よ っ て 細胞

を 分離 し た .
0 .5 % B S A 添 加 M E M を 加 え て 細胞密度 を

5 ×10
5

個/ m l の 濃度に 調整 した 細胞に 各種因子を添加 して37 ℃

の ウ オ ー タ ー バ ス 内で 1 時間振返 , 遠心 分離に よ る 2 回 の 細胞

洗浄後 , 同量 の ア ッ セ イ 用培地(0 .5 % B S A 添加 M E M ) で再浮

遊 させ た . 1 槽 あた り細胞浮遊液 0 .1 m l (5 × 1 0
4

個) を 上 槽 へ 分

注 し, 3 7 ℃ の C O z イ ン キ ュ ベ
ー タ ー 中に 静置 した . 1 6 時間から

20 時間後 に フ ィ ル タ
ー の 上 面か ら下面 に 遊走接着 した 細胞を ,

2 % エ タ ノ ー ル 添加 0 .2 M ホ ウ酸塩緩衝液(p H 9 .0) に 溶解 した

1 % ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト(S ig m a) で 5 分間染色 し, フ ィ ル

タ ー

上 面を充分に 洗浄 した 後10タ̀ 酢酸 で 細胞よ り ク リ ス タ ル バ

イ オ レ ッ ト を溶出 し, 波長 600 n m の 吸光度を EIA リ
ー ダ ー 2

5 5 0 ( B i o- R a d L a b . , R i c h m o n d . U S A ) で 測定 した . ブ ラ ン ク と

して 接着リ ガ ン ドの 代わ り に 0 .5 % B S A で 被覆 した フ ィ ル タ
ー

上 で 同時に ア ッ セ イ を 行い , そ の 測定値を差 し引 い て 遁走細胞

数 の 指標と した . 細胞数が こ の 方法 で の 検出限界以下の 場合は

細胞数を位相差顕微鏡 で 直接計測 した .

細胞遁走に 関係す る可 能性 の ある 因子と して P M A (S ig m a) ,

E G F ( G e n z y m e , C a m b rid g e , U S A ) , P D G F ( B e c t o n D i c ki n s o n ,

B e d f o rd , U S A ) , I G F-1 ( G e n z y m e ) , H G F/ S F ( R & D S y s te m ,

U S A )
,
ケ ラ チ ノ サ イ ト成長因子 (k e r a ti n o c yt e g r o w t h f a ct o r ,

K G F ) ( U p s t a t e B i o t e c h n ol o g y I n c o r p o r at e d , L a k e P L a cid ,

U S A ) , T N F
-

α( G e n z y m e) を 用 い た . また 必要に 応じて ,
こ れ ら

の 因子 の 処理 をす る前に ,
チ ロ シ ソ キ ナ

ー ゼ 阻害剤の タ ー ホ ス

チ ン 9 (t y r p h o sti n 9 , T P ) (B i o m ol. P ly m o n th M e eti n g , U S A )

で1 2 時間, 同 ゲ ニ ス テ ィ ン (g e n is t ei n , G S) (和光 , 大阪) で 1 時

間 ,
P K C 阻 害 剤 の カ ル ホ ス チ ン C ( c al p h o s ti n C , C P )

( B i o m ol) で 1 時間, 同 ス タ ウ ロ ス ポ リ ン ( s t a u r o s p o ri n e , S P ) (和

光)
14)
で 1 0 分間 ,

フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル 3- キ ナ

ー ゼ

(p h o s p h a tid yli n o sit o1 3- ki n a s e , P I3
- K ) 阻害剤の ワ

ー

ト マ ン ニ ン

( w o rt m a n ni n , W M ) ( S ig m a)
15 ,1 6 )
で 3 0 分間の 前処理 を行 っ た . ま

た 蛋 白合成阻害剤 の シ ク ロ へ キ シ ミ ド ( c y cl o h e xi m id e , C X )

(S i g m a ) は E G F と 同時に 投与 した .

Ⅲ . 細胞接着 ア ､

ソ セイ

24 穴 プラ ス チ ッ ク プ レ ー ト (B e c t o n D ic ki n s o n , N e w J e r s e y ,

U S A ) を 10 p g/ m l の ビト ロ ネ ク チ ン 溶液2 50 FLl で3 7 ℃ 2 時 間被

覆後 ,
1 % B S A 2 5 恥1 で 4 ℃

一

晩ブ ロ ッ キ ン グ した .
ビ ト ロ ネ

ク チ ン 上 で の 接着 7 ッ セ イ に ほ E G F ま た は P M A で 処理 した

細胞 と未処理細胞を用い た . 各条件 ご とに 4 穴ず つ よ
1 穴あた

り 3 ×10
5

個 の 細胞を含む 500 〃1 の 細胞浮遊液を分注 し, 3 0 分 ,

1 時間, 2 時間, 4 時間後に , 細胞を 機械的に 剥 が さな い よう

に , か つ 十分に 無血 清培地で洗浄して非接着細胞 を除去 し, ジ

メ チ ル チ ア ゾ ー ル ジ フ ェ ニ ル テ I ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3 -

f a c t o r ; I G F -1
,
i n s u lin -1ik e g r o w t h f a ct o r ; K G F , k e r ati n o c y t e g r o w t h f a ct o r ; M B P , m y eli n b a sic p r o t ei n ;

M E M
, E a gle

'

s m ini m u m e s s e n ti al m edi u m ; M T T , 3
-

( 4 , 5
- di m et h y It hia z ol

-2 - yl)
- 2
,
5 - dip h e n y l

-

t e t r a Z Oli u m

b r o m id e ; P B S , p h o s p h a t e
- b u ff e r e d s ali n e ; P D G F , pl at el e t d e ri v e d g r o w t h f a ct o r ; P I3

- K
, p h o s p h a tid ylin o sit ol



1 7 4

[ 4 ,5-d i m eth ylthi a z oト2- yl]
一2 ,5 - di p h e n yl t e t r a z oli u m

b r o mi d e
･

M T T) ア ッ セ イ
lT)
を行 っ た . すなわ ち 各 ウ ニ ル に 2 5 叫 の 0 ･5 %

B S A 加 M E M と 5 m g/ m l の M T T ( S ig m a) 3 0 pl を 加え 1
37 ℃

に 3 時間静置 した . 接着細胞と の 反応に よ り生 じた 色素産物を

70 恥1 の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(Si g m a) で 可 溶 化 し , 波 長

492 ｡ m の 吸光度を EIA リ
ー ダ

ー

2 5 5 0 で 測定 して接着細胞数 の

指標 と した .

Ⅳ . P K C 活 性の ア ･

ソ セ イ

p K C に 特異 性 が 高 い ミ ュ ウ ン 塩 基性蛋白質 ( m y elin b a si c

p r o t ei n , M B P )
18)
を 基質 と し て 使 用 し , P K C に よ り [ T

32
- P ]

A T P か ら M B P へ 移行す る放射性 リ ン 酸の 量を 測定する こ と

で 酵素活性 を評価す る P K C A s s a y S y s t e m ( G I B
C O B R L

,

G aith er b u r g , U S A ) を 使用 した . 細胞 3 - 5 ×1 0
6
を 用意 し , 0 ･5 %

B S A 如 M E M l O m l で 1 回 洗浄 の 軋 E G F , P M
A を37 ℃ で30

分間反応 させ た . リ ソ 酸緩衝生理食塩水 (p h o s ph a t e
-b uff e r e d

s ali n e , P B S ) (p H 7 .4) 5 m l で 2 回洗 浄軋 抽出用緩衝液 [
20

m M ト リ ス 塩酸緩衝液 p H7 .5
,
0 .5 m M E D T A , 0 ･5 m M エ チ レ ン

グリ コ
ー ル ビ ス ア ミ ノ エ チ ル エ

ー

テ ル 四 酢酸 ( e th yl e n e gly c ol

bi s 2- a mi n o e th yl e th e r t e t r a a c e ti c
a ci d

･
E G T A ) ･ 0 ･5 % ト ラ イ ト

ン Ⅹ-1 0 0 , 2 5 鵬/ m l ア ブ ロ チ
ニ ソ

,
2 5 鵬/ m l ロ イ ペ プ チ ン]

0 .5 m l を 加え , プ ラ ス チ ッ ク製 ス ク レイ パ
ー ( C o s t a r) を 用 い て

機械的に 細胞 を剥離 した ■ 試料を ダ ウ ン ス 塾ホ モ ジ ナ イザ
ー

で

軽く ホモ ジ ネ
ー ト化 し30 分間氷冷後 ,

4 ℃ で 2 分間 5 ,0 0 0 r p m

の 遠心 分離 で 上清 を採取 した ･ P K C を部分精製す る た め に 洗

浄用緩衝液 (20 m M ト リ ス 塩酸緩衝液 p
H 7 ･5

･
0 ･5 m M E D T A ･

0 .5 m M E G T A ) に よ る洗浄 , 平衡化を 行 っ た 0 ･5 g の ジ ュ チ ル ア

ミ ノ エ チ ル セ ル ロ
ー

ス 樹脂 (D E 5 2 , W h a t m a n , K e n t , E n gl a n d)

に 試料を 通 し, 吸着 した蛋白質を溶出用緩衝液 (20 m M ト リ
ス

塩酸緩衝液 p H 7 .5 , 0 .5 m M E D T A , 0 ･5 m M E G T A ,β-
メ ル カ プ ト

エ タ ノ
ー ル

,
0 .2 M N a Cl) 5 m l で 溶出 して P K C 活性測定 の 試料

と して 用い た . [ T
32
- P ] A T P (6 0 0 0 C i/ r n m ol , 1 0 m C i/ m l , N E N ,

W il m i n gt o n , U S A ) を P K C 基質溶液(20 m M ト リ ス 塩酸緩衝液

p H 7 .5 . 2 0 m M M g C 1 2 , 1 m M C a
C l2 , 2 0 p M A T P ･ 50 p M

A ｡- M B P) に 1 : 4 0 0 の 比 率 で 混合
して そ の 10 pl を ,

試 料

25 〟1 と 蒸留水 1 5〃1 の 混合液に 添加 して30 ℃で 5 分間反応さ せ

た . 対照 と して , 溶出用緩衝液 25 〃1 と 蒸留水 15 〃1 の 混合液 に

同様 の 操作を行 っ た ▲
これ ら の 混合液 5 恥1 の う ち 25 〟1 を ホ ス

ホ セ ル ロ
ー ス 膜上 に 滴下 し , 即座に 1 % リ ソ 酸 と蒸留水 で そ れ

ぞれ 2 回ず つ 洗浄 した . ホ ス ホ セ ル ロ
ー

ス 膜に 吸着 した リ ソ 酸

化 M B P の 放射活性 ほ シ ン チ レ
ー

シ ョ ン カ ウ ン タ
ー (liq u id

s ci n til a ti o n s y s t e m , ア ロ カ , 東京) で測定 した ･

Ⅴ . イ ム ノブ ロ ッ トによ るチ ロ シ ンリ ン 酸化糞自質の検出

未処理細胞 と E G F 処理 細胞 を P B S l O m l で 2 回 洗浄 し, 細

胞 可溶化緩衝液(50 m M H E P E S , 1 5 0 m M N a C l, 1 0 % ( v/ v) グリ

セ ロ
ー ル

,
1 0 m M E D T A

,
1 m M M g Cl 2 ･ 1 % N o n id e t P-4 0 ･

2 m M ソ ジ ウ ム オ ル ソバ ナ デ
ー

ト , l m M フ ニ ニ ル メ タ ン ス ル ホ

エ ル フ ル オ リ ド
,
5 m M ソ ジ ウ ム ピ ロ ホ ス フ ェ

ー

ト 1 0 鵬/ m l

ロ イ ペ プチ ソ ,
1 0 m M 6 - ア ミ ノ

ー

n
- カ ブ ロ イ ソ 酸) 0 ･7 m l を 加え ,

ス ク レ イ パ ー で 機械的に細胞を剥離 した . 試料を ダ ウ ン ス 型ホ

モ ジナ イ ザ ー で ホ モ ジ ネ
ー ト化 し , 数秒の 遠 心 に よ り上 清を 採

N T P M A N T
'
p M A N T P M A N T P M A

V it r o n e cti n Fi b r o n e cti n vit r o n e c ti n C o ‖a g e n

F ig . 1 . E ff e c t of P M A o n th e m i g r atio n of O S C
-1 9 c e u s ･ C ells w e r e tr e a t e d w i

th 5 n g/ m l of P M A 王o r l h r ･ P M A i n d u c
e d th e

m i g r atio n of O S C
･1 9 c e11s o n vi tr o n e c ti n , f n r o n e c ti n a n d c o u a g

e n t y p e l i n c o r n p a ri s o n t o n o
tr e a t m e n t ( N T) ･ T h e d a t a sh o w

n

a r e 夏 v a lu e s ( 士S E) i n q u a d r u plic a te ･

p L C -

T , p h o s p h olip a s e C
-

T ; P M A ･ p h o r b o l 1 2
- m y rist at e 1 3

-

a C e t a t e ; S P ･

s t a u r o s p o ri n e ; T N F
- α
,
t u m O r n e C r O Sis f a ct o r

-

α ; T P , t y rp h o stin 9 ; T
- P B S , t W e e n 2 0

-

S u p pl e m e n t e d

p h o s p h at e
- b u ff e r e d s al in e ; W M ,

W O rt m a n ni n

3 - ki n a s e ; P K C , p r Ot e in ki n a s e C ;



αⅤβ5 イ ン チ グ リ ン を 介 した 細胞遁走に 関す る研究

取 した . 試料に 1 / 2 量 の10 % トリ ク ロ ロ 酢酸 を 加 え30 分間水

冷静置後 ,
4 ℃ で20 分間 14 ,0 0 0 r p m で 遠心 分離 した ･ 生 じた沈

殿を メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル 添加泳動緩衝液に 溶解 して 7 ･ 5 % ド

デ シ ル 硫酸ナ ト リ ウ ム
ー

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電気泳動 し

た後 ,
ポ リフ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 険 ( Cle a r B l o t M e m b r a n e

-

p , ア

ト
ー

, 東京) に 25 0 m A で90 分間転写 した . 5 % 脱脂粉乳を溶解

した0 . 5 % ツ イ ー ソ 2 0 添 加 P B S ( T w e e n 2 0 - S u p Ple m e n t e d

p h o s p h a t
e
-b uff e r e d s ali n e

,
T - P B S ) に 転写膜 を20 分間浸潰 して

非特異的反応を ブ ロ ッ キ ン グ した 軋 1 00 倍 に 希 釈 した
マ ウ ス

抗リ ソ 酸化チ ロ シ ソ モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体 ( O n c o g e n e S ci e n c e ,

U ni ｡ n d al e , U S A ) を
一 次抗体 と して 用い , 室温で 1 時間反応さ

せた . T- P B S で1 0 分間 の 洗浄を 3 回行 っ た 後 , 2 0 0倍 に 希釈 し

た ビ オ チ ソ 化 抗 マ ウ ス I g G 抗 体 ( V e c t o r L a b o r a t o rie s ,

B u rli n g a m e , U S A) を 室温 で30 分間反応さ せ た ･ T- P B S で 5 分

間の 洗浄を 5 回 行い ,
1 0

,
0 0 0 倍 に 希釈 した ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標

識ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (J a c k s o n I m m u n o r e s e a r c h L a b o r a t o ri e s ･

W e s t B alti m o r e P ik e , U S A ) を 室温 で30 分間反応 させ た . 次い

で T -P B S で 5 分間 5 回 洗浄 した 後 に 0 .0 5 M ト リ ス 塩酸緩衝液

(p H 7 .6) で 0 . 0 3 % に 調 整 し た 3 , 3
'

- ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン

(S ig m a) に 2 0 pl の 過酸化水素水 を 加 えて 発色 させ た ･

Ⅵ . 免疫沈降法に よ る E G F 受容体の 検出

E G F 受容体蛋白質の 検出に は E G F で処理 した 細胞 を P B S

l O m l で 2 回 洗浄後 ,
P B S で2 5 倍 に 希 釈 し た ビ オ チ ソ 化試

(E C L p r o t ei n b i o ti n yl a ti o n m o d u l e 】 A m e r s h a m L if e S ci e n c e ,

B u c ki n g h a m s hi r e , E n gl a n d) 3 m l を 加え ,
4 ℃90 分間静置 して

細胞膜表面蛋白質を ビオ チ ン 化 した . 5 0 m M グ リ シ ソ (和光) 添

加 P B S 5 m l で 2 回 洗浄 し, さ ら に 同液 5 m l 中に 細胞を15 分間

浸潰 した後 ∴細胞可溶化緩衝液1 m l を 加え , ス ク レ イ
パ ー

を用

い て細胞層 を剥離 した . 試料 を ダ ウ ン ス 型ホ モ ジ ナ イ ザ
ー で ホ

モ ジ ネ ー ト し
,
4 ℃ で 10 ,0 0 0 r p m の 遠 心 を 30 秒 ,

さ ら に

14
,
00 0 r p m の 遠心 を10 分間か けて 不 溶成分を完全に 除去 した ･

プ ロ テ イ ン G に 非特異的に 結合する試料中の 蛋白質を除去す る

た め , 予 め プ ロ テ ィ ソ G セ フ ァ
ロ ー ス (P r o t ei n G S e p h a r o-

l
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C o n c e n t r a ti o n o f E G F a n d P M A ( n g/ m l)

Fi g ･ 2 ･ D o s e
- d e p e n d e n t eff e c t s of P M A a n d

E G F o n th e

mi g r a ti o n of O S C
-1 9 c e u s o n vit r o n e c ti n . C eu s w e r e

tr e a t e d wi th P M A ( ▲) a n d E G F (○) f o r l h r ･ T h e d a ta

Sh o w n a r e 支 v al u e s ( 土S E) i n q u a d ru pli c a t e ･

1 75

s e
,
P h a r m a ci a B i o t e c

,
U p p s ala , S w e d e n) 懸濁液 1 00 pl 中に 試

料 を加 えて 4 ℃ で 1 時間据拝 し , 2 分間 3 ,0 00 r p m の 遠心 に よ

り非特異的蛋白質 を吸 着 した プ ロ テ ィ ソ G セ フ ァ
ロ ー

ス を 除

去 した . 次 に10 倍希釈 した マ ウ ス 抗 E G F 受容体 モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗体(O n c o g e n e S ci e n c e) 1 00 /上1 を 試料 に 加え 4 ℃で 1 時間反

応後 ▲
5 恥上1 の プ ロ テ ィ ソ G セ フ ァ ロ

ー

ス 懸濁液に 加 えて 4 ℃

で30 分間渡拝 した , 3 ,0 0 0 r p m で 2 分間の 遠心 分離 に よ っ て 得

られ た 上 清に は , さ らに 50 /Jl の プ ロ テ イ ン G セ フ ァ ロ
ー ス

を 加え て同 じ操作 を行い , 同様に して セ フ ァ ロ
ー

ス ゲル を回 収

した . プ ロ テ ィ ソ G セ フ ァ ロ
ー ス を 1 m l の 0 ,1 M リ ソ 酸緩衝

液 p H 8 .0 で1 5 分間 2 回洗浄 した後 ,
3 0 恥1 の 0 ･1 M グ リ シ ソ 塩

酸緩衝液 p H 2 .8 に よ り免疫複合体 を溶出 した . 1 / 2 量の10 %

( Ⅴ/ v) ト リ ク ロ ロ 酢酸を 加え30 分間水冷静置後, 4 ℃ で2 0 分 間

14 ,0 0 0 r p m で遠心 分離 した . 沈殿を メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル 添加

泳動緩衝液に 溶解 し, イ ム ノ ブ ロ ッ ト法と 同様 の 手順で電気泳

動 ,
ニ ー ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ の 転写 ,

5 % ( w / v) 脱脂粉乳溶液に

よ る処理 を行 っ た後 ,

ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識 ス ト レ プ トア ピ ジ

ン を 室温 で30 分間反応 させ た . T-P B S に よ る 5 分間 5 回 の 洗

浄 の 後に 化学発光試薬( R e n ais s a n c e , N E N , B o s t o n , U S A ) を用

い て発光させ ,
エ
ッ ク ス 線フ ィ ル ム ( Ⅹ- O m a t A R , K o d a k , 東

京) に 感光さ せて 可 視化 した .

Ⅶ . 蛍光抗体法

ビ ト ロ ネ ク チ ソ 1 0 n g/ m l を ガ ラ ス ス ラ イ ドに 塗布 し , 細胞

を 2 時間接着 させ た後 ,
P B S で 軽 く洗浄. 風乾 した . 1 % パ ラ

フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ドで10 分固定 し, 0 .1 % ト ラ イ ト ン Ⅹ に 5 分

間浸潰 した 後,
P B S で洗浄 した .

一 次抗体と して10 倍に 希釈 し

た 抗リ ソ 酸化チ P シ ソ 抗体を 用 い ,
二 次抗体と して1 0 倍に 希釈

した フ ル オ レ セ イ ン イ ソ テ オ シ ア ネ
ー

ト(fl u o r e s c ei n i s oth i o c y-

a n a t e
,
F I T C ) 標識抗 マ ウ ス I g G 抗体 (C a p p el, W e s t C h e st e r ,

U S A ) を 反応させ た .

成 績

Ⅰ . 各種の リ ガン ド上 にお け る 各種癌細胞の 遁走能

OS C-1 9 細胞株は 未処理 の 場合 ,
ビ ト ロ ネ ク チ ソ , フ ィ ブ ロ

ネ ク チ ン , Ⅰ型 コ ラ
ー

ゲ ン 上 で ほ と ん ど遁走 を 示 さ な か っ た

が
,
P M A で 処 理 する と O S C-1 9 細胞は ビ ト ロ ネ ク チ ン 上で濃

度依存性に 遊走を惹起した . P M A の 濃度は 5 n g/ m l で ほ ぼ 最

大 に 達 した . 以下 ,
P M A 処理 の 濃度ほ す べ て 5 n g/ m l で 行 っ

た . リ ガ ン ドが フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ,
l 塑 コ ラ ー ゲ ン の 場合も同

様に P M A は O S C-1 9 細胞の 遁走を 惹起 した ( 図1 ) ･ P M A は

P K C の 活性化割と して 剛 ､ られ る人 工産物 で ある が ,
ビ ト ロ

ネ ク チ ン 上 での α Vβ5 依存性遊走 の 活性化機構 を調
べ るた め

に
,
まず各種成長因子を投与 した . そ の 結軋 E G F ほ濃度依存

性 に P M A と同様の も し く は そ れ 以上 の 遊走 を 惹起 し た ( 図

2) . P D G F , I G F- Ⅰ, K G F , H G F/ S F , T N F
-

α で は 惹起 さ れな

か っ た( 図3) . 以下 ,
E G F 投与後の 細胞内シ グナ ル 伝達経路の

検索 に ほ 10 n g/ m l の E G F を 用い た . V M R C
-L C P

,
H S C- 3 ･

C al u-1 , A C C
- L C- 73 は ビ ト ロ ネ ク チ ソ 上 で未処理 で もよ く 遁走

を示 し
,
P M A 処理 に よ っ て も遁走細胞ほ少 し増え る に す ぎな

か っ た . ま た K A T O Ⅲ は浮遊細胞で あり , ビ ト ロ ネ ク テ ン.
に

接着せ ず , 遁走も起 こ らな か っ た . こ れ ほ P M A 処理 に よ っ て

も変わ らな か っ た .

Ⅱ . 柵牌接着に お け る P M A , E G F の 効果

P M A も しくは E G F 処理に よ る O S C
-1 9 細胞の 遁走能の 獲
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得に は , ビ ト ロ ネ ク チ ソ へ の 接着能 の 変化が関与 して い る か ど

うか を検討す る た め , 未処理 の 細胞 , P M A で 処理 した細胞
,

E G F で 処理 した 細胞 に つ い て接着 ア ッ セ イ を行 っ た . 未処理 ,

P M A 処理 , E G F 処理 の い ずれの 場合も接着細胞数は ア ッ セ イ

開始後 2 時間で ほ ぼ最大値 に達 し, 経 時変化の 動態に 三 者の 間
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に 差は な く( 囲4 ) , P M A と E G F の 細胞遁走効果 は接着性の 強

弱と は 関係 が な い こ とが わ か っ た .

Ⅲ
.
E G F の チ ロ シ ン リ ン酸化能

E G F また は P M A で 処理 す る前 に チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 酵素 阻

害剤の T P で 予め12 時間処理 した細胞 で ほ 1FL M で E G F の 遊
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走効果が抑制 され た ･

一 方 ,
P M A に よ っ て 引き起 こ され る 遊

走効果は抑制 され なか っ た (図 5) ･ 同様 に テ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ 阻

害剤の GS を P M A , E G F 処理 前に 1 時 間処理 す ると ▲ E G F に

ょる遁走効果は 10 FL M から 1 0 0 p M ま で の 範 閉で G S 濃度依存
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性に 抑制 され た が ,
P M A に よる遊走効果は影響を受けなか っ

た (図 6) . した が っ て ,
E G F の 遊走に 対す る効果は テ ロ シ ソ キ

ナ ー ゼ の 活性化とある種の 蛋白質の テ ロ シ ソ 残基 の リ ソ 酸化を

介 して 行わ れ る こ と が 明らか に な っ た の で , どの 蛋白質の チ ロ

シ ソ リ ソ 酸化が生 じて い るの か を 明らか に す るた め に 抗チ ロ シ

ソ リ ソ 酸化抗体 を用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ トを行 っ た . そ の 結果,

E G F 処理を行 っ た 細胞 で は未処理の 細胞 に は み られ な か っ た

1 7 0 k D a の バ ン ドが 出現 した( 図7 ) . 尚 , 未処理 およ び E G F 処

理 細胞共に 認め られ た 複数の バ ソ ドは
一 次抗体を反応さ せずに

同様に 行 っ た 陰性対照でも同
一 の 複数の バ ン ドが み られ た の で

非特異的反応 と判定 した (図7 ) . 1 7 0 k D a の バ ン ドの 出現時期を

経時的に 検討 して み る と ,
E G F l 分間処理 で すで に 出現 し , 6 0

分ま で 処理 時間が長くな るに つ れ てバ ン ドの 渡 さは増 して い っ

た( 囲7) . また ,
こ の バ ン ドは E G F 濃度依存性の 遁走効果(図

2 ) と 同様 に∴ 濃度依存性 に 渡 さ が 増 し た ( 図 8 ) . こ の

1 7 0 k D a の チ ロ シ ソ リ ソ 酸化蛋白質を同定す るた め , 抗 E G F 受

容体抗体を用い て 検索 した . 抗 E G F 受容体抗体で ほ通常の イ

ム ノ ブ ロ ッ ト で は蛋白質を検出できなか っ た の で , よ り感度の

高 い ビ オ テ ン 化蛋白質に 対す る免疫沈降法を用い た . 細胞表面

を ビオ チ ソ 化 し , 抗 E G F 受容体抗体で 免疫沈降後 , 化学発光

で可 視化する と , 抗リ ン 酸化チ ロ シ ソ 抗体で検出され たと 同 じ

高 さ の 17 0 k D a の バ ン ドが
一

本検 出され た (図 8) ･ E G F で 処理

した細胞 と未処理 の 細胞を ガ ラ ス ス ラ イ ド上 に 被覆 した ビ ト ロ

ネ ク チ ソ 上 に 接着させ , 2 時間後に 抗リ ソ 酸化テ ロ シ ソ 抗体を

用い て 蛍光抗体法を行 っ た と こ ろ , 未処 理 群で は細胞辺縁 の 接

着部に 弱い 点状あ る い ほ 短い 線状の 蛍光が認め ら れ た が (図

9 ) , E G F で 処理す ると これ に 加え て 細胞表面全体 に 強 い 点状

ある い ほ 小斑状 の 蛍光が認め られ た (図 9) .
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-1 9 c e11 s . C e11 s w e r e tr e a t e d wi th l O n g/
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1
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5
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p h o s p h o r yl a t e d p r o t ei n a p p e a r s wi th in l m i n a n d th e

i n t e n sity of th e b a n d s gr a d u a11y i n c r e a s e d . A n e g a ti v e

c o n t r ol t h a t d id n o t r e a c t w ith a n ti- Ph o s p h o t y r o si n e

a n tib o d y s h o w e d s e v e r al n o n- S p e Ci壬i c b a n d s (C ) .

Ph o sph o†叩 Si n e EGFR

O 1 2 5 川 n 仰

Fig . 8 . I m m u n o bl o t a n al y sI S u Si n g a n tiT p h o s p h o t yr o si n e

a n tib o d y a n d i m m u n o p r e cipit a ti o n a n al y si s u si n g a n
tトE G F

r e c e p t o r a n tib o d y ･ I n i m m u n o b l ot a n aly si s u si
n g a n ti-

p h o s p h o ty r o si n e a n tib o d y ( p h o s p h o t yr o si n e) , O S C-1 9 c e1
1s

w e r e tr e a t e d w ith E G F f o r 3 0 m i n a t c o n c e n tr a ti o n o
f O

,

1 , 2 , 5 a n d l O n g/ m l . I n i m m u n o p r e ci pita ti o n a n aly sis

u si n g a n ti
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Ⅳ . E G F に よ る P K C の 活性化

E G F 処理 また は P M A 処理 す る前に 特異的な P K C 阻害剤で

ある C P で 1 時間処 理 す ると , E G F の 場合も1
P M A の 場合も

共に そ の 細胞遊走効果が 0 ･0 1 〃M 以上 の C P で 濃度 依存性に 抑

Fi g . 9 ･ F l u o r e s c e n
c e mi c r o g r a p h s of p h o s p h o ty r o s

i n e i n
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e a r fl u o r e s c e n c e w a s s h o w n a t th e p e rip h e ry

of O S CT1 9 c ell s w ith o u t E G F
- tr e a t m e n t ( A a n d B) ･

p u n c t a t e a n d s m a11 r o u n d fI u o r e s c e n c e a r e s h
o w n diff u s ely

i n a d d iti o n t o p e rip h e r al s t ai n i n g i n O S C
-1 9 c ell s w ith

E G F-tr e a t m e n t ( C a n d D ) .
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制 され た (因10) . した が っ て E G F の 細 胞遊走効果の
シ グナ ル

ほ E G F 受容体の 下流に ある P K C を 介 して伝達 され ると考 え

られ た の で , さ らに E G F の P K C 活性 化効果を検討 した ･

E G F で 処 理 を行 っ た細胞 の P K C 活性 ほ未処理 の 場合 に 比較 し

て約30 % P K C 活性が 増加 し, P M A で 処理 した 場合 と同程度

の P K C 活性化の 克進を示 した(表1 ) .
一 九 C P に 較 べ て 特異

性の 低 い P K C 阻害剤で ある S P を用 い た と こ ろ , C P の 場合

とは 異な り ,
P M A の 細胞遁走効果は影響 を受けず, E G F の 細

胞遁走効果 が逆に S P に よ っ て増強 され た( 図11)･ S P が 阻害 し

て い る P K C 以外の 酵素, すな わ ち P K C を 介さ な い 伝達経路

の 一 つ の 可 敵性と して ,
P I3- K の 関与を検討 した . しか し

, 特

異的な PI3 - K 阻害剤 の W M で の30 分 間の 前処理 に よ っ て も,

E G F の 効果お よび E G F と S P の 共同効果ほ抑制 され なか っ た

( 図12) .

V . E G F に よ る新た な蛋白合成

E G F に よ る刺激 か ら遊走が発現 され る ま で の 所要時間を検

討す るた め , 比較的短時間の 遊走細胞数の 経時的変化を検討 し

T a bl e l . P K C a cti vi ty of O S C
- 1 9 c e lls tr e ate d wi th P M A o r E G F

T , e at m e n t ほ ±S 詣 斑漂 1｡
3

)

N o n e 18 3 ±17 (1(氾)

E G F
a) 2 3 5 ± 7 (1 2 8)

*

p M A
b) 2 50 ±1 5 (1 3 7)

*

a) T r e ate d w i th 5 n g/ m
l P M A

b) T r e at e d wi th 1 0 n g / mi E G F
*

p < 0 ･0 1 i n c o m p a ri s o
n w ith n o n e b y S t u d e n t

l

s t te s t ･

N T P M A O . 01 0 . 0 2 0 . 0 5 0 .2

C a[p h o s tin C 恒M)
+

P M Å

Fig ･ 1 0 ･ I n hib it o r y e f王e c t of c al p h o s ti n C o n E G F
-

O r P M A -i n d u c e d mi g r a ti o n of O S C-1 9 c ell s o n vitr o n e c ti n ･ C e11s w e r e

p r e tr e a te d wi th c al p h o s t in C f o r l h r b ef o r e E G F o r P M A
tr e a t m e n t ･ C alp h o s ti n i n h ibit e d b o th th e E G F

-

a n d P M A
-i n d u c e d

mi g r a ti o n i n a d o s e- d e p e n d e n t m a n n e r , T h e d a t a sh o w n a r e 支 v al u e s ( ±S E) i n q u a
d r u pli c a te ･
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αVβ5 イ ン テ グ リ ン を介 した 細胞遁走に 関す る研究
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Fig . 1 4 . I n h ibit o r y eff e c t of c y cl o h e x i mi d e o n E G F-i n d u c e d

mi g r a ti o n of O S C- 1 9 c ells in a d o s e
-d e p e n d e n t m a n n e r ･

C ells w e r e d o s ed wi th c y c l oh e x y m id e a n d E G F si m ult a n e-
o u sly . T h e d a t a s h o w n a r e 豆 v a l u e s ( 土S E) i n q u a d r u pli-
C a t e .

たと こ ろ , E G F で処 理 した 細胞は遊走 ア ッ セ イ 開始 4
-

8 時

間後に遊走が始 ま り , 道真細胞 ほ徐 々 に 増加 した . さ らに 遁走

ア ッ セ イ を 行う24 時 間前 に 1 時間 E G F で 処理 した 細胞ほ ア ッ

セ イ 開始 1 時間 な い し 2 時 間後 に 急速 に遁走を開始 し た (図

13) . 両者の 遊走開始時間に は , E G F に よ る刺激 か ら遁走発現

ま での 所要時間 に 相当する と推定 され る約 4 時間の 差 が認め ら

れ , こ の ような 時間の 遅れ は蛋白合成 の た め に 要する時間と考

え られ た の で ∴蛋白合成阻害剤の C X を用 い て 道産ア ッ セ イ を

行 っ た . C X は E G F と同時に 投与 し, 細胞洗浄後も C X を加

えて遁走 ア ッ セ イ を 行 っ た と こ ろ , E G F 誘導性 の 細胞遁走 は

C X 濃度依存性に 抑制 され た (図14) .

考 察

ビト ロ ネ ク チ ソ を リガ ン ドとす るイ ン テ グ リ ン に は αⅤβ3 と

αⅤβ5 の 二 種煩が存在 し, 特殊な 例を 除い て β3 と β5 サ ブ ユ

ニ
ッ トは αⅤ と の み 二 量体を形成す る

1)
. 同 じ ビト ロ ネ ク チ ソ を

リガ ン ドと しても αⅤβ3 を介 して 接着す る場合と αⅤβ5 を 介 し

て接着 した 場合の 間 に は形態的か つ 機能的相違点が こ れ まで の

実験的研究に よ っ て知 られ て い る . まず第 一 に ビト ロ ネ ク チ ン

に接着 した 三 種の 細胞株 の 蛍光抗体法 を用 い た 観察 に お い て

αⅤβ3 が ピ ン キ ュ リ ン , テ
ー

リ ン な どの 細胞骨格蛋白や ア ク チ

ン 線椎末端 と共に接着斑 に 局在 し細胞伸展 を惹起す る の に 対

し
, αⅤβ5 で は接着斑を形成せず こ の イ ン テ グ リ ン を 介 した細

胞伸展は生 じな い こ と
Ig)

, 第 二 に αⅤβ3 を もた ず αⅤβ5 の み を有

する膵痛 F G 細胞株は ビ ト ロ ネ ク チ ソ 上 の 遁走能 をも た な い

が
,
C D N A を ト ラ ン ス フ ェ ク ト して αⅤβ3 を発現 させ る こ と に

18 1

よ り遊走能を獲得 した こ と
20)
で ある . 著者 が実験に 用 い た 口 腔

扇平上皮癌細胞株の O S C
-1 9 ほ ビ ト ロ ネ ク チ ソ 受容体と し て

αⅤβ3 を もた ず αVβ5 を有 して い るた め
13)

,
α Vβ5 イ ン チ グリ ン を

介 した ビ ト ロ ネ ク チ ソ 上 の 細胞遁走を検討す るの に は最適であ

る と考 え られ た .

今回著者ほ ト ラ ン ス ウ ニ ル チ ャ ソ バ
ー

を 用い て遊走能 の ア ッ

セ イ を 行 っ た . 浸潤 モ デル と しては ト ラ ン ス ウ ニ ル の 上 部チ ャ

ン バ ー 下面 に 人工 再生基底膜の マ ト リ ゲ ル を 被覆 して ! 下面側

に 移動 した細胞数や再生基底膜 の 破壊度を評価す る方法が あ

り , 生体 に おけ る 浸潤性 を よく反映す る こ と が 知 ら れ て い

る
21)2 2)

. こ の 実験系の 特徴は癌浸潤 の 基質 へ の 接着 , 局所的な 基

質 の 溶解 ∴細胞 の 移動 とい う全段階を総合的 に 評価できる こ と

で ある .

こ れ に 対 して , 著者 の 行 っ た遁走 ア ッ セ イ は特定の 基質上 に

お ける細胞 の 遁走 に 焦点を絞 っ て い るた め , よ り細分化 した評

価方法である と考え られ る . こ の 方法を 用い て 検討した 結乳

F G 細胞と 同様 に αⅤβ5 を介 した O S C
-1 9 の ど † ロ ネ タ チ ソ 上

で の 遁走は 生 じな か っ たが ,
P M A

,
E G F と い う外的刺激を加

え る こ とに よ っ て 遁走が開始された . これ らの 外的刺激に より

細胞 の ビ ト ロ ネ ク チ ン に 対す る 接着力自体 は増強 され て い な

か っ た . した が っ て O S C-1 9 細胞 の αⅤβ5 ほ ビト ロ ネ ク テ ン へ

の 接着 とい う遁走 の 必 要条件は満たすが , そ の 接着を 足場に し

て 追走 を惹起す るに ほ不 十分な状態 に あり , 外的刺激 に 依存 し

て 遁走を開始す るイ ン チ グ リ ソ で ある と考え られ る . 同様の こ

とほ 膵癌由来の F G 細胞株で も報告 され て お り
1 0)
, αⅤβ5 依存性

遊走に 共通の 現象である 可能性がある .
フ ロ ー サ イ トメ ト リ

ー

で の 検討で は αⅤβ3 を発現 して い ない に もか かわ らず ,
ビト ロ

ネ ク チ ン に 接着する C al u-1 と A C C
- L C-7 3 細胞株

23)
は 未処理で

もよく遊走 した の で ,
イ ン テ グ リ ン 種以外の 他 の 要素も細胞遁

走に 関係 して い るの を否 定で きな い . しか し
, 本研究 と同 じ結

果を 示 して い る膵癌細胞株の F G 細胞を 用 い た 報告 でほ ,
ビ ト

ロ ネ ク チ ン 上 で は αVβ5 を介 した 外的刺激依存性 の 遁走 が生 じ

る の に 対 し, コ ラ ー ゲ ン 上 では α2β1 を介 した 外的刺激 を必要

と しな い 遁走が生 じて い る
18)

. こ の こ とは , イ ン テ グ リ ン 種 に

ょ っ て 遊走の た め の 細胞内 シ グ ナ ル が 異な っ て い る こ と を示 し

て い る .

著者が コ ラ
ー

ゲ ン を リ ガ ン ドに して ,
P M A の 存在下 ,

非存

在下に おけ る O S C
-1 9 の 遊走能を調 べ た と こ ろ ビ ト ロ ネ ク チ ン

の 場合と ほ ぼ 同様の 結果 とな っ た .
こ の 違 い ほ コ ラ ー ゲ ン に 接

着す るイ ン テ グ リ ン 種の 違 い か らき て い る こ とも考え られ る

が ,
コ ラ ー ゲ ン

,
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ を 認識す るイ ン チ グリ ン の

種煩ほ どト ロ ネ ク チ ン に 比較 して 数が 多い . 例 え ばコ ラ
ー

ゲ ン

に 対 して は α1β1 , α2β1 , α3 軋 αⅤβ3 , フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 関 し

て は α3β1 , α4β1 , α5 軋 αV 軋 αⅤβ3 , αⅤβ6 , α V 卵 が報告され て

お り
l)

, 発現 して い るもの を 漏れ なく検討す る の は 必ず しも容

易な こ と で ほな い . O S C -1 9 細胞 に おい て も まだ こ れ ら すべ て

を 同定する に ほ至 っ て い ない . した が っ て著者が コ ラ ー ゲ ン
,

フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ に 関 して得た結果は複数 の イ ン テ グ リ ン の 重

複効果を総合的に見 てい る可 能性がある . おそ らく 椚β5 と 塀

似 した特性をもつ イ ン チ グリ ン 種が い く つ か存在 して い る の で

あろ う.

今回 O S C-1 9 細胞に対する外的刺激 と して 最初に試み た の は

P K C 括性化剤の P M A で ある . 囲 1 に示 す如く P M A 添加に

よ っ て 細胞 は 遁走 を惹起す る こ と が 明らか で あ っ た の で ,



1 8 2

P K C を 活性化 して 遁走が惹起 され る こ と は間違 い な い と 考 え

られ た . こ の た め実 際に 生体内で P K C を 活性化するもの は 何

か を 検討 した . 創傷治癒 の 際に E G F , T G F -

a の 刺激 に よ っ て ケ

ラ チ ノ サ イ トの 遁走 が 生 じる こ と
4)
, P D G F が 線維芽細胞や平滑

筋細胞に 対 して走化性を生 じさ せ る こ と
5)8)

,
上 皮細胞 に 対 して

強力な細胞分散効果お よび 遊走効果 をも つ H G F/ S F が 培養細

胞に よ り同定 され て い る
7 潮 別) 等 , 文献的 に 遊走を生 じ さ せ る こ

と が 報告 さ れ て い る 6 種 類 の 成 長 因子 (E G F , I G F -1 , K G F ,

P D G F
,
H G F/ S F , T N F -

α) に つ い て 試み た . そ の 結 果, E G F 以

外 の 成長因子で は 細胞 の 遁走は誘導 され な か っ た . 特定の 成長

因子 に よ る刺激で の み 遊走が生 じた理 由と して は ,
O S C -1 9 牒田

胸 に 各種成長田子 に 対す る受容体が発現 して い な か っ た と い う

可 能性 と , 各 々 の 成長因子に 対する受容体が追走 の た め の シ グ

ナ ル 伝達経路を有 して い なか っ た こ と の 二 つ が 挙げ られ る .

E G F に よ る αⅤβ5 イ ン テ グ リ ン を 利用 した 遊走効果 の 細胞

内シ グナ ル 伝達経路を解明す るた め に ま ず T P , G S と い う二 種

類の チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害剤を用 い て 道連ア ッ セ イ を 行 っ た .

T P は E G F 受容体 の 有す る自 己 リ ソ 酸化活性 と セ カ ン ド メ ッ

セ ン ジ ャ
ー

に対す る チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ 活性を 共に 抑制する が ,

E G F の 受容体 へ の 結合や 受容体の 二 量体化 ,
さ ら に 受容体 の

細胞内取 り込 み , す な わ ち ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー

シ ョ ン に は影響 し

ない こ と が知 られ て い る 阻害剤 であ る
25 卜 28 )

. さら に チ ロ ｢シ∵ン リ

ソ 酸化反応の 抑制効果 は ,
イ ン ス リ ン 受容体や P D G F 受 容体

に対す るも の よ り も E G F 受 容体 に 特異性 が 高 い も の で あ

る
2512 6)

. また 細胞内 へ の T P 取 り込み か らチ ロ シ ソ リ ソ 酸化反

応 の 抑制開始ま で に 長時間を要す る こ とか ら , 阻害効果の 機構

は多段階 で ある と 考 え られ て い る
2g)

.
こ れ に 対 し て G S は

A T P と競合す る こ と で チ ロ シ ソ リ ン 酸化反応を抑制 し
,
E G F

受容体の 他 に も多くの チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ を 阻害す る
38)3 1 )

. また ,

チ ロ シ ソ リ ン 酸化が 関係 しな い 反応 に 対 して も抑制効果をもつ

こ と が報告 されて い る
32)

. こ の よ うに そ の 抑制効果 の 異な る 2

種類 の 阻害剤を用 い る こ と に よ っ て , よ り多くの 情報が得 られ

る と 考えられ た が ,
そ の 結果 ,

どち らの 阻害剤の 場合も P M A

に よ る道元効果ほ影響 を受けず ,
E G F に よ る遊走効果 だ けが

抑制 され た . よ っ て E G F に よ る遁走発現経路に は チ ロ シ ソ リ

ソ 酸化 を必要 とす る と結論づけ られ る . さ らに P K C 阻害剤 の

C P を 用い た 遁走 ア ッ セ イ で は ,
P M A に よ る 遁 走効果 と

E G F に よる遁 走効果 が共 に抑制 され た こ と ,
ま た P M A と

E G F で処理を 行 っ た細胞 で は両者共未処理の 細胞 の 約130 % の

P K C 活性を 有 して い た こ とか ら , E G F に よ る遁走の 発現ほ ,

E G F 受容体 に よ る チ ロ シ ソ リ ソ 酸化反応の 後に ,
P K C の 活性

化が 生 じる こ と に よ っ て 惹起 され るもの と 考え られ る .

E G F 受容体か らの シ グ ナ ル が P K C に 達する ま で の 間に どの

ような蛋白質が介在 し, チ ロ シ ソ リ ン 酸化を受け る の か を検討

した と こ ろ , 少なく と も自己リ ソ 酸化を 受けた E G F 受容体 が

キ ナ ー ゼ と して働き∴遁走に は必須 であ る こ と がわ か っ た . し

か し本研究で ほ恐 らく測定感度の た めに 検出できなか っ た と 思

わ れ るが
,
E G F 受容体自身 の リ ソ 酸化チ ロ シ ソ 周囲 に S H 2 ド

メ イ ン を 有する セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー

が 集ま り
33)
, E G F 受容

体 の キ ナ
ー ゼ 活性が セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー

の チ ロ シ ソ を リ ン

酸化 し, そ の シ グナ ル が P K C に 伝わ る経路がある こ とは 十分

推測 され る . さ らに チ ロ シ ソ リ ソ 酸化酵素阻害剤が P M A に よ

る遁走効果を抑制 しな か っ た こ とか ら, P K C が 活 性化 され て

か ら遁走が発現 され る まで の 間に は チ ロ シ ソ リ ソ 酸化反応を必

要 と しな い こ と ほ 明 らか で あ っ た .

1 時間前に E G F で 処理 した細胞 と24 時間前 に 処理 した細胞

の 遊走能を経時的に 比較 した結果, 1 時 間前 に E G F で 処理し

た 細胞 に は 遊走開始ま で に 約4 時間の 遅 れ が認め られ た , こ の

こ とは ,
E G F の 刺激 を受 け てか ら遁走が発現 さ れ る ま で の 間

の シ グ ナ ル 伝達 に は 約 4 時間を 必要とする こ と を示 して い る
.

本研究で も示 され た よう に E G F を 投与 して か ら E G F 受容体

の 自己 リ ソ 酸化が 起 こ る ま で ほ 1 分以内 , 更に P K C 活性が 上

昇す る の は検討 した 範囲内で は30 分以内と短く , 細胞 内の リ ン

酸化等 の シ グ ナ ル 伝達 の 反応時間は実際に は 極め て 短 い . 遊未

開始に 4 時間を 要す る と い う こ とは シ グナ ル が核 内に 到達 一 転

写 仁 翻訳後新た に 蛋白質が生成 され る経路がある こ と を示 して

い る . 実際 に 蛋 白合成阻害剤 の C X を投与 した 場合 に ほ E G F

に よ る遁走効果 ほ 明 らか に 抑制 され た . した が っ て P K C か ら

の シ グ ナ ル は核 内に 伝達 され , 転写 , 翻訳を 経て 新た な蛋白合

成 に つ な が っ て い る こ と が 明 ら か で あ る . O S じ19 細 胞 の

E G F に よ る遁走効果は ,
ビ ト ロ ネ ク チ ソ に対 す る 接着 の 増強

で は なく αⅤβ5 を 介 した運動能 の 獲得 である こ とか ら , αⅤβ5 蛋

白質そ の もの よ りむ しろ 他の 蛋白質 が産生 され た と考え る べ き

で あろ う .

αVβ3 が 接 着斑 に 局在 して 細胞伸展 を惹起す る の に 対 し ,

αⅤβ5 は 接着斑 を形成 せず/ 細胞伸展を惹起 しな い と い う 一 連

の 報告
1g)2 0 )
か らは

,
ビ ト ロ ネ ク チ ソ 受容体を介 した 細胞遊真に

お い て 接着斑の 形成や引き続い て生 じる
'

細胞伸展が有利に 働い

て い る こ と が 考え ら れ る . ま た ト ラ ン ス フ ォ
ー ミ ン グ成長

因子-β1 (t r a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r-β1 , T G F-β1) の 刺激に よ っ

て ビト ロ ネ ク チ ン 上 の 遊走能が 増強 さ れ た ケ ラ チ ノ サ イ トで

ほ
,
刺激前に は 散在 して い た αVβ5 の 細胞辺綾部 へ の 再配置が

生 じてい る こ と
34)
, E G F 刺激 に よ っ て αⅤβ5 を介 した 遊走能を

獲得 した 膵癌 F G 細胞で は ,
ビ ト ロ ネ ク チ ン 上 の 細胞伸展が生

じて い る こ と
10-
が 報告 され て い る . こ れ らの 報告ほ O S C-1 9 細

胞 に おけ る先 に 述 べ た 新生蛋白質が αVβ5 イ ン テ グリ ン 周 囲の

接着斑形成 に 関与 して い る可 能性を 示 唆するもの で ある . 接着

斑に 局在す る蛋白質 は こ れ ま で に 多数報告 さ れ て い る
35ト 伯)

E G F 刺激 に よ っ て 新生 され
,
αⅤβ5 を 介 した遁走 を惹起する蛋

白質が これ ら の 蛋白質 に
一 致す る の か

,
それと も別個 の 調節国

子で ある の か は 今後 の 課題で ある .

E G F に よ る遊走効果が特異的 P K C 阻害剤の C P で 抑制 され

た に もか か わ らず, 同 じ P K C 阻害剤の S P で ほ E G F に よ る

遁走効果 が逆 に 増強 され た . こ の こ と は C P と S P の P K C 阻

害の メ カ ニ ズ ム が異 な っ て い る こ と に よ る と 考 え られ る .
C P

は 生体内で は ジ ア シ ル グ リ セ リ ド(di a c ylgl y c e rid e , D G ) が作用

す る P K C の 調 節 ドメ イ ン へ 競合的 に 結合 して P K C を 阻害す

る特異的阻害剤 である が
44)

,
S P ほ 他の キ ナ ー ゼ と構造 が似て い

る P E C の キ ナ ー ゼ ドメ イ ン に 作用 して阻害す る比較的特異性

の 低い 阻害剤であ る
14)

. 従 っ て S P ほ い く つ か の テ ロ シ ソ リ ソ

酸化酵素や P K C 以外の セ リ ン/ ス レ オ ニ ン リ ソ 酸化酵素も阻

害す る
45) ～ 4 7 )

. R o s e n ら
21)
は 牛脳 内皮細胞 (b o vi n e b r ai n e n d o th e

-

1i al c ell , B B E C) を用 い て , S P が P M A に よ る P K C 依存性の

遁走効果の み な らず H G F/ S F に よ る P K C 非依存性 の 遊走効

果も抑制 した と報告 して い る . ま た ,
P K C 活性化剤の P M A と

P K C 阻害剤 の S P が 共 に 表皮細胞 の オ ル ニ チ ン デカ ル ポ キ シ

ラ ー ゼ (o r n ithi n e d e c a rb o x yl a s e , O D C) 活性 化 を 誘導 し た こ

と
4 8)

等 ,
P K C に対す る作用そ の も の が 純粋な抑制効果だけでは

1

∵
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な い と考 え られ る . 本研究に お い て は S P に よ っ て E G F 誘導

性道産がむ しろ増強 され た の で ,
ま ず考 え られ る こ と は P E C

を介する伝達経路の 他 に , P K C を 介 さな い 副経路 が存在す る

と い う こ とで あ る .
こ の 副経路の 存在を確定す る に は , 刺激を

受けた E G F 受容体か ら次 に シ グナ ル を 受け取 る セ カ ン ドメ ッ

セ ン ジ ャ
ー

を 同定す る こ と が最も重要である と考 え られ る . セ

カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー

と して P L C -

r が ま ず挙げ ら れ る .

P L C
-

T ほ 活性化 され た E G F 受容体 に よ っ て テ ロ シ ソ リ ソ 酸化

を受け
49)58)

,
イ ノ シ ト

ー ル リ ン 脂質 に 作 用 して D G と イ ノ シ

ト ー ル 1
,
4 ,
5 一 三 ワ ン 酸 (i n o sit o1 1 , 4 , 5T trip h o s p h at e ,

I P ｡) を 生 じる
51)

結果 ,
P E C の 活性化を 惹起する

5 2)
こ とが 知 られ

て い る . 従 っ て P L C -

T は E G F 受容体 と P K C の 間に 位置する

メ ッ セ ン ジ ャ
ー

で ある可 能性は十分あ る と考 え られ た . 他 に

ほ
一 括性化 された E G F 受容体に 結合 し, r a S を 介 した細胞増殖

に 関与す る G R B 2
53) 5 4)

, 活性化 E G F 受容体 に よ っ て チ ロ シ ソ リ

ソ酸化を受け , や は り r a s に 関係 した シ グ ナ ル を 送る こ とが 知

ら れ て い る G T P a s e 活 性 促 進 蛋 白 ( G T P a s e a c ti v a ti n g

p r ot ei n , G A P )
55)

, 活性化 E G F 受容体 に よ っ て チ ロ シ ソ リ ン 酸

化を受け , 細胞増殖に 関与す る S H C 蛋白
珊)
,
E G F 受容体に よ っ

て 活性化され ると い う報告 の ある PI3-K
5丁)

な どが ある . 今回 の

実験方法で ほ検出感度の 問題 で E G F 受容体以外 の チ ロ シ ソ リ

ン 酸化蛋白質は検出 されな か っ た . し か し
,
P I3 - K に 関 して

ほ
! 特異的で強力な阻害剤で ある W M

15〉岬
を用い て遁走 ア ッ セ

イ の 阻害効果 を検討 した と こ ろ , E G F に よ る遁走効果もS P に

よる遁走増強効果も W M に よ っ て 抑制 を受けな か っ た の で ,

少なく とも PI3 - K は O S C -1 9 細胞 の 遊走 の シ グナ ル に ほ 関与 し

て い な い もの と考 え られ た .

結 論

口 腔扁平上皮癌由来 の O S C-1 9 細胞株 に お い て αⅤβ5 イ ン テ

グリ ン を介 した ビ ト ロ ネ ク チ ン 上 の 遊走機構 に つ い て 検討 し,

以下の 結論を 得た .

1 . O S C-1 9 細胞 ほ αⅤβ5 イ ン テ グリ ン を介 して ビ ト ロ ネ タ

テ ン に 接着す るが , 外的刺激非存在下 に お い て は細胞の 遊走 は

生 じな か っ た .

2 . P M A と E G F に よ る刺激 に よ っ て ,
αVβ5 イ ン テ グリ ン

を介 した ビ ト ロ ネ ク チ ン 上 の 遊走が 両 者の 濃度依存性 に 惹起さ

れた . また
,
P M A と E G F に よ る刺激は O S C -1 9 細胞の ビ ト

ロ ネ ク チ ン へ の 接着 を増強 しなか っ た .

3 . チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ 阻害剤の T P と GS で 細胞を処 理 する

と
,
P M A 誘導性細胞遁走 は影響を受けず ,

E G F 誘導性細胞

走ほ抑制 され た . ま た ,
E G F で 刺激 した 細胞を可 溶化 し , チ ロ

シ ン リ ン 酸化蛋白質 を イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 検 出 し た と こ ろ ,

E G F 受容体 の 自己 リ ン 酸化 と考 え られ る 170 k D a の 蛋白 質が

認め られた .

4 . 特異的 P K C 阻害剤の C P で 細胞を処理 す る と ,
P M A

誘導性細胞遊走も E G F 誘導性細胞遊走も C P 濃度依存性に 抑

制された . また P M A で処理 した細胞 ,
E G F で処理 した 細胞 の

P K C 活性ほ
▲
両 者共未処理 の 細胞 に 比較 して約30 % 増 加 して

い た .

5 . E G F に よ る刺激か ら遁走の 開始ま で に は 約 4 時間 を必

要と した . また , 蛋白合成阻害剤 の C X の 同時投与 に よ っ て

E G F 誘導性細胞遁走 は C X 濃度依存性 に 抑制 され た .

6 . 非特異的 P K C 阻害剤 の S P で 細胞を 処理 す る と ,
C P

の 場合と ほ異な り , P M A 誘 導性細胞遁走 は影響を受けず ▲

E G F 誘導性細胞遊走ほ S P 濃度依存性に 増強され た .

以上 の 結果か ら , E G F 誘導性の αⅤβ5 イ ン チ グリ ソ を介 した

細胞遊走機構 は接着の 増強に 依存 しな い 運動能の 獲得で あり
,

E G F が結合 して 活性化され た E G F 受容休の 自 己 リ ソ 酸 化が

P K C を活性化 し, そ の シ グ ナ ル ほ 核内に 達 し , 転写 , 翻 訳の

末, 新た な蛋白合成が生 じると い う シ グナ ル 伝達経路がある こ

と 判明 した . また P K C を介する 以外の 伝達経路の 存在も示唆

され た .
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-i n d u c ed

m l g r a ti o n , b u t di d n o t afft c t th e P M A
-i n d u c ed o n e ･ I m m u n o bl o ttl n g Of ty r o si

n e - P h o sp h o ryl at ed p r ot ei n s sh o w e d a b a nd o f

1 7 0 k D a p r ot ei n i n th e c ell l y s at e s tr e a te d wi th E G F u si n g a n a n ti
-

P h o sp h o ty r o si n e a n ti b o d y ･ T h i s n n di n g w a s th o u g h t t o b e

a u t o ph o s p h o r y l a ti o n of E G F r e c e p t o r s ･ b e c a u s e th e b a n d h a d t
h e s a m e m obility a s th e 1 7 0 k D a b a n d d e t e c te d b y

i m m u n op r e cIP lt ati o n m e th o d u sl n g a n a nti
- E G F r e c ep t o r a n ti b od y ･

P K C a c tiv i ty r ap i dl y i n c r e a s e d m o r e th a n 3 0 % i n th e

c y t o pl a s m a f te r E G F
- O r P M A . tr e a t m e n t ･ T r e at m e n t wi th c alp h o s

ti n C
･
a S p e C ifi c i n h i b i t o r o f P K C , r e

d u c e d b o th

P M A -i n d u c e d a n d E G F -i n d u c e d c e11 m l g r a ti o n , i n d i c a tl n g th a t th e sig n ali n g d e ri v e d f r o m E G F r e c e p
to r r e a c h e d P K C

th r o u g h th e r e c ep t or a u to p h os p h o ry l ati o n ･ T i m e c o u r s e a n al y sis of th e E G F
-i n d u c e d c ell m l g r atio n i n d i c a te d e x ac tl y a ti m e

l ag of 4 h o u rs b e f o re s ta rtln g th e m
l
g r a t
i o n w h e n c ell s w e r e p r e tr e a te d w i th E G F l h o u

r e a rli e r
,
W h er e a s E G F -

P r etr e at m e n t

2 4 h o u r s e a rlier i n d u c e d th e c ell m lg r ati o n i m m e d i at el y ■ F u r th e r m o r e
,
C y C l o h e x

i m i d e b l ∝ k e d th e E G F
-i n d u c e d m i g r ati o n i n

a d o e s - d e p e n d e n t m a n n e r ･ T h u s it i s s u g g e s te d th a t d e n o v o p r o tei
n s y n th e si s w a s r e q u i r e d f o r th e i n d u c ti o n o f th e

cL Vβ5 - m e d i at ed c ell mi gr a ti o n . T h is e 飴 c t w a s u n li k el y t o b e d u e t o o v e r e x p r e s si o n o f α Vβ5 i n t eg ri n i ts el f , b e c a u s e n ei th er

P M A n o r E G F e n h a n c ed th e c e11 s ab ili ty t o a d h e
r e t o vi tr o n e c ti n . T h e s e fi n di n g s i n di c at e th a t th e αⅤβ5 - d e p e n d e n t c ell

m l g r ati o n r eq u l r e S a n i n i ti al a u to p h o s p h or y
l ati o n of th e E G F r e c e p t o r b y E G F sti m ul a ti o

n
,
f oll o w e d b y a sl g n al tr a n sd u c ti o n

th r o u g h P K C , W h i ch r e ac h es th e n u c
l e u s a n d i n d u c e s d e n o v o p r o tei n sy n th e sis afte r th e tr a n s c n p tl O n a n d th e tr an Sl ati o n ･ I n

c o n tra s t
,
th e n o n sp e cifi c P K C i n h i b i to r , S t a u r O S P O ri n e , i n c r e a s e d

th e E G トi n d u c e d c ell m l g r ati o n r a th er th a n i n h ib
it i t

,

s u g g e stl n g th e e x
i st e n c e of a P K C

-i n d e p e n d e n t p a th w ay ･


