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Mechanisms　 ofthe　 Growth-inhibitory　 Effect　 ofthe　 RNase-EGF　 Fused　 Protein

　　　　　　　　　　　　　 Against　 EGFR-overexpressing　 Cells

　　　　　 (EGFR過 剰発 現細胞に対す るRNase-EGF融 合 タンパ クの増殖抑制作用機構)

星　本 相　淳

内容の翼旨

　 Epidermal　 8囮w山farm(EGF》lid胞 増 殖 蜀節 因 子 でgi　n,そ の

レセ プ ターで あるEGF　 RfGPWI(EGFR)は 様 々 な癌 細胞 にお いて 過

創 発現 してい ることが知 られ てい る。そ の ため、巴GFRに 対す る分 子

標 的治 療 は非 常に 合理的 で あn,既 に 臨床応 用 され て いる もの も含

め多 くの分 子 標 的 治 療薬 が 綴 告 され て い る。我 々は 臨床 応 用 可 能

な.よ り副 作 用の少 ない分 子標 的治療 薬 の 開発 を 目指 し、 ヒ トEGF

(hE6F)に1田A分 解 酵 棄 で あ る ヒ トribonuclenccl(hRNavel)を 化

掌的 あるい は遺伝 子工学 的 に結合 させ た融 合 タンパ ク旗N日s¢レhEGF

を作製 し.EGFR過 動 発夏細胞 に対す る増 殖抑制 効果 を明 らかに して

き た。 しか しな が ら 　 vタ ンパ ク がEGFRを 介 し て癌 細 胞 内 に

inlemelizadonさ れ て いるか、 あ るいは融合 タ ンパ クのRNa5e活 性 そ の

ものが 増殖 抑 制効果 に寄 与 して いるか とい った 点に っ いては証 明 さ

れ て いなか った。 そ のため 今回 、我 々はRN邸e・EGF融 合 タンパ クの

増亮 抑鱗 効果の メ カニズム を明 らか にす る ことを 目的 とした。

　 RNace活 性 を細胞 質 内で阻害 す るRN凹e　 inhibitorの結合 部位 を削 除

したhRNa531す な わ ちd¢s.且・7　hRNase1遭 伝子 とhEGF遺 伝子 を結 合 さ

せ た 発 現 プ ラス ミ ドを 作製 し、疑 に 穣 告 して い る融 合 タ ンパ ク

hRN邸cトhEGFの 発現 プ ラス ミ ドと ともに発現 用宿 主大 腸菌 よ り融 合

タン パ クの 発 現 ・精 製 を行 っ た。FπCで 標 餓 したhRNase1-hEGFは

EGm過 剰発 現姻 胞 挨 であ るA431紬 胞 に添 加ifr30分 で紹泡 膜 上に 強

く認 め られ、18時 問後 にはA431細 胞 の細 胞質 内に広 範 囲に分布 して

い た。hEGFで 前処 理 したA431細 胞 やEGFR欠 損 細胞 擁 で あ るH69細

胞 にはimaneli:stionさ れ な か った。 紹胞 質 内でRN購i曲 めi剛に よる

相互 作用 を軽減す るために作製 したda.1-7　hRN｢ubhEGFはhRNasci・

hEGFと 比 較 して約250倍 のRNax$性 の低 下 を認 め た に もかか わ ら

ず 、A431細 胞 に対 す るICSは それ ぞ れO.SSNM,0.35ｵMで 、　du.1-7

凪N蹴1・hEGFが1.5倍 の低濃 度 で噌殖 を抑制 し、　IO"M'か ら10"Mに お

いて 増殖 抑 鵬効果 に捷計 学的 有意艶 を 詔 めた。い ずれ の濫 合 タ ンパ

クもH69細 胞 に対 しては増殖抑 制効果 を認 めなか った。

　 今 回の 実験結 果 か ら融 合 タンパ クはEGFRを 介 してintemnlizaionさ

れ て いる こ とが 証明 され、 またRNnse　 inhibitor.との観和 性を低 下 させ

る こ とに よっ てRNa鶉 ・EGF融 合 タンパ クの 堀殖 抑 制効 果が 増強 した

こ とか ら、融 合 タ ンパ クのRNase$性 そ の もの が増 殖抑 制 効果 に 寄

与 してい る こ とが明 らかに され た。

諭文審査の要旨

　 本 研 究 で は、 従 来 よ り報告 して きたRNau-EGF$Qoタ ン パ ク の

EGFR過 刺 発 現 細 胞 に 対 す る 増殖 抑 制 効 果 の 作 用 機 構 につ い て、

EGFRを 介 したimcmaliz飢i㎝ を 可視化す る実験 に よ り証 明 した。 さら

に、細胞 質内 でRNazc活 性 を強 力に 阻害す るRNasc　 iMibitotの 結合 部

位 をhRNasc且 よ り削 除 したdes.is　hRNaulとhEGFの 融合 タン パ クを

遺伝 子工学 的に 作製 し、EGFR過 剰 発現 細胞 に対す る増租 抑制 効果 を

検 肘す るこ とに よ りinternalizeされ た 融合 タ ンパ クのRNSSe活 性 が 増

穂 抑制効果 に寄 与 してい るこ とを明 らか に した.

　 密査 では まず 、　 Oタ ン パ クの留 製方 法、 可視 化実 験の 結 果に 対

す る解 釈 につ い て砲 認 が な され た。続 い て、融 合 タ ンパ クのRNa騨

活性 が増 殖抑 制 効果 に関 与 して い るこ とが本研 究結 果 よ り充 分説 明

で き る か との 質 問 が な され た,DGS」 ・7　hRN園c巳 ・hEGF`まhRNa鵠1・

hEGFに 比 して薯 明 なRNase活 性 の低下 を認 め るもの の、　hRN薦 ¢1のr

末端 に存 在す る7つ の ア ミノ酸 を削 除 したde$.1・7　hRNaselはhRNasel

に比 してRN旗inhibitorに 対す る親 和性 が著 しく低 下す る ことが轍 告

され てい る こ と.㎞hibi重or結合 部位 をmodify#る のみ で増殖 抑 制効 果

が 有慧に増 強 した ことか ら、EGFRを 介 したsipul　uansducuonのblock

ではな く細 胞 内にiNemeliuさ れた 融合 タンパ クのRN眼 活性 が増殖

抑 昭効果 に 寄与 してい る こ とで 脱明 で きる と回答 され た。 実際 に 細

胞 内 で発揮 され る融 合 タン パ クのRNase活 性 の評 衛 に つい ては 今 後

の検 尉誤題 と櫓摘 され た。

　 さ らに、A431細 胞 が高 濃度のdcs,1-7　hRNssel・hEGFに おい て もz(W/

以 上のall$UNIVBIを 認 めた 点 に関 して質 問が な され、 緬胞 膜 上に 存

在す るEGFRのdownτ ㎎U飢 ㎞ に よ り融 合 タンパ クがintemalittさ れ に

くくな るた め と考 え られ る と回 答 された。 標的 細胞 と してA431細 胞

を選択 した 理 由に つ いて はA431細 胞 が他 のEGFR発 現 細胞 で ある食

道癌 あ るい は乳癌 細胞 株 よ り10倍 か ら100倍EGFRを 過 剰発 現 して い

るこ とが報 告 され てい る と回答 され たが 、　 Uタ ンパ クの 珊随 抑 制

効 果がEGFR数 にdcpendwtか ど うか 他の 細胞 株 で の検 肘 が必 嬰 で あ

るとの助言 がな された。

　 以上の よ うに、 本珊究 は今 後、NvivOで の増 殖抑 制効 果.正 常組

胞 への影 響 な ど さらに検 討 され るぺ き課 題を 媛 して い る もの の、 現

在 震で 明 らか に され てい なか ったRNasc・EGF融 合 タン パ クの増 殖抑

制効 果の メカニ ズ ムを証明 した点 で有意義 な研 究 と評 価 され た。
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