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論 文 内 容 の 要 旨

【目的】

Heparin-bindingEGF・1ikegrowthfactor(HB-EGF)は 細 胞膜貫 通型 の前 駆体(proHB-EGF)と して

合成 され、細 胞 膜表 面 で プロ テア ーゼ に よる切 断(ectodomainshedding)を うけ、遊離 型HB-EGF

(solubleHB-EGF)と なる。酵素切断 をうけず、細胞表面 に部分 的に残存 したproHB-EGFは 隣接す る細

胞のEpidermalgrowthfactorReceptor(EGFR)と 結合 し、活性化 させ る(juxtacrine活 性)が 、その

機序については不 明な点が多 い。HB-EGFは 細胞増殖や組織障害時における損傷の修復 に関与 し、その際、

膜結合型HB-EGF細 胞 とEGFRを 介 するjuxtacrine活 性 が重要 な役割 を担 う。本研究 では、変異型

HB-EGF細 胞 を用いて、細胞接着お よび拡散時におけるLamellipodiaを 含 む接着複合体形成 と接着関連

蛋 白(Src,Focaladhesionkinase(FAK),Paxilhn)の 活 性 化 に つ い て、野生 株 と比 較 し、膜 結 合 型

HB-EGFの 生物学 的機能、お よびjuxtacrine活 性 につ いて検討 した。

【方法】

非分泌性膜結合型HB・EGF(MDCKmem)お よび、その変異型 を強制発現 させたMDCKII細 胞 を作成

し、野生株(WT)と 各変異株間における形態学的相違を比較 ・検 討するとと もに、Westernblotting法

を用 いて、経時的 に接着関連蛋白発現の解析を行った。

【結剰

培養plasticdish上 において、WTと 比較 して、MDCKmem細 胞はplating早 期か ら細胞接着の促進 と

Lamellipodiaの 伸 展 を認 めた。一方 で、EGFRの リン酸 化 を抑制 した変 異株で ある非分泌 性膜結 合型

HBEGF細 胞(MDCK」mem)で は 有 意 差 は認 め な か っ た。 同 時 期 のWesternBlottlng解 析 で は、

MDCKmem細 胞 にお い て、FAK、Paxillinの リ ン酸 化、お よ び β1一イ ンテ グ リ ンの発現 が 高 か った。

EGFR中 和抗体を添加 したMDCKmem細 胞では、MDCK∠mem細 胞 と類似 した形態変化 を認め、western

blotting解 析 においてFAKお よびPaxilllnの リン酸化抑制 を認め られ た。 さらに、細胞間結合を定量す

るTransepithelialresistance法 では、WTやMDCK』mem細 胞に比 し、MDCrem細 胞では早期よ り有意

な上昇が認め られた。

【考察】

細胞の接着お よび運動性 は接着 関連蛋 白の発現 と相 関 し、本研究 におけるMDCKmem細 胞 を用 いた実

験か ら、HB・EGFが それ らの生物学的機能を促進 させ るとともに、EGFRを 介するJuxtacrine活 性 に強

い関連性があるものと考えられ た。
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