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1.は じめ に

癌 の化 学療 法 で重 要 なこ とは,い か に癌 細 胞 を選択 的 に破壊 で きるか どうか,即 ち癌細 胞 へ の

targetingで あ る.こ のtagetingへ の新 た な ア プ ロ ーチ が"TagetedToxin"で あ る.こ れ は,遺 伝

子工 学 的 に細 菌毒 素 とあ る種 の増殖 因子(EGF,TGFな ど)か らなる キ メ ラ蛋 白 を作 製 し,あ る

種 の受容 体(EGF受 容体 な ど)を 多 量 に発現 してい る細 胞 を標 的(target)に し,細 胞 毒 素 に よっ

て破 壊 す る もので あ る.Heparin-bringEGFlikegrowthfactor(HB-EGF)は 新 た に発 見 され たEGF

familyに 属 す る増殖 因子 で あ る.こ の因子 の特徴 はEGF類 似 の構 造 を持 つEGFド メ イ ンのN端

側 にヘ パ リ ン結 合 ドメ イ ン を もち,EGF受 容 体 と結 合 す る と同時 に細 胞 膜 上 のheparansulfate

proteoglycan(HSPG)と 強 く結 合 す る こ とで あ る.HB-EGFは 線 維 芽細 胞,血 管 平 滑 筋 細 胞 の 増

殖 を刺 激 し,動 脈 硬 化 の発 症 ・進展 要 素 と して注 目 され てい る.(1-3).さ らに,HB-EGFは,

ケ ラチ ノサ イ トお よび肝細 胞 な ど上皮系 細 胞 の増殖 を も刺激 す る こ とが 明 らか に な った(4).筆

者 は,HB-EGFの 前 駆 体 の構 造 を決定 す る と同時 に,膜 結合 蛋 白で あ るHB-EGF前 駆 体 も増 殖 因

子 と しての活 性 が あ り,い わ ゆるjuxtacrinegrowthfactorと して機 能す る こ とをす で に明 らか に

(5).さ らに筆 者 は肝 癌 とHB-EGFと の関係 につ い て調 べ た結 果,正 常 肝細 胞 で はHB-EGFの

mRNAは ほ とん ど発 現 してい な いが,肝 癌 細 胞 で はmRNAお よびHB-EGF蛋 白が つ よ く発 現 し

て お り,肝 癌 で はHB-EGFのautocrineloopが 存在 す る こ とを示 唆 す る成 績 をえ た.最 近 ヒ ト胃

癌 お よび乳癌 で も同様 の成績 が報 告 された.こ れ らの成 績 よ り,わ れ われ は次 の ような作 業仮 設

をたて た.す な わ ち,"HB-EGFを ベ ース に したtargetedtoxinはEGF受 容体 お よびHSPGを 発 現

してい る腫瘍 細 胞 を選択 的 に破壊 で きるの で はない か?"

緑 膿菌 毒 素 は,受 容 体 を介 して標 的細 胞 内 に取 り込 まれ た後,細 胞 質 のelomgationfactor-2を

ADP一 リボ シ ル化 す る こ とに よ り細 胞 を死 滅 させ る(6).わ れ わ れ は受容 体 との結 合 能 を欠 い た

緑膿 菌 変 異毒 素 とHB-EGFが 結 合 した キ メ ラ蛋 白(HB-EGF-toxin)を 遺 伝 子工 学 的 に作 製 した.

本研 究 の 目的 は,こ の キ メ ラ毒 素 を新 しい癌 の化 学療 法 剤 と して応 用で きるか どうか基礎 的検

討 を行 うこ とであ る.具 体 的 に は,肝 癌 をは じめ とす る腫 瘍細 胞 の細胞 株 につい て キ メ ラ毒素 に

たいす る感 受性 をinvitroで 検 討 し細胞 膜上 のEGF受 容体 ・ヘパ リ ン硫酸 の発 現 との関連 性 を明

らか にす る こ とで あ る.

2.対 象 お よ び実験 方法

(1>培 養 細胞 は,AmericanTypeCultureCollectionよ り入手 した.

(2)HB-EGF-Pseudomonasexotoxin(HB-EGF-PE)の 作 製:HB-EGF-PEを 遺 伝子 工 学 的 に作 製 す

る た め,成 熟 型HB-EGFのfulllengthを コ ー ドす るDNA断 片 を既 に報 告 した 方 法 で,

PE4EKDELのN末 端 に結 合 させ た(7).こ こで用 い たPE4EKDELは,緑 膿 菌毒 素 のfull

lengthfromで あ るが,細 胞 結 合 ドメ イ ンが 不 活化 され てお り,標 的細 胞 との結 合 はで きな

い よ うに作 製 されて い る と同時 に,C末 端 にKDELの 変 異 を作 製 して お り,毒 素 の 活性 が

増 加 して い る.HB-EGFの ヘ パ リ ン結 合 ドメ イ ン とPseudomonasexotoxinの キ メ ラ毒 素

(HB-PE)の プ ラス ミ ドは,HB-EGFのN末 端 の45残 基 の ア ミノ酸 の配 列 をPE4EKDELのN

末 端 に結 合 させ て作 製 した.HB-EGF-PEはEGF受 容体 と細胞 表面 上 のheparansulfatepro-

teoglycan(HSPG)の 両 方 と結 合可 能 で あ るが,HB-PEはEGF受 容 体 との結 合 能 は有 して い

な い.こ れ らの キ メ ラ毒 素 は,そ れ ぞれ の プ ラス ミ ドを組 み込 まれ た大腸 菌(Ecoli)か ら

TSK一 ヘ パ リン カ ラムで既 に報 告 した方 法 で精製 した(7).HB-TGFα 一PEお よびTGFα 一PE

一3一



もす で に報告 した方 法(7)で 作 製 した,

(3>キ メ ラ毒 素 の細胞 障 害性 の測定

キ メ ラ毒 素 を加 え る24時 間前 に,そ れ ぞれ の細 胞 を1×105/mlの 細 胞 密 度 にな る よう に

96穴 の プ レー ト上 に培養 した.キ メ ラ毒 素 を細 胞 に加 え37℃ で16～18時 間培養 し,さ らに

1μCiの[3H]-leucineを 加 え さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後,細 胞 に 取 り込 ま れ た

[3H]-leucineの 放 射 活性 を測 定 した.

(4)細 胞 傷害 性 に対 す るヘパ リ ンとEGFの 影響

キ メ ラ毒 素 に よ る細 胞 傷 害性 に対 す る外 因性 のヘ パ リ ンの影 響 を調 べ る ため ,種 々 の濃

度 のヘ パ リ ン(Upjohn)を キ メ ラ毒 素 と と もに細胞 に加 え細 胞傷 害 性 を測定 した.EGFの 影

響 を調 べ る ため,キ メ ラ毒 素 を加 え る2時 間前 にEGF(GIBCO)を4μg/mlの 濃 度 で 加 え4℃

で90分 イ ンキ ュベ ー トした後,キ メ ラ毒 素 を加 え細胞 傷 害性 を測定 した .

(5)肝 組織 にお け る シ ンデカ ンー1の 発現

ヒ ト肝 組織 中 にお ける シ ンデ カ ンー1の 発現 を免 疫組 織化 学 的 に検 討 した .57例 の肝 癌組

織(針 生検23例,外 科 手術17例,剖 検17例)を 用 い て,シ ンデ カ ンー1の コア蛋 白に対 す る

特 異抗 体HSE-1(8)に よる免疫 染色 を常法 に従 い行 った.

3.結 果

(1)キ メ ラ毒 素 の精 製:TSKヘ パ リ ンカ ラム を用 い てキ メ ラ毒 素 の精 製 を行 い 同時 に,そ れぞ

れ の キ メ ラ毒 素 のヘ パ リ ンに対 す る親 和性 を調 べ た.Fig.IAに 示 す よ うにHB-EGF-PEは

TSKヘ パ リ ンカ ラム よ り,1.OMのNaCl濃 度 で溶 出 され た .HB-PEも ほぼ同様 の濃 度 で溶

出 され た.し か し,ヘ パ リン結 合 ドメ イ ン を持 た ないPEは0.15Mと 非 常 に低 い塩 濃 度 で

溶 出 され た.こ の成 績 はHB-EGFの ヘパ リ ン結 合 ドメ イ ンを遺 伝 子工 学 的 に導入 す る こ と

に よ り,緑 膿 菌毒 素 にヘパ リ ンに対 す る親和 性 を付加 で きた こと を示 して い る.Fig.IBに

TSKヘ パ リンカ ラム に よ って,高 度 に精製 され たキ メ ラ毒素 のSDS-PAGE示 す .
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ThearrowindicatethefractionofeachproteinwiththehighestcytotoxicitytoA431cells.

FigurelB:SDS-PAGEofpurifiedrecombinanttoxins.

一4一



(2)キ メ ラ毒 素 の腫瘍 細胞 に対 す る細胞 傷 害性

Table1にHB-EGF-PE,HB-TGFα 一PEお よびTGFα 一PEのEGF受 容 体 の発 現 の 異 な る各

種 の細 胞株 に対 す る細 胞 障 害 活性 を示 す.HB-TGFα 一PEはHB-EGF-PEに 比べEGF受 容 体

を高度 に発 現 してい るA431お よびKB細 胞 に強い細 胞 障害 活性 を示 した.

一 方
,HB-EGF-PEはHB-TGFα 一PEに 比 べEGF受 容 体 発 現 の少 な いHep-G2細 胞 に よ り強

い細 胞 障害 性 を示 した.

Table1.CytotoxicityofTGFa-PE,HB-TGFa-PEandHB-EGF-PE

ID50(ng/ml)

Cellline(EGFR/cell)

A431(106)

KB(105)

Hep-G2(104)

MCF-7(103)

TGFa-PE

O.030

0.35

0.5

0.5

HB-TGFa-PE

O.12

0.7

0.i

O.5

HB-EGF-PE

O.4

2.5

0.05

0.5

次 にTable2に 種 々 の 腫 瘍 細 胞 に 対 す るHB-EGF-PE,HB-PEお よ びPEの 細 胞 障 害 性 を 示

す.

Table2.CytotoxicityofHBtoxinstocancercelllines

ID50(ng/ml)

Cellline(cancertype) HB-EGF-PE HB-PE PE

A431(epidermoid)

KB(epidermoid)

MCF-7(breast)

CRL1739(gastric)

SW-13(adrenal)

HEP-G2(hepatic)

HTB-2(bladder)

J-82(bladder)

T-98MG(glioma)

U-251(glinoma)

NC-D471(lung)

HUT102(ATL)
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ID50:concentrationoftoxinnecessarytoacheve50%inhibitionof[3H]leuincorporation.

す べ ての 細 胞 株 にお い てHB-PEはPEに 比 べ 強 力 な細胞 障害 性 を示 した.HB-PEはEGF

受 容体 とは結 合 しない ので,こ の細 胞 障害 活性 はすべ て標 的 細胞 上 に存 在 す るheparansul-

fateproteoglycan(HSPG)を 介 す る もの であ る と考 え られ た.ま た,全 て の細胞 株 におい て

HB-EGF-PEはHB-PEよ り も強 い 細 胞 障害 活 性 を示 した が,特 にA431,CRT1739,HEP・

G2,T-98MG,U-251な どが 強 い感 受 性 を示 した.従 って,HB-EGF-PEの 細 胞 障 害性 は,

お も にEGF受 容 体 を介 す る もの と考 え られ る.し か しな が ら,HUT102な どの よ う に

EGF受 容 体 の発 現 が 少 ない細 胞 にお い て,HB-EGF-PEはHB-PEよ り もた か だか3倍 程 度
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の細 胞 障 害 性 を示 した こ とは,HB-EGF-PEお よびHB-PEの 細胞 障害 性 にお け るヘ パ リ ン

結 合 ドメ イ ンの重 要性 を示 してい る.

(3)キ メ ラ毒 素 の細胞 障害 性 にお よぼすEGFの 影響

HB-EGF-PE,HB-PEお よびPEの 細 胞 障害 活 性 に対 す る外 因性 のEGFの 影 響 を検 討 した.

Fig.2Aに 示 す よ うに,A431,cRT1739,HEP-G2,McF-7の 細 胞株 にお いて,外 因性 に

加 え たEGFは,HB-EGF-PEの 細 胞 障害 活 性 を阻害 したが,HB-PEお よびPEの 細 胞 障害

性 に は影 響 を与 えな か った.

(4)キ メ ラ毒 素 の細 胞 障害性 にお よぼすヘ パ リンの影響

HB-EGF-PE,HB-PEお よ びHB-TGFα 一PEの 細 胞 障害 活 性 に対 す る外 因性 ヘ パ リンの 影響

を検 討 した.Fig.2Bに 示す よ うに,KB,HEP-G2,MCF-7に おい てヘ パ リンは濃度 依 存性

に これ らの キ メ ラ毒 素 の 細 胞 障 害 性 を 阻害 したが,EGF受 容 体 を多 量 に発 現 して い る

A431細 胞 で は,HB-EGF-PEとHB-TGFα 一PEの 細胞 障 害活 性 はヘ パ リ ンに よっ て阻害 され

なか った.
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Figure2:CytotoxicityofHB-containingtoxins.(A)Proteinsynthesisinhibitiontowardstargetcelllines(A431,CRT1739,

HEP-G2andMCF-7)of(○)HB-EGF-PE,(●)HB-EGF-PE+EGF,(△)HB-PE,(▲)HB-PE+EGF,(□)PE,and(■)

EGF.ThefinalEGFconcentration,whenadded,was3μg/mL(B)EffectofheparininthecytotoxicityofHBtoxins.A

fixedamountoftoxinwasincubatedwiththecellswiththeadditionofincreasingamountsofheparin(A431,1ng/ml;10

ng/ml;HEP-G2,10ng/ml;MCF-7,10ng/ml).(○)HB-EGF-PE,(●)HB-TGFα 一PE,(▲)HB-PE.

(5)キ メラ毒素の血管平滑筋細胞 に対する細胞障害性

HB-EGFは もともと平滑筋細胞 に対する強力 な増殖因子 として報告 されている(1-3).

血管平 滑筋細胞 の増殖 は,動 脈硬化 の進展 と密接 に関連 してお り,わ れわれが作製 した

HB-EGF-PEが 血管平滑筋細胞 の増殖 を阻止 しうるか どうかは,興 味深い問題である.

Fig.3Aに キメラ毒素に よる牛大動脈 より採取 した血管平滑筋細胞に対する細胞障害性 を示

した.HB-EGF-PEは0.4ng/mlのrD50を 示 し,血 管平滑筋細胞 に対 して強力 な細胞障害活

性 を示 した.TGFα 一PEも 同様 に強い障害性 を示 した.

興 味深 い こ とに は,EGF受 容 体 との結 合 能 を持 たないHB-PEもID50は100ng/mlと

HB-EGF-PEに 比べ高い ものの,血 管平滑筋細胞 に対 して障害活性 を示 した.Fig.3Bに これ

らのキメラ毒素の細胞障害性におよぼすEGFの 影響,Fig.3cに ヘパ リンの影響 を示 した.
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Figure3.CytotoxicityofchimerictoxinstowardsBASMCs.(A)Withoutcompetition.(●)HB-EGF-PE*,

(○)HB-PE*,(▲)TGFα 一PE*(△)PE*・(B)Effect・fEGF・ ・mp・titi・n(4μ9/ml)・nthecyt・t・xi・ityt・ward・

BASMC.(●)HB-EGF-PE*,(■)HB-PE*(▲)TGFα 一PE*,(○)HB-EGF-PE*十EGF,(□)HB-PE*十EGF,

(D)TGFa-PE十EGF.(C)EffectofheparininthecytotoxicityofchimerictoxinstoBASMC.Afixedamountof

toxinwasincubatedwiththecellwiththeadditionofincreasingamountsofheparin(●)HB-EGF-PE*10ng/ml

(▲)TGFα 一PE*10ng/ml(○)HB-PE*500ng/ml.

EGF(4μ9/ml)は,HB-EGF-PEとTGFα 一PEの 細胞障害i生を阻害 した・ またヘパ リンは濃度依

存性 に,HB-EGF-PEとHB-PEの 細胞障害性 を阻害 した.こ れ らの成績 より,HB-EGF-PEは 腫

瘍細胞 の場合 と同様 に血 管平 滑筋細胞のEGF受 容体 を主 な ターゲ ッ トとしているが,同 時 にヘ

パ リン結合 ドメイ ンも細胞 障害性 に重要 な役割 をはた している もの と考 えられる.

(6)キ メラ毒素のChineseHamstarovary糸 田胞 に対する細胞障害性

これ までの成績 より,キ メラ毒素のヘパ リン結合 ドメインが標的細胞上のHSPGに 結合す るこ と

によって,細 胞 障害活性 を発揮 す ることが考 えられる.そ こで,細 胞上に様 々な程度のHSPGを

発現 してい るChineseHamstarovary細 胞(CHO)を 用いて,キ メラ毒素のヘパ リン結合 ドメイ

ンとHSPGの 意義 を検討 した.CHO-K1は 野生株であ りEGF受 容体 とHSPGを 細胞 表面上 に発

現 しているが,変 異株 であるCHO667はHSPGを 正常の!～10%し か発現 していない(9).

Fig.4Aに これ らの細胞株 に対す るHB-EGF-PE,HB-PE,TGFα 一PEの 細 胞 障害 性 を示 した.

CHO-K1に 対 して はHB-EGF-PEが 最 も強 い 障害 活 性 を示 した.HB-EGF-PEのCHO667対

す る障 害 活性 は非 常 に弱 く,TGFα 一PEと 同程 度 の 障害活 性 を示 した.非 常 に興味 深 い こ と

に,HB-PEは 野 生株 のCHO-Klに 対 して は障害 活 性 を有 す るが,HSPGを ほ とん ど発 現 し

て い ないCHO667に 対 しては 障害 活性 を示 さ なか った.ヘ パ リ ンに よる阻 害効 果 をみ る と

Fig.4Bが 示 した よ うに,ヘ パ リ ンはcHo-K1に 対 す るHB-EGF-PEお よびHB-PEの 細胞 障

害 活性 を用 量依 存 性 に阻 害 した が,TGFα 一PEの 活 性 に影響 を及 ぼ さな か っ た.し か し,

CHO667に 対 す る障害 活 性 に有 意 な影 響 は見 られ なか った.こ れ らの成 績 は,HB-EGF-PE

の標 的 細胞 へ の結合 お よびintemalizationの プ ロセス の一 部 にHSPGと ヘ パ リン結合 ドメイ

ン との結 合 が重 要 な役割 を果 た してい る こ とを示 してい る.
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Table 4. Relationship between syndecan-1 protein expression and tumor metastasis

varible
positive

staining intensity 

            negative

Intrahepatic metastasis 

  with(n = 

   without (n =

27) 

25)

4 

13

(14.8%) 

(52.0%)

23 

12

(85.2%) 

(48.0%)

Distant metastasis 

   with 

   without

(n = 12) 

(n =  45)

1 

17

(8.3%) 

(37.8%)

11 

28

(91.7%) 

(62.2%)

a, the prevalence of negative staining of syndecan-1 expression in the cases with intrahepatic metastasis 

is significantly higher (p = 0.007) than that of the cases without intrahepatic metastasis. 

b, the prevalence of negative staining of syndecan-1 expression in the cases with distant metastasis is 

significantly higher (p = 0.048) than that of the cases without distant metastasis.
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Figure 5A: Immunohistochemical findings of syndecan-1 in human liver tissues. Expression of human syndecan-1 

was detected with Ab HSE-1, a polyclonal antibodyraised against the human syndecan-1 core protein. 

Figure 5B: Immunohistochemical findings ofsyndecan-1 in human hepatocellular carcinoma (HCC) tissues. The 

positive immunostaining of syndecan-1proteininHCC. The section of the well differentiated HCC sample was 
stained with Ab HSE-1. Positive expression ofsyndecan-1 protein was found in the HCC portion with almost the 

same intensity of staining in the non-tumoral portion.(Originalmagnification X125) 

Figure 5C: The negative immunostaining ofsyndecan-1 protein in HCC. The section of the poorly differentiated 

HCC sample was stained with Ab HSE-1. Positive expression of syndecan-1 protein was found in the non-tumoral 

hepatocytes, whereas no expression was observed in the HCC portion. (Original magnification X125)
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4.考 察

細 胞 を殺 す ため には,緑 膿菌 毒 素が 特異 的 な受容 体 を介 して細 胞内 に取 り込 まれ る事 が必 要 で

あ る.こ の よ うに,キ メ ラ毒 素 を用 い た細 胞 障害性 の研 究 は,受 容体 とリガ ン ドの相互 作用 を調

べ る上 で有 用 な手 段 と成 りう る(11-13).本 研 究 におい て ,bifunctiomalligandと して は,EGF

受 容体 とHSPGの 両 方 に結合 で きるHB-EGFを 用い た 。

本研 究 にお い て われ われ は,bifuctionalligandと してHB-EGF-PEお よびHB-TGFα 一PEを,mo-

monofunctionalligandと してTGFα 一PEとHB-PEを 用 い た.こ れ らの キ メ ラ毒 素 を用 い て,種 々

の腫 瘍細 胞 や血 管平 滑 筋細 胞 な どに対 す る細胞 障害 性 を検討 した結果,キ メ ラ毒素 が標 的細 胞 に

取 り込 まれ る た め に は,2種 類 の経 路 が 存 在 す る こ とが 明 らか に な っ た.殆 どの 細 胞 は,

HB-EGFがEGF受 容 体 と結 合 す る こ と に よって キ メ ラ毒 素 が細 胞 内 に取 り込 まれ障 害 され る.

しか し同 時 に,HB-EGFの ヘ パ リ ン結合 ドメ イ ンが標 的細 胞 上のHSPGと 結合 す る事 に よ って細

胞 障 害性 が よ り増 強 され る と考 え られ る.こ のヘ パ リン結合 ドメイ ンが細 胞 障害性 を増 強 す る効

果 に関 して は,MCF-7,Hep-G2,平 滑筋細 胞 お よびCHO細 胞 な どの,EGF受 容体 の発 現 が低 一

中程 度 の細 胞 に対 す るHB-EGF-PEお よびHB-TGFα 一PEの 細 胞 障害性 の成 績 が示 してい る.こ れ

らの細 胞 にお い て は,細 胞 障害 性 は通常HB-EGF-PEお よびHB-TGFα 一PEはTGFα 一PEに 比 べ る

とそ の作 用 は強 力 で あ った.HB-EGF-PEは これ らの細 胞 に対 してHB-TGFa-PEよ りも強力 な細

胞 障害 性 を示 したが,こ れ はお そ ら く,HB-EGF-PEはHB-TGFα 一PEよ りもヘ パ リンに対 して強

い 親和 性 を有 して い る事 に よ る もの と考 え られ る.こ の よ うな細 胞 に対 してTGFα 一PEに 比 べ

HB-EGF-PEお よびHB-TGFα 一PEが 強 い 細 胞 障 害 性 を示 した の に は,こ れ らの キ メ ラ毒 素 が

EGF受 容 体 に対 して は同様 の 親和 性 を持 つ こ とよ り,ヘ パ リン結 合 ドメイ ンが 関与 して い る も

の とみ られ る.さ らに,CHO細 胞 に対 してHB-EGF-PEはTGFα 一PEに 比 べ 強 い細 胞障 害活 性 を

示 した こ と よ り,ヘ パ リン結 合 ドメ イ ンの重 要性 が確 認 され た.

この よ うに,ヘ パ リ ン結 合 ドメ イ ン と細 胞 上 のHSPGと の結 合 が キ メ ラ毒 素 の細 胞 障害 性 に

重 要で あ る こ とが 明 らか にな った.こ の よ うな作 用 を説 明す る ひ とつ の機構 と して は,既 に報 告

され て い る よう に,ヘ パ リン との結 合 がEGF受 容 体 と リガ ン ドとの結合 を促 進 す る こ とが考 え

られ る(7,14).さ らに,HSPGは そ れ 自体,recyclingの 過程 で細 胞 内 に取 り込 まれ る(15)の で,

HB-EGFとHSPGと の結 合 の み で もキ メ ラ毒 素 の細胞 内へ の 取 り組 み お よびそ の後 の細胞 障 害活

性 が生 ず る もの と考 え られ る.こ の点 を確 かめ る ため に,わ れ われ はヘパ リ ン結 合 ドメ イ ンのみ

を有 す るHB-PEを 用 い て検 討 した.そ の結 果,EGF受 容 体 を介 す る こ とな くヘパ リン結 合 ドメ

イ ンのみ で も,キ メ ラ毒 素 を細胞 内 に取 り込 ませ る こ とが可能 で あ る事 が判 明 した.こ の成 績 は,

HB-EGF-PEの ヘ パ リ ン結合 ドメ イ ン もまたキ メ ラ毒 素 を標 的細胞 に作 用 させ る こ とが 可 能で あ

る こ と を示 して い る.HB-PEの 細胞 障 害性 は,ヘ パ リンに よって完 全 に阻止 され る こと よ り,こ の

細 胞 障 害 活性 は ヘ パ リ ン結 合 ドメ イ ン と標 的 細胞 上 のHSPGと の相 互 作 用 で あ る こ と を示 して

い る.CHO細 胞 に対 す るHB-PEの 細胞 障害 性 の成 績 もこれ らの こ とを支持 す る結果 で あ った.

HSPGのintemalizationの 速 度 は,半 減 期 が3～8時 間 とEGFに 比 べ 非 常 に遅 い ものであ るが(15),

われ わ れ の成 績 は,EGF受 容 体 の発 現 が 中等度 でHSPGの 発 現 が高度 な細胞 に対 して は大 きな影

響 を及 ぼす もの で あ る と考 え られ る.こ の よ うなHSPGを 介 したintemalizationの 結 果 は,す で に

他 のヘパ リン結 合性 増殖 因子 で あ るbFGFで 報 告 されてい る成績 と合致 す るもので ある(16～18).

本 研 究 に お い てHB-EGFヘ ベ ー ス に した キ メ ラ毒 素 は,細 胞 上 のEGF受 容 体 の み な らず

HSPGを も分子 標 的 とす るこ とが 明 らか になった.種 々 の腫瘍 細 胞 に対 す る細胞 障害 性 の成 績 は,
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HB-EGF-PEは 低一中等度のEGF受 容体 を発現 している肝癌 をは じめ とす る腫瘍細胞や血管平滑

筋細胞 に対 して強い障害活性 を有することを示 してお り,新 しい癌化学療法 としての臨床応用の

可能性 を強 く示唆す る ものである.実 際 に,ヒ ト肝組織 における代表 的なHSPGの ひとつである

シンデカンー1の 発現 を調べ た結果,悪 性度の高い高転移能 を有す る肝癌ではシンデカンー1の

発現 は低 下 してい た.HB-EGF-PEを 肝癌の治療 に応 用す る際,分 子標 的 となるのは肝癌細胞上

に発現 してい るEGF受 容体 とシ ンデカンー1で ある.ヒ ト肝癌細胞株 であるHep-G2に おける

シンデカ ンー1の 発現 をみ ると,中 等度の発現が み られたが,HB-EGF-PEがHep-G2に 対 して

高度 の細胞障害活性 を示 したのは,EGF受 容体 とシ ンデ カンー1を 介 した ものであると考え ら

れる.今 後臨床応用 に当たって,問 題 になるのはシンデカンー1の 発現が低下 してる腫瘍細胞に

どう対処するかということである.わ れわれは,最 近 ブタの白血球か らシンデカンー1の 誘導因

子であるPR-39を 分離精 製 した(19)が,こ の誘導因子 をもちいて腫瘍細胞上の シンデ カンを

誘導 し,HB-EGF-PEのtargetingの 効率 を促進する可能性 について現在検討 を進めている.
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