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今後の研究:

野生型KGF受容体及びドミナンドネガテイプFGFR1 (IIIc)遺伝子を唾液腺腺癌細胞にco・.

transfection後、 neomycin及びzeocin耐性細胞を選択する。続いて、 invitro及びinvivo における分

化能を検討し、唾液腺騒携におけるFGFRlおよびKGFRの機能を明らかにするとともに、ヌードマ

ウス移植腫擦に野生型KGF受容体遺伝子をexvivo の系で遺伝子導入しその増殖、分化に及ぼ

す影響を検討し、最後的には唾液腺腺癌の遺伝子分化誘導療法への応用の可能性を探究する。

指導者の意見:

⑧ 
正常唾液腺上皮細胞の増殖・分化は問葉系組織が産生するKGFにより制御されている

ち悪性化に伴いその間葉依存性は消失し，自己の産生するFGF・2と自己の発現するFGF-2
受谷体であるFGFRl受容体によりオートクリン機構により増殖が可能と去るロしたがっ
て，野生型KGF受容体遺伝子を脆蕩細胞に導入することにより，悪性化にともない消失し
た腫蕩細胞の間葉依存性を回復し，間葉系が発現'・産生するKGFによる分化誘導を期待す
るものである。現在までのところ，野生型KGF受容体遺伝子導入唾液腺由来腺癌細胞は， ln 
vilroにおいてはその増殖能を失いKGFにより apoptosi~が誘導されること，さらに ヌードマ
ウス背部皮下移植により， m VIVOにおいても造腫蕩性は低下し組織学的に分化像を認め，一
部の導入細胞は造JJ重蕩性を失うことを明らかにしている。

本研究は悪性腫蕩の成立を，上皮}開業相互作用の消失ととらえ，それを回復すること
により悪性腹蕩の分化誘導遺伝子療法を目指したむのであり独創性は非常に高い。



野生型KGF受容体遺伝子導入によるヒ卜唾液腺由来腺癌細胞の分化誘導

張雁
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日本での指導者:岡本哲治 広島大学歯学部口腔外科学第 1講座 教授

要旨:唾液腺はその正常の機能と構造を維持するため，密接に連絡しあった上皮系と間葉系の高度に

分化した細胞構造を示す。唾液腺腫蕩は2つのステージに分類され，初期においては多形性腺腫に代表

される多分化能を持った比較的増殖の遣い腫蕩であり，後期においては腺様嚢胞癌に代表される未分化

で増殖能や転移能の高い悪性度の非常に高い腫蕩である。

我々は，唾液腺腫蕩の悪性転換過程に，腫蕩細胞におけるFGF-2の発現異常および過剰発現が伴う

こと，さらに，悪性化に伴い，唾液腺のstroma組織が発現するFGF-7/KGFの受容体遺伝子FGFR2(lIIb) 
の発現が消失し， 正常唾液腺上皮細胞では発現していないFGF-2をリガンドとするFGFRl(lIIc)遺伝子

が発現してくることを明らかにした。したがって，正常唾液腺においては，上皮細胞と間葉系細胞は

KGF-KGFR/FGFR2 (lIIb)系を介して互いに依存しあってその増殖、分化と機能を維持しているが， 腺癌

軒 ま間葉系組織とはまったく独立して自己増殖することが可能となりその悪性化か強く裏付けられ

た。これらの結果は、 FGF-2-FGFRl系シグナルがヒト唾液腺題蕩の悪性化深く関与している可能性を

示唆していると共に， KGF-KGFR/FGFR2(lIIb)系シグナルが唾液腺上皮の正常分化の維持に重要な働き

をしていることを示唆している。

本研究においては，チ口シンキナーゼ領域を欠失したドミナントネガテイブ型FGFRl遺伝子

(d nFGFR1)を唾液腺腺癌細胞に発現させることによりFGF-2-FGFR 1系によるオートクリンループ

を遮断すると共に， KGF-KGFR/FGFR 2 (lIIb)系シグナルが唾液腺上皮の正常な分化能の維持に重要な

働きをしているという仮説に基っき， 野生型 (wt)KGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子をFGFR1 (111 c )発現

唾液腺由来腺癌細胞に導入することにより， in vitroおよびinvivoにおいて唾液腺由来腺癌細胞の分化

を誘導する，唾液腺腺癌の遺伝子分化誘導療法を目指すことを目的とする。

本研究の特色は，唾液腺腫蕩の悪性転換過程を，上皮系細胞の間葉系細胞へのKGF-KGF受容体系

を介したによる依存性から， FGF-2-FGFR 1系へのスイッチによる間葉系細胞からの独立ととらえた点

である。そして、逸脱した癌細胞の自己増殖性を dn FGFRlの導入により抑制し，さらに， KGFR/ 
FGFR2 (lIIb)遺伝子導入により間葉依存性細胞へ回復することにより，癌細胞の分化を誘導する遺伝子

定 去を目指すものである。本治療法が有効になれば唾液腺腫蕩だけでなく他の腫療の治療への応用が

可能となる。

Key Words: fibroblast growth factor(FGF); FGF receptor(FGFR) ; human normal salivary 
gland ; adenocarcinoma; differentiation; apoptosis; signal transduction 

研究報告

目的:我々は，正常ヒト唾液腺上皮細胞のinvitroにおける増殖および万ーゲンゲル内培養系における

管腔形成!こFGF-lあるいはFGF-7/KGFが必須であることを明らかにした(1， 2)。さらに， 唾液腺腫

蕩の悪性転換過程において，腫蕩細胞におけるFGF-2の発現異常および過剰発現が伴うこと (3，4) ， 

さらに，唾液腺の間葉系細胞が発現するFGF-7/KGFの受容体遺伝子FGFR2(lIIb)-. /KGFRの腫蕩細胞に

おける発現が消失し，正常唾液腺上皮細胞では発現していないFGF-2の受容体遺伝子であるFGFRl
(lIIc)遺伝子が発現してくることを報告した (5，6)。したがって，正常唾液腺においては，上皮細胞

と間葉系細胞はKGF-KGFR/FGFR2(lIIb)系を介してたがいに依存しあってその増殖、分化と機能を維



持しているが，腺癌細胞は間葉系組織とはまったく独立して自己増殖することが可能となりその悪性化

が強く裏付けられた。これらの結果は， FGF-2 -FGFR 1系シグナルがヒ卜唾液腺腫蕩の悪性化に深く関

与している可能性を示唆していると共に， KGF-KGFR/FGFR2(lIIb)系シグナルが唾液腺上皮の正常分化

の維持に重要な働きをしていることを示唆している。

本研究においては，チ口シンキナーゼ活性を欠失したドミナントネガテイブ型FGFR1(lIIc)遺伝

子 (dnFGFR1 (llIc))を唾液腺腺癌細胞に発現させることによりFGF-2ーFGFR1系によるオートクリン

ループを遮断すると共に， KGF-KGFR/FGFR 2 (lIIb)系シ夕、ナルが唾液腺上皮の正常な分化能の維持に

重要な働きをしているという仮説に基っき， wild-type (wt)1くGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子を唾液腺腺癌細

胞に導入して， in vitroおよびinvivoにおいて唾液腺由来腺癌細胞の分化を誘導する唾液腺腺癌の遺伝

子分化誘導療法を目指した。

方法:dnFGFR 1 (lIIc)遺伝子はpcDNAI/neo vectorを用いて， wild唱 type (wt)1くGFR/FGFR2

(lIIb)遺伝子はpcDNA3.1 /Zeo mammalian expression vectorを用いて，リポフェクション法にて

唾液腺由来腺癌細胞HSyrこ導入した。 NeomycinおよびZeocin耐性細胞をそれぞれ選択後， '251-

FGF-2および， 25卜KGFを用いて高発現細胞をクローニングすることにより， dnFGFR 1 (lIIc)過剰発現

HSY細胞dnHSYR1 (llIc)およびwtKGFR過剰発現HSY細胞HSYR2(lIIb)を得た。対照として，

pcDNAI/neoおよびpcDNA3.1 /Zeo vectorのみを導入したNeomycinおよびZeocin耐性HSY細胞

を 、た。つぎに，これら細胞のin vitroにおける増殖能、 FGF-1，-2およびKGFに対する反応性をRD

培地にinsulin， transferrrin， 2-ethanolamine， 2-mercaptoethanol， sodium seleniteを加え

た無血清培地 (RD5 F)で検討すると共に， in vivoにおける増殖能、造腫傷性についてBALB/cヌード

マウス背部皮下移植系を用いて検討した。そして， dnFGFR 1 (1IIc)および(wt)KGFR/FGFR2(lllb)遺伝

子導入により，分化マーカーであるアミラーゼを検討すると共に， FGF-2-FGFR 1系とKGF-FGFR2系

のシグナル伝達経路およびアポトーシスシ夕、ナル下流のカスパーゼ‘活性を検討した。

結果:

HSY細胞にdnFGFR1 (1IIc)遺伝子およびwtKGFR/FGFR2(1I1b )を発現させ， dnHSYR 1 (llIc) 

及びwtHSYR2(lIIb)のクローンを得た。 dnHSYR 1 (llIc)とwtHSYR2(lIlb)細胞は無血清培地では増

殖できず， dnHSYR 1 (lIIc)細胞はFGF-1及びFGF-2により増殖促進されなかった。 wtHSYR2(1l1b)

細胞はFGF-1により増殖促進されたが， FGF-2及びKGFにより増殖促進されなかった。 dn HSYR1 

(1IIc)及びwt HSYR2(lIlb)細胞のヌードマウス背部皮下における増殖能はコントロールと比較して

低下し，さらに，一部のクローンは造腫蕩性は消失した，組織学的には分化像を認めた。親HSY細胞及

び : HSYR2(1II b)細胞における，アミラーゼ、のmRNA量を測定した。その結果， HSYR2(1I1 b)細胞に

おいてアミラーゼmRNAおよび蛋白質が高発現されていることが明らかになった。

また， KGF処理したwt HSYR2(1l1b)細胞では，位相差顕微鏡下， HE染色およひ寸UNELにおい

て，アポトーシスを示唆する所見が認められた。さらに， DNAを抽出し，電気泳動を行ったところ，

DNAの断片化を示すladder formationが認められた。カスパーゼの 1つであるCPP32をCaspase

activity assayおよひe免疫蛍光染色法で検討した。その結果， CPP32の高い活性が認められた。

シグナル伝達経路について， KGF-FGFR系とFGF-2-FGFR1 (lIIc)系シグナルの伝達経路は異

なった。 FGFR1は， FGF sの結合を受けて二量体化し，チロシンキナーゼ活性が上昇し， FRS2(FGF 

receptor substrate) /SNT /SLP -Grb2-SHCのシグナリングコンプレックス形成，リン酸化続い

て， ERK型のMAPKが活性化されるという報告がなされている。。ところが，本研究では，親HSY細胞

における， FRS2及びSHCのリン酸化認められたが， w t HSYR2(lIlb)細胞における、 FRS2及びSHC

(P66 Isoform)のリン酸化は認められなかった。

考察:FGF受容体のシグナルは， FGFが細胞外部位に結合してニ量体化し， FGF受容体のホモダイ

マーあるいはヘテロダイマー形成により， TK 1領域のでは複数のチロシン残基が自己リン酸化するとと

もに，多種類の蛋白質がりン酸化され，伝達されると考えられている。
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唾液腺腫蕩の悪性化に伴い， FGFR2(lIlb)遺伝子の発現の消失とFGFR1 (1IIc)及びFGFR4遺伝

子の発現が生じていることが明らかとなった。本研究では， TK1に25bpの インサートをHSY細胞
に導入し， frameshift mutationを起こすことにより、 FGFとの受容体結合能は持つがキナーゼ活性

を持たないドミナントネガテイブ受容体を用いた。その結果，キナーゼの活性化は引き起こされなかっ
た。 wt KGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子をHSY細胞に導入すると， FRS2及びSHCのリン酸化活性は抑制さ
れ， Ras経路やMAPキナーゼ、などのシ夕、ナル伝達が遮断された。さらに， SHCーGrb2コンプレックス

の形成，リン酸化は悪性転換に必須で (8)， HSYR2(IIlb)細胞におけるSHCリン酸化過程が阻害され
ることにより，唾液腺腫蕩の悪性形質転換をある程度に遮断出来る可能性が考えられる。したがって，
ドミナントネガテイブFGFR1 (llIc)およびwt KGFR/FGFR2(IIlb)遺伝子を用いて唾液腺癌の増殖を
制御出来ることが明らかとなり，同遺伝子を用いた唾液腺癌の遺伝子治療への応用の可能性が考えられ
た。

また，アポトーシスは，さまざまな生物にとって必要不可欠な生命現象である。アポトーシスに
特異的なシグナル伝達分子もいくつか同定されるに至った。実行段階ではいずれも共通なシグナル伝達
経路を介する，この経路ではカスパーゼと呼ばれるタンパク質分解酵素群が順次活性化され，最終的に
多数の基質タンパク質を切断することが共通にみられる (7) 0 w t KGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子導入に
より， ERK 1， 2型のMAPKとは異なるJNK/MKK4型のMAPKおよびP38 MAPKが活性化され、
CPP32の活性化を誘導し，アポトーシスを引き起こすの可能性が考えられる (9)。

見上、正常唾液腺においては，上皮系細胞と閑葉系細胞が細胞内分泌学的に亙ρに依存しあっ
て，その増殖、分化が制御されていると考えられる。今個の研究結果から，唾液腺腫療の悪性転換過程
を，上皮系細胞の間葉系細胞へのKGF-KGF受容体系を介した依存性から， FGF-2-FGFR 1系へのスイッ
チによる間葉系細胞からの独立ととらえた点である。そして，逸脱した癌細胞の自己増殖性を
d n FGFR1の導入により抑制し，さらに， KGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子導入により間葉依存性細胞へ回復
させることにより癌細胞の分化を誘導する遺伝子治療法の可能性が示唆された。本治療法は唾液腺腫蕩
だけでなく他の悪性腫蕩の治療への応用が可能となる。
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