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乳滴酸性タ ン パ ク質(w h e y a cidi c p r o t ei n : W m ) は ､ 馨菌類､ 有袋類, ラクダ､ ブタなどの乳汁

中に 同定された乳清タン ^
o

ク質であり ､ そ の m R N A の発現は妊娠中期か ら泌乳中期に乳腺胞上皮

細胞に特異的に認め られ､ 非妊娠期と比較して約 1 0 0 0 倍に上昇する
｡

W j u ' は ､ 4 - D S C からなる

w m ドメイ ンを 2 つ もち ､ 立体構造がセリンプロ テ ア
ー ゼイ ンヒビタ ー 様であるため何らか の 生

物学的機能をもつ と考えられて きたが､ そ の 機能解析は i n viv o による もの だけで あ っ た o W を

全身性 で恒常的に発喫するトラ ンス ジ ェ ニ ッ ク ( C A G I W N - T g) マ ウスや乳腺胞にお い て の み過剰

発現する W A Pf W A P -T g ならびに M M ⅣI W N - T g マウスでは ､ 乳腺胞の発達が抑制され , そ の結

栄, 産仔 の 発達遅延が報告されて い る｡ これら の結果は ､ W A P が乳腺 の 発達を制御する
一 因子で

ぁる こ とを強く示唆 して い る ｡ 以上 の ような背景か ら､ 本研究は, 細泡培養系を用 い て乳腺細胞

の 増殖や分化､ さらに乳癌細魔 の 増殖や浸潤に作用する W ■ の分子制御機構を明らか に した もの

で ある ｡
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w M が､
i n viv o で の結果 と同様に細胞培養系にお い て も乳腺細胞 の増殖を抑制するの か を調 べ

るため に ､ まず､
マ ウス妊娠期乳腺胞由来上皮細胞株(H C l l) と非乳腺細胞である マ ウス線緑芽細

胞株(N I H -3 T 3) に p C X / W 遺伝子を導入 し恒常的に W A P を発現するタ ロ - ン株( w 殊) を樹立

した ｡ 細胞増殖能を測定した結果､ H C ll 株 の みで ､ W 株が野生株より有意に増殖が抑制され

た ｡ さらに , W を含む培養液で H C l l 野生株を培養した場合に も増殖が抑制され､ また W A P

が細胞膜周辺に局在する こ とが免疫染色法により確認された ｡ これら の結果か ら､ W A P は乳腺上

皮細胞 に対 し特異的に作用し細胞増殖を抑制する こ とが示された o

一

般に細胞増殖抑制 の 要因と

し て は , ネク ロ ー シス ､ アポト …

シスある い は細胞周期 の遅延 の 3 通りが推定されるo そ こ で W n

発項株 の細胞形態 を観察 した と こ ろネク ロ ー シスではない こ とが示唆されたo
つ ぎに

､ アポト ー

シス と細胞周期に対する W A P 発現の影響を調 べ るため ､
B rd U の 取り込み率の測定と F A C S によ

る解析を行 っ た｡ そ の 結果 ､
W A P 発現珠ではアポト ー

シス の顕著な変化はみ られず ､

一

方 G l 期

細胞 の増加と S 期細胞群 の減少がみ られた こ とか ら､ W が G l 期から S 期 へ の移行を遅延させ

ることが示唆された.
そ こ で G l/S 期移行を制御する c y cli n D および E 群の m R N A の 発現童 とタ

ン/てク質量を､ 半定量的 R T - P C R 及び w e st e r n B lo t で調 べ た結果､
W m 発項株は野生殊に比 べ て

c y clin D l の m R N A 量及びタン/1
o

ク質量が有意に減少 して いたo

以上 の結果か ら､
W m は ､ 乳腺上皮細胞にお い て ､ 細胞外か らオ ー トクライ ン及びパ ラク ライ

ン的に細胞膜周辺で作用し ､ cy cli n D l の 発現抑制を介 し て細胞増殖を抑詩FJする こ とが明らか にな

っ た｡ また､
マ ウス( M M T) およびヒト( M C F - 7

,
M D A - M B A 5 3) の乳癌細胞株にお い て も, 同様に W A P

の 発 馴 号 cy cli n D l の 発現量 の 減少を介 して細胞増殖 を抑制 した o
さ らに , W A P - M C F -7 株 と

m . c k_ M C F _7 株をヌ
ー ドマ ウス の皮下に注入 し､

そ の後の腫療形成能を測定したと こ ろ､
W A P 発

環株の 腰癌発達が有意に抑制され､ また ､ 血管新生因子の発現にお い て も抑制傾向がみられたo

監 如 の 機鹿

細胞は通常, 隣接する細胞ある い は細胞外 マ トリ ッ ク ス( h tr a c e u ula r m at ri x : E C M )8こ接して おり,

E C M の 分解は細胞 の増殖や分化 ､ さら に､ 癌細胞 の浸潤や転移などを翻御 し て い る o
E C M を分

解するプロ テ ア
ー ゼはセ リンプロ テ ア

ー ゼと マ トリ ッ クス メタロ プロ テ ア
ー ゼの 2 種類に大別 さ

れ W A P はセ リ ンプロ テ ア
ー ゼイ ン ヒビタ ー 様で ある こ とか ら ､

E C M の 分解を抑宙[l し て い る可

能性が推察 され る
o

また､ 第 一 章の 結果か ら W A P が
､ 非乳腺細胞 の細胞膜周辺には局在せず､ 乳



腺上皮細胞 の細胞膜周辺に局在 し ､ 細胞内 へ 取り込 まれずに作用する こ とが示唆されて い るo そ

こ で ､ 本章では E C M 分解に対する W A P の 作用を調 べ た .
W A F - H C l l 株と m o c k - H C ll 株 の細胞

当た り の E C M 量を瀕定 した と こ ろ､ W m 株では E C M の蓄積量 の 増加がみ られ トリプシンに

ょる細胞分離に要する時間が有意に増加したo そ こ で ､
W が作用する E C M の成分を同定する

ため に､ E C M の 構成物である c o11a g e n I
,
III , I V

, g ela ti n
,
l a mi ni n をそれぞれ塗布した培養用シ ャ

ー

レ

上で細胞を培養したと こ ろ ､ W A P 発現株は1 a mi ni n 上で の み轟著に増殖が抑制されたo また､ W A F

発現株 の培養上清液に未分解の 1a mi ni n が多く存在し､ E C M 中に I a mi ni n が多く蓄積して い る こ と

が免疫染色法で確認された ｡
L a mi ni n の 分解は､ H C l l 細胞が機能的分化能を獲得する上で必須条

件で ある こ とが報告 され て い る｡ そ こ で ､ ラクトジ ェ ニ ツ タホル モ ン応答性に つ い て 乳腺 の分化

マ ー カ -

であるβ{ a s ei n の発現誘導を定量する こ とによ り検討 した結果 ､
w m -H C ll 株は m o ck -

H C ll 株よりも顕著に分化が細制された｡

一

方 ､ 乳癌細胞で は､
I a mi ni n の分解は浸潤におい て必

須の過程である
o

そ こ で ､ 浸潤 の擬似的環境 として B o y d e n c h a m b e r の膜上 に基底膜成分で ある マ

トリゲル を塗布し W A P - お よび m ∝k- M C F-7 株を培養 し ､ 膜 を通過 し下層シ ヤ
-

レに接着 した細

胞数を計測した . そ の結果 ､ W N 発現株 の 浸潤細胞数は m o ck 株 の約 1/5 で あり､
また､ マ トリ

ゲル内の残存 1a m ini n 量が多か っ た. そ こ で ､
1 a mi n i n 分解活性を もつ 3 種の セリ ンプロ テア

ー ゼ

に対する W A P の 阻害作用を検討 した結果 ､
W A P は 1a mi ni n 分解にお い て藤娘 エ ラス タ

… ゼに対し

て特異的に阻害作用を示 し､ 好中球 エ ラスタ ー ゼや トリプシ ン の プロ テ ア
ー ゼ活性 に対する影響

を示さなか っ たo さらに ､ 培養上清液中 の 豚臓 エ ラスタ ー ゼ活性を特異的基質を用 い て定量した

と こ ろ､ H C l l 株が謄臓 エ ラスタ
ー ゼ活性を示すタン/ i ク質を産生する こ と､ また､ W A F -tI C l l 株

は ､
m o ck_ H C l l 株よりも エ ラスタ

- ゼ活性が有意に減少し て い る こ とが示されたo

以上 の結果か ら､ W W は乳腺上皮繍巌が産生する降臨 エ ラスタ ー ゼ型セリン プロ テア ー ゼの活

性を抑制する こ とにより 1a 血 i n の分解を抑制し､ そ の結果 , 乳腺上皮細胞 の増殖お よび分化､ さ

らに , 乳癌細胞 の増殖や浸潤を抑制する こ とが示唆された｡

迎⊥並 I 幽 _ 些些
_
旦塵鑑

h mi ni n などの E C M 成分が分解されると､ E C M の構成が変化し､ E C M 中に捕捉され て い た増

殖因子が遊離し て増殖 因子受容体を活性化 し細胞増殖を促す こ とが報告され て い る ｡ また ､ 増殖

因子によ り活性化される M A P K で ある R K l/2 の リ ン酸化は c y clin D l の 発現を誘導する こ とが報

告されて い るo そ こ で ､ 第三章で は I a mi ni n 分解による M A P K カス ケ ー ドの活性化に対する W A P



の 関与を調 べ たo 腰臓 エ ラスタ
ー ゼを m o ck 月 C ll 株に添加する と､ 添加量依存的に細胞増殖能を

促進したが ､ W A P-H C l l 株で は細胞増殖 の促進が認められなか っ た o また ､
m o c k- H C l l 株および

w A P J I C l l 殊 に捧硫 エ ラス タ ー ゼの 特異的阻害剤で ある エ ラス タ ー ゼイ ン ヒビタ ー Ⅰ を添加した

と こ ろ ､ 細胞増殖が抑制された o こ の こ とか ら ､ 揮臓 エ ラス タ ー ゼ型セリンプロ テ ア
ー ゼが乳腺

細胞 の増殖を促進 し
､ そ のイ ンヒビタ ー である W m が細胞増殖を抑制する機構が推察されたo

つ

ぎに ､ M A P K の 活性化に対する肺臓 エ ラスタ
ー ゼの 関与を調べ た と こ ろ､ m o ck-H C l l 株では肝臓

エ ラスタ ー ゼ添加後 3 0 - 1 2 0 分に E R E l/2 の リン酸化が検出されたが､
w A PI H C ll 株ではそ の リン

酸化が僅少で あ っ た ｡ また､
E G f R ( epid er m al gr o w th f a ct o r r e c ep t o r; 上皮増殖因子受容体) の活性化

阻害剤 A G 1 4 7 8 を用い た実験により , 膝臓 エ ラスタ
ー ゼは E G F R の 活性化を介 して E R K l/2 の リ

ン酸化を誘導する こ とが示唆された. さ らに ､
E G F 無添加 の培養で検出された W A P - H C l l 株 の細

胞増殖抑制作用は､ E G F を添加する こ とにより回復したc

以上 の 結果から､ H C l l 株で は肝臓エ ラスタ - ゼ型セリンプロ テ ア
- ゼが､ E G F R の活性化 を介

し て 攻 監 の活性化を誘導 し細胞増殖を制御 して い ると推測され､ W A P はプロ テア
ー ゼ活性 を抑

制する こ とにより,
M A P K の 静性化を抑制 し､ 甲 Clin D l の 発現を抑制して細胞増殖を抑制し て い

る こ とが示唆された
｡

本研究により､ 以下に示す w A P の乳腺細胞に対する分子作用機構が示唆されたo

正常乳腺上皮細胞にお い て ､ W m は､ 乳腺上皮細胞に特異的に結合し､ E C M 中 の 1 a mi ni n を分

解する鮮臓 エ ラス タ ー ゼ型セ リンプロ テア
ー ゼの 活性を阻害するo h mi ni n 分解 の 阻害は E C M 形

態の変化による E G F の 放出を抑制 し､ E G f R の 活性化を介する E R K l/2 の 活性化を抑制する
o

そ

の結果 ､ cy cli n D l の 発現が抑制され､ G l/S 期移行が遅延し､ 細胞増殖が抑制される
｡

また ､ W A F

による 1 a mi ni n の蓄積により ､ 最終分化能の獲得が阻害される.

一

方､ 乳癌細胞に去汁 1 て は ､ W m

は ､
上述の機構 と同様に細胞増殖ならびに腫療形成能が抑制され､ さらに 1a 血 ni n の 分解 による癌

細胞 の浸潤が顕著に抑制され る｡

以上
,

W A P の 分子作用機構が明らか になり ､ 乳腺にお い て , W が分化 した乳腺上皮細胞か

ら分泌され, 周辺 の増殖中 の乳腺上 皮細胞を制御する こ とにより乳腺胞 の 発達を統率 して い る と

考え られ る
o

さ らに ､ 乳腺上皮細胞が分化 を逸脱 した場合にそ の 増殖を抑制する重要な因子 とし

て作用 し て い る こ とが推察される｡




