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[背景と目的]

細胞 の 放射線感受性 に 関す る研 究にお い て , 近 年細胞膜 に存在す る増殖 因子

受容体の 一 つ e pi d e r m a l g r o w t h f a c t o r r e c e pt o r (E GF R) の 放射線 によ る活性

化が注 目さ れて い る ｡ 放射線に よ るEGF R の 活性化 の 生理的な意味 と して は放射

線感受惟 と細胞増殖 に影響を及 ばす こ とで ある ｡ E G F R と放射線感受性 の 関係iこ

つ い て は①EGF R 過剰発現細胞が放射線抵抗性で ､ ② EG F R を過剰発現 して い な

い 細胞に EGF R 遺伝子 を導入 し過剰発現さ せ ると細胞は放射線抵抗性に な り
, ③

EGF R 阻害剤､
E GF R 阻害抗体 ､ d o m i n a n t n e g a t i v e E GF R によ り EGF R を阻害す る

と細胞は放射線感受性に な る こ とか ら , 放射線に よ る EGF R の 活性化は細胞を放

射線抵抗性に導く もの と考え られ る ｡ こ の ため , E G F R が放射線感受性予測 の 新

たな指標とな る可能性や , EG F R 阻害剤に よ る放射線増感 の 可能性が考えられて

い る ｡

E G F R は
､ 通常EGF 等 の リガ ン ドが結合 し ､ E G F R の 受容体チ ロ シ ンキナ - ゼ に

より自己リ ン酸化を起 こす Q E G F に よ る EGF R の リ ン酸化で は s e r i n e
､
t h r e o n i n e ､



t y r o s i n e の リ ン酸化が起 こ るが , 放射線に よ るリ ン酸化で は ty r o s i n e の みが リ

ン酸化 さ れて s e r i n e や th r e o n i n e の リ ン酸化は起こ らな い こ とか ら , 放射線 に

よ る EGF R の 活性化はリ ガ ン ドが結合した場合と異な る もの と考 え られ る ｡ E G F R

か ら の 情報 伝達 経 路 と し て は , 放 射 線 に よ り G rb 2 , S o s ､ R a s ､ R a ト1 ､

P h o s ph o l i p a s e C γ (P L C γ) ､ E R K l/ 2 (T h r 2 0 2/ T y r 2 0 4) . p 90 r i b o s o m al S 6 k i n a s e

(p9 0 R SK) , C R E B 等の 活 性化が起 こ る こ とが報告されて い る o また ､ E G F R の 阻害

剤で ある AG 14 7 8 が照射後の EREl/2 (T h r20 2/T y r 2 04) リ ン酸化 克進を阻害す る

こ とか ら , E R K l/ 2 (T h r 2 0 2/T y r2 0 4) の 活性化は EGF R を介した も の と考え られ

て い る ｡

こ の よ う に ､ 放射線に よ り EGF R , E R K l/2 (T h r2 0 2/ T y r 2 0 4) の 活 性化が起 こ り ､

細 胞 が 放 射 線 抵 抗 性 に な る こ と が 報 告 さ れ て い る が , 放 射 線 に よ る

EGF R/E R K l/ 2 (T h r 2 0 2 /T y r 20 4) 活性化 の 機序は明 らか で はな い
｡ 本研 究 は放射線

に よ る EGF R /E R K l/ 2 (Th r 2 0 2/ T y r 2 0 4) 活性化 の機序を明らか に す る こ とを目的と

した ｡

[材料と方法]

1 . 試薬 と抗体 : r e c o m b i n a n t h u m a n e p id e r m a l g r o w t h f a c t o r (E G F) と v a n a d a t e

は 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 ( 大 阪 ､ 日 本 ) か ら ､
E G F R 阻 害 剤

4 -(3 - C hl o r o a nilli n o ト6 ,7 - di m e t h o x y q ui n a z oli n e ( A G 14 7 8 ) , S r c 阻 害 剤

(4 - a m i n o -5 -(4 - c hl o r o p h e n yl)- 7 -(t- b u t yl)p y r a z ol o[ 3
,
4 - D ] p y ri m idi n e (P P 2) 及 び

PTP 阻害剤 bi s( N , N - Di m e t h ylh y d r o x a m id o)h y d r o o x o v a n a d at e (D MⅢⅤ) は C a lb i o c h e Ⅲ

(L a J o l l a
,

CA) から ､ p h o s ph o i n o s i t id e 3 - k i n a s e (P I 3 -K) 阻害剤w o r t m a n n i n は

S i g m a ( S a i n t L o u i s
,

M O ) か ら そ れ ぞ れ 購 入 し た
｡ 抗 ph o s p h o -E R K l/ 2

(T h r2 0 2 / T y r 2 0 4) 抗体､ 抗 ph o s ph o -E G F R (T y r 8 4 5) 抗体､ 抗 p h o s ph o -E GF R (T y r 9 9 2)

抗体 ､ 抗 ph o s ph o -E G F R (T y r l O 4 5) 抗体 ､ 抗 ph o s ph o -E G F R (T y r lO 6 8) 抗体 ､ 抗

ph o s ph o ISH P - 2 (T v r 5 42) 抗体 , 抗SH P -2 抗体o 抗 ph o s ph o - S r c (T y r4 1 6) 抗体 抗

p h o s ph o -P T P α (T y r 7 8 9) 抗体 ､ 抗 ph o s p h o -A k t (S e r 4 7 3) 抗体 ､ 抗 Ak t 抗体は C eI I

S i g n a l i n g T e c h n o l o gy (B e v e r l y ,
M A) か ら購入 した ｡ 抗 ph o s p h o l i p a s e C (P L C)

7
,

1 1 抗体は U p s t a t e (L ak e P l a c id
,

N Y) か ら購入 した ｡ 抗S r c 抗体 はO n c o g e n e



R e s e a r c h P r o d u c t s (S a n D i e g o
,
C A) か ら購入 した ｡ 抗 EG F R 抗体 と抗活性化 EGF R

抗体 は T r a n sd u c t i o n L ab o r a t o r i e s (L e x i n gt o n , K Y) か ら購入 し た｡ 抗 β一a C t i n

抗体はSi gm a か ら購入 した. 本研究 に使われたMI)A - M B - 4 6 8 細胞はA m e r i c a n T y p e

C u l t u r e C o l l e c ti o n (R o c k vi ll e
,

M D) か ら購入 した｡

2 . 細胞培養とサ ン プル 回収 : MI)A - MB -4 6 8 細胞はE GF R を過剰発現 して い る ｡ 細

胞培養は m i n i m u m e s s e n t i al m e d i u m (ME N) (S i g m a
,
S t . L o u i s

,
M O) に 10 % f e t a l

b o v i n e s e r u m (F B S) を加えた培地 を用 い て行 っ た ｡ 5 ×1 0
5

個 の 細胞を直径 60 m m

の d i s h に 播種し､ 3 7 ℃
, 5 % C O 2 の イ ンキ ュ ベ ー タ ー で培養し ､ 培地 を途中で

交換す る こ となく ,
4 日後に実験 に用 い た ｡

3 . W e s t e r n bl o t t i n g : 細胞は el e c t r o ph o r e s i s s a m pl e b u f f e r [6 2 . 5 m M T r i s

(p h s . 8) , 2 % SD S
,

5 % gl y c e r o l
,

0 . 0 0 3% b r o m o ph e n o l b l u e
,

1% B

- m e r c a p t o e t h a n o l] で溶解 し , 5 分間 100 ℃ で 処理 した後 15
,
0 0 0 r p Ⅲ で 10 分間

遠心 した後 ､ 上晴を細胞溶解液 と して W e s t e r n bl o t t i n g に用 い た ｡ 細胞溶解液

は 7 . 5 % p o l y a c r yl a m id e g e l e l e c t r o pb o r e s i s に よ り 電 気 泳 動 し ､

p o l y v i n yl i d e n e d i fl u o r i d e m e m b r a n e s (M i l i p o r e C o r p o r a t i o n
,

B e d f o r d
,

MA)

に t r a n s f e r した ｡ 抗体 に より m e mb r a n e を処理 した後 , E C L P l u s
T姐

w e s t e r n

b l o t t i n g d e t e c t i o n r e a g e n t s (A m e r s h a m P h a r m a c i a B i o t e c h l n c . P i s c a t a w a y ,

N J) を用 い て検出 を行 っ た｡

4 . X 線照 射 方法 : Ⅹ 線 照射 は 島津 X 線発 生 装置 HF3 5 0 (S h i m ad z u
, K y o t o

,

J a p a n) を用 い
,

2 0 0 k V -2 0 m A で , 0 . 5 m m C u + 1 . O m m A l の フ ィ ル タ
ー

を用 い て子i

っ た｡ 照射は 室温で 行い
, 線量 率1 . 3 6G y/ mi n で あ っ た｡

[結果と考察】

MI)A -M B 14 6 8 細胞に お い て ､ 0 . 5 -1 0 G y 放射線に より E RK l/ 2 (T h r 20 2/ T y r 2 0 4) の

リ ン 酸 化 は 照 射 2- 5 分 後 と 6 時 間 後 の 2 相 性 に 克 進 し
, 放射線 に よ る

E RK l/ 2 (Th r 20 2 /T y r 2 04) の 活性化が示唆され た ｡ また ､
これ ら の リ ン酸化 元進は

EGF R 阻害剤 A G1 4 7 8 に より阻害された こ とか ら ,
E GF R を介した情報伝達経路 に

基づ い たも の が考えられ る ｡ しか し, E GFR か らの 情報伝達経 路の 活性化に 重要



なリ ン酸化 部位で あ る T y r 8 4 5 , T y r 9 9 2 ､ T y r l O 4 5
､

T y r l O 6 8 の リ ン酸化 状態

を調 べ た 結果 ､ T y r 84 5 , T y r lO 6 8 の リ ン 酸化 元進が照射後 6 時 間後 に だ け認め

ら れ , E R K l/ 2 (T h r 20 2/ T y r 2 0 4) の よ うな2 相性リ ン酸化は認 め られなか っ た ｡ こ

の 結果 は､ 放射線に よりEGF R の リ ン酸化が 先進す る とい う これ まで の 報告と矛

盾す る ｡ そ の 原因は ,
こ れまで の 報告で は抗 EGF R 抗体を用 い て EGF R を免疫沈

降した後に抗ph o s p h o -t y r o s i n e 抗体を用 い て リ ン酸化を検出 して い る の に対 し

て
, 本研究で はリ ン酸化された EGF R の T y r 8 4 5 ､ T y r9 9 2 ､ T y r l O 4 5 ､ T y r 1 0 6 8

に対 す る特異的な抗体を用 い た点 が挙げられ る ｡ 本研究で 用 い た方法 は , こ れ

まで の 研究に おける非特異的ty r o s i n e リ ン酸化評価す る方法よ り 正確と考え ら

れ る ｡

S B P -2 (T y r5 4 2) の 照 射 後 の リ ン 酸 化 タ イ ム コ ー ス は 放 射 線 に よ る

ERK l /2 (T h r 2 0 2/ T y r2 0 4) 活 性 化 の タ イ ム コ
ー ス と は ぼ

一 致 し て い る こ と と ､

S H P -2 が EG F R を活性 化す る方向に 制御す る こ とか ら SHP -2 (T y r5 4 2) の 清作化

が ERK l/ 2 (Th r 2 0 2/ T y r 2 0 4) の 活 性化 に関与 して い る こ とが考え ら れ る o さ らに ､

S H P -2 (T y r5 4 2) と ER K l/2 (T h r 2 0 2/ T y r 2 0 4) の リ ン酸化
I

r L 進が S r c 阻害剤PP2 に

よ っ て 阻害さ れる こ とか ら､ StIP - 2 (T y r 5 4 2) と E R K l/ 2 (T h r 2 0 2 /T y r 2 0 4) の 活性

化が S r c に依存 して い るも の で ある こ とが示唆され た｡

S r c は活性制御に関す る 2 つ の 重要 なリ ン酸化部位 を持ち ､ T y r 4 16 が リ ン酸

化 され る と活性化 され ､ T y r 5 2 7 がリ ン酸化さ れ る と不活性さ れ る ｡ P T P α は S r c

(T y r 5 2 7) を脱リ ン酸化 し ､ S r c を活性化す る こ とが報告されて い る ｡ 本研 究で

は ､ P T P α は 照射 1- 6 時 間後 に T y r7 89 の リ ン酸化が 克進 し活性化す る こ とが示

唆され た｡ S r c (T y r4 1 6) の リ ン酸化も照射 1-6 時間後に 克進 す る こ とか ら ､ P TP

α によ る S r c が活性化され る 可能性が考えられた ｡ 更 に
, SⅢP - 2 は S r c をリ ン酸

化す る こ となく活性化する こ とが報告され て い る ｡ S r c (T y r 4 1 6) の リ ン酸化 は

照射後2- 5 分後に変化が認 められなか っ たが ､ S H P -2 が S r c をリ ン酸化す る こ と

なく ､ 活惟化 して い る可能性 が考え られ た｡

U V や H 2
0

2 は PT P を 阻 害 し て EGF R の t r a n s a c t i v a t i o n を 介 し て

ERK l/2 (Th r 2 02/ T y r2 0 4) を活性化す る こ とが報告さ れて い る こ とか ら . 放射線も

4



同様 な機序 に よ り ERK l / 2 (T h r 2 0 2/ T y r 2 0 4) を活性化 して い る 可能惟が考 えら れ

る ｡ こ の 可能性 を検討す るため に ､ P T P 阻害剤 DMH V に よ り P TP を 不活性化 した

場合の ､ E G F R や E RK l/ 2 (T h r2 0 2 /T y r2 0 4) の リ ン酸化状態 に及 ばす影響を検討

し た｡ 低濃 度(6 . 2 5 -2 5 LL M) の I)M HV は EGFR (T y r 8 4 5) と EGF R (T y r 1 0 6 8) の リ ン酸化

を低1
I さ せ たiこもかかわ らずERK l /2 ( Th r2 02/ T y r 20 4) の リ ン酸化を克進 させ た ｡

D M H V によ る ER K l/2 (Th r2 0 2/ T y r 2 0 4) の リ ン酸化克進はEGF R 阻害剤AG1 4 7 8 と S r c

阻害剤PP2 に よ っ て 阻害された こ とか ら ､ E GF R ､ S r c を介 した情報伝達経路iこ

よ る もの と考え られ る ｡ これ らの 現象は放射線 に より 誘導され た現 象と非 常 に

よ く 似て い る ｡ こ の ため , 軽度 の PT P 阻害が放射線 によ り誘導さ れて い る可能

惟が考 え られ る ｡

本研 究で は､ 放射線照射2 15 分後に SHP -2 ( T y r 5 4 2) ､ E R K l/ 2 (T h r 2 02/ T y r 20 4)

の リ ン 酸 化 が 認 め ら れ
,

S r c 阻 害 剤 PP2 が SⅢP - 2 ( T y r 5 4 2 ) と

E R K l/ 2 (T h r 2 0 2/ T y r 2 0 4) の リ ン 酸 化 を 阻 害 し , E G F R 阻 害 剤 AG1 4 7 8 が

E R K l/ 2 (T h r 2 0 2/ T y r 2 0 4) の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る こ と か ら ､ 放 射 線 に よ る

E RK l/ 2 (T h r 2 0 2/ T y r 2 0 4) 活性化 の機序がS r c に依存 したE GF R の t r a n s a c t i v a 一i o n

を 介したも の で ある こ とを明 らか にされた Q

今後 の研 究課題と して は ､ 放射線が S r c 活性 に及 ばす影響とそ の 機序 を解明

して い く こ とが重要で ある ｡ 放射線iこよ る EGF R の活 性化が細胞を放射線抵抗性

に する こ とか ら , E G F R とそ の 上流 の シ グナル伝達経路を解明す る こ とが新たな

放射線増感剤の 開発に つ なが る も の と期待され る ｡




