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研究成果の概要（和文）： 
 膜型細胞増殖因子proHB-EGFやproAREGは，正常細胞では細胞膜に局在するが、悪性度の高いが

ん細胞には、直接ER/核膜に移行する（これをオートトランスロケーションと呼ぶ）例があり、

有意な抗がん剤抵抗性を示す。本研究では、proAREGのER/核膜オートトランスロケーションと抗

がん剤抵抗性獲得をin vivo解析により、実証した。また、その分子機構の一端として、C-末端

ペプチドの切断を提唱し、責任プロテアーゼの探索を行った。本研究は、抗がん剤感受性診断法

開発に向けて、有用性とその意義を示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
HB-EGF and AREG are synthesized as a membrane-anchored growth factor and 
expressed at the plasma membrane as pro-forms in normal cells.  In some malignant 
tumor cells in culture, however, proHB-EGF and proAREG trans-locate at the 
ER/nuclear membrane, which endows resistance for anti-cancer drugs. In this study, 
we established mouse models bearing tumor expressing proAREG auto-translocation 
mutant, and showed that the tumor acquired resistance for chemotherapy in vivo. We 
also tried to identify C-terminal processing proteases of proHB-EGF and proAREG.  
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１．研究開始当初の背景 
 上皮増殖因子(epidermal growth factor; 
EGF)ファミリー分子（これまでに１３分子が
同定済み）は、細胞膜貫通型蛋白質前駆体
(pro 型)として細胞膜表面に発現した後、膜

表面で shedding を受け、遊離型増殖因子と
なると考えられている。しかし、最近の私ど
もの研究から、一部が shedding を受けずに
細胞内に取り込まれた後、ER/核膜に局在変
化し、核膜内膜にまで到達することを、EGF
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フ ァ ミ リ ー分 子の pro-heparin-binding 
EGF-like growth factor (proHB-EGF)ならび
に pro-amphiregulin（proAREG）を用いて明
らかにしてきた。この核膜内膜局在化は、転
写抑制因子や核マトリックス蛋白質と相互
作用を引き起こし、遺伝子発現を大きく制御
することを突き止めてきた。その過程で、
proHB-EGFならびに proAREGの C-末端アミノ
酸の切断反応により、C-端領域に内在する
K-(x)-K-x-x 配列が、末端側に露出すること
が ER/核膜への局在変化に必須であることを
突き止め、この切断プロテアーゼが ER/核膜
への局在化に極めて重要な鍵となることを
示唆した。 
 一方、培養がん細胞株で proAREGの免疫染
色を行ったところ、shedding 誘導無しに ER/
核膜へ局在化する（これをオートトランスロ
ケーションと呼ぶ）がん細胞株を見出し、こ
の細胞株が抗がん剤抵抗性を持つ事を示し
た。 
 
２．研究の目的 
 proHB-EGF と proAREG は，正常細胞では適
切な制御下において、その細胞内局在を細胞
膜から ER/核膜へと逆行的に変えるが，悪性
度の高いがん細胞では、直接、ER/核膜にオ
ートトランスロケーションする例があり、こ
うした例においては、有意な抗がん剤抵抗性
を示す。以上の私どもの研究成果に基づき、
本研究では、proAREG の ER/核膜オートトラ
ンスロケーションと抗がん剤耐性との関連
を in vivoで検証する。さらに、これらの ER/
核膜オートトランスロケーションの制御分
子と考えられる C−末端切断プロテアーゼの
探索・同定を目的とし、抗がん剤抵抗性診断
への応用を目指す。 
 
３．研究の方法 

 proAREGの C-末端欠損変異体の作成と ER/

核膜オートトランスロケーション細胞株の

樹立： proAREGの ER/核膜オートトランスロ

ケーションには C-端領域に内在する

K-(x)-K-x-x 配列が末端側に露出する事が

必要である。そこで、proAREG の C-末端 11

残基を欠損させた変異体の発現をテトラサ

イ ク リ ン 添 加 で 抑 制 す る Tet-OFF 

/proAREG ∆C11を作成した。コントロールと

して、野生型 proAREG を発現する Tet-OFF 

/proAREG を作製し、各々の実験に用いた。 

 一方、AREG 遺伝子の内在性発現が最も少

ない胃がん細胞株を選択するために MKN45

をはじめとする７種のヒト胃癌細胞株での

両者の遺伝子発現量を定量 PCR により解析

し、MKN45と MKN28細胞株を選んだ。さらに、

MKN45 と MKN28 細 胞 株 に 、

Tet-OFF/proAREG ∆C11 遺伝子を導入し、安

定発現する細胞株を樹立した（図１）。 

 

図１：proAREG ∆C11 の Tet-ON/OFF による蛋
白質産生誘導。パネル左は proAREGの細胞外
ドメインに対する抗体で検出、パネル右は
proAREGの細胞内ドメインに挿入した V5-tag
に対する抗体で検出した。TPAは shedding誘
導剤として用いた。（図中の AR は AREGを示
す） 
 
 Tet-OFF/proAREG ∆C11 遺伝子発現 MKN45
と MKN28細胞株のマウス移植モデルによる腫
瘍増殖と抗がん剤耐性特性の解析：４週令の
ヌードマウスの脇腹に 3.0x106 個の細胞を移
植した。遺伝子発現抑制群では、テトラサイ
クリンアナログであるドキシサイクリンを
lmg/ml濃度で含む水で給水し、遺伝子発現抑
制群では、ドキシサイクリンを含まない水で
給水した。また、細胞移植 28 日後にマウス
を剖検した。抗がん剤はシスプラチン(CDDP)、
パクリタキセル(PTX)、5—フルオロウラシル
(5-FU)を、それぞれ 12 mg/kg, 2 mg/kg, 60 
mg/kg で、図中に記載した計画で尾静脈投与
した。proAREG ∆C11 の発現は、V5-tag 抗体
による免疫染色により評価した。 
 
 ヒト生検試料を用いた、proAREG 免疫染色
による発現解析：ヒト胃がん生検試料 41 例
を用いて、proAREG 蛋白質の発現を組織免疫
染色法により解析した。 
 
４. 研究の成果 
 Tet-OFF/proAREG∆C11遺伝子発現 MKN45の
マウス移植モデルによる腫瘍増殖と抗がん
剤耐性特性の解析：マウス個体に移植したが
ん細胞でのテトラサイクリン(-/+)による
proAREG ∆C11 の産生誘導を V5-tag 抗体によ
る組織免疫染色により確認した（図２A）。
また、proAREG ∆C11の細胞内局在は、核膜周
辺の膜画分であったのに対し（図２A-a）、
野生型 proAREG は細胞膜への局在を示した
（図２A-e）。 
 
図２A：MKN45 細胞に発現した proAREG∆C11
の組織免疫染色像。 



 

 

（a）,(b)はドキ
シ サ イ ク リ ン
(-)で発現誘導
を か け た 。
（c）,(d)はドキ
シ サ イ ク リ ン
(+)で発現抑制
をかけた。(e)は
野生型 proAREG
の染色像を示す。
（図中の AR は
AREGを示す） 
 
 

 
図 ２ B-D ： ヌ ー ド マ ウ ス に 移 植 し た
proAREG∆C11/MKN45 のドキシサイクリン
(-/+)および抗がん剤投与(-/+)での腫瘍増
殖能。(B): シスプラチン(CDDP)、(C):パク
リタキセル(PTX)、(D): 5—フルオロウラシル
(5-FU) ＊p<0.05 
 
 これらのマウスに CDDP、PTX、5-FUを投与
し、腫瘍サイズを測定した結果を図２B-D に
示した。 
 上記の図２B-D に示す様に、腫瘍はドキシサ
イクリン(-)による proAREG ∆C11 蛋白質産生
誘導により、３種のそれぞれの抗がん剤投与
に対して、統計的有意差を持って抵抗性を示
した。 
 Tet-OFF/proAREG ∆C11 遺伝子発現 MKN28 細
胞株を用いた実験でもほぼ同等の結果を得
た。 
 
 ヒト生検試料を用いた、proAREG 免疫染色
による発現解析：ヒト胃がん生検試料 41 例
を用いて、proAREG 蛋白質の発現を組織免疫
染色法により解析した。 
 図３Aに示す様に、ヒト胃がん生検試料 46
例中、AREG 陽性であったものは 16 例、陰性
であったものは 30 例であった。 
 また、図３B に示す様に、患者の生存期間
中央値は AREG 陽性群では 311 日であったの

に対し、陰性群間では 387日と、統計的有意
差(p=0.046)が示された。 
 

図３A：ヒト胃がん生検試料での proAREG 組
織免疫染色。proAREG の細胞外ドメインを認
識する抗体を用いて染色した。（図中の AR
は AREGを示す） 
 

 
図３B：胃がん患者の生存率。生存期間中央
値は AREG 陽性群では 311 日、陰性群間では
387日。p=0.046（図中の AR は AREG を示す） 
 

 proHB-EGF と proAREG の C-末端切断プロ

テアーゼの探索：当大学無細胞生命科学工学

センター構築した、コムギ胚芽インビトロ膜

蛋白質再構成システムを用いて、ヒトゲノム

情報より抽出した約１００種の膜型プロテ

アーゼのリコンビナント蛋白質を合成し、

proHB-EGFとproAREGのそれぞれの C-末端切

断活性測定に供した。 

  HB-EGFおよび AREGのC-末端ドメイン切

断活性測定は、切断部位の特定が極めて重要

である事から、質量分析系を用いて測定する

マルチプルリアクションモニタリングシステ

ムを構築し、このシステムを用いて活性測定

を開始した。 

 

 以上の知見は、proAREGが胃がんの抗がん剤

感受マーカーとして有用である事を強く示唆



 

 

するものである。 
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