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研究成果の概要（和文）：細胞膜結合型増殖因子の代表例として proHB-EGF を用いて、細胞膜表

面での切断(shedding)後に産生される C-末端フラグメント(CTF)の機能を解析した。その結果、

（１）CTF はエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれ、小胞輸送の逆経路を経て核膜

内膜に局在する、（２）複数の転写抑制因子と相互作用し、細胞増殖に必須の遺伝子発現を制御

する、（３）いくつかの癌腫で CTF シグナルが恒常的に入っていることを明らかとした。 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the function of C-terminal fragment (CTF) signals 
which are evoked by the shedding of a representative membrane-anchored growth factor 
proHB-EGF. We found that (1) the CTF of proHB-EGF was internalized into cytosol by 
endocytosis and localized at the innernuclear membrane by retrograde vesicle transport, 
(2) the CTF regulated several gene expression essential for cell growth promotion by 
interacting with and regulating gene repressors, and (3) the CTF signal was constitutively 
active in some tumor cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 
 様々な細胞外刺激に応答して、細胞は膜結

合 型 増 殖 因 子 Pro-heparin-binding 

EGF-like Growth Factor (proHB-EGF) を

shedding する。我々は shedding によって産

生される細胞外ドメイン（増殖因子領域）と

は別に、細胞膜に切れ残るカルボキシ末端ペ

プチド(HB-EGF-CTFTF)がこれまでに全く報
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告のない独自の新規シグナル伝達経路を稼

動させることを見い出し (J. Cell Biol. 

163, 489, 2003)、この新規シグナル伝達

経路は増殖ブレーキを解除する役割を持つ

ことを明らかにした。これまでの細胞増殖研

究は増殖因子-受容体シグナルによる増殖ア

クセルの機能解析が中心に行われてきた。し

かし、細胞の増殖は増殖アクセルと並行して、

増殖ブレーキ解除の機構が作動することに

より、スムーズな細胞周期の進行がもたらさ

れると考えられる。しかし、このブレーキ解

除の分子機構は全くと言っていい程不明で

あった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では膜型増殖因子 proHB-EGF が

shedding を受け、産生される HB-EGF-CTFTF

の持つ増殖ブレーキ解除機能の巧妙な分子

機構を明らかにする。この研究から細胞増殖

分子機構の新たな概念を創出し、まず、

proHB-EGFのshedding破綻によってもたらさ

れるがん細胞増殖の分子基盤の解明と新た

な治療戦略の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）HB-EGF-CTF 核膜移行の分子機構

解析と HB-EGF-CTF シグナルの独立操

作系の開発 

 これまでの研究によりHB-EGF-CTF はトラ

ンスメンブレン領域を含んでおり、核への

移行は小胞体輸送の逆経路をとることが示

唆されている。HB-EGF-CTF はプロセシング

後にエンドサイト－シスにより小胞体とし

て細胞内に取り込まれることから、CTF 領域

内に輸送を制御するアミノ酸配列があると

予測される。そこで、CTF 領域内に変異を導

入することで、HB-EGF-CTF の細胞内輸送に

関わるアミノ酸配列を同定する。さらにこ

れを利用して、shedding 誘導を必要としな

いHB-EGF-CTF シグナルの独立操作系を確立

する。 

 

（２）標的リプレッサーのプロファイリ

ング 

 HB-EGF-CTF シグナルによって誘導される

特異的な遺伝子発現プロファイルを明らか

にするために、HB-EGF-CTF が標的とする転

写リプレッサーの一つPLZF の結合領域を詳

細に決める。この結合領域の構造を基に

HB-EGF-CTF が標的とする転写リプレッサー

の候補をバイオインフォマテイクス解析に

よりリストアップする。リストアップされ

た遺伝子を CFP 融合様プラスミドにクロー

ニングし、HT1080 細胞に発現させ、

HB-EGF-CTF による核外汲み出しが誘導され

るかどうか判定する。これをリストアップ

された全ての遺伝子について行い、

HB-EGF-CTF が標的とする転写リプレッサー

のプロファイリングを行う。 

 

（３）HB-EGF-CTF によって制御される

遺伝子の機能解析 

 上記項目２で同定した HB-EGF-CTF 標的転

写リプレッサーが発現抑制する遺伝子群を

標的転写リプレッサーの過剰発現細胞と

RNAi による標的転写リプレッサーノックダ

ウン細胞との比較による DNA チップマイク

ロアレイ解析により同定する。同定した遺伝

子群の中から細胞増殖、運動制御に関与する

因子をリストアップし、それらの因子が

HB-EGF-CTF によりどのように機能制御を受

けるか、蛋白質の発現レベル等の側面から機

能解析を行う。 

 

（４）HB-EGF-CTF シグナルおよび EGF

ファミリーの CTF シグナルとがん疾患

との関連解明  

 まず、各種がん細胞株、がん組織での
HB-EGF-CTF、AREG-CTF の局在を免疫組織染色
により検討する。さらに、抗がん剤抵抗性と
の関連を解析する。 
 
４．研究成果 

（１）HB-EGF-CTF 核膜移行の分子機構

解析と HB-EGF-CTF シグナルの独立操

作系の開発 

① HB-EGF-CTF 核膜移行の分子機構解

析  
 HB-EGF-CTF による遺伝子発現制御の分
子機構を明らかにするため、その細胞内局在

変化の分子機構の解析を行ってきた。

proHB-EGF の細胞質内ドメインに対するモ
ノクローナル抗体を作成し、TPA による

shedding刺激前後の局在変化を解析した。そ
の結果、proHB-EGF は定常状態では細胞膜
およびリサイクリングエンドソームに局在

し、shedding 刺激により、細胞膜への局在
が消失し、核膜への局在が新たに観察された

（図１、２）。膜貫通領域の２アミノ酸直下

に V5タグを挿入した proHB-EGF-V5を V5
タグに対する抗体で観察したところ、同様の



局在が観察された。一方、proHB-EGF の細
胞外ドメインを認識する抗体では、この局在

変化は観察されなかったことから、細胞膜に

発現した proHB-EGF は sheddingされ、細
胞外ドメインである soluble HB-EGFを放出
した後、HB-EGF-CTF が細胞膜から核膜へ
移行すると予想される。 高等真核細胞では

細胞膜を介して細胞間の情報交換を行い個

体の恒常性を維持していると考えられてい

る。細胞外より受け取った情報は多くの場合、

遺伝情報発現の場である核へと伝えられる。 

しかし現在までに、膜タンパク質そのものが、

細胞膜から核膜まで輸送され情報伝達する

という報告は全くなく、この発見は細胞生物

学的に極めて重要であると考えられる。そこ

でさらに HB-EGF-CTFの局在変化の分子機
構の詳細な解析を試みた。 
 増殖因子領域を遊離した後に細胞膜に残

る HB-EGF-CTF は 、 膜 貫 通 領 域

(HB-EGF-TM) と 24 個のアミノ酸から成る
細胞質領域  (HB-EGF-CTF) を持つペプチ
ドである。HB-EGF-CTF を核膜タンパク質
の一つである Lap2b の膜貫通領域に融合し
たところ、融合膜タンパク質を核膜へ局在化

させる活性を示した。さらに 24 アミノ酸の
うち核膜への局在化には N-末端側 14アミノ
酸領域が必要であり、残りの C̶末端側 10ア
ミノ酸領域はリサイクリングエンドソーム

への局在化活性を示した (図３)。 最近、酵
母の核膜内膜局在タンパク質に関して、核タ

ンパク質輸送因子の関与が報告されたが

HB-EGF-CTF は核タンパク質輸送因子

imporin a/b には結合せず、また核移行シグ
ナル(NLS)活性も示さなかった。 これまで
に知られている核膜内膜局在タンパク質は、

ER 膜・核膜外膜から核膜孔を介して核膜内
膜へ至ると考えられている。HB-EGF-CTF
の 場 合 、 細 胞 質 / 核 質 に 面 す る 領 域 
(HB-EGF-CTF) が 24 アミノ酸と小さく、
核膜孔の通過は可能であり、ER局在により、
核膜に至ることが可能であると考え、ER 局
在化メカニズムを探った。  
  HB-EGF-CTF のアミノ酸配列を種間で比
較すると、C-末端近傍に K(X)KXX 型の ER 
retrieval signal様の配列が存在した。 そこ
で、C-末端 5アミノ酸を欠失させ、K(X)KXX
シグナルを C-末端に露出させた。するとその
変異体は細胞膜には発現せず、合成後 ERに
残留した。 また、K(X)KXX シグナル内の
リジンをアラニンに置換した変異体は

shedding 刺 激 後 も 核 膜 局 在 せ ず 、

HB-EGF-CTFの C-末端近傍 K(X)KXX 配列
が HB-EGF-CTFの ER 局在に関与すること

が示唆される。 HB-EGFは shedding刺激
が無い状態では ER に留まることなく細胞膜
に局在するため、何らかのメカニズムでこの

ER 局在配列の活性化が制御されていると考
えられる。 HB-EGF-CTFの C-末端より２
つめのセリン残基が shedding 刺激後リン酸
化を受けることが報告されているため、その

このセリン残基の変異体を作成したところ、

shedding 刺激後も核膜への局在変化が観察
されなかった。このことから、このセリンを

含む HB-EGF 細胞質内領域の修飾、脱修飾
により HB-EGF-CTFの局在が制御されてい
ると考えられる。 
 以上の結果より、次のようなモデルを想定
している。(a) 刺激により細胞外の増殖因子
領域が切断され、細胞質内領域が何らかの修
飾･脱修飾をうけ、HB-EGF-CTFはエンドサ
イト－シスによって細胞内へ取り込まれる。 
(b) そしてゴルジ体、リサイクリングエンド
ソーム等の細胞小器官を経由し、選別をうけ 
(c) ER を経由して (d) 核膜内膜に集積す
る。   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１.HB-EGF-CTF の免疫染色。Digitonin 処

理により細胞膜を抗体が通過できるように

処理を施した細胞と(上２段)Digitonin と

Triton 処理により細胞膜と核膜を抗体が通

過できるように処理を施した細胞(上２段)

を、shedding 誘導前(TPA-)後(TPA+)で

proHB-EGF 細胞内ドメイン(HB-EGF-cyto)を

認識する抗体で免疫染色した。核膜内膜蛋白

質として LaminB を陽性コントロールとして

染色した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



図２.HB-EGF-CTF の免疫電子顕微鏡像。（上）

shedding 誘導前(TPA-),（下）shedding 誘導

後(TPA＋)。PM：細胞膜、ONM:核膜外膜、INM:

核膜内膜細。shedding 誘導前ではHB-EGF-CTF

は主に細胞膜に局在し、shedding 誘導後では 

ER 膜や核膜内外膜に局在する。 

図３. GFP/HB-EGF-CTF/Lap2β-融合蛋白質 

変異体の構造と HT1080 細胞での細胞内局在。 

 
②HB-EGF-CTF 独立操作系の開発 
 上述の解析結果から、核膜に局在すること
を見出した C-末端 5 アミノ酸を欠失させた
HB-EGF-CTF 変異体  (HB-EGF-CTFΔ5C) 
を発現させたが、Bcl6による転写抑制の解除
は観察されなかった。HB-EGF-CTFΔ5C を
更に機能的に局在させる技術開発により
HB-EGF-CTF 独立操作系の開発が可能にな
ると考えている。 
 
（2）標的リプレッサーのプロファイリン
グ 
 HB-EGF-CTF シグナルの標的リプレッサ
ーとして PLZFを同定してきたが、その他の
リプレッサーが HB-EGF-CTFシグナルの標
的になりうるのかどうかを検討するために、
PLZF の属する BTB/POZ-ZnF ファミリ－で
一次構造上最も類似している Bcl-6について
検討を加えた。その結果、まず免疫沈降法な
らびに GST-pull down により Bcl-6 が
HB-EGF-CTF と結合することが確認できた。 
さらに、PLZF ならびに Bcl6 の HB-EGF-CTF
結合領域の解析からコンセンサス配列を予
測し、これを基に各種遺伝子データーベース
から隠れマルコフモデルを用いて検索を実
施し、ヒトとマウス転写抑制因子をコードす
る遺伝子を絞り込んだ。さらに候補遺伝子を
CFP 融合様プラスミドにクローニングし、
HT1080 細胞に発現させ、HB-EGF-CTF による
核外移行を指標として判定した。その結果、
５つの標的リプレッサー を同定した。この
うち４種は、N-末端側に KRAB ドメインを持

ち、C-末端側に C2H2Zn フィンガードメイン
を持つKRAB-ZN フィンガーファミリーに属す
る転写リプレッサーであり（これまでに報告
の無い因子であることから、KRAB-1, KRAB-2, 
KRAB-3, KRAB-4 とそれぞれ命名）、もう一つ
は PLZF や Bcl-6 のファミリーに属する因子
ZF50 であることが明らかとなった。同定した
５種それぞれのリコンビナント蛋白質を作
成し、HB-EGF-CTF との結合を in vitro 実験
において確認した。さらに、細胞内局在を検
討した結果、５種共に核内局在を示した。 
 

（３）HB-EGF-CTF によって制御される

遺伝子の機能解析 

 癌遺伝子であるc-myc 遺伝子の転写抑制が

PLZF によって担われていること、HB-EGF-CTF

が PLZF の機能を抑制できることを踏まえ，

HB-EGF-CTFによるc-myc遺伝子転写制御を解

析した。その結果、HB-EGF-CTF シグナルが増

殖因子 bFGF や EGF による c-myc 遺伝子発現

に必須のステップとなっている事を明らか

にした（図４）。従来、増殖因子刺激による

c-myc 遺伝子発現は受容体からのシグナル伝

達で必要十分と考えられていたが、c-myc 制

御に基づくがん細胞増殖制御とがん治療の

新たな道を探る上で、本研究により PLZF が

担う転写抑制が HB-EGF-CTFTF によって解除

されることを明らかにした意義は大きい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４.c-myc 遺伝子発現解析。 

上： RNA プロテクションアッセイによる 
HB+/+ と HB-/- マウス胎児由来線維芽細胞
（MEF）での c-myc mRNA 発現解析。細胞は無
血清で１０時間培養後に 10 ng/ml EGF、1 
ng/ml bFGF または 10 ng/ml PDGF で 1 時間
刺激した。 GAPDH mRNA の発現を陽性コント
ロールトした。  下：定量 PCR 法により HB+/+ 
と HB-/- MEF での c-myc mRNA 発現量の解析。
細胞は無血清で１０時間培養後に 10 ng/ml 



EGF、1 ng/ml bFGF または 10 ng/ml PDGF で 
1 時間刺激した。GAPDH mRNA の発現を陽性
コントロールトした。   
 

 さらに、Bcl-6 が細胞周期制御因子の一つ
cyclin D2 の遺伝子発現抑制をしていること
が報告されていることから、 cyclin D2 
promoter-Luciferase をレポーター遺伝子と
して用いて Bcl-6による cyclin D2遺伝子の
発現抑制を HB-EGF-CTFTF が解除するか
どうかを検討した。Bcl-6 結合部位に変異を
入 れ た ミ ュ ー タ ン ト cyclin D2 
promoter-Luciferase をコントロールとして
ヒト繊維芽肉腫細胞株 HT1080 細胞で
Luciferase アッセイを行った。まず内在性
Bcl-6 の転写抑制活性が Bcl-6特異的 siRNA
による遺伝子ノックダウンにより有意に阻
害されることを確認した。このアッセイシス
テムに野生型 proHB-EGF、shedding抵抗性
ミュータント proHB-EGF、細胞内ドメイン
欠損ミュータントproHB-EGFDcの各遺伝子
を導入し，TPA処理により sheddingを誘導
した。その結果、野生型を導入した細胞での
み Bcl-6による転写抑制が解除された（図５）。
以上の結果から HB-EGF-CTFが Bcl-6 によ
る転写抑制を解除することができると結論
づけた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. HB-EGF-CTF による Bcl6 依存性転写

抑制の解除. 

(A), HT1080 細胞に HB-EGF 遺伝子を導入し
ていないもの (-), 野生型 HB-EGF (wt), 
shedding 抵抗性変異体 HB-EGF (uc), または
細胞内ドメイン欠失変異体 HB-EGF (DC)一過
性 に 発 現し cyclin D2 プ ロモ ー ター
luciferase レポーター遺伝子の発現を TPA 
処理後 0, 2, 4, 6 時間で測定した。*, P < 
0.01 and **, P < 0.05 (B), HT1080, 

HT1080/AP-HB-EGF, or HT1080/AP-HB-EGF/Δ
MP-ADAM12 細胞に cyclin D2 プロモーター
luciferase レポーター遺伝子を発現し、TPA 
処理後 0, 2, 4, 6 時間で luciferase 活性を
測定した。P < 0.05  

  

（４）EGF ファミリーの CTF シグナルと

がん疾患との関連解明  

 まず、各種がん細胞株での内在性

HB-EGF-CTF、AREG-CTF の局在を免疫組織染色

により検討した。その結果、多くのがん細胞

では定常状態では、細胞膜での局在を観察し

たが、口腔扁平上皮がん細胞株や、胃がん細

胞株の中には定常状態において、核膜に局在

するものが認められた。また、定常状態で細

胞膜に局在する細胞株では、TPA 処理による

shedding 誘導後では、その局在を細胞膜から

核膜に変化させたのに対し、定常状態で核膜

に局在する細胞株では shedding 誘導前後で

の変化は認められなかった。 

 ヒト胃がん組織を用いて、HB-EGF-CTF、

AREG-CTF の局在を免疫組織染色により検討

した。その結果、AREG-CTF の細胞内局在が各

に限局する症例が多く確認されたことから、

化学療法治療前後での AREG-CTF の細胞内局

在を免疫組織染色で解析した。その結果、

AREG-CTF の細胞内局在と抗がん剤抵抗性と

の間に有為な相関性が確認された。さらに解

析症例数を増やし、AREG-CTF の細胞内局在と 

抗がん剤抵抗性を明確にするとともに、抗が

ん剤耐性予測の診断マーカーとしての有用

性を今後検討し、診断応用開発を進める。 
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