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緒言

細胞の増殖や分化は種々の成長因子によって調

節されている.特に自律性増殖を特徴とする癌細

胞の増殖機構に関して S p 0 r n と Todaro ' ) はオート

クライン仮説を提唱した.これは癌細胞がある種

の成長因子を産生するとともにその受容体を保有

しており，自己の分泌した因子によって自律性増

殖を営むという説である この説は現在，多くの

研究者から広く支持されている 2 - 5 ) ヒト腺癌細

胞株( H S G )は顎下腺から Shirasuna B ) らによって分

離・確立された細胞株で，唾液腺腫霧の増殖や分

化調節機構を理解するための実験モデルとして数

多くの研究がなされている.その結果，唾液腺介

在部導管上皮細胞に類似した形態を示す H S G が分

化誘導斉IJ 添加や反復クロ一二ングなどによって唾

液腺を構成する各種細胞に分化することが明らか

にされている 7 - , 3 )しかし H S G の増殖機構に関す

る研究は少なく 14 -1 8\ 特にオートクライン機構

に関しては不明な点が多い H S G は通常血清添加

培地で継代培養が行なわれており，成長因子の精



製やオー トクライン機構の解析のためには血清中

の種々の因子の影響が無視できる無血清培地での

実験系が必要である そこで H S G から無血清培養

クローンを分離し そのサブクローンの産生する

成長因子を同定するとともに自律性増殖機構につ

いて解析を行なった

実験材料ならびに実験方法

細胞及び培養方法

ヒト顎下腺由来腺癌細胞株 H S G 6 )およびマウス線

維芽細胞株 Balb/c3T3 clone A31'7) (American 

T y p e C u I t u r e )は 1 0 % C S (C e I I C u I u t u r e L a b 0 r a to-

ries. Ohio. U.S.A.) と 4 m M L -グルタミン(和光純

薬，大阪)を含む o M E (日水製薬，東京)にて 3 7 oc に

調整した 5 %炭酸ガス培養器中で培養された.継

代培養のために細胞を最終濃度 O. 0 8 %トリプシン

(阪大微生物病研究会，大阪)と 1.4% EDTA (同仁化

学研究所，東京)を含む PBS (PH7. 2) で採取し，次

に 2 0 0 x 9 で 5 分間遠沈し.得られた細胞沈 i査を P BS 

で 2 回洗浄した H S G は増殖培養液に 1 0 6 個/ m I 浮



遊させ， 6 0 m m 径プラスチック皿( C 0 r n i n 9 G I a s s 

Works , Corning , NY , U.S.A.) に 5 m I 入れ増殖さ

せた.培地交換は 3 日毎に行い 6 日目に継代培養

を行った . 一方， Balb/c3T3 は 3 x 1 0 6 個/ m I に培

養液で浮遊させ， 9 0 m m 径プラスチック皿( C 0 n i n g) 

に 15m I 入れ培養し ， 細胞を密に増殖させないよう

に 3 日毎に継代培養した

2 .無血清培養クローンの分離

継代 250 代目の H S G から以下の過程で無血清培地

可増殖クローンを分離した H S G 細胞は 1 0 % C S を

含む D M E で培養するとプラスチック皿上によく接

着し旺盛な細胞増殖を示す. しかし培地中に C S を

添加しないと数日後には 9 5 %の細胞がシャーレ面

より剥がれ培養液中に浮遊し継代培養が不可能で

あった そこで約 4 ヶ月かけて培地中の血清濃度

を 10% から O. 1 %に暫減し， O. 1 % B S A ( F r a c t i 0 n V , 

Sigma , ST.Louis , U.S.A.) を添加した D M E で 4 週

間培養した後，無血清 S F M -1 0 1 培地(白水製薬，東

京)に馴化した.無血清 S F M -1 0 1 培地下で 5 代継代

培養を行なった後，単一細胞プレート法によりク
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ロ一二ングを行; なった すなわち E 0 T A -トリプシ

ン溶液にて採取した細胞を増殖培養液中で単一細

胞浮遊液としたものを 9 6 ウェルマルチプレート

(Corning) に各ウェル 1 細胞になるように分注し

Tこ その後， 直ちに各ウェルを倒立顕微鏡にて観

察し 確実に 1 細胞が浮遊しているウェルをマー

クし 7こ このようにして増殖した細胞のうち確実

に単一細胞から増殖したクローンを 1 0 個分離し，

この中より HSG-S6 ， HSG-S8 , H S G -S 1 0 の 3 株を選

ぴ実験に用いた.

3 H S G -S 1 0 の培養上清( C M )からの増殖因子の部

分精製

1 ) C M の調整

以下の方法で C M を採取した S F M -1 0 1 培地に 2

x 1 0 6 個/ m 1 の H S G -S 1 0 を浮遊させ， 9 0 m m 径のプラ

スチック皿に 15m 1 で分注し，翌日培養液を交換し

た.培養 2 日から 6 日目の培養上清を採取後， 2 00 

x 9 で遠沈し細胞を除去したものを C M とした C M 

の濃縮のために硫安塩析を行なった 1 0 1 の C M に

最終濃度が 8 0 %となる様に (561g/l) 硫酸アンモニ



ウム(和光純薬)を添加し， 4 oc 下で静置した 24

時間後，塩析した画分を遠沈と濃過により採取し

た.これを最小量の蒸留水に溶解したものを 4 oc 

下で 100 倍量の蒸留水で透析した後，凍結乾燥し

た.透析膜は Spectropore 6 (分子量 c u t 0 f f 

3 5 0 0; S p e c t r u m M e d i c a I I n d u s t r i e s. H 0 u s t 0 n. 

U. S. A) を用いた .

2 )イオン交換クロマトグラフィー

1 )によって得られた試料を最小量の蒸留水に

溶解後. 4 oc 下で 1 0 I の 5 0 m M 卜リス緩衝液( P H 8. 0) 

に対し 4 8 時間透析し，同緩衝液にて平衡化した

o E A E -S e p h a c e I カラム (3.0 x 25cm; Pharmac i a , 

Uppsala , Sweden) に展開した.非吸着画分を溶出

後，吸着画分を o M から 1 M の N a C I 直線濃度勾配

下で溶出し， 1 チューブあたり 7. 5 m I の溶液をフ

ラクションコレクタ- (Gi Ison. France) を用いて

回収した.各フラクションのサンフルを O. 15M 

N a C I を含む PBS (PH7. 5) で透析後検体とし， B a I b /c 

3 T 3 に対する o N A 合成促進活性を測定した

3 )ゲルクロマトグラフィー



2 )にて活性を有する画分を凍結乾燥後， P B S に

溶解した.その試料を P B S で平衡化した S e p h a c r yl 

S -1 0 0 H R カラム (1. 5x 95cm; Pharmacia) に展開し

た.溶出は 10m I / h で行い，チューブあたり 1 . 5 m I 

の溶液を回収し，各フラクションの活性を測定し

た.分子量マーカーとしてブルーデキストラン

(2000kD) , BSA(67kD) ，卵白アルブミン (47kD) ，

炭酸脱水酵素( 2 9 k D ) ，チトクローム C (12.4kD) , 

アプロチニン( 6. 0 k D ;以上 Signna) を用いた.

4 )ヘパリン親和性クロマトグラフィー

3 )の活性画分を回収し，蒸留水で透析し，凍結

乾燥後， 0.15 M NaCI および 0.05% CHAPS (和光純

薬)を含む 25m M 卜リス緩衝液 (PH7.5) に溶解した

その試料を同緩衝液で平衡化した H e p a r i n -S e p h a-

r 0 s e C L -6 B カラム (1.0X 3.5cm; Pharmacia) に展

関した.非吸着画分を溶出後，吸着画分を O. 15M 

から 3. 0 M の N a C I 直線濃度勾配下で溶出を行い，チ

ューブあたり 1 m I の溶液を回収し，蒸留水に対し

て透析後， 2 0 0μ| の P B S (こ溶解し活性を測定した.

4 .細胞増殖測定法



細胞増殖を以下の方法で算定した すなわち 5

x 1 0 4 個/ m I の細胞を 16m m 径のマルチウェルプレー

ト (Corning) に 1 m I ずつ分注し，それぞれの培養

液中で培養した.その後，経時的に生細胞数を算

定し，片対数グラフで細胞倍加時間を求め，細胞

増殖が停滞に達した時の細胞数より細胞飽和密度

を算定した.また細胞増殖に与える増殖因子の効

果を算定するために細胞を 16m m 径ウエルに 1 x 1 0
4 

個ずつ播種した 2 4 時間培養後，各濃度の E G F (ア

ース製薬，兵庫)および TGF-Q (湧永製薬，広島)

を含む無血清培養液に交換した . さらに培養開始

3 日後再度それぞれの培地を交換し， 7 日目の生

細胞数を測定した

次に増殖因子の軟寒天中でのコロニー形成能に

与える影響を M a c p h e r S 0 n と Montagn i er' 8) の方法

に準じて行った.すなわち 35m m 径プラスチック血

(Corning) に o . 6 %の寒天( D i f C 0 , M i c h i 9 a n , U. S. A) 

を含む培養液を支持層とし，その上に単離した標

的細胞を 1 x 1 0 4 個/ m I に浮遊させた O. 3 %の寒天を

含む培養液を重層し硬化させた 5 %炭酸ガス培



養器中で 3 7 oc にて 2 週間培養後，位相差顕微鏡で

1 0 個以上からなる細胞集落をコロニーとして，そ

の数を算定した.なお E G F および T G F -Q は最終濃

度が o n 9 / m I から 5 n 9 / m I になるように軟寒天中に

添加した.

5.  D N A 合成能の測定

細胞の D N A 合成能はい川一チミジンの T C A 不溶画

分への取り込み量を指標として測定した.すなわ

ち 1 x 1 0 5 個の細胞を 16m m 径ウエルに播種し， 3 7 oc 

で 4 日間培養後，試験サンプルを含む無血清培養

液 S F M -1 0 1 で 2 3 時間培養を行った後， 1μCi/well 

の[メチル- 3 H] -チミジン (Specific activity 2.0 

Ci/mmol; ICN Biomedicals , CA , U.S.A.) を添加

し， 1 時間のパルスラベルを行なった.またサン

プルの B a I b / c 3 T 3 の D N A 合成促進活性算定のために，

9 6 ウエルマルチプレートに 1 x 1 0 5 個/ m I の B a I b /c 

3 T 3 細胞を含む 1 0 % C S 添加 D M E を 1 0 0μ! づっ入れ，

細胞を密に増殖させた 0.4% CS 添加 D M E で 2 日間

培養後，試験サンプルを添加し 2 2 時間培養後， O. 1 

μC i / w e I I のい H ] -チミジンを添加し 2 時間のパル



抗 I L -1 Q 抗体(大日本製薬，大阪) ，抗 I L -1 ß 抗体

(大塚製薬，徳島) ，抗 I L -6 抗体(本学医学部内科

学第 3 講座 ， 岸本忠三教授より供与)である.培

養上清からの部分精製標品に P B S で 5 0 倍に希釈し

た抗体を添加し 37 0C ， 1 時間反応させた 抗体処

理標品の B a I b / c 3 T 3 の o N A 合成促進活性を測定し，

抗体未処理標品に対する比活性を算定した.

7 .部分精製標品の物理・化学的性状の解析

3 .で得られた部分精製標品に対し，以下の処

理を行い， Ba I b/c3T3 細胞に添加してその o N A 合成

能を測定し，未処理対照に対する比活性を算出し

た. トリプシン処理のために最終濃度が 5 0μ9 / ml 

となるようにトリプシン( S i 9 m a )を添加した標品

を 3 7 oC の恒温槽中で 2 時間インキュベ-卜した.

処理後，大豆トリプシンインヒピタ (Sigma) を

100μ9 / m I となるように添加し反応を停止させた .

対照として予めトリプシンと トリプシンインヒピ

ターとの混合液を室温で 3 0 分間前処理したものを

先の濃度で標品に添加した . 熱処理は 5 6 oC の恒温

水中で 3 0 分間または沸騰水中で 3 分間行った . 酸

1 1 一



アルカリ処理のためにサンプルを 1 M 酢酸また

は O. 2 M 卜リス塩酸緩衝液( P H 9. 0 )で 2 4 時間， 4 oc 

にて透析後，蒸留水で再度透析した.またジチオ

スレイトール( D T T )処理は最終演度が 10m M になる

ように部分精製標品に D T T (和光純薬)を添加し 4

OC , 2 4 時間反応させた後，蒸留水で透析し標的細

胞に添加した

8 . 細胞のヌードマウスへの移植

無血清培養クローン細胞の造腫霧性を検討する

ために 3 ,..., 4 週齢雌ヌードマウス( B a I b / c n u -n u, 

日本エスエルシ，静岡)を用いた E D T A -トリプ

シン溶液により採取した 1 0 7 個の細胞を O. 1 m I の

P B S に浮遊させてヌードマウス背部皮下に接種し

た

9 . 光学顕微鏡による単層培養形態の観察

培養細胞の観察には日本光学社製位相差顕微鏡

ダイアフォト M D を用い，写真撮影を行なった.

1 O. E G F 受容体の検索

5 x 1 0 4 個/ m I の細胞をプラスチック皿上で密に

増殖させた後， E D T A 溶液で細胞を浮遊させ，試験

1 2 



管あたり 2 . 0x 10 6 個になるように分注した.氷冷

下にて 0.25% BSA 添加 P B S で 2 巨|洗浄後， O. 2 5 % 

B S A 添加 S F M -1 0 1 培地に異なる濃度の [' 2 6 1]-EGF 

( S p e c i f i c a c t i v i t Y 115μC i /μg ， I C N )と 1μg/

m I の E G F の存在下(非特異的結合) ，または非存在

下(全結合)で 4 oc でインキュベー卜した.その後，

氷冷下にて 0 . 25% BSA 添加 P B S で 3 回洗浄し，上

清を除き細胞を 400μ| の O. 1N NaOH に溶解し，ガ

ンマカウンター( LKB-Wallac 1282 CompuGamma. 

Wallac. Finland) で放射活性を測定した.なお，

[ ' 26 1]-EGF との結合の経時的変化を検討したとこ

ろ 4 時間で最も特異的結合(全結合一非特異的結

合)が最大となったため，実験の培養時間は 4 時

間とした.

結果

得られた無血清クローン細胞の単層培養形態

無血清培養クローン HSG - S6 ， HSG-S8 , HSG-S10 

の位相差顕微鏡像を図 1 に示した H S G -S 1 0 は親

株 H S G と同様に細胞の疎な部分では比較的長い細
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胞形態を示し，密に増殖すると敷石状の形態を呈

するのに対し， HSG-S6 と H S G -S 8 はやや小型の立方

形形態を示していた

2 .無血清クローン細胞の細胞増殖特性

各クローン細胞の増殖パラメータを表 1 にまと

めた.それぞれの数値は親株 H S G では 1 0 % C S を含

む D M E 培地での，また各クローンでは無血清培地

S F M -1 0 1 での測定結果を示している.細胞倍加時

間は H S G -S 6 で 3 O. 1 時間， HSG-S10 では 3 O. 4 時間で

血清存在下での親株 H S G の 2 9 時間に匹敵するもの

であった.一方 H S G -S 8 では 4 9. 3 時間と上記クロー

ンに比較して遅い増殖速度を示した H S G -S 1 0 の

細胞飽和密度は 7.1 x 10 5 /cm 2 と親株 H S G の 9. 3 x 

1 05/ c m 2 に比較すると低い値を示したが，他のク

ローン H S G -S 6 の 4.6X 10 5 /cm 2 や H S G -S 8 の 2. 6 x 1 0
5 

/ c m 2 に比較すると高い値を示した

血清添加の軟寒天中で 6 9 %と高いコロニー形成

能をもっ親株 H S G は血清無添加では全くコロニー

を形成しなかった.無血清軟寒天培地中で H S G -

S 1 0 は 2 2 %のコロニー形成率を示し， HSG-S6 の

14 -



1 1. 3 % ， また H S G -S 8 の 4. 5 %に比較して高い値を

示した.なお 3 つのクローンの血清添加軟寒天中

のコロニ-形成率は 5 8 %から 6 5 %と同条件下での

親株 H S G とほぼ同じ値を示した.また各無血清ク

ローンは親株 H S G と同様にヌードマウス移植での

造腫篇性を示した .

3. HSG-S10 の C M による B a I b / c 3 T 3 0 N A 合成能の促

進効果

成長因子の分離・同定に際して，無血清培地下

で最も高い増殖能を有する H S G -S 1 0 を選んだ.本

クローンの培養上清中の成長因子について B a I b /c 

3 T 3 を標的細胞として検討した.まず H S G -S 1 0 の培

養 2 - 4 日目の C M を添加すると B a I b / c 3 T 3 の o N A 合

成能は無添加時の 3 . 7 倍に，培養 2 - 6 日目の C M 

を添加で無添加時の 4. 9 倍に促進された.なお C M 

を P H 3 • 0 で一時的に酸処理を行うとその o N A 合成促

進活性は 2. 8 倍と 1 . 9 倍とにまで低下した(図 2 ) . 

そこで，培養 2 - 6 日目の H S G -S 1 0 の上清を 1 0 I 回

収し，さらに 8 0 %飽和硫安による塩析，透析，凍

結乾燥を行ったサンプルより成長因子の部分精製
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を試みた

4 . 成長因子の部分精製

まず上記サンプルをイオン交換クロマトグラフ

ィーに展開すると総タンパクの 1. 3 %が非吸着画

分に流出したが この画分には B a I b / c 3 T 3 の D N A 合

成促進活性は存在しなかった 吸着画分を N a C I 濃

度 o M から 1 M の直線濃度勾配下にてカラムより溶

出させると D N A 合成促進活性を示す画分は O. 25M か

ら O.3M NaCI の範囲に溶出された(図 3 ) .次に，図

3 の横線で示す活性画分を脱塩した後 このサン

プルをゲルクロマ卜グラフィーに展開した . その

結果， 3 5 k D 付近に溶出する画分と 1 0 k D に溶出する

2 つの画分に B a I b / c 3 T 3 の D N A 合成促進活性を認め

た(図 4 ) .次に この 2 つの画分をヘパリン親和

性クロマ トグラフィーに展開した. ゲル鴻過で 35

k D 付近に溶出した画分のうち吸着画分を O. 15M か

ら 3 M N a C I の直線濃度勾配下でカラムより溶出さ

せると D N A 合成促進活性は O. 9 M から 1 1 M N a C I の

範囲に溶出した(図 5 ) . 図 5 の横線で示した画分

を P 1 標品とし 以下の実験に用いた. またゲル鴻
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過で 1 0 k D 付近に溶出された活性はヘパリン親和性

カラムに吸着せず，非吸着画分に活性が現われた

のでこの非吸着画分を濃縮し， P 2 標品として以下

の研究に用いた

5. P 1 と P 2 標品の物理・化学的性状と特異抗体に

よる中和試験

先の P 1 , P 2 標品の物理・化学的性状の解析を行

い，その結果を表 2 に示した. トリプシン処理に

より P 1 標品の D N A 合成促進活性は 9. 0 % ，また P 2 で

は 1 3. 4 %に低下した P 1 標品は 56 0C 30 分間の熱処

理で 42 . 7 %に活性が低下し， 100 oC , 3 分間処理

で失活した また酸処理で 3 5. 6 % ，アルカリ処理

では 48. 3 %と活性は低下した この様に P 1 標品は

酸・ アルカリ処理に不安定な物質であることがわ

かった 一方， P 2 標品は 5 6 oC , 3 0 分間の熱処理で

安定で 1 0 0 oC , 3 分間 の熱処理ではその活性は

5 2 •. 3 %に低下した P 2 標品は酸・ アルカリ処理で

は安定性を示したが 10m M D T T 処理によりその活

性は 2 O. 5 %まで低下した なお P 1 は 10m M D T T 処理

で 7 6. 8 %と比較的安定であった
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次に P 1 標品と P 2 標品がいかなる成長因子である

かを検討するために各種成長因子の中和抗体を用

いて中和試験を行った.その結果， P 1 標品の o N A 

合成促進活性は抗 a F G F 抗体処理により 1 8. 7 %に抑

制を受けたが，他の抗体処理ではその活性は 8 6 • 1 

%から 1 2 2 . 9 %と著明な抑制を受けなかった.一方，

P 2 標品では抗 T G F -Q 抗体処理でその活性は 2 0 • 6 % 

にまで抑制を受けた.抗 E G F 抗体処理で 7 5. 8 % ，他

の抗体処理でも 8 5. 8 %から 1 0 5. 9 %とその活性は顕

著な抑制を受けなかった(表 3 ) 以上より P 1 標

品は a F G F 様因子で P 2 標品は T G F -Q 様因子であるこ

とが示唆された. この P 1 および P 2 標品の中和試験

の結果は先の定性試験の結果と一致するものであ

った 即ち P 1 は B a I b / c 3 T 3 の o N A 合成能を 8 倍以上

増強する等電点、 8 以下の熱・酸 アルカリ処理に

不安定なタンパクで ヘパリン親和性カラムに吸

着し 1 M N a C I で溶出するといった a F G F の特性を有

していた また P 2 は熱・酸・ アルカリ処理に比較

的安定なタンパクで， 10mM OTT 処理で失活する T GF-

G の特性を有していた.

1 8 一



6 .親株 HSG ， HSG-S10 の D N A 合成能に対する P 1 標

Eコ
ロロ , aFGF , bFGF の効果

上記の実験から P 1 標品が a F G F 様因子であること

が示唆された . そこで P 1 標品ならびに a F G F の精製

標品の親株 H S G ならびに H S G -S 1 0 の D N A 合成能に対

する影響を検討した . また a F G F と等電点が異なる

のみで生物活性の類似している b F G F の効果につい

ても合せて検討した.その結果， 3 者の標品はい

ずれも各細胞の D N A 合成能に対して 1 . 0 倍から 1. 13 

倍と著明な促進効果を与えなかった(図 6 ) . なお，

図 6 の a F G F ならびに b F G F は両者とも 1 0 n 9 / m I 添加

時のデータを示しているが この濃度を O.01ng/

m I から 100 n 9 / m I の範囲で変化させても同様に顕著

な D N A 合成促進効果は認められなかった(データ省

略) . 

7 . 親株 H S G と H S G -S 1 0 の細胞増殖能に対する P 2 標

a 
ロロ , TGF-Q , E G F の効果

前述の実験結果から P 2 標品が T G F -Q 様因子であ

ることが示唆された そこで ， 親株 H S G ならびに H

S G -S 1 0 の細胞増殖能に対する P 2 標品ならびに T G ト
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G と E G F 精製標品の効果について検討した D N A 合

成促進効果では親株 H S G ならびに H S G -S 1 0 に対して

P 2 標品の部分精製標品は約 1 • 8 倍の促進効果を示

した . また T G F -Q と E G F はともに両細胞の D N A 合成

を促進させた T G F -α では 1 ng/ml の濃度で未処

理の 1.7"-' 1.8 倍に， E G F では 1 0 n 9 I m I の濃度で未処

理の 1. 5 倍の促進効果を示した(図 7 ) . 

次に 16m m 径ウエルに 1 x 1 0 4 個の細胞を播種後，

O.lng/ml から 1 0 n 9 I m I の濃度の T G F -Q あるいは E G F 

を含む無血清培地に交換し，培養 7 日目の生細胞

数を算定した その結果，親株 H S G の細胞数は 5

n 9 I m I の E G F 添加により無添加時の約 2 倍になり，

閉じ濃度の T G F -Q 添加では無添加時の 4 倍に増加

した(図 8 A ) .一方 .HSG-S10 の細胞数は 5 ng/ml の

E G F 添加により無添加時の 2. 6 倍になり T G F -Q 添加

群では O.lng/ml の濃度から増加し，さらに 1 n 9 1m 

l 添加により無添加時の 6. 1 倍にまで増加した(図

8 8 ) . 

次に， H S G および H S G -S 1 0 の無血清軟寒天中のコ

ロニー形成に与える T G F -Q と E G F の影響を検討し
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た . その結果，親株 H S G は E G F を添加しでもコロニ

ーを形成しなかったが， 5 ng/ml の T G F -Q の添加

によって 8. 3 %の細胞がコロニーを形成するよう

になった(図 9 A). EGF は H S G -S 1 0 に文すしでもコロ

一 形成促進活性を示さなかった.一方， T G F -Q 

添加時では 0.1ng/ml から H S G -S 1 0 のコロニ-形成

率は上昇し， 5 ng/ml 濃度でそのコロニ-形成率

は 3 8 %にまで増加した(図 9 B ) . 

8 .親株 H S G ならびに H S G -S 1 0 の E G F 受容体の解析

E G F と T G F -Q は共に細胞表面の E G F 受容体を介し

て生物活性を示すことがよく知られている.前述

の実験結果より T G F -α 添加により親株 H S G ならび

に H S G -S 1 0 の細胞増殖能ならびに無血清軟寒天中

でのコロニー形成能が増強されたので両細胞の

E G F 受容体の解析を行った(表 4 ) .その結果，親株

H S G は K d 値 O. 4 5 n M の高親和性と 2. 9 n M の低親和性の

2 種類の E G F 受容体をそれぞれ 3. 5x 10 4 / 細胞と

10.0x 10 4 / 細胞有していた.一方，無血清培養ク

ローン H S G -S 1 0 は K d 値 O. 3 6 n M の高親和性受容休を

9.8x 10 4 / 細胞と K d 値上 4 n M の低親和性受容体を
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25.7x 10 4 / 細胞保有しており，その親和性ならび

にその受容体数は親株 H S G に比べて増強していた.

9 . 親株 H S G と H S G -S 1 0 の D N A 合成能に対する抗 T GFｭ

。および抗 E G F 中和抗体の効果

親株 H S G と H S G -S 1 0 の内因性 T G F -Q の存在を検討

するため中和抗体添加による D N A 合成能の変化を

調べた . その結果，両細胞の D N A 合成能は E G F の中

和抗体処理では著明な影響を認めないのに対し，

1 0μ9 / m I の抗 T G F -Q 中和抗体を添加すると H S G お

よび H S G -S 1 0 の D N A 合成は無添加時の 7 0 %から 6 0 % 

にまで抑制された(図 1 0 ) . 

1 0 .抗 T G F -Q 抗体による P 2 標品活性の中和

P 2 標品と 1 0μ9 / m I の濃度の抗 T G F -Q あるいは抗

E G F の中和抗体を同時添加し，親株 HSG ， HSG-S10 

の D N A 合成能を測定した.その結果， P 2 標品の D NA 

促進活性は抗 E G F 抗体によって中和されないのに

対し，抗 T G F -Q 抗体添加によって親株 H S G の D N A 合

成能は 3 2 %に H S G -S 1 0 では 2 7 %にまで低下した(図

1 1 ) .すなわち ， これは P 2 標品が T G F -Q であること

を強く示唆すものである .
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考察

S p 0 r n と Todaro') によって提唱されたオートク

ライン仮説は広く支持され，種々の成長因子によ

る癌細胞の自律性増殖が報告されている 2 - 6 )当

教室でヒト顎下腺から樹立された介在部導管上皮

細胞株( H S G )はヌードマウスへの移植によって梁

状腺癌を形成する腺癌細胞株である白人この H S G 

細胞にもある種の成長因子を介したオートクライ

ン機構が存在していると考えられる.そこで H S G 

細胞の増殖機構を解明するためにまず，無血清培

地可増殖クローンの分離を試みた H S G は通常 1 0 

% CS を含む D M E で培養されているがこの培地中の

血清濃度を急に下げると殆どの細胞が数日内に培

養皿上より浮遊し，継代培養が困難であった

H a y a s h i と Sato'9) はラット下垂体由来のホルモ

ン産生腫霧 G H 3 細胞を培養する際，培養液中の血

清濃度を下げ，血清に代りうる各種のホルモンや

増殖因子を添加した . この作業を繰返し， トラン

スフェリン ， ソメトマジン A と他の 3 種類の因子

を組合せた無血清培地で G H 3 細胞を培養すること
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に成功した.そこで多くの細胞に対して増殖促進

効果を持つことが知られている EGF 20 - 22 ) やイン

シュリン， トランスフェリンを無血清培地に加え

て H S G を培養してみたがこの条件では継代培養が

できなかった.さらに K a n と Kato 23 ) らの方法に準

じ，細胞接着蛋白として知られているフィブロネ

クチンや l 型コラーゲンを付着させたプラスチッ

ク皿上の培養を試みたが，無血清培地可増殖クロ

ーンの分離に成功しなかった そこで数ヶ月かけ

て培地中の血清濃度を 10% から O. 1 %まで徐々に

減少させ，さらに 4 週間 0.1% BSA を含む D M E で恩11

化を行いその後，ハイブリドーマの無血清培養に

用いられている S F M -1 0 1 培地が最も H S G の無血清培

地として適していたのでこの培地に移した.次に

単一細胞プレート法でク口一二ングを行い，長期

培養可能な無血清培養クローン 3 株( H S G -S 6 , H SG-

S8.HSG-Sl0) の分離に成功した.この 3 株はいず

れもヌードマウス移植にて造腫霧性を示し，その

組織像は梁状腺癌を呈していた.さらに各クロー

ンの増殖パラメータを測定すると H S G -S 1 0 は各ク
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ローン中最も高い細胞増殖能を有していた(表 1 ). 

すなわち H S G -S 1 0 は無血清培地での細胞倍加時間

が 3 O. 4 時間で血清存在下の親株 H S G の 2 9 時間に匹

敵するものであり，軟寒天培養液中においても約

2 0 %の細胞がコロニーを形成した.

ヌードマウス由来の線維芽細胞株 B a I b / c 3 T 3 を

密に増殖させた後，培地中の血清濃度を O. 4 %ま

で下げると接触阻止現象を示す， 7 )これに F G F や

血小板由来成長因子 (PDGF) をはじめとする種々の

成長因子を添加するとその細胞増殖能は著明な促

進を受けるため， Balb/c3T3 は成長因子を精製す

る際の標的細胞としてよく用いられている 24 - 2 7)

そこで本研究では H S G -S 1 0 の培養上清中に存在す

る成長因子を同定するために B a I b / c 3 T 3 を標的細

胞として用いた.成長因子の精製の最初のスアッ

プとして酸抽出法が一般的に行われている.これ

は T G F -ß やインシュリン様成長因子( I G F )などの

成長因子が通常不活性型で C M 中に分泌され，酸処

理によって活性型になる 3 ， 28 ， 29) という理由によ

る. しかし， HSG-S10 の C M を P H 3. 0 で一時的な酸処
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理を行うと B a I b / c 3 T 3 の D N A 促進活性は 1 • 9 倍にま

で低下した.一方 .native な条件下で回収した H SGｭ

S 1 0 の C M は D N A 合成能を無添加時の 4. 9 倍にまで促

進させる活性を認めた 故にこの条件下で C M を 10

| 回収し ， 塩析後，イオン交換カラム，ゲル;慮過，

ヘパリン親和性カラムに展開すると 2 種類の成長

因子の存在を認めた

その 1 つ P 1 標品は a F G F 様物質であった F G F は

1 974 年に Gospodarowi cz 30 ) によりウシ脳下垂体よ

り抽出された成長因子であり .Balb/c3T3 や血管内

皮細胞を含む殆どの中怪葉系細胞に対し増殖促進

活性を持つ.通常 1 0 n 9 / m I の濃度で実験に用いられ

酸性条件や 6 0 OC 以上の熱処理で失活する 3 1 • 3 2 ) 

F G F はヘパリン親和性クロマトグラフィーで効率

よく精製できる b F G F は等電点 9 . 6. 分子量 1 6. 0 00 , 

アミノ百愛 1 4 6 個， ヘパリン親和性カラムより 1 . 6 -

1 • 8 M の N a C I 濃度で溶出し， a F G F は等電点、 5 r-.J 7 

分子量 1 6 , 0 0 0 , アミノ酸 1 4 0 個 ， ヘパリン親和性

カラムより O. 9 -1 . 1 M の N a C I 濃度で溶出する単鎖の

ポリペプチ ドである 33 - 37) P 1 は抗 a F G F 抗体処理
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によりその活性は殆ど認められなくなり， B a I b /c 

3 T 3 の D N A 合成能を 8 倍以上増強する等電点 8 以下

の熱・酸・アルカリ処理に不安定なタンパクで，

ヘパリン親和性カラムに吸着し 11 M N a C I で溶出

するといった a F G F の特性を有していた P 1 標品は

a F G F 精製標品と同様に親株 H S G や H S G -S 1 0 の D N A 合

成能に著明な促進効果を与えず，腫霧細胞自身の

増殖に対する a F G F 様因子の関与を示すことができ

なかった . 現在のところ a F G F や b F G F は中任葉系細

胞の増殖や分化に重要な役割を担うと考えられて

いる.特に血管内皮細胞の増殖や遊走の調節に

a F G F や b F G F が強く関与することがよく知られてお

り，腫蕩が産生する F G F 棟因子も腫霧血管誘導因

子としての役割を持つと推察される 3 3 ・ 38 - 40)

また唾液腺腫蕩は多量の細胞外基質を含む特有な

間質の形成を特徴としているが 4 1 - 43 〉 ， これは産

生された F G F が腫霧細胞周囲の間葉細胞の増殖を

促進させた結果かもしれない.

a F G F と b F G F には細胞外に分泌されるためのシグ

ナル配列がなく，合成されたタンパクは主として
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細胞内に留るか ヘパラン硫酸などのプロテオグ

リカンに結合して存在していると考えられている

4 4 - 46)  方 H S G -S 1 0 と同様に， ヒト扇平上皮

癌由来の A 4 3 1 細胞，ヒト胆管細胞癌由来の H u C C -

T 1 細胞， シオノギ癌由来樹立細胞株 S C -3 細胞が培

地中に F G F 様因子を産生分泌しているという報告

がある 4 7 - 50)  これらの腫霧細胞によって分泌さ

れる F G F 様因子がシグナル配列を持っているのか，

また新しい F G F ファミリーの 1 つであるかについ

ては今後の興味ある研究課題となるであろう.ま

た H u C C -T 1 細胞は H S G -S 1 0 と同じく F G F 様因子を産

生し培地中にも放出するが.培地に F G F を添加して

も増殖促進効果を認めないという報告もあり 4 9 ) 

H S G -S 1 0 が培地中に分泌する a F G F 様因子の生物学

的意義の解明については今後研究が必要である

他の 1 つ P 2 標品は T G F -Q であると考えられた

T G F -Q は 1 978 年に D e L a r C 0 と T 0 d a r 0 5 1 )がマウス

R N A 肉腫ウイルス (MuSV) によって形質転換したマ

ウス 3 T 3 細胞の無血清培養上清から正常腎由来の

線維芽細胞株 N R K の軟寒天中での増殖促進因子と

2 8 -
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して精製された.その後の研究から T G F -Q は E G F 

に極めて類似した活性を有するポリペプチドであ

り， E G F と共通の受容体を介してその生物活性が

発現されることが明らかにされている T G F -Q は

酸・熱処理に比較的安定な蛋白で， E G F と同様に

分子内に 3 つの S -S 結合を持ち ， 還元剤で S -S 結合

を切断すると失活する 29 ， 62). P2 標品は上記の T GF-

G の特性を有しており，熱・酸・アルカリ処理に比

較的安定なタンパクで， 10mM D T T 処理で失活した

オートクライン機構の立証のために用いられて

いる基準は 1 )成長因子を培地に添加しなくても自

律性増殖できること ， 2) ある成長因子の産生分泌

とその受容体の発現， 3) その成長因子の培地への

添加により増殖促進効果が認められること， 4 )そ

の成長因子の効果抑制物質(中和抗体など)の培地

への添加による増殖抑制，である 63) HSG-S10 の

自律性増殖における T G F -Q の関与は上記項目の全

ての条件を満たすことで示された.すなわち， T G Fｭ

G の精製標品は P 2 の部分精製標品と同様に親株

H S G や H S G -S 1 0 の D N A 合成能を促進し，無血清軟寒

29-



天中の増殖においても T G F -Q は:， ng/ml 濃度で親

株 H S G のコロニ-形成率を 8.3% ， HSG-S10 で 3 8 % 

にまで促進した 親株ならびに H S G -S 1 0 は E G F 受容

体を強く発現しており， H S G -S 1 0 の受容体は親和

性や数において親株 H S G に比べて増強されていた.

さらに 1 0μ9 / m I の抗 T G F -Q 抗体添加で o N A 合成は

無添加時の 7 0 %から 6 0 %にまで抑制をうけた . 以

上の結果から T G F -α は親株 H S G ならびに HSG-S10

の増殖機構にオー トクライン因子として関与する

ことが示唆された

Sato '4 ) らは H S G をローラボトルで血清を含まな

い o M E で 3 日間培養し，その培養上清から 1 M 酢

酸条件下でのゲル j慮過によって T G F -ß と E G F を分

離したと報告をしている しかし彼らは T G F -ß や

E G F が H S G 細胞に対し どのような増殖効果を示す

かについて明らかにしていない また K u r 0 k a w a 1 5. 

1 目〉らは 1 0 一 目 M デキサメサソン添加による H S G の増

殖抑制と 4 6 k 0 の E G F 様活性物質の産生低下とが相

関することから， H S G の自律性増殖に内因性 E G F が

強く関与していると報告している.本研究で得ら

3 0 



れた P 2 標品が E G F でなく T G F -Q であることはその

活性が抗 E G F 抗体でなく抗 T G F -α 抗体によって中

和されることによって示唆される.著者は 2 抗体

サンドイツチ E L I S A 法を用いて親株 HSG ， HSG-Sl0 

の C M 中の E G F を定量を試みたが， E G F 量は 5 pg/ml 

の検出限度以下であった . また抗 E G F 抗体による

H S G や H S G -S 1 0 の o N A 合成抑制効果は著明ではなく，

内因性 E G F が増殖に関与しているとしてもその程

度は極めて軽度であると思われた . さらに H S G 細

胞およびそのクローン細胞の増殖に E G F よりも T GFｭ

q がより強く関与していることは両因子の単層培

養上あるいは軟寒天中での細胞増殖に対する活性

の強さの差異から明らかである T G F -Q と E G F は

細胞表面の E G F 受容休を介して非常によく似た生

物活性を示し， 上皮細胞や線維芽細胞の増殖や新

生児マウスの成長を促進させ ， これらの作用力価

は同等であるとされている 6 4 , 6 Ei ) しかし標的細

胞によっては E G F に比較して TGF--Q がより強力に

作用する場合がある . また i n V il t r 0 における細胞

の悪性形質転換や腫湯原性の指標であるコロ二

3 1 



形成能に対する作用については T G F -Q が強力な作

用を示す 6 6 )癌化に伴う E G F 受容体の過剰発現が

種々の腫嬢において報告されているが，多くの場

合それらに伴う成長因子の過剰発現は E G F ではな

く T G F -Q である 6 7 - 6 1 )これらの腫壊と同様に唾

液腺上皮細胞においても癌化に伴って T G F -Q と

E G F 受容体が共発現し，自律性増殖能を獲得する

と推察される

.t士圭五
"‘ロ ロロ

ヒト唾液腺癌細胞株( H S G )より無血清培地 S FM-

1 0 1 で培養可能なクローン H S G -S 6 , H S G -S 8 , H SG-

S 1 0 を分離した.無血清培養クローン中 HSG-Sl0

は最も高い細胞増殖能を有していた.

2.  HSG-Sl0 の培養上清中から成長因子の部分精

製を行なった結果， a F G F 様因子と T G F -Q 様因子

の存在を認めた.

3.  HSG-Sl0 からの a F G F 機因子ならびに a F G F の精

製標品は親株 H S G ならびに H S G -S 1 0 の D N A 合成に

対する影響を与えなかったが， HSG-Sl0 からの

3 2 



T G F -Q 様因子と T G F -Q の精製標品は両細胞の細

胞増殖能を強く増強させた.

4 .親株 H S G と H S G -S 1 0 は高親和性と低親和性の

E G F 受容体を保有しており， HSG-S10 の E G F 受容

体は親和性ならびに数において親株 H S G に比べ

て増強していた

5 .親株 H S G と H S G -S 1 0 の D N A 合成能は E G F の中和抗

体処理では抑制されないのに対し， T G F -Q 中和

抗体添加により両細胞の D N A 合成は無添加時の

7 0 %から 6 0 %にまで抑制された .

6.  HSG-S10 からの T G F -Q 様因子の D N A 促進活性は

抗 E G F 抗体によって中和されないのに対し，抗

T G F -Q 抗体添加で中和され，本因子が T G F -Q で

あることが示唆された

以上の所見より親株 H S G ならびに H S G -S 1 0 はオー

トクライン増殖機構を示し，その因子として T G Fｭ

α が関与していることが強く示唆された

稿を終えるにあたり，本研究課題与えられ御指

導を賜わった松矢篤三教授，本研究の実施に際し，
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終始変わらぬ御指導をいただいた口腔外科学第一

講座白砂兼光助教授に心から謝意を表します.ま

た培養上清の部分精製に際し，御指導いただいた

予防歯科学講座常光旭教授に厚く御礼申上げます

と共に ， 研究の円滑な進展のために特別な御配慮

をいただいた口腔外科学第一講座の教室員の方々

に深謝します .
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Biological Characterization of Subclones 工 solated in Serum-free 

Medium from Human Salivary Adenocaracinoma Cell Line (HSG). 

1 : Autocrine Mechanism of Ce11 Growth in HSG-S10 Culture. 

Hideo YOSH工OKA

The First Department of Ora1 Maxillofacial Surgery 

Osaka University Faculty Of Dentistry 

1-8 , Yamadaoka , Suita , Osaka 565 , Japan 

Key words : Salivary g1and tumor , Autocrine mechanism( TGF-α ， 

aFGF 

Several subc10nes were is01ated in serum-free medium SFM-101 

from human sa1ivary adenocarcinoma cell 1ine (HSG). Of these , 

HSG-S10 ce11s grew even in serum-free medium at comparable rate 

to that of parent HSG in medium with serum. Thus , this clone was 

analyzed for autocrine growth factor. Two growth factors , which 

were mitogenic on Ba1b/c 3T3 ce11s , were isolated from serum-free 

medium conditioned with HSG-S10 by a combination of DEAE-Sephaｭ

rose anion exchange chromatography and Sephacryl S-100HR Gel 

chromatography. One of these , P1 had extreme1y high affinity for 

heparin and was e1uted with 1M NaC1 solu七ion. 工ts activity was 

relative1y unstab1e to heating a七 56 0 C and treatment with alka-

1ine and acid , and inactivated by treatment with trypsin or 

antibody to acidic fibrob1ast growth factor (aFGF) , suggesting 

that this is identica1 with aFGF. Another factor , P2 , was acid- , 

a1ka1ine- and heat-stab1e , but inactivated by treatment with 

trypsin , dithiothreito1 or antibody to transforming growth fac-

3 5 



tor-α(TGF-α) ， suggesting it to be TGF-α. On HSG-SI0 and parent 

HSG , the P2 was mitogenic bu七 Pl as we11 as aFGF was no七. The 

expression of epiderma1 growth factor (EGF) receptor was in HSG 

and its c1one , and their number and affinity were more striking 

in HSG-SI0. The addition of TGF-αto cu1ture enhanced both 

anchorage-dependent and -independent growth of HSG-SI0 and HSG 

ce11s. The growth of these ce11s was inhibited by addition of 

antibody to TGF-α. These findings strong1y suggest that TGF-α 

is a possib1e autocrine growth factor in HSG-SI0 : by stimu1ataｭ

neous1y producting or co-expressing both TGF-αand its receptor , 

the ce11s stimu1ate its own growth. 

3 � -
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脚注

大阪大学歯学部口腔外科学第一講座〈主任教授

松矢篤三〉

本論文で使用した略語を以下に示す.

D M E ;ダルベッコ変法イーグル培地， M E M ;イーグ

ル最小必須培地， C S ;仔牛血清， E D T A ;エチレン

ジアミン四酢酸， PBS; Ca 2 + ・ M 9 2 + を含まないリ

ン酸緩衝液， T C A ;トリクロロ酢酸， B S A ;ウシ血

清アルブミン， CHAPS , 3 -dimetylammonio-l -

propanesulfonate , EGF; ヒト上皮成長因子， T GF-

a ;トランスフォーミング成長因子- a .TGF-ﾟ 

トランスフォーミング成長因子_. ß , aFGF; 酸性

線維芽細胞成長因子， b F G F ;塩基性線維芽細胞成

長因子， I L -1 a ;インターロイキン 1 - a , I L-

1 ゚  ;インタ一口イキン 1 - ß , IL-6; インタ一

口イキン- 6 , C M ;培養上清

本論文の要旨は第 4 9 回日本癌学会総会(平成 2

年 7 月，札幌) ，第 3 5 回日本口腔外科学会総会(平

成 2 年 1 0 月，岡山)において一部発表した.
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図・表の説明

図 1 .親株 H S G と無血清培養クローンの単層培

養形態

HSG-S10(D) は親株 HSG (A) と同様に細胞の疎な部

分では比較的長い細胞形態を示し，密に増殖する

と敷石状の形態を呈するのに対し， HSG-S6 (B) と

HSG-S8 (C) はやや小型の立方形形態を示していた.

(倍率 200 倍)

図 2. HSG-S10 の C M による B a I b / c 3 T 3 D N A 合成能の

促進効果

密に増殖した B a I b / c 3 T 3 を D M E で一度洗浄後. 0 • 4 

% CS を含む D M E に培養液を交換し， 2 4 時間培養し

た.標的細胞にあらかじめ採取した H S G -S 1 0 の培

養 2 - 4 日の C M と培養 2 - 6 日の C M を添加し， 22 

時間培養後， 2 時間[ 3 H] -チミジンで標識した

D N A 合成量はい H ]ーチミジンの T C A 不溶画分への取

り込み量を指標として測定し， C M 無添加の対照群

に対する割合(% )で示した(各群 n = 3 ) . 
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図 3 . イオン交換クロマトグラフィー

濃縮した H S G -S 1 0 C M サンプルをイオン交換力ラ

ムに展開して，吸着画分を破線で示す N a C I の直線

濃度勾配にて溶出後，分画したサンプルを B a I b /c 

3 T 3 に添加して D N A 合成能を測定した(各群 n = 3 ) . 

図 4 .ゲルクロマ卜グラフィー

図 3 の横線で示す画分を集めてゲルクロマトグ

ラフィーに展開後 ， 分画したサンプルの B a I b / c 

3 T 3 の D N A 合成促進活性を測定した(各群 n = 3 ) . 

図 5 ヘパリン親和性クロマトグラフィー

ゲル j慮過で 3 5 k D 付近に溶出した画分を回収しヘ

パリン親和性力ラムに展開後， 吸着画分を破線で

示す N a C I 直線濃度勾配で溶出させた. 各フラク

二ノ ヨ ンを B a I b / c 3 T 3 に添加後， D NI A 合成能を測定し

た(各群 n = 3 ) 

図 6 .親株 H S G と H S G -S 1 0 の D N A 合成能に対する P 1 

果効のヨ
ロ
E

口標

5 7 



1 x 1 0 5 個の細胞を 16m m 径ウエル内で 4 日間培

養後 P 1 標 口
口口 , aFGF(10μ9 / m I ) , bFGF(10μ9 / m 1) 

を含む無血清培養液 SFM-l0l で 2 3 時間培養をした.

1 時間 1μC i / w e I I のい川一チミジンで標識し. T CA 

不溶画分への取り込み量を測定し，試験サンプル

無添加の対照群に対する割合(% )を算定した

図 7 .親株 H S G と H S G -S 1 0 の D N A 合成能に対する P 2 

標品， TGF-Q , EGF の効果

1 x 1 0 5 個の細胞を 16m m 径ウエル内で 4 日間培

養後 P 2 標 CJ 
口口 , TGF-Q (5 ' ng/ml) , EGF(10ng/ml) 

を含む無血清培養液 S F M -1 0 1 コンフルエントで 2 3 

時間培養した 1 時間 1μC i / w El I I のい H ] -チミジ

ンで標識し， T C A 不溶画分への取り込み量を測定

し，試験サンプル無添加の対照群に対する割合(%)

を算定した(各群 n = 3 ) . 

図 8 .親株 H S G と H S G -S 1 0 の細胞増殖能に対する

T G F -Q と E G F の効果

1 x 1 0 4 個の H S G 細胞( A )あるいは H S G -S 1 0 細胞 (8)
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を 16m m 径ウエルに入れ. 2 4 時間培養後，各種濃度の

T G F - α( ・ --・ )および E G F ( 園 …一・ )を含む無血清

培養液に交換した 4 日後再度培地を交換し， 7 

日目に生細胞数を測定した.各値は 4 ウエルの平

均±標準偏差を示す .

図 9 .親株 H S G と H S G -S 1 0 のコロニ - 形成能に対す

る T G F -Q と E G F の効果

1 x 1 0 4 個の H S G 細胞( A )あるいは H S G -S 1 0 細胞 (8)

をそれぞれの濃度の TGF-Q ( ・ 一一・ )および E G F (ﾂ 

…-Â )を含む無血清軟寒天中で 2 週間培養した .

位相差顕微鏡により ， 1 0 個以上からなる細胞集落

をコロニーとし ， その数を求めた . 各値はコロニ

ー数/接種した細胞数(% ) :t標準偏差を示すのサ

ンプル無添加の対照群に対する割合で求めた(各

群 n = 3 ) . 

図 1 0 .親株 H S G と H S G -S 1 0 の o N A 合成能に対する抗

T G F -Q 抗体と抗 E G F 抗体の効果

1 x 1 0 6 個の H S G 細胞( ・ --・ )あるいは H S G -S 1 0 

5 9 -



細胞(・……・)を 16m m 径ウエル内で 4 日間培養後，

各濃度の抗 T G F -Q 抗体( A )あるいは抗 E G F 抗体( B ) 

を含む無血清培養液 S F M -1 0 1 で :2 3 時間培養を行つ

た 1μC i / w e I I のい H ]ーチミジンで 1 時間標識し，

T C A 不溶画分への取り込み量を測定した.値は試

験サンプル無添加の対照群に対する割合(% )で表

した

図 1 1 . 抗 T G F -Q 抗体による P 2 標品活性の中和

1 x 1 0 6 個の細胞を 16m m 径マルチウ工ルプレー

トに播種し， 3 7 oc で 4 日間培養後， P 2 標品とそれ

ぞれの中和抗体を 1 0μ9 / m I 濃度で同時添加し，無

血清培養液 S F M -1 0 1 で 2 3 時間培養を行った後，

μC i / w e I I のい H] -チミジンで 1 時間標識し， T C A 

不溶画分への取り込み量を測定した.値は中和抗

体未処理の対照群に対する比活性(% )で算定した

(各群 n = 3 ) . 

表 1 .分離クローン細胞の増殖特性

・数字は 1 0 7 個の細胞を接種した時の腫壊を形成
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したマウス/実験したマウスを示す .

表 2 . 部分精製標品の物理・化学的性状

H S G -S 1 0 C M の部分精製標品 P 1 および P 2 に対し.上

記処理を行い ， Balb/c3T3 細胞に添加してその o NA 

合成能を測定し ， 未処理対照に対する比活性を算

出した(各群 n = 3 ) . 

表 3 . 部分精製標品に対する各種成長因子の特異

抗体による中和試験

部分精製標品 P 1 および P 2 に上記の中和抗体処理

を加え，その B a I b / c 3 T 3 に対する o N A 合成能を測定

し，それぞれを未処理対照群に対する比活性( % ) 

を算定した(各群 n = 3 ) . 

表 4 . 親株 H S G と H S G -S 1 0 の E G F 受容体の解析

5 x 1 0 4 個/ m I の細胞をプラスチック皿上で密に

増殖させた後， E 0 T A 溶液で細胞を浮遊させ，試験

管あたり 2.0X 10 5 個になるように分注した O . 25 

% B S A 添加 S F M -1 0 1 培地に異なる濃度の[ , 2 5 I ] -E GF 
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と fμ9 / m I の E G F の存在下〈非特異的結合) ，ま

たは非存在下〈全結合〉で 4 oC. 4 時間インキュ

ベー卜した.その後，細胞成分を回収し放射活性

を測定し ， Scatchard 解析を行った.
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図 7 親株HSG と HSG-S10のDNA合成能に

対するP2標品， TGF-α ， EGFの効果
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親株HSGとHSG-SI0の細胞増殖能

に対するTGF-α とEGFの効果
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図 1 0 親株HSG と HSG -S10のDNA合成能に対する

抗TGF-α 抗体と抗EGF抗体の効果
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図 1 1 抗TGF-α 抗体によるP2標品活性の中和
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表 1 分離クローン細胞の増殖特性

HSG HSG-S6 HSG-S8 HSG-S10 

細胞倍加時間(時間〉 29.0 30. 1 49.3 30.4 

細胞飽和密度( x 10 5個/cm2 ) 9.3 4. 6 2. 6 7. 1 

軟寒天中のコロニー形成率〈出) 69.0 11. 3 4.5 22. 0 

ヌード、マウスでの造腫蕩性 a 8/8 8/8 7/8 8/8 

a 数字は10 7個の細胞を接種した時の腫蕩を形成したマウス/実験したマウス

を示す.



表 2 部分精製標品の物理・化学的性状

DNA合成促進活性(先〉
処理 P 1 P2 

トリプシン(50μg/ml， 370C 2時間〉 9.0 13.4 
トリプシン(50μg/ml)+ 83.5 92.4 

インヒビター (100μg/ml)

56
0

C ， 30分間 42. 7 88. 7 
100

0

C ， 3分間 5. 7 52.3 
酸(PH=2 ， 24時間) 35. 6 83. 5 
アルカリ (PH=9 ， 24時間) 48~ 3 84. 7 
DTT 10mM 76.8 20.5 



表 3 部分精製標品に対する各種成長因子の

特異抗体による中和試験

特異抗体

抗EGF抗体
抗TGF-α 抗体

抗TGF-β抗体

抗aFGF抗体
抗IL-1α 抗体

抗IL-1β 抗体

抗IL-6抗体

DNA合成促進活性 (%) 

Pl P2 

122.9 
90. 6 
86. 1 
18. 7 
100.2 
89. 1 
115.7 

75.8 
20. 6 
85.8 
97.3 
105.9 
93. 1 
95. 7 



表 4 親株HSG とHSG-S10のEGF受容体の解析

高親和性 低親和性

Kd値(nM) 受容体数 Kd値(nM) 受容体数
細胞株 (1ぴ/細胞) (1ぴ/細胞〉

HSG 0.45 

HSG-S10 0.36 

3.5 

9.8 

2.9 

1.4 

10. 0 

25. 7 





ヒト唾液腺癌細胞株(HSG)の無血清培養クローンの生物学的特性

その 2 : In vivoで-骨誘導能を持つサフゃクローンHSG-S8の細胞特性
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緒言

唾液腺腫壊は多彩な病理組織像を呈し，多量の

細胞外基質を含む特有な間質の形成を特徴として

いる.特に唾液腺腫壊の中で最も発生頻度の高い

多形性腺腫は線維腫様，粘液腫様，軟骨様，さら

に骨様の間葉系組織をも含むことを特徴としてお

り，以前は混合腫湾であると考えられていた 1 . 2) 

最近の研究から唾液腺腫鎮の多彩な組織像は唾液

腺腫壊の stem cell である上皮細胞が多様な分化

を示すことに起因すると考えられる様になったが，

未だ上記の軟骨や骨様成分の由来については全く

明らかにされていない

当教室で樹立されたヒト顎下腺由来腺癌細胞株

( H S G )は唾液腺腫蕩の増殖や分化調節機構を理解

するための実験モデルとして広く解析が進められ

ており 3 ← B\ 現在まで H S G から単細胞ク口一二ン

グや分化誘導斉lj 添加によって唾液腺を構成する種

々の形質を有する細胞が分離されてきた 4. 6)  し

かし，上記間葉系成分を含む唾液腺腫濃の特徴的

な間質形成の機序を明らかにするのに適したクロ



ーンの分離に未だ成功していなかった.今回分離

した無血清培地可増殖クローンの 1 つ H S G -S 8 が in

v i t r 0 で高い基質産生能と i n v i V 0 で骨誘導能を有

していたので，その細胞生物学的特性について解

析を行った

実験材料ならびに実験方法

細胞および培養法

ヒト唾液腺癌細胞株 (HSG) 3 ) ならびに無血清培

地下で得たサブクローン H S G -S 8 と H S G -S 1 0 を実験

に用いた.親株 H S G および各クローンの分離過程

は既に述べた 1 0 )ウサギ肋軟骨由来軟骨細胞 1 1) 

は本学部生化学講座滝川助教授より供与を受けた

H S G は 1 0 % C S (C e I I C u I t u r e L a b 0 r a t 0 r i e s , 0 h i 0, 

U. S. A) を含む o M E (日水製薬，東京)で， HSG-S8 と

H S G -S 1 0 は無血清培地 SFM-101( 日水製薬)で，また

軟骨細胞は 10% FBS(Gibco , NY , U.S.A) を含む o ME 

で 3 7 oc に調整した 5 %炭酸ガス培養器中で培養し

て実験に供した

2. G A G 合成能の測定



G A G 合成能をい川一グルコサミンおよび[ 3 6 S ] _硫

酸の C P C 沈殿画分への取り込み量により測定した.

すなわち 16m m 径プラスチック皿( Corning Glass 

Works , Corning , NY , U.S . A) 上に 1 x 1 0 6 個の細

胞を播種後，コンフルエントに達した時点でい H] -

グルコサミン (Specific activity 52.7Ci/mmol 

New England Nuclear) を最終濃度 2μC i / m I にな

るように添加し， 1 2 時間培養した.また， [ 3 6 S ] _ 

硫酸( S p e c i f i c a c t i v i t Y 註 43Ci/mgS;ICN , Bio-

chemicals , CA , U.S.A) では最終濃度 5μC i / m I に

なるように加え， 6 時間培養した.培養終了後，

O. 1N NaOH を 200μI / w e I I 加えて細胞を溶解した

中和後， 2 mg/ml のアクチナーゼ E(1000 チロシン

単位/ m 9 ，科研製薬，東京)， 5 m M 塩化力ルシュウ

ムを含む o . 2 M 卜リス塩酸緩衝液 (PH7.8)1.0ml を加

えて， 55 0C , 12 時間インキュベー卜した . その後，

1 2. 5μ9 / m I のコンドロイチン硫酸とヒアルロン酸

(和光純薬)を含む溶液を 4 0μ| 加え，さらに 1 % 

C P C (東京化成工業，東京)を含む O. 0 2 M の食塩水を

1 m I 加え， 37 0C , 1 時間インキュベー卜した C PC 
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沈殿画分はメンプランフィルター(直径 25m m ， 孔

径 O. 4 5μm ，東洋鴻紙，東京)上で回収した後，液

体シンチレーションカウンタ_. (LKB-1215 RACK-

BETA , Wallac , Finland) にて放射活性を測定した

3. Separose CL-2B カラムを用いたプロテオグリ

力ンの分析

x 1 0 5 個の細胞を 35m m 径プラスチック皿

(Corning) に入れ，密に増殖させた後， 3 0μC i / m I 

の[ 3 H] -グルコサミンで 1 2 時間あるいは 6 0μC i / ml 

で[ 3 5 S] _硫酸で 6 時間ラベルを行った.その後

培養上清を回収し，細胞層にプロテアーゼ阻害剤

(0.01M EDTA , 1 M 6- アミノ- n -力フロン酸， 1 mM 

フェニルメタンスルフォニルフルオライド. 5 mM 

ベンザミジン塩酸)とグアニジン塩酸抽出液 (4 M 

グアニジン塩酸を含む O. 0 5 M トリス塩酸緩衝液

PH8.0) を加えた(以上，和光純薬製) .また予め回

収した上清サンプルには 2 倍濃度の抽出液をサン

プルと同液量加えて， 4 oc 下で 2 4 時聞かけてプロ

テオグリ力ンを抽出した.抽出したサンプルを

1 2 0 0 x 9 で遠沈し，その上清 2 rn I を S e p h a r 0 s e C L-



2 B カラム (1. 5cmx 100cm; Pharmacia , Uppsala , 

Sweden) に グアニジン塩酸抽出液で流速 6 m I / h で

展開した 各 2 m I の溶出画分を回収し，放射活性

を測定した

4 .コラーゲンタンパク合成能測定

コラーゲンタンパク合成能の測定を P e t e r k 0 p s ky 

と Diegelman '2 ) の方法に準じて行った すなわち

16m m 径プラスチック皿上でコンフルエントに達し

た細胞を 5 0μ9 / m I アスコルビン酸を含む増殖培養

液で 2 4 時間培養後 ， 5μCi/ml L-[3H] - プロリン

(Specific activity 21μC i / m m 0 I ; R C C A m e r s h a m, 

U.S.A) , 50μ9 / m I アスコルビン酸 6 4μ9 / m I ゚  

アミノプロピオニ トリルフマル酸を含む増殖を含

む培養液で 2 4 時間培養した 細胞および培養上清

を 1 N a 0 H にて採取し中和後 ， 5 m M L -フ。ロリン ，

O. 4 %タンニン酸を含む 10% TCA( 以上， 和光純薬

製)を 4 oc で 1 0 分間作用させ ， 1200x 9 で 1 0 分遠沈

し 7こ 沈殿物を回収し， 2. 5 m M L - プロリン O. 2 

%タンニン酸を含む 5 % T C A にて懸濁させ， 1 2 0 0 

x 9 で 1 0 分遠沈した . この操作を 3 回繰返した後 ，



エタノール/ジエチルエーテル (3 : 1 )で洗浄後，

再度タンパク質を沈殿させた.沈殿物を O. 1 N N a OH 

で溶解し. H C I で中和後 .20units コラゲナーゼ( E C3. 

4. 2 4. 3. t Y P e VII ; S i 9 m a. S T. L 0 u i s , U. S. A) を含む

あるいは含まない 1.2mM HEPES 緩衝液 (PH7 . 2) を加

え， 3 7 oc で 2 時間処理後 ， 10% TCA で沈殿させ，そ

の上清の放射活性を液体シンチレーション力ウン

ターにて測定した

5 .コラーゲンの分析

培養細胞を 4 0μC i / m I の[ 3 5 S ]ーメチオ二ン( S p e-

cific activity~ 1000Ci/mmol; ICN) で 2 4 時間標

識後， 1m I の O. 5 M 酢酸溶液を加えポリトロンでホ

モジナイズした . 次いで 4 oc で 2 4 時間撹播した後，

12.500X 9 で 2 0 分遠心し，その上清を凍結乾燥し

た.本試料に 200μ| の R I P A b u f f e r (1 % T r i t 0 n X-

1 0 0 , O. 5 % s 0 d i u m d e 0 X Y c h 0 I a t e , O. 1 % S 0 S , 1 50 

mM NaCI , 0.02% sodium azide を含む 5 0 m M トリス

塩酸緩衝液. PH7.0)( 以上 ， 和光純薬製)を加え，

沈殿を可溶化した.試料の一部を Laemmli 1 3 ) の方

法に従い 5 % SDS-PAGE に展開後，フルオログラフ



ィーを行った S D S -P A G E 展開時，マーカーとして

!型 IV 型コラーゲン(高研，東京)を用いた 宇
品

た本試料に抗ヒト l 型コラーゲンポリクローナル

抗体 (Chemicon International , Inc. , U.S.A) ，抗

"........、 ウシ H 型コラーゲンモノクローナル抗体(コラ

ゲン技術研修

反応させた後

ぷ~
zコ;;- , 東京)を 5μ| 加え 4 oc 2 4 時間

R I P A b u f f e r で膨潤させたプロァ

イン A Sepharose(Pharmacia) を 2 0μl 加え，さら

に 2 時間室温でインキュベー卜した その後，プ

ロテイン A S e p h a r 0 s e ビ ズを R I P A b u f f e r で 4

回洗浄し さらに P H 8. 4 に調整した R I P A b u f f e r で

..-..... 

回洗浄した フロテイ ン A S e p h a r 0 s e ビーズに

結合したタ ンパク質を Laemmli 13 ) の s a m p I e b u f f-

e r で溶出した後， 7.5% SDS-PAGE に展開し， コダッ

ク X -0 m a t X A R -5 フィルム上にフルオログラフィ

ーを行った

6 細胞のヌー ドマウスへの移植腫壊の形態観察

と I n S I t u ハイブリダイゼ-シ ヨ ン

3 4 周齢の雌ヌ- ドマウス (Balb/c nu-nu , 

日本エスエルシ- 静岡)の背部皮下に 1 0 7 個の細



.......... 

胞を O. 1 m I の P B S に浮遊させて接種した 形成され

た腫霧組織を 10% ホルマリン溶液にて固定後 ， 通

法によりパラフィン包埋を行い 組織切片を作製

した.ヘマトキシリンーエオジン染色後， 日本光

学製生物顕微鏡オプチフォ 卜 X F を用いて写真撮影

を行った

また移植腫霧組織中の各種組織成分がヒ ト由来

かマウス由来かを同定するために N 0 m u r a ' 4 )らの

方法に準じ ， I n S I t u ハイブリダイゼ-ショ ンを

行った 4 %パラホルムアルデヒ ド(和光純薬)で

固定後 ， パラフィン包埋した腫霧組織から 6 μm 

の厚さの切片を作製し ， ポリー L -リジン (S i gma) で

コー 卜したスライ ドガラス上に付着させた . 脱パ

ラフィン後 1 0μ9 / m I の Prote i nase K(S i gma) で 2

7 0C , 40 分間処理し， リン酸緩衝液で洗浄後 ， O. 2 N 

H C I で 1 0 分さらに O. 1 M トリエタノールアミン(和光

純薬)で 2 分間前処理を行った さらに脱水処理

後，切片上にジゴキシゲニン標識デオキシウリジ

ン三リン酸を用いたランダムプライムシステム

( B 0 e h r i n 9 e r M a n n h e i m B i 0 C h e m i c a , M a n n h e i m, 



Germany) で標識したヒト D N A に特異的な A I u プロー

ブあるいはマウス D N A に特異的な L 1 プロープ(以上，

本学医学部病理学講座野村助教授から供与を受け

た)を含む hybridization buffei r(50% ホルムア~

ド， 1 mM EDTA , 0.6M NaCI , 1 C1 mM ジチオスレイ

トール， 0.04% Ficoll , 0.04% ポリピニルピロリ

ドン， O. 0 4 %牛血清アルブミン， 0.25% SDS , 10 

%デキストラン硫酸， 2 0 0μg/ml tRNA) をのせて

9 5 oc で 7 分間 h e a t d e n a t u r e 処理を行った 3 7 oc 

で 1 8 時間でハイブリダイゼ-ションを行った後

数回洗浄後，抗ジゴキシゲニン抗体を添加し，ア

ル力リ'性ホスファターゼと 5 -b r 0 m 0 -4 -c h I 0 r 0 -3-

indolyl phosphatase , nitroblue tetrazoulium 

s a l t (以上， Boehringer Mannheim 社製)の発色反応

によりシグナルの検出を行った.

結果

G A G 合成能

H S G -S 8 を無血清培地にて培養すると，その培養

液は徐々に粘性を増し，本細胞が多量の粘液様物
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質を産生することが示唆された.そこで H S G -S 8 の

G A G 合成能をい川一グルコサミンおよび[ 3 6 S ] _硫酸

の c p c 沈殿画分への取り込み量を指標に測定し，そ

の結果， [ 3 川一グルコサミンの取り込み量で H S G -

S 8 は親株の 2 • 9 倍， HSG-S10 は 1 • 7 倍であった(表 1 ). 

また[ 3 6 S ] _硫酸の取り込み量で H S G -S 8 は親株 H S G 

の 7. 3 倍， HSG-S10 は 1 • 3 倍を示した.以上の結果

より H S G -S 8 が高い G A G 合成能を有していることが

明らかとなった

2 .プロテオグリカンの分析

図 1 は HSG-S8 ， HSG-S10 およびウサギ肋軟骨由

来軟骨細胞から抽出したプロテオグリカンモノマ

を S e p h a r 0 s e C L -2 B カラムに展開した結果を示

している H S G -S 8 および軟骨細胞はい川一グルコ

サミンおよび[ 3 6 S] _硫酸で標識したどちらのサン

プルにおいてもそのプロテオグリカンモノマーは

同様の溶出パターンを示し，高分子量のピークと

して観察された.すなわち H S G -S 8 がいわゆる軟骨

型高分子プロテオグリカンを産生していることが

示唆された
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3 .コラーゲンタンパク合成能

細胞外基質の主要な構成成分であるコラーゲン

の合成能を[ 3 H] -プロリンのコラーゲンタンパク

への取り込み量を指標に測定した H S G -S 8 は親株

H S G や H S G -S 1 0 に比較して高いタンパク合成能を持

ち，総タンパク合成量の 17. 1 %がコラーゲンタン

パクであった(表 2 ) . 方，親株 H S G ならびに H SG-

S 1 0 のコラーゲン合成量は 1. 7 %から 3. 1 %と H S G -

S 8 に比べて低いものであった.

4 コラーゲンの分析

[ 3 5 S ] _メチオニンでラベルしたコラ ゲンタン

パクを S 0 S -P A G E にて分析した その結果， 図 2 に

示す様に H S G -S 8 の細胞層ならびにその上清からの

サンプルに日型コラーゲンの Q ， 鎖に一致したパ

ンドが観察された.また図 3 に示す様に H S G -S 8 の

サンプルを抗 11 型コラーゲン抗体で免疫沈降させ

ると約 100 k 0 のパンドが認められた.なお抗|型

コラーゲン抗休では特異的な沈降バンドはみられ

なかった またコントロールとして用いた H S G -

S 1 0 からのサンプルには H S G -S 8 の様なコラーゲン
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タンパクを検出することはできなかった 以上よ

り H S G -S 8 は軟骨基質中に多く含まれる H 型コラー

ゲンを産生していることが明らかとなった

5 H S G -S 8 のヌー ドマウス移植腫霧組織の

形態観察

H S G -S 8 をヌー ドマウスに移植し 形成された腫

籍組織を H. E 染色後，その組織像を観察した.そ

の結果， HSG-S8 は i n v i v 0 で親株 H S G や他の無血清

培養クローンと同じく腺癌胞巣を形成した(図 4 A) . 

また移植後 6 日目には多量の間葉組織が腺癌胞巣

内に侵入する像がみられ(図 4 B ) ，さらに移植後 ，

1 4 日目には腺癌胞巣に接した部分に軟骨を伴う骨

形成が認められた(図 4 C ) .さらに移植後 2 0 日目の

組織では軟骨は消失し，骨の形成は著明となった

(図 4 D) .この様な軟骨や骨組織の形成は H S G -S 8 

を移植した時に特異的に起こるもので ， 親株 H S G や

イ也の無血清培養クローンでは認められなかった.

6.  In situ ハイブリダイゼーション

先の実験でヌードマウス移植麗蕩組織中にみら

れた軟骨および骨組織がヒト由来であるか，また

1 3 



マウス由来であるかを同定するためにヒト D N A に

特異的な A I u プロープとマウス D N A に特異的な L 1 プ

ローブを用いた i n s i t u ハイブリダイゼーション

を行った.その結果，腺癌胞巣を形成する細胞は

A I u 配列のシグナルを ， またマウス間葉細胞に加

えて軟骨や骨細胞は L 1 配列のシグナルの発現を認

めた(図 5 ) .すなわちヌードマウス移植腫湧組織

中にみられた軟骨および骨組織は H S G -S 8 に由来す

るものではなく，マウス間葉細胞に由来し， H S G-

S 8 は i n v i V 0 でマウス間葉細胞を軟骨や骨細胞に

分化させる能力を有することが示唆された .

考察

ヒト顎下腺由来腺癌細胞株( H S G )は超微構造な

らびに唾液腺マーカ-抗原の発現から介在部導管

上皮の性状を有しており ， 反復クロ一二ングや分

化誘導剤添加により筋上皮細胞や腺房細胞など唾

液腺を構成する各種細胞に分化することが明らか

にされている 4 . 5) 以上の研究結果は H S G が多分

化能を持つ唾液腺の stem ce l l である こ とを強く
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示唆している . 唾液腺腫蕩の多くは多量の細胞外

基質を含む特有な間質形成を特徴としている . 例

えば腺様嚢胞癌の間質は基底膜物質やムコ多糖を

含む豊富な細胞外基質から成り.しばしば嚢胞様

腔を形成し，結果として筒状構造をとる

Shirasuna '6 ) らは腺様嚢胞癌由来培養細胞を用い

た研究結果から，上記の特有な間質は腫霧細胞自

身が多量の細胞外基質を産生することによって形

成されることを示した.また高い細胞外基質産生

能は基底/筋上皮細胞の特性であると述べている.

一方，多形性腺腫は上皮細胞に加えて線維腫様，

酸性ムコ多糖を含む粘液腫様，軟骨さらに骨など

の間葉系組織成分とで構成される腫壊である.従

来から本腫壊の間葉系組織成分の由来については

論議されているが，未だ明らかにされていない

かつては混合腫霧と考えられていた本腫嬢が近年

多形性腺腫と称される様になったごとく，本腰湯

は唾液腺腫壊の s t e m c e I I (おそらくは介在部導管

上皮前駆細胞)が多様な分化を示すことによって

多彩な組織像をとると考えられるようになった .
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特に腫霧中の筋上皮細胞は上記の間葉成分の由来

に強く関与し，唾液腺腫嬢に特有な組織構築に重

要な役割を成すと考えられている S h i r a s u n a 1 6) 

らは多形性腺腫より分離した筋上皮細胞が i n 

v i V 0 で多量の細胞外基質を産生したと報告してい

る . また Dardick 1 7 ) や M i I I e s 1 8 )らは多形性腺腫

の電子顕微鏡的観察によって筋上皮細胞から軟骨

様組織への移行がみられることから軟骨様組織は

筋上皮細胞の m e t a p I a s i a の結果，形成されると推

察している Shirasuna 8 ) らは H S G 細胞系を用いた

研究で筋上皮細胞ヘ分化したクローンは親株に比

較して ヘパラン硫酸を 皇宮市
..5x.. t=司 に含む 高い G A G 産生

能を持つと報告している. しかしその筋上皮細胞

クローンの G A G 産生量も親株の 2 倍程度であった .

今まで述べた様に唾液腺腫蕩は細胞外基質を豊富

に含む特有な間質形成を特徴にしているにもかか

わらず 現在まで分離したクローンの細胞外基質

産生量は低いものであった

無血清培養クローンの 1 つとして H S G より分離

された H S G -S 8 は極めて高い細胞外基質産生能を有

1 6 



していた H S G -S 8 の培養上清は培養 3 日目頃より

粘性が増し，本細胞が粘液物質を培養液中に多量

に産生することが示唆された H S G -S 8 の G A G 合成

能を[ 3 H 1 -グルコサミンあるいは[ 3 E S 1 -硫酸の取

り込み量で算定すると前者では親株の約 3 倍， f表

者では約 7 倍の取り込み量を示した さらに H S G-

S 8 のプロテオグリカンを 4 M グア ジン抽出液で

抽出し， S e p h a r 0 s e C L -2 B のゲル j慮過に展開する

と [ 3 川一グルコサミンあるいは [ 3 E S 1 -硫酸で標識

したどちらのサンプルにおいてもウサギ軟骨細胞

と同じ溶出パターンを示し H S G -S 8 が軟骨型高分

子プロテオグリ力ン 1 9 )を産生していることが明

らかとなった また H S G -S 8 は高いタンパク合成能

を有し その 17 ， 1 %がコラーゲンタンパクであっ

た この値は線維芽細胞や腺様嚢胞癌細胞のコラ

ーゲン合成能に匹敵するものである 1 E ) さらに

コラーゲン分析の結果より H S G -S 8 が軟骨細胞に

特徴的な H 型コラーゲンを産生することがわかっ

た，" Azuma 20 ) らは H S G に分化誘導剤 5 -a z a c y t i d i ne 

を添加することによって腺房細胞様クローン H S G-

17 -



A Z A 3 を分離し，さらにこのクローンを活性型ビタ

ミン o 3 で処理した結果，軟骨様細胞に分化したと

報告している しかしこの軟骨様細胞が軟骨型局

分子プロテオグリカンの産生能を有するのか，ま

た i n v i V 0 で軟骨や骨を形成するかについては明

らかにされていない H S G -S 8 は軟骨型高分子プロ

ァオグリカンと H 型コラーゲン産生能など軟骨細

胞の特性を有していた しかし 形態的には軟骨

細胞でなく 上皮細胞形態を保持していた また

多くの病理学者が唾液腺腫霧中の軟骨様物質の前

駆細胞と考えている筋上皮細胞の性状をも有して

いなかった 一方， H S G -S 8 をヌー ドマウスに接種

すると腺癌形成に加えて軟骨や骨組織の形成がみ

られた さらに i n S I t u ハイブリダイゼーション

の結果より H S G -S 8 の移植腫蕩組織中に認める軟骨

および骨組織はマウス間葉細胞に由来することが

わかった 軟骨や骨の形成機序については不明な

点が多いが， F a r I e y と Baylink 21 ) は骨組織の起源

について以下の様に述べている 多分化能を持つ

た未分化問葉細胞はまず骨原性と血液原性の性格

1 8 



を持つ間葉細胞に分れ，次に骨原性の細胞は軟骨

細胞や骨芽細胞に分化する.一方，血液原性の細

胞はマクロファージを経て破骨細胞に分化する

骨形成過程は①間葉組織から直接骨が形成される

膜性骨化と②最初，軟骨組織として原基が形成さ

れた後に骨組織に置換する軟骨内骨化の 2 つに分

けることができる.前者は頭蓋骨の形成時に，後者

は四肢の長管骨に代表される発生様式である 2 2 ) 

H S G -S 8 による異所性の骨誘導は軟骨内骨化に相当

する.すなわち本クローン移槌後 6 日目から腺癌

胞巣内に血管を含む間葉細胞の侵入がみられ t 14 

日目頃には軟骨を伴う骨の形成がみられた.この

所見はある種の骨誘導物質の接種によって起こる

骨形成様式と非常によく似ている.すなわち

Urist 23 ) らはラット長管骨を脱灰し 高分子コラ

ゲンを中心とした b 0 n e m a t r i x をラット筋肉内

に移植すると異所性に新たに軟骨や骨が誘導され

ることを報告し， bone matrix 中に含まれる骨誘

導物質を b 0 n e m 0 r p h 0 9 e n e t i c p r 0 t e i n (B M P )と名

イ寸 (1 tこ その後，多くの研究者が B M P の精製を試

1 9 一



みている 高岡 2 4 )らはマウス o u n n 骨肉腫から 4 M 

グアニジンで抽出したサンプルより 2 2 k 0 の B M P の

純化に成功した.その後， Wozney と Wang 25 ) は 4

種類の B M P ( B M P -1 , B M P -2 A, B M P -2 B, B M P -3 )の c 0 N A を

ク口 一ングし BMP-2A , BMP-2B , BMP-3 のア~

ノ酸配列は骨基質中に多量に含まれる T G F -ß と 30

%から 4 0 %の相向性を持っており これらは T G F-

日ファミリーであると報告している 事実 T G F-

日自体も頭頂骨や長管骨への局所投与によって骨

形成を促進させる 2 日〉 その他の骨誘導因子とし

て最近種々の因子が報告されている e 7 - 2 引がその

中には既知の因子と同ーである因子 27.2' S) も含ま

れており， B M P やその他の因子の骨誘導機序に関

して不明な点が多い 著者は IHSG-S8 による骨誘導

機序を検討するため， 細胞を d i f f u s i 0 n c h a m -

b e r 内に封入してマウスの腹腔内に移植したり

H S G -S 8 の培養上清を濃縮したサンプルあるいは細

胞のホモジネ トをヌ ドマウスやラッ ト筋肉内

に移植することによって骨誘導を試みた しかし

ながら それらのいずれにおいても骨形成を誘導

2 0 



することができなかった.骨形成がみられるのは

常に生細胞を移植した時のみである.以上の結果

は H S G -S 8 の上清中に分泌される液性因子，あるい

は細胞外基質単独では骨を誘導できないことを示

r:~' ， 唆しているのかもしれない.すなわち移植腫霧内

f 

での軟骨や骨は H S G -S 8 細胞とヌードマウス間葉細

胞との相互作用によって形成されたものと推察さ

れる.以上の様に無血清培養クローン H S G -S 8 細胞

は軟骨に近似した細胞外基質を産生するとともに

ヌードマウス間葉細胞を軟骨や骨に分化させる能

力を有することが明らかとなった.すくなくとも，

本実験系から唾液腺腫蕩の成り立ちをみた場合，

唾;夜腺腫霧細胞は間葉系細胞が産生する細胞外基

質に類似した基質成分を産生する能力を持つもの

の直接軟骨細胞や骨細胞に分化する能力はないと

結論された.本クローンは今後，唾液腺腫霧中の

軟骨や骨組織の形成機序を解明するための有用な

モデルになると考えている.
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結語

ヒ卜顎下腺由来腺癌細胞株( H S G )より分離され

た無血清培養クローンの 1 つ H :S G -S 8 の細胞特性を

解析し，以下の知見を得た

H S G -S 8 は高い G A G 合成能を有し，軟骨型高分

子プロテオグリカンを産生していることがわか

った

2.  HSG-S8 は親株 H S G や H S G -S 1 0 に比較して高いタ

ンパク合成能を持ち，総タンパク合成量の 1 7 . 1 

%がコラーゲンタンパクで さらに軟骨基質に

多く含まれる H 型コラーゲンを産生しているこ

とが明らかとなった

3 H S G -S 8 をヌー ドマウスに移植して形成された

腫霧組織中には腺癌胞巣に接した部分に軟骨や

骨組織の形成が認められた さらにこの軟骨や

骨組織は i n S I t u ハイブリダイゼーショ ンの結

果から H S G -S 8 に由来するものではなく マウス

間葉細胞に由来することがわかった すなわち

H S G -S 8 は i n v i V 0 でマウス間葉細胞を軟骨や骨

に分化させる能力を有することが示唆された .
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稿を終えるにあたり本研究課題を与えて頂き，

御指導を賜わった松矢篤三教授，本研究の実施に

際し終始変らぬ御指導を頂いた口腔外科学第一講

座白砂兼光助教授に心から謝意を表します.また

貴重なウサギ肋軟骨由来軟骨細胞を供与して頂き

ました本学部生化学講座滝川正春助教授. i n s i t u 

ハイブリダイゼ-ション法の実施に際し，御指導

頂きました本学医学部病理学講座野村慎太郎助教

授に深謝します.最後に研究の円滑な進展のため

に特別な御配慮を頂いた口腔外科学第一講座の教

室員の方々に厚く御礼申し上げます.
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iologicEcl CharêlC七;s ~ i za ~;:二こ!~ ，~ f Su:ュc.!_cλ~S Isolated in Sern rl - ;Eγ円で

Medium from Human Sa1ivary Adenocarcinoma Ce11 Line (HSG). 

2:  Characterization of HSG-S8 with abi1ity to induce ectopic 

bone formation. 

Hideo YOSH工OKA

The Firs七 Department of Ora1 Maxi11ofacia1 Surgery 

Osaka University Facu1ty ﾒf Dentistry 

1-8 , Yamadaoka , Suita , Osaka 565 , Japan 

Key words : Sa1ivary gland tumor , Extrace11u1ar matrix , Ectopic 

bone formation , Type 工工 co1.1agen 

A subc10ne HSG-S8 , estab1ished in serum-free medium from 

human sa1ivary adenocarcinoma ce11 1ine (HSG) , has a unique 

phenotype. This c10ne disp1ayed the potentia1 for abundant 

production of extrace11u1ar matrix. The 麝mounts of [3H]_glycosa-

35 ine and [V~S]-su1fate incorporation in HSG-S8 culture were 3-

and 7 fo1d greater than those of parent HSG , respectively. 

Compared to parent HSG , HSG-S゚  ce11s were ab1e 七o produce much 

greater amount of c011agenous and nonco11agenous proteins in 

which 17% was c011agen. These matrices produced by HSG-S8 inｭ

c1uded type 工工 c011agen and high mo1ecu1ar proteog1ycans simi1ar 

to those produced by chondrocytes. Moreover , inocu1ation of 

HSG-S8 ce11s into nude mice resu1ted in an adenocarcinoma with 

the formation of carti1age and bone. The mouse origin of carti-

1age and bone in the tumor tissue was demonstrated by in situ 

24 -



f 

hybridiza七 i on using Alu and Ll prob These findings suggest 

that a new clone HSG-S8 is able to produce cartilage-type matrix 

and 七o induce differentiation of mouse mesenchymal-type cells 

into chondrocytes and osteocytes. 
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図・表の説明

図 1 S e p h a r 0 s e C L -2 B によるプロテオグリ力

ンの溶出パターン

3 0μC i / m I のい H] -グルコサミンで 1 2 時間あるい

は 6 0μC i / m I の[ 3 5 S] _硫酸で 6 時間標識後，抽出

したプロテオグリカンをグアニジン塩酸液で平衡

化した S e p h a r 0 s e C 1-2 B カラムに流速 6 m I / h で展

開し， 2m I ずつ分画したサンプルの放射活性を測

定した

図 2. SDS-PAGE によるコラーゲンの分析

培養細胞を 4 0μC i / m I の[ 3 5 S] _メチオニンで 2 4 

時間ラベルし ペプシン消化後 5 % SDS-PAGE に

展開しフルオログラフィ ーを行った L a n e 1 H SG-

S 8 細胞成分， L a n e 2 H S G -S 1 0 細胞成分， L a n e 3 

H S G -S 8 培養上清成分， L a n e 4 H S G -S 1 0 培養上清成

分 Q , ( 1 ) : 1 型コラーゲンの Q ， 鎖 Q 2 ( 1 ) 

1 型コラーゲンの Q 2 鎖 (] , ( 11 ) : 11 型コラー

ゲンの Q ， 鎖 H S G -S 8 の細胞と培養上清液中には

11 型コラーゲンの Q ， 鎖に一致したパンドが観察

3 6 -
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された

図 3 .免疫沈降法を用いたコラーゲンの分析

培養細胞を 4 0μC i / m I の[ 3 5 S] _メチオ二ンで 2 4 

時間ラベルし，ペプシン消化後の HSG-S8(Lanel と

りあるいは HSG-Sl0 (Lane3 と 4 )のサンプルを抗 l

型コラーゲン抗体 (Lanel と 3 )および抗 11 型コフー

ゲン抗体 (Lane2 と 4 )で免疫沈降を行なった H S Gｭ

S 8 のサンプルに抗 H 型コラーゲン抗体で免疫沈降

される約 100 k D のパンドを認める

図 4. HSG-S8 のヌードマウス移植腫損害組織の形態

観察

H S G -S 8 は i n v i V 0 で親株 H S G と同様に腺癌胞巣を

形成する( A ，移植後 1 0 日目) .移植後 6 日目( B )に

は多量の間葉組織が腺癌胞巣内に侵入する像を認

め，さらに移植後 1 4 日目( C )には腺癌胞巣に接し

た部分に軟骨を伴う骨が形成され，移植後 2 0 日自

の組織( D )では軟骨組織は消失し，骨の形成はさ

らに著明となっている (A . B . C ， x 80 ; Dx 40). 
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図 5 S I t u ハイブリダイゼ.ーショ ン

A I u プローブ( A )あるいは L 1 プロープ( B )を用い

て i n S I t u ハイブリダイゼーショ ンを行った 腺

癌胞巣を形成する細胞は A I u 配列のシグナルをま

r ...... た マウス間葉細胞に加えて軟骨や骨細胞は L 1 配

列のシグナルの発現を認めた (A.BX 40). 

表 1 . G A G 合成能

G A G 産生量を細胞タンパク 1μg あたりのい H] -

グルコサミンまたは[ 3 5 S] _硫酸の c p c 沈殿画分ヘ

の取り込み量を指標として測定した

4 ウエルの平均値±標準偏差を示す

各値は各群

f 

表 2 .コラーゲン蛋白の産生量

コラーゲン蛋白合成量を P e t e r k 0 p S k y と

Diegelman ' 2) の方法に準じ， [ 3 H] -フロリンのコ

ナゲ一
フ

ゼで消化された画分への取り込み量を指

標として測定した.総蛋白合成量はコラゲナーゼ

未処理のい H] -フロリンの取り込み量で示した.

各値は各群 4 ウエルの平均値±標準偏差を示す.
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表 1 グルコサミン合成能

[3HJ ーゲルコサミンの取り [ 35叶硫酸の取り込み量
細胞株 込み量(dprn/μg蛋白) (dprn/μg蛋白〉

HSG 

HSG-S8 

HSG-S10 

に

45. 9 + 2. 8 

134.8 + 6.8 

78. 9 + 4. 7 

4. 7 + O. 2 

34. 3 + 2. 6 

6. 1 + O. 5 



表 2 コラーゲン蛋白の産生量

[3HJ-プロリンの取り込み量

細胞株 コラ-ゲ、ン蛋白 (dpm) 総蛋白 (dp皿) コラーゲン蛋白/総蛋白(児)

HSG 2, 166 + 55.3 69 , 837 + 1, 751 3. 1 

HSG-S8 20 , 775 + 882. 3 121, 248 + 2, 057 17. 1 

HSG-S10 1, 118 士 64. 8. 66 , 596 + 1, 653 1. 7 
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