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論文内容の要旨

【目的】

多くの癌で種々のオートクリン機構の発現が報告されている。なかで、も transforming growth factor (TGF)α 

/ epidermal growth factor (EGF) 受容体 (EGFR) オートクリン機構の発現は，乳癌，肺癌などの癌で証明され

ているが，その増殖における意義については必ずしも明かではない。

卵巣癌は，婦人科領域の癌の中でも最も予後不良な疾患の1つで、あり，その5年生存率は， 20-30%である。その増殖

機構の詳細は，まだ十分には解明されていな L、。本研究では，ヒト卵巣癌由来の cell-line (SHIN-3) および手術時得

た卵巣癌組織での TGFα/EGFR オートクリン機構の発現と，この機構の増殖における意義を検討した。

【方法】

1) 12 5I-EGF の結合能測定: SHIN-3 は， whole cell で，卵巣癌組織は精製した膜分画で， 125I_EGF を用いて bindｭ

mg assay を行った。

2) EGF，TGFα ，EGFR mRNA の分析: SHIN-3 細胞，卵巣癌組織より Guanidine/CsCl 法により total RNA を

isolate し，さらに poly (A) ーRNA とし， 2μg の RNA を 1 % agarose gel で電気泳動後， N orthern blot analysis 

を{子ったo probe は， 32p で label した EGFR ， preTGFα ， preproEGF の cDNA を用いた。

3) 卵巣癌の primary culture :卵巣癌組織を細切し， collagenase および DNase 処理後， nylon mesh を通して pn酔

mary culture を行った。培養液は RPMI 1640 (10%FCS) を用いた。この primary culture 系を用いて以下の免

疫組織化学染色および増殖実験を行った。

4) 免疫組織化学染色: chamber-slide 上に癌細胞を disperse し， EGFR ，TGFα ，EGF ， cytokeratin ， CA125 の mono

clonal 抗体を用いて ABC 法で染色を行った。

5) SHIN-3 細胞培養液中の TGFα 測定:無血清下で24h 培養した SHIN-3 細胞の conditioned media を回収濃縮し，

抗 TGFα 抗体を用いた sandwich-type ELISA で TGFα 量を測定した。

6) 3H-thymidine 取り込み能測定:手術時摘出組織の primary culture では，10% FCS 下で TGFα および抗TGFα ，
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抗 EGFR 抗体を投与し24h 培養の後， 'H-thymidine の取り込みを測定した。

7) SHIN-3 細胞による増殖実験: SHIN-3 細胞は，無血清培養系で TGFα または抗 TGFα 抗体を添加し，細胞数の

変化を添加後， 2, 4, 6, 8日に観察した。

【結果】

1) Scatchard analysis の結果， SHIN-3 細胞では Kdニ 2.9x10-1 OM と affinity の高い単一の binding を認め，受容

体数は7.7x 10 4/ cell と豊富であった。卵巣癌組織の 125I_EGF binding assay では， EGFR の発現率は， 35例中 20

例， 57%であった。組織別にみると EGFR の発現率は， serous adenocarcinoma に最も高頻度で， 74%であったo

EGFR を認めた卵巣癌組織での Scatchard analysis の結果は， Kd=5.0 士1.0x10- 10 M , Bmax=83.3::t 12.0 

fmol/ mg protein であった。

2) Northern analvsis で， SHIN-3 細胞と EGFR を発現する卵巣癌組織 (20例)では全例 TGFα と EGFR の

mRNA をえ否、めたが， EGF の mRNA は主忍めなかった。

3) 免疫化学染色により， SHIN-3 細胞， EGFRを発現する卵巣癌細胞ともに TGFα と EGFR 蛋白の発現を認め，

EGF の発現はみられなかった。

4) SHIN-3 細胞の培養液中への TGFα の分泌量は ELISA の結果1. 12 士 0.14ng/10 7 cells/24h であった。

1 ) 2) 3) 4) より， SHIN-3 細胞および EGFR を発現する卵巣癌組織では， EGFR に作用する growth f actor は

EGF ではなく， TGFα であることが示唆された。そこで TGFα/EGFR オートクリン機構に対する agonist (T 

GFα) と antagonist (抗 TGFα ，抗 EGFR 抗体)を用いて，このオートクリン機構の増殖における意義を検討し

fこ O

5) EGFR を発現する卵巣癌の primary culture では， 1O-- 10 Mの TGFα は， control に比べて有意な増殖促進を示

さなかったが， 10- 9 , 1Q- 8 M では，有意に増殖を促進した。一方，抗 TGFα ，抗 EGFR 抗体を投与すると dose deｭ

pendent に増殖が抑制された。 EGFR (-)の細胞では， TGFα や抗 TGFα ，抗 EGFR 抗体によって 3Hｭ

thymidine の取り込みに変化はみられなかった。

6) SHIN-3 細胞では， TGFα による有意な増殖促進効果はみられなかった。抗 TGFα 抗体による増殖抑制実験で

は， 1μg/ml の抗体添加で有意に増殖を抑制し， 5μg/ml では更に強い抑制がみられた。またこの抗体による

増殖抑制効果は過剰な TGFα により restore されることから，特異的であると思われた。

【総括】

ヒト卵巣癌では， TGFα/EGFR オートクリン機構が半数以上の例で発現しており，それらの例では，癌細胞の

増殖に，この機構が重要な役割を果たしていることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は，婦人科領域の中で最も予後不良な疾患のlつで、ある卵巣癌の増殖機構として， TGFα と EGF 受容体に

よるオートクリン機構が発現していることを遺伝子レベル，蛋白レベルで明らかにしている。更に，このオートクリ

ン機構に対する agonist (TGFα) と antagonist (抗 TGFα ，抗 EGF受容体抗体)を用いて， TGFα/EGF受容体

機構が癌細胞の増殖に重要な役割!を果たしていることを明らかにした。よって博士論文に値するものである。
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