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Summary　lnteractions　between　stromal　and　mammary　tumourcells　play　a　crucial　role　in　determining　the　malignant　behaviourof　tumourcells．

Although　MMT　mouse　mammary　tumour　cells　do　not　produce　hepatocyte　growth　factor（HGF），　addition　of　conditioned　medium（CM）from

MMT　cells　to　cu「tures　of　human　fibroblasts　derived　from　skin　and　breast　tissues　stimulated　the　production　of　HGF，　thereby　mdicating　that　MMT

cells　secrete　an　inducing　factor　for　HGF　This　HGF－lnducing　factor，　pur｝fied　from　MMT－derived　CM，　proved　to　be　prostaglandin　E2（PGE2）．

Consistently，　treatment　of　MMT　cells　with　indomethacin，　an　inhibitor　of　cyclooxygenase，　abdished　this　HGFinducing　activity　in　MMT－derived

CM，　while　treatment　of　MMT　cells．　with　HGF　stimulated　cell　growth　and　cell　motility．　Likewise，　HGF　strongly　enhanced　urokinase－type

p｜asminogen　activator　activity　and　invasion　of　MMT　cells　through　Matrigel：a15－fold　stimulation　in　the　invasion　of　MMT　cells　was　seen　by

HGF．　Finally，　MMT　cells　in　the　upper　compartment　were　co－cultivated　with　fibroblasts　inthe　lowercompartment　of　the　Matrigei　chamber，　HGF

levels　in　the　co－culture　system　exceeded　the　level　in　fibroblasts　alone　and　suppression　occurred　with　exposure　to　indomethacin．　Tbgetherwith

increase　in　the　HG円evel，　the　invasion　of　MMT　cells　was　enhanced　by　co－cultivation　with　fibroblasts，　whereas　the　increased　invasion　of　MMT

cells　was　significantly　inhbited　by　an　anti－HGF　antibody　and　by　indomethacin．　These　results　indicate　mutual　interactions　between　MMT　cells

and　fibroblasts：MMT－derlved　PGE2　plays　a　role　in　up－regulating　HGF　production　in　fibro回asts，　while　fbroblast－derived　HGF　leads　to　invasive

growth　in　MMT　ce‖s．　The　mutual　interactions　mediated　by　HGF　and　prostaglandins　may　possibly　be　a　mechanism　regulating　malignant

behaviour　of　mammary　tumour　cells，　through　tumour－stromannteractions．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　◎1999Cancer　Research　Campaign
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Interactions　between　epithelium　and　mesenchyme（or　stroma）

mediate　crucial　aspects　of　normal　development，　tissue　morpho－

genesis　and　neoplasia．　In　tissue　recombination，　growth，　dif允renti－

ation　and　morphogenesis　of　developing　epithelia　are　regulated

either　inductively　or　permissively　by　neighbouring　mesenchyme，

including　pancreas，　salivary　gland，　kidney，　mammary　gland，　etc．

（Grobstein，1967；Sakakura，1991；Birchmeier　and　Birchmeier，

1993）．Host　stromal　influence　on　epithelial　neoplasia　and　malig－

nant　progression　of　carcinoma　cells　have　also　been　noted　in

various　tumours，　including　cancers　in　prostate，　stomach，　skin，　oral

cavity，　mammary　gland，　etc．（van　den　Hoof，1988）．　In　vivo　growth

of　certain　carcinoma　cells　was　markedly　accelerated　by　a　broad

spectrum　of　Hbroblasts，　and　in　vitro　invasiveness　of　several　carci－

noma　cells　was　induced　by　co－cultivation　with　stromal　fibroblasts

（Picard　et　al，1986；Grey　et　al，1989；Camps　et　a1，1990；

Matsumoto　et　al，1994）．　Although　matrix　metalloproteinases，

growth　ねctors　and　cell　motility　fhctors　are　implicated　in

tumour－stromal　interactions，　less　is　known　of　molecular　mecha－

nisms　which　confer　invasive　growth　of　cancer　cells　through

interactions　with　surrounding　stroma．

　　Hepatocyte　growth　factor（HGF），　originally　identified　as　a

potent　mitogen　fbr　hepatocytes（Nakamura　et　al，1984），　is　a
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kringle－containing　growth　factor　which　has　mitogenic，　motogenic

and　morphogenic　activities　in　a　wide　variety　of　cells（Nakamura

et　al，1989；Montesano　et　al，1991；Zarnegar　and　Michalopoulos，

1995；Matsumoto　and　Nakamura，1997）．　HGF　specifically　acti－

vates　the　Met／HGF　receptor　of　heterodimeric　tyrosine　kinase，

which　is　expressed　on　a　wide　variety　of　epithelial　cells，　endothelial

cells　and　several　mesenchymal　cells．　During　normal　development，

HGF　supports　growth．　migration　and　morphogenesis　oforgans　and

tissues，　including　the　liver，　kidney，　tooth，　limb　muscle，　lung　and

mammary　gland，　as　a　mesenchymal－derived　paracrine　factor

（Santos　et　al，1994；Bladt　et　al，1995；Nirar巧an　et　al，1995；Soriano

et　al，1995；Yang　et　al，1995；Thbata　et　al，1996；Ohmichi　et　al，

1998）．Likewise，　HGF　plays　a‘trophic’role　to　enhance　regenera－

tion　of　organs，　including　the　liver，　kidney　and　lung，　as　a　stromaL

derived　factor（see　review，　Matsumoto　and　Nakamura，1997）．

Thus，　HGF　seems　to　be　a　mediator　in　epithelial－mesenchyma1

（or－stromal）interactions　during　tissue　K）rmation　and　repair．

　　Accumulating　evidence　shows　that　HGF　is　likely　to　play　a　role

in　tumour　progression　through　tumour　and　host　stromal　interac－

tions（Seslar　et　al，1993；Rosen　et　al，1994；Matsumoto　et　al，1996；

Nakamura　et　al，1997）．　As　scatterねctor，　originally　identified　as

fibroblast－derived　cell　motility　factor　fOr　epithelial　cells（Stoker　et

al，1987），　proved　to　be　identical　with　HGF（Furlong　et　al，1991；

Konishi　et　a1，1991；Weidner　et　al，1991），　HGF　potently　stimulates

migration　and　invasion　of　various　types　of　cells，　including　carci－

noma　cells（Weidner　et　al，1990；Jiang　et　al，1993；Matsumoto

et　al，1994，1996；Nakamura　et　al，1997），　and　autocrine　activation

of　Met　results　in　increased　tumourigenicity　and　metastasis
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（Bellusci　et　al，1994；Jef琵rs　et　al，1996）．　HGF　is　an　angiogenic

factor　and　plays　a　role　in　tumour　angiogenesis（Bussolino　et　al，

1992；Grant　et　al，1993；Lamszus　et　a1，1997）．　Fibroblast－derived

factor，　which　induces　in　vitro　invasion　of　carcinoma　cells，　proved

to　be　HGF（Matsumoto　et　al，］994）。　On　the　other　hand，　various

types　of　carcinoma　cells　secrete　soluble　factors　that　regulate　the

production　of　HGF　in　stromal　fibroblasts（Seslar　et　al，1993；

Matsumoto　et　al，1996；Nakamura　et　al，1997）．　These　results

suggest　the　presence　of　the　mutual　interaction　between　carcinoma

cells　and　fibroblasts，　as　mediated　by　tunlour－derived　regulator　fbr

expression　of　HGF、　and　fibroblast－derived　HGF，　which　affects

invasive　growth　of　tumour　cells．

　　During　a　search　fbr　tumour－derived　inducers　fbr　expression　of

HGF　in　fibroblasts，　we　found　that　the　murine　mammary　carcinoma

cell　line，　MMT　cells，　secreted　a　distinct　type　of　HGFinducer　fbr

百broblasts．　We　now　report　that　the　MMT－derived　HGF－inducer　is

prostaglandin　E2（PGE2），　and　the　biological　signi五cance　of　PGE2

in　invasive　growth　of　MMT　cells　was　investigated．

MATERIALS　AND　METHODS

Cell　culture

MMT　mouse　mammary　carcinoma　cells　were　obtained　f十〇m　the

Human　Science　Research　Resources　Bank，　Japan．　MMT　cell　line

was　originally　established　f士om　a　spontaneous　mammary　tumour

which　arose　in　a（C57BL×Af）Fl　female　mouse（Sykes　et　al，

1968）．MMT　cells　are　epithelial　in　appearance　and　produce　mouse

mammary　tumour　virus，　implicating　that　MMT　cells　were

originally　transfbrmed　by　mammary　tumour　virus　infbction（Sykes

et　al，1968）．　MMT　cells　were　cultured　in　modined　Eagle’s　medium

（MEM）supplemented　with　10％calf　serum　Normal　or　tumour

associated　human　fibroblasts　were，　respectively，　prolifbrated

outward　from　the　skin　and　breast　cancer　tissues　obtained　during

surgery　and　the　cellswere　cultured　in　Dulbecco’s　modified　Eagle’s

medium（DMEM）supplemented　with　l　O％fetal　calf　serum（FCS）．

Growth　factors　and　antibodies

Human　recombinant　HGF　was　purified　fTom　culture　medium　of

Chinese　hamster　ovary　cells　transfected　with　expression　plasmid

K）rhuman　HGF　cDNA（Nakamura　et　al，1989；Seki　et　al，1990）．

The　purity　of　HGF　exceeded　98％，　as　determined　by　sodium

dodecyl　sulphate　polyacrylamide　gel　electrophoresis（SDS－PAGE）

and　protein　staining．　Human　recombinant　platelet－derived　growth

飴ctor（PDGF）and　bovine　recombinant　basic　fibroblast　growth

血ctor（bFGF）were　obtained伽m　Toyobo　Co．（Osaka，　Japan）．

Human　recombinant　interleukin－1α　（IL－1α）and　IL－1β　were

obtained　fronl　Genzyme　Co．（Boston，　MA，　USA）．　A　recombinant

IL　I　receptor　antagonist　was　obtained　ffom　R＆D　systems　Co．

（Minneapolis，　MN，　USA）and　monoclonal　anti－human　epidermal

growth　⑰ctor（EGF）receptor　antibody　were　obtained　f士om

Genzyme　Co．（Boston，　MA，　USA）。　Polyclonal　anti－PDGF　anti－

body　was　obtained　f±om　Promega（Madison，　WI，　USA）and　mono－

clonal　anti－bFGF（Matsuzaki　et　al，1989）was　a　kind　gi丘ffom　Dr

KNishikawa（Kanazawa　Medical　College）．　Polyclonal　antibody

against　human　HGF　was　prepared　from　the　serum
of　a　rabbit　immunized　with　human　recombinant　HGF　IgG　was

puriHed　using　protein　A－Sepharose（Pharmacia，　Uppsala，　Sweden）

and　anti－human　HGF　IgG（1μg　ml－1）completely　neutralized

biological　activities　of　l　ng　ml－l　human　HGF

◎1999Cancer　Research　Campaign
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Measurement　of　cell　growth　and　scattering

Tb　measure　cell　growth，　MMT　cells　were　seeded　on　12－well　plates

（Costar，　Cambridge，　MA，　USA）at　a　density　of　l．1×103　cells　cm－2

and　cultured五）r　24　h．　A丘er　washing　with　MEM，　the　cells　were

cultured　for　45　days　in　serum－free　MEM　in　the　absence　or

presence　of　HGF　The　medium　was　changed　on　day　3．

　　For　the　measurement　of　cell　scattering，　MMT　cells　were　seeded

on　24－well　plates（Costar，　Cambridge，　MA，　USA）at　a　density　of

2．8×103cells　cm－2　and　cultured　fbr　48　h．　After　medium　was

changed，　HGF　was　added　and　the　cells　were　cultured　fbr　I　8　h．

ln・VitrO　invaSiOn　aSSay

In－vitro　invasion　of　MMT　cells　was　measured　using　a　MatrigeI

invasion　chamber（Collaborative　Biomedical　Products，　Bedfbrd，

MA，　USA）．　MMT　cells　were　seeded　onto　the　upper　compartment

of　a　Matrigel　chamber　at　a　density　of　6．7×104　cells　cm－2　and

cultured　in　MEM　containing　10％FCS．　HGF　was　added　to　the

lower　compartment　and　cells　were　cultured　fbr　15h．　Invasive　cells

penetrating　through　Matrigel　components　and　pores　to　the　under－

side　of　the　membrane　were　stained　with　haematoxylin　and　eosin，

viewed　microscopically　and　counted．

　　For　co－cultivation　of　MMT　cells　and　fibroblasts，　human　dermal

fibroblasts　were　initially　plated　onto　the　lower　compartment　of　a

Matrigel　invasion　chamber，　at　a　density　of　5×104　cells　cm－2　and

cultured　for　24　h．　The　medium　was　changed　to　fTesh　medium

conlposed　of　MEM／DMEM（1／1）containing　5％FCS　and　5％calf

serum．　The　MMT　cells　were　seeded　onto　the　upper　compartment

at　a　density　of　6．7×104　cells　cm2．　The　cells　were　cultured

for　48　h　in　the　absence　or　presence　of　preimmune　IgG，　anti－

human　HGF　IgG（10μg　ml－1），10－7　M　indomethacin　or　10ユM

indomethacin　p］us　10阜MPGE2・

Measurement　of　HGF　production　in　fibroblasts

Human　fibroblasts　were　seeded　on　a　48－well　plate（Costar，

Cambridge，　MA，　USA）at　a　density　of　5×104　cells　cm－2　and

cultured　for　24　h．　After　replacing　the　medium　with　DMEM

supplemented　with　1％FCS　and　2μg　ml－l　heparin，　test　samples

were　added　to　each　well．　Following　a　24　h　culture，　the　concentra－

tion　of　HGF　in　the　medium　was　measured　using　enzyme－1inked

immunosorbent　assay　（ELISA），　as　described　elsewhere
（Matsumoto　et　al，1996）．

Measureme耐of　PGE2　production　in　MMT　cells

Subconfluent　MMT　cells　were　washed　twice　with　seruln一廿ee

MEM，　cultured　in　serum－free　MEM，　with　or　without　indomethacin

fbr　24　h　and　the　conditioned　medium（CM）was　collected．　The

concentration　of　PGE2　in　the　medium　was　determined　using　an

ELISA　kit　obtained　from　Cayman　Co．（Ann　Arbor，　MI，　USA）．

This　ELISA　specmcally　detects　PGE2，　not　other　prostaglandins．

Zymographies　for　gelatinase　and　urokinase－type

plasminogen　activator

Subconfluent　MMT　cells　were　cultured　in　serum－free　MEM，　with

or　without　HGF衣）r　24　h，　and　the　CM　was　collected．　For　the

measurement　of　gelatinase　activity，　samples　were　su句ected　to

SDS－PAGE，　using　a　10％polyacrylamide　gel　containing　l　mg　ml－1

British　Journal　of　Cancer臼999）81（2），］94－202
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Figure　l　Stimulatory　effect　of　conditioned　medium（CM）from　MMT　cells　on

HGF　production　in　human　skin　fibroblasts．（A）Stimulation　of　HGFproduction

by　MMT－derived　CM．（B）Effects　of　antibodies　and　an　antagonist　against

polypeptide　HGF－inducers．　Fibroblasts　were　seeded　on　48－well　plates　and

cultured　for　24　h．After　replacing　the　medium　with　fresh　DMEM

supplemented　with　1％FCS　and　2μg　ml－1　heparin，　CM　from　MMT　cells　was

added　in　the　absence　or　presence　of　antibodies　and　an　antagonist．　The　cells

were　cultured　for　24　h　and　the　concentration　of　HGF　in　the　medium　was

measured　by　ELISA．　Values　represent　the　mean　of　triplicate　measurements
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Figure　2　Elution　profile　of　HGF－inducing　activity　from　MMT－derived　CM　in

molecular　sieve　chromatography　with　a　Sephadex　G－25　column．　The　CM

was　concentrated　by　lyophilization　and　appiied　to　a　Sephadex　G－25　column

equilibrated　with　15mM　phosphate　buffer（pH　7．2），0．15Msodium　chloride．

Eluted　fractions　were　sublected　to　assay　for　HGF－inducing　activity，　using

human　skin　fibroblasts

to　reverse　phase　high－perfbrmance　liquid　chromatography（RP－

HPLC）with　a　C18　column．　Absorbed　materials　were　eluted　by　a

concentration　gradient　of　acetonitrile．　The　eluate　was　concentrated

by　vacuum　centrifUgation　and　dissolved　in　H20．

RESOLTS

Characterization　of　MMT・derived　HGF－inducer

HGF－inducing　activity　was　determined　by　measuring　HGF

production　in　cultures　of　human　skin且broblasts　after　addition　of

CM　ffom　MMT　mouse　mammary　tumour　cells。　The　addition　of

MM羊derived　CM　stimulated　HGF　production　in　cultures　of

fibroblasts（Figure　l　A）：afbur－to　fivefbld　increase　in　HGF　level　in

fibroblast　cultures　occurred　when　CM　was　added　at　50％（v／v），

whereas　its　potential　to　stimulate　HGF－production　was　less　than

that　of　O5　ng　m「l　IL－1β．　Since　the　MMTderived　CM　itself　did

not　contain　a　detectable　level　of　HGF（not　shown），　our　observa－

tions　indicated　that　MMT　cells　secrete　a　factor　which　stimulates

the　production　of　HGF　in　normal　human　fibroblasts．

　　Our　previous　studies　demonstrated　that　several　types　of　tumour

cells　secrete　inducing　factors　fbr　HGF　production　in　fibroblasts，

and　these　factors　were　identified　to　be　IL－1α，　IL－1β，　PDGF　and

bFGF（Matsumoto　et　al，1996；Nakamura　et　al，1997）．　We　there－

fore　asked　whether　the　MM工derived　HGF－inducer　is　identical　to

one　of　these　factors．　MM工derived　CM　was　added　to百broblast

cultures　and　the　cells　were　cultured　in　the　absence　or　presence　of

an　IL－1receptor（IL－IR）antagonist　or　an　antibody　against　PDGE

bFGF　or　EGFR．　IL－lR　antagonist　and　these　antibodies　almost

completely　inhibited　the　respective　activities　of　IL－10t，　IL－1β，

PDGE　bFGF　and　TGF一αto　stimulate　HGF　production（not

shown）．　The　stimulatory　ef飴ct　of　MMT・derived　CM　on　HGF

production　was　slightly　inhibited　by　the　IL－IRantagonist　but　was

hardly　inhibited　by　any　of　the　antibodies（Figure　l　B）．　This　indi－

cates　that　the　HGF－inducer　derived　from　MMT　cells　is　distinct

廿om　these　cytokines　and　growth　factors．

　　MMTderived　CM　was　concentrated　by　lyophilization，

su旬ected　to　molecular　sieve　chromatography，　using　a　Sephadex

G－25column，　and　the　eluted　ffactions　were　tested　to　determine　if

they　would　stimulate　HGF　production　in　且broblast　cultures

（Figure　2）．　HGF－inducing　activity　was　eluted　as　two　distinct

peaks：the　m司or　peak　eluted　at　positions　ofル1r　around　900　and　the

minor　peak　eluted　nearγ。　position・

gelatin．　A廿er　electrophoresis，　the　gel　was　washed　in　2．5％Triton

X－100，and　incubated　in　50　mM　Tris－HCI　buf恒　（pH　8．0）

containing　O．5　mM　calcium　chloride　and　l　mM　zinc　chloride　fbr

24hat　37°C．　The　gel　was　stained　with　Coomassie　brilliant　blue

and　photographed．　For　the　measurement　of　urokinase－type　plas－

minogen　activator（u－PA），　culture　supernatants　were　prepared　and

analysed　as　described　elsewhere（Vassalli　et　al，1984）．

Purification　of　MM下derived　HGF－mducer

A丘er　MMT　cells　grew　to　confluency，　the　culture　medium　was

changed　to　serum－free　medium　and　the　cells　were　cultured　for　a

further　48　h．　CM　was　concentrated　by　lyophilization　and　s吻ected

to　molecular　sieve　chromatography，　using　a　Sephadex　G25

column（Pharmacia　Biotech，　Uppsala，　Sweden），　equilibrated　with

l5mM　phosphate　buf允r（pH　7．2），0．15Msodium　chloride．　Active

仕actions　were　pooled，　concentrated　by　lyophilization，　and　applied

Identification　of　MM下derived　HGF　inducer

We　repeated　molecular　sieve　chromatography　and　active　fractions

廿om　CM　were　pooled　and　lyophilized．　The　pooled　material

was　dissolved　in　H20，　dialysed　against　H20，　and　su句ected　to

RP－HPLC　with　a　C　l8　column（Figure　3A）．　The　adsorbed　materials

were　eluted　with　a　concentration　gradient　of　acetonitrile　and　the

eluted　fractions　were　su句ected　to　assay．　When　the　pooled　material

廿om　CM　of　MMT　cells　was　applied　to　RP－HPLC，　HGF－inducing

activity　was　seen　as　a　single　peak　of　fねction　55．　It　is　worth　noting

that　the　HGF－inducing　activity　eluted　after　RP－HPLC　was　compa－

rable　to　that　seen　with　O．5　ng　ml司IL－1β（a　dose　which　gives　the

maximal　activity　of　IL－1β）and　it　was　approximately　twofbld

higher　than　that　of　the　maximal　activity　seen　in　the　pooled

materials　su切ected　to　RP－HPLC．　The　potentiation　of　HGF－

inducing　activity　after　RP－HPLC　means　that　an　inhibitory　factor

which　suppresses　HGF－inducing　factor　in　MMTderived　CM　was

dissociated　during　RP－HPLC．

Br托ish　Journal　of　Cancer臼999）81（2），194－202 ◎1999Cancer　Research　Campaign
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Figure　3　Elution　profile　of　HGF－mducing　actMty　from　MMT－derived　CM（A）

and　PGEI　and　PGE2（B）in　C18　RP－HPLC．　Pooled　active　fractions　after

molecular　sieve　chromatography　were　concentrated　and　sublected　to　C18

RP－HPLC．　The　absorbed　materiais　were　eluted　with　a　concentration　gradient

of　acetonitrlle　and　eluted　fractions　were　sublected　to　assay　for　HGF－inducing
activity

　　The　above　results　indicated　that　the　MMTderived　HGF－inducer

was　a　lipophilic　molecule　with　a　relatively　lowル1r．　and　we　specu－

lated　it　might　be　prostaglandins．　We　therefore　tested　whether

various　prostaglandins　might　stimulate　HGF　production　in　the

fibroblasts．　Among　prostaglandins　tested，　including　prostaglandin

D2（PGD2），　PGEI，PGE2，　PGF2α，　PGI2．　staurosporin　A．　and　throm－

boxan　Bユ、　PGEI　and　PGE。　patently　stimulated　HGF　production　in

the　fibroblasts（not　shown）．　We　therefbre　applied　authentic　PGEl

and　PGE2，　respectively，　to　a　Cl8　RP－HPLC　column　followed　by

elution　under　the　same　conditions　as　used　for．MMTderived　HGF－

inducer（Figure　3B）．　PGEI　eluted　as　a　In勾or　single　peak　at　fraction

57and　HGF－inducing　act｛vity　in　the　elute　coincided　with　the　peak，

while　PGE2　eluted　at　fraction　55，　thus，　coinciding　with　its　bb－

logical　activity　to　stimuIate　HGF　production．　Taken　together、　these

results　strongly　suggest　that　the　HGF－inducer　secreted　from　MMT

cells　is　PGE
　　　　　　　　　　ユび

　　T〕obtain　further　evidence　that　the　HGF－inducer　derived　fTom

MMT　cells　is　PGE2，　MMT　cells　were　cultured　in　the　presence　of

indomethacin，　a　specific　inhibitor　for　cyclooxygenase，　and　HGF－

inducing　activity　ill　the　CM　was　measured．　HGF－hlducing　activity

in　CM　from　MMT　cellswas　almost　completely　inhibited　by　exp（）－

sllre　to　indomethacin，　ill　a　dose－dependent　Illanner（Figure　4A）．

Likewise．　HGFinducing　actMty　in　CM　of　MMT　cells　treated

◎1999Cancer　Research　Campaign
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Figure　4　1nhibition　of　HGF．inducing　activ｝ty　in　CM　from　MMT　cells　exposed

to　indomethacin（A，　B）and　PGE2　production　in　MMT　cells（C）．（A）

Concentration－dependent　inhibition　of　HGF－inducing　activity　in　MMT－derived

CM　by　indomethacin．（B）Elution　profile　of　HGF－inducing　activity　in　CM　of

MMT　cells　exposed　or　not　exposed　to　10－7　M　indomethacin．　Subconfluent

MMT　cells　were　cunured　in　the　absence　or　presence　of　indomethacin　for48　h

and　CM　from　indomethacin－exposed　MMT　cells　were　subjected　to　assay　for

HGF－inducing　activity（A）or　molecular　sieve　chromatography　with　Sephadex

G－25column（B＞．（C）PGE2　production　in　MMT　cells　cultured　with　or　without

indomethacin　for　24　h．　PGE2　production　in　CM　of　MMT　cells　was　measured

using　ELISA
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Figure　7　Stlmulatory　effect　of　HGFon旧vitro　Invasion　of　MMT　cells．

（A）Appearance　of　lnvaslve　cells　migrating　under　the　membrane，（B）Dose－

dependent　enhancement　of　invasion　of　MMT　cells　by　HGE　MMT　cel［s　were

seeded　on　Matrigel　basement　membrane　components　for　2　days［n　the

absence　or　presence　of　HGF　hvaslve　cells　lnvadlng　through　Matrige［and　8一

μmpores　of　the　filter　membrane　to　the　underside　of　the　membrane　were

stalned　wlth　haematoxylin　and　counted，　as　vlewed　microscopically

B

Figure　6　Enhancement　of　cell　growth（A）and　cellscatterlng（B）of　MMT

cells　by　HGF　For　measurement　of　cell　growth，　MMT　cells　were　cultured　for

45days　in　serum－free　MEM　lnthe　absence　or　presence　of　HGF．　Forthe

measurement　of　cell　scattering，　MMT　ce‖s　were　cultured　inthe　absence　or

presence　of　HGFfor　18h

0 1 3 10 HGF（ng　m「1）

＜トーu．PA

＜←MMP－9

Figure　8　Regulation　of　u－PA　and　gelatlnase　activlt｛es　in　MMT　cells　by　HGE

u．PA　activity（A）and　gelatinase　actlv｜ty（B）were　measured　in　CMfrom　MMT

cells．　MMT　cells　were　cultured　for　24　h　in　the　absence　or　presence　of　HGF，

and　CM　was　sub」ected　to　SDS－PAGE　u－PA　and　gelatinase　activltles　were

respectively　measured　uslng　zymographical　methods
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Figure　9　1n　vitro　invasion　of　MMT　ce‖s　cocultured　with　fibroblasts．（A）Diagram　showing　method　we　used　to　co－culture　MMT　cells　and　fibroblasts．（B）HGF

concentration　in　co－culture　system　of　MMT　cells　and　fibroblasts．（C）Number　of　invasive　MMT　ce‖s　in　the　co－culture　of　MMT　cells　and　fibroblasts．　Human

fibroblasts　were　initially　seeded　on　24－well　plates，　and　MMT　cells　were　seeded　inthe　upper　compartment　of　a　24－well　Matrigel　invasion　chamber．　Cells　were

cultured　for　48　h　in　the　absence　or　presence　of　5　ng　ml－1　HGP　10μg　ml－1　anti－HGF　lgG，10－7　M　indomethacin，　or　10－7　M　indomethacin　plus　10㊤MPGE2，　and　the

number　of　invasive　cells　was　enumerated

with　10－7　M　indomethacin　was　measured　after　molecular　sieve

chromatography　with　Sephadex　G－25（Figure　4B）．　The　elution

pro臼le　clearly　indicated　that　the　HGF－inducing　activity　in　the

m司or　peak　corresponding　toル1r　around　900　Da　was　almost

completely　diminished，　whereas　the　HGF－inducing　activity　in　the

minor　peak　which　eluted　near　V。　position　was　not　inhibited．　We

next　measured　PGE2　production　by　MMT　cells，　using　a　speciHc

ELISA（Figure　4C）．　During　24－h　culture，　PGEりlevel　in　the　CM　of

MMT　cells　reached　242　ng　ml－1（6．9×10－7　M）．　Furthermore，　the

addition　of　indomethacin　dose－dependently　inhibited　PGE2

production　in　MMT　cells　and　PGE2　production　in　the　cells　treated

with　10－7　M　indomethacin　was　only　1／300f　that　seen　in　control

cuhure．　Tbgether　with　these　results，　we　concluded　that．the　HGF－

inducer伽m　MMT　cells　was　PGE
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2’

　　Since　the　MMT　cells　originated廿om　mammary　tissue，　we

asked　if　HGF　production　in　human　fibroblasts　derived　from

normal　breast　and　breast　carcinoma　tissues　in　a　patient　with　breast

carcinoma　was　regulated　by　MMTderived　CM　and　PGE2
（Figure　5）．　The　basal　HGF　production　in　fibroblasts　fTom　normal

and　breast　carcinoma　tissues　was　3．74±0．12　ng　ml－l　and

5．27±0．14ng　ml－l　respectively．　Although　HGF　production　in

flbroblasts　f十〇m　breast　carclnoma　tissue　was　higher　than　that　in

no㎜al　breast　fibroblasts，　HGF　production　in且broblasts廿om

breast　carcinoma　tissue　was　not　con⑨istently　higher　than　that　in

normal　breast　fibroblasts　to　solne　extent，　it　was　not　consistent（not

shown）．　HGF　production　in　breast　fibroblasts　from　both　normal

and　tumour　tissues　was　dose－dependently　stimulated　by　both

MMTderived　CM（Figure　5A）and　PGE2（Figure　5B）．　Similar

stimulatory　effects　were　seen　in　other　human　breast　fibroblasts

derived　from　other　patients　with　breast　cancer（not　shown）．

Interactions　of　tumour　cells　with　stromal　fibroblasts　have　a　signifi－

cant　effect　on　the　malignant　behaviour　of　carcinoma　cells

（Lippman　and　Dickson，1990；Sakakura，1991；Wernert，1997）．

When　HGF　was　added　to　cultures　of　MMT　cells，　HGF　stimulated

prolifξration　of　the　cells，　in　a　dose－dependent　manner（Figure　6A），

The　maximal　activity　with　a　25－fold　increase　in　cell　number　was

seen　with　3－10ng　ml－l　HGF　In　addition　to　cell　growth　stimula－

tion，　HGF　stimulated　migration　of　the　cells．　Addition　of　HGF　in

MMT　cells　in　monolayer　culture　induced　scattering　of　the　cells

（Figure　6B），　thereby　indicating　that　HGF　stimulates　motility　of

MMT　cells。

　　Tb　determine　if　HGF　would　af丘ct　invasion　of　MMT　cells，　the

cells　were　cultured　in　a　Matrigel　invasion　chamber　in　the　absence

or　presence　of　HGF（Figure　7A）．　Although　some　cells　invaded

through　the　Matrigel　basement　membrane　components　and

migrated　under　the　fiker　membrane　in　the　absence　of　HGF，　the

addition　of　HGF　strongly　enhanced　invasion　of　these　cells．　The

maxima｝effbct　by　15一食）ld　stimulation　was　seen　with　5　ng　m】－l

HGE　whHe　at　a　higher　concentration，　the　number　of　invading　cells

decreased（Figure　7B）．　Therefore，　HGF　may　stimulate　the　inva－

sion　of　MMT　cells　through　the　basement　membrane．

　　Since　the　process　of　invasion　requires　increased　activities　in

both　cell　migration　and　extracellular　proteolysis，　we　investigated

the　effects　of　HGF　on　extracellular　protease　activities　in　MMT

cells．　HGF－treatment　strongly　increased　u－PA　activity，　in　a　dose－

dependent　manner（Figure　8）．　On　the　other　hand，　although　MMT

cells　secreted　92　kDa　gelatinase（MMP－9），　this　secretion　remained

unchanged　with　HGF－treatment（Figure　8）．

ln　VitrO　inVaSiOn　thrOUgh　tUmO町一StrOmal　hteraCtiOn

Biological　effects　of　HGF　on　MMT　cells

On　the　basis　of　our　data　that　MMT　cells　secrete　PGE2　as　a　potent

HGF　inducer　for　fibroblasts，　we　assume　that　MMT　ceUs　might

stimulate　HGF　production　in　nbroblasts　and　fibroblast－derived

HGF　might　affect　growth，　migration　and　invasion　of　MMT　cells．

Based　on　findings　that　MMT　cells　secrete　PGE2　as　an　inducer　fbr

HGF　production　in　fibroblasts，　while　HGF　strongly　stimulates

invasion　of　MMT　cells，　we　set　up　a　co－culture　method，　using　a

Matrigel　invasion　chalnber　in　which　fibroblasts　were　cultured　in

the　lower　compartment　and　MMT　cells　were　cultured　in　the　upper

compartment（Figure　gA），　This　co－culture　system　mimics　the

◎1999Cancer　Research　Campaign BrRish　Journal　of　Cancer（f999）81（2｝，194－202
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tumour－stromal　interaction　through　basement　membrane　compo－

nents．　Without　co－cultured　MMT　cells，　basal　HGF　production　in

nbroblasts　was　O．4　ng　mP　during　48－h　culture，　but　the　production

of　HGF　was　stlmulated　to　L　l　ng　ml－l　hy　co－culdvatlon　with　MMT

cells（Figure　gB）．　HGF　was　undetectable　when　anti－HGF　IgG　was

added　to　this　culture．　The　addition　of　l　O－7　M　indomethacin

decreased　the　HGF　to　near　basal　levels　seen　in　the　culture　of

nbroblasts　alone，　indicating　that　the　increase　in　HGF　level　under

this　co－culture　condition　was　probably　due　to　PGE2　secreted　from

MMT　cells．　Simultaneous　addition　of　lO－6　M　PGE2　and　lO－7　M

indomethacin　to　this　culture　again　increased　HGF　levels　3．1－fbld

higher　than　seen　in　the　culture　with　lO－7　M　indomethacin　alone．

　　When　MMT　cells　were　cultured　alone，　the　addition　of　5　ng　m1－l

HGF　stimulated　the　invasion　of　MMT　cells　to　a　2．6－f61d　higher

level　than　seen　without　HGF　（Figure　gC）．　The　addition　of

lOμg　ml－l　anti－HGF　IgG　a｝most　completely　neutralized　the　inva－

sion　of　MMT　cells　stimulated　by　5　ng　ml－I　HGF，　while　anti－HGF

IgG　alone　had　no　ef允ct　on　invasion　of　MMT　cells（not　shown）．

Co－cultivation　of　MMT　cells　with　fibroblasts　increased　the

number　of　invading　cells　by　a　3．9－fbld　higher　levenhan　that　seen

without　fibroblasts．　The　number　of　invading　cells　in　the　co－culture

was　higher　than　that　seen　with　MMT　cells　alone　in　the　presence　of

5ng　ml－1，　even　though　the　HGF　level　in　the　co－culture　was　only

l．1ng　ml－1（Figure　gB）．　This　f］nding　suggests　that　6broblasts

might　secrete　a　fhctor（s）distinct　fTom　HGF　and　such　a㊤ctor（s）

might　stimulate　invasion　of　the　cells，　in　this　co－culture　system（see

below）．　Importantly，　the　addition　of　anti－HGF　strongly　inhibited

invasion　of　the　cells　to　the　level　seen　in　the　culture　of　MMT　cells

alone．　Likewise；the　addition　of】0ユMindomethacin　inhlbited

invasion　of　MMT　cells，　but　this　inhibitory　ef飴ct　was　less　than　that

seen　with　anti－HGF　antibody，　because　the　basal　HGF　production

in　Hbroblasts　was　retained，　even　in　the　presence　of　indomethacin．

Moreover，　the　addition　of　lO－6　M　PGE2　to　this　co－culture　in　the

presence　of　lO－7　M　indomethacin　again　stimulated　invasion　of

MMT　cells，　consistent　with　the　increase　in　HGF　level　in　this

culture　condition．　Therefbre，　in　this　co－culture　system，　the　mutual

interaction　between　MMT　cells　and　fibroblasts　was　evident：HGF

production　in　fibroblasts　is　stimulated　by　PGE2　secreted　ffom

MMT　cells，　while　fibroblast－derived　HGF　in　turn　strongly　stimu－

lates　invasion　of　MMT　cells．

　　Since　the　enhanced　invasion　of　MMT　cells　in　the　co－culture

with　nbroblasts　was　inhibited　to　the　basal　level　by　anti－HGF　anti－

body，　the　above　fibroblast－derived　factor（s）distinct　from　HGF　is

likely　to　depend　on　the　co－existence　of　HGF，　in　stimulating

invasion　of　MMT　cells．　Although　we　have　yet　to　specifプsuch

a　fibroblast－derived　factor（s），　one　possible　explanation　is　that

fibroblasts血ght　produce　pro－matrix　metalloproteinases（pro－

MMPs），　and　the　activation　of　pro－MMPs　might　depend　on

tumour－derived　proteinase　such　as　u－PA．　HGF　strongly　stimulated

u－PA　activity　in　MMT　ceUs（Figure　8）．

D■SCUSS‘ON

HGF　is　a　mesenchymaL　or　stromal－denved　factor　which　e】icits

mitogenic，　motogenic　and　morphogenic　responses　in　a　wide　variety

of　cells（Zamegar　and　Michalopoulos，1995；Matsumoto　and

Nakamura，1997）．　During　development　of　the　mammary　gland，

HGF　is　involved　in　br㎜ching　duc由㎜ation　in　ma㎜蜘land
epithelial　cells（NirarUan　et　al，1995；Soriano　et　al，1995；Yang　et　al，

1995）．Afibroblast－derived　mitogen　fbr　mammary　gland　epithelial

cells　was　identified　to　be　HGF（Sasaki　et　al，1994），　indicating　that
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HGF　affects　growth　of　mammary　epithelial　cells　as　a　stromal－

derived　paracrine　factor　It　is　therefbre　conceivable　that　HGF　fUnc－

tions　as　a　mediator　in　tumour－stromal　interactions　in　breast　cancer
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

leading　to　the　acquisition　of　malignant　phenotypes　in　breast　cancer

cells．　In　the　present　study，　we　fOund　that　HGF　potently　stimulates

migration　and　invasion　of　MMT　mouse　mammary　carcinoma　cells，

as　well　as　stimulating　their　growth．　Of　importance　in　our　study　is　the

finding　that　there　is　a　mutual　interaction　between　MMT　carcinoma

cells　and　nbroblasts，　as　mediated　by　MMTde亘ved　PGE2　and

nbroblast－derived　HGF　MM工derived　PGE2　up－regulates　HGF

production　in　fibroblasts，　while　fibroblast－derived　HGF　stimulates

growth　and　invasion　of　MMT　cells．　There　have　been　reports　that

PGE21evels　are　elevated　in　malignant　human　breast　tumours　and

mudne　mammary　tumours（Rolland　et　a1，1980；Ka㎜ali　et　al，1983；

Bennett　et　al，1989）．　In－vitro　studies　using　tissue　explants　or　human

breast　tumour　cells　in　primary　culture　also　revealed　higher　PGE2

production　by　tumour　cells　f士om　malignant　tissue　than　that　seen　in

cells輪m　benign　tumour　and　no㎜al　tissues（Watson　and　Chuah，

1992）．Tbgether　with　these　results，　one　possible　mechanism　is　that

breast　carcinoma　cells　secrete　PGE2，　the　elevated　PGE2　stimulates

HGF　production　in　stromal　fibroblasts，　and　fibroblast－derived　HGF

induces　invasive　growth　of　breast　carcinoma　cells．　We　also　R）皿d

that　HGF　strongly　increased　u－PA　activity　in　MMT　cells．　Since

involvement　of　u－PA－induction　in　tumour　invasion　has　been　demon－

strated　in　vadous　cancer　cells（Vassalli　and　PepPeち1994）and　induc－

tion　of　u－PA　by　HGF　correlates　with　in　vitro　invasiveness　and　in

vivo　metastatic　potential（Jeffers　et　al，1996），　increase　in　u－PA

activity　by　HGF　could　possibly　be　one　critical　event，　leading　to

increased　invasive　potential　in　MMT　cel］s，

　　Previous　studies　noted　that　various　types　of　cancer　cells　secrete

stimulatory　factors　fbr　production　of　HGF　in　distinct　types　of

fibroblasts　and　such　tumour－derived　HGF－inducers　were　identified

to　be　polypeptide　cytokines　and　growth　factors　such　as　IL口oし，

IL　1β，　bFGF　and　PDGF（Matsumoto　et　al，1996；Nakamura　et　al，

1997）．It　should　be　emphasized　that　we　here　have　newly　identified

PGE2　to　be　a　non－polypeptide　HGF－inducer　derived　from　tumour

cells．　Previous　studies　lndicated　that　some　prostaglandins（PGEI，

PGE2　and　PGI2　analogue）stimulate　HGF　production　by　activating

gene　expression　of　HGF　rather　than　by　regulating　post－transcrip－

tional　processes（Matsumoto　et　al，1995）．On　the　other　hand　expres－

sion　of　HGF　gene　is　up－regulated　by　at　least　two　distinct　signalling

pathways：A－kinase－mediated　and　C－kinase－mediated　pathways

（Matsunaga　et　al，1994；Matsumoto　et　al，1995）．　Although　we　did

not　investigate　the　pathway　through　which　PGE2　exhibits　HGF－

inducing　activity，　the　A－kinase－mediated　pathway　is　likely　to　be

responsible，　fbr　the　fbllowing　reasons：（1）PGE2　stimulates　both

cAMP　levels　and　HGF　production　through　the　EP2／EP4

prostaglandin　receptor　which　stimulates　adenylate　cyclase

（Takahashi　et　al，1996）；（2）stimulatory　ef艶ct　on　HGF　production

in　fibroblasts　is　additive／synergistic　between　PGE2　and　an　activator

of　C－kinase，　but　not　additive　between　PGE2　and　a　cAMP　analogue

which　activates　A－kinase（Matsumoto　et　al，1995）．

　　Most　mammary　carcinoma　cells　and　many　types　of　other　carci－

noma　cells　do　not　produce　HGF　in　vitro（Jiang　et　al，1993；Byers

et　al，1994；Rosen　et　al，1994；Nakamura　et　al，1997；our　unpublished

data），　whereas　many　dif允rent　types　of丘broblasts，　including

mammary　fibroblasts　produce　moderate　to　high　levels　of　HGF

（Stoker　et　al，1987；Seslar　et　al，1993；Rosen　et　al，1994）．　Thus，

strornal　cells　seem　to　be　a　m司or　source　of　HGF　within　tumour

tissues．　On　the　other　hand，　there　are　data　that　HGF　protein　and

mRNA　are　expressed　in　mammary　carcinoma　cells（Wang　et　al，
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1994；Rahimi　et　a1，1996；Tuck　et　al，1996；Jin　et　al，1997α），　as　well

as　in　stromal　cells．　The　expression　of　HGF　is　elevated　in　mammary

carcinomas，　in　comparison　with　findings　in　benign　hyperplasia（Jin

et　al，1997α；Tuck　et　al，1996），　and　HGF　levels　in　breast　cancer　tissue

are　a　strong　Predictor　of　a　recurrence　in　breast　cancer　patients

（Yamashita　et　al，1994；Nagy　et　al，1996；Yao　et　al，1996）．　The　lack　of

potential　of　cultured　mammary　carcinoma　cells　to　produce　HGF　may

possibly　reHect　the　absence　of　a　stimulatory　cofactor　required　fbr

HGF　production　in　tumour　tissues，　or　a　characteristic　change　of　the

cells　due　to　consequences　of　serial　cultivation．　Although　this　issue

remains　to　be　addressed，　the　source　of　HGF　in　malignant　mammary

carcinomas　may　be　extended　to　tumour　components，　as　well　as

stromal　components　in　more　progressed　breast　cancers．　It　seems

likely　that　increased　PGE2　production　in　malignant　breast　cancer

cells　leads　to　an　increased　HGF　production　in　the　tumour　microenvL

ronment，　at　least　in　stromal　cells　in　close　proximity　to　tumour　cells．

　　Anumber　of　studies　indicate　that　compounds㎞own　as　non－

steroidal　anti－inflammatory　drugs（NSAIDs）reduce　the　incidence

of　cancers，　including　colon，　bladder，　lung　and　breast　cancers

（Marnett，1995；Rosenberg，1995）．　Although　NSAIDs　inhibit

cyclooXygenase　which　catalyses　the　biosynthesis　of　PGH2，　precur－

sors衣）r　prostanoids　such　as　prostaglandins，　the　mechanisms　by

which　inhibition　of　PG　synthesis　contribute　to　decreased　carcino－

genesis　in　colon　and　some　other　tissues　have　yet　to　be　defined．　In

addition　to　breast　cancer，　studies　have　shown　that　colon　cancer

tissues　produce　a　large　amount　of　PGE2（Narisawa　et　al，1990）．

Moreover，　our　very　recent　study　showed　that　a　potent　stimulatory

ef允ct　of　IL　I　on　HGF　production　in　fibroblasts　was　mediated　via

PGE2　production　and　was　almost　completely　abrogated　by
indomethacin（unpublished　data）．　IL－1（IL－1αand　IL－1β）are　HGF－

inducers　derived　from　various　tumour　cell　lines（Matsumoto　et　al，

1996；Nakamura　et　al，1997），　and　the　elevated　expression　of　IL－1in

various　tumour　tissues　has　been　noted（Colasante　et　al，1997；Jin　et

al，1997b）．　These　results　provide　insight　into　one　possible　mecha－

nism　of　how　the　inhibition　of　PG　synthesis　by　NSAIDs　is　involved

in　reduced　carcinogenesis．　Active　PG　production　in　stromal　cells　as

Well　aS　in　tUmOUr　CellS　in　a　tUmOUr　miCrOenVirOnment　StimUlateS

HGF　production，　an　event　which　may　lead　to　acquisition　of　inva－

sive　growth　potential　in　cancer　cells，　and　to　an　increased　likelihood

of　development　of　a　malignant　tumour．　This　hypothesis　is　now

being　tested　using　colon　cancer　cells．

　　The　neoplastic　cells　ofbreast　carcinomas　are　often　embedded　in

stromal　tissues，　an　event　which　may　be　important　to　control　their

growth，　invasion　and　metastasis。　Indeed，　stromal　cells　influence

the　growth　of　normal　mammary　epithelial　cells　as　well　as　epithe－

lial　carcinogenesis　in　the　mammary　gland（Tremblay，1979；van

den　Hoof，1988；Lippman　and　Dickson，1990；Sakakura，1991）．

Our　results，　at　least　in　part，　explain　the　pathological　significance　of

elevated　levels　of　PGE2　and　HGF　in　malignant　cancer　tissues，　and

apossible　mechanism　for　tumour－stromal　interaction，　as　mediated

by　PGE2　and　HGE　which　would　confbr　invasive　growth　potential

in　breast　canceL　If　our　thesis　is　tenable，　the　disruption　of　such

mutual　interactions　between　carcinoma　cells　and　stromal且bro－

blasts，　as　mediated　by　PGE2　and　HGF，　may　possibly　be　a　unique

therapeutic　strategy　toward　prevention　of　invasion　and　metastasis

of　breast　cancer．
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Summary　lnvasive　potentials　of　maligna嘩cancer　cells　are　regUlated　by　cell　mot‖ity　factors．　W）examine　the　regulation　of　motility　and

invasiveness　in　oral　squamous　carci叩叩a，　we　investigated　autocrine－and／or　paracrine－acting　cell　motility　factors，　using　a　nθwly　established

human　ce旧ine（IF　cells）from　oral　squamous　cell　carcinoma，　which　has　highly　invasive　and　metastatic　characteristics．　Conditioned　medium

derived　from　IFce‖s　stimulated　cdl　scattering　and　migration　of　GB－dl　gallbladdercarcinoma　cells，　indicating　thanFcells　secreted　cell　motility

factors．　Using　antibodies、　IF－derived　cell　motility　factors　proved　to　be　transforming　growth　factor（TGF）一αand　TGF一βt　Antibodiθs　against

TGF一αand　TGFβ1　inhibited　autonomous　migration　of　the　IF　cells．　On　the　other　hand，　in　vitro　invasion　of　IFcells　was　strongly　enhanced　by

hepatocyte．growth　factor（HGF）but　only　slightly　by　TGF一αand　TGF一βt　The　conditioned　medium　from　fibroblasts　enhanced　in　vitro　mvasion

of　IFcells，　an　event　abrogated　by　anti－HGF　antibody，　but　not　by　antibodies　against　TGF一αand　TGF一β1．lmportantlyJFcells　secreted　a　factor

inducing　HGF　productio川n　fibroblasts　and　the　factor　was　identified　as　interleukin－1，which　means　that　a　mutual　interaction　exists　between

tumour　ce‖s　and　fibroblasts，　as　mediated　by　the　HGFIHGF・inducer　loop．　These　results　indicate　that　IF　cells　utilize　TGF一αand　TGF・β1　as

autocrine－acting　motility　factors　and　HGF　as　a　paracrine－acting　motility　factor，　and　that　invasivenθss　of　IF　cells　is　particularly　stimulated　by

HGF　derived　from　stromal　fibroblasts．　Uti‖za耐on．of　multiple　cell　mo耐lity／invasion　factors　that　act　in　distinct　pathways　may　confer　highly

invasive　and　metastat彪poten6als　in　IF　oral　squamous　carcinoma　cells．

Keywords：cel｜motility　factor；HGF；TGF一α；TGF一β；tumour　invasion；tumour－stromal　interaction

The　transition　from　in　situ　tumour　growth　to　invasive　and

metastatic　disease　is　initially　characterized　by　the　potential　of　the

tumour　cells　at　the　primary　site　to　cross　tissue　barriers　and　to

invade　locahissues．　In　case　of　malignant　tumours　originating　from

epithelial　tissue；cells　in也e　primary　tumoU戸ose　adherent　ceU－cell　l

interacdon，　create　a　pathway　through　basement　membrane　and

suπounding　stroma，　and　migrate　through　the　pathway　it　has

created．　Thus，　degradation　of　local　extracellular　matrix　compo．

ne加and　accompanying　cellular　movement　are　particular　charac－

teristics　associated　wi也invasive　tumours．

　　Studies　done　in　the　past　decade　revealed　a　unique　group　of　cell．

motility　factors　and　that　many　growth　factors　and　ligands　fbr

receptor　tyrosine　kinases．　share　mOtogenic　activity（enhancement

of　cell　motility）（reviewed　in　Stoker　and　Gherardi，1991；Wright

et　al，1993；Levine　et　a1，1995；Chicoine　and　Silbergeld，1997）．

Scatter　factor　was　originally　identified　as　fibroblast－derived

motility　factor　fbr　epithelial　cells（Stoker　and　Perryman，1985），

while　subsequent　purification　and　cha江acterization　revealed　this

factor　to　be　identical　to　hepatocyte　growth釦ctor（HGF）（Gherardi

et　a1，1989；Weidner　et　al，1990，1991；Furlong　et　al，1991；Konishi

et　al，1991；Naldini　et　a1，1991）．　HGF　was　orig輌nally　identified　and

cloned　as　a　miゆgenic　polypeptide・fりr　hCP邸ggytCs、．（Nakamりra

et　al，1984，1989；Russell　et　al，1984；Miyazawa　et　a1，1989）．．
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Several　growth　factors，　initially　identified　as　mitogenic　poly－

peptides，　also　affect　motility　of　a　wide　variety　of．cells，　including

plateleセderived　growth　factor　（PDGF），　insulin－like　growth

飴ctor－1（IGF－1），　IGF－II，　basic　fibroblast　growth　factor（bFGF），

transfbrming　growth　factor（TGF）一αand　TGF一β1（also　see　above

reviews）．　These　cell　motility　factors　play　important　roles　in　regu－

ladng　cell　movement　in　physiological　and　pathological　processes，

including　embryogenesis，　tissue　repair，　inflammation　as　well　as

tumouf　invasion（reviewed　in　Levine　et　al，1995；Chicoine　and

Silbergeld，1997；Wehrle－Haller　and　Weston，1997；Birchmeier

and　Gherardi，1998）．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　Migration　and　invasion　of　cancer　cells　are　particularly　regulated

by　cell　motility　factors　which　act　in　autocrine－and／or　paracrine－

related　manner．　Establishment　of　an　autocrine　loop　of　growth

食ctors　is　involved　in　tumorigenic　transfOrmation　and　progression

to　malignant　cancer　cells（Sporn　and　Roberts，1985；Ullrich　and

Schlessinger，1990；Wright　et　al，1993；Levine　et　al，1995；SiUetti

and　Raz，1996；Chicoine　and　Snbergeld，1997）．　In　addition　to

these　factors，　pardcipation　of　paracrine　factors　have　been　impli－

cated　inωmour　invasipn　a頑malignCnt　progressign，　as　based．　on

the　noti6n　that・growthl　ahd　in寸asive． potentials　of　carcinoma　cells

are．influenced　through　interadtions　with　host　stromal　cells（van

den　Hooff，．1988；Matsumoto　et　al，1989；Camps　et　al，1990；

Wernert，1997）．　HGF　is　a　mesenchymal－（or　stromal－）derived

paracrine　factor　which　affects　cell　growth，　cell　motility　and

morphogenesis　of　a　wide　variety　of　cells，　including　malignant　ones

（Jiang　et　al，1993；．　Matsumoto　and　Nakamura，1997；Birchmeier

and　Gherardi，1998）．　In　vitro，　HGF　stimulates　migration　or
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invasion　of　various　types　of　carcinoma　cells（Weidner　et　al，1990；

Matsumoto　et　al，1994；Shibamoto　et　al，1994；Jeffbrs　et　al，1996；

Bennett　et　al，1997；Inoue　et　a1，1997；Nakamura　et　a1，1997；also

reviewed　in　Jiang　et　a1，1998）and　autonomous　activation　of

cMeVHGF　receptor　through　the　autocrine　loop　of　HGF　confbrs

invasive　and　metastatic　potenUal　of　tumour　cells（Jeffbrs　et　al，

1996）、

　　Oral　squamous　cell　carcinomas　are　generally　ma玉ignant　tumours，

with　invasive　and　metastatic　potentials．　We　established　a　distinct

tumour　cell　line（IF　cells）fξom　a　patient　with　oral　squamous　cell

carcinoma．　These　IF　cells　are　highly　invasive　and　metastatic　when

implanted　into　athymic　mice　and　thus　IF　cel茎s　retain　invasive　and

metastatic　potential（manuscript　in　prepara60n）．　We　hypothesized

that　cell　modlity　and　invasiveness　of　IF　cells　might　be㏄gulated　by

cell　motility　factors　which　act　in　an　autocrine　or　paracrine　manner．

In　the　present　study，　we　identified　paracrine　and　autocrine　cell

modlity　factors　in　this　tumour　cell　line．　Therefbre，　IF　oral　squa－

mous　cell　carcinoma　cells　utilize．．　both　autocrine－and　paracrine－

act輌ng　cell　motility　factors　and　utilization　of　thesβmultiple　factors

presumably　confers　invasive　and　metastatic　potential　in　this　malig－

nant　oral　squamous　carcinoma　cell　line．

MATERIALS　AND　M巨THOOS
MaterialS

Mouse　monoclonal　antibodies　againSt　human　TGF一αand　TGFβ1

were　obtained　from　Calbiochem，　Calbiochem－Novabiochem　Int．

（Cambridge，　MA，　USA）and　TAGO　Products（Burlingame，　CA，

USA）　respectively．　Polycional　antibody　against　HGF　was

prepared　ftpm　the　serum　of　a　rabbit　immunized　with　human

recombinant　HGF　and　1μg　ml－1　anti－human　HGF　IgG　completely

neutralized　the　biological　acdvities　of　l　ng　ml－l　of　human　HGF

（Matsumoto　et　a1，1996）．　Human　recombinant　TGFαWas　kindly

provided　by　Genentec（San　Franciscol　CA，　USA）and　TGF一β1　was

purified　f㌃om　human　platelets（Okada　et　al，1989）．　HGF　was

purified　f㌃om　the　culture　media　of　Chinese　hamster　ovary　cells

仕ansfbcted　with　an　expression　plasmid　containing　human　HGF

cDNA（Nakamura　et　al，1989）．　Human　recombinant　interleukin－l

receptor　antagonist（IL－l　RA）was　obtained　from　R＆DSystems

Inc．（Minneapolis，　MN，　USA）．　Antibody　against　human　PDGF

was　obtained　ftom　Promega（Madison，　WI，　USA）．

Cell　culture

IF　cells　were　originally　established．f忙om　a　patient　with　squamous

cell　carcinoma　of　gingiva　of　the　lower　jaw．　The　cells　were　cultured

inα一modified　Eagle’s　medium（α一MEM）supplemented　with　l　O％

飴tal　bovine　serum（FBS）．　MDCK　clone　3B（Madin－Darby　Canine

Kidney）epithelial　cells　and　GB－dl　human　gallbladder　carcinoma

cells　were　kind　gifts　f士om　Dr　R　Montesano（University　of　Geneva）

and　Dr　H　Shimura（Fukuoka　University）respectively．　MDCK　and

GB－d　l　cells　were　cultured　in　Dulbecco’s　modified　Eagle’s

medium（DMEM）supplemented　with　l　O％FBS．　Human　demal．

and　oral　fibroblasts　were　initially　allowed　to　proliferate　oμtWard

丘om　tissue　obtained、　during　Sutgery　and　the　cells　were：cultured　in

DMEM　supplemented　with　10％FBS．

Assay　for　cell　growth　and　scattering

IF　cells　were　plated　at　500　cells　cm－2　in　12－well　plates　inα一MEM

supplemented　with　l　O％FBS　and　cultured　fbr　24　h．　The　culture
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media　was　replaced　byα一MEM　containing　l％FBS　and　the　cells

were　cultured　in　the　absence　or　presence　of　l　O　ng　ml－I　HGE　TGF一

αor　TGF一β1　fOr　72　h．　The　number　of　cens　was　counted　using　a

Coulter　counter　after　dissociation　by　trypsin．

　　For　cell　scattering　assay，　MDCK　or　GB－dl　cells　were　plated　at

2．5×103cells　cm’2　in　DMEM　containing　10％FBS　and　cultured

fbr　24　h．　The　conditioned　medium　ffom　IF　cells　or　growth　factors

were　added，　cells　were　fU㎡her　cultured　fbr　24　h，　placed　under　a

microscope　and　photographed．

Measurement　of　HGF　productlon

Human　skin　or　oral　fibroblasts　were　seeded　on　48－well　plates　at　a

density　of　5×104　cells　cm立and　cultured　fbr　24　h．　After　replacing

the　media　with　ftesh　DMEM　supplemented　with　l％FBS　and

2μgml－1　heparin，　appropriate　amounts　of　cytokines　or　the　condi－

tioned　medium　fぐom　IF　cells　was　added　and　the．cells　were　cultured

fbr　24　h．　The　concentration　of　HGF　in　culture　media　was

measured　by　enzyme－linked　immunoabsorbent　assay（ELISA），

using　a　kit（lnstitute　of　Immunology　Co．　Ltd，丑）kyo，　Japan）．

ln　vlt「o　mlgratlon　assay

Migration　of　tumour　cells　was　caπied　out　using　Transwell

，，chamber　equipped　with　a　filter　membrane　with　8一μm　pores

（Corning　Costar　Co．，　Cambridge，　MA，　USA）．　Tu㎡our　ceUs　were

plated　at　5×104　cells　c可2　in　the　upper　compartment　of　the

chamber，　and　cultured　fbr　24　h，　fixqd　in　70％ethanol　and　stained

with　haematoxylin　and　eosin．　The　number　of　ceUs　migrating　to　the

undersurface　of　the　membrane　through　the　pores　was　counted，　as

viewed　microscopically．　Six　microscopic　fields　were　randomly

　selected　for　cell　counting．　Tb　examine　the　inhibitory　effects　of

specific　antibodies　on　migration　of　tumour　cells，　antibodies

against　TGF一α，　TGF一βand　HGF　were　added　at　10μg　m1－1．

ln　VitrO　inVaSiOn　aSSay

In　vitro　invasion　of　tumour　cells　was　measured　using　the　Biocoat

Matrigel　Invasion　Chamber（Becton　D輌ckinson　Labware，　Bedfbrd，

MA，　USA）．　In　this　apparatus，　Matrigel　basement　membrane

components　are　reconstituted　on　a　filter　membrane　with　8一μm

pores．　The　cells　were　plated　at　a　density　of　l　O5　cells　cm－20n　the

Matrigel　in　the　upper　compartment　of　the　chamber　and　cultured

fbr　48　h．　The　number　of　cells　that　invaded　the　undersurface　of　the

membrane　was　counted，　as　described　above．　F）examine　the

extent　of　invasion　of　IF　cells　into　collagen　gel　matrix，　the　tumour

cells　were　embedded　in　collagen　gelσンpe　I　Collagen，　Nitta

gelatin，　Osaka，　Japan）at　5×103　cells　ml－1，and　cultured　for　7　days．

The　culture　medium　was　changed　every　second　day．

RESULTS

PrOdUctlon　and　identifica輔on　of　motility　factors　from　IF

cellS

IF　cells　were　established加m　a　lymph　node　metastasis　of　poorly

differentiated　squamous　cell　carcinoma　which　had　primarily

developed　in　the　lower　jaw．　Histologically　the　tumour　was　highly

infiltrative　and　invaded　the　capsular　sheath　of　metastasized　lymph

nodes．　When　IF　cell　were　subcutaneously　implanted　in　the

British　Joumal　of　Cancer（1999）80（11），1708－1717
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Figure　l　Cell　scaUeri∫、g　induced　by　conditloned　medlum　lronll　lFcells　and　g「owlh　laclors．　Cell　scatler旧g　was　exa∫111ned　using　MDCK　renal　epnhelial　cells

（A，B）arld　GB－dl　gallbladder　carclr〕oma　Gells（C－J）．　These　cells　were　cullured　in　the　absence（A，　C）or　plesence　ol　IF－derived　conditioned　medium（IF－CM）

（B，D）、　TGF一α（E），1「GF．1～1（F＞，　HGF（G）‘IFCM＋amLTGF－（川gG（li）－FCM．｝・anti－TGF－1～lgG（り，or　IF．CM．↓antl・HGF　lgG（Jl．　IF－CM　was　added　at　50％（v／v）

k〕these　cuほures．　grow｛h　laclof「s　we∫e　aパOng　ml．1and　lgGs　were　at　10μg　ml　1．These　anUbodles　respectively　neutralにed　cell　sca｛tering　actMty　of　10ng　ml・1

fGF－∪．TGF一β1　and　HGFand　llormal　lgG　had　no　elfecl　on　cell　scalleri「1g　actlvity　o｛IF－CM（not　shown）

81．．i6sh　Joumal　of　Cancer（1999）80（］1）、］708－17］ア ◎］999Cancer　Research　Campaign
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Figure　4　E廿ects　of　antibodies　on　autonomous　migration　of　IF　cells．

Migra【ion　of　IF　cells　was　measured　usillg　Transwell　chamber　and　alltibodies

（lgGs）against　TGFα，　TGFβ1　and　HGF（α一TGF一α，α・TGF一β1，α一HGF）were

added　at　10μg　ml－1

　　Tb　identify　motility　factor（s）derived　ho1111F　cells，　we　asked　if

kllown　growth　factors　and　cytokines　would　indし1ce　scattering　of　GB－

dl　cells（Figure　l），　Alnollg　various　growth　factors　and　cytokhles

tested，　TGF一α，　TGF一βlalld　HGF　showed　scatterhlg　effects　on　GB－

dl　cells（Figure　l　E－G），　while　PDGE　bFGF，　vascular　endothelial

ceU　growth　factor，　ILJβ，　IL－2，　IL－6　and　tllmour　necrdsis　factor一α

did　not　induce　cell　scatterillg（not　shown），　Wεtherefore　exalnilled

effects　ofandbodies　against　TGF一α，　TGF一βland　HGF　on　cell　sca卜

tering　actMty　ill　IF－derived　conditioned　medium．　When　all　an【ibody

against　TGF一αor　TGF一βl　was　added　to　lhe　conditioned　lnedium　of

IF　cells，　cell　scattering　aαivity　inこhe　IIledium　was　sigllificamly

illllibited　（Figure　l　H，1），　whereas　allti－HGF　amibody　had　no

inhibitory　ef允ct　on　the　cell　scattering　illduced　by　IF－derived

medium　（Figure　l，　J）．　This　filldillg　nleant　that　IF－derived　cell

motility　factors　might　be　TGF一αand　TGF一βL

　　For　further　evidence　lhat　IF－derived　Illotility　factors　are　TGF一α

and　TGF一β1，migration　of　GB－dlcells　was　quantitatively　analysed

ushlg　a　Transwell　apparatus（Figure　2）．　GB－dl　gallbladder　carci－

nolna　cells　were　seeded　on　Transwell　filter　membrane　and　the

IIumber　of　cells　migI’ating　lo　the　undersし［rface　of　the　membraIle

through　8一μm　pores　was　coullted．　Whell　IF－derived　conditiolled

medillm　was　added，　the　nulnber　of　migrated　cells　greatly

increased．　However，　the　additioll　of　anti－TGFαalld　anti－TGF一βl

alltibodies　inhib紅ed　migralion　of　GB－dlcells：the　inhibitory　ef允c【

of　anti－TGF一βlantibody　was　more　potellt　than　that　of　anti－TGF一α

（Figure　2E），　These　resuhs　indicate　that　IF　cells　do　secrete　cell

motility　factors，　whlch　proved　to　be　TGFαand　TGF一β1．

Autocrine　regu｝ation　of　IF　cell　motility　by　TGF一β1　and

TGF・α

Based　on　the　findillg　t｝lat　IF　cells　secreted　TGRαand　TGF一βl　as

cell　mo｛ility　factol・s，　we　analyscd　the　regulatioll　of　lF　ceU　IIハotilhy

Braish　Journal　of　Cancer（1999）80（11），1708－1717
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Figure　5　Enhancement　of　HGF　production　in　human　skin　librob｜asts　by

lF－derived　conditioned　medium（A）and　its　inhibition　by　lし1　recθptor

antagonist（B），　Human　skin　fibroblasts　were　cu｜tured　in　the　absence　or

presence　ol　IF－derived　conditioned　medium　o目ng　ml’11L－］βand　HGF

production　during　24－h　culture　of　the　fibroblasts　was　measured（A）．

lFderived　conditioned　medium　was　added　at　10％（v／v）to　cultures　ol

fibroblasts　and　various　concentrations　of　IL－1　receptor　antagonist（IL－1RA）

were　added（B）

by　TGF一α，　TGF一β1　and　HGF，　using　Transwell　assay．　Whell

TGF一α，　TGF一β1　and　HGF　were　individually　added　to　culture　of　IF

cells　the　migration　of　IF　cells　was　dose－depelldelltly　stilnulated　by

these　grow【h　factors（Figure　3A）．　Although　a　sigllif］cant　number

of　IF　cells　migrated　throμgh　the　membrane　in　control　culture，

migratioll　of　IF　cells　was　further　stimulated　by　these　growth

factors，　ill　a　dose－dependent　ma1コner．　The　potential　to　stimulate

migration　of　IF　cells　was　HGF＞TGF一α＞TGFβ1．HGF　was

most　potellt　in　stimulatil】g　IF　cell　motility　and　fivefold　enhance－

nlent　was　seen　with　lOng　ml－I　HGE　We　also　exalnilled　ef允cts　of

these　growth　factors　on　proli允ration　of　lF　cells（Figure　3B）．　WhelI

the　cells　were　cultured　in亡he　absence　or　presence　ofgrowth　factors

for　72　h，　both　TGF一αand　HGF　weakly　stimulated　the　proliferation

of　IF　cells，　whereas　TGF一βl　inhibked　IF　cell　proliferaUon；there－

fore　HGF　alld　TGFαare　weak　mitogells　while　TGF一βl　inhibits

growt110fIF　cells．

　　Tb　observe　if　the　motility　of　IF　cells　was　regulated　by　these

factors　in　　an　　autocrine　　Inanner，　effects　of　antibodies　oll

autonomous　migration　of　IF　cells　were　tested，　using　Transwell

assay（Figllre　4）．　When　antibodies　agaillst　TGF一αalld　TGF一βl

were　added，　migration　of　lF　cells　was　inhibited　to　49％and　33％o£

the　Control　culture　respectively．　SiInuhaneous　additioll　of　these

antibodies　illhibited　lnigrat▲on　of　lF　cells　to　IOwer］evels　thall　seell

in　cases　of　allti－TGF一β10r　anti－TGF一αantibody　alone，　However，

a加一HGF　antibody　had　no　significant　effect　on　the　autonomolls

migration　of　IF　cells．　Consistent　with　this，　HGF　was　not　detected

in　conditioned　medium　of　IF　cells　by　ELISA　（not　showl1）．

Therefore，　ahhough　TGF－ot，　TGF一βl　and　HGF　stimulate　migra－

t▲on　of　IF　cells，　TGF一αand　TGF一β，　but　not　HGF，　act　as　autocrillc

cell　motility　factors　which　regulate　their　own　cell　motility．

lnduction　of　fibroblast　production　of　HGF　by　lF－derived
factor

Although　IF　cells　do　not　produce　HGF　alld　HGF　does　not　act　as　an

autocrine　Illotility　factor　ln　IF　cells，　we　speculaLed　that　stromal

fibroblasts－derived　HGF　might　affect　migration　of　IF　cells　in　a

paracrine　manIler．　We　previously　showed　that　severaいypes　of

◎1999Cancer　Research　Camρaign
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Figure　6　Effects　of　TGFα，　TGF一β1，HGFand　fibroblast－derived

conditioned　medium（CM）on　invasion　of　IFcells　and　inhibition　of　IFceli

invasion　induced　by　fibroblasトderived　CM　by　antibodles，　lnvasbn　of　lFcells

was　measured　using　Matrigel　invasion　chamber．　Growth　factors　w芭re　added

at　10ng　m｜－1，CM　from　human　oral　strorhal　fibroblasts　at　50％（v／v）and

antibodies（α一TGF一α，α一TGF一β1，α一HGF）were　at　10μg　m「1

carcinoma　cells　secrete　inducing　factors　for　HGF　production　ill

normal　human　fibroblasts（Matsumoto　et　al，1996；Nakamura　et　al，

1997）．We　therefore　examined　if　IF　cells　would　produce　an

inducillg　factor　for　HGF　production　in　norlnal　human　fibroblasts

derived　from　dermal　tissue．　When　IF－derived　conditioned　medium

was　added　to　culture　of　human　f▲broblasts，　HGF　production　by

fibroblasts　was　dose－dependently　stimtllated　and　the　maximal

stimulatory　effect　by　4、4－fold　was　comparable　to　that　seen　with

Ing　mrl　IL－1β（Figure　5A）．　Therefore，　IF　cells　secrete　a　potent

inducing　factor　for　HGF　production　in　fibroblasts．

　　丑）identify　the　IF－derived　inducing　factor　for　HGF　production，

we　tested　effects　of　antibodies　and　antagonistic　molecules　fbr

inducers　of　HGF　production　in　fibroblasts，　including　anti－bFGF，

anti－PDGF　and　an　IL－］．　receptor　antagonist．　Addition　of　an　IL－1

receptor　antagonist　suppressed　tlle　inducillg　activity　in　IF－derived

conditioned　medium　to　close　to　basal　level（Figure　5B），　whereas

anti－bFGF　and　anti－PDGF　antibodies　had　no　significant　effect　on

HGF－inducing　activity　in　IF－derived　conditioned　mediu皿（not

shown）．　This　finding　indicates　that　IF　cells　secrete　IL－1（IL－loし，

IL－1βl　or　both）as　an　HGF　inducer　for　strolnal　fibroblast．　Similar

results　were　obtained　when　fibroblasts　derived　from　oral　stromal

tissue　were　used，　while　IL－1βwas　Iess　potent　in　stimulating　HGF

production　than　that　seen　with　skin　Hbroblasts（110t　shown）．

◎1999Cancer　Research　Campaign

Autocrine／paracrine　regu｛ation｛n　ora｛cancer　、7、3

Regulation　of　IFtumour　invasiveness

Our　findings　indicate　that　motility　of　IF　cells　is　regulated　by　at

least　three　distillct　growth　factorsl　TGF一αand　TGF一β1　act　as

autocrine　motihty　fac亡ors，　while　IIGF　may　act　as　a　paracrine

motility　factor　derived　from　stromal　fibroblasts，　We　then　asked

whether　the　invasiveness　of　lF　cells　is　regulated　by　these　autocrine

and　paracrine　Inotility　factors．　IF　tumour　cells　were　seeded　on

Matrigel　invasion　chamber　and　cultured　for　48　h　in　the　absence　or

presence　of　TGF一α，　TGF一β10r　HGF（Figure　6）．　In　this　apparatus，

invasive　cells　degrade　MatrigeI　extracelMar　matrix　components

and　then　migrate　to　the　ulldersurface　of　the　membrane．　During

48－hculture，　a　few　cells　invaded　throllgh　Matrigel　compollents

and　a　filter　membrane　in　the　absence　of　growth　factors，　When　IF

cells　were　cultured　in　the　presence　ofHGF，　the　number　of　invaded

ce正ls　greatly　increased：fQurfold　ehhancement　by　HGF　However，

both　TGF一αand　TGF一βl　weakly　stimulated　invasion　of　IF　cells

and　their　potency　in　stilnulating　invasion　of　IF　cells　was　much　Iess

than　that　of　HGF．　On　the　other　hand，　addition　of　conditioned

medium　f士om　human　oral　stromal　fibroblasts　also　stilnulated　the

invasion　of　IF　cells．　The　stimulatory　effect　by　this　medium　was

little　inhibited　by　antibodies　against　TGF－o〔and　TGF一βl　but　was

greatly　suppressed　by　anti－HGF　antibody，

　　We　next　analysed　invasiveness　of　IF　tumour　cells　cultured　in

collagen　gel　matrix（Figure　7）．　When　Ip．　cells　were　grown　in

¢ollagen　gehnatrix　fbr　6　days　in　the　absence　of　growth　factors，

亡hey　grew　in　a　cystic．structure　wit1コno　invasive　characteristics

（Figure　7A，　G）．　In　contrast，　when　the　cel．ls　were　grown　in　the　pres一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　オ

ence　of　HGF，　they　showed　invasive　and　sOme　characteristics　of

scattering（Figure　7D）．　Transverse　section　of　tllese　cells　showed

that　IF　cells　lost　celLcell　contact　and　several　ce11s　invaded　the

collagen　gel　matrix（Figure　7H）．　Similarly，　the　addition　of　condi－

tioned　medium　from　human　oral　stromal　fibroblasts　to　cultures　of

IF　cells　induced　significant　invasive　characteristics（Figure　7E）．　In

contrast，　addition　of　TGF一αor　TGFβl　did　not　induce　invasive

characteristics　in　IF　cells　grown　in　collagen　gels（Figure　7B，　C）．

Irnportantly，　the　invasive　phenotype　induced　by　fibroblast－derived

conditioned　medium　was　almost　completely　prevented　by　anti－

HGF　antibody（Figure　7F），　but　not　by　anti－TGF－o〔and　anti－TGF一

β1antibodies（not　shown）．　These　observations　mean　that　the

invasiveness　of　IF　cells　is　potently　stimulated　by　HGE　but　only

marginally　so　by　TGF一αand　TGF一β1．

DISCUSSION

Malignant　tu．mours　are　characterized　by　unrestrained　growth　and

invasion　into　surroundlng　host　tissue．　Tumour　invasion　involves

the　active　locomotion　of　tumour　cells　into　and　through　h6st　tissue

barriers．　Various　polypeptide　growth　factors　such　as　epide1’mal

growth　factor，　PDGF，　TGF一α，　TGFβI　and　HGF　stimlllate　not

only　cell　proliferation　but　also　chemotactic　migratioll　of　various

types　of　tumour　cells．　Likewise，　a　few　classes　of　proteins　which

predominantly　stimulate　the　motility　of　cells　have　been　identified，

しlsing　assay　systenls　that　measure　cell　motility　（Stoker　and

Gherardi，1991；Levine　et　a1，1995；Silletti　and　Raz，1996）．　It　is

reasonable　to　consider　that　these　motility　factors　are　respollsible

for　the　highly　motile　behaviour　m　invasive　tuInour　cells．　Uslng

human　oral　squamous　carcinoma　cell　line，　we　analysed　the

regulation　of　cellular　motility　and　invasiveness　by　extracellularly

acting　proteins　produced　by　tumour　cells　themselves　and　stromal

Br衙sh　Journal　of　Cancer仲999）80（f7），1708－］717



1714　　Rナ∫a5〃｝∂θ’dl

　
　
．
‘
葦
ド
ド
丁
’
．

　
　
＝
．
．
忙
三
」
」
、
ぺ

　
　
　
　
ぺ
ど
　
ろ
　
コ
マ

　
、
、
賃
品
ご
．
．
、
．
」

　
　
　
　
　
　
　
　
メ
　
　
　
　
し

　
　
！
禽
㌦
、
　
－

　
　
　
も
ロ
ご
　
レ
　
ト

　
　
　
噛
＝
　
・
－
－
レ
、
h
ピ
，
“
駕
・
ッ
゜

　
　
　
　
　
．
．
　
．
」
メ
．
　
°
r
ノ
■
　
r
　
　

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
・
　
〆
戸
　
，
p
声
．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
～
　
　
万

　
　
　
　
　
　
力
r
　
I
」
　
　
　
ξ
づ
　
9
、

H
ぺ
～
・
，
．
∴

‘

　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！

Flgure　7　1nvas｜ve　grow｛h　of　IFce‖s　ln　collagen　gel　matllx　IFcehs　we［ecultured　lof　7　days　ln　the　abse∩ce（A，　G）or　presence　ol丁GF－“（B），丁GF［〕1（C），　HGF

（D，H）、　condltioned　medlu｜TI（CM）irorrl　ol『al　stromal　flbroblasts（E｝，　or　llbroblast．de目ved　CMナant｜－HGF　lgG（F），　Antl－HGF　IgG　was　added　at　10μg　rr）い

Aρρearances　o川F　ce‖s（A－F）and　lransverse　seclions（G，殉were　shown

hhr・blas【s・We　i（IC川川じd　TG卜一αこ川d　TG卜一Pい・b・dし“・｝Cl．lnじ一

i　l　C　 　｛　　i　　l　l　　g　

　
　
　
　 l11　（　　）　　［　　i　　l　　i　　｜　　）　 　　　　　　　f「　1　し、　　［　　〔　　）　　11　b　 　－　　　　↓　L　　l　　l　　し　l　　　　　I　　l　

　
（
　
　
　
；
　
　
ト
　

　
　
　
　 1　　（　　）　　　　　1〕　C　

　
　
　
　 6　↓　　　　、　

　
　
人
　

　
I
　
　
C
　　 　

人　l　　　　　l　）　三　　l　　l　　と1　C　 　l　－　i　　l　　l　　e

Uw｝lility　faCIOI“　h）　Ir　‘｝ral　sqUalnOUs　c三ll『cill〔｝n〕a　cじlls　〔Figtlrじ　8）

1川川’lalltly，　lhc川・刑、・Cl1嚇（・日F　cclls　Wil・P・1じluly・加川latじkl

b）　HGE　bllt　nOl　by　TGF一αant「11GF－Pl，

　　TGF一α　antl　TGF一βl　wじrじ　O川ginalb　idClilihcd　as　lumoul・－

tlCll、・ed　fadO1’S　which　しUniCr　al｜ch↓｝lagC－h八lepClldC［“　【tlm〈）U「

glgowlh，　whilcさubscquじll｛s〔ud［cs　showcd　lhat　TGF一α1md　TGF一β1

《lrC　prOdtlCcd　ill　a　WidC　Variet）・Or　IUInOUI’CcllS　alld　regUlate　lheir

own　growlh　al〕d　moUlny（Del’ylコck　cl　al，1987；Spom　et　al，1987；

Wrlどhl　el　alJ9り31Wrighl　and　HUan9，1りり6）．　SeverahnvesUどat（）rs

n〔〕1じdlhal　TGF－1）l　SlimllLlteS　migrこLliOIいmd　illv三1siOII　of　dis〔illc｛

｛ypCS〔｝∫ILIn〕0しlr　CじUS．　lhl－Ough　しUI　auloCl’ille　Oユ’aParacrille　n［mlller

（Wclch　et　ai．1りり（）；M・・1’adian　et　aL　l992；W1’ight　e｛id－993；

8’π’sh　JoL’rna∫o∫Oaηcθ∫θ99≦り80r1η，1708－1717 ◎］999Cancer　Research　Campa｝gn



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HGF：paracrine－acting

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mot｜lity　factor

Mesenchymal
　fibroblasts

Flgure　8　Aschema目c　representatlon　of　the　regulation　of　the　IF　tumour

hvasion　by　autocrinθ一and　paracrine－acting　factors．　TGF一αand　TGF・β1　act

as　autocrine－acting　lwotility　factors，　while　HGFacts　as　fibroblast・derived

paracrine・acting　motility　facto川Fcells　secrete　IL・1　as　an　inducer　for　HGF

production　in　fibroblasts

W士ight　and　Huang，1996；Chicoine　and　Silbergeld，1997；Inoue・

et　al，1997）．　Likewise，　TGF一αstimulates　migration　and　invasion

of　certain　types　of　tumour　cells　such　as　endometrial　adenocarci－

noma，　glioma　ana　uterine　cervical　carcinoma　cells（Ueda　et　a1，

1996，1997；El　Obeid　et　al，1997）．　Wb　identified　motility　factors

derived丘om　IF　oral　squamous　cell　carcinoma　cells　as　TGF－ot　and

TGF一β1．．　Since　autonomous　migration　of　IF　cells　was　significantly

inhibited　by　antibodies　against　TGF一αand　TGF一β1，　these　growth

factors　may　play　a　role　as　autocrine－actipg　cell　motility　factors

which　stimulate　self　migration　in　IF　oral　carcinoma　cells．　On　the

other　hand，　HGF　stimulates　the　motility　of　a　diversity　of　cells，

including　noπnal　epithelial　cells，　endothelial　cells　and　a　wide

variety　of　tumour　cells（reviewed　in　Jiang　et　al，1993，1998；

Zarnegar　and　Michalopoulas，1995；Matsumoto　et　al，1997）．　It　is

noteworthy　that，　although　the　motility　of　IF　cens　is　enhanced　by

TGF一α，　TGF一β1　and　HGE　invasion　of　IF　cells　is　particularly　regu－

lated　by　HGF　rather　than　by　TGF一αand　TGF一β1，　Similarly，　we

previously　noted　that　the　invasiveness　of　GB－d1ξaUbladdCr

cancer　cells　is　potently　sdmulated　by　HGF　but　not　TGF一αand

TGF一β1，　while　TGF一αand　TGF一β1　both　stimulate　migration　of

the　cells（Matsumoto　et　al，1996）．　Therefore，　cellular　responsive－

ness　to　stimulatory　effects　of　TGF一αand　TGF一β10n　invasion　of

cancer　cells　seems　to　be　cell　type－dependent．　Nevertheless，　we

speculate　that　the　production　of　TGF一αand　TGF一β1　and　autocrine

activation　of　their　receptors　may　be　involved　in　invasive　and

metastatic　behaviour　in　IF　cells．　Coexistence　of　TGF一αand　TGF

β1　supports　anchorage－independent　growth　in　cancer　cells

（Derynck　et　al，1987；Sporn　et　al，1987），　which　is　likely　to　ipcrease

metastatic　potentia1．　Enhancelnent　of　tumour　migration　by　TGF一α

and　TGF一β1　may　possibly　increase　invasiveness　in　IF　cells，　in

collaboration　with　stroma1－derived　HGF

　　Invasiveness　of　tumoUr　cells　involves　disruption　of　cell－cell

adhesion，　enhanced　cycle　of　detachment　and　attachment　of

cell－substrate　interaction，　breakdown　of　extracellular　matrix

components　and　enhanced　cell　mo目lity．　HGF　induces　tyrosine

phosphorylation　ofβ一catenin（VV遙tabe　et　a1，1993；Shibamoto　et　al，

　1994；　Hiscox　and　Jiang，　1999）　and　fbcal　adhesion　kinase

（Matsumoto　et　al，1994）．　HGF　activates　Rho　small　GTP－binding

protein（Takaishi　et　al，1994；Ridly　et　al，1995），　by　which　intraceL

lular　cytgSkeletal　rearrangement　occurs．　These　eVentS　arさ．likely　to

lead．to　increas6d　cell　mOtility，　dissociation　of　cellぺell　interacti6n

and　remodelling　6f　cell－substrate　interactions．　In　addition　to　these

even白，　HGF　induces　urokinase－type　plasminogen　activator（uPA）

expression（Pepper　et　al，1992；Je脱rs　et　al，1996；Bennett　et　al，

1997；Date　et　al，1998）and　stimulates　the　production　of　matrix

metalloproteinases（MMPs）（Dunsmore　et　a1，1996；Bennett　et　a1，

◎1999Cancer　Research　Campa｝gn
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1997；Date　et　al，1998）．　Jeffers　et　al（1996）demonstrated　that

induction　of　the　uPA　proteolysis　network　by　HGF　is　coupled　to

enhanced　tumorigenicity　and　invasive　and　metastatic　properties　in

ce責ain　tumour　cell　lines．　Since　the　induction　and／or　activation　of

proteinases　that　break　down　extracellular　matrix　components　seem

to　be，　at　the　least，　critical　for・induction　of　invasive　potential　also　in

IF　tumour　cells，　we　analysed　changes　in　activities　of　uPA　and

gelatinases（MMP－2　and　MMP－9）in　IF　cells　treated　with　TGF－oξ，

TGFβl　or　HGF　However，　we　could　not五nd　specific　changes　in

these　proteinase　activities　that　correlate　to　distinct　potentials　of

TGF一α，　TGF一βl　and　HGF　to　stimulate　invasiveness　of　IF　tumour

cells．　Identification　of　extracellular　matrix　proteinases　responsible

R）rthe　inducdon　of　invasiveness　by　HGF　remains　to　be　addressed．

Nevertheless，　cooperative　activation　of　multiple　events　driven　by

cMeげHGF　receptor　activation　seems　to　be　a　cause　fbr　particular

potency　of　HGF　to　stimulate　the　invasion　of　IF　oral　carcinoma

cells，　as　well　as　other　tumour　cells．

　　Several　Iines　of　studies　indicate　that　the　growth　and　invasive

potential　of　carcinoma　cells　are　influenced　through　interaction

with　host　stromal　cells（van　den　Hoo∬，1988；Matsumoto　et　al，

1989；’Camps　et　al，1990；Wernert，1997）．　Indeed，　the　in　vitro

invasion　of　various　human　oral　squamous　carcinoma　cells　into

coliagen　gel　matrix　was　specifically　induced　by　co－cultivation

with　stromal　fibroblasts（Matsumoto　et　al，1989）and　the　fibro－

blast－derived　factor　responsible　for　invasion　of　oral　carcinoma

cells　proved　to　be　HGF（Maぴumoto　et　al，1994）．　Thus　these　earlier

nndings　apparently　coincide　with　our　present　results：invasion　of

IF　oral　squamous　carcinoma　cells　is　par～icularly　stimulated　by

stroma－derived　HGF　Moreover，　of　interest『in．this　study　is　that　IF

cells　secrete　IL－l　as　a　potent　inducer　fbr　production　of　HGF　in

strornal　fibroblasts．　VVe　reported　that　several　types　of　carcinoma

ceUs　secrete　inducers　fbr　HGF　produc目on　in　fibroblasts　and

丘broblast－derived　HGF　stimulates　invasion　of　carcinoma　cells．

IL－1，　bFGF　and　PDGF　were　identified　as　tumour－derived　HGF－

inducers（Matsumoto　et　al，1996；Nakamura　et　al，1997）．　There

may　be　mutual　paracrine　interactions　between　IF　tumour　ceUs　and

fibroblasts：IL－l　derived　from　IF　tumour　ceUs　activates　neigh－

bouring　fibroblasts　to　up－regulate　HGF　production，　while　fibro－

blasレderived　HGF　in　tum　affects　invasion　of　IF　cells（Figure　8）．

Moreover，　HGF　has　angiogenic　actiVity（Bussolino　et　al，1992；

Grant　et　al，1993）and　breast　carcinoma　cells　capable　of　producing

HGF　induced　more　extensive　angiogenesis　in　vivo　than　that　seen

in　parental　cells　incapable　of　producing　HGF（Lamszus　et　a1，

1997）．T＞ken　together，　HGF　seems　to　increase　invasive　and　angio－

genic　characteristics　in　IF　tumours　through　a　paracrine　interaction．

　　We　used　a　newly　established　IF　human　oral　squamous　carci－

noma　cell　line　which　possesses　highly　invasive　and　metastatic

potentials，　and　identified　distinct　cells　that　affect　motility　and

invasiveness　of　tumour　cells　in　an　autocrine　or　paracrine　fashion．

The　utilization　of　multiple　cell　motility／invasion　factors　that　act　in

distinct　pathways　in　IF　oral　squamous　carcinoma　cells　may　confer

highly　invasive　and　metastatic　potentials　in　microenvironments　of

tumour．　Finally，　based　on　the　finding　that　local　interaction　between

IF　cells　and日broblasts，　as　mediated　by　HGE　is　a　mechanism

leading　to　even　more　invasive　events，　we　propose　that　disruption

of　this　mutual　interaction　may　be　one　strategy　for　prevention　of

tumour　invasion　and　metastasis．　In　this　context，　the　application　of

anewly　identified　fbur　kringle　containing　antagonist　fbr　HGF

（Date　et　al，1997，1998）can　be　tested　fbr　potentiahherapeutic

value　in　supPressing　invasion　and　metastasis　of　malignant　oral

squamous　carcinoma　cells．

BrRish　Journal　of　Carlcer（1999）80（11），1708－1717
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We　have　previously　developed　a　novel　ted㎞ique　for　isolation　of　cDNAs　bncoding　M
phase　Phosphoproteins（MPPs）．　In　the　work　described　herein，　we　further　characterize

MPP10，0ne　of　10　novel　proteins　that　we　identified，　with　regard　to　its　potential　nucleolar

function．　We　show　that　by　cell　frac60nation，　almost　all　MPP10　was　fOund　in　isolated

nucleoli．　By　immUnofluorescence，　MPP10　colocalized　with　nucleolar　fibrillarin　and　other

known　nucleolar　proteins　in　interphase　cells　but　was　not　detected　in　the　coiled　bodies

stained　for　either　fibrillarin　or　p80　coilin，　a　protein　found　only　in　the　coiled　body．　When

nucleoli　were　separated　into丘brillar　and　granular　domains　by　treatment　with　act㎞o－

mycin　D，　a㎞ost　all　the　MPP10　was　found　in　the　fibrillar　caps，　which　contain　proteins

involved　in　rRNA　processing．　In　early　to　middle　M　phase　of　the　cell　cycle，　MPP10

colocalized　with　fibrillarin　to　chromosome　surfaces．　At　telophase，　MPP10　was　found　in

ceIlular　structures　that　resembled　nucleolus－derived　bodies　and　prenucleolar　bodies．．

Some　of庫ese　bodies　lacked丘brillarm，　a　previously　described　component　of　nucleolus－

derived　bodies　and　prenucleOlar　bodies，　however／and　the　bulk　of　MPP10　arrived　at　the

nucleolus　later　than　fibrillarin．　To　further　examine　the　properties　of　MPP10，　we　immu－

noprecipitated　it　from　cell　sonicates．　The　resulting　precipitates　contained　U3　small

nucleolar　RNA（snoRNA）but　no　significant　amounts　of　other　box　C／D　snoRNAs．　This

association　of　MPP10　with　U3　snoRNA　was　stable　to　400　mM　salt　and　suggested　that

MPP10　is　a　component　of　the　human　U3　small　nucleolar　ribonucleoprotein．

INTRODUCTION
During　M　phase　of　the　cell　cycle　of　higher　eukaryotes，

most　cell　structures　undergo　massive　rearrangements

to　allow　appropriate　division　of　cellula正components

‡Corresponding　author，　address　for　cowyesp《〕ndenとe：Depaτtment

of　Molecular　Pharmacology，　Stanford　University　S（：hool　of　Med－

icme，　Stanford，　CA　94305－5332．

詳Current　address：Department　of　Biochemistry，　Biomedical　Re－

search　Center／Osaka　University　Medical　Schoo1，0saka，　Japan．

to　both　daughter　cells・Often　these　structural　changes

口1volve　breakdown　of　interphase　structures　hlto

smaner　subunits．　For　instance，　when　cells　enter　M

phase，　the　nuclear　envelope　breaks　down　into　vesicles，

and．也e　nUCIear　lamins，　which　form　a　stable　hning　on

the　nucleoplasmic　surface　of出e　nuclear　envelope　in

interphase，　disassemble（Gerace　and　BIobe1／1980ゆt－

taviano　and　Gerace，1985）．　These　events　are　regulated

by　M　phase　promoting　factor，　a　kinase　consisting　of

the　p34cdc2　catalytic　subunit　and　a　cyclin　B　regulatory
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1．M．　Westendorfε白1、

subunit（Dunphyε垣1．，1988元Gautierε切1ソ1988，1990；

Draettaθfα1．，1989；Labb色吻L／1989；Meger吻1．，1989元

Heald　and　McKeon，1990；Peterθ’ol．，1990元Ward　and

Iくirschner，1990）．　Consequently，　lamins　become　phos－

phorylated　and　remain　phosphorylated　during　M
phase　until　telophase，　when　the　nuclear　lamma　struc－

ture　reforms．　With　the　breakdown　of　the　nucleus，

many　nuclear　components　become　exposed　to　cyto－
plasmic　enzymes　that　they　do　not　encounter　in　inter－

phase．　This　mixing　of　the　nucleus　with　the　cytoplasm

could　lead　to　some　undesirable　interactions　that　cells

may　work　to　avoid．　Phosphorylation　of　cellular　pro－

teins　could　provide　a　means　of　shutting　down　inter－

phase　nuclear　functions　and　disassemblmg　nuclear

structures、

　Recently，　we　have　developed　a　technique　for　iden－

tifying　proteins　that　are　phosphorylated　during　M
phase　and　may　be　kwolved　in　some．of　the　structural

modifications　that　occur　upon　entry　into　M　phase

（Westendorf吻L，1994）．　Our　technique　resulted　in　the

identi丘cation　of　10　novel　protems　that　are　phosphoτ一

ylated　during　M　phase（Matsumoto－Taniura　e垣1．，
1996）．By　i㎜uno且uorescence，　each　protein　is　found

in　its　own　characteristic　locations　within　the　cell．　One

of　these　proteins，　M　phase　phosphoprotein　10
（MPP10）ノ10calized　strongly　to　the　nucleolus　in　inter－

phase　and　to　the　chromosomes　in　M　phase．　This　pat－

tem　of　localization　was　similar　to　that　exhibited　by

圓brillarin　and　several　other　nucleolar　proteins（Ya－

suda　and　Mau1／1990；Gautier吻1．，1992，1994；Medina

θ九1ソ1995）and　suggested　that　MPP10　mi帥t　be　in－

volved　in　ribosome　synthesis，　assembly，　or　tfansport

as　are　various　other　nucleolar　proteins・

　　Autoantibodies　to　the　protein臼brillar㎞have　iden－

tified　the　U3　small　nucleolar　ribonucleoprote㎞
（snoRNP），　in　vertebfates　the　most　abundant　of　the

snoRNPs（Lischweθ垣1．，1985；Reimerθ川1．，1987）．　In

humans，　it　consists　of　an尽NA　component　217　nucle－

otides　long　complexed　with　at　least　six　proteins．　one　of

which　is　fibrillarin（Parker　and　Steitz，1987元Lubben　ef

ol．，1993；reviewed　in　Maxwell　and　Fournier，1995；

Venema　and　Tollervey，1995）ノaprotein　found　m　a
wide　variety　of　organisms．　Studies　in　both　vertebrates

and　the　yeast　5αc仇励my6ε5　cεγθηisiαεhave　demon、

strated　a　requirement　for　the　U3　snoRNP　in　processing

of　precursors　to　the　mature　18S　rRNA（Savino　and

Gerbi，199αHughes　and　Ares，1991；Beltrame　and
Tollervey，1992；Beltrameθ川1．，1994；Beltrame　and
Tollervey，1995，　Hughes，1996）．　It　is　likely　that　the　U3

snoRNP　acts　as　a　rRNA　chaperone，　folding　or　presenト

ing　the　precursor　rRNA　to　the　cleavage　enzymes
through　direct　base　pairing　betWeen　the．small　nucle－

olar　RNA（snoRNA）and　the　pre－rRNA（Beltrame　and
Tollervey，．1995；．　Elelaε㍑1．，1996；Hughes，1996）．　Al－

though　the　RNA－RNA　interactiδns　are　fairly　well
characterized，　the　nature　and　role　of　the　protem　com一
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ponents　remains　unl（nown・Speci臼cally／other　thah
fibrillarin，　no　protein　component　of　any　vertebrate　U3

snoRNP　has　been　cloned　and　sequenced．

　In　this　article，　we　describe　the　fu11－length　cod口lg

sequence　of　MPP10　and　further　examine　its　role㎞
nucleolar　struchlre　and　function．　Our　results　indicate

that　MPP10　colocalizes　w軸fibrillarin　under　most
cellular　condi廿ons　and　that，　like　f丑）rillarin，　it　is　a

component　of　the　U3　snoRNP，　which　is　involved　in

rRNA　processing．　Nevertheless，　in　contrast　to　fibri11a－

rin，　MPP10　is　not　a　malor　component　of　ribonuclear

particles　conta㎞mg　snoRNAs　other　than　U3，　and
MPPIO　relocalizes　to　the　nucleolus　at　the　end　of　mi－

tosis　by　a　coufse　distmct　from　that　of　f丑）rillarm．

MATERIALS　AND　METHODS
αOHi㎎thε5，　cDNA　S叫μεHces｛ザMPP10

To　obtain　the　cgmplete　coding　sequence　for　MPP10，　several　com－

plementary　procedures　were　used．　In　one　method，　the　284－bp　5’end

EcoRI－EcoRV　restricUon　fragment　from　MPP10　clone　2（Matsumoto－

Taniuraεfα1．，1996）was　labeled　with【α一32P］dCTP　by　the　random－

primer　method　and　used　to　screen　a　total　of　2×106　clones　from　two

HeLa　cDNA－contahUngλZAPII　libraries，　one　fmm　Stratagene　and
the　other　a　gift　from　Dr．　P．　Chambon（lnstitut　de　Chi皿ie　Biologique，

Strasbourg，　France）．桓this．way　one　cDNA，　clone　10c8　containmg

positions　from－17　to＋217（Figure．1A）was　isolated　from　the
library　obtained　from　Dr．　Chambo皿．

　In　the　second　method，5’rapid　amplification　of　cDNA　ends　was

performed　on　aλgtll　human　placental　cDNA　library　by　using　one

oligonuclegtide　complementary　to　the　vector　and　one　complemen－

tary　to　MPP10　sequences　near　the　5’end（Frohman，1994）．　The

vector　primer（λgtl1R）was　5’－TTGACACAGACCAACTGGTA－
ATG　and　the　MPP10　primer（MPP10R－2）was　5’－GTCCTCCTTGT－
CATCAGCCTCTATC　After　a　7－min　denaturation　at　94°C，　the　poly－

merase　chain　reaction（PCR）was　performed　for　30　cycles（94°C，45　s；

55°C，45s；72°C，45　s：on　a　Perkin　Elme卜Cetus　2400出gmocycler．

The　1．1－kb　PCR　fragment　was　cloned　by　TA　cloning　into　the　pCR2．1

vector（lnvitrogen，　San　Diego，　CA）・

　cDNAs　were　sequenced　by　the　Sanger　dideoxynucleo6de　method

using　custom　primers　and　35S－labeled　dATP　or　automated　sequenc－

ing，　whi（h　was　perfo㎜ed　with　an　Applied　Biosystems　373A　se－

quencer　at也e　core　facility　at　The　ScripPs　Researdl　Institute　or　an

AppHed　Biosystems　373　Stretch　sequencer　at　the　W．M．　Keck　Foun－

datioll　Biotedmology　Resource　Laboratory　at　Yale　University．　Se－，

quences　were　analyzed　with　GCG　and　Intelligenetic8　programs　and

database　searches　were　performed　with　the　Blast　program　provided

by　the　National　Center　for　Biotechnology　Information／National
Institutes　of　Health．

Figure　1｛faci“g　page｝．　MPP10　cDNA　and　predicted　amino　add

sequence．（A）The　cDNA　and　predicted　amino　acid　sequences　of

MPP10　were　determined　as　described　in　MATERIALS　AND　METH－
ODS．　The　dotted　underline　mdicates　an　upstream　ATG　m　the　5’

noncodmg　sequence，　the　si皿91e　underline　indicates　a　stop　codon　m

the　salne　reading加me　as　the　upstream　ATG，　the　double　underline

mdicates　the　poly（A）addition　signa1，　and　the　star8　indicate　probable

sites　of　MPM2－reac髄ve　phosphorylation（EMBL　database　accession
nu㎡ber，　X98494）．（B）Probabili旬of　coiled・・coilα一helix　formation　a5

detemined　by　the　program　of　Lupasε白1．（1991）．

Molecular　Biology　of　the　Cel1



MPP101s　a　U3　snoRNP　Component

A
一 69　TTTGCCGCGCGGTTTCCGGGCGGCTCCC？TCCCTTGCATGCTGCATTGTGTCGGGAGTTGCTGACAGCCATGGCGCCGGAGGTCTGGCGTCGACGGACC　　　　30
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　A　P　Q　V　W　R　R　R　T　　10

　　　CTGGAGCGGTGTCTGACGGAAGTCGGCAAAGCCACGGGTCGGCCC仕AGTGCTTCCTCACGATTCAAGAGG（ヨATTGGCATCAAAGTTCACTTCT℃TAACA　　　129
　　　L　E　R　C　L　T　E　V　G　K　A　T　G　R　P　E　C　F　L　T　工　Q　E　G　L　A　S　K　F　T　8　L　T．　43

　　　AAAGTGCTTTATGACTTTAATAAAATATTAGAGAATGGTAGGATCCATGGAAGCCCCTTGCAAAAACTTGTGATAG典TTTTGATGATGAG（汲（訊TT　　　228
　　　K　V　L　Y　D　F　N　K　工　L　E　N　G　R　I　H　G　S　P　L　Ω　K　L　V　工　E　N　F　D　D　E　Ω　工　　76
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★

　　　TGGCAACAACTGGAATTGCA肌ATGAACCAATTTTACAATACTTTCAGAAT（丈AGTTAGTGAMCAATTAATGATGAAGATATCAGTCTTCTCC（遇鍋G　　　327
　　　W　Ω　Q　L　E　L　Ω　N　E　P　工　L　Ω　Y　F　Ω　N　A　v　s　E　T　工　N　D　E　D　工　s　L　L　P　E　109

　　　舶T㎝GAA（項GG榔GT《凱（迎G取GGTTCA（熟劇A㎝GGCTGAT（訊C貼G（迎鍵CTA趣GATTTA（訊G㎝G皿GG熱GTGTCC鋼AT領丁　426

　　　S　E　、E　Ω　E　R　E　E　D　G　S　E　工　E　LA　D　D　K　E　D　L　E　D　L　E　E　E　E　V　S　D　岡　G　142

　　　AATGATGATCCTGAAATGGGTGAGAGAGCTGAAAACTCAAGCAAATCTGATCTGAGGAAAAGCCCCGTTTT㎝GTGATGAGGATTCTGACCTTGACTTT　　　525
　　　N　　D　　D　　P　　E　　M　　G　　E　　R　　A　　E　　N　　S　　S　　K　　S　　D　　L　　R・　K　　S　　P　　V　　F　　S　　D　　E　　D　　S　　D　　I、　　D　　F　　175

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　★

　　　GATATCAGCAAATTG（訊ACAGCAGAGCAAGGTGCAAAACAAAGGACAGGG㎜C（込AGA（㎜GTCCATAGTAGATGATAAATTCTTCAハACTCTCT　　　624
　　　D　工　S　K　L　E　9　Ω　S　K　V　Ω　N　K　G　Ω　G　K　P　R　E　K　S　工　V　D　D　K　F　F　K　L　S　208

　　　GAAATGGJSGGCCTATTTAGAAAACATAG⌒（瑚GAG（込ACG㎜GA？GATAATGATGAGGAGGAGGAAGATATTGATTTTTTT（訊AGATATT《訊丁　　　723
　　　E　M　E　A　Y　L　E　N　I　E　κ　E　E　E　R　K　D　D　N　D　E　E　E　E　D　工　D　F　F　E　D　工　D　241

　　　TCTGATGAAGJVTG肌GGGGGACTGTTTGGAAGTAハ㎜CT？AAGTCAGGTAAAAGTTCCAGAAハ（TCTGAAATA（㎜GATTTTTTTGATCCAGTTGAA　　　822
　　　S　D　E　D　E　G　G　L　F　G　S　K　K　L　K　S　G　K　S　S　R　N　L　K　Y　K　D　F　F　D　P　V　E　274

　　　AGTGATGAAGACATAACAAATGTTCATGATGATGAGCTGGATTCAAACAAAGAAGATGATGAAATTGCTGAAGAAGAAGCAGAAGAACTAAGTATTTCG　　　921
　　　S　　D　E　　D　　I　　T　N　　V　　H　　D　　D　E　　L　D　　S　N　　K　E　　D　D　E　　工　A　　E　E　　E　A　　E　　8　　L　S　　工　　S　　307

　　　GAAACGGATGAAGATGATGACCTTCAAGAAAATG肌GAC㎜AAA（泌CATAAAGAAAGCTTGAAAAGAGTGACCTTTGCTTTACCAGATGATGCGGAA　　1020
　　　E　T　D　E　D　D　D　L　Ω　E　N　E　D　N　K　Ω　H　K　E　S　L　K　R　V　T　F　A　L　P　D　D　A　E　340

　　　ACTGAAGATACAGGTGTTTTAAATGTAAAJGAAAAATTCTGATGAAGTT皿TCCTCCTTTGAAAAAAGACAGG呼（纐（三AAT（㎜TTGCATCT　　1119
　　　T　E　D　T　G　V　L　N　V　K　K　N　S　D　E　V　K　S　S　F　E　K　R　Ω　E　κ　M　N　E　K　r　A　S　373

　　　TTAGAAAAAGAGTTGTTA（－GCCGTGGCAGCTTCAGGGGGAAGTGA（汎GCACAGAA（訊GGCCAGAGAACAGCCTCCTGGAGGAGACCCTACAC　　12ユ8
　　　L　E　K　E　L　L　E　K　K　P　W　Ω　L　Ω　G　E　V　T　A　Ω　K　R　P　E　N　S　L　L　丘　E　T　L　H　406

　　　TT梛C鵬CTGTCC。劇GGCACCTGT㎝TTA，畑G㎜CCACCCTT。醐G賊肌TATCATT蝋汎㎝G㎝丁頷皿㎝TCAGGCTTGG融1、3、，

　　　F　D　H　A　V　R　M　A　P　V　I　T　E　E　T　T　L　g　L　E　D　I　I　K　Q　R　I　R　D　Ω　A　W　D　439

　　　GATGT品TACGT蜘G㎜CCT聡G舶㎝TGC脚AT醐TAT㎜㏄GTTT貼CCTTA叙CC珊GA鋤皿GT㎜TTG品CCTTGCT鋼TT　1416
　　　D　V　V　R　K　E　K　P　K　E　D　A　Y　E　Y　K　K　R　L　T　L　D　’H　E　K　S　K　L　S　L　A　E　工　472

　　　TATGMCAG（塾GTACATα迎CTCハACCAGCハA蜘CA㏄A〔迎蹴G⊇TCCA醐C朋GTAG㎜TT（汎（迎GATGAT鐡TTCCCTCTTCTTA　1515

　　　Y　E　Ω　E　Y　工　K　L　N　Q　Q　K　T　A　E　．E　E　N　P　E　H　V　E　工　Q　K　M　M　D　S　L　F　L　505

　　　AAATTGGATGCCCTCTCAAACTTCCACTTTATCCCTA肌CCGCCTGTACCAGAGATTAAAGTTGTGTCAAATCTGCCAGC（猟TAAC（瓢GGAGGAAGTA　　1614
　　　K　L　D　A　L　S　N　F　H　F　工　P　K　P　P　V　P　E．工　K　V　V　S　N　L　P　A　工　T　M　E　E　V　538

　　　GCCC（猟GTGAGTGTTAGTGATGCJSGCTCTCCTGGCCCCAGAGGAGAT（汎AGGA（⌒TAAAGCTGGAGATAT㎜CAGCTGCTGAA…CAGCT　　1713
　　　A　P　V　S　V　S　D　A　A　L　L　A　P　E　£　I　K　E　K　N　K　A　G　D　工　K　T　A　A　E　K　T　A　571
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　芦

　　　ACAGACAAGAAACGAGAGCGAAGGAAAAAGAAATATC脳GCGTATGAAAATAAAAGAGAAGGAGAAGCGGAGAAAACTGCTTGAAAAGAGCAGTGTA　　1812
　　　T　D　K　K　R　E　R　R　K　K　K　Y　Ω　K　R　M　K　工　K　E　K　E　K　R　R　K　L　L　E　K　S　S　V　　604

　　　GATCAAG（汲GGGAAATACAG（㎜CAGTAGCTTCGGAG肌GTT㎜㎝GCTGAC（㎜（珊GGCAAAGCTTC（汀丁（冶TAAAGGATGAAGGT脚GAC　　1911
　　　D　Q　A　　G　　K　Y　　S　K　　T　V　　A　　S　£　　K　L　K　Ω　　L　T　K　T　　G　K　A　　S　　F　　工　　K　　D　E　　G　K　　D　　637

　　　AAGGCCTTAAAGTCCTCTCAAGCATTCTTTTCTハAATTA㎝（冊CAAGT㎜ATGC㎜TCAATGATGCAAA（＝CAGAAAAG㎜GAAGAハA　　2010
　　　K　A　　L　K　　S　S　　Ω　A　　F　　F　S　Iく　L　Ω　D　Ω　V　　K　H　　Ω　　工　　N　　D　A　　K　　K　　T　E　　K　　K　K　K　　K　　670

　　　AGACAGGATATTTCTGTT（瓢AAATTAAISGCTGT㎜ATAT？TTGAATATAATGT㎜TATTAATGTGTAAGCTTATATTGTGTCATTGTTCTGTTTTA　　2109
　　　R　　Ω　D　　工　　s　V　　H　K　　L　1く　L　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　681

　　　Tξ＝ATTCTTGAGAA」C（刀’TA－A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2ユ55
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」．M．　Westendorfε∫α1．

In　V琵γo　TMn81αガoη｛ザFμH一乙εHぎ仇MPP10　Pmfe飢

To　make　a　cloneΦntaining　a　fu皿一len酢h　MPP10　coding　sequence，

the　2000－bp　B醐HI一εcoRI　fragment　from　cl㎝e　2　was　isolated　and

doned　into　Bα吻HI／EcoRI－digested　pBluescriptSK－．　The　resultl直g

construct　was　then　digested　with　Nσfl，　and　the　ends　were飢ed　in

with　the　Kl飢ow　fragment　in　the　presence　of　dGTR　Then　done　10c8

was　digested　with　PsρAI，　and　the　ends　were孤ed　i皿with　the

Klenow　fragment　in　the　presence　of　dCTP．　After　cut6ng　both　the

clone　2　and　the　clone　lOc8　derivaUves　with　B畝HI，　the　small　frag－

ment　of　10c8　was　cloned　into　the　large　fragment　of　the　clone　2

derivative．　The　resul6ng　pla8mid　conta口血g　bases－17to＋170（see

Figure　IA）of　cl㎝e　10c8　and　bases　1フ1　to　2155（8ee　Figure　IA）of

clone．2　were　transcribed　and　translated　in　vitro　with　T3　RNA

polymerase㎝d　the㎜system（Promega，　Madison，　WI）in　the
presence・f｛35S］methionine，

Aπf《boば元¢S

Monoclonal　antibody　72B9　against　fibrillarin　was　a　gift　from　Mi－

chael　Pollard（Reimerεfα1．，1987），　the　rabbit　polyclonal　antibody

‘against　recombinant　p80－coilin　wa8　a　gift　from　Ed　Chan（Andrade　ef

θ1り1991）ノthe　mon㏄lonal　antibody　against　the　trimethylguanosme

（TMG）cap　was　obtained丘om　Oncogene　Science（Manhassαt，　NY），

and　the　Y－12　monodona1．antibody　against　Sm　antigens　was　a　gift

froπt∫oan　Steitz（Lemer　and　Steitz，1979）．　For　antibodies　to皿）P10，

guinea　pigs　were　inlected　with　a　fusion　protein　consisting　of　T7

prote㎞10　fused　to　a面no　acids　58－681，　and　the　resultk、g　antisera

were　a∬inity　purified　a8　previously　described（Matsumoto－Taniura

εω．，1996）．Normal　human　serum　was　obtained加m　a　yotmg　male

volunteer．

1〃2醐HO輌oγesceHce　by　L敏量鍋ばCoφcαI　Lαsεr

SCαη痂g　M加OSCOρy

For　immunonuore5cence，　HEp－2　cells　were　grown　directly　on　glass

coverslips（22　mm2二Coming，　Coming，　NY）in　six－well　plates，　rmsed

briefly　with　phosphate－bu丘ered　salme（PBS；10　mM　phosphate），　and

出en　fixed　af－20℃with　methanol　for　5　min　followed　by　acetone　for

2mm．　Commercially　available　pre丘xed　HEp－2　cell　substrates（Bion，

Park　Ridge，　IL）were　also　used．　Primary　antibodies　were　diluted　in

PBS　and　incubated　with　cells　at　25°C　for　l　h．　For　double　labeling，

puri丘ed　guinea　pig　ant設）odies　against　MPP10　and　mur廿、e　mono－

clonal　antibodies，　characterized　human　serum，　or　rabbit　polyclonal

antibodies　aga㎞st　other　an昼gen8　were　mixed　together　before　i皿cu－

bation　with　cells．　After　three　washes　with　PBS，　the　cells　were　mcu－

bated　with且u・rescein　is・t｝U・cyanate－c・輌gated蜘一guinea　pig

and　rh・damine－co輌gated㎝日一m皿se．　anti－human，　or　anti－rabbit

（Caltag　Laboratories，　San　Francisco膓and∫ackson　lmmunoResearch

Laboratories，　West　Grove，　PA）fbr　l　h　at　25°C，　washed，　and

mounted　on　sHdes　wi也an．antifade　mounHng　medium（Vectash－
ield，　Vector　Laboratories〆Burlmgame，　CA）．　Conventional　epi血uo－

rescence　microscopy　was　pe面㎜ed　with　an　Olympus　nuorescence
microscope，　and　specimens　were　photographed　with　Kodak　Ekta’

chrome　400　film．

　　Microscopy　was　also　performed　wi硲an　MRC－600　confocal　laser

scalming　instrumen士（Bio－Rad　Laboratories，　Cambridge，　MA）6t桓d

to　a　Zeiss　Axiovert　epifluorescence　microscope　with　a×63／1．4

numerical　aperature　oil－immersion　lens」n　most　experiments，　im－

ages　were　the　product　of　30　scans，　ea（土collected　from　a　single　focal

plane（about　O．4μm）and　together　averaged　by出e　Kalman　method
with　the　Bio－Rad　COMOS　program．　In　the　actinomycin　D　experi－

me鵡sequential　optical　planes　were　acquired　along　the　Z－axis
through　the　cultured　cells，　and　the　stored　graphic　f旺es　were　co1－

lapsed　to　a　sk、91e　virtual　image（Z－series　I）rOiecUon）by　usmg　soft－

ware　provided　by　Bio－Rad　Laboratories．　Fluorescence　images　were

coilected　simultaneously　from　the　nuorescein　and　rhodamine　chan－

nels；di｛ferential　interference　contrast　images　were　collected　subse－

quently．　The　images　were　digitized　and　imported　into　Adobe　Pho一
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toshop　4．0（Adobe　Systelns，　Mountain　View，　CA）｛br　further　image
　　　　　　　ロ
P「oceSSlng・

Immε蹴oρ陀ciρ｛拓t｛OHプナom　HeLαC¢Ilsαηd　In　Vitγo

TグακsIαf110η5　　　　　　’寸・

To　predpitate　in　vih・o－translated　MPP10，　a　20一μTNT　translation

reaction　of　ful1－length　MPP10　was　diluted　with　O．25　ml　of　high　salt

RIPA　bu登er【50　mM　Tris－HCI，　pH　8．0、500　mM　NaCl，1％Triton

X－100／0，1％SDS，0．5％sodium　deoxycholate，2mM　phヒnylmethyl－

sul丘）nyl　nuoride，10μ9／ml　apr・6nm，10μ9／ml　leupeptin，10
μg／mユpepsta血．10　mM　EDTA，10　mM　ethylene　glyco1－bis（β一ami－

noethyl　ether）－N，N，N’，N’－tetraacetic　acid，10　mM　benzamidine，10

mM　tosyl　arginylmethyl　egter】，　and　MPP10　was　precipitated　with　5

μlof　MPP10　antiserum　bound　to　20μl　of　protein　A－Sepharose　6　MB

For　precipita誠on　of　HeLa　cell　MPP10　protem，4×107　exponentially

gmwing　HeLa　cells　were　lysed　with　high　salt　RIPA　and　centrifuged

at　100，000×8／and　MPP10　was　precipitated　with　10μl　of　MPP10

antiserum　bound　to　40μl　of　protein　A－Sepharose　6　MB　beads．　After

an　ovemight　incubation，　immunoprecip鉦ates　were　washed　three
times　with　high　salt　RIPA，　and　bound　proteins　were　eluted　with

SDS　sample　bu∬er．　Samples　were　separated　by　SDS－PAGE　and
analyzed　by　immunoblot　with　anti－MPP10　and　autoradiography．

Sμbc¢匡1μ1α7・P7αcf匡0ηαf‘0μ

Fractionation　of　HeLa　cells　was　performed　according　to　Warner

（1979）wi出the　following　modifications．　The　frac60na60n　was　per一

永）rmed　at　4°C　and　all　centrifugations　were　carried　out　in　a　IA－20

rotor（Bec㎞an，　Fullerton，　CA）except　where　noted．　HeLa　cells（1×

108cells）were　collected　by　centrifugation　and　washed　two　times

with　PBS．　The　ceUs　were　resuspended　i草5ml　of　bu倹r　A（10　mM

HEPES－KOH，　pH　7．9，1．5　mM　MgC12、10　mM　KCI，　and　O．5　mM

dithiothreito1）！swollen　for　10　min　on　ice，　then　broken　with　12－15

strokes　of　a　tight　fi出ng　Dou皿ce　homogenizer，　aハd　centrifuged　to

pellet　nuclei．　The　supernata耐from　this　centrifugation　wa8　consid－

ered　to　be　the　cytoplasmic　fraction　and　the　pellet　wa8　termed
”nUClei　I、”

　　To　further　purify　the　nuclei，　the　pellet　was　resuspended　in　lO　ml

of　bu∬er　contai㎡ng　10　mM　Tris－Cl，　pH　75β．3　mM　MgCl2，　and　O．25

Msucrose　and　centrifuged　for　5　mh日t　1000　rpm．　The　resul6ng

pellet　was　resuspended　in　2．5　ml　of　10　mM　MgC12　and　O．25　M

sucro8e，1ayered　over　2．5　ml　of　O5　mM　MgCl2　and　O．35　M　sucrose，

and　centrifuged　for　lO　min　at　2500　rpm．　The　resul也、g　pellet　of

purified　nuclei　was　resuspended　in　2．5　ml　of　O．5　mM　MgCl2　and　O．35

Msucrose　and　sonicated（fOur　or　6ve　Umes；15　s）with　a　Branson

soni負er（settmg　1）to　d▲8mpt　the　nuclei．　When　disruption　was

complete，　a8　determi汎ed　by　microscopy　of　a　sample　stained　with

Azure　C（Muramatsuεfα1．，1963），　the　sonicate（nudei　II）was　Iayered

over　2．5　ml　of　O．5　mM　MgC12　and　O、88　M　sucrose　and　centrifuged　for

15min　at　4000　rpm　in　an　SW4ユrotor（Beckman）．　The　resulting

pellet，　which　contained　purified　nucleoli，　was　resuspended　in

NET－2（20血M　Tris－HCI，　pH　7．5，150　mM　NaCl／0．05％Nonidet　P40

［NP－401），　sonicated（five航mesβO　s）at　setting　30f　a　Branson　sonifier

and．centrifuged　for　10　min　at　10，000　rpm（12，000×g）．　The　super－

natant　was孤alyzed　by　SDS　gel　electrophoresis　and　i㎜unoblot
with　anti－MPP10、

1推m砲obl・社伽9

Proteins　separated　by　SDS－PAGE　were　transferred　to　Immobilon－P

or　Hybond－N（Amersham，　Arlmgton　Heights，　IL）and　reacted　with
醐PP10　an6serum　at　a　dilution　of　1：2000　to　1：10ρ00　hl　Tris－bu丘セred

saline　contaming　Tween（50　mM　Tris－HCI，　pH　7．9，150　mM　NaCし

0．1％Tween－20）with　or　without　5％nonfat　dried　milk　Bound
antibodies　weTe　detected　with　horseradish　peroxidase－co吋ugated

an6－guinea　pig　antibody（Boehringer　Mannheim，　Indianapolis，　IN，

or∫ackson　ImmunoResear《由Laboratorie⑨，　West　Grove，　PA）at　a

dilution　of　1：5000　and　the　ECL　system（Amersham）．

Molecular　Biology　of　the　Cell



S？槻lI　NμcIeαγRibOm£cleopγote飢（SHRNP）

1働物oργεψ諏fゴoηs

Immunoprecipitations　for　detection　of　associated　RNAs　were　per－

formed　essentially　as　described（Lernerε垣1．1981）．　For　direct　RNA

labeling，10μl　of　normal　human　serum．40μl　of　anti一丘brillarin

culture　supernatant（72B9）and　2・5　0r　10　μ10f　affmi5－purified

MPP10　were　bound　to　4　mg　of　protein　A－Sepharose．　For　Northerll

blot　analysis　of　RNAs，　the　following　antibodies　were　bound　to　2．5

mg　of　protein　A－Sepharose　CL－4B　for　16　h　at　4℃l　lOμl　of　crude　or

a葺inity－purified　anti－MPP10　polyclonal　guinea　pig　serum，100μ10f

cell　culture　supernatant　containing　I皿ouse　monoclonal　anti－fibrilla－

rin（72B9），10μl　of　mouse　ascites　containing　monoclonal　anti－TMG

plus　10μof　rabbit　anti－mouse　IgG，　or　no　added　antibody（mock）．

The　antibody－protein　A－Sepharose　CL－4B　pellets　were　washed

three　times　with　NET－2（20　mM　Tris－HCI，　pH　7．5，150　mM　NaCl，

0．05％NP40）．　HeLa　cells　or　mouse　L　cells（1×108　cells）were

resuspended　in　NET－20r　NET400（20　mM　Tris－HCI，　pH　7．5，400

mM　NaCl，0，05％NP－40），　as　indicated，　and　sonicated（five　times；

30s）at　sett丘lg　of　3　with　a　Branson　sonifier．　The　sonicate　was

centrifuged　for　10　min　at　10，000　rpm（12，000×g）．　The　supernatant

from　this　centrifugation　was　added　to　the　washed　antibody－protein

A－Sepharose　CL－4B　pellets，　mixed　for　l　h　at　4°C．　and　the　pellets

were　washed　with　the　buκer　in　which　the　extract　was　made．

　RNA　was　recovered　from　the　pellets　by　extraction　with　PCA
（phenol：chloroform：isoamyl　alcoho1，25124：1）and　ethanol　precipita－

tion．　The　recovered　RNA　was　analyzed　either　by　3’－end－labeling

with　32P－labeled　pCp　and　T4　RNA　ligase（England¢加1．，1980）or　by

Northern　blotting　with　antisense　RNA　probes，　In　both　cases，　RNA

was　analyzed　by　denaturi皿g　gel　electrophoresis．

N併仇¢m1310ts

For　Northem　blots，　RNAs　purified　from　precipitates　were　electro．

phoresed　on　an　8％denaturing　polyacrylamide　gel　and　blotted　to　a

Zeta－Probe　membrane（Bio－Rad　Laboratories派assε加正．，1987）．Blots

were　hybridized　with　antisense　RNAs　complementary　to　U3／U2／
and　Ul　or　U8，　produced　as　previously　described（Black　and　Pinto，

1989；Basergaεfα1．，1991）．　　　　　　　　　　　　　　　　　，

RESULTS

C｝1αmcteγizαtioηcヅαP砿1－L¢ηgth　Co虚れg　Se弔妃Hce

∫01’MPP10

cDNA　clone　2　encoding　the　C－terminal　portion　of

MPP10　was　isolated　by　expression　cloning　of　MPPs
that　are　reactive　with　the　phosphoepitope－specific

monoclonal　antibody　MPM2（Davisεf　ol．，1983；West－
endorf　e止αL，1994；Matsumo士o－Taniuraε㍑1．，1996）．

When　clone　2　cDNA　was　transcribed　into　RNA　and
translated　in　vitro，　the　translation　product　migrated　at

85kDa（our　unpublished　observations）．　considerably
faster　than　HeLa　cell　MPP10　protein，　which　migrates

at　120　kDa（Matsumoto－Taniuraεfα1．，1996）．　To　obtain

sequences　encoding　the　amino　terminus　of　MPP10，　we

isolated　cDNAs　overlapping　with　clone　2　by　screening

cDNA　libraries　with　la丘led　cDNA　fragments　and　by

PCR　on　cDNA　libraries．　Figure　lA　presents　a　ful1－

lellgth　coding　sequence　for　MPP10，　which　consists　of

69nucleotides　of　5’noncodmg　sequence、　a　start　codon

that　is　surrounded　by　nucleotides　found　to　be　condu－

cive　to　start　of　translation（Kozak．1996），　an　inイrame

stop　codon、　and　109　nucleotides　of　3’noncoding　se－

quence．　There　is　an　additional　ATG，　which　is　in　a　poor
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Figure　2．　Co加gration　of　MPP10　translated　in　vitro　and　MPP10
from　Hela　cells．MPP10　transcribed　and　translated　ill　the　presence　of

l35S】methionme　from　a　ful1－length　cDNA　coding　sequence　and

MPP10　from　HeLa　cells　were　precipitated　with　anti－MPP10　serum，

fractionated　by　SDS－PAGE，　and　immunoblotted　with　anti－MPP10
serum．　Bound　antibodies　were　detected　by　ECL（lanes　l　and　2），　and

radioactive　MPP10　was　detected　by　4utoradiography（lanes　3　and

4）．Positions　of　migration　of　molecular　mass　markers　in　kDa　are

indicated　on　the　right；the　star　indicates　the　position　of　migration　of

IgG　heavy　chai皿．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．∫

context　for　start　of　translation，5’of　the　proposed　start

codon，　but　it　is　followed　eight　codons　later　by　a　stop

codon　in　the　same　reading　frame．　When　RNA　tran－

scribed　from　cDNA　containing　MPP10　cDNA　se－
quences　from　positions－17　through　the　poly（A）tail　is

translated，　the　protein　product　comigrates　with
MPP10　immunoprecipitated　froln　HeLa　ceUs（Figure
2）．This　indicates　that　the　ful1－1ength　MPP10　protein　is

encoded　by　fhe　long　open　reading　frame　of　681　codons

shown　in　Figure　IA．

　The　sequence　of　full－length　MPP10　predicts　a　pro－

tein　of　78，868　Da，　considerably　less　mass　than　the

120、000Da　indicated　by　its　migration　on　SDS　gels．　T7

protein　10－MPPユO　fusion　protein　also　migrates　anom．

alously　slowly　on　gels（Matsumoto－Taniuraεfα1．，
1996）．This　characteristic　could　be　due　to　the　extreme

acidity　of　the　protein；the　predicted　pI　is　4．52．　MPP10

contains　acidic　and　basic　stretches　of　amino　acids，

which　are　concentrated　in　portions　of　the　protein　that

are　predicted　to　have　a　high　probability　of　being　m

coiled－coilα一helices（Lupas　elα1’，199ユ；Figure　lB）・The

first　stretch　is　28　amino　acids　long．　has　a　O．84　predicted

probability　of　forming　a　coiled－coilα一helix，　and　con－

ta㎞s　18　acidic　and　2　basic　residues；the　second　is　29

10ng，　has　a　O・94　probability，　and　contains　16　acidic　and

3basic　residues；the　third　is　2810ng，　has　a　O．79　prob－

ability，　and　contains　14　acidic　and　l　basic　residues；the

fourth　is　3510ng，　has　a　O．99　probability，　and　contains

8acidic　and　10　basic　residues；the　fifth　is　5010ng，　has
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Figu爬3．　MPP10　in　subcellular　fractions　of　HeLa　cells．　First，　HeLa

cells　were　fractionated　into　cytoplasmic　and　nuclear　fractions．　Then，

the　crude　nuclear　fraction（NucleH）was　further　fractionated　into

nucleoplasm（Nuclei　II）and　nucleoli．　FracUons　representing　an
equal　number　of　cells　were　separated　by　SDS－PAGE，　transferred　to

Hybond－N，　and　reacted　with　anti－MPP10　serum．　Bound　antibodies

were　sllbsequently　reacted　with　horseradish　peroxidase－coupled

secondary　antibodies　and　detected　with　ECL．　Positions　of　migration

of　molecular　mass　markers　are　indicated　oll　the　righL

aO・55　probability，　and　contains　8　acidic　and　23　basic

residues；and　the　sixth　is　2810ng，　has　a　O．33　probabil－

ity，　and　contains　4　acidic　and　10　basic　residues．　Short

stretches　of　probable　coiled－coilα一helix　such　as　these

could　be　involved　in　intramolecular　and／or　intermo－

lecular　interactions　（Lupas，1996），　and　the　charged

amino　acids　found　in　these　domains　may　also　be
involved　in　formation　of　structures．　Acidic　and　basic

stretches　are　found　in　many　other　nucleolar　proteins

also（Shaw　and∫ordan，1995）．

　Although　the　sequence　of　MPP10　is　not　highly　ho－

mologous　to　any㎞own　protein，　database　searches
indicate　weak　relationships　between　MPP10　and　the

nucleolar　protein　nucleolin（22％identity），　acid－rich

proteins，　and　proteins　containing　coiled－coilα一helices．

Interestingly，　the　sequence　most　similar　to　MPP10
found　in　GenBank　is　a　yeast　open　reading　frame　iden－

tified　by　sequencing　of　the　yeast　genome．　Experimellts

in　yeast　indicate　that　this　gene，　which　is　30％identical

to　hMPP10，　is　likely　to　be　the　yeast　homologue（Dun－

barεfα∫．，1997）．　By　conlparison　with　a　database　of

protein　motifs，　we　find　that　MPP10　contains　basic

amino　acid　stretches　that　could　represent　nuclear　lo－

calization　sequences　at　amino　acid　positions　251－256，

574－579，583－588，592－597，and　666－671．The　last　four

sequences　are　all　within　portions　of　the　protehl　that

have　substantial　potential　to　form　coiled－coilα一helices．

442

MPP10　contains　two　potential　MPM2－reactive　phos－
phorylation　sites　at　amillo　acids　61　and　163（Westen－

dorfε㍑1．，ユ994；Matsumoto－Taniuraθfθ1．，1996）．

α醐cfeγiz頑OH　O∫NI‘cleoIαγMPP10

Tlle　nucleolar　localiza目on　of　MPP10　suggests　that

MPP10　is　likely　to　be　involved　in　generation　of　ribo－

somes．　Possible　functiolls　include　a　role　in　rRNA　pro－

cessing，　assembly　of　ribosomal　sub㎜its，　and　nucleo－

cytoplamic　transport　of　ribosomal　components．　To
learn　more　about　a　possible　role　of　MPP10　in　these

processes，　the　intracellular　localization　of　MPP10　was

examined　in　more　detail．　First，　HeLa　cells　were　frac－

tionated　into　cytoplasmic　and　nuclear　fractions　after

hypotonic　lysis・Crude　nuclei（nuclei　I）were　further

purified　and　then　subfractiollated　into　nucleoplasm

（nuclei　II）and　nucleoli（see　MATERIALS　AND
METHODS），　When　fractions　representing　an　equal

number　of　cells　were　separated　by　SDS－PAGE　and
immunoblotted　with　antibodies　to　MPP10（Figure　3），

MPP10　was　found　in　total　cellular　lysate（Figure　3，

lane　1）and　the　nuclear（Figure　3，　lane　3）and　nucleolar

（Figure　3，　lane　5），　but　not　the　cytoplasmic（Figure　3，

lane　2）and　nucleoplaslnic（Figure　3，　lane　4）fractions．

　　Second，　colocalization　of　MPP10　and　a　number　of

other　nucleolar　proteirls　in　cultured　cells　was　exam－

ined．　In　interphase　cells，　MPP10　staining　overlapped

with　the　nucleolar　staining　of　fibrillarin，　an　abundant

antigen　of　the　fibrillar　component　of　the　nucleolus

（Figure　4）．　Likewise，　MPPIOcolocalized　to　the　nucleoli

stained　by　antibodies　to　RNA　polymerase　I，　the　90－

kDa　llucleolar　orgallizer　protei11／upstreal：n　binding

factor，　alld　the　PmScl　alld　Th－To　autoimmulle　anti－

gens．　To　learn　whether　fibrillarin　and　MPP10　colocal－

ize　to　a　similar　portion　of　the　nucleolus，　we　treated

cells　with　actinomycin　D，　which　arrests　rRNA　tran－

scription　and　causes　the　separation　of　the　nucleolus

into　fibrillar　caps　containing　Proteins　involved　in

rRNA　processing　and　a　granular　regioll　containing

proteins　involved　in　ribosome　assembly　and　trans－

porL　In　cells　containing　optimally　segregated　nucleoli，

MPP10　primarily　localized　to　the　fibrillar　caps　as　did

fibrillarin，　a　protein㎞own　to　be　involved　in　rRNA

processing（Flgure　5）．　Further，　merging　of　the　confocal

images　of　anti－MPP10　and　anti－fibrillarill　immunoflu－

orescence　indicated　that　portions　of　MPP10　and　fibril－

larin　colocalize．　Nevertheless，　anti－MPPIO　and　anti－

fibrillarin　staining　did　not　cover　exactly　the　same　par†s

of　segregated　nucleolus；some　fibrillarin▲ocalized　out－

side　areas　containing　MPP10　alld　some　MPP10　was
found　outside　areas　containing　fibrillari11．　Thus／the

Iocahzation　of　MPP10　to　the　fibrillar　caps　of　drug－

segregated　nucleoli　indicates　that　MPP10　is　likely　to

be　involved　in　rRNA　processing．　Because　some　of　the

MPP10　colocalizes　with　fibrillarin，　MPP10　may　be　in一

Molecular　Biology　of　the　Cell



Figure　4．　MPP／0　colocalizadon　with　fibrillarin　m　the　mterphase

nucleolus　but　not　m　the⊂oiled　body．　Fixed　human　HEp－2　ceUs　were

stained　with　a舳ty－puri丘ed　guinea　pig　anti－MPP10　and　mouse
an6一丘brillarm　or　anti－p80　co｛lin，　and　stain血g　was　detected　with

FITC－labeled　an丘一gumea　pig　and　rhodamme－labeled　an6－mouse　or

rabbi七Images　were　obtai皿ed　by　confocal　microscopy．　Bar，4μm．

volved　m　one　or　more　of　the　processing　steps　that

mvolves丘brillarin．
　To　further　define　the　locahzation　of　MPP10，　we　ex－

amined　coiled　bodies，　which　contai皿numerous　nucle－

olar　protems，　mcluding　fibrilar血、　as　well　as　proteins

血volved　m　mRNA　processmg．　Although　the　function
of　the　coiled　body　is　un㎞owエ1．　it　can　be　stamed　spe－

ci丘cally　by　ant並）odies　to　coiin，　a　protem　found　ordy　tn

the　coiled　body．　We　never　detected　MPP10　sta㎞g血

coUed　bodies　stamed　for　either　coilin　or　fibrilarin

（Figure　4）．　This　suggests　that　MPP10　does　not　parHc－

ipate　in　the　functions　of　the　coUed　body・

DyH醐元cs（ザMPP10　d晒πg　fhεC¢II　Cycle

At　the　start　of　M　phase，　nucleoli　break　down、　and　ordy

proteins　involved　in　rRNA　transcription　remain　asso－

ciated　with　the　rRNA　genes．　We　have　shown　prevL

DIC．づ1苦；

苦蕊き苦’雪
≒1志已1ζ：’．

　　．・　こ　　　’　　　＿

Figu正e　5．　LocaHza昼on　of　MPP10．　and　fibrinarm　m　cells　treated　with

acUnornycm　D．　HEp－2　cells　were　incubated　with　O．1μg／ml　actino－

mycin　D　mamitol　for　4　h．　After　drug　treatment，．cells　were　washed，

丘xed，　and　stamed　with　af㎞ty－puri丘ed　guinea　pig　anローMPP10　and

mouse　and－fibrillarin，　and　stai1血lg　was　detected　with　FITGIabeled

an6－guinea　pig　and　rhodamme－labeled　anH－mouse．　Images　were
obta㎞ed　by　confoca1血croscopy．　DIC，　differential　i皿terference　con一

けast　microscopy・Bar．5μm・

VoL　9，　February　1998
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MPP10 Merge Fibr醐arin

Figure　6．　Localiza60n　of　MPPユO　and　fibri11arin　duエhlg　M　phase　of

the　cell　cycle．　Fixed　HEp－2　ceUs　were　sta加ed　with　af㎞ty－puri丘ed

gumea　pig　anti－MPP10　and　mouse　anti－6brillarm，　aれd　sta㎜g　was

detected　wi出fluore5cem－labeled　anti－gu血ea　pig　and　rhoda皿血e－

labeled　and－mouse．　Images　were　obtamed　by　confoca1皿icroscopy．

Bar，5μm．

ously　that　after　dissolu廿on　of　the　nucleolus　m　early　M

phase，　MPP10，　hke丘br且1arin，　becomes　associated

with　chromosomes（Matsumoto－Tamuraεεα1．，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1996，

see　also　Figure　6）．MPP10　and丘br且1arin　con㎞ue　to　be

near　the　chromosomes　throughout　metaphase　and　an－
aphase．　In　telophase、　when　the　nuclear　envelope　re一

443
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Figure　7．　Immunoprecipitation　of　U3　snoRNA　by　anh－MPP10．
Protein　A　beads　were　incubated　with　no　antibodies（mock），　normal

human　seruln（NHS），　mouse　monoclonal　antibodies（72B9）to　fibriL

larin（anti－fibrilla血1），　or　a苗nity－puri丘ed　guinea　pig　anti－MPPIO

（allti－MPP10；10μ1．　lanes　5　and　1112．5μ1，　lanes　6　and　12）．　The

resulting　beads　were　washed　and　incubated　with　HeLa　cell　soni－

cates．　RNA　from　the　resulting　i皿munoprecipitates　was　purified，

end－labeled　with　32P－labeled　pCp，　fractionated　on　8％denaturillg

polyacrylamide　gels，　and　autoradiographed．1．ane　l　contains　total

RNA　purilied　from　1％the　llumber　ol　cells　used㎞the　i㎜皿opre－

cipitations．　The　hldicated　positions　of　major　RNAs　were　determined

by　comparisoll　with　the　migration　of　pBR322　digested　with　IU5ρ1，

end4abeled，　and　denatured．　We　do　not　consider　the　presence　of　5S

and　5．8S　rRNAs　in　the　precipitates　to　be　specific　because　these

RNAs　are　found　in　precipitates　of　splicing　snRNPs　also．

forms，　MPP10　and　fibrillarin　leave　the　chromosomal

surfaces　and　are　found　concentrated　in　small　cellular

bodies（Figure　6）．　Two　types　of　telophase　bodies　con－

taining　nucleolar　constituents　such　as　fibrillarin　have

been　previously　described．　They　are　nucleolus－de－
rived　foci，　which　are　present　in　the　cytoplasm　of　late

anaphase　and　early　telophase　cells，　and　prenucleolar

bodies，　which　are　present　in　the　nucleus　of　telophase

and　early　GI　cellsσim6nez－Garcfa　ef魔1．．1989，1994；

Azum－G61adeεfα1．，1994；Medinaεfα1、，1995；Dundrε1
α1ソ1997）．We　fhユd，　however，　that　the畠bodies　containing

MPP10　in　telophase　are　distinct　from　most　of　the

444

fibrillarm－containing　bodies（Figure　6）．　At　a　time　in

telophase　when　the　fibrillarin　bodies　are　all　within　the

Ilucleus，　many　of　the　MPP10　bodies　are　within　the

cytoplasm．　Later．　when　fibrillarin　is　ahnost　completely

localized　to　the　nucleoli，　MPP10　is　primarily　found　in

nucIear　structures　resembling　prenucleolar　bodies．
Thus，　the　reassociation　of　MPP10　with　nucleoli　is　a

distinct　event，　which　is　preceded　by　the　arrival　of

fibrillarin．

α醐cτ¢γ鋤τfoη（プRNA5　Fo瑚♂iηMPPヱO

1ηm砲oργecψ吻fes

Localization　of　MPP10　to　actinomycin　D－segregated
nucleolar　fibrillar　caps，　where　fibrillarin　is　found，　sug－

gests　that　MPP10　may　be　associated　with　a　snoRNA

involved　in　rRNA　processing．　To　test　this　possibility，

MPP10－containing　complexes　were　immunoprecipi－
tated　from　HeLa　cell　sonicates，　and　coprecipitated

RNAs　were　purified　and　labeled　at　their　3’ends　with

32P－1abeled　pCp（Figure　7）．　In　the　MPP10　immunopre－

cipitates，　U3　was　the　only　snoRNA　found（Figure　7，

lanes　5　and　6）．　Control　immunoprecipitates　with　anti－

fibrillarin　contained　large　amounts　of　U3，　U8，　U22，

U13　and　many　smaller　box　C／D　snoRNAs（Figure　7，

lane　4）．　The　association　of　MPP10　with　the　U3　snoRNP

remahls　stable　in　high　salt（Figure　7，1anes　10一ユ2）．

Nevertheless，　there　are　a　number　of　nonbox　C／D
snoRNAs　that　are　visualized　in　the　fibrillarin　immu－

noprecipitation，　indicating　that　the　immunoprecipita－

tions　performed　in　high　salt（400　mM）are　less　specific

than　those　performed　in　low　salt（150　mM）．　For　this

reason，　we　also　consider　the　new　RNA　bands　visual－

ized　in　the　MPP10　immunoprecipitations　performed
in　high　salt　to　be　nonspecific・Thus，　these　findings

suggest　that　MPP10　is　a　stably　associated　protein　com－

ponent　of　human　U3　snoRNPs．
　　To　further　analyze　the　specificity　of　MPP10　associ－

ation　with　U3　snoRNA，　anti－MPP10，　anti－TMG，　and

anti－fibrillarin　antibodies　were　added　to　sonicates　of

HeLa　cells，　and　the　RNAs　purified　from　the　resulting

immunoprecipitates　were　separated，　blotted，　and　hy－

bridized　with　probes　for　U1，　U2，　and　U3　RNAs．　RNA

derived　from　the　anti－MPP10　and　anti－fibrillarin　pre－

cipitates　hybridized　with　only　the　U3　probe（Figure　8，

lanes　4－6）．　In　contrast，　precipitates　with　anti－TMG，

which　recognizes　the　TMG　cap　of　several　small　nu－

clear　RNAs　including　the　abundant　UI　and　U2　spli－

ceosomal　snRNAs　and　the　U3　slloRNA．　precipitated
RNA　that　hybridized　with　all　three　probes（Figure　8、

1ane　3）．　When　a　U8　probe　was　used　for　hybridization，

the　U8　snoRNA　was　apparent　in　only　the　immunopre－

cipitations　performed　with　anti－fibrillarin　and　anti－

TMG　cap　antibodies．　These　results　indicate　further
that　MPP10　is　found　in　U3　slloRNPs　and，　therefore，　is

likely　to　be　involved　in　rRNA　processing．

Molecular　Biology　of　the　Cell
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Figure　8．　Human　and　mouse　anti－MPP10　immunoprecipitations
analyzed　by　Northern　blot　analysis．　Protein　A　beads　were　incubated

with　no　antibodies（mock）．　mouse　m㎝oclonal　antibodies　to　the

TMG　cap（anti－TMG），　mouse　monoclonal　antibodies（72B9）to　fibril－

larin（anti－fibrillarin）．　a任inity－purified　guinea　pig　anti－MPP10（anti－

MPP10；a丘iniずpurified，　AP），　or　anti－MPP10　guinea　pig　serum

（anti－MPP10【serumD，　washed，　and　incubated　with　HeLa（lanes
2－6）or　mouse　L（lanes　8－12）cell　sonicates．　RNA　from　immunopre－

cipitates　was　isolated，　fractionated　on　8％denaturing　polyacryl－

amide　gels，　blotted　to　Zeta－Probe，　and　hybridized　with　U1，　U2．　and

U3．　or　U8　probes．　Lanesユand　7　contain　total　RNA　from　10％the

number　of　cells　used㎞the　immunoprecipitations．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4

Coπs卿αfioπq1　MPP10θcγoss　V励oτ’5　Wf¢bγθ撒ε

sρ¢cfes

If　MPP10　is　involved　in　rRNA　processing，　an　opera且on

co㎜on　to　all　cels，　we　would　expect　it　to　be　consewed

across　various　species・To　leam　whether　there　is　a　pro－

tem　si血lar　to　MPP10　m　cells　other　than　h㎜舐，　we

immunoblotted　proteins　from　various　arUmal　cel1㎞es
with　antibodies　directed　against　amino　acids　58　to　681．

We　fomd　immunoreacHve　proteins　approximately　the
same　size　as　MPP10　in　monkey，　rat，　mouse，　and　toad

cells（Figure　9）．　From　this，　we　conclude　that　an　MPP10－

1ike　protei皿is　present　in　diverse　vertebrate　species．　In

spite　of　the㎞muno－cross－reactivity　we　see　by　immuno－

blot．　we　find　that　the　anHbodies　against　human　MPP10

do　not　reco卵ze　MPPIO　m　rat　ceUs　by　i㎜皿o且uores－

cence（our　mpublished　data）and　are　not　able　to　iI㎜u－

noprecipitate　U3　snoRNA　from　mouse　cell　sonicates
（Figure　8，　lanes　l　l　and　12）．　It　is　hl〈ely｛hat　most　of　the

epitopes　recogl亘zed　by　our　antibodies　are　only　exposed

in　denatured　protein．

DISCUSSION

We　have　shown　that　MPP10，　a　protein　whose　cDNA
was　isolated　on　the　basis　of　its　ability　to　be　phosphor一
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Figure　9．　MPP10　in　various　vertebrate　cells．　Samples　of　cells　lysed

directly　in　SDS　sample　buffer　were　separated　by　SDS－PAGE　and

immunoblotted　with　guinea　pig　anti－MPP10　serum．　Reactive　pro－

teins　were　detected　with　horseradish　peroxidase－corりugated　anti－

guinea　pig　and　ECL　reagents．　Lane　l．　human　HeLa　cervical　carci－

noma　cell　line　growing　attached　to　culture　dishes；lane　2，　human

HeLa　cervical　carcinoma　celUine　gro｛ving　in　suspension；lane　3．

African　green　monkey　CVI　kidney　fibroblast　cell　line；lane　4，　rat

NR正（kidney　epithelial　cell　line｝lane　5，　mouse　NIH　3T3　embryo

fibroblastic　cell　line；Iane　6，　South　Afyjcan　clawed　toad　A6　kidney

epithelial　cell　line．

ylated　by　M　phase　kinases，　is　a　nucleolar　protein　of

unique　properties・In　our　experiments，　the　malority　of

MPP10　colocalized　with　fibrillarin，　a　well－character－

ized　nucleolar　protein，　under　most　conditions．　Never－

theless，　even　though　a　portion　of　fibrillarin　is　found　in

the　coiled　body，　a　nuclear　structure　of　unknown　func－

tion，　MPP10　was　never　detected　in　the　coiled　body

stained　with　either　anti－fibrillarin　or　anti－p80　coilin．

Again，　like　fibrillarin，　MPP1010calized　to　small　cellu－

lar　bodies　similar　to　nucleolus－derived　foci　and　pre－

nucleolar　bodies　in　early　telophase　of　mitosis．　None－

theless，　many　of　the　nucleolus－derived　foci　and

prenucleolar　bodies　in　which　fibrillarin　is　found　did

not　contain　MPP10，　which　arrived　at　the　newly　form－

ing　nucleolus　later　than　fibrillarin・Finally，　like　those

of　fibrillarin，　antibodies　against　MPP10　immunopre－

cipitated　the　U3　RNA．　In　contrast　to　immunoprecipi－

tates　of　fibrillarin，　however，　those　of　MPP10　did　not

contain　substantial　amounts　of　any　other　snoRNA．

　　The　properties　of　MPP10　suggest　that　it　is　involved

in　rRNA　processing．　This　potelltial　ful／ction　for
MPP10　was　first　illdicated　by　its　localization　to　the

fibrillar　caps　of　actmomycin　D－segregated　nucleoli，

which　contain　proteins　involved　in　rRNA　processing
（reviewed　in　Ochs，1997）．　Much　stronger　evidence　for

MPP10　involve皿ent　in　rRNA　processing　comes　from

our　immunoprecipitation　experiments；anti－MPP10
precipitates　U3　snoRNA、　which　is　necessary　for　pro一
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cessing　of　18S　rRNA（Savino　and　Gerbi，1990；Hughes

and　Ares／1991；Beltrame　and　Tollervey，1992；Be1－
trameθfα1．，1994；Beltrame　and　Tollervey．1995；
Hugheβ，1996）．　The　f㎞al　pToof　of　MPP10　involvement

in　this　event　in　vertebrates，　however／is　still　lacking．

We　wiU　need　to　deplete　MPP10　from　cell　extracts　and

show　that　some　rRNA　process㎞g　step　is　lost．　To　date，

we　have　not　been　able　to　do　this　because　our　antibod－

ies　do　not㎞munoprecipitate　U3　froln　mouse　L　cell

sonicates．　This　experiment　will　require　development
of　other　antibodies　to　MPP10．　Interesthlgly，　depletion

of　the　MPP10　homologue　in　yeast　causes　an　18S　rRNA

process口lg　defect　s口nilar　to　that　obtamed　on　depletion

of　two　other　U3　snoRNP　components（Dunbarθ川1．，

1997）．Furthermore．　mutations　in　yeast　MPP10suggest

that　it　may　be　more　directly㎞volved㎞cleavage　at
the　pre－rRNA　AI　and　A2　sites（Lee　and　Baserga，　in
press）．

　　Because　MPP10　is　not　detected　in　the　coiled　body，

the　functions　of　MPP10　that　are　similar　to　those　of

fibri且arin　are　likely　to　occur　m　the　nucleolus，　not　the

coiled　body．　As　yet，　the　activities　that　are　caCried　out

　　　　　　　　　　　　ody　and　its　relaUonship　to　the　nucleolusin　the　coiled　b

are　not　understood．　Nevertheless，　overexpression　of

P80　coilin、　the　marker　protein　for　the　coiled　body，

disrupts　nucleolar　structure　（Bohmann　e舌αZ．，1995）ノ

and　U3　snoRNP　components　including丘brillarin　and
U3　snoRNA　have　been　localized　to　the　coiled　body

（Figure　4；Raskaε口1．，1991；Iim6nez－Garcia　efαZ．，

1994）．The　localization　of　U3　snoRNA　to　coiled　bodies

is，　however．　controversial；in　other　experiments　using

different　probes，　the　U3　snoRNA　was　not　obsβrved　in

coiled　bodies（Carm6－Fonsecaε白1．，1993二MateraεfαL，

1994）．Therefore，　although　we　do　not　observe　any
MPP10　in　the　coiled　body，　we　cannot　be　certain　that　it

is　not　present㎞L　that日truc加re．　If　the　presence　of　U3

RNA　and　absence　of　MPP10　in　coiled　bodies　prove　to

be　correct，　then　the　U3　snoRNPs　that　are　folmd　in　that

structure　must　lack　MPP10．

　　Because　MPP10　was　isolated　on　the　basis　of　its　abi－

ity　to　be　phosphorylated　by　M　phase．　kinases，　and　we

have　shown　that　MPP10　is　phosphgrylated　in　M
phase，　we　suspect　that　phosphorylation　may　play・a

role　in　determh血g　the　M　phase　function，　M　phase
distribu廿on，　or　stability　of　MPP10．　We　note　that　the

potential　MPM2－reactive　phosphorylation　site　at
amino　acid　163　is　in　a　PEST　sequence，　a　motif　that

regulates　protem　turnover（Rechste㎞er　and　Rogers，

1996）．Although　we　have　found　U3　associated　with

MPP10　immunoprecipitated　from　M　phase　cells（our
unpubUshed　results），　we　cannot　be　certain　that　these

complexes　are　not　formed　after　dephOsphor　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　yla草orL　of

MPP10　kl　cell　lysates．　As　yet，　we　haye　not　fo血d，qell

lysis　conditignS　capable　of　Inamta㎞g　I．bo伍‘U3

：器㌻三。s灌2監ご鰹蹴oヱ㌣認㌫㍑碧㌫6三器

MPP10　function　in　M　phase　will　be　aided　by　identifi一
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cation　of　the㎞ases　and　phosphatases　that　act　on

MPP10、
　　Throughout　M　phase，　nucleolar　proteins　involved　in

rRNA　transcription　remain　with　the　nucleolar　orga－

nizer（Scheer　and　Rose，1984；Iim6nez－Garcia　e口1．ノ
1989元Chan　efα1，，1991）．　In　contrast／many　other　nucle－

olar　proteins　localize　to　chromosome　surfaces　in
prophase　through　anaphase．　In　telophase　and　G　1，　they

follow　a　pathway　involvmg　cytoplasmic　nucleolus－
derived　foci　and，　subsequently，　nuclear　s廿uctures

termed　prenucleolar　bodies，　and，　fillally，　reassociate

with　fo㎜ing　nucleoli　when　rRNA　transcription　re－

su血es（Benavente　efαL，1987元Jhn6nez－Garcia　efα」．，

1989，1994ρakesε加1．，1993；Azum－G61adeθfα1．，1994；

Hernandez－Verdun　and　Gautier，1994：Medh、a¢㍑∫．，

1995多Dundrθ垣1．，1997）．　Although　both　MPP10　and

fibrillarin　follow　this　general　pattem　of　reassembly

into　nucleoli，　we　were　surprised　to　find　that　the　small

bodies　in　which　MPP10　was　fotmd　in　telophase　did
hot　always　correspond　to　the　bodies　that　contain　fibri1－

1arin．　Our　finding　that　MPP10　and　fibrillarin　do　not

colocalize　to　all　the　same　telophase　structures　suggests

afurther　layer　of　complexity　to　the　process　of　nucle－

olar　reformation．　It　is　possible　that　nucleolus－derived

foci　and　prenucleolar　bodies　process　nucleolar　com二

ponents　for　relocalization　to　nucleoli　and　that，　durh19

nucleolar　reformation，　MPP10・passes　through　these

structures　at　a　diκerent　time　from　other　nucleolar

components・
　　To　date，　MPP10　is　the　only　characterized　vertebrate

protein　that　has　been　shown　to　coimmunoprecipitate

with　U3　RNA　but　no　significant　amounts　of　other
snoRNAs．　Fibrillarin，　the　best－characterized　protein　of

the　U3　snoRNP，　is　also　found　in　snoRNPs　containmg

various　other　snoRNAs　that　are　involved｛㎞process－

ing　5．8S　and　28S　rRNA　and　rRNA　methylation（Pecu－

lis　and　Steitz，1993；1（iss－1」asz16ε1α1．，1996；Nicolosoθf

α1．，1996）．We　do　not　yet］㎞ow　whether　fibrillarin　and

MPP10　are　complexed　together　in　the　same　U3　RNP，
and　we　have　not　determ㎞ed　whether　there　is　a　pool　of

MPP10　that　is　not　complexed　with　the　U3　snoRNP．

Furthermore，　although　MPP10　is　tightly　bound　to　U3

snoRNP，　we　have　not　been　able　to　demonstrate　direct

binding　of　MPP10　to　the　U3　snoRNA（our　unpub－
1ished　observations），　It　may　be　that　the　association　of

MPP10　with　the　U3　snoRNA　occurs　via　protein－pro－

tem　interacUons・The　short　stretches　of　potential
coiled－coi1α一helix　found　in　MPP10　might　mediate

these血termolecular　associations．　As　more　protem
components　of　nucleolar　RNPs　are　characterized，　it
will　be　interesting　to　sqrt　out　which　proteins　are　found

in　the　same　mu1H－prOteih　complex．

、。＝1蒜蕊二監：蹴蒜彊瓢
onine　and［32P］orthophosphate　labelmg　of　HeLa　cells

followed　by　immunoprecipitation　with　anti－fibrillaTm
antisera　indicates　that　there　may　be　at　least　six　protein
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components　of　the　U3　snoRNP，　including　the　protein
丘brillarin（Parker　and　Steitz，1987）．　It　is　possible，　how－

ever，血at　not　all　of　these　protems　are　speci丘c　for　the

U3　RNP．　For　instance，　we　now㎞ow　tha馳rillarin　is

acomponent　of　many　snoRNPs．　By　contrasちpurifica－

tion　of　the　U3　snoRNP　from　hamster　cells　with　anti－

TMG　and　Mono　Q　anion－exchange　chromatography
yielded　only　three　proteins，　none　of　which　were　fibril－

1arin（Lubbenεfα1・，1993）・Both　these　isolation　proto－

cols　identified　a　55－kDa　protein　that　may　be　the　mam－

malian　homologue　of　the　56－kDa　yeast　U3　snoRNP
Sof1σansenε垣1．，1993）．　The　methods　that　have　been

used　thus　far　fOr　isolation　of　U3　snoRNPs　may　not，

however，　be　adequate　for　identifying　all　its　compo－

nents．　Glycerol　gradients　of　HeLa　extract　indicate　a

size　for　the　U3　monomeric　snoRNP　similar　to　that　of

the　UI　mono－snRNP（12　S；Tyc　and　Steitz，1989）．
Given　that　the　vertebrate　UI　snRNP　has　already　been

found　to　have　l　l　components（FabrizioθfαZ．，1994），　the

U3　snoRNP　may　contain　many　more　proteins　thaf
have　not　yet　been　identi丘ed．
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Using　an　expression　cloning　technique，　we　isolated　cDNAs　for　eight　M　phase　phospho－

proteins（MPPs　4－l　l）．　We　then　used　a丘inity－purified　antibodies　to　fusion　proteins　to

characterize　the　intracellular　localization　and　some　biochemical　properties　of　these

proteins　and　two　others　that　we　identified　previously（MPPs　1－2）．　Each　antibody　immu－

noprecipitated　one　or　two　protein　species　of　a　characteristic　size　ranging　from　l　7，000　to

220，000Da．　Each　MPP，　when　immunoprecipitated　from　lysates　of　M　phase　cells，　was

reactive　with　MPM2，　a　monoclonal　antibody　that　recognizes　a　group　of　related　M　phase

phosphorylation　sites，　including　F－phosphoT－P－L－Q．　This　reactivity　indicated　that　all　the

MPPs　encoded　genuine　M　phase　phosphoproteins．　When　antibodies　to　the　MPPs　were
used　for　immunofluorescence　microscopy，　each　anti－MPP　gave　a　characteristic　pattern　of

localization．　In　interphase．　several　of　the　MPPs　were　nuclear　proteins，　whereas　others

were　cytoplasmic　or　distributed　throughout　the　ce11．　Three　MPPs　were　strikingly　local－

ized　to　interphase　structures：MPP7　to　centers　of　DNA　replication，　MPPg　to　the　Golgi

complex，　and　MPP10　to　nucleoli．　In　mitosis，　most　of　the　MPPs　were　distributed　through－

out　the　cells．　Further　studies　of　the　l　O　MPPs，　most　of　which　are　previously　undescribed，

are　expected　to　provide　new　understandings　of　the　process　of　cell　division．

INTRODUCTION

Afamily　of　cyclin－dependent　kinases（cdks）drives
progression　through　the　cell　cycle　by　phosphorylating

numerous　cellular　proteins（Draetta，1994；Heichman

and　Roberts，1994；Hunt　and　Sherr，1994；Hunter　and

Pines，1994；King¢九1．，1994；Nurse，1994；0’Connell

and　Nurse，1994；Sherr，1994）．　These　kinases　consist　of

two　subunits：acatalytic　subunit　that　is　related　to　the

yeast　cdc2／CDC28　gene　and　a　cyclin　regulatory　sub－

unit．　The　catalytic　subunit　is　present　throughout　the

cell　cycle，　and　the　cyclin　subunit，　which　is　required　for
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38054Grenoble　Cedex　9，　France．

activity，　apPears　and　disapPears　at　a　time　apPropriate

to　its　function．　The　activity　of　cyclin－dependent

kinases　is　further　regulated　by　phosphorylation

and　dephosphorylation　of　the　catalytic　subunit

（Coleman　and　Dunphy，1994）and　by　binding　to
several　small　peptide　kinase　inhibitors（Elledge　and

Harper．1994）．　Although　much　information　has　ac－

cumulated　on　regulation　of　cdk　activity，　less　is　now

known　about　the　kinase　substrates　that　perform
cell－cycle　progression・

　The　first　known　cyclin－dependent　kinase，　p34cdc2，

associates　primarily　with　cyclin　B　to　generate　M

phase－promoting　factor（MPF；Dunphyεf扉L，1988；
Gautier　e川1．，1988，1990；Draettaε沈1．，1989；Labb6ε1

α1．，1989，Meilerε㍑1．．1989），　which　causes　G2　phase

cells　to　enter　M　phase．　Upon　progression　into　M

phase，　many　proteins，　which　include　mitotic　regula－

tors　and　interphase　structural　proteins，　become　hyper一
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phosphorylated　by　MPF　or　other　activated　M　phase

kinases（Mallerε脚．，1977；Karsenti　e加L，1987；Lohka

ε㍑1．，1987）．These　M　phase　phosphoproteins，　many　of

which　have　not　yet　been　identified，　permit　disassem－

bly　of　interphase　structures　and　generation　of　M　phase

enzymatic　activities　and　structures・

　　Asubset　of　the　M　phase　phosphoproteins（at　least　40

polypeptides）is　reactive　with　MPM2（Davis¢〃1．，
ユ983）．amonoclonal　antibody　that　recognizes　a　set　of

related　phosphorylation　sites，　including　F－phosphoT－

P－L－Q（Westendorfε川1．，1994）．　The　MPM2－reactive

phosphoproteins，　which　are　abundant　in　M　phase
cells　and　strongly　reduced　in　interphase　cells，　can　be

generated　by　phosphorylation　of　pre－existing　inter－

phase　proteins（KuangεfαZ．，1989）．　As　a　group，

MPM2－reactive　phosphoproteins　are　present　through－

out　the　M　phase　cell　but　are　most　concentrated　in

several　structures　involved　in　M　phase　functions，　in－

cluding　centrosomes．　kinetochores．　spindle舳ers，　the

chromosomal　axis．　and　the　midbody（Vandreεfα1．，

1984；Hirano　and　Mitchison，1991）．　Because　addition

of　MPM2　to　centrosomes　prevents　microtubule　nucle－

ation　in　vitro（Centonze　and　Borisy，1990），　the　concen－

tration　of　MPM2－reactive　proteins　in　spindle　poles　is

suggested　to　be　of　functional　importance．　Further－

more，　when　cells　are　microinlected　with　MPM2，　entry

into（Kuang　efα1ソ1989）and　exit　from　M　phase（Davis

ahd　Rao，1987）are　inhibited．　Recently，　a　molecular

basis　for　these　results　has　been　suggested；MPM2－
reactive　forms　of　cdc25，　a　tyrosine　phosphatase，　and

wee1，　a　kinase，　have　been　shown　to　be　involved　in

activation　of　MPF（Kuang　ef　ol．．19941　Mueller　e仇1．，

1995）．and　cyclin　destruction　activity　has　been　shown

to　be　MPM2－reactive（Kingε鋤．，1995），　probably　be－

cause　of　an　MPM2－reactive　ubiquitin－protein　ligase

subunit　CDC27，　which　contains　several　potential
MPM2　binding　sites．　Several　other　proteins，　including

topoisomerase　II（Taageperaθ鋤．，1993），　MAP4（Van－
dreε悦1．，1991），　and　nimA（Yeε九1．，1995），　known　to

have　M　phase　functions　have　also　been　shown　to　be

MPM2　antigens．　It　seems　likely　that　phosphorylation

of　these　and　other　proteins　at　MPM2　sites　imparts　key

Mphase　functions．
We　have　originated　a　method　for　cloning　cDNAs
encoding　proteins　that　are　e茄cient　substrates　for　M

phase　kinases　that　act　at　MPM2　sites，　and　in　this

manner　we　have　identi6ed　two　novel　proteins（Wes－
tendorfε㍑1．，1994）．　In　this　paper，　we　have　isolated

cDNA　clones　for　eight　more　proteins，　most　of　which

have　not　yet　been　described・Further，　for　each　of　the　10

proteins，　we　have　produced　fusion　proteins　that　were

then　used　to　gen日ate　speci6c　antisera．　These　antisera

have　allowed　us　to　characterize　biochemical　proper－

ties　and　the　intracellular　localization　of　these　10　pro－

teins　in　interphase　and　M　phase．　Importantly，　we　are

now　able　to　show　that　all　of　the　proteins　are　authentic

MPM2　antigens　in　vivo　during　M　phase．　Among　them
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are　molecules　with　a　possible　role　in　regulating　struc－

ture　and　functions　of　nucleoli，　Golgi，　and　DNA　repli－

cation　centers．

MATERIALS　AND　METHODS
Isolαtio”f　M　Phαse　PhosphoP㈹f吻s

（MPP）cDNAs
cDNAs　were　isolated　essentially　as　described　previously（Westen－

dorfε九1．，1994）．　Protein　replica丘1ters　ofλcDNA　libraries　were

incubated　with　extracts　of　M　phase　HeLa　cells　to　phosphorylate

substrate　proteins，　washed，　and　incubated　with　the　phospho－

epitope－binding　antibody　MPM2．　Immunoreactivity　was　detected

with　horseradish　peroxidase　an丘一mouse（Clontech〆Palo　Alto，　CA）

and　4－chloro－1－napthol．　The　following　improvements　were　made　to

the　procedure．　Before　reaction　with　M　phase　cell　extracts　for　isola－

tion　of　MPPs　4－11．　replica　filters　were　denatured　with　6　M　guani－

dine　in　bu丘er　A（25　mM　HEPES／25　mM　NaCl．　and　5　mM　MgCl2）

and　renatured　by　incubation　with　four　successive　twofold　dilutions

of　the　guanidine　solution　with　bu妊er　A　containing　O5　mM　dithio－

threitol（DTT）．　This　improved　the　kinase　substrate　accessibility　of

MPP　protein　expressed　inλplaques．　For　the　kinase　incubations

using　extracts　of　M　phase　cells，1μM　microcystin　LR　was　substi－

tuted　for　NaF　and　Na4P207，　which　were　found　to　inhibit　kinase

activiウin　the　extract．　Finally．15MNaCI　was　added　to　the　MPM2

incubation　to　decrease　background　antibody　binding．　To　allow　se－

lection　of　cDNAs　di狂erent　from　those　already　isolated，　we　com－

pared　the　positive　plaques　of　the　protein　replica　filters　reacted　with

Mphase　cell　extracts　and　MPM2　with　the　positives　obtained　with　a

second　replica　filter　hybridized　with　probes　corresponding　to　our

previously　isolated　cDNAs　by　standard　procedures（Sambrookθ’
α1，，1989）．

Pγe仰mtion　of　Bαcte首αIly　EκPγesse屍MPPs

All　MPPs　were　fused　to　T7　protein　10，　and　all　of　those　except　MPPl

also　contained　a　hexahistidine（his）tag．　MPPI　and　MPP2　fusion

proteins　were　prepared　as　described　previously（Westendorf鋤1．ノ

1994）．Vectors　encoding　his－tagged　protein　l　O－MPP　fusion　proteins

for　MPP5，6，　and　g　were　prepared　exactly　as　described　for　MPP2．

Vectors　encoding　the　other　MPP　fusion　proteins　were　prepared　as

follows．　MPP7　cDNA／which　contained　internal　EcoRI　sites，　was

ampli6ed　fromλDNA，　subcloned　into　the　pCRII　vector（Invitrogen，

San　Diego，　CA），　excised　with　HiηdIII　and　EcoRV／and　ligated　to

HiηdlII－cut　GEMEXIHIS．　The　ends　of　the　resulting　linear　product　of

this　ligation　were　blunted　with　mung　bean　nuclease　and　recircular－

ized．　MPP8　cDNA，　which　lacked　a　5’EcoRI　site／was　ampli丘ed　from

λDNA，　subcloned　into　the　pCRII　vector，　methylated　at　EcoRI　sites，

excised　together　with　61　base　pairs（bp）of　vector　DNA　with　BsfXI、

blunted　with　T4　DNA　polymerase，　Iigated　to　l2　mer　EcoRI　linkers，

and　cloned　into　the　EcoRI　site　of　GEMEXIHIS、　MPPIO　cDNA　was

subcloned　into　the　EcoRI　site　of　pBluescript，　excised　with　Bαη1HI

（which　resulted　in　a　144　bp　5’end　deletion）ノblunted　with　T4　DNA

polymerase．1igated　to　lO　mer　EのRI　linkers，　and　cloned　into　the

EcoRI　site　of　GEMEXlHIS．　MPPI　l　cDNA，　which　contained　internal

EcoRI　sites，　was　ampli丘ed　fromλDNA　and　subcloned　into　the

pCRII　vector．　The　largest　EcoRI（starting　at　bp　607）fragment　was

excised／blunted　with　T4　DNA　polymerase，　ligated　to　8－mer　Bα御HI

linkers，　and　cloned　into　GEMEXIHIS－Bαη2HI（GEMEXIHIS　modi一
丘ed　by　digesting　with　EcoRI，　blunting　with　T4　DNA　polymerase，

and　ligating　in　an　8－mer　Bαη1HI　linker）．　The　MPP4　cDNA　insert　4－3

was　subcloned　into　GEMEX2．　but　because　of　a　5’stop　codon，　it　was

not　fused　to　protein　l　O．　This　construct　was　used　for　production　of　a

nonfusion　protein，　which　was　used　for　immunization．　Subse－
quently，　a　PCR　primer　containing　an　EcoRI　site　and　the　region

surrounding　the　apparent　start　codon　and　the　T3　promoter　primer

were　used　to　produce　a　PCR　product　laddng　the　5’stop、　This　PCR
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product　was　cut　with　E四RI　and　subcloned　into　pGEMEXIHIS．　This

construct　was　used　for　preparation　of　an　a笛nity　colu㎜for　puri－

6cation　of　antisera．　Plasmids　were　transfected　into∫MlO9（DE3）or

BL21plysS（Glassβf　ol．，1993）and　grown　in　minimal　media　plus

casamino　acids　and　200μg／ml　ampicillin　at　300r　37°C　Just　before

induction，　cells　were　centrifuged　and　resuspended　in　media　con－

taining　fresh　ampicillin　and　1－10　mM　isopropyl一β一D－thiogalactopy－

ranoside．　Cells　were　centrifllged　and　resuspended　in　6　M　guanidine

for　puri丘ca60n　on　Probond　resin，　according　to　the皿anufacturer’s

instructions（Invitrogen，　San　Diego，　CA）．　MPP4　that　was　not　fused

to　protein　lO　HIS　was　isolated　from　bacterial　inclusion　bodies，

purified　by　SDS－PAGE，　and　electroluted　from　gel　slices．

Pro∂μcf元0μ0∫Aηfisεm

Guinea　pigs　were　inlected　intramuscularly　and　subcutaneously　with

bacterially　expressed　MPP　proteins　in　Freund’s　complete　adluvant

and　boosted丘ve　times　with　MPP　proteins　in　Freund’s　incomplete

adluvant，　Terminal　bleeds　were　by　cardiac　puncture乙10dafter　the

丘nal　inlection．　For　each　protein，　antisera　were　generated　in　two

guinea　pigs，　and　for　all　of　the　MPPs　except　MPP9，　antisera　from

both　animals　gave　similar　immuno且uorescent　patterns．　For　MPP9，

antibodies　from　one　of　the　animals　were　reactive　almost　exclusively

with　protein　10．　Antibodies　were　purified　on　a苗nity　columns　con－

taining　fusion　proteins（l　mg／m1）coupled　to　cyanogen　bromide－

acUvated　Sepharose　CL4　beads（Pharmacia，　Piscataway，　N∫），　as

described　by　the　manufacturer．　One－half　milliliter　aliquots　of　anti－

sera　were　bound　to　1－2　ml　of　beads　and　eluted　with　3　M　potassium

thiocyanate，0．5　M　NH40H，5mg／ml　bovine　serum　albumin，　or　4．9

MMgCl2．　For　some　experiments，　antisera　were　passed　over　beads

containing　a　heterologous　protein　10fusion　protein　to　remove　cross－

reacting　antibodies　before　purification　on　homologous　protein　l　O

fusion　protein　beads．

Imm砲0ργe吻f加加η

HeLa　S3　cells　were　grown　as　spinner　cultures　in　Ioklik’s　media

containing　lO％equine　serum．　M　phase　cells（85－98％，　as　determined

by　staining　with　lacto－orcein）were　produced　by　treating　exponen－

tially　growing　cultures　with　O。1μg／ml　nocodazole　for　18－24　h．

Most　of　the　immunoprecipitations　were　performed　by　lysing　cells　at

aconcentration　of　107　per　milliliter　in　high－salt　RIPA，　which　con－

tained　50　mM　Tris－HCI　pH　8．0，500　mM　NaC1，1％Triton　X－100，0．1％

SDS，0．5％sodillm　deoxycholate，2mM　phenylmethylsulfonyl　fluo－

ride（PMSF），10μg／ml　aprotinin，10μg／ml　leupeptin，10μg／ml

pepstatin，10　mM　EDTA，10　mM　ethylene　glycol　bis（β一amino－

ethyl）ether－N，N，N㌧N’－tetra－acetic　acid（EGTA），10　mM　benzami－

dine，10　mM　tosylarginyl　methyl　ester（TAME），50　mM　NaF，10　mM

tetrasodium　pyrophosphate，　l　mM　sodium　orthovanadate，80　mM
β一glycerophosphate，　and　500　nM　to　5μM　microcystin　LR．　Others

were　performed　by　first　lysing　cells　in　hot　50　mM　Tris－HCI，　pH　7．4，

0．4％SDS，10　mM　EDTA，10　mM　EGTA，10　mM　benzamidine，50
mM　NaF，．10　mM　tetrasodium　pyrophosphate，　l　mM　sodium　or－

thovanadate，10　mM　TAME，　and　80　mMβ一glycerophosphate　and
then　adding　apPropriate　stock　solutions　to　yield　6nal　concentrations

of　2％Triton　X－100，2mM　PMSF，10μg／ml　aprotinin，10μg／ml

leupeptin，10μg／ml　pepstatin，　and　2－5μM　micro（ystin　LR　Lysates

were　centrifuged　at　100，000×gand　20－40μg　of　antibody　cross一

麗蒜聯蕊㌶瀞21罐認鑑膿ご
After　a　2　h　to　overnight　incubation　at　4°C，　beads　were　washed　three

times　with　immunoprecipitation　buκer，　and　bound　protein　was
eluted　with　SDS　sample　bu任er。　In　some　experiments，　after　washing

with　i㎜unoprecipitation　bu葺er，　the　beads　were　further　washed

with　40　mM　l，4－piperazinediethanesulfonic　acid（PIPES）bu∬er，　pH

6．0，and　incubated　with　O．2　U　of　potato　acid　phosphatase　in　the　same

bu音er　fOr　l5－60　min　before　addition　of　SDS　sample　bu丘er．
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Proteins　were　separated　by　SDS－PAGE，　blotted　to　supported　nitro－

cellulose　in　50　mM　Tris，380　mM　glycine，0．3％SDS，　and　20％

methanol　or　Immobilon－P　in　25　mM　Tris，180　mM　glycine．　reacted

with　primary　antibodies　overnight　at　4°C，　reacted　with　secondary

antibodies　conlugated　to　horseradish　peroxidase　for　1－2　h，　and

detected　by　enhanced　chemiluminescence　reagents（Amersham，　Ar－
lington　Heights／IL）．

1〃槻μη0μorεSCεμce

HeLa，　CV1，0r　mycNAGT　I　HeLa（Nilssonθfα1．，1993）cells　were

grown　on　coverslips　in　DMEM　plus　lO％fetal　bovine　serum　and

nonessential　amino　acids（plus　450μg／ml　Geneticin　for　the　myc－

NAGT　I　HeLa　cells）and丘xed　in　methanol　at－20°C　for　10　mm　or

in　4％formaldehyde，　PBS，　and　l　mM　MgC12　at　room　temperature　for

6－30min／followed　by　permeabilization　with　O．2％Triton　X－100，

PBS．　Generally，　formaldehyde　and　methano1丘xations　gave　similar
results，　and，　therefore．　results　of　only　one丘xation，　the　one　that　gave

the　strongest　antibody　reaction　or　best　preserved　the　structures

stained　by　the　antibody，　are　shown．　Fixed　cells　were　blocked　with

O．2％gelatin　in　PBS　and　incubated　with　primary　antibodies（2－10

μg／ml）for　l－2　h　at　room　temperature　or　overnight　at　4°C．　After

washing，　cells　were　incubated　with　cyanine3－labeled　donkey　anti－

guinea　pigσackson　ImmunoResearch，　West　Grove，　PA）for　30　min

to　2　h　at　room　temperature，　stained　with　lμg／ml　Hoechst　33258，

and　mounted　in　PBS．50％glycerol，　or　MOWIOL　For　double㎞一
munofluorescence　with　anti－myc（mouse）or　MPM2（mouse），　cells

were　incubated　with　the　two　primary　antibodies，　followed　by　both

secondary　antibodies（cya3－labeled　donkey　anti－guinea　pig　and　nu－

orescein－1abeled　donkey　anU－mouse）．　For　double　immuno且uores－

cence　with　anti－MPP7　and　anti－BrdU（bromodeoxyuridine），　rapidly

growing，　unsynchronized　cells　were　incubated　for　lO　min　with　10

μMBrdU，　fixed　with　formaldehyde，　and　stained　as　described　above

with　anti－MPP7　and　cyanine3－labeled　anti－guinea　pig．　Then　cells

were　again丘xed　with　formaldehyde　for　6　min，　treated　with　4　N　HCl

for　lO　min，　washed　with　PBS，　and　stained　with　fluorescein－1abeled

anti－BrdU（Becton　Dickinson／San∫ose，　CA）．

1ヤαcf輌0ηατ元0π

HeLa　S3　cells（exponentially　growing　and　nocodazole－arrested　M
phase）grown　as　for　immunoprecipitations　were　harvested　by　cen－

trifugation，　washed　with　10　mM　HEPES，　pH　7．4，10　mM　KCI，150

mM　NaCl，1．5　mM　MgC12，　and　lysed　by　nitrogen　cavitation　in　two

pellet　volumes　of　lO　mM　HEPES，　pH　7．4，10　mM　KCI，250　mM

sucrose．2mM　MgC12，5μM　microcystin　LR，2mM　PMSE　lOμg／ml
leupeptin，10μg／ml　pepstatin，10mM　TAME，10　mM　benzamidine，
5μME－64，　l　mM　EDTA，　and　10μg／ml　aprotinin．　Cell　lysates　were

loaded　onto　30％sucrose　and　centrifuged　at　800×gto　obtain　the

nuclear　pellet．　The　nuclear－free　lysate　above　the　30％sucrose　layer

was　collected／and　part　of　it　was　centrifuged　at　39，000　rpm　in　a

Bec㎞an　Ti70　rotor　for　l　h　to　obtain　cytosol　and　crude　high－speed

pellets．　The　remaining　portion　was　brought　to　l．4　M　sucrose，1ay－

ered　underneath　O．25　M　sucrose，　and　centrifuged　at　25，000　rpm　in　a

Beckman　SW28　rotor　for　l．5　h．　The　membrane　fra由on　at　the　inter－

face　between　the　two　layers　was　collected，　diluted　to　O．25　sucrose，

and　centrifuged　at　39，000　rpm　in　a　Beckman　Ti70　rotor　for　l　h．

Portions　of　the　membrane　pellets　were　further　frachonated　by　re－

suspension　at　2　mg／ml　in　O．5　M　NaCl　or　O．I　M　NaOH　and　l　mM

DTr，　incubation　on　ice　for　l5　min，　and　centrifugation　at　70，000　rpm

in　a　Beckman　TLA　rotor　for　30　min．　Samples　of　unfractionated　cell

exh〒act，　nuclear　pellet，　cytosol，　crude　high－speed　pellet，　gradient

pellet，　and　membranes　containing　25μg　protein　and　the　supema－

tants　and　pellets　from　salt　and　alkaline　fractionation　of　25μg　of

membranes　were　sublected　to　SDS－PAGE　and　immunoblot　proc仕
dures．
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RESULTS

ExμessioH　ScγeeH｛πg　IsoIαtes　cDNAs　foγ

MPM2一γeαc励e　Phosphopγot吻s

We　improved　our　previous　protocol（Westendorfεfα1．，

1994）for　isolating　cDNAs　encoding　MPM2－reactive
phosphoproteins（MPPs）by　using　microcystin　LR　as

phosphatase　inhibitor　during　Phosphorylation　of
phage　plaque　proteins　with　M　phase　cell　extracts．　In

addition，　we　improved　the　accessibility　of　protein　ki－

nase　substrates　bound　to　nitrocellulose　by　pretreat－

ment　of　filters　with　denaturing　solutions　of　guanidine

hydrochloride．　This　permitted　us　to　isolate　a　total　of　30

cDNA　clones（Tables　l　and　2）．　Cross－hybridization
experiments　and　the　sequences　of　the　5’and　3’termini

of　each　clone　indicated　that　we　have　isolated　cDNAs

for　16　di丘erent　mRNAs．　Ten　of　these　encoded　previ－

ously　undescribed　proteins，　MPP　1－2，　and　MPP　4」1

（Table　1），　which　we　further　characterized　in　this　study．

The　other　six　sequences　encoded　known　proteins（Ta－

ble　2：casein　kinase　IIβ一subunit，　ribosomal　protein

Ll8a，　and　the　33－kDa　laminin　binding　protein）or　did

not　clearly　encode　any　human　protein（Table　2：3’

noncoding　sequences　of　co丘lin；X－1，　which　encodes　a

partial　open　reading　frame（ORF）of　226　amino　acids

with　39％identity　to　a　segment　of　Escんγ励加coli　DNA

helicase　II　and　may　be　of　bacterial　origin；and　X－2，　an

uncharacterized　sequence　containing　many　EcoRI
sites）．　Further　sequencing　of　the　clones　for　MPPs　4－11

indicated　that　the　predicted　protein　sequences　of　all

MPPs　except　MPP8　have　one　or　more　5－amino－acid

strings　that　correspond　to　sequences　previously
shown　to　be　reactive　with　MPM2（Table　3；Westendorf

ε垣1．，1994）．This　finding　strengthens　our　method　for

cloning　MPM2－reactive　phosphoproteins　and　the　se－

quence　that　we　have　determined　for　binding　of

MPM2．
　　To　study　further　the　10　previously　undescribed　pro－

teins、　we　made　T7　protein　10　fusion　proteins，　most　of

which　contained　a　six　histidine　tag，　to　allow　easy

purification　on　a　metal　chelate　column，　As　shown　in

Figure　l　and　previously　described　for　MPPI　and
MPP2　fusion　proteins（Westendorfεfα1．，1994），　all　of

the　fusion　proteins　were　at　least　partially　degraded

owing　to　their　extreme　sensitivity　to　proteolysis．　Nev一

Table　1．　Characteristics　of　cDNA　clones　for　MPPs　1－2　and　4－ll

MPP Librarya Clone

Length

cDNA
（bp）

A
tail？

5’stOP

before

ORF？

Amount
of　protein

encoded

by　ORF
　（kDa）

Size　HeLa
protem
（by　IP）

Intracellular

localization，

interphase

IntraCellUlar

lOCaliZatiOn，

　Mphase

1

2

4

5

6

7

8

9

10

11

HeLaλZap

MOLT4λgtll

HeLaλZap
HeLaλZap
MOLT4λgtU
MOLT4λgtll

MOLT4λgn　1

MOLT4λgt11

MOLT4λgtl　l

MOLT4λgtll
MOLT4λgtll

MOLT4λgtll

64

5－3

4－3

5－1

14

　3

／0
〔
」
　
1
7

8
Q
／
214

2565

1659

2042
1386
1373
687

1017
1099

2200
（744）b

918
925
2130

1859

no

yes

no
no
no
no

yes
yes

yesb

no
yes
yes

yes

no

no

yes
yes
yes

no

no
no

no

no
no
no

no

66

24

66
48
43
12

0
0

2
〔
∠

9

35
24
78

67

220

120

90，llO

130

17

75

　130
150，160

　120

130

cytoPlasmic　foci

　and　cytoplasm
nucleUS

nucleus　and
nucleolUS

cytoplasmic　foci，

cytoplasm，

　and　nucleus
nucleus　and
nucleolUS

centers　of　DNA
　replication，

　nucleUS
nucleUS
Golgi
nucleolUS

cytoplasmic　foci，

　cytOPlasm，

　and　nucleus

cytoplasmic　foci

　and　cytoplasm
mitOtiC　CentrOSOmeS
　and　spindle，

　cytoplasmic　foci，

　and　cytoplasm

cytoplasm

cytoPlasmic　foci

　and　cytoplasm

cytoplasm

cytoplasm

cytoplasrn

cytoplasm
perichromosomal

　plaques
cytoPlasmic　foci

　and　cytoplasm

a The　origins　of　cDNA　libraries：HeLaλZap，　Drs．　Helena　Richardson　and　Steven　Reed；MOLT4λgtl1，　Dr．　Kevin　Sullivan．

bThe　first”A　tail”occurs　after　nucleotide　7440f　the　clone．
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Table　2． Characteristics　of　other　cDNAs　whose　encoded　proteins　become　MPM2　antigens

Protein Librarya Clone

Length

cDNA
（bp） Portion　of　Protein　Encoded

Casein　Kinase　IIβ

　（regUlatOry）SUbUnitc
　（242aa）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　e
ribosomal　protein　L18a
　（175aa）

laminin　binding　Proteinf

　（295aa）

3’noncoding　sequence　of
　CO丘lin9

　（166aa）

X－1h

X－2

MOLT4λgtl1

MOLT4λgtl　l

－
I
l
l
1
1
1

1
1
1
1
1
1
ー

ル
し
　
エ
し
　
ル
し
　
セ
　
み
し
　
セ
　
エ
し

σO
σb
σ
σ

σO
庁

6
合
5
9
U

λ
λ
λ
λ
λ
λ
λ

4
4
4
4
4
4
4

T
T
T
T
T
T
T

L
L
L
L
L
L
L

O
O
O
O
O
O
O

M
M
M
M
M
M
M
MOLT4λgtll
MOLT4λgtl　l

MOLT4λgtl　l

MOLT4λgtll
HeLaλgtll

HeLaλZap

4

5

1
2
1
1
1
2
1

一

　
’
　
一
　
’
　
一
　
一
　
一

－
1
う
↑
3
∠
丁
5
9　1
10
11

12

　4

　3
16

4－2

1200

300

345
200
312
679
342
448
349

550
650
500
450
2284
1835
2260
3000

aa　－42　to　242d

aa　121　to　175

aa　222　to　295

NDb
aa　223　to　295

aa　105　to　295

aa　222　to　295

aa　177　to　295

aa　221　to　295

63nt　beyond　aa166　codon　to　A　tail

aa　160　to　A　tail

l23　nt　beyond　aal66　codon　to　A　tail

工26nt　beyond　aa166　codon　to　A　tail

226Cterminal　aa
222　C　terlllinal　aa

218Cterminal　aa
NDb

a The　origins　of　cDNA　libraries：HeLaλZap，　Drs．　Helena　Richardson　and　Steven　Reed；MOLT4λgtll，　Dr．　Kevin　Sullivan；HeLaλgtll，

　Clontech．

bThe　cDNA　sequence　was　not　determined．　Laminin　binding　protein　clone　l－2　was　identified　by　cross－hybridization　with　the　other　clones．

Clone　4－2　did　not　hybridize　with　any　other　isolated　clones．

c A．　Voss，　U．　Wirkner．　RJacobi，　N．　Hewitt，　C　Schwager，∫。　Zimmemann，　W．　Ansorge，　and　W．　Pyerin（1991）．　Structure　of　the　gene　encoding

human　casein　kinase　II　subunit　betaJ．　BioL　Chem．266，13706－13711．

dThe　l26　nt　of　5’”noncoding”sequence　contain　no　inframe　stop　codons．

e Y．　Aoyama，　Y．－L　Chan，0．　Meyuhas，　and　I．G．　Wool．（1989）．　The　primary　structure　of　rat　ribosomal　protein　L18a．　FEBS　Lett．247，242－246．

fH．　Yow，∫M　Wong，　H．S．　Chen，　C　Lee．　G．D．　Steele，　Ir．，　and　LB．　Chen．（1988）．　Increased　mRNA　expression　of　a　lalninin－binding　protein　in

human　colon　carcinoma：complete　sequence　of　a　ful1－length　cDNA　encoding　the　protein．　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．　USA　85，6394－6398．

9KOgawa．　M．　Tashima／Y．　Yumoto，　T．　Okuda．　H．　Sawada，　M．　Okuma，　and　Y．　Maruyama．（1990）．　Coding　sequence　of　human　placental　co丘lin

cDNA．　Nucleic　Acids　Res、18，7169．

hThe　Xl　clones　contain　two　apparent　ORFs　in　one　cDNA．　The　first　ORF　contains　2　regions　with　94％（180f　lg　amino　acids）and　100％（90f

gamino　acids）identity　to　replicative　protein　motifs　V　and　VI，　respectively．　T．C　Hodgman．（1988）．　A　new　superfamily　of　replicative　proteins．

Nature　333，22－23；the　second　has　39％identity　with　E．　coli．　DNA　ligase．　The　presence　of　two　ORFs　in　a　cDNA　of　eukaryotic　origin　is　an

uncommon　occurrence　and　suggests　that　these　clones　may　be　bacterial　contaminants　of　the　HeLa　cDNA　library．　The　accession　number　for

　X－l　isX98266．

ertheless，　if　the　largest　fusion　protein　band　is　com－

pared　with　the　size　of　the　T7　protein　10fusion　partner

（40kDa），　the　sequences　contained　in　the　cDNA　clones

are　found　to　code　for～10－110　kDa　of　MPP　protein

（Figure　1）．　For　most　of　the　clones．　the　apparent

amount　of　protein　mass　present　in　the　fusion　protein

is　almost　the　same　as　that　derived　from　the　predicted

amino　acid　sequence（Figure　l　and　Table　1）．　For

MPP10、　by　contrast、　there　seems　to　be　substantially

more　protein　mass　in　the　fusion　protein（130　kDa）than

would　be　predicted　from　the　sequence（78－5　kDa　not

included　in　fusion　protein＋40　kDa　protein　10＝113
kDa）．　This　could　be　due　to　anomalous　migration　of　a

highly　charged　protein．　Puri丘ed　fusion　proteins　for

MPPs　l－2　and　4－11　were　injected　into　guinea　pigs　to

generate　antisera，　all　of　which　were　purified　on　MPP

fusion　protein　a伍nity　columns　for　use　in　the　following

experlments・

Eαch　MPP　cDNA飽cod¢sαHμ粥砲PγoteMs）ofα
C11θ［7・αcτeγ元sf元c　5元zθ（S）

To　determine　the　molecular　size　of　the　proteins　in
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　to　108cells，　we　immunoprecipitated　lysates　of　107

exponentially　growing　HeLa　cells　with　each　anti－MPP

and　reacted　immunoblots　of　the　immunoprecipitates
with　homologous　antibodies（Figure　2）．　The　blots　in－

dicate　that　the　MPPs　are　HeLa　cell　proteins　of　various

sizes　from　17、000　to　220、000　Da．　Their　molecular　sizes

are　MPPI，220，000；MPP2，120，000；MPP4，90，000　and
110，000；MPP5，130，000；MPP6，17、000（and，　possibly、　a

minor　high　molecular　weight　species）；MPP7，75，000；
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Table　3．　Potential　MPM2　binding　sites　in　MPPs］to　2　and　4　to］1．

cDNA　CIone
Potential　MPM2
　　　sites－TP

Potential　MPM2
　　　sites－SP

MPPl Fr374PLQ＊

TT3goPVT鰺
AT421PRT
】〈T58PIK

ST6gPSK
RT78PES

LT85PPA＊
TT120PLQ鰺
IT368PMKキ
ST504PSA
DT5g6PLA

ET5、PRQ

HS486PSI
SS533PID

MPP－－12　4　5　6　7　8

｝琴涜繍

ぷび冶

ゲ影

難騰・灘蝦1響難

響．’囁F・ゼ　　・志…　｝

　　　　　　　　　　　　　　　’　　1

　　㌧一㌧　　’『
　　1　　　登　　　　　　　　　　　一

鰯

91011
1．際ぺ§鞭ぎ

　　ζ．　一鴨　　ナ　　　ジ　　＿200

MPP2

MPP4

MPP5

MPP6
MPP7

MPP8

MPP9

MPP10

MPPll

IT158PIK鰺

TT23PRR
LT30PLK鰺
DT36PPS
ST48PST
ET58PGD
KTIo7PRK
QT158PKG
LT227PEE

LTIlPVT特

VT、30PQG
QT、85PQI

FTlg7PVF汁
AT500PSE

Fr513PWT鰺
NT534PER

FSg6PVQ鰺
ESI30PQP鰺
SSI51PSD
GSI62PEP

TSI73PVV
KS382PSK

PS65PLQ＊
AS78PVV
VSg2PWP＊

GS65PPE

DS45PFP

ST2PTK
YS18P］＜R

RS22PKE
LS28PGF
SS41PIR
PS171PGG
GS52PLQ
】＜S154PVF鰺

A皿ino　acid　numbering　begins　with　the　first　5’inframe　amino　acid

coded　for　all　clones　except　MPP4，　which　contains　a　stop　codon

before　the　open　reading　frame　and　is　numbered　from　the　start

methionine．　All　TP　alld　SP　sites　within　each　protein　are　listed．

鰺Starred　sequences　are　identical　to　or　closely　resemble　sequences

previously　shown　to　be　reactive　with　MPM2　in　that　each　of　the丘ve

positions　in　the　string　contains　an　amino　acid　previ皿sly　identified

in　the　corresponding　position　of　MPM2－reactive　sequences（West－

endorf　e仇1．，1994）．　MPM2　binding　at　any　site　also　depends　on

phosphorylation　on　the　T　or　S　and　the　number　of　reactive　sites

within　the　protein．　The　accession　numbers　for　the　cDNAs　are　as

follows：MPPI，L167821　MPP2，　L16783；MPP4，　X98264（clones　14and

5－1）and　X98265（clone　4－3）l　MPP5，　X982611　MPP6，　X98263；MPP7，

X98262；MPP8，　X98259；MPP9，　X98258；MPP10，　X984941　and　MPP1］，

X98260．

情輪c．L：

鋲ハぶぷ・

購・
　3∵

　　　＿120
　　　＿100
ゐ内

轡必＝琴8

；．、一；＿60

耐

　一50
；；’；溢　　一40

　　　＿30

＿20

Figure　1．　Fusion　proteins　for　cloned　MPPs．　Fusion　proteins　pro－

duced　and　purified　as　discussed　in　MATERIALS　AND　METHODS
were　subjected　to　electrophoresis　on　an　SDS　gel　and　stained　with

Coomassie　blue．　The　far　left　lane　contains　protein　lOnot　fused　with

an　MPP　protein．　The　other　lanes　contain　the　protein　10　fusion

protein　for　the　indicated　MPP．　Migration　of　molecular　weight　mark－

ers　in　kDa　is　indicated　on　the　right．

to　be　a　proteolytic　product　of　full－1ength　MPP8．　For

MPP4　and　MPP9，　phosphorylation　is　apparently　not

responsible　for　multiple　molecular　species，　because

dephosphorylation　of　protein　from　exponentially
growing　cells　with　a　phosphatase　of　broad　specificity

（potato　acid　phosphatase）does　not　change　the　sizes　of

the　two　proteins（MPP4，0ur　unpublished　observa－

tions；MPP9，　Figure　3）．　The　reported　molecular
weights　of　all　HeLa　cell　MPPs，　which，　like　their　bac－

teriaI　fusion　proteins、　are　very　sensitive　to　proteolytic

degradation，　will　be　reassessed　when　fulHength　se－

quences　for　each　protein　are　known．

皿）Ps　1　2　4　5　6　7　8

205

50

25

91011

MPP8，70，000　and　130，000；MPP9，150，000　and　160，000；

MPP10，120、000；MPPI　1，130、000．　The　multiple　molec－

ular　species　recognized　by　antibodies　to　MPPs　4，8，

and　g　could　be　due　to　the　existence　of　multiple　genes，

alternatively　spliced　mRNAs，　proteolysis（despite　the

use　of　many　protease　inhibitors），　or　various　phosphor－

ylation　states．　For　MPP8，　the　70－kDa　species　is　never

seen　in　immunoblots　of　total　cell　lysates　and　is　likely

Figure　2．　Immunoprecipitation　of　MPPs　from　extracts　of　exponen－

tially　growing　HeLa　cells、　MPPs　were　immunoprecipitated　with
af6nity－purified　antibodies　from　lysates　of　exponentially　growing

蕊㍑麟Olt2；三榊鵠・蒜麗鵠竺蒜鵠盤
5，αMPP6，108；6，αMPP7，108；7，αMPP8，10718，αMPP9，108；9，
αMPP10、107；10，αMPP11，108．　In　the　MPP8　precipitate，　the　70－kDa

band　is　apparentIy　an　artifact　of　immunoprecipitation，　because　it　is

never　seen　in　imlnunoblots　of　whole－cell　extracts．　Migration　of
molecular　weight　rnarkers　in　kDa　is　indicated　on　the　left，

1460
Molecular　Biology　of　the　Cell



Cloning　of　Novel　M　Phase　Phosphoproteins

A
　　α一MPP ←㎜→Bl・t　A・tib・dy

α一MPP

E　M　E　M

一　一　十　十

E　M　E　M

一　一　十　十

IP　Antibody

Cells

Phosphatase

B
α．MPP

MPM2　　　α一MPP
＜一一→・　〈一一一一一一一一一〉

E　M E　M　E　M

一　一　十　十

Figure　3．　MPM2　reactivity　of

MPPs　immunoprecipitated　from
extracts　of　HeLa　cells，（A）MPPs

were　inlmunoprecipitated（IP）
from　lysates　of　exponelltially

growing（E）or　M　phase（M）
HeLa　cells　with　MPM20r　anti－
bodies　directed　agaillst　an　MPP

（α一MPP）・Immunoprecipitated
proteins　were　separated　by　SDS－

PAGE，　and　immunoblots　were
reacted　with　dleα一MPP　indi－
cated　at　the　left．（B）M．PPs　immu－

noprecipitated　withα一MPP　as
described　above　were　separated

by　SDS－PAGE，　and　immunoblots

were　incuba亡ed　with　MPM20r
theα一MPP　indicated　at　the　Ief亡．

（Aalld　B）When　the　protein　from

Mphase　cells　was　larger　tIvan　the

protein　　frorn　exponentially
growing　cells（MPP2，　MPP7，　and

MPP9），　immunoprecipitation
pel］ets　were　treated　with　a　broad

specificity　phosphatase，　as　de－

scribed　in　MATERIALS　AND
METHODS，　before　addi亡ioll　of
SDS　sample　buκer．

MPP2

MPP4

MPP8
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Eαch　MPP　Is　Reαc伽eωith　MPM2　iH　M　Ph侃se

To　leam　whether　the　proteins　encoded　by　the　cDNAs

were　MPM2－reactive　phosphoproteins　in　vivo，　we
performed　one　of　the　two　following　types　of　experi－

ments．　In　the　first　type　of　experiment，　MPP　proteins

were　immunoprecipitated　from　exponentially　grow－
ing　and　M　phase　cells　with　MPP　antibodies．　Then，

one－half　of　the　resulting　immunoprecipitates　were　im－

munoblotted　with　MPP　antibodies　and　the　other　one－

half　with　MPM2（Figure　3A）．　The　M．PM2　reactivity　of

MPPs　2、4，　and　8　could　be　visualized　clearly　with　this

procedure．　For　each　of　these　MPPs，　the　respective

allti－MPP　reacted　approximately　equally　well　with　the

MPP　precipitated　froln　exponentially　growillg　and　M

phase　cells，　whereas　MPM2　reacted　much　more
strongly　with　the　MPP　precipitated　from　M　phase
cells．　The　other　MPPs　could　not　be　clearly　visualized

with　MPM2　by　this　protocol，　possibly　because　they　are

dephosphorylated　in　cell　lysates　even　in　the　presence

of　phosphatase　inhibitors，　or　of　too　low　abundance　to

be　detected　with　MPM2　after　precipitation　with　anti－

MPP．　Therefore、　a　second　procedure　was　used　to　an一

alyze　their　reactivity　with　MPM2　during　M　phase．

Proteins　were　immunoprecipitated　from　lysates　of　ex－

ponentially　growing　or　M　phase　cells　with　MPM20r

MPP　antibodies　and　detected　on　immunoblots　with
antibodies　against　MPPs（Figure　3B）．　For　each　of　these

MPPs　the　anti－MPP　precipitates　from　exponentially

growing　and　M　phase　cells　were　approximately
equally　reactive　with　the　respective　anti－MPP　on　im－

munoblots．　In　contrast，　the　MPM2　precipitates　from　M

phase　cells　were　more　strongly　reactive　with　anti－MPP

than　those　from　exponentially　growing　cells．　Thus，　the

results　of　these　experiments　indicate　that　all　the　MPPs

are　immunoreactive　with　MPM2　in　M　phase　cells．

　For　most　of　the　MPPs，　the　gel　mobilities　of　the

polypeptides　from　exponentially　growing　and　M
phase　cells（including　the　MPM2－reactive　species）are

indistinguishable（Figure　3）．Nevertheless，　in　M　phase

cells　compared　with　exponentially　growing　cells，　the

gel　mobilities　of　MPP2，　MPP7，　and　MPPg　are　substan－

tially　decreased、　and　these　slowly　migrating　forms　of

the　protems　are　MPM2－reactive（Figure　3）．　For　MPP2

and　MPP9，　the　shifts　are　equivalent　to～20　kDa；for
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MPP7，　the　observed　shift　is　variable，　but　in　some　of

our　unpublished　observations　the　shift　is　as　much　as

90kDa．　These　mobility　changes　can　be　reversed　by

treatment　with　a　broad　specificity　phosphatase（potato

acid　phosphatase），　which　also　destroys　reactivity　with

MPM2（Figure　3）．　All　detectable　molecules　of　MPP2，

MPP7，　and　MPP9　are　shifted　in　mobility，　indicating

that　phosphorylation　in　M　phase　is　quantitative．　In－

terestingly，　MPP2　also　seems　to　be　phosphorylated　in

interphase，　because　a　small　shift　in　size　of　the　inter－

phase　protein　is　seen　after　dephosphorylation・In　ad－

dition，　imm皿oprecipitation　with　MPM2　permits　de－
tection　of　additional　protein　species　of　50，000，65，000，

and　200，000　daltons　for　MPP5　and　of　80，000　and

200，000daltons　for　MPP11．　The　origin　of　these　other

anti－MPP－reactive　protein　species　for　MPPs　5　and　l　l

is　uncertain，　but　some　could　be　due　to　proteolysis　and

dephosphorylation　artifacts．

　Although　all　the　MPPs　are　reactive　with　MPM2　in　M

phase，　they　di任er　in　the　strength　of　reactivity　with

MPM2　and　the　conditions　required　for　maintaining
MPM2　reactivity．　For　instance，　most　of　the　MPPs　react

with　MPM20nly　in　M　phase，　but　MPP5　and　MPPll
also　react　more　weakly　with　MPM2　in　interphase（Fig－

ure　3）．　Also，　MPP6，　which　contains　only　one　potential

MPM2　site，　was　found　to　be　an　MPM2　antigen　only

when　precipitated　from　a　cell　lysate　containing　5μM

microcystin　LR，　whereas　MPP2．　which　contains　nine

potential　sites，　was　an　MPM2　antigen　when　precipi－

tated　from　lysates　containing　only　500　nM　microcystin

LR（Figure　3；our　unpublished　observations）．　Further，

MPPユ0，　which　contains　only　S－P，　as　opposed　to　T－P，

sites　was　less　strongly　reactive　with　MPM2　than　most

of　the　other　MPPs，　possibly　because　MPM2　reacts
more　strongly　with　T－P　sites　than　S－P　sites（Zhao　e加1．，

1989；Westendorf鋤1．，1994）．

Eαch　MPP　Is　Locαliz¢4　toααγαcf¢γist元c

CθZJ　5frμετ〃γθ5

When　MPP　proteins　were　studied　by　immuno且uores－
cence　Inicroscopy、　a　diverse　range　of　localization　pat－

terns　was　obtained．　For　each　protein，　similar　results

were　obtained　with　HeLa（human）and　CVI（African
green　monkey）cells．　The　antibody　staining　patterns

were　also　confirmed　by　preincubation　with　protein　10

alone，　which　did　not　alter　the　staining，　or　protein

10－MPP　fusion　protein，紬ich　diminished　or　abo1－
ished　staining．

　　Antibodies　to　MPPs　1，2，5，　and　l　l　all　recognize

some　punctate　cytoplasmic　foci　as　well　as　diffuse
staining　during　at　Ieast　part　of　the　cell　cycle．　Anti－

MPPI　labeled　punctate　cytoplasmic　foci　in　both　inter－

phase　and　mitotic　cells（Figure　4）．　In　mitotic　cells，　the

staining　was　concentrated　near　the　mitotic　spindle
（Figure　4）and，　in　some　interphase　cells，　the　centro－

somes（our　unpublished　observations）．　In　both　inter一

1462

phase　and　mitotic　cells，　MPP5　and　MPPll　were　dis－

tributed　throughout　the　cell，　including　the　nuclei，　in

fine　punctate　foci（Figure　4）．　In　some　mitotic　cells，

MPP5　and　MPPII　seemed　to　be　associated　with　the
mitotic　spindle・

　　MPP2　was　localized　throughout　the　nucleus　ex－

cept　for　the　nucleoli　in　interphase（Figure　4）．　The

nuclear　localization　of　MPP2　was　di∬icult　to　pre－

serve　in　fixed　cells　and　was　obtained　only　after

lengthy　fixation　with　paraformaldehyde．　After　fixa－

tion　with　methanol　or　shorter　fixations　with　para－

formaldehyde，　anti－MPP2　yielded　punctate　cyto－
plasmic　labeling．　A　nuclear　localization　of　MPP2　in

interphase　was　consistent　with　the　results　of　our

subcellular　fractionation　experiments・In　cells　enter－

ing　M　phase，　some　MPP2　became　concentrated　at
centrosomes（Figure　4；white　arrows　in　MPP2　inter－

phase　panel），　and　in　later　stages　of　M　phase，　MPP2

was　present　at　the　centrosome，　in　the　spindle，　and　in

punctate　foci　throughout　the　cell．

　MPP4，　MPP6，　MPP8，　and　MPP10　were　localized　to

the　nucleus　in　interphase（Figure　5）．　MPP4　and　MPP6

were　distributed　throughout　the　nudeus　and　showed

amodest　concentration　in　nucleoli，　whereas　MPP8
was　excluded　from　the　nucleoli，　and　MPP10　was　al－

most　entirely　nucleolar．　In　mitosis，　MPP10　adhered　to

the　chromosomes　in　a　manner　similar　to　the　nucleolar

protein　fibrillarin（Yasuda　and　Maul，1990）；in　con－

trast，　MPP4，　MPP6，　and　MPP8　were　present　through－

out　the　mitotic　cell（Figure　5）・

MPP7　was　localized　to　distinct　spots　within　the

nuclei　of　some　cells　and　was　diffusely　localized

throughout　the　nuclei　of　other　cells（Figures　6　and

7）．During　M　phase　it　was　distributed　throughout

the　cells（our　unpublished　data）．　When　centers　of

DNA　replication　were　labeled　by　a　10－min　treatment

with　bromodeoxyuridine．　which　incorporates　into
DNA　that　is　being　synthesized，　and　were　detected

with　antibodies　to　bromodeoxyuridine．　the　MPP7
spots　corresponded　exactly　to　the　positions　in　which

DNA　was　being　replicated　（Figure　6）．　Because
MPM2　also　stains　spots　within　the　nucleus（Vandre
εfol，，1984），　it　was　of　interest　to　know　whether　the

MPM2　reactivity　of　interphase　nuclei　was　due　to

MPP7　present　in　DNA　replication　centers．　Double

immuno且uorescence　with　MPM2　and　MPP7，　how－
ever．　indicates　that　the　MPM2　and　MPP7　spots　are

not　the　same（Figure　7）．　Furthermore，　whereas　the

MPP7　spots　are　present　only　in　S　phase　cells，　the

MPM2　spots　are　present　in　all　interphase　cells．　Ap－

parently，　the　MPP7　associated　with　centers　of　DNA

replication　is　not　the　predominant　source　of　inter－

phase　nuclear　MPM2　reactivity．　This　observation　is

also　supPorted　by　the　data　in　Figure　3，　indicating

that　MPP7　is　not　an　MPM2　antigen　of　exponentially

growing（92－97％interphase）cells，
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Figure　4．　Immullonしlorescellt　bcalizati〔ms　of　MPPI，　MPP2，　MPP5，　alld　MPPU．Cells（HeLa　or　CVI）were　growll　oll　c〔）verslips，　h＼ed　wlth

formaldehyde，　alld　stained　as　described　il、　MATERIALS　AND　METHODS．　Alltiserum，111terphase（1）or　M　phase（M），　alld　cell　lille：αMPPI，

1，HeLa；αMPP1，　M，　CVllαMPP2，1，　CV1；αMPP2，　M，　CVしαMPP5，1，　HeLa；αMPP5，　M，　CVLαMPP］1，1、　HeLa；alldαMPPI　l，M，　HeL、1，丁he

arrows　in　tlleαMPP2　i11ヒerphase　pmlel　illdicateαMPP2－staillillg　celltrosonles　of　a　pmphase　cell．　The　l（、catkm　of亡he　cel1亡rosomes　was

co面rmed　by　double　immtmofkK）rescence　stahlillg　with　allti－tubuli11．　Bar，2μ．

　In　interphase，　much　of　the　HeLa　cell　MPPg　was
localized　to　the　Golgi　complex（Figure　8）．　Wllen　com－

pared　with　the　localization　of　myc－tagged　N－acetyl－

glucosaminyHrallsferase　I（NAGT　E　Nilsson　ofθ1．．
1993），atrallsmembralle　proteill　of　tlle　1：nedial　Golgi，

MPPg　stailling　was　fomd　to　overlap　strollgly　with
that　of　NAGT　I．　In　cell　fractiollation　experimellts　de－

siglled　to　collfirm　the　localization　of　MPPg　to　mem－

bralles，　MPP9　was　found　in　me111brane　fractiolls　from

which　it　was　partially　released　by　O5　M　NaCl　alld

totally　removed　by　O．1　M　NaOH．　Tllese　characteristics

illdicate　tllat　MPPg　is　a　peripheral　membralle　protei11．

There　was　also　cytoplasmic　backgroulld　stailling　witll

antiMPP9；tllis　was　probably　due　to　the　presellce　of

some　MPP9　ill　the　cytosol　as　was　observed　ill　cell

fracti（mation　experinlellts．111　mitosis，　MPP9　was　dis－

persed　tllroughout　tlle　cell　alld　did　not　localize　to　the

Golgi　fragmellts　colltailling　NAGT　I（Figure　8）、
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Figure　5．　Immunonuorescellt　localizations　of　MPP4，　MPP6，　MPP8，　alld　MPP］0．　HeLa⊂ells　were　grown　on　coverslips，　fjxed　with　formal－

dehyde（For皿）or　metha1、01（Meth），　alld　stained　as　described　ill　MATERIALS　AND　METHODS．　Antiserllm，　Interphase（1）or　M　phase（M），

and　fixatiolllαMPP4，1，　Form：αMPP4，　M，　FormlαMPP6，1，　Form；αMPP6，　M，　Form；αMPP8，1，　Form；αMPP8，　M，　Form二αMPPIO，1，　Methl　alld

αMPPIO，　M，　Meth．　Bar，2μ．

DISCUSSION

Using　our　recently　developed　technique　for　isolation

of　proteins　containing　the　phosphoepitope　bound　by

MPM2，　we　have　successfully　isolated　cDNAs　for　eight

additional　proteins（MPPs　4－11）．　After　productioll　of

antibodies　to　protein　fragments　encoded　by　these
cDNA　clones　and　two　previously　isolated　clones（for

MPPsト2）（Westendorf面L，1994），　we　detect　one　or

two　major　polypeptides　for　each　MPP　in　HeLa　cell

lysates．　Moreover，　when　each　MPP　protein　is　immu－

noprecipitated　from　extracts　of　M　phase　HeLa　cells，

the　protei1Un　the　precipitate　reacts　with　MPM2．　This

reactivity　indicates　that　the　MPPs　are　M　phase　phos－

phoproteills　as　well　as　MPM2－reactive　phosphopro－

teins　and　demonstrates　that　our　method　is　capable　of

isolatillg　genuine　M　phase　phosphoproteins．

　Immunofluorescence　microscopy　illdicates　tllateach

MPP　has　a　characteristic　pattern　of　localization．　In

1464 Molecular　Biology（、f　the　Cell
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Figure　6．　Imnlullont［orescellt　bcahzation　of　MPP7　to　centers　of

DNA　replicatiol1．　HeLa　cells　growll　oll　coverslips　were　illcubated

with　BrdU　for　1〔ハnlill　alld　stailled　with　allti－MPP7　alld　allti－BrdU　as

described　hl　MATERIALS　AND　METHODS．　Bar，2μ．

interphase，　MPPs　are　present　in　the　cytoplasm’the
nucleus，　the　nucleolus，　tlle　cellters　of　DNA　replication，

and　the　Golgi　apparatus．　hl　mitosis、　as　expected　from

the　patterll　of　inlmunofluorescellce　seell　witl〕MPM2，

most　of　the　MPPs　are　spread　througl、out　the　cell，　ill

some　cases　in　ptmctate　foci．　Nonetheless，　MPP2　may

account　for　some　of　the　M　PM2　immullofluorescence
associated　with　tlle　centrosome　alld　MPPIO　for　some　of

the　chromosornal　immullofluorescence．　Therefore，　the
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Clollillg　of　Novel　M　Phase　Phosphoproteills

MPPs　that　we　have　isolated　have　the　properties　expected

of　MPM2－reactive　M　phase　phosplloproteills，　and　their

lOCalizatiOn　tO　VariOuS　Cell　S口岡UCtureS　SUggeStS　that　they

will　provide　clues　about　how　several　cell　structures　and

processes　are　regulated　during　mitosis・

　Although　the　characterizatioll　of　the　MPPs　has　been

performed　almost　entirely　in　HeLa　cells、　which　were

derived　from　a　cervical　carcinoma，　and　CVI　cells，　a

llontransformed　kidlley　epithelial　cell　line，　most　of　the

MPPs　are　probably　not　confined　to　cells　of　epithelial

origil1．　cDNAs　encoding　MPPs　2　and　4－11　were　iso－

lated　from　a　cDNA　library　derived　from　MOLT41ym－

phoblastic　leukemia　cells（Table　1）．　This　limited　sur－

vey　of　cell　lines　suggests　that　the　MPPs　are　present　ill

rapidly　growing　cells　of　various　origins．　Further　char－

acterization　of　the　MPPs　in　other　normal　and　tralls－

formed　cells　will　be　llecessary　to　have　a　clear　ullder－

stalldillg　of　the　relatiollship　of　each　to　cell　growth　and

differentiation．

　　The　Iocalization　of　each　MPP　provides　broad　hillts

about　its　specific　interphase　fullctioll　and　how　that

might　be　altered　in　M　phase．　For　instance，　MPPs　4，6，

8，alld　lOare　nuclear　during　interphase．　Phosphoryla－

tioll　il1　M　phase　may　turn　o任their　lmclear　functiolls　to

prevent　inapPropriate　interactiolls　with　non－nuclear

proteins．　Alternatively，　M　phase　phosphorylation
might　collfer　al1　M　phase－specific　fullction　oll　these

protelns・

　　Four　of　the　MPPs－MPP1，　MPP2，　MPP5，　and
MPP11－are　associated　with　punctate　foci　that　are

dispersed　throughout　the　cell．　Because　these　MPPs
sometimes　localize　to　centrosomes　or　the　mitotic　spilldle，

some　of　the　structures　seen　as　punctate　foci　may　have　a

microtubule－related　function．　Currently，　we　are　ilwesti．

gatillg　the　Ilature　alld　activity　of　these　strud11res・

　　The　localizations　of　MPP7　and　MPP9　poillt　to　ftmc－

tions　witllill　specific　cell　structures・MPP9，　whicll　lo－

calizes　to　the　Golgi　apParatus，1Tlay　regulate　Golgi

structure　or　fullctio11．　MPP7　is　localized　to　cellters　of

DNA　replication　during　S　phase　alld，　therefore，　is　sug－

gested　to　have　a　role　in　that　process・Consistellt　with　this

localization，　the　sequellce　of　MPP7　is　identical　to　a　sub－

ullit　of　a　chromatiII　assembly　factor　essential　for　illcor－

poration　of　histones　illto　llewly　syllthesized　DNA（Kauf－

manθfσ1．，1995）．　Our　data　illdicate　further　that　this

complex　is　appropriately　localized　to　centers　of　DNA

replication　and　is　phosphorylated　at　mitosis．

　　While　this　manuscript　was　ill　preparation，　a　proteill

sequellce　94％idelltical　to　MPPIIwas　deposited　ill　tlle

da乏abase．　This　protein，　MIDAI，　is　related　to　the　yeast

Z－DNA　bindillg　protein　zuotill　alld　associates　with　the

trallscription　factor　Id　（Shoji　e’η1ソ1995）．　The　lnigra－

tion　of　MIDAI　at　74　kDa　oll　gels　corresponds　well

with　tlle　predicted　size　of　MIDAI　but　contrasts　witll

the　migration　of　HeLa　MPPI　l　oll　gels（130　kDa）．　This

discrepallcy　could　be　due　to　al1　N　termillal　extellsion，
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Anti－MPP7 MPM2

Figure　7’Comparison　（・f
MPP7　and　MPM2　nuclear　im－
nlu11〔｝fklorescellce．　HeLa　cells

gr〔ハwn　oll　c（、verslips　were　fixed

w｛th　F∩r11、aldしhyde　and　stailled

w｛th　antj－MPP7　and　MPM2　as

described　hl　MATERIALS　AND
h4FTHOD9．　B〕r，2μ、

anomalous　migration，　or　phosph（、rylation　of　the　h1】

nlan　proteln・

　MPP4　is　the　human　homologue（、f　a　prey・iously　de．

scribed　Xβηopz4s　double－stranded　RNA　bin．din．g　pro－

tein　whose　function　is　lmkn（）wn（Bass　f拍1．，1994）。　Our

data　indicate　that　this　protein　is　also　present　in　human

cells，　in．　which　it　is　localized　to　the　mlcleus　and　lm

dergoes　phosphorylation　in　M　phase．
　Other　than　MPPs　4，7，　and　ll，　the　seqllencps　f）f　the

MPP　cDNAs　have　not　provlded　mllch　nlform⊃t1（m
about　the　functions　of　the　protein．s・Further　st1】d．y　of

the　MPPs　wi．］l　require　fllll－length　cDNA　dones　an．d

theirencoded　protein　sequences，　which　may　also　pro－

vide　more　clues　about　their　functjons，

We　have　previously　defiDed　the　pho臼phorylafi．on．
site　for　MPM2　to　be　a　set　of　related　phospl1．orylati．oll

s｛tes，　illcluding　F－phosphoT－P－L－Q（WesteD．d．（・rfβ川，

1994）．The　sequence　of　each　of　the　M．PPs　except　MPP8

contains　at　least　one　site　corresponding　to　mlr　previ．

ous　description　of　potential　MPM．2　bi．nding　siteq．

MPP8　does，　however，　have　four　sequel1．ces　with　the

central　T／S－P　of　the　MPM2　motif．　Because　mmyγe－

lated　peptide　sequences　are　abl．e　to　bind　MPM．2　and．

011r　previous　selec目on　of　peptides　capable　of　btndi†19

to　MPM2　was　not　exhaustive，　it　is　Iikelv　that　at　least

olle　of　the　T／S－P　sites　of　MPP8　wl1L　whpn．　phosph（、r

ylated，　bind　to　MPM2．　Recelltly，’Bi＋e　for　MPM2
binding　that　does　Ilot　contain　a　proline　llas　been　de．・．

scribed　ill　MAP　kinase（Taagepera（・川11．994）．　A
sequence　correspollding　to　this　site　ls　n∫、t　found　il1．

MPP80r　any　of　the　MPPs．　IIlterestillgly，　the　corre．．

sponding　site　in　MAP　kinase　of　n飢1roml　cells　d（、eR

colltain　a　proline（Mohi田α1ワ1995）Jfthe　sec（、nd．ary

structure，　possibly　a　beta　tllrl1，0f　th口key　regllh†（、ry

site　of　MA．P　kinaqe　is　conserved，　it　may　be　that　the

MPM．2－r柏ctiveぺife　of　MAP　kinase　is　mt　really　s（）

汁i汗pre耐Fr（、m．　th．e　sites　folm．d　in　other　MPM2－reactive

proteins．1．ikp　the　site　ill　MAP　kin．ase，　MPM2－reactive

ph（、qphoryhfi∩n．　sites　of　MPPs　may　be　responsible　for

alf．〔・加i∩n．s　of　activity　durillg　M　phase・Further　bio－

chem】ml．　sh1（七es　will　be　needed　to　defhle　the　precise

sltやs刊、．a†Trρp11．（、sphorylated　i．n　these　proteins　during

Mphw　an．d．　which　of　th（ぺe　are　esselltia．l　for　MPM2

biP（im．9日n．d．，　im．P（、rtantly，、1terations　of　hlnction・

　　Tm川γsぐreening　efF（ハr酋，　we　also　isolated　cDNAs　for

thrρP　known　proteinsJn．止erρs†ingly，　one　of　them　is　the

c咋sPm．1〈1naqe　IIβ（regllht∩ry）sllbllnit，　which　previ－

〈川slv　h〕s　bppn．　shown．　to　be　phosph（、rylated　durl．ng

miわsls（l　l．tch日pld　p肋1，，1992）．　This　fllrther　confin：ns

fhe　validlfv（、f（、ur　method　f（、r　id．elltificatioll　of　mitotic

ph（、sphoprofeinぺ　and　hldimtes　that　casdn　kinase　II

may　bp　pa下†（、f　th（cascade　of　activation　of　protein

kiPaぺes†hat（、（mrs　dllri．n．g　mit（、sis．　We　do　llot　know

the　slgnifi（・・ヨD．ce〔、f　the　is∩1atiolls　of　cDNAs　for　ribo－

som社pmte｜η118、　or”laminin－bindillg　pr（）tein、”two

protρ1ns、ss（、ciatf（］w廿h　ribogomes（Aoya．ma　er日1・，

1989，へ．11fh　an．d　Brawer！、1al1，1992），　If　these　proteins　are

ph（、ぺPh《、rvhte（i　in　vivo，　ph（、sph（、rylation　could　regu－

h七　†hρamolm†or　killds　of　proteins　tlTat　are　syllthe－

si7p《i　へg　vet，　wp　hvp　n．o　evi．dence　that　these　two

pr（、tρms　arP．，　mdeed，Pトo只phorylatPd　in　ceUs・The　por－

h．（．m．（．、f　tトρ1口m．衙n　biI、dmgpr（、tein　thatis　con．tain．ed　in

‘）1．1r　pいnes　d《、ρs　n‘）t　have　a　sρqll．ence　corresponding　to

anv　prev1．（川．slv　d．e刊p．ed　M　pl口se　M．PM2　bin．ding　site

（Taりgepera‘相1．，1994，　Weste］、d（、rf　c’σ1ソ1994）．　Fur－

thprm（、re，1．t　c‘、n＋am．s　m　ce1廿ral　T／S－P　moti．fs，　bllt，　li］〈e

the　M．．へP　1〈imsp　glte，†he　s1†e　in　laminnl－bind．ing　pro－

†pln　d（、es　not　seml　to　be　M　phase．－speclfiC　laminin

］．466 Moleclllar　Blo】〔、gy（）f　the　Cell
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Figure　8．　lmmunon1“，les⊂口1t　iocdli∠dhu1い｝I　MPPg　t〔，　tl1〔GdgI

apparatus．　HeLd　mycNAG　I’keUs（M⊥栖〔，n（1‘〃，上993）v、　uしSlow1）

01／coverslips，　fixed　with　k，11ndldehy　de　、md　stahled　w　Lt11．川tl～1PPり

alld　al1目一myc　as　desclibed　ill　MA　I　LRIALS　ANDME⊥HUD5　B邑L　2μ，

binding　Proteill　fusioll　protein　is　phし）spholylated　to

acquire　MPM2　reactivity　equally　well　by　illterphase

and　M　phase　extracts　of　HeLa　cells（our　tmpublished

observations）．　Perhaps　the　phosphorylatioll　bite　of

laminin－billding　proteill　has　a　secolldary　structllre

similar　to　that　of　the　prolille一αmtaillillg　biteb

　　So　far，　four　or　five　killdses　hdvc　becll　bht）、、11　to

phosphorylate　substrdteb　し）n　bitcb　thd㌧　whし・11　phob

phorylated，　beco111e　MPM2　dllt丘gelb．　We　lu㌧『c　bl“｝wn

Vol．7，　Septelnb七r　l996

Cbllnlg〈）f　Nf）vel　M　Phase　Phosplloproteills

prevk旧sly　that　MPPI　alld　MPP2　are　phosphorylated
primarily　by　di音erellt　kinases　of　M　phase　extracts．　For

MPP／，　the　primary　killase　seems　to　be　p34cd⊂2，

whereds　for　MPP2，　it　is　another，　uncharacterized　ki－

11abe・By　phし）sphorylatillg　XcrloP〃s　antigens　on　blots，

Kuang　and　Ashorll（1993）have　isolated　two　kinases，
MAP　killase　alld　a　secolld，110vel　kinase，　that　yield

MPM2　reactivity．　One　of　tllese　two　kinases　might　be

the　Illdjし）r　khlase　that　phosphorylates　MPP2．　In　addi－

tion，　wol　killg　with　MAP　kinase　as　substrate，　Ta－

dgepera　cr’11、（1994）11ave　showll　that　the　activity　of

MAP　kinase　killase　call　lead　to　MPM2　reactivity．　This

killase　may，　however，　phosphorylate　on正y　MAP　ki－

Ilase　and　m　other　substrates．　The　other　MPPs，　whose

kinabes　hdve　nし）t　yet　beell　examined，　will　also　be　use－

ful　for　exammillg　the　specificity　of　various　M　phase

kindses　dud　possibly　purifying　Ilovel　kinases．　Like－

wise，　thc　MPPs　will　be　useful　for　identifying　phos－

phatdbes　ilM）lved　hl　exit　from　M　phase．

　　111⊂ollclubion，　our　results　illdicate　that　a　broad　rallge

of　M　phase　phosphopn）teins　cdn　be　identified　by　our

exprebsiull　clし）11hlg　methし）d．　We　are　now　ill　a　positioll

to　study　the　functions　of　the　MPPs　that　we　have
characteri∠ed　in　illterphase　and　M　phase　and　discover

their　rし）les　ill　the　process　of　cell　division．
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DifRerent　Natures　of　Supersensitivity　of　Adenylate　Cyclase
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Abstract：In　skeletal　muscles，　calcitonin　gene－related　peptide

（CGRP）released倉om　motor　nerve　terminals　and　humoral

catecholamines　stimulate　adenylate　cyclase（AC）and　enhance

muscle　contraction．　The　ef飴cts　ofdenervation　and　treatment

with　reseΦine　on　twitch　contractめn　and　the　AC　system　in

rat　diaphragm　were　investigated．　The　basal　level⑤of　twitch

contraction　and　AC　actMty　of　the　diaphragm　of　rats　were

both　increased　2　weeks　a負er　phrenic　nerve　denervation　but

were　not　altered　by　treatment　with　reserpine．　Reserpine

treatment　provoked　supersensitivity　of　AC　to　isoproterenol，

without　af丘cting　the　response　to　CGRP．　On　the　other　hand，

denervation　decreased　the　activation　of　AC　and　enhancement

of　twitch　contraction　by　CGRP，　without　a舵cting　the　re一

sponses　to　isoprotereno1．　These　data　suggest　that　denervation

causes　upregulation　of　AC　as　a　result　bf　1◎ss　of　CGRP　release

倉om　nerve　terminal　and　that　depletion　of　catecholamines

by　rese！pine　treatment　supersensiUzes　the　responses　at　the

β・adrenoceptor　leveL　Thus，　nervous　and　humoral　factors

regulate　the　AC　system　in　striated　muscle　by　di恥rent　mech－

anisms．　Key　Words：Calcitonin　gene－related　peptide－

Striated　musde－Adenylate　cyclase－Denervation－Reser－
pinization．　Matsumoto　N．　et　a1．　Di騰rent　natures　of　super・

sensitivity　of　adenylate　cyclase　stimulated　by　calcitonill　gene－

related　peptide　and　isoproterenol　in　rat　diaphragm　a丘er　de－

nervation　and　reserpine　treatment、」．　N％roc力θη．58う357－

361（1992）．

　　Adrenerg輌c　stimulation　inOuences　several　metabolic

and　physiological　processes　in　skeletal　musde，　includ－

ing　glycogenolysis（Gross　and　Mayer，1975），　Na＋，K＋

transport（Hays　et　aL，1974），　and　twitch　contraction

（Bowman　and　Nott，1969）．β一Adrenoceptors，　located

on　the　plasma　membranes　of　skeletal　muscle（Reddy

and　Engel，1979），　are　coupled　with　adenylate　cyclase

（AC）through　activation　of　stimulatory　guanine　nu．

cleotide－binding　regulatory　protein（Gs）（Smith，1984）．

This　system　is　th皿ght　to　be　driven　by　humoral　cate－

cholamines．

　　Calcitonin　gene－related　peptide（CGRP），　a　peptide

consisting　of　37　amino　acids，　is　widely　distributed　in

the　CNS　alld　the　PNS．　In　striated　muscle，　CGRP　en－

hances　the　rate　of　desensitization　of　nicotinic　acetyl－

choline（ACh）receptors（Mulle　et　al．，1988）through

activation　of　AC．　Among　its　long－term　actions　are　an

increase　in　the　number　ofACh　receptors（Fontaine　et

al．，1986；New　and　Mudge，1986）and　a　suppression
of　the　sprouting　of　motor　newe　te㎜inals　induced　by

chronic　blockade　of　nerve－muscle　activity（TsUjimoto

and　Kuno，1988）．　This　peptide　was　shown　to　colocalセe

with　ACh　in　motor　nerve　teπninals（Takami　et　al．，

1985の．In　murine　phrenic　nerve－hemidiaphragm
preparations，　CGRP　increased　the　twitch　contraction

induced　by　nerve　or　transmural　stimulation　in　a　dose－

dependent　manner（Takami　et　a1．，1985b；Kobayashi
et　al．，1987；Ohhashi　and　Jacobowitz，1988）．　Electrical

stimulation　of　the　phreni《ζnerve　caused　release　of　a
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　や　　　　　へ
CGRP－like　imm皿oreactlve奮u蔓stan㏄and　an　increase
in　cyclic　AMP　content　in　rat　phrenic　nerve－diaphragm

preparations（Uchida　et　al．，1990）．　These　reports　sup一
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port　the　view　that　CGRP　is　a　neuromodulater　coex－

isting　with　ACh　in　nerve　endings　of　phrenic　nerve　in

this　preparation．

　　Previously　we　demonstrated　that　denervation　caused

heterologous　supersensitization　of　AC　in　rat　gastroc－

nemius　muscle（Hashimoto　et　aL，1989）．　We　also
showed　that　denervation　increases　the　basal　leVels　of

contraction　and　AC　activity　but　decreases　enhance－

ment　oftwitch　contraction　and　AC　by　CGRP（Matsu－
moto　et　aL，1990）．　These　observations　are　unique　if

the　changes　in　AC　on　denervation　are　caused　by　dis－

appearance　of　CGRP．

　　In　the　p托sent　study，　we　examined　whether　the　AC

system　is　regulated　by　nervous　and　humoral　systems

by　similar　or　di籠rent　mechanisms．　For　this　purpose，

we　investigated　the　ef【ects　of　denervation　and　reserpine

treatment，　which　depletes　storage　pools　of　catechol－

amines，　on　twitch　contraction　and　the　AC　system　in

rat　diaphragm．

MATERIA】£AND　METHODS
Preparation

　　Male　Sprague－Dawley　rats，6weeks　old　and　weighing　150－

200g，　were　used．　The　left　hemidiaphragm　was　denervated

by　section　of　the　leR　phrenic　nerve　at　the　level　of　CVI　with

the　animal　under　pentobarbital　anesthesia．　Control　rats　were

su句ected　to　a　sham　operation．　Half　of　each　group　ofrats　was

then　treated　with　reserpine（l　mg／kg）intraperitoneally　once

aday　fbr　14days，　and　the　Other　half　was　treated　with　O．9％

NaCl．　This　treatment　with　reserpine　is　su缶cient　tb　deplete

catecholamines伽m　the　tissue　and　to　cause　increased　re－

sponsiveness　to　catecholamines（Fleming　and　Trendelenbu㎎，

1961；Hawthorn　and　Broadley，1982）．　After　2　weeks，　the　rats

were　killed　by　decapitation，　and　their　leR　hemidiaphragms

were　used　R）r　experiments．

Measurement　of　twitch　contmction
　　The　phrenic　nerve－1eft　hemidiaphragm　preparation　was

mounted　in　a　5－ml　organ　bath　cohtaining　Krebs－Ringer　bi－

carbonate　solution　at　37°C　and　continuously　aerated　with

5％CO2　in　O2．　A　load（～0．5　g）was　applied，　and　the　strip

was　stimulated　transmurally　with　rectangular　pulses（0．25

Hz，　l　ms　in　duration，　supramaximal　voltage）．

　　The　twitch　contraction　was　measured　isometdcally．　When

twitch　responses　became　steady，　the　dose－dependent　e舵cts

ofrat　CGRP　and　isoproterenol　were　examined　by　adding　the

compounds　cumulatively．　The　changes　in　tension　observed

in　experiments　a㏄expressed　as　percent　increases　in　tension

over　that　developed　by　electrical　stimulation　during　the　con．

trol　period．

Preparation　of　membranes　of　striated　muscle
　　Muscle　ofthe　leR　hemidiaphragm　was　excised，　cut　up　with

scissors，　and　homogenized　fbr　30　s　in　a　microhomogenizer

in　10　volumes　of　cold　10　mルf　Tris－maleate　bu危r（pH　7．4）

containing　5　mルf　EDTA（TME　b頑br）．　The　homogenate　was

strained　through　nylon　mesh　and　centri｛hged　twice｛br　10－

min　pe亘ods　at　l　5，000　g．　The　pellets　were　suspended　in　a

suitable　volume　of　TME　bu危r　at　an　appropriate　concentra－

tion　fbr　AC　assay．

　　The　phrenic　nerve－hemidiaphragm　preparation　was　cut

into　2－mm－wide　strips丘om　end　to　end　along　the　region　of

nerve　ending　as　end－plate（EP）－dch　regions（Wessler　and　Kil－

binger，1986），　and　the　other　part　of　the　len　hemidiaphragm

was　used　as　the　EP一丘ee　region．　Membranes　of　these　regions

were　prepared　as　described　above．

Assay　of　AC
　　The　AC　activity　in　membranes　ofrat　striated　muscie　was

detennined　by　measuring　the　synthesis　of　cyclic　AMP丘om

ATP　in　an　incubation　mixture　containing　80㎜Tris－ma－

leate（pH　7．4）bul驚r，1mM　3－isobutyl－1－methylxanthine，05

μルfGTP，6mルf　MgSO4，05　mルf　EGTA，15mルf　ATP，　and
20μgof　membrane　protein　suspended　in　TME　buHヒr，　with

the　indicated　concentration　of　rat　CGRP　or　isoproterenol，

in　a　total　volume　of　100μ1．　The　incubation　mixture　was

preincubated　fbr　2　min　at　37°C，　and　then　the　reaction　was

started　by　addition　ofATP　with　the　indicated　concentration

of　rat　CGRP　or　isoproterenol．　After　l　O　min，　the　reaction　was

stopped　by　addition　of　25μl　of　O．5ハイHCI　and　cooling．　The

mixture　was　centrifVged，　and　cyclic　AMP　in　the　supernatant

was　quanti6ed　by　radioimmunoassay（Honma　et　a1．，1977）．

Assays　were　pe㎡brmed　in　duplicate．

P「otein　content　measurement
　　Protein　content　was　determined　by　the　method　of　Lowry

et　a1．（1951）with　bovine　serum　albumin　as　the　standard．

Statistical　analysis

　　Data　are　expressed　as　mean±SEM　values．　Statistical

analysis　was　ca㎡ed　out　by　Student’sτtest．

Materiaハs
　　Synthetic　rat　CGRP　was　purchased伽m　the　Peptide　In－

stitute（Osaka，　Japan）．　Apoplone（Dalichi　Pha㎜aceuticals）

was　used　as　reserpine．　A　cyclic　AMP　assay　kit　was　obtained

廿om　Yamasa　Shouyu　Co．（Chiba，　Japan），

RESULTS

Twitch　contmc60ns　on　transmural　stimulation　of

denervated　and　rese叩inized　di叩hragm

　　On　transmural　stimulation　in且xed　conditions（pulse

width　of　l．O　ms　and　frequency　of　O．25　Hz），　the　mean

±SEM　tension　developed　was　40．4±6．2　g／g　of　tissue，

After　denervation，　the　contraction　fbrce　was　increased

about　twofbld，　to　76．7±4．9g！g　oftissue．　On　the　other

hand，　treatment　with　reserpine　fbr　2　weeks　did　not

aθect　the　contraction　R）rce　of　either　norma1（31．3±1．O

g／gof　tissue）or　denervated（60．8±6．l　g／g　of　tissue）

muscle（Fig．1）．

EHどcts　of　CGRP　and　isoproterenol　on　twitch

contraction　in　denervated　and　reserpinized　diaphragm

　　CGRP　enhanced　the　twitch　contraction　of　normal

muscle（maximaHncrease　of～20％at　lμM）．　Dener・

vation　almost　compietely　abolished　the　enhancement

of　twitch　contraction　by　CGRP，　but　reserpine　treat－

ment　did　not　alter　the　el琵ct　of　CGRP　signi丘cantly　in

either　nomal　or　denervated　diaphragm（Fig．2A）．

　　Isoproterenol　enhanced　twitch　contraction　of　de－

nervated　muscle　and　normal　muscle　simHarly　and　dose

ノハ佗μroc／1θm．，レ⑳「，58，ハω．1，1992
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F5G．1．　Effects　of　denervation　and　reser－

pine　treatment　on　tw比ch　contraction．

Twitch　cont個ctlon　by　transmural　stlmu－

lation　was　measured　isometnCally　in　dia－

phragms　isolated　from　rats　14days　after

phrenic　nerve　denervation　or　a　sham　op－

eratbn　and　then　daily　treatment　with　re－

serp｝ne（1　mg／kg）但｝or　sa肋e　as　a　control

（C｝．Contraction　is　expressed　as　force（9）

per　l　g　of　tissue，　measured　isometrically．

The　numerals　in　the　columns　represent

numberS　of　experiments．　Data　are　mean

±SEM（bars）values．　Results　signlflcantly

dif「erent　from　the　corresp叩ding　value　for

normal　muscle　are　indicated：貸噛ρ＜0．Ot
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dependently（maximal　increase　of～40％increase）．　In

denervated，　but　not　normal　musde，　reseηpine　treat－

ment　shiRed　the　dose－response　curve　ofisoproterenol

to　the　left（Fig．2B）．

Effects　of　CGRP　and　isopmterenol　on　AC　ac伽ity

in　membranes
　　Denervation　increased　the　basal　activity　of　AC　sig－

ni6cantly　f㌃om　2．66±0．14to　3．86±0．3　pmol／mg　of

protein／min．　Treatment　with　reserpine　did　not　a丘bct

the　bas剖activity　of　AC（Fig．3）．

　　CGRP　activated　AC　dose－dependently　in　both　nor－

mal　and　denervated　muscle，　but　the　activation　was　sig－

ni6cantly　less　in　denervated　muscle（maximal　increase

of　81％）than　in　control　muscle（maximal　increase　of

120％）．ReSerpi皿e　treatment　had　no　e｛琵ct　on　the　ac－

tivation　of　AC　by　CGRP（Fig．4）．

　　AC　activation　by　isoproterenol　was　not　af民cted　sig－

ni6cantly　by　denervation．　Treatment　with　reserpine

resulted　in　supersensitivity　of　the　AC　activity　to　iso－

proterenol：10μルr　isoproterenol　increased　the　AC　ac－

tivity　to　3．3－fbld　the　basal　levehn　untreated　muscle

and　to　4．1－fbld　the　basal　level　in　reserpinized　muscle

（Fig．4）．

ズ
　
　
　
2
0
　
　
0
0

七

剖
這
0
5
二
8
」
芸
。
O

〔Al

●

●　　・

｛B〕

●

FIG、3．　Effects　of　denervation　and　reser－

pine　treatment　on　basal　activities　of　AC．

Basal　activities　of　AC　were　measured　in

membranes　from　normal　and　denervated
muscles，　treated　with　saline（C）or　reser－

pine（R）．　The　numerals　in　the　columns　rep－

resent　numbers　of　experiments．　Data　are

mean±SEM（bars）values．　Results　sig・
nificantly　d耐erent　from　the　Corresponding

value　f◎r　normal　muscle　are　indicated：

軸ρ＜0．01．
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AC　activity　in　EP－rich　and－fヒee　regions

of　diaphmgm
　　The　basal　activities　of　AC　in　the　EP－rich　and－f士ee

肥gions、vere　similar：1．06，±0．23　and　1．17±0．17pmo】／

mg　of　protein／min，　respectively．　CGRP　activated　AC

more　in　the　EP一亘ch　region（3．6－fbld　increase　at　l　Oμ2ば）

than　in　the　EP－fセee　region（2．3－fbld　increase），　but　iso－

proterenol　activated　AC　similarly　in　the　two　regions

（5．4－and　5．9－fbld，　respectively）（Fig．5）．

　　After　denervation，　the　basal　leyels　of　AC　activity

were　similady　increased　in　the　EP一亘ch（29％increase）

and一廿ee（33％increase）regions．　The　response　of　AC

to　CGRP　in　the　EP－rich　region　decreased　to　the　level

in－the　EP一丘ee　region，　and　the　latter　did　not　change．

On　the　other　hand，　the　response　ofAC　to　isoproterenol

was　not　changed　by　denervation　in　either　region
（Fig．6）．

DISCUSSION

　　In　this　work　we　demonstrated　that　denervation　in－

creased　the　basal　leVels　of　AC　and　twitch　contraction

and　decreased　the　activation　of　AC　and　enhancement

oftwitch　c皿traction　by　CGRP，　without　af琵cting　the

responses　to　isoprotereno1．　These　results　were　essen一
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FIG．2．　Enhancement　of　twitch　contraction　by　CGRP　and　isopro－

terenol　in　normal　and　denervated　muscle　with　or　without　reserpine

treatment．　Data　are　expressed　as　percent　increases　in　isometric

tension　induced　by（A）CGRP　or（B）isoproterenol　over　the　basal

leveL　Results　are　for　normal（open　symbols）and　denervated（dosed

symbols）muscleS，　treated　with　Saline　as　a　control（circles；normal

n＝8，denervated　n＝12）or　reserpine（triangles；normal　n＝9，

denervated　n＝9）．　Data　are　mean±SEM（bars｝values，　Results

significantly　different　from　the　corresponding　value　for　normal

muscle　are　indicated：ψρ＜0．05，°コ）＜α01．
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FIG　4．　Eff㏄ts　of　CGRP　and　isoproterenol　on　AC　activity　in　norm剖

and　denervated　muscles，　with　and　w“hout　reserpine　treatment．

Data　are　expressed　as　percent　increases　in　AC　activated　by（A）

CGRP　or｛B）isoproterenol　over　the　basal　leveL　Results　are　for

no卿a｝（open　symbols）and　denervated（closed　symbols）muscles，

treated　with　salhe（circles；normal　n＝5，　denen／ated　n＝5）or

reserpine（tnangles；normamこ6，　denervated　n＝7）．　Data　are
mean±SEM（bars）values．　Results　significantly　different　from　the

corresponding　value　for　normal　muscle　are　indicated：ω＜0．05，
★ 7）＜0，01，“ソ）＜0．001．Results　significantly　different　from　the

corresponding　value　for　sa6ne－treated　muscle　are　also　indicated：

㌢）＜0．05，謬つo＜0．01，〆拶㍗フ＜0．001．　　　　　　　　　　　　　　“
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FIG．5．　Effects　of　CGRP　and　isoproterenol　on　AC　activity　in　EP－

free　and－nch　regions．　Data　are　expressed　as　percent　increases

hAC　activated　by（A｝CGRP　or｛8｝isoproterenol　over　the　basaI

level．　The　AC　activities　of　membranes　from　the　EP・free（O｝and

－rich（●）regions　were　measured．　The　basal　AC　activity　was　t　17

±0．17pmol／mg　of　protein　in　the　EPイree　region　and　1．06±0．23

pmol／mg　of　protein　in　the　EP－rich　region．　Data　are　mean±SEM

（bars）values（n＝4）．

tially　consistent　with　our　previous　6ndings（Hashimoto

et　aL，1989；Matsumoto　et　al．，1990）．　On　the　other

hand，　reserpine　treatment　provoked　supersensitivity　of

AC　to　aβ一adrenergic　agonist，　without　af騰cting　the　re－

sponse　to　CGRP．　However，　it　did　not　aHect　the　basal

levels　of　AC　and　twitch　contraction．

　　These　findings　suggest　that　denervation　caused　up－

regulation　of　the　responses　at　the　AC　level，　whereas

reserpinization　caused　their　up－regulation　at　theβ一ad－

renoceptoHeve1．　We負）und　previously　that　denervation

ofmotor　nerves　caused　nonspeci五c，　not　CGRP－speci6c，

supersensitivity　to　AC　in　rat　gastrocnemius　muscle

（Hashimoto　et　aL，1989）and　rat　diaphragm（Matsu－

moto　et　aL，1990）．　These　6ndings　suggest　that　dener－

vation　increased　the　level　of　AC，　not　the　number　of

CGRP　receptors．
　　In　contrast，　the　6nding　that　the　responses　to　CGRP

were　decreased　a負er　denervation　suggests　a　decrease

in　the　number　of　CGRP　receptors．　Therefbre，　we　tried

to　quanti6　CGRP　receptors．　We｛bund　that　human
1251・CGRP　bのnd　speci丘cally　to　a　preparation　of　rat

diaphragm　with　aκD　value　of　3×10－9　M（data　not

shown）．　The　amount　of　this　specific　binding　was　not

afRブcted　by　denervation．　However，　this　binding　did　not

seem　to　indicate　that　the　CGRP　receptor　coupled　with

AC　because　the、κD　value　dil琵red伽m　the　aHinities

measured　by　AC　activity　and　twitch　contraction　and

because　the　binding　was　not　af陀cted　by　guanine　nu－

deotides，　which　usua11y　decrease　the　afnnity　of　agonist

binding　to　receptors　coupled　with　GTP－binding　pro－

teins．

　　Reserpine　treatment　seemed　to　increase　the　number

ofβ一adrenoceptors　in　this　tissue．　Pretreatment　with　re－

serpine　is　reported　not　to　alter　either　the　density　or　the

κbofβ2－adrenoceptors　in　gastrocnemius　muscle
membranes加m　the　guinea　pig（E閲lah　and　Reid，
1989）．In　this　study　we　did　not　investigate　the　receptor

binding，　but　it　is　possible　that　preparations伽m　diF

允rent　species　or　difR≧rent　parts　of　the　body　show　dif二

允rent　characteristics　of　binding．

　　As　shown　in　Figs．2and　4，　responses　to　isoproterenol

in　twitch　contraction　and　cyclic　AMP　content　were

larger　than　those　to　CGRP．　The　BD50　value　of　isopro－

terenol　fbr　twitch　contraction　was　lower　than　that　fbr

the　increase　in　cyclic　AMP　content，　whereas　those　of

CGRP　were　similar．　This　nonlinear　relationship　be－

tween　elevation　of　the　cyclic　AMP　level　and　enhance－

ment　of　twitch　contraction　by　isoproterenol　may　be

explained　by　the　spare　receptor　theory：the　mechanism

of　ampli丘cation　and　saturation（Furchgott　and　Bursz－

tyn，1967；Takeyasu　et　aL，1979）．　That　is，　a　low　con－

centration　of　isoproterenol　induces　a　very　slight　in＿

crease　in　cyclic　AMP　content　that　is　not　detectable　by

our　methods，　and　this　may　have　elicited　the　enhance－

ment　oftwitch　contraction，　whereas　a　submaximal　level

of　cyclic　AMP　may　have　caused　the旬l　activation．

Supersensitivity　ofenhancement　of　twitch　contraction

by　isoproterenol　was　observed　only　on　reserpine　treat－

ment　plus　denervation，　although　activation　of　AC　by

isoproterenol　was　increased　by　reserpine　treatment
alone、　As　predicted　fセom　the　spare　receptor　theory，　su－

persensitivity　as　the　result　of　change　in　the　ED50　may

require　a　large　increase　in　e缶cacy　between　receptor

activation　and　muscle　contraction　and　so　may　become

signi6cant　only　when　the　levels　of　both　theβ一receptor

and　AC　are　increased　by　reserpine　treatment　and　de－

nervation．　The　reason　why　CGRP　did　not　show　those

phenomena　may　be　a　small　and　localized　increase　in

cyclic　AMP　content　by　CGRP．

　　We　showed　here　that　the　decrease　in　CGRP－activated

AC　Ievel　aRer　denervation、　was　prominent　in　the　EP－

dch　region．　Speci6c　CGRP　binding　has　been　shown
by　1251－CGRP　autoradiography　to　be　localized　at　the

neuromuscular　junction　in　the　bulbocavernosus（PoP－

per　and　Micevych，1989）．　This　is　consistent　with　our

五nding　that　the　EP－Hch　region　showed　higher　sensitiv－

ity　to　CGRP　than　the　EP－f士ee　region．　The　activation

of　AC　by　CGRP　was　observed　even　in　the　EP－f士ee　re－

gion，　although　it　was　smaUer　than　that　in　the　EP－rich

region．　It　might　be　due　to　the　contamination　of　nerve
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FIG．6．　Effects　of　CGRP　and　isoproterenol　on　AC　activity　in　EP－

free　and－rich　regions　of　normal　and　denervated　musc「e．　Data　are

expressed　as　percent　increases　in　AC　activated　by　10μM　CGRP

or　10岬isoproterenol　over　the　basa｜level，　The　AC　activities　of

membranes　from　the　EP－free（［りand－rich（珍）regions　of　normal

（N｝and　denervated（D）muscle　were　measured．　The　numerals　in

the　columns　represent　numbers　of　experiments．　Data　are　mean

±SEM（bars）values．
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ending　in　the　EP一廿ee　region　or　to　the　broader　presence

ofCGRP　receptors　than　nicotinic　ACh　receptors．

　　Our　study　suggested　that　denervation　caused　a　re－

duction　in　the　number　or　sensitivity　ofCGRP　receptors

in　the　EP，　concomitantly　with　an　increase　in　the　num－

ber　of　AC　molecules．　On　the　other　hand，　sensitivity　to

isoproterenol　was　as　high　in　the　EP－fセee　region　as　in

the　EPイich　region，　a　result　suggesting　humoral　control

of　theβ一adrenergic　system　in　skeletal　muscle．

　　We　fbund　in　this　work　that　reserpine　treatment

caused　supersensitivity　ofAC　activity　to　isoproterenol

but　not　to　CGRP．　On　the　other　hand，　denervation　in－

duced　an　increase　in　the　basal　activity　ofAC　and　sub－

sequent　muscle　contraction．　These　hndings　suggest　that

depletion　of　catecholamines　supersensitizes　the　re－

sponses　at　theβ一adrenoceptor　level　and　that　denerva－

tion　causes　an　increase　in　the　response　at　the　level　of

AC　activity，　possibly　as　a　result　ofloss　ofCGRP　release

臼om　nerve　tenninals．　Thus，　it　is　probable　that　the　AC

system　of　striated　muscle　is　regulated　by　two　di舵rent

mechanisms　of　control：hormonal　and　nerv皿s．
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INTRODUCTION
杁

　　　　　Calcltonin　gene－related　peptide　（CGRP）is　a　peptide　that　is　syn－

thesized　in　nervous　tissues　by　a　different　processing　of　the　messenger
RNA　for　calcitonin（Amara　et　a1．，1982；Rosenfeld　et　aLユ983）．　Awide，　but
non－random　distributlon　of　CGRp－11ke　lm皿unoreactlve　structUres　ln　the
central　and　peripheral　nervous　system　has　been　demonstrated　by　im－
munohistochemistry　and　radloimmunoassay（Rosenfeld　et　al．，1983；Gibson　et
a1．，1984；Kawai　et　a1．，1985）．　CGRP　has　been　shown　to　cause　physiological
responses　and　to　have　specific　binding　sites，　suggesting　that　it　is　a

neurotranslnitter　or　neuromodulator．

　　　　　Among　these　nervous　systems，　motor　neurons　and　motor　nerve　ter－
minals　have　been　shown　by　immunohistochemistry　and　ln　situ　hybridization
to　contain　CGRP　with　acetylcholine，　so　we　have　been　interested　in　the

function　of　CGRP　in　signal　transduction　at　neuromuscular　junctions
（Takami　et　a1．，1985A；Fontalne　et　a1．，1986；New　and　Mudge，1986；Gibson　et
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、a1．，1988）．

　　　　　Many　neuropeptides　including　CGRP　are　known　to　co－exist　with　clas－

slcal　neurotranslnitters　and　are　called”co－transmitters”．　However，　the
physiological　significance　of　these　co－transmitters　ls　not　yet　clear．

Neuromuscular　junct戊ons　In　which　acetylcholine　and　CGRP　are　co－existent
seemed　a　very　good　system　for　studying　the　significance　of　co－
transmitters　because　the　innervation　of　skeletal　muscles　is　simple，　the
tissue　is　homogeneous　and　it　is　easy　to　detect　physiological　and　biochemi－
cal　responses．

　　　　　Another　reason　that　we　are　interested　ln　this　subject　is　that　CGRP
may　be　a　trophic　factor．　Destruction　of　a　motor　nerve　is　known　to　cause
drastic　changes　in　the　structure　and　metabolism　of　the　skeletal　muscle
cells　that　it　innervates，　The　main　changes　observed　are　atrophy　of　the
muscle　cells，　decrease　in　insulin－dependent　glucose　uptake，　increase　ln
the　amount　of　nicotinic　aCety1Choline　receptors　and　changes　in　the
properties　of　ion　channels，　etc．，　most　of　which　are　thought　to　be　due　to

disuse　of　the　denervated　muscles．　However，　some　of　these　changes　may　be
caused　by　disappearance　of　a　tropic　factor．　So，　it　seelned　very　interest～
ing　to　study　the　effects　of　CGRP　on　these　changes　after　denervatlon．

ハ々“ro々㏄μor　Mec占αn‘sms栖βrα桓，　Edited　by　S．　Kito百α8．
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　　　　　In　this　report，；wG　describe　the　release　of　CGRP　by　nerve　stimulation
一　　　　　　　．　‘

and　the　short－　and　ldng一尤erm　effects　of　CGRP　on　contraction　and　the
adenylate　cyclase　sySte㎡1　i6　skeletal　mUsc↓e　cells．

1．EFFECTS　OF　CGRP　ON　CONTRACTION　AND　THE　ADENYLATE　CYCLASE　SYSTEM　IN

SKELETAL　MUSCLE

　　　　　In　mouse　and　rat　phrenic　nerve－diaphragm　preparations，　CGRP　caused
dose－dependent　increase　in　twitch　contraction　by　nerve　and　direct
stimulations（Fig．1，2）（Takami　et　a1．，1985B；Uchlda　et　a1．，1990）．　The　ED50

value　of　CGRP　was　about　3x10－8　M　and　the　increase　in　contraction　at　10－6

MCGRP　was　about　30％more　than　the　basal　contraction．　This　stimulatory
effect　of　CGRP　was　observed　even　ill　the　presence　of　curare　and
propranolo1，　suggesting　a　direct　action　of　CGRP　on　skeletal　muscle　cells．
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Fig．1　Effect　of　CGRP　on　strlated　muscle　contraction　un－

der　nerve　stimulation（1eft）and　on　direct　stlmulation
（right）of　the　phrenic　nerve－diaphragm　preparation　of
mice．
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Fig．2　Dose－dependence　of　effect
of　CGRP　on　twitch　contraction
of　rat　diaphragm　induced　by
direct　stimulation．
CGRP　was　added　to　the　medium
cumulatively・and　increase　of
the　contraction　at　l　pM　CGRP
was　taken　as　100　％increase．

　　　　　Fig．3　shows　that　CGRP　increased　the　cyclic　AMP　content　of　diaph－

ragm　muscle　cells　dose－dependently，　which　is　consistent　with　its　effect
on　twitch　contractlon（Takaml　et　a1．，1986）．　CGRP　elevated　the　cyclic　AMP
content　wlthin　l　min　after．its　addltion，　which　is　fast　enough　to　cause　the
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increase　ln　twitch　contraction．　The　elevation　of　cycllc　AMP　content　was
due　to　activation　of　adenylate　cyclase　in　the　membranes　by　CGRP，　Muscle
cell　membranes　had　a　specific　binding写ite　for　CGRP　with　a　similar　affinlty
as　the　ED50　values　for　activation　of　adenylate　cyclase　and　stimulation　of
twitch　contraction（Kobayashi　et　a1．，1987）．

　　　　　These　results　suggest　that　CGRP　binds　to　specific　receptors　on　cell

membranes　and　then　activates　adenylate　cyclase．　Activation　of　twitch
contraction　by　CGRP　seemed　to　be　mainly　due　to　elevation　of　the　cyclic
AMP　content　because　dibutyry1－cyclic　AMP，8－bromo－cyclic　AMP　or　phos－
phodlesterase　inhibitors　also　caused　activation　Qf　twitch　contraction．
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Fig．3　Time　coUrse　（A）and　dose　responSe　curve　（B）of

CGRP－induced　elevation　of　cyclic　AMP　levels　in　mouse
diaphragm．
A）After　5　min　preincubatlon，0．1μM　CGRP　was　added　at　O
mln．　B）The　diaphragln　was　incubated　for　3　min　in　Krebs－

Ringer　solution　containing　varibus　concentrations　of
CGRP．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

II，RELEASE　OF　CGRP　FROM　MOTOR　NERVE　TERMINAL　BY　NERVE　EXCITATION

　　　　　For　confirmation　of　the　physlologlcal　significance　of　CGRP　as　a

neurotransmltter　or　neuroInodulator，　its　release　on　nerve　excltation　must
be　demonstrated．　Electrical　stimulation　of　the　phrenlc　nerve　or、membrane
depolarization　by　high　K◆　medium　increased　the　content　of　CGRP－1ike　im－
munoreactive　substance　（CGRP－LIS）in　the　medium　in　rat　phrenic　nerve－
hemidiaphragm　preparations．（Fig．4，A　and　B）．　This　increased　release　was　not
observed　in　Ca＋㌔free　medium　（Fig．4，　C　and　D），　indicating　that　release　of

CGRP－LIS　from　nerve　termina1S　on　tetanic　stimUlatエqp．waS　Ca三一dependent．

　　　　　Fig．5A　shqWS　the‘Ca－－d6pendentエncrease　in　the　cyclic　AMP　level

after　phrenic　nerve　stimulation　in　the　presence　of　a　phosphodiesterase
inhibitor．　Addition　of　antiserum　against　human　CGRP　to　the　medium
prevented　the　increase　in　cyclic　AMP　content　without　affecting　the　cyclic
AMP　content　in　the　resting　state　（Fig．5B）．
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Fig．4　Release　of　CGRP－LIS　fro皿

phrenic　nerve－hemidiaphragm
preparations　induced　by
electrical　stimulation　of　the
phrenic　nerve　or　high　K＋　medium．
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Tissues　were　incubated　for　30
min　after　equilibration、　The　in－

cubation　media　after　the　first
10min　and　last　10　min　were　used
as　control　samples．　In　the
second　10　min，　the　phrenic　nerve

was　stimulated　electrically（A，C）
or　with　high　K←　medium（B，D）．

The　incubation皿edia　for　（A）and
（B）contained　1．O　mM　CaC12　and

those　for　（C）and（D）were　Ca†＋－

free．　Hatched　columns　indicate
significant　difference　from
values　in　the　first　10　min　　　　・

（contro1）（p＜0．02）．
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Fig．5　Elevation　of　the　cyclic　AMP　content　in　phrenic
nerve－hemidiaphragm　preparations　by　electrical　stimula－
tion　of　the　phrenic　nerve　and　its　inhibition　by　anti－
CGRP　serunl．

（A）Preparations　were　lncubated　for　10　min　with　（S）or

without（R）electrical　stimulation　in　1血M　CaC120r　Ca＋㌔
free　medium．
（B）Preparations　were　incubated　for　10　min　with　anti－

CGRP　antiserum（AT）or　with　bovine　gamma－globlln（GL）
during　electrical　stimulation　（E．S．）or　in　the　resting
condition（Rest．）．

Data　are　means　±　S．E．M．　from　the　numbers　of　experiments

indicated　in　columns．　Hatched　columns　indicate　a　sig－
nificant　differen（三e　from　the　left　adjacent（contro1）
column（A：p＜0．002，　B：p＜0．02）．
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　　　　　These　results　show　that　excitation　of　the　motor　nerve　caused　Ca－－
dependent　release　of　CGRP－LIS，　which　ihcreased　the　content　of　cyclic　AMP

in　skeletal　muscle　cells，　suggesting　that　CGRP　has　a　physiological　role　as
aco－transmitter　in　this　tissue．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

III．CHANGES　IN　THE　CONTRACTION　AND　ADENYLATE　CYCLASE　SYSTEM　OF　SKELE－
TAL　MUSCLE　AFTER　DENERVATION

　　　　　We　demonstrated　that　CGRP　activated　adenylate　cyclase　vla　CGRP
receptors．　Therefore，　we　studied　the　effect　of　denervation　on　adenylate
cyclase　and　contraction　in．skeletal　muscle　with　the　idea　that　denervation
may　induce　supersensitivity　of　CGRP－activated　adenylate　cyclase　and
CGRP－1nduced　enhancement　of　twitch　contraction．

A）Aden　late　C　clase　S　stem　in　Rat　Gastrocnemius　Muscle

　　　　　Rat　gastrocnemius　muscle　was　denervated　by　unilateral　removal　of
the　sciatic　nerve．　The　weight　of　the　denervated　muscle　decreased
gradually　and　reached　28％　of　that　of　the　control　side　30－40　days　after
denervation（Hashimoto　et　al．，1989）．

　　　　　The　stlmulations　by　CGRP　and　forskolin　of　the　adenylate　cyclase　ac－

，tivity　of　muscle　membranes　30　days　after　denervation　were　compared　with
those　of　membranes　from　the　contralateral　normal　muscle．　Although　the
denervation　caused　increase　in　reactivity　to　CGRP，　the　reactivity　to
forskolin　and　the　basal　activity　also　increased（Fig．6）．　These　results　in－
dicate　that　denervation　caused　supersensitivity　of　adenylate　cyclase　it－
self，　but　not　that　of　CGRP－activation．

7

6

5
　
　
　
4
　
　
　
（
」
　
　
　
2

⌒c
三
＼
o
∈
＼
石
巨
｝
主
ξ
。
・
O
＜
1

！

　　　　　　Log〔CGRP】　｛H｝

14

12

O
　
　
　
　
R
U
　
　
　
R
》
　
　
　
4

き三
巨
＼
o
庄
＼
言
江
二
輌
芝
苫
垣

O
ヰ

2

0

　　　Lo9〔for3kolin〕　　（卜｜｝

Fig．6　Effects　of　CGRP　（A）and　forskolin　（B）on　adenylate

cyclase　activity　in　denervated（●）and　nondenervated
（O）gastrocnemius　muscle　30　days　after　unilateral
denervation．
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　　　　　Then　we　examlned　the　basal　activity　of　adenylate　cyclase　and　3H－

forskolin　binding　as　an　indicator　of　the　amount　of　adenylate　cyclase
皿01ecules．　Fig．78hows　the　change　in　the　ratio　of　the　basal　adenylate
cyclase　activity幽on　the　denervated　side　to　that　on　the　control　side　with
ti皿e　after　denervatIon．　The　activity　is　expressed　as　total　adenylate
cyclase　activlty　in　whole　muscle　to　avoid　the　effect　of　muscle　atrophy．
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Fig．7　Change　in　ratio　of　total　adenylate　cyclase　ac－

tivlties　in　denervated　and　control　whole　muscles　with
ti皿e　after　denervatlon，　de；denervated　muscle　N；con－
trol　muscle．
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Fig．8　Change　in　ratio　of　specific　3H－forskolin　bindlng
per　cell　of　denervate（1　and　control　musole　with　tlme

after　denervation．

　　　　　　As　shown　in　Fig．8，　the　ratio　of　specific　3H－forskolin　binding　sites

on　denervated　muscle　to　that　on　the　control　side　also　increased　wlth　time
after　denervation．　Thls　change　was　in　good　agreement　with　that　of　the
basal　adenylate　cyclase　activity，　It　is　unknown　Whether　forgkolin　binds
to　adenylate　cyclase　molecules　directly．　There　are　reports　that
＼forskolln　acts　on　and　bind　to　other　molecules　besides　adenylate’cyclase
（Wadzinski　et　a1．，1987；Hoshi　et　a1舜1988；Wagoner　and　Pallotta，1988）．　But

most，1f　not　aU，　the　the　change　in　forskolin　binding　may　reflect　change　in

acomponent　of　adenylate　cyclase　syste皿after　the　receptor．
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　　　　　Theseセesults　indicate　that　the　supersensitivity　of　the　adenylate
cyclase　system　after　denervation　is　heterologous，　resulting　fro皿increase
ln　the　amount　of　adenylate　cyclase　or　a　factor　related　to　adenylate

cyclase．

　　　　　There　are　two　possible　mechanism　for　this　heterologous　supersen－
sitivity．　One　is　loss　of　continuous　stimulation　by　CGRP，　resultlng　ln、

heterologous　supersensitivity　of　the　adenylate　cyclase　system．　The　other
is　that　Inuscle　disuse　due　to　denervation　may　result　ln　supersensitivity　of
adenylate　cyclase　for　some　unknown　reason．

B）Chan　es　ln　CGRP－Induced　Enhancement　of　Twitch　Contraction　ln　Rat

　　　　　Similar　experiments　were　made　on　the　left　hemidiaphragm　of　rats　by
cutting　the　phrenic　nerve．　Two　weeks　after　denervation，　basal　adenylate
cyclase　actlvlty　of　the　membrane　was　lncreased　about　1．7　fold．　But，　ac－

tivation　ratios　and　ED50　values　for　CGRP　and　isoproterenol　were　not　af－
fected　by　denervation．　These　results　were　consistent　wlth　those　in
gaStrOCnemiUS　mUSCleS．

　　　　　Twitch　contraction　by　transmural　stimulation　was　increased　about　2
fold　by　denervation　reflecting　the　increase　of　adenylate　cyclase　activity．
Hρwever，　CGRP－induced　enhancement　of　twitch　contraction　wag　abolished　by
denervation，　as　shown　in　flg．9．
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Fig．9　Enhancement　of　twitch　contraction　by　CGRP（A）and
isoprotereno1（B）in　normal　and　denervated　diaphragms．
Data　are　expressed　as　percelltage　increases　in　lsO皿etric
tension　induced　by　drugs　over　the　steady　level　in　normal
（O）and　denervated（●）muscles．　Values　are　means±
SEM，s．

　　　　　CGRP　at　concentratlon　of　3　x　10－8M　to　l　x　10－6M　caused　dose－

dependent　potentiation　of　the　contraction　of　normal　diaphragm．　In　dener－
vated　muscle，　no　potentiation　by　CGRP　was　observed．　On　the　other　hand，
isoproterenol　potentiated　the　contractile　responses　of　normal　and　dener－
vated　diaphragms　in　simHar　concentration－dependent　manners　and　to
similar　eXtent．
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　　　　　In　genera1，　denervated　tissues　become　hypersensitive　t（＞the

neurotransmitters　present　in　the　nerves　that　are　destroyed，　as　the　result
of　increase　in　neurotransmltter　receptors．　After　denervatlon，　the　adeny－
1ate　cyclase　system　became　hypersensitlve　to　CGRP，　although　this　hyper－
sensitivlty　was　heterologous　resulting　fro皿an　increase　in　adenylate
cyclase　molecules．　Therefore，　we　expected　that　the　muscle　would　become
hypersensitive　in　CGRP－induced　enhancement　of　contraction．　But，　on　the
contrary，　the　response　to　CGRP　in　twitch　contraction　was　abolished　by
phrenic　nerve　destructlon．
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Fig．10　Effect　of　exposure　of　cultured　ceUs　to　CGRP　（1口M）

for　24　hours　on　CGRP－（A）and　isoprotereno1－（B）stimu－
1ated　adenylate　cyclase　activities．

　　　　　To　clarify　this　discrepancy，　we　measured　cyclic　AMP　content　in　the

皿uscle、　The　basal　cyclic　AMP　content　in　the　tissue　was　also　elevated　by
denervation．　This　increase　corresponds　to　the　increase　in　the　basal　con－
tractile　force　and　suggests　that　the　cyclic　AMP　level　regulates　the　con－
tractile　force　of　skeletal　muscle。　But，　the　stimulation　by　CGRP　and
isoproterenol　of　the　cyclic　AMP　content　over　basal　level　were　decreased
by　denervation．　This　may　be　one　reason　of　the　decrease　in　CGRP－induced
enhanceInent　of　twltch　contractlon．

　　　　　Destruction　of　a　motor　nerve　causes　very　unique　heterologous　su－
persensitization　of　the　adenylate　cyclase　system　in　skeletal　muscle，　prob－
ably　due　to　lack　of　CGRP　release．　The　elevation　of　the　basal　twitch　con－
traction　by　denervation皿ay　result　from　an　inc：rease　in　the　basal　cyclic　’

AMP　leve1．　However，　disappearance　of　CGRP－enhanced　contraction　cannot
be　explained　entlrely　by　change　in　the　cyclic　AMP　system，　and皿ay　have

other　underlying皿echanisms．

IV．　ADENYLATE　CYCLASE　SYSTEM　IN　CULTURED　MUSCLE　CELLS　AND　EFFECT　OF
CGRP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　Isolated　cells　from　gastrocnemius　muscle　of　newborn　rats　were　cu1－
tured　in　the　presence　of　CGRP　（Hashimoto　et　a1．，1989B）．　The　muscle　cells

in　culture　are　free　from　control　by　the　nerve，　so　that　we　thought　they
were　a　good　model　for　denervated　muscles．　The　adenylate　cyclase　activity
of　muscle　cells　stimulated　by　isoproterenol，　CGRP，・NaF　and　forskolin　in－

creased　with　tlme　during　culture　unt114days．　These　changes　may　reflect
those　by　denervation　in　vivo　although　the　tlme　courses　were　different
from　each　other．

　　　　　Exposure　of　the　cell　cultures　to　CGRP　（1pM）for　24　hr　depressed
their　CGRP－stimulated　adenylate　cyclase　activity　to　about　one　fourth　of
that　of　contro1（Flg．10，A），　Thls　treatment　also　depressed　lsoproterenol－
stimulated　adenylate　cyclase　activity　as　shown　in　Fig．10，B．
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　　　　　The　effects　Qf　exposure　of　the　cells　to　CGRP　for　24　hr　on　their

adenylate　cyclase　activities　stimulated　by　drugs　are　summarized　in　Table
1．　All　drug－stimulated　adenylate　cyclase　activities　were　depressed　by　ex－
posure　to　CGRP，　but　the　depresslon　of　CGRP－stimulated　activity　was　the
greatest．

　　　　　Next，　exposure　to　CGRP　was　prolonged　to　3　days　ln　the　same　condi－

tions　and　the　results　are　shown　in　Table　2．　Exposure　to　CGRP　for　3　days
again　depressed　the　stimulations　by　various　drugs，　but　lts　effects　on　the
adenylate　cyclase　activitIes　stlmulated　by　CGRP，　NaF　and　forskolin　were
not　significantly　different．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　l

　　　　　Comparison　of　adenylate　cyclase　actlvities　stilllulated　by　various
drugs　after　exposure　bf　cultured　cells　to　CGRP　（1μM）for　24　hr．

Stimulator　　　　　　　　　　　　　Control　　　　　CGRP－exposure　　　　　　　％　Ratio

　　CGRP（5μM）
　　ISoproterellol　（0．3　皿M）

　　NaF　（10　mM）

、　Forskolin（1　口M）

　　None（Basal　Activity）
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20．8　±　10．5

67，0　±　11．7

52．7　±　15．6

73．5　±　15．9

57，7　±　21．6

Adenylate　cyclase　activities　in　the　presence　of　stimulators　are　shown　as
total　minus　basal　activity（cyclic　AMP　fmo1／mg　prot．／min）．　Values　are

means±S．D．　Percentage　ratios　mean　CGRP二exposure／Contro1．　　⇔　Sig－
nificantly　different　from　other　values　（p＜0．01）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2

　　　　　Comparlson　of　adenylate　cyclase　activities　stimulated　by　various
drug6　after　exposure　of　cultured　cells　to　CGRP（1μM）for　3　days．

Stimulator　　　　　　　　　　　　　Control　　　　　CGRP－exposure　　　　　　％Ratio

CGRP　（5　μM）　　　　　　　　　・

Isoprotereno1　（0．3　mM）
NaF　（10　mM）

Forskolin（1　uM）
None（Basal　Activity）
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56．3　＋　22．8　L

87．2　±　10．8　⇔

36．1　±‘20．1

39．3　±　15．9

43．7　±　31．3

⇔　Significantly　different　from　other　values（p＜0．01）．

Explanations　are　as　for　Table　1．

　　　　　These　results　suggeSt　that　eXpoSure　of　cμ↓tured　skeletal　muscle
cells　to　CGRP’．for　24　hr　caUsed　homologous　desensitization皿alnly　at　the

level　of　the　CGRP　receptor，　whereas　exposure　to　CGRP　for　a　longer　period
caused　heterologous　desensitization　mainly　at　some　level　after　the　recep－
tor，

　　　　　To　determine　whether　these　desensitization　were　mediated　by　an　in－

creased　concentration　of　cyclic　AMP，　muscle　cells　were　cultured　in　mediu皿
containing　dibutyryl　cyclic－AMP　（dbc－AMP）．　Table　3　shows　the　CGRP－

stimulated　adenylate　cyclase　activity　in　muscle　cells　after　exposure　to
dl〕c－AMP　（1　mM）fo　r　24　h　r．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　3

　　　　　Effect　of　24　hr　exposure　of　cultured　cells　to　dbc－AMP　（1　mM）on

CGRP－stimulated　adenylate　cyclase　activity．

Adenylate　cyclase『
　　　activity

CGRP－stilnulated
Basal

Values　are　means

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Exposure

　Control　　　　　　　dbc－AMP（1mM）　　　　　CGRP（1UM）

12．1　±　2．7　　　　　　　　　6．3　士　3．4　　　　　　　　　　4．3　±　2．6

4．5　±　2．0　　　　．　　　　　1．8　士　1．0　　　　　　　　　2．6　±　0．9

±　S．D．（cyclic－AMP，　fmo1／mg　Prot．／min）、

　　　　　We　also　examined　the　time　courses　of　change　in　adenylate　cyclase

activity　stimulated　by　CGRP　and　forskolin　in　cultures　with　l　mM　dbc－AMP
for　3　days（data　not　shown）．　The　results　showed　that　the　adenylate
cyclase　activities　stimulated　by　CGRP　and　forskolin　were　Inhiblted　by　ex－
posure　to　dbc－AMP　and　that　the　time　course　was　very　similar　to　that　of

the　desensitization　by　CGRP－exposure．

　　　　　The　results　for　cultured　muscle　cells　lndicated　that　desensitization
of　the　adenylate　cyclase　system　in　muscle　cells　by　exposure　to　CGRP　was
at　first　mainly　homologous　but　later　became　heterologous　with　time　of
culture．　These　desensitizations　seem　to　be　mediated　by　elevation　of　the
intracellular　cyclic－AMP　leve1．

V．DISCUSSION

　　　　　We　demonstrated　that　CGRP，1ike　other　neurotransmitters，　is
released　Ca＋㌔dependently　froln　nerve　terminal　by　nerve　excitation．　The
released　CGRP　activated　adenylate　cyclase　via　CGRP　receptors　and　en－
hanced　twltch　contractlon　mediated　by　elevation　of　the　cyclic－AMP　leve1、

　　　　　Affinities　of　CGRP　for　activation　of　adenylate　cyclase　and　binding
to　membranes　in　this　tissue　were　much　lower　than　those　reported　in　other
tissues．　The　reason　for　this　difference　is　unknown．　However，　it　is　pos－

sible　that　the　concentration　of　CGRP　released　in　the　synaptic　cleft　can
reach　more　than　10－7　M　and　cause　a　physiological　response　because　the
synaptic　cleft　of　the　neuromuscular　junction　ls　larger　and　narrower　than
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
other　synapses．　Our　findlngs　that　elevation　of　cyclic　AMP　by　nerve
stimulation　was　blocked　by　antiseruin　against　CGRP　supports　this　idea．
The　CGRP　receptor　in・this　tissue　may　be　a　different　subtype　with　lower
affinity　for　CGRP　from　those　in　other　tissues．

　　　　　CGRP　inhibited　adenylate　cyclase　via　inhibltory　GTP　binding　proteill
in　breast　cancer　cells，　in　which　the　affinity　was　higher　than　that　of　ac－

tivation　of　adenylate　cyclase（Barsony　and　Marx，1988）．　However，　we　could
not　detect　any　inhibition　of　adenylate　cyclase　by　CGRP　ln　skeletal
muscles．

　　　　　CGRP　may　regUlate　aCetylcholine　release　from　herve　ter血inals　by
binding　to　presynaptic’re6eptors．　But，　this　possibility　seems　unlikely
from　our　analysis　of　the’effects　of　CGRP　6n　twitch　contraction　by　nerve
stimulation．　Further　studies　are　necessary　on　this　problem．

　　　　　As　the　enhancement　of　twitch　contractiol1、by　CGRP　was　at　most　30　％
in　rat　diaphragm，　we　th6ught　that　CGRP　might　have　other　physiological

roles，　such　as　a　neuronal　trophic　factor　regulating　the　homeostaSis　of
muscle　cells．　In　this　report，’we　demonstrated　that　denervation　caused

heterologous　supersensitivity　of　the　adenylate　cyclase　system　in　the　in一

48



nervated　muscles　and　that　CGRP　induced　the　heterologous　desensitization
in　cultured　muscle　cells．　These　findings　suggest　that　CGRP　regulate　the
adenylate　cyclase　system　in　skeletal　muscle　cells．

　　　　　Some　properties　of　muscle　have　been　demonstrated　to　be　regulated
trophically　by　unknown　molecular　mechanlsms　（Fambrough，1970；Grampp　et
a1．，1972）．　Lentz　（1972）suggested　that　the　actions　of　a　presu皿ed，trophic

hor皿one’might　be　mediated　by　cyclic－AMP．　Additlonal　evidence　that　the
adenylate　cyclase　system　in　skeletal　muscle　is　neurotrophically　regulated
is　as　follows　：First，　the　changes　in　cyclic－AMP　concentration　resulting
fro皿muscle　denervation　and　simple　disuse　are　different．　Second，　the　on－
set　of　increase　in　cyclic－AMP　concentration　after　denervation　depends　on
the　length　of　the’residual　nerve　stu皿P．　Third，　reinnervation　of　a　dener－

vated　muscle　leads　to　reduction　in　the　cyclic－AMP　concentration
（Car1SOI1，1975）．

　　　　　Some　long－terln　effects　of　CGRP　on　skeletal　muscle　have　been　also

reported．　Culture　in　the　presence　of　CGRP　increase《i　the　number　of
nicotinic　acetylcholine　receptors　on　skeletal　muscle　cells（Fontaine　et
a1．，1986；New　and　Mudge，1986）．　Daily　lnjection　of　CGRP　prevented　disuse－

induced　sprouting　of　motor　nerve　terminals　in　rat　skeletal　muscle
（Tsujimoto　and　Kuno，1988）．

　　　　　Our　results　and．these　findings●uggest　that　CGRP，　which　ls　located
ih　motor　nerve　termina1，　may　regulate　the　adenylate　cyclase　system　in
skeletal　muscle　physiologically　and　may　be　one　of　the　trophic　factors
derived　from　motor　neurons．　To　establlsh　that　CGRP　is　a　trophic　factor，
more　work　on　the　effect　of　continuous　treatment　with　CGRP　in　the　dener－
vated　state　is　necessary．
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Immunoreactive　Substance　fヒom　Neuromuscular　Junction　by
　　　　　　　Nerve　Excitation　and　Its　Action　on　Striated　Muscle
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DeMαI　School，　OsαkαUηivers狂y，　Kitαk秘，　Osαkα，」αpαn

Absぬ《弛：In　a　rat　phrenic　nerve－hemidiaphragm　preparation，

calcitonin　gene－related　peptide（CGRP）increased　the　twitch

contraction　induced　by　nerve　or　transmural　stimulation　dose

dependently．　Either　electrical『 or　high　K＋stimulation　of　the

phrenic　nerve　causθd鵡lease　of　a　CGRP・1ike　immuno㎎active

substance（CGRP・LIS）in　a　Ca2＋－dependent　manner．　Elec－

trical　s丘mulation　ofthe　phrenic　nerve　also　increased　the　cyclic

AMP　content　in（Haphlagm．　This　increase　was　not　observed

in　Ca2＋’f士ee　medium　and　was　blocked　by　antiserum　against

CGRP．　These　results　indicate　that　excitation　of　the　motor

nerve　causes　relea記of　CGRP－US　at　nerve　teminals　and

that　the　released　CGRP－LIS　increases　the　cyclic　AMP　content

of　skeletal　muscles　and　potentiates　twitch　contraction．　Key

Words：Calcitonin　gene－related　peptide－Neuromuscular
junction－Cyclic　AMP．　Ucl組da　S．　et　al．　Release　of　calcitonin

gene－related　peptide’like　immunoreactive　substance　ffom

neuromuscular　junction　by　nerve　excitation　and　its　action

on　striated　musde．」．ハ㎏μroc舵m．54，1000－1003（1990）．

　　Calcitonin　gene－related　peptide（CGRP）is　a　neu－

ronal　peptide，　whose　mRNA　is　translated　and　pro－
cessed　f｝om　the　same　gene　as　calcitonin．　CGRP　is　ex－

pressed　speci6cally　in　neuronal　tissues　and　distributes

widely　in　central　and　periphefal　nervous　systems，　where

itρoex輌sts　with　other　neurotransmitters（Rosenfbld　et

al．，1983；Kawai　et　al．，1985）．　Among　them，　motor

neurons　have　been　shown　to　contain　CGRP　together

with　acetylcholine（Takami　et　a1．，19・85；Fontaine　et

a1．，1986；New　and　Mudge，1986）．　Thus　the　neuro－

muscular　junction　of　skeletal　muscles　is　a　good　model

R）rthe　study　of　a　physiological　role　of　so－called‘‘co－

transmitters．，，

　　In　previous　experiments　on　a　m皿se　phrenic　nerve－

diaphragm　preparation，　we　delnonstrated　that　CGRP

increased　the　cyclic　AMP　level　through　CGRP　re㏄p－

tors　and　enhan㏄d　muscle　contractions　induced　by
nervous　or　direct　stimulation（Takami　et　al．，1986）．

This　elevation　of　cydic　AMP　was　due　to　activation　of

adenylate　cyclase（Kobayashi　et　aL，1987）．

　　In　addition　to　those　short－teml　e｛琵cts，　CGRP　also

has　been　reported　to　have　long－terln　efRうcts　on　skeletal

muscles．　Culture　in　the　presence　of　CGRP　increased

the　number　of　nicotinic　acetylcholine　receptors　on

skeletal　muscle　cells（Fontaine　et　a1．，1986；New　and

Mudge，1986）．　Daily　i両ection　ofCGRP　prevented　dis－

use－illduced　sprouting　of　motor　nerve　terminals　in　rat

skeletal　muscle（Ts吋imoto　and　Kuno，1988）．　We　ob－

served　that　denervation　of　skeletal　muscle　increased

the　number　of　adenylate　cyclase　molecules　measured

by　the　binding　of　fbrskolin（Hashimoto　et　aL，1989）

and　that　the　adenylate　cyclase　activity輌n　isolated　mus－

cle　cells　in　culture　was　suppressed　by　CGRP（Hashi－

moto　et　al．，1989）．　These　results　indicate　that　CGRP

may　have　important　roles　as　a　neuronal　trophic　factor

in　maintaining　homeostasis　of　muscle　activities．

　　For　confimation　ofthe　physiological　significance　6f

CGRP　as　a　neurotransmitter　omeuromodulator，　the
release　on　nerve　excitation　must　be　demonstrated．　In

this　study，　we　showed　that　stimulation　of　the　phrenic

nerve　caused　the　release　ofCGRP－like　immunoreactive

substance（CGRP－US）fbllowed　by　elevation　of　the
cydic　AMP　level　in　a　hemidiaphragm　preparation　in
vitro．

　R㏄eived　March　29，1989；ac◎epted　August　9，1989．

　Address　corresponden㏄and　reprint　requests　to　Dr．　S．　Uchida　at

Department　of　Phamlacology　I，　O副（a　Unive古ity　Medical　School，

Nakanoshima，　Kitaku，　Osaka　530，　Japan．

　．46brev∫翻oη5μ3eば：CGRP，　calcitonin　gene－lelated　p頑de；CGRP－

LIS，　CGRP－like　immunoreactive　substan㏄．
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RELEASE　AND　ACTION・OF　CGRP　IN　STRL4　

TED　MUSCLE 1001

MATERIALS　AND　METHODS
Animals
　　Male　Sprague－Dawley　rats（150－200　g）were　used　fbr　all

experlments．

Contmc6①n　of輪phragm　muscles
　　AleR　phrenic　nerve－hemidiaphragm　preparation　was
mounted　in　an　organ　bath　containing　5　ml　of　Krebs－Ringer

solution（NaC1124　mルf，　KCI　4．7　mルf，　CaCl21．O　mルf，

KH2PO41．25　mM，　glucose　l　l　mM，　and　NaHCO325　mルの
aerated　with　95％02　and　5％CO2　at　37°C、　The　phrenic　nerve

and　diaphragm　we㏄stimulated　alternately　at　a廿equency　of

IHz　with　rectangular　pulses（10ms　duration，　supramaximal

amplitude）．　Twitch　contractions　were　detected　isometrically

with　a　fbrce　displacement　transducer（Nihon　Koden）．　CGRP

was　added　to　the　medium　cumulatively　after　the　e舵ct　ofthe

previous　addition　of　CGRP　had　reached　a　plateau．

・Release　of　CGRP－HS
　　　The　leR　hemidiaphragm　of　the　phrenic　nerve－hemidia－

phragm　preparation　was　cut　into　a　2－3　mm　wide　strip丘om

　end　to　end　along　the　region　of　nerve　ending　and　the　strip

was　mounted　in　an　o㎎an　bath　containing　l　ml　of　Krebs－

　Ringer　solution　supplemented　with　10μg／ml　aprotinin　and

　250μルfphenylmethylsulfbnyl　nuo亘de　and　aerated　with　95％

02and　5％CO2　at　37°C．　After　equilibration　R）r　30　min　with

several　washings，　the　tissue　was　incubated　fbr　10　min　and

then　the　medium　was　collected　as　a　control　sample．　Then，

the　phrenic　nerve　was　stimulated　with　rectangular　pulses（10

Hz，10　ms　duration，5V）or　50　mルf　KCI　was　added　to　the

medium　fbr　10　min．　The　medium　was　then　used　as　the　test

sample．　The　tissue　was丘nally　incubated　in　Krebs－Ringer

solution　again　fbr　10　min　and　a　second　control　sample　was

taken．　In　some　experiments，　Ca－free　Krebs－Ringer　solution

　was　added　at　the　start　of　the　control　incubation．

　　　The　samples　collected　were　lyophilized　and　the　residues

were　dissolved　in　O．5　ml　of　50　mM　sodium　phosphate　bu舵r

（pH　7．4）containing　O3％bovine　serum　albumin　and　10mルf

EDTA．　Then，　their　CGRP　content　was　measured　by　ra－

dioimlnunoassay　with　rabbit　antisemm　fbr　human　CGRP，
1251・human　CGRP，　and　synthetic　rat　CGRP　as　a　standard．

IncUbation　was　ca㎡ed　out　fbr　5　days　at　O°C　as民commellded

by　the　supplier　of　the　kit（Amersham）．

Assay　of　cycUc　AMP　content　in曲phmgm
　　Asquare　portion（5×5mm）of　the　leR　hemidiaphragm
preparation　around　the　point　ofattachment　ofthe　nerve　was

cut　out．　The　ph佗nic　nerve　was　pla㏄d　on　a　platinum　electrode

and　the　diaphragm　was　incubated　in　l　ml　of　Krebs－Ringer

solution　containing　O．5　mルf　isobutylmethylxanthine，10－5

ルfφtubocurarine，　and　10－5　M　propranolol　aerated　with　95％

02and　5％CO2　at　37°C．　After　20　min　of　equilibration，　the

phrenic　nerve　was　stimulated　in　the　same　way　as　in　experi－

ments　on　release　of　CGRP．　Unstimulated　tissue　was　used　as

acontrol．

　　Avial　of　rabbit　antiserum　against　human　CGRP（Amer－

sham）was　diluted　with　4　ml　of　H20　and　dialyzed　against

Krebs－Ringer　solution．　A　O．5－ml　aliquot　ofthe　dialyzed　anti－

serum　was　mixed　with　O．5　ml　of　Krebs－Ringer　solution　and

used　as　the　incubation　medium　R）r　the　experiments　on　cyclic

AMP　level．　Bovineγ一創obulin　was　used　R）r　the　control　ex－

penments．
　　ARer　stimulation　fbr　10　min，　tissues　were　rapidly臼ozen

in　liquid　nitrogen　and　stored　at－80°C　until　measurement

ofcyclic　AMP、　The愈ozen　tissues　were　weighed　and　homog一

enized　in　20　volumes　of　HC1（0．1ルのwith　a　motor－driven

microhomogenizer（Physcotron，　Nichion　Irika，　Japan）at　O°C．

The　homogenate　was　centrifbged　at　13，000　g寳br　l　5　min　at

4°Cand　the　supernatant　was　used｛br　cyclic　AMP　assay．

Cydic　AMP　was　measured　with　a　kit廿om　Yamasa　Shoyu

by　a　radioimmunoassay　involving　Prior　succinylation　of

samples．

Materials

　　Synthetic　rat　CGRP　waS　obtained　f㌃om　the　Peptide　Insti－

tute，　Osaka，　Japan．　Antisenlm　against　human　CGRP　and

1251－CGRP，　human（～2，000　Ci／mmol）were　purchased廿om

Amersham．　Other　drugs　were　of　tke　highest　grade　available．

RESULTS
Increase　in　twitch　contraction　by　CGRP

　　Figure　I　shows　the　dose・・dependent　increase　by

CGRP　in　the　twitch　contraction　induced　by　transmural

stimulation．　On　the　basis　of　this且gure，　the　ED500f

CGRP　was　about　3×10－8　M．　The　increase　in　con－

traction　at　10－6　M　CGRP　was　about　30％more　than

the　basal　contraction，　but　fbr　evaluation　of　results，　this

was　taken　as　100％fbr　all　preparations　in　Fig，1，because

there　was　a　large　variation　in　the　responses　ofdiflbrent

preparations．　Similar　results　were　obtained　when　the

contraction　was　induced　by　nerve　stimulation（data

not　shown）．

Release　of　CGRP－LIS　by　nerve　stimulation

　　Electrical　stimulation　of　the　phrenic　nerve　or　mem－

brane　depolarization　by　high　K＋medium　increased

the　content　of　CGRP－LIS　in　the　medium（Fig．2A　and

B）．The　increased　release　ofCGRP－LIS　induced　by　the

stimulation　was　about　12　f㎞ol／hemidiaphragm．　This
increased　release　was　not　observed　in　Ca2＋－ffee　medium

（Fig．2C　and　D），　indicating　that　release　of　CGRP’LIS

臼om　phrenic　nerve　te㎜inal　on　te惚nic　stimulation　was

Ca2＋dependent。

　　Release　of　CGRP－LIS　cannot　be　expressed　in　moles

per　gram　wet　weight　or　moles　per　gram　of　protein　be－

cause　phrenic　nerve　endings　have　a　one－dimensional

disposition　in　the　diaphragm．　Therefbre，　we　expressed

the　release　in飴mtomoles　per　hemidiaphragm．

Increase　of　cyclic　AMP　content　in　the　diaphragm　by

phrenic　nerve　stimulation

　　Figure　3A　shows　the　increase　in　the　cydic　AMP　level

after　phrenic　nerve　stimulation　in　the　presence　of　a

FIG．1．　Dosedependent　ef「ect　of

CGRP　on　twitch　contractionS　of

rat　diaphragm　induced　by　direct

stimulation．　The　phrenic　nerve

and　diaphragm　were　stimu｛ated

alternately　and　reSuRS　on　direct

stimulation　are　shown．　CGRP

was　added　to　the　medium　cu－

mulatively　and　increase　of　the
contraction　at　10－6　M　CGRP　was

taken　as　100％increase．　Points

and　bars　indicate　means±SEM
for　l　l　preparations．
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FIG　2．　Release　of　CGRP－LIS　from　phrenic　nerve－hemidiaphragm

preparations　indu◎ed　by　el㏄trical　stimulation　of　the　phrenic　nerve

or　high　K＋medium．　The　tissues　were　incubated　for　30　min　a“er

equilibration．　The　incubation　media　after　the　first　10min　and　the

last　10min　were　used　as　control　samples．　In　the　second　10min，

the　phrenic　ne了ve　was　stimubted　e1㏄trically（A，　C）or　in　high　K＋

medium（B，　D）．　The　incubation　media　for　A　and　B　oontained卍0

杣〃CaCl2　and　those　for　C　and　D　were　Ca2＋free．　Vertical　bars

indicate　standard　errors　of　means．　Hatched　columns　indicate　sig－

nificant　di育erence　from　values　in　the　6rst　10min（oontrol）by　Stu－

dent’s2test（ρ＜0．02）．　Numbers　of　experiments：A，10；B，10；C，

8；and　D　7．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「

phosphodiesterase　inhibitor．　This　increase　was　not　ob－

served　in　Ca2＋－f士ee　medium．　In　contrast，　addition　of

CGRP　caused　a　dose－dependent　increase　in　the　cyclic

AMP　content　and　this　increase　was　not　a舵cted　by　the

presence　or　absence　of　Ca2＋in　the　Krebs－Ringer　so－

1ution（data　not　shown）．　This　finding　suggests　that　ele－

vation　of　the　cyclic　AMP　level　resulted伽m　Ca2＋－de－

pendent　release　of　neurotransmitters．

　　Addition　of　antiserum　against　human　CGRP　to　the

medlum　prevented　the　increase　in　the　cyclic　AMP

content　without　a舵cting　the　cyclic　AMP　content　in

the　resting　state（Fig．3B）．

DISCUSSION

　　The　results　in　this　study　show　that　excitation　ofmo－

tor　nerve　caused　a　Ca2＋・dependent　release　of　CGRP－

US（Fig．2），　which　increased　the　content　of　cydic　AMP

of　the　muscles（Fig．3），　suggesting　that　CGRP　has　a

physiological　role　as　a　cotransmitter　in　this　tissue．

　　In　a　previous　study，　we　could　not　demonstrate　a

dose－depend斑t　increase　by　CGRP　in　twitch　contrac－

tion　of　phr印ic　nerve－hemidiaphragm　preparations
伽mmice　because　the　el琵ct　of　CGRP　was　very　small．

In　this　work　with　preparations　from　rats，　however，　we

observed　about　30％increase　in　the　twitch　colltraction

at　10－6ルf　CGRP，　although　the　increase　varied　greatly

in　different　preparations．　The　dose－response　curve

shown　in　Fig．　l　is　consistent　with　those　fbr　elevation

of　the　cyclic　AMP　content　in　mouse　diaphragm（Ta－

kami　et　al．，1986）and　activation　of　adenylate　cyclase

in　a　rat　diaphragm　membrane　ftaction　by　CGRP（Ko－
bayashi　et　a1．，1987）．

　　The　radioimmunoassay　used　in　this　study　was　spe－

ci五c　fbr　human　CGRP　rather　than　rat　CGRP．　How－

ever，　the　antiserum　used　reacted　with　rat　CGRP　well

enough　fbr　the　radioimmunoassay．　It　did　not　react　with

calcitonin，　substance　P，　substance　K，　enkephalin，　or

cholecystokinin－32．　In　addition　to　many　reports　ofim－

Inunohistochemical　denlonstration　of　CGRP　in　mo－

toneurons，　the　presence　of　mRNA　fbr　CGRP　in　mo－
toneurons　was　also　reported（Gibson　et　al．，1988）．　Thus，

it　seems　very　likely　that　the　CGRP－LIS　in　neuromus－

cular　junctions　is　actually　CGRP　itsel£

　　Ca2＋－dependent　release　of　CGRP－LIS　by　high　K＋

stimulation　in　cultured　cells　of　rat　trigeminal　ganglia

was　reported　by　Mason　et　al．（1984）．　Our　results　are

consistent　with　theirs．　But　they　reported　that　the　in－

creased　release　of　CGRP－LIS伽m　5×106　cultured
ganglion　cells　du亘ng　l　h　of　stimulation　was　about　200

Ωnol，　which　is　20　times　higher　than　that　in　single　hemi－

diaphragm　during　10nlin　ofstimulation　in　this　work．

　　We　demonstrated　that　elevation　of　cyclic　AMP　by

nerve　stimulatioll　was　mediated　through　the　release　of

CGRP－US．　In　our　experiment，　activation　of　nicotinic

acetylcholine　receptors　and　subsequent　contraction
were　blocked　by　4tubocurarine，　alld　the　ef丘ct　ofβ一

adrenergic　stimulation，　which　is　known　to　activate　ad－

enylate　cyclase　in　skeletal　muscle，　was　blocked　by　pro－

pranolol．　We　also　fbund　that　antiserum　against　CGRP

abolished　the　ef民ct　of　nerve　stimulation　in　increasing

the　cyclic　AMP　content．　The　concentration　of　anti－

semm　used　in　this　experiment　was　high（about丘ve

times　higher　than　that　recommended　fbr　radioimmu－

noassay），　but　the　same　concentration　of　bovine　γ一

globulin　was　inefbctive，　indicating　that　this　ef騰ct　of

the　antisemm　was　speci6c．

　　High　K＋medium　or　10　Hz　pulses　applied　to　the

phrenic　nerVe，　as　in　this　study，　is　an　extremely　strong

stimulation　and　far　f旨om　physiologica1。　It　remains　to

be　dete㎜ined　whether　the　release　of　CGRP　is　parallel

with　that　of　acetylcholine，　or　whether　it　occurs　only

when　nerve　excitations　are　flequent　and　their　ef民cts
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Fla　3．　Elevation　of　the　cyclic　AMP◎ontent　in　phrenic　nerve－

hemidiaphragm　preparations　by　d㏄tncal　stimula60n　of　the　phrenic

nerve　and　its　inhibition　by　anti－CGRP　antiserum．　A：Preparations

were　incubated　for　10min　with（S）or　without（R）electncal　stim－
ulation　in　l　mM　CaCl20r　Ca2＋イree　medium．　B：Preparations　were

incubated　for　10－min　periods　with　antLCGRP　anti・serum（AT）or

with　bovine　7－globu‖n（GL）during　electrical　stimubtion（ES．）or　in

the　resting◎ondltion（Rest）．　Data　are　means±SEM（bars）from

the　numbers　of　expenments　indicated　in　oobmns．　Hatched　oolumns

indicate　a　significant　difference　from　the　left　adlacent（oontro1）◎ol－

umn　by　Student’s　f　test｛A，ρ＜0．002；B，ρ＜0．02）．
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are　accumulated．　However，皿r　results　suggest　that

posttetanic　potentiation　of　the　contraction　of　skeletal

muscles（Guttman　et　a1．，1937）may　be　caused　in　part

by　the　release　of　CGRP　because　increase　of　the　cyclic

AMP　level　in　muscles　enhanced　the　contr㏄tlon、

　　Acknowledgment：We　thank　Mrs．　Mieko　Nakamura丘）r
assistance　in　preparation　of　this　article．　This　study　was　sup－
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EFFECT　OF　DENERVATION　OF　THE　PHRENIC　NERVE　ON　THE　ACTION
　　OF　CALC工TON工N　GENE－RELATED　PEPTlDE　工N　RAT　D工APHRAGM

Naoko　Matsumo七〇，　Shuj　l　Uchida，　Wang　Xiao～Bing　and　Hiroshl　Yoshlda

Depart皿ent　of　Pharmacology　工，　Osaka　University　Medica1
　　　　　　4－3－57，　Nakanoshlma，　Kitaku，　Osa｝《a，　Japan

Schoo1，

（Received　in　final　form　June　7，　1990）

The　effect　of『denervation　on　Calcitonin　gene－related
peptlde　（CGRP）－induced　enhancement　of　the　twltch　conざ
tractlon　of　skeletal　muscle　was　studled．　　工n　rat　diaph－
ragm　denervated　2　weeks　previously，　t．he　basal　twitch
contraction　induced　by　transmural　stlmulation　was　about
twice　that　in　control　mu白cle，　and　the　basal　adenylate
cyclase　actlvlty　and　cyclic　AMP　（cAMP）　contents．of　the
tiSsue　were　lncreased．　　This　denervatlon　did．not　affec．t
the　dose－dependent　β　一adrenerglc　stlmulation　of　twitch
contraction，　but　abolished　the　CGRP－induced　enhancement
of　twitch　contraction．　　The　latter　phenomenon　seems　to
be　caused　ln　part　by　decrease　in　CGRP－．1nduced　accumula－
tion　of　cAMP　over・the　basa1　．1eve1，　because　of　increaSe
ln　the　basal　cAMP　level　after　denervatlon，　　The　involve－
ment　of　anoth．er　inhibitory・s’econd　messenger　system
coUpled・with　CGRP　receptors　is・discussed．

　　　　　Calcit6nln　gene－related　peptide　（CGRP）　・is．　a　peptide　composed
of　37　amino　acids　that　has　been　found　in　、the　c．entra1　（1－3）　and
perlphera1　（4－7）　nervous　systems．　　工t　coexists　with　acetylcholine
（ACh）　in　motor　neurons　anld　in　nerve　ter皿inals，　of　neuromuscular
junctions　（8－9）：．　　We　and　others　demo皿strated　that，　・in　skeletal
muscle，　．CGRP　lncreased　the　cAMP　leve1　（10）　as　a　resul七　〇f　activa－
tion　of　adenylate　cyclase　（AC）　（11），　and．　enhanced　twitch　contrac二
tion　（9，12）’．

　　　　　Cannon　proposed　the　law　of　denervatlon　stating：　，’When　ln　a
ser．ies　of　efferent　neurones　a　unlt　is　destroyed，　an　lncreased’ir－
rltabllity　to　chemlcal　agents　developed　ln　the　isolated　structure
or　structures，　the　effect　being　maxima工　in　．the，part　directly
．d登nervated四（13）．　　Denerva七ion　is、known　toごcause　supersensitivlty
．t6　ACh・due‘to’a　dramatic　increase　in・the　number．of　nlcotinic　ACh
receptors　ln　skeletal　mUsclesO

　　　　　We　demonstrated　nonspeciflc　supersensitlvlty　of　AC　　after
denervatlon　of　the　motor　nerve　坦・．vlvoザresulti．ng　from　an　lncrease
in　the’a血ount　of　AC　molecules　measur．ed　by　，3H－forskolin　binding
（14）．　．But　no’CGRP－specific　supersensitivlty　of　AC　was　observed．
There．fore，　we　were　interested　in　Whether　denervation　caused　super－
sensltivity’to　CGRP－induced．enhancement　of　twitch　contrac．tion．

　　　　　Unexpe（三tedly，　in　this．　work　we…found　．that・CGRP－1nduced　en－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0024－3205／90　＄3．00　＋．00

　　　　　　　　　　　　　　　　　Copyright　（c）　1990　Pergamon　Press　plc
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hancement　of　twitch　contraction　was　abolished　by　denervatlon．　　So，
we　also　examlned　change　in　metabollsm　of　cAMP　as　a　possible　reason
for　this　phenomenon．

Materlals　and　Methods

Denervation
　1「　　Male　Sprague－Dawley　rats　of　6　weeks　Old，　welghing　150－200g
were　used．　　The　left　hemidiaphragm　was　denervated　by　section　of
the　left　phrenic　nerve　at　the　level　of　CVI　under　pentobarb1㌻al
anesthesla．　　Control　rats　Were　subjected　to　a　・sha興　operatlon．
After　2　weeks，　the　rats　were　sacrificed　by　decapitatlon　and　their
diaphragms　were　used　for　experlments．

Measurement　of　twltch　contraction
　　　　Aphrenlc　nerve－1eft　hemidiaphragm　preparatlon　was　mounted　in
a　5ml　organ　bath　containing　Krebs－Ringer　blcarbonate（KRB）　solution
at　37℃　and・continuously　aerated　with　　5％　CO2　in　O2．　　A　tenslon　of
approximately　σ．5g　was　applied　and　the　strlp　stimulated　trans－
murally　with　rectangular　pulses　（0．25Hz，　1　msec　durξ1tlon，
supramaximal　voltage）．．　The　twltch
isometrlcally．　　When　twitch　responses
dependence　of　the　effects　　of　rat　CGRP
were　examined　by　adding　these　compounds
isometric　tenslon’obserVed　ln
perCentage　inCreaSe’
durlng　the　control　perlod．

　　　　　　　　　　　experiments　was

in．tenslon　developed　by　electrica1

contraction　was　measured
became　steady，　the　dose－
（rCGRP）　and　　isoproterenol
cumulatively．　　The　maximum
　　　　　　　　expressed　as　the
　　　　　　　　　　　　　　stilnulation

Pre　aration　of　membranes　of　strlated　muscle
　　　　Muscle　of　the　left　hemidiaphragm　was　excised，　cut　up　wlth
scissors　and　homogenized　for　30　sec　ln　a　microhomogenlzer　in　10
volumes　of　cold　10　mM　Trls／maleate　buffer（pH　7．4）　containing　5　mM
EDTA　（TME　buffer）．　　The　homogenate　was　strained・thrQugh　nylon　mesh
and　centrifuged　twice　for　10－mln　perlods　at　15，000g．　　The　pelle七s
were　suspended　in　a　suitable　volume　of　TME　buffer　to　obtain　an　ap－
propriate　concentration　for　AC　assay．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　る

A●sa　of　membrane－bound　aden　late　c　clase
　　　　The　AC　activlty　ln　membranes　of　rat．striated　muscle　was
determined　by　measuring　the　synthesls　of　cAMP　frρm　ATP　in　incuba－
tion　mixture　containlng　80　mM　Trls／maleate　（pH　7．4），　1　mM　3－
isobutylmethylxanthine，　0．5μMGTP，　6　mM　MgSO4，　0．5　mM　EGTA，　1．5
mM　ATP　and　20μ　g　of　membrane　protein　suspended　in　TME　buffer，　wlth
the　lndicated　concentration　of　rCGRP　or　isoprote．renol．1n　a　total
volume　of　100μ　1．　　The　incubatlon　mixture・was　preincubated　for　2
min　at　37℃　　and　then　the　reaction　was　started　by　addition　of　ATP
with・the　lndicated　concentration　of　rCGRP　or　isoprotereno1．．After
10　mln，　the　reactlon　was　stopped　by　addltlon　of　25．μ　1　0f　O．5N　HCl
and　cooling．　　The　mixture　was　centrifuged，　and　cAMP　in．the　super－
natant　was　measured　by　radioimmunoas’say　（15），　　Assays　were．per－
formed　in　duplicate．

Measurement　of　cAMP　accumulatlon　ln　tissues
　　　　Strips　of　hemidiaphragmatic　muscle　of　3mm　width　from　around
the　phrenlc　nerve　were　exclsed　and　cut　lnto　three　parts．　　The
tissues　were　preincubated　for　5　min　at　37℃　　in　980μ　l　of　KRB　solu－
tion　aerated　contlnuously　with　5％　CO2　in　O2．　　The　reaction　was
started　by　additlon　of　20μ　l　of　rCGRP　or　isoprotereno1，　0r　20μ　l
of　distilled　Lwater　for　measurement　of　b．asal　aetivlty．　、After　3
min，　the　tissues　were　removed　from　the　lncubation　mixture　and
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promptly　frozen　in　liquid　nitrogen’．　　The　tlssues　were　homogenlZed
with　a　microhomogenizer　in　20　volu皿es　of　cold　O．1N　HCI　and
centrlfuged　for　10　min　at　13，000g，　and　the　supernatant　was　used
for　assay　of　cAMP　as　described　above．

Measurement　of　c　clic　nucleotlde－　hos　hodlesterase　PDE　activit
in　tissues
　　　　Muscles　of　hemidiaphragms　were　homogenlzed　for　lmin　ln　a
microhomogenlzer　in　6　VolUmes　of　cold　saline．　　The　homogenate　was
strained　through　nylon　mesh　and　disrupted　by’sonicatlon　for　30　sec
per　lml　in　an　ice　bath．　　The　homogenate　was　centrifuged　for　10　min
at　1，000g　at　4℃　，　and　the　supernatant　was　used　for　PDE　assay．

　　　　pDE　activity　was　assayed　by　the　method　of　Rutten　et　a1．　（16）
wlth　some　modifications．　　The　incubation　mixture　（flnal　volume，
100μ　1）　contained　O．1M　Trls－HC1（pH　8．1），　5mM　MgCl2，　4μM　【3H］～cAMP
（about　7．4kBq）　and　20μ　g　of　tissue　homogenate．　　The　reaction　was
initiated　by　addltion　of　homogenate，　incubated　for　15　min　at　37℃　，
and　stopped　by　bolllng　for　l　min．　　After　addition　of　50μ　l　of　a
solution　of　5㌧nucleotidase　of　Crotalus　atrox　（2mg／ml　of　50mM
MgCl2），　the　mixture　was　incubated　at　37℃　for　30　皿in　and
centrifuged．　　An　allquot　of　100μ1　0f　the　supernatant　was　applled
to　a　column　of　Dowex　AG　1－X2　resin，　and　material　was　eluted　with
10ml　of　O．1M　NaHCO3．　　Radloactivity　ln　the　total　eluate　was
counted　in　a　llquld　sclntillation　spectrometer．

Treatment　of　rats　with　　ertussls　七〇xln
　　　　According　to　the　procedure、of　X．－M．Zhou　et　al．（17），pertussis
toxln　（PT）　was　injected　intravenously　at　a　dose　of　40　μ　g／kg　body
weight　2　days　before　sacrlflce．

PrOtein　measUrement
　　　　Protein　was　measured　by　the　method　of　Bradford　（18）　with
bovine　serum　albumin　as　a　standard．

　　　　Values　weトe　expressed　as　means　±　SEMIs．
analysis　was　carrled　out　by　Student°s　t－test．

Statistlca1

Materials
　　　　　Synthetic　rat　CGRP　was　purchased　from　the　Pept‡de　Institute
（Osaka，　Japan）．　　Pertussls　toxin　was　from　Selkagaku　Kogyo　Co．
Ltd．（Tokyo，Japan）．　　A　cycllc　AMP　assay　klt　was　obtained’from
Yamasa　Shouyu　Co，（Chiba，　Japan）．　　［3H］－cAMP　（1．1TBq／mmo1）　was　from

New　England　Nuclear，　and　5°－nucleotidase　of　Crotalus　atrox　from
Sigma　Chemical　Co．

Results

Twltch　contractions　on　transmural　stimulation　of　normal　and　dener一

　　　　〇n　transmural　stimulation　in　fixed　condltions　（1．O　msec　pulse
width　and　O．25Hz　frequenoy），　the　mean　actlve　tenslon　was　40．4±6．2
g／g　tissue　ln　normal　muscle，　but　slgnlficantly　（P＜0．01）　higher
76．7±　4．9　g／g　ln　denervated　muscle．　　In　our　condltlons，　the　total
wet　weight　of　the　diaphragm　decreased　only　11％　after　denervation，
and　so　the　effect　of　muscle　atrophy　on　the　twitch　tension　was　neg－
1191ble．
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Effects　bf　CGRP．and　iso　roterenol　on　twitch　contractlon　in　norma1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∫
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　　　　　　　　　　　　　　　　FIG．1．

　　　　　of　twitch　contraction　by　CGRP　（A）　and
　　　　　　（B）　in　normal　and　denervated　muscles．
expressed　as　percentage　increaseS　in　i戸ometric
lnduced　by　CGRP　and　isoproterenol，　over　the
leve1，　in　normal　（○　）　and　denervated　（●）
Values　are、means　±　SEM°s，　ωP＜0．05，　・・P＜0．01

cQrresponding．values’for　normal　muscle．．

　　　　CGRP　at　concentrations　of　3x10－8M　to　lx10－6M　eallsed　dose－
dependent　potentlation　of　the　contraction　of　normal　diaphragm．
The　highest　dose　of　CGRP　used　ln　thls　experiment　（1x10－6M）　caused
marked　augmentation　（24％）　of　the　contraction，　but．　not　　maximal
contractlon．　工n　denervated　diaphragms・，　CGRP　tended　to　weaken
twitch　contractlons　（F工G．1A）．　　On　the　other　hand，　isoproterenol
potentiated．　the．contractlle　responses　of．norma、1　and　denervated
muscles　in　similar　concentration－dependent　manners　and　to　slmilar
extents．　’The　threshold　concentration　of　isoproterenol　for　these
effects　was　3x10－9M　and　the　ED50　values　for　normal　and　denervated
muscles　were　4，5x1．0－9M　and　3，1x10－9M，　respectively　（F工G．．1B）．

　　　　When　rats　treated　with　PT，　the　b・asal　contractlons　of　both　the
normal　and　denervated　muscle　were　increased　slightly‘　but・CGRP－
induced　enhancement　of　twitch　contraction　in　denervpated　musele
remained　inhibited　（data　not　shown）．

　　　　To　detect　a　possible　inhlbitory　second　messenger　system，　we
also　lnvestigated　whether　isoproterenol－stlmulated　twitch　contrac－
tlon．1◎f　denervated　muscle　　was　affected　by　prelncubatlon　．with
lx10－4M　N2，2ψ一〇－dibutyryl－guanosine　3’，5‘－cyclic　monophosphate，
1x10－6M　phorbo1　12－myrlstate　13－acetate　or　lx10三5M　arachユdonic
acld．　　Enhancement　of　twitch　contractlon　by　isoproterenol　was　not
affeCted　by　any　of　these　treatmentS．

Effects　of　CGRP　and　iso　roterenol．　on　AC　actlvit　　in　membranes
　　　　Both　CGRP　and　isoproterenol．　caused　significant，　dose－
dependent　st1皿ulation　of　AC　actlvity　ln　rat　diaphragmatlc
membrane，　isoproterenol　being皿ore　potent　than　CGRP．　　The　basal　AC
actlvlty　of　the　membranes．　was　inc．reased　about　1．6－fold　from　2．8±
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F工．G．2

Effects．of　CGRP．（A）　and　！soproterenol　（B）　on　AC　ac－
tlvity　ln　normal　and　denerVated　muscles．　　The．　AC　ac－
tlvitles　　of　membranes　from　normal　（○）　and　denervated
（●）muscles　were　measured．　　Values　are　means　±　SEM°s．
（n＝9　for　normal　muscle　，　h＝8　for　denervated　muscle）
⇔ P＜O．05，　⇔－P＜0．01　ヱ旦．　correspondlng　value　for　nor】nal
muscle．
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　Effects　of　CGRP・．and

　isoproterenol　on　cAMP
　acCumulatlO．n．　　The
　amount　of　cAMP’in
　tlssue　segments　of　nor－
　mal「and　denervated
　diaphragm　after　incuba－．
　tlon　with　and　W’ithout
　lx10－5M　of　CGRP　or
　isoproterenol　for　3min
　was　measured．　The’basal
　concentration　of　cAMP
　in．　denervated　muscle
　was　significantly
　higher　than　that　in
　normal　muscle　（P＜σ．01）．

　Va1UeS　are　means　±
　SEMls．　（n＝5）
　⇔P＜0．05，⇔⇔P＜0．01，

　ひ⇔⇔P＜0．001　vs．　basal

　value．
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0．17　to　4．4±0．33　pmo1／mg　prot．　per　min　by　denervation．　　The　AC
actlvlties　of　normal　and　denervated　membranes　were　6．0±0．43　and
8．5±0．83　pmo1／mg　prot．　per　mln　respectively　in　the　presence　of
lx10一巴M　CGRP，　and　10．1±1，2　and　14．1±　2．O　pmo1／mg　prot．　per　min
respectively　in　the　presence　of　lx10－5M　isoprotereno1．　　The　ED50
values　of　CGRP　and　lsoproterenol　were　not　changed　slgnificantly　by
denervation　（FIG．2　A．B）．　　The　stimulation　ratlo　by　both　CGRP　and
isoproterenol　versus　the　basal’activity　were　supPressed　to　some
degree，　but　not　significantly．

Effects　of　CGRP　and　iso　roterenol　on　cAMP　accumulation　in　tlssues
　　　　　The　am．ount　of　cAMP　accumulation　during　incubatlon　for　3min
was　245±17　fmo1／mg　tissue　in　norma．1．　tissue　and　338±　28　fmo1／mg
tissue　ln　denervated　tissue，　whlch　was　significantly　mqre　than
that　in　normal　tlssue、　　1n　the　presence　of　IX10－5M　of　concentra－
tions　of　CGRP　and　isoprote．renol，　the　content⑨　were　432±28　　and
527±67　fmo1／mg　tissue，　respectlvely，　in　norma1　・tissue，　and　444±
35　and　540±51　fmol／mg　tlssue　ln　denervated　ti8sue　（FIG．3）．　　Thus
the　increases　ln　cAMP　levels　over．　the　basal　level　by　these　two
drugs　were　bo．th　decreased　by　denervation．

Chan　e　of　PDE　activlt　　ln　homo　enates　of　dla　hra　m　b　　denervation
　　　　The　PDE　activities　in　homogenates　of　normal　and　denervated
dlaphragm　were　187±11　and　207±7　fmo1　／mg　prot．　per　mln，　respec－
tively．　　Thus　denervation　caused　a　slight，　but　not　signlflcant　in－
crease，　in　the　ac七1vity．

DiscUssion

　　　　　In　genera1，　denervated　tlssues　become　hypersensitlve　to　the
neurotransmitters　present　ln　the　nerves　that　are　destroyed，　as　the
result　of　lncrease　in　neurotransmitter　receptors．　　This　phenomenon
is　called　・up～regulatlon㌧

　　　　　Previously，　we　demonstrated　that　after　denervation　ln　the　rat
sciatic　nerve－gastrocnemius　muscle　system，　the　AC　system　became
hypersensltlve　to　CGRP，　although　this　hypersensitlvity　　was　non－
specific　and　was　due　to　increase　ln　AC　molecules　（14）．　　Therefore，
we　expected　t‡1at　after　denervation，　rat　dlaphragm　would　become　hy－
persensitive　to　CGRP－induced　enhancement　of　the　contractile
response．　　But，　on　the　contrary，　we　found　that　the　response　of　rat
diaphragm　was　abolished　by　phrenlc　nerve　destruction．　　On　the
other　hand，　after　denervatlon，　the　muscle　became　hyperreactive　on
lsoprotereno1－1nduced　enhancement　of　twltch　contraction　jlldging
from　absolute　values　of　the　contractile　forCe　（FIG．1B　and　the　fact
that　the　mean　active　tension　was　increased　by　denervation｝．

　　　　　T◎．clarlfy　thls　discrepanCy，’we　investigated　the　metabollsm
of　cAMP　ln　this　tlssue．　　The「basal　AC　activity　was　increased　by
denervation　and，　as　a　result，L．’the　CGRP？　and　isoprotereno1－
actlvated　AC　activities　were　also　lncreased．　　These　results　are
consistent　with　those　on　gastrocnemlus　muscles　reported　previously
and　suggest　that　denervatlon　also　caused．　nonspeclfic　hypersen－
sltivity　of　dlaphragmatic　muscles　to　AC．．：The　basal　cAMP　content
in　the　tissue　was　also、elevated　by　denervation．　　Thls　lncrease
corresponds　to　the’．1ncrease　in　the　basal　contractile　force　and
suggests　that　the　cAMP　level　regulates　the　contractile　force　of
skeletal　muscle．　　The　stimulations　by　CGRP　and　isoproterenol　of
the　twitch　response　over　the　basal　level　were　decreased　by　the
denervation．　　This　may　be　one　reason　for　the　decrease　of　CGRP－
Induced　enhancement　of　twitch　contraction．



Vo1．　47，　No．　6，　1990 CGRP　Act工on　工n　Denervated，Diaphragm 553

　　　　　The　reason　why　the　dlfference　between　the　basal　and　CGRP－
stimulated　cAMP　levels’became　slnaller　after　denervation　is
unknown，　but　Was　probably　due　to　acceleration　of　cAMP　degradation．
Thls　possiblllty　is　consistent　wlth　a　report　by　Pacif．icl　et　al．
（19），　that　cAMP－PDE　activity　ln　rat　gastrocnemius　muscle　increased
slgn・1flcantl・y　from　the　third．・day　after、d．enervat！0n　and　remained
hlgh　for　at．1east　for　60　days．　　工n　the　pre．sent　work，　the　aCtlvity
of　PDE　was　slightly　increased　ln　homogenat．es　of　rat　dlaphragm　2
weeks　after　denervation．　　Thls　increase　seems　insufflcient　to　ex－
plain　the　above　data．　　However，　we　callnot　deny　the　posSibillty
that　ln　intact　cells，　PDE　is　activated　by　CGRP　via　another　second
messenger　system，　although　CGRP　did　not　affect　PDE　in　homogenate．

　　　　　As　dlscussed　above，　decrease　in　CGRP－1nduced　elevation　of
cAMP　may　be　one　reason　why　CGRP－induced　enhancement　of　twltch　con－
traction　　disappeared　after　denervation．　　However，　it　ls　not
enough　to　explain　the　marked　dlfference　between．changes　in　the
CGRP～　and　isoprotereno1－1nduced　enhancements．

　　　　　There　is　some　suggestive　evidence．　that　the　actions　of　CGRP
are　medlated　by　some　other　second　messenger　system　besldes　activa－
tion　of　AC，　　工n　a　human・breast　cancer　cell　line，　MCF7，　CGRP　at　low
doses　of　10－1エM　to　IO一工oM　lnhlblted　cAMP　accumulatlon　medlated　by
a　PT－sensitive　inhibitory　GTP，bindlng　protein，　in　addition　to
having　a　stimulatory　effect　at　hlgher　doses　（20）．　　So，　it　is　pos－
sible　that　another　subtype　of　CGRP　receptor　coupled　with　inhibi－
tlon　of　AC　was　supersensitlZed　by　denervation　inLskeletal　muscles．
However，　we　could　not　detect．　any　inhlbitory　phase　in　the　CGRP－AC
activlty　relationshlp　in　normal　or　denervated　conditlons．．　　We　also
investigate（i　the　ef£ect　of　pretreatment　of　animals　wlth　PT．　　The
treatment　caused　about　1．6－fold　lncrease　in・the　basal　actlvity　of
AC　（data　not　shown）．　　It　is　consistent　with　the　observation　pre－
viously　reported　that　PT　treatment　resulted　in　a　2－fold　lncrease
ln　the　basal　activi・ty　ln　C6　9110ma　cells　（21）．　　But　PT　treatment
did　not　restore　the　enhancement　of　the　twitch　contraction　by　CGRP
in　denervated　muscle．

　　　　　　　　　　　　　　　　も

　　　　　Lelghton　and　Cooper　showed　that　CGRP　acted　on　insulin－
dependent　metabollsm　of　glucose　ln　skeletal　muscles　ln　a　different
way　from　a　β一agonist，　1soprenaline　（22）．　　Thelr　results　strongly
suggest　the　presence　of　another　8econd　messenger　system　coupled
with．CGRP・receptors．　　As　it　seems　reasonable　that　denervati・on
would　cause　hypersensitivlty　in　a　system　that　is　coupled　with　in－
hlbltion　of　twitch　contractlon，　we　tested　for　the　lnvolvement　of
some　inhibltory　second　messenger　syst，em　in　thls　phenomenon．
However，　the　addition　of　dlbutyryl－cGMP，　phorbol　ester　and
arachldonic　acid　to　the　medium　had．　no　inhibitory　effect　on
isoproterenol－induced　enhancement　of　the　twitch　contractlon．in　the
denervated　diaphragm．’　　So　the　exlstence　of　an　inhibitory　second
messenger　system　is　still　UnCertain．

　　　　　There　are　some　reports　concerning　the　effects　of　CGRP　on　the
ACh　receptor　level．　　It　was　’shown　that　addltlon　of　CGRP　to　chlck
muscle　cells　ln　primary　cultures　glgnificantly　lncreased　the　level
of　surface　ACh　receptors　（23，24）．　　And　it　was　suggested　that　CGRP
mlght　regulate　the　synaptic　ACh　receptor－channe1．conductance　（25），
or　might　have　both　a　pre－　and　a　post－Junctlonal　action　whlch　ls
able　to　enhance　both　twitch　contractions　produced　by　the　nerve　ex－
citation　and　the　membrane　depolarlzat．10n　（12），　　However，　1n　our
experlmental　conditlons．．，　involvemen七　6f　ACh　receptor　system　is　un一



554 CGRP　Action　in　Denervated　Diaphragm Vo1．　47，　No．　6，1990

likely　because　effects　of　CGRP　on　twltch　contraction　by　direct
stimulation　were　not　changed　with　presence　or　absence　of　d－
tubocUrarine　（data　not　shown）．　　So，　in　our　conditlons，　the　reac－
tion　through　the　ACh　receptor　is　negligible．

　　　　Destructlon　of　a　motor　nerve　causes　very　unlque　heterologous
supersensitiZation　of　the　AC　system　in　skeletal　muscles，　probably
due　to　lack　of　CGRP　release　（14，26）．　　The　elevation「of・the　basal
twitch　contraction　by　denervation　may　reflect　increase　in　the
basal　cAMP　leve1．　　However，　dlsapPearaflce　of　CGRP－enhanced　twitch
contraction　cannot　be　explained　entirely　by　change・in　the　cAMP
system，　and　may　have　some　underlying血echanlsm．
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