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学位論文内容の要旨

Jlackgrotlmd:Mammaryglanddevelopmentischaracterizedbydynamicchangesintheexpressionandfunctionsofproteinkinases.

Perturbationsintheregulatedexpressionorfunctionofproteinkinasesortheirassociatedsignalingpathwayscan1eadtomalignant

transformationofthebreast.Sincereceptor-tyrosinekinasesregulateseveralessentialprocessessuchasmitogenesis,motiJity,

invasion,cellsurvival,andanglOgeneSis,targetlngreCeptOr tyrOSinekinasesmayhaveimportantimplicationsindesignlng

strategiesagainstbreastcancer.Thesusceptibilityofthemammaryglandtotumorigenesisisin且uencedbyitsnormaldevelopment,

particularlyduringpubertyandpregnancystagesthatare characterizedbymarkedalterationsincellproliferationand

differentiation.Thenatureofthesechanges suggeststhattumongenesisiscloselyrelatedtonormaldeveIopmentalpathwaysinthe
breast.

Methods:

RegardingtheinvolvementoftheErbB2inbreastcancer,wetargetedtheErbB20verexpresslngCelllinewithanarti丘cialligandof

20aminoacidpeptide,ECllfusedwithFcportionofthehllmanlgGmolecule(ECIFc)･UtiHzingtheZZ-tagwedisplayedtheligand

onthesurfaceofbionanocapsulefore氏cienttargetingofthereceptor･Byconfocalandlivecellimaglngtechniqueswetriedto

analysethemechanismoftheintemalizationandthequantificationoftheintemalizationinSK-BRl3cellswerecalculatedusingnow

cytometricassay･

Toanalyzethedifferentiationofthemammarydifferentiationweusedtwodifferentmutantsofbetacellulin(BTC)whichbindonly

totheErbB4andhavelowbindinga瑞nitytoErbBl.ThecellswereinducedwithBTC,bothwi1dtypeandmlltantSandthe

proliferationanddifferentiationcapabilitywasassessedwithMTTassay,RTPCRandquantitativeRT-PCR.Furthermore､ we

employedthemolecularbasisofthedifferentiationwithanalyzlngthesignalingaspectsinHCl1cellsa洗ertheinductionwithBTC.

ResuJtsalldConclusion:

TheartiBcia11igandECIFcprovedtobeoneoftheuseful1igandforthetargetlngOfErbB20VerexpresslngCancerCelllineSKIBR-3.

ThemultivalentdisplayenhancedintemalizationofErbB2muchmorethanthatoftheligandalone.Theliganddisp)ayedonthe

surfaceofthebionanocapsuleutilizestheErbB2intema]izationmechanismforitsinterna)izationinvolvingtheGEECpathway.The

potentialofEC-FcprovestobeoneofthepromislngligandinthedownregulationofthesurfaceErbB2incancercelHines.Further

workswouldernploythedeliveryofthedrugstothecancercellsuslngliposomesande折Cienttargetingofthecancercells.

EIAassayshowedthattheBTCmutantsE88KandE88R,bindonlytoErbl34,notErbBl.BTCanditsmutantsinducedthe

upregu)ationofErkl/2innormalmammaryepithelialcellline,HCll･Themutantsdidnotinducecellproliferationwhilethe

expressionofthemarkerfordifferentiation-p-caseinproteinwasfoundtobe)ower.Theinductionofthemilkgeneexpressionwas

suppressedwiththeinductionwithBTC.Theresu)tsindicatetheinvolvementofthepostreceptorslgnalingoftheBTC,which

suppressesthemammaryepithelialdilferentiation･DeciphehngtheslgnalingmechanismbyBTCwj)】he】plnunderstandingthe

molecularaspectsofthedifferentiationcapabi】ityoftheprotein.



論文幸査結果の要旨

疾患との関連性がよく知られている上皮成長因子受容体 (ErbBl､2､3および 4)ファミリーの中で

ち,ErbB2は乳がんとの関連性が深い｡ErbB2については特異的に結合するリガンドが存在しないため､

その研究を遅らせる一因ともなっている｡本論文では､ErbB2に親和性を持つ人工ペプチドEC-1を利用

して､ErbB2を過剰に発現する細胞の解析を行っているOまず､ErbB2を過剰に発現する細胞として､

その細胞内移行において差を示す二つのがん細胞株SK-BR3とSK-OV3を取り上げ､その細胞内移行のメ

カニズムをリガンド刺激という形で解析しているOリガンドとしては､EC-1を緑色蛍光タンパク質に融

合したEC-GFP､ヒト抗体分子IgGの定常領域にEC-1を融合したEC-Fc､EC-Fcを多分子提示するナノ粒

子EC/BNCを調製した｡EC-GFPは単量体で1価の結合を分子､EC-Fcは二量体をデザインした二価の結

合分子､EC/BNCはEC-Fcを約20分子提示する多価の結合分子となっている｡EC-FcはErbB2への親和

性がEC-GFPの 100倍強いが EC/BNCはECIFcと同程度であった｡一方､SK-BR3におけるErbB2の細胞

内移行はEC-GFPでは誘起されず､EC-Fcで誘起されるがEC/BNCの方がより強い効果を示したoSK-OV3

細胞ではこれら3種類のいずれのリガンドを用いてもErbB2の細胞内移行が観察できるためこの2種類

の細胞間での違いが想定された｡独自の細胞表面マーカーDNAマイクロアレイを用いて精査したところ

SK-BR3細胞にはカベオリンの発現が低く､カベオラを介した細胞内移行経路が脆弱である事がわかった｡

その結果､多価のリガンドにより誘起される細胞内移行は初期エンドソームの GEEC経路を介すること

が示された｡これらの事からドラッグデリバリーシステムでは多価のリガンドを利用して分子標的を行

うと同時に GEEC経路を利用する細胞内移行経路を利用する事で薬剤を細胞内に導入して大きな効果が

期待できることが示された｡さらに､ErbBlもErbB2と並んでがんとの関連性が深いが､ErbBlはErbB2

と異なりリガンド刺激に対する感受性が高い点で直接標的することには問題が残る｡そこで､ErbB4の

みを認識するベータセルリンの変異体を調製して乳腺上皮細胞への影響がほとんどないことを示して

いるOこれは､ErbBlを回避し､がん細胞の増殖を刺激しないで､分子標的を行うリガンドがデザイン

できる可能性があることを示しており､今後の分子標的技術の応用範囲を拡大したことは有望であると

認め､審査委員の全員が本論文を学位にふさわしい論文であると評価した｡




