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チロシンリン酸化酵素阻害剤による神経系腫蕩細胞の分化誘導

京都大学医学部脳神経外科教室（指導：菊池晴彦教授）

松本員人

〔原稿受付．平成3年1月7日〕

Inhibitors for Protein Tyrosine Kinases, Erbstatin, Genistein and Herbimycin 

A, Induce Differentiation of Human Neural Tumor Cell Lines 

MASATO MATSUMOTO 
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(Director: Prof. Dr. Haruhiko KIKUCHI) 

Recent reports suggest that protein phosphorylation is involved in neural differentiation. We have 

found that specific inhibitors of protein phosphorylation at tyrosine residues, Erbstatin, Genistein, Her-

bimycin A, effectively induce neural differentiation in a human neuroblastoma cell line SK-N-DZ and a 

human medulloblastoma cell line Med-3, as indicated by the marked increase in the number of 

neurites/cell and in the expression of neurofilaments (160 k) detected by immunohistochemical studies. 

Possible involvement of protein phosphorylation at tyrosine residues in the differentiation of neural tumor 

cells was stressed. 

はじめに

癌遺伝子（oncogene），すなわち細胞の癌化をひきお

こす遺伝子の実態が明らかとなることにより，細胞癌

化の機構に関する研究は飛躍的に進歩した3），その中

でもチロシγ特異的プロテインキナーゼ活性をもっ

v-src遺伝子の研究はとりわけ進んでいる．この v-src

遺伝子がラットの褐色細胞腫由来株（PC12）を分化さ

せたとしヴ報告や2），この遺伝子の proto-oncogeneで

ある c-src の遺伝子産物 pp60＜·•問が神経系組織に強く

発現していることより叩），神経系細胞の分化と細胞

内タンパクのチロシンりン酸化との関連が示唆され，

最近特に注目されている 13,15），今回ヒトの神経芽細胞

腫由来株 SK-N-DZ細胞にチロシンリ ン駿化酵素阻害

剤として開発された Genisteinを作用させると，経時

的に形態学的変化を示し，分化誘導の可能性をうかが

わせた．そこでチロシンリン酸化酵素阻害剤による神

経系麗蕩細胞の分化誘導を形態学的変化 （神経様突起

の伸長）と神経細胞系の分化抗原 neurofilamentの発

現増大を指標にして，ヒ ト神経芽細胞腫，ヒト謬芽腫，

ヒト髄芽腫の由来株を用いて調べた．また Genistein

とは構造の異なるチロシンリン酸化酵素阻害剤 Her-
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Table 1 Morphological changes in human neuroblastoma cell lines GOTO, SK-N-DZ and a human glioblastoma 

cell line T98G and a human medulloblastoma cell line Med 3 induced by additions of Erbstatin (3 μglml), 

Genistein (3 μglml), Vanadate (10 μM) and Herbimycin A (0.5 μM) 

Erbstatin Genistein Vanadate Herbimycin A 

GOTO ＋ ？ ＋ 
. 

＋→  

SK-N-DZ ＋＋け 十十 ti ＋→  

T98G 

恥1ed-3 ＋ ＋ 
. 

＋ 
. 

Elongation of neurites: , none; +, slight (10%-30%); + +, moderate (30%-50%); + + +, marked (50%-80%) 
Neurofilament (160 kDa) stained by immunohistochemical staining：ペ none; f, slight; tt, moderate 

bimycin AやErbstatinで同様の効果を調べ，細胞の分

化誘導におけるチロシンリン酸化の関わりを調べるこ

とを目的とした．

研究材料および方法

1）培養細胞及び培養条件

ヒト神経芽細胞腫由来株として SK-N-DZ20l,

GOT0191 の2種を用いた ヒト修芽腫由来株として

T98Gを，ヒト髄芽腫由来株として Med-3を用いた．

SK-N-DZ細胞及び GOTO細胞の培養には， 10%非

働化牛胎児血清（FCS）及び硫酸カナマイシン 100mg/I 

を添加した RPMI1640 （日水製薬）を用いた．また，

T98G細胞と Med-3細胞の培養には同様の FCSと抗

生物質を含む Dulbecco’smodified MEM （日水製薬）

を用いた．細胞は 3.5cmシャーレに 3×105/mlで培

養し，培養条件は 37°C,95%air/5%C02とした．

2) チロシンリン酸化酵素阻害剤

Genistein171・ Rous sarcoma virus (RSV）の癌遺伝子産

(EGF R）のチロシンキナーゼ活性を阻害する物質と

して Pseudomonas より単離・精製されたもの．

cAMP依存性プロテインキナーゼやプロテインキナー

ゼ C などのセリン，スレオニンキナーゼ活性は阻害

しないI),

Erbstatin241: Streptomyces由来 EGF-Rのチロシン

キナーゼ活性は阻害するが， cAMP依存プロテイン活

性は阻害しない．

Herbimycin A23l: benzenoid ansamycin抗生物質で

Streptomyces由来 RSVにトランスフォームされた

細胞内での pp60v・町のリン酸化を図書する．

Vanadate （チロシン脱リン酸化酵素阻害剤） ：チロ

シン残基の脱リン酸化阻害.Vanadium由来ー

なお薬剤の使用濃度（至適濃度）は基礎実験に基づ

き以下の様に決定

Erbstatin, Genistein: 3 μg/ml 

Herbimycin A: 0.5 μg/ml 

Vanadate: 10 μM (Fig. 1) 

物 pp60v・mおよび Epidermalgrowth factor receptor 3) 分化誘導の指標

tyrosine kinase inhibitor 

Erbstatin ← Streptomyces 

Genistein ← Pseudomonas 

Herbimycin A ← Streptomyces 

tyrosine phosphatase inhibitor 

Vanadate ← Vanadium 

~ )C:HCHO 
IC/ .. 

Erbstatm 

lC 01 
OH 8 181 

Genistein 

。

三 I l 
CH3 CH3 OCH3 

Herbimycin A 

Fig. 1 Tyrosine kinase inhibitors/origins and structures. Tyrosine phosphatase inhibitor/origin 
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Table 2 Induction of in vitro differentiation. 

erythroleukemia [hemoglobin] 

(mouse MEL) 

DMSO, HMBA; Genistein, Herbimycin A 

embryonal carcinoma [plasminogen activator, laminin, SSEA-1] 

(mouse F9) RA, ( +) Bt2c-AMP; Herbimycin A 

neuroblastoma [ neu ro制ament]

(human SK-N-DZ) 

RA, Bt2c-AMP; Genistein, Herbimycin A 

Erbstatin 

medulloblastoma [neurofilament, GFAP] 

(human Med-3) 

cell lines [markers] inducers 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

HMBA: Hexamethylenebisacetamide 

SSEA-1: stage-specific embryonic antigen-1 

RA: retinoic acid 

Bt2c-AMP：・ dibutyrylcyclic AMP 

GFAP: Glial fibrillary acidic protein 

Genistein, Herbimycin A 

Erbstatin 

(tyrosine kinase inhibitors) 
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1 形態学的変化 分化と規定した国）なおその程度は神経様突起を有す

薬剤添加培養後6日目まで経時的に観察し，神経様 る細胞の全細胞数に対する割合で示した．

突起の伸長が細胞長径の 2倍以上となったものを細胞 2. 分化抗原の発現

E 

G 

SK-N-DZ 

v 

Fig. 2 Morphological alteration of a neuroblastoma cell line SK-N-DZ treated with several drugs for 3 days 

E: Erbstatin (3 μg/ml), G: Genistein (3 μg/ml), V: Vanadate (10 μM) 
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基礎実験の結果より，薬剤添加培養後3日目に，形 が注目されている即1,27）.ヒト髄芽腫由来株 Med-3細

態学的変化が最も著明であったので、この day3に，ニ 胞の，上記薬剤の分化誘導における N-myc夕、ノパク

ユーロン系の分化抗原 neurofilament(160 kDa）の発現 の発現変化を薬剤添加培養後 day3に， antihuman N-

量の変化を， anti-human160 k neurofilament antibody myc polyclonal antibody （ニチレイ社）をもちいて

(Immunotech社）をもちいて，免疫組織化学染色22）と Western blotting assayにて調べた．

Western blotting assayにて調べたーまたニューロン系 4) チロシンリン酸化タンパクの発現

とグリア系への bipotentialな分化能を有するとされる チロシンリン酸化酵素阻害剤が細胞内で正しくその

髄芽腫の由来株 Med-3細胞には，グリア系の分化抗 機能を働かせている事を確認する目的で， SK-N-DZ

原 Glialfibrillary acidic protein (GFAP）の発現25）を併 細胞と Med-3細胞ともに薬剤添加培養後day3に，阻ー

せて調べたー ti-phosphotyrosine monoclonal antibody (Boehringer社）

3. N mycタンパクの発現 をもちいて，チロシンリン酸化タンパクの発現変化を

N-myc の増幅はヒト神経芽細胞腫で、高頻度に起こ 免疫沈降法にて調べた8,14）ー

っており，その悪性度との相関や細胞分化との関わり

~ 
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結果

1) 形態学的変化

神経芽細胞腫由来株のうち SK-NDZ細胞は Erb-

statin及び Genisteinに強く反応し，添加培養後3日

目に著明な神経様突起伸長が認められたが，

Vanadateでは軽度の変化しか示さなかった（Fig.2）・

また GOTO細胞の反応は中等度であった．鯵芽腫由

来株である T98G 細胞は Erbstatin, Genistein, 

Vanadate のいずれにも反応しなかった．一方髄芽腫

由来株の Med-3細胞は Erbstatin,Genistein及び Her

bimycin Aに反応し， day3に中等度の突起伸長を示し

た：（Fig.3）以上の結果をまとめて Tablelに示した－

2) 分化抗原の発現

神経芽細胞腫由来株の SKN-DZ細胞と GOTO細

胞では元来neurofilament(160 kDa）が発現しているが，

Erbstatin及び Genisteinを添加培養後，形態学的変化

の強かった day3に免疫組織化学染色を行うと SK-N-

DZ 細胞では発現増大が観察され（Fig. 4), また

=c‘.. ，. ‘ 

SK-N-DZ 

~· 
M’ 

Western blotting assayにでも neurofilamentの発現増

大が確認された（Fig.5）・しかしGOTO細胞では発現

の変化は見られなかった．中等度の形態学的変化を示

した髄芽腫由来株の Med3細胞では neurolilament

(160 kDa）の発現増大は免疫組織化学的にも中等度で

PC DZ 
+E1 3 

Fig. 5 Expres on of neuro且lament(160 kDa) in E r b 

statin, Genistein-treated or untreated SK-N-

DZ cells and untreated rat Pheochromocytoma 

cells by Western blot analysis. Im 

munoprecipitates were electrophoresed on 10% 

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel, 

transferred onto nitrocellulose membranes, and 

analyzed with anti-neurolilaments monoclonal 

antibody. 

Erb 

._:; .. ;--tJ ・
E 、
’L 

Gen 

Van. 

Fig. 4 Immunohistochemical staini時 ofSK-N-DZ (anti human neurofilaments antibody, ABC methods) treated 

with drugs for 3 days. 

Erb.: Erbstatin (3 μg/ml), Gen.: Genistein (3 μg/ml), Van.: Vanadate (10 μM) 
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NF 
E 

H 
Med-3 

GFAP 

Fig. 6 Immunohistochemical staining of Med-3 (anti-human neurofilaments antibody and anti-human GFAP an-

tibody, ABC methods) untreated or treated with drugs for 3 days. 

NF: neurofilament, GFAP: glial fibrillary acidic protein, E: Erbstatin, H: Herbimycin A 

あった.(Fig. 6) 

3) N-mycタンパクの発現

Western blotting assayによる Nmycタンパクの発

現は doubleband (64 kDa & 62 kDa）が明確に認められ

た Med-3 細胞のみで薬剤添加後の変化（Erbstatin,

Ger山tein,Herbimycin A）を調べたが，形態学的変化

の強い day3でも発現量の変化をほとんとや認めなかっ

た.(Fig. 7) 

4) チロシンリン酸化タンパクの発現

薬剤J添加培養後 day3にチロシンリン酸化タンパタ

の発現を免疫沈降法にて調べた 神経芽細胞腫由来株

SK-N-DZ細胞では Erbstatin,Genisteinで（Fig.8），髄

芽腫由来株Med-3細胞では HerbimycinAでもタンパ

クの発現が低下していた (Fig. 9) 
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Med-3 

+ E G H 
Fig. 7 Expression of N-myc gene product in tyrosine 

kinase inhibitors-treated or untreated恥1ed-3

cells by Western blot analysis. E: Erbstatin, 

G: Genistein, H: Herbimycin A 

200-

116-
97-

66-
60-

43k 

SR DZ +E G 

Fig. 8 Expression of tyrosine-phosphorylated proteins 

in Erbstatin, Genistein-treated or untreated 

SK-N-DZ cells by immunoprecipitation. DZ: 

untreated SK-N-DZ cells, SR: Rous sarcoma 

virus-transおrmedrat 3Yl cells, E: Erbstatin, 

G: Genistein 
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a・p-y

晴樹・

Med・3
+E G H 

Fig. 9 Expression of tyrosine-phosphorylated proteins 

in Erbstatin, Genistein叩treatedor untreated 

Med-3 cells by immunoprecipitation. DZ: un-

treated SK-N-DZ cells, SR: Rous sarcoma 

virus-transformed rat 3Yl cells, E: Erbstatin, 

G: Genistein 

考察

神経芽細胞腫は末梢神経系にしばしば見られる小児

の代表的な悪性腫蕩である6）.一方，髄芽腫は小児の

小脳虫部に好発し，神経細胞系およびグリア系の両方

向へ潜在的分化能をもっ未分化型脳腫蕩としてよく知

られている5）.今回の実験で，チロシンリ ン酸化酵素

阻害剤の Erbstatin及びGenisteinがヒト神経芽細胞腫

由来株の SK-N-DZ細胞を分化誘導し（invitro），また

Erbstatin, Genistein及び HerbimycinAがヒト髄芽腫

由来株の Med・3細胞を分化誘導することが示された

が，とも．に神経細胞系への分化という点で共通してい

る.Erbstatin, Genistein及び HerbimycinAは備造が

互いに大きく異なるものの（Fig.1），有する阻害作用は

チロシγ リン酸化酵素に特異的であり川，2問｝，セリ

ンやスレオニン残基のリン酸化には何の影響も与えな

L、ことより，チロ、／ン残基とし、う特殊な部位における
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タンパクのリン酸化を阻害することが細胞分化，特に

神経細胞系への分化の誘導に決定的な意味をもっと示

唆される．さらにまた，これらのチロ シンリン酸化酵

素阻害剤が神経系細胞以外の細胞の分化誘導にもかか

わっているとし、う報告が近年相次いでいる．その中で

注目すべきものとしてマウスの赤白血病や胎児性癌由

来培養細胞あるいはヒト 白血病細胞を HerbimycinA 

や Genistein にて分化誘導したというものがあ

る 23,2•, 10) (Table 2）・このうち F9細胞（マウス胎児性

癌由来株細胞）や SK-N-DZ細胞は retinoicacidや

dibutyryl cyclic AMPでも分化誘導されたという報告

がある白川） またプロテインキナーゼCが神経系細胞

の分化誘導に預かっているという説川）と同時にプロ

テインキナーゼ C 阻害剤の役割を強調する説7）もあ

る．しかしながら， 今回の実験結果及び一連の内外の

報告をあわせて考えると，分化の指標も異なり，系も

組織も異なる腫蕩細胞がチロシンリン酸化酵素阻害剤

で分化誘導される事より，タンパク質リ ／酸化，とり

わけチロシン残基でのリ ン酸化阻害が細胞の分化に深

くかかわっていると考えられる．しかし細胞内での，

その mechanismは未だ不明であり，今後他のプロテ

インキナーゼとの関わりも含めての総合的かつ根源的

な研究が必要である．

結 語

ヒト神経芽細胞腫由来株 SK-N-DZ細胞とヒト髄芽

鍾由来株 Med-3細胞に対し，チロシン特異的プロテ

インキナーゼ活性を阻害する 3種のチロシγリン酸化

酵素阻害剤jErbstatin, Genistein, Herbimycin Aを作用

させると経時的変化として神経様突起伸長が観察さ

れ，さらに神経細胞系の分化抗原 neurofilament(160 

k）の発現増大が認められた．チロシソリン酸化タン

パタの発現はそれぞれで低下しており， 3種の薬剤の

もつチロシンキナ ゼ阻害作用，すなわち細胞内タン

パク質のチロシン残基で、のリン酸化阻害が神経系の細

胞分化誘導の中心的役割を果たしていると示唆され

た．
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