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大腸菌により生産した 6x Histidine-tag 付加ブタ線維芽細胞増殖因子 4 タンパク質
（HispFGF4）による細胞増殖促進機構に関する解析
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要　約
マウスの発生において，線維芽細胞増殖因子（FGF）4 は FGF 受容体（FGFR）2 を介して栄養外胚葉の細胞増殖

を促進することにより，胎盤形成に直接的に関与する重要な細胞増殖因子である。しかし，ブタの発生における FGF4
の役割はほとんど報告されていない。最近，我々は，品種が明らかなブタのFGF4 遺伝子に由来するタンパク質コー
ド領域の全塩基配列を明らかにした。また，この塩基配列情報を応用して 6x Histidine-tag を付加した遺伝子組換え
成熟型ブタ FGF4（proline31-leucine206，HispFGF4）を大腸菌により生産することに成功し，かつ，HispFGF4 は細
胞増殖促進活性を示すことを明らかにした。そこで本研究では，遺伝子工学的な改変がなされている HispFGF4 は，
FGFR の活性化を介して標的細胞に作用するか検討した。ブタ胎仔線維芽細胞株 PEF SV40 細胞の培養系に HispFGF4
と FGFR 阻害剤 PD173074 を同時に添加したところ，PD173074 添加量に依存して HispFGF4 による細胞増殖促進効
果が明確に阻害された。また，PEF SV40 細胞においてFGFR2 mRNA が発現していることが示された。すなわち，
HispFGF4 は，FGFR2 に例示される FGFR の活性化を介してブタに由来する細胞の増殖を促進することが示唆された。
また，HispFGF4 はマウス胎仔線維芽細胞株 Balb/c 3T3 細胞の細胞増殖を促進できることも判明した。これらの結果は，
HispFGF4 はブタにおける FGF4 の作用やその作用機構を解明する上で有用であること，HispFGF4 はブタ細胞のみな
らず，他の哺乳動物種の細胞増殖も促進できることを示す。
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緒　言

　マウス初期胚における最初の細胞分化は，受精 2.5 日
後の 8 細胞期から受精 3 日後の桑実期にかけて開始す
る（Johnson と McConnell, 2004）。早期胚盤胞（受精
3.5 日後）では，胎仔を形成する内部細胞塊と，胎盤を
形成する栄養外胚葉へ形態的にも明確に分化する。栄養
外胚葉は，内部細胞塊と接している極栄養外胚葉とそ
れ以外の壁栄養外胚葉から構成されている。線維芽細
胞増殖因子（FGF）4 は内部細胞塊から分泌され，極栄

養外胚葉の増殖を促進する。FGF 受容体（FGFR）2 欠
損マウス胚では胎盤が形成されないことから，FGF4 は
FGFR2 を介して作用することが示されている（Arman
ら , 1998）。また，Fgf4 ノックアウトマウス胚では胎盤
が形成されないことより，FGF4 は胎盤の形成において
重要な細胞増殖因子であることが証明された（Feldman
ら , 1995）。
　一方，体細胞クローンウシにおいて胎盤形成の異常
が高頻度で認められることが判明した（Cibelli ら , 1998; 
Kato ら , 1998）。体細胞クローンウシ胚盤胞では，体内
受精胚と比較してFGF4 mRNA 発現量が有意に低いこ
とも報告された（Amarnath ら , 2007; Fujii ら , 2010）。
すなわち，FGF4 はマウスのみならず，ウシの発生にも
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重要であると考えられる。しかし，ブタの発生における
FGF4 遺伝子および FGF4 タンパク質の役割はほとんど
報告されていない。
　そこで我々は，まず，品種が明らかなブタ（ランド
レース種，デュロック種）に由来するFGF4 遺伝子の
タンパク質コード領域全塩基配列（GenBank accession 
No. AB745732）を決定した。この塩基配列情報を応用
して，6x Histidine-tag を付加した遺伝子組換え成熟型
ブタ FGF4（proline31-leucine206，HispFGF4）を大腸菌
により生産した（Sugawara ら , 2013）。ブタ胎仔線維芽
細胞株を用いて HispFGF4 の細胞増殖促進活性を検討
したところ，大腸菌発現ヒト FGF4 とほぼ同程度の活性
を示すことが判明している。そこで本研究では，遺伝子
工学的な改変がなされている HispFGF4 は，一般的に
知られている FGF シグナル伝達経路，すなわち FGFR
の活性化を介して標的細胞に作用するか検討した。

材料および方法 

１．ブタ胎仔線維芽細胞株 PEF SV40 細胞とマウス胎
仔線維芽細胞株 Balb/c 3T3 細胞の培養

　PEF SV40 細胞（Fukudaら , 2012）は 10% ウシ胎仔血
清（Biological Industries）を添加した Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium（DMEM，4.5 g/l グルコース，Sigma）を用
いて培養（37℃，5% CO2）した。Balb/c 3T3 細胞は 10% 
ウシ胎仔血清添加 DMEM（1 g/l グルコース，Sigma）
を用いて培養した。これらの細胞を96穴プレート（TPP）
に播種後（PEF SV40 細胞は 3,000 cells/200 μl・well，
Balb/c 3T3 細胞は 2,000 cells/200 μl・well），一晩培養
した。0.4% 仔ウシ血清（Sigma）を添加した DMEM に
交換後，さらに 24 時間培養した。引き続き，HispFGF4
または大腸菌発現ヒト FGF4（RhFGF4，Sigma）とヘ
パリン（1 μg/ml，Sigma）を添加した 0.4% 仔ウシ血清
添加 DMEM（100 μl/well）に交換後，72 時間培養した。
また，必要に応じて FGFR 阻害剤 PD173074（BioVision）
を FGF4 と同時に添加した。培養液を除去せずに細胞
増殖測定試薬 WST-1（10 μl/well，Takara-Bio）を添加・
撹拌し，さらに 3 時間保温（37℃，5% CO2）した。す
ぐにマイクロプレートリーダー（モデル 550，Bio-Rad）
を用いて 450 nm と 655 nm の吸光度（A）を測定し，
A450 − A655 値を算出した。
　または，24 穴プレート（Greiner）に細胞を播種後（PEF 
SV40 細胞は 17,300 cells/2 ml・well，Balb/c 3T3 細胞
は 11,500 cells/2 ml・well），一晩培養し，0.4% 仔ウシ
血清を添加した DMEM（1 ml）に交換後，さらに 24 時
間培養した。引き続き，HispFGF4 とヘパリンを添加し

た 0.4% 仔ウシ血清添加 DMEM（1 ml/well）に交換後，
さらに 72 時間培養した。トリプシン処理により細胞を
プレートから剥離し，分散した後，コールターカウンタ
ー（モデル Z2，Beckman-Coulter）により細胞数を計
数した。

２．PCR
　PEF SV40 細胞より，RNeasy kit（Qiagen）を用いて
RNAを精製した。既報（Saitoら , 2011; Ihaら , 2012）にも
とづき，精製 RNA，逆転写酵素（ReverTra Ace，東洋紡）
とプライマー（オリゴ dT20 プライマー：ランダム N9 プライ
マー ＝ 1:10）を用いて cDNAを合成し，プライマーセット（5’
-GAAAAACGGGAAGGAATTTAAGCAGGAACA-3’, 5’
-AACTCCACGTCGCCCCCAACC-3’）を用いて PCR 法に
よりFGFR2 cDNA を増幅した。なお，得られた PCR 増幅
産物の塩基配列を決定することにより，FGFR2 mRNA に由
来した cDNA であることを検証した。

３．統計解析
　2 群の平均値の差はt 検定により分析した。

結果および考察

　我々の研究により，6x Histidine-tag を付加した遺
伝子組換え成熟型ブタ FGF4（HispFGF4）は細胞増
殖促進活性を示すことが示されている（Sugawara ら , 
2013）。しかし，遺伝子工学的な改変がなされている，
HispFGF4 による細胞増殖促進機構は不明であった。そ
こで本研究では，代表的な FGFR 阻害剤としてその特
異性がよく検証されている PD173074（Skaper ら , 2000; 
Yang ら , 2011）を用い，HispFGF4 の細胞増殖促進効
果が減弱されるか検討した。
　我々による以前の研究結果によく一致して（Sugawara
ら , 2013），72 時間の HispFGF4（1 nM）添加培養によ
り，PEF SV40 細胞の細胞数は有意（P < 0.01）に増加
した（Fig. 1A）。一方，PD173074（0.01 μM）のみを添
加した場合，FGF4・PD173074 ともに非添加であった
場合と比較して細胞数に差は認められなかった。すなわ
ち，0.01 μM PD173074 は細胞毒性を示さないことが判
明した。そこで HispFGF4（1 nM）と同時に PD173074

（0.01 μM）を添加したところ，HispFGF4 による細胞数
の増加はほぼ認められなくなった。
　引き続き，HispFGF4 作用の阻害に対する PD173074
濃度依存性について，WST-1 法を用いて更に検討した

（Fig. 1B）。HispFGF4（0.1 nM）を添加した場合，PEF 
SV40 細胞の増殖は有意（P < 0.01）に促進された。一
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Fig. 1.  Effect of PD173074, an FGF receptor inhibitor, on the growth-promoting activity of HispFGF4 in porcine embryonic 
fibroblast PEF SV40 cells.
(A) PEF SV40 cells were precultured with 10% fetal calf serum in a 24-well plate overnight. Then the cells were further 
cultured with 0.4% calf serum (CS) for a 1-day culture period. The growth-promoting activities of 1 nM HispFGF4 were 
analyzed in the presence of PD173074 (0.01 µM) for a 3-day culture period with 0.4% CS. Then, cell numbers were counted. 
Data are expressed as mean ± SE (n = 6 independent wells). *p < 0.01; significantly different between the presence and 
absence of HispFGF4 or PD173074. The panel is representative of two independent trials.
(B) PEF SV40 cells were cultured in a 96-well plate as indicated in A. The growth-promoting activities of 0.1 nM HispFGF4 
and RhFGF4 were analyzed in the presence of varying concentrations of PD173074 for a 3-day culture period with 0.4% 
CS. WST-1 reagent was added to each well and incubated for an additional 3-hour period. The absorbance was measured 
using a microplate reader at 450/655 nm. Data are expressed as mean ± SE (n = 8 independent wells). *p < 0.01; significantly 
different between the presence and absence of FGF4 or PD173074. The panel is representative of two independent trials.
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方，HispFGF4 と同時に PD173074 を添加することによ
り，PD173074 添加量に依存（0.0001 − 0.01 μM）して
細胞増殖促進効果は有意（P < 0.01）に阻害された。また，
RhFGF4（0.1 nM）を添加した場合にも PEF SV40 細胞
の細胞増殖は有意（P < 0.01）に促進され，PD173074
添加量に依存してこの細胞増殖促進効果は有意（P < 
0.01）に阻害された。
　そこで，代表的な FGFR である FGFR2 の遺伝子発現
について検討したところ，PEF SV40 細胞において当該
遺伝子 mRNA の発現が検出された（Fig. 2）。これらの
結果より，HispFGF4 は FGFR2 に例示される FGFR の
活性化を介して作用することにより，ブタに由来する細
胞の増殖を促進すると考えられる。

的細胞に作用することが示唆された。これらのことよ
り，HispFGF4 はブタにおける FGF4 の作用やその作用
機構を解明する上で有用であると考えられる。今後は
HispFGF4 を用いることにより，ブタ胚における FGF4
と胎盤形成との関連について検討する予定である。
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Fig. 3.  Effect of HispFGF4 on cell growth of mouse embryonic 
fibroblast Balb/c 3T3 cells.
(A) Effects of 1 nM HispFGF4 on cell growth of Balb/c 3T3 cells 
were analyzed as described in the legend of Fig. 1A. Data are 
expressed as mean ± SE (n = 6 independent wells). *p < 0.01 versus 
the control (HispFGF4, 0 nM). The panel is representative of two 
independent trials.
(B) Effects of HispFGF4 on cell growth of Balb/c 3T3 cells were 
analyzed as described in the legend of Fig. 1B. Data are expressed as 
mean ± SE (n = 8 independent wells). *p < 0.01 versus the control 
(HispFGF4, 0 nM). The panel is representative of two independent 
trials.

Fig. 2.   Expression of FGFR2 transcripts in PEF SV40 cells.
The expression of FGFR2 transcripts in PEF SV40 cells was analyzed 
qualitatively by PCR using cDNA (with reverse transcriptase reaction, 
+RT) as a template and RNA prepared from the cells as a negative 
control (without reverse transcriptase reaction, -RT). The size of the 
PCR product was 252 bp.

　次に，HispFGF4 はブタ以外の哺乳動物種の細胞増殖
も促進できるか明らかにするために，代表的な線維芽細
胞株である，マウス胎仔線維芽細胞株 Balb/c 3T3 細胞
の増殖に対する効果を検討した。Fig. 3A に示すように，
72 時間の HispFGF4 添加培養により，Balb/c 3T3 細胞
の細胞数は有意（P < 0.01）に増加した。WST-1 法を用
いてより詳細に HispFGF4 による細胞増殖促進効果を
検討したところ（Fig. 3B），0.001 nM 以上の HispFGF4
添加により，細胞増殖は有意（P < 0.01）に促進される
ことが判明した。我々の以前の研究においても，0.001 
nM 以上の HispFGF4 添加により PEF SV40 細胞の増殖
が有意に促進されている（Sugawara ら , 2013）。これら
の結果は，HispFGF4 はブタ細胞のみならず，他の哺乳
動物種の細胞増殖も促進できることを示している。事実，
成熟型ブタ FGF4（GenBank accession No. AB745732）
とマウス（同 NM_002006）・ヒト（同 NM_002006）・ウ
シ（同 AB633206）に由来する成熟型 FGF4 とのアミノ
酸レベルの相同性はそれぞれ 85・93・95% であり，高
い数値を示す。
　以上に示したように，遺伝子工学的な改変がなされ
ている HispFGF4 は，一般的に知られている FGF シグ
ナル伝達経路，すなわち，FGFR の活性化を介して標
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Summary

Fibroblast growth factor 4 (FGF4) is considered a crucial gene in the development of mammalian 

embryos. We recently determined the coding exons of porcine FGF4 in identified breeds, and produced 

HispFGF4, a 6x histidine-tagged porcine FGF4 (proline31-leucine206), in Escherichia coli. Here, we 

demonstrated a possible mechanism underlying HispFGF4 action in porcine-derived cells. The growth-

promoting activity of HispFGF4 was potently inhibited by PD173074, a representative FGF receptor 

inhibitor, in porcine embryonic fibroblast PEF SV40 cells expressing a transcript encoding FGF receptor 2. 

HispFGF4 also stimulated cell growth of mouse embryonic fibroblast Balb/c 3T3 cells. Taken together, we 

suggest that HispFGF4 is capable of promoting cell growth of porcine-derived cells via an authentic FGF 

signaling pathway, as well as murine-derived cells. We consider that HispFGF4 is useful for analyzing the 

effects of FGF4 and the molecular mechanisms underlying FGF4 actions in the pig.

Key words: cell growth, fibroblast growth factor 4, fibroblast growth factor receptor, PD173074, pig 


