
要

目 的 :パキシリンは細胞骨格蛋自質(68 kD)で ,細

胞基質問接着に伴うチロシンリン酸化は,細胞内シグナ

ル伝達における重要性が推定されている。角膜上皮細胞

において,細胞外マ トリックスの違いにより生じるパキ

シリンのチロシンリン酸化の変化を検討した。

方 法 :ヒ ト角膜上皮細胞をラミニン,フ ィブロネク

チン,IV型 コラーゲン上にそれぞれ播種,培養した.接着

細胞を剥離,溶解 したサンプルを抗パキシリン抗体で免

疫沈降し,western blotting法 でリン酸化されたパキシ

リンを検出した.

結 果 :ラ ミニン上では培養時間に依存してパキシリ

ンのリン酸化が九進 し,培養後 24時間で最大値を示 し
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た。フィブロネクチン上では培養後 6時間を最大とする

一過性の九進がみられ,フ ィブロネクチン濃度に依存 し

て リン酸化の克進があった。IV型 コラーゲン上では,培

養時間および IV型 コラーゲン濃度に反応するパキシリ

ンの リン酸化は緩徐であった。

結 論 :細胞外マ トリックスがパキシリンのリン酸化

を通 して,角膜上皮細胞に何 らかのシグナルを与えてい

る可 能 性 が考 え られ た。(日 眼 会 誌 103:722-728,
1999)

キーワード:細胞外マ トリックス,角膜上皮細胞,パキシ

リン,チ ロシンリン酸化

ラミニン,フ ィブロネクチンおよび IV型 コラーゲンに対する

ヒト角膜上皮細胞パキシリンリン酸化の差異
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Abstract
Purpose : To understand the interaction of cor- tured on various concentrations of laminin, paxillin

neal epithelial cells with laminin, fibronectin, and was up-regulated in phosphorylation in a dose-de-
collagen type IY, major components of basement pendent fashion. On a fibronectin matrix, tyrosine
membrane, we investigated whether tyrosine phos- phosphorylation of paxillin increased in a time-de-
phorylation of paxillin was increased during attach- pendent fashion and peak time point was 6 hours of
ment of these cells to matrix proteins. Paxillin is one cultivation. Paxillin was up-regulated in tyrosine
of the focal atlhesion proteins and it is tyrosine phosphorylation in direct relation with the fi-
phosphrylated during cell adhesion. bronectin concentration. On a type IV collagen ma-

Methods: SV 40-transformed human corneal epi- trix, tyrosine phosphorylation of paxillin increased
thelial (HCE) cells were plated on these extracellular in relation to time, but not so rapidly as cultures on
matrix proteins and incubated. The cellular lysates a laminin or fibronectin matrix.
were submitted to immunoprecipitation and western Conclusion : Differential tyrosine phosphoryla-

blotting to determine tyrosine phosphorylation of tion of paxillin may have been caused by different
paxillin. extracellular matrix proteins. (J Jpn Ophthalmol Soc

Results: When the cells were plated on laminin 103:722-728, 1999)

matrix, the stained band indicating tyrosine phos-

phorylated paxillin increased in proportion to culti- Key words: Extracellular matrix, Corneal epithelial
vation periods. The increase was significant at 6 to cells, Paxillin, Tyrosine phosphoryla-
24 hours of cultivation. When HCE cells were cul- tion
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I緒  言

角膜上皮細胞は,基底膜を構築する細胞外マ トリック

スを基質として接着することにより,その細胞の形態や

機能が維持されている。細胞外マ トリックスは細胞を物

理的に支持 し,組織や器官の形成に役立つだけでなく,細

胞表層のインテグリンと呼ばれる受容体を介 して細胞外

マトリックス独自の情報を細胞内に送ることによって分

化,増殖などの基本的な細胞機能を制御していることが

明らかになってきた1)2)。

角膜上皮細胞には,細胞外マ トリックスに対する受容

体,す なわち,イ ンテグリンが存在し,細胞外マ トリック

スからのシグナルはインテグリンを介 して伝えられ

る坤).イ ンテグリンと細胞外マ トリックスの結合が,角

膜上皮細胞の接着,伸展,移 動の作動系 として重要であ

る".パ キシリンは細胞 と基質との接着部に存在する分

子量 68 kDの 細胞骨格系の蛋白質で6),細
胞基質問接着

に伴ってチロシンリン酸化される7)8)こ とから,イ ンテグ

リンを介する細胞内シグナル伝達における重要性が推定

されている。)～ 11).

一方,細胞機能は種々の細胞内情報伝達物質により制

御されてお り,細胞内情報伝達において蛋自リン酸化酵

素群であるチロシンリン酸化酵素が重要である,2).本
研

究では細胞外マ トリックスが持続的に角膜上皮細胞に与

える影響を比較するために,パ キシリンの細胞内チロシ

ンリン酸化状態の変化を指標に検討した。

II実 験 方 法

1.細胞外マ トリックスのコー トと綱胞培養

ラ ミニ ン(EHS sarcoma由 来,Collaborative Blomedi―

cal Products,Bedお rd),フ ィブロネクチン(human plas―

ma,Boehringer Mannheim),IV型 コラーゲン(新田ゼラ

チン)を それぞれリン酸緩衝生理食塩水 (phosphate bui

ered saline,PBS)で 希釈 した。これらを細胞培養プレー

ト(100 mm径 ,Colaborative Biomedical Products,Bed―

おrd)の 底面が完全に覆われるように加えた。37℃ で 1

時間インキュベーションした後,細胞の非特異的な接着

を防ぐため,0.1%ウ シ胎仔血清 (FCS)ア ルブミンでさら

に 37℃ で 1時間インキュベーションした.PBSで洗浄

して各実験に用いた。

SV-40ア デノウイルス recOmbinantベ クターにより

不死化させたヒト角膜上皮細胞 (SV-40 transbrmed hu―

man corneal epithelial cell,HCE細 胞)は ,正 常角膜上皮

細胞の性質を保持した細胞でB),supplemented hormone

epithelial medium(SHEM培 地,15%FCS,5 μg/ml insu―

lin,0.l μg/ml cholera toxin,10 ng/ml human epidermal

growth factor(EGF),0.5%dimetyl sulfoxide,40 μg/ml

gentamicin―DMEM/F12)で 培養13)し て本研究に用い

た。それぞれの細胞外マトリックスを予めコートした培
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養プレー トに継代培養 したHCE細胞を播種 し,無血清

培養液(Ddbec∞―mod五ed Eaまゞ medlln,DMEM,GIⅨ〕0)

で種々の期間培養した。

2.間接蛍光抗体法によるパキシリンの局在

HCE細胞におけるパキシリンの局在を問接蛍光抗体

法を用いて確認 した。スライ ドグラス上にHCE細 胞を

播種 し,24時間培養後アセ トン固定 した。一次抗体に抗

パキシリンモノクローナル抗体 (Transduction Labora―

tories,250倍 希 釈),二 次 抗 体 に■uorescein isothiocy―

anate(FITC)標 識ヤギ抗マウス IgG抗体 (Cappel,West

Chester,500倍 希釈)を用いた。抗体の希釈には1%FCS
アルブミンを添加したPBSを 用いた.

3.パキシリンのチロシンリン酸化の検討

培養終了後,そ れぞれの培養プレー トを氷冷したPBS

で 2回洗浄し,l mlの細胞溶解液 (1%Triton X,150 mM

NaCl,10■ 1ゝ/1′I｀ ris― IICl,2 rnNI ethylendianlinetetraace‐

tic acid(EDTA),50 mM NaF,l mM phenyl methyl sul―

おnyl■uoride(PMSF),l mM Na3V04,pH 7.5)を 加 え,接

着した細胞を剥離,溶解 した。溶解液を回収 し15,000回

転,4℃ 3分間で遠心後,上清をサンプルとした。各サンプ

ル中の蛋白量は蛋自アッセイキット(BIO― RAD,Brad―

brd法による)を 用いて測定 し,等量になるよう補正 し

た。

これらのサンプルに抗パキシリンモノクローナル抗体

(Transduction Laboratories)5 μgを 添加 し,4℃ で一晩

免疫沈降した。Protein G sepharose(Pharmacia)を 加え,

さらに 1時間 4℃ で反応させた。遠心後,ゲルを細胞溶解

液l mlで 3回 洗浄 した。Sodium dodecyl sulfate/poly―

acrylamide gd(SDS/PAGE)sample burer(第 一 化 学 )

20 μlを添加し5分間煮沸後,SDS/PAGE(4～ 20%acryl―

amide geDで展開し,PVDF膜 (Millipore,Marboro)に 転

写した。転写後ブロッキングバッファー(10 mM Tris,

pH 7.5,100 mM NaCl,0.1%Tween 20)で 一 晩 4℃ で ブ

ロッキングした後,抗 リン酸化チロシンモノクローナル

抗 体(RC 20,Transduction Laboratories,2,500倍 希釈)

を用いて,イ ムノブロティングを行った.バ ンドの検出に

は ECL(enhanced chemlluminescence,Amersham)を 用

いた。検出後に, これらの PVDF膜 をrehybridyzatiOn

burer(0.2 M Tris HCl,pH 7.4,0.1%Tween 20)で 一 晩 4

℃で洗浄処理 し,再 度,抗パキシリン抗体 (104倍 希釈)で

イムノブロットを行った。バンドの検出には同様にECL
を用いた。デンシトメータ値によりそれぞれの蛋白量が

等量であることを確認した。

4.統計学的方法

いずれの実験 も4回繰 り返 し,値 は平均値±標準誤差

で表し,多重比較 (Dunnett法 )で検討した.

ⅡI結  果

培養したHCE細胞の形状は位相差顕微鏡で確認した
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図 lA ヒト角膜上皮細胞 (HCE細胞)の形態 .

培養 した HCE細胞の形態を位相差顕微鏡で観察 した

(200倍 ).

図 lB HCE細 胞におけるパキシリンの局在 .

パキシリンは角膜上皮細胞の先端部に存在 し,線状 に染

色された。バーは 40 μm

図lC HCE細胞におけるパキシリンの局在 .

パキシリンは角膜上皮細胞の先端部に存在し,線状に染

色された。バーは 20 μm

(図 lA).パ キシリンは細胞膜と細胞骨格の間に存在 し,

裏打ち構造を取るため仲展していく細胞の先端に線状に

集積する。HCE細胞においてパキシリンは細胞の先端部

に存在し,線状の染色が確認できた (図 lB,C)。

* *

3    6    12    24

Culture periOdS(hrS)

図 2 ラミニン上でのパキシリンのチロシンリン酸化強

度の経時変化 .

A:ラ ミニンコー ト上で HCE細 胞を 1～ 24時 間培養

した.細胞溶解液を抗パキシリン抗体で免疫沈降 し,

sOdium dOdecyl sulfate/polyacrylamide gel(SDS/

PAGE)で展開後,チ ロシンリン酸化された蛋白質を検

出した(上段).再度,抗パキシリン抗体でイムノブロッ

トを行い,パキシリンの蛋白量を確認した(下段).

B:デンシトメータで解析した実測値の平均を示す。

培養後 1時 間でのリン酸化レベルと比較した。N=4,平

均値±標準誤差,*:p<0.01

1.ラ ミニンマ トリックスに対するパキシリンのチロ

シンリン酸化

ラミニンヘの接着に伴ってパキシリンのチロシンリン

酸化が充進するかを検討 した。10 μg/mlの 濃度でラミニ

ンをコー トした培養皿にHCE細胞を播種 し,種 々の時

間(1,3,6,12,24時 間)培養 した.培 養時間に依存 してパ

キシリンのリン酸化は充進し6時間後プラ トーに達 し,

検討した24時 間まで高い値を示した。再度抗パキシリン

抗体でイムノブロットを行い,各サンプルの蛋自量を確

認したが各群間で差はなかった (図 2A).各培養時間で

のパキシリンリン酸化強度の平均値をグラフに表 し,培

養 1時 間後のリン酸化 レベルと比較すると,6時 間後に

有意にリン酸化の尤進がみられ,24時間で最大値を示 し

た(図 2B)。

次に,ラ ミニンの濃度変化がパキシリンのリン酸化に

与える影響を検討するため,種 々の濃度 (1,5,10,25,50

μg/ml)の ラミニン上で,HCE細 胞を24時 間培養 した。

A
Culture periOdS(hrS)

3      6      12
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A

0     1     5     10    25    50
laminin(μg/ml)

図 3 ラミニン濃度に対するパキシリンのチロシンリン

酸化 .

A:HCE細 胞を種々の濃度 (0,1,5,10,25,50 μg/ml)

のラミニン上で24時 間培養した.細胞溶解液を抗パキ

シリン抗体で免疫沈降し,SDS/PAGEで展開後,チ ロ

シンリン酸化された蛋白質を検出した(上段).再度,抗

パキシリン抗体でイムノブロットを行い,パ キシリン

の蛋自量を確認した(下段).

B:デ ンシトメータで解析 した実測値の平均を示す。0

μg/ml(対 照)でのリン酸化レベルと比較した.N=4,平

均値±標準誤差,*:p<o.ol

濃度に依存してリン酸化レベルの上昇がみられた(図 3

A).対照(Oμノml)でのリン酸化 レベルと比較すると,5

～25 μg/mlの濃度範囲で有意なリン酸化の充進が起こ

り,50 μg/mlの 高濃度ではリン酸化の減少がみられた。

各群での平均値をグラフに表した(図 3B).

2.フ ィブロネクチンマトリックスに対するパキシリ

ンのチロシンリン酸化

10 μg/mlの濃度でコートしたフイブロネクチン上で,

HCE細胞を種々の時間(1,3,6,12,24時 間)培 養した。経

時的にパキシリンのリン酸化が充進し,6時間で最大値

を示し,12,24時間では逆に低下する傾向がみられた(図

4A).4回 の実験の平均値を,培養後 1時間でのリン酸化

レベルと比較した(図 4B).

コートしたフイブロネクチンの濃度とパキシリンリン

酸化の影響を知るため,種 々の濃度Q,5,10,25,50μ ノ

ml)の フィブロネクチン上でHCE細胞を12時 間培養し

た。濃度依存性にリン酸化レベルの上昇がみられ,25～ 50

μg/mlで最大値を示した(図 5A).対照(O μg/ml)でのリ

ン酸化レベルと比較すると,今回検討した濃度範囲では

フィブロネクチンが高濃度であるほどパキシリンのリン

culture periods (hrs)

3 12 24

-68kDa

paxlllin

B  4
ヤ

3    6    12   24

Culture periOdS(hrS)

図 4 フィプロネクチン上でのパキシリンのチロシンリ

ン酸化強度の経時変化 .

A:フ イブロネクチ ンコー ト上で HCE細胞 を 1～24

時間培養 した.細胞溶解液を抗パキシリン抗体で免疫

沈降 し,SDS/PAGEで展開後,チ ロシンリン酸化 され

た蛋白質を検出した(上段).再度抗パキシリン抗体で

イムノブロットを行い,パ キシリンの蛋白量を確認 し

た (下段).

B:デ ンシ トメータでの解析値を示す.各 時間での実

測値の平均を,培養後 1時間でのリン酸化 レベルと比

較 した.N=4,平均値±標準誤差,*:p<0.01

酸化は促進されていた (図 5B).

3.IV型コラーゲンに対するパキシリンのチロシンリ

ン酸化

同様に 10 μg/mlに コー トしたコラーゲン上で,HCE
細胞を 1～24時間それぞれ培養 した.時 間経過に反応す

るパキシリンのリン酸化変化は緩徐で (図 6A)培養 6時

間後に有意に克進し,その後,徐 々に克進して 24時 間で

最大値 を示 した(図 6B)。 しか しなが ら,ラ ミニ ン上や

フイブロネクチン上でのような程度のパキシリンのリン

酸化はなかった。次に,IV型 コラーゲンの濃度と,パ キシ

リンリン酸化の影響を検討 した。IV型 コラーゲン上 (1,

5,10,25,50μ ノml)で,HCE細胞を24時間培養した(図

7A).対照(O μg/ml)と 比較すると,10 μg/mlで有意にパ

キシリンのリン酸化充進がみられたが,こ れよりIV型

コラーダンが高濃度であっても,著 明な充進はなく,変化

は緩徐であった(図 7B)。 なお,細 胞外マ トリックスを

コー トしない培養プレート上ではパキシリンのチロシン

リン酸化 レベルに経時的な変化はなく,影響 を与 えな
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図 5 フイブロネクチン濃度に対するパキシリンのチロ

シンリン酸化 .

A:HCE細 胞を種々のiり農度(0,1,5,10,25,50 μg/ml)

のフイブロネクチン上で12時間培養した。細胞溶解液

を抗パキシリン抗体で免疫沈降し,SDS/PAGEで展開

後,チ ロシンリン酸化された蛋自質を検出した(上段).

再度抗パキシリン抗体でイムノブロットを行い,パ キ

シリンの蛋白量を確認 した (下段).

B:デ ンシ トメータでの解析値を示す。実測値の平均

をO μg/ml(対 照)でのリン酸化レベルと比較 した。N
=4,平均値±標準誤差,*:p<0.01

かったため,今 回の反応はHCE細胞が各細胞外マ ト

リックスに反応して惹き起こされたリン酸化変化と考え

た。

IV考  按

今回の研究で,角膜上皮細胞は基底膜を構成するラミ

ニン,フ ィブロネクチン,IV型 コラーゲンに反応 し,基底

膜成分の違いによって,分子量 68 kD付近のパキシリン

のリン酸化に変化がみられた。チロシンリン酸化を受け

たパキシリンは mobility changeを 来すため,幅 の広い

バンドになると報告
14)さ れている。今回の研究でもパキ

シリンは幅の広いバンドとして検出され,そ の強度は

フィブロネクチ ン,ラ ミニ ン,IV型 コラーゲ ンの順で

あった.ラ ミニン上では,時 間経過とともにパキシリンリ

ン酸化が著明に克進した。フィブロネクチン上では,時間

経過に対するパキシリンリン酸化の充進は速やかで,6

時間を最大とする一過性の克進がみられた。また,フ ィブ

ロネクチンが高濃度であるほどリン酸化は克進 してい

た.IV型 コラーゲン上では,時間経過および濃度変化に

対するパキシリンのリン酸化反応は緩徐であった。
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図 6 1V型 コラーゲン上でのパキシリンのチロシンリ

ン酸化強度の経時変化 .

A:IV型 コラーゲンコー ト上で HCE細胞を 1～ 24時

間培養した。細胞溶解液を抗パキシリン抗体で免疫沈

降しSDS/PAGEで 展開後,チ ロシンリン酸化された

蛋白質を検出した (上段).再度抗パキシリン抗体でイ

ムノブロットを行い,パ キシリンの蛋白量を確認した

(下段).

B:デ ンシトメータでの解析値を示す.各時間での実

測値の平均を,培養後 1時間でのリン酸化レベルと比

較した。N=4,平均値±標準誤差,*:p<0.01

ラミニン,IV型 コラーゲンは,基底膜の主要な構成成

分で,正常角膜上皮に存在する15)“ ).フ ィブロネクチンは

角膜上皮剥離や実質切開の際,直ちに創部表面に出現 し,

周辺の上皮細胞の一時的な基質として伸展移動を促進さ

せる。その後,創部を上皮細胞が被覆すると速やかに消失

する17)ヽ 助。今回の結果,フ ィブロネクチンが最も早い時

期から反応してお り,フ ィブロネクチンが細胞の接着に

最も重要であることを推定するものと考えられる。

今回の研究では,ラ ミニン,フ ィブロネクチン,IV型 コ

ラーゲンヘの反応時間と濃度をそれぞれ変えて,パ キシ

リンのリン酸化状態の差異を検討したが,こ れらは微小

環境の変化,す なわち細胞外マトリックスの量的異常,質

的異常に対する反応を反映していると考える。

細胞の接着には,イ ンテグリンを介した裏打ち蛋白質

のリン酸化が重要である12)20).イ ンテグリンを介 したパ

キシリンのリン酸化は細胞内シグナル伝達における重要

性が推定されている6)～ 8)。 チロシンリン酸化されたパキ

シリンは,細胞の形態変化や移動に関与 していると考え

1年■■,|
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いる間でのリン酸化を検討 したが,一般に細胞内蛋自の

チロシンリン酸化反応は,細胞の形態学的変化に先行 し

て誘導されるため,新 しく合成された蛋自質が関与 して

いる可能性 も考えられる。早期でのリン酸化反応につい

ても検討する必要があると思われた.接着機構の解析 に

は,イ ンテグリンを介 した細胞機能のみならず,細胞外マ

トリックスとの反応性についても考慮する必要がある。

角膜上皮細胞は基底膜を構成するマ トリックス成分の

違いに反応 し,パキシリンリン酸化のピークの時間,お よ

びマ トリックスの濃度が異なっている点は興味深 く,少

なくとも細胞外マ トリックスがパキシリンのリン酸化を

通 して,角 膜上皮細胞に何 らかのシグナルを与えている

可能性が考えられ,そ の差異について報告 した.

稿を終えるに当たり,本研究に際しご指導とご校閲を賜 り

ました山口大学医学部眼科学教室の西田輝夫教授に深謝いた

します.ヒ ト角膜上皮細胞の提供をいただいた市立豊中病院

眼科の佐々木かおる先生に感謝いたします。研究全般にわた

り,ご指導いただいた教室の中村雅胤博士に心から謝意を表

します。
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図7 1V型 コラーゲン濃度に対するパキシリンのチロ

シンリン酸化.

A:HCE細胞を種々の濃度(0,1,5,10,25,50 μg/ml)

の IV型 コラーゲン上で 24時間培養した.細胞溶解液

を抗パキシリン抗体で免疫沈降し,SDS/PAGEで展開

後,チ ロシンリン酸化された蛋白質を検出した(上段).

再度抗パキシリン抗体でイムノブロットを行い,パ キ

シリンの蛋白量を確認した(下段).

B:デンシトメータでの解析値を示す。実測値の平均

を O μg/ml(対 照)で のリン酸化レベルと比較 した。N
=4,平均値±標準誤差,*:p<0.01

られてお り
9),胎

児発生においてリン酸化される蛋白質

の主要なものであることから器官形成に関与していると

いう報告7)21)も ある.

インテグリンは細胞外マトリックスのリガンド分子と

結合する3)_方 で,細胞内ではパキシリンなどの蛋白質
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際,イ
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1)な どは,創傷治癒を促進する23)2).細
胞接着制御機構に

おいて,細胞―細胞外マ トリックスとの反応が細胞の機

械的な接着のみに関わるのではなく,シ グナル伝達分子

としても機能することが考えられる。

今回,パ キシリンのリン酸化を指標に各細胞外マ ト

リックスの影響を検討したが,こ のリン酸化 レベルの変

動が実際の病態とどのような関係があるのかは不明であ

る。また,今回の研究では各細胞外マ トリックスに細胞を

24時間の長時間にわたって作用させ,細胞外マ トリック

スが角膜上皮細胞に対して持続的に反応の場を提供して
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