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第 1
1

緒　論

章

　　多細胞生物を形成している細胞の犬半は､協調的な相互作用によって組織と呼ば

れる集団を形成し､これが集合してより大きな機能単位である器官を形成している｡

しかし､組織や器官は細胞だけでできているのではなく､その体積の相当部分は細

胞外空間で占められており､その大部分は細胞外マトリックス(Extrace11山r　matrix)と

呼ばれる巨大分子の網目構造によって満たされている｡このマトリックスは､周囲

の細胞が分泌した多糖類とタンパク質が集合して複雑な網状構造を形成したもので

ある｡これらは､細胞の分化や増殖､あるいは遊走を制御して組織形成を助けるだ

けでなく､細胞間の情報交換の場としても重要な働きをしている(1)｡

　細胞外マトリックスを構成する巨大分子としては､大きく分けて次の3狸類が挙げ

られる｡第1群の分子はグリコサミノグリカン類(GAG)と呼ばれる多糖類で､二糖か

らなる基本単位が分岐なしに数千回も繰り返したもので､二糖のひとつがアミノ糖

であるためにこの総称がある｡これらは､コア･タンパク質と桔合してプロテオグ

リカンの形で存在することが多い｡ともに多量の水を保持してゲル状になり､栄養

分､代謝産物､ホルモンを血液から組織中に拡散させるために重要である｡第2群は

コラーゲンやエラスチンなどの繊維性タンパク質で､細胞外マトリックスの骨格構

造を形成し､組織の物理的強度を生み出すために重要である｡コラーゲンは細胞外

マトリックスの中で量的に最も多い成分であり､19種類の型からなるコラーゲン･

ファミリーを形成して各種組織の物理的および機能的な特徴を生み出している｡何

れの型も基本的には強固な三重鎖構造を持つ基本分子を形成するが､それらが型ご

とに独自の会合様式で高次の会合体を形成し､特徴的な機能を果たしている｡ゴム

状の伸縮特性を持つエラスチン繊維は､コラーゲン繊維に混在して組織に弾性を与

える働きをしている｡第3群はフィプロネクチンやラミニンなどの接着性糖タンパク

質で､コラーゲンが形成するマトリックス骨格に結合するとともに､細胞表面の受

容体(インテグリン)と相互作用して､細胞と細胞外マトリックスとのインターフェイ

スの役割を果たしている｡

　動物組織は､細胞外マトリックス成分の種類､およびそれらと構成細胞の相互作
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用の観点から､結合組織(間充織)と上皮(内皮)組織の二つに大別できる｡結合組織は

脊椎勣物の体の枠組みを作っており､その會量は苔官によって大きく異なる｡例え

ば､皮膚や骨のほとんどは結合組織から成るが､脳や脊髄には少量しかない｡結合

組織には細胞外マド仁ックスが豊富に存在レ細胞はその海の中に浮かんでいる島

に例えられる(Fig,　1-　1).一般的に､結合祖織にはI型コラーゲンなどの繊維状ポリマ

ーが多く､これが物理的ストレスから組織細胞を保康している｡この細胞外マトリ

ックス分子の種類､量および存在様式は結合組織の機能に応じて著しく異なってお

り､驚くほどの多様性を持っている｡骨や歯のように石灰化して石のように囚い物

性を構築している場合もあればj角膜のように透明な細胞外マドJックスを形成し

ている場合もあり､腱では強い張力に耐えられる構造を作っている｡一方､上皮(内

皮)組織では細胞同士が側面で密に結合したシート状構造を形成している｡結合祖織

と比較して紺胞外マトリックス含量は少ないが､上皮(内皮)細胞が形成しているシー

ト状構造を裏打ちするとともに､結合組織と上皮(内皮)組織を隔てている膜状の細胞

外マトリックスが存在している｡この細胞外マトリックスの特殊型は基底膜(b　as　al

lamjna)と呼ばれている(2)｡

　基底膜は上皮細胞や内皮細胞を裏打ちし､筋繊維､脂肪細胞や末梢神経絹胞など

を取り囲んでいるタンパク質の丈夫なシートであり､これらの細胞を隣接細胞から

隔てるためのバリアーとしても慟いている(Fig圭2).基底膜の機能は非常に多岐にわ

たっている｡例えば､発生過程や腫傷形成過程のように細胞が急激に増加する時に

は､基底膜も組織再構築に巡動して新たに再形成される｡また､基底膜は細胞遊走

に対する選択的な障壁として働くことが知られている｡例えば､上皮(内皮)細胞は基

底膜の存在のために結合祖織に侵入するできないが､マクロファージや白血球は基

底膜を貫通して遊走したり伸展することができる(3)｡腎糸球体基底膜のように､血

漿中の水や低分子を選択的に濾過して尿としてボーマン貴腔から尿細管へ送り出す

積極的な生理機能を持っている場合もある㈲｡さらに､基底膜は傷害を受けた組織

の修復にも重要な役割を果たしている｡筋肉､神経あるいは上皮組織が傷害を受け

た場合には､残った基底膜が新規に遊走してくる細胞に足場を扱供し､組織修復の

案内役として働くことがある｡このような基底膜を介した修復機構の例として､筋

肉細胞に剌激伝達を行う運勁神経細胞の神経一筋肉接合部位の再生機構が挙げられる

(5,6)｡運動神経勅索と筋肉の接合部位であるシナプスには基底膜が存在し､これが

シナプスを介して周辺構造の空間的配薇を規定する能力を持っている｡例えぱ､筋

肉細胞の再生過程では損傷後に残った基底膜を基礎に再生が起こり､細胞膜上のア
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Fig.　1'I　The　connective　tissue　underlying　an　epithelial　cell　sheet.

lt　consists　largely　of　extracellular　matrix　that　is　secreted　by　the　fibroblasts.
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匹足

conneCtlve　tlssue

KIDNEY　GLOMERULUS

epit㈲lial　cell

mu丈le　ce目plasma　membrane

LUMEN

basa目amina

endothelial　ce11

basa目amina

Fig.　1-2　Three　ways　in　which　basal　laminae　{black　lines〕are　organized,

They　surroud　certain　cells　(such　as　musde　cells),underlie　ePithelial　cell　sheets/

and　are　interposed　between　two　cell　sheets　〔as　in　the　kidney　glomerulus)｡Note

that　in　the　kidney　glomerulus　both　cell　sheets　have　gaPs　in　them,　,so　that　the

basal　lamina　serves　as　the　Permeability　barrier　determining　which　molecules　wil1

Pass　into　the　urine　from　the　blood.
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セチルコリンレセプターも､基底膜中でアセチルコリンエステラーゼが濃縮されて

いた部位に再生される｡一方､神経軸策の筋肉細胞への伸展とシナプス再生の場合

にも､残った基底膜上のアセチルコリンエステラーゼの濃縮部位に向けて紬策が仲

展してシナプスが再生される｡この他にも､基底膜は細胞の表裏極性の決定や細胞

分化促進などの広い意味での遺伝子発現刎御に巫要な働きをしている(7-12)｡

　基底膜の構成タンパク質は組織の種類やそれらの体内部位によって大きく異なる

が､主成分としてラミニン､IV型コラーゲン､ナイドジェンノエンタクチン､ヘパラ

ン硫酸プロテオグリカンなどが挙げられる｡ラミニンは上皮(内皮)細胞の基底膜への

接着を促す糖タンパク質であり､上皮(内皮)細胞の機能形成とその刎御に最も俎要な

基底膜成分である(13-16).ラミニン分子は(z､βおよびT鎖の三本のサブユニットから

なり､各鎖はジスルフィド結合して三量体を形成する(Fig圭3)｡現在までに､ヒトと

マウスで合わせて5種類のa鎖(al~a5)､3種類のp鎖(帥~閃)および2種類のT鎖(TI~

界)がクローニングされており､それらが様々に組み合わされた7種類の会合体(ラミ

ニンー1から-フ)の存在が確認されいる(Figふ4)(17)｡これらが特定の発生時期に組織特

異的に発現して独自の機能を果たしていると考えられる(18-20)｡ニワトリ(21,22)､

カエル(23,24)､ショウジョウバエ(Doso帥ぬm出7joμs池･)(25-27)､ヒドラ(吟趾,

v以ga示)(28)､ヒル(扨a心meぶ油a挺)(29)､ウニ(30)およびクラゲ(30)でもラミニン

がクローニングされており､ラミニンの構造が機能進化の過程で大切に保存されて

きたことを示唆している｡

　マウスEngelbreth-Holm-Swarm(EHS)腫傷の基底膜成分として大量に人手できるため

に最もよく研究されているラミニンーIは､al(400kDa)､βI(220km)およびTI(210kDa)

鎖の三種類のサブユニットが各鎖のa,ヘリカルドメイン(長腕部位)で三本鎖コイルド

コイル構造を形成して会合し､全体で一本の長腕と三本の短腕からなる十宇架構造

をした分子量約900kDaの巨大分子である(Fig.I-3)(31-33)｡各鎖は15~30%の主として

N結合型糖鎖を持ち､その含量はal鎖に比軟的多い｡各鎖には1からVIのドメインが

共通にあり､p1鎖にはドメインIとIIの間にEループがヽ(xl鎖ではドメインIIIとlvが

二度繰り返されているとともにC末端にはG1からG5からなるドメインGが付け加わ

っている｡ドメインIVとVIはアミノ酸配列からも電顕像からも球状構造をとること

が判っている｡ドメインIIIとVには8個のシステインが6残基ごとに並ぶEGF(epidermal

growth　factor)に似た50残基からなる繰り返し配列がありヽ祈り畳まれたペプチドがジ

5
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Fig.　1“3　The　domain　stnλcture　of　laminin.

Each　molecule　contains　three　chains　of　types　a,　p　and　T･Domains　l　and　ll　are

helical　and　form　the　coiled'coil　of　the　long　arm.　a'1ooP　seParates　domains　l　and　ll

in　the　9とhains.　Domains　IIl　and　v　contain　varying　numbers　of　conserved

cysteine‘rich　rePeats,　and　domains　Iv　and　vl　form　globular　structures.　The

carboxyl-terminal　domain　G　of　the　a　chains　contains　five　homologous　intema1

repeats.
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1n　the　uPper　row.　Those　laminins　which　are　truncated,　lacking　one　or　more
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スルフィド結合で安定化された棒状構造を作っている｡各鎖の会合部位であるドメ

インIとIIには､その配列をa-ヘリックスに見たててC末端から見ると､7残基ごとの

アミノ鼓からなる4プタドリピート(heptad　repeat)が豊富にある(Figふ5).この配列に

は(a-　b･　c･d･ef　g玉と表せる規則性がありヽaとdの位盾には疎水性アミノ酸が､bとcお

よびfの位瀧には親水性アミノ酸が､eとgの位殼には荷電アミノ酸が頻出して､疎水

性結合とイオン結合で各鎖が会合する三疸コイルドコイル構造を作りやすい｡また､

各鎖には全体で100残基を越えるシステインがあるにもかかわらず､ドメインIとIIに

は合わせて各鎖3個のシステインしかない｡これらのシステインは各鎖のドメインI

のC末端に各1個､ドメインIIのN末端に各2徊が鎖間で互いに近傍にあり､ジスルフ

ィド結合による正しい鎖間会合の確定と安定化に重要な慟きをしていると考えられ

る.p1鎖のドメインIとIIの間にあるEループは､コイルドコイル構造からループア

ウトしてジスルフィド結合で析り畳まれている｡(xl鎖のC末端にあるドメインGにあ

るGIからG5の単位は相同性の高い繰り返しで､電顕像では十字架構造の長腕端に全

体で大きな球状構造を作っている｡各鎖のN末端のドメインVIの領城ではラミニン分

子間の会合が起こり､これらが垂合してラミニン･ネットワークを形成する(F略ト6)

(34-39).このラミニン･ネットワークは71鎖のドメインIIIの領域でナイドジェン/ふ

ンタクチンを介してIV型コラーゲン･ネットワークに連結されている(40,41)｡

　ラミニンやコラーゲンなどの紺胞外マトリックスを構成するタンパク質の多くは､

数個のサブユニットが選択的に会合して構造的に安定な巨大分子単位を形成してい

る｡とれらのタンパク質はそれら白身､あるいは様々な細胞外マトリックスタンパ

ク質と会合して超分子ネットワークを形成し､細胞外マトリックス骨格を形成して

いる｡これら細胞外マトリックスタンパク質のサブユニット会合は､この段階的会

合過程の最初の重要なステップであるといえる｡ラミニンのサブユニットの会合に

関しては､当研究室において､ラミニンーIを大量に合成･分泌する胎児性癌細胞F9

を用いて以下に要約される機構を仕界に先駆けて明らかにした(Fig｡1-フ)(42)｡1)翻訳

と同時にN結合型の糖鎖修飾を受けた各鎖は祖面小胞体内で析り畳まれるとともに鎖

内ジスルフィド結合をつくるが､ドメインIと11のシステインは未反応のまま残る｡2)

各鎖がヘプタドリピートに導かれてランダムな鎖間会合を行うが､正しい鎖間ジス

ルフィド結合ができない会合は解離する｡3)最初の鎖間ジスルフィド結合はplとTI

鎖のドメインIのc末端のシステイン間で形成される｡4)正しいpl-TI二量体が形成さ

,●

●



o　　　【nml　　　O､5

Fig.　1“5　Projedion　of　a　three'stranded　a'helical　coiled゛co11,　0ne　heptad　each,

viewed　from　the　COOH　termjinus｡

A　distance　of　1.0　nm　is　assumed　between　the　helix　axes･　The　clustering　of

hydroPhobic　side　chains　(f111ed　drdes〕and　electrostatic　interactions　〔dashed

drdes)are　schematically　indicated,　Side　chain　in　PosiUons　b,　c　and　f　are　located　at

the　surface　and　are　normally　polar　or　charged　〔oPen　cirdes)｡
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Fig.　1-6　Three-arm　interaction　hypothesis　for　laminin　self″assemb吊

The　N'terminal　regions　of　all　three　short　arms　PartidPate　to　form　a　caldum'

dePendent　Polymer　bond/With　such　a　Polymerization　medlanism,　the　free　ends

would　be　free　to　join　their　resPecti゛e　Pa比nersjorming　a　Polymer　with　complete

and　equimolar　consumPtion　of　free　arms.　The　long　arm　would　normaly　be　free

then　to　partidpate　in　cell　and　glycosaminoglycan　interactions.
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Fig∠1`7Modelofpost七anslational　assembly　and　glycosylation　of　laminin

subunits｡

Laminin　chain　mRNAs　are　translated　into　individual　chain　unglycosylated

monomers,which　ajre　then　glycosylated.　Heterodimers　〔β7)assemble　before　the

addition　of　the　a　chain.　0nly　heterotrimers　are　secretedパCHO〕9;　core

oligosaccharide　side　chain.
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れると､ヘプタドリピート含量の少ないal鎖の会合が促進され､三俎コイルドコイ

ル構造がドメインIIのN末端まで伸長し､ここで各鎖二個のシステインが正し《配向

して､al弔1､pl-TIとTI-a1鎖間のジスルフィド結合が形成される｡5)会合を完丁し

た複合体だけが選択的にゴルジ体に輸送され､側鎖の修飾を受けて細胞外に分泌さ

れる.他方､Engelらはラミニン,1のプロテアーゼ消化断片(E8;ドメインIのC末端より

約60%を含む)を用いた仙泊｡の再構成実験で､3.5~4.0Mの尿素存在下で失われるE8

断片部分のコイルドコイル構造は､尿素を除去することによって完全に復元するこ

とを示した(43,44)｡これはE8断片領域のみでラミニン鎖の会合が行われたことを示

している｡また､この時にシステイン残基をアルキル化しても会合が進むことを示

し､ジスルフィド結合は鎖間会合の駆勣力ではな《会合体を安定化する作用を待つ

ことを示唆した｡またBeckらは､各鎖のドメインIとIIのヘプタドリピート配列を詳

細に解析し､鎖間の疎水性結合とイオン結合をスコア化することにより､1)pl-T1鎖

間の会合が最も起こりやすいこと､2)会合の駆勁力としては鎖間の疎水性結合が機

能しており､会合の選択性を決めているのはイオン性結合であることを示した(45)｡

さらにYamadaらは､組み換え体タンパク質や合成ペプチドを用いた実験から､(x2と

β1およびTI鎖の長腕のC末端にβ1-T1二量体形成に必須なアミノ酸配列､a2-β1-TI三

量体形成に必須なアミノ酸配列を同定するとともに､長腕のC末端配列の中で桧注ア

ミノ酸が重要な働きをしていることをアミノ酸置換実験によって示した(46,48)｡ま

た､以下のような三本鎖コイルドコイル構造の二段階形成モデルも提唱している

(Figj-8)(49).1)7鎖の構造的不安定さが原動力となってT鎖が選択的にp鎖を攻撃し､

β-7の二本鎖コイルドコイル構造がまず形成される｡この時､即Yの二本鎖内に酸性ア

ミノ酸残基が局在した酸性ポケットが形成されるため､このp-Tの二本鎖構造にはあ

る程度“ゆらぎ"を持っている｡2)次にa鎖の構造的不安定さが原勣力となって(z鎖

の塩基性基がp-Tの酸性ポケットを攻撃し､a弔7の三本鎖コイルドコイル構造が選択

的に形成される｡以上のようなメカニズムで三本鎖コイルドコイル構造が形成され､

ラミニン･サブユニットの会合が進行していくと考えられるが､10種類ものラミニ

ン鎖が発見され､これらが特定の組み合わせで会合したラミニン複合体が形成され

ることを考えると､三本のラミニン鎖会合の選択性がどのように決定されているか

の疑問が今後の課題になる｡
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acidic　pocket

Figふ8　Proposed　mechanism　of　laminin　PePtide　assembly　into　a　double“　and

triPle‘s仕anded　coiled'coil　strudure･

Dashed　arrows　show　ionic　rePulsions.　Wavy　lines　show　confomlation･al

unstability,　The　side　chains　of　the　basic　amino　adds　{arがnine　and　lysine)and

acidic　residues　〔asPartic　add　and　glutamic　add〕are　rePresented　by　+and　-,

respectively･
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　ラミニンは､細胞の接着､伸展､移勁､分化､増殖などの細胞生理への作用に加

えて､器官形成､神経絹専生､血管新生､創悟治巌や癌細胞などの細胞集団の祖織

化にも重要な役割を果たしている｡その僕能ドメインの解析には､ラミニンの部分

構造を持つプ2テアーゼ消化断片や合成ぢプチドが用いられてきた(Fig.　1-9).例えば､

先に述べたE8断片鎖域には神経突起仲展作用が(50)､ラミニンの十字架構造の交差し

ている部分(P-Lam/EI　-4)には神経突起伸展作用に加えてEGF様細胞成長作用があるこ

とが示された(51,52).また､pl鎖のドメインIIIのぢプチドYIGsR(53,54)および

PDGsR(55)には細胞接着･移勣活性や癌細胞転移阻止作用が､pl鎖のドメインlvの

F-9ペプチド(RYVVLPRPVCFEKGMNYTVR)(56)には細胞接着活性とヘパリン結合作

用が､71鎖のドメインIのC末端のP-20ペプチド(RNIAEIIKDI)(57)には神経突起伸展

作用が､(xl鎖のドメインIのC末端のIKVAVには細胞接着作用と神経突起仲展作用が

それぞれ示されている(58)｡さらに､al鎖のドメインIIlbにはインテグリン結合配列

として有名なRGD(アルギニンーグリシンーアスパラギン酸)配列が同定されている｡

RGD･はフィブロネクチンやビトロネクチンなどの各種細胞外マトリックスタンパク

質にも見られる細胞接着配列である(59)｡ラミニンal鎖のRGD配列は内皮担胞の管

腔形成に関与していることが示されている(60)｡近年､組み換え体タンパク質技術に

よる新たな活性部位が次々に同定されている(61-63)｡また､部位特異的な抗体を用

いる技術も適用され､ラミニンの部分構造が腎臓上皮細胞の極性決定､腎臓や肺の

形態形成および上皮細胞におけるβ-カゼイン遭伝子の発現剔御に関与していること

も示されている(64-68)｡マウスやヒトで見られる既知の疾患とラミニン遺伝子変異

との対応も明らかにされつつあり､例えば､(z2鎖の遺伝子変異と筋ジストロフィー

症の関連や(69-72)､ラミニンー5((z3β3y2)と接合部型先天性表皮水泡症(Junctional

ePidermolysis　bullosa)の関与が示された(73,74)｡ラミニンの部分構造の中に多数の機

能領域がこのように同定された次の段階として､これらがどのように総合されて発

生過程で働いているのかが問題となるであろう｡

　ラミニン研究の今一つのトピックスとして､次々に発見されるラミニン異型体の

構造と機能が挙げられる｡各種の組織で発見されていたラミニン複合体を整理･分

類するために､1994年にBurgesonらはラミニン鎖とラミニン複合体の命名法を整理

した(Figふ4)(17).しかしヽその後にも(x4鎖とa5鎖が発見されヽこれらの複合体形成
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Fig.　1'9　Function　maP　of　laminin'1.
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(A)Domain　strudure　of　the　known　laminin　a　chains｡　The　names　of　the　domains

are　abo゛e　a5.　Five　intemal　rePeats　of　domain　G　are　indicated　by　filled　drdes,　and

cystein-rich　EGF　modules　of　d9main　IIla,　IIlb　and　v　are　dePicted　by　dark　boxes.aD

indicates　the　drosophila　a　chainパB)Relationships　among　mammalian　and

drosoPhilaαchains,　based　on　sequence　alignment.
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能の解析は始まったばかりである(75-77)｡特に､a5鎖は既知の(zl~(x4鎖に比べてシ

ョウジョウバエの(z鎖により近いドメイン構造を持っており､進化的に最も古い(z鎖

であることが最近になって判明した(Fig圭10)(77).さらに､限定された鎖域でしか

発現していないal~a4鎖に比べて､(x5鎖のmRNAは広範囲の成体組織で検出される

最も主要な(x鎖であることも推渕されるようになった(77)｡このように､ラミニン異

型体の発見ラッシユは終息の兆しを見せていない｡事実､脂肪細胞(78)､筋肉細胞

(79)､上皮細胞(80)やグリア細胞(81)などの培養細胞系､およびヒト軟骨(82)､ウシ腎

臓(83)などの組織で､新しいラミニン異型体の存在が示唆されている｡

　本研究では､基底膜成分の中で最も興昧深い構造と機能を持つラミニンに焦点を

絞って､その構成鎖の会合機構を分子生物学的手法で解析した｡第2章では､マウ

スのラミニン各鎖の変異遺伝子をサルの培養細胞で発現させて異桂勣物由来のラミ

ニン鎖会合が可能であることを示すとともに､鎖間会合に必要な部分構造を珀山o実

験系で解析した｡その結果､従来のjnW㈲　実験では問題にならなかった紺胞内の徴

少環境が重要であることを明らかにした｡第3章では､jn､万㈲･実験では解析できな

かった非常に長いβ1鎖配列を培養細胞内で発現させ､長腕の部分構造が会合過程で

異なる機能を果たすことを明らかにした｡第4章では､マウス3T3-LI細胞の異型体

ラミニンを解析し､これがa4plTIの組み合わせを待つ第8番目のラミニン(ラミニン

ー8)であることを発見した｡
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マウス･

第2章

ラミニン鎖遺伝子のサル細胞内発現による種間会合体の形成

序　論

　細胞外マトリックスは､組織紺胞集団の間隙を埋める単なる充填物や保水成分､

あるいは組織の機械的強度を与える外枠のようなものとして考えられ､細胞の増殖

や分化などの細胞機能の調節とは無縁のものと考えられてきた｡この観点からする

と､紺胞外マトリックス成分は細胞活性をコントロールする分子群の下位に位置づ

けられる｡酵素などの生埋活性を持つタンパク質群､それらの生合成に関与する

RNA群､遺伝情報を担うDNAの順に支配系列をたどると､細胞外マトリックスは

DNA-RNA一酵素の次の第四次生物構成成分として位愛づけられる｡しかレ現在で

は細胞外マトリックスが静的な成分ではなく､その中に包壮している細胞のあらゆ

る行動､すなわち､発生､遊走､増殖､形態変化あるいは分化などを訓節する勣的

な役割を果たしていることが解明されてきている｡これらの機能の完全な理解のた

めには､各組織を構成している細胞外マトリックス成分の構造を分子レベルで解明

することが不可欠である｡

　細胞外マトリックスは､1)複数の構成サブユニットの会合による単位分子の形成､

2)分泌のための細胞内輸送過程におけるジスルフィド結合や糖鎖付加などの修飾反

応､3)細胞外での二次的会合などの多段階の反応を経て超分子ネットワーク形成に

至る点で酵素などの生理活性タンパク質とは異なっている｡徊胞外マトリックスの

機能はこのような超分子ネットワーク形成によってはじめて発揮される｡細胞外マ

トリックスのこのような特性を考えると､最初のステップである複数の構成サプユ

ニットの会合の解析は重要である｡第1章でも述ぺたように､ラミニンのサプユニ

ット会合はプロテアーゼ消化析片や合成ペプチドを用いた珀yj㈲実験系で解析され

てきた(1-6)｡これらのjn　yj㈲の実験桔果は細胞内の微小環境を十分に反映していた

のだろうか｡加vi㈲の実験はラミニンサブユニットの会合が長胸のC末端のE8断片領

域だけで起こることを示したが､細胞内での実際の会合にはそれだけで十分なので

あろうか｡コイルドコイル構造形成に寄与しない短腕領域は会合体形成に全《関与

しないのだろうか｡現在10種類知られているラミニンサプユニットが細胞内でどの
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ように選択的に会合しているのだろうか｡このような疑問を解明するためには､珀

咄/oでラミニンサブユニットの会合過程を解析することが重要である｡本章では､

様々な桂類および長さのマウス･ラミニン鎖の断片をサル由来培養細胞に発現させ

て形成されるラミニン会合体について解析することにより､ラミニンの細胞内サブ

ユニット会合についての新たな知見を得ようとした｡

実験材料および実験方法

[1]実験材料

　抗ラミニンー1ポリクローナル抗体はマウスEHS肉謐由来のラミニン　　(Bethesda

Reserch　Laboratories)を家兎に免疫して調製した(フ,8)｡　DMEM培地は日水製薬から､メ

チオニン不含イーグルMEM培地はSigmaから､ウシ胎児血清(FCS)はGIBCO　BRL　か

ら､細胞培養用の培養皿はNUNCから､プロテインA-セファロースCL斗Bは

PharmaciaからヽL-[35S]メチオニン(Pro-MixTM　Lづ35S]eeH　labelling　mix)はAmershamか

ら､抗c-mycモノクローナル抗体はOncogene　Scienceか　ら各々琲人した｡その他の試薬

は市販の特級のものを用いた｡

[21　細胞培養､および細胞への遺伝子導入

　アフリカミドリザル腎臓由来COS-　1　細胞は10%ウシ胎児血清(FCS)､50units/mlのペ

2シリン､25貼/tnlのストレプトマイシンを含むDMEM培地中で､5%C02/95%気相下､

37℃のC02インキユベーター内で培養した｡

　細胞への遺伝子導入はリン酸カルシウム法(9)で行った｡すべての実験は60mm培養

皿上の細胞に対して行い､2011gのプラスミドDNAを使用した｡遺伝子導人の前日に

lx10　4　�ls/cm2の密度で移植した細胞を､DNAとリン酸カルシウムの共沈殿ととも

に､約4時間培養した｡その後､細胞をPBSで3回洗浄し､通常の培地で24時間培養

した｡その後､35mm培養皿に移植し､さらに24時間培養した後に放射性アミノ酸に

より標識した｡

[3]放射性アミノ酸による細胞の標識､および免疫沈降
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　細胞の放射性アミノ酸による標識は35mm培養�上の細胞に対して､0.1mCi/mlの

[35S]メチオ2ンを含むメチオニン不含MEM培地(Sigma)で5%C0　2/95%気相下､37℃

のC02インキユベーター内で4時間培養することにより行った｡放射性アミノ酸によ

り標識された培地を回収した後に､細胞に1rnlの免疫沈降用緩衝液A{10mM　Tris-HCI

(pH7.4)､lmM　NaCI､5mM　EDTA(ethylenediamine　tetraacetic　acid)､0.1%(w/V)コール酸

ナトリウムヽO,1%(w/V)SDS(sodium　dodecyl　sulfate)､lmM　PMSF(Phenylmethylsulfonyl

nuoride)}､または免疫沈降用緩衝液NP-40　1ysis(10mM　Tris-HC1(pH7.4)､150mM　NaCI､

5mM　EDTA　､1%(V/V)NP-40(Nonidet　P-40)､lmM　PMSF)を加え､細胞溶解液を調製し

た｡標識培地と細胞溶解液のTCA不溶面分に取り込まれた放射活性をRobertsと

Petersonのペーパーディスク法(10)により測定した｡各々の実験には､I｡5　×　107cpmに

相当する細胞溶解液に免疫沈降用緩衝液を加えて500mlとし､抗ラミニンー1抗血清を

1函､または抗c-mycモノクローナル抗体(Oncogene　Science)を5μl添加し､4℃で一晩放

愛した｡その後､プロテインAセファロース(Phmnacia)の10%懸濁液を30拝1加えて､

室温で1時間振とうした｡遠心分誰でセファロース樹脂を回収し､免疫沈降用緩衝液

で3回洗浄した後に､非還元条件では3倍濃度のSDS緩衝液{200mM　Tris-HC1(pH6.8)､

9%SDS､15%グリセロール､OJ)06%BPB(bromophenol　blue)}､還元条件では6%2-メ

ルカプトエタノールを含む3倍濃度のSDS緩衝液を20函加えて､5分間煮沸し､SDS-

ポリアクリルアミド電気泳勣(PAGE)に供した｡　SDS-PAGEはLaemmliの不巡続緩衝系

を用い(11)､濃縮用ゲルには3%のポリアクリルアミドを､分離用ゲルには3-10%の

グラジエントのポリアクリルアミドを含むゲルを用いた｡二次元電気泳勁は一次元

目に非還元条件の4%のディスクゲルを､二次元目には還元条件の3,10%のグラジエ

ントゲルを用いた｡泳動後のゲルを30%メタノール､10%酢赦､10%TCA(Trichloro

acetic　acid)を組成とする固定液に30分間浸し､タンパク質を固定した後､ゲルドライ

ヤーで乾燥した｡乾燥したゲルはイメージングプレートに露光し､BAS2000イメー

ジアナライザー(Fuji　Film)で解析した｡

[4]プラスミド構築

　すべてのプラスミドはペプチド仲長因子(EF-l　a;　Elongation　factor-　1　(x)プロモーター

の制御下でマウス'エリス゜ポエチン受容体(90-R;　erythroPojetin　reeeptor)cDNA　を

発現するプラスミドpEFneoER(12)をもとに作製した｡ラミニンの部分配列を培養細

胞に発現･分泌させるために､pEFneoERのエリスロポエチンレセプターcDNAのシ
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グナル配列を利用し､その下流にラミニン部分配列cDNAを挿人した｡発現させた変

異ラミJン産物をヒトc-myc抗体で特異的に認識する目的で､変異ラミニン遺伝子の

下流にはヒトc-myc配列を挿人した(13).すなわち､Jピトープタギング(Epito　pe

tagging)である｡終止コドンはc-myc配列の下流に配置した｡ヒトc-myc配列と3'末端

の終止コドンを作るために

5'-ATCGAACAAAAGCTTATTTCTGAAGAAGACTTGTAGATGCA-31と

5'　-TCTACAAGTCTTCTTCAGAAATAAGCTTTTGTTCGAT-3'の二本のオリゴヌクレオ

チドを70cCで10分間､加熱処理した後､3時間かけて25℃にし､さらに25℃で10分間

保温して､アふ-ルさせた.この二本鎖DNAI析片を発現ペクターpcDNAIの削限酵素

RlmHIとMj1部位に挿入した｡マウス･ラミニンDI鎖のE8断片領域(アミノ酸残基

1540-1765)に相当するcDNA断片を得るために､

5'-GCTGGATCCGCTTGCAGCAGAGTGCAGCTGA-3'と

5'　-CGCGAATTCGCTAAGCAGGTGCTGTAAAACCG-3'　の二本のオリゴヌクレオチド

プライマーに用い､マウス･ラミニンpl鎖遺伝子のドメインIからIIIを含むプラスミ

ドpLAM(14)を鋳型としてPCR(Polymerase　chain　reaction)法によりcDNA断片を増暢した.

増幅断片にBamH1部位と&oR1部位ができるよ引こプライマーにそれぞれの配列を人

れてあるので､jamHIと石coRIで切断し､先程のc-myc配列を挿入したpcDNAIの

R回HI-ROR1部位に挿人した｡このラミニンpl鎖E8断片とc-myc配列を含む叙･al-

X�ll析片をpEFneoERのSmal-X朗部位に挿入し､マウス･ラミニンβi鎖のE8断片(ア

ミノ酸残基1540,1765)を発現するプラスミドPEFβ1△NIを構築した･pE卵1△N2はマ

ウス･ラミニンpl鎖のドメインIの96悼(アミノ欣残基1　424-　1　765)を発現するプラスミ

ドで､PLAMの加�部位に扨凹HIリンカーを接続しヽβsHI-C/al断片をpE印1△N】の

挺mHI-C/a1部位に挿入して構築した｡　pEFpl△N3はマウス･ラミニンβ1鎖のドメイ

ンIとドメインIIの18%(アミノ酸残基1337-1765)を発現するプラスミドで､pLAMの

jWI1部位にjJ7HIリンカーを接統しヽ万ミHI-Cal断片をpE邱1△N1のjsHI-Ca1部位

に挿入して構築した｡　pE印I△N4はマウス･ラミニンβ1鎖のドメイン|とII(アミノ歌

残基H57-1765)を発現するプラスミドで､

51-GCTGGATCCCACCCTGCCACCAGTGCTTTGC-3'と

5'-CGCGAATrCGCTAAGCAGGTGCTGTAAACCG-3'の二本のオリゴヌクレオチドを
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プライ7-に用い､pLAMを鋳型としてPCR法により､ドメインIとHに相当する

cDNA断片を得た｡プライマーに挿人したBamHI､EcoRi部位を利用して､これを

pE卵1△NIのBおIHI-ROR1部位に挿人して構巣した｡　pEF㈲△N5はマウス･ラミニン

旧鎖のドメイン1とII､およびドメインIIIの50%(アミノ酸残基953-1765)を発現するプ

ラスミドで､pLAMのHmdl-CW断片をpEFβIANIの釦lai-(治1部位に挿人して構築し

た･pEFp1ANc1はマウス･ラミニン旧鎖のドメインIの53%とドメイン11､およびド

メインHIの50%(アミノ酸残基953-1699)を発現するプラスミドで､pEFβI△N5の

£a)RV断片を欠失させることによって構築した･pEFTIANIはマウス'ラミニンgl鎖

のE8断片(アミノ酸残基1329-1575)を発現するプラスミドで､

5'-GCGGGATCCCCAATGACATTCTCAACAAC-3'と

5'-GCAGATATCGGGCTTCTCGATAGACGGGG-3'の二本のオリゴヌクレオチドをプ

ライマーに用い､マウス胎児性癌細胞F9の内臓内胚葉様細胞(15)の全RNAから､

RT(reverse　transcription)-PCR　法によってラミニンTI鎖のE8断片に相当するeDNA断片

を得た｡プライマーに挿入したj辿nHI､召coRV部位を利用して､これをpEFpl∠XNIの

R皿HI-RORV部位に挿入して構築した｡　pEF71△N2はマウス･ラミニンTI鎖のドメイ

ンIとII(アミノ酸残基996-1575)を発現するプラスミドで､

5'-GCAGGATCCAGGAGTGTCCGGCTTGTTAC-3'と

5'-GCAGATATCGGGCTでrcTCGATAGACGGGG-3'の二本のプラスミドをプライマー

に用い､マウス胎児性癌細胞F9の内臓内胚葉様細胞の全RNAから､RT-PCR法によ

ってラミニンTI鎖のドメインIとIIに相当するcDNA断片を得た｡プライマーに挿入し

た召皿を11､RORV部位を利用して､これをpE印I△N1の召盆mHI-£coRV部位に挿入して

構築した｡　pEFal△NCIぱマウス･ラミニンal鎖のドメインI/I　I　の42%､ドメインIIla､

ドメインIvaの10%(アミノ飲残基1323-1777)を発現するプラスミドで､マウス･ラミ

ニンal鎖cDNA断片(塩基3944-5444)を含むプラスミドp1284(16)の挿入断片のy末端

に召sHIリンカーをつなぎ､召sHI-Ea)RI断片をpE卵1△NIの良�{I-RORi部位に挿

入して構築した｡pEFal△NC2はマウス･ラミニンal鎖のドメインI/II､ドメインIIla､

ドメインIvaの10‰　ドメインGの7%(アミノ酸残基1323-2175)を発現するプラスミド
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で､まずpEF(zl△NCIのEcoR1部位にマウス･ラミニン(zl鎖cDNA断片(塩基54肘,6641)

を含むプラスミドp1238(16)のEcoRI斯片をつなぎ､欠失している部分を､

51-GCGCGTAAAGATTCCAGCC-3'と

5≒GTCTCTGTCCAAAGCTCCTG-31の二本のオリゴヌクレオチドを用い､マウス胎児

性癌細胞F9の内臓内胚葉様細胞の全RNAから､RT-PCR法により得た塩基配列5158-

5696に相当する知万I断片で埋めることにより構築した｡

結　果

　Rgふ1に本実験で使用したプラスミドの模式図を示した｡まず､jn所o　において

E8断片のみでラミニンサブユニットの会合が起こるのかどうかを調べるために､マ

ウス･ラミふンβ1鎖､71鎖のE8断片を発現するプラスミドPEF旧△N1､pEF71ANIを

作製した.さらに､91鎖のaJレープを含む､各領域の役割を解析する目的で､E8断

片より少し長い鎖域を発現するpE印1△N2､aJレープまで含むpE印1△N3､ドメイン

IとHの長腕領域を完全にカバーするpE印IAN4､短腕のドメインHIの一部を含む

PEFpl△N5､PE印1△N5からE8断片領域を完全に欠失しているpE印1△Nc1を作製し

た･T1鎖はE8断片領域を発現するプラスミドpEFTI△NIに加え､ドメインIと11の長腕

領域を完全にカバーするPEPTI△N2を作製した｡削鎖はドメイン】/IIからE8断片領域

を欠失するpEFal△NCI､ドメインI/IIを完全にカバーし､ドメインGの一部を含む

PEFal△NC2の二種類のプラスミドを作製した.各プラスミドのラミふンの配列には

ジスルフィド結合に必要なシステイン残基が少なくとも一つ含まれている｡　Figふ2

にはこれらのプラスミドの基本骨格となる発現ベクターpEFneoERとラミニンの部分

配列を発現させるための戦略を示した｡　PEFneoERはEF-1(xプロモーターの刎御下で

マウス･エリスロポエチン受容体遺伝子を発現するプラスミドで､ベクター内に

SV40の複製開始配列を含むため､SV40のラージT抗原を構成的に発現するサル腎臓

由来COS-1細胞に導人された場合､プラスミドの細胞内コピー数が一過的に増大す
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Fig.　2'1　Plasmids　encoding　long　arm　regions　of　mouse　laminin　a1岬1　and　y1

chain｡

SimPlified　mouse　laminin　stlructure,　its　major　domains　and　cysteine　residues　for

interchain　disulfide-bonding　(S)are　shown　at　lφ　1叩of　the　PaneL　The　long　arm

sequences　encoded　by　each　Plasmids　is　shown　by　thick　line　wi出other　Parts　by

do仕ed　lines.　Under　the　name　of　each　Plasmid,　en《;oded　sequences　are　briefly

exPlained　together　with　calculated　moleculajr　mass　of　the　Products･
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Orl

Stop

Fig.　2'2　Construd　for　eucaryotic　expression　of　mouse　la叫inin　a1,βl　and　71

dlain｡

Partial　fragment　of　al,　β1　and　″yl　cDNA　was　doned　into　the　S謂alor召a謂Hland

EcoRl　or　£ごoRv　site　of　the　PEFneoER　expression　vecton　pEFneoER　requlres　for

optimal　exPression　the　SV40　1arge　T　antigen　which　is　exPressed　by　the　COS“l　cells

used　in　this　study･
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る(105/細胞).したがって､本実験ではマウス･ラミニン鎖をサルCOS｡1細胞に一過

性発現させて､ラミニン鎖の会合を解析することにした｡ラミニンのヒトマウス間

のアミノ酸配列の相同性は(zl鎖で約8o%､pl､TI鎖では約9o%であるので､サルーマ

ウス間でも同程度であると思われる｡ラミニンの部分配列は細胞外に分泌されるの

に必要なシグナル配列を欠失しているので､pEFneoERのエリスロポエチン受容体遺

伝子のシグナル配列をそのまま利用した｡また､エピトープタギングのために､ラ

ミ2ン部分配列のC末端にはヒトc-myc配列を挿入した｡

　まず､実際に組み換え体ラミニンが発現するかどうかを調べるために､これらの

プラスミドをCOS-1細胞に遺伝子導人して2日後､[35S]メチオニンで放射椋識した細

胞溶解液を抗c-myeモノクローナル抗体で免疫沈降して､還元条件のSDS-PAGEで解

析した(Fig｡2-3)｡　pEFal△NCI､pEFalANC2を除くすべてのプラスミドは､アミノ酸

配列から推定される分子量の位殷に数本ずつバンドが検出された｡これは､N結合

型の糖鎖修飾阻害剤であるツニカマイシン存在下で放射標識を行うことによって､

一本のバンドになることから(結果省略)､おそらく糖鎖修飾の有無によるものであ

ると考えられる｡　pEF(zlANCI､pEF(zl△NC2はFigふ4で示すように､抗ラミニンー

I(alplTI)抗体で免疫沈降されることから､おそらくc-mycエピトープがミスフォー

ルディングによって隠れてしまっているか､プロテアーゼによって分解されている

と考えられた｡また､pEFTIANI､pE印IAN5はそれぞれ､内在するサル･ラミニン

pl､TI鎖のバンドが検出できた(Fig｡2-3　図中矢印)｡これは､マウス･ラミニン部分

配列とジスルフィド結合していたサル･ラミニン鎖がc｡myc抗体で共沈してきたこと

を示している｡F略2-4で示すように､E8断片領域を欠失しているものを除けぱ､す

べてのプラスミドで内在するサル･ラミニン鎖と会合したバンドが検出されたが､

Fig,2-3でpEFTI△NIとpEFβ1△N5以外で共沈するバンドが検出できないのは､

pEFTI△NIとpEFpl△N5の会合能力の高さを示している･pEFβ1△N5に比べて

pEFTI△NIの方がシグナルが強いのは､T鎖がβ鎖を攻撃するというヽFig圭8の二本鎖

コイルドコイル構造の形成機構のモデルを反映しているといえる｡また､内在する

サル･ラミニン(al､β1､TI鎖)がマウスEHS淮傷由来のラミニ1ンー1抗体で免疫沈降さ

れることも確認された(Fig.2-3レーン左端)｡

　Fig.2-4にはFig.2-3と同じ細胞溶解液を抗ラミ2ンー1抗体で免疫沈降してヽ非還元
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anlj-LM anti･myc
　四●岬甲　　-ヽ　　　　　　-　　　､..

が燃が貯

Fig･　2'3　Redudng　SDS゛PAGE　of　immunoPredpitates　with　antl'myc　antibody

from　COS-l　cells　exPressing　mouse　laminin　φains.

COS-1　cells　transfected　with　indicated　plasmids　{¨pEF“　is　omitted)were　labeled

with{35Slmethionine/cysteine,ce11　1ysate　was　inlnlunoPredPitated　with　anti'myc

antibody　and　Predpitates　were　seParated　by　SDS‘PAGE　under　reducing　condition.

Mock壮ansfected　cells　were　also　labeled　and　immunopreclPitated　with　anti″myc

(1ane　under　antl-myc/None}or　with　anti-mouse　laminin-1　(1ane　under　anti-

LM/None)antibody,　Arrows　indicate　the　migration　positions　of　endogenous

monkey　al,β1　and^yl　chain,　resPective吊Fined　and　open　arrowheads　indicate

the　migration　Positions　of　ectopically　exPressed　mouse　laminin　chains･　ln　thls

eledrophoresisjysate　from　pEFyl△N2　transfected　cells　is　not　analyzed　but

seParated　electroPhoresis　showed　comParabie　results　as　PEFy!△Nl　transfected

cells　in　terms　of　the　migration　distance　consistent　with　calculated　molecular

mjass,　the　doublet　bands　and　the　density　of　sPecific　bands･
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Fig･　2゛4　Non“redudng　SDS'PAGE　of　immunopredPitates　with　antl‘mouse

laminin“l　antibody　from　COS'1　cells　exPressing　mouse　laminin　chains･

COS'1　cells　transfeded　with　indicated　Plasmids　were　labeled　w1出

[35S]methionine/cysteine,ce1口ysate　was　immunoPredPitated　with　anti-mouse

lamjnin″l　antibody　and　PredPitates　were　seParated　by　SDS″PAGE　under　non'

redudng　condition,　Modくtransfected　cells　were　also　labeled　and

immunopredpitated　with　the　same　antibody　〔None).Arrowheads　indicate　the

migration　Positions　of　monkey'mouse　hybrids･　M,　D,　Tri　and　Tゼt　indicate　the

migration　Positions　of　the　monomel,　homodime鳥　homotrimer　and　homotrimer

of　mouse　chains,　respedively.　The　mjgration　distance　of　indicated

homoPolymers　was　consistent　with　calculated　molecular　mass｡　Other　detail　was

same　as　in　Fig.　2'3.
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粂件のSDS-PAGEでラミニン鎖の会合を解析した結果を示した｡非還元粂件では､

細胞内のラミ2ンはa㈲T1の三皇体に加え､会合途中であるplT1の二量体と(zlの単

量体､β1､TIの単量体が存在し､電気泳勣上で上からこの順番に並ぶ｡しかレ

COS-1細胞ではcd9171の三量体に加え､それよりサイズの小さいaφ17iで表される

三量体が合成されていることが示された(Fig,2-4　レーン右端)｡ウシ血管内皮細胞で

ラミニンー1に加えて､それよりサイズの小さいラミニン異型体が発現することは､

当研究室で過去に明らかにしており(7)､COS,1細胞の場合も､これと同じ異型体で

あると思われる｡しかし量的には少なく､ax煩とマウス･ラミニン鎖との会合は観

察されなかった･pEFTI△NI､およびpEF71△N2では対照のレーンに比べて､三ヵ所

に特異的なパンドが検出された｡推定される分子量と二次元電気泳動による解析

(Fig.　2-5)から､回中MとDで示したのがそれぞれ､組み換え体ラミニンの単量体､二

量体であると桔論した｡通常はラミニン鎖のホモニ量体やホモ三量体などは形成さ

れないので､これらは特定の鎖を過剰発現させたことによるものか､短腕領域を欠

失していることによるものであるのかもしれない｡一方､回中黒三角で示したバン

ドは､組み換え体ラミニンpl鎖と内在性のサル･ラミニンTI鎖のAテロニ量体で､

二次元電気泳動による解析でもβ1△T1のヘテロニ量体が確認できた(Fig,2-5)｡二次元

電気泳動は一次元目に非還元条件､二次元目に還元条件で泳勣を行っているので､

ジスルフィド結合していないal､､帥､71鎖の単量体は対角線上に並び､ジスルフィ

ド結合していたβ印二量体と(zlβ1TI三量体は対角線から外れて縦に並ぶ.以上の枯

果より､サル,マウスの種を越えたラミニン鎖会合のメカニズムが存在することが示

された｡しかし､91△71ヘテロニ量体に(xl鎖が会合した三量体は観察されなかった.

　pEF(zl△NCI､およびPEF(xl△NC2は抗c-myc抗体では免疫沈降されなかったが

(Fig,2-3)､抗ラミふンー1抗体では組み換え体ラミふンに特異的なバンドが複数観察さ

れた｡これはドメインIIla､Iva､およびドメインGに多数含まれるシステイン残基に

よって多量体を形成したものと､プロテアーゼの攻撃を受けやすいドメインGが一

部含まれていることによるものかもしれない｡しかし､ドメインJ/IIの全体をカバー

するpEFal△NC2は内在するplTI二量体と会合してヽ△吋旧71Aテ゜三量体を形成し

た｡これは二次元電気泳動でも確認された(Figふ5)｡
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Fig.　2“5　Two“dimensional　elecLroPhoresis　of　immunoPredPitates　w1出anti‘

mouse　laminin‘1　antibody　from　COS“l　cells　exPressing　mouse　laminin　dlains,

COS゛1　cells　transfected　with　indicated　Plasmids　were　labeled　wiLh

P5S]methionine/cysteine,celoysate　was　immunoPredPit趾ed　wi出anti-mouse

lamin池“l　antlbody　and　PredPitates　were　seParaLed　by　SDS“PAGE　under　non“

redudng　condition　in　the　first　dimension　(/n)mlφlor汝討)followed　by

redudng　condition　in　the　se(lond　dimension　(斤凹11叩沁&o向m)｡Migration

positions　of　disulfide‘bonded　comPlexes　in　the　first　dimension　and　monomers　in

the　second　dimension　are　indicated　at　the　bottom　and　right　margins　of　each

Panel,　resPedively･△a1,△βl　and　△71　imPlies　truncated　mouse　laminin　dlains･

vertical　lines　are　drown　to　conneds　sPots　which　c(ymigrated　in　the　f1rst

dimension　due　to　disulfide-bonding　to　eadl　othen　(A〕;PEF71△N2パB〕;

PEFal△NC2パC〕;PEFβ1△N2,〔D〕;PEFβ1△N5
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　pEFβ1△NIからpEFβ1△N5までの5種もpEFTI△NIらと同様に､内在するTI鎖とヘテ

゜二量体を形成した(Fig.2-4,2-5).さらに､pEFpl△NI､pE印I△N2のみが､al邱1TI

ヘテロ三量体を形成した.二次元電気泳動ではal仰1TIヘテロ三量体の形成は確認

できなかったが(Figふ5)､pE印IANIとpE印1△N2には無く､pEFpl△N3から

pE印IAN5までに存在するa-ループがラミニン三量体形成に何らかの役割を果たし

ていることが示唆された･pE印1△NCIはE8断片領域を欠失しているため､どの鎖と

も二量体を形成しなかった(Figふ4).この結果は､ラミふンサブユふットの会合に

おいて､E8断片頒域が必要であるというjnv洽oの結果と一致した｡

考　察

　タンパク質の構造や機能を　jn　yjyo　で解析するために､目的のタンパク質のcDNA

クローンを発現ベクターに組み込んで､適当な宿主細胞に発現させる手法がよく用

いられる｡ラミニンのサブユニット会合機構の解析においても､この手法は強力な

解析手段となる｡本章ではラミニンのサブユニット会合を柘､面oで解析するために､

マウス･ラミニン(zl､β1､TI鎖の欠失変異体をサルCOS,-1細胞に発現させた｡本実

験では安定形質発現ではなく､一過性発現で遺伝子淋人を行ったので､すべての細

胞が変異ラミニンを発現していたわけではない｡したがってFig.2-4､2.5で示したラ

ミニン鎖の会合は､ごく一部の細胞のラミニン鎖が変異ラミニンと会合していたも

のである｡また､サルのラミニン鎖とマウスのラミニン鎖の会合を解析したにもか

かわらず､pl-△TI､△β1-TI､△al吊1-TIなどの正しい組み合わせで会合が行われたこ

とが確認された｡すなわち△a1弔1､A(zl-△71などのヘテロニ量体は形成されなかっ

た｡これは､仙仙屈こおけるラミニンサブユニットの会合が加W㈲で明らかにされた

のと同じ過程で行われることを示している｡その一方でAal-△(zl､祁1-△β1などの

ホモ多量体が大量に形成された｡通常の細胞内では､これらのホモ多量体は形成さ

れないので､これは明らかにラミニンのプロセシングの異常によるものと思われる｡
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この理由として次のようなことが考えられる｡1)短腕がないために､正しい会合が

行われない.これはラミニンpl鎖の全長を発現させた場合､ホモ多量体の形成がほ

とんど見られなくなることからもいえる(結果省略)｡2)特定の鎖を過剰発現させてい

るために､パートナーを見つけられなかった変異ラミニン鎖が異常な会合をしてし

まう｡本実験で使用したCOS-　1　細胞はラミニンの発現量はさほど多くなく､いうな

ればラミニン発現の専門家ではないといえる｡例えば､ラミニンの発現皇が多いと

いわれるマウス胎児性癌細胞株F9で同様の実験をすれば､マウスーマウス間での会合

を解析できる点からもホモ多量体の形成量は滅るかもしれない｡また､HSP47のよ

うなコラーゲンに特異的な分子シャペロン(17-21)が､ラミニンサブユニットの会合

にも存在すると仮定すると､ラミニン発現の専門細胞であるF9では､このような分

子シャペロンが豊富に存在し､ラミニンサブユニットの会合がCOS-1細胞より潤滑

に行われることも推渕される｡分子シャペロンとはタンパク質に結合して､正常な

プロセシングや分泌を肋けるタンパク質のことで､ラミニンサブユニットの会合に

分子シャペロンが関与していることは十分に考えられる｡

　また､加､万9でもE8断片領域のみでラミニン鎖の会合が起こることが明らかにな

った｡これはE8断片領域を欠失すると全く会合が行われないことからもわかる｡　al-

△pl-T1ヘテロ三量体形成においては､a-ループの関与が示唆された･Eループには

システインが6個存在しており､ジスルフィド結合で折り畳まれ､コイルドコイル構

造からループアウトしていると考えられるが､その機能は詳しくわかっておらず(22)､

今後の解析が待たれるところである｡
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第　3　章

ン鎖会合におけるβ1鎖長腕のN一末端とC一末端の異なる役割

ドミナントネガティブ法によるラミニン機能解析の予備実験-

序　論

　高等勣物の臓器や祖織は､細胞の集団およびその周囲を埋めている多様な細胞外

マトリックス分子の会合体から構成されている｡細胞は細胞外マトリックスなくし

ては本来の機能を果たし得ない｡成体では細胞外マトリックスが組織や器官の形態

や機能を決定しており､創傷治癒､炎症などの個体の危機に際しては細胞外マトリ

ックスが大きく変動することが知られている｡また､発生過程では多様な細胞外マ

トリックスが動的に変化するだけでなく､これが緩織特異的な細胞分化の方向を決

定することが明らかになりつつある｡近年､多種類の細胞外マトリックスが同定さ

れ､その分子多様性が明らかになってきて､これらの分子がどのように相互作用し

合って機能しているのかが問題になってきた｡細胞外マトリックスの機能を解明す

るための手段のひとつとして､値々の構成成分の特性を分子レベルで調べてい《方

法があり､これまでに多くの知見が得られてきた｡しかし､非常に複雑な系である

細胞外マトリックスの全容を明らかにするには､これらの蓄積されたデータをもと

に､生体内における個々の成分の機能を明確にするような研究手法が必要である｡

そのような方法として遺伝子棒的破壊法(ジーンターゲッティング)による遺伝子

欠損マウスの作製が､近年､精力的に行われている｡細胞外マトリックスタンパク

質においても､コラーゲン(1)やフィブロネクチン(2)の機能の解明などで成果を上げ

ている｡しかし､この方法は遺伝子の破壊による影響が大きすぎて遺伝子欠損マウ

スが胎児の段階で死んでしまったり､同じく細胞外マトリックスタンパク質である

テネイシンの例で知られるように､類似の遺伝子がその遺伝子の機能を代償してし

まって全く異常が現れないことがある(3)｡本研究の対象としているラミニンは発生

過程ではダイナミックに発現が変動しているし､7種類のラミニン分子が同定されて

いることからも､上述のどちらの可能性も考えられて､遺伝子標的破壊マウスの作

製では機能解析ができない恐れがある｡実際､ラミニンβ2鎖の遺伝子欠損マウスで
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はラミニンpl鎖が卵鎖の機能を代償するとの報告がある㈲｡そこで本研究では､ラ

ミニンの三量体を形成する能力､さらにはその三量体が単位になって超分子ネット

ワークを形成する能力を利用したドミナント･ネガティブ法を採用する可能性を探

った｡　ドミナント･ネガティブとは､目的遺伝子の変異体の発現による個体の形質

変化を観察して､目的遺伝子の機能を推定する方法である｡ここでは､ラミニン帥

鎖の遺伝子を破壊する代わりに､β1鎖の欠損変異体をマウス胎凭哨消細胞株である

F9細胞に発現させ､これをダミーに“欠損型ラミニン三量体¨を形成させることに

よって､細胞内のa鎖とT鎖を枯渇させ､p鎖ファミリー間の代償機構を根こそぎ妨害

するという戦賠を考えた｡この欠損型ラミニン三量体は､おそらくラミニン分子間

のネットワーク形成にも異常をきたすと思われ､F9細胞の分化の過程で何らかの異

常が現れることが期待される(Figふ1)｡さらにこれを発展させて､分化全能性を持つ

マウス胚幹細胞(embryonic　stem　cell;　ES　cel1)に欠損変異体を遺伝子扉人した細胞株を確

立し､これを受梢卵に注入して誕生するキメラマウスの器官形成の異常を探ること

により､佃体レベルでの機能解析を行うことも可能である｡

　本章ではその手始めとして､マウスp1鎖の長腕のc末端部分と長腕領域全体を安定

に発現する2種のF9細胞株を確立し､これらのラミニン鎖会合と鎖間ジスルフィド結

合の形成を解析した結果を述べる｡ラミニンの鎖会合に関する実験は第1章で述ペ

たように､これまでほとんどがjzl　yjなoで行われてきた｡第2章では仙姑示こおけるサ

ルーマウス間の会合を解析したが､本章では加Wvoにおけるマウス･ラミニンどうし

の会合を解析した｡また､組み換え体ラミニンを用いたラミニンの鎖間ジスルフィ

ド結合の解析は本実験が初めてである｡

実験材料および実験方法

田　実験材料

　G418(geneticin)はGIBCO　BRL　より構入した.その他の試薬は第2章と同じものおよ

び市販の特級のものを用いた｡
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Fig,　3-1　Model　for　aberrant　Polymerization　of　lamjnin　by　exPression　of

dominant　negative　form　of　βl　chain.　Hybrid　heterotrimer　consisting　of　the

recombinant　short　armsless　μsubunit　is　expeded　to　compete　with　endogenous

heterotimer　for　laminin　self'assembly･
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〔2]細胞培養､および細胞への遺伝子導入

　マウス胎児性癌細胞であるF9細胞は15%ウシ胎児血清(FCS)､50units/1nlのペニシリ

ン､2与沙nlのストレプトマイシンを含むDMEM培地中で､5%C02/95%気相下､37℃

のC02インキュベーター内で培養した｡遺伝子導入は第2章と同様の方法で行った｡

F9細胞の安定形質導入株の単離ぱ､(□5m泣�のG418(GIBCO　BRL)を含む培地中で､

約3週間培養することにより行った｡

[3]放射性アミノ酸による細胞の標識､および免疫沈降

　細胞の放射性アミノ酸による標識は35mm培養丑上の細胞に対して､O｡3mCi/mlの

[35S]メチオニンを含むメチオニン不含MEM培地(Sigma)で5%C0　2/95%気相下､37℃

のCO2インキユベーター内で4時間培養することにより行った｡放射性アミノ酸によ

り標識された培地を回収した後に､細胞にlmlの免疫沈降用緩衝液Aを加え､絹胞溶

解液を調製した｡その他の方法は第2章と同様の方法で行った｡

[4]プラスミド構築

　マウス･ラミニン㈲鎖のE8断片領域を発現するプラスミドpE印|△NI､およびラ

ミニンpl鎖のドメイン1とII､ドメインIIIの5o%を発現するプラスミドpEFβIAN5は第

2章で使用したものと同じものを用いたが､本章ではそのサイズから､それぞれ

pEFAβIS､pEF△βILと呼ぶことにした｡これらのプラスミドはベクター上にネオマ

イシン耐性遺伝子をコードしているので､G418を含む培地で培養することにより､

安定形質導入株を単離することができる(Fig.2-2)｡

結　果

だミナン予ネガティプ法によるラミニンの複趾解折

　マウス由来胎児性癌細胞F9は､Bernsteinらによって129系統マウスの奇形癌種

(teratocarcino　ma)から株化された細胞(5)で､レチノイン酸処理により始原内胚葉様細

胞に分化し(6)､これにdibutyryl　cAMP　を添加すると壁側内胚葉(parietal　endoderm)様細
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胞に分化する(7).また､始原内胚葉(primitive　endoderm)様F9細胞を懸濁培養すると胚

様体(embryoid　body)　　　を形成して､その表面の上皮細胞層は内臓内胚葉(visceral

endoderm)様細胞に分化する(8)｡未分化な幹(stem)細胞から､始原内胚葉様細胞への

分化に伴って､ラミニンなどの基底膜成分の合成･分泌が上昇し､璧側内胚葉様細

胞への分化でさらに旺盛になる｡　F9細胞の分化に伴う基底膜成分の分泌は､マウス

初期胚における各種内胚葉の上皮構造への組織化を反映しており､基底膜の機能を

解明するのに有用である｡

　本研究ではまず､変異ラミニン鎖を安定に発現するF9細胞のクローンを確立し､

そのクローンの性質を調べることにより､ドミナントネガティブ法が可能であるか

どうかを調4た.Fig.3-2には本章で用いたマウス･ラミニン{31鎖のE8断片領域を発

現するプラスミドpEF△alsおよびラミニンpl鎖のドメイン1と11､ドメインmの5o%

を発現するプラスミドpEF△plLの模式図を示した.この二つのプラスミドは第2傘

で用いたプラスミドを改名したもので､pEF△βISはラミニンサブユニットの会合に

必要な最小限の領域(E8)を含むこと､pEF仰ILは欠損型帥鎖の中で一番長い領域を

含むことから採用した｡これらをF9幹細胞に遺伝子導入し､G418で選択することに

より安定形質導人株を得た｡[35S]メチオニンで放射標識した細胞溶解液と培養上清

を抗ラミニンー1抗体で免疫沈降して､非還元条件のSDS-PAGE､および二次元電気泳

動によってラミニンサブユニットの会合を解析した(Fig.3-3,3-4)｡　pEF△plS､

pEFAβILはともに内在するTI鎖と会合して､Aβ1-TIヘテロニ量体を形成した.･さら

に､pEF△β1Lでは(xl鎖が付加して(z1-△9　1-71ヘテロ三量体を形成しヽこの矢損型ラミ

ニンは細胞外にも分泌されていた(Fig｡3-3B)｡シグナルの強度から､細胞内の内在性

ラミニン三量体と欠損型ラミニンの量比は約1:　1　､細胞外に分泌されている量比ぱ約

1:2であると推測された｡一方､PEF△plsでは変異ラミニン鎖発現によって､明らか

に通常のラミニン三量体の形成量が対照のレーンに比べて減少していた(Fig｡3-3)｡し

かし､これらの欠損型ラミニンが細胞に及ぼす影響は､通常の培養条件下での顕微

鏡による形態観察では検出されなかった(結果省略)｡したがって､この条件でのドミ

ナントネガティブ法によるラミニンの機能解析は困難であると考えられた｡
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Fig.　3'2　Plasmids　encoding　the　l9ng　arm　domain　of　mouse　r31　chain.

Simplified　mouse　laminin゛l　structure,　its　major　domains　and　cysteine　Pairs　for

interchain　disulfide七〇nding〔S)are　shown　at　lげf　panel.　The　long　arm　sequence

encoded　by　pEF△β1S　and　pEF△91L　shown　in　mf･fdle　and　rf助f　Panel　by　thick

lines,　respectively,　The　domains　encoded　by　each　plasmid　is　briefly　exPlained

together　with　the　calculated　molecular　mass｡
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Fig･　3″3　Non゛redudng　SDS゛PAGE　of　immunoPredPitates　with　anti'mouse

laminin゛1　antibody　from　F9　cells　!Elxpressing　partial　mouse　laminin　91　chain.

F9　cells　expressing　none　(control),△βIS　or△β1L　were　labeled　with

P5S]methionine/　cysteine,　the　ce11　1ysate　〔A)and　medium　(B〕were

immunoPredPitated　with　antl'mouse　laminin'1　antiserum.

lmmunopredpitates　were　seParated　by　SDS`PAGE　under　non'reducing　condition.

ldentmcation　of　laminin　bands　is　indicated　by　arrows　together　with　their

calculated　molecular　mass　in　ParenthesesバEn"　indicates　entactin/nidogen　{150

kDa)which　has　strong　amnity　to　the　short　arm　oりl　in　alβ1゛yl　trimen　The　band

indicated　by　oPen　arrowhead　is　an　unidentified　Prote弛immunoPredpitated

even　from　the　control　cells｡
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Fig･　34　Two'dimensional　electrophoresis　of　immunoprecipitates　with　anti'

mouse　laminin'1　antibody　from　F9　cells　exPressing　partial　mouse　laminin　叫

chain.

lmmunoprecipitates　from　ce11　1ysate　prepared　as　in　Fig･　3-3　were　separated　by

SDS-PAGE　under　non-reducing　condition　in　the　first　dimension　(from　le狂to

right)followed　by　redudng　condition　in　the　second　dimension　〔from　top　to

bottom)｡Migration　positions　of　disumde4)onded　complexes　in　the　first

dimension　and　monomers　in　the　second　dimension　are　indicated　at　the　bottom

and　left　margins　of　each　Panel　together　with　their　calcuiated　molecular　mass　in

Parentheses,　respectively.　vertical　dotted　lines　are　to　show　proteins　which　are

assumed　to　be　disulfide4)onded　to　each　othen　£φPane1;　PEFβ△IS,R4耐panel;

PEF△｢31L
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ラミニン疑会合に方けるβ/斯長甜のX一末却とC一宋瘤の興なる役肘

　上述の2種のクローンを比較することにより､ラミニンサブユニットの会合におけ

る新たな知見が得られた.ラミふンサブユJットは長腕のc末端で1ヵ所pl鎖とTI鎖

が､長腕のN末端で3ヵ所al､al､TI鎖がそれぞれジスルフィド結合で安定化されて

いる(Fig圭3)｡このジスルフィド結合に寄与するシステインをすべて含んでいる

pEF卸ILでは､明確な欠損型ラミニン三量体のバンドが観察され(Figふ3)､二次元電

気泳動でも確認された(Fig.3-4)｡これはp1鎖の短腕領域を欠失していても､ラミニン

鎖会合が完成し､細胞外に分泌される経路に乗ることができることを示している｡

一方､長腕のN末端側のシステインが無いpEF仰ISでは､ヘテロニ量体のバンドは確

認できたが､欠損型ラミニン三量体のバンドは観察されなかった(Figふ3A,3-4)｡し

かし､I)内在性のラミニン三量体の形成量が対照のレーンに比べて減少しているこ

と､2)単量体のal鎖の量が対照のレーンに比べて増加していること(Figふ4で顕著)､

3)培養上清に単量体のal鎖と△pls-71ヘテロニ量体が分泌されていることから､

pEF祁1Sでも欠損型ラミニン三量体を形成していると考えられた｡ラミニンは三量

体を形成してはじめて細胞外に分泌され､単量体や二量体では分泌されない(9)｡し

たがって､pEF仰ISではal鎖とAβIS-TIヘテロニ量体がヘテロ三量体を形成して細胞

外に分泌されているが､旧縦長腕のN末端側のシステインが存在しないので､a吋I

鎖間で正しいジスルフィド結合ができずに､SDS-PAGEを行うと(zl鎖と邱IS-TI二量

体に解離してしまうと考えられる｡この結果は､(xl-TI鎖間のジスルフィド結合に､

pl鎖のN末端領域が寄与するコイルドコイル構造とal-pl､旧-TI縦間ジスルフィド結

合も重要な役割を果たしていることを示している｡

考　察

本章では細胞外マトリックスがダイナミックに変化している発生や細胞分化の過
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程に注目し､その過程において細胞外マトリックスをコードする遺伝子を変異させ

ることによって､その影響を観察し､細胞外マトリックスの機能を同定しようとし

た.まず､ラミニンpl鎖の欠損変異体を安定に発現するF9細胞を単離し､その表現

型を解析した.pl鎖の短腕領域には､細胞接着や細胞伸展活性をもつ領域が多数同

定されている(10-14)｡また､短腕の最もN末端側のドメインVIはラミニン分子間の会

合に必要なドメインであると考えられており(15-17)､pl鎖の短腕を欠失したラミニ

ン三量体では､ラミニン･ネットワークの形成に異常が現れることが予想された｡

しかし､欠損型ラミニン三量体が細胞外に分泌されているにもかかわらず､顕微鏡

観察では細胞の形態異常は見られなかった｡この原因には次のようなことが考えら

れた｡1)欠損型ラミニンの発現量が少なかった｡これは欠損型ラミニンの高発現ク

ローンを単離したり､内在性ラミニンの発現量が少ない細胞株を採用するなどの解

決策が考えられる｡2)異常はあったが検出できなかった｡これは顕微鏡観察で形態

的に異常はなかったが､例えば細胞の接着能や仲展能を調べれば異常が観察される

かもしれない｡また､電子顕微鏡で微細構造を調べる方法もある｡一方､この系で

はドミナントネガティブ効来は検出されないのかもしれない｡　al鎖の短腕領域に同

定されているいくつかの機能領域は､他の鎖でも同定されている｡また､短腕領域

を欠失したラミニン複合体(ラミニンー5の(x3､β3､T2鎖､ラミニンー6､およびラミニ

ンー7のa3鎖)が存在することからも､ラミニン･ネットワーク形成はそれほど厳格で

はなく､すぺての鎖が規則正しく配屋されなくても行われるのかもしれない｡逆に､

細胞外に分泌された欠損型ラミニン三量体は､ラミニン･ネットワーク形成に全く

参加せずに分解され､正常なラミニン三量体だけで機能するネットワークが形成さ

れてしまったのかもしれない｡時間的制約で以上の問題は解決できてはいないが､

個体レベルでの機能解析を見据えた本実験は意義深く､今後さらなる改良が望まれ

る｡

　その一方で､ラミニン三量体形成において､ラミニンpl鎖長腕のN末端とc末端で

異なる役割をもつことが示された｡ラミニンサプユニット会合の解析は､ほとんど

E8断片領域を含む長腕のC末端領域で行われており､組み換え体タンパク質や合成ペ

プチドを用いた実験ではplう･1二量体形成､a2-β】･1三量体形成に必要なlo~2oアミ

ノ酸がそれぞれ同定されている(18･,19)｡また､長腕のC末端側のシステインによる
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pl-TI鎖間のジスルフィド結合がコイルドコイル構造の安定化に寄与しているとの報

告もある(20)｡一方､N末端領域はC末端側から始まるコイルドコイル構造形成に寄

与するものの､会合の駆動力にはなっていないことがわかっていた｡本研究では､

短腕のみならず長腕のN末端側を欠失している帥鎖がTI鎖､al鎖と会合して三量体

を形成し､細胞外にも分泌されていることが示された｡これはラミニンが単量体､

二量体では細胞外に分泌されないということを考え合わせると､長腕のC末端側のコ

イルドコイル構造形成が､細胞外分泌のシグナルとなっていることを示唆している｡

しかし､この欠損型ラミニン三量体がal-β1､pl吊鎖間だけでなくal-TI鎖間もジス

ルフィド結合されていないことも明らかになった｡これは､長腕のN末端側で三本の

鎖がコイルドコイル構造を形成してはじめて､(zl-pl ト71､TI-(xl鎖間のジスルフ

ニットの会合における長腕領域のC末端側とN末端側の役割をはじめて示した｡さら

に､jjl､4voでのラミニンサブユニットの会合の解析が可能であることを示した点で重

要であると思われる｡
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マウス3T3-LI細胞1

第　4　章

こおけるラミニンa4鎖の発現および

ラミ2ン-8((z4β1TI)の同定

序　論

　1970年代末の発見以来ヽラミふンの分子レベルの研究はEngelbreth-HOlm-S　warm

(EHS)腫傷､あるいは遠位内胚葉様F9細胞などの基底膜合成能が旺盛な培養細胞を用

いて集中的に行われてきたため､これらの成分であるラミニンー1が“典型的"ラミ

ニンであるかのような印象を与えてきた｡しかし､ラミニンの分子多様性は発見の

当初から示唆されていた(1,2).例えば､ノーザン解析では各鎖((XI､pl､TI)のmRNA

の発現量が組織ごとに異なっており､これは組織ごとに異なる組成のラミニン複合

体が形成されていることを示唆する(3)｡この多様性は胚発生過程でも見られ､マウ

スの受精卵は2~4細胞期ではβ1､TI鎖しか発現せず､al鎖は基底膜が形成される16

細胞期になって初めて発現する(4)｡これはβ1とTI鎖が単量体あるいはニ量体で機能

する可能性も残しているが､胚発生初期では(zl鎖とは異なる(z鎖がβ1および71鎖と

複合体を形成して機能する可能性を示唆している｡その後､ヒト胎盤から(z2β171の

組み合わせを持つラミニン,2(5)が､神経筋接合部よりalp2TIの組み合わせを持つラ

ミニンー3(6)が､上皮細胞から(x祁3刄の組み合わせを持つラミニンー5(7)が発見される

など､各鎖の異型体が統々と発見され､現在ではa鎖が5種類((xl~a5)､p縦が3種類

(p1~β3)､7鎖が2種類(71~72)の計lo種類が同定されている(8).さらに､これらが選

択的に会合したラミニン複合体フ種類(ラミニンー1~ラミニンーフ)の存在が確認されて

いるほかに､ラミニンー8からラミニンー11までの存在が示唆されているに至っている

(T3ble　4-1)(9)｡

　当研究室においても､いち早く間充織に基底膜のものとは異なる(z鎖が合成され､

異なるラミニン複合体が存在することが1988年の時点で明らかにされていた(10)｡マ
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Table　4rl　New　nomendature　for　established　heterotrimeric

　　　　　assembly　forms　of　laminins.

New

laminin-1

1aminin-2

laminin-3

1aminin4

1aminin-5

laminin-6

lamin蜃-7

恥71訥畑一召

1α哨函吊-9

1a謂函訥-jo

lα謂細訥-jj

Chain　composition

a1叫71

a2β171

a1β271

a2β271

a3p372

a雄171

a3a2TI

α4β用

αや々j

α邸用

α早印

Prevlous

EHS(dassical)laminin

merosin

S-laminin

S-merosin

kalinin/nicein/　ePillがn
K-lamjnin

KS-laminin

£am函訥s函f加翫saだa耐fd芦1�如lauffco所n必凹asμΓ晶面s.
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ウス繊維芽細胞株である3T3-LI細胞は､培養下で高頻度に脂肪細胞に分化するが､

これに伴ってIV型コラーゲン､ナイドジェン/エンタクチンやラミニンなどの基底膜

成分の合成も増加する｡この細胞におけるラミニンの発現をラミニンー1の抗体で調

べたところ､基底膜のものよりサイズの小さい(z鎖が検出され､これがplおよぴTI鎖

と複合体を形成していることが示唆された｡しかし､この(z鎖異型体のcDNAの単離･

同定にぱ至っていなかった｡本章では､3T3-LI細胞が合成するラミニン(z鎖異型体の

cDNAを単離しこれがa4をコードすることを解明した結果を述べる｡

実験材料および実験方法

田　実験材料

　マウス･ラミニン(z4鎖のドメインG4のLDESFNIGLKFEIAとHGHSVNGEYLのペプ

チドを認識するポリクローナル抗体は､委託合成したペプチドを家兎に免疫して調

製した.逆転写酵素(SuperScript　II　RNase　H　“　reverse　transcrip咄;e)はGIBCO　BRLから､

EXTaqDNA　　ポリメラーゼとランダムプライマーはTakaraからヽシーケンスキット

(Thermo　Sequenase　nuorescent　labelled　primer　cycle　sequencing　kit　)ヽHybondN十ナイロン

メンブラン､32P-dCTPおよびAmershamから購入した｡その他の試薬は第2章と同じ

もの､および市販の特級のものを用いた｡

[2]細胞培養

　マウス繊維芽細胞である3n-LI細胞は10%ウシ胎児血清(FCS)､50units/mlのペニシ

リン､2匁g/mlのストレプトマイシンを含むDMEM培地中で､5%C02/95%気相下､37

℃のC02インキユベーター内で培養した｡

[3]RNAの単離

　全RNAはacid　guanidinium　出iocyanate-pheno1-chloform(AGPC)法(11)によって単離した｡

すなわち150　mm　の培養皿1枚の3T3-LI細胞に対し､3mjlのsolution　D(4Mグアニジンチ
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オシアネート､25mMクエン酸ナトリウム､O｡5%サルコシル(N｡ラウリルサルコシン

ナトリウム塩)､0.1M　2-　メルカプトエタノール)を加え､ポリトロンホモゲナイザー

でホモゲナイズした.これにO.3mlの2M酢酸ナトリウム(pH4,0)､3mlの水飽和フェノ

ール､O｡6mlのクロロホルムーイソアミルアルコール(49:I)を順次加え､10秒間激しく

撹拝した後､4℃で20分間､10,0oogで遠心した｡水相を別の遠心管に移し､等量の

イソプロパノールを加え､-20℃で1時間放置した｡その後､4℃で20分間､10,000gで

遠心し､上清を捨て､RNAの沈殿に600mlのsolutjon　D　を加えて溶解し､等量のイソプ

ロパノールを加えて-20℃で1時間放薇した｡その後､4℃で20分間､10,000gで遠心し

上清を捨て､RNAの沈殿を水で溶解して､吸光度を測定した｡

[4]RT-PCR解析

　逆転写反応は以下のように行った｡まず､2μgの全RNAを70℃で10分問加熱し､氷

上で急冷した.この溶液に參1の5　x　nrst　strand　緩衝液､1μIの25mM　dNTP　mix　､2μ1の

O.　1M　DTT　､100ngのランダムプライマー(Takara)を加え､42℃で2分間インキュベート

した.200unitsのSuperScript　II　RNase　H　'　reverse　transcriptase(GIBCO　BRL)を加え､42℃

で60分間インキユベートした.PCR反応はO.IμIのRT産物を鋳型として､EX　Taq　DNA

ポリメラーゼ(Takara)を用い､94℃,30s､60℃,lmin､72℃,lminで30サイクル行った｡

PCR産物は1.0%のアガロースゲルで電気泳動し､エチジウムブロマイドで染色した｡

マウス･ラミニン(zl鎖(12)の増幅には5'-GCGCGTAAAGATTTCCAGCC-3'と

　51-GTCTCTGTCCAAAGCTCCTG-3'をプライマ2に用いた｡これは塩基配列5113-

5736の領域で､626-bpの断片が増帽される｡　a2鎖(13)の増幅には

5'-GGGTCGGATCAATCATGCTG-3'と5'-CGTGGAACATAAGCTTCTCG-3'(塩基8457-

9043;　589-bp)を､(x3鎖(14)の増幅には5'-AAAGGTGCACCTGGTGGTGG-3･と

5'-TTCGGTGGGAAGGAAAGCTG-3'(塩基6944-7528;　587-bp)を､a4鎖の増幅には

5'-CATGGGATCCTATTGGCCTG-3'と5'-CACATAGCCGCCTTCTGTGG-3'(塩基197-

858;　664-bp)を､(x5鎖(15)の増幅には5'-ACGGCTCAGAAGGTTTCCCG-3'と

5'-CTTCAGCGGGTATGACTTCC-3'(塩基9673-10221;　551-bp)をプライマーに用いた.

　マツス･ラミニyβ1鎖(16)の増幅には

5'-GCTGGATICCGCTTGCAGCAGAGTGCAGCTGA-3'と
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5'-CGCGAATTCGCTAAGCAGGTGCTGTAAACCG-3'(塩基4858-5535;　702-bp)を､卵

鎖(17)の増幅には5'-CTGCAGCGGGTATGACTTCC-3'と

5'-GGCTTGTGCAGCCAGAACAC-3゛(塩基4475-5022;　550-bp)を､p3鎖(18)の増幅には

5'-CAGGTAGATGATGTGGTCGG-31と

5'-ACTGCGGATCTGCTCCACAC-3゛(塩基3079-362　1　;　545-bp)をプライマーに用いた.

　マウス･ラミニンTI鎖(19)の増幅には

5'-GCGGGATCCCCAATGACATTCTCAACAAC-3'と

5'-GCAGATATCGGGCTTCTCGATAGACGGGG-3'(塩基4331-5067;　760-bp)を､刄鎮

(20)の増幅には5'-TATTAGCCAGAAGGTTGCGG-3'と

5'-TAGTCTCCAGCAGATGGAGG-3'(塩基2973-3520;　549-bp)をプライマーに用いた.

[5]cDNAクローンの単離

　マウス･ラミニンa4鎖cDNAの単離は､すでに単離されているヒト･ラミニン(z4

鎖のcDNA配列(21,22)をもとに設計した縮重オリゴヌクレオチド､

5'-TATGCTAATTT(C/T)AC(A/T)GG(A/C)TG-3'と

5'　-CTGTGCCATCT(G/C)CC(A/G)TC(A/G)CA-3'をプライマーとして､RT-PCR法によ

り行った.すなわち3T3-LI細胞の全RNAのRT産物に対してEX　Taq　DNA　ポリメラー

ゼを用い､94℃,30s､45℃,lmin､72cC,2minで5サイクル､94℃,30s､50℃,min､

72℃,2minで25サイクル行った｡増幅産物はクローニングベクターBluescript　II

(Stratagene)にサブクローニングし､Thermo　Sequenase　nuorescent　labeHed　primer　cycle

sequencing　kit　(Amersham)を用いてサイクルシーケンス反応を行い､モデル4000　DNA

シーケンサー(LI-COR)にて塩基配列を決定した｡

[61ノーザン解析

　マウス3T3-LI細胞より単離した全RNA1011gを､ホルムアルデヒドを含む|%アガロ

ースゲルで電気泳動し､Hybond　N+ナイロンメンプラン(Amersham)に20　X　SSC　を用い

て､3時間キャピラリー法によってブロットした｡ハイプリダイゼーションに用いた

プローブは､ラミニン(z4鎖遺伝子は本実験で単離したlo62,bpの断片を､pl鎖遺伝子

(16)はドメインIII/IV(塩基1698-3496)の1799句の断片を､TI鎖潭伝子(19)はドメイン
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I/II(塩基3328-5067)の1740-bpの断片を､ヒトGAPDH(glyceraldehyde-3-phosphat,e

dehydrogenase)遺伝子(23)はlafmid　BAベクター(24)のNorl一拓ndIIIで消化した920-bpの断

片(塩基1911-2830)をMultiprime　DNA　labelling　system　(Amersham)で32P｡dCTP(Amersham)

を用いて放射標識した｡ハイブリダイゼーションは50%ホルムアミドを含む5　X　S.SPE

5xデンハート溶液､O,5%SDSと熱変性処理したOJmg/mlサケ精子DNAを組成とする

溶液中でプレハイブリダイゼーションを42℃で1時間行った後､プローブを100ng加

えて､さらに16時間ハイブリダイゼーションを行った｡　O｡1%SDSを含む2　X　SSCでio

分間､室温で2回､さらにO｡1%SDSを含むO｡l　x　SSC　で30分間､50℃で2回メンブラン

を洗浄した後､イメージングプレートに露光し､BAS2000　　イメージアナライザー

(Fuji　Film)で解析した｡

[7]細胞の放射標識､および免疫沈降

　細胞の放射標識は､第3章と同様の方法で行った｡細胞溶解液は､細胞にNP-40

1ysis緩衝液を加えて調製した.3.0　×　10　7cpmに相当する細胞溶解液に抗マウス･ラミ

ニン(z4鎖抗血清を10μ添加して免疫沈降を行った｡　SDS-PAGEは濃縮用ゲルに3%の

ポリアクリルアミドを､分離用ゲルに4%のポリアクリルアミドを含むゲルを用いた｡

その他の方法は､第2章と同様の方法で行った｡

結　果

マウヌ･ラミニンa4斯dWA断斤のクローニング

　マウス胎児性癌細胞F9と3T3.L1細胞を[35SIメチオニンで放射標識し､ラミニンー

1(alp171)の抗体で免疫沈降を行い､非還元のsDs-PAGEで比較すると､3T3-LI細胞

ではF9細胞よりもサイズの小さい三量体が､またサイズの小さいa鎖と思われるバン

ドが観察される(Fig｡4-2)(10)｡この(z鎖異型体を同定するために､ヒト･ラミニン(zl

~o｡4鎮のドメインGに共通して存在するアミノ酸配列(22)をもとに設計した縮重オリ

ゴヌクレオチドプライマー(degenar油ぅprimer)　を用い､3T3-LI細胞の全RNAからRT-
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Fig.　4'2　Mobility　of　large　laminin　complex　in　3T3-Ll　ceHs　comPared　to　laminin

comPlexof　F9　cells　on　SDS'PAGE　under　nonredudng　conditions･

Radiolabeled　ceII　lysates　from　3T3‘Ll　cells　or　from　F9　stem　cells　were

immunoPreciPitated　with　anU-mouse　laminin“l　antiserum　and　seParated　on

SDS-PAGE　under　nonredudng　conditions｡En/Nd　indiGtes　entactin/nidogen.
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PCRを行った｡増幅された約口kbの断片をクローン化し､塩基配列を決定した結果､

ヒト･ラミニンa4鎖遺伝子のドメインG3からG5の約□kbの領域と塩基配列で約

84%､推定アミノ酸配列で約86%の相同性があり､このクローンがマウスのラミニン

(z4鎖断片をコードすると結論した(F屡4-3).ラミニン(z4鎖はヒトでは単離されてい

るが､マウスでは単離されておらず､本研究ではじめてマウスa4鎖遺伝子断片を単

離したことになる｡

マウヌJ73-Lj擢胞に右けるラミニン疑�ひゐ4の発戻

　RT-PCR法によりマウスa4鎖遺伝子断片が単離されたことによって､3T3.LI細胞が

a4鎖mjRNAを発現していることが確認された｡しかし､RT-PCR法は非常に高感度で､

微量産物も検出してしまうことから､3T3.L1細胞が(z4鎖とは別に､複数のa鎖を発

現している可能性も否定できない｡そこで､｢3鎖とT鎖も含めて現在マウスで単離さ

れているすべてのラミニン鎖のmRNAの発現を､同じくRT-PCR法によって調べた

(Fig.4-4).PCRを30サイクル行った結果､増幅されたのは(z4､β1と71鎖のみであった｡

RT-PCR法は定量的ではないので､次にa4､β1とTIの三つの鎖について､ノーザンハ

イブリダイゼーションによりmRNAの発現量を定量的に解析した(Fig湊5)｡その結果､

(z4､β1とTI鎖のシグナルの強度は同程度で､mRNAの発現量もほぼ等しいことが示

された｡以上の結果より､マウス3T3-LI細胞･はa4､pl､TI鎖のみを発現しており､

この組み合わせで三量体を形成することが示唆された｡

尭疫沈犀によるα4甜会合の屏折

　ヒトでのみ単離されているラミニンa4鎖は､どのβ鎖およ吟鎖と会合するのかは

未解明である.3T3-LI細胞において､mRNAレベルでa4､plと71鎖が会合している

ことが予想されたが､タンパク質レベルでこれを確認する必要がある｡そこで､

Fig湊3で示した2ヵ所のマウスa4鎖の10~14個のペプチドに対するポリクローナル抗

体((z4-1､a4,2)を調製し､[35S]メチオニンで放射標識した3T3-LI細胞の細胞溶解液に
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Fig.　4'3　Partial　nucleotide　sequence　of　mouse　laminin　a4　chain　cDNA　and　its

deduced　amino　add　sequence｡

(A)RePresentation　of　done　used　to　determin　the　mouse　laminin　(z4cDNA

sequence｡(B)R姑目函e,nudeotide　sequence　of　the　cDNA　for　mouse　laminin　a4

dain;　secozld　l細e,deduced　amino　add　sequence　of　mouse　laminin　a4　chain;

出f�1訥e,amino　add　residues　of　the　human　laminin　a4　chain　which　differ　from

the　mouse　sequence･　PePtide　sequences　for　antigen　are　boxed.
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Fig.　44　AmP11fication　of　only　a4,　βl　and　71　cDNA　fragments　by　RT-PCR　of　total

RNA　from　3T3-Ll　cells.

RT-PCR　of　total　RNA　extracted　from　3T3-Ll　ceUs　was　carried　out　using　ten　pa1rs

of　Primers　designed　based　on　cDNA　sequencJes　of　mouse　(χ1,　a2,　a3,　a4,　a5タβ1,　92,

β3バYl　and　'y2.　The　Products　were　electroPhoresed　on　a　l.0　%agarosegel　with　λ゛

DNA　fragments　digested　with　Hf�IIl　and　£coRl　as　size　marker　{M}.The　result

after　30　cydes　of　R7[?CR　is　Presented.
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Fig.　4-5　Northern　analysis　of　laminin　α4･β1　゛d　71　°RNAs　111　3T3“Ll　cells･

Uμ阿r　Pane1:　10 of　tota1　RNA　from　3T3-Ll　cells　was　loaded　to　each　lane｡

lndividual　strips　of　transblotted　mter　were　hybridized　to　[a-32P]dCTP-1abeled

mouse　laminin　a4,pl　and　71　cDNAs.　ne　migration　positions　oH8　S　and　28　S

rRNAs　are　indicated　at　the　left　margin.　£(wどr　Panel:　The　same　striPs　were　re゛

hybridized　to　【aJ2P】dCTP-labeled　glyceraldehyde-3-phosPhate　dehydrogenase

(GAPDH)cDNA　as　controls,
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対して免疫沈降を行った｡還元条件のSDS-PAGEで解析した結果､a4,1､a4-2抗体で

は(z4鎖とともに､a4鎖と共沈してきたと思われるplとTI鎖のバンドがわずかに検出

された(Fig,4-6).この結果より､タンパク質レベルでもa4鎖がplおよびT1鎖と会合

していることが示され､はじめて(z邨171の組み合わせを持つラミニン複合体(ラミニ

ンー8)の存在が確認された｡

考　察

　マウス3T3-LI細胞からRT-PCR法によってラミニンa4鎖遺伝子断片を単離し､部分

塩基配列を解明した｡ラミニンa4鎖遺伝子は最初にヒトで発見され､心臓､肺など

で発現量が多いことが示されているが(21,22)､マウスではまだ報告はない｡　3T3-LI

細胞はGreenらがマウス胎児間充織由来のSwiss　3T3　細胞から確立した細胞株で､加

vjかoで高頻度に脂肪細胞に分化することから､脂肪分化の培養モデル系として最も

よく研究されている細胞株である(25-29)｡おそらく､ラミニンa4鎖は間充織に特異

的なラミニンの構成鎖であり､基底膜に豊富に存在するラミニンー1の構成鎖である

(zl鎖とは異なる役割を果たしていることが推渕される｡

　本章では､RT-PCRとノーザン解析によるmRNAレベルでの解析および抗マウス(x4

鎖ペプチド抗体による免疫沈降解析によって､ラミニンa4鎖がβI鎖およびYI鎖と会

合することを示した｡ヒト(z4鎖およびマウスa5鎖は単離されたぱかりで､どのβお

よび･y鎖と会合しているのかは解明されていない｡しかし､これまでに同定されてい

るラミニン複合体の組み合わせから､a4鎖はラミニンー8((z4β171)およぴラミニンー

9(a4p2TI)を､(z5鎖はラミニンー10(a邱171)およびラミニンーH((z邱2TI)を形成してい

ると推定されきた(Table　4-1)(9)｡すなわち､(z祁1TIの組み合わせをもつラミ2ンー8

の存在は本研究ではじめて確認されたものである｡当研究室では､以前にウシ大動

脈内皮細胞(BAEC)や肺動脈内皮細胞が､ラミニンー1とともに､このラミ2ンー8に類
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anti-　Laminin-I　Laminin-l　a4-l　　a4-2　nonimmune

t

表

司 ず 寮　凍

り

〃ゝ

ヤ回

Fig.　4-6　Trimer　formation　with　a4　chains　in　3T3'Ll　cells･

3T3-Ll　cens　were　labeled　with　[35Slmethionine/cysteine,the　ce11　1ysate　was

immunoPredPitated　with　anti'mouse　laminin“1　antiserum,　anti゛mouse　a4

pePtide　antiserum　(a4‘1,α4-2)or　nonimmune　serum,　lmmunoPredpitates　were

seParated　by　SDS'PAGE　under　redudng　condition.　F9　cells　were　also　labeled　and

immunoPredpitated　with　anti'mouse　laminin'l　antibody･
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似したラミニン異型体を合成･分泌することを示した(30)｡内皮細胞が血管新生過程

に転じると､外側の既成の基底膜を消化して間充織に侵入しようとする｡このとき､

内皮細胞は基底膜に与えられていた表裏極性を自ら破壊するとともに､間充織に適

した新しいラミニン複合体を合成しなければならないと考えられる｡　BAECに血管新

生抑制活性をもつメドロキシプロジェステロンを添加すると､ラミニン異型体の合

成が抑制され､ラミニンー1の合成が増加することも明らかにされている｡この結果

は､BAECが通常の培養条件では血管新生の状態に活性化されており､メドロキシプ

ロジェステロンがこれを休止状態に戻したと解釈できる｡すなわち､二種類のラミ

ニン複合体の切り換えが血管新生と連動していることを意昧している｡二榎類のラ

ミニン複合体の切り換え現象は､筋形成におけるラミニン,1とラミニン｡2でも示され

ている(3D｡　BAECで見られるラミニン異型体も､おそらく本研究で明らかにしたラ

ミニンー8であると思われ､ラミニンー8の血管新生における役割がこの実験と併せて推

定できる｡すなわち､脂肪組織形成の際には活発な微小血管新生が行われているこ

とが知られており(32)､3T3-L1細胞の脂肪分化におけるラミニンー8の合成は､血管新

生に必要な基底膜成分を供給するためであると考えられる｡

　ラミニン(z4鎖はドメインIIIからN末端側の短腕領域を欠失している点で､alから

a5鎖の中ではa3鎖と最も相同性が高い(Fig圭10).(z3鎖は表皮に特異的な(z鎖で､

p3T2と会合してラミニンー5(a3p3刄)､β1TIと会合してラミニンー6((x3plTI)､p2TIと会

合してラミニンヽ7((z3β271)を形成する(8)｡また､ヒトa3､旧および界鎖の変異は表

皮水泡症と連鎖していることが知られている(33-36)｡　a4鎖はラミニンー8(a4plTI)に

加えて､p2TIと会合してラミニンー9(a邨271)を形成することも推測されているが､今

後その発現組織の同定さらに遺伝病との関連などの解明が待たれる｡

　ラミニン各鎖の短腕領域の最先端にあるドメインVIは､ラミニン分子間の会合に

よる超分子ネットワーク形成に必要なドメインで､この領域を欠失しているラミニ

ン複合体は別のラミニン･ネットワーク形成の方法があると考えられている｡例え

ぱヒト胎児羊膜(amnion)では､ラミニンー5はラミニンー6およびラミニン｡7を介して基

底膜に結合しているとの報告がある(37)｡　ドメインVIの重要性を示すもうひとつの証

拠は､点突然変異によってドメインVIの一部を欠損したa2鎖を発現するマウスが筋

ジストロフィーの症状を示すことである(38,40)｡筋肉膜に特異的なラミニンである

63



-ヽ

フベ ニンー2(a祁1TI)を構成する(z2鎖遺伝子は､筋ジストロフィーの原因遺伝子のひ

とつであることが知られている(41,42)｡短腕領域をもたない(z3鎖によって構成され

るラミニンヽ5､6および7が何の異常もなく機能することを考えると､これらのラミ

ニンが形成するネットワーク形成が既知のものとどのように異なるのかが今後の焦

点である｡ラミニン,8を多量に合成･分泌している3T3-LI細胞が､これらの疑問を

解決する格好の実験系となることは明白で､今後の解析が待たれる｡
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