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原 著

マウス角膜線維芽細胞由来の不死化培養細胞における培養下

コラーゲン線維形成における1血 canの効果

間 宮 和 久 中 津 満

抄録 Iumican,keratocanなどのケラタン硫酸プロテオグリカンは,肱発生期にコラーゲン線維形成を制御するこ

とにより,角膜の形態形成に重要な役割を担っている.我々はlumicanのN-末端にある高度に保存された37-CX3

CXCX9C-53ドメインのコラーゲン線維形成における役割を調べるために,野生型 (CX3CXCX9C)と変異型(cx3

SXCX9C)各々を持つIumicancDNAをsite-specificmutagenesisを用いて作成し,発現ベクターに挿入した後,
不死化マウス角膜線維芽細胞 (MK/T-1細胞)に導入した.安定形質細胞は,zeocinの存在下で選択,クローン化
された.それらの細胞は親細胞であるMKノT-1細胞に頬似した樹枝状形態を維持していた.野生型と変異型
lumicanのそれぞれの培養上澄を用いたWestem blotでは,C-Myc-tagとlumicanに対する抗体を用いて42kDaの
IumiCanタンパクを検出した.透過電子顕微鏡(TEM)による微細構造分析は,両細胞系ともinvitroで多層構造の
実質を形成していたが,両者の細胞系のマトリックス集合体には違いが認められた.両者を比較すると,直交した

コラ-ゲン線維を含む領域において,野生型がより密なマトリックスを構成し,変異型には線維の集合と構造に明

らかなばらつきがあることが示された.これらの結果は,変異型はlumican構造の変化をきたし,野生型が関与す
るコラーゲン線維形成と角膜実質内のマトリックス集合体の形成が障害されていることを示唆している.
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EFFECTSOFLUMICANONINVITROCOLLAGENFIBMLLOGENESISINCULTURES

OFIMMORTALIZEDMK/T-1CELLLINEFROM MOUSEKERATOCYTES

KazuhisaMamiya,andMitsum Nakazawa

Abstract Keratansulfateproteoglycans,suchaslumicanandkeratocan,playanimportantroleincorneal
morphogenesisbymodulatingcollagenfibrillogenesisduringembryonicdevelopment.Weexaminedtherole
ofahighlyconserved37-CX3CXCX9C-53､domainadjacenttotheN-temi nusoflumiCanincollagenfibri1logenesis,
usingsite-specificmutagenesistoprepareplasmidDNAencodingforwildtype(CX3CXCXgC)andC/Smutant
(CX3SXCX9C)lumican.cDNAswereclonedintoaexpressionvector.CulturesofMK/T-1cells,animmortalized
celllinefrOmmousekeratocytesexpresslnghumantelomerasereversetranscriptaseweretransfectedwiththe
cDNAs.Stabletransfectantswereselectedandclonedinthepresenceofzeocin.Thestabletransfectantsmaintaina
dendriticmorphologysimilartotheparentalMK/T-1cells.Westemblotanalysiswithantibodiesagainstc-Myc-
tagandlumicandetecteda42kDalumiCan proteinfromtheculturemediumofthewildtypeandC/Smutant
transfectants.Ultrastructuralanalysesbytransmissionelectronmicroscopy(TEM)showedthatbothcelllines
generatedamulti-layeredstromainvitro.However,thematrixassembledbythetwocelllinesdiffered.Compared
tothemutantcellline,thewildtypecellsassembledamoreorganizedmatrixwithregionscontainingorthogonal
collagenfibrils.Inaddition,the丘brilsintheextracellularmatriⅩformedbythemutantcelllineshowedapparent
alterationsinfibrilpackingandstructure.TheresultsindicatethatthelumiCan C/Smutantmayinterferewith
collagenfibrillogenesisandstromalmatriXassembly,potentiallyduetoanalterationinlumicanfolding.
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コラーゲン線維形成に対するlumicanの効果

緒 看

角膜の強度,透明性は,細胞外マ トリックス

(extracellularmatrix,ECM)構成物の適度な

割合と適切な水和の比率により構成された均一

な直径のコラーゲン線維と規則正しい配列に依

存 している.角膜実質では,これら規則的に配

列された線維は,直交するラメラ層を形成して

いる1･2).このような実質の特異的構造の形成

を制御する機序はいまだよく理解されていない

が,プロテオグリカンとコラーゲンおよびコ

ラーゲンとコラーゲンの相互作用が重要である

可能性と,異なるコラーゲン型の量と作用は,

コラ-ゲン線維直径を制御するのに重要な役割

を担っていることが示唆されている1･3~5).成熟

した角膜実質は, Ⅰ型およびV型コラーゲン

を主体とする小さく均一化したコラーゲン線維

を含み,他のⅠ型コラーゲン含有組織に比較し

て,V型コラーゲンを多く含んでいる6). V型

コラーゲンは線維直径の制御に重要であり,線

維直径を縮小化させるinvitroの自己集合体シ

ステムでは, Ⅰ型コラーゲンに対 してV型コ

ラーゲンの割合が増加 している.しか しなが

ら,この自己集合体システムでは,成熟角膜実

質におけるコラーゲン線維直径と比較して,大

きな直径の線維が生 じており,角膜線維直径の

制御には他の因子が重要な役割を担っている可

能性が考えられている7).

smallleucine-richプロテオグリカン(SLRPs)

は,結合組織においてコラーゲンのマ トリック

ス集合体を制御す ると考え られている1･2)

SLRPsのコラーゲン線維形成を制御する役割

は,decorinとlumicannullmiceにおいて最も

よく証明されている8). genetargetingにより

それぞれの遺伝子をノックアウ トしたマウス

は,病理学的にコラーゲン線維の直径の変化な

らびにコラーゲン線維空隙の変化を示 してい

る.Decorin十miceは脆弱な皮膚と透明な角

膜を,一方lumican十miceは脆弱な皮膚と混

濁 した角膜を有 している8).しか しながら,こ
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れらのSRLPがどのようにしてコラーゲン線

維直径とECMを制御 しているかという分子メ

カニズムは不明なままである.

角膜実質における主要なプロテオグリカンは

lumican,keratocan,mimecanとdecorinであり,

これらの化合物は実質ではコラーゲンに次ぐ,

2番 目に豊富な生体物質である.lumicanと

keratocanはkeratan sulfate-glycosaminoglycan

(KS-GAG)鎖を含み,特に角膜に豊富に存在

している.これら高度に荷電したプロテオグリ

カンは実質の水分の保持に寄与する9~12)

これらのことより,SLRPsはマ トリックス

集合体の鍵となる制御因子であることが示され

ている.

また,SLRPsのメンバーは,N-末端領域に

高度に保存されたシステイン残基 (37-CX2_3

CXCX6_9C)を有 している.これらシステイン

残基はコア ･タンパ クN-末端領域でジスル

フィド結合を形成する領域に位置する.この

N-末端でのジスルフィド結合が,コア ･タン

パクにコラーゲン分子を結合させ,線維直径を

制御する可能性が示唆されている5).このこと

を明 らか にす るために本研究 では,CX341

CXCX9Cの41番 目の シス テイ ンをセ リン

(S41)に置換 した変異型lumican遺伝子を作

製 し,培養条件下での三次元ECM形成に対す

る変異型lumican遺伝子の機能を形態学的に

検討したので報告する.

方 法

野生型と変異型 (C/S)ltmi canのプラス

ミドDNAの作製

まず初めに野生型lumicanCDNA (985bp,

以 下lumWtと称 す)をpSecTag2A vector

(hvitrogen)のS五ⅠとNotI部位に挿入した.

Polymerasechainreaction(PCR)のためのプ

ライマーはS五Ⅰ制限酵素部位とlumicanの末

端にNotI制限酵素部位を付加した以下の配列

を合成し,使用した (5'>GCGGCCCAGCCG

GCCACTGGCCAATACTACCATT-3',
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5'>ATA AGA ATG CGG CCG CGT TAA

CGGTGATTTCATT-3').pcRは100ng

lumicancDNAを鋳型とし,基質としてdNTP

25nmolとTaqpolymerase(invitrogen⑧)2.5unit

を加え,全量50〃1の系で,94℃1分間,57℃

1分間,72℃1分間の反応を35サイクル施行

し,続いて72℃10分間加熱 した.次いでPCR

産物は,1.0%アガロースゲルにより単一バン

ドを切り出して分離し,引き続きフェノール抽

出後エタノール沈殿によりさらに精製 した.

PCR産物とpSecTag2AのS丘ⅠとNotI酵素

による消化は,プロトコール (New England

Biolabs)に従って37℃2時間,続いて50℃2

時間インキュベ- トした.cDNAは,その後

T4DNAligaseを用いてpSecTag2Aに挿入さ

れた.さらに合成された組換えプラスミドは直

接塩基配列決定法により塩基配列を調べること

により,正しく挿入されたことが確認された.

次にCX3CXCX9CのC41をS41に置換した

CX3SXCX9C (変異型,以下lumC/Sと称す)

を作製す るため にPCR-basedsitedirected

mutagenesisを行 った.非対称性C/Smutant

の1本鎖オリゴヌクレオチド (194bp)を作製

す るために5'>GTTAGATTCTGGTGC

ACAGTTGGG-3'(lumicanmRNAに相補的

な3'プライマー)とT7プライマーのプライ

マ一対(モル比1:20)を使用し,PCRを行った.

この1本鎖pcR産物は前述と同様の方法にて

ゲル精製 した後,3'プライマーであるNotI

を含むヌクレオチドと共に他のPCR反応液に

加えられた.このPCR産物もlu血Wtの場合

と同様にpSecTag2Avectorに挿入された.

細胞培養とp-アスコルビン酸とtransforming

growthfactor(TGF)-β1を含む三次元細胞

培養

lumWtとlumC/Sを含むvectorは,それぞ

れリン酸カルシウムを使用してマウス角膜実質

細胞に由来する不死化細胞系であるMK/T-1

細胞に導入された.細胞を100〃g/mlzeocin

(Invitrogen)と10%ウシ胎仔血清 (FBS)を

含有 したDulbecco'sModi丘edEagleMedium

(DMEM)で5%CO2,37℃で培養 し増殖さ

せた.100〃g/mlzeocinは,クローンを同定す

るための抗生剤として使用された.

2.5Ⅹ104個の細胞を,24穴培養皿 (Falcon)

上の24穴培養皿用フィルター膜 (Falcon)に蒔

き,100〃g/mlzeocin,0.1mM P-アスコルビ

ン酸,1ng/ml組み換えTGF-β1(R&D),10%

FBS含有DMEMで5%CO2/95%airで4-

6週間培養した.培養液は週2回交換した.

透過型電子顕微鏡 (TEM)による観察

培養終了時に,速やかに培養液を取り除いた

細胞を,リン酸緩衝生理食塩水 (pH7.4,PBS)

にて3分間洗浄 した後,modi丘edKamovsky

固定液 (2.50/o E叩 grade glutaraldehyde,

4.0% parafbmaldehyde,8mM CaC12,0.1M

cacodylatebufferpH7.4)を加え,温度ショッ

クを避けるために室温で固定した.細胞を室温

の固定液に浸した後,速やかに氷上に移し固定

を継続 した.10ないし15分後に新 しい4℃の

固定液に交換 し,4℃でさらに2時間固定 し

た.2時 間後,固定液 を除去 し,細胞 を

transportsolution(0.1M cacodylatebuffer,

10%スクロース,1/10modi丘edKamovsky固

定液)で1回洗浄した.サンプルは常法に従っ

て,TEMにて観察した.

結 果

lumicancDNAは,pSecTag2Avectorに挿

入 され た (図1,上段).野生型 と変異型

lumicanの塩基配列では,コドン41のTGTが

TCTに変化 し,この結 果lumWtのC41が

lumC/SではS41に変化していることが確認さ

れた (図1,下段).

全てのstabletransfectantsは導入遺伝子の

種頬にかかわらず,MK/T-1細胞に類似 した

樹枝状形態を示していた(図2).これらの細胞

は,増殖能においても違いは認められず,外来
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LumicatLCDNA

pSec
LumWtpSecLumW

tTGTGCACCAGAATGTAACTGCCCCCACAG

CTACCCAACTGCCATGTACTGT37-C A P E C N

C P H S Y P T A M Y C-53TG
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一一一pSecTag2A#16- 一一一一pSecTag2A#21--∠ゝl pSecLu…Wt#2-# pSecLumWt#5+ pSecLumWt#6-一一一一pSecLu…C/S#2+ pSecLumC/S#12- pSecLumC/S#3
9細胞10敬(舛毒1)0 .1 a

yt0 1 23 4 5

67(日)図3 細胞増殖曲線.それぞれの遺伝子導入細胞に増殖能には差

は認められなかった.C/S2 C/S12 C侶39 WT2 WT5 W

T642kDa-

図4 抗C-Myc抗体を用いたWestem blot.両者で外来遺伝子によるlumi
canタンパクの発現が認められる.
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ている.一方,lumC/S細胞は疎なECMを示

している.

考 察

角膜実質はSLRPsとコラーゲンを豊富に含

む高度に組織されたマトリックスであり,角膜

の形状,強度,透明性に寄与している.角膜の

透明性は均一なコラーゲンの直径と秩序正しい

線維の配列によるコラーゲンマトリックスによ

る もの で あ る1･2).角 膜 のSLRPsで あ る

lumican,keratocan,mimecanは コラーゲン

マトリックスの維持に重要な役割を果たしてい

るという報告が多 々ある.例えばlumican

ノックアウトマウスはコラーゲン直径の変化,

線維間の不均一な空間を含む角膜実質のECM

構造のために,角膜混濁を生じている13).しか

しながら,コラーゲン線維形成の制御,角膜透

明性の維持におけるSLRPsの正確な役割は依

然として不明である.

今回の研究は,培養角膜実質細胞由来の不死

化細胞であるMK/T-1を用いて,野生型と変

異型lumican遺伝子を導入することにより,

細胞外コラ-ゲン線維形成における導入遺伝子

の機能について調べたものである.MK/T-1

細胞は,継代を繰り返すと (>70),内因性の

keratocanとlumicanの合成と分泌を停止す

る.このことはHT1080のような腫癌由来の

多くの不死化細胞系でkeratocan,lumicanの

ようなSLRPのコア･タンパクの発現が失わ

れるということと類似する.腫癌細胞による

SLRPコア･タンパクの抑制の原因は不明であ

るが,invitroのコラーゲン線維形成における

lumicanあるいは他のコア･タンパクの役割を

調べる培養システムでは内因性のSLRPの発

現が抑制されているため,外来遺伝子による発

現のみが認められるので,有利な条件となる.

興味深いことに野生型,変異型lumicanコア･

タンパクの発現は,MK/T-1細胞の特徴であ

る樹枝状形態 (図2)を明らかに変化させず,

増殖能 (図3)にも影響を与えなかった.同様
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にアスコルビン酸,TGF-β1の存在下でも三

次元ECMの合成能が認められている (図5).

また,免疫抗体反応 (図4)で示されたよう

に,野生型および変異型 (C41S)lumican遺

伝子は,lumicanタンパクを発現,分泌してい

る.

このMK/T-1細胞培養システムを利用して,

我々はlumicanのN-末端にあるジスルフィド結

合が,コラーゲン線維形成を制御するlumican

機能の本質であるという仮説を検証するために

研究を行なった.lumicanコア･タンパクのN-

末端ドメインで37cAPE4lcNCPHSYPTAMYC53

のC41とC53の間のジスルフィドループが,

lumicanとコラーゲン分子の結合を制御してい

ることが示唆されている.本研究の結果から,

変異型 (lumC/S)コア･タンパクは,不均一

な直径のコラーゲン線維の形成,コラーゲンラ

メラ配列の不整を生じさせるということが明ら

かとなり,lumicanコア･タンパクのN-末端

ドメインは,コラーゲン線維形成に重要な役割

を担っているということが示唆された.角膜実

質におけるコラーゲンマトリックスの不整は,

不可逆的な視覚障害を引き起こす.ECMにお

ける均一な直径のコラーゲン線維が互いに直交

する整然とした配列が,角膜の透光性に不可欠

である.このマトリクスのごく僅かな不整は,

光の屈折と反射に影響し,視覚像に変化を与え

る.角膜実質マトリックスの不整は,重度の視

覚障害を起こす角膜混濁の原因となる.これら

構成物を含むマトリックスは,透光性を阻害す

るだけでなく,角膜の構造異常を引き起こす可

能性があり,角膜の構造的脆弱は円錐角膜など

の原因となりうる.

過去の報告では,角膜のSLRPN-末端 ドメ

インの重要性が証明されている14).我々は

lumicanのN-末端領域に存在する他の種の

lumicanでも類似 したCX3CXCX9Cドメイン

の重要性を示した.このドメインのC41をS41

に変化させることによりコラーゲン線維の形成

は障害された.このアミノ酸置換がlumican
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の構造に及ぼす効果は不明であるが,変異型

は,ジスルフィド結合を形成できないことによ

り,タンパクの折りたたみが障害される可能性

がある.また今回の研究では,我々は細胞培養

で三次元のECMを合成し,TEMを用いてコ

ラーゲン線維を分析する新たな方法を開発し

た.この技術は,ECMシステムにおけるタン

パクとコラーゲンの相互作用を解析するのに有

効であると考えられた.今後このような分野で

さらに応用されるものと期待される.
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