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論文リスト

本論文は、学術雑誌に掲載された次の報文を基礎とするものである。

1）Hirosh　Wachi，　Fumiaki　Sato，　Hayato　Murata，　Jur∂i　Nakazawa，　Barry　C．　Starcher，

　　　and　Ybshiyuki　Seyama．

　　　　Development　of　a　new仇v∫〃o　model　of　elastic　fiber　assembly　in　human

　　　　pigmented　epithelial　cells．，　Clinical　Biochemist．，墾，643－653（2005）．

2）Fumiaki　Sato，　Hiroshi　Wachi，　Barry　C．　Starcher，　Iori　Maeda，　Ko両i　Okamoto，

　　　　Ybshiyuki　Seyama．

　　　　Biochemical　analysis　of　elastic且ber允㎜ation　with　a丘ameshiR－mutated

　　　　tropoelastin　at　the　C－te㎜inus　of　tropoelastin．，　Joumal　of　Health　Science．

　　　　accepted．

3）Fumiaki　Sato，　Hiroshi　Wachi，　Barry　C．　Starcher，　Hayato　Murata，

　　　　Satoshi　Amano，　Shingo　T司ima，　and　Ybshiyuki　Seyama．

　　　　The　Characteristic　of　Elastic　Fiber　Assembled　with　Recombinant　Tropoelastin

　　　　Isofb㎜．，　Clinical　Biochemist．accepted．

論文1）を第三章に、論文2）を第四章に、論文3）を第五章に使用した。
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略語リスト

ARPE－19；Human　retinal　epithelial　cells，ヒト網膜色素上皮細胞

β一APN；β一aminopropionitril

CCS；Cosmic　calf　semm

DMEM；Dulbecco’s　modi丘ed　eagle　medi㎜

DTT；Dithiothreitol

ELISA；Enzyme－Linked　ImmunoSorbent　Assay　酵素免疫測定法

FBS；Fetal　bovine　serumウシ胎児血清

FITC；Fluorescein－5－isotiocyanate

HASMC；Human　aortic　smooth　muscle　cells，ヒト大動脈血管平滑筋細胞

HRP；Horseradish　peroxidase

IPTG；Isopropyl一β一D－thiogalactoside

NHDF－Neo；正常ヒト新生児皮膚繊維芽細胞

MAGP；Micro丘bril－associated　glycoprotein

PE細胞；Abovine　ciliary　epithilal　cells，ウシ網膜色素上皮細胞

RIPA；Radioimmunoprecipitation　assay

RT－PCR；Reverse　transcription－polymerase　chain　reaction

TMB；（3，3’，5，5’－tetramethylbenzidine）－substrate　reagent
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第一章　緒論

　臓器、器官あるいは組織は、個々の組織に特有の細胞と間質から構成されて

いる。間質は細胞外マトリックスと呼ばれる巨大分子（コラーゲン、エラスチン、

フィプロネクチン、ラミニン、プロテオグリカンなど）の集合体である不溶性繊

維（膠原繊維、弾性繊維）や膜（基底膜）として存在している。間質は臓器、

器官、組織の形態を保持するだけでなく、細胞との相互作用により、増殖や分

化などの細胞機能の調節も行っている。

　弾性繊維は、皮膚や肺、動脈、靭帯などの軟部組織において、弾性の保持に

大きく寄与しており、この組織の破綻は、様々な障害や病変を引き起こすこと

が知られている。弾性繊維は、複数の成分が集合、結合している“機能複合体”

であり、その“コア”となる成分のエラスチンとエラスチンとのネットワーク

を形成する微細繊維（マイクロフィブリル繊維；フィブリリンや

microfibril－associated　glycoprotein、フィビュリンなどから成る）から構成されて

いる。

　近年、エラスチンノックアウトマウスにおいて大動脈では内皮傷害が引き起

こされることなく内膜肥厚が起こり、生まれて間もなく死亡することが報告さ

れた1）。このことより、エラスチンが生命の維持にとって必須のタンパク質であ

ることが証明された。また先天性のエラスチン遺伝子異常疾患として大動脈弁

上狭窄症2・3）や皮膚弛緩症4）が知られており、大動脈弁上狭窄症ではエラスチン

繊維の断片化を伴う動脈平滑筋細胞の異常増殖により冠動脈の狭窄が起こり、
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さらに皮膚弛緩症でもエラスチン繊維の断片化が原因となり皮膚の過伸展が引

き起こされることが報告されている。これらの報告からエラスチン繊維形成不

全が血管や皮膚における疾患の重要な病因を担っていると思われる。

　多くの間質成分の遺伝子は、複数の遺伝子でファミリーを形成することによ

り分子に多様性を与えるが5）、エラスチン遺伝子はファミリーを形成しない単一

の遺伝子である。34個のエクソンから構成されるエラスチンは、選択的スプラ

イシングを受けることによりその分子の多様性を持つ。現在までオルタネイテ

ィブスプライシングを受ける部位としてエクソン22、23、24、26A、32が報告

されている白8）。特にヒト皮膚においては、ヒトエラスチンに特異的なエクソン

26Aが新生児からスプライシングされており、さらにエクソン32も加齢に伴い

そのスプライシング産物が増加することが知られている9・10）。しかしながら、こ

れらのスプライシング産物の生物学的役割はほとんど明らかにされていない。

　エラスチン繊維形成機序の詳細な機序は未だ不明であるが、次に示すような

複雑な過程を経て、繊維を形成すると考えられている。まず1）エラスチンは、

分子量約68kDaの可溶性トロポエラスチンとして細胞外に分泌される。2）単量

体のトロポエラスチン分子同士が自己集合し多量化する。3）その多量体がマイク

ロフィブリルと分子間相互作用する。4）リジルオキシダーゼによりトロポエラス

チン分子間で架橋形成しエラスチン繊維となる。トロポエラスチン分子間の分

子間架橋は、アミン酸化酵素であるリジルオキシダーゼファミリーによりトロ

ポエラスチン分子中に存在するリジン残基のε一アミノ基が特異的に酸化的脱ア

ミノ化されることにより起こる。主にこの架橋にはデスモシン、イソデスモシ
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ン、リジノイロイシンが知られている。架橋形成反応は、デスモシン、イソデ

スモシンの場合、3個のアリジン残基と1個のリジン残基との間でピリジニウム

環形成を経て行われるll）。

マイクロフィブリル繊維は、10－12㎜の微細繊維であり、その構成成分とし

てフィブリリン12）、MAGP　I3）、フィビュリン14－16）、プロテオグリカン17）、　latent

TGF一βbinding　protein（LTBP）18）などが知られている。また、マイクロフィブリル

遺伝子の異常により引き起こされる疾患として、フィブリリンー1遺伝子の異常

によるMarfan症候群19）やフィビュリンー5遺伝子異常による皮膚弛緩症14）が知

られており、どちらもエラスチン繊維形成に異常が認められている。これらの

報告からマイクロフィブリルは、エラスチン繊維の足場タンパク質として重要

な役割を果たしていることがわかる。マイクロフィブリルとトロポエラスチン

との結合は数多く報告されており1ぴ17・2ぴ22）、トロポエラスチンのC末端領域が

マイクロフィブリルとの結合に寄与していると考えられている23立5）。また近年、

マイクロフィブリルにおけるトロポエラスチンとの結合領域も明らかにされつ

っある26’28）。

　一方、コアセルベーションθと呼ばれるトロポエラスチンの自己集合が、エラ

スチン繊維形成に重要であることも知られている。水溶液中でトロポエラスチ

ンは、温度の上昇に伴い分子間で集合しミセルを形成することで安定化する29）。

トロポエラスチンは非常に疎水性の高い分子であり、水溶液中ではトロポエラ

スチン分子中に存在する疎水性領域が中心部に集まり、親水性領域が外側に配

置しミセルを形成する。このミセル形成は、トロポエラスチン分子中に存在す
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る疎水性領域の数や配置に大きく影響をされることが知られている30）。また、

自己集合したトロポエラスチン分子間で架橋を形成することも報告された31・32）。

これらことから自己集合がエラスチン繊維形成において重要な役割を担ってい

ることが推察される。さらに最近、フィブリリンー1の部分配列がトロポエラス

チンと結合することでトロポエラスチンの自己集合を促進することも報告され、

トロポエラスチン分子の自己集合とフィブリリンー1をはじめマイクロフィブ

リルタンパクとの関連性も示唆されている33）。

　上述したようにトロポエラスチンは複雑な経路を経て、様々な因子の関与を

受けることにより繊維を形成する。エラスチン繊維の構築は、生体に必要不可

欠な血管や、肺の組織構造の発達とこれら組織の弾性機能にとって非常に重要

である。また大動脈弁上狭窄症や皮膚弛緩症で見られるエラスチン繊維の断片

化は、エラスチン遺伝子の変異が原因であると考えられており、これらエラス

チン繊維の量的、質的変化が血管や皮膚疾患の病因の一つとなると考えられる。

そこで本研究は、」ηvj伽で比較定量することが可能なエラスチン繊維再構築モ

デルを作製し、大動脈弁上狭窄症や皮膚弛緩症で見られる遺伝子変異したエラ

スチン繊維やオルタネイティブスプライシングによるエラスチン繊維の特性を

生化学的に解析することを目的とした。
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第二章　試薬リスト

ヒト網膜色素上皮細胞（ARPE－19細胞）

チャイニーズハムスター卵巣細胞（CHO－K1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　以上American　Type　Culture　Collection（ArCC）

ヒト大動脈血管平滑筋細胞（HASMC細胞）　　　　　　　　KURABO

正常ヒト新生児皮膚繊維芽細胞（NHDF－Neo）　　　　　　　Takara

Dulbecco’s　modified　Eagle　medium

CHO－SFM－II

L－Glutamine

Penicillin／streptomycin

Non－essential　amino　acid　　　　　　　　　　　　　　　　以上　Invitrogen

Fetal　bovine　semm　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bio　West

Fibroblast　Growth　Medium

Human　fibroblast　growth　factor

Insulin

Gentamicin／amphotericin－B　　　　　　　　　　　　　　　　以上　Takara

8－well　LabTek　chamber　slides　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Nunc

上記以外の培養シャーレは、すべてFALCON製を使用した。
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大腸菌タンパク発現関連試薬

IPTG

pTrcHis　TOPO　vector　　　　　　　　　　　　　　　　　以上Invitrogen

pCi－neo　expression　vector　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Promega

Tryptone　extract

Yeast　extract　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上　Di允o

Urea（生化学用）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　wako

Ni－NTA　agarose

Polypropylene　column

Mini　prep　kit　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上　Qiagen

Guanidine　thiocyanate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fluka

Sodium－N－lauroylsarcosine

Phenol：Chlorofb㎜：Isoamylalcohol　　　　　　　　　　　以上Sigma

MLV－Reverse　transcriptase

Agarose

Ribonuclease　inhibitor　　　　　　　　　　　　　　　　　以上　Invitrogen

Nucleotide　Mixture

Taq　polymerase　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上　Roche

Polymerase　chain　reactionにおいてprimerとして用いたoligonucleotideは、

Amershamから得た。
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タンパク解析関連試’

Anti－bovine　elastin　antibody（BA4）　　　　　　　　　　　　　　　　Sigma

Anti－human　elastin　antibody（MAB2503）　　　　　　　　　　　　Chemicon

Anti－human　fibrillin－1　antibody34）（FBN－1）　　　　　　　　　　　　EPC

Anti　His－G　antibody

Anti　V5－epitope　antibody　　　　　　　　　　　　　　　　　以上Invitrogen

Anti－mouse　IgG，　HRP　linked（Fabう）2ffagment

Anti－rabbit　IgG，　HRP　linked（Fab’）2丘agment

ECL　Westem　blotting　detection　reagent　　　　　　　　　　　以上　Amersham

Fluorescein－co両ugated　goat　IgG　fraction　to　mouse　IgG　　　　　　　ICN

Cy3　cor∂ugated　af日nity　purified　secondary　antibody　　　　　　　CHEMICON

BCA　protein　assay　reagent　kit

Protein　A－Sepharose　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上　PIERCE

BIock　Ace　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　大日本製薬

TMB（3，3’，5，5ラーtetramethylbenzidine）－substrate　reagent　　　　Fe㎜entas

pcDNA3．1／V5－His－TOPO　vector　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Invitrogen

CENTRICON⑧PLUS－20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Millipore

その他の一般試薬については、和光純薬及びSigmaの特級またはそれに準ずる

ものを使用した。
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第三章　ヒト網膜色素上皮細胞を用いた

　　　　　　　　　　新規」ηv∫〃oエラスチン繊維構築モデルの確立

第一節　緒言

　従来仇vj〃oにおけるエラスチン繊維形成の研究は、新生児または、幼児由来

の軟骨芽細胞や血管平滑筋細胞、肺繊維芽細胞など内因的にエラスチン繊維を

形成する細胞が用いられてきた35）。その結果、多くの知見を得ることができた

が、継代や細胞を播種する密度によりこれらの細胞のエラスチン生合成が変化

するため、エラスチン繊維形成能を一定に保っことが非常に困難であった。継

代によるエラスチン生合成の低下を避けるため、これらの細胞を用いた研究で

は初代培養細胞が用いられてきた。

　近年、哺乳動物細胞発現用ベクターを用い、ウシ網膜色素上皮細胞（PE細胞）

にエラスチン遺伝子を強制発現させることによりエラスチン繊維形成を解析す

る仇vi’roモデルが報告された36）。このモデルを用いることによりエラスチン繊

維形成に重要なトロポエラスチン分子の領域を特定することが可能となった。

このモデルはトロポエラスチン分子の機能的な領域を解析するために非常に有

用であるが、遺伝子導入効率などの問題から構造の異なるトロポエラスチン分

子が構築するエラスチン繊維を比較し定量化することは困難であったため、こ

れらを比較定量できる新たなモデルを確立することが必要となった。

　本章では、大腸菌組換えトロポエラスチンを添加しエラスチン繊維を構築さ

せることのできる新たなエラスチン繊維再構築モデルについて検討した。
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第二節　試薬及び方法

培養細胞

　本実験に使用した培養細胞は、ヒト網膜色素上皮細胞（ARPE－19細胞）及びヒト

大動脈血管平滑筋細胞（HASMC）である。　ARPE－19細胞は、10％cosmic　calf　serum

（CCS）を含むDulbecco’s　modi且ed　eagle　medium（DMEM）にL－glutamine及び

Penicillin／streptomycinを添加した培地で培養した。

またHASMCは、10％Fetal　bovine　serum（FBS）を含むDMEMに上記と同様の添

加物を加えた培地で培養iした。細胞は、37°C、5％CO2の条件下で培養した。

使用抗体

　本実験で使用した一次抗体を以下に示した。

・ウシトロポエラスチン特異的抗体（BA4）

・ヒトトロポエラスチン特異的抗体（MAB2503）

・ フィブリリンー1特異的抗体（FBN－1）34）

・ 抗His－G抗体

また蛍光免疫染色では、Cy3標識二次抗体及びFITC標識二次抗体を用い、ウエ

スタンブロット法、ELISAではHRP標識二次抗体を用い検出した。
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全RNAの抽出

　全RNA抽出は、酸1生グアニジンチオシアネート・フェノール・クロロホルム

法に準じて、次のように行った。コンフルエントまで培養した細胞をPBSで洗

浄し、D液（4Mグアニジンチオシアネート、25mMクエン酸ナトリウム、0．lM

2一メルカプトエタノール溶液）を加えることにより培養細胞を溶解した。その後、

フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール（25：24：1）を加え、混合後4°C、

20分間放置した。4°C、12，000rpm、20分間遠心分離することによりRNAとDNA

を分離した。遠心分離後の上層を別のチューブに分取し、等量のイソプロパノ

ールを加え、混合後、－20°C、1時間放置した。同条件の遠心分離により沈殿さ

せたRNAを再びD液に溶解し、イソプロパノール沈殿を繰り返し行った。沈殿

したRNAを80％エタノールで洗浄後、核酸分解酵素を含まない精製水に溶解、

凍結乾燥を行い、使用時まで一80°Cで保存した。

Reverse　transcription－polymerase　chain　reaction（RT－PCR）

　トロポエラスチン37）、フィブリリンー138）、リジルオキシダーゼ39）、フィビュ

リンー540）、GAPDHの遺伝子配列から、それぞれのセンスプライマー、アンチ

センスプライマーを設計した（Table　3－1）。逆転写反応は、37°C、1時間行い、そ

の後PCR反応は、95°C、1分間の変性反応、60°C、30秒間のアニーリング反応、

68°C、3分間の伸展反応を30サイクル繰り返して行った。RT－PCR後のサンプ

ルを2％アガロースで電気泳動を行い、それぞれのバンドを検出した。
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Table　3－1．利用したオリゴヌクレオチドプライマー

・nm　 　　　・亘一e……　　　　蒜艦d

TrOP。elagぬ

Sense　　　　　　　　　　　　　　51・AGTCGCAGGTGTCCCTAGTG・3，

Antigenge　　　　　　　　　　　6‘・ACCAGCACCAACTCCAAG「rC・3‘

Fibr且1ix1・1

Sense　　　　　　　　　　　　　　5‘・CACCCTAT㏄CAAGTTGATC・3‘

An仙sen記　　　　　　　　　　　　51・TGACACTTAAAGCTGCCAATG・31

Lysyl　oxidas　e

Sense　　　　　　　　　　　　　　51・GATATTCCTGGGAATGGCAC・3‘

An祉sense　　　　　　　　　　　5‘・GCCAGGAC「rCAATCCCTGTG・3‘

Fibulin・5

Sense　　　　　　　　　　　　　5’・GCCTGCCGAGGAGACATGAT・3’

Antユsense　　　　　　　　　　　　5しTGCACACTCGTCCACATCCA・3’

1248・1788

2661・3160

848・1050

153・396

Glyceraldehyde・3・phospate

dehydrog㎝ase（GAPDH）

Sense　　　　　　　　　　　　　　51・GTCATCCATGACAACT「PTGC・38

An廿sense　　　　　　　　　　　5‘・TGCTGTA㏄CAAATTCGTTG・3‘
562・984
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ヒトトロポエラスチン、ウシトロポエラスチンcDNAの構築

　シグナルシーケンスを欠損したヒトトロポエラスチン及びウシトロポエラス

チンcDNAは、次のプライマーを用いPCR反応により得た。

・ Human　exon　2　fbrward；5’－GGAGGGGTCCCTGGGGCCArTCC－3’

・ Human　exon　36　reverse；5’－TCArTTTCTCTTCCGGCCACAAG－3う

・Bovine　exon　2　fbrwaed；5’－GGAGGGGTCCCAGGAGCTGTTCT－3’

・ Bovine　exon　36　reverse；5’－TCACTTTCTCTTCCGGCCACAG－3’

PCR反応は、95°C、1分間の変性反応、60°C、30秒間のアニーリング反応、68°C、

3分間の伸展反応を30サイクル繰り返して行った。尚、鋳型として使用したウ

シエラスチンcDNAはエクソン13と14、またヒトエラスチンcDNAは、エク

ソン22がそれぞれ欠失している。
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大腸菌組換えトロポエラスチンの作製

　作製したウシ及びヒトトロポエラスチンのcDNAをそれぞれ大腸菌発現用ベ

クターであるpTrcHis－TOPOベクターに組み込み、このプラスミドで大腸菌を

形質転換した。このベクターはタンパク精製のためにN末端側に6個のヒスチ

ジン残基からなるHis－tagが付加するように設計されている。この大腸菌をTB

培地にて37°Cで培養iし、最終濃度1mMのIPTG（lsopropyLβ一D－thiogalactoside）

で発現を誘導した。その後37°C、5時間培養後、菌体を回収、8MUrea，100　mM

NaH2PO4含有10mM　Tris－HCI　buf恒（pH　8．0）で溶解後、12，000　rpm、20分間遠心

分離しその上清を回収した。回収した上清中のトロポエラスチンをNi2＋アフィ

ニティーカラムで精製し、0．25M酢酸溶液に対して透析脱塩後、凍結乾燥し、

滅菌処理することによりウシトロポエラスチン（BTE）とヒトトロポエラスチン

（HTE）を作製した。作製したBTEとHTEはBCA　protein　assay　reagent　kitで濃度

を測定した。BTE、HTEの分子量は、各タンパクを100　mM　Dithiothreitol（DTT）含

有SDS－PAGE　sample　buf』（62．5　mM，　Tris，　pH　6．8，0．4％（w／v）SDS，10％（v／v）

glycerol，0．003％（w／v）bromphenol　blue）に溶解しSDS－PAGE後、クマシーブルー

（CBB）染色及びウエスタンブロット法で確認した。
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蛍光免疫染色

　ARPE－19細胞を8－well　LabTek　chamber　slidesに5×104　cellで播種し、10％CCS

DMEMで2日間培養した。その後、　BTEまたはHTE（5－20μg／ml）を培地中に加

え8日間培養した。尚、培地交換は、組換えタンパクを各濃度に調整した培地

で2日間毎に行った。β一APN（β一aminopropionitril）は、最終濃度100μg／mlになる

ように各培地中に添加した。8日間培養後、細胞をPBSで洗浄し2％パラホルム

アルデヒド溶液で固定した。再びPBSで洗浄した後、非特異的な結合を防ぐた

めBlock　Aceを添加し5分間、室温で放置後、　Block　Aceで希釈した一次抗体

（BA4，MAB2503；100倍希釈、FBN－1；400倍希釈）を添加し30分間室温で放置した。

PBSで洗浄後、さらにBlock　Aceで希釈した蛍光標識二次抗体（800倍希釈）を添

加し30分間室温で放置し、再度PBSで洗浄後、位相差蛍光顕微鏡（KEYENCE）

により倍率200倍で観察した。
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デスモシン測定

A鯉E－19細胞を100㎜一dish　lこ4×106　cellで播種し10％CCS　DMEMで2日間

培養した。培養方法、BTE、　HTEの添加、β一APN処理は上記と同様に行った。8

日間培養後、細胞を冷却したPBSで十分洗浄し、細胞画分をlmLの冷却した

PBSで回収した。回収した画分は1，200　rpm、5分間遠心分離し、得られた沈殿

を6N塩酸で110°C、24時間加水分解後、滅菌精製水で溶解した。加水分解中

に含まれるデスモシンは、ラジオイムノアッセイ法で定量した41）。尚、このデ

スモシン量は加水分解物の全アミノ酸残基数から計算した全タンパク質量で補

正した。

ELISA（Enzyme－Linked　Immuno　Sorbent　Assay）によるエラスチン繊維の半定量

　ARPE－19細胞を96穴プレートに3×104　cellになるよう播種し、10％CCS

DMEMで2日間培養した。その後、上記と同様にBTEまたはHTE（5－20μg／ml）

を培地中に添加し8日間培養した。β一APNも同様に終濃度100μg／mlになるよう

に各培地中に添加した。8日間培養後、細胞をPBSで洗浄し2％パラホルムア

ルデヒド溶液で固定し上記と同様の処理をした。Block　Aceに1000倍希釈した

一次抗体を添加し室温で1時間放置した。再びPBSで洗浄後、　Block　Aceに1000

倍希釈したHRP標識二次抗体を処理し室温で1時間放置した。　PBSで洗浄後、

TMB（3，3う，5，5’－tetramethylbenzidine）－substrate　reagentを添加し10分間放置後、05

N硫酸を用い反応を停止した。その後、各ウェルの吸光度（測定波長450㎜、対

照波長600㎜）をマイクロプレートリーダーで測定した。
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RIPA（Radioimmunoprecipitation　assay）可溶性画分の採取

　ARPE－19細胞を30　mm－dishに1×106　cellで播種し上記と同様に培養、　BTE、

HTEの添加、及びβ一APN処理を行った。細胞を冷却したPBSで十分洗浄後、200

μ1のRIPA　buffbr（2．5％deoxycholate，50　mM　Tris－HCI，　pH　7．4，150　mM　NaCl，1％

Nonidet　P－40，2mM　Na3VO4，40　mMβ一glycerophosphate，10mM　Sodi㎜Molybdate，

10mM　NaF，　protease　inhibitor　cocktail）を添加し細胞画分を採取し、10，000　rpm、15

分間遠心分離し上清を回収した。BCA　protein　assay　reagent　kitを用い、得られた

サンプルの濃度を測定し1×SDS－PAGE　sample　buf臨に溶解した。等濃度に調整

した各サンプルを7．5％ポリアクリルアミドゲルでSDS－PAGE後、抗トロポエ

ラスチン抗体（BA4）を用いてウエスタンブロット法で検出した。
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第三節　実験結果

ARPE－19細胞における弾性繊維関連成分の遺伝子発現の確認

　ARPE－19細胞から採取した全RNAを用い、トロポエラスチン、フィブリリン

ー 1、フィビュリンー5、リジルオキシダーゼの各発現をRT－PCRにより確認し

た。ARPE－19細胞は、トロポエラスチンを発現せず、その他の弾性繊維関連成

分を発現していることを確認した（Figure　3－1）。一方、ヒト大動脈平滑筋細胞

（HASMC）は、全ての弾性繊維関連成分の遺伝子発現が確認できた。またHASMC

では、増幅された2種類のトロポエラスチン遺伝子のバンドを検出した。すで

にヒトエラスチン遺伝子では、エクソン22は常にスプライシングされることが

知られており、さらにヒト血管でもエラスチン遺伝子のエクソン22、23、32が

オルタネイティブスプライシングされることが報告されている8）。今回使用した

プライマーは、エラスチン遺伝子エクソン20の中間からエクソン26の中間ま

での領域で設計されている。得られた2つのバンドから、本章で用いたHASMC

では、エラスチン遺伝子エクソン23がオルタネイティブスプライシングされて

いると考えられる。またARPE－19細胞の弾性繊維関連遺伝子発現は、以前に報

告されているウシ網膜色素上皮細胞の遺伝子発現と類似した36）。
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　　　　　　　　　ARPE－19　HASMC

T・・P・d・・tin　　　　鴛C

Fibrnlin＿1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4－499　bp

Ly・yl・xid・・e ■■■■■←199bp

Fib幽5 ■■■■■←243bp

GAPDH ■＝■■■1←422bp

Figure3－l　ARPE－19細胞における弾性繊維関連成分の遺伝子発現

　ARPE－19細胞における弾性繊維関連成分の遺伝子発現について各プライマー

（Table　3－1）を用いRT－PCRにより確認した。得られた産物は2％アガロースゲル

で電気泳動し、エチジウムブロマイドを用いUV下で観察した。
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大腸菌組換えトロポエラスチンの精製

　大腸菌組換えウシトロポエラスチン（BTE）及びヒトトロポエラスチン（HTE）は

ニッケルカラムで精製した。得られたBTE（lane　1）とHTE（lane　2）はSDS－PAGE

後、クマシーブルーで染色を行い、それぞれ単一バンドとして確認できた（Figure

3－2A）。また抗His－G抗体（Figure　3－2B）、抗ウシトロポエラスチン抗体（BA4，　Figure

3－2C）、抗ヒトトロポエラスチン抗体（MAB2503，　Figure　3－2D）を用いたウエスタン

ブロット法にて、分子量約68kDaにBTEを、約72　kDaにHTEをそれぞれ確認

した。また精製した各トロポエラスチンにはN末端側にヒスチジンタグが付加

されているため本来の分子量（BTE；66　kDa、　HTE；68　kDa）より約4kDaの分子量

の増加が認められた。
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　A　　　　　　B　　　　　C　　　　D

kD・　　　kDa　　　　τう
250－　　　　　　　　250－
150－　　　　　　　　150－　　　　　　　　　　　　　、

100－
　　　　　　　　100－

75－　　　　●垣　　　　75一　　　鍵　　　　　　　　　　　 ■●

　　粕鯵　　　　　　　　覇●　　　　　　褐時
50－　　　　　　　　　50－一一

37－　　　　　　　　　37－

25－　　　　　　　　　　25－

　　1　2　　　　　　　1　2

Figure　3・2大腸菌組換えトロポエラスチンの精製

　精製したウシトロポエラスチン（BTE；lane　1）とヒトトロポエラスチン（HTE；

lane　2）をSDS－PAGE後にクマシーブルーで染色した（A）。また抗His－G抗体（B）、

抗ウシトロポエラスチン抗体（C）、抗ヒトトロポエラスチン抗体（D）をそれぞれ

用いてウエスタンブロット法を行った。尚、各トロポエラスチンは1μg／lane（A）

または500ng／lane（B，C　and　D）にそれぞれ調整し電気泳動した。
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大腸菌組換えトロポエラスチンを添加したARPE－19細胞の蛍光免疫染色

　エラスチン繊維は、エラスチン特異的抗体で繊維状に染色されることと、架

橋アミノ酸であるデスモシン、イソデスモシンを含有することで特色付けられ

る。まず、大腸菌組換えトロポエラスチンの添加により構築したエラスチン繊

維がエラスチン特異的抗体で繊維状に染色されるかを検討した。BTEまたは

HTEを各々5、10、20μ9／mlの濃度に調整した10％CCS　DMEM中でARPE－19細

胞を8日間培養後、抗トロポエラスチン抗体及び抗フィブリリンー1抗体を用

い二重蛍光免疫染色を行った結果、トロポエラスチン及びフィブリリンー1繊維

が共に局在していることが観察された（Figure　3－3A）。またエラスチン繊維は、添

加2日後から観察され、6日後に飽和状態になることが認められた（Figure　3－3B）。

エラスチン繊維は、BTEとHTEの添加濃度依存的に増加したが、フィブリリン

ー 1繊維では添加した全ての濃度において変化は認められなかった。
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A

BTE　　　　O坦血　　　　辿血　　　　10上9血1　　　靱血

Tropo

－
elastin

Fibrillin－1

Merge

HTE　　　　Ω酬　　　　5趨血　　　　］山山血1　　　⊇血

Tropo

－
elastin

Fibr川in－1

Figure　3－3A
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B

FigUre　3－3B

2days

4days

6days

8days

10davs

12davs

Control

12days

Tropoelastin　　　Fibrillin－1　　　　Merge
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Figure　3－3　ARPE－19細胞におけるトロポエラスチンとフィブリリンー1の蛍光

免疫染色

　（A）BTE及びHTE（5－20μg／ml）を各々ARPE－19細胞に添加し8日間培養後、二

重蛍光免疫染色を行った。トロポエラスチンの繊維は、BA4（上段）または

MAB2503（下段）を用い、またフィブリリンー1はFBN－1を用い検出した。

　（B）20μg／mlの濃度でHTEをARPE－19細胞に添加し、2－12日間培養し、

MAB2503を用い蛍光免疫染色を行った。尚、位相差蛍光顕微鏡により倍率200

倍で観察した。
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組換えトロポエラスチンが弾性繊維関連成分遺伝子発現に与える影響

　組換えトロポエラスチンが、ARPE－19細胞の弾性繊維関連成分の遺伝子発現

に影響を与えるかどうかを検討するため、HTE（20μg／ml）をARPE－19糸田胞に添加

し24時間、48時間後にそれぞれ全RNAを抽出しRT－PCRによりトロポエラス

チン、フィブリリンー1、リジルオキシダーゼ、フィビュリンー5の各遺伝子発

現を検討した。その結果、組換えトロポエラスチン添加によりARPE－19細胞の

弾性繊維関連成分の遺伝子発現に影響は見られなかった（Figure　3－4）。また同様に

8日目においても、それらの遺伝子発現に変化は見られなかった（data　not　sho㎜）。

この結果から大腸菌組換えトロポエラスチンはARPE－19細胞の弾性繊維関連成

分の遺伝子発現に影響を与えないことを確認した。
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　　　　　　　　24hr．　　　　　　48　hr．

一　＋　　一　　＋　　■

453bp

Figure　3－4組換えトトロホエラスチン添加によるARPE－19細胞のトロホエラス

チン及び弾性繊維関連成分の遺伝子発現

　HTE（20μg／ml）をARPE－19細胞に添加し24時間、または48時間後にそれぞれ

全RNAを採取した。トロポエラスチン及び弾性繊維関連成分の遺伝子発現の確

認はFig　3－1と同様に行った。
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架橋アミノ酸（デスモシン）の定量

　トロポエラスチンはマイクロフィブリル繊維上に沈着し、その後それらが分

子間架橋を形成することで不溶性のエラスチン繊維になると考えられている。

そこで組換えトロポエラスチンをARPE・・19細胞に添加し、形成したエラスチン

繊維に分子間架橋が存在するか否かを検討した。エラスチン特有の分子間架橋

アミノ酸であるデスモシンは、8日間または12日間培養したARPE－19細胞では、

ほとんど検出されなかったが（Figure　3－5A；0μg／ml，　Figure　3－5B；closed　box）、　BTE

またはHTEを添加したARPE－19細胞では非常に高レベルで検出された（Figure

3－5A）。このことから蛍光免疫染色で観察されたトロポエラスチンが形成した繊

維は、架橋アミノ酸を有するエラスチン繊維であることが確認された。またデ

スモシンはHTE（20μg／ml）の添加により、少なくとも4日目から検出された

（Figure　3－5B）。
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Figure　3－5　エラスチン繊維に含まれるデスモシンの定量

　BTEまたはHTE（5－20μg／ml）を各々ARPE－19細胞に添加し8日間培養した（A）。

また、HTE（20μg／ml）をARPE－19細胞に添加し2－12日間培養した（B）。各時間培

養後、細胞画分を遠心し沈殿を6N塩酸を用い110°Cで加水分解した。ラジオ

イムノアッセイ法で加水分解物中のデスモシン（pmol　D）を定量した。このデスモ

シンの値はアミノ酸分析により測定した加水分解物中の全タンパク質量（mgP）

で補正しグラフ化した。尚、closed　boxは、　HTE無添加で12日間培養した時の

デスモシン量を示している。Means　S．E．，　n＝3．＊p＜0．05，＊＊p＜0．01，＊＊＊p＜0．001　vs．

BTE　Oμg／mL　or　HTE　Oμg／mL（A），＊＊p＜0．01，＊＊＊p＜0．001　vs．　O　dayl＃＃＃p＜0．001　vs．12

days（B）
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ARPE－19細胞におけるエラスチン繊維の半定量

　ARPE－19細胞を96穴プレートに播種しBTEまたはHTE（0－20μg／ml）を添加し

た。8日間培養後、細胞を固定し抗エラスチン抗体または、抗フィブリリンー1

抗体をそれぞれに反応させた。二次抗体にはHRP標識二次抗体を使用した。抗

体に反応したトロポエラスチン及びフィブリリンー1は、TMB試薬を用いて発

色させ、それぞれ吸光度を測定しエラスチン繊維を半定量した。抗フィブリリ

ンー1抗体との反応による吸光度（open　circle）に変化は見られなかったが、　BTE

またはHTEを添加したARPE－19細胞の抗トロポエラスチン抗体との反応による

吸光度（open　box）はBTEまたはHTEの添加濃度依存的に増加した。この結果は

蛍光免疫染色の結果と類似したことから、得られた吸光度はエラスチン繊維形

成量に相当すると推測された（Figure　3－6）。
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Figure　3－6　ELISAを用いたエラスチン繊維の検出

　ARPE－19細胞を96穴に播種し、様々な濃度の組換えトロポエラスチンを含ん

だ培地で8日間培養した。トロポエラスチンの吸光度は、BA4（上段，　open　boxes）

またはMAB2503（下段，　open　boxes）で検出した。またフィブリリンー1の吸光度

はFBN－1で検出した。

Means　S．E，　n＝3＊＊p＜0．Ol，＊＊＊p＜0．001　vs．　BTE　Oμg／mL　or　HTE　Oμg／mL
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リジルオキシダーゼによるトロポエラスチン分子間架橋形成

　ARPE－19細胞にトロポエラスチンを添加し形成したエラスチン繊維がリジル

オキシダーゼにより架橋形成されたか否かを検討するため、リジルオキシダー

ゼ阻害薬であるβ一aminopropionitril（β一APN）存在下（closed　box）、非存在下（open

box）でそれぞれARPE－19細胞にBTE（20μg／m1）を添加し8日間培養後、　BA4及

びFBN－1を用いて蛍光免疫染色を行った。その結果、β一APN存在下ではフィブ

リリンー1繊維の変化は見られなかったが、エラスチン繊維は減少し（Figure

3－7A）、架橋アミノ酸であるデスモシンも検出されなかった（Figure　3－7B，　closed

box）。
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Figure　3－7　β一APN存在下におけるエラスチン繊維形成

　リジルオキシダーゼ阻害薬であるβ一APN存在下（B，　closed　box）、非存在下（B．

open　box）でARPE－19細月包に20μg／mlの濃度のBTEを処理し8日間培養後、BA4

及びFBN－1を用いた蛍光免疫染色（A）、さらにデスモシンの定量（B）を行った

デスモシン量は、全タンバク質量当たりに換算しグラフ化したMealls　S．E．。11＝3．

＊＊＊ p〈0．001vs．　BTE　Oμg／mL、牌＃ p〈0．001　vs．　BTE　20μg／mL
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トロポエラスチンとマイクロフィブリルとの複合体及びエラスチン繊維の検出

　蛍光免疫染色で観察したトロポエラスチンとマイクロフィブリルの複合体を

生化学的に検討するため、BTE（20μg／ml）を添加したARPE－19細胞を8日間培養

後、Radioimmunoprecipitation　assay（RIPA）バッファーにより細胞画分及び細胞外

マトリックス画分を抽出した。そのRIPA可溶性画分に対し、還元条件下（Figure

3－8，A）、非還元条件下（Figure　3－8，　B）でBA4を用いてウエスタンブロット法を行

った結果、数種のバンドを検出した。1つは、分子量68kDaに検出された単量

体、もう1つは濃縮ゲルと分離ゲルの間に検出された高分子と推定した（arrow

head）。この高分子は、還元条件下で消失することからトロポエラスチンとマイ

クロフィブリルとの複合体であると考えられた。さらに濃縮ゲルに入り込めな

い巨大分子（arrow）も検出され、この巨大分子はβ一APN存在下では検出されない

ことから架橋したエラスチン繊維であると推測した。
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Figure　3－8　RIPAバッファーで抽出したマトリックス複合体の検出

　ARPE－19細胞をβ一APN存在下、非存在下でBTE（20μg／ml）を添加し8日間培

養後、RIPAバッファーを用い細胞画分及び細胞外マトリックス画分を抽出した。

RIPA可溶性画分はタンパク濃度を一定にし、還元条件下（B）または非還元条件下

（A）でSDS－PAGEした後にBA4を用いたウエスタンブロット法を行った。
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第四節　考察

　エラスチンノックアウトマウスにおいて動脈平滑筋層の異常肥厚1）や肺胞形

成不全42）のような血管や肺の異常が認められた。またエラスチン繊維形成不全

により引き起こされる大動脈弁上狭窄症2パ）や皮膚弛緩症4）などの血管や皮膚の

異常も明らかとなった。これらのことからエラスチン繊維の質的、量的変化が

血管や肺、皮膚における機能の発達や維持に重要な役割を果たしていると考え

られる。PE細胞モデルでは、遺伝子導入効率などの問題から構造の異なるトロ

ポエラスチン分子が構築するエラスチン繊維を定量的に比較することは困難で

あるため、本章では、大腸菌組換えトロポエラスチンを内因性のトロポエラス

チンを発現していないARPE－19細胞に添加することにより∫ηv∫’roでエラスチン

繊維を再構築させた。エラスチン繊維は、架橋アミノ酸であるデスモシンを含

有し、エラスチン特異的抗体で繊維状に染色されると定義されている。本章に

おいてARPE－19細胞が形成したマイクロフィブリル繊維に沿って組換えトロポ

エラスチンの沈着を観察し、さらにその繊維中に架橋アミノ酸であるデスモシ

ンも検出した。またリジルオキシダーゼ阻害薬であるβ一APN処理によりこの架

橋アミノ酸は検出されなくなった。このことから、ARPE－19細胞に大腸菌組換

えトロポエラスチンを添加し再構築した繊維は、リジルオキシダーゼにより架

橋を形成したエラスチン繊維であると考えられる。

　リジルオキシダーゼは、その補因子として銅イオンを必要とし、β一APNは、

そのCu2＋とキレートを形成することによりリジルオキシダーゼを不活性化する

と考えられている43）。近年、自己集合したトロポエラスチン分子間で架橋を形
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成することが報告され31・44）、培養上清中ではβ一APNによりトロポエラスチンの

自己集合は抑制された（unpublished　observations）。このことから、リジルオキシ

ダーゼが、トロポエラスチン分子を重合させることにより自己集合を促進する

と推察する。

　本章において添加2日目からマイクロフィブリルへのトロポエラスチンの沈

着を確認したが、デスモシンは検出限界以下であった。さらにβ一APN処理によ

りマイクロフィブリル上へのトロポエラスチンの沈着が阻害されたことからリ

ジルオキシダーゼは、エラスチン繊維形成の初期段階において、トロポエラス

チンのマイクロフィブリルへの沈着にも影響する可能性が考えられた。このこ

とは、β一APNによりリジルオキシダーゼの活性が阻害されたことでトロポエラ

スチンの重合が減少した結果であると推測された。

　本章では、内因性のトロポエラスチンを発現していないヒト網膜色素上皮由

来細胞に外因性のトロポエラスチンを添加しエラスチン繊維を再構築する新た

なエラスチン繊維構築モデルを確立した。このモデルを応用することで、出生

時前診断や遺伝子診断により発見される変異エラスチン遺伝子が構築するエラ

スチン繊維の特徴を予測することが可能になると思われる。
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第四章　皮膚弛緩症で見られる変異エラスチンが構築するエラスチン繊維の生

化学的解析

第一節　緒言

　前章で述べたようにエラスチン繊維形成の破綻、形成不全は様々な疾患の病

因となりうる。エラスチン遺伝子の異常により引き起こされる大動脈弁上狭窄

症45）や皮膚弛緩症46）では、変異トロポエラスチンの生合成や分泌は見られるが

エラスチン繊維を構築することができないためエラスチン繊維形成不全となり

動脈の狭窄や皮膚の過伸展が見られる。

　皮膚弛緩症は、臓器の傷害に関係なく皮膚の過伸展が特徴的なヘテロな遺伝

子疾患である47）。皮膚弛緩症においてエラスチン遺伝子エクソン3048）、3246）、

3349）に変異が報告されている。特にエラスチン遺伝子エクソン32のフレームシ

フト変異により、トロポエラスチンC末端領域の37個のアミノ酸が新規の62

個のアミノ酸に変換されてしまう46）。この変異が見られる患者の皮膚では、エ

ラスチン繊維の断片化やトロポエラスチンのマイクロフィブリル繊維への沈着

の減少が観察された。

　本章では、皮膚弛緩症で見られる変異トロポエラスチンのエラスチン繊維形

成不全を解析することを目的とし、前章で確立したモデルを用い、正常トロポ

エラスチンと変異トロポエラスチンが構築する繊維を解析し、さらにそれぞれ

のトロポエラスチンとマイクロフィブリルタンパクとの結合、及び自己集合能

を併せて解析した。
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第二節　試薬及び方法

培養細胞及び使用抗体

　本実験に使用した培養細胞及び抗体は、前章に準ずる。蛍光免疫染色におい

ては、Alexa　488標識またはAlexa　546標識二次抗体を用いた。

エラスチン遺伝子エクソン32のフレームシフト変異エラスチンの構築

　皮膚弛緩症で見られるエクソン32のフレームシフト変異エラスチン遺伝子

（丘nELN）は、エラスチン遺伝子の終始コドンが3’末端側に72塩基延長している。

まずこの延長した72塩基を得るためfinELNの変異部分を含むプライマーを作

製し、HASMCから採取した全RNAを用いRT－PCRを行った。全RNAの採取

は前章に準ずる。使用したプライマーには、センスプライマーの5’末端にPst　I

制限酵素サイト、アンチセンスプライマーの5’末端にXba　I制限酵素サイトを付

加した。以下にその配列を記す。尚、変異部分を下線で示す。

センスプライマー；

5う一AACTGCAGCCGCTAAAGCAGCTAAArACGGTGCTGCTGGCCTTGGAGGTG

TCCTGGGGGTGCCGGGCAC－3’

アンチセンスプライマー；

5’－CArGCTCTAGArTACAAAGGGTTTAC－3’

次に前章で作製したHTE　cDNAを、　Mlu　I制限酵素サイトとXba　I制限酵素サイ

トを用いpCi　neoベクターに組み込んだ（FL）。　RT－PCRにより得られた生成物を

制限酵素Pst　I及びMlu　Iで切断後、同様の制限酵素処理をしたFLに組み込み

丘nELNを得た。前章同様に丘nELNでHuman　exon　2　fbrward　primer及びHuman

　　　　　　　　　　　　　　　　　　41



exon　36　reverse　primerを用いたPCRを行い、その生成物をpTrcHis－TOPO　vector

に組み込んだ。前章に準じた方法で正常ヒトトロポエラスチン（nTE）及びエクソ

ン32フレームシフト変異ヒトトロポエラスチン（finTE）の作製、精製を行った。

蛍光免疫染色、ELISA、デスモシン定量

　蛍光免疫染色、ELISA、デスモシン定量は、前章に準じて行った。またデスモ

シン定量においては、ARPE－19細胞を60　mmシャーレに1×106　cellで播種した。

組換えフィビュリンー5とPETの作製

　HASMCの全RNAを用いてRT－PCRによりフィビュリンー5のcDNAを得た。

逆転写反応は、37°C、1時間行い、その後PCR反応は、95°C、1分間の変性反

応、60°C、30秒間のアニーリング反応、68°C、3分間の伸展反応を30サイクル

繰り返して行った。増幅したcDNAを2％アガロースゲル電気泳動で分離し、目

的バンドを検出した。使用したプライマーを以下に示す。

Forward　primer；5’－GCCACCArGCCAGGAArCCCCCGG－3ラ

Reverse　primer；5’－GAATGGGTA．CTGCGACACATArArCC－3’

PET　cDNAは、　Robert　P　Mecham博士（Washington　university，　St．　Louis）から提供さ

れた。フィビュリンー5、PETのそれぞれのcDNAは、哺乳動物発現用ベクター

であるpcDNA3．W5－His－TOPO　vectorに組み込んだ。それぞれのプラスミドを

CHO－Kl細胞にFugene　6を用い遺伝子導入し、24時間後に血清を含まない

CHO－SFM－II培地に交換した。その後、さらに24時間から72時間培養し培養上

清を回収し、CENTRICON⑧PLUS－20を用いその培養上清を濃縮した。本章では、
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この濃縮した培地をコンディションメディウムとして使用した。

Solid　phase　binding　assay法

　Bicarbonateバッファーに希釈したnTE、　finTE（10μg／ml）をそれぞれ96穴プレ

ー トに添加し、4°Cで一晩放置した。その後、5％Tween　20含有PBS（washバッ

ファー）で数回洗浄し、非特異的な結合を防ぐため5％スキムミルク含有PBSを

添加した。室温で1時間放置後、再びwashバッファーで3回洗浄し0．5％BSA

含有PBS（dilutionバッファー）に希釈したフィビュリンー5及びPETのコンディ

ションメディウムをそれぞれ添加した。37°Cで1時間放置した後に上記と同様

に洗浄し、dilutionバッファーに希釈した抗V5－epitope抗体（5，000倍希釈）を添加

し、37°Cで1時間放置した。その後、上記と同様に洗浄し、同様に希釈した抗

マウスIgG二次抗体（5，000倍希釈）を添加した。室温で1時間放置後、数回洗浄

し、TMB－substrate　reagentで発色させ、30分後に0．5　N硫酸を等量添加し反応を

停止させた。それぞれの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450㎜、対照

波長600㎜）により測定した。
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免疫沈降法

　nTE及び］㎞TEをそれぞれ100－1000　ng／mlになるようにPBSでそれぞれ希釈

した。各溶液に濃縮したフィビュリンー5のコンディションメディウムを20μ1

ずつ添加し、さらにそれらの溶液にProtein　A－Sepharoseを20μ1ずつ添加した。

4°Cで30分間撹拝した後、抗V5－epitope抗体を2μg添加し、さらに4°Cで一晩

撹拝した。その後遠心分離により得たそれらの共沈物を0．5％Tween　20含有PBS

で数回洗浄し、100mM　DTTを含有した1×SDS－PAGE　sample　buf后に溶解した。

得られたサンプルは、10％ポリアクリルアミドゲルで分離し、抗V5　epitope抗体

または抗His－G抗体を用いたウエスタンブロット法を行った。得られたバンド

は、Kodak－ID　Image　Analysis　So丘wareを用い、バンドの面積を測定した。

各種トロポエラスチンのコアセルベーションの測定

　トロポエラスチンの濁度は、分光光度計を用し・測定波長400㎜で測定した。

分光光度計は、JASCO　V－500　So丘wareを用い、測定温度を30秒で0．5°C上昇す

るよう設定し、15°Cから45°Cの間における各組換えトロポエラスチンの濁度強

度を0．5°C間隔で測定した。測定に用いたnTE及びf㎞TEは、　PBS中に1mg／ml

で調整した。
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第三節　実験結果

エクソン32変異トロポエラスチンが構築するエラスチン繊維

　皮膚弛緩症患者におけるフレームシフト変異エラスチン遺伝子の模式図を

Figure　4－1に図示した。前章と同様に、大腸菌組換え正常ヒトトロポエラスチン

（nTE）及び、フレームシフト変異トロポエラスチン（］㎞TE）を作製した。各トロポ

エラスチンを5－20μg／mlの濃度でARPE－19細胞に添加し8日間培養後、MAB2503

及びFBN－1を用いて蛍光免疫染色を行った結果、　f㎞TEの構築したエラスチン繊

維（下段）は、nTEが構築した繊維（上段）と比較して減少した（Figure　4－2A）。また

ELISAを用いたエラスチン繊維の半定量においても、負nTEが構築するエラスチ

ン繊維量（closed　box）は、　nTEが構築した繊維量（open　box）に比べ、約50％減少し

た（Figure　4－2B）。
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nTE　787　aa

fmTE　812　aa　　　　　　　　　　　　　　　　　’““”H’’’’””’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑

　　　　　　　　　　　　　　　　　codon　748　in　exon　32

　　　　　　　　　　　　　　　　　　CTA→CTG

Figure　4－1皮膚弛緩症患者におけるエラスチン遺伝子エクソン32フレームシ

フト変異

　エラスチン遺伝子エクソン32中の748番目のコドンのアデニン（arrow）の位置

でフレームシフト変異が起こり、トロポエラスチンC末端領域の37アミノ酸が

新規の67アミノ酸（破線）に置換される46）。aa；アミノ酸
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Figure　4－2A
　一
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Figure　4－2　エラスチン繊維の蛍光免疫染色と半定量

　（A）ARPE－19細胞に5－20μg／mlの濃度でnTEまたは］㎞TEを添加し、8日間

培養した。その後、抗ヒトトロポエラスチン抗体（MAB2503）及び抗フィブリリ

ンー1抗体（FBN－1）を用いて二重蛍光免疫染色を行った。観察は、位相差蛍光顕

微鏡により倍率200倍で観察した。

　（B）ELISAを応用しエラスチン繊維の半定量を行った。　MAB2503を用いト

ロポエラスチンの検出を行った（nTE；open　box，　finTE；closed　box）。測定波長は450

㎜、対照波長は600㎜で測定した。Me㎝s士SEM．，　n＝3＃＃＃p＜0．001　vs．　nTE．
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デスモシン定量

　ARPE－19細胞に10または20μg／mlの濃度でそれぞれのトロポエラスチンを添

加し8日間培養後、nTE及び㎞TEが構築したエラスチン繊維中に含まれるデス

モシン量を定量した。デスモシン量をシャーレ内の全タンパク量で補正した場

合（A）flnTEでは、　nTEに比較し約20％の減少が認められたが、沈着したトロポ

エラスチン量で補正した場合（B）、約50％の増加が認められた（Figure　4－3）。
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Figure　4－3　デスモシンの定量

　ARPE－19細胞を60　mmシャーレに1×106　cellで播種し、　nTEまたは丘nTEを

10または20μg／mlの濃度でそれぞれ添加し8日間培養した。細胞画分を遠心し

沈殿を6N塩酸を用い110°Cで加水分解した。ラジオイムノアッセイ法で加水

分解物中のデスモシン（pmol　D）を定量した。このデスモシンの値はアミノ酸分析

により測定した加水分解中の全タンパク質量（mg　P）で補正（A）、またはELISAに

ょり得られたマイクロフィブリルへ沈着したトロポエラスチン量で補正（B）しグ

ラフ化した。Means土SEM，　n＝3．＊P＜0．05，＊＊P＜0．01　vs．20μ9／ml　nTE．＃P＜0．05，

＃＃＃

p＜0．001vs．10μg／ml　nTE　or　fhlTE．
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Solid　phase　binding　assay法によるマイクロフィブリルタンパクとトロポエラス

チンとの結合

　マイクロフィブリルタンパクとそれぞれのトロポエラスチンとの結合をSolid

phase　binding　assay法で検討した。96穴プレートに各トロポエラスチンとBSA

をそれぞれコートし、コートされたトロポエラスチンまたはBSAに対するフィ

ビュリンー5及びPETの結合を測定した。フィビュリンー5は、近年エラスチン

結合タンパクとして発見され、エラスチン繊維形成に重要な役割を果たすこと

が報告されている1450）。またフィブリリンー1は、マイクロフィブリル繊維の主

要成分であり、その遺伝子変異はMarfan症候群を引き起こすことが知られてい

る19）。コンディションメディウム中に含まれるフィビュリンー5とPETは、抗

V5　epitope抗体を用いたウエスタンブロット法で分子量約66　kDaと約42　kDaに

それぞれ確認した（data　not　sho㎜）。カルシウム存在下（closed　box）または非存在下

（open　box）のどちらにおいてもfh1TEは、nTEと比較しフィビュリンー5との結合

が約70％減少した（上段）。また］㎞TEとPET（下段）との結合もnTEと比較し約30％

減少した（Figure　4－4）。
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　Figure　4－4　固相におけるマイクロフィブリルタンパクとトロポエラスチンと

の結合

　96穴プレートにnTE及び丘nTE、　BSA（10μg／ml）をそれぞれコートし、フィビ

ュリンー5（上段）またはPET（下段）との結合をSolid　phase　binding　assay法で検討し

た。フィビュリンー5と各トロポエラスチンとの結合は、カルシウム存在下

（closed　box）、非存在下（open　box）でそれぞれ検討した。測定波長450㎜、対照波

長600㎜で各プレートの吸光度を測定した。Means士SEM．，　n－3＊＊＊p＜0．0010r

＃＃＃

p＜0．001vs．　nTE（カルシウムイオン存在下）
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免疫沈降法によるマイクロフィブリルタンパクとトロポエラスチンとの結合実

験

　液相におけるフィビュリンー5とトロポエラスチンとの結合を免疫沈降法で

検討した。PBS中において各トロポエラスチンとフィビュリンー5との複合体を

抗V5　epitope抗体を用い共沈殿した後、抗His－G抗体を用いたウエスタンブロッ

ト法で確認した。その結果、フィビュリンー5との結合は各トロポエラスチンの

濃度依存的に増加した（Figure　4－5）。そして抗V5　epitope抗体で免疫共沈降したト

ロポエラスチンの量をフィビュリンー5の量で補正した結果、丘nTE（closed　box）

との結合は、nTE（open　box）に比較し低濃度から飽和した。　finTEは、固相、液相

どちらにおいてもnTEよりフィビュリンー5との結合が弱いことを確認した。
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Figure　4－5液相におけるトロポエラスチンとフィビュリンー5との結合

　nTE（open　box）または丘nTE（closed　box）をPBS中にそれぞれ100－1000　ng／m1に調

整し、フィビュリンー5含有のコンディションメディウムを一定量添加した。そ

の後、抗V5　epitope抗体を用いそれらの共沈物を回収し、抗His－G抗体または抗

V5　epitope抗体を用いてウエスタンブロット法を行った。検出したバンドは、

Kodak－IDimage　Analysisを用いバンド面積を測定し、共沈物中に含まれるフィビ

ュリンー5のバンドの面積値で共沈物中に含まれるトロポエラスチンのバンド

の面積値を補正しグラフ化した。
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nTEと㎞TEの自己集合

　∫〃vj〃oにおいてトロポエラスチンは、温度の上昇に伴いトロポエラスチン分

子同士が集合し自己集合する。自己集合は、トロポエラスチン分子の疎水性度

（Hydrophathy）に関連があることが報告されており、疎水性度が低いほど自己集

合が低温から起こることが知られている51）。Kyte－Doolittleらの方法52）に従いnTE

と6nTEの疎水性度を計算したところ、　nTEは0．62、丘nTEは0．54であった。疎

水性度は、Kyte－Doolittleらが定義した各アミノ酸残基の疎水性度に各アミノ酸

数を乗じ、その値を全アミノ酸数で除して計算した。実際、㎞TE（triangle）は、

nTE（circle）に比較し低温で自己集合の開始が認められた（Figure　4－6）。
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Figure　4－6　nTEと丘nTEの自己集合

　nTE（circle）及びf㎞TE（triangle）をPBS中にそれぞれ1mg／mlになるように調整

した。分光光度計を用い30秒間に0．5°Cの割合で温度を15°Cから45°Cまで上

昇させ、30秒間ごとに各トロポエラスチンの濁度強度を測定した（測定波長400

㎜、対照波長600㎜）。
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第四節　考察

　本章では、皮膚弛緩症で見られる変異トロポエラスチン（f㎞TE）と正常トロポ

エラスチン（nTE）を作製し、前章で確立したモデルを用いそれらが構築したエラ

スチン繊維を比較した。併せてそれらの自己集合、マイクロフィブリルタンパ

クとの相互作用、架橋形成を生化学的に解析した。

　丘nTEのマイクロフィブリルへの沈着はnTEに比較して約50％減少した。こ

のことは、トロポエラスチンのC末端領域の変異によるマイクロフィブリルタ

ンパクとの結合低下が原因であると考えた。トロポエラスチンのC末端領域は、

マイクロフィブリルへの沈着に重要であることが知られており23・26）、またKozel

らもC末端領域に変異を持つトロポエラスチンを導入したトランスジェニック

マウスやPE細胞モデルを用いた実験から、トロポエラスチンのC末端領域がエ

ラスチン繊維形成に重要であることを示している2425）。本研究においてもC末

端領域に変異をもつ負nTEとフィビュリンー5やPETとの結合は、nTEに比較し

て低下したことから、血TEでは、　C末端領域の変異によりマイクロフィブリル

への沈着が減少し、丘nTEが構築するエラスチン繊維量が減少したと考えられた。

　一方、f㎞TEが構築したエラスチン繊維中に含まれるデスモシン量は、沈着し

たトロポエラスチン量で補正した時、nTE比べて約50％増加した。トロポエラ

スチンは、自己集合を介しデスモシン、イソデスモシンを形成することが知ら

れており31・32）、また自己集合時にトロポエラスチン分子の構造変化が起こり、

分子間架橋形成に重要であるαヘリックス構造が増加することも報告されてい

る31・53）。一般的に自己集合は、その分子中の疎水性領域に依存することが知ら
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れているが、本研究では、丘nTEの自己集合開始温度は、フレームシフト変異に

より親水性のアミノ酸残基が増加したにもかかわらず早まった。Toonkoolらは、

トロポエラスチン分子の粒子径によっても濁度強度が増大することから、濁度

強度測定では単なる自己集合の解析は困難であると記している30）。これらのこ

とを考慮するとf㎞TEでは、構造変化によりその分子の粒径と分子中に存在する

αヘリックス構造が増加したことでnTEより架橋形成量が増加したと推察した。

　本章では、トロポエラスチンのC末端領域の変化がマイクロフィブリルへの

沈着のみならずトロポエラスチン分子の自己集合にも影響を与えることを明ら

かとした。また本モデルを用いエラスチン繊維を生化学的に解析することはエ

ラスチン繊維形成機序の詳細な解明に役立っと考える。
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第五章　トロポエラスチンアイソフォームが構築するエラスチン繊維の特性

第一節　緒言

　エラスチンは、オルタネイティブスプライシングによりその分子の多様性を

持ち、少なくともllのトロポエラスチンアイソフォームが知られている54）。ヒ

トではエクソン22、23、26A、32がオルタネイティブスプライシングを受ける

エクソンとして報告されている6暑）。特にヒトエラスチン遺伝子に特異的なエク

ソン26Aは、新生児からスプライシングを受けること、また疎水領域でもある

エクソン32については、加齢に伴いそのスプライシング産物が増加することが

皮膚において知られている9・10）。エクソン32は前章で述べた皮膚弛緩症におい

て変異が見られる領域であり、加齢に伴う皮膚の弾性低下に関与することが推

察される46）。しかしながら、これまでオルタネイティブスプライシング産物の

発現解析は多く行われてきたが、トロポエラスチンアイソフォームのエラスチ

ン繊維形成に関する特性は未だ明らかとされていない。

　一般的にエラスチン繊維の代謝は非常に遅いことが知られているが、加齢に

伴う皮膚の弾性低下は、主に弾性繊維の減少に関与する。エラスチン繊維を分

解する酵素には、セリンプロテアーゼ55）やシステインプロテアーゼ56）、マトリ

ックスメタロプロテアーゼ55・57）などが知られている。これら分解酵素の発現は、

創傷治癒時や組織のリモデリング時などで強く促進される。エラスチン分解酵

素の発現が充進することによるエラスチン繊維の過剰な分解は、慢性閉塞性肺

疾患（COPD）58）や動脈硬化59）、関節炎60）などの慢性化に大きく関与している。し

59



かしこれまでエラスチン繊維の分解に関する研究はほとんどされていない。

　本章では、正常ヒトトロポエラスチン（HTE）、エクソン26A欠損トロポエラス

チン（△26A）、エクソン32欠損トロポエラスチン（△32）を作製し、」ηWoエラス

チン繊維再構築モデルでそれらのトロポエラスチンが構築したエラスチン繊維

を比較定量するとともに、エラスチン分解酵素であるエラスターゼに対する抵

抗性を検討することで、トロポエラスチンアイソフォームが構築したエラスチ

ン繊維の特性を解析することを目的とした。

60



第二節　試薬及び方法

細胞及び培養方法

　ARPE－19細胞は、前章までの方法に準じた。正常ヒト新生児皮膚繊維芽細胞

（NHDF－Neo）は、2％ウシ胎児血清含有のFibroblast　Growth　Mediumにヒト繊維芽

細胞成長因子及びインシュリン、ゲンタマイシン／アンホテリシンーBを添加し

た培地で培養した。

エクソン26A欠損及びエクソン32欠損エラスチン遺伝子の作製

　エクソン26A欠損エラスチン遺伝子は、防衛医科大学の多嶋　新吾教授より

提供された。エクソン32欠損エラスチン遺伝子は、NHDF－Neoの全RNAを用

いたRT－PCRより得た。全RNAの採取は、前章までの方法に準じる。センスプ

ライマー；5ラーGCTGCTGCCAAAAGCCGCCCAGTT－3’とアンチセンスプライマ

「5う一ACCAGCACCAACTGGAAGTC－3’を用いRT－PCRを行った結果、エラスチ

ン遺伝子エクソン32が欠損した産物（A）と保存されている産物（B）を得た。得ら

れたPCR産物のシーケンスは株式会社BEXに依頼した。（A）をPCR　II－TOPOベ

クターに組み込み、Pst　I制限酵素サイトとXba　I制限酵素サイトで切断した（Aう）。

その後前章で用いたFLを同様の制限酵素で切断し、兀を組み込み、エクソン32

欠損エラスチン遺伝子を作製した。それぞれのcDNAを鋳型とし、前章までと

同様にエクソン2から終止コドンまでのプライマーを用いPCRを行った。得ら

れたPCR産物をpTrcHis－TOPOベクターに組み込み、大腸菌を形質転換した。

大腸菌組換えトロポエラスチンを精製した。精製した各トロポエラスチンは、
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クマシーブルーによる染色、及び抗His－G抗体、　MAB2503を用いたウエスタン

ブロット法を用い定性確認した（Figure　5－1）。

エラスチン繊維の分解

A鯉E－19細胞を60㎜シャーレに1×106cellで播種し、各トロポエラスチン

を10μg／mlの濃度で添加しエラスチン繊維を構築させた。8日間培養後、　PBS

でよく洗浄し血清を含まないDMEMにエラスターゼを0．5　unit／ml、1．O　unit／ml

の濃度で添加した培地に交換した。37°C、1時間培養後再びPBSで洗浄し、前

章に準じデスモシン定量を行った。デスモシン量（pmo1）はアミノ酸分析により測

定したシャーレ内の全タンパク質量（mgP）で補正した。グラフは、エラスターゼ

未処理時のそれぞれの値を100％とし、各エラスターゼ濃度処理時の値をそれぞ

れの未処理時の値に対する割合で示した。尚、精製したブタ膵由来エラスター

ゼ（305uniVmg）は、株式会社工一ザイから得た。

また蛍光免疫染色、エラスチン繊維の半定量、デスモシンの定量、Solid　phase

binding　assay法、コアセルベーションの測定は前章に準じた。
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第三節　実験結果

　第三章で確立した加vj〃oエラスチン繊維再構築モデルでエラスチン繊維を比

較定量するため、正常ヒトトロポエラスチン（HTE）、エクソン26A欠損トロポエ

ラスチン（△26A）及びエクソン32欠損トロポエラスチン（△32）を作製した（Figure

5－1）。各トロポエラスチンを5－20μg／mlの濃度でARPE－19細胞に添加し8日間

培養後、蛍光免疫染色及びエラスチン繊維の半定量を行った。蛍光免疫染色の

結果、各トロポエラスチンを10μg／mlの濃度でARPE－19細胞に添加した時各ト

ロポエラスチンが構築したエラスチン繊維に大きな差は認められなかった

（Figure　5－2A）。この結果は、各トロポエラスチンを5または20μg／mlの濃度で添

加した場合も同様であった（data　not　shown）。またELISAによるエラスチン繊維

の半定量においても蛍光免疫染色と同様の結果を得た（Figure　5－2B）。尚、蛍光免

疫染色（data　not　sho㎜）、　ELISA（HTE；circle，△26A；triangle，△32；square）において、

組換えトロポエラスチンの添加濃度に関係なくフィブリリンー1繊維は一定で

あった。
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7§一　　　’　　　　　　　　　　75一
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§0－　　　　　　　　　　　　　　50－

37－■　　　　　　　　　　　　　37－

25－　　　　　　　　　　　　　　2§一

　　　口｛＿、

　　　　123　　　123　123

Figure　5－1組換えトロポエラスチンの作製

　精製したヒトトロポエラスチン（HTE；1ane　1）、エクソン26A欠損トロポエラス

チン（△26A；lane　2）及びエクソン32欠損トロポエラスチン（△32）をSDS孚AGE後

にクマシーブルーで染色した（A）。また抗H任G抗体（B）、抗ヒトトロポエラスチ

ン抗体（C）をそれぞれ用いたウエスタンブロット法を行った。尚、組換えトロポ

エラスチンは1μg／lane（A）または500　ng／lane（取C）にそれぞれ調整し電気泳動した。

64



A
HTE　　　　　　　　　△26A　　　　　　　　　　△32

B

　　　　2．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」IIIF

　　　（　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■、26，、

　　　匡2　　　　　　　　　　　　　念・・2
　　　0　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　一’　　　　　　　　　　　　　甲　　　　　　　・　，BN－HTE

　　　ぬ
　　　ご　1．5－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　m3N－A26A
　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　イ」　FBN＿A32

　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　10　　　　　　　20

　　　　　　　　　　　　　　concentration（μ9／ml）

Figure　5－2　エラスチン繊維の蛍光免疫染色と半定量

（A）ARPE－19細胞に各トロボエラスチン（10　ug／ml）を添加し8日間培養後、

MAB2503を用いた蛍光免疫染色を行った。

（B）ARPE－19細胞を96穴プレートに播種後、　HTE（opell　box）、△26A（closed

box）、△32（hatched　box）を各濃度で添加し8日間培養後、抗エラスチン抗体

（MAB2503）または抗フィブリリンー1抗体（FBN－1）を用いたELISAを行った．

（HTEI　circle、△26Al　triallgle、△321　square）。測定波長450　nm、対照波長600　nmで

測定した．Means±SEM．　r3

65



デスモシンの定量

　各トロポエラスチンを10μg／mlの濃度でARPE－19細胞に添加し、8日間培養

し構築されたエラスチン繊維に含まれるデスモシン量を測定した。各トロポェ

ラスチンのマイクロフィブリル繊維への沈着量に変化は認められなかったが、

このデスモシン量はHTE添加と比較し、△26A添加では有意に増加し△32添加

では有意に減少した（Figure　5－3）。

　　60

　　50

㌃・・

日三

露・・

　巨、。

　　10

　　0

★★

ARPE－19　　　　　　HTE　　　　　　　△26A　　　　　　　△32

Figure　5－3デスモシンの定量

　ARPE－19細胞に各トロポエラスチン（10μg／ml）を添加し、8日間培養した。デ

スモシン量（pmol）はアミノ酸分析により測定したシャーレ内の全タンパク質量

（mg　P）で補正しグラフ化した。　Means土SEM，　n＝3．＊p＜0．05，＊＊p＜0．01，vs．　HTE
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トロポエラスチンの自己集合

　各トロポエラスチンの自己集合を解析したところオルタネイティブスプライ

シング産物（△26A；triangle、△32；square）の自己集合開始温度はHTE（circle）に比べ

高温であった（Figure　5－4）。

（2・5
日

昌　　2

8
ミン1．5

8
自　　1

9
sα5
題

く　0

15　　　　　　　20　　　　　　　25　　　　　　　30　　　　　　　35　　　　　　　40　　　　　　　45　　　　　　　50

　　　　　　　　　　　Tempenture（°O

Figure　5－4　トロポエラスチンの自己集合

　HTE（circle）、△26A（triangle）及び△32（square）をPBS中にそれぞれlmg／mlに

なるように調整した。分光光度計を用い30秒間に0．5°Cの割合で温度を15°Cか

ら45°Cまで上昇させ、30秒間毎にその濁度を測定した（測定波長400㎜、対照

波長600㎜）。
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各トロポエラスチンとマイクロフィブリルタンパクとの結合

　96穴プレートにそれぞれコートした各トロポエラスチンとフィビュリンー5

またはPETとの結合をSolid　phase　binding　aasay法を用い検討した。その結果、

各トロポエラスチンとフィビュリンー5との結合（上段）は、カルシウム存在下

（closed　box）、非存在下（open　box）に関わらず、　HTEに比較し△26Aでは有意に増

加し、△32では有意に低下した。また各トロポエラスチンとPETとの結合（下段）

も同様であった（Figure　5－5）。

　　　　　　　　Fibulin－5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PET

§±°　　　　　　　　　　　＾α2°

茎10

』°5　　　　　・　』・・4

　　　BSA　　　　　HTE　　　　　ム26A　　　　△3戊　　　　　　　　　　　　BSA　　　　　HTE　　　　△26A　　　　△32

Figure　5－5マイクロフィブリルタンパクとトロポエラスチンとの結合

　96穴プレートにnTE及び㎞TE、　BSAをそれぞれ10μg／mlコートし、固相で

のフィビュリンー5（上段）またはPET（下段）との結合を検討した。フィビュリンー

5と各トロポエラスチンとの結合は、カルシウム存在下（closed　box）、非存在下

（open　box）でそれぞれ検討した。測定波長450㎜、対照波長600㎜で各プレー

トの吸光度を測定した。Means±SEM．，　nニ3＊p＜0．05，＊＊p＜0．01，＊＊＊p＜0．0010r

＃＃p＜0．Ol，＃＃＃p＜0．001　vs．　nTE（カルシウムイオン存在下）
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エラスチン繊維の分解

　8日間、ARPE－19細胞に各トロポエラスチン（10μ9／ml）を添加しエラスチン繊

維を構築させた後、ブタ膵由来エラスターゼを0．5unit／ml（closed　box）、1．O　unit／ml

（hatched　box）の異なる酵素活性で添加したDMEMまたはDMEM（open　box）に培

地交換し、37°Cで1時間培養した。その後前章と同様にデスモシンの定量を行

った。各トロポエラスチンで構築したエラスチン繊維はエラスターゼ活性依存

的に分解され、残ったエラスチン繊維中のデスモシン量を比較すると△26Aは、

他のトロポエラスチンと比較し分解抵抗性を有した（Figure　5－6）。
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　　　　　120　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■：0．5uniVmL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿＿一　園：1・OuniσmL
　　　ゼ゜°

　　　…8°

　　　860
　　　　自

　　　も　40
　　　ポ
　　　　　20

　　　　　　0
　　　　　　　　　HTE　　　　　　　　△26A　　　　　　　　△32

Figure　5－6　エラスチン繊維の分解

　ARPE－19細胞を60　mmシャーレに播種し、各トロポエラスチン（10μg／ml）を添

加した。8日間培養後、PBSで洗浄し0．5　unit／ml（closed　box）、または1．O　unit／ml

（hatched　box）の濃度でエラスターゼを含有したDMEMまたはエラスターゼを含

まないDMEM（open　box）に培地交換した。37°C、1時間培養後、デスモシンを採

取し、ラジオイムノアッセイ法でデスモシンを定量した。グラフは、エラスタ

ーゼ未処理時のそれぞれの値を100％とし、各エラスターゼ濃度処理時の値をそ

れぞれの未処理時の値に対する割合（％of　untreatment）で示した。　Means土SEM．，

n＝3
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第四節　考察

　エラスチン遺伝子のオルタネイティブスプライシングは、皮膚や血管、靭帯、

肺などの組織で見られ、それら組織の機能特性を示す要因と考えられる7’lq　61）。

これまで、オルタネイティブスプライシング産物の発現解析は多く行われてき

たが、それらが構築するエラスチン繊維の特性は未だ明らかとなっていない。

本章では、トロポエラスチンアイソフォームの特性を検討するため、これらオ

ルタネイティブスプライシング産物が構築した繊維の特性と構築した繊維のエ

ラスターゼに対する抵抗性をin　vitroエラスチン繊維再構築モデルを用い解析し

た。

　各トロポエラスチンのマイクロフィブリルへの沈着は、ほぼ同程度であった

がデスモシン量は、HTEに比較し、△26Aでは有意に増加し、△32では有意に低

下した。トロポエラスチン分子の分子間架橋は自己集合を介することが知られ

ているが、PBS中で各トロポエラスチンのコアセルベーションに大きな違いは

認められなかった。トロポエラスチンは、温度の上昇に伴い分子中の疎水性領

域が疎水結合し集合することで、エントロピーを低下させ水溶液中で安定する。

最近、トロポエラスチンと結合するフィブリリンー1のエクソン9－17までの部

分配列が、トロポエラスチン分子のエントロピーを低下させることにより自己

集合を促進すると報告された33）。本研究において、HTEに比較し△26Aは、フ

ィビュリンー5やフィブリリンー1のN末端配列（PET）と強く結合した。マイク

ロフィブリルタンパクが存在する培養条件下において、△26Aは、他のトロポエ

ラスチンよりそれらと強く結合し自己集合が充進した結果、架橋量が増加した
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と推察される。一方、△32は、HTEに比較しマイクロフィブリルとの結合が低

下していることから、構築するエラスチン繊維量に含まれる架橋量も低下した

と考えられる。

　△26Aが構築した繊維は、　HTEや△32が構築したエラスチン繊維と比較しエ

ラスターゼに対し強い分解抵抗性を有した。エラスチン繊維の分解に用いたエ

ラスターゼ活性は、単量体の△26Aが完全に分解される活性である（unpublished

observations）。この結果はトロポエラスチンとマイクロフィブリルとの結合実験

の結果と類似した。マイクロフィブリルは、トリプシンやエラスチン分解酵素

の基質となることが知られており62）、実際にエラスチン繊維を含む組織をエラ

スチン分解酵素で処理した時、エラスチン繊維が分解されず残ることがある。

このことからJonesらは、マイクロフィブリルは、エラスチンを囲うように取り

込むことにより、エラスターゼなどによる酵素の分解からエラスチンを防御し

ていると推察している62・63）。△26Aは、マイクロフィブリルタンパクと強く結合

することからマイクロフィブリル繊維に強く取り込まれ、その結果エラスター

ゼによる分解に対し抵抗性を示したと考えられた。

　本研究の結果から、△26Aは、マイクロフィブリルと相互作用が強く、構築し

た繊維はエラスターゼに対する分解抵抗性を持つことを明らかとした。また本

モデルは構築させたエラスチン繊維を分解することで、エラスチン繊維分解も

解析可能であった。エラスチン繊維の分解を分子レベルで解析することはエラ

スチン繊維分解充進が原因で起こる肺気腫や、動脈硬化といった慢性疾患の発

生機序や治療法の確立に寄与できることと思われる。
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第六章　総括及び結論

1．内因性のトロポエラスチンを発現せず、他の弾性繊維関連成分を発現するヒ

　　ト網膜色素上皮細胞を用い、組換えトロポエラスチンを添加することでエラ

　スチン繊維を構築することが可能となった。

2．皮膚弛緩症患者で見られる変異トロポエラスチンは、自己集合開始温度の低

　下、及び分子間架橋形成の促進を認めたが、マイクロフィブリルへの沈着が

　低下することによりエラスチン繊維形成不全を引き起こすことが明らかと

　なった。

3．エラスチン遺伝子のオルタネイティブスプライシング産物であるエクソン

　26A欠損トロポエラスチンは、マイクロフィブリルタンパクとの相互作用が

　強く、エラスターゼに対する分解抵抗性を持つことが明らかとなった。

　以上のことより本研究で確立したモデルは、エラスチン繊維形成機序の解明

のみならず変異トロポエラスチンが構築する繊維の特性を知る上でも有用であ

ると考えられる。
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　エラスチン繊維の形成機序は、未だ詳細に解明されていないが今回の結果か

ら、エラスチン繊維形成初期においてFigure　6－1のような機序を考えた。

　　　　　　　　CΣ）CD

○○○

も○　一　→　司一捌…沈着
1）尭現・分鱒

　　　　　　　　　　　2）マトリックス空間における
　　　　　　　　　　　フィビュリンー5との拍合　　　　　　　　　　　　　51トロポエラスチン分子間での

　　　○　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　架績鯵虞

　　姫
　　　　　　　　　D　　　　［極〉

　マイクロフィブリルタンパク

　（フィプ1川ンー1、MAGPなど）

Figure　6－1エラスチン繊維形成の初期段階モデル

　エラスチンは、細胞外に分泌されマトリックス空間においてフィビュリン

ー 5との結合と自己集合を起こす。その後、マイクロフィブリル繊維へ沈着

し、形成した集合体の中でリジルオキシダーゼにより架橋を形成することで

繊維を構築する。
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　エラスチンの前駆体であるトロポエラスチンは、細胞外に分泌されマトリッ

クス空間においてフィビュリンー5との結合により自己集合が促進される。マイ

クロフィブリル繊維へ沈着した後、トロポエラスチンの集合体の中で架橋を形

成して繊維を構築する。この時、リジルオキシダーゼは、マイクロフィブリル

繊維への沈着とトロポエラスチン分子間の架橋形成に重要な役割を果たしてい

る。

　C末端領域の変異によりマイクロフィブリルタンパクとの結合が低下するこ

とはすでに報告されているが、今回の結果からC末端領域の変異は自己集合に

も影響を与えることが示唆された。これは、本研究においての疎水性度の変化

からも推察されるようにトロポエラスチン分子の二次構造変化が起因している

と考えられる。トロポエラスチン分子の自己集合がその分子中の疎水性領域の

数や配置に依存する30）ことからも、トロポエラスチン分子の立体構造が自己集

合に寄与していると思われる。

　我々は、ウシトロポエラスチン（BTE）のエクソン2－15の部分配列（FH）とエクソ

ン16－36までの部分配列（BH）を作製し、それぞれの自己集合を測定したところ、

FHは自己集合を起こさず、またBHは自己集合開始温度（～47°C）がBTE（～39°C）

と比較し遅かった。これらを同時に存在させ、BTEと同じ疎水性領域数を存在

ざせた場合、その自己集合開始温度はBTEと同じ温度にならなかった

（unpublished　observations）。構造の異なるトロポエラスチン分子が、個別に自己集

合することも報告されている31）ことからも、FHとBHが集合し1つの凝集塊を
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形成することはないと考えられ、疎水性領域の数ではなく分子全体の立体構造

が自己集合に重要であると推察される。これらのことからもトロポエラスチン

分子全体の立体構造がエラスチン繊維形成に重要な要因であると思われる。

　また本研究からマイクロフィブリルタンパクとの強い結合がエラスチンを分

解酵素から防御することが示唆された。実際、マイクロフィブリルタンパクと

の結合が弱い皮膚弛緩症患者で見られる変異トロポエラスチンやヒトエラスチ

ン遺伝子エクソン36欠損トロポエラスチンが構築したエラスチン繊維は、エラ

スターゼ処理により容易に分解された（unpublished　observations）。このことからマ

イクロフィブリルタンパクとの結合はマイクロフィブリル繊維への取り込みを

意味しており、マイクロフィブリル繊維に取り込むことで外部の因子からエラ

スチンを防御していると思われる。近年、エラスチン繊維の過剰な分解が原因

となる肺気腫や、慢性閉塞性肺疾患（COPD）、動脈硬化の患者数は増加している。

その原因として、COPDなどでは初期診断が困難であること、さらに有効な治療

法の確立がなされていないことが考えられる。本モデルを用いたエラスチン繊

維分解研究は、これまでのエラスチン繊維抽出物を用いた分解研究とは違い、

構築したエラスチン繊維そのものを分解することにより、その機構を分子レベ

ルで検討することが可能であると考えられる。本研究で確立したモデルは、出

生前診断や遺伝子診断で判明した変異トロポエラスチンが構築する繊維を生化

学的に解析することで、慢性疾患の予防法、遺伝子治療や充填療法などの治療

法の確立に大きく寄与すると思われる。
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