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学位論文

EXTRACELLULAR MATRIX MODULATES EXPRESSION OF 
CELL-SURFACE PROTEOGLYCAN GENES IN FIBROBLASTS 

( 細胞外マトリックス山 ¥ 

線維芽細胞表面プロテオグリカン遺伝子発現の変化ノ

北海道大学

沢口直弘



緒言

細胞表部プロテオグリカンは，細胞外微小環境の構成体との相互作用において様々

な機能を有している.細胞表面プロテオグリカンは様々な細胞接着因子，成長密子，サ

イトカインと結合し co嗣receptorとして機能しているとの報告もある[1].これら細胞

表面プロテオグリカンはコアタンパクと酸性ムコ多糖の一部が構造的な多様性を有し

ており，その発現形態が厳密に制脚されているため，それぞれの細胞表面プロテオグ

リカンには明断とした役割が備わっている問 [3].このことは、様々な生物学的活性困

に対する締胞表部プロテオグリカンの反応は選択的でありかっ細胞種特異的で、ある

ことを示している.

生体において，多くの細胞の土台となっているのは細胞外基質である.細胞外基質

は細胞膜貫通型のレセプターであるインテグリンを介し細胞と接着する.この接着を

通して細胞外基質は物理的なシグナルを細胞に送り，細胞の成長，増殖，分化，細胞外

基質の康生などを制御している[4].それゆえ，細胞と細胞外基質の相互作用が生体組

織の発達や修復，再構築などに大きな役割を果たしているといえる.組織工学的手法

を用いた再生医療では，生体適合性があり生体吸収性のある素材を用いた基材に培養

細胞を播種培養することにより組織再生を達成している.多くの研究が，細胞が接着

し増殖するためには基材を構成する生体材料の適切な選択が重要であると報告してい

る[5-10].これらの理由から，基材となる材料と単離された細胞との棺五作用をより組
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織特異的な生体内環境に近づけることが組織再生を成功させるためには必要で、ある

[6]. 

細胞外基質や成長因子，サイトカインなどの刺激因子に対する細胞の反応はプロテ

オグリカンによって調節されているといわれている[ト3].代表的な細胞表面プ口テオ

グリカンには CD44(ヒアノレロン酸レセプター)，betaglycan (transforming growth factor 

[TGF]幽 stype III receptor)， s戸ldecan(transmembrane heparan sulfate proteoglycan)， glypican 

(glycosylphosphatidyl inositol [GPI]咽 lcheredheparan sulphate proteoglycan)ファミリーが

ある[1，11-15].しかし，これらのプロテオグリカンの発現が培養あるいは，成長過程に

おいてにどのように変化するかは明らかではない.再生医療においては，この点を解

明することが組織特異的な本来の環境を模倣するような基材材料の開発につながる.

ヒアルロン酸はグルクロン酸とN・アセチルグノレ口サミンを交互に成長する鎖に添加

しながら繰り返す， 2糖を単位とした線状大分子ポリマ…構造で，生体において一生

涯にわたりそれぞれ異なった居的，生産量で細胞より産生される.ヒアルロン酸の生

物学的活性はとても重要で、ある.なぜなら，ヒアノレロン酸は生体内において発生の最

も早い段階から存在する酸性ムコ多糖だからである.我々は縫・靭帯の組織工学的再

生に用いる基材材料としてキトサン・ヒアノレロン駿ハイブリッドファイパーを独自に

際発した [16].これまでの研究でピアノレロン酸は線維芽細胞の活動性を高めその細胞
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接着能，細胞増殖能，基質産生能が向上することを報告してきた.しかし，ヒアルロン

酸の線維芽細胞表面のプロテオグリカンに年える影響は明らかにされていない.

本実験で、は細胞表面プロテオグリカンの発現は細胞を培養する環境によって変化す

るという仮説をたてた.この依説を実証するため，我々は invitroで線維芽細胞を

様々な環境下で培養し，細胞表面プロテオグリカンの発現を定義した.本研究の第 1

の目的は線維芽細胞を単離，平田培養し継代を霊ねていく過程における細胞表面プロ

テオグリカンの発現の変化を評価すること.第 2の罰的は組織中の主要な細胞外マト

リックス構成体である勿pe1コラ}ゲンおよび，ピアノレロン酸の線維芽細胞表面プロ

テオグリカンに与える影響を明らかにすること.そして 2次元培養環境と 3次元培

養環境でそれぞれのプロテオグリカンの発現の違いを明らかにすることである.本実

験で得られた結果は，今後の組織工学的手法を用いた臆・戦帯再生において，基材材

料の開発に有用な情報を提供し得ると考える.
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材料と方法

細胞の単離および単層培養

線維芽締胞は雄 Wisterrat (体重:280欄 320g)のアキレス鍵および膝蓋縫より単離し

た.H建組織を 0.25%コラゲナ}ゼ(InvitrogenCoゅ.， Carlsbad， CA)および 0.25% トリプ

シン(InvitrogenCorp.)にて酵索処理することにより細胞を臆組織より単離したれ7].

この段階の細胞をP心と定義した.培養には Dulbecco'smodified Eagle's medium (Sigma 

Chemical Co.， St Louis， MO) + 10%仔牛血清(Invitrogen Co中よ抗生剤

σenicillin-Streptomycin-Fungizone 100 X ， Bio"¥¥制ttaker，Walkersville， MD)を用し、て行っ

た.単離した細胞はポリスチレン製細胞培養血 (welldiameter 60 mm; CO胎冊~G，

Corning， NY)， type 1コラ…ゲン口一トした培養皿(NittaGelatin， To勾叫 Japan)に播種

(10，000cells/cm2)し37
0

C，5% CO2で培養したい8].プロテオグリカンの発現に対するヒ

アノレロン酸の効果を明らかにするため 0.3%匂'pe1コラーゲンにヒアノレロン酸(分子量

出 210・kDa;De出ikagakuKogyo， Tokyo， Japan)を最終濃度0.1%となるよう混ぜたものを

コートし，同様に培養した.細胞培養は 370C，5% CO2環境下で行い，週に 2田培養液

を交換した.コンブルエントとなった細胞をト1と定義し，トリプシン処理すること

により引き続き継代培養を行い，コンブノレエントとなった細胞をそれぞれ P2，P3と定

義した.継代に当たっては 1:3の割合で細胞を分割した.
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3次元培養

3次元培養環境での影響を調べるため， 6穴の平面底培養血 (welldiameter 35 mm; 

Becton Dickson， Fr，抑制inLakes， N乃に 0.3%type 1コラーゲンゲノレ(NittaGelatin)およ

び0.3%type 1コラーゲンゲノレ十210・kDaヒアノレロン酸(最終濃度 0.1%)に細胞を包

埋 (5x 104/mL)し匂埋培養した[18].事前に培養血に 1mLのコラーゲンゲノレを入れ

30分 370C環境下でゲルを硬化させ，その上層に2mLの細胞を包埋したゲルを加え，

さらに 3mLの培養液を加え培養した.ロンブノレエントとなった細胞を P-l と定義し

た.引き続き継代培養をコラゲナーゼ¥トリプシンを用いて行い， 1:3の割合で細胞を

分割，コンブノレエントとなった締胞をそれぞれ P-2，P-3 とした.

胎'fA抽出

締胞全 RNAを臆組織，それぞれの継代細胞 (PO，Pl， P2， and P3)より悶ぜA抽出試薬

TRIzol (Reagent) (Invitrogen)を用いてメ}カーの手技書通りに抽出した.腿組織は

如'fA 抽出前に液体窒素で氷結，組織粉砕の後浴~A を抽出した細胞は平面培養では

細胞をトリプシン処理し培養血から剥がしてから RNAを抽出し， 3次元培養ではコラ

ゲナーゼ処理しコラーゲンから締胞を単離してから RNAを抽出した.得られた RNA

は RNeasyMinElute Cleanup Kit (Qiagen， Valencia， CA)を用いて精製じた.得られた全

RNAサンプノレは濃度と純度を分光光度計を用いて評価した.
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RT♂CR (Reverse Transcription -Polymerase Chain Reaction) 

1μgの RNAを randomhexamer primers (promega， Madison， WI)と逆転写酵素

(Improm-II reverse transcriptase， Promega)を用いて， cDNAの合成を手投書に従って行

った.Real-time PCRはサーマノレサイクラ'- (OPTICON 11， Bio-Rad Laboratories， 

Hercules， CA)を用い20剛 μLの反応撃で、行った.反応はSYBRGreen qPCR Kit (Finzymes， 

Espoo， Finland)を用い，遺伝子特異的なプライマ}をプライマー設計ソフト(OLIGO，

Molecular Biology Insights， Cascade， CO) (表 1)で設計した. Real-time PCRは 95oC 15 

分変性ステップに引き続き 94OC 10秒， 56oC 20秒， 72 oC 30秒のサイクノレを 40回行

った蛍光強度の計測は 72oCのサイクル毎に行い定量評価した.遺伝子発現の定量

には比較 Ct法を用いた.ハウスキ}ピング遺伝子と呂的遺伝子の平均 sCt値の差

(s-Ct)をキャリブレータ}サンプルの Ct値と引き算し s-s-Ctとし， Log2 (Ll…s-Ct) 

が腿組織中の発現を 1としたときの相対定量値とした.ハウスキ}ピングジ}ンには

Gapdh (glyceraldehyde phosphate dehydrogenase)を用い，得られた結果は t-testを用い

て統計学的に評価した.
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結果

単離した細胞および初代培養におけるプロテオグリカンの発現

示されているすべての結果は縫組織中の m陀ぜAの発現と，それぞれの細胞で発現し

ている m加悦を比較した相対値で示した(図 1).H建組織を酵素処理することによって

単離した締胞では， CD44 (pく0.01)，syndecan-4 (p<0.01)の発現が有意に上昇していた.

しかしその他のプロテオグリカン (syndecan-1，・2，betaglycan， glypican-1)では， P心にお

いて有意にその発現が減少していた(関トA).引き続き何もコートしていない培養温

で継代すると， CD44， syndecan-4の発現は鍵組織中での発現と比較し大きな差はなかっ

た.その他lのプロテオグリカンに関しては継代によって有意にその発現が減少した

(p<0.05) (図トB).

細胞外基質をコートした培養血の影響

イ可もコートしていない培養血での培養と句rpeIコラーゲンをコートした培養皿での

培養において， CD-44， syndecan-4の発現に潤して有意な差はなかった.type 1コラーゲ

ンをコートした培養血での培養では betaglycan，syndecan-1のmRNAの発現が何もコ}

トしていない培養皿での培養と向様、その発現は組織中の発現と比べ低値であった。

また s戸ldecan嗣 3に濁しでも、何もコ}トしていない培養皿での培養と同様に旬pe1コ

ラーゲンをコ}トした培養皿での培養においてはその発現が継代によって漸減し，
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glypican-1の発現も継代とともに減少した(図 I・C).立ラーゲンにヒアルロン酸を添加

すると， syndecan-2の発現がト1で上昇したものの匂<0.05)，その後漸減した.

syndecan-4， CD-44の発現は P-3で有意に上昇した(p<0.05)(図 1心).形態学的には，細

胞外基質をコートすることにより細胞は突起を多く出す構造へと変化するが，ヒアル

ロン酸の有無では大きな違いは認めなかった.また，細胞の接着性や増殖性はコラー

ゲンをコートすることにより有意に向上するが，ヒアノレロン酸の有無では大きな違い

は認めなかった(デ}タ未掲載). 

3次元培養環境

細胞を 3次元培養環境に移すことにより， 2次元培養環境に比べ各継代時における

CD44の発現が有意に上昇した (2次元培養、 P-1，P-2， P-3 : p=0.22， 0.35， 0.61 vs. 3次元

培養、 P-1，P-2， P-3 : p<0.05， 0.05， 0.05) .また， syndecan-4の発現も継代とともに上昇し，

P-3において有意な上昇がみられた (2次元培養，P-1，P-2， P-3 : p=0.40， 0.41， 0.94 vs. 3次

元培養，P-1，P-2， P-3 : p=O.l2， 0.10， <0.00 (図 1・E).ヒアノレロン駿を口ラーゲンゲノレに加

えることにより， CD-44， syndecan-4の発現がトlから有意に上昇した CCD-44，P-1， P・2，

P-3 : p<O.Ol， <0.01， <0.01， s戸ldecan-4，P-1， P-2， P-3 : p<0.05， <0.01， <0.00 (図 1・F).

syndecan-3の発現は2次元培養環境と湾様に，ヒアノレロン酸の有無に関係なく継代とと
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もに.s戸ldecan幽 1，betaglycanの発現も 2次元培養と同様にヒアルロン酸の有無に関係

なく，組織中の発現に比べ低催だ、った.glypican幽 1の発現は低値だった。
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考察

本研究は，本来成長国子やサイトカインによってその発現が調節されているとされ

る細胞表面プロテオグリカンが，線維芽細胞を組織から単離することや培養条件によ

っても変化することを明らかにした.締胞を組織より単離し単層培養する過程で，

sindecarト1，幽2，-3， betaglycan， glypican寸のmRNAの発現は、漸減した.一方，細胞を単離

することにより，細胞接着に強く関わっているとされる CD-44および syndecan-4

由時以の発現が大きく増加した.syndecan-4は接着斑の広範囲に及ぶ構成体である唯一

のsyndecanである[11].syndecan-4をChineseHamster Overy細胞に過剰発現させると、

cell spreadingが増し、接著斑の数や大きさも増えると報告されている[11].CD-44はヒ

アルロン酸特異的接着に作用し，線維芽細胞を含め数多くの異なった細胞種でも観察

されているド9].また，ヒアノレロン駿は膝議鍵中のムコ多糖類の 22%を占める[20]こと

からも縫・靭帯の線維芽細胞にとってヒアノレロン酸は重要な分子であると考えられる.

syndecan-2は fibroglycanとも呼ばれており，線維芽細胞にとって主要な syndecanの一

つであり，おもに TGF-sの情報伝達に調っており [21]，lamininや fibronectinなどの基質

蛋自とも相互作用する[22][23]. betaglycanも向様に， TGF-s type IIIレセプターであるが

これらのプロテオグリカンは平面培養で、の発現は低かった.

線維芽絡胞を平面培養から 3次元コラーゲン培養に移すことは線維芽細胞の機能

的特性をより mVIVOの環境に近づけることができる[24][25].本研究では，培養環境を
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3次元にすることによって s戸ldecan-4の発現が劇的に増加した.他の報告では，線維芽

細胞を 3次元培養することによりデノレマタン硫酸やムコ多糖類の産生最が上昇したと

の報告もある[26].これらの結果は細胞の反応において，細胞外の環境が重要であるこ

とを示している.従来から，より invivoの環境を模倣するため細胞培養において培養

液の組成や，周囲の混合ガスの組成などの重要性が強く強調されてきた.しかし，細胞

反応における培養構造の影響に関してはあまり議論されてきていなし¥生体内の環境

との明らかな違いは，潤闘を敢り巻く細胞外基質との接触が少ないことである.3次元

の培養環境は，プロテオグリカンの遺伝子発現ではより生体の環境に近い状況を作る

ことが可能だといえる.本研究は，従来より行われている 2次元での培養だけでなく 3

次元の培養においても，細胞表面フ。ロテオグリカンの遺伝子発現を定量化したという

点で，意義のあるものと考える.

コラーゲンにヒアルロン酸を添加することにより，平面培養ではP-3においてCD-44，

syndecan-4の発現が有意に上昇していた.また， 3次元培養では P-lから syndecan-4

m恐~A の発現が有意に上昇していた.これらの結果はヒアノレロン酸が締胞反応に影

響を与えていることを示しており 軟骨細胞で提唱されているヒアノレロン酸が細胞と

基質の相互作用を伝えているという報告とも一致する[27].最近の研究では，平滑筋細

胞や，車管外膜線維芽細胞においてヒアノレロン酸がコラ…ゲンの収縮を増強する[28]

が，皮膚の線維芽細胞では増強しない[29]といった報告がある.これらの結果は細胞外
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のとアルロン酸は細胞株により異なった効果があることを示している.細胞の活動性

に与えるヒアノレロン酸の効果に関しては異論が多い.いくつかの研究ではヒアルロン

酸の高い細胞接着性が報告されている[30-34].一方 Zimmermanらは[35]，過剰なヒア

ノレロン酸は細胞接著を強く阻害すると報告し，Hang-Leeらは[31]高濃度のヒアルロン酸

は線維芽細胞と基質の間の直接的な伝達を阻害するバリア}として作用すると報告し

ている.これらの報告を受け，本実験では 0.1%と低濃度のヒアルロン酸をコラーゲン

に添加しその効果を検討した.本研究では細胞活動を促進するために適切なヒアル

ロン酸濃度を吟味していないが，以前の研究では低濃度のヒアルロン酸が臆由来線維

芽細胞の接着性や増殖性，基質産生能を促進すると報告している[16].

本研究の結果から，細胞外基質に対する線維芽細胞表面プロテオグリカン発現の反

応は可変的であることが明らかとなった.このことは細胞表面プロテオグリカン産生

制御の一つのメカニズムを示している.これまでに，成長因子やサイトカインがこれ

らのプロテオグリカンの発現を制御しているという報告はある[36].しかし，本研究で

は膝・靭帯由来線維芽細胞において締胞外基質や培養するデ、イメンジョンの違いで

細胞表面プロテオグリカンの発現を制御できる可能性が示唆された.これらプロテオ

グリカンの発現の制御は，異なった細胞外基質への細胞の反応が腿・靭帯組織の修復

にかかわるメカニズムの 1つとなりうる可能性がある.
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本研究の限界は，細胞表菌プロテオグリカンのmRNA の発現しか定量していない

点である.蛋自の発現に関しては今後明らかにしなければならない問題点である.
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図および表

図1. それぞれの遺伝子の発現量を、擁組織中の発現量と細胞の発現量を比較定量し

fold difference (TMCt
土 SE)で示した (n口 3-5;*， P < 0.05; **， P < 0.01). A: PO. B:何

もコートしていない培養血で培養した細胞.C: type 1コラ…ゲンをコートした培養皿

で培養した細胞.D: type 1ロラーゲン+0.1%ヒアノレロン酸をコ}トした培養皿で培養

した細胞.E: typeIコラーゲ、ンゲノレ中で培養した細胞.F: type 1コラーゲン十 0.1%ヒ

アルロン駿ゲ、ノレ中で、培養した細胞. (SDC， syndecan; BGC， betaglycan; GPC， glypican) 

GPC-3 は検出限界以下だ、った.
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表 1

ブライマー Sequences

Gene 

CD44 5二CCGTTACGCAGGTGTATTCC-3' 

5二TGTTGAAAGCCTCGCAGAG-3' 

SDC1 5' -CCTACCGCTGTGCCGTCT-3' 

5二TGCACCCAAGCTTCTAGCAG-3' 

SDC2 5二TGTTCAAGCGGACGGAGGT-3' 

5二TTGCGTTCTCCAAGGTCGTA-3' 

SDC3 5二CTTGGCCTCCACGACAAT -3' 

5二GCACCTCCTTCCGCTCTAGT・.3' 

SDC4 5二GATTGTGGGCGGCGTAG-3' 

5二CTTGCCCAAGTCGTAACTGC-3' 

BGC 5二GCCGCCGAAGGTTGTG-3' 

5二CTGGAAAGCGCTGTAAGGGT-3' 

GPC1 5二GGTGTGGCCAGTGACGTAG嗣 3'

5' -TTGAGCACATTTCGGCAATA嗣 3'

GPC3 5' -GAGCTCGTGAACGGCATGTA-3' 

5二GGAGTGGGCGCACAACT-3' 

Gapdh 5二GCTGGTCATCAACGGGAAA-3' 

5， -ACGCCAGTAGACTCCACGAC-3' 

Gapdh， glyceraldehyde phosphate dβhydrogenase genβ 

GenBank 

Accession No. 

U96139 

五t181785

NM  013082 

U52825 

NM  012649 

M77809 

NM  030828 

NM  012774 

X02231 

表l 沢口車弘
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