
The Japanese Society for Connective Tissue

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　for 　Conneotive 　Tissue

B16　　細 胞 外 マ トリ ッ ク ス か ら の シ グ ナル

　　　　 伝 達 を介 し た肝臓 星 細胞 の 形 態変 化
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［目 的 ］ 肝臓星細胞 （HSO は，培養基質の 種
類に応 じて著 しい 形態変化 を示す．本研究で は ，

そ の 分 子機構を 明 らかにす るため ， 細胞外 マ ト
リッ クス 成分 とイ ンテ グリン との結合を介す る

細胞内シ グナ ル 伝達機構 と細胞骨格構築 との 関

係につ いて 調べ た ．

［対象な らび に 方 法 ］ ヒ ト肝生 検組織か らコ ラ

ゲナー一ゼ振盪法／ Percoll密度勾配遠心法 によ り

分離 し，継代 培養 した HSC を 1型 コ ラーゲ ン ，

フ ィ プ ロ ネ クチ ン ，
マ トリゲル ， ポ リス チ レン

な どを培養基質 として 培養 し，HSC の 形態変化
お よび細胞骨格 （F一

アクチ ンおよ び微小管）構
築の 変化 を調 べ た． また ， 各種 シグナル伝 達阻
害剤 を用 い て ，細胞外マ トリ ッ クス 成分 に よる
HSC の 形 態変化 お よ び細胞骨格構築 変化 に関与
す るシグナル 伝達機構 につ い て検討 し， さ らに

，

PI　3一キナ
ー

ゼ の 関与を明 らか にするため，　HSC
に dominant　negative および COnstitUtiVely

active 　PI　3一キナーゼ プラス ミ ドベ クタ
ー

を導
入 し，そ の 影響を調べ た．

［結 果 ］HSC は ，ポ リス チ レン 上で はス トレス
フ ァ イバ ー を発達 させ ， よ く伸展 した形態 を示

すが ， 間質型 コ ラ
ーゲンゲル ．Lまた はゲル 内で

培養す る と多数 の 細胞突起を伸 ばす ように変化
した ．細胞突起 は ， 蛋 白質キナ

ー
ゼ ， 低分子量

G 蛋 白質，PI3一キナーゼ，蛋 白質ホ ス フ ァ タ
ー

ゼ な どによ るシグナル伝達機構を介 し，微小 管
構築に依存 して 伸長す る こ とが 明 らか に な っ た．
匚考 察 ］ポ リスチ レ ン上お よび単量体コ ラ

ー
ゲ

ン上 で よ く伸展 し，ス トレス フ ァ イバ ーが 発達
した HSC で は ， 形 態の形成 ・維持に F一

ア クチ
ン構築が重 要 で あ るが ，

一
方 ， コ ラ

ー
ゲ ンゲル

上 また はゲル 内で 多数の 突起を伸ば した HSC
で は ，微小 管構築が重 要 で あ り ， シ グナル 伝 達
機 構 も異な る こ とが示唆された ．
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結 合 領 域 に お け る VII 型 コ ラ
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XVII 型 コラ
ー
ゲ ンの 解 析
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［目的］近年、馬で 発症する 蹄葉炎と呼ばれ る難治性蹄疾患

は、蹄表皮組織における後天的な基底膜異常が初発病態ではな

い かと疑われてい る。そ こで、アンカリング フィブ リルの主成分として

Vll型コラ
ーゲン（COL7）、ヘミテ

ー
スモヅームの構成成分として XVII型コ

ラず ン（COL17 ）に着目 して、形態学的解析を行 っ た。

［材 料 と方法］材料と して、正常馬 1 例および蹄葉炎を発

症 した競もee　2例の前肢蹄部の葉状層を用いた。採材後直ちに

液体窒 素で急速凍結 し 、 また、組織の
一
部をメタノ

ー
励 ルノア液に て

固定 した。 凍結材料か ら＊
e

　V（A＋ ）RNA を調製した後、ホルムアルデ

ヒド変性アガ ロ
ースゲルに よりRNA を分離し、ゾ ゴ キシゲ ニXDIG ）標識

マウスCOL7 ・cDNA およびのス COL17 ・cDNA を プ ロ
ーブ とした

げ ンプ ロット・1丶イフ切 ダイゼ
一
ションを行な っ た。

・一方、メタノー励ルノア固

定材料か らパ ラフィン切片を作製 し、抗ヒ ト COL7 モノb：一ナル抗体 に

よる免疫組織化学 的検索 な らび に DIG 標識 COL7 およ び

COL17RNA プ ロ
ー
プを用い た InSitu　Hybridization（ISH）を行 っ

た。

［結 果D ザ ンフ泊 ットの結果、COL17 　mRNA は約 5、6kb の シ

グナルとして観察され 正常蹄組織に比べ 、発症 2週間後の馬

蹄 で は発現の低下が見られた。

一一方、抗COL7 抗体によ る免疫

染色の 結果、正常葉状層で は陽性領域が全基底膜に
一
致 して観

察されたが、発症葉状層で は複数の表皮葉の決まっ た側面の基

底膜 で COL7 陰性を示し た。　 ISH の 結 果、　 COL7 お よ び

COL17mRNA は同様の発現動態を示 した。すなわち、　 COL7
陽 1生基底膜に接す る基底細胞 と比べ ると、COL7 陰性基底膜 に

接す る基底細胞の シ グナルは、発症後 2 週間で弱く、発症後 4

週間で強く観察された。

［考 察］蹄葉炎に罹患 し た葉状 層にお い て COL7 およ び

CQL17 の発現異常が観察され た こ とから、蹄葉炎の発症と葉

状層基底細胞の機能障害との関連性が示唆された。
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