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研究成果の概要（和文）：ミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）の役割を検討するために、PDBu処理で形成されるポド
ソーム(Pod)等について解析し、1)A7r5細胞のPDBu誘導Pod形成にMLCKの存在が必須、2) PDBu処理によるMatrix 
Metalloproteinases (MMP)活性の上昇、3)アクチン細胞骨格の崩壊又はMMP活性阻害剤(MMPI)によるPodに共存す
るアクチンとMMPの消失、4) PDBuによるA7r5細胞の収縮増強とMMPIによる同増強の阻害を観察した。また、5)
DNAアレイ解析により、モルモット由来血管平滑筋細胞のMLCKの発現抑制によるmRNAの安定性の増加の可能性を
示した。　　　

研究成果の概要（英文）：To investigate the biological roles of myosin light chain kinase (MLCK), we 
analyzed events such as the PDBu-induced formation of protruding podosomes (Pod), and observed the 
followings: 1) MLCK is essential in PDBu-induced Pod formation in rat vascular smooth muscle cell 
line A7r5 cells ; 2) PDBu increases MMP activity; 3) destruction of actin cytoskeleton or use of 
Galardin, a broad-spectrum MMP activity inhibitor, prevented the coexistence of actin and MMP in the
 Pod; 4) PDBu increased contraction of A7r5 cells but Galardin suppressed such an enhancing effect 
of PDBu in these cells. 5) In addition, from DNA microarray analysis, the possibility that 
suppression of MLCK expression enhances mRNA stability in guinea pig vascular smooth muscle cells 
was suggested.

研究分野：循環薬理学

キーワード： 細胞骨格　アクトミオシン系　ミオシン軽鎖キナーゼMLCK　血管細胞　細胞内情報伝達　MMPs　ポドソ
ーム
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1. 研究当初の背景 

ミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）には、ミオシ

ン結合部位及びミオシン軽鎖をリン酸化する

部位以外に、カルモジュリン結合部位及びア

クチン結合部位があり、細胞分裂や細胞遊走

等にも重要な役割を果たすとされている。血管平

滑筋の病態生理ではその増殖は重要な課題で

あり、この細胞にも MLCK が制御因子として

存在するが、増殖における機能は十分には解

明されていない。種々の方法で血管平滑筋細

胞（VSMC）の MLCK の発現を阻害したとこ

ろ、予想に反して、細胞増殖の亢進を観察し

た 1)。即ち、MLCK は増殖には阻害因子とし

て作用すると考えられた。 

本研究では、平滑筋の細胞増殖等における

MLCK や ア ク チ ン 細 胞 骨 格 、 Matrix 

metalloproteinase (MMP)等の関与について、

MLCK の発現を抑制した VSMC 及び動脈硬

化等への関与が考えられる平滑筋細胞の pod 

some 等を対象として検討した。 

MMP は Zn2+を酵素活性中心に含む蛋白質

分解酵素で不活性型の pro-MMP があり、こ

れの切断により活性化した MMP が作られる。

MMP にはいくつかの分子量の isoform があ

り、細胞外マトリックス（ECM）を溶解し活

性化するため、細胞運動と結びつけられてい

る。近年では細胞運動は血管の再構築を変化

させるため発癌のメカニズムの１つとして注

目を集めている 2)。 

一方、血管平滑筋ではアクチン繊維が細胞

内でその骨格として存在し、これと相互作用

するアクチン結合蛋白質が多く知られている。

MMP と細胞増殖の関係は以前より報告はあ

るものの、MMPが細胞外に分泌され ECMに

作用する酵素であるためか、細胞内にあるア

クチンとの相互作用に関する報告は殆どなか

った。 

血管平滑筋はホルボールエステル（PDBu）

によりゆっくりした収縮が引き起こされ、ま

た、細胞膜外に podosomeと称される突起（内

部に発達したアクチン骨格が存在）が出現す

る。podosome を抗 MMP 抗体で染色すると

MMP が大量に存在することが、また、抗ア

クチン抗体で染色した場合は核を横切るアク

チン細胞骨格が観察される。さらに、抗アク

チン抗体と抗 MMP 抗体の二重染色により、

アクチンと MMP が共存していることが示唆

されている。 

    

2．研究の目的 

ミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）の役割を検

討するために、(1)podosome 形成における

MLCK の役割をその発現を抑制した VSMC

で検討し、さらに、 (2)血管平滑筋細胞に

podosome の形成を誘導した場合に、核内

MMP がアクチン細胞骨格をレールにする

trafficking により、podosome に移動すると

の仮説をたて、これをサポートするデータを

収集することとした。また、(3)MLCK のノッ

クアウト（KO）が血管平滑筋細胞の遺伝子発

現に与える影響について、DNAマイクロアレ

イ解析を行って検討した。 

具体的には、以下のとおりである。 

(1) podosome 形成における MLCK の役割の

検討  

モルモット血管平滑筋細胞(VSMC)及びラ

ット由来大動脈平滑筋（A7r5）細胞の MLCK

の発現を抑制し、PDBu刺激による podosome

形成への影響を検討した。 

(2) 血管平滑筋細胞の podosome の形成への

MMP、アクチン細胞骨格の影響の検討 

1)培養 A7r5 細胞を PDBu で刺激した後、

MMP-2、-9、-14蛋白質の発現量、MMP活

性及び mRNA量の変化等を解析した。 

2) 共焦点蛍光顕微鏡により podosome内のア

クチンと MMPの存在量を定量し、2者を関

係づける実験を行った。 

3) アクチン細胞骨格を破壊する薬物

（Latrunculine）により、アクチン細胞骨格

が podosome形成に与える影響を調べた。も

う１つの細胞骨格であるチューブリン網を

破壊し、アクチン細胞骨格を破壊した場合の

podosomeへの影響と比較した。 

4)MMP の酵素活性の阻害剤を用い、MMPs

の細胞骨格に作用する蛋白質としての機能

について検討を加えた。 

(3) MLCK の KO が血管平滑筋細胞の遺伝子

発現に与える影響の検討 

モルモット VSMCの MLCK KO 細胞及び

野生株細胞における MLCK の発現、並びに

MLCKのKOが遺伝子発現に与える影響を検

討するために、以下①及び②の DNA アレイ

解析を行った。 

①transcriptome（TRC）解析：全 RNAを

対象 

②translatome（TLN）解析：3つ以上の

ribosome が結合した mRNA を対象 

 

3. 研究の方法 

(1) podosome 形成における MLCK の役割の
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検討 

A7r5（ラット由来大動脈平滑筋）細胞の

MLCK の発現を検討するため、siRNAをトラ

ンスフェクトして抑制した細胞を作製した。

この細胞について、 PDBu を曝露前後

（podosome 形成誘導前後）の MLCK 及びα

-アクチンの局在を、抗 MCLK 抗体及び抗α-

アクチン抗体を用いて蛍光抗体法で観察した。

また、MLCK のキナーゼ活性を阻害する

ML-9 を添加した場合の podosome 形成への

影響を同様に検討した。 

(2) 血管平滑筋細胞の podosome の形成への

MMP、アクチン細胞骨格の影響の検討 

1) A7r5細胞（ATCC, Manassas, VA） 

を Dulbecco’s modified Eagles medium 

(Invitrogen, Carlsbad, CA)+10%ウシ胎仔

血清の条件で培養し、培養 A7r5細胞のライ

セートを SDS-PAGE で分離した後、ウエス

タン・ブロット法及び gel zymography3)によ

り MMP活性を解析した。 

2)培養 A7r5細胞の MMP 活性は、FITCでラ

ベルしたゼラチン（MMP 基質）でコートし

たガラス板上で培養した A7r5細胞について

MMP活性により分解される FITC蛍光を測

定する方法でも解析した。 

3) MMP-2、-9、及び-14をコードする mRNA

を定量するため、 Platinum-RT キット

（Invitrogen社）を用い RT-PCRを行った。  

4) podosome が形成されている A7r5 細胞の

収縮測定については、A7r5 細胞をコラーゲ

ン・ゲル内で培養し，文献 4)で示した方法に

より、細胞の収縮能を解析した。 

(3) MLCK の KOが VSMC(血管平滑筋細胞) 

の遺伝子発現に与える影響の検討 

レトロウイルス・ベクターにモルモット

（GP）の MLCK に対する siRNAをデザイン

してそれを組み込んだコンストラクトを GP

の VSMC に遺伝子導入し、MLCK KO 細胞

を作製した。 

TRC（transcriptome）解析では、常法に従

い、KO 細胞及び野生株細胞から総 RNAを抽

出し、DNA アレイ解析を行った。TLN

（translatome）解析では、両細胞の細胞質を

調製し、ショ糖密度勾配遠心法により 3 個以

上の ribosome が結合した mRNA（≒翻訳中

の mRNA）を分離し、DNA アレイ解析を行

った。 

 

4．研究成果 

(1) podosome 形成における MLCK の役割の

検討  

 A7r5 細胞に PDBu で podosome を誘導す

ると、podosomeのアクチンと MLCK の局在

がほぼ一致していた。A7r5 細胞の MLCK の

発現を siRNAで抑制すると、PDBu 曝露によ

る podosome形成が抑制された（図 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この podosome 形成は、MLCK によるミオ

シン軽鎖のリン酸化を ML-9 で阻害しても抑

制されなかったため、MLCK のキナーゼ部位

は podosome 形成に関与しないことが明らか

になった。この結果は、アクチン結合部位を

含む MLCK のぺプチドの導入が podosome

形成の抑制を回復した結果と共に、MLCK の

キナーゼ活性ではなく MLCK のアクチン結

合部位が podosome 形成に関与することを支

持するものである。 

(2) 血管平滑筋細胞の podoome の形成への

MMP、アクチン細胞骨格の影響の検討 

1) ホルボールエステル（PDBu）曝露により

A7r5細胞に引き起される変化 

培養 A7r5 細胞を 10-7M～10-5M の PDBu

に曝露すると、podosome が形成されること

を確認した。 

PDBu 処 理 の 細 胞 及 び 無 処 理 細 胞

（Control）についてウエスタン・ブロットを

行い、MMPsの発現を解析した（図 2-A）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PDBu の存在下では Control に比べ、MMPs

図 2-A 

PCR product 

図 1 

PDBu 
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（MMP-2、-9 及び-14）の発現量が増加して

いた。MMPsの前駆体の Pro MMPs（MMP-2、

-9 及び -14）も同様に増加していた。Gel 

zymography 法によりMMPsのMMP活性を

測定し、相対値をグラフに示した（図 2-B）。

MMP 活性が PDBu 刺激後に上昇しているこ

とが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、PDBu刺激による MMPsの発現増加

が、コードする mRNA の増加を伴っているか

どうかを PCR 法により検討した。MMP-2、

MMP-9 及び MMP-14 をコードする mRNA

量を定量したところ、PDBu 刺激の有無によ

る発現量の変化は観察されなかった（図 2-C）。

以上により、PDBu 刺激による MMPs等の量

の増加は translation 後におきるタンパク質

の安定性等の変化等によると考えられた。 

 

         

2) MMPsとα-アクチンの局在の解析 

PDBuでA7r5細胞を刺激すると、抗MMPs

抗体により細胞周辺に形成される podosome

が染色される。同様に抗α-アクチン抗体で染

色し、同抗体と抗 MMP-9 抗体の染色像を

Merge させると両者の局在が重なっていた

（図 3-Aの黄色い染色像）。 

 

 

         

 

また、MMP-9について pixel当りのそれぞ

れの蛍光強度を縦軸としてプロットし 

た（図 3-B）ところ、傾斜（m）は 0.9099で

あり、MMP-9とα-actinの局在に強い相関の

あることが明らかになった。この相関は、

podosomeにおいてMMPsがその先端に向か

って移動するという考えをサポートすると考

えられた。 

3)アクチン細胞骨格の切断と MMPsの局在 

細胞内のアクチン細胞骨格を切断した場合

のMMP及びα-アクチンの局在の変化等をそ

れぞれの抗体を用いて観察した（図 4）。 

 

              図 4 

A7r5 細胞の control では、MMPs(MMP-9

を典型例として用いる)は核に存在しており、

繊維状の細胞骨格としてα-actin 網がみられ

た。両者の局在の重なり（黄色）は、核にの

み観察された。ここで細胞を PDBu に曝露す

図 2-B 図 3 

 

図 2-C 
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ると細胞周辺部に podosome が形成されるが、

その細胞周辺部に MMP-9 とα-actin が存在

し、同じ部分に局在（共存）していた（黄色

染色部分）。podosome が形成されている細胞

にアクチン繊維を切片する薬物（Latrunculin 

B ：Lat.B）を添加すると、細胞内のアクチ

ン網が増え、細胞周辺部の podosome は形成

されずに分散していた（矢印）。Merge写真で

は、赤色のドットがみられるが、この染色は

MMP-9に対応するものと考えられる。図 2-C

では、PDBu 刺激で MMPsの mRNAの増加

は観察されなかったため、成果(2)-2）に示し

たMMPsの podosomeへの移動をサポートす

るものと解釈した。 

もう１つの細胞骨格として、細胞内チュー

ブリン網がある。PDBu 存在下で培養した

A7r5 細胞を PDBu に曝露すると、アクチン

網と同様のチューブリン網の形成が確認され

た。また、podosome も多数形成された。こ

の細胞を Colchicineで処理すると、チューブ

リン網が切断された。しかし、podosome は

細胞内に残り、また抗 MMP 抗体で赤く染色

される構造が残っていた（data not shown）。

4) MMPの酵素阻害剤の作用 

幅広いスペクトルの MMP 活性の阻害薬で

ある Galardin（Gal)について、podosome 形

成に与える影響を解析した。図 5-A は、各種

濃度の Gal(0～1000nM）の処理によって

PDBu により形成された podosome を有する

細胞の割合（%）を示す。Gal 処理によりこ

の割合が減少していたことから、podosome

形成とMMP 活性とが関係することが明らか

になった。これを確認するために、FITC で

ラベルしたゲラチン基質上で A7r5を培養し、

PDBu を曝露し podosomeを形成させ、MMP

活性を測定した。その結果、斑点状の

degradation spot が増加、即ち MMPの活性

の上昇が観察され、また、その活性の上昇は、

Gal処理によって斑点の減少（=MMP活性の

阻害）がみられた（図 5-B）。 

5) PDBu 曝露による A7r5細胞の収縮への影

響 

コラーゲン・ゲル内で A7r5細胞を培養し、

収縮を測定する方法を用い、PDBu 曝露によ

る A7r5 細胞の収縮を検討したところ、

controlに比べ 1.4倍の収縮が観察された（図

5-C）。一方、Gal の存在下では control と同

程度となり、収縮の増強はみられなかった。

この結果から、MMP 活性の阻害が収縮にも

影響するがことが明らかになった。また、

podosome の形成が収縮にも影響を与えるこ

とを、はじめて明らかにした。 

 

           図 5 

(3) MLCK の KO が血管平滑筋細胞の遺伝子

発現に与える影響の検討 

モルモットの VSMCのDNAアレイ解析で

は、ヒトやマウスに比べ、現時点では遺伝子

の情報量が少ないため、MLCK 関連遺伝子と

しては、以下の 3 種類のみが解析可能であっ

た。 

①MLCK family member 4-like  

②MLCK 2, skeletal/cardiac muscle-like  

③putative MLCK 3-like 

KO細胞及び野生株細胞におけるMLCKの

発現については、TCR 解析では MLCK ノッ

クアウトにより多少の変動が観察され、TLN

解析では KO 細胞と野生株細胞のいずれもバ

ックグラウンドに比べ 1.5 倍程度の変動であ

った。しかし、いずれも DNA アレイ解析デ

ータのシグナルの値が低いため、これらのデ

ータのみでは、MLCK 発現に関して議論する

ことはできないため、ELISA 法等を用いた確

認を行う予定である。 

MLCK のノックアウトが遺伝子発現に与

える影響を検討したところ、KO細胞におい

て 2倍以上の up regulation が観察された遺

伝子数は、TRC解析及び TLN 解析でそれぞ

れ 1075及び 2537であり、TLN 解析で 2倍
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以上多かった（図 6）。一方、down regulation

された遺伝子数は、TRC 解析及び TLN 解析

でそれぞれ 1299及び 1567と大きな差はなか

った。 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

KO細胞及び野生株細胞におけるMLCKの

発現については、既にウエスタン・ブロット

法で発現がほぼ完全に抑制されていることを

確認 しているが 1)、今般の DNAアレイ解析

ではツール側の限界により、信頼のおけるデ

ータを得ることができなかった。ヒト又はマ

ウスの血管平滑筋細胞で MLCK ノックアウ

ト細胞を作製し、同様の検討を行う必要があ

ると考える。 

 MLCK のノックアウトが遺伝子発現に与

える影響については、up regulation が観察さ

れた遺伝子で MLCK の発現抑制により

ribosome が 3つ以上結合した mRNAの遺伝

子数が増えたことから、mRNAの安定性が高

まっている可能性が考えられた。今後、さら

に詳細に検討する予定である。 
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