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S u m m a r y . W e i n v e sti g a t e d t h e e ff e c t s o f e p i d e r m al

g r o w t h f a c t o r ( E G F) o n c ell m i g r a ti o n , a n d t h e a s s o ci a -

ti o n o f f o c a l a d h e si o n ki n a s e ( F A R) a n d p a x illi n t o

c y t o s k el e t o n . A c ell li n e o f s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a

(S C C) o f t h e u t e ri n e c e r vi x , n a m e d C a s ki , w a s u s e d . W e

e x a m i n e d t h e e ff e c t s o f di ff e r e n t c o n c e n t r a ti o n s o f E G F

(0 , 1 , 1 0 a n d l O O n g/ m l) o n c ell m i g r a ti o n . W o n n d cl o -

s u r e a s s a y s h o w e d t h a t c ell m i g r a ti o n w it h i n 4 11 h a d a

b i p ll a Si c d o s e -

r e s p o n s e c u r v e o n t h e c o n c e n t r a ti o n o f

E G F , a n d t h a t c ell m l g r a ti o n w a s sti m u l a t e d a t 1 a n d 1 0

n g/ m l , w i 仙 a m a x i m u m a t 1 0 n g/ m l , a n d s n p p r e s s e d a t

10 0 n g/ m l a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s e x a m i n e d . I m -

m u n o bl o t a n d i m m u n o p r e ci p it a ti o n a s s a y s o f w h o l e c ell

l y s a t e s o b t a i n e d a t 2 0 m i n a f t e r t h e a d d iti o n o f E G F

d e m o n st r a t e d t h a t t h e p h o s p h o t y r o si n e l e v el o f F A R

a n d p a x illi n h a d a l s o a bi p h a si c r e s p o n s e c u r v e d e p e n -

d e n t o n E G F c o n c e n t r a ti o n
,
a n d a m a xi m u m l e v el w a s

o b s e r v e d a t 1 0 n g/ m l a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s e m ･

p l o y e d . T o e x a m i n e t h e a m o u n t o f c y t o s k el e t o n
･

a s s o ci a t e d f r a c ti o n s o f t h e s e p r o t e i n s , t h e y w e r e

e x t r a c t e d a f t e r a ri n s e i n m o m -i o n i c d e t e r g e n t , a n d

a n a l y z e d b y i m m u n o bl o t a s s a y . A t 3 0 m i n t h e a m o u n t o f

F A R a n d p a x illi n did n o t di ff e r a m o n g t h e c o n c e n t r a -

ti o n s e x a m i n e d . A t 9 0 m i n
,
h o w e v e r , t h e a m o ll n t O f b o t h

p r o t ei n s r e v e a l e d a r e v e r s e bi p h a si c d o s e -

r e s p o n s e

c u r v e
,
w it h a m a x i m a l r e d u c ti o n a t 1 0 n g/ m l a m o n g t h e

c o n c e n t r a ti o n s e x a m i n e d . I n t e g r l n S a n d a c ti n i n w e r e

n o t c h a n g e d a t e a c h c o n c e n t r a ti o n o f E G F e x a m i n e d .

I m m u n o fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y s h o w e d t h a t a t 3 0 m i n

t h e e x p r e s si o n o f a c ti n st r e s s fi b e r s ( A S F) did n o t d i ff e r

a m o n g c ells t r e a t e d w it h e a c h c o n c e n t r a ti o n o f E G F .

A t 9 0 m i n t h e r a ti o o f c ell s 仙 a t e x p r e s s e d a s m a ll

n u m b e r o f A S F a n d f o c al a d h e si o n s ( F A ) w a s

si g n i fi c a n tly i n c r e a s e d a t 1 0 n g/ m l . A l t h o u g h t h e r a ti o

o f c e ll s t h a t e x p r e s s e d l a r g e n u m b e r s o f t h e s e s t r u c t u r e s

w a s n o t si g n i丘c a n tl y a l t e r e d , A S F w e r e g a t h e r e d a t t h e

c e n t e r o f c e ll s a n d t a n gl e d a t l O O n g/ m l . T h e s e d a t a

s u g g e s t t h a t t h e m o d u l a ti o n o f c y t o s k el e t a l o r g a n i z a -

ti o n b y E G F p l a y s a r o l e i n t h e E G F -i n d n c e d sti m 111 a ti o n

o f c e ll m l g r a ti o n .

K e y w o r d s - E G F , a c ti n st r e s s fib e r s , f o c a l a d h e si o n ,
F A K

, p a x illi n , t y r o si n e-p h o s p h o r yl a ti o n .
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C ell m ig r a ti o n p l a y s a c e n t r al r ol e i n a w i d e v a ri e t y

of bi ol o gi c al p h e n o m e n a s u c h a s e m b r y o g e n e sis ,

w o u n d h e ali n g , i n fl a m m a ti o n p r o c e s s e s , a n d t u m o r

m e t a s t a sis
l‾5)

. C ell m ig r a ti o n i s a s p a ti all y a n d

t e m p o r all y c o o r di n a t e d p r o c e s s c o m p o s e d of m e m
-

b r a n e e x t e n si o n
,
th e f o r m a ti o n a n d s t ab ili z a ti o n of

c ell- s u b st r a t u m a d h e si o n a t t h e l e a di n g e d g e , t r a n s-
1 o c a ti o n of th e c ell b o d y a n d t h e n u cle u s , a n d a

r el e a s e of t h e c ell- s u b s t r a t u m a d h e si o n a t t h e t r aili n g

e d g e
l , 5 , 6)

. T h e st r e n g t h of th e a d h e si o n b e t w e e n th e

c ell f r o n t a n d t h e r e a r all o w s f o r di r e cti o n a l m ig r a -

ti o n
,
a n d p l a y s a sig ni丘c a n t r ol e in d e t e r m i ni n g th e
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r at e of c ell m l g r a ti o n
l
,
6) I n t e g r l n r e C e p t O r -

s u b st r at u m li g a n d i n t e r a c ti o n , a n d o r g a n i z a ti o n of

t h e a d h e si v e c o m p l e x e s a n d t h e c y t o sk ele t o n m o d u-

l a t e t h e s t r e n g t h of c ell
-

s u b s t r a t u m a d h e si o n
l
,
2
,
5- 8)

T h e r ef o r e
,
e a c h of th e s e f a ct o r s a p p e a r s t o r e g ul a t e

c ell m l g r a ti o n .

I n t e g ri n s a r e t r a n s m e m b r a n e r e c e p t o r s th at bi n d t o

e x t r a c ell ul a r m at ri x e s a n d c y t o s k el e t al c o m p o-

n e n t s
6
,
8)

. F o c al a d h e si o n s ( F A ) a r e f o r m e d a t t h e

c ell- s u b st r a t u m p oi n t s of c o n t a ct b y cl u st e r s of i n t e
-

g ri n s a n d c y t o s k ele t al c o m p o n e n t s c o m p ris e d of

f o c al a d h e si o n 1(i n a s e (F A R ) , p a xilli n , C r k- a s s o ci at e

s u b st r a t e
,
vi n c uli n

,
t ali n a n d α･- a cti n i n a n d o t h e r

s l g n ali n g e n z y m e s
6
,
8
,
9)

. F A K h a s r e c e n tly b e e n

p r o p o s ed t o pl a y a c e n t r al r ol e i n f o r m a ti o n of F A

a n d r e a r r a n g e m e n t of th e a c ti n m ic r o丘1 a m e n t s y s-

t e m
,
w hi ch r e g u l a t e s c elトs u b s t r a t u m a d h e si v e n e s s

a ll d c ell m l g r a ti o n
l O

,
l l)

E G F r e c e p t o r o v e r- e x p r e s si o n h a s b e e n c o r r el a t e d

t o t u m o r p r o g r e s si o n a n d i n v a si o n
l , 5)

,
in w hi ch e n h a n-

c e d c ell m ig r a ti o n a p p e a r s t o p l a y a r ol e . T h e bi n di n g

of E G F t o t h e r e c e p t o r n o t o n l y l e a d s t o t h e t r a n s m i s
-

si o n of m it o g e n i c s l g n als b u t als o e n h a n c e s c ell

m ig r a ti o n
1
7
5
･
1 1- 1 4)

. P r e vi o u s s t u di e s sh o w e d th at E G F

e n h a n c e s th e c ell m l g r a ti o n of h u m a n s q u a m o u s c ell

c a r ci n o m a
1 2) (S C C) , t h e i m m o r t ali z e d m a m m a r y

e pit h eli al c ell
1 3)
,
a n d t h e h u m a n i n t e s ti n al e p it h eli al

c e11
1 4)

. H o w e v e r
,
th e p r e ci s e m e c h a n is m of t h e

g r o w t h f a ct o r -i n d u c e d e n h a n c e m e n t of m ig r a ti o n h a s

n o t b e e n s u 氏ci e n tl y i n v e sti g a t e d . R e c e p t o r s of

g r o w th f a c t o r s s u ch a s e p id e r m al g r o w t h f a c t o r

(E G F) , n e r v e g r o w t h f a ct o r
1 5)

, p l a t el e t-d e ri v e d

g r o w th f a ct o r
1 6)
( P D G F) , a n d v a s c u l a r e n d ot h eli al

g r o w th f a c t o r
l l) ( V E G F) a r e a s s o ci a t e d w it h t h e

c y t o s k el et o n . I n a d diti o n
,
t h e m ol e c ul e s t h a t f u n c ti o n

i n si g n al t r a n s d u cti o n , s u c h a s p h o s p h oli p a s e C
-

γ

(P L C一γ) , p h o s p h atid yli n o sit o ト3-k i n a s e (P I3 K ) , di a c y ト

gly c e r ol k i n a s e a n d m it o g e n
- a c ti v a t e d p r o t ei n ( M A P)

k i n a s e
,
a r e a ls o a s s o ci a t e d w it h t h e c y t o-

s k ele t o n
l
, 5 , 1 7- 2 1)

. T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t si g n ali n g

f r o m t h e E G F r e c e p t o r e n h a n c e s t u m o r c ell m i g r a -

ti o n b y a r e g u l a ti o n of t h e o r g a n i z a ti o n of F A a n d

a c ti n c y t o s k el et o n .

T h e p r e s e n t s t u d y f o c u s ed o n t h e e ff e ct s of E G F o n

c ell m ig r a ti o n a n d t h e o r g a ni z a ti o n of F A a n d a cti n

s t r e s s fi b e r ( A S F) . T h e s ti m ul a ti o n of c ell m ig r a ti o n

a n d t y r o si n e-p h o s p h o r y l ati o n of F A K a n d p a x illi n b y

E G F s h o w e d a bip h a si c d o s e- r e s p o n s e , i n w hi ch th e

m a x i m u m eff e c t w a s o b s e r v e d at a c o n c e n t r a ti o n of

lo n g/ m l a m o n g th e c o n c e n t r a ti o n s e m pl o y ed .
I n

a d diti o n
,
t h e a m o u n t of c y t o sk ele t o n - a s s o ci a t ed F A K

a n d p a x illi n w a s i n v e r s ely c o r r el a t e d w ith c ell m l g r a-

ti o n . H o w e v e r
,
th e a m o u n t of eith e r i n t e g r l n O r

a c ti n i n a s s o ci a t e d w it h c y t o s k el et o n w a s n o t °h a n-

g e d . T h e s e 丘n di n g s s u g g e st e d t h at E G F sti m u l a t e s

c ell m i g r ati o n m ai n ly b y a m o d ul a ti o n of t h e c y t o-

s k el e t al o r g a n i z ati o n .
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C ell a n d c ell c u lt u r e

A c ell lin e of S C C f r o m t h e h u m a n ut e ri n e c e r vi x
,

n a m e d C a s k i (A m e ric a n T y p e C u lt u r e C oll e cti o n ,

R o c k v ill e
,
M a r yl a n d , U S A) , w a s u s e d i n t h e p r e s e n t

s t u d y . C ells w e r e c ult u r e d i n D ulb e c c o
'

s M o di丘e d

E a g le M e di u m ( D M E M ) (G ib c o B R L , G r a n d I sl a n d ,
N Y

,
U S A ) s u p p l e m e n t e d w it h l O % f e t al b o vi n e

s e r u m a n d p e n icilli n (1 00 u/ m l) a n d st r e p t o m y ci n (1 0 0

〃g/ m l) ( Gib c o B R L) . C ells f r o m p a s s a g e s 3 t o 8 w e r e

all o w e d t o b e c o m e s u b c o n fl u e n t i n 3 d a y s a t 3 7
o

C
,

9 0 % h u m idit y , a n d 5 % C O 2 . C ells w e r e th e n s t a r v e d

f o r 48 h b ef o r e th e e x p e ri m e n t s a s d e s c rib ed b el o w b y

c u lt u r e i n s e r u m -f r e e D M E M ,
s u p p l e m e n t e d w ith

p e nicilli n a n d st r e p t o m y ci n .

W o u n d cl o s u r e a s s a y

l n th e w o u n d a s s a y , ab o u t 7 ×10
5
st a r v e d c ells w e r e

s e e d e d o n b o vi n e c oll a g e n t y p e I V (K o k e n , T o k y o ,

J a p a n) (20 /J g/ m l) p r e- c o a t e d dis h e s (16 m m ) i n

s e r u m -f r e e D M E M a n d all o w e d t o b e c o m e s u b-

c o n 日.u e n t aft e r i n c u b ati o n a t 3 7 ℃ f o r 10 h , a n d t h e n

w o u n d e d i n t h e c e n t e r of t h e dis h b y o n e s c r at c h w ith

a 2 00 /J I st e ril e p oly et h y l e n e m i c r o p i p e tt e tip . C ells

w e r e t h e n t r e a t e d w ith v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s (0 , 1 ,

1 0
,
o r l o o n s/ m l) of h u m a n r e c o m bi n a n t E G F ( U p -

s t at e B i o t e c h n ol o g y , L a k e P l a cid , N Y , U S A ) f o r 4 h

a t 3 7 ℃ . P h ot o g r a p h s of t h e w o u n d e d a r e a s w e r e

t a k e n i m m e di a t el y b ef o r e a n d 4 h aft e r E G F a d diti o n

w it h a n L S M 31 0 c o n f o c al l a s e r s c a n ni n g m i c r o s c o p e

(C L S M ) (Z eis s , O b e r k o c h e n , G e r m a n y) , a n d a n al y z e d

u s l n g N I H i m a g e 1 .61 s oft w a r e f o r M a ci n t o s h . T h e

m l g r ati o n i n d e x w a s c al c u l at e d u sl n g th e f oll o w l n g

f o r m ul a : [(S l - S 2)/ S l] ×1 0 0 (
0

/.) , i n w hi c h S l is a

c ell-f r e e a r e a i n t h e w o u n d p ri o r t o E G F a d diti o n , a n d

S 2 is t h a t a ft e r E G F t r e a t m e n t .

I m m u n o p r e c ip it a ti o n

A ft e r a w a s hi n g w ith c al ci u m a n d m a g n e si u m f r e e

p h o s p h a t e-b u ff e r ed s alin e (C M F-P B S) , t h e s t a r v e d

c ell s w e r e d e t a c h ed b y 0 .05 % t r y p sil l , 1 m M E D T A i n

C M F - P B S
,
f oll o w e d b y t r e a t m e n t w ith a 0 .05

0

/. s o y -

b e a n t r y p si n i n hibit o r (Si g m a , S ai n t L o uis , M i s s o u ri ,

U S A) i n s e r u m -f r e e D M E M . A b o u t l x lO 7 c ell s (7 0-

8 0 0/. o f s u b c o n fi u e n c e) w e r e s e e d e d o n dis h e s ( 100
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m m ) th a t h a d b e e n p r e - c o a t e d w it h 2 0 p g/ m l of

c oll a g e n t y p e I V o v e r n ig h t at 4 ℃ ,
a n d c ult u r e d o v e r-

n ig h t i n s e r u m -f r e e D M E M s u p p l e m e n t e d w ith p e n i-

cilli n a n d s t r e p t o m y ci n a t 3 7 ℃ . C ells w e r e t h e n t r e a ト

ed w it h v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s of E G F (1 , 10 , o r 1 0 0

n g/ m l) o r w ith o u t E G F f o r 30 o r 9 0 m i n . A ft e r a

g e n tl e ri n s e w ith 0 .
1 m M N a 3 V O ｡-C M F-P B S s ol u ti o n

o n i c e
, p r o t ei n s w e r e e x t r a ct e d w it h a 0 .1 % S D S

-

R I P A b u ff e r (5 0 m M t ris - H C l , p H 7 A , 1 5 0 m M N a C l ,
5 m M E D T A 14 N a , 1

0

/. n o nid et P
-4 0

,
0 .1 0/o S D S , 1

0

/.

s o di u m d e o x y c h ol a t e , 0 .1 m M p h e n yl m e th y ls ulf o n y l

且u o rid e
,
50 m M N a p

,
1 % a p r o ti ni n , 0 .1 m M N a 3 V O ｡) .

T o e x t r a c t c y t o s k el et o n
- a s s o ci a t e d p r ot ei n s , c ells

w e r e ri n s ed w it h a n o n-i o ni c d et e r g e n t ( C S K b uff e r)

(1 0 m M t ris- H C l , p H 7 .2 , 5 0 m M N a C l , 10 % gl y c e r ol ,

0 .2 % t rit o n X -1 0 0
,
1 m M E G T A

,
0 .1 m M dithi o -

th r eit ol
,
1 m M M g C 1 2 , 5 0 m M N a p , 1 % a p r o ti ni n , 0 .1

m M N a 3 V O ｡) f o r 2 m i n b ef o r e ly s a ti o n w it h a 0 .1 %
S D SI RI P A b u ff e r . T h e C S K b u ff e r w a s h e s o u t t h o s e

p r o t ein s l o o s el y b o u n d t o t h e c y t o s k el et o n s o t h a t

o n l y t h e p r ot ein s tig h tly b o u n d t o t h e c y t o s k ele t o n

r e m ai n i n th e dis h ; t h e s e w e r e th e n e x t r a c t e d u si n g a

0 .1 % S D S
- RI P A b uff e r . I n s ol ub l e fr a c ti o n s w e r e

r e m o v e d b y c e n t rif u g a ti o n f o r 2 0 m i n a t 1 5 .00 0 Ⅹ g .

P r ot ein c o n c e n t r a ti o n s of t h e s u p e r n a t a n t s w e r e

d e t e r m i n e d b y B C A p r o t ei n a s s a y (P ie r c e , R o c k f o r d ,
I L

,
U S A ) a n d s t a n d a rdi z e d . F oll o w i n g thi s , t h e s u p e r

-

n a t a n t s w e r e 丘r s t m i x e d w it h a n ti- F A K (4 / J g/ 50 0 /J g
c ell l y s a t e) ( U p st a t e B i ot e ch n ol o g y) o r a n a n ti -

p a x illi n (9 / J g/ 5 00 /J g C ell l y s at e) (T r a n sd u cti o n L a b o -

r a t o ri e s
,
L e x i n g t o n , K Y , U S A ) m o n o cl o n al a n tib o d y

a n d t h e n a u g m e n t e d w ith g o a t a n ti- m o u s e m o n o -

cl o n al l g G p r e
- c o at e d m a g n e ti c b e a d s ( D y n al ⑧, N ih o n

D y n al K . K
”
T o k y o , J a p a n) o n a c o n ti n u o u s s a m pl e

m i x e r f o r 2 h a t 4 ℃ ,
e a c h s t e p . I m m u n o c o m p l e x e s

w e r e c olle c t e d b y a n i m m u n o m a g n e ti c s e p a r a ti o n ,

a n d w e r e b oil e d w ith S D S - r ed u ci n g (6 % S D S , 40 %
s u c r o s e

,
0 .02 % b r o m o p h e n ol b lu e , 0 .12 5 M t ris - H C l)

b u ff e r f o r 5 m i n a t l O O
o

c a n d s t o r ed at 18 0
o

c i n a

d e e p f r e e z e r .

W e s t e r n bl ot ti n g

E q u al a m o u n t s of e a c h s t a n d a r di z ed s a m p l e w e r e

b oil ed w ith a n S D S - r ed u ci n g b u ff e r a n d s e p a r a t e d b y

S D S-P A G E (2 5 m M t ri s , 1 9 2 m M g ly ci n e , 0 .1 % w / v
S D S

, p H 8 .3) ( B I O R A D , H e r c ul e s , C A , U S A) . T h e

p r o t ei n s w e r e t r a n sf e r r e d t o a n it r o c ell ul o s e m e m -

b r a n e b y el e ct r o p h o r e sis i n a t r a n sf e r b u ff e r (2 5 m M

t ris
,
1 4

.
4 m M gl y ci n e , a n d 2 0 % Ⅴ/ v m e th a n ol , p H 8 .3)

(B I O R A D) f o r 2 h at 4 ℃ . T h e nit r o c ell ul o s e b l o t s

w e r e b l o c k e d w it h 1 0/. b o vi n e s e r u m alb u m i n ( A m e r -

sh a m Lif e S ci e n c e
,
B u c k i n g h a m s hir e , E n g l a n d) i n a

0 .1 % t r is
-b u ff e r ed - s ali n e- t w e e n 20 (S ig m a) b u ff e r (10

m M t ri s - H C l
, p Ⅲ 7 .4 , 1 0 m M N a Cl , 0 .1 % t w e e n 20)

o v e r ni g h t at 4 ℃ . B l o t s w e r e th e n i n c u b a t e d w it h

a n ti - F A K (1 : 10 0 0) o r a n ti -i n t e g ri n α 1 (1 : 2 0 00)

(C h e m i c o n l n t e r n a ti o n al l n c . , T e m e c ul a , C A , U S A ) ,
o r a n ti-in t e g ri n α 2 (1 : 20 0 0) (C h e m i c o n) , o r a n ti -

i n t e g ri n α 3 (1 : 6 00 0) (C h e m ic o n) , o r a n ti -i n t e g ri n α 5

(1 : 3 00 0) (C h e m i c o n) p oly cl o n al a n tib o d y o r a n ti-

p a x illi n (1 : 1 0 00 0) , o r a n ti - α - a c ti n i n (1 : 5 0 00) (U p st a t e

B i o t e c h n ol o g y) , o r a n ti-i n t e g rin P l(1 : 3 0 00)(C h e m i c o n)
m o n o cl o n al a n tib o di e s

,
o r a n a n ti-p h o s p h o t y r o si n e

-

h o r s e r ad is h - p e r o x id a s e- c o nj u g a t e d a n tib o d y (1 : 20 00)

( A m e r sh a m Lif e S ci e n c e) o v e r nig h t at 4 ℃ ,
f oll o w e d

b y in c u b a ti o n w it h a h o r s e r a dis h
-

p e r o x id a s e- c o nj u-

g a t e d r ab b it a n ti
-

m o u s e o r g o a t a n ti- r ab bit a n tib o d y

( D a k o , G l o s t r u p , D e n m a r k) f o r 2 h at r o o m t e m p e r a-
t u r e . P r o t ei n s w e r e d et e ct e d b y u si n g E C L o r E C L

pl u s w e st e r n b lo t tin g d et e cti o n r e a g e n t s s y s t e m

( A m e r sh a m P h a r m a ci a B i o t e ch , B u c k i n g h a m shi r e ,
E n g l a n d) .

Fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y

S t a r v e d c ells w e r e d e t a ch e d b y t r y p si ni z a ti o n (0 .05 %
t r y p si n , 1 m M E D T A i n C M F-P B S) , f oll o w e d b y
t r e a t m e n t w it h a 0 .0 5 % t r y p si n i n hibit o r s ol u ti o n .

C ells w e r e s e ed ed a t a c o n c e n t r a ti o n of 5 ×1 0 5/ m l o n

dis h e s (1 5 m m ) p r e - c o a t e d w it h 2 0 / J g/ m l t y p e I V

c oll a g e n , a n d c ult u r e d i n s e r u m -f r e e D M E M o v e r
-

ni g h t a t 3 7 ℃ . T h e y w e r e t h e n i n c u b a t e d w ith v a ri o u s

c o n c e n t r a ti o n s of E G F (1 , 10 o r 10 0 n g/ m l) f o r 3 0 o r

90 m i n
,
o r w it h o u t E G F a t 3 7 ℃ . T h e y w e r e th e n

ri n s e d w it h a C S K b u ff e r f o r 2 m i n f oll o w e d b y

丘Ⅹ a ti o n w it h 4 % p a r af o r m a ld e h y d e f o r 30 m i n a t

r o o m t e m p e r a t u r e . F o r a n aly sis of F A a n d A S P , c ell s

w e r e i n c u b a t ed w ith a n a n ti - p a x illi n (1 0 /J g/ m l)
m o n o cl o n al a n tib o d y , a n d in c u b a t e d w it h a 且u o r e s -

c ei n is o th i o c y a n a t e
-

c o nj u g a t e d r a b b it a n ti- m o u s e

a n tib o d y ( D a k o) a n d th e n w it h t et r a m et h y lrh o d a m in e
is ot h i o c y a n a t e

- c o nj u g a t ed p h a ll oidi n ( M o l e c u l a r
P r ob e s

,
E u g e n e , O r e g o n , U S A) . F o r t h e a n aly sis of

A S P e x p r e s si o n , c ells w e r e in c u b a t e d w it h 臥1 0 r e S -

c ei n is o t hi o c y a n a t e- c o nj u g a t e d p h a ll o idi n , a n d

p r o pid iu m i o did e ( W a k o , O s a k a , J a p a n) . O n e h u n d r e d
c ells i n e a c h e x p e ri m e n t al c o n diti o n w e r e o b s e r v e d

u n d e r a L S M 31 0 C L S M
,
a n d e v e r y c o nf o c al i m a g e

w a s o b t ai n e d u n d e r th e s a m e c o n diti o n s ( p i n h ol e si z e ,

c o n t r a s t
,
e n h a n c e m e n t) .

R E S tJ L T S

E ff e c t o f E G F o n c e ll m l g r ati o n

T h e m ig r a ti o n i n d e x w a s a n aly z e d b y c al c u l a ti n g t h e
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F i g . 1 . M i g r a ti o n i n d e x e x a m i n e d b y w o u n d cl o s u r e

a s s a y . C e ll s w e r e a tt a c h e d i n a m o n ol a y e r a n d w o u n d e d i n

th e c e n t e r o f t h e di s h b y a si n g l e s c r a t c h i m m e d i a t e ly

b e f o r e t h e a d diti o n o f E G F
,
a n d p h o t o g r a p h s w e r e t a k e n

i m m e d i a t e ly b e f o r e a n d 4 h a ft e r th e t r e a t m e n t . 1
､

h e

m i g r a ti o n i n d e x w a s c al c u l a t e d b y th e f o r m u l a d e s c ri b e d

i n M a t e ri a l s a n d M e th o d s .

r a ti o of a w o u n d a r e a c o v e r e d b y m ig r a ti n g c ells f o r

4 h t o a n i n iti al w o u n d a r e a . T h e m ig r a ti o n i n d e x of

c ells t r e at e d w ith e a ch c o n c e n t r a ti o n of E G F is

s h o w n i n F ig . 1 . A m o n g t h e c o n c e nt r ati o n s e x a m in ed ,

c ell m ig r a ti o n w a s sti m ul a t ed at i a n d 1 0 n g/ m l . T h e

m ig r a ti o n i n d e x of t h e c o n t r ol g r o u p ( c ells c ult u r e d

w it h o u t E G F) w a s 2 6 .4 % , a n d t h e i n di c e s w e r e 3 9 .6 %

a n d 5 6 .3 % in c ells t r e at e d w it h 1 a n d 1 0 n g/ m l E G F ,
r e s p e c ti v el y . I n c o n t r a s t

,
a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s

e x a m i n ed
,
c ell m l g r a ti o n w a s s l g ni丘c a n tl y s u p p r e s s e d

a t lO O n g/ m l , f o r w hi c h t h e i n d e x w a s o n l y l % ,

T y r o si n e - p h o s p h o r y l a ti o n of F A R a n d p a x illi n

T o s t u d y t h e t y r o si n e- p h o s p h o r y l ati o n of p r o t ei n s i n

w h ol e c ell 1y s a t e s , c ells t r e a t e d w it h th e v a ri o u s

c o n c e n t r a ti o n s of E G F f o r 2 0 m i n w e r e l y s e d w it h a

0 .1 0/. S D SI R I P A b uffe r , a n d p r o c e s s e d f o r i m m u n o-

bl o t a s s a y w it h a n a n ti
-

p h o s p h ot y r o si n e a ntib o d y .

T h e s alie n t 血1di n g s a r e sh o w n i n F i g . 2 . I n t h e

a b s e n c e of E G F p r o t ei n s of 17 0 , 1 2 5 a n d 6 8-k D w e r e

t y r o si n e p h o s p h o r y l a t e d . T h e t y r o si n e- p h o s p h o r y ト

a ti o n l e v el of 17 0-k D p r o t ei n , w h ic h c o r r e s p o n d s t o

t h e E G F r e c e p t o r , w a s i n c r e a s e d i n a d o s e - d e p e n d e n t

m a n n e r ; w a s r e m a r k a bl y e n h a n c e d at 1 0 a n d 1 0 0 n g/

m l
,
a n d r e a c h e d a m a x i m u m at 1 0 0 n g/ m l a m o n g th e

c o n c e n t r a ti o n s e m p l o y e d . I n c o nt r a st , t h e t y r o si n e-

p h o s p h o r yl a ti o n l e v el of 1 2 5
- k D a n d 6 8-k D p r o t ei n s

w a s hi g h e st at 1 0 n g/ m l a n d sli g h tly d o w n r e g u l a t e d

a t 1 00 n g/ m l a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s e x a m i n e d .

T h e a c ti v a ti o n of F A K pl a y s a n i m p o r t a n t r ol e i n

i n t e g r l n -

m e di at e d a n d g r o w t h f a c t o r m e di a t e d c ell

a d h e si o n
,
s p r e a di n g , a n d m l g r ati o n

8 , l l , 1 4- 1 6 , 2 1‾2 3)
. T o

e x a m i n e w h e th e r th e 1 2 5-k D a n d 68-k D p r o t ei n s w e r e

F A R a n d p a x illi n , r e s p e cti v ely , w h ol e c ell 1y s a t e s

E G F ( n g/ m l)

1 1 0 1 0 0

2 0 0 k D サ 磯 磯 -

11 6 k D ケ
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F i g . 2 . I m I ℃ u n O b l o t a n a l y si s o f p h o s p h o ty r o si n e o f p r o-
t e i n s . W h o l e c e ll l y s a t e s f r o m c ell s t r e a t e d w it h 0 , 1 , 1 0 , o r

1 0 0 n g/ m l E G F f o r 2 0 比i n w e r e s e p a r a t e d o n S D S- P A G E ,
t r a n s f e r r e d o n t o n it r o c ell u l o s e , a n d r e p r o b e d w it h a n ti-

p h o s p h o t y r o si n e .

f r o m c ells s ti m ul a t e d w it h E G F f o r 20 m i n w e r e

i m m u n o p r e cip it at e d w it h a m o n o cl o n al a n tib o d y t o

F A K o r p a x illi n a n d a n al y z e d b y i m m u n ob l o t w it h

a n ti - p h o s p h ot y r o si n e . T h e n th e s e b a n d s w e r e r e-

p r o b e d w ith a n a n ti-F A K o r a n ti- p a x illil l a n tib o d y ,

T h e s ali e n t 丘n di n g s a r e s h o w n i n F ig . 3 . T y r o si n e-

p h o s p h o r y l a ti o n le v els of F A R a n d p a x illi n e x hibit e d

a b elトsh a p e d d o s e- r e s p o n s e c u r v e; it w a s hi g h e st a t

1 0 n g/ m l a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s of E G F e x a m i n-
e d . S i n c e t h e a m o u n t of t h e p r o t ei n i n t h e b a n d of t h e

l o w e r l a n e s i n Fi g . 3 did n o t diff e r a m o n g th e c o n c e n -

t r ati o n s of E G F a s sh o w n b y r e p r o bi n g w it h a n

a n ti-F A R o r a n ti- p a x illi n a n tib o d y , t h e t hi c k n e s s a n d

t h e d e n sit y of e a c h b a n d i n t h e u p p e r l a n e s of Fi g . 3

r e8 e c t e d th e l e v el of t y r o si n e- p h o s p h o r y l a ti o n .

C h a n g e s i n t h e a m o u n t of c y t o s k el e t o n
- a s s o ci a t e d

F A R a n d p a x illi n

T o e sti m a t e t h e eff e ct s of E G F o n th e a s s o ci ati o n of

F A R
, p a x illi n , α- a cti ni n , a n d i n t e g ri n s w ith t h e c y t o-

s k ele t o n
,
c ell ly s a t e s w e r e o b t ai n ed w ith a n RI P A

b u ff e r aft e r c ells w e r e ri n s e d w it h a C S K b uff e r
,
a n d

e x a m i n e d b y i m m u n ob l ot a s s a y . T h e r e s ult s a r e

sh o w n i n F i g . 4 a n d 5 .

A t 3 0 m i n aft e r th e a d diti o n of E G F
,
t h e a m o u n t of

c y t o s k el et o n- a s s o ci at e d F A R w a s sli g h tly I n c r e a s e d ,

w h e r e a s t h a t of p a x illi n w a s u n c h a n g ed (F ig . 4)

a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s e m pl o y ed . A t 90 m i n af t e r

t h e a d diti o n of E G F
,
t h e a m o u n t of c y t o s k el et o n -

a s s o ci a t e d F A R w a s sig n ifi c a n tly d e c r e a s ed at 1 0 n g/

m l a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s e x a m i n e d , w h e r e a s th e

a m o u n t of t h a t p r o t ei n w a s iII C r e a S e d a t 1 0 0 n g/ m l

w h e n c o m p a r ed w it h th e c o n t r ol . T h e a m o u n t of

p a x illi n a s s o ci a t e d w it h th e c y t o s k el e t o n w a s d e-
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F i g . 3 . I m m u n o blo t a n a ly si s o f p h o s p h o t y r o si n e o f F A R a n d p a x illi n . W h o l e c ell l y s a t e s

f r o m c ell s t r e a t e d w i th 0
,
1
,
1 0

,
o r 1 0 0 n g/ m l E G F f o r 2 0 m i n w e r e i m m u n o p r e c ip it a t e d w it h

a m o n o cl o n a l a n ti b o d y t o F A K o r p a x illi n . I m m u n o c o m p l e x e s w e r e s e p a r a t e d o n S D S- P A G E ,

t r a n sf e r r e d o n t o n it r o c ell u l o s e
,
a n d p r o b e d w it h a n ti - p h o s p h o t y r o si n e , th e n r e p r o b e d w it h it s

c o r r e s p o n d i n g a n tib o d y t o t h e a n ti- F A R p ol y cl o n al a n ti b o d y , o r t h e a n ti - p a x illi n m o n o c l o n a l

a n tib o d y .

E G F ( n g/ m l)
1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
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E G F 3 0 m in E G F 9 0 m i n

F i g . 4 . I m m u n o b l o t a n a l y si s o f c yt o s k el e t o n- a s s o ci a t e d F A K a n d p a x illi n .
A ft e r a ri n s e i n

n o n-i o n i c d e t e r g e n t (C S K b u ff e r) , p r o t e i n s w e r e e x t r a c t e d f r o m c e ll s t r e a t e d w it h 0
,
1
,
1 0 o r

l O O n g/ m l E G F f o r 3 0 o r 9 0 m i n . E q u a l a m o u n t s o f t h e p r o t ei n s w e r e s e p a r a t e d o n S D S-
P A G E

,
t r a n s f e r r e d o n t o n it r o c ell u l o s e

,
a n d p r o b e d w it h t h e a n ti - F A K p ol y cl o n al a n tib o d y o r

a n ti -p a x illi n m o n o cl o n a l a n tib o d y .

c r e a s e d slig h tly a t 1 n g/ m l , a n d si g n i丘c a n tly s o at 1 0
n g/ m l a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s e m p l o y e d . I n c o n -

t r a st t o t h e s e sl g n al m ol e c ul e s , th e a m o u n t of

c y t o s k el e t o n - a s s o ci a t e d α - a cti ni n
,
i n t e g r l n α 1 a n d α 5

(d at a n ot s h o w n) , a n d in t e g ri n α 2 , α 3 a n d β1 (F i g . 5)

w a s n o t ch a n g e d a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s of E G F

e x a m i n e d .

I m m u n o fl u o r e s c e n c e m i c r o g r a p h s o f A S F a n d F A

T o s t u d y t h e E G F e ff e c t s o n th e f o r m ati o n of A S F

a n d F A
,
c ells w e r e 丘Ⅹ e d a n d p r o c e s s e d f o r i m m u n o -

his t o ch e m i c al a n aly sis . A f t e r th e c ells w e r e i n c u b a ト

e d w it h th e v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s of E G F f o r 30 o r

90 m in
,
th e y w e r e 丘Ⅹ ed , p e r m e aliz e d a n d i m m u n o-

s t ai n ed w it h m o u s e m o n o cl o n al a n ti - p a x illi n a n d

fl u o r e s c ei n i s ot hi o c y a n at e - c o n )
'

u g a t e d r a b bit a n ti -

m o u s e l g G , l a b ele d w ith t et r a m e t h y l r h o d a m i n e is o -

thi o c y a n at e- c o nj u g a t e d p h all oidi n , a n d th e n ob s e r v ed

w ith C L S M .

F A
,
w hi ch w a s st ai n e d w ith a n ti- p a x illi n ( g r e e n

d o t s s t ain ed w it h a n ti - p a x illi n m o n o cl o n al a n tib o d y

a n d fl u o r e s c ei n- c o nj u g a t e d a n ti - m o u s e I g G) , w a s
l o c ali z ed o n b o t h t h e ed g e s of A S P ( r e d b a r s s t ai n e d

w ith t e t r a m e th y lr h o d a m i n e i s o t hi o c y a n a t e- c o nj u-

g a t e d p h all oidi n) (F i g s . 6 a- e) . C ells w e r e di v id ed b y

fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o pi c fi n di n g s i n t o 4 g r o u p s b y t h e

n u m b e r a n d t hi c k n e s s of A S F : c ells w it h a l a r g e

n u m b e r of th ic k st r e s s 丘b e r s (F ig . 6 e) , th o s e w it h a
m o d e r a t e n u m b e r of s t r e s s 丘b e r s (F i g . 6 b a n d c) ,
t h o s e w it h a s m all n u m b e r of s t r e s s 丘b e r s (Fi g . 6 a)

,

a n d th o s e w ith th in a n d f a in t st r e s s 丘b e r s ( Fi g . 6 d) .

Fi g ･ 7 sh o w s t h e p e r c e n t a g e of e a c h t y p e of c ells a t

e a ch c o n c e n t r ati o n of E G F . C ells of all 4 t y p e s w e r e

o b s e r v e d a t e a ch c o n c e n t r a ti o n of E G F
,
alt h o u g h t h e

r a ti o of e a c h c ell t y p e diff e r e d . A t 30 m i n aft e r i n c u-
b a ti o n w ith E G F

,
t h e e x p r e s si o n of A S F (F ig . 7) a n d

th e i n t e n sit y of th e g r e e n fl u o r e s c e n c e (d a t a n o t
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A n ti - i n t e g ri n α2 >

0
≠､野Nx＋iTtて
1

A n ti - i n t e g ri n α3 > 藤 藤
で
＼
i

-

A n ti - i n t e g ri n Pl >

F i g . 5 . I m m u n o b l o t a n a l y si s o f

1 0

E G F ( n g/ m l)

1 0 0

y
＼
叫 =
札

E G F 3 0 m i n

轡
cy t o s k el e t o n

-

a s s o c i a t e d

0

i n t e g r l n .

1 0 1 0 0

@

轡
E G デ9 0 m i n

A ft e r a ri n s e ill a C S K b u ff e r
,

p r o t ei n s w e r e e x t r a c t e d f r o m c ell s t r e a t e d w i th 0 , 1 , 1 0 o r 1 0 0 n g/ m l E G F f o r 3 0 o r 9 0 m i n . E q u a l

a m o u n t s o f t h e p r o t ei n s w e r e s e p a r a t e d o n S D S- P A G E , t r a n s f e r r e d o n t o n it r o c e ll u l o s e , a n d p r o b e d

w it h a n ti-i n t e g ri n s α 2 , α 3 , a n d β1 p O l y c l o n a l a n tib o d y .

1 0

F i g . 6 . I m m u n o 且u o r e s c e n c e m i c r o g r a p h s o f A S F a n d F A ･ C ell s

1 0 0 E G F ( n g/ m l)

a tt a c h e d i n th e m o n o l a y e r w e r e

t r e a t e d w i th 0
,
1
,
1 0

,
o r l O O m g/ m l E G F f o r 3 0 o r 9 0 mi n . A f t e r a r in s e i n a C S K b u ff e r

,
th e y w e r e

丘x e d
, p e r m e a b ili z e d , a n d st a i n e d f o r p a x illi n a n d A S F ･ C L S M m i c r o g r a p h s f r o m t h e b o tt o m l e v el o f

th e c e ll s s h o w s th a t F A ( g r e e n d o t s s t a in e d wi th a n ti- p a x ill in m o n o cl o n a l a n ti b o d y a n d fl u o r e s c e in -

c o nj u g a t e d a n ti- m o u s e l g G) l o c a li z e s o n b o th e d g e s o f A S F ( r e d b a r s s t a i n e d w it h t e t r a m e th yl-

r h o d a m i n e i s o th i o c y a n a t e
-

c o nj u g a t e d p h a ll o id i n) . T h e i n t e n si t y o f g r e e n fl u o r e s c e n c e a n d f o r m a ti o n

o f A S P w e r e n o t r e m a r k a b l y c h a n g e d a t 3 0 m i n o f E G F 1 0 a n d 1 0 0 n g/ m l ( b a n d c) ･ A t 9 0 m i n a ft e r

th e a d d iti o n o f E G F 1 0 n g/ m l , th e g r e e n fl u o r e s c e n c e o f F A h a s b e e n r e d u c e d o r a l m o s t eli m i n a t e d

fr o m th e e d g e s o f A S F f r o m t h e c e ll s t h a t a r e c o m p o s e d o f t h i n a n d f a i n t st r e s s fi b e r s (d) ･ I n t h e

p r e s e n c e o f E G F 1 0 0 n g/ m l , i n c ell s th a t a r e c o m p o s e d o f th i c k A S F , t h e st r e s s 丘b e r s g a th e r i ll th e

c e n t e r a n d a r e t a n gl e d ; h o w e v e r , t h e i n t e n sit y o f th e g r e e n 且u o r e s c e n c e o f th e s e c ell s i s o n l y slig h tl y

r e d u c e d c o m p a r e d w i th t h e c o n t r o l ( e) . ( a) E G F 0 n g/ m l ;( b a n d d ) E G F 1 0 n g/ m l ; ( c a n d e) E G F 1 0 0

n g/ m l ;( b a n d c) E G F i n c u b a ti o n f o r 3 0 m i n ; ( d a n d e) E G F i n c u b a ti o n f o r 9 0 m i n ; ( u
,k i te d o tt e d li n e)

s k e t c h li n e o f th e o u t e r f o r m o f c ell .
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ヰ l ar g e n u m b er o f th i ck A S F

母 m o d er at e n um b e r o f A S F

田 s m d l n u m b e r o f A S F

ロ th in an d fi in t A S F

E G F ( n g/ m l)

F i g . 7 . R a ti o s o f th e 4 c ell t y p e s c l a s si fi e d b y e x p r e s si o n o f A S F . C ell s a tt a c h e d i n t h e m o n o l a y e r

w e r e t r e a t e d w it h 0
,
1
,
1 0

,
o r l O O m g/ m l E G F f o r 3 0 o r 9 0 m i n .

A ft e r a ri n s e i n a C S K b u ff e r
,
th e y

w e r e fi x e d
, p e r m e a bili z e d , a n d i n c u b a t e d w i th fl u o r e s c ei n- c o nj u g a t e d p h a ll o i di n f o r t h e v i s u a li z a ti o n

o f A S F . C e ll s w e r e d i v i d e d i n t o 4 g r o u p s b y t h e i r e x p r e s si o n o f A S P : C e ll s w it h a l a r g e n u m b e r o f

t hi c k st r e s s fi b e r s ( clo s e d w e a) , t h o s e wi t h a m o d e r a t e n u m b e r ( h a t c h e d a r e a) , t h o s e w it h a s m a ll

n u m b e r ( d o tt e d w e a) , a n d t h o s e w it h th i n a n d f a i n t o n e s ( op e n w e d) .

sh o w n) w a s sli g h tl y s u p p r e s s e d in c ell s t r e a t e d w it h 1
n g/ m l E G F , w h e r e a s th e s e w e r e n o t ch a n g e d i n t h o s e

w it h 10 o r 1 0 0 n g/ m l E G F c o m p a r ed w it h t h e c o n t r ol

c ell s . A t 9 0 m in a ft e r th e i n c u b a ti o n
,
th e f o r m a ti o n of

A S P (F ig . 7) a n d g r e e n 乱1 0 r e S C e n C e i n t e n sit y (d a t a

n ot sh o w n) w a s als o slig h tly s u p p r e s s ed a t 1 n g/ m l

c o m p a r e d w it h th e c o n t r ol . H o w e v e r , th e f o r m a ti o n

of A S P w a s r e m a r k a bl y s u p p r e s s e d i n c ell s t r e a t e d

w it h l o n g/ m l . A b o u t 7 0 % of t h e c ells w e r e t h o s e

w it h a s m all n u m b e r of th in a n d f ai n t s t r e s s 丘b e r s

(Fi g . 6 d) . T h e i n t e n sit y of t h e g r e e n fl u o r e s c e n c e o n

b ot h ed g e s o f th e st r e s s 丘b e r w a s r e d u c ed o r h a d

al m o st dis a p p e a r e d in c ell s w it h s m all n u m b e r s of

t hi n a n d f ai n t s t r e s s 丘b e r s ( Fi g . 6 d) . T h e s e 丘n di n g s
a g r e e w ith t h e d a t a of Fi g . 4 a n d i n di c a t e a r ed u cti o n

i n p a x illi n a m o u n t f r o m F A . I n t h e p r e s e n c e of E G F

10 0 n g/ m l , alt h o u g h t h e p e r c e n t a g e s of c ell s w ith a

l a r g e n u m b e r of t hi c k A S P w e r e o n l y slig h tl y i n-

c r e a s e d
,
t h e s t r e s s 丘b e r s g a t h e r e d i n t h e c e n t e r o f t h e

c ells a n d b e c a m e t a n gl e d , a n d t h e i n t e n sit y of t h e

g r e e n fl u o r e s c e n c e of th e s e c ells did n o t r e m a r k a bly

di ff e r f r o m th a t of th e c o n t r ol c ells ( Fi g . 6 e) . S t r e s s

丘b e r s i n c ells t r e a t ed w it h o u t E G F (F ig . 6 a) o r t h o s e

w it h 1 (d at a n o t s h o w n) o r l o n g/ m l (F i g . 6 b
,
d) of

E G F w e r e g e n e r ally dis t rib u t e d e v e n ly i n th e e n ti r e

c ell
,
w e r e n o t t a n g l ed , a n d m ai n t ai n e d a dis t a n c e

f r o m o n e a n o t h e r .

D I S C tT S S I O N

T h e r e s ult s of t h e p r e s e n t s t u d y d e m o n st r a t e th a t: 1)

c ell m ig r a ti o n sh o w e d a bi p h a sic r e s p o n s e d e p e n d e n t

o n t h e c o n c e n t r ati o n of E G F
,
r e a ch i n g a m a x i m u m a t

1 0 n g/ m l a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s e x a m i n e d ; 2) th e

t y r o si n e- p h o s p h o r y l ati o n of F A R a n d p a x illi n al s o

r e v e al e d a b ip h a si c r e s p o n s e si m il a r t o t h a t of c ell

m i g r a ti o n ; 3) 9 0 m in aft e r t h e a d diti o n of E G F , t h e

a m o u n t of c y t o s k el et o n- a s s o ci a t e d F A R a n d p a x illin

sh o w e d a bi p h a si c r e s p o n s e i n v e r s e t o t h a t of c ell

m i g r a ti o n , w h e r e a s c y t o s k ele t o n
- a s s o ci a t e d i n t e g rl n S

w e r e n ot c h a n g ed ; a n d 4) 9 0 m i n af t e r t h e a d diti o n of

t h e g r o w th f a c t o r th e f o r m a ti o n of F A a n d A S P w a s

m a x i m ally s u p p r e s s e d a t 1 0 n g/ m l a m o n g th e c o n c e n-
t r a ti o n s e x a m i n e d . T b e s e 丘n di n g s i n di c a t e a cl o s e

c o r r el a ti o n a m o n g c ell m lg r a ti o n , th e t y r o si n e
-

p h o s p h o r y l a ti o n of F A R a n d p a x illi n , t h e a s s o ci a ti o n

o f t h e s e si g n al m ol e c ul e s w ith t h e c y t o s k ele t o n , a n d

t h e f o r m ati o n of F A a n d A S P i n t h e E G F -in d u c ed

sti m ul a ti o n of c ell m lg r a ti o n .

I n t h e p r e s e n t s t u d y w e e m p l o y e d a w o u n d clo s u r e

a s s a y t o e x a m i n e c ell m l g r a ti o n . P r e v i o u s s t u di e s

sh o w e d t h a t w o u n d cl o s u r e is a s s o ci a t e d w ith b o th

c ell m ig r a ti o n a n d c ell p r olif e r a ti o n
1 3)

. P r e vi o u s

st u di e s a ls o d e m o n s t r a t e d th a t E G F e n h a n c e s th e

w o u n d cl o s u r e t h r o u g h th e sti m ul a ti o n of b o th

e v e n t s
,
a n d t h a t t h e l a t t e r is a n i m p o r t a n t m e c h a ni s m

f o r e n h a n c e d e p it h eli al r e p air , e s p e ci ally d u r in g th e

i niti al 4 8- 72 h
1 3)

.
I n t h e p r e s e n t st u d y , h o w e v e r , w e

e x a m i n e d w o u n d cl o s u r e f o r 4 h .
T h e p r e s e n t c a r -

ci n o m a c ells e x a m i n e d did n o t sh o w c ell p r olif e r ati o n

d u ri n g t h e 丘r st 4 h i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e of E G F

a t th e c o n c e n t r a ti o n s a p p li e d (d a t a n o t s h o w n) .

T h e r ef o r e
,
sti m ul a ti o n of th e w o u n d cl o s u r e i n d u c e d

b y E G F ob s e r v e d i n th e p r e s e n t s t u d y w a s s olel y d u e

t o a n i n c r e a s e i n c ell m lg r a ti o n .
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C ell m ig r a ti o n s p e e d

s u b s t r at u m a d h e si v e n e s s
,

c ell-s u b st r a t u m a d h e si o n

bi p h a si c m i g r ati o n s p e e d

is g o v e r n e d b y c ell-

m e a s u r e d a s s h o r トt e r m

st r e n g t h
1 3

,
2 4)

. C ells sh o w a

d e p e n d e n t o n t h e a d h e si o n

st r e n g th , a n d th ei r m a x i m u m s p e e d a tt ai n a bl e

r e ll l ai n s u n c h a n g e d a s t h e s e f a ct o r s v a r y
2 4)

. T h e

st r e n g th of t h e c elトs u b s t r a t u m a d h e si v e n e s s is d et e r-
m i n e d b y in t e g ri n -1i g a n d

sk ele t al o r g a n i z a ti o n
2 4)
,
th e

w it h t h e s u b st r a t u m li g a n d

l e v el
,
a n d i n t e g ri n -1ig a n d

i n t e r a c ti o n s

f o r m e r b ei n g

l e v el
,
i n t e g r l n

a 氏 n iti e s
2 5‾2 7)

a n d c y t o-

a s s o ci at e d

e x p r e s si o n

S i n c e t h e

s u b st r a t u m li g a n d le v el w a s fi x e d i n t h e p r e s e n t

s t u d y , th e l at t e r t w o f a c t o r s m a y b e a s s o ci a t e d w it h

t h e p r e s e n t E G F-i n d u c e d m o d ul ati o n of c ell m i g r a-

ti o n .

E G F s ti m ul a t e s α 2 i n t e g ri n e x p r e s si o n i n h u m a n

S C C
1 2)
a n d i m m o rt ali z e d m a m m a r y e pit h eli al c ell

1 3 )

,

a n d t h e s el e c tiv e u p- r e g u l a t e d e x p r e s si o n h a s b e e n

s u g g e s t ed t o pl a y a r ol e i n t h e E G F s ti m ul ati o n of c ell

m l g r a ti o n . I n t h e s e st u di e s
,
c ell m l g r a ti o n w a s a s-

s a y e d f o r 1 8 o r 2 4 h , a n d t h e e x p r e s si o n l e v el of

i n t e g ri n w a s e x a m i n e d aft e r th e c o r r e s p o n di n g i n c u-

l) a ti o n ti m e . I n t h e p r e s e n t st u d y , h o w e v e r , w e a s-

s a y e d c ell m i g r ati o n f o r 4 h . I m m u n o bl o t a s s a y

d e m o n s t r a t ed t h a t t h e a m o u n t of all i n t e g ri n

s u b u nit s
,
i n clu di n g α 2 i n t e g ri n , w a s u n c h a n g e d a t 9 0

m i n a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s e m p l o y e d . I n a d diti o n ,

n o i n d u c ti o n of R N A t r a n s c rip ti o n o r p r ot ei n s y n t h e-

sis o c c u r r e d w it hi n 4 h aft e r s ti m ul ati o n 8 , 2 6) . T h e r e-

f o r e
,
th e e x p r e s si o n l e v el of i n t e g r l n S did n o t ch a n g e

d u ri n g t h e p r e s e n t w o u n d cl o s u r e a s s a y . R e c e n t

s t u die s h a v e d e m o n s t r at e d t h a t t h e R a s- a s s o ci a t e d

s u p p r e s si o n of i n t e g r l n a c ti vit y c o uld o c c u r i n a s s o ci
-

a ti o n w it h th e M A P k i n a s e p a th w a y o r i n d e p e n d e n tly

vi a a n o v el
,
u n d e fi n e d p at h w a y

2 7- 3 0 )
. R a s p l a y s a

p i v o t al r ol e i n th e t r a n s d u c ti o n of si g n ali n g e v e n t s

i n iti a t e d b y b o th th e t y r o si n e ki n a s e g r o w t h f a c t o r

a n d G -

p r o t ei n - c o u pl e d r e c e p t o r s
2 7)

. T h e s e d at a s u g-

g e s t t h e p o s sibilit y th a t E G F w e a k e n s i n t e g rin-1i g a n d

i n t e r a c ti o n b y s u p p r e s si n g i n t e g r l n -1i g a n d a 氏 nit y ,

th u s m o d ul a ti n g c ell m ig r a ti o n , alt h o u g h t his p o s sibil-

it y r e m ai n s t o b e st u di e d .

T h e p r e s e nt s t u d y f u r t h e r s u g g e st s t h at E G F s ti m u-

l a t e s c ell m i g r a ti o n m a i n l y t h r o u g h m o d ul a ti o n o f t h e

c y t o s k el et al o r g a n i z ati o n . A t 9 0 m i n af t e r t h e a d di-

ti o n of E G F
,
i m m u n o his t o ch e m i c al e x a m i n a ti o n

s h o w e d t h a t A S P a n d p a x illi n- c o n t ai n i n g F A w e r e

th e m o st si g n i丘c a n tl y d e c r e a s ed at 1 0 n g/ m l a m o n g

t h e c o n c e n t r a ti o n s e x a m i n e d . C ell m ig r a ti o n w a s

m a x i m all y e n h a n c e d a t t his c o n c e n t r a ti o n of t h e

g r o w t h f a ct o r a m o n g t h e c o n c el lt r a ti o n s e m p l o y e d .

T h is 丘n di n g is c o n sis t e n t w it h t h e w elトk n o w ll

血 din g s t h at th e f o r m a ti o n s of F A a n d A S F a r e

i n v e r s ely c o r r el a t e d w it h c ell a d h e si v e n e s s
5 , 2 0 , 3 1)

,
a n d

t h a t hi gh l y m o tile c ells of t e n l a c k e a sil y di sti n g ui sh-
a b le F A

2 0)
. O u r s t u d y als o w a s 丘r s t t o r e v e al t h a t t h e

a s s o ci a ti o n of F A K a n d p a x illi n

s k ele t o n w a s d e c r e a s e d slig h tl y at 1

c a n tl y a t lo n g/ m l a m o n g t h e
e x a m i n e d . It s e e m s lik el y t h a t th e

w it h th e c y t o-

a n d m o s t si g n ifi-

c o n c e n t r a ti o n s

c o n c e n t r a ti o n in

w hi c h th e m a x i m u m eff e c t s w e r e ob t ai n e d w o uld b e

m o r e t h a n lo n g/ m l if th e s a m e a s s a y s h a d b e e n

p e rf o r m e d at s e v e r al p oi n t s b et w e e n 10 a n d 1 00 n g/
m l . I n a d diti o n

,
t h e r e i s a p o s sibilit y th a t e a c h m a x i-

m u m eff e c t w a s o b t ai n e d at a diff e r e n t E G F c o n c e n-

t r a ti o n . H o w e v e r
,
it c a n b e s aid th at t h e c o r r el a ti o n

a m o n g th e e n h a n c e m e n t of c ell m ig r a ti o n a n d

t y r o si n e- p h o s p h o r y l ati o n of F A R a n d p a x illi n , a n d

th e s u p p r e s si o n of t h e c y t o s k el e t al a s s o ci ati o n of

b o t h t h e p r o t ei n s w a s o b s e r v e d a t t h e l o w e r c o n c e n-

t r ati o n of E G F .
T h e alt e r a ti o n i n th e f o r m ati o n of

F A a n d t h e a cti n c y t o s k el et o n i n d u c e d b y t h e a cti v a-

ti o n of F A R p o s sibl y i n v ol v e s a m y o s in -b a s e d c o n -

t r a c ti o n vi a a M A P k i n a s e- a cti v a t e d m y o si n lig h t

ch a n n el ki n a s e f u n c ti o Iユ5 , 2 1 , 3 2) . T y r o si n e
-

p h o s p h o r y l a ト

e d F A K al s o i nt e r a c t s w ith P I3 K 1 9) a n d P L C- γ
3 3 )

,
f o r

w hi c h a cti v a ti o n s a r e al s o r el a t e d w it h t h e a c ti n

c y t o s k el et o n a n d F A . P L C- γl e a d s t o a m obili z a ti o n

of a c ti n m o dif yi n g p r ot ei n s t h a t a c t o Ⅰ1 F- a cti n a n d

G- a c ti n fi1 a m e n t s
5)

. T h e r ol e of P I3 K is m o r e c o m -

p l e x , a n d t his m ole c ul e p l a y s a r ol e i n t h e a c tiv a ti o n

of s m all G T P a s e s
,
r a c a n d r h o

5)
. T h e a c ti v ati o n of

th e r a c m ol e c u le i n v ol v e s a c ti n c y t o s k el e t o n r ufBi n g

a n d t h e d e s t a bili z a ti o n of F A
3 4)
,
a n d a cti v a ti o n of t h e

r h o m ol e c ule h a s b e e n i m pli c a t e d i n th e f o r m a ti o n of

n e w F A 3 5) . H o w t h e s e m ole c ul e s alt e r th e a c tin c y t o-

s k el e t o n a n d F A f o r m ati o n is n ot cle a rl y k n o w n , b u t

th e y h a v e b e e n a s s o ci a t e d w it h a m y o si n -b a s ed f u n c-

ti o n 3 6) . I m m u n o bl o t a s s a y d e m o n st r a t ed t h a t E G F did

n o t c h a n g e t h e c y t o s k el et al a s s o ci a ti o n of eit h e r

i n t e g r l n O r a f o c al a d h e si o n- a s s o ci a t e d n o n -s l g n ali n g

m ol e c ul e
,
α- a ct in ill . T h e s e fi n din g s s u g g e s t t h a t

ch a n g e s i n t h e i n c o r p o r a ti o n of t h e s l g n al m ol e c u le s ,

F A K a n d p a x illi n , i n t o F A p l a y a p ri m a r y r ol e i n

ch a n g e s of t h e c y t o s k el e t al o r g a n i z ati o n , w hi ch

i n d u c e s t h e c h a n g e s i n c elトs u b st r a t u m a d h e si v e n e s s .

A lt h o u g h w e did ll O t e x a m i n e i m m u n o h ist o c h e m ic al-

1y w h et h e r t h e a m o u l lt Of i n t e g r l n S i n F A w a s c h a n -

g e d , t h e e m pl o y e d i m m u n o bl ot a s s a y s u g g e st s t h a t n o

q u a n tit ati v e alt e r a ti o n of i n t e g r l n W a s i n v ol v ed i n

E G F sti m u l a ti o n of c ell m l g r ati o n a m o n g th e c o n c e n -

t r ati o n s e x a m i n e d
,
t h o u g h ch a n g e s i n t h e i n t e g ri n

a 氏nit y m a y h a v e p a r ti cip a t ed i n it . I n a d diti o n , 3 0

m i n a ft e r t h e a d diti o n of E G F
,
n eit h e r i m m u n o bl o t

n o r i m m u n o hi st o c h e m i c al e x a m i n a ti o n sh o w e d

s l g n i丘c a n t c h a n g e s a m o n g th e c o n c e n t r a ti o n s of E G F

e x a m i n e d . T hi s c a n b e e x pl ai n e d b y t h e ti m e l a g t h a t

is n e c e s s a r y f o r c ells t o c o m p le t e th e t r a n siti o n t o



E G F I n d u c e d C ell M i g r a ti o n a n d C y t o s k el e t al O r g a ni z a ti o n 3 9

m o r e m o tile p h e n o t y p e s .

T y r o si n e
-

p h o s p h o r yl a ti o n of F A R h a s b e e n i m -

plic a t ed i n t h e f o r m a ti o n of F A
I O- 1 2 , 3 7) a n d r e a r r a n g e -

m e n t s of A S F
l l)

. T h e a c ti v a t e d E G F r e c e p t o r f o r m s a

c o m p le x w ith F A R th r o u gh it s F E R M h o m ol o g y
r e gi o n w it hi n t h e N -t e r m i n al d o m ain

,
w h ic h i n t u r n

i n d u c e s th e t y r o si n e - p h o s h o r y l a ti o n of F A K- T y r
-3 9 7

sit e
2 1

,
2 2)

. I n th e p r e s e n t st u d y , t h e t y r o si n e- p h o s p h o r yト

a ti o n of F A K a n d p a x illi n sh o w e d a bi p h a si c

r e s p o n s e d e p e n d e n t o n t h e c o n c e n t r ati o n of E G F . A

si m il a r bi p h a si c r e s p o n s e of t y r o sin e- p h o s p h o r y l a ti o n

of F A K w a s o b s e r v e d i n S w is s 3 T 3 c ell a n d e n d o th e -

1i al c ell s sti m ul a t ed w it h V E G F a n d P D G F
,
r e s p e c

-

ti v ely
l l

,
1 6)

. T h e p r e cis e m e c h a nis m t h a t in d u c e s th e

d o w n r e g u l a ti o n of t y r o si n e- p h o s p h o r yl a ti o n of F A R

b y a hig h c o n c e n t r a ti o n of E G F is n o t y e t k n o w n .

H o w e v e r
,
o v e r - e x p r e s si o n of th e C -t e r m in al d o m ai n

of F A K dis r u p t s a c o m p le x f o r m a ti o n w ith a cti v a t ed

g r o w t h f a c t o r r e c e p t o r a n d F A K
,
a n d d e-

p h o s p h o r y l a t e s F A K a t th e T y r-39 7 sit e , w hic h

r ed u c e s t h e p r o p a g a ti o n of d o w n s t r e a m e v e n t s a n d

in hib it s c ell m i g r a ti o n
21 , 2 2 , 3 8

,
3 9)

. T h e s e d a t a s u g g e s t

t h a t t h e r e m a y b e a n e g a ti v e f e ed b a ck p a th w a y i n th e

E G F-i n d u c e d t y r o si n e- p h o s p h o r y l a ti o n of F A R
,

w hi c h pl a y s a r ole i n th e i n hibiti o n of c ell m i g r a ti o n

b y t h e hi gh c o n c e n t r a ti o n of th e g r o w th f a ct o r .

I n c o n t r a st t o t h e l o w e r c o n c e n t r ati o n of E G F
,
th e

s a m e g r o w t h f a c t o r r a t h e r si g n i丘c a n tly s u p p r e s s ed

c ell m i g r a ti o n a t 1 0 0 n g/ m l a m o n g t h e c o n c e n t r a ti o n s

e x a m i n e d . T h e m i g r ati o n i n d e x of c ell s at 10 0 n g/ m l
w a s s l g n i丘c a n tl y l o w e r t h a n th at of t h e c o n t r ol c ells

(th o s e t r e at e d w ith o ut E G F) . A lth o u g h t y r o si n e -

p h o s p h o r y l ati o n w a s d o w n r e g ul a t e d at E G F 10 0 n g/
m l

,
it d id n ot r e v e al a sig nifi c a n t di ff e r e n c e i n th e

t y r o si n e - p h o s p h o r yl a ti o n l e v el of F A K a n d p a x illi n

c o m p a r ed w ith t h e c o n t r ol c ell s , o r th a t als o i n th e

a m o u n t of t h e c y t o s k el et o n - a s s o ci a t ed p r o t ei n s , o r

t h e r ati o of t h e 4 t y p e s of c ell s cl a s si丘e d b y th e

n u m b e r a n d t hi c kn e s s of A S F . H o w e v e r
,
A S F g at h e r-

e d i n t h e c e n t e r
,
a n d th eir a r r a n g e m e n t w a s d ist u rb e d

i n s o m e c ell s t r e a t e d w it h l O O n g/ m l E G F . T h e s e

丘n di n g s w e r e n o t o b s e r v e d i n c ells t r e a t e d w it h a

l o w e r c o n c e n t r a ti o n of E G F o r t h o s e w it h o u t th e

g r o w t h f a c t o r . It h a s b e e n sh o w n th a t t h e p h e n ot y p e s

of c ells b a s ed o n t h e o r g a ni z a ti o n of th e a c ti n c y t o
-

s k el et o n a r e r el a t e d t o c ell m i g r a ti o n
4 0)

. A lt h o u g h n o

d e 丘nitiv e e vid e n c e w a s o b t ai n e d i n th e p r e s e n t st u d y ,

t h e s e 丘n di n g s s u g g e st th e p o s sibilit y th a t th e f u n cti o n

of th e a cti n c y t o s k el e t o n w a s di st u r b e d b y t h e h ig h

c o n c e n t r a ti o n of E G F
,
a n d c ell m l g r a ti o n w a s i n hib -

it e d .

A c k n o w l e d g m e n t s . T h e a u t h o r w i s h e s t o th a n k s D r .

E i s h i n Y a o i t a ( D i v . o f S t r u c t u r al P a th o l o g y , ° e p t . o f

N e p h r o l o g y , N ii g a t a U n i v e r si t y G r a d u a t e S c h o o l o f

M e di c a l a n d D e n t a l S c i e n c e s) f o r hi s v al u a bl e s c i e n ti丘c

s u g g e sti o n s . T h i s w o r k w a s s u p p o rt e d i n p a rt b y g r a n t s

f r o m M i n i s t r y o f E d u c a ti o n , C u lt u r e , S p o rt s , S ci e n c e , a n d

T e c h n o l o g y o f J a p a n a n d b y g r a n t s f r o m th e D i v . o f

D e r m a t ol o g y , N ii g a t a U n i v e r sit y G r a d u a t e S c h o o l o f

M e di c al a n d D e n t al S c i e n c e s .

R E F E R E N C E S

1) W e ll s A , G u p t a K , C h a n g P , S w i n dl e S , G l a di n g A ,

S hi r a h a H : E p i d e r m a l g r o w t h f a c t o r r e c e p t o r
-

m e di a t e d m o tilit y i n 丘b r o bl a s t s . M i c r o s c R e s T e ch

4 3 : 3 9 5- 4 1 1 , 1 9 9 8 .

2) B u r ri d g e K , T u r n e r C E , R o m e r L H : T y r o si n e p h o s-

p h o r yl a ti o n o f p a x illi n a n d p p 1 2 5
F A K
a c c o m p a n i e s

c e ll a d h e si o n t o e x t r a c e ll u l a r m a t ri x : A r o l e i n

c y t o s k e l e t a l a s s e m bl y . I C e ll B i o 1 1 1 9 : 8 9 3- 9 0 3 ,

1 9 9 2 .

3) G r o s s R J : R e g e n e r a ti o n v e r s u s r e p ai r . I n : C o h e n I K ,
D i e g e l m a n n R F , L i n db l a d W J ( e d s) W o u n d h e a li n g ,
bi o c h e m i c a l a n d cli n i c a l a s p e c t s . S a u n d e r s C o m -

p a n y , P h il a d el p hi a 1 9 9 2 , p 2 0- 3 9 .

4) W a h l L M , W a hl S h a r o n : I n fl a m m a ti o n I n : C o h e n

I K
,
D i e g el m a n n R F , L i n d bl a d W J ( e d s) W o u n d h e al

1i n g , b i o c h e m i c a l a n d c li n i c a l a sp e ct s . S a u n d e r s

C o m p a n y , P h il a d el p hi a 1 9 9 2 , p 4 0- 5 5 .

5) W e ll s A : T u m o r i n v a si o n : R o l e o f g r o w t h f a c t o r-
i n d u c e d c ell m o tili ty . A d v C a n c e r R e s A c a d P r e s s

7 8 : 3 1- 1 0 1 , 2 0 0 0 .

6) G u m bi n e r B M : C ell a d h e si o n : T h e m o l e c u l a r b a si s

o f ti s s u e a r c hit e c t u r e a n d m o r p h o g e n e sis . C ell 8 4 :

3 4 5- 3 5 7 , 1 9 9 6 .

7) Ⅲ u tt e n l o c h e r A , Gi n sb e r g M , H o r w it z A F : M o d u l a-
ti o n o f c e ll m i g r a ti o n b y i n t e g ri n- m e di a t e d c y t o -

s k el e t a l li n k e r s a n d li g a n d-bi n di n g a 氏n it y . I C ell

B i o 1 1 3 4 (6) : 1 5 5 11 1 5 6 2 , 1 9 9 6 .

8) C h e r e s h D , M e c h a m R : I n t e g ri n s a s si g n ali n g t r a n s-
d u cti o n r e c e p t o r s . I n : M o l e c u l a r a n d b i o l o gi c a l

r e s p o n s e s t o t h e e x t r a c ell u l a r m a t ri x . A c a d P r e s s
,

C a li f o r n i a
,
1 9 9 4

, p 3 4- 3 5 .

9) A lb e r t B , B r a y D , L e w i s J , R a ff M
,
R o b e rt s R

,

W a t s o n J D : T h e C yt o s k el e t o n . I n : M o l e c u l a r bi o l-
o g y o f t h e c ell . T h i r d E d . G a rl a n d P u bli s h i n g , 1 9 9 4 ,

p 78 7- 8 6 1 .

1 0) Iiie D , F u r u t a K , K a n a z a w a S , T a k e d a N , S o b u e K ,
N a k a t s uji N , N o m u r a S , F uji m o t o ∫, O k a d a M ,
Y a m a m o t o T

,
A i z a w a S : R e d u c e d c ell m o tili t y a n d

e n h a n c e d f o c al a d h e si o n c o n t a c t f o r m a ti o n i n c ell s

f r o m F A R -d e fi c i e n t m i c e . N a t u r e 3 7 7 : 5 3 9- 5 4 4 , 1 9 9 5 .

l l) A b e di H , Z a c h a r y I : V a s c u l a r e n d o t h e li a l g r o w t h

f a c t o r s ti m u l a t e s t y r o si n e p h o s p h o r yl a ti o n a n d

r e c r u i t m e n t t o n e w f o c al a d h e si o n s o f f o c a l a d h e si o n

k i n a s e a n d p a x illi n in e n d o t h eli a l c ell s . I B i o I C h e m

2 7 2 ( 2 4) : 1 5 4 4 2- 1 5 4 5 1 , 1 9 9 7 .
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1 2) F ujii K , D o u s a k a- N a k aji m a N , I m a m u r a S : E p i d e r-
m al g r

.

o w t h f a c t o r e n h a n c e m e n t o f H S C - 1 h u m a n

c u t a n e o u s s q u a m o u s c a r c i n o m a c e ll a d h e si o n a n d

m l g r a ti o n o n t y p e l c o ll a g e n i n v o l v e s s el e c ti v e u p-
r e g ul a ti o n o f α 2β1 i n t e g ri n e x p r e s si o n . E xp C ell R e s

2 1 6 : 2 6 1- 2 7 2 , 1 9 9 5 .

1 3) M a tt h a y M A , T hi e r y J P , L a f o n t F , S t a m p f e r F ,

B o y e r B : T r a n si e n t e ff e c t o f e p i d e r m a l g r o w t h f a c-
t o r s o n th e m o tilit y o f a n i m m o rt a li z e d m a m m a r y

e p it h e li a c e ll li n e . I C ell S ci 1 0 6 : 8 6 9- 8 7 8 , 1 9 9 3 .

1 4) L i u Y- W , S a n d e r s M A , B a s s o n M D : H u m a n c a c o-2

i n t e sti n a l e p it h e li a l m o tility i s a s s o c i a t e d w it h

t y r o si n e k i n a s e a n d f o c a l a d h e si o n k i n a s e sig n a l s . ∫
S u rg R e s 7 7 : 1 1 2- 1 1 8 , 1 9 9 8 .

] 5) R h e e S , L e e K H , K i m D , K w o n Y K , K a n g M S , K w o n

H : S u st a i n e d f o r m a ti o n o f f o c a l a d h e si o n s w ith

p a x illi n i n m o r p h o l o g i c a l di ff e r e n ti a ti o n o f P C 1 2

c ell s . M o I C ells 1 0 : 1 6 9- 1 7 9 , 1 9 9 9 .

1 6 ) R a n k i n S , R o z e n g u r t E : P l a t e l e t- d e ri v e d g r o w t h

f a ct o r m o d u l a ti o n o f f o c a l a d h e si o n k i n a s e

(p 1 2 5 F A K) a n d p a x illi n t y r o si n e p h o s p h o r yl a ti o n i n

S w i s s 3 T 3 c ell s . B ell- s h a p e d d o s e r e s p o n s e a n d

c r o s s
-t a lk wi t h b o m b e si n . I B i o I C h e m 2 6 9 : 7 0 4 7 1 0 ,

1 9 9 4 .

1 7) P a y r a s t r e B , v a n B e r g e n e n H e n e g o u w e n P M P ,

B r e t o n M
,
d e r H a r ti g h J C , Pl a n t a vi d M , V e r k l eij

A J , B o o n s t r a ∫: P h o s p h o i n o siti d e k i n a s e , di a c y ト

g l y c e r o l k i n a s e , a n d p h o s p h o lip a s e C a c ti v iti e s a s-

s o ci at e d t o t h e c y t o s k el e t o n : E ff e c t o f e p id e r m a l

g r o w t h f a c t o r . I C e ll B i o1 1 1 5 ( I) : 1 211 1 2 8 , 1 9 9 1 .

1 8) P o l k D B : E p i d e r m a l g r o w th f a ct o r r e c e p t o r-
s ti m u l a t e d i n t e sti n a l e p i t h eli a l c ell m l g r a ti o n

r e q u i r e s p h o s p h o li p a s e C a c ti v it y . G a st r o e n t e r o1 1 1 4 :

4 9 3- 5 0 2 , 1 9 9 8 .

1 9) C h e n H C , A p p e d d u P A , I s o d a H , G u a m J L : P h o s -

p h o r yl a ti o n o f t y r o si n e 3 9 7 i n f o c al a d h e si o n k i n a s e

i s r e q u i r e d f o r bi n di n g p h o sp h a ti dy li n o sit o 1 3- k i n a s e .

J B i o I C h e m 2 7 1 (4 2) : 2 6 3 2 9- 2 6 3 3 4 , 1 9 9 6 .

2 0) X i e H , P a ll e r o M A , G u pt a K , C h a n g P , W a r e M F ,

W it k e W
,
K w i a t k o w s k i D J , L a u ff e n b u rg e r D A ,

M u r p h y- U ll ri c h J E , 1V e ll s A : E G F r e c e p t o r r e g u l a-

ti o n o f c e ll m o tilit y : E G F i n d u c e s d i s a s s e m bl y o f

f o c a l a d h e si o n s i n d e p e n d e n tl y o f th e m o tilit y-
a s s o ci a t e d P L C y sig n al i n g p a t h w a y . I C e ll S ci 1 1 1 :

6 1 5- 6 2 4 , 1 9 9 8 .

2 1) H a u c k C R , Si e g D J , H si a D A , L o ft u s J C , G a a r d e

W A
,
M o n i a B P

,
S c h l a e p f e r D : I n h i biti o n o f f o c a l

a d h e si o n k i n a s e e x p r e s si o n o r a c ti v it y d i s r u pt s

g r o w th f a c t o r- s ti m u l a t e d si g n a li n g p r o m o ti n g th e

mi g r a ti o n o f i n v a si v e h u m a n c a r ci n o m a c ell s . C a n-

c e r R e s 6 1 : 7 0 7 9- 7 0 9 0 , 2 0 0 1 .

2 2) Si e g D J , H a u c k C R , L li c D , K li n g b eil C K , S c h a e f e r

E
,
D a m s k y C H , S c h l a e p f e r D D : F A K i n t e g r a t e s

g r o w th f a c t o r a n d i n t e g ri n sig n a l s t o p r o m o t e c ell

m i g r a ti o n . N a t u r C ell B i o 1 2 : 2 4 9- 2 5 6 , 2 0 0 0 .

2 3) U e k i K , M i m u r a T , N a k a m o t o T , S a s a k i T , A i z a w a

S
,
H i r a i H

,
Y a n o S

,
N a r u s e T , N oji m a Y : I n t e g ri n-

m e d i a t e d si g n a l t r a n s d u c ti o n i n c e ll s l a c k i n g f o c a l

a d h e si o n k i n a s e p 1 2 5
F A K

.
F E E S 4 3 2 : 1 9 7- 2 0 1 , 1 9 9 8 .

2 4)

2 5)

2 6)

2 7)

2 8)

2 9)

3 0)

3 1)

3 2)

3 3)

3 4)

3 5)

3 6)

3 7)

P a l e c e k S P
,
L o ft u s J C , G in sb e r g M H , L a u ff e n b u r g e r

D A
,
H o r w it z A F : I n t e g ri nllig a n d b i n d in g p r o p e rti e s

g o v e r n c ell m ig r a ti o n s p e e d t h r o u g h c ell- s u b s t r a t u m

a dh e si v e n e s s . N a t u r e 3 8 5 ( 6 6 1 6) : 5 3 71 5 4 0 , 1 9 9 7 .

F ri e d l P
,
B r 6 c k e r EI B , Z a n k e r K S : I n t e g ri n s , c e ll

m a t ri x i n t e r a c ti o n s a n d c ell m l g r a ti o n st r a t e g i e s :

F u n d a m e n t al diff e r e n c e s i n l e u k o c y t e s a n d t u m o r

c ell s . C ell A d h e s C o m m u n 6 : 2 2 5- 2 3 6 , 1 9 9 8 .

D a n e n E Ii J , L a f r e n i e R M , M iy a m o t o S , Y a m a d a K :

I n t e g ri n si g n ali n g : C y t o s k e l e t a l c o m p l e x e s , M A P

k i n a s e a c ti v a ti o n
,
a n d r e g u l a ti o ll O f g e n e e x p r e s si o n .

C ell A d h e s C o m m u n 6 : 2 1 7- 2 2 4 , 1 9 9 8 .

H u gh e s P E , R e n s h a w M W , P f a ff M , F o r s yt h I ,
K ei v e n s V M

,
S c h w a rt z M A

,
G i n s b e r g M H : S u p p r e sI

si o n o f i n t e g r l n a C ti v a ti o n : A n o v e l f u ll Cti o n o f a

R a s/ R a f-i n d u c e d M A P k i n a s e p a t h w a y . C β// 8 8 :

5 2 1- 5 3 0 , 1 9 9 7 .

H u g h e s P E , O e r tli B , Ⅲ a n s e n M , C h o u F L , W ill u m -
s e n B M

,
G in s b e r g , M H : S u p p r e s si o n o f i n t e g ri n

a c ti v a ti o n b y a c ti v a t e d R a s o r R a f d o e s n o t c o r r e-
l a t e w ith b u l k a c ti v a ti o n o f E R R M A P k i n a s e . M o I

B i oI C ell 1 3 ( 7) : 2 2 5 61 2 2 6 5 , 2 0 0 2 .

B a u m a n ll B
,
W e b e r C K

,
T r o p p m a i r ∫, W h it e si d e S ,

I s r a el A
,
R a p p U R , W i rt h T : R a f i n d u c e s N F- K B b y

m e m b r a n e s h u t tl e k i n a s e M E K K l
,
a s lg n a li n g p a th-

w a y c riti c al f o r t r a n sf o r m a ti o n . P r o c N a il A c a d S ci

U S A 9 7 ( 9) : 4 6 1 5- 4 6 2 0 , 2 0 0 0 .

P e a r s o n G
,
B u m e i s t e r R

,
H e n r y D O , C o bb M H ,

W hit e M A : U n c o u p li n g R a fl f r o m M E K l/ 2 i m p a i r s

o n l y a s u b s e t o f c e ll u l a r r e s p o n s e s t o R a f a c ti v a ti o n .

I B i o I C h e m 2 7 5 (4 8) : 3 7 3 0 3- 3 7 3 0 6 , 2 0 0 0 .

S o n d e r m a n n H
,
D o gi e D , P e s c h M ,

A u m aill e y M :

T a r g e ti n g o f c yt o s k el et a l li n k e r p r o t ei n s t o f o c a l

a d h e si o n c o m p l e x e s i s r e d u c e d i n 丘b r o bl a s t s a d h e r-
i n g t o l a m i n i n- 1 w h e n c o m p a r e d t o 丘b r o n e cti n . C ell

A d h e s C o m m u n 7 : 4 3- 5 6 , 1 9 9 9 .

K l e m k e R L
,
C ai S

,
G i a n n i n i A L

,
G a ll a g h e r P J , d e

L a n e r o ll e P
,
C h e r e s h D A : R e g u l a ti o n o f c ell m o tilit y

b y m it o g e n- a c ti v a t e d p r o t ei n k in a s e . I C e ll B i o l 1 3 7

( 2) : 4 8 1- 4 9 2 , 1 9 9 7 .

Z h a n g X , C h a tt o p a d h y a y A , Ji Q S , O w e n J D , R u e st

P J , C a r p e n t e r G , H a n k s S K : F o c a l a d h e si o n k i n a s e

p r o m o t e s p h o s p h oli p a s e C-g a m m al a c ti vi t y . P r o c

N a il A c a d S ci U S A 9 6 ( 1 6) : 9 0 2 ト90 2 6 , 1 9 9 9 .

R i dl e y A J , P a t e r s o n H F , J o h n st o n C L D i e k m a n n D ,
H a ll A : T h e s m a ll G T P-bi n d in g p r o t e i n r a c r e g u-
l a t e s g r o w t h f a c t o r-i n d u c e d m e m b r a n e r u 租i n g . C ell

7 0 ( 3) : 4 0 1- 4 1 0 , 1 9 9 2 .

R i d l e y A J , H a ll A : T h e s m a ll G T P-b i n di ll g p r O t e i ll

r h o r e g u l a t e s t h e a s s e m bl y o f f o c a l a d h e si o n s a n d

a ct in s t r e s s fi b e r s i n r e s p o n s e t o g r o w t h f a c t o r s . C ell

7 0 ( 3) : 3 8 9- 3 9 9 , 1 9 9 2 .

F u k a t a Y
,
K i m u r a K

,
O s h i r o N

,
S a y a H , M a t s u u r a

Y
,
K a ib u c h i K : A s s o c i a ti o n o f th e ll l y O Si n -b i n d i n g

s u b u n it o f m y o si n p h o s p h a t a s e a n d m o e si n : D u a l

r e g u l a ti o n o f m o e si n p h o s p h o r yl a ti o n b y R h o-

a s s o ci a t e d k i n a s e a n d m y o si n p h o s p h a t a s e . I C e ll

B i o 1 1 4 1 (2) : 4 0 9- 4 1 8 , 1 9 9 8 .

P o lt e T R
,
B a n k s S K : C o m pl e x e s o f f o c a l a d h e si o n



E G F I n d u c e d C ell M i g r a ti o n a n d C y t o s k e l e t al O r g a n i z a ti o n 4 1

k i n a s e ( F A K) a n d C r k - a s s o ci a t e d s u b s t r a t e ( p 1 3 0
C a s

)

a r e el e v a t e d i n c yt o s k el e t o n -

a s s o c i a t e d f r a c ti o n s

f oll o w i n g a d h e si o n a n d S r c t r a n sf o r m a ti o n . R e q u i r e
-

m e n t s f o r S r c k i n a s e a c ti v it y a n d F A K p r oli n e - ri c h

m o tif s . I B i o I C h e m 2 7 2 : 5 5 0 ト5 5 0 9 , 1 9 9 7 .

3 8) H a u c k C , H si a D A , S c h l a p f e r D D : F o c a l a d h e si o n

k i n a s e f a c ilit a t e s p l a t e l e トd e ri v e d g r o w t h f a c t o r- B B-
s ti m u l a t e d E R K 2 a c ti v a ti o n o f v a s c u l a r s m o o th

m u s c l e c ell s . I B i o I C h e m 2 7 5 (5 2) : 4 1 0 9 21 4 1 0 9 9 ,

2 0 0 0 .

3 9) R i c h a r d s o n A , M a li k R K , Ⅲild e b r a n d J D , P a r s o n s

J T : I n hi b iti o n o f c ell s p r e a di n g b y e x p r e s si o n o f t h e

C-t e r m i n a l d o m a i n o f f o c a l a d h e si o n k i n a s e i s r e s
-

c u e d b y c o e x p r e s si o n of S r c o r c a t a l y ti c i n a c ti v e

F A K : a r ol e f o r p a x illi n t y r o si n e p h o s p h o r y l a ti o n .

M o I C ell B i o 1 1 7 ( 1 2) : 6 9 0 6- 6 9 1 4 , 1 9 9 7 .

4 0) P o k o r n a E , J o r d a n P W , 0
'

N e il C H
,
Z i c h a D

,
G ilb e r t

C S
,
V e s el ey P : A c ti n c y t o s k el e t o n a n d m o tilit y i n

r a t s a r c o m a c ell p o p u l a ti o n s w it h di ff e r e n t m e t a s-

t a ti c p o t e n ti a l . C ell M o til Cy t o sk elet o n 2 8( 1) : 2 51 3 3 ,
1 9 9 4 .


