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論文内容の要旨

〔目的〕

人表皮細胞の体外培養において，ケラチノサイトは増殖，成熟し，ほぼ完全に近い角化を営み，また

この培養において，増殖したケラチノサイトは重層して生体の表皮に相当する構造を有したシートを再

構成することが認められている。過去に Voorhees らが表皮ケラチノサイトの異常増殖を示す尋常性

乾癖では， 表皮内 cAMP量が低下していると報告して以来 表皮ケラチノサイトの増殖調節はサイ

クリックスクレオチド系を介してなされると考えられてきている。しかし細胞内 cAMP レベルとケラ

チノサイトの増殖能の関係については異論が多Po 今日，細胞内 cAMP 濃度を高めるものとして種

々の物質があげられる拭中でもコレラ毒素はその効果が最も強い。本研究は上記ケラチノサイトの培

養系を用いて，コレラ毒素を与えることにより培養ケラチノサイト内の cAMP 濃度を上昇させ， そ

の増殖能におよぼす影響を明らかにすることを目的とした。

〔方法と成績〕

1 )培養の経過

健康人の皮膚をトリプシン処理し，表皮と真皮を分離した後，表皮細胞浮遊液を得る。 Eagle 基本

培地に牛胎児血清20% を含む培養液にこの細胞を再浮遊させ， 37"C, 5 % CO2 を含む培養器の中でケラ

チノサイトの培養を開始する。ケラチノサイトの初代培養では，細胞は24時間以内に培養皿の底面に附

着し，数日後には遊走してお互いに接合し島状細胞集団を形成する。培養10日目頃から扇平に伸びたケ

ラチノサイトの聞に小型の多角形の細胞が現れ，やがてこの細胞は増殖しはじめ培養面全体を覆うシ

ートが形成される。更に増殖が進むと，細胞は重層してきて次第に上層と下層の聞に分化が生じてくる。



培養30日目頃になると，細胞層の表面から角化細胞が脱落し浮遊するようになる。培養50日頃になる

と，細胞は変性しはじめシート自体に破れ目が生じ，増殖能をもっと思われる細胞は認められなくなっ

てくる。

2) コレラ毒素 (CTX) を加えることによる培養ケラチノサイト内 cAMP濃度の変化

培養皿を覆い重層しはじめた増殖期の培養ケラチノサイトにCTX を 10- 14 ~10-8 M加え， 6 時間処理

した後 PBS で洗い， 6%TCA を加えてホモジェナイズした後遠沈し，上清から cAMP を抽出したO

cAMP 濃度の測定は Steiner らの radioimmunoassay に従った。対照群に比べ， CTX を加えた後

の培養ケラチノサイト内 cAMP量は，加えたCTX の濃度に依存し，上記の広い濃度幅で，単位蛋白

当り 80倍から 200倍の増加を呈した。同様の方法で増殖期に CTX を 10- 10 M加えた後， 培養ケラチノ

サイト内 cAMP濃度の時間的変化を測定した。約 1 時間の lag period の後，急速に上昇し， 3 ~48 

時間にわたり加える前の100倍以上の高値を保った。細胞数の少い疎な培養初期 重層しはじめた増

殖期，および比較的後期の培養ケラチノサイトに CTX を 10- 10 M加え， 24時間後に cAMP濃度を測

定したところ，いずれの培養時期でも CTX への反応性はほぼ同様で、約100倍の増加を呈した。

3) 培養ケラチノサイトの増殖能におよぼす CTX の影響

少数のケラチノサイト(105 個を60X15mmの tissue culture dish) で培養を開始し，培養 3 日目

から CTX 10-10 M を加えて，その後 3 日毎に CTX を含む培養液を新しく交換していくと， 2 週間で

対照群に比べてコロニー形成は明らかに促進された。しかし比較的多数のケラチノサイト( 8 X105 個)

から培養を開始して CTX10- 10 M を加え，経時的に細胞数の増加を測定した場合， CTX は培養初期に

は増殖を促進するが，細胞がシートを形成して培養皿を覆い重層しはじめる頃になるとむしろ抑制的

に働くようになった。平行して培養皿あたりの DNA 量，蛋白質量を測定したが，増殖期ではいずれ

も対照群に比して抑制されていた。また増殖期に入ってから CTX を加えはじめると， CTX によっ

てその後の細胞増殖は抑制された。 CTX の培養ケラチノサイトの DNA 合成への影響を調べる為に，

培養初期，および増殖期に CTX 10-io M を短時間 (12時間および24時間)作用させ，その後 3H-TdR

でパルスラベルし， 3H-TdRの培養ケラチノサイトへのとり込みを液体シンチレーションカウンターで

測定した。培養 7 日目(初期)では CTX を作用させた場合， 3H-TdR のとり込みは単位 DNA 量あた

り対照群の 2 倍に増加していた。しかし培養20日目(増殖期)では対照群に比して有意に低下してい

たO

〔総括〕

1) CTX10-14~10-8M作用させると培養ケラチノサイトの cAMP 濃度は対照群の100倍程度に増加

し，加えてから 48時間までそのレベルを維持していた。またいずれの培養時期でも CTXを作用させた

後のcAMP 濃度の上昇程度に差を認めなかった。

2) cAMP 濃度が上昇することによる培養ケラチノサイトの増殖能におよぼす CTX の影響は，初期

の疎な培養条件下では増殖を促進し，細胞が増殖し過密状態になった培養条件下では，むしろ抑制す

るという二相性の作用を示した。
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論文の審査結果の要旨

培養ケラチノサイトにおいて細胞内 cAMP 濃度，増殖能におよぼすコレラ毒素の影響を検討した。

その結果，コレラ毒素は培養のいずれの時期においても cAMP の上昇をきたすが，細胞数， 3H-TdR 

のとりこみは，初期では促進し，増殖期ではむしろ抑制するというこ相性の効果を示した。以上のこ

とから，培養細胞レベルで表皮の増殖と分化につき有意義な示唆を与えた論文であり，学位授与に値

する。
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