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論文内容の要旨

活性型 VitaminD3 である 1 ， 25-dihydroxyvitaminD3 [1 ,25 (OH) 2 D3 ]は，血中のカルシウムレベルの調節のみな

らず，細胞の増殖，分化にも重要な役割を演じていることが明らかになってきた。近年皮膚科領域では，難治性疾患

である尋常性乾癖に活性型 VitaminD3 が有効であることが見いだされ，乾癖の病態が炎症と表皮ケラチノサイトの

増殖冗進，分化障害を主徴とすることより，我々は， Vitamin D3 がケラチノサイトにおいてその増殖，分化に大き

く関与すると考えた。

また，癌抑制遺伝子の 1 つである網膜芽細胞腫タンパク (pRB) は， G 1 /GO 期ではリン酸化を受けていない状態

にあるが， G1/8 境界でリン酸化を受け， 8 および G2/M 期では，リン酸化 pRB が優位になる。つまり，脱リン酸

化 pRB が G1/8 移行を抑制することにより，細胞周期，細胞増殖を調節していると考えられている。

我々は，無血清培養法を用いて1 ， 25 (OH) 2 D3 のケラチノサイトにおける細胞周期への作用を明らかにすると共に，

TGF-β が， pRB の脱リン酸化を介して細胞を G1 後期で停止させることが示された事より， TGF-β と同様に 1 ， 25 (0 

H)2 D3 も pRB を介して細胞増殖を調節しているのではないかと考え，解析した。

【方法】

細胞は，正常ヒトケラチノサイトを無血清培地の MCDB153で培養した second passage cell を用いた。

細胞周期の分析では， lx10- 8 M及び， 1x10-6 M1 ,25 (OH) 2 D 3 を培養液中に入れて48時間培養した。一方で， 1x10-6 

M1 ,25 (OH) 2 D3 を添加後，時間経過を追って30時間後まで 3 時間ごとに細胞を採取した。採取する 120分前に培養

液中に10μM5-bromodeoxyuridine (BrdU) を添加し， 370Cで培養した。次にマウス抗 BrdU 抗体， FITC 標識抗マ

ウス IgG 抗体， Propidi um Iodide を用いて染色し， Flow cytometry で分析した。

網膜芽細胞腫タンパク (pRB) のリン酸化の分析では，細胞を Lysis buffer (1% 8D8 , 0.08 M Tris , 10% Glycerol , 

DTT 15.4 mg/ml , Aprotinin 50μg/ml ， Leupeptin 2 1. 2μg/ ml , E-64 10μg/ml)により溶かして，これを 8D

8-PAGE，ウエスタンプロッティング法，及びデンシトメーターを用いて解析した。

【成績】

細胞周期の分析では， lx10- 8 M及び， lx10- 6 M1 ， 25 (OH)2D 3 を48時間添加後， lx10- 8Mでは全く変化が見られなかっ

たのに対し， lx10- 6M では， 8 期の細胞は， 36.4::t 1. 8%から 15.2 ::t 0.7% に減少し， G 1 /GO や G2+M期の細胞は，そ
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れぞれ52.7 士1.2%から 63 .4::t 1. 4%へ， 10.9 ::t 0.8%から 2 1. 5 土 0.6%へ増加した。つまり， G1/GO ， G2+ M 休止が見ら

れた。また， 1x10- 6 M1 ， 25(OH)2D3 を添加後，時間経過を追って細胞周期の変化をみると，添加直後より S 期の細

胞は減少し始め， 18時間以降はほぼ15%以下となっている。

またウエスタンプロッティング法によって， 1x10-6 M1 ,25 (OH) 2 D3 添加後，脱リン酸化 pRB の増加とリン酸化

pRB の減少が確かめられた。同じ方法によって， 10ng/ml TGF-β1 の添加後にも同様の現象が認められた。

【総括】

以上の結果より， 1,25 (OH) 2D3 によって， G1/GO , G2+M 休止が引き起こされ，特に G1/GO 休止は，脱リン

酸化 pRB の増加のために起こっていると考えられる。また最近， 1,25 (OH) 2D3 がTGF-ß 1 の mRNA 量を増加させ

るという報告もあることより， 1,25 (OH) 2 D3 から TGF-β1，さらに pRB へという流れが， 1,25 (OH) 2 D3 の増殖抑

制のメカニズムとして推測された。

論文審査の結果の要旨

難治性皮膚疾患である尋常性乾癖に対する活性型 Vitamin-D3 の有効性が明らかとなり，臨床的に使用され始めた。

本研究は，活性型 Vitamin-D3 の本症に対する作用機序解明を目指して行われたものであり， 1,25 (OH) 2 D3 の正

常ヒトケラチノサイトにおける細胞周期の休止作用，さらにはその増殖抑制には，癌抑制遺伝子の一つである網膜芽

細胞腫遺伝子産物 (pRB) が関与している可能性を示し，活性型 Vitamin-D3 の皮膚疾患への臨床応用に対しての

大きな礎となったものである O

すなわち，本研究により以下のことが示された。

1,25 (OH) 2 D3 は，培養正常ヒトケラチノサイトの細胞周期を G1/GO期及び G2+M 期に休止させる。現在， pR 

B は脱リン酸化 pRB が G1/S 移行を抑制することにより，細胞周期，細胞増殖を調節していると考えられており，こ

の 1 ， 25 (OH)2D3 の G1/GO 期休止作用は， 1,25 (OH) 2 D3 が脱リン酸化 pRB を増加させることによって起こって

いると考えられる。

以上より本研究は活性型 Vitamin-D3 が乾癖表皮ケラチノサイトの過剰増殖を抑えることにより効果を発揮する

可能性を示すとともに， 皮膚と活性型 Vitamin-D3 との関係の一部をも明らかにした価値あるものであり，学位に

値すると考えられる。
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