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論文内容の要旨

(目的)

近年，多種の細胞成長因子が表皮細胞の増殖を促進していることが明らかになっている。またその一方でコレラトキ

シンや EDIN (epidermal cell differentiation inhibitor) のような細菌産生物も同様な作用を持つことが知られて

いる。藤井らは腸内細菌である Clostridium perfringens の培養菌体から細胞増殖促進作用を持つ Wound Healing 

Substance (WHS) を発見した。この WHS の創傷治癒に対する有効性については，ラットを用いた背部皮膚欠損倉IJ

の実験でその創傷治癒過程を病理組織学的に観察することにより表皮形成および肉芽形成を促進すること，さらに， in 

vitro の細胞培養系において種々の線維芽細胞の増殖を促進させる作用が確認されている。この創傷治癒に有効な WHS

のヒト表皮細胞に対する増殖促進作用の有無を無血清培養法によるヒト表皮細胞の培養系を用いて検討した。

(方法ならびに成績)

1) WHS のヒト表皮細胞の増殖および DNA 合成に対する効果

WHS がヒト表皮細胞の増殖を促進するかどうかを検討するために，培養ヒト表皮細胞に対する WHS の添加実験

を行った。培養開始3 日目に 0， 1, 5, 10, 20, 50μg/ml の WHS を加えた培養液に交換しその後5 日目に細胞

数を測定した。 WHS の濃度が 5μg/ml のとき最大のヒト表皮細胞増殖促進作用を示した。 DNA 合成能に対す

る影響を methyl-3H-thymidine のヒト表皮細胞への取り込みを測定して検討したところ， WHS の濃度が 5μ

g/ml のとき無添加に比べ 4.8倍の取り込み能の増加が認められた。

2) ヒト表皮細胞の吋 -EGF 結合能に対する WHS の影響

EGF Receptor への影響を検討するため，各濃度の WHS を添加しヒト表皮細胞の吋 -EGF 結合能を調べたが，

どの濃度においてもヒト表皮細胞の lお1- EGF 結合能に変化はみられず， WHS はヒト表皮細胞の EGF Receptor 

には影響を与えないことが示された。

3) EGF と WHS のヒト表皮細胞の増殖に対する相互作用の検討

最初に EGF 単独のヒト表皮細胞の増殖に対する作用を検討した。 0， 0.01 , 0. 1, 0.2ng/ml の濃度では EGF は
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O.Olng/ml でヒト表皮細胞の増殖を 57%促進した。しかし， O.lng/ml 及び 0.2ng/ml ではほとんど影響はな

く 1ng/ml 以上の高濃度ではむしろ増殖を抑制した。次に増殖を最も促進する濃度 5μg/ml の WHS を添加し

たヒト表皮細胞に 0， 0.01 , 0. 1, 0.2ng/ml の EGF を加えて両者の相互作用を検討した。 5μg/ml の WHS と

O.Olng/ml の EGF 濃度で，無添加に比べ 75.7%の増殖促進作用がみられた。この結果は EGF と WHS はその

至適濃度で加えた場合，ある程度相加的作用を有することを示している。

4) TGF 一 β および Vitamine D3 によるヒト表皮細胞の増殖抑制作用に対する WHS の作用

TGF 一 β および Vitamine D3 はヒト表皮細胞の増殖に対し抑制的に作用することが知られている。ヒト表皮細

胞に 0， 0.25, 0.5, 1, 5, 10ng/ml の TGF-ß ， および0， 10-10 , 10て 10- 8 ， 10-¥ 10- 6M の Vitamine D3 を添

加した。 WHS をその至適濃度で加えたが， TGF-β および、Vitamine D3 のヒト表皮細胞に対する抑制作用は影響

を受けなかった。この結果はWHS のヒト表皮細胞の増殖促進作用は TGF 一 β および、 Vitamine D3 によっても制

御されることを示している。

5) WHS のインボルクリン陽性細胞に対する影響

WHS の表皮細胞の分化に対する影響を調べるため，分化のマーカーであるインボルクリン陽性細胞数を検討した。

0, 0.1 , 1, 5, 10, 50μg/ml の WHS を培養上清に加え， 48時間後にインボルクリン陽性細胞数を測定した。コ

ントロール群と WHS 添加群の聞に統計的に有意差はみられず， WHS はインボルクリン陽性細胞数に影響を与えな

かった。この結果は WHS は表皮細胞の分化に影響を与えないことを示唆している。

(総括)

WHS は以上の実験結果より次のような特徴を持つことが示された。

1) WHS はヒト表皮細胞の増殖と DNA 合成能を促進する。

2) WHS は EGF の EGF Receptor に対する結合に影響を与えない。

3) WHS と EGF は至適濃度で添加すると，ヒト表皮細胞の増殖促進にある程度の相加作用がみられる。

4) TGF -ß および Vitamine D3 によるヒト表皮細胞の増殖抑制作用には WHS は影響を与えない。

5) WHS は表皮細胞の分化には影響を与えない。

論文審査の結果の要旨

本論文は細菌 Clostridium Perfringens 由来の細胞増殖促進物質 (420 KDa protein) の表皮ケラチノサイトに

対する作用を検討したものであり， 5μg/ml の濃度で in vivo における表皮ケラチノサイトの増殖を有意に促進さ

せた。この作用は正常表皮の TGF 一 α による増殖促進作用とは無関係であり， TGF-β ， 1, 25 (OH)2 vitaminD3 

による増殖抑制作用にも影響を与えなかった。

本物質の皮膚漬寝治癒促進効果はすでに動物実験で確認されており， in vitro における線維芽細胞増殖促進作用と合

わせて本物質の臨床応用に対し有意義な基礎的知見を提供したものであり，学位に値するものと認める。
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