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論文内容の要旨

( 目的 ) 

EGF ファミリーに属する TGF-alpha、 amphiregulin (AR) 、 heparin-bindingEGF-like growth factor(HB-EGF) 、

epiregulin などの細胞成長因子が表皮ケラチノサイトの増殖の制御に重要な働きを担っている。これらは表皮ケラチ

ノサイトの培養系においてオートクリン増殖因子として EGF 受容体に結合し作用する。 HB-EGF は TGF-alpha 、

AR と同様に膜貫通ドメインをもった prepro 型として合成され pro 型(膜結合型)として細胞表面に発現し酵素によ ゆ

るプロセッシングを受け s 型(分泌型)となりオートクリン増殖因子として作用する。また HB-EGF は pro 型(膜

結合型)も CD9 と結合してジャクスタクリン(juxtacrine) 増殖因子として表皮ケラチノサイトの細胞増殖を促進す

ることを培養系において明らかにした。(参考文献 2. )しかし in vivo における pro 型 HB-EGF の生物学的作用は

明らかにされていなし、。この論文の目的は pro 型 HB-EGF を特異的に認識する抗体と pro 型と s 型の両者を認識す

る 2 種類の抗体を用いて 1. 正常ヒト皮膚における pro 型 HB-EGF、 CD9 の局在を免疫組織学的に明らかにするこ

と。 2. 正常ヒト皮膚において pro 型 HB-EGF と CD9 の共存 (coexpression) を蛍光抗体一重染色を用いて調べる

こと。 3. HB-EGF と CD9 の発現を乾癖病変部、非病変部で免疫組織学的に比較検討することにより表皮の増殖充

進を特徴とする炎症性角化症の一つで、ある尋常性乾癖における HB-EGF の意義を解明することである。

( 方法 ) 

(試料) 10 名の正常ヒト皮膚及び 10 名の乾癖患者皮膚:無治療の病変部と近傍の非病変部。半切して凍結ブロック

とパラフィンブロックを作成。(抗体)抗 HB-EGF 抗体:抗体 H-1 は HB-EGF 前駆体の C 末端アミノ酸(185'"'-'208

番目)からなる合成ペプチド H-l で、抗体 H-6 は HB-EGF 前駆体の分泌部を含むアミノ酸 (54'"'-'73 番目)からな

る合成ペプチド H-6 でウサギを免疫し作成。抗体 H-1 は proHB-EGF (膜結合型)を、抗体 H-6 は proHB-EGF (膜

結合型)と s 型(分泌型)を特異的に認識する。いずれも IgG 分画のみに精製し使用。抗 CD9 モノクロナル抗体:

ME101 (The Binding Site Institute ofResearch & Development 社)

(1)免疫組織染色

免疫組織染色は avidin-biotin streptavidin-alkaline phosphatase 法にて行った。

HB-EGF の検出にはパラフィン切片を、 CD9 の検出には抗体の反応性から凍結切片を使用した。正常ヒト皮膚及

び乾癖皮膚の薄切切片に 1 次抗体(抗体 H-l 、 H-6 、 ME101) をそれぞれ反応させた後、 2 次抗体と反応させ
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avidin-biotin streptavidin-alkaline phosphatase 法にて発色検出した。反応の特異性は陰性対照として正常ウサギ

IgG、マウス IgG との反応性及び予め過剰な抗原 (H-1 、 H-6) と反応させる吸収試験にて確認した。

(2)蛍光抗体二重染色法

正常ヒト皮膚の凍結切片を用いて、抗 proHB-EGF 抗体 (H-1) 、ローダミン標識抗ウサギ抗体、抗 CD9 モノクロ

ナル抗体、 FITC 標識抗マウス抗体の順に反応させた後蛍光顕微鏡にて観察した。

( 成績 ) 

1. 正常皮膚における proHB-EGF、 CD9 の局在

抗体 H-1、抗体 H-6 を用いた染色結果は一致しており表皮全層に発現が認められた。このことから正常表皮では

HB-EGF は pro 型で存在する。 proHB-EGF の局在は基底層では細胞膜部に、分化した有線層では細胞質に染色され

た。また CD9 も表皮全層に発現し、局在は細胞膜と細胞質であり基底層に強く表層に行くに従って減弱していた。

また真皮の線維芽細胞、内皮細胞、立毛筋、汗腺にも proHB-EGF、 CD9 の発現を認めた。

2. 蛍光抗体二重染色による proHB-EGF、 CD9 の発現

蛍光抗体二重染色では proHB-EGF、 CD9 の発現パターンは類似しており主として表皮の細胞聞に認められた。細

胞膜部に proHB-EGF と CD9 が共存していることを示唆する。

3. 乾癖病変部、非病変部における proHB-EGF、 CD9 の発現

乾癖病変部では非病変部に比べて proHB-EGF の発現の増強がみられるが、 CD9 は病変部、非病変部で明らかな差

を認、めなかった。

( 総括 ) 

乾癖病変部の細胞は in vitro に移すと正常化するため病態におけるケラチノサイト異常増殖と増殖因子との関係を

調べるには患者組織を用いた研究が不可欠となる。

本研究では以上の結果より HB-EGF が正常皮膚において膜結合型として存在し CD9 と共通の局在性を示し invivo 

においてもジャクスタクリン、オートクリン増殖因子としてケラチノサイトの細胞増殖の制御に関与している可能性

を示唆すると共に乾癖病変部では HB-EGF の発現充進を認め乾癖表皮ケラチノサイトの細胞増殖充進に TGF-alpha

や AR と共に一役を担っている可能性が考えられた。

論文審査の結果の要旨

HB-EGF は膜貫通ドメインをもった prepro 型として合成され pro 型(膜結合型)として細胞表面に発現し酵素に

よるプロセッシングを受け s 型(分泌型)となり EGF 受容体に結合しオートクリン増殖因子として作用する。また

HB-EGF は pro 型(膜結合型)も CD9 と共存してジャクスタクリン増殖因子として表皮ケラチノサイトの細胞増殖

を促進することが培養系において明らかにされた。しかし in vivo における pro 型 HB-EGF の作用はまだ明らかでな

い。一方、尋常性乾癖は慢性難治性皮膚疾患の代表的存在の 1 つで、表皮の異常な増殖克進を特徴とするが、その原

因やメカニズムはまだ不明の点が多い。乾癖病変部の細胞は in vitro に移すと正常化するため病態におけるケラチノ

サイト異常増殖と増殖因子との関係を調べるには患者組織を用いた研究が不可欠となる。

この論文は pro 型 HB-EGF を特異的に認識する抗体と pro 型と s 型の両者を認識する 2 種類の抗体を用いて正常

ヒト皮膚における pro 型 HB-EGF 、 CD9 の局在と共存を免疫組織染色と蛍光抗体二重染色を用いて明らかにし、

HB-EGF と CD9 の発現を乾癖病変部、非病変部で免疫組織学的に比較検討したものである。

本研究では HB-EGF が正常皮膚において膜結合型として存在し CD9 と共通の局在性を示し ln V1VO においてもジ

ャクスタクリン、オートクリン増殖因子としてケラチノサイトの細胞増殖の制御に関与している可能性を示唆すると

共に乾癖病変部では HB-EGF の発現克進を認め乾癖表皮ケラチノサイトの増殖充進に TGF-alpha や amphiregulin

と共に一役を担っている可能性を示した。以上の成果は乾癖病態の解明に新たな知見を加えたものとして学位論文に

値すると考える。
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