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論 文 内 容 要 后

上皮細胞の一つである扁平上皮細胞はその機能の一つとして角化する性質を もっている。角化

とは細胞質にケラチンといわれ る角化蛋白質を生 じ,最 後には核をはじめ,す べての細胞小器官

を失ってケラチン蛋白質で満たされるよ うになり死滅する変化を呼称する。角駕現象は表皮をは

じあとす る正常扁平上皮や上皮性の癌細胞にみられる。現在角化機構に関しては不明な点が多 く,

また角化現象を調べる培養方法も器官培養が多 く用いられ,細 胞 レベルではあまり行なわれてい

ない。

膀胱上 皮は もともと角化 しない移行上 皮であるが,と きと して扁平上 皮化 生をお こし角化す る。

たとえ ば,膀 胱上皮 よ り発生 した癌 では顕著な角 化がみ られ る場合 がある。橋 本等はnitrosamine

と尿 素の存在下でACI/Nラ ッ ト膀胱上皮細 胞を培養する ことによ り,そ の悪性 化に成功 したが,

培 養 系と して確 立 され た膀胱上皮 細胞 は角化す る性質 を示 し,戻 し移植 でも角化傾向の強 い扁平

上皮 癌 を形成す る。また 量nvivoでnitrosamineに よ り誘発 され た同 ラッ トの膀胱癌 由来 の培養

系の細胞 も角化を示す 。そこで 著者 はこれ らの細胞 を用い,角 化現 象を 細胞 レベ ルで検 討す る上

で簡便 な システムを確立 し,そ れを用いて角化指数 を検討す るとともに角化機構 につ いて考 察し,

更 に種 々の薬剤や培地条件 の角化 に対す る影響 を調 べ,ま た細 胞内retinol結 合 蛋 白と角化との

関連性を検討 す るこ とを目的 として実験を行 なった。

1)培 養系膀胱上皮細胞の 角化

直径6c皿 の シ ャー レ内に直径15mの 円型 カバ ース リップを置 き,細 胞 浮遊液(1.5×105個 血 の

5m2を 加 えて24時 間 培養 し,カ バー ス リップ上 に細胞を附着 させ た後,カ バ ース リップを別の

シャー レ(直 径3c皿)に 移 し,標 準培地(EagleMEM+10%fetalcalfserom(FCS))を 加

えて培養 した。培養中 は位相差顕微鏡で細胞 変化 を観察 し,一 定期 間培養後,細 胞 にPapanicol-

aou染 色 を施 した。薬剤及び種 々の組成の試験培地 は新 しい シャー レに移す段階で添加 した 。使

用 した細胞 はN-butyl-N一(4-hydroxybutyl)nitrosamine(BBN)を 飲 料水 に溶か して投与す

ることに よって誘発 したACI/Nラ ッ トの膀胱癌 に由来す る培養系の細胞(BC系)数 種及びin

vitmでBBNやN-buty1-N一(3-carboxypropyl)nitrosamine(BCPN)に タ り確立 された

ACI/Nラ ッ トの膀胱上皮細胞の培養系(BES系)数 種であ る。

細胞 の生育区域 をカバ・一 ス リップ上 に限定 する と細胞は飽 和状態に達 した後接触阻害を示 し,

角 化す る。カバ ース リップ上 で飽 和状態に達 してか ら約2日 で部 分的に角化がは じまる。培養 日

数 が経過す るにつれて,し だいに角化部分 が拡が って最後 には細胞の大部分が角化す る。BC系

7系,BES系6系 について 標準培地中での角化を調べた ところ,全 ての系で角化がみ られたが

その速 度や程度 には差がみ られた。一般的にBES系 の 細 胞が良 好な角化を示 した 。 培養膀胱上
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皮細 胞にPapanicolaon染 色 を施す と角 化 していない細胞 の細胞質 は淡青緑 色に染色 され,ま た

角化細胞は角化の程度 によ り桃色 か ら榿色 に染色 される。染色 標本 につ いて自記 分光 光度 計を用

いて 連続的に吸光度を測定す る と榿色及 び青緑色 に由来す る2つ の 吸収極大 が得 られ る。両者 の

吸光度 の比 を もって角化指 数と した。角化 して いない場合 は角化指 数が1以 下 にな り,角 化の程

度に より角化指数 は大き くなる。角化指数 により角化 の程度を より客観的 にかつ定量 的にあ らわ

す ことができる。

良好な角化を示すBES系 の細胞 を使 って,retinol及 び その誘導体の 角化に及ぼす影響 を調 べ

た。試験 した3系 の うち,2系 においてretinolは 強 力な角化抑制作 用を示 した。す なわ ち,1

㎎/m君 以 上 の濃 度で完全 に角 化が抑制 され た。 しか し,1系 では使 用 した濃 度(10μg/mβ)に

よ る角化抑制 は非常 に軽度 であ った 。細胞系 によ り,retinolに 対 す る感受性 に差が ある ことが

判明 した 。また,試 験 したvitaminA類 の 中ではretinoicacidが 最 も強力な角化抑制作 用を示

した。角化抑制を示す濃度のretinolは 増 殖抑制を 示す ことはな く,retino玉 が 増殖 抑制により角

化を遅 らせ ている可能性は否定で きる。Retino1を 培地 か ら除 去す る と角化 がは じまって くる こ

とか らlretino1の 角 化抑制作 用は可逆 的で あ り,ま た一定期 間培 養後 にretino1を 添 加 した場 合

角 化は抑制 されず,retinolは 角 化過程の早期 に作用 して い ることが示 唆 された。 他 の種 々の薬

剤,す なわち試験 したvitamin,hormone,cychcAMP,anti-oxidant,polyamineな ど に

は角化に対 する顕著な効果 は婆 られ なか った。 しか し,5rhalogenateddeoxyuridineは 強 力

な角化抑制作 用を示 した(後 述)。

角化実験 に使 用する細胞 は通常10%FCS-MEMで 継代 維持 され てい る。角化実験 をFCSの

か わ りに1%bovine忌e}omalbumin(BSA)あ る いは10%newborncalf.serom(NCS)

を加 えて行 な ったところ角化は10%FCS-MEMの 場 合 と同程度 に認 め られた。 しか し,30日

聞以上10%NCS-MEMで 継 代培養 した後 に10%NCS-MEMで 角 化実験 を行 なうと 角化の進 行

は きわめて 遅い。10%NCS-MEMで 培 養 し,10%FCS-MEMで 角 化実験を行 な った場 合角化

は十分認 め られ る。 しか も,,細 胞 の増殖率 はFCS,NCSと も差 はな く.,増 殖の変化によ り,角

化の 進行が促進あ るいは抑制 され ているの ではない。FCSに は 角化を誘導 す る何 らかの物質

が含まれてい ることが考え られ,・10%FCS-MEMで 継 代後NCS,BSAに 変 えても角化がみ ら

れるのはFCSの 効力 が細胞 内に残 ってい るためであろ うと思われ る。

角化細胞 と角化 して いない細胞 のア ミノ酸組成 を比 較 したが両者には大 きな差はみられなかった。

2)Retinolに よ りその角化が抑制 される細胞系 と抑制 されない細胞 系が あ る ことか ら,近 年

vitaminAの 細 胞内mediatorと 考 え られている細胞内retinol結 合 蛋 白(CRBP)が 関 連 してい

ることを予想 して,検 討 した 。腫瘍 組織,正 常肝,腎 及 び培養膀胱上皮細胞の細胞上清を3H-

retinolと イ ンキ ュベー ト後,シ ョ糖密度勾 配遠 心法 によ り分画 して ρRBPの 有 無を調べた 。
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分画後,各 画分の放射活性を測定す ると沈 降係 数2と3.7以 上 の2つ の部位 に放 射 活性 ピー クが

み られ る。2Sの ピー クは過剰の非放射性retinolに よ り消失す ることか ら,こ の ピー ク'は3H-

retinolの 特 異的結合に よる ものであ り,2S部 分 の成分はCRBPで あ ると思われ る。2Sの ピ

ー クはまた
,retinylacetateと も拮抗す るがretinoicacidやretinylpalmitateに よ っては消

失 しない 。一方,3.7S以 上 の ピー クは過剰のretinolに よ り影響を受 けず,こ の ピークは細胞上

清調製時に混入 す る血清アル ブ ミンと思われ,事 実 ラ ッ ト血清 と3H-retinolの 反 応後 にも同様

の ピー クが得 られた。

正常肝,腎 組織及 び全ての細胞系の膀胱癌組織に多量のCRBPが 検 出 され た。培養系の細胞に

おいては,BES20B細 胞 に だけCRBPが 検 出 され たが他の培養系の細胞 には検 出されなか った 。

Invivoの 腫瘍 には多量のCRBPが 存 在 してい るにもかかわ らず,試 験 した培養系の細胞 には

BES20B細 胞 以外CRBPは 検 出されない 。Invivoとinvitroの 環 境の違 いに よ りCRBPの

量 が変化す ることも考 え られ る。CRBPが 確 認で きるBES20B細 胞 はret{nolに よ り角化が抑

制 されたが,CRBPが 検 出されない他 の細胞系はretinolに 対 す る感受性 をほ とん と示 さなか っ

た。ま た,invivoで 多 量のCRBPを 検 出し うるBC47腫 瘍 をinvitroに 移 した直後 の細胞は

その角化がretinolに よ』り抑制 された。以上の ことか ら,CRBPがretinolの 角 化抑制作用の

mediatorと して作 用 してい ることが示唆 され た。

3)5-Halogenated-2'一deoxyuridineの 角 化に及 ぼす影響

Thymidiaeの 誘 導体であ る5-halogenated-3'一deoxyuridineは 様 々な系 におけ る分 化を抑

制 す ることが知 られ てい る。BES20B細 胞 を 用いて角化に及ぼす影響 について検討 した。5-

Bromo-2Ldeoxyuridine(BrdU)は3μg/m4以 上 の濃度で強力な角化抑制作用を示 し,5-

iodo-2Ldeoxyuridine(ldU)も 同様 の作 用を呈 した。5-Fluoro-2Ldeoxyuridine(FdU)

は0,01μg/m2以 上 の濃 度で は細胞毒性を示 し,細 胞の生活力 を保持す る最大濃度 であ る0.05

μg/田2で は対 照と比 較すると角化指 数は小 さいがかな りの程度 の角化がみ られた。

BrdU添 加 培地 で培養 した後,培 地か らBrdUを 除 去する と約2週 聞で角化が進 んで くること

か ら,BrdUの 角 化抑制 作用は可逆的であ り,角 化抑制 状態か らの回復の速 度はBrdUの 濃 度に

依 存 していて,BrdUで の処理 時間には関係 しないと思 われる。培養開始1日 後(growthphase)

に 培 地 にBrdUを 添 加 した場合 は,9時 間後 に加え た場合 と同様に角化抑制がみ ちれ た。しか し,

4日 後(saturationphase)に 加え た場 合BrdUに よ る角化 抑制はみ られ ない。BrdUは 角 化

過 程の早期 に作用 して い ることも考え られる。カバ ース リップ上 の細胞増 殖に対 して3μg/ln4の

BrdUは 抑制 作用を 示さないが,5μg/m沼 のBrdUは 増 殖を対 照の半 分に抑制 した。 細胞の飽

和密度を下げる ことは角 化抑制 に好都合 であるが,3μg/mβ のBrdUで は 増殖抑 制がみ られな

い ごとや増殖 抑制を 示す他 の薬物 では角化抑制 を示 さない ことか ら,飽 和密度を半分に下げる こ
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とが角化抑制の本質的原因 にな ってい るとは考え られ ない 。また,1μg/m6のretinolで は 増殖

に対す る影響はみ られない。5μg/mβ のBrdU添 加 培地か らBrdUを 除 去す ると,対 照 と同程

度 にカバー ス リップ上の細胞飽和密度が回復 した 。ここで もBrdUの 可 逆性 がみ られた 。5μg/m2

のBrdUはDNA合 成 を対照 に比べ培養1日 目で半分 に抑制 した 。Retinolは 培 養3日 以後 におい

て,対 照,BrdU添 加 培地に比べて高いDNA合 成 を維持 した。5μg/m4のBrdUはRNA合 成

について も3日 目までは対照 に比べ抑制 を示す が5日 以降は対 照 より高いRNA合 成 を示 し,一

定 した値を維持 した。Retinolは 対 照 に比 べて高いRNA合 成 を示 した 。

BrdUと と もに過剰のthymidineを 加 え るとBrdUの 角 化抑制 作用は消失 した 。しか し,deo-

xycytidine,deoxyuridingはBrdUに 対 して拮抗作用を示 さなか った 。BrdUがDNA内 に取

り込 まれ ることによ り作用を発現 している ことも考え られ る。また,retino1の 角 化抑制作用は

thymidineに よ り影 響を受けなか った 。Retinolの 他 にBrdUが 培 養膀胱上 皮細胞の角化を抑制

す ることが明 らかにな った。BrdUもretinolの 場 合 と同様 に角化過程の早期 に作用 して いると

思われ,そ の作用は可逆的であ り,し か もretinolと 同 様にDNAが 関 与す るメカニズムで作用を

発現 してい ることが示唆 された。
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審 査 結 果 の 要 旨

角化は扁平上皮に固有の細胞分化,成 熟の過程であり,皮 膚その他の上皮組織の表面構造維持

に役立っている。角化の病的発現としては皮膚の角化症,膀 胱上皮などのleukoplakiaな どがあ

るが,い わゆる扁平上皮癌において も,角 化はその特徴的な組織学的変化として観察 される。

これ らの疾病の治療法の確立には角化の機構を知り,ま た治療薬のスクリーニング系を確立す

ることが必要である。

本研究ではinvitroで 変異 したラット膀胱上皮細胞がinvivo及 びinvitroで よ く角化するこ

とに着目し,ま ずこの細胞を用いての角化の定量的な解析方法の追求が行われた。細胞を円形カ

バーグラス上に播き,多 量の培地中で数 日間培養すると角化がおこる。細胞をパパニコロ染色し

た後に吸収スペ ク'トルを取 り,角 化細胞,生 細胞にそれぞれ由来する吸収極大における吸収度の

比か ら角化の程度を定量化することに成功した。

第2に この方法を用い10数 種の薬物について,角 化への効果が検討 された。その結果,ビ タミ

ンA及 びその誘導体並びに類似体が効率よ く角化を抑制す ることが確認 された。現在 までのとこ

ろ,そ の他の化合物で角化に影響を及ぼす化合物は発見されていない。

第3に ビタミンAの 角化抑制を媒介すると考えている細胞中のビタミンA受 容体の定量的検討

が行われた結果,移 植膀胱癌細胞では受容体量が多 く,培 養系では少いか,ま たは検出されない

ものもあること,並 びにビタミンAは 標的細胞にビタミンA受 容体が存在する場合のみ角化抑制

を示すことなどが明かにされた。

第4に 角化も細胞の分化現象の一つと考え られると,分 化抑制作用を示す薬物はまだ角化抑制

作用 も有する可能性 に基き,代 表的な分化抑制剤であるプロムデオキ シウリジン(BrdU)の 作

用を検討した。予想 した如 くBrdUは 効率よく角化を抑制し,ま たその類以体であるヨー ドデオ

キシウリジンも角化抑制作用を示した。これらの薬物の角化抑制における作用機構が追求 された

結果,DNAへ の作用がその原因であることが明かにされた。

以上の研究は角化の機構の解明及び角化の抑制剰,ま たは促進剤のスクリーニ ングに寄与する

ものであり,博 士論文に値す るものと考えられる。
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