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学位論文内容の要旨

I研究目的
  インスリン様成長因子(Ins ulirトlike growth factor； IGF)系は、IGF-I，IG F-IIとその受容体、
およびIGF結合蛋白(IGF binchng protem；IGFBP）からなり、細胞分化、成長調節に重要
な役割を演じている。IGFはendocrme的、さらにはparaCrine／autoばine機序でも、その作
用を発揮していると考えられている。成長ホルモン過剰状態では皮膚の角化層が厚くな
る事が知られている。従来の研究により、ヒト皮膚において、真皮線維芽細胞はIGF―I
を産生し表皮角化細胞の成長を促進するが、表皮角化細胞自身はIGFーIの産生やGH受容
体の発現はないが、IGF‐I受容体を有する事から、真皮線維芽細胞から分泌されたIGF‐I
が表皮角化細胞を調節していると推測されている。一方、IGFBPはIGFの作用に対し、
促進あるいは抑制的に働き、細胞の成長、分化に関与していると考えられている。現
在までに6種類のIGFBP（1名）が発見されているが、真皮線維芽細胞ではそのうち少なく
とも4種類のIGFBPを産生している。しかし、表皮角化細胞におけるIGFBPの産生につ
いては未だ明らかではない。本研究fま、ヒト表皮角化細胞におけるIGFBPの産生の有無、
ま た 皮 膚 の 成 長 調 節 に お け る IGFBPの 役 割 を 明 ら か に す る こと を 目 的 と し た 。

II方法
  ヒトの前思春期男児の包皮より得た組織を用い、牛下垂体抽出物(bovine piuitary
extract； BPE)及び上皮成長因子(epidermal gjowth factor； EGF)含有の無血清培養液（以下
complete me dium)により表皮角化細胞培養系列を確立した。培養液中のIGFBPの解析は
Westem ligand blot (WLB)法で行い、さらにIGFBP-2，‐3についてそれぞれの特異抗体で免
疫沈 降後 にWLB法 を行 い蛋 白の同 定を 行っ た。 また IGFBP-I， ，3，・6に関しては
rachoimmunoassay (RIA)法を用いて定量した。Messenger RNA (mRNA)の検出は培養細胞
を用い、IGFBP―1から石のcDNAをprobeとしてNorthem blot法で行った。また一部の
IGFBPの存在を確認するためにBPE，EGF除去培養液（以下growth factor・free medium)で同
じく無血清下で表皮角化細胞を培養した。

m結果
  Complete mediumで培養した表皮角化細胞の培養液をWLB法でIGFBPの解析を行った
ところ、分子量24 kD，32 kD，34 kDおよぴ37-42 kDの複数のIGFBPのbandが認められた。
またそのbandの出現パターンは継代培養の回数で変化した。すなわちearly゙  passage
(primary - 4th passage)では24kD，32kD及び34 kDのIGFBPのbandが主に認められ、ま
たlate passage (7th - 10th passage)では24kD，32kD，34 kDに加え37‐42 kDのbandが特に強
く認められた。IGFBP・2，‐3の特異抗体を用いてba ndの同定をしたところ、early passage
の32kDのbandはIGFBP―2と同定された。しかし37 -42kDに相当するIGFBP―3は認められ
なかった。さらにより感度の高い心A法でIGFBP―1，―3，‐6について検討したところearly，
lateともにIGFBP-3，―6が検出され、特にlate passageに著明に検出されたが、IGFBP-1は
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eady，lzte共に検出されなかった。IGFBP-3の存在を明確にするためgrowth factor-freeの
条件下でearly passageの培養液をWLB法で調べたところ、明らかな37-42kD (IGFBP-3）
と24kD (IGFBP-4)の蛋白を認め，IGFBP―3の存在が確認された。mRNAに関しては、
complete mediumにて培養したearly passageの培養細胞においてIGFBP-1，－2，‐4，．6の
mRNAは検出され、特にIGFBP‐2、・4mRNAを強く認めたが、IGFBP―3，―5に関しては認
められなかった。

IV考案
  ヒト表皮角化細胞におけるIGFBPの産生及ぴそのmRNAの存在を、WLB，免疫沈降，
RIAとNorthem blot法との組み合わせで検討し、ヒトの表皮角化細胞は4種類のIGFBP
(-2，－ 3，・ 4，-6)を産 生 する こ とを 今 回の 研 究で 初めて明ら かにした。
  IGFBP-1に関しては、28 kDの位置に弱いbandが、またmRNAがわずかに認められた
が、感度の高いRIA法では検出されなかった。IGFBP-1の産生の有無について今後の検
討が必要である。WLB法で見られた32kDのbandは、免疫沈降法にてIGFBP-2と同定し、
さらにmRNAの発現も確認しえた。IGFBP4は分子量が24kDと、他のIGFBPよりかけ離
れて小さいこと、またmRNAを検出しえたことよりIGFBP4は存在すると考えられた。
IGFBP→5に関しては、通常30kDの分子量を示すが、WLB法ではbandが確認できず、さら
にmRNAも検出できなかったので、角化細胞はIGFBP・5を産生しないと考えられた。
WLB法での34 kDのbandは分子量からIGFBP-6が考えられ、RIA法とmRNAの存在か
ら確認しえた。IGFBP－3に関しては，complete mediumを用いた際、WLB法でearly
pass ageでbandが認められず、また免疫沈降法でも同定できず、mRNAも認められなかっ
たが、感度の高いR亅A法では検出できた。さらにgrO丶Vth・raCtor肌ernedumを用いて検討
したところ、WLB法にてearlypaSSageにIGFBP・3を確認できた。このことはmedium中
の growmfactorが IGFBP－ 3の 産 生 を 調 節 し て い る こ と を 示 唆 す る 。   ．
  以上、ヒト皮膚において、表皮角化細胞5よIGFBP‐2，‐3，4，－6を産生する事が明らか
となった。一方、真皮線維芽細胞｜よIGFBP‐3，‐4，―5，‐6を産生することが既に知られて
おり、このことからIGFBP－2は角化細胞に、IGFBP．5は線維芽細胞に特徴的な分子で、
他のIGFBPは両者に共通して存在するといえる。この事実をふまえると、共通の
IGFBP‐3，‐4，―6は真皮線維芽細胞で産生されるIGFーIを表皮角化細胞ヘ輸送するとぃう
役割を担い、IGFBP－2とIGFBP－5はそれぞれ表皮，真皮の細胞表面で、IGF－IのIGF受容
体への結合に何らかの関与をしている可能性が考えられる。
  今回の実験で角化細胞は独自のIGFBPを産生し、その産生は培養条件、継代培養の回
数に依存することが示された。この継代回数依存性のIGFBPの変化は細胞の加齢による
変化に起因するものか、また同じく継代培養の回数に依存し、角化細胞表面に存在する
インテグリン接着分子発現との間に何らかの関係があるか否かの研究カ泌要と思われる。
IGFBPの働きはヒト皮膚においてIGF‐Iの輸送、また細胞表面でのIGF―Iの受容体への
引き渡しなどに関与していると考えられるが、ヒト皮膚においてEGF、6boHaStgrow出
伍dor，ロanSfor襾nggro丶vthFadorなど様々な成長因子が細胞の分化に関与していると思わ
れ、それらのgrowmfactorとIGFBPとの関連は興味深い。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Identification of insulin― like growth factor binding
    l  ●   ・   J●   」
protelnSCulturedhumanepldermalkeratlnOCyteS．
    1′
（ ヒ ト 皮 膚 角 化 細 胞 に お け るイ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 結 合 蛋 白 の 同 定 ）

    インスリン様成長因子(Insulin-Iike growth factor：IGF)系は、IGF．I，IGF‘IIとその

受容体、およびIGF結合蛋白(IGF binding proCeiri： IGFBP)からなり、細胞分化、成長

調節に重要な役割を演じている。従来の研究により、ヒト皮J1埼において、真皮線維芽

細胞はIGF．Iを産生し表皮角化細I胞の成長を促進すろことが知られていろが、表皮角化

7剛包自身はIGF．Iの産生やGH受容体の発現はない。しかし、IGF．1受容体を有する事か

ら、真皮線維芽翁0胞から分泌されたIGF・Iが表皮角化細胞を訓節していろと推測されて

いる。一方、IGFBPはIGFの作用に対し、促進あるいは抑制的にf勘き、ネm胞の成長、分

化に関与していると考えられている。現在までに6種類のIGFBP(1・6）が発見されてい

るが、典皮線維芽縦llJ泡ではそのうち少なくとも4種類のIGFBPを産生している。しか

し、表皮角化荊‖胞におけるIGFBPの産生については未だ1川らかではない。本研究は、ヒ

ト表皮門化XI‖胞におけるIGFBPの産生の有無、また皮膚の成長訓。bにおけるIGFBPの役

割を明らかにすろことを目的とした。

［方法］ヒトの前思春jW男児の包摩より得た組織を用い、牛下垂体抽fn物（bovine

piCuicary extlIact： BPE)及び上皮成長因子(epidei-mal gIIowch faccoc．： EGF)含有の無Jfn清

培養液（以下complete medium）により表皮角化荊‖胞培養系列を確立した。・培養液中の

IGFBPのm現バターンの解析はWestei'n ligand blot (VVLB)法で行い、それぞれのIGFBP

の同定には特異抗体で免疫沈降後のWLB法で行った。またIGFBP・1．．3．．6に関しては

I・adioinlmunoassay (RIA)法を川いて定量した。゛N~essengec RNA（mRNrY）の検出は培養

細胞を川い、IGFBP．1から・6のcDNAをprobeと．してNoi・thei・nblor法で行った。一部

のIGFBPの行イEを確認すろためにBPE, EGF除去培養液（以下gr・owth factoiI・fl・ee medium）

で1司じくj川『IIff｜‥rで弐皮角化ネlll胞を培養した。

［耕果］Complereエnediu11で培養した表皮′fJ化翁ll胞の培養f伐の¥VLB法で、分予量24

kD．3・ニkD．3-L kDおよび37・J2kDの後教のIGFBPのbandを認めた、．そのbandの出現

/ヽ ターンは制！代培養の匝I数で変化した。すなわちeac．ly passage（prImw）′ー-Irh passage)
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で は ?4kD. 32kD及 び 34 kDの IGFBPの bandが 主 に 認 め ら れ 、 ま た late passage（ 7ch

-10th passage)で は 24kD, 32kD， 34 kDに 加 え 37‘ 42kDの bandが 特 に 蛾 く 認 め ら れ

た‥IGFBP・2，・3の特典抗体の免疫沈降法で、eai一ly passageの32kDl〕a11dはIGFBP・2と同

定したカミ、37，42kDに捫］当するIGFBP・3は認めなカ｀りた。さらにより！姦J攴の尚しゝRIA法

でIGFBP・1．・3．・6について検討したところeal・ly、IlateともにIGFBP3，Gが倹fnされ、

特にlatepassagef二斉IリJ6こ検fuさオLたカミ、IGFBP，1fよeaI．ly、la［eJk（1ニ検fHされなカゝ′」

た‥しかし、g1．owthfactol・・fl・eeの条件下でeal．lypassageの培養液を丶丶rLB法で調べた

ところ、Iリ亅らカゝな3742kD（IGFBP・3）と24kD（IGFBP・4）の蛍I′｜をI忍め，IGrBP，3の存在

が 確 認 さ れ た ‥ mRNAに1矧し ては 、complete111edi川 11に て培 養し たeMlvpassageの培

養荊 ll胞 にお いて IGFBPl． 2，・4，・6の mRNAは検fItされ、特にIGFBP2．4111RNAを強く

認めたが、IGFBP・3．，5に1淵して6よ認められなカ｀りた。以｜｜をまとめろと、ヒト皮J菁に

おいて、犬皮′り化荊‖胞はIGFBP・2，・3，。4，・6を産´｜tすろ－fが｜9Jらかとな´」たーまた、

IGFBP‘3に｜刈して6よ，compIetemediumの培養系ではそのイrイIt6よlIdつピできなしゝカミ、

growCh・factol・fl．eellledlumよ轟捲のeal．lypasSageうをり！することをltlいだしたこのこと

はmedi川111｜のgmwthfactorがIGFBP・3の産′1くをI調節していろことを小｜唆する肌象で、

期fしい発地である、

  Ak4j)r究はヒト太皮ffl化?11[胞の培養系を碓サし、その~IIUYdにおけろIGFBI）のJjt́ I｜及びそ

のmRNAの行イI：を、WLB,免疫沈降、RIAならびにNor・thei'n blot法のネItみ介わせで検討

し、ヒトのぺJ攴角化荊川包は4種類のIGFBP（2，・3，・4，．6）を産/Itすろことを初めてI川ら

カゝにした‘，さらに、IGFBP，3のjさり！にtまmediumlllのgi．owth faCtoiカミそr/）J；t́ I：をI翻負和

していろことを／ ¥litする川匁をI亠いだした。従氷から、rC皮線+~1J13:lllndはIGFBP・3，・

4．・5．，6を産´1こすることがllxに鉗Iられてしゝることカゝら、IGFBP2（よ′fJ化i':lll)l:lに、IGFBP，

5は線維Ar_)WII包に特徴「nな分「．であろことを/J ¥iiLする。，

  以I｜、ホ研究は)災J帯′f亅化荊ll胞のIGFBPi>f::il：、およびそのIlIJ定をij．い、ゴ【U線剰f三2 ~III)YNJ

とは災なろ産′1｜系であろことを19Jらかにした。また、あろflnのIGFBI’の‘さJnがg110w th

factoiIのち巧鶯！を受けろことを1上いだした。IGFBPの働きはヒトJ史J1qにおいてlGF・Iの輸

送、また91Il)D,火mでのIGF・Iの受容体へのりIき渡しなどにI刈Jj．していろとち．えられる

カミ、その6王カ'EGF、fibi・oblastgl、owth factoi゙ ，ti‘ansfo]・nitng g110wtl} factmなと゛様々なJ戊

長【)rとのJ刈jI旦が′J：唆され、皮J帯におけるIGFBPのー世義に′」いて莉fしいむせ川をり‖えた，II

で、ホI論丈は・般「向かつ .f遍的なllr価に耐えろもので、MI：（1欠´．J；’）にmf（すろとャ0｜ピい

たしました‘．
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