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論文内容の要旨

表皮においてへミデスモソームは基底細胞と基底膜を結びつける重要な役割を担っている｡へミデスモソーム

を構成する主な分子として,a6β4インテグリン･180kDa類天痘瘡抗原(BPAG2)･230kDa類天痘瘡抗原

(BPAGl),HDl/プレクチン等が挙げられる○表皮の創傷治癒の際,これらへミデスモソームを構成する分子

が,分解と形成を繰り返し,その結果,水平方向へと移動していくと推測される｡また･癌細胞の転移の過程に

ぉいても,,へミデスモソームが深く関与していると考えられる｡今回,humansquamous･CarCinomicellline

(DJM-1)を用い,12-0-tetradecanoylphorbol-13-aCetate(TPA)を添加･または培養Ca2+濃度を低濃度か-ら

正常濃度にスイッチアップさせ,プロテインキナーゼCを活性化することによって･へミデスモソームの構成要

素の1つであるBPAGlの細胞内における分布の変化を免疫プロット法と免疫蛍光抗体疎により検討した｡

材料及び方法

BPAGlに対するモノクロナール抗体としてはmAb-A17を,培養細胞としてはhuman squamous carcinoma

cellline(DJM-1)を用いた｡

培地にTPA添加(50ng/ml),またはCa2･濃度をスイッチアップ低(0･07mM)→正(1･87mM)させた後･

pBS可溶性画分(細胞質画分),TritonX-100可溶性画分(膜画分)･TritonX-100不溶性画分(細胞骨格画分)

とに分けた試料と,細胞全体のホモジュネートに関して,免疫プロット法を行い･検討した0これらの処理に対

する反応がPKCの活性化あるいは蛋白合成に起因しているかを確認するために･それぞれ即(PKCの選択的阻

害剤)40FLMを30分間前処理とcyclohexamide(蛋白合成阻害剤)70FLMを30分間前処理を行った0さらに,

TPA添加におけるBPAGlの細胞内分布の変化に関しては,免疫蛍光抗体法を用い,形態学的にも検討した0

結果と考察

低Ca2･濃度でのDJM-1細胞では,BPAGlは細胞質画分･膜画分･細胞骨格画分いずれにも検出されたが,正

ca2+濃度では細胞質画分と細胞骨格画分だけにしか検出されなかった0正Ca2+濃度での培養細胞をTPA処理す

ると10分で,BPAGlは細胞質画分から膜画分へと完全に移動した0この変化はH7によっって阻害された0更に,

TPA処理後,30分から4時間後,BPAGlは細胞骨格画分でのみ検出された｡免疫蛍光抗体法による形態学的観察

では,TPA処理によって,BPAGlは細胞質から明らかに減少し･細胞接着部分に線状パターンを示したムーー方,

低から正Ca2･濃度にスイッチアップさせると,4時間嵐BPAGlは細胞質画分でも,膜画分でも明らかに増加

した｡この反応はH7やcyclohexamideによって,阻害された｡
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これらの結果より,TPA添加やCa2+濃度のスイッチアップによるBPAGlの膜画分の増加はPKC活性を介する

ものであるということが推測される｡

細胞全体では,TPA処理後4時間までBPAGlは漸減していくが,一方,Ca2+濃度のスイッチアップでは4時間

までは漸増し,72時間で正常Ca2+濃度時の量に戻った｡TPA処理によってはBPAGlは合成されることなく,細

胞質に貯蔵されているものが膜へと再分布されると考えられるが,Ca2十濃度の変化では,膜への移動とともに,

BPAGlの合成もみられたと推察された｡このことより,BPAGlの合成にはPKC以外のシグナルも関与している

と推測される｡

論文審査結果の要旨

申請者 松岡百合子は,へミデスモソームの分解と形成過程における,へミデスモソームの構成分子の一つで

あるBPAGlの制御に関して,PKCが関与することを始めて示した｡.

この研究成果は,皮膚科学め基礎的研究の分野に大きく貢献し,しいては水痘症の診断と治療の発展に寄与す

るものと認める｡
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