
う副
脚

"
疑

"

`

「

噺

'晶

蓑 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト'にお け る グ ル コ ー ス トラ ン ス

ポ.._.タ …(Gl⊥fDの 局 在 と機 能 の 検 討
β

(研 究 課 覆番 号08670939)

・∫
・=∵:.5.・f-/'毫

コ き　ロ ロ タ 　 ド ロ

!∵Y-.一'.『 、..'{

平成8年 度 ～平戊10年 度科学研究 費補 助金(基 盤研 究c::、・(2p研 究成 果報告書
'ガ'

・

平 成11年2月

一r
一F:・

一研究代 表者 橋本喜矢
(旭川医科大学医学部皮膚科)

・

も

皇
鷺
◎

・卜



表皮ケラチノサイ トにおけるグル コース トランスポーター
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は し が き

グル コー スは動物細胞 にとって最 も基本的 なエネルギ ー源 で あ り、 これ を細胞 膜 を通過 し

て取 り込 まな けれ ばな らな い。最 近、 グル コース トラ ンスポー ター(GLUT)のcDNAが 相

次 いで単離 され 、蛋 白質の1次 構造 が決定 された。そ の結果 、 グル コー ス トランスポータ
ー は少 な くて もGLUT1～5の5種 類 が存在す る ことが 明 らか にな った。 しか し、表皮ケラ

チ ノサイ トにお いて は グル コー ス トランスポー ター は どのタイ プが存在 してい るか不 明で、

その機能や 皮膚疾患 との関連 も明 らか になって いな い。またケ ラチ ノサ イ トにお けるグル

コース の膜 透過性 に関 して も、そ の機序 は不明で ある。また、表皮 の増殖機構 、及び細胞

動態 とそれ に伴 うグル コー ス取 り込み 、アポ トー シス との関連 にお いて も不 明で ある。そ

こで まず 、組織学的構 築が極 めて ヒ ト表皮 に類似す る豚表 皮器官培養系 を用 いて、豚表皮

ケ ラ トノサ イ トにお けるグル コース の取込 み を、3Hで ラベル した非代謝性糖類 似物質で

あ る2-deoxy-D-glucoseを 用 いて検 討 した。 さ らに実験的表 皮増殖系で あるtape-strippingや

UVB(中 波長 紫外線)照 射 といったinvivoの 系で、 グル コースの取込み を検討 す ると同時に

DNA合 成能 をサイ ミジ ン取 り込 みで、細胞 周期 をフ ローサ イ トメ トリーで検 討 した。ま

た、 グ リコーゲ ン蓄積 性 の増殖性 皮膚疾患 であ る尋常性乾癬 患者 の皮疹部 、無疹部 を採皮

して 、グル コー ス取込 み を検討 した。 またGLUT1～5の モ ノクローナル抗体 によ り、

Westernblotting法 、免疫 組織学 的検 討 によ りその存在証 明 を行 い、GLUTの 局在 も免疫組

織 化学 的 に検 討 した。
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結 果 と考 察

1.豚 表皮 及びASR系 ミニブタ表皮 にお けるGLUT(グ ル コース トランスポー ター)の 局在

と増 殖 との関連

(目 的 と方法)

グル コース は動物細 胞 に とって 最 も基本 的なエネル ギー源で あ り、 これを細胞膜 を通過 し

て取 り込 まな けれ ばな らな い。最 近;グ ル コース トランスポー一ター(GLUT)のcDNAが 相

次 いで単離 され 、蛋 白質 の1次 構造 が決定 され た。そ の結果 、グル コース トランスポー タ
ー は少 な くて もGLUT1～5の5種 類 が存在す る こ とが 明 らか にな った

。 しか し、表皮ケ ラ

チ ノサイ トにお いて はグル コース トランス ポーター は どの タイ プが存在 して いるか不明で 、

その機能や皮膚 疾患 との関連 も明 らか にな って いな い。 またケ ラチ ノサイ トにお けるグル

コースの膜透過性 に関 して も、そ の機序 は不 明で ある。そ こで ミニ ブタ表皮 を用 いて、ケ

ラチ ノサイ トのグル コー スの取 り込み を測 定 し、実験的表 皮増殖系 にお ける取 り込 みの違

いを検 討 し、GLUT1・5の モ ノクローナル 、ポ リク ローナル抗体 を用 いてGLUTの 存在 およ

び増殖 との関連 を検 討 した 。

(結果 と考察)

1)豚 表皮器 官培養 系 を用 いて 、豚 表皮 ケ ラ トノサ イ トにお けるグル コ0ス の取込 み を、
3Hで ラベル した非代 謝性糖類似物質 で ある2 -deoxy-D-glucoseを 用 いて検討 した ところ、時

間依 存性 に取 込みが 充進 したが 、は じめ の30分 間で 、ほ ぼプラ トー に達 し、培養 系にグル
コース を添加 す る と競 合 して 、取込 みが減少す る ことがわか った。 また取込み は、アクチ
ノマイ シンDな どの蛋 白合 成阻害剤 によ り、有意 に抑制 され、イ ンス リン添加で は影響 を

きたさなか った。 これ らの結果か ら、豚 ケ ラチ ノサイ トにお けるグル コース透過性 は、担

体(GLUT)に よ り行 われ る促 通拡散で ある ことが推 定 され た。

2)GLUT1-5の モ ノク ローナル、ポ リク ローナル抗 体 を用 いて、 ミニブタ表 皮ケ ラヂ ノ

サ イ トで の局在 を免疫組織化学 的 に検討 した と ころ、GLUT1の み染 色性 がみ られ、基底

層 の細 胞膜 に陽性 で あった。

3)tape-stripping処 置24時 間後 の表皮及 びUVB照 射96時 間後 の表皮 といった実験 的表

皮増殖 系 ではそ の染 色性 は幾分 の増強が み られ、特 に基 底層 とそ の直 上の有棘層 に局在 が

み られた。

4)UVB照 射96時 間、120時 間の増殖元 進期 に一致 して ケラチ ノサイ トの2・deoxy-D-

glucoseの 取 り込 み の有意 な元進が み られた。
5)豚 表皮抽 出液 を用 いたWestem。blottingで もGLUT2～5は 豚表皮 に存在 を確認で きな かっ

たが 、GLUT1は44KDに 存在 が確認 された。GLUT1は 一般 にイ ンス リン不応性で あ り、促

通 拡散 を示す組織 に多 く存在 す る といわれ、表 皮ケ ラチ ノサ イ トにお いて も生理的 に

GLUT1が 主体 に機 能 して いる と推定 され る。

2.豚 表皮及 びASR系 ミニ ブタ表 皮 に与 える 中波長 紫外線(UVB)照 射の影 響
一細胞 動態 とアポ トー シス の関連 一

(目 的 と方法)

中波長紫 外線(UVB)は 尋 常性乾癬な ど表 皮増殖 性疾患 に有効な治療 法の一 つであるが 、正

常表皮 に対 してはDNA合 成 抑制後 、一過 性 の表 皮増殖 も起 こす ことが知 られ る。 またサ

ンバー ンセル といわれ るアポ トー シスを もきたす ことも知 られて いる。本実験で は豚表 皮

およびASR系 ミニブ タにUVBを 照射 し、経時的表 皮増殖 パター ンをDNA一 且ow

cytometry,3H-thymidine取 込 み、PCNA染 色 、病理 組織な どで検 討 し、 アポ トー シス の形成

を病 理組織 、TUNEL法 で検討 を加 えた。 また アポ ト0シ スの形成 に関与す るといわれ る

癌抑 制遺伝子P53,CDKinhibitorのP21の 経時 的変化 も免疫組織学 的 に検 討 した。

(結果)
1)thymidine取 込 み、mitoticcountはUVB2MED(250mJ/㎝2)照 射48hま で低下 し続 け、そ の後

増加傾 向 を示 し、mitosisの ピー クは72h,thymidine取 込 み の ピー クは96hで 、 これ らは168h

まで にbasalleve1に 復 した。



2)PCNAは24hに 増 加 しは じめ 、72-96hで ピー ク を 示 した 。

3)S期 分 画 は24hで 低 下 し、48hで はG2/M期 分 画 の低 下 をみ た 。S期 分 画 はUVB照 射96h後 に

ピー クが み られ 、168hでbasallevelに 復 した 。

4)apoptoticcells(ACs)は 主 にbasallayerに 照 射12hか ら出 現 し、ACs形 成 の ピー ク は48hで 、 こ

れ らは主 に表 皮 中 層 か ら上 層 に み られ た 。72hで はACsは ほ とん どが 消 失 した 。48hのACs

はTUNEL陽 性 で あ った 。

5)P53陽 性 細 胞 はUVB6h後 に 出現 し、24hに ピー クが 見 られ た(表 皮 全 層)。P53陽 性 細 胞 数

は72hに 減 少 し、96hで ほ とん ど消 失 した 。

6)P21陽 性 細 胞 はUVB照 射12h後 に検 出 され 、48hに ピー ク が 認 め られ た(表 皮 下 層)。96hに

P21陽 性 細 胞 は減 少 し、120hに 消 失 した 。

7)ACsとP53陽 性 細 胞 数 はUVB照 射 量 に依 存 した が 、P21は3MED照 射 と2MED照 射 で 有 意 差

はみ られ な い 。

8)P53と エ オ ジ ン染 色 の二 重 染 色 で み る と、ACsとP53陽 性 細 胞 は 同一 で な く、P21陽 性 細

胞 とACsも 同0の 細 胞 で は な か っ た 。

9)実 験 的表 皮 増 殖 系 で あ るtape-stripping処 置 後 にUVBを 照 射 して 、ACs,P53,P21を 検 討 した

と ころ 、tape-stripping処 置 皮 膚 で はUVB誘 発 性 のACsの 形 成 増 加 と、PCNA陽 性 細 胞 の 増 加

が 認 め られ た 。P53,P21陽 性 細 胞 に関 して は有 意 差 が み られ ず 、tape-stripping処 置 の み で は

P53,P21染 色 陽 性 細 胞 は み られ な か った し、ACsの 形 成 もみ られ な か っ た 。

(考 察)

ASR系 ミニ ブ タ お よび 国産 ブ タ(体 重5kg)を 用 い て 、apoptoticcell(ACs)の 形 成 に与 え る 中 波

長 紫 外 線(UVB)の 影 響 を検 討 し、P53,P21,PCNAも 免 疫 組 織 学 的 に検 討 した 。ACsは12hま

で に出 現 し、48hに ピー ク が み られ た 。P53,P21は そ れ ぞ れ6h,12hに 出現 し,ピ ー ク はそ れ

ぞ れ24h,48hで あ った 。PCNAは24hで 増 加 し、96hで ピー ク が み られ た。DNA一 且ow

cytometryで は24hでS期 分 画 の 低 下 と96hで 増 加 の ピー クが み られ 、G2/M期 分 画 は6,48hで

低 下 し後 に増 加 した 。 サ イ ミジ ン取 込 み とmitosis数 は48hま で 低 下 し、72-96hま で 増 加 の

ピー クが み られ た 。UVB誘 発 性ACsの 数 とPCNA陽 性 細 胞 はtape-stripping処 置 皮 膚 で 有 意 に

増 加 が み られ 、P53とP21陽 性 数 に有 意 差 は な か った 。tape-stripping単 独 処 置 で は

ACs,P53,P21の 誘 導 は み られ な い。 これ らの 結果 はUVB照 射 が ミニ ブ タ表 皮 にGIarrest,S

期 延 長 、G2/Mblockを き た し、apoptosisを 起 こす こ とを示 し、 この過 程 はGlcheckpointと

DNA損 傷 細胞 の 排 出が 関 与す る ことが 想 定 さ れ る。 ま たUVB誘 発 性 ア ポ トー シ ス形 成 は

表 皮 増殖 状 態 で よ り促 進 さ れ 、 これ らは細 胞 周期 進 行 と密接 に関 連 す る こ と を示 す 。

3.中波長紫外 線(UVB)照 射後 の ミニ ブタ表皮細胞 動態 とMAPkinase活 性 の変動

(目的 と方法)

紫外線 照射 によ り、細胞表 面の成長 因子やサ イ トカイ ンreceptorが活性化 され る とした

報告が多 くな されてお り、紫外線 はreceptorligandsと 似た働 き をす る と考 え られて いる。
この ことは紫外 線照射 によ り様 々な細胞応答 が起 こる ことを説明す る。 とくに、MAP

kinasefamilyは 成長 因子やサ イ トカイ ンreceptorか らの応答 を伝達 す る経路 として様 々な培

養細胞 にてその反応が検討 されて いる。

皮膚は直接紫外線 を受 ける臓器 と して重要 な器 官で あるばか りでな く、今 後 はオ ゾ ン層

の破壊 による 中波紫外線 の増加 に伴 い紫外線 によ る皮膚 の老化 、細胞増殖 への影響 も検 討

されな ければな らな い。今 回はinvivoと して 、国産 ブタ及 びASR系 ヘ ア レス ミニ ブタ表 皮

を用い、紫外 線 によ る細胞増殖 にた いす る変化 をthymidine取 込 み によ り検 討 し、MAP

kinasefamilyの 変化 を比較検討 した。

(結果)

1)thymidine取 込 み は6時 間よ り48時 間 まで コ ン トロール に比べ20-40%に 減 少 し、72時 間

か ら120時 間 まで コン トロール の150-200%に 増加 した。

2)MAPkinasefamilyはmyelinbasicproteinの リン酸化 によ り検 討 した と ころ、15-60分 で、

コン トロール に比べ130-180%増 加 し(第0の ピー ク)、 いったん6時 間か ら24時 間まで コ



ン トロールの60-80%に 減少 した のち36時 間で110%に 増加 し(第 二の ピー ク)そ の後120

時間 まで コン トロール の50%へ 減 少 した。

3)60分 まで の第一 の ピー クのMAPkinaseの 増 加はwestemblotに よ る検討で はp38の リン酸

化 が主体 で ある ことが示 された 。Erkリ ン酸化 はわずかで あった。

4)ヘ マ トキ シ リンエオ ジン染色 によ るブタ皮膚 には60分 までは明 らか な形態学 的異常 は

認 めなか った。

(考察)

第0のMAPkinaseの リン酸化 ピーク は細胞 の増殖 に影響 していな い と考 え られた。形態に

も影響 がでて いなか った。p38の 下 流の反応 系の細胞増殖 、形態変化以外 への影 響 を与え

て いる もの と考 えた。

第二 のMAPkinaseの リン酸化 ピー クはthymidine取 込み の前 に起 こってお り、 この ピークは

細胞増殖 と関係 してい る可能性 が強 く示 された。


