
8-メトキシソラレン+長波長紫外線のサイクリンA,B
mRNAに対する影響

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9199URL



2 2 2 金沢大学十全医学会雑誌 第105 巻 第 2 号 222
-

2 2 9 (1 9 9 6)

8 - メ ト キ シ ソ ラ レ ン + 長波 長 紫外線 の

サ イ ク リ ソ A , B m R N A に 対す る 影響

金沢大学医学部医学科皮膚科学講座 (主 任 : 竹原和彦教授)

自 崎 文 朗

G l/S 期境界部に 同調 させ た H e L a 細胞 に 対 して/ 8 - メ ト キ シ ソ ラ レ ン (8 -

m e th o x y p s o r al e n
,
8 M O P ) 添加 乱 長波長紫外

線 (l o n g w a v el e n g th ultr a vi 01 e t li g h t
,
U V A ) 照射 (P U V A ) 1 回 処置を 行い

, 細胞動態 学的変動 を検討 した . 細胞動態学的指

標 と して
,

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (fl o w c yt o m e t r y , F C M ) に よ り測 定 さ れた G 2 + M 期細 胞の 分画 ( G 2 + M 分画) お よ び

G2 + M 分画 に おけ るM 期細胞の 比率を用 い た . さ ら に
,
細胞周期に お い て G2 期 か らM 期 へ の 進 行を制御 して い る と考 え られ

て い る サ イ ク リ ン A
,
B m R N A の 発現量を ノ ー ザ ソ プ ロ テ ィ ン グ法を 用い て 経 時的に 測定 した . 8 M O P 添加も U V A 照射も

行わ な か っ た 群 (無処置群),
8 M O P を添加せ ず U V A 照射を 行 っ た 群( U V A 照射群) お よ び 8M O P を添加 し U V A 照射 を行

わ な か っ た群 (8 M O P 添加群) で ほ
,
7 . 5 時間後に G 2 + M 分画が 最大 とな り ,

こ れ に は ぼ 一

致 して サ イ ク リ ン A
,

B m R N A

の 発現量の ピ ー

ク が認 め られ た . さ らに12 時 間後 に ほ大部分 の 細胞 が G l 期に 移行 し , 1 5 時 間後 ま で に は サ イ ク リ ン A
,

B

m R N A の 発現量 は 0 時間後の レ ベ ル に まで 減少 した .

一

方 ,
P U V A l 回処置 を行 っ た 群 (P U V A 処 置群) で は27 時 間後に

G 2 分画の 割合 が60 % を越 え, そ の 後96 時間後 ま では 大部分の 細胞が G 2 期に と どま っ て い た が
,

サ イ ク リ ン A , B m R N A の

発現量の 増加ほ , 観察 した 時間内で は ほ とん ど認め られ な か っ た . 得 られ た 成績か ら
,
P U V A に よ り生 じた G 2 寄 掛 こほ

,
サ

イ ク リ ソ A お よ び B の 発現抑制が 関与 して い る こ と が 示 唆さ れた .

K e y w o r d s fl o w c y t o m et r y , P U V A th e r a p y ,
e p id e r m al c ell ki n eti c s

,
C y Cli n A

,
C y Clin B

P U V A 療法 は t
8 - メ ト キ シ ソ ラ レ ン (8 -

m e th o x y p s o r al e n ,

8 M O P ) を 内服 あ る い ほ 外用後 , 長 波 長 紫 外 線 (l o n g w a v e
-

1 e n gth u ltr a vi ol e t lig h t
,
U V A ) を 照射す る光化学療法の 1 つ で

あ り
, 臨床 的に は表皮 の 増殖活性 の 克進 を特徴 とす る尋常性乾

癖 に 有効な治療法 と して広く応用 され て い る
1)2)

. そ れ と と も に

P U V A の 表皮細胞動 態に及ぼ す影響も実験 的 に 研究 され
, 試

験管内実験 な らび に 生体 内実験の 両者 に お い て
,
P U V A は 正

常表皮ケ ラ チ ノ サ イ トの D N A 合成と 核分裂 を抑制す る こ とが

示 されて い る
3 ト 8〉

. 最近 ,
P U V A l 回照射後の 非同調培養 ヒ ト

表皮ケ ラ チ ノ サ イ ト に お け る細 胞動 態学 的変化 に つ い て
,

フ

ロ ー サ イ トメ ト リ ー (fl o w c y t o m e tr y ,
F C M ) な どの 手技 を用 い

検討 され
,

そ の 結果 ,
P U V A 処置直後に細胞 は Gl 期 で停止す

るが
,

G l ブ ロ ッ ク 解除葎部分的に 同調 した 細胞 集 団が S 期 に

流入 す る こ と
,

さ らに G2 期か らM 期 へ 流入す る細胞 の 減少 に

よ り ,
G 2 期 に お け る細胞苔横を誘導 し,

こ の こ と に よ り 細胞

増殖が 抑制 され る こ とが 明 らか に された
8)10 )

. しか し ,
P U V A 処

置忙 よ る G 2 事績の 機序は充分解明 されて い な い .

細胞周期の 制御機構に つ い て は
, 近年生化学 , 分子生物学 的

側面か らの 報告が 増加 して い る . 1 9 8 3 年 E v a n s ら
川

は ウ ニ の 卵

割 周期に 同調 して 合成と分解を繰 り返す タ ン パ ク 質を 発見 しサ

イ ク リ ソ と命名 した . そ の 後現在 ま で にA
,

B お よ び 数種頼 の

G l サ イ タ リ ン が 同定 され , それぞれ細胞 周期 の 異 な っ た 時期

平成 7 年1 2 月1 1 日受付, 平成 8 年1 月2 9 日受理

A b b r e vi atio n s : C V
,

C O effi ci e nt of v aria tio n ; D M E M
,

に発現す る こ とが 知られ て い る . 特に サ イ ク リ ソ B ほ19 7 1 年に

M a s ui ら
t2)

に よ り減数分裂 を誘導す る括性 と して カ エ ル 卵 に見

出され て い た M 期促進因子 ( M -

p h a s e p r o m o ti n g f a c t o r
,
M P F)

の 構成蛋白 で ある こ とが 明 らか に され て お り
,

G 2 期か らM 期

へ の 進行 を制御 して い る と考 えられ て い る . ま た サ イ ク リ ソ A

ほ
l

サ イ ク̀ リ ン B と比較 して よ り細胞周期の 早い 時期に 活性化

され る が
, 機能 的に も M 期 の 開始だ けで は なく , S 期の 開始に

も関与 して い る と考 え られ
,

D N A の 複製 開始 の シ グ ナ ル や転

写を 制御す る 因子と して 働 い て い る と考え られ て い る
13)

.

そ こ で 本研究 で は P U V A 処置後観察され る G 2 蓄積の 起こ

る機序を解明す る た め に
,

P U V A l 回処置を 同調 H e L a 細胞

に 行い
, そ の 後誘導 さ れ る細 胞動 態 お よ び サ イ ク リ ン A ,

B

m R N A 発現量 の 経時的変動に つ い て 検討 した .

材料 お よび方法

Ⅰ . 細胞培養 お よ び同調増毛

1 . 使用細胞 と そ の 培 養条件

H e L a 細 胞を 1 デ ィ ッ シ ュ 当 り 5 .0 ×10
5

個 の 密度 で
, 直径

100 m m の F al c o n 組 織 培 養 デ ィ ッ シ
ュ (B e c t o n D i c ki n s o n ,

L i n c ol n P a r k
,
U . S . A .) 内で 分散培 養 した . 培養液に は

,
1 0 % ウ

シ 胎児血 清(Ⅰ. C . N . B io m e di c al s
,
C o s t a M e s a

,
U . S . A .) ,

2 m M グ

ル タ ミ ソ (大 日 本 製 薬 ! 東 京) ,
10 0 u nit s/ m l ペ ニ シ リ ソ G

D ulb e c c o
'

s M o difie d E a g le
'

s M e di u m ; F C M
,
flo w

C y t O m et r y ; 8 M O P ,
8 - M et h o x y p s or al e n ; M O P S

,
r h o r p h oli n o p r o p a n e s ulf o nic a cid ; M P F

,
M -

P h a s e p r o m o tl ng

f a ct o r ; P B S
, p h o s p h a t e - b u ff er e d s alin e ; U V A , l o n g w a v el e n g t h ult r a v iole t li gh t
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( G ib c o
,
G r a n d sl a n d

,
U ･ S ･ A ･),

10 0 p g/ m l ス ト レ プ ト マ イ シ ソ

( G ib c o) を添加 した ダ ル ベ
ッ コ 変法 イ

ー

グ ル 培地 (D ulb e c c o
'

s

M ｡d ifie d E a gl e

'

s M e d i u m , D M E M ) ( コ ス モ バ イ *
. 東京) を 用

い た . 培養細胞ほ 5 % 炭酸ガ ス 通気の 培養装置内に お い て37 ℃

で培養 した .

2 . 同調培養

Gl/S 期境界部で の 同調培 養は
,

H ei n t z ら
1 4) の 方法 で 行 っ

た . すな わ ち培養開始 2 日 後,
培養液 中に 2 ･5 m M の チ ミ ジ ン

(Sig m a C h e m i c al, S t ･ L o ui s
,
U ･S ･ A ･) を 加 え ,

1 2 時間 培養 し

た .
D M E M で 3 回 洗浄後, 通常 の 培養液で16 時間培養 を 継続

した後,
D N A ポ リ メ ラ ー ゼ α 特異的阻害剤で ある ア フ ィ ジ コ

リ ソ (和光純薬, 大 阪: 以下試薬塀で 特に 記載 の な い もの ほ 当

社の 製品を 用 い た .) を 5 鵬/ m l 加 え
,

さらに12 時 間培養 した ･

Ⅰ .
P U V A 処置

ア フ ィ ジ コ リ ソ を 除い た後 ,
P U V A 処置群 は 培養細 胞 を 暗

所に お い て 1 FLg/ m 1 8 M O P (S i g m a c h e mi c al) 添加培養液 に37 ℃

で20 分浸潰 した の ち ,
U V A O .4J/ c m

2
を 1 回 照射 した . 光 源に

はブラ ッ ク ラ ン プ 東芝 F L 2 0 S - B L B (波長 領域 300 ～ 43 0 n m
,

ピ ー ク波長 352 ±5 n m
, 東芝,

東京) が 2 本並列 した 装置 を使用

した . 照射時に は 波長 320 n m 以下の 中波長紫外線を 完全 に 遮

断す るた め紫外線透過 フ ィ ル タ ー U V- 3 4 (H O Y A
, 東京) を 使

用 し
,
デ ィ ッ シ ュ 下面 よ り U V A を照射 した . な お

, 照射前 に

毎回紫外線強度計 U V R - 3 0 5/ 3 6 5 D 型 (東芝光学 , 東京) で 照射

強度を検定 した .

対照 と して
,
8 M O P 添加 な らび に U V A 照射 と も に 行 わ な

か っ た無処置群 ,
U V A 照射 の み を 行 い

,
8 M O P 添加を 行わ な

か っ た U V A 照射群 ,
8 M O P 添加 の み 行い

,
U V A 照射を 行わ

なか っ た 8 M O P 添加群 の 3 群を 用い た .

G l/ S 境界部 へ 同調 した H e L a 細胞 は
▲
D M E M で 3 回 洗浄 し

ブロ
ッ ク を 解除 した . 各群 とも ブ ロ ッ ク 解除1 時間以内 に そ れ

ぞれ の 処置を 行い
, 処置直後を 0 時間と し , 0 か ら15 時間後ま

で の 種々 の 時点 で 細胞を採取 した . さ ら に P U V A 処 置群 は9 6

時間後ま で 細胞の 採取を 行 っ た . な お
,

い ずれ の 実験も少 なく

とも 4 回行 っ た .

Ⅲ . F C M 測定

細胞 の 採取 は 培 養液 を 除 い た 後 ,
リ ン 酸 緩 衝 生理 食 塩 水

(p h o s p h a t e- b u ff e r e d s ali n e , P B S ) で 2 回洗浄 し , 0 . 25 % ト リ プ

シ ン (S i g m a c h e m i c al) と0 . 0 2 % E D T A の 等量混和液を 加え て

行っ た . 0 . 1 % の ト リ
.

7
O

シ ソ イ ン ヒ ビタ ー (S ig m a c h e mi c al) で

反応を止め た後 , 採取 した 細胞 を P B S で 2 回洗浄 し
, 細 胞浮

遊液を作成 した . こ の 細胞浮遊 液を- 20 ℃ の70 % エ タ ノ ー ル で

1 時間固定 し
,
0 .1 M ト リ ス 一塩 酸緩衝 液( p H 7 .4) で 洗 浄後 ,

0 ･1 % R N A 分解酵素 ( T y p e ユーA , S ig m a c h e m i c al) 含 有 0 .1 M ト

リ ス 一 塩酸緩衝液 に37 ℃ で30 分浸 した . 遠 心後上 溝 を除き , 沃

化プ ロ ビ ジ ウ ム ( p r o pidi u m i o did e) (S i g m a c h e m i c al) 5 0FL g/

n l 含有 0 .18 M トリ ス 一 塩酸緩衝液( p H 7 .4) を 加え
,
1 時間暗所

で染色 し
,
F C M 測定 に供 した . 凝集 した 細胞 を除去す るた め

,

測定の 直前に 浮遊細 胞を 4 恥 m ナ イ ロ ン メ ッ シ
ュ で濾過 した .

F C M 測定に は フ ロ
ー

サ イ ト メ ー

タ
ー

F C S
-

1 型( 日本分光, 東

京) を使用 し , 毎回30 , 0 00 個 の 細胞を 計測 した .

G l 期細胞分所( Gl 分画) , S 期細胞分画( S 分画) ,
G 2 + M 期

細胞分画 (G 2 + M 分画) の 億は
l

フ ロ ー サ イ り 一 夕 一 に直結

した コ ン ピ ュ
ー タ ー

を 用い て D N A ヒ ス トグ ラ ム か ら算定 し
,

い ずれ も全細胞数に 対す る百 分率 で表 した . 解析試料の す べ て

に お い て
,

G l ピ ー ク の 変 動係 数 ( c o effici e n t of v a ri a tio n ,

C V ) の 値は 5 % 以下 で あ っ た .

Ⅳ . G 2 + M 分画 におけ る M 期細胞の 比率 の算定

対照群の 9 時間後 お よび P U V A 処置を 行 っ た48 , 7 2 ,
9 6 時

間後 の 試料の 細胞浮遊液を エ タ ノ ー ル に 固定後, 細胞を ス ラ イ

ドガ ラ ス 上 に 塗布 し
,

ギ ム ザ染色を 行 っ た . 光 学顕微 鏡で50 0

個細胞 を鏡検 し
, 分裂前期か ら分裂後期ま で の 核分裂像を示す

細胞 数を求め
,

M 期細胞の 比率を全 G2 + M 期細胞数に 対す る

百 分率で 算定 した .

Ⅴ .
m R N A の 解析

1 . 全 R N A の 抽出

全 R N A の 抽出は F C M と 同 じデ ィ ッ
シ

ュ の 細胞 を用い て 行

い
,
C h o m c z y n s ki ら

15)
の 酸性 グ ア ニ ジウ ム チ オ シ ヤ ネ

ー

ト
ー フ

ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 法 に 従 っ て 行 っ た . すな わ ち ト リ プ シ

ソ 処理 に よ り調整 した 各 細胞浮 遊液 を 1 .5 m l の サ ン プ リ ン グ

チ ュ

ー

ブに 入れ 遠心 し, 上 帝を 除い た 沈鐘 に
,
4 0 恥1 の グ ア ニ

ジ ウ ム チ オ シ ト ネ
ー ト 溶液 [4 M グ ア ニ ジウ ム チ オ シ トネ ー ト

(F l u k a
,
B u c h s

,
S wi t z e rl a n d) ,

2 5 m M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム
,
0 .5 %

N - ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ (Si g m a. C h e mi c al), 0 .1 M 2- メ ル カ プ ヤ

エ タ ノ
ー

ル] を 加え て
, 充分に撹絆 した . 等量の フ ェ ノ ー ル

,

1 / 5 容量の ク ロ ロ フ ォ ル ム
, 1/ 1 0 容量の 2 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム

緩衝液 (p H 4) を こ れ に 加え, 充分携拝後遠心 した . 氷層を 別の

サ ン プ リ ン グ チ ュ
ー ブ に 入 れ , 等量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加え

遠心後 t
上 階を 除き▲

R N A の 沈殿 に70 % エ タ ノ ー ル を 加 え て

こ れ を 洗浄 した . こ の R N A の 沈殿を
,
0 . 1 % の ジ ュ チ ル ビ ロ カ

ル ポ ネ ー ト (S i g m a. C h e mi c al) で 処理 した 蒸 留水 で 溶解後 ,

2 6 0 n m の 吸光度を 測定 し, 総 R N A 濃度 を求め た .

2 .
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

抽出 した 全 R N A lO p g を5 0 % ホ ル ム ア ミ ド(Fl u k a) ,
1 7 .5 % ホ

ル マ リ ン を 含 む 2 % 3- N- モ ル ホ リ ノ プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸

( m o r p h oli n o p r o p a n e s ulf o ni c a cid , M O P S) 緩衝液(10 m M M O P S ,

4 m M 酢酸ナ ト リ ウ ム 緩衝液 ,
0 .5 m M E D T A ) ( p H 7 .0) に 溶解

し
,
6 5 ℃で15 分間反応 させ て

,
2 .2 M の フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド含

有1 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル を 用 い
,
1 × M O P S 緩衝液中で電気泳動

した . 泳動後 の ゲ ル ほ 20 × S S C (3 M 塩化ナ ト リ ウ ム
,
0 .3 M ク

エ ン 酸 ナ トリ ウ ム) で 洗浄 し
,
2 0 × S S C を 使用 して ニ ト ロ セ ル

ロ ー

ス フ ィ
ル タ ー (S c h l eic h e r & S c h u ell , D a s s el

,
G e r m a n y) に

キ ャ ピ ラ リ ー ブ ロ テ ィ
ン グ法で転 写 した . 転写後 フ ィ ル タ

ー

を

6 × S S C で 洗浄 し
, 乾燥 さ せ , さ ら に 紫 外線 ク ロ ス リ ン カ ー

(S tr a t a g e n e , L A J oll y ,
U . S . A .) を用 い て R N A を フ ィ ル タ ー に

固定 させ た .

3 . プ ロ
ー ブの 作成

ヒ トサ イ ク リ ソ A ,
B の c D N A は東京薬科大学 生命科学 部

ゲ ノ ム 染 色体機能 学安 田 秀世教授 よ り ,
ま た β ア ク チ ン の

c D N A ほ 金沢大学第 二 生化学山本博教 授よ り供与 され たも の を

使用 した . こ れ らの c D N A を そ れ ぞれ 25 n g ず つ
,
ラ ン ダ ム プ

ラ イ マ ー

D N A ラ ベ リ ン グ キ ッ ト (宝酒 造 , 京 都) を 用 い

32
p -d C T P で標 識 し

,
1 .0 ×10

&
c p m / p g 以上 の 比活性 を も つ プ

ロ
ー ブを 作成 した .

4 .
ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ

ョ
ン

R N A を 固定 した フ
ィ

ル タ
ー

を 6 ×S S C で浸漬 し
,

ハ イ プ リ

バ
ッ ク ( コ ス モ バ イ オ) に 入 れ

,
6 ×S S C ,

5
′
× デ ソ ハ ル ト 液

[1 % フ ィ コ
ー ル

,
1 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン

, 1 % ウ シ ア ル ブ ミ

ン (す べ て Si g m a c h e mi c al),
0 .5 % S D S

,
10 0 p g/ m l サ ケ 精 子
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D N A ( べ - リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム 山之 札 束京)1 か らな る プ レ

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ソ 液 を 3 m I 加 え

,
6 8 ℃ で 4 時間反 応さ せ

た . 反応後標識 した プ ロ ー ブ を 3 ×10
6
c p m 加 え .

さ ら に｣ 6 時

間 ,
6 8 ℃ で反 応さ せ た . 反 応終了後 ,

フ ィ ル タ ー

を 0 ･Ⅰ% S D S

含 有 2 ×S S C を 用 い ∴ 室温 で 5 分 3 回 洗 浄 し
,

さ ら に 0 ･l %

S D S 含有 0 .2 ×S S C を 用 い
,
6 5 ℃ で30 分 2 回 洗浄 した . 洗浄後

フ ィ ル タ ー

を サ イ ク リ ソ A は24 時間,
サ イ ク リ ン B , βア ク チ

ソ は12 時間 室温 で 露 光 さ せ
,

バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー

B A S 2 0 0 0 (富士 写真 フ イ ル ム
, 東京) を用 い て バ ン ド の 相対強

度を定量 した . こ の 際サ イ ク リ ン A
,

B の 値ほ
, βア ク チ ン の

値で 険 して 補正 した . そ の 後そ れ ぞれ の フ ィ ル タ ー

を ,
サ イ ク

リ ソ A ほ72 時間 ,
サ イ ク リ ン B , β ア ク チ ン は24 時 間の オ ー

ト

ラ ジオ グ ラ フ ィ
一

に 供 した . な お 各 バ ン ド の 大き さ ほ
, リ ボ

ゾ
ー ム R N A の 位 置か ら計算 した .

∵
3 わr 6 加 9 加 増2 h r

_｣
__._

_

=卜占
. 十

Fig . 1 . D N A hi st o g r a m s of th e c o n tr oI H e L a c e11 s af t e r r el e a s e f r o m a G l/ S b o u n d a r y b l o c k m e a s u r e d b y fl o w c y t o m e tr y ･ H e L a

c ells w e r e s y n ｡ h r o ni z e d a t th e G l/ S b o u n d a r y b y a s e q u e n tial
･

th y m idi n e a n d a p hid ic o li n d o u b l e b l o c k ･ (A ) C ells w ith o u t 8 M O P

a d d iti｡ n n ｡ r U V A r a di a ti ｡ n . (B ) C e u s tr e at e d w ith O .4 J/ c m
2

U V A r a d i atio n . ( C) C ells tr e a t e d w ith l p g/ m 1 8 M O P a d diti o n ･

2 C , dipl oid c h r o m o s o m al c o m pl e m e n t ; 4 C ,
t e tr a pl oid c h r o m o s o m al c o m pl e m e n t ･

Ti n e aIt e r l r e a t m 餅 It (b r)

0 3 6 7 .5 9 1 2 1 5

C y 亡Ii n 8 m R N A

C y cli n A m R N A

β - 8 C tl n m R N A

■ - 2 8 S

- 1 8 S

一 ■ 2 8 S

･ - 1 8 S

一 - 2 8 S

- 1 8 S

F ig . 2 . E x p r e s si o n of c y cli n B
,

C y Cli n A a n d β-

a C ti n m R N A

l e v el i n U V A
-i rr a d i a t e d H e L a c ells b y a n o r th e r n b l o t

a n aly s I S . A c y cli n B p r ob e m a d e b y r a n d o m p r l m e r
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P U V A の サ イ ク リ ソ 発現に 対す る影響

成 績

工 . 対照群 の細胞周期分布の 変動

無処 置群で ほ同調解除直後 ,
ほ と ん どの 細胞が Gl/S 期境界

部に 存在 して い た が
,

3 時 間後 に ほ 同調 した ま ま S 期 に 移動

し,
6 時間後 に は G 2 + M 期に 達 し

,
1 2 時間後 ま で に は 大部分

の 細胞 ほ 再び G l 期に 移 行 し た ( 図 1 A) . U V A 照 射 群 ( 図

1B) , 8 M O P 添加群(図 1 C) で も無処置群と ほ ぼ同様の 経時的変

動が認め られ た . G 2 + M 分画 に お け るM 期細胞 の 比率 は 無処

置群の 9 時間後 で ほ43 % で あ っ た .

Ⅰ . U V A 照射 群 の G 2 + M 分画 お よぴサ イ ク リ ン A
,

B

m R N A の 変動 (図2 , 3 )

G 2 + M 分画 の 値は U V A 照射7 . 5 ～ 9 時間後 に60 % を 超え る

高い 値を 示 した . サ イ ク リ ン B m R N A 量ほ 6 時間後よ り増加

し始め
,

9 時 間後 に 最大と な り ,
1 5 時間 後 に は急 速 に 減少 し

た .

一 方サ イ ク リ ン A m R N A 量は サ イ ク リ ン B よ り早く7 , 5 時

間後に最大と な り , 以後漸減 した . そ れぞれ 0 時間の 値 に 比 べ

て
,

ピ ー ク時 でほ サ イ ク リ ン B ほ 約 5 倍 ,
サ イ ク リ ン A は約 3

倍の 発現量の 増加が 認め られ た . β ア ク チ ン m R N A は すべ て

賢

2 C 4 C

‡ 過･-
t

一一一-

6 h r 1 2 h r

F ig ･ 4 ･ D N A hi s t o g r a m s of th e P U V A tr e a t e d H e L a c ell s

af t e r r el e a s e f r o m a G l/ S b o u n d a r y bl o c k b y fl o w

C y t O m e tr y ･ 2 C
,

di ploid c h r o m o s o m al c o m pl e m e n t ; 4 C
,

t e tr a pl oid c h r o m o s o m al c o m pl e m e n t .
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･ - 1 8 S

F ig ･ 5 ･ E x p r e s si o n of c y cli n B
,

C y Cli n A a n d β- a C ti n m R N A

I e v el s i n P U V A tr e at e d H e L a c elIs b y a n o r th e r n bl o t

a n al y sis ･ A r r o w i n di c a t e s a c y cli n A m R N A of 2 .2 k b p .

1 8 S a n d 2 8 S rib o s o m al R N A w e r e u s e d a s si z e m a rk e r s .

C
, C O n tr OI s a m pl e of g h r af te r U V A ir r a di a ti o n .

2 2 5

の 時 間に お い てほ ぼ同量 の 発現が 認め られ た . 両 サ イ ク リ ン

m R N A 量 の ピ ー ク は G 2 + M 分画の ピ N ク に ほ ぼ
一 致 して い

た ･ 無処置群 .
8 M O P 添加群で も U V A 県射群と 同様の 経時的

変動 が認め られ た .

Ⅲ ･ P U V A 処置群の細胞周期分布の 変動 (図4 )

P U V A 処置群 の 細胞 は対照群 に 比 べ て よ り遅い 速度 で S 期

を進行 した ■ すな わ ち 6 時間後 , 1 2 時間後に お い てほ ま だ大部

分の 細胞ほ S 期 に 存在 し
,
2 4時間後 に ほ そ の 一

部が G 2 + M 期

に 入 り , 3 6 時間後に は ほ とん どの 細胞が G 2 + M 期に 達 した .

大部分 の 細胞 ほ 乳 72 , 9 6 時間後 で も G2 + M 期 に 存在 し
,

G l 期の 細胞は ほ とん ど認め られ なか っ た . G 2 + M 分画に おけ

る M 期細胞 の 比率 は
,
4 8

,
7 2

,
9 6 時間後 に そ れ ぞ れ 9 タ̀ ,

1 1 % ,
8 % と著 明に 減少 して い た .

Ⅳ ､ P U V A 処置群の G 2 + M 分画お よ びサ イ ク リ ン A
, B

m R N A の 変動 (図 5 , 6 , 7 )

P U V A 処置後サ イ ク リ ン A , B m R N A 量の 発現 の 増加ほ検

出され ず
,

G 2 + M 分画の 比率が60 % を超 えた27 時間後 に お い

て も , そ の 増加は 認め られ なか っ た . さ ら に
,
48

,
7 2 , 96 時間

後 に お い てもサ イ ク リ ン A , B m R N A 量の 増加は認め られな
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か っ た .

考 察

P U V A 処置 の 表 皮に 対す る細胞動態学的作 用 に 関 して は ▲

種 々 の 実執成槙 が報告 さ れ て い る . W alt e r ら
3)
ほ器 官培養 され

た マ ウ ス 表皮 に お い て ,
P U V A 処置後早期 に D N A 合成 の 減少

が 起 こ る こ とを 観察 して い る . そ の 後チ ミ ジ ン 標識指数を用 い

た 経時的観察で
5)

,
マ ウ ス 表皮に お い て D N A 合成 は最初の 数時

間は抑制 され る が
,

そ の 後数日 間は逆 に 克進す る こ と が 見出さ

れ,
こ れ は P U V A 処置後の Gl/S 境界 ブ ロ ッ ク に よ るS 期細

胞の 減少 と同ブ ロ ッ ク解 除後 の S 期細胞の 増加に よ る現象で あ

る と後 に 推測 され て い る
6)

.

一 方 G 2 お よ びM 期の 細胞 の 変動 に

関 して は
,
1 9 引 年 J o b n s e n ら

一) が
, 培養表 皮ケ ラ チ ノ サ イ トに

1J/ c m
2
の P U V A 処 置を行 い

, 照射後細胞増殖の 抑制 とM 期細

胞の 減少 が起 こ り , また 多倍 体細胞が 認め られ た と報 告 して い

る . 1 9 8 2 年 H y o d o ら
l¢)

は
,

マ ウ ス 乳 が ん 細 胞 の 樹 立 株

(F M 3 A ) に 0 .1J ～ 0 .5J/ c m
2
の P U V A 処置を行い

,
1 2 ～ 3 0 時間後

に D N A ヒ ス トグ ラ ム の G 2 + M ピ ー ク は よ り高く な るが
, 同

時期に 核分裂指数 は ほ とん ど増加 しな い こ と を観察 し
, 細胞は

G 2 期で 停止す る こ と を 明らか に した . ま た最近わ れ わ れ の 教

室の ⅩA w a r a ら
gl

, 坂井
lO)

は
,
非 同調の 培養 ヒ ト表皮 ケ ラ チ ノ サ

イ ト に 0 .4J/ c m
2

の P U V A 処置を 行い
,
F C M に よ る D N A ヒ

ス ト グ ラ ム 解折 を行 っ た と こ ろ
,
P U V A 処置24 時間後 よ り ,

M

期細胞 の 比率の 著明な減少を 伴う G 2 + M 期細胞の 増加を 見出

した . さ らに Ki -6 7 抗原 と D N A 量の 同時測定に よ り
,

G 2 期

に 蓄積 した 細胞の 多くは Ki牒7 陰性細胞で ある こ と を 示 し , 大

部分の G2 蓄積細胞ほ 細胞周 期か ら離 脱 した 細 胞 , すな わ ち

G 2Q 細胞 で ある と推論 して い る .
こ の ように P U V A 照射に よ

り細胞は G 2 期に 事績す る こ と が 明らか に され て い るが
,

こ の

現象が どの よう な機序 で 起 こ っ て い るか は現在 まで 明 確に され

て い なか っ た .

一 方 , 細胞 周期 の 制御機構に つ い て の 研究は遺伝子 レ ベ ル に

お い て 近年急速 に 進み つ つ ある . 1 9 8 8 年 L oh k a ら
1 7)

ほ M P F を

精製 し
,

M P F ほ 分子量 34k D a と 4 5 k D a の 2 種類 の タ ン パ ク

質で 構成 され て お り,
H l ヒ ス ト ン キナ

ー ゼ活性を 有 す る こ と

を 明らか に した . 3 4 k D a の タ ン パ ク 質ほ , H l ヒ ス ト ソ キ ナ ー

ゼ 活性を も つ C d c 2 キ ナ ー rQ
1 8 )

,
4 5 k D a の タ ン パ ク 質は サ イ ク リ

ソ B
潤

で ある こ と が 後に 同定 され て い る . 現在 ま で こ の 複合体

に よ る G 2 期か らM 期 , 次 の Gl 期 へ の 進行の 制御 は種 々 の 実

験結果か ら次の よ う に 結論 され て い る
20)

. す なわ ち S 期 で 合成

され た サ イ ク リ ソ B が c d c 2 キ ナ
ー ゼ と 結合す る と ,

C d c2 キ

ナ
ー ゼ の15 番目 の チ ロ シ ソ 残基が w e el キ ナ ー ゼ に よ りリ ソ 酸

化 され ∴直ち に こ の 複合体は不 活性型に かわ る ･ サ イ ク リ ソ B

の 合成の 増 加に つ れ て , 不 活性型の サ イ ク リ ン B
･

C d c 2 複 合

体 は細胞内に 蓄 え られ ,
D N A 合成が終了す る と ,

こ の 後合 体

の リ ソ 酸化 されて い た チ ロ シ ソ 残基が 脱リ ソ 酸化 され , 急激 に

活性型 とな る . 活性型 と な っ た複合体は セ リ ン/ ス レ オ ニ ソ プ

ロ テ ィ ソ キ ナ
ー ゼ 活性 を有 し ,

こ の 活性に よ り染色体凝集 , 微

小管再構成 , 核膜崩壊な どの M 期の 一 連の 現象が 引き起 こ され

る . そ の 後サ イ ク リ ソ B の ユ ビキ チ ン化が 起 こ り,
サ イ ク リ ソ

B は 特異的 プ ロ テ ア
ー ゼ に よ り分解を受 れ cd c2 キ ナ ー ゼ は

括性を失 う .
こ れ に よ りM 期 は終了 し

, 細胞は Gl 期に進 行す

る こ とに な る .

また サ イ ク リ ソ A は
,

そ の m R N A を ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の

卵母 細胞に 注入す る と卵 成熟 が 誘導 され る こ と や
21)

,
G 2 期の

H e L a 細胞に 抗サ イ ク リ ソ A 抗体を 注入 する と
,

M 期 へ の 移行

が 抑制 され る こ と
之Z〉

よ り ,
サ イ ク リ ン B と同様 に G 2 期か らM

期 へ の 進行 に 関連 して い る と考 え られ て い る . しか しサ イ ク リ

ソ B と 異な り ,
G l 期 に 抗 サ イ ク リ ソ A 抗体 を ラ ッ ト の 線 維芽

細胞や H e L a 細 胞に 注入 す る と ,
D N A 合成 が 抑 制 さ れ る こ

と
22)2 3 )

よ り
,

S 期 の 開始 に も関与 して い る こ とが 知 られ て い る .

また そ の 他 に S 期 に お い て は
, 転 写 因子 E 2F , 癌抑制 遺伝子

R b (r e ti n o b la s t o m a) の 関連 タ ン パ ク 質 plO 7 と とも に キナ ー ゼ

活性を 持 つ 複合体を 形成 し
, 標的遺伝子 の D N A 結合蛋白をリ

ソ 酸化 し
, 転写を促 進さ せ る働きも ある

叩
こ と が 示唆 され て い

る .

以上 の こ と よ り ,
G 2 期か らM 期 へ の 移行 に お い て サ イ ク リ

ン A ,
B が主 に 関与 して い る と考 え ら れ る . そ こ で 著 者ほ -

P U V A 処置 に よ り G2 期か らM 期 へ の 進行が 阻害 され る 機序

の 解 明 の た め ,
H e L a 細 胞 を 用 い て サ イ ク リ ン A

,
B の

m R N A 量を P U V A 処置後経時的 に 測定 し
,

P U V A 処置に よ

る細胞動態の 変動 お よ び サ イ ク リ ン A ∴B m R N A 発現量の 経

時的変動を 検討 した .

そ の 結果 ,
U V A 照射群 に お い て 同調 した細胞群 はす みや か

に G l 期か ら S 期 に 移行 し
,
1 2 時間後 に は 同調 した ま ま再 び

Gl 期 に 戻 る こ と が 示 され た . また
,

サ イ ク リ ソ B m R N A 量は

S 期後期 か ら増加 し始め
,

M 期で最 大と な り ,
G l 期 に 入 り し

ばらくほ 引き続 い て存在 した が , 1 5 時間後に は 急速 に 減少 し

た . サ イ ク リ ン A m R N A 量は ほ ぼ同様の 変動 パ タ
ー

ン を示 し

た が
,

サ イ ク リ ソ B の ピ ー ク に 比 べ よ り早い 時間に ピ ー ク に 達

し
,

以後漸減 した . これ らサ イ ク リ ソ A
,

B m R N A 量の 変動

パ タ ー

ン ほ
▲

こ れ ま で に 報告 され て い る結果
25)2 6)

と ほ ぼ 同 じで

あ っ た . ま た無 処置群 ,
8 M O P 添加群 でも U V A 照射群と同様

の 結果で あ っ た こ と よ り ,
U V A 単独 ,

8 M O P 単独の 処置は細

胞動態お よ び サ イ ク リ ン A ,
B の 発現に 影響を 及ぼ さな い こ と

が確認 され た .

一 方 ,
P U V A 処置群の 細胞 は , 対照群と比 べ 明らか に 異なる

細胞 動態を 示 した . す なわ ち P U V A 処置後 の 細胞は 処置後S

期を 対照 に 比 べ て よ り緩徐 に 進行 し
,
3 6 時間後に ほ大部分の 細

胞が G 2 + M 期 に 移行 した . しか し大部 分の G 2 + M 期の 細胞

はそ の ま ま96 時間後ま で Gl 期に 移行 しな か っ た .
こ の 蓄帝し

た G 2 + M 期の 細胞 ほ鏡 検に よ り
,
大部分が G 2 期の 細胞であ

る こ と が 明らか に され
, 同調 した H e L a 細胞 で も培養 ケ ラチ ノ

サ イ トと 同様 に , P U V A 処置に よ り G2 期蓄積 が惹起 され る こ

と が確認 され た .

さ ら に ,
P U V A 処置 は サ イ ク リ ソ A

,
B m R N A の 発現に 対

して も同様 に 影響を 及ばすこ とが 明らか に され た . す なわ ち,

サ イ ク リ ン A
,

B m R N A は 両者 とも細胞群が Gl 期か らS 期

に 移行 した 6 ～ 1 2 時間後 の 時点,
G 2 期に60 % 以上 移 行 した27

時間後の 時点 , そ して 大部分の 細胞 が G 2 期 に 事績 して い た96

時間後の 時点 で も P U V A 処置直後と同 じ レ ベ ル に と どま り ,

発現量の 増加は観察 され なか っ た . ま た ,
こ の m R N A 合成の

抑制は 同時に 測 定 した βア ク チ ン m R N A の 発 現 レ ベ ル が

P U V A 処置の 影響を受 けなか っ た こ とか ら
,

P U V A 処置に よ

る細胞 の 致死的作用に よ るも の で ほ な い と考え られた . 著者の

実験結果か ら P U V A 処置に よ り サ イ ク リ ソ A ,
B m R N A 合成

が 著明に抑制され る こ とが 明 らか に な り ,
P U V A 処 置後に誘

導 され る G 2 蓄横に ほ サ イ ク リ ソ A お よび B の 合成抑制が強く
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関与 してい る こ とが 示 唆 された ･

M u s c h el ら
27)

は Ⅹ線照射が H e L a 細胞 の サ イ ク リ ン の 発現に

及ばす影響に つ い て検討 し , 放射線 に よ る細胞分裂 の 遅延忙 サ

イ ク リ ソ B の 発現抑制 が関与 して い る こ とを 示 唆 して い る . ま

た
一

時的な G 2 蓄積を 誘導す る 6 グ レイ の 照射量で ほ
, 細胞が

G 2 期に蓄漬 して い る 間サ イ ク リ ソ13 m R N A の 抑制 と サ イ ク

リ ソ A m R N A の 増加 が
,
恒久的な G 2 蓄語を 誘導する10 グ レ

イ では
,

サ イ ク リ ソ A , B m R N A の 抑制が 観察 され る こ とか

ら,
サ イ ク リ ン A とB で は Ⅹ線処理 に よ る発現 パ タ ー

ン に逢い

がある
細

と も述 べ て い る . 今 回著者の 行 っ た紫外線に よる実 験

では
t 観察時間に お い て細胞は G 2 期 に蓄賛 し続け

,
こ の 時点

での サ イ ク リ ソ A , B m R N A の 発 現は い ずれも 抑制 さ れ
,

M u s c h el らの 行 っ た 恒久的な G 2 蓄積を 誇導す る実験成績 と同

様の 結果と考 え られ た .

乾癖患者の 病変部で ほ
, 表皮の 細胞周期時間が 正 常表皮に比

べ 1 / 8 に 短縮 し
, 胚芽細胞 に対す る細胞周期 を 回転 して い る

細胞の 割合が増加 して い る こ とが 知 られ て い る
28)

. 筒井
8)
は テ

ー

プス ト リ ッ ビ ン グに よ り増殖活性が 克進 した モ ル モ ッ ト表皮に

P U V A 処置を 行い
,
G 2 期で の 細胞蓄硬 とそ れ に 伴う核分裂 の

減少が正常表皮 に比 べ て
, 増殖が 克進 した 表皮で は よ り長く継

続する こ と を報告 し
,
P U V A の 細胞周期の 進行 に 対す る主要

な作用 は細胞 の G 2 期で の 蓄積で あ ると推論 して い る . 著者の

実験成績か らも P U V A 処置 に よ り, 細胞 の G2 蓄積が 生 じる

こ とが確認 され ,
こ の G2 蓄積 ほ サ イ ク リ ン A

.
B m R N A の

発現抑制が 強く 関与 してい る こ と が示 さ れ た . P U V A の 作用

幾序と しては細胞周期 に 対する直接的 な影響の 他に
,

テ ン ゲ ル

ハ ン ス 細胞を 介 した遅延型過敏反応 の 抑制
30) も考え られ て い る

が
, 著者 の 実験結果 か ら ,

サ イ ク リ ン A , B m R N A の 発現抑

制を介 した 表皮細胞 の 増殖抑制が P U V A の 作用磯序の 一

つ と

して重要 で あ る こ と が示竣 され た .

P U V A 処置が サ イ ク リ ソ A お よ び B の 発 現を 抑 制す る機 序

に つ い て ほな お 不 明 で あるが , P U V A の D N A に 対する作用の

一

つ と して U V A 照 射に よ り ソ ラ レ ン が ビ リ ミ ジ ン 塩基 との 間

に架橋構造を 形成する こ とが 知 られ て い る
3t)

. こ の こ と に よ り

正 しい 転写が 不 能と な り
, 結果的に サ イ ク リ ン の 発現抑制を 介

して細胞周期 の 進行が ブ ロ ッ ク され た もの と推察 され る . 放射

線に よ る G2 ブ ロ ッ ク ほ , 放射線に よ る D N A 損傷が あ っ て も

G 2 ブ ロ
ッ ク が 生 じな い 出芽酵母 の 変異株 r a d 9 の 研究に よ り ,

R A D 9 遺伝子よ り合成 され た タ ン パ ク質 が w e el キナ ー ゼ を活

性化 し パ d c 2 ･ サ イ ク リ ソ B 複合体が 活性化され な くな る ため

に 生 じる こ と が 明 らか に され て い る
32)

. しか し今回 の 実験 で 観

察された サ イ ク リ ソ A , B m R N A の 発現低下が ,
P U V A 処 置

に よ る直接的なも の な の か
, そ れ とも他の 遺伝 子や 遺伝子産物

によ る制御を受けて い るもの か に つ い て は
, 今後検討す べ き課

題で あると 思われ る .

結 論

G l/S 期境 界部 に 同調 さ せ た H e L a 細胞 に 対 し て P U V A

O ･4J/ c m
2

,
1 回 処置 を行 い

,
F C M に よ る細胞動態学 的観察と 同

時に サ イ ク リ ン A
,

B m R N A の 発現量を 経時的に 観察 した .

得られ た成績ほ次 の ようで ある .

1 ･ U V A 照射群で ほ 大部分の 細胞が G 2 + M 期 に 存在す る

時に ほ ぼ
一

致 して
,

サ イ ク リ ソ A , B m R N A の 発現量 の ピ ー

ク が認め られ
, 細胞 が Gl 期に 入 る と とも に 減少 した .

2 ･ 無処置群,
8 M O P 添加群で は

▲
U V A 照射群と ほぼ 同様

の 成績 が得 られ た .

3 ･ P U V A 処置群で ほ27 時間後に は G 2 + M 期細胞 の 割合が

60 % を超 え
, そ の 後96 時間後ま で は大部分の 細胞が G2 + M 期

に あ っ た .

4 .
P U V A 処置群 の G 2 + M 期に 蓄積 して い た 細胞の 大部分

は
,

G 2 期細胞 で あ っ た .

5 ･ P U V A 処置群で は 観察 され た時 間内に
,

サ イ ク リ ソ A
,

B m R N A の 発現量の 増加は認め られ なか っ た .

得 られ た成績か ら
,
P U V A に よ り生 じた 細胞 の G2 蓄 掛 こ

は
,

サ イ ク リ ソ A , B m R N A の 発現抑制が 関与 して い るもの

と示 唆 され た .
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a n d c h a n g e s i n th e r a t e of s y n th e si s a n d i n th e h alf -1i v e s o f

i n d i vid u al h is t o n e m R N A d u rin g th e H e L a c ell c y cl e ･ M ol ･

C ell . B i ol .
,
3

,
5 3 9 -5 5 0 (1 9 8 3).

1 5) C h o m c 2 y n S ki
,
P . & S a c c hi

,
N . : S i n gl e

-

S t e p m e th o d

o王 R N A i s ol a ti o n b y a cid g u a n idi n i u r n th i o c y a n a t e
-

p h e n ol-

c h l o r o王o r m e x tr a c ti o n . A n al . B i o c h e m .
,
1 6 2

,
1 5 6 -1 5 9 (1 9 8 7) .

1 6) H y o d o
,

M . , F ujit a ,
H .

,
S u z u ki

,
K ･

,
Y o si n o

,
K ･

,

M a t s u o , l . & O h k id o
,
M . : D N A r e plic a ti o n a n d c elトc y cl e

p r o g r e s si o n of c u lt u r e d m o u s e F M 3 A c ell s a f te r tr e a t m e n t

wi th 8 -

m e th o x y p s o r a.Le n pl u s n e a r
- U V r a di a ti o n ･ M u t a t ･ R e s ･

,

9 4
,
1 9 9 -2 1 1 (1 9 8 2) .

17) l . o h k a
,

M . J .
,

H a y e s
,

M . K . & M a11 e r
,

J ･ L ･
:

P u rifi c a ti o n o f m a t u r a ti o n- P r O m O ti n g f a c t o r , a n i n tr a c ell ul a r

r e g ul a t o r of e a rly mi t o ti c e v e n t s . P r o c . N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U ･

S . A
リ
8 5

,
3 0 0 9 -3 0 1 3 (1 9 8 8) .

18) I) u n p h y ,
W . G .

,
B ri z u el a

,
L

り
B e a c h

,
I) ･ & ' N e w p o r t ,

J .
: T h e x e n o p u s c d c 2 p r o t ei n i s a c o m p o n e n t of M P F

,
a

c y to pl a s mi c r e g ul a t o r of m it o si s , C ell
,
54

,
4 2 3 -4 3 1 (1 9 8 8) ･

1 9) L a b b e
,
J . C

り
C a p o n y ,

J . P .
,
C a p u t

,
I) .

,
C a v a d o r e

,
J ･

C .
,
D e r A n C O u r t ,

J .
, K a g h a d

,
M .

,
L e li a s

,
J . M ･

,
C a r d

,
A ･ &

D o r e e ,
M . : M P F f r o m s t a rfi sh o o c yt e s a .t fir s t m ei oti c

m e ta p h a s e is a h et e r o di m e r c o n t ai n i n g o n e m ole c ul e of c d c 2

a n d o n e m ol e c u l e of c y c li n B . E M B O J .
,
8

,
3 0 5 3-3 0 58 (1 9 8 9) ･

2 0) N u r s e
,

P .
: U ui v e r s al c o n tr oI m e c h a ni s m r e g ul a ti n g

o n s e t of M -

p h a s e . N a t u r e
,
3 44

,
5 0 3 -5 0 8 (1 9 90) ･

21) S w e n s o n
,
K . Ⅰ

り
F a r r e ll

,
K . M . & R u d e r m a r L J .

Ⅴ∴

T h e cl a m e m b r y o p r o t ei n c y cli n A i n d u c e s e n tr y in t o M

p h a s e a n d th e r e s u m p t1 0 n Of m ei o si s i n x e n o p u s o o c y t e s .

C elL 4 7 , 8 6 ト8 7 0 (1 9 8 6) .

2 2) P a g a n o
,
M .

,
P e p p e r k o k

,
R .

,
V e r d e , F . , A n s o r g e

,
W .

& D r a e t t a . G . : C y c lin A i s r e q uir e d a t t w o p oin t s in th e

h u m a n c eII c y cl e . E M B O J リ 1 1 , 9 6 1 - 97 1 (1 9 9 2) ･

2 3) G i r a rd
,
F

.
,
S t r 8 u Sf el d

,
U .

,
F e r n a n d e ヱ

,
A . & L a m b

,

N . C . : C y cli n A i s r e q u ir e d f o r th e o n s e t of D N A r e pli c ati o n

i n m a m m ali a n fib r o bl a st s . C ell
,
6 7

,
11 6 9 -1 1 7 9 (1 9 91) .

2 4) D e v o t o
,

S .
,

M u d r yj ,
M .

,
P i n e s

,
J .

,
H u n t e r , T . &

N e v i n s
,
J . R . : A c y cli n A -

p r O t ei n ki n a s e c o m pl e x p o s s e s s e s

s e q u e n c e
-

S pe Cifi c D N A b in di n g a c ti vi t y : p 3 3 c d k 2 i s a

c o m p o n e n t of th e E 2 FT C y Cli n A c o m pl e x ･ C ell
,

6 8
,
1 6 7 q1 76

(1 9 92) .

25) P i n e s
,
J . & H u n t e r

,
T . : H u m a n c y cli n A i s ad e n o

-

vi r u s E I A -

a S S O Ci a t e d p r o t e主n p6 0 a n d b e h a v e s d iff e r e n tly f r o m

c y cli n B . N a t u r e
,
3 4 6

,
7 6 0 - 7 6 3 (1 9 9 0) ･

2 6) P i n e s
,
J . & H u n t e r

,
T . : I s ol a ti o n o f a h u m a n c y clin

c D N A : E vi d e n c e f o r c y cli n m R N A a n d p r o t ei n r e g u l ati o n in

th e c eu c y cl e a n d f o r i n t e r a c ti o n w ith p3 4 c d c 2 ■ C ell
,
5 8

,

8 3 3 -8 4 6 (1 9 8 9) .

2 7) M u s c h el
,
R . J .

,
Z h a n g ,

H . B .
,
I li a k i s

,
G . & M c K e n n a

,

G . : C y cli n B e x p r e s si o n in H e L a c ells d u ri n g th e G 2 bl o c k

i n d u c e d b y i o n l Z l n g r a d i a tio n . C a n c e r R e s .
,

5 1
,

51 1 3 -5 11 7

(1 9 91) .

28) M u s c h el
,

R . J .
,

Z h & n g ,
l -l . B . & M c K e n n a

,
G . :

D iff e r e n ti al eff e c t of i o ni zi n g r a d i a ti o n o n th e e x p r e s si o n of

c y c li n A a n d c y cli n B i n H e L a c e u s ･ C a n c e r R e s ･
,

5 3
,

11 2 8 -1 1 3 5 (1 9 9 3) .

2 9) W ei n s t ei n , G . D .
,

M c C u 1lo u g h
,

J . L . & R o s s
,

P ･

A . : C ell k i n e ti c b a si s f o r p a th o p h y si olo g y o f p s o ria sis . J ･

I n v e s t . D e r m a t ol .
,
8 5

,
5 7 9 - 5 8 3 (1 9 8 5) .

3 0) O k d m o t o
,
H . & H o ri o

,
T . : T h e eff e c t of 8

-

m e th o x y-

p s o r al e n a n d l o n g- W a V e ultr a vi ol e t lig h t o n l a n g e r h a n s c ell ･ J ･

I n v e s t . D e r m a t o l . , 7 7 , 3 4 5 -3 4 6 (1 9 81) .

31) C o l e
,
R . S . : L i g h t i n d u c e d c r o s s li n k i n g o f D N A in th e

p r e s e n c e of a f u r o c o u m a ri n (p s o r al e n) : S t u di e s w ith p h a g e T ･

E s c h e ric h i a c oli
,

a n d m o u s e l e u k e mi a c ell s . B io c hi m ･

B i o p h y s . A c t a .
,
2 17

,
3 0- 3 9 (1 9 7 0) .

3 2) R o w l e y , R . , H u d s o n
, J . & Y o u n g ,

P . G ∴ T h e w e e l

p r o t ei n ki n a s e is r e q uir e d f o r r a d i a ti o n-i n d u c e d mi t o tic d el a y ･

N a t u r e ,
3 5 6

, 3 5 3-3 5 5 (1 9 9 2) .
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T Y l e E 蝕 ct o f Si n gl e P U V A T r e a t m e n t o n C y cli n A a n d B m R N A E x p r e s si o n i n H e L a C ell s F u mi ak i S h ir a s aki
,

D ep
a rt m e n t Of D e r m at ol o g y ,

S c h o ol of M e di ci n e ･
K a n a z a w a U n i v er sl ty ,

K a n a z a w a 9 2 0
-

J
･ J u z e n M ed S o c ･

,
1 05 ,

2 2 2
-

2 2 9

( 1 9 96)

K e y w o r d s n o w cy t o m e tr y ,
P U V A th e ra p y ,

e Pid e r m al c ell k i n e ti c s
,
C y Clin A

,
C y Cli n B

A b st r a c t

T h e pr e s e n t s tu d y i n v e s ti g a te d th e e ff e c t of si n gl e tr e a t m e n t w i th 8 - m e th o x y p s or al e n ( 8 M O P) +l o n g w a v el e n gth

ultr a vi ol et lig h t( P U V A) o n th e c ell c y cl e k i n etic s a n d th e c y cli n A an d B r n R N A e x p re s si o n in H e L a c ells . n e c ell s w e r e

sy n c h r o ni z e d at th e G l/ S b o u n d a ry b y th y mi di n e a n d ap h id i c oli n a p plic a ti o n
,

an d w e r e s e q u e n liall y h ar v e st e d aft e r P U V A

tre at m e nt . U n t re a ted c ell s an d th e c ell s t r e at ed w i th U V A r a di a ti o n o r 8 M O P a pp lic a ti o n w e r e us e d a s a c o n tr ol . Fl o w

cy t o m e try w a s us ed t o d e te r mi n e th e pr o p o rti o n s o f c ell s i n S - an d G 2 + M -

p h a s e ･ T h e p r o p orti o n o f M -

ph as e c ell s i n th e

G 2 + M c o m p ar t m e nt W a S e S ti m ate d b y m i c r o s c op l C e X a mi n ati o n ･ ¶1e e X Pr e S Si o n of c y cli n A a n d B m R N A w a s d e te ct ed b y

n or th er n b 1 0 t a n al y sis
,
a nd w as q u an ti fi e d b y i m a g e - a n al y z e r ･ I n th e c o n tr oI s

,
th e c o h o rt of s y n c h r o ni z ed c ells pr ∝ e e d e d

th r o ug h S
,
G 2 a n d M -

p
h as e

,
a n d th e n re e n te re d th e G l -

p
h as e at 1 2 h r a fter tr e at m e n t

･ n le l e v el s of c y cli n A a n d B m R N A

Pe a k e d i n G 2 + M p h a s e a n d d e c re a s e d t o th e b a s e li n e l e v el b y 1 5 hr af te r t r e a t m e n t ･
I n c o n tr a st

,
P U V A - tr e ate d c ell s

p r o c e ed e d sl o w l y i n th e S p h a s e an d th e n a c c u m ul a te d i n G 2 + M p h a s e u nti1 96 h r a ft e r P U V A tr e at m e n t ･ T h e p e r c e n ta g e of

c e11 s i n M -

P h as e sh o w e d a m ark ed d e c r e a s e i n th e a c c u m ul a te d G 2 + M c o m p a rt m e n t . B o th th e c y clin A a n d B m R N A

e x p r es si o n w e r e s tr o n g ly s u p p re s s e d b y P U V A tr e a t m e n t a t th e ti m e w h e n m o st o f th e c e11 s a c c u m ul a te d i n G 2 p h a s e . T h e s e

re s ul ts s ug g e st th a t G 2 a c c u m ul ati o n i n d u c e d by P U V A t r e at m e n t is i nti m ately a ss ∝i at e d wi th a d e cr e as e d e x p r e ssi o n of

C y Cli n A an d B m R N A ･


