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培養 ヒ ト表皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト に 対す る 8- メ ト キ シ ソ ラ レ ン +

長波長紫外線照射 の 細胞動態学的作用

金沢大学医学部皮膚科学講座 ( 主 任: 広根孝衛教授)
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フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り測定 され た S 期細胞の 分画 (S 分画) お よび G 2 + M 期細胞 の 分画 (G 2 + M 分画) ,

ソ ー

テ ィ
ン グ して 得 られ た G2 + M 分画 に お けるM 期細胞の 比 軋 S お よび G2 + M 分画に おけ る Ki-6 7 陽性細胞の 比 率お よび ア

ク リ ジ ン オ レ ン ジを 用い た D N A ･ R N A 同時測定結果を含む 多重 パ ラ メ
ー タ q

を 用 い て
, 培養 ヒ ト 表皮ケ ラ チ ノ サ イ ト に 対す

る 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) + 長 波 長 紫 外 線 (l o n g w a v e le n g th ultr a vi ol e t lig h t

,
U V A ) 照 射

(P U V A ) 1 回処置の 細胞動態学的作用を 検討 した ■ P U V A 処 置後の 培 養細胞で は , S 分画ほ 2 時間後に 減少 した の ち増加 し
,

1 2 時間後 に ピ ー ク に 達 した . G 2 + M 分画は 6 時間後ま で 減少 した の ち24 時間後 か ら1 20 時間後 ま で 増加 した が
, 同期 間中

G2 + M 分画 に お け るM 期細胞の 比率の 著 しい 減少が 認め られ た . ま た
,
P U V A 処置後の 培養細胞 で ほ

,
4 8 時間後か ら120 時間

後まで G 2 + M 分画に おけ る Ki-6 7 陽性細胞 の 減少が 観察 され ,
7 2 時 間後か ら120 時間後ま で R N A 量が 比較 的少な い 細胞が S

お よ び G2 + M 分画に お い て 認め られ た . 得 られた 成績か ら ,
P U V A ほ最初細胞 の Gl か らS 期 へ の 進行阻害 を起 こ し, そ れ

が解除 され る と ともに 部分的に 同調 した 細胞集団 がS 期 へ 流入 し
, 通過する こ と が 強く示 酸され た ･ さ らに

,
P U V A は G 2 期

に おけ る細胞蓄積 を誘導する こ と
,

また G 2 期に 蓄積 した 細胞の 多 くほ 細胞周 期か ら離脱 して 静止状態 に ある G2 細胞 ,
す な

わ ち G 2 Q 細胞 で ある こ と が示 唆 され た .

K e y w o r d s flo w c y t o m e t ry ,
P U V A th e r a p y ,

m O n O Clo n al a n tib o d y Ki -6 7
,

e pid e r m al c ell kin e ti c s

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 ) + 長波長紫

外線 (l o n g w a v el e n g th u lt r a vi 01 e t li g h t
,
U V A ) 照射 (P U V A )

は表皮の 増殖活性 の 克進を 特徴 とす る尋常性乾癖 に 対する 有効

な治療法と し て 広 く 臨床応 用 さ れ て き た
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 てき

た . 従来の 報告で は
, 試験管内 (i n v it r o) の 実験

3一小
で も生体 内

(i n vi v o) の 実験
5 ト 8)

で も P U V A ほ 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 が
,

しか し
,

P U V A の 増殖抑制作 用の 機序は 充分 理解 され て い な い .

著者は
,

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー

(fl o w c y t o m e tr y , F C M ) に よ

り測定 され る S お よび G2 + M 期細胞分画の 値,
ソ ー テ ィ ン ク

して得られ る G 2 + M 期細胞分画 に おけ るM 期細胞 の 比率 ,
S

および G2 + M 期細胞 分画に お ける Ki-6 7 陽性細胞 の 比率を パ

ラ メ ー タ ー

と し , ま た ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ を 用 い た D N A
･

R N A の 同 時測定を 併用 して
,
P U V A 処置後の 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を 検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ . 細胞培養法

培養 ヒ ト表皮ケ ラ チ ノ サ イ ト ( ク ラ ボ ウ
, 東京) を 1 フ ラ ス コ

当 り 6 .0 ×1 0
4

個 の 密 度 で 25 c m
2
F al c o n 阻織 培 養 フ ラ ス コ

(B e c t o n D ic k i 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 ほ
1

ウ シ 下垂体 エ キ ス (5 6 皿 g/ 1) ,
ハ イ ド ロ コ ー チ ゾ ン

(0 .5 FLg/ m l)
,

表皮成長因子 (0 .1 n g/ m l) ,
イ ン ス リ ン (5 FLg/ m l) ,

ゲ ン タ マ イ シ ン ( 50 〟g/ m l) お よ び ア ン ホ テ リ シ ン B (0 ,2 5 〃g/

m l) を 添加した M C D B 1 5 3 培養液( ク ラ ボ ウ) を 用 い た . 培養液

の C a
2 十

濃度 ほ 0 .1 5 m M に 調整 した . 培養細胞 は 5 % 炭酸 ガ ス

通気 の 培養装置内に お い て37 ℃ で 培養 した .

Ⅲ .
P U V A 処置

対数増殖期に ある 3 代目 の ヒ ト表皮 ケ ラ チ ノ サ イ トを 暗所 に

お い て 1 FL g/ m 1 8- M O P (S ig m a C h e m i c al , S t . L o u i s
,
U .S .A .) 添

加培養液に 37 ℃ で20 分間浸漬 した の ち
,

U V A O .4J/ c m
2

を l 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 長域

300 ～ 4 3 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 5 ( 東芝

ガ ラ ス
, 東 京) を 使用 し

,
フ ラ ス コ 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-30 5/ 3 6 5 D 型( 東芝

光学 ,
東京) で照射強度を検定 した .

U V A 照射直後 お よび そ の

後24 時間 ごと に 培養液を交換 した . P U V A 処 置 の 直前 お よ び

2 ～ 1 2 0 時間後の 種 々 の 時点 に ト リ プ シ ン 処 理 に よ り 細胞浮遊

液を調整 し
,
F C M に 供 した . な お

, 暗所 で 8 - M O P 添加培養液

に 37 ℃ で20 分間浸漬 した が
,

U V A を照射 しな か っ た 細胞 を 対

照と した .

平成 5 年 8 月1 7 日受付 ,
平成 5 年 9 月2 2 日 受理

A b b r e vi atio n s : E D T A
,

e t h yl e n e dia m i n e t e t r a a c e tic a cid ; F C M
,

fl o w c y t o 汀峠t ry ; FI T C , ∵
f 山o r e s c ein

is o thio c y a n at e ; 8 - M O P
,
8 -

m e t h o x y p s o ral e n ; P B S
, p h o s p h a t e b u ff e r e d s alin e ; P I

, p r O P idi u m i o did e ; P U V A ,

8 - m e th Q X y p S O r a le n + l o n g w a v ele n g t h ult r a viole t ligh t ; U V A
,
l o n g w a v ele n g th ult r a vio l e t li gh t
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Ⅲ . 細胞 数の 算定

コ
ー ル タ ー カ ウ ン タ ー M o d el D (C o u lte r E l e c t r o n i c s C o .

,

H i al e a h , U ･S . A .) を 用 い て 1 フ ラ ス コ 当 りの 細胞数 を 算定 した .

生細胞数ほ ト リ バ ン プ ル ー で 染色 され な い 細胞 を生細胞 と して

算定 した . また
, 交換 し た培 養液 中 の 浮遊 細胞 を ト リ バ ン プ

ル ー で染色 し
,
死細胞数を 算定 した .

Ⅳ . K i - 67 抗原 と D N A の 同時測定

細胞を - 2 0 ℃冷 ア セ ト ン で30 分間固定 し, 冷 0 .01 M 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 a li n e

,
P B S ) で 洗浄後 , 4 %

正 常ウ サ ギ免疫 グ ロ ブ リ ン に 5 分 間浸潰 し
, 引き続 き モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗 体 Ki-6 7 (希 釈 度 1 : 2 0) ( D a k o p a tt s
,

G l o str u p ,

D e n m a rk) に 室温で 1 時間浸演 した .
P B S で 洗浄後 ,

2 次抗体

と してイ ソ テ オ シ ア ン 酸フ ル オ レ セ イ ン (fl u o r e s c e in is o th i o
-

C y a 工I a t e
,
F I T C) 標 識 抗 マ ウ ス I g G 抗 体 (希 釈 度 1 : 2 0)

( D ak o p a tt s) に 室温 で30 分間浸漬 , 次 い で 0 .1 % R N A 分解酵素

( T y p e Ⅱ - A , S i g m a C h e m i c al) 含有 P B S に3 7 ℃ で30 分間浸潰 ,

沃化 プ ロ ビ ジ ウ ム (p r o pidi u m i o did e . P I) (S i g m a C h e mi c al)

5 0 購/ 血 含 有 トリ ス
一 塩酸緩衝液 (p H 7 .4) で 1 時間染色 した .

凝集 した 細胞を 除去す るた め
,
F C M 測定の 直前 に浮 遊細 胞 を

40FL m ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で濾過 した . K i-6 7 お よ び D N A の 同時

測定に ほ フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー F C S - 1 型 ( 日本分光 , 東京) を

使用 した . 4 8 8 n m ア ル ゴ ン レ ー

ザ ー で励起 され た FI T C の 線色

蛍光( K ト67 抗原) は 53 0 n 皿 バ ン ド パ ス フ
ィ

ル タ ー を用 い て
,

P I の 赤色蛍光(D N A) ほ 60 0 n m ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ ー を用 い て

同時測定 を行 っ た . 毎 回約30 ,0 0 0 個 の 細胞を測 定 した .

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

細胞分画 ( G 2 + M 分両) の 億 は
t

フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 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 effi ci e n t of v a ri a ti o n
,

C V ) の 億 ほ 5 % 以下で あ っ た .

K i -6 7 陽性細胞数の 算定に 関 して は
, 先ず 2 次抗体(FI T C 標

識抗 マ ウ ス I g G 抗体) の み で 処理 された 対照細 胞の 蛍光の 強さ

を 測定 し
,
次 に こ の レ ベ ル の 蛍光 を 示 す細 胞 を K ト67 陰性細

胞
,

こ の レ ベ ル 以上 の 蛍光を示 す細胞を Ki牒7 陽性細 胞と 判定

し
, そ の 細胞数を 算 定 した . S お よ び G 2 + M 分 画 に お け る

Ei牒7 陽性細胞 の 比率 は
,

い ずれ も各分画の 細胞 数に 対 す る百

分率で表 した .

Ⅴ . R N A と D N A の 同時測定

F C M で 細胞 の R N A と D N A を 同時 に 測 定 す る た め
,

T r a g a n o s ら
9)
の 方法 に 従い 細胞を ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ で 染色 し

た . す な わ ち
,

1 0 % ウ シ 胎 児 血 清 添 加 培 養 液 で 細胞 数 が

2 ×1 0ソm l の 細胞浮遊液 を 調整 し
,

こ の 細胞 浮遊 液 0 .2 m l を

0 .1 %
･

ト ラ イ ト ン X -1 0 0 (S i g m a C h e mi c al) ,
0 .0 8 M 塩 酸

,

0 .1 5 M 塩化 ナ t
･

リ ウ ム お よび 0 .1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸

( e th yl e n e di a m i n e t e tr a a c e ti c a c id
,
E D T A ) (和光純薬 , 大阪) を

含む 溶液 0 .4 m l に 加 え 0 ℃ で30秒 間浸潰 した . 引き続 き 6/ 唱/

m l ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ(Si g m a C h e m i c al) , 1 m M E D T A お よ び

0 .1 5 M 塩化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ク エ ン 酸 (0 .1 M ) リ ン 酸 塩

(0 .2 M ) 緩衝液(p H 6 .0) を用 い て室 温で 5 分間染色 し
,

フ ロ
ー サ

イ ト メ ー タ ー で測定 した . 4 8 8 n m ア ル ゴ ン レ ー ザ ー で 励起 され

た 緑色蛍光 (D N A) は 53 0 n m バ ン ドパ ス フ
ィ

ル タ ー

を 用い て
,

赤色蛍池･(R N A) は 63 0 n m 甲 ン グパ ス フ ィ ル タ
ー

を 用い て 同時

測定を行 っ た .

Ⅵ ･ G 2 + M 分画 にお け るM 期細胞の解析

フ ロ ー サ イ ト メ ー

タ
ー

を 用 い て G 2 + M 期細胞 の ソ ー テ ィ ン

グを 行い
, 採取 した細胞を ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 塗抹 し

,
へ マ ト

キ シ リ ソ 染色 を行 っ た ･ 光学顕微鏡 で 約500 個検 索 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 G 2 + M 期細胞数 に 対す る百 分率で 表 した .

Ⅶ . 統計学的処理

同 一 条 件の 実験 ほす べ て 4 回 行い
, 得 られ た値 はすべ て平均

値士 標準誤差 ( m e a n ±S E M ) で 表 した . 2 群 の 平均値 の 差ほ

W il c o x o n 順位和検定を 用い て 検定 し た . p < 0 .0 5 を 有意と し

た .

成 績

Ⅰ . P U V A 処置後の 細胞増殖の 変化

図1 に 示 した よ う に
,
P U V A 処置を 行 っ た 培 養 ヒ ト表皮 ケ

ラ チ ノ サ イ ト の 細胞数 ほ24 時間後か ら1 20 時 間後 ま で 対応する

対照の 細胞数 よ り有意 に 少な く .
1 2 0 時間後 に は P U V A 処 置細

胞の 数は 対照細胞 の 20 % で あり
,
P U V A 処置 に よ る細胞増殖

の 抑制が 認め られ た . な お , 1 4 4 時間後に 対照細 胞ほ 単層 を形

成 した が P U V A 処置細 胞は 単層 を形成す るに 到らなか っ た .

図 2 に 示 した よ うに
,
P U V A 処置を 行 っ た 培 養細胞 で は

,

4 8 時間後 ま で培養液 中に浮遊細胞は ほ と ん ど認 め られ な か っ た

が
, 7 2 時間後 以降24 時間毎 に 1 フ ラ ス コ 当 り 1 ～ 2 × 1 0

4

個の 浮

遊細胞が み られ た . そ れ ら の 浮遊細胞は すべ て ト リ パ ン ブ ル
ー

に よ り染 色され る死 細胞 で あ っ た . なお
, 対腰 で は1 20 時 間後

まで 培養 液中に 浮遊細胞 はほ とん ど認め られ なか っ た .

Ⅱ . P U V A 処置後の 細胞周期分布の 変動

P U V A 処 置後の 培養細胞 に お ける S お よび G 2 + M 分画の 値

ほい ずれ も対 応す る対照細胞の 値に 対する 百 分率 で表 した . な

お
, 対照 細胞 の S お よ び G 2 + M 分画 ほ そ れ ぞ れ 32 .0 ±0 .3 % ,

1 1 .3 土0 ･3 % で
, 実験期間 中ほ ぼ

一 定の 値を 示 し
, 有意の 変動は

認め られ な か っ た .

図 3 に 示 した よ う に
,
P U V A 処 置後の 培 養細 胞 に お け るS

分画の 値 ほ
,
対 応す る対照値 と比 べ て

,
2 時間後 に 軽度の しか

し有意の 低下 を示 した の ち増加 し
,
1 2 時間後 に は 有意に 高くな

り , 約 20 0 % の ピ ー ク を 示 した . そ の 後S 分画値 は急速に 減少

し
,
48 時間後 に は対照 レ ベ ル に 戻 っ た .

P U V A 処 置後の 培養細

胞に お ける G 2 + M 分画の 値 ほ
, 対応す る対照値と比 べ て

,
2

時間後お よ び 6 時間後 に 軽度の しか し有意の 低下 を示 した . そ

の 後増加 し
,
2 4 時間後か ら120 時間後ま で 有意 に 高 く

▲
4 8 時間

後に 約 270 % の ど ー ク を示 した . 実験期間中の どの 時点に お い

て も多倍 体 (p oly pl oid) 細胞は 認め られ なか っ た .

Ⅲ . G 2 + M 分画 にお け るM 期細胞数の変動

P U V A 処置後の 培養細胞 の G 2 + M 分画に おけ るM 期細胞の

比 率 ほ 対 照 の 値 に 対 す る 百 分 率 で 表 し た . な お
,

対照 の

G 2 + M 分画 に おけ るM 期細胞 の 比率 は 36 .0 ±0 .3 % で , 実験期

間中ほ ぼ 一 定 の 値 を示 した .

図4 に 示 した よ う に
,
P U V A 処置後 の 培養細胞 の G 2 + M 分

画に お けるM 期細胞 の 比率は
, 対照値と比 べ て

,
2 時間後およ

び 6 時間後に ほ軽度 の しか し有意の 低下を示 し
,
1 2 時間後か ら

12 0 時 間後 ま で 著 し い 減少 を 示 し
,
1 2 0 時間後 に は 対照 値 の

25 ,7 % に 減少 した .

Ⅳ . K i - 6 7
●

抗原 と D N A の 同時測定

P U V A ･処置後の 培養細胞 の S
.
お よ び . G.2 + M 分 酎 こお ける
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･

-▲) af t e r a si n gle tr e at m e n t w ith

P U V A O .4J/ c m
2

. E a c h v al u e r e p r e s e n t s m e a n ( n
= 4 ) ･

K ト67 陽性細胞 の 比率 ほい ずれも対応す る対照の 備 に 対す る百

分率で表 した . なお , 対照 の S お よ び G 2 + M 分 画 に お け る

Ki -67 抗原 の 陽性率 は そ れ ぞれ 93 .5 ～ 9 7 .5 %
, 9 2 .5 ～ 9 6 .5 % で

あっ た .

図5 に 示 した よ うに
,
P U V A 処置後 の 培養 細胞 の S 分 画に

おけ る 軋67 陽性細胞 の 比率ほ2 4時 間後ま で対照と ほ ぼ同じ レ

ベ ル を示 した が
巨
48 時間後か ら96 時間後 ま で 軽度に しか し有意

に低下 し
,
1 2 0 時間後 に は対照 レ ベ ル に 戻 っ た .

G 2 + M 分画に

おける Ki牒7 陽性細胞の此 率は24 時間後ま で は対照と ほ ぼ同 じ

レ ベ ル を 示 したが
,
4 8 時間後か ら120 時間後ま で 有意に 減少し

,

7 2 時間後か ら120 時間後ま で対照値の 37 ～ 4 8 % に 減少 した .

V . R N A と D ＼A の 同時測定

図6 に 示 すよ う に
,
対照細胞 で ほ D N A 量の 増 加と と も に

R N A 畳 も ほ ぼ直線的 に 増 加 し ,
4

■

倍 体 (4 C) 細胞 は 2 倍 体

(2 C) 細胞 の ほ ぼ 2 倍 の R N A 量 を 示 し た . こ れ に 対 し て
,

P U V A 処置後の 培養細胞で ほ･
,･ 4 8 時間後 ま で 対照 に お け る

1

と

同様の パ タ ー ン を 示す細胞群 の み 見 られた が
,
7 2 時間後か ら

120 時間後ま で典型的パ タ
ー

ン を 示す細 胞群 と は 別 に S (2 C <
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*

p < 0 .0 5 c o r n p a r e d t o c o n tr ol b y W ilc o x o n r a n k s u m t e s t .

< 4 C) お よ び G 2 + M 期(4 C) の D N A 量を 有する が 縦軸の 方向

に 偏 向 し た 細胞 群 , す なわ ち S お よ び G 2 十M 期 の 細 胞 で
考 察

R N A 量が 比較 的少 ない 細胞群が検 出され た . 1 2 0 時間後甲時点 P U V A の 表皮 に 対す る細胞動態学的作用 は 近 年 に 到 る まで

で は ,
R N A 農 が 比較的少な い 細胞の 大多数 は G 2 + M 期に 存在 明確で ほ な か っ た . 約20 年前 ,

W alt e r ら
3)
は 器官培養 された

マ

した .

′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
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C O nt e n t
,

r e S p e C ti v ely .

こる こ と を観察 し,
P U V A の 細胞動態学的作 用 を 初 め て 示 唆

した . そ の 後 !
E p s t ei n ら

ら)
ほ

,
マ ウ ス 表皮に お い て P U V A 処

置後表皮の D N A 合成ほ 最初の 数時間抑制さ れ るが , 2 4 時間後

か ら数日 間逆 に 冗進する こ とを 報告 した .
P ull m a n n ら

6)
ほ

,
モ

ル モ ッ ト表皮に お い て P U V A 処置後 チ ミ ジ ン 標識指数が短 時

間減 少 した の ち増 加 す る こ と を 観察 し
,

そ の よ う な 変 化 は

P U V A 処置 に よ り起 こ る 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 るもの と推測 し

た . しか し
, 彼 ら が利用 した 指標 は 標識 指数 だけで あ っ た た

】

め , G 2 期 お よ び M 期 の 細胞 の 変動 に 関す る 情報 は得 られな

か っ た .

P U V A の 細胞動態学的作用 の 解 明を 目 的 と した 試験管内実

験も報告 され て い る . J o h n s e n ら
4)
は

,
培養 ヒ ト 表皮 ケ ラ チ ノ サ

イ ト に P U V A I J/ c m
2

照射を 行い
, 処置後細胞増殖 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 .
H y o d o ら

10)
ほ

よ
マ ウ ス 乳が ん細胞の 樹立 株(F M 3 A ) に

P U V A O .1 ～ 0 .5J/ c m
2

照射を 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

クほ 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

もの と 推測 して い る .

こ の 問題を 解明す るた め
,

われ わ れ の 教室 でも 一

連 の 実験成

績を 報告 してきた . 東
T)
は

,
モ ル モ ッ ト表皮に P U V A I J/ c m

2
1



6 3 2

回照射を行 い
, 処置後表皮の 標識指数は 6 時間後 ま で 低下 した

の ち増加す るが S 分画値ほ 初期の 減少を示 す こ とな く1 2 時間後

よ り標識指数 に 平行 して 増加する こ と
,

また 核分裂指数は24 時

間後ま で 低下 し, 3 日後正常 対照 レ ベ ル に 戻 り , 7 日 後正 常対

照 の 2 倍 に な るが
,

G 2 + M 分画値は24 時 間後 ま で 低下 後急激

に 増加 して 3 ～ 7 日後 に 正常対照の 2q倍以上 に な る こ とを 観察

した . ま た そ の 結果か ら
,
P U V A 処置後部分的 に

●

同調 した細胞

は S 期を通過 して G2 期に 流入 す るが , G 2- M 境界ブ ロ ッ ク の

た め 3 ～ 7 日後 の 期間 G 2 期 に 蓄賛 す る こ と を 示 酸 した . 筒

井
8)

は
,

テ ー プ ス ト リ ッ ビ ン グ に よ り増殖活性 の 克進 し た モ ル

モ
ッ ト 表皮 に P U V A O .5 ～ 1J/ c m

2

1 回処置を行 い
t

正 常表皮に

P U V A 処置 を行 っ た 場合と比 べ て
,

同調細胞の S 期 へ の 流 入

も G 2 期 へ の 流入 もよ り早く起 こ る こ と , ま た G2 - M 境 界 ブ

ロ
ッ ク ほ よ り長く 続き ,

G 2 蓄標 ほ よ り顕著と な る こ と を 示 し

た . こ れ らの 実験成績 でほ
,

しか し
,
P U V A に よ り G 2 蓄帝 が

起 こ る理 由は 依然不 明で あ っ た ,

著者の 実験成績ほ 東
丁)

お よ び筒井
8)
の 観察の 確認と と もに 若干

の 新知見を 提供 した . F C M に よる D N A ヒ ス ト グ ラ ム の 解析

結果ほ
,

P U V A 処置の 直後 に S 期細胞 の 減少 が 起 こ る こ と を

示 し
, 細胞が G l 期 で 停止する こ とを強く示 映 して い る . 引き

続い て起 こ る S 期細胞 の 増加 は
t

G l ブ ロ ッ ク が 解 除 され る と

ともに部分的 に 同調 した細胞集団が D N A 合成 を 開始す る こ と

を 示 唆 して い る .

ま た
,
P U V A 処置直後 の G 2 + M 期細胞は短 時間の 減少 を釆

た し
, 同時 に G 2 + M 分画に おける M 期細胞の 比率 ほ軽度 の 減

少を 示 した .
こ れ ほ P U V A 処置 の 直後に M 期 へ の 細胞流入 の

不 完全ブ ロ
ッ ク に よ っ てM 期細胞が減少す る こ と を 明確に 示 す

もの で ある . 次 い で
,

S 期細胞が 減少す る とと もに G 2 + M 分

画匿 お け るM 期細胞の 比率の 著 しい 減少を 伴う G 2 + M 期細胞

の 増加が起こ り
,

そ の 状態 ほ24 時間後 か ら120 時間後 ま で 観察

され た . こ れ ら の 所 見 か ら ,
2 4 時 間後 以 降 に 観察 さ れ た

G 2 + M 期細胞の 増加ほ実 は主 に G 2 期 に お ける細胞 蓄頓 に よ

るもの で ある こ と
,

ま た こ の G 2 蓄積 は S 期か ら G 2 期 へ の 継

続的過剰流入 に よ るの で はな く G2 期か らM 期 へ 入 る流 入率 の

減少に よる こ とが 明 らか に され た .

本実験で は , さ ら に F C M に よ り Ki -6 7 抗原 と D N A の 同時

測定を行 っ た 結果 ,
P U V A 処置を 行 っ た 培養細胞 で は48 時間

後か ら120 時間後ま で G2 + M 分画 に お ける Ki-6 7 陽性細胞 が著

しく減 少 す る こ と が 示 さ れ た . 従 っ て 48 時 間後 以 降 に ほ

G 2 + M 分画中に Ki -6 7 陰性細胞が 著 しく増加 した こ と は 明 ら

か で あ る が
, 既 に 述 べ た よ う に 4 8 時 間 後 以 降 の 時 期 に ほ

G 2 + M 分画に 含 まれ る細胞 の 多くは G2 期細胞 で あ るか ら,
こ

れ らの 所見を 併せ 考え る と
,

K i- 6 7 陰性 G 2 期細胞が 著 しく 増

加 した こ と に な る . な お
,

S 分画で も Ki - 6 7 陽性細胞 の 軽度の

減少が起 こ っ た が . こ れ は
一 過性 の 変動で あ っ た .

近年 ,
D a r z y n k i e wi c z ら

Il) 1 2)
は フ ロ ー サ イ ト メ

ー タ ー に よ る

R N A･ ･ D N A 同時測定法を用 いセ マ イ ト ジ ェ ソ に よ り 刺激 さ れ

た培着 ヒ ト リ ン パ 球を検索 し
, 大多数 の リ ン パ 球 ( G l 期細 胞)

は マ イ トダニ ソ に反 応す るが 少数 の リ ン パ 球 は 反応 しな い こ

と , また マ イ トジ ェ シ に 反応する G l 期細胞 と比 べ て 反応 しな

い Gl 期細胞 ほ R N A 量が少 ない こ と を観察 し ,
マ イ ト ジ ェ ソ

に 反応 しな い 低 R N A 量 の 細胞は細胞周期か ら離脱 した G l 期

細胞, すな わ ち 静止状態 の G l 期細胞 と考え
,
とれを G I Q 細

胞と称 した . ま た対数増殖期に ある 白血 病細胞株 (F L c e ll) せ

ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ドの 存在下で 培養す る とS お よ び G 2 期の

D N A 量を 有する が R N A 量 の 低下 した細胞 が 出現す るこ と を

示 し
,
そ れ ら は S Q ,

G 2 Q 細胞 で あろ うと述 べ て い る . な お
, 彼

らは S Q お よび G 2Q 細胞は い ず れも通常細胞周期内に 再 び参

入 し得 る もの と考え て い る . 次い で D r e wi n k o ら
13}

ほ
, 培養ヒ

ト大腸 が ん細胞 の 増殖曲線が 平坦 化 した の ち で も S お よ び G2

期の D N A 量を もつ 細胞 が存在 し
, 継代培養す ると 再 び対数増

殖期に 入 る こ と を報告 し
,
S Q お よ び G 2Q 細胞の 存在 を示 竣し

た .
G e r d e s ら

14)
は

,
マ イ ト ジ ェ ン に よ り刺激 され た 培養ヒ ト リ

ソ パ 球を対象 と して 細胞周期 と Ki-6 7 抗原 の 関連を 検討し
, 細

胞周 期を 回 転 して い る G l
,
S

,
G 2 お よ び M 期細 胞 は す べ て

軋牒7 陽性 で ある が G O 期細 胞 は 陰性 で あ る こ と を 示 した .

B ai s c h ら
15)

は フ ロ
ー

サ イ ト メ ー

タ ー に よ る Ki - 6 7 抗原 ･

D N A

同時測定法を 用 い て 増殖曲線 が平坦化 した 時期の 培養組織球を

検索 し
,

S お よ び G 2 期 の D N A 量を 有す る が Ki-6 7 陰性の細

胞を検 出 し
,

こ れ らの 細胞 が S Q お よび G 2Q 細胞 で ある 可能

性を示 唆 した . S a s a ki ら
16)

もま･ た フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よる

Ki- 6 7 抗原 ･

D N A 同時測定法を 用 い て H e L a 細胞 の 細胞増殖

と Ei - 67 抗原発 現と の 関係を 検討 し
,

血 清無添加培地 では増殖

活性 の 低下 と ともに Gl 期細胞だ けで なく S お よ び G 2 期細胞

中に Ki - 6 7 陰性細胞 が 出現 し
, 増 加する こ とを 報告 した . そ し

て
,

これ らの Ki - 6 7 陰性の S お よ び G 2 期 細胞 を S Q お よ び

G2Q 細胞 と み な して い る .

本実験で は
,
P U V A 処置後 の 培養細胞に お い て

,
S お よ び

G2 期細胞 で R N A 量 の 比較的少な い もの が 検 出され た . ま た

S お よび G 2 期細胞で Ki - 6 7 陰性 の もの が 存在す る こ と が 明ら

か に され た . K i -6 7 陰性 G 2 期細胞が 低 R N A 含 有 G 2 期細胞

と
一 致す る と い う直接 的証拠 はな い けれ ども

,
お そ らく両者は

同
一

の 細胞で あ り, それ ら は G2 Q 細胞と 思わ れ る .
こ の よ う

に
,
P U V A 処置後

一

定 時間を経て G 2 期に 蓄積す る細胞の 多く

は G 2Q 細胞 で ある と推 測された . な お
,
P U V A 処置 の72 時間

後以降 に 培養上 清中に 死 細胞 が 多数 浮遊 して く る こ と か ら
,

G 2 Q 細胞 の な か に は細胞周期 へ 再 参入 せ ずに 死 滅す る もの も

ありう る よう に 思わ れ た .

結 論

P U V A O .4J/ c m
2

1 回処置後 の 培養 ヒ ト表皮 ケ ラ チ ノ サ イ

おけ る細胞動態学的変化 を F C M に よ り得 られ た 多重 パ ラ メ
ー

タ ー を 用い て 検討 した . 得 られ た 結果は 次の よ うで ある .

1 . P U V A 処置後 の 培養細胞で ほ細胞増 殖 の 著 し い 抑制 が

み られ た .

2 .
P U V A 処置後の 培養細胞 で ほ

,
S 分画 は 処置の 直後に 短

時間減少 し
, そ の 後増加 して 12 時間後に ピ ー ク を 示 した .

3 . P U V A 処 置細胞 の G 2 + M 分画は処置 の 直後 に 短時間減

少 し
, 次い で2 4 時間後か ら120 時間後ま で 増 加 した が

, 同期間

中 G 2 + M 分画 に お ける M 期細胞 ほ著 明に 減少 した .

4 . P U V A 処 置 細 胞 で ほ 4 8 時 間後 か ち 1 2 0 時 間後 ま で

G 2 + M 分画に お ける Ki- 6 7 陽性細胞ほ 著 しく減 少 した .

5 . P U V A 処置細胞 では72 時間後か ら120 時間後 まで S およ

び G 2 + M 分画の 細胞 中に R N A 量の 比較的少な い もの が検出

された . 1 2 0時間後 に R N A 量が 比較的少 な い 細胞 の 大多数 は

G 2 + M 分画の 細胞 で あ っ た .

得られ た結果か ら; Pt IV A 処置の 直後 に細胞は Gl 期で廃止

す るが
,

G l ブ ロ
ッ ク解 除後部分的 に同調 した細胞 集 団が S 期
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に流入する こ とが 示 唆 され た ･ さ らに
,
P U V A ほ G 2 期に おけ

る細胞蓄積 を誘導す る こ と
▲

また G 2 期に 蓄積 した細胞め 多く

はG 2Q 細胞 で ある こ と が示 唆され た ･
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