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論文の内容の要旨

(毘的)

転写因子 Yin-Yan-l(yyl)が角化細胞の分化・増殖制御にかかわる影響を検討する。

(対象及び方法)

表皮角化 細胞 celllineの HaCaT細 胞 (HaCaT) に transfectionを行い、抗生斉IJG418 (gemeticin) にて

selection後、単-colony由来の YYl過発現 transformantを作製する o HaCaTをコラーゲンゲルにて 3D培養

し、 Day4，7，l0，l4に採取した標本にて HE染色にて表皮の厚さ、免疫染色にて分化を示す各遺伝子発現を検

討した。また YYl遺伝子抑制 HaCaTにより同様の実験を行い比較した。その後マウス新生児から採玖した

表皮培養細胞にて YYltransfection、角化細胞への分化強制誘導し、リアルタイム PCRによる mRNA転写制

御の評価、 ¥VBによる蛋白発現量の測定を行った。またホルマリン国定標本にて各種染色、蛋自発現量の浪IJ

定、細胞増殖 ELISAなども行った。

(結果)

過発現 YYA-HaCaTサンプルは 3D培養にて著明な表皮肥厚を認めた。対照では発現が見られていた角化

分子マーカーが過発現 YYI-HaCaTでは発現されなかった。

YY-l発現抑制により表皮は薄くなり、過発現 YYI-HaCaTにて染まらなかった分子マーカーが再度染まっ

た。マウス角化細胞培養による強制分化誘導実験では強制分化させた状況で RNA転写レベルおよび蛋白レ

ベルで KIO，Filaggrin， lnvolucrin， Loricrinが抑制されている事がわかった。過発現 YYlにより肥厚した表皮構

成細胞は Ki-67で核染色され、 BrdUの取り込みが対照と比較し増加していた。また細胞抑制制御に働く

p21、p16が抑制、細胞周期増殖因子の CyclinBlが充進していた。

(考察)

YYl過発現 3D培養にて表皮肥厚が顕著になり、未分化な状態を示す K14のみ染色されるのは表皮角化細

胞が未分化な状態のまま増殖したことを示す。 YYlは表皮角化細胞に対し分化抑制、細抱増殖、アポトー
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シス停止作用があると想定された。 YYl発現抑制にて表皮の厚さが正常にもどり、他の分化を示す免疫染

色が染まることになったことにより YYlの分化抑制機能が証明された。マウス表皮角化細胞培養での実験

でも RNA レベル、~日レベルで YYl が分化抑制に in vivoに近い状態で働いていることが証明された。転

写因子 YYlは表皮基底層における角化細胞の分化を抑制し、分裂能が高い未分化な状態を維持するのに重

要な役訴を果たしていることが証明された。

審査の結果の要旨

本論文は YYlの角化細胞の分化・増殖制御に関する役割に関し、 HaCaT細胞を使用し 3D培養を用いた

実験が行われている。 YYlの過発現、発現抑制によりそれぞれ表皮培養角化細胞の肥厚、減少、角化細胞マー

カーの染色不全、染色が見られ、 YYlが角化細胞の分化抑制、細抱増殖に重要な役割を果たしていること

を明らかにている。今後の皮膚癌の細胞治療などに関する基盤として価値ある研究と考えられる。 適切な実

験計画が、また応用としてマウス角化細胞を用いて invivoに近い状況での検証が行われている。

論文審査ならびに最終試験の結果に基づき、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するも

のと認める D
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