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角化細胞辺縁帯形成機構の細胞生物学的検討

(研 究課題番号:10470184)

平成10年 度～平成12年 度科学研究費補助金(基 盤研究(B)(2))

研究成果報告書

平成13年2月

研究代表者 山本明美

(旭川医科大学医学部皮膚科講師)



はしがき

臓器としての皮膚がはたす最も重要な働きのひとつはその内側の臓器を覆い、

保護することである。表皮はその最も表層に存在す る、生体と外界のインター

フェイスである。表皮のさらに最表層である角層細胞には生体を各種の物理的、

化学的侵襲か らまもるための極めて強靱な構造が存在する。それが辺縁帯であ

り多数の蛋白が細胞膜の内面に架橋されて形成される。この生理的重要性はそ

の架橋酵素の欠損により重篤な角化異常をきたすことでも証明されている。

さて、我々は過去10年 以上にわた り辺縁帯 の構 成成分 をはじめとする角化

細胞の各種分化関連蛋白の発現、局在、機能を多方面から研究 し、正常角化の

メカニズムおよび各種角化異常症の原因、病態を明らかにしてきた。最近では

それまで原因不明であったふたつの遺伝性角化異常症、すなわち 「魚鱗癬を伴

うVohwinkel症 候群」と 「掌蹟角化症を伴 う進行性紅斑角皮症」が辺縁帯の主成

分であるロリクリンの遺伝子変異によることを明らかにした。

本課題研究において我々はこれら過去の研究実績 をふまえ、ロリクリ他いく

つかの主要な辺縁帯成分の発現機構、細胞内局在、遺伝子異常による変化、架

橋形成機構な どを、細胞生物学的手法をはじめとす る多方面からのアプローチ

により明らかにした。特にそれまで全 く知られていなかった構造蛋白の核内移

行現象、すなわち 「プロフィラグリンアミノ末端 ドメインの終末分化に伴う核

内移行」と 「ロリクリン蛋白がヒトの遺伝性疾患をもたらす遺伝子変異によっ

て核内移行シグナルを獲得する」ことを発見できたことは幸いであった。

研究組織

研究代表者:山 本 明美(旭 川医科大 学医学部皮膚科講師)

研究協力者:高 橋 英俊(旭 川医科大学医学部皮膚科講師)

木山 博資(旭 川医科大 学医学部皮膚科教授)

加藤 英政(旭 川医科大 学医学部皮膚科助手)

研究経費

平成10年 度4300千 円
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計8500千 円
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結果と考察

本 研究 にお いて我 々 は表 皮 の生 体 防御機 構で あ る辺 縁帯 形成 に関 わ るい くつか

の主 要な生物 学 的事 象 を明 らか に した 。以下 に得 られた 主な研究 結 果 を述べ 、

そ の意 義 につ いて考 察す る。

1)ロ リク リン角皮 症 と辺縁帯形 成

ロ リク リンは辺縁 帯 の70%を も しめ る主成分 蛋 白で あ る。過 去 に我 々は本

蛋 白の遺 伝子 変異 によ る角化 異 常症 を世界 で始 めて発見 して いる。本 課題 研究

の期 間 にお いては この ロ リク リン の遺 伝子 変異 によ る掌蹟角化 症 の初 の 日本 人

症例 を発見 した(JDcmatolSci,19:44-47,1999)。 我 々は従来 の臨床症 状 のみ

に もとつ いた古典 的 な角 化症分 類 か ら脱却 し、病 因 に基 づ く新 分 類 を提 唱 し、

国 内外 で発見 した これ らロ リク リン遺 伝子 変 異 によ る角化 異 常症 を 「loricrin

keratodermaロ リク リン角 皮症」 と呼 ぶ ことを提案 した(ExpDermatol ,7:1・10,

1998,HistolHistopathol,13:819-826,1998,JDermatolSci,18:139-154,1998)o

次 に我 々は この ロ リク リン角 皮症 の病態 形成 機構 を多方 面か ら検 討 した。 ま

ず表皮 の分化 は一一種 のapoptosisと も と らえ られ て いる こ とか らDNAの 断片化 を

TUNEL法 によって検 討 した と ころ ロ リク リン角皮症 患者 表皮 の角 層 にお いて観

察 され る遺 残 した核 はTUNEL陽 性 であ る こ とがわか った(LabInvest78:1245-

1253,1998,JIDsymposiumproccedings4:145・149,1999)。 我 々は また ロ リク リン

角 皮症患者 にお きて い る遺 伝子 変 異か ら予想 され る変異 蛋 白を特 異的 に検 出で

き る抗体 の作 成 に成功 し、そ の蛋 白局在 をあ き らか に した(JInvestDermatol,

115:1095-1103,2000)。 そ の結 果 、変異 蛋 白は穎粒細 胞 、角質細 胞 の核 に集 積

して いる ことが 明 らか にな った。意外 な こ とに辺縁 帯 には ほ とん ど移行 しな い

ことかが判 明 し、辺縁帯 の形成 が変 異蛋 白 によ り直 接障 害 され る可 能性 は否定

的 とな った 。変異 ロ リク リンは と りわ け初期 には核 小体 に局在 す る ことか ら、

我 々は変異 ロ リク リンは角化細胞 の核 、核 小体 機能 を障 害す る こ とによ り表 皮

細 胞 の分 化過程 をち ょう どDNA断 片 化 が起 き る時 点で停 止 させ るので は ないか

と考 えた。今後 、変 異 ロ リク リン蛋 白が獲得 した核移行 シ グナル の解 析 、核 小

体 機能 との関 連 につ いて さらに検 討 し、表 皮終 末分化 にお ける核 の変化 とそ の

機 能 を明 らか にす る計画 であ る。

2)プ ロフィラグ リンの ドメイン特異的な細胞内局在

プロフィラグリンは従来、単にケラチン凝集蛋白であるフィラグリンの前駆体

として理解されてきた。しかし近年、そのアミノ末端 ドメインはプロフィラグ

リンの限定的な蛋白分解後は辺縁=帯に局在す ることか ら、辺縁帯前駆体となる

と考えられるようになった。今回我々は、プロフィラグリンが蓄積されている
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ケ ラ トピア リン穎 粒 が崩壊 後 、そ の アミ ノ末端 ドメイ ンは核 内 に移行 す る こと

を発見 した(LabInvest78:1245-1253,1998)。 これ は核DNAの 断片化 の時期 に

一致 した現象 で あ った こ とか ら
、 プ ロフィ ラグ リンア ミノ末端 ドメイ ンは辺 縁

帯 前駆体 と して の機能 の他 に、終 末分化 の際 の核 変化 に関 与す る蛋 白であ る こ

とが示唆 され た。 これ まで 辺縁帯 前駆 体蛋 白が核 内移行 す る例 は知 られ てお ら

ず 、表皮 の分化 関 連蛋 白 の機 能 は従来考 え られ て いた以 上 に複 雑 で ある ことが

示 された 。 この我 々 の発 見 を もと に、共 同研究 者 のBADale,RBPreslandら はin

vitroの 系 で プ ロフィ ラグ リンア ミ ノ末端 ドメイ ンの核 内移 行 の詳細 な メカ ニズ

ム を検 討 中で あ る。

3)イ ンボル ク リン とシスタチ ンAの 遺伝 子発 現調節 機構

研究 協 力者 の高橋 が 中心 とな って辺 縁帯 の成分 であ るイ ンボル ク リン とシス タ

チ ンAの 遺伝 子発 現調 節機構 の一端 を明 らかす る ことがで きた(JInvest

Dermatol110:218-223,1998,JBiolChem273:17375-17380,1998,BiochemJ344:

797-802,1999,BBRC278:719-723,2000)。 今後 これ らの遺 伝子発 現が どのよ う

に統 合 的 に調 節 されて い るのか を明 らか にす る ことによ り表皮 の秩序 だった分

化 メカニ ズム が解 き明か され るだ ろう。

4)辺 縁帯形成 におけるエ ピトープマスキング

我々は以前、辺縁帯形成過程をpost-embedding法 による免疫電顕法で しらべると、

ロ リクリンが穎粒細胞においてはデスモゾームのattachmentplaqueに 局在す るの

にたいし、角 層細胞 ではデスモゾ0ム 部分をのぞ く細胞辺縁 に局在 しているよ

うに観察されることを報告していた。この奇妙な現象がおきる理由として、我々

は辺縁帯形成過程においてデスモゾーム部分での分子間の架橋の進展によりロ

リクリンの抗原エピトープのマスクキングがおきるためではないかと考え、特

殊な免疫電顕法を開発することによりこれを証明した(ExpDermatol8:402-406,

1999)。 すなわち超薄切片 を水面上に浮遊させたまま一面をデスモゾーム蛋白

抗体で標識 した後、この面を指示膜でコー トし、他面を蛋白分解酵素により部

分消化 し、最後にロリクリン抗体で標識した。この結果、デスモゾーム抗体で

あらか じめマークされた部位にロリク リンの標識が検出され、エピトープのア

ンマスキングに成功したのである。今後 も辺縁帯形成過程を追うときに常につ

きまとう抗原マスキングの問題を同様の手法により解決し、さらに研究を発展

させる予定である。
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