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はしがき

本研究において我々は表皮角化細胞が発現する各種の分化関連蛋白の相互作用を解析し、

いくつかの新知見が得られた。まず、分化関連蛋白の脱イミノ化に関する研究では、ケラチンと

フィラグリンの脱イミノ化のタイミングおよび脱イミノ化をつかさどる酵素の発現部位とその作用

による角化細胞の形態変化を明らかにすることができた。次に、辺縁帯形成に関する研究では、

エラフィンとインポルクリンの架橋部位とタイミングを明らかにすることができた。さらに、別の辺

縁帯成分、ペリプラキンの役割を、ノックアウトマウスを作成することにより明らかにした。また、

ケラチン変異の細胞生物学的効果に関する研究では、K1の テールドメインの変 異をもつ ものと

野生型との相互作用をあきらかにした。最後に、層板穎粒に関する研究では、各種の新規層

板穎粒分子を同定し、また異なる層板穎粒分子の共存様式、放出のタイミングなどもあきらか

にした。その過程で、Netherton症 候群 は層板 穎粒分 子の異 常によるデスモゾーム早期破壊が

病態の本質であることも明らかにした。さらに、細胞内輸送小胞の癒合に関与するSNARE蛋 白

のひ とっ、SNAP29の 変異による新規の遺伝性疾患を同定し、SNAP29が 層板 穎粒分子の輸送

に決定的な役割をもつために、この疾患で角化異常が起きることを発表した。

研究組織

研究代表者山本明美(旭 川医科大学医学部講師)

研究経費
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研究成果表

1.分 化 関連蛋 白の脱イミノ化に関す る研究 。角層にお けるケラチ ンK1の 脱 イミノ化 のタイミングを検討したとこ

ろ、角層の下 層ではフィラグリンによるケラチンのコンパクト化がおきていて、脱イミノ化がおきておらず 、上層

で フィラグリンが分解し、脱イミノ化がおきることが分 かった(JInvestDermatal,118:282,2002)。 さらに、ケラ

チ ンの遺伝子 変異のために角層 のケラチ ンのフィラグリンによるコンパクト化がそこなわれている水庖型先天

性 魚鱗癖様紅 皮症にお いては、K1の 脱 イミノ化が低 下していた。以上から、角層のケラチンはまずフィラグリ

ンによる凝集 という修飾 を経た後 に脱イミノかされるという段階的な翻訳後 修飾を受けることが示唆され た。

さらに、脱イミノ化をつかさどる酵 素、ペプチジル アルギニンデイミナーゼ(PAD)フ ァミリーに属する分子、

PAD1,2,3の 発現と基 質特異性を調べた(CellMofLifeSci,62:1984,2005)。 その結果 、それぞれフィラグリ

ンを異なる効 率で脱イミノ化す ることが分か った。また、PAD1とPAD3は 角層下層 でフィラグリンと共存するこ

とがわかった。PAD1は 角層 上層でも発現 しており、KIの 脱イミノ化に関 与していると考えられた。

2.辺 縁 帯形成 に関する研 究。辺縁帯 の成分 として同定されているエラフィンは正常 皮膚では 発現しないが、尋

常性 乾癬では豊富に発 現する分子で、層 板穎粒に含まれることが知られ ている。我 々はエラフィンがどのよう

に辺縁帯に架橋され るのかを免疫 電顕 法を用いて調べた(JInvestDermatal,119:50,2002)。 その結 果、尋

常性乾癬では辺縁帯 形成が層 板穎粒の放 出前に 開始されることにより、細胞内で破壊され た穎粒からelafin

分子が放 出されて、インポルクリンと同じ側 、すなわ ち、辺縁 帯の細胞 質側から架 橋されることが示された。

さらに辺縁 帯の別 の成分である、ペリプラキンの役割を調べるために、ノックアウトマウスを作成してその表

現型を調べ た(MolCellBiol,24:6410,2004)。 その結 果、マウスは外見 的に正常 で、バリア機 能、辺縁帯の形

態 に異常はなく、ペリプラキン分子の機能は他の分子 によって代償されることが示唆された。

3.ケ ラチン変 異の細胞 生物学的効 果に関する研究。Curth-Macklin型 豪猪 皮状魚 鱗癬はまれな遺伝性 角化

異 常症であるが、我々はかつて本 症の1家 系がケラチンK1の テールドメインのheterozygousな フレームシフ

ト変 異によって生じることを報告した(JInvestDermatol,116:511,2001)。 その後 、他の研究 グループによっ

てこの変異をもつケラチンが核内移行するという報告がなされ た。我々 の観察では核 内にケラチン線維は全

く認めてお らず、変異 ケラチンは細 胞質内にとどまって、野 生型ケラチンと重合し、異 常なケラチンネットワー

クを形成することこそが 本症の病 態であると考えたので、これ を証明するために、変 異K1特 異的な抗 体を作

成に 、野生型K1と 細胞 質内で共存していることを明らかにしたUInvestDermatol,120:498,2003)。

4.層 板穎粒に 関する研 究 。皮角化 細胞が分化の過程で産生する蛋 白のうち主に層 板穎粒によって輸送され、

分泌されるものにつ いて検討した(11nvestDermatol,122:1137,2004)。 その結果 、カリクレインに属するセリ

ンプロテアーゼ2種 、デ スモゾーム成分となるコル ネオデスモシン、ライソゾーム酵 素として知 られるカテプシ

ンDは いず れも角層細胞 間脂質を提供す るセラミドの 前駆体とともに層板穎粒によって輸送されることが明ら

かになった。しかし、個 々の分子は独立した穎粒として互いに混じることなく、また、時期を違えて運送 、分泌

されていた。これにより細胞内でデスモゾーム成分 の分解などがおきない ように仕組 まれているものと考えら

れた。

表 皮のセリンプロテアーゼインヒビターであるLEKTIが 層板穎粒によって運搬 、分泌され ることを明らかにし

た(JInvestDermatol,124:360,2005)。 その 際、LEKTIの 基 質であるカリクレインはLEKTiよ りも産 生と輸送、

分泌が遅れ てなされてお り、カリクレインによるデスモ ゾームの分解が角 層 下部では始まらないように調 整する

機 構として働いていると考えられた。また、LEKTIの 欠損 による遺伝性疾 患であるNetherton症 候群ではデス

モゾームの異 常解離がおきていることも明らかにした。

Netherton症 候群のモデル動物としてLEKTIノ ックアウトマウスを作成 し、ここでもデスモゾームの異常な解

離がおきてお り、これ はデスモゾー ム構成要 素であるデスモグレイン1の 分解充 進によるものであることを明ら

かにした(NatureGenetics37:56,2005)。

重篤な神経 症状、魚 鱗癬と掌 蹄 角化症が 認められ る、北イスラエルの1家 系が、細胞 内輸 送小胞の癒 合に

関 与するSNARE蛋 白のひとつ、SNAP29の 遺伝子変 異による新規の劣性遺伝性 疾患であることを発見 した

(AmJHumGenet77:242,2005)。 この疾患 をCEDNIK症 候群(CErebralDysgenesis,Neuropathy,Ichthyosis,

Keratoderma)と 命名した。患者 皮膚 の表皮 有棘層 、穎粒層では細胞質 内に正常な層板穎粒 の他に、多数の

小胞が観察された。これ らの小胞は 著明に肥厚した角層の下 層の細胞 質 内にも認められた。層板穎粒 分子

であるGlucosylceramide,KLKSお よびKLK7が 角 層 内の異 常小胞にみとめられたことから、本症では 同穎粒

の輸 送がそこなわれていることがわかった。以上の結果から、SNARE蛋 白が表皮 層板穎粒 分子の輸送に重

要な働きをしていることがはじめて示された。

新 規の層板 穎粒分子 として上述のLEKTI以 外に2つ のメンバーを発 見した。す なわち、α2マ クログロブリ

ンプロテアー ゼインヒビターファミリーに属 するA2ML(alpha-2macroglabulin‐like)と 、Dermokinで ある(JBioI

Chem,2005,JInvestDermatol,126:503,2006),
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