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研究成果の概要（和文）：ノンコーディングRNAは生体の恒常性を保つために多様な機能を果たしているが、角
化における役割は解明されていない。本研究では、角化をコントロールするノンコーディングRNAの同定を目指
した。まず、手掌と前腕から採取した皮膚から抽出したRNAを用いてトランスクリプトーム解析を行い、角化の
強い手掌と角化の弱い前腕でRNA発現量を比較した。種々のバリデーションを行い、13種類の候補RNAを同定し
た。次に、それらのRNAをsiRNAにてケラチノサイトでノックダウンし、3次元表皮を構築し組織学的に解析した
ところいくつかの候補で角化異常を認めた。これらのRNAは角化を制御する機能を保つことが予想される。

研究成果の概要（英文）：Long non-coding RNAs (lncRNAs) play key roles in a variety of processes 
necessary for homeostasis. However, their effects on keratinization have not been fully elucidated. 
In this study, we aimed to identify specific lncRNAs that regulate keratinization. First, we 
performed transcriptome sequencing of keratinocytes sampled from palmar and forearm skin and 
compared transcriptome profiles between them, since palmar skin is much more keratinized compared to
 forearm skin. These analyses finally led us to identify 13 candidate lncRNAs that may be involved 
in keratinization. Next, we knocked down the candidate lncRNAs in keratinocytes. Histological and 
transcriptional analysis using reconstructed 3D skin culture demonstrated that knockdown of several 
lncRNAs leads to disruption of keratinization. These data suggest that these lncRNAs could be 
required for keratinization.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
表皮角化細胞は、正常では約 28 日間の規則

正しいサイクルで、基底層、有棘層、顆粒層、

角層の順に分化するが、この過程のことを角

化と呼ぶ。 

 角化には少なくとも数十種類のタンパク

質が関係しており、それらの角化関連タンパ

ク質が厳密にコントロールされた遺伝子発

現システムにより、時間的・空間的に秩序立

って発現することで、正常な角層が形成され

る。皮膚の最外層に位置する角層は皮膚バリ

ア機能の要であり、申請者はこれまで角層の

形成異常がアトピー性皮膚炎や遺伝性魚鱗

癬などの角化異常症を引き起こすことを明

らかにしてきた。これらの先行研究により角

化の過程に異常をきたす種々の遺伝性角化

症の病因解析が進み、現在では角化に重要な

遺伝子群の全容がほぼ明らかになってきて

いる。 

 しかしながら、表皮角化細胞が基底層→有

棘層→顆粒層→角層の順に分化する際に、こ

れらの遺伝子が必要なタイミングで必要な

場所でのみ発現する、角化の精緻な調節機構

自体を解明する研究はほとんど行われてお

らず、現在もその詳細は明らかになっていな

い。このように、角化メカニズムの全容は未

だに不明であり、角化を制御する因子の同定

が待たれている。 

 そのような中、高濃度のカルシウム

添加により培養表皮細胞を分化誘導

し、その前後での RNA をトランスク

リプトーム解析で比較することで、

TINCR と呼ばれるノンコーディング

RNA が表皮角化細胞の分化を促進し、

ANCR と呼ばれるノンコーディング

RNA が表皮角化細胞の分化を抑制す

ることを明らかになった。これらの研

究成果は、ノンコーディング RNA が

表皮の分化におけるマスターレギュ

レーターである可能性を示唆してい

る。しかしながら、カルシウム添加に

よる培養表皮細胞の分化誘導は通常、

表皮における基底細胞から有棘細胞

への分化を模したものであり、より角

層形成に重要な遺伝子発現の変化が

認められる有棘層上層から顆粒層を

どの程度反映しているのかは不明で

ある。従って、これらの in vitro のデ

ータが生体表皮にもそのまま適用で

きるかは不明であり、ヒト表皮での角

層形成におけるノンコーディング

RNA の役割は詳細には解明されてい

ない。  

 

２．研究の目的 



そこで本研究では、ノンコーディング RNA

が角化関連遺伝子発現を制御しているとい

う新しい仮説のもとに、次世代シークエンス

を用いた網羅的トランスクリプトーム解析

を行い、角化を制御するノンコーディング

RNAの同定を目指した。本研究では、角

層が厚い部位と薄い部位の皮膚を同

一のヒトから 3 カ所ずつ採取し、トラ

ンスクリプトーム解析でノンコーデ

ィング RNA の発現を比較することで、

角化に真に関わるノンコーディング

RNA を同定する。さらに、本研究で

は、同定した角化関連ノンコーディン

グ RNA の表皮内での局在を明らかに

し、角化関連遺伝子が顆粒層から角層

のレベルで高発現する制御機構を解

明する予定である。これらの研究によ

り、ノンコーディング RNA による角

化の精緻な調節機構が解明されることが期

待される。 

 
３．研究の方法 
(1) 次世代シークエンスを用いたトランスク

リプトーム解析 

まず、同一健常人の足蹠（高度の角化部位、

図 3）および前腕（通常の角化部位、図 3）

のそれぞれ 3か所ずつから採取した表皮から

全 RNA を抽出し、polyA 選択を行った後に

cDNAを作成した。得られた cDNAを用いて

次世代シークエンサーにて RNA-seq を行い

トランスクリプトーム解析を行った。バイオ

インフォマティクス解析にて、足蹠と前腕で

発現しているノンコーディング RNA の種類

と量を比較し、角化の強い足蹠で有意に増減

しているノンコーディング RNA の候補（角

化に関連するノンコーディング RNA の有力

候補）をリストアップした。 

 

(2) 三次元培養表皮を用いた機能解析 
(1)で同定した角化関連ノンコーディング
RNA の有力候補を RNAi にてノックダウン
し、角化に及ぼす影響を検討した。具体的に
は、実際の表皮を模した三次元培養表皮を作
製し、それぞれの候補ノンコーディングRNA
を RNAiにてノックダウンし、光学顕微鏡下
で角化異常の有無を詳細に検討した。 

４．研究成果 
(1) 角化関連候補ノンコーディングRNAの同
定 
まず、542 種類の RNA が手掌と前腕の間で発
現量が有意に異なっていた。 



 

これらの RNA のうち、200 塩基以上で、発現
量が手掌＞前腕かつ FPKM が 2 以上で、遺伝
子間に存在するものは 84 種類存在した。 

 
手掌と前腕の表皮由来の RNA を用いて
RT-qPCR にて、これら 84種類の RNA を定量し
手掌＞前腕であったもの、かつ、正常ヒト表
皮角化細胞の分化前と分化後で分化後＞分
化前であったものを抽出したところ、最終的
に 13 種類の RNA が角化関連ノンコーディン
グ RNA の候補として得られた。 

(2) 三次元培養表皮を用いた角化関連ノン
コーディング RNA の同定 
上記13種類のノンコーディングRNAをノッ

クダウンした表皮角化細胞から三次元培養
表皮を作成したところ、2つの候補 RNA（図
の#8と#14）において、角質の形成異常が認
められた。 
 

以上の結果は、角質形成に重要なノンコーデ
ィング RNA の存在を強く示唆しており、今
後の研究でこれらの RNA の局在や作用機序
を解明することで、角化メカニズムの理解が
さらに進むことが期待される。 
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