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研究成果の概要（和文）：新規リパーゼ様タンパク質LIPXは、表皮バリア機能に必須である。本研究では、LIPX
遺伝子欠損マウスを用いて、LIPXが表皮バリア機能の実体である角質細胞間脂質ラメラの形成に寄与する機構の
解明に取り組んだ。LIPX欠損によって角質細胞間脂質ラメラに構造的異常が生じることを見出し、表皮バリアに
重要なセラミドが半減・短鎖化していることをリピドミクス解析により明らかにした。また、LIPXは表皮特異的
に発現する膜貫通タンパク質であることを示した。本研究の成果は、LIPXの表皮バリア形成における役割の解明
に寄与し、表皮バリア機能を制御する薬物の探索へと繋がるものである。

研究成果の概要（英文）：The intercellular spaces in stratum corneum are filled with the lamellae of 
lipids, the structural entity of the epidermal barrier. We previously found that a novel lipase-like
 protein LIPX is essential for the epidermal barrier function. In this study, by using a LIPX gene 
knockout mouse strain, we investigated the mechanisms by which LIPX contributes to the formation of 
the lipid lamellae in the stratum corneum. We revealed that, in the absence of LIPX, the 
intercellular lipid lamellae formed in the stratum corneum were structurally abnormal. This defect 
was accompanied with a drastic decrease of ceramides that are essential for the epidermal barrier. 
We also demonstrated that LIPX is a transmembrane protein specifically expressed in the epidermis. 
The results of this study contribute to understanding the essential roles of LIPX in the epidermal 
barrier function and to developing novel medicines to cure the diseases with dysfunction of the 
epidermal barrier function.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らは、アフリカツメガエル卵母
細胞を用いた機能発現クローニング法によ
りトランスポーターの分子探索を行ってき
たが、その過程で、卵母細胞にアミノ酸の取
り込みを亢進させる cDNA として LIPX をクロ
ーニングした。LIPX はリパーゼ類似の構造を
もつ１回膜貫通型タンパク質であると推測
され、アフリカツメガエル卵母細胞に発現さ
せると、アミノ酸のみならず多くの低分子化
合物の取り込みを亢進させた。そのキネティ
クスは非飽和的であり、リパーゼ活性によっ
て膜障害を起こして非特異的に細胞膜の透
過性を上昇させたものと考えられたため、ト
ランスポーターの研究対象からは除外した。
しかし、その生体内での機能を理解するため
に LIPX 遺伝子ノックアウトマウスを作製し
たところ、ホモノックアウトマウスは表皮バ
リア障害により生後１日前後で死亡すると
いう驚くべき表現型を示した。 
 表皮バリア機能は、角質層が担っており、
脂質成分からなる角質細胞間脂質ラメラが
その重要構成要素となる。これにより、外部
からの異物の侵入が阻止され、皮膚からの水
の蒸散による水分喪失が防止される。この脂
質ラメラは、セラミドを主成分として多様な
脂質から構成され、規則正しい液晶構造をと
っている。表皮バリアについては、多様な観
点から多くの研究がなされてきたが、表皮バ
リアの本体に関わる角質細胞間脂質ラメラ
の形成の機序は明らかになっていない。表皮
バリアの障害を示す代表的疾患としては、ア
トピー性皮膚炎が知られる。同疾患において
は、角質バリア機能障害により外からの刺激
が容易に皮膚の中にまで侵入して炎症をお
こし、また、水分喪失により皮膚の乾燥を伴
う。表皮バリア機能を担う因子としては保湿
因子に関わるタンパク質フィラグリンが知
られ、その異常がアトピー性皮膚炎や尋常性
魚鱗癬でも報告されている。この他、数例の
脂質代謝関連因子の表皮バリアへの寄与が
報告されているが、角質細胞間脂質ラメラの
形成維持に関する因子は依然としてその核
心が掴めていない状況にある。 
 予備的に実施したリピドミクス検討によ
り LIPX のホモノックアウトマウスでは表皮
バリアに重要とされるセラミドの総量が半
減していることが明らかとなった。しかし、
リパーゼ様因子である LIPX はセラミド自体
を基質あるいは反応生成物とすることは考
えにくく、セラミドを含む表皮バリア機能に
必須な脂質を角質細胞間脂質ラメラに規則
正しく保持するうえで、LIPX が基質とする脂
質の分解あるいは反応生成物の合成が重要
であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、LIPX の表皮バリア形成におけ
る役割を解明し、その基質と反応生成物を同
定することを試みた。LIPX の基質あるいは

反応生成物は、皮膚疾患治療への直接の応用
が期待されることから、表皮バリア機能を制
御する薬物の探索に繋げることを目指して
研究を実施した。また、膜型リパーゼによる
組織構築という新たな生物学的概念を提示
するとともに、皮膚疾患との関連性解析によ
り LIPX を新たな疾患遺伝子として確立する
可能性に繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) LIPX 特異的抗体による in vivo 発現・局
在解析 

LIPX の生体内における発現および局在を明
らかにするため、LIPX 特異的抗体を作成した。
FLAG タグを融合した LIPX を安定発現する
Flp-In 293 細胞株（HEK293 細胞由来の細胞
株）から組換え LIPX タンパク質を精製し、
腸骨リンパ節法によりラットモノクローナ
ル抗体を作成した。抗体力価が最も高い数ク
ローンのハイブリドーマ培養上清から抗体
を精製し、ウエスタンブロット法や免疫組織
染色法による検討を実施した。また、表皮組
織の破砕液から調製した細胞膜画分を用い
て、塩、アルカリ、尿素による洗浄、界面活
性剤による可溶化などをおこない、LIPX と
細胞膜の相互作用の様式を解析した。 
 
(2) リピドミクス解析による LIPX の基質お
よび反応生成物の同定 

LIPX の基質と反応生成物となる脂質分子種
を明らかにするため、LIPX ノックアウトマウ
スの表皮からトリプシン処理によって角質
シートを調製し、メタノールとクロロホルム
を用いた Bligh and Dyer 法によって脂質を
抽出した。得られた角質抽出脂質に対して、
上記の LIPX 精製組換えタンパク質を混合し
て反応させ、反応前後のサンプルのリピドミ
クス解析によって、LIPX の基質と反応生成物
の同定を試みた。 
 
(3) 透過型電子顕微鏡観察による表皮組織
および角質細胞間脂質ラメラの構造的
異常の解析 

LIPX ノックアウトマウスの表皮組織あるい
は角質細胞間脂質ラメラにおける微細構造
の異常を解析するため、野生型および LIPX
ノックアウトマウスの皮膚組織を採取し、透
過型電子顕微鏡による観察をおこなった。表
皮組織の観察は定法に従い、角質細胞間脂質
のラメラ構造については、四酸化ルテニウム
染色をおこなった。 
 
４．研究成果 
 腸骨リンパ節法により作成したラットモ
ノクローナル LIPX 抗体は、マウス組織にお
ける内在性 LIPX をウエスタンブロット法で
検出できる良好な反応性を示した。新生仔マ
ウスから各臓器を採取し、発現をウエスタン
ブロット法で解析した結果 LIPX の発現は表
皮組織に特異的であることが確認された。ま



た、表皮組織由来の細胞膜画分を用いて、
LIPX と細胞膜の相互作用の様式を解析した。
細胞膜表面に結合したタンパク質を遊離さ
せる塩、アルカリ、尿素による洗浄処理は、
LPIX を細胞膜画分から遊離させなかった。
LIPX の可溶化には、界面活性剤による細胞膜
の可溶化が必要であることから、LIPX が表皮
組織内で膜貫通型タンパク質として発現し
ていることが示された。 
 同抗体を用いて、新生仔マウスの皮膚組
織を用いた免疫組織染色により、LIPX の局
在を明らかにすることを試みたが、野生型
マウスと LIPX ノックアウトマウスの間で
染色像に違いが見られなかった。様々な組
織固定法、抗原不活化法などを検討したが、
染色結果を改善することは出来ず、in vivo
における LIPX の詳細な局在を解明するに
は至らなかった。免疫組織染色に使用でき
る LIPX 抗体の作製には、これまでにも様々
な方法で取り組んできたが成功しておらず、
タンパク質の立体構造上、LIPX に対しては
免疫染色に適した抗体が出来にくいものと
考えられる。LIPX の局在解析については、
ゲノム編集技術を用いてエピトープタグを
付加した LIPX ノックインマウスを作製する
方法が有効な手段になると考えられた。 
 電子顕微鏡観察では、LIPX ノックアウト
マウスの表皮組織全体の構築に顕著な構造
的異常は見られなかった。一方で、角質細
胞間脂質ラメラ構造に関しては、LIPX ホモ
ノックアウトにおいてラメラの周期構造が
不鮮明であることを見出した。また、分断
化された異常なラメラが不規則に集積した
構造など、多くの形態異常を捉える事が出
来た。このことから LIPX の欠損による表皮
バリア機能の破綻は、角質層細胞間脂質ラ
メラに比較的限局した異常が要因であるこ
とが示された。このような角質細胞間脂質
ラメラの構造的異常は、研究代表者らが以
前実施した X線小角散乱法による解析でも
示唆されており、今回の解析結果はそれを
組織学的な観点から裏付けるものとなった。 
 当初は、リピドミクス解析により LIPX
の基質および反応生成物を絞り込むことを
予定していたが、哺乳類培養細胞を用いて
構築した発現系から充分な量の組換え
LIPX タンパク質を調製することができず、
研究期間内に LIPX の基質および反応生成
物を同定することは出来なかった。今後も
組換え LIPX タンパク質の精製・発現系に改
良を加えて、同解析を継続して実施する予
定である。一方で、野生型と LIPX ホモノッ
クアウト仔マウスの角質層の脂質組成変動
については、リピドミクス解析によって、
これまでよりもさらに詳細な変動を把握す
ることができた。特に重要な知見として、
皮膚に特異的で表皮バリア機能に必須であ
るとされている、エステル化ω脂肪酸を含
む皮膚特異的セラミドクラスの総量の半減
と、全体な脂肪酸の短鎖化を見出した。 

 本研究は、トランスポーター分子同定の過
程で偶然見いだした新規リパーゼ様タンパ
ク質 LIPX について、そのノックアウトマウ
スが表皮バリア障害により出生直後に死亡
する事実に基づき、LIPX が表皮バリアの本体
である角質細胞間脂質ラメラの形成に寄与
するメカニズムの解明に挑んだ。LIPX の基質
と反応生成物の同定は今後の課題となるが、
本研究により明らかになった、LIPX 欠損が引
き起こす角質細胞間脂質ラメラの構造的異
常や脂質組成の変動、また本研究で確立した
解析技術は、LIPX の基質と反応生成物の同定
に重要な寄与を果たすと考えられる。本研究
の成果は、表皮バリア機能を制御する薬物の
探索や、遺伝性皮膚疾患の原因遺伝子の特定
へと繋がることが期待される。 
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