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研究成果の概要： 

 上皮組織構築とくに口腔粘膜、皮膚付属器における基底膜型へパラン硫酸プロテオグ

リカン・パールカンの役割を解明する目的で、パールカン上皮細胞過剰発現系トランス

ジェニック（Tg）マウスにおける in vivo での上皮組織の病的変化について、口腔粘膜

および毛包をはじめとする皮膚付属器に着目して組織学的に検索した。その結果、毛包

発育過程に乱れが生じ、上皮細胞の分化および毛包発育に関与する増殖因子ならびに転

写因子に発現レベルの変化がみられた。したがって、パールカンの持続的発現により上

皮細胞分化および皮膚付属器、とくに毛包発育にかかわるシグナル伝達経路が障害され、

分化の乱れを生じる可能性が示唆された。 

さらに、パールカン Tg マウスにおける口腔粘膜・皮膚創傷治癒実験では、表皮再生が

促進されており、パールカンがケラチノサイトの増殖および分化を制御している可能性

がしめされた。したがって、上皮細胞の産生するパールカンが上皮組織構築に重要な役

割を果たしていることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

  基底膜型ヘパラン硫酸プロテオグリ

カン・パールカンは基底膜のみならず、

腫瘍間質や肉芽組織など生体内に広く

分布し、腫瘍細胞の増殖・浸潤や炎症

組織の改造をはじめ生体の恒常性維持

に重要な役割を果たしていることが判

明しつつある。近年、われわれは、歯

胚組織および歯原性腫瘍において、星

状網様上皮細胞間におけるパールカン

の存在を証明し、上皮細胞の分化や血

管侵入のない上皮組織内での物質輸送

に関与している可能性を示した。また、

唾液腺組織においても、炎症や腫瘍等

の病的状態において、上皮細胞のパー

ルカン産生量が亢進することをみいだ

してきた。さらに口腔粘膜上皮におい

ては、異型上皮および扁平上皮癌にお

いて上皮細胞間隙が拡大し、上皮細胞

間にパールカンが過剰に沈着し、上皮

の癌化過程にパールカンが関与してい

る可能性をみいだした。すなわち、間

質空間にのみ存在すると信じられてき

た細胞外基質が上皮組織内にも存在す

ることが判明したが、上皮組織内での

パールカンの局在と機能に関してはい

まだ不明な点が多かった。 

 そこで、我々は上皮組織構築における

パールカンの機能を解明する目的で、

ケラチン５プロモータをもちいて、上

皮細胞にパールカンを過剰発現させる

トランスジェニックマウスの作製に成

功し、まず歯胚組織について解析した。

その結果、歯胚組織に形成異常が確認

され、歯胚上皮細胞によるパールカン

の持続的発現により、歯胚発育過程で

の時期特異的な上皮—間葉相互作用に

乱れが生じることを明らかにした。し

たがって、他の上皮組織においても変

化が生じているものと予測された。 

 
２．研究の目的 

 上皮組織全般とくに口腔粘膜、唾液

腺組織および皮膚付属器に焦点をおき、

パールカン過剰発現の影響を明らかに

し、パールカンが上皮組織の形態形成

および恒常性維持にどのように関与し

ているかを具体的に証明し、さらに上

皮細胞におけるパールカン関連シグナ

ル伝達経路を解明することを目的とし

た。上皮組織内には細胞外基質分子が

存在して上皮細胞の分化や増殖の制御、

および上皮細胞への物質輸送を担って

いることを初めて明らかにすることに

より、口腔粘膜ならびに皮膚疾患の原

因解明と移植治療法の開発、さらには

各種上皮組織（歯、唾液腺、毛髪、皮

膚等）の再生誘導に重要な知見がえら

れ、今後の再生医療の発展にも多大な

貢献をすることが期待される。 

  
３．研究の方法 

 第一に、マウス正常皮膚組織ならび

に口腔粘膜組織の発生過程における

パールカンの局在を免疫組織化学的

に検索した。 

 第二に、パールカントランスジェニッ

クマウスにおける in vivoでの上皮組織

の病的変化について、口腔粘膜、その付

属器としての唾液腺および毛包をはじ

めとする皮膚付属器に着目して組織学

的に検索した。次に、形態異常ないしは

病的変化が確認された上皮組織より RNA

を抽出し、パールカン過剰発現により遺



伝子発現レベルが変化すると予想され

た種々の因子について RT-PCR 法にて遺

伝子発現変化を解析した。さらに、レー

ザーマイクロダイセクション法をもち

いて、組織切片から特定の上皮細胞を採

取し、RNA 抽出後 RT-PCR 法をおこない、

パールカン関連分子の遺伝子発現変化

について検索した。  

 第三に、in vivoでの創傷治癒実験と

して、正常およびトランスジェニックマ

ウスの口腔粘膜および背部皮膚組織に

線状創を作製し、上皮および毛包をはじ

めとする皮膚付属器の再生過程を経時

的に観察した。 

 

４．研究成果 

（1）マウス正常皮膚組織におけるパールカ

ンの局在 

 胎生期から生後 8 週齢の正常マウス

頭部皮膚組織のパラフィン連続切片を

作製し、マウス皮膚付属器の発育過程

におけるパールカンの局在について酵

素抗体法にて検索した。毛包発育過程

では、パールカンは上皮基底膜および

毛包基底膜に限局して存在するととも

に、毛包周囲の結合組織性間質にもび

漫性に局在していた（図 1）。 

＜図 1＞ 
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（2）パールカン Tg マウスの皮膚付属器の組織   

学的検索 

①免疫組織化学的検索 

 胎生期および出生後の正常およびパー

ルカン Tg マウスについて、HE 染色、パー

ルカン関連分子の免疫染色を施し、毛包を

はじめとする皮膚付属器の組織学的変化

を経時的に観察した。その結果、Tgマウス

ではパールカン蛋白質は基底膜のみなら

ず、ケラチン 5に一致して上皮基底・傍基

底細胞層、毛包外毛根鞘に過剰発現してい

た。さらに、Tgマウスでは加齢にともない

背部および頭部皮膚に脱毛が生じ（図 2）、

組織学的には表層上皮組織には角化亢進

と過形成、毛包組織では毛包上皮細胞の分

化の乱れ、外毛根鞘細胞の腫大と多層化、

皮脂腺組織の発達が確認された。 

＜図 2＞ 
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②定量的 RT-PCR による遺伝子発現変化の 

解析 

 生後 8週齢および生後 1年齢の老齢マウ

スの正常およびパールカン Tg マウスより

皮膚組織を採取し、RNAを抽出後 cDNA に逆

転写し、パールカンおよび上皮細胞分化関

連因子について、定量 RT-PCR 法にて遺伝

子発現の経時的変化を解析した。その結果、

時期特異的に lef-1、shh、TGF-1 などの各

種転写因子や成長因子の遺伝子発現レベ

ルに変化がみられ、免疫組織化学にて同蛋



白質発現にも変化が生じていることが確

認された（図 3）。 

＜図 3＞ 

 

 

 さらに、病的変化が確認された上皮組

織より RNAを抽出し、RT-PCR 法にてパ

ールカン関連分子の遺伝子発現変化に

ついて検索したところ、上皮細胞の分化

および毛包発育に関与する増殖因子な

らびに転写因子に発現レベルの変化が

みられた。したがって、パールカンの持

続的発現により上皮細胞分化および皮

膚付属器、とくに毛包発育にかかわるシ

グナル伝達経路が障害され、分化の乱れ

を生じる可能性が示唆され、上皮細胞の

産生するパールカンが上皮組織構築に

重要な役割を果たしていることが明ら

かとなった。 

 

（3）パールカン Tg マウスの口腔粘膜組織の組

織学的検索 

 胎生期から生後１年齢の正常マウ

ス頭部およびパールカン Tg マウス背

部皮膚組織のパラフィン連続切片を

作製し、口腔粘膜におけるパールカン

の局在について酵素抗体法にて検索

した。正常マウスの口腔粘膜上皮組織

では、パールカンは上皮基底膜に限局

していたが、Tg マウスでは基底細胞お

よび傍基底細胞間にパールカンが沈

着し、基底膜も肥厚していた。同時に、

基底細胞配列の乱れもみられた（図 4）。 

＜図 4＞ 
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（4） パールカン Tg マウスの創傷治癒モデル

における上皮再生実験 

① 病理組織学的検索 

 10 週齢の正常およびパールカン Tg マウ

スの背部皮膚に線状創を作製したのち、1

日から 14日まで経時的に組織を採取して、

パラフィン連続切片を作製し、各種上皮細

胞分化マーカの免疫組織化学をおこない、

経時的に観察した。その結果、パールカン

Tg マウスでは創傷 3 日後で創部周囲表皮

が広範に過形成を示すとともに、基底細胞

層に BrdU 陽性細胞がより多数出現し、基

底膜域のパールカン沈着が強調されてい

た（図 5）。潰瘍底部では大型紡錘形再生表

皮細胞が伸長していた。創傷５日後のパー

ルカン Tg マウス表皮では、痂皮が脱落し

て CK5 陽性の基底細胞層および CK10 陽性

の棘細胞層・角化層の分化が完了していた

が、正常マウスでは基底方向ならびに表層



方向への分化はいずれも不完全であり、最

表層には痂皮が残存していた。8 日以降は

顕著な差はなかった。 

＜図 5＞ 

       正常マウス 
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② 遺伝子解析 

 経時的に採取された創部組織の一

部より凍結切片を作製し、レーザーマ

イクロダイセクション法により、正常、

周囲過形成表皮および再生表皮をそ

れぞれ採取した（図 6）。RNA を抽出後

cDNAに逆転写し、上皮細胞分化関連因

子について遺伝子発現の変化を

RT-PCR法にて解析した。その結果、パ

ールカン Tg マウスの周囲過形成表皮

では、インテグリンβ1、BMP-4などの

上皮再生にかかわるパールカン関連

因子の発現上昇がみられた。 

＜図 6＞ 

 したがって、上皮細胞によるパール

カンの持続的過剰発現により、パール

カン Tgマウスでは皮膚創傷治癒過程

初期における表皮再生が促進されてい

ることが明らかとなり、パールカンが

ケラチノサイトの増殖および分化を制

御している可能性がしめされた。 

 以上の研究結果より、上皮細胞によ

るパールカンの持続的発現により、上

皮-間葉相互作用に乱れが生じ、皮膚付

属器とくに毛包構造の分化が障害され

ることが示唆された。したがって、上

皮細胞の産生するパールカンが皮膚・

粘膜付属器の発育分化に関与している

可能性が推察された。さらに、創傷治

癒実験により、上皮細胞が産生するパ

ールカンが自身の細胞増殖ならびに分

化を制御していることが証明され、今

後はパールカン遺伝子を過剰発現して

いる上皮細胞の培養実験系を確立し、

上皮細胞の分化および上皮組織構築に

かかわるパールカンの機能を in vitro

で解析したいと考えている。それによ

り、各種上皮組織の再生誘導（歯、毛

髪、皮膚など）に重要な知見がえられ、

今後の医療の発展にも多大な貢献をす

ることが期待される。 
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