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研究成果の概要： 
培養正常ヒト表皮角化細胞（NHK）をもちいて hornerin の発現条件を検討した。Ca2+添加によ
る分化誘導では Profilaggrin の発現はみられるものの、hornerin の発現がみられず、細胞を
full-confluent の状態に維持することにより hornerin の発現が確認された。さらに RNAi によ
り profilaggrin 発現の抑制した条件下でも full-confluent を維持することにより hornerin
の発現が誘導された。この結果より hornerin と profilaggrin は異なる発現調節を受けること
が示唆された。 
また、各種角化異常を伴う皮膚疾患をもつ患者より得られた皮膚を用いて Hornerin の発現を検
討した。水疱型先天性魚鱗癬紅皮症や扁平苔癬、掌蹠角化症、慢性期アトピー性皮膚炎の一部
などで発現が確認され、さらに hornerin が発現している皮膚ではサイトケラチン６の発現がみ
られた。これより hornerin は過増殖状態にある表皮角化細胞で発現すると推測された。サイト
ケラチン６は TNF-αや IL-1 など炎症性サイトカインの刺激で発現することが知られており、
hornerin の発現にも炎症性サイトカインが関与関与しうるか現在器官培養系を用いて検討中
である。 
以上の結果より hornerin は表皮において profilaggrin と異なる機能を持つことが示唆され、
さらに hornerin の発現は炎症性角化症などのヒト疾患の病態形成に関与していると考えられ
た。 
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１．研究開始当初の背景 
我々は皮膚組織構築の分子機構を明らかに

し、その知見を様々な皮膚疾患の原因の解明
や治療に役立てるため、胎生期のマウス皮膚



に RNA differential display を適用し、表
皮角化細胞の増殖や分化に関与する遺伝子
を系統的に単離・解析することを試みた。そ
の過程でマウス胎児皮膚より単離された新
規遺伝子のひとつである Hornerin は、N末に
EF hand ドメインを有し、それに多くの反復
配列が続く、いわゆる fused-type の S100 タ
ンパク質とよばれる構造を示し、また表皮顆
粒層のケラトヒアリン顆粒に一致して発現
していた。これらの特徴は、表皮の角化にお
いて重要な役割を担っている Profilaggrin
と非常に類似しており、角化に関連する新し
い遺伝子であると考えられた ( J Biol Chem, 
276(50): 47445-47452, 2001、 J Histochem 
Cytochem, 51(4): 485-492, 2003)。さらに
ゲノムデータベースを利用し Hornerin のヒ
トホモログを同定した。その構造と発現につ
いて検討したところ、構造はマウス Hornerin
や Profilaggrinと同様にfused-typeの S100
タンパク質の特徴を示していたが、発現はマ
ウスと異なり正常体幹皮膚（成人・胎児）で
は認められず、外陰部皮膚、尋常性乾癬、創
傷治癒過程の皮膚など特別な部位・状況下に
ある皮膚でのみ発現していた（J. Biol. 
Chem., 280(6): 4696-4703, 2005）。表皮角
化細胞の増殖や分化に関与する遺伝子を系
統的に単離・解析することを試み、ﾋﾄ
Hornerin を同定した。 ﾋ ﾄ hornerin は
profilaggrin と類似した構造であったが、尋
常性乾癬や創傷治癒過程の皮膚など特別な
部位・状況下でのみ発現する分子であった。 
 
 
２．研究の目的 
ﾋﾄ hornerin の機能の解析をさらに進め、本
分子の生物学的な意味を解明するとともに
hornerin の 皮 膚 に お け る 役 割 、 特 に
profilaggrin との機能の相違点の解明と各
種皮膚疾患の病態形成への関与を明らかに
する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）培養表皮角化細胞を用いた in vitro

での解析 
これまでの実験結果よりヒト Hornerin は正
常のヒト皮膚で発現が認められず、特殊な条
件下で発現するものと推測される。従って正
常ヒト表皮角化細胞（NHK）や HacaT 細胞株
に培地中のカルシウム濃度の増加、空気曝露、
各種サイトカインの添加、紫外線照射などで
細胞の分化を誘導し、どのような条件下で
Hornerin が発現するかを検討する。同時に
Hornerin 分子を正常ヒト表皮角化細胞（NHK）
や HacaT 細胞株過剰発現させた場合の、細胞
の増殖・分化に及ぼす影響も検討する。 
 

 
（２）各種ヒト皮膚疾患における Hornerin

の関与の検討 
前述の通りヒト Hornerin は正常ヒト皮膚で
は発現がないが、尋常性乾癬や創傷治癒過程
の皮膚では発現が確認されている。これまで
に作成したヒト Hornerin を特異的に認識す
るペプチド抗体を使用し、尋常性魚鱗癬をは
じめとする遺伝性角化症やアトピー性皮膚
炎などの炎症性皮膚疾患、さらに悪性腫瘍に
おける Hornerin の発現を解析し、ヒト疾患
との関連性を検討する。特に尋常性魚鱗癬や
アトピー性皮膚炎では Profilaggrin の変異
が同定され、それによる機能の欠失が報告さ
れている。これらの疾患に関しては、
Profilaggrin の発現と比較しながら解析し、
これらの分子の機能的差異についても検討
する。 
 
（３）Transgenic Human skin の作製 
ヒト Hornerin は正常皮膚では発現がみられ
ないが、マウス Hornerin は正常皮膚におい
て発現がみられ、皮膚におけるその発現量は
Profilaggrin を上回っている。このように動
物種により発現パターンが大きく異なるた
め、Transgenic mouse の作製はヒト Hornerin
の in vivo 機能の解析には適さないと考えら
れる。従ってヒト Hornerin を定常的に発現
する表皮角化細胞を作製し、この細胞を用い
て nu/nu マウスあるいは scid マウスの背部
に皮膚を再構築、いわゆる Transgenic Human 
skin を作製し、ヒト Hornerin の組織構築に
及ぼす作用を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）培養表皮角化細胞を用いた in vitro

での解析 
 
培養正常ヒト表皮角化細胞（NHK）をもちい
て hornerin の発現条件を検討した。Ca2+添
加による分化誘導では Profilaggrin の発現
はみられるものの、hornerin の発現がみられ
ず、細胞を full-confluent の状態に維持す
ることにより hornerinの発現が確認された。
また発現した hornerin は培養細胞内で
filaggrin と共発現していた（図１）。培養表
皮角化細胞はいわゆる過増殖状態にあるこ
とが知られており、Ca2+による表皮角化細胞
の 分 化 誘 導 で は な く 過 増 殖 の 維 持 が
hornerin の発現において重要な因子である
ことが示唆された。さらに RNAi により
profilaggrin 発現の抑制した条件下でも
full-confluent を維持することにより
hornerin の発現が誘導され、これより
hornerin と profilaggrin は異なる発現調節
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を受けることが示唆された。 
前述した通り培養表皮角化細胞はすでに

過増殖状態にあることから各種サイトカイ
ンが hornerin の発現に及ぼす効果の評価は
困難であった。そのため皮膚生検などの際の
余剰皮膚を用いた器官培養により各種サイ
トカインが hornerin 発現に及ぼす影響を評
価した。KBM 培地のみで培養した皮膚は２日
後、４日後とも過増殖ケラチノサイトのマー
カーであるケラチン６の発現は見られず、
hornerinも発現しなかった。一方 EGF、IFN-r、
TNF-a を KBM 培地に添加した皮膚では、２日
後にケラチン６が、４日後には hornerin の
発現がみられた。以上より炎症性サイトカイ
ンの影響により発現が誘導される可能性が
示唆され、これは乾癬皮膚や創傷治癒過程の
皮膚で発現することを支持するものと考え
られた。 
 

図１. 培養表皮角化細胞 confluent７日後 
 

 
 (2) 各種ヒト皮膚疾患における関与の検討 
 
a. 尋常性魚鱗癬における発現 
尋常性魚鱗癬は filaggrinの遺伝子異常によ
り生じる疾患であり、本疾患皮膚では
filaggrin の発現が減少していることが知ら
れている。本疾患患者３名の皮膚を用いて
hornerin発現を検討したところ、RT-PCR法、
免疫染色法において hornerin の発現はみら
れなかった。尚 filaggrin に関しては正常皮
膚より発現量は減少しているが両方法で発
現がみられた。これより hornerin が
filaggrin の発現を代償する可能性は極めて
低いと思われた。 
 
b. アトピー性皮膚炎における発現 
アトピー性皮膚炎は尋常性魚鱗癬と同様に
filaggrin の遺伝子異常がその原因のひとつ

であることが知られている。アトピー性皮膚
炎患者７名より採取した皮膚を用いて
hornerin の発現を検討した。 
アトピー性皮膚炎の急性期の発疹である紅
斑から採取した皮膚では hornerin の発現は
見られなかったが、苔癬化病変や痒疹など慢
性期の病変で hornerinの発現がみられた（図
２左）。hornerin の発現している表皮ではは
ケラチン６の発現もみられた（図２右）。ま
た、hornerin が発現している皮膚におけるサ
イトカインの発現を検討したところ RT-PCR
法でTNF-aやIFN-ｒの発現がみられ（図３）、
これらのサイトカインが hornerin の発現に
関与している可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 

図２ アトピー性皮膚炎における発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３.アトピー性皮膚炎における hornerin 
   と炎症性サイトカインの発現 
 
 
C. その他の皮膚疾患における発現 
遺伝性および後天性の角化を伴う皮膚疾患
における発現を検討した。遺伝性角化症では 
水 疱 型 先 天 性 魚 鱗 癬 紅 皮 症 に お い て
Hornerin の強発現をみとめた。その発現の一
部は filaggrinの発現と類似し顆粒層のケラ
トヒアリン顆粒に一致して発現していたが、
filaggrin の発現と全く異なるパターンで発
現している細胞もみられた（図４）。また、
炎症性角化症である扁平苔癬や尋常性乾癬、
前がん病変である日光角化症や Bowen病でも
発現がみられた。とくに日光角化症での発現
は紫外線が hornerin 発現に関与する可能性
を示唆しており興味深い。 
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図４.水疱型魚鱗癬様紅皮症における発現 
 

 
d. 口腔軟膜、口腔疾患における発現 
Hornerinおよびfilaggrinの口腔粘膜におけ
る発現を検討した。正常粘膜では舌、口腔粘
膜、口蓋のいずれにおいても hornerin は発
現していなかった。しかし、扁平苔癬や強い
角化を伴う白板症では hornerin の発現がみ
られた。 
 
以上の結果より hornerin は表皮において
profilaggrin と異なる機能を持つことが示
唆され、さらに hornerin の発現は炎症性角
化症などのヒト疾患の病態形成に関与して
いると考えられた。 
 
 
(３) Transgenic Human skin の作製 
マウス背部にシリコンチャンバーを挿入し、
その中に表皮角化細胞と線維芽細胞を加え
皮膚の３次元構造を作製する。 
hornerin 全長の導入は困難であるため EF 
hand 領域や反復配列を３つ含むような mini 
gene を作製しレトロウイルスベクターであ
る LZRS に導入した。現在この遺伝子を培養
正常表皮角化細胞や HaCaT 細胞に導入し、そ
の発現を検討している（図５）。 

図５.表皮角化細胞における hornerinコンス
トラクトの発現 
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