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研究成果の概要（和文）： 
(1) 角化における細胞死の機序の解析： Profilaggrin の N 末領域（proFLG-N）を正常表皮角
化細胞に導入したところ細胞はTUNEL染色で陽性となり、DNA分解への関与が示唆された。
さらに proFLG-N 内における機能ドメインを検索したところ Ca 結合ドメインをもつ Aドメイ
ンの関与が示された。 
(2)新規角化関連分子の機能の解析：Trichohyalin-like protein 1(TCHHL1)、Filaggrin family 
member 2 (FLG2)の構造および発現解析を行った。FLG2 の構造と皮膚における発現は
profilaggrin と類似していた。TCHHL1 は膜貫通ドメインを有するなど他の S100 fused 
protein と異なる構造で、表皮基底層に発現していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The Profilaggrin N-terminal (proFLG-N) consists of two distinct domains, an S100-like 
A-domain and B domain. After proFLG-N transfection at a growing phase of NHK, only 
proFLG-N expressing cells exhibited DNA degradation. Therefore, A-domain in proFLG-N 
is responsible for DNA degradation. These results indicate that proFLG-N play an 
important role in the keratinocyte terminal differentiation, especially in the denucleation 
process. On the other hand, we identified novel S100 fused-type proteins, filaggrin-2 
(FLG2) and trichohyalin-like protein 1(TCHHL1). The structural features and expression 
profile of FLG2 were similar to those of profilaggrin. The deduced amino acid sequence of 
TCHHL1 contains one trans-membrane domain. The TCHHL1 protein was expressed in 
the basal layer.  
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１．研究開始当初の背景 
皮膚組織構築の分子機構の解明は、悪性腫瘍、
表皮分化異常症、脱毛症などの皮膚疾患を分
子レベルで理解し、その治療法を開発するた
めに必要不可欠なものである。皮膚の終末分
化である角化は生物学的に細胞死のひとつ
であり、皮膚組織構築のなかで重要な位置を
占 め る 。 こ の 過 程 に は loricrin や
Profilaggrin 、Transglutaminase 1 など多
くの分子が協調的に関与していることが知
られている。角化の機序の解明は「如何にし
て細胞死が誘導されるのか」という非常に興
味深い現象の解明にほかならず、これまで多
くの研究成果が報告されている。一方、臨床
医学的な側面では角化関連遺伝子の変異が
遺伝性疾患の原因として次々に同定されて
いる。最近では Profilaggrin の変異が尋常性
魚 鱗 癬 の 原 因 (Smith FJ et al, Nat 
Genet,2006)であることが解明され、さらに
この変異がアトピー性皮膚炎患者でもみら
れ現在注目されている(palmer CN et al, Nat 
Genet, 2006)。このように近年角化に関する
多くの興味深い知見が得られ、長足の進歩を
遂げている。しかしその一方で、これらの角
化関連分子の制御機構、特に最終段階である
細胞死の誘導に関しては未だ不明のままで
ある。また原因遺伝子が同定された遺伝性疾
患においても、病態形成のプロセスに関して
は十分に解明されているとはいえない。 
 
２．研究の目的 
以上のような問題点解決するためには、角化
に関する系統的な解析が必要である。我々は、
（1）角化における細胞死の機序の解析と（2）
新規角化関連分子の機能の解析の２つのア
プローチにより、角化のメカニズムを解明し、
各種疾患の病態の解明・治療法の開発を試み
る。 
 
３．研究の方法 
前述した（1）のターゲットとして profilaggrin
に着目した。Profilaggrin は角化の過程で反復
配列の１単位である filaggrin に切断される際、
EF hand domain を含む N 末領域が核内に移行
することが報告されている(Ishida-Yamamoto 
A et al, Laboratory Invest, 1998, Pearton DJ et al, 
J Inveat Dermatol, 2001)。しかし核内に移行し
た N 末領域の機能は未だ不明である。
Profilaggrin の N 末領域も核内に移行した後、
細胞死に関与するような重要な役割を有し
ている可能性が示唆される。ここに焦点をあ
て解析を行う。 
また、これまでにわれわれは独自に単離した
新規分子であるHornerinの機能の解析を行っ
てきた。この Hornerin の研究の過程で染色体
1q21 上に未だ機能が解析されていない新規

の fused-S100 gene を２つ同定した。前述（2）
のターゲットとしてHornerinと新たに存在が
同定された２つの分子 Trichohyalin-like 
protein 1(TCHHL1)、Filaggrin family member 2 
(FLG2)の機能の解析を行う。 
 
（1）．角化における細胞死の機序の解析：
Profilaggrin など Fused S100 タンパク質の N
末領域を培養細胞に導入し細胞の増殖能な
どに及ぼす影響を検討する。細胞の増殖抑制
や細胞死を誘導するタンパク質はマイクロ
アレイを用いてタンパク質導入後の遺伝子
の発現パターンの変化を解析し、そのメカニ
ズムを検討する。さらにこれらのタンパク質
ががん細胞の増殖に及ぼす影響も検討する。 
 
（2）．新規 Fused S100 タンパク質の機能の解
析：我々がこれまで解析してきた Hornerin に
加え、TCHHL1、FLG2 の２つの新規分子の
構造と正常皮膚や疾患皮膚での発現を解析
し、これらの分子の角化過程と皮膚疾患の病
態形成への関与を検討する。さらに各分子を
過剰発現する細胞を用いて 3 次元皮膚を作成
し組織構築における影響も検討する。 
 
４．研究成果 
（1）．角化における細胞死の機序の解析： 
各種 S100 fused protein のアミノ酸配列を検索
し た と こ ろ 、 Profilaggrin の N 末 領 域
（proFLG-N）に核局在シグナル（NLS）が同
定されたが、他の分子では NLS は見いだせな
かった。まず、proFLG-N を培養正常表皮角
化細胞（NHK）に導入したところ発現した蛋
白質は核に移行し、その細胞は TUNEL 染色
で陽性となった。これは proFLG-N が細胞死、
特に DNA の分解に直接関与していることを
示唆した。次に proFLG-N の NLS に変異を入
れ核移行を阻害したコンストラクトで同様
の実験を行ったところ、誘導蛋白質は細胞質
内にのみ局在し、これらの細胞では細胞死は
観察されなかった。細胞死に関与する領域を
同定するため proFLG-NをCa結合ドメインを
もつ A ドメインと NLS が存在する B ドメイ
ンにわけ同様の実験を行った。A ドメインに
は核移行を可能にするため NLS を C 末に付
加した。その結果、A ドメインが DNA の分
解に関与していた。また、この細胞死の誘導
は NHK のみでなく HaCaT 細胞でも観察され
た。以上より皮膚の角化、特に核に消失にお
いて proFLG-N が強く関与していることが示
唆され、この proFLG-N は乾癬やアトピー性
皮膚炎など錯角化をきたす疾患における治
療のターゲットにもなりうると考えられた。
また細胞死を誘導する点から癌の治療の開
発にも展開されることが期待される。現在核
内移行後細胞死に至る過程を解析中である。



また同時に A ドメインをペプチド化し治療
法の開発に向け検討中である。 
 
(2)新規角化関連分子の機能の解析 
ヒト染色体 1q21 上に新たに同定された
Trichohyalin-like protein 1(TCHHL1)、Filaggrin 
family member 2 (FLG2)の構造および発現を
中心に機能解析を行った。FLG2 は多くの反
復配列構造を有しており profilaggrin や
hornerin と非常に類似した構造であった。
FLG2 に対するポリクローナル抗体を作製し、
正常皮膚、病的皮膚における発現を検討した
ところ、表皮顆粒層に局在し profilaggrin と非
常に類似していた。また NHK では分化誘導
に伴い発現し、この点でも profilaggrin と非常
に類似していた。しかしアトピー性皮膚炎患
者皮膚での profilaggrin と FLG2 の発現を定量
的 PCR で調べたところ個々の患者で発現パ
ターンに差があり機能的な差を有している
可能性も示唆された。TCHHL1 も反復配列構
造を有するものの、それぞれの相同性は低く、
むしろ膜貫通ドメインや NLS を有するとい
う他の S100 fused protein と全く異なる構造を
示していた。TCHHL1 に対するポリクローナ
ル抗体を作製しその発現を検討したところ、
表皮基底層に強く発現していた。また NHK
での局在の検討では核周囲に発現しており、
ヌクレオポリンと共発現していたことから
核膜に局在する可能性が示唆された。両分子
とも現在機能の解析を継続している。 
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