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研究成果の概要（和文）： 

Laser microdissection の技術を皮膚疾患の解析に応用する目的で、まず、表皮細胞の基底層
を含む下層と顆粒層を中心とした上層での遺伝子発現分布を解析した。filaggrin 遺伝子発現
を上層と下層で比較したところ、予想通り filaggrin 遺伝子発現は表皮上層で優位に増強して
いた。そこで、それを用いて、表皮における鉄代謝関連酵素の発現を検討したところ、表皮の
分化に伴う鉄排出関連遺伝子の発現増強が確認でき、この所見は実際の表皮内鉄分布と一致し
た。最後に、乳房外パージェット病における免疫制御遺伝子 RANKL の発現を検討し、病変部表
皮における当該分子の発現増強を確認した。 
研究成果の概要（英文）： 
To apply the analysis using laser microdissection to skin diseases, we first compared 
mRNA expression between the lower and upper epidermis. When we examined filaggrin mRNA 
expression as a representative gene expressed only in the granular layer, the analysis 
using laser microdissection clearly demonstrated more abundant expression of filaggrin 
mRNA in the upper epidermis than in the lower epidermis. Next, we demonstrated augmented 
expression of mRNA related with the excretion of iron from inside to outside of the cell 
in the course of keratinization, which corresponds with the iron distribution in the 
epidermis. Finally, we examined immune-related gene, RANKL mRNA expression in 
extramammary Paget’s disease. We could demonstrated more  RANKL mRNA in the epidermis 
containing Paget’s cells than the normal epidermis 
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１．研究開始当初の背景 

１）炎症性皮膚疾患病変部における mRNA 発

現解析の現状 

乾癬の病態解析における DNA microarray の

果たした役割を挙げるまでもなく、病変部皮

膚の mRNA 発現の詳細な検討は炎症性皮膚疾

患病態解析において重要な役割をしめる。そ

の際に、現在主に用いられている手法は、皮

膚組織から RNA を抽出し DNA microarray や

PCR を行う解析法か、組織切片を用いた in 

situ hybridization である。しかし、前者の

方法では、発現の認められた mRNA が皮膚組

織のどこに存在する細胞に由来するかの情

報は全く得られない。一方、mRNA の局在を同
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定する目的では、in situ hybridizaiton が

理想的な方法ではあるが、希望する mRNA を

標識できる probeを作るのは必ずしも容易で

はなく、しばしば、作成できないこともある。

また、至適条件の検討にも多大な時間を要す

る。そこで、組織学的局在部位、可能であれ

ば、どの細胞に由来するかが明らかな mRNA

発現解析法の開発が望まれる。 

２）Laser  microdissection (LMD)を用いた

mRNA 発現解析とその現状 

LMD は、1996 年、Emmert-Buck らにより

Science (8;274:998-1001)に報告され知られ

るようになった方法で、切片上の特定の部位

を laser により切り取り、その切り取った組

織から RNA、DNA、タンパクなどを回収する手

法である。したがって、この手法を用いれば、

原理的には、炎症性皮膚疾患の切片上の希望

する特定部位から RNA を回収し、それを PCR

により解析することが可能である。しかし、

実際には、これまでいくつかの技術上の問題

が存在しため、現在、PubMed で検索する限り

において、炎症性皮膚疾患の解析にこの手法

を用いた報告は存在しない。 

２．研究の目的 

確立した LMD を用いた遺伝子発現解析法を用

いて、炎症性皮膚疾患の浸潤部位による遺伝

子発現の相違を明らかにする。また、その際

に、プロトコールを改良し、より少ない細胞

から解析が可能な方法を確立するとともに、

従来の LMD では得られなかった採取した RNA

がどの細胞種由来であるかを明らかにする

ためのマーカー遺伝子を決定し、単一細胞集

団の遺伝子解析プロトコールを確立する。 

 

３．研究の方法 

（１） Laser dissection を用いた皮膚疾患

の遺伝子発現解析 

平成 23 年度 

① 組織の採取  

東北大学医学系研究科倫理委員会の承

諾後、患者のインフォームドコンセント

を得た後に皮膚生検を行い、円形脱毛症

（6例）、乳房外パージェット病（6 例）、

結節性痒疹（6）の組織を採取した。 

② 採取組織の処理  

採取した組織は、OCT compound に包埋後

速やかに-80 度に凍結保存する。その後、

cryostat で 切片を作成し、亜鉛固

定液で 60 秒固定後 HistoGeneTM LCM 

Frozen Section Kit で染色した。 

③ Laser microdissection 上記処理を行

った切片を Zeiss PALM マイクロダイセ

クションシステムを用いて、目的とする

部位に局在する浸潤細胞あるいは腫瘍

組織を回収した。 

④ RT-PCR  

  回収した浸潤細胞、組織より RNA を回収

し 、 種 々 の 方 法 （ RiboAmpTM RNA 

amplification kit あ る い は 、

QuantiTectTM Whole Transcriptome など）

で 遺 伝 子 増 幅 を 試 み Taqman Gene 

Expxression Assay を行い、mRNA の半定

量を行った。 

⑤ 対象とする遺伝子(1) （サイトカイン、

ケモカイン） 

今回、炎症性皮膚疾患の病態解析を行う

に当たり、代表的な炎症性サイトカイン

(IL- 、TNF- 、IL-2、IL-4、IFN- )、

に関して real-time PCR により mRNA 発

現解析を行った。 

平成 24 年度 

① 対象とする遺伝子（２）（表皮細胞なら

びに腫瘍細胞に存在する遺伝子）正常表

皮細胞に関しては、表皮細胞の分化に伴

い発現が誘導されることが知られてい

る filaggrin 遺伝子、また、鉄の代謝に



 

 

関 連 す る hemeoxygenase-1, 

hemeoxygenase-2, transferrin, 

ceruloplasmin, hephaestin, IRP1, 

IRP2, ferroportin,  ferritin, heavy 

chain, transferrin receptor 1, LC11A2

などの遺伝子発現、細胞外パジェット病

に関しては、骨代謝に関連すると同時に

免疫制御にも重要な役割を果たす

RANKL 遺 伝 子 発 現 を Laser 

microdissection により解析した。 

４．研究成果 

表皮細胞の分化にともなう遺伝子発現変化

の解析 

表皮細胞は，基底層から有棘層、顆粒層、角

層にいたる角化という分化過程で遺伝子発

現を著しく変化させる。そこで、まず、その

代表的遺伝子である filaggrin に注目して、

Laser microdissection により表皮下層と上

層から遺伝子を採取し発現の変化を定量

RT-PCR (qPCR)にて比較した。まず、図の様

に Laser microdissection により表皮上層、

下層より組織を採取した(図１)。 

引き続いて、採取した組織より RNA を回収し

qPCR を施行した。その結果、filaggrin 発現

が表皮上層で著しく発現が亢進することを

確認できた(図２)。 

 

角化に伴う鉄代謝遺伝子の発現解析 

そこで、表皮細胞における鉄代謝関連遺伝子

の発現が角化にともないどのように変動す

るかを解析した。その際に、得られた遺伝子

発現解析の結果がタンパク発現と相関する

か否かを免疫染色で確認した。その結果、検

討した hemeoxygenase-1, hemeoxygenase-2, 

transferrin, ceruloplasmin, hephaestin, 

IRP1, IRP2, ferroportin,  ferritin, heavy 

chain, transferrin receptor 1, LC11A2 な

どの遺伝子全てについて、mRNA 発現とタンパ

ク発現の相関が確認できた。（図３） 

 

 

 

乳房外パジェット病における RANKL遺伝子の

発現 

我々は、最近免疫染色により乳房外パジェッ

ト病の腫瘍細胞が特異的に RANKL 遺伝子を発

現していることを見いだした。そこで、果た

してその免疫染色の結果が染色上のアーテ

ィファクトでないか、また、タンパク発現は

転写レベルで調節されているか否かを Laser 

microdissection による遺伝子発現解析によ

り検討した。その結果、遺伝子発現、タンパ



 

 

ク発煙の間で極めて良好な相関が得られた。

（図４） 
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