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研究成果の概要（和文）：フィラグリンは皮膚バリアの構成蛋白である。前駆体であるプロフィラグリンは蛋白分解酵
素によってリンカー部分が切れフィラグリンモノマーとなるが、そのプロセッシング過程は明らかではない。カリクレ
イン‐5（KLK5）は皮膚における主なセリンプロテアーゼである。我々はKLK5がプロフィラグリンのプロセッシング酵
素であることを見出した。それを検討するために、リンカーを含む合成蛋白を作成し、KLK5の切断活性を確認した。さ
らにPLP法、免疫組織化学法、免疫電顕法でKLK5とプロフィラグリンは顆粒層で共存することが判明した。培養角化細
胞においてKLK5をノックダウンしたところプロフィラグリン量が増加した。

研究成果の概要（英文）：Filaggrin contributes to the formation of the human skin barrier. Profilaggrin is 
cleaved by proteolytic enzymes and converted to functional filaggrin, but its processing mechanism remains
 not fully elucidated. Kallikrein-related peptidase 5 (KLK5) is a major serine protease found in the skin.
 We searched for profilaggrin-processing protease(s) by partial purification of epidermal extracts and fou
nd KLK5 as a possible candidate. We used HPLC coupled with mass spectrometry to show that KLK5 cleaves pro
filaggrin. KLK5 also cleaved fusion protein containing liker of profilaggrin. Furthermore, based on a prox
imity ligation assay, immunohistochemistry, and immunoelectron microscopy analysis, we reveal that KLK5 an
d profilaggrin co-localize in the stratum granulosum in human epidermis. KLK5 knockdown in normal cultured
 human epidermal keratinocytes resulted in higher levels of profilaggrin, indicating that KLK5 potentially
 functions in profilaggrin cleavage.
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１．研究開始当初の背景 
アトピー性皮膚炎 (AD) の病態に寄与する
重要な分子として、フィラグリンが注目され
ている。AD 患者の角層バリアでは、フィラ
グリン遺伝子変異により、フィラグリンが欠
乏しているという発見が端緒になっている。
フィラグリンは、皮膚表皮顆粒層にて、プロ
フィラグリン (460 kDa) として作出され、N 
末端領域、不完全フィラグリン領域、フィラ
グリンリピート領域（10-12 のフィラグリン
モノマーがリンカーを介して数珠つなぎに
なっている）、C 末端領域より構成される。
作出されたプロフィラグリンは、自身を構成
するアミノ酸の一つであるセリン残基がリ
ン酸化されている。脱リン酸化後、プロフィ
ラグリンに含まれるリンカー部分が、幾つか
の酵素によりプロセシングを受け、その結果、
フィラグリンモノマー (37 kDa) が作られ
る。産生されたフィラグリンモノマーが、ケ
ラチン線維を凝集することで、ケラチン線維
束が形成され、角化細胞の扁平化が起こると
考えられている。ケラチン線維の凝集という
役目を終えたフィラグリンモノマーは、最初
に、アルギニン残基がシトルリンに変換され、
それまでに結合していたケラチンから遊離
する。遊離したフィラグリンは、数種の酵素
により特異的な分解を受け、最終的に天然保
湿因子となる。このように、天然保湿因子の
作出に関しては、その産生機序が検討されて
いる。 
 
２．研究の目的 
フィラグリンモノマーの産生機序に関して
は十分に検討されていない。プロフィラグリ
ンからフィラグリンモノマーへのプロセッ
シング酵素として、ヒトでは SASPase が知
られていたが、他のプロテアーゼの存在も想
定されたそこで我々は、ヒトのプロフィラグ
リンのプロセシングに関与する酵素の同定
を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) LC/MS/MS 法によりプロフィラグリン分
解関連酵素を検討し、結果で述べるようにカ
リクレイン５ (KLK5) を、同定した。 
 
(2) KLK5 によるリコンビナントヒトプロフ
ィラグリンタンパク (rhFLG) の分解とその
阻害を検討した。 
 
(3) 表皮角化細胞における KLK5 発現抑制
時のプロフィラグリンのプロセシングを評
価した。 
 
(4) 蛍光免疫組織化学染色法、proximity 
ligation assay (PLA) 法、免疫電子顕微鏡
法を用いたプロフィラグリンおよびフィラ
グリンと KLK5 の細胞局在を検討した。 
 
４．研究成果 

(1) LC/MS/MS 法により、プロフィラグリン
分解関連酵素として、 KLK5 が同定された。 
 
(2) KLK5 は、rhFLG を分解した。しかし、
rhFLG のリンカー領域に変異を挿入したも
のでは、分解されなかった。さらに KLK5 の
中和抗体や阻害剤である AEBSF を 1 mM お
よび 10 mM 用いた酵素活性阻害実験におい
ても、リコンビナントタンパクの分解が抑制
された。 
 
(3) KLK5 shRNA を正常ヒト表皮角化初代培
養細胞へ導入することで、KLK5 の発現が抑
制された。scramble shRNA を導入した細胞
では、プロフィラグリンが正常にプロセシン
グされるのに対して、KLK5 の発現を抑制し
た細胞では、プロフィラグリンのプロセシン
グに異常が見られた。 
 
(4)蛍光免疫組織化学染色法では、プロフィ
ラグリンと KLK5 の共局在が表皮顆粒層に
おいて観察された。また、 PLA 法を用いた
さらなる解析では、プロフィラグリンと 
KLK5 が、40 nm 以内の距離に局在しているこ
とが表皮顆粒層にて確認できた。さらに詳細
に局在を検討するために用いた免疫電子顕
微鏡法においても、表皮顆粒層において、プ
ロフィラグリンと KLK5 の共局在が細胞内
において認められた。以上から、KLK5 はプロ
フィラグリンのプロセッシング酵素である
ことが明らかとなった。 
 
 今回我々は、生化学的解析および培養した
表皮角化細胞を用いて、KLK5 が細胞内におい
てヒトのプロフィラグリンのプロセシング
に関与していることを示した。これまで 
KLK5 は、細胞間の接着に関わるコルネオデ
スモシン、デスモグレイン１、デスモコリン
１の分解を行うことで、表皮剥離に重要な役
割を有する細胞外で働く酵素として認識さ
れていた。今回、KLK5 に新たな機能が存在
することを初めて見出した。従来、KLK5 が
異常に亢進および活性化している遺伝子改
変マウスで、野生型マウスに比してフィラグ
リンモノマーの産生が有意に高まることが
副次的に示されていたのみであった。我々は、
野生型または変異を挿入したリンカーを有
する rhFLG の分解実験では、KLK5 がリンカ
ー部分を特異的に切断することを示し、KLK5 
の局在も明らかとした。近年、AD 患者にお
いて、フィラグリン遺伝子変異が同定された。
フィラグリン遺伝子変異を有するヒトでは、
フィラグリンモノマーの産生量が欠失また
は著しく低下し、皮膚表皮バリア機能の障害
が生じ、外来抗原物質の透過性が高まること
が示唆されている。プロフィラグリンのリン
カー部分に変異が同定された例は、これまで
に報告されていない。従って、プロフィラグ
リンが作られ、KLK5 が活性化していれば、
フィラグリンモノマーが作出される。AD 患



者の中には、フィラグリン遺伝子変異が無い
にもかかわらず、フィラグリンモノマーが低
下している群が想定されている。こうした患
者群では KLK5 の活性が低下していること
も考えられる。 
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