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研究成果の概要（和文）：皮膚バリア形成において、表皮角化細胞の最終分化における脱核は非常に重要であるが、そ
のメカニズムは不明のままであった。本研究では、脱核のプロセスには表皮メソトリプシンによるプロフィラグリンN
末端のプロセシングを介した経路とカスパーゼ‐14によるICAD/CADを介した経路が関与していることを初めて明らかに
した。アトピー性皮膚炎や乾癬などの炎症性皮膚疾患では、これらのプロテアーゼの発現が不全角化部位に一致して著
しく減少しており、皮膚バリア破綻と密接な関係が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Loss of the nucleus is a critical step during keratinocyte terminal differentiatio
n.  However, the mechanism of denucleation is still not fully understood.  In this study, we showed that a
t least two pathways are involved in the denucleation process, that is, profilaggrin N-terminal fragment-d
ependent and caspase-14-mediated CAD-dependent DNA degradation pathways.  Epidermal mesotrypsin liberated 
a 55-kDa N-terminal fragment of profilaggrin (FLG-N) and FLG-N was translocated into the nucleus.  These c
ells became TUNEL positive. On the other hand, caspase-14 caused limited proteolysis of ICAD, followed by 
accumulation of caspase activated DNase (CAD), resulting in TUNEL-positive nuclei.  Both mesotrypsin and c
aspase-14 were absent in the parakeratotic area of the skin with atopic dermatitis and psoriasis.  These r
esults indicate that multiple pathways are likely to be involved in keratinocyte DNA degradation and the m
aintenance of the barrier function of epidermis.
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１．研究開始当初の背景 
 
表皮角化細胞の最終分化における脱核は、
皮膚バリア形成に重要であるものの、そのメ
カニズムは未だ明らかになってはいない。こ
れまでに、DNase1L2, DNase2 の関与が挙げら
れてきたが、これらのノックアウト(KO)マウ
スの表皮では異常を認めない。プロフィラグ
リンN末端の核移行が最終分化の引きがねに
なると言われているが、フィラグリン KO マ
ウスにおいても脱核への影響は見られない。
また、フィラグリン分解に異常を示すカスパ
ーゼ‐14 KO マウスにおいても脱核に異常は
認めない。そこで、研究代表者は脱核のプロ
セスには複数の経路が関与しているのでは
ないかと考え、表皮が顆粒層から角層に移行
する最終分化過程で特異的な現象である、カ
スパーゼ‐14 の活性化及びプロフィラグリ
ンの N末端の核移行に注目した。 
カスパーゼ‐14 は、フィラグリン分解への
関与が報告されており、研究代表者らも天然
保湿因子産生への関与を報告しているが、そ
の他の生理機能は明らかになっていない。共
同研究者らは、これまでにヒト角層からカス
パーゼ‐14を精製し、一次構造を明らかにし
ており、それをもとにカスパーゼ‐14の活性
化体を認識する特異抗体(h14D146)を作製し
た。また、カスパーゼ‐14 の恒常的活性化体
(revC14)を作製することにも成功している。
加えて、カスパーゼ‐14のモノクローナル抗
体を作製し、4 つのクローンを確立した。こ
れらを用いることで、カスパーゼ‐14の前駆
体および活性化体の各々を測定できる2種類
の ELISA 系を確立し、アトピー性皮膚炎にお
いてカスパーゼ‐14 の発現が低下している
こと、また不全角化部位に一致して顕著に低
下していることを確認している。アポトーシ
スにおいては、カスパーゼが ICAD(Inhibitor 
of Caspase Activated DNase)を分解するこ
とで CADが DNA 分解に作用することは周知の
事実であるが、カスパーゼ‐14 も ICAD を限
定分解することを確認しており、カスパーゼ
‐14がDNA分解に関与している可能性を示唆
していると考えられた。また、revC14 をケラ
チノサイトに発現させ分化誘導をかけると、
revC14発現細胞がTUNEL陽性となることも確
認している。 
さらに、プロフィラグリンの N末端の機能
についても注目した。プロフィラグリンはプ
ロセシングを受けN末端が遊離すると核内に
移行し、ケラチノサイトの最終分化が誘導さ
れると言われている。しかし、核内に移行す
る正確な部位やDNA分解を誘導するか否かに
ついては不明である。研究代表者らはプロセ
シング酵素を見つけるために、N 末端ペプチ
ドと相互作用をする物質検索を LC/MS/MS 分
析法を用いて試み、トリプシノーゲン 3 
(PRSS3)を候補として見出した。これまでに
研究代表者らは、表皮では特異的なメソトリ
プシノーゲンが発現していることを報告し

ており、メソトリプシンがプロフィラグリン
N 末端のプロセシングに寄与する可能性が推
測された。 
これらの事から、表皮の最終分化における
脱核には複数の経路が協調的に働いている
のではないかという仮説に至った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、表皮の角化における脱核のメカ
ニズムを解明し、乾癬やアトピー性皮膚炎を
代表とする不全角化を伴う疾患の皮膚バリ
ア破綻の原因究明を目的とする。さらには、
不全角化によるバリア破綻が引き起こす炎
症に対して、新たな治療法を見出す手がかり
に繋げていきたいと考える。 
 
３．研究の方法 
 
(1)カスパーゼ‐14のICAD/CADを介した経路
の検討 
 
①蛍光蛋白を挿入した発現ベクターを構築
し、revC14 発現によるケラチノサイトの形態
を共焦点顕微鏡で継時的に観察する。 
②revC14 発現ベクターを培養細胞に導入す
る際、z-VAD-fmk 存在下では TUNEL 陽性細胞
が減少するか検討する。また、ロイペプチン、
アンチパイン、キモスタチン等のインヒビタ
ーによる影響も検討する。 
③培養細胞における revC14 発現細胞で、CAD
が核内に凝集されるか、免疫染色で検証する。 
④Proximity ligation assay(PLA)により、
ヒト皮膚組織サンプルを用いて in  vivo で
のカスパーゼ‐14 と ICAD の相互作用を確認
する。 
 
(2)プロフィラグリンの N 末端を介した経路
の検討 
 
①メソトリプシンがプロフィラグリンN末端
のプロセシングを行うか検証する。メソトリ
プシン以外にも、KLK5、KLK7、Matriptase、
SASPase の発現ベクターを作製し、培養細胞
に導入、分化誘導 7日後に回収。ウエスタン
ブロットにより、プロフィラグリンのプロセ
シング有無とプロセシングを受けたN末端の
大きさを検証する。 
②培養細胞にメソトリプシンを発現させる
ことで、プロフィラグリン N末端が核に凝集
し、TUNEL 陽性となるかどうか検証する。 
③PLA により、ヒト皮膚組織サンプルを用い
て、メソトリプシンとプロフィラグリンの相
互作用を in vivo で確かめる。 
④プロフィラグリンは S100 様の A-domain、
B-domain、trancated filaggrin repeat、
10-12 のフィラグリン繰り返し配列、C 末端
からなる。各部位別の発現ベクターを作製し、
培養細胞に導入後、免疫染色にて発現細胞の
形態を検証。TUNEL 陽性を示すか否かを検証



し、プロフィラグリン N末端のどの部位が核
内に移行しDNA分解に寄与するのか検討する。 
また、蛍光蛋白を標識したベクターも作製し、
共焦点顕微鏡にて継時的な形態変化を追う。 
 
(3)ICAD/CAD を介する経路とプロフィラグリ
ン N末端を介する経路の相互作用の検討 
 
カスパーゼ‐14とメソトリプシンをsiRNAで
各々あるいは両者を同時に発現抑制した条
件下で 3次元皮膚モデルを作製し、角層にお
ける残存核の違いを検討する。 
 
(4)不全角化を示す疾患でのカスパーゼ‐14
およびメソトリプシン、フィラグリンの発現
を検討 
 
乾癬、アトピー性皮膚炎などの不全角化を認
める疾患におけるカスパーゼ‐14、メソトリ
プシン、フィラグリンの発現状況を免疫染色
にて検証する。 
 
４．研究成果 
 
(1) プロフィラグリンのN末端を介した経路
の検討 
 
①プロフィラグリン N 末端は A-domain, 
B-domain, truncated filaggrin repeat を含
むサイズで核内に移行する。 
分化誘導後7日目の培養ケラチノサイトの
核分画において、55ｋDa のプロフィラグリン
N末端が確認できた。この大きさは A-domain
から trancated filaggrin repeat まで含ん
だ464アミノ酸の大きさ(FLG-N)に匹敵する。
これまでにA～B-domainが核移行するとの報
告はあるものの、 trancated filaggrin 
repeat まで核内に移行するということは、初
めて見つけた事実である。そこで、蛍光蛋白
の Keima-Red で標識した FLG-N の発現ベクタ
ーを作製し、ケラチノサイトに導入したとこ
ろ、およそ 7時間後から徐々に核内に凝集さ
れていき、細胞形態が変化していくのが共焦
点顕微鏡にて観察された。また、HA タグで標
識した FLG-N を発現させた細胞に一致して
TUNEL 陽性となることが確認された。 
 さらに、各ドメインのどの部分が DNA 分解
に寄与するか検証するために、A-domain のみ、
A-domain+核移行シグナル(NLS)、B-domain、
B-domain+truncated filaggrin repeat の４
つのコンストラクトを作製し、ケラチノサイ
トに発現させた。その結果、A-domain+NLS で
のみ、TUNEL 陽性となり、A-domain が DNA 分
解に寄与することが確認された。 
 
②プロフィラグリンN末端はメソトリプシン
によりプロセシングされる。また、この作用
をカスパーゼ‐14 が補助する。 
 プロフィラグリンN末端と相互作用を示す
分子を見つけるため、GST を融合させたリコ

ンビナント蛋白を作製し、5 種類の条件の異
なるケラチノサイト抽出液と反応させた。こ
れらのサンプルを LC/MS/MS 分析にて解析し
た結果、メソトリプシンとカスパーゼ‐14 が
候補因子として見つかった。 
 そこで、プロフィラグリン N 末端のプロセ
シング酵素を見出すために、メソトリプシン、
カスパーゼ‐14、KLK5、KLK7 の発現ベクター
を作製し、ケラチノサイトに導入した。分化
誘導後の抽出液を用いてウエスタンブロッ
トを行った結果、メソトリプシンにより
55kDa のプロフィラグリン N 末端がプロセシ
ングされることが確認できた。さらに、メソ
トリプシンとカスパーゼ‐14 の共発現では、
より強いバンドとして確認された。また、免
疫染色においても、メソトリプシンを細胞に
発現させるとプロフィラグリンN末端が核に
凝集され、TUNEL 陽性となることが確認でき
た。実際に、ヒト皮膚組織においても、PLA
法によりメソトリプシンとカスパーゼ‐14、
メソトリプシンとプロフィラグリンが顆粒
層角層移行部で相互作用を示すことが確認
できた。 
 
③プロフィラグリン N末端の Argに富んだ部
分に変異を加えると、メソトリプシンによる
プロセシングが阻害される。 
FLG-N とフィラグリン・ドメインの間のリ
ンカー部位には、Arg に富む領域が存在する。
Arg455, Arg457,Arg461, Arg464を Leu に変異させ
た FLGmut を作製し、N末端側と C末端側に蛍
光蛋白 Keima-Red(KR)を標識した発現ベクタ
ー （ KR-FLG-N, KR-FLGmut, FLG-N-KR, 
FLGmut-KR）を作製した。KR-FLG-N, KR-FLGmut
はケラチノサイトに発現させるとおよそ 90%
は核内に移行し、TUNEL 陽性を示した。一方、
C 末 端 側 に 蛍 光 標 識 し た FLG-N-KR, 
FLGmut-KR では、細胞質内に留まっていた。
これらにメソトリプシンを共発現させると、
FLGmut-KR では変化を認めないものの、
FLG-N-KR は核内に移行し、TUNEL 陽性となる
ことが確認された。以上の結果から、メソト
リプシンが FLG-N とフィラグリン・ドメイン
の間のリンカー部位に存在するArgに作用し、
FLG-N のプロセシングに関わっていることが
明らかとなった。 
 
(2) カスパーゼ‐14 の ICAD/CAD を介した経
路の検討 
 
①カスパーゼ‐14 単独でも培養ケラチノサ
イトにおいて DNA 分解がおこる。 
 カスパーゼ‐14 の恒常的活性化体
(revC14)を作製し、CMV プロモーターおよび
インボルクリンプロモーターでドライブし
た 2種類の発現ベクターを作製した。これら
を増殖期および分化したケラチノサイトに
発現させると、分化誘導後のケラチノサイト
でのみ発現細胞の約 9割が TUNEL 陽性となる
ことがわかった。また、カスパーゼのインヒ



ビターである、z-VAD-fmk により、 TUNEL
陽性率が 21.5%まで抑制された。ケラチノサ
イトには様々なプロテアーゼが発現してい
るが、ロイペプチン、キモスタチン、アンチ
パインなどの他のインヒビターを用いても、
TUNEL 陽性率に変化は認めなかった。このこ
とから、カスパーゼ‐14が DNA 分解に関与す
ることが明らかとなった。 
 
②カスパーゼ‐14 は ICAD を分解し、CAD が
遊離される。 
 角層抽出液から精製したカスパーゼ‐14
とリコンビナント ICAD を反応させると、カ
スパーゼ‐14 により ICAD が時間依存的に限
定分解されることがわかった。また、角層抽
出液中でも、同様の大きさの分解産物の存在
が確認できた。カスパーゼ‐14 により ICAD
が分解されるとCADが遊離するか検証した結
果、revC14 をケラチノサイトに発現させると、
CAD は核内に凝集し TUNEL 陽性となることが
確認できた。また、ヒト皮膚組織においても、
PLA 法にてカスパーゼ‐14 と ICAD が顆粒層
で相互作用を示すことがわかった。 
 
(3)ICAD/CAD を介する経路とプロフィラグリ
ン N末端を介する経路の相互作用の検討 
 
 これまでの結果から、DNA 分解にはカスパ
ーゼ‐14 による ICAD/CAD を介した経路とプ
ロフィラグリン N末端を介した経路の、少な
くとも２つの関与が示唆された。そこで、次
に、カスパーゼ‐14、メソトリプシンを各々
または両者をsiRNAにてノックダウンするこ
とによる影響を3次元皮膚モデルにて検証し
た。その結果、各々のノックダウンでも、角
層に残存核が認められ、ダブルノックダウン
した場合には、さらに有意に不全角化が認め
られた。 
 
(4)不全角化を示す疾患でのカスパーゼ‐14
およびメソトリプシン、フィラグリンの発現
を検討 
 
 実際に不全角化を示すアトピー性皮膚炎
および乾癬における病変部の皮膚組織を用
いて、カスパーゼ‐14 およびメソトリプシン
の発現を免疫染色で検証した。正常表皮では、
カスパーゼ‐14 は有棘層から発現し、顆粒層
角層移行部で活性化される。一方、メソトリ
プシンは顆粒層に強く発現を認める。ところ
が、アトピー性皮膚炎においても乾癬におい
ても、病変部の不全角化部位に一致して、カ
スパーゼ‐14 もメソトリプシンも著しく発
現が減少していることがわかった。また、
ICAD が残っている部位では核も残存してい
ることも確認できた。 
 
 以上の結果から、表皮の最終分化における
脱核には ICAD/CAD を介する経路とプロフィ
ラグリンN末端を介する経路が少なくとも存

在し、両者が協調しながら作用していること
が初めて示唆された（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、研究代表者らは、不全角化のみなら
ず、様々な要因によるバリア破綻が炎症を引
き起こすメカニズムについても検討してい
る。その中で、S100A8 および A9 が炎症およ
びその慢性化に重要な働きをしているとい
うデータが得られている。実際、乾癬やアト
ピー性皮膚炎では、表皮において S100A8/A9
の異常な発現亢進が認められる。これまでに、
共同研究者らにより S100A8/A9 は TNFなど
の炎症性サイトカインの発現を誘導し、さら
にこれらのサイトカインがS100A8/A9の発現
を促すことが報告されている。S100A8 および
S100A9 を表皮特異的に過剰発現するトラン
スジェニックマウスを作製しており、さらに
関連する因子の動態解析を進めている。 
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