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研究成果の概要（和文）：表皮におけるHepatocyte growth factor activator inhibitor type 1 (HAI-1)の意義を明
らかにするため、HAI-1ノックアウトマウス及びHAI-1発現を抑制したHaCaT細胞を用いて解析を行ったところ、HAI-1発
現が欠損あるいは低下した表皮細胞ではデスモソームの数は減少し、トノフィラメント収束不全も生じた。これらの異
常は、HAI-1の標的酵素であるmatriptaseの活性亢進によるProtease-activated receptor-2 (PAR-2) を介したp38活性
化が原因であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To obtain a better understanding of the role of HAI-1 in maintaining epidermal 
integrity, we performed ultrastructural analysis of Hai-1-deficient mouse epidermis and organotypic 
culture of an HAI-1 knockdown (KD) human keratinocyte cell line, HaCaT. We found that the aggregation of 
tonofilaments to desmosomes was significantly reduced in Hai-1-deficient mouse with decreased desmosome 
number. Similar findings were observed in HAI-1 KD HaCaT organotypic cultures. Immunohistochemical 
analyses demonstrated that p38 was activated in Hai-1-deficient keratinocytes. Silencing of 
protease-activated receptor-2 (PAR-2) abrogated the activation of p38 in HAI-1 KD HaCaT cells. 
Furthermore, treatment of HAI-1 KD HaCaT cells by p38 inhibitor abrogated the morphological abnormalities 
in the organotypic culture. These results suggest that HAI-1 have a critical role in maintaining normal 
keratinocyte morphology through regulation of PAR-2-dependent p38 MAP kinase signaling.

研究分野： 実験病理学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
Hepatocyte growth factor activator 

inhibitor type 1 (HAI-1) は細胞膜結合クニ
ッツ型セリンプロテアーゼインヒビターで
あり、全身の様々な上皮組織の細胞膜上に局
在している。主な標的酵素として、分泌型セ
リンプロテアーゼとして HGF activator 
(HGFA)や tissue kallikrein が、細胞膜結合
型セリンプロテアーゼとしては matriptase、
hepsin、TMPRSS13、TMPRSS4 および
prostasin が報告されている。HAI-1 はこれ
らの酵素の活性調節を介して、上皮細胞機能
維持における一定の役割を有すると考えら
れる。HAI-1 KO マウスは胎盤機能不全の結
果胎生致死となることから、胎盤機能をレス
キューしたKO マウスの作製と表現型の解析
を行ったところ、HAI-1 KO マウスが、先天
性魚鱗癬様の表皮角化異常、バリア機能低下、
毛小皮形成不全を示すことが明らかとなっ
た。HAI-1 KO マウス表皮にみられた異常は、
HAI-1 の標的酵素である matriptase の低発
現マウスとHAI-1 KOマウスの交配で回避さ
れることが報告され、HAI-1 欠失による 
matriptase の活性制御破綻が上皮組織で
様々な病態を引き起こすことが考えられる。
しかし、matriptase の活性制御破綻が実際に
どのようなメカニズムで表皮に異常をもた
らすのか、他の分子の関与はあるのか、その
詳細は明らかになっていない。表皮において
は、matriptase は同じく HAI-1 の標的酵素
である prostasin を活性化することも報告さ
れている。Matriptase と prostasin はいずれ
も Protease - activated receptor -2（PAR-2）
活性化酵素であり、近年、prostasin 過剰発
現マウスでみられる表皮異常が、PAR-2 を同
時にKOすることで回避できることが報告さ
れた。これらのことから、表皮において、
prostasin の至適酵素活性が、皮膚恒常性維
持に必須であること、また matriptase 活性
制御破綻によるHAI-1 KOマウスの皮膚異常
は、prostasin 活性異常、PAR-2 活性化を介
している可能性が示唆される。そこで、本研
究では、HAI-1 の表皮における生理的及び病
態生理学的意義について、HAI-1 の酵素活性
制御と病態との関連に着目し、解析を行った。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、HAI-1 ノックアウト

（KO）マウスの皮膚にみられる表現型を解
析し、表皮における HAI-1 の生理的及び病態
生理学的意義を明らかにすることである。具
体的には以下の 3 項目である。 
(1) 野生型マウスと KO マウスの皮膚組織及
び培養ケラチノサイトを超微形態学的及び
免疫組織化学的に解析し、KO マウスの表皮
細胞の形態異常を詳細に解析する。 

 
(2) 初代培養したケラチノサイト、不死化し
たヒト由来ケラチノサイトを用いて、
matriptase や prostasin など HAI-1 の標的
酵素やPAR-2の発現を si-RNAを用いて抑制
し、細胞内のシグナル伝達や細胞の形態を解
析し、表皮異常との関連を検討する。 
 
(3) 野生型マウスと KO マウスの皮膚組織及
び初代培養ケラチノサイトから抽出した
RNA を用いて cDNA マイクロアレイ解析を
行う。さらに抽出蛋白質のプロテオームによ
る網羅的解析比較も行い、その中から HAI-1 
KO マウスにみられる表現型に関与すると考
えられる遺伝子、蛋白質を絞り込み、その分
子が表皮異常に関与しているか検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) HAI-1 KO マウス皮膚組織の超微形態学
的及び免疫組織化学的解析 
 ① 皮膚組織の超微形態学的解析 
   生後 7 日、14 日の野生型マウスと KO マ
ウスの皮膚組織を用いて各週齢における KO
マウスの表皮細胞の形態異常を透過電子顕
微鏡を用いて超微形態学的に詳細に解析し
た。 
②培養ケラチノサイトの免疫組織化学的解
析 
HAI-1 遺伝子の発現を抑制したヒト由来の
不死化ケラチノサイト細胞株 HaCaT を用い
て 3 次元培養を行い、細胞の形態を超微形態
学的に解析した。また、ケラチノサイトの分
化を免疫組織化学的に検討した。さらに、標
的酵素の si-RNA を用いた発現抑制や各種シ
グナル伝達阻害剤、プロテアーゼインヒビタ
ーなどを添加し、同様の検討を行い、HAI-1 
KO マウスの形態異常に関連する分子を探索
した。 
 

(2) 表皮におけるHAI-1標的酵素活性の検討 
野生型マウスと KO マウスから樹立した培
養ケラチノサイトの培養上清中の酵素活性
を合成基質を用いて測定した。活性を持つ酵
素を特定するために、使用する合成基質に対
する加水分解活性を持つ酵素の発現を順に
si-RNA で抑制し、活性が低下するものを探
索した。さらにザイモグラフィー法を用いて
培養上清中の酵素活性を検討した。また、
HaCaT 細胞の HAI-1 発現を抑制し、同様の
酵素活性測定を行い、表皮における HAI-1 の
発現と酵素活性との関連を解析した。 
 

(3) 表皮においてHAI-1と相互作用する新規
分子の探索 
表皮において HAI-1 と相互作用する新規

分子を探索するため、不死化ケラチノサイト
細胞株 HaCaT から抽出した蛋白を抗 HAI-1
抗体を用いて免疫沈降し、HAI-1 と共沈する
蛋白を質量分析装置を用いて同定した。 
 



４．研究成果 
 (1) HAI-1KO マウス表皮及び 3 次元培養し
たヒト不死化表皮細胞株 HaCaT を用いて超
微形態学的解析を行ったところ、HAI-1KO
マウスでは表皮細胞デスモソームの数は減
少し、トノフィラメント収束不全も生じた
（図１）。この異常は HAI-1 発現抑制(HAI-1 
KD) HaCaT 細胞においてもみられた（図２）。
また、3 次元培養において、ケラチノサイト
分化マーカーによる検討から、コントロール
HaCaT 細胞では、表皮の構造が保たれてい
るものの、HAI-1 発現抑制 HaCaT 細胞では、
表皮細胞の極性に異常を来たしていること
が明らかになった。 

(2) (1)でみられた HAI-1 発現低下に伴う表皮
の形態異常のメカニズムを明らかにするた
め、HAI-1 KO マウスの表皮及び HAI-1 KD 
HaCaT 細胞のp38MAPKの活性化について
検討を行ったところ、いずれもコントロール
と比較して、p38MAPK の活性化がみられた
（図 3）。そこで、HaCaT 細胞の 3 次元培養
液に p38MAPK 阻害剤を添加したところ、形
態異常が回避され、デスモソームの数もコン
トロールと同程度に回復した。 

 
(3) 次 に 、 HAI-1 発 現 低 下 に よ っ て
p38MAPKが活性化するメカニズムについて
検討を行った。HAI-1 標的酵素である
matriptase や prostasin は PAR-2 活性化酵
素でもあることから、p38MAPK 活性化は
PAR-2 活性化が関与しているのではないか
と考え解析を行ったところ、PAR-2 アゴニス
ト添加によって p38MAPK 活性化は亢進し、
PAR-2 アンタゴニストあるいは PAR-2 中和
抗体を添加することによって p38MAPK 活
性化は抑制された（図 4）。 

 
(4) HAI-1 KO ケラチノサイト及び HAI-1 
KD HaCaT 細胞の培養上清を用いてプロテ
アーゼ活性を測定したところ、いずれも
matriptase の活性が亢進していることが明
らかになった。さらに HAI-1 KD HaCaT 細
胞の matripatse、prositasin、PAR-2 の遺伝
子発現を抑制したところ、いずれの場合も
p38MAPK の活性化が抑制された（図 5）。さ
らに、HaCaT 細胞の 3 次元培養液に活性化
型 matriptase あるいは PAR-2 アゴニストを
添加すると、HAI-1 KD 細胞と同様の形態異
常、デスモソームの数の減少がみられ、HAI-1 
KD HaCaT 細胞の 3 次元培養液に PAR-2 ア
ンタゴニストあるいはセリンプロテアーゼ
インヒビターを添加すると、形態異常は回避
され、デスモソームの数もコントロールと同
程度に回復した。 

 

図 2. 3 次元培養 HaCaT 細胞の透過電子顕微鏡像 

HAI-1 KD Control  

図 1. HAI-1 KO マウス及び野生型マウスの表皮透過電子顕微鏡像 

HAI-1 KO Wild 

Wild KO 

図 3. HAI 発現低下による p38MAPK 活性化 

IHC: phospho-p38 

Green : phospho-p38 

図 4. PAR-2 による p38 活性化 
（SLIGR: PAR-2 アゴニスト FSLLRY：PAR-2 アンタゴニスト） 

図 5. PAR-2 抑制によるによる p38 活性化抑制 



 以上の結果から、HAI-1 発現低下による
matriptase の活性調節異常が、PAR-2 を介
した p38 活性化をもたらし、表皮の異常を来
たすことが明らかになった。 
 
(5) 表皮においてHAI-1と相互作用する新規
分子を探索するため、HaCaT 細胞から抽出
した蛋白を抗 HAI-1 抗体を用いて免疫沈降
し、HAI-1 と共沈する蛋白を質量分析によっ
ていくつか同定した。同定された蛋白の表皮
における意義についてはまだ不明であり、今
後解析をすすめていく予定である。 
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