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研究成果の概要（和文）：新生仔マウス角質層脂質を用いて、網羅的リピドミクスを実施した。野生型マウスと当該リ
パーゼ遺伝子ホモ欠損マウスの比較の結果、広範なサブクラスの脂質分子種の変動が見られた。単一リパーゼの欠損が
多くの脂質分子種の組成に影響し、表皮バリア機能の破綻に繋がることを明らかにした。皮膚のX線小角散乱測定や電
子顕微鏡による構造的な解析でも、脂質ラメラ構造の異常が確認された。以上により当該リパーゼが関与する脂質代謝
過程は、角質細胞間脂質のセラミド保持に重要であり、脂質ラメラ構造の形成に必須であることを明らかにした。本研
究の成果は、新たな皮膚疾患の原因遺伝子の同定へと発展する可能性を有するものであると考える。

研究成果の概要（英文）：Stratum corneum lipids were extracted from both wild type- and lipase knockout 
neonates, and analyzed by mass-spectrometry. This lipidomics revealed that the deletion of the lipase 
gene alters a wide variety of lipid molecules ranging over several subclasses including ceramides, 
cholesterols, cholesterol esters, free fatty acids, monoglycerides and so on. Structural analyses by 
small angle X-ray diffraction and transmission electron microscope indicated that the lamellar lipid 
structure in stratum corneum was significantly disturbed whereas the overall organization of epidermal 
tissue was not apparently altered. These results demonstrate that the process of lipid metabolism 
mediated by the lipase is critically important for the maintenance of the overall lipid composition and 
lamellar structures of lipids in stratum corneum. The outcome of this study may contribute to identify a 
novel causative gene for dermatosis and to understand its pathological condition.

研究分野： 生化学・細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
生体と外界の境界をなす表皮は、物理的障

害・異物の侵入に対する防御、水分蒸散の調
節などの重要バリア機能を有する。特に角質
層の死細胞間に充填する角質細胞間脂質ラ
メラは、表皮バリアに必須の構造である。角
質細胞間脂質の約 50%を占めるセラミドが表
皮バリアに極めて重要であることは良く知
られているが、角質層においてセラミドを秩
序だったラメラ構造に保持し、表皮バリアの
恒常性を保つ分子機構についてはいまだに
不明な点が多く残されている。 
研究代表者は、新規リパーゼ LOG1 を見出

した。Log1 遺伝子は有棘層・顆粒層のケラチ
ノサイトに高発現し、遺伝子ホモ欠損マウス
（Log1 KO マウス）は、過剰な経表皮水分蒸
散により生後 1日で致死となる。表皮ケラチ
ノサイト初代培養では、LOG1 が細胞膜上でリ
パーゼドメインを細胞外に提示することを
示す結果を得ている。また LOG1 は N 末端に
膜貫通領域様の配列を持つ。以上より、LOG1
は角質層の膜型リパーゼであり、顆粒層の層
板顆粒から分泌される前駆体脂質を代謝し
て角質細胞間脂質を生成する過程に与るも
のと予想される。興味深いことに、質量分析
による解析では、Log1 KO マウスにおいて角
質層のセラミド総量が野生型に比べて半減
していた。このセラミド保持の異常が表皮バ
リア破綻の直接の要因になっていると考え
られる。しかし、リパーゼである LOG1 がセ
ラミドの生成過程に直接関与している可能
性は低いと考えられ、むしろ LOG1 はセラミ
ド保持に不可欠な、他の何らかの脂質分子種
の生成に関与することが想定される。しかし
ながら、LOG1 が関与する脂質代謝過程、及び
その欠損により角質層のセラミド量が著し
く減少する機序は不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、質量分析計を用いた包括的リピ

ドミクス解析により LOG1 が直接関与する脂
質代謝過程を明らかにし、また LOG1 の欠損
が引き起こす角質層の脂質組成変動を網羅
的に解明して、角質細胞間のセラミドの保持
に関わる分子機構を解明することを目的と
した。また、in vitro での活性測定により
LOG1 のリパーゼ活性を実証するほか、LOG1
欠損による角質細胞間脂質ラメラの構造的
異常を明らかにすること、さらには相補実験
をおこなって表皮バリア形成における LOG1
の機能的意義の統合的理解へと繋げること
を目的とした。 
 

３．研究の方法 
LOG1 が関与する、セラミド保持に不可欠な

脂質代謝過程及び基質と生成物の候補とな
る分子群を絞り込むため、野生型マウスおよ
び Log1 KO マウスの新生仔マウスの角質から
脂質成分の抽出をおこない、質量分析計を用
いたリピドミクス解析による脂質組成変動

比較解析を試みた。 
さらに、哺乳類の培養細胞を用いて組換え

LOG1 タンパク質の発現・精製系を構築し、in 
vitro リパーゼ活性測定によって、リパーゼ
としての活性の実証と、リピドミクス解析で
絞り込んだ脂質分子種が、真の生体内基質お
よび生成物であることを示すことを試みた。 
また、構造的な解析としては、透過型電子

顕微鏡とX線小角散乱法による角質細胞間脂
質ラメラの構造的解析を実施し、上記脂質代
謝過程の欠損に起因したセラミドの保持能
の低下が引き起こす形態的異常を記述する
ことを試みた。 
反応生成物による表皮バリア相補実験で

は、Log1 KO 仔マウス個体、及び 3 次元培養
表皮モデルにおいて、上記脂質代謝過程の反
応生成物の脂質分子を用いて表現型の相補
を試みる。以上の研究成果をもって、新規膜
型リパーゼ LOG1 が関与する角質細胞間のセ
ラミド保持に不可欠な脂質代謝過程を解明
することを試みた。 
 
４．研究成果 
新生仔マウスの角質層から抽出した脂質

を用いて、網羅的なリピドミクス解析を実施
した。野生型マウスと当該リパーゼ遺伝子ホ
モ欠損マウスの比較の結果、セラミド等の広
範な脂質サブクラスにおいて、脂質分子種の
変動が見られた。本解析により単一リパーゼ
の欠損が多くの脂質分子種にわたって組成
を大きく変動させ、表皮バリア機能の破綻に
繋がることを明らかにした。しかしながら、
LOG1 欠損によって変動が見られた脂質分子
種が多数存在しており、LOG1 が直接関与する
脂質代謝過程を同手法により詳細に絞り込
むことは容易ではないことが想定された。 
そこで、In vitro リパーゼ活性測定系の確

立が、基質及び生成物の絞り込みにおいて非
常に重要になると判断した。すなわち、精製
した組換え LOG1 タンパク質といくつか脂質
サブクラスの代表的な脂質分子種を反応さ
せて、基質と生成物の絞り込みに繋げること
ができるものと期待した。そのために、哺乳
類培養細胞株を用いて Flag タグを付加した
組換えタンパク質の発現・精製系を構築した。
今後、同精製タンパク質を用いた in vitro
リパーゼ活性測定に着手する予定である。ま
た、当初予定していなかった解析ではあった
が、同組換えタンパク質を抗原としてモノク
ローナル抗体を作成した。ウエスタンブロッ
ト解析により内在性リパーゼが表皮組織に
特異的に発現していることを明らかにした。
また生化学的分画実験により、当該のリパー
ゼが膜蛋白質であることを示した。 
角質細胞間脂質ラメラの構造的解析をお

こなうため、公益財団法人高輝度光科学研究
センターの大型放射光施設 Spring-8 におい
て、新生仔マウスの皮膚の X線小角散乱測定
を実施した。リパーゼ遺伝子ホモ欠損マウス
の角質最表層において、角質細胞間脂質ラメ



ラ構造に由来する散乱が確認されないこと
から、脂質ラメラの構造が大きく変性してい
ることが示唆された。併せて、広角散乱の測
定と解析を実施し、水平方向の脂質の配向性
については有意差が無いことを示唆するデ
ータを得た。 
電子顕微鏡による超微細構造の観察をお

こなった結果、これと一致するかたちで脂質
ラメラ構造の異常が確認された。以上により
当該リパーゼが関与する脂質代謝過程は、角
質細胞間脂質のセラミド保持に重要であり、
正常な脂質ラメラ構造の形成に必須である
ことを明らかにした。 
本研究の成果は、角質細胞間脂質における

セラミド保持の機構の理解に貢献するだけ
でなく、新たな皮膚疾患の原因遺伝子の同定
へと発展する可能性を有するものであると
考える。 
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