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研究成果の概要（和文）：現在までに他の臓器で知られている鉄代謝に関わる分子の表皮内での蛋白局在ならびにmRNA
発現を、免疫組織染色とレーザーマイクロダイセクションの手法を用いてin vivoに検討し、表皮細胞は未分化な状態
では鉄を細胞内に取り込むための蛋白が発現しているが、分化とともにこれらの蛋白発現が消失するとともに、鉄を細
胞外に排出するための蛋白発現が高まることを明らかにした。その結果は、培養ヒト表皮細胞を用いても確認した。さ
らに、フェロポーチンノックアウトマウスを用いて、表皮に於けるフェロポーチンの欠損が表皮内鉄のイオン勾配の崩
壊、角層内への鉄の過剰喪失を招くことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Using immunohistochemistry and mRNA quantification, we showed that molecules 
participating in iron import and storage are expressed in the lower epidermis, whereas those used for 
iron release from heme or iron transport are expressed in the upper epidermis. This expression pattern of 
iron metabolism molecules was confirmed using normal human epidermal keratinocytes during in vitro 
differentiation. We next demonstrated that reducing ferroportin expression in vitro by 
ferroportin-specific siRNAs or hepcidin significantly increased the intracellular iron content. Finally, 
we showed that the iron content of the epidermis and squames was significantly greater in FpnEpi-KO mice 
than in control mice, and that FpnEpi-KO exhibited decreased blood Hb concentration more rapidly than 
control mice on a low iron diet. The epidermis is equipped with a machinery by which intracellular iron 
in differentiated keratinocytes is excreted to the extracellular space before reaching the stratum 
corneum.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 表皮　鉄代謝　フェロポーチン
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１．研究開始当初の背景 

皮膚の最外層は、表皮と呼ばれる角化

細胞からなる層状の構造(内側から基底

層、有棘層、顆粒層、角層)で覆われてお

り、基底層で分裂した角化細胞は、分化

しながら外層に移動し、最終的には角化

と呼ばれる細胞死を迎え、落屑として体

から失われる。これまでの研究から、鉄

を細胞に取り込む上で主要なトランスポ

ーターであるトランスフェリンレセプタ

ーが表皮基底層に限局して発現し、また

鉄貯蔵蛋白の構成要素であるフェリチン

も基底層に限局して発現することが報告

されていた。これらの知見は、少なくと

も一部の鉄関連分子が表皮分化による発

現制御を受けることを示唆していた。 

また表皮には特別な鉄濃度勾配が存

在することが、多くの研究で示されてき

た。放射性同位元素を用いた研究、粒子

線励起 X線(proton induced X-ray emission 

(PIXE))を用いた計測、蛍光色素による免

疫組織的観察、synchrotron micro x-ray 

fluorescence (SμXRF)による計測など

様々な手法を用いたすべての観察で、鉄

は基底層に最も多く存在し、角層に向か

うにつれて徐々にその量が減少すること

が報告されてきた。基底層での分裂によ

って生み出された表皮角化細胞は、その

後分裂することなく外側に向かって移動、

脱落することから、この鉄量の減少には

表皮角化細胞の分化とともに生じる、な

んらかの能動的な細胞内から細胞外への

鉄の輸送が関与していると考えられる。

しかし、この現象を説明できる表皮での

鉄関連分子の発現分布ならびに、発現制

御についてはこれまであまり知られてい

なかった。 

 

２．研究の目的 

（１）これまで報告されている基底層か

ら角層に向けて鉄量の減少を、粒子線励

起 X線(PIXE)により測定し、確認する。 

（２）他の組織において鉄代謝に重要な

働きをすることが報告されている、鉄取

り込み蛋白(DMT1、トランスフェリンレ

セプター)、鉄排出蛋白(フェロポーチン)、

鉄輸送蛋白(トランスフェリン)、鉄貯蔵

蛋白(フェリチン重鎖)、ヘム分解酵素

(HO-1)、鉄酸化酵素(セルロプラスミン、

ヘファセチン)、鉄関連分子翻訳制御因子

(ACO1、IREB2)について、その表皮内に

おける蛋白発現を免疫組織染色により、

mRNA発現をレーザーマイクロダイセク

ションにより分離した表皮上層/下層か

ら得られたRNAを定量的RT-PCRで解析

することにより検討し、ヒト健常表皮に

おけるこれら鉄関連分子の表皮細胞分化

に伴う発現制御を調べる。 

（３）さらに上記検討で十分な発現が認

められ、細胞内鉄量と関連分子発現制御

に重要な働きをすると考えられた、トラ

ンスフェリンレセプター、フェロポーチ

ン、トランスフェリン、ACO1、IREB2

について、カルシウム(Ca)により分化誘

導した培養表皮角化細胞を用いて、蛋白

発現変化をウェスタンブロットにより、

mRNA発現変化を定量的RT-PCRにより、

また細胞内鉄量変化をフェロジンを用い

た比色定量法により解析する。 

（４）上記検討により、表皮における細

胞内鉄排出にフェロポーチンは重要な働

きをすることが疑われた。そこでさらに

フェロポーチンの機能を確かめるために、

siRNA ならびにフェロポーチン分解誘導

分子ヘプシジンを用いてフェロポーチン

蛋白量を減少させ、細胞内鉄量を測定す

ることにより実際のその機能の有無を検

証する。 

 

３．研究の方法 



 2 

組織サンプル 

本研究に使用された組織は、東北大学

病院皮膚科において、書面による同意を

取得後集められた。患者組織サンプルの

取得、取り扱いについてはヘルシンキ宣

言を遵守した。 

PIXE分析 

PIXE 分析に使用する標本の作製は基

本的にForslindらの総説の方法に従った。 

レーザーマイクロダイセクション 

凍結皮膚切片をレーザーマイクロダ

イセクションにより表皮上層と下層

を分離した 

細胞培養 

正常ヒト新生児包皮角化細胞を初代

培養後、凍結保存したものを購入(Kurabo, 

Okayama, Japan)して使用した。 

鉄測定 

メタロアッセイ鉄測定LS-MPRキット

(Metallogenics, Tiba, Japan)を用いて測定

した。 

siRNAによる一時的ノックダウン 

2 種 類 の siRNA (Stealth RNAi; 

HSS121213, HSS121214; Thermo Fisher 

Scientific)とコントロール Stealth RNAi 

Negative Control Duplexes (Low GC 

Duplex #2; Thermo Fisher Scientific)を

Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher 

Scientific)を用いて表皮角化細胞に、製品

プロトコールに従って導入した。 

統計解析 

データは平均値±SEMで表示した。レ

ーザーマイクロダイセクションによる

mRNA発現についての 2群間の比較には

Student-t (paired)を、その他の 2群間の比

較には Student-t (unpaired)用い、P値の計

算には excel を使用した。P<0.05 を有意

と判断した。 

 

４．研究成果 

鉄関連分子蛋白質は表皮内で分化によっ

て発現が変化する 

続いてヒト表皮における鉄関連分子

蛋白の分布を確認するために、免疫組織

染色を行った。健常表皮では鉄取り込み

蛋白である DMT1蛋白は表皮下層に、ト

ランスフェリン蛋白は以前に報告されて

いるように基底層に限局して発現してい

た。一方で鉄排出蛋白のフェロポーチン

蛋白は表皮中上層に発現していた)。トラ

ンスフェリン蛋白は表皮中下層)、フェリ

チン重鎖蛋白は Applegate らの報告と一

致して基底層に限局して発現していた。

HO-1蛋白は Numataらの報告と一致して

顆粒層に発現していた。鉄酸化酵素であ

るセルロプラスミンは比較的基底層に限

局して、ヘファスチンは表皮下層に発現

していた。翻訳レベルで DMT1とトラン

スフェリンレセプターを正に、フェロポ

ーチンとフェリチンを負に制御すること

が知られている ACO1 と IREB は表皮下

層に発現していた。 

鉄関連分子mRNAは表皮内で分化によっ

て発現が変化する 

免疫染色の結果と一致して、トランス

フェリン、フェリチン重鎖、セルロプラ

スミン、ヘファスチン、ACO1 では表皮

上層でmRNAの発現が減少し、一方HO-1

では表皮上層でmRNAの発現が増加した。

翻訳レベルで蛋白量が制御されることが

報告されてきた、DMT1 は蛋白発現とは

逆に表皮上層でのmRNA発現が増加して

いた。また同様に翻訳レベルで蛋白量が

制御されるトランスフェリンレセプター

とフェロポーチンmRNA発現については、

上層と下層で発現に有意な差を認めなか

った。また、IREB2の mRNA発現もも上

層と下層で有意な差を認めなかった。 

 

Ca による培養表皮角化細胞の分化誘導
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により、経時的に一部の鉄関連分子の蛋

白量は変化する 

トランスフェリンレセプターと IREB

蛋白は分化誘導後経時的に減少し、一方

フェロポーチン蛋白は経時的に増加した。

表皮免疫組織染色では分化により発現低

下のみられたトランスフェリンと ACO1

蛋白は、分化誘導開始 6 日後まで明らか

な変動は認められなかった。 

Ca による培養表皮角化細胞の分化に

より、経時的に一部の鉄関連分子 mRNA

発現量は変化する 

トランスフェリンレセプターmRNA

の経時的な減少と、フェロポーチン

mRNAの経時的な増加が認められた。蛋

白では経時的な減少がみられた IREB2で

は分化誘導開始 6日後まで有意な mRNA

の変動を認めなかった。蛋白の有意な変

動が見られなかったトランスフェリン

mRNA は分化誘導開始 2 日後の急激な

mRNAの増加とその後の経時的な減少を

認め、また蛋白で変動が見られなかった

ACO1 mRNAは経時的に減少を認めた。 

Caによる培養表皮角化細胞の分化誘導 6

日後に、細胞内鉄量は減少する 

分化誘導開始 6 日目に、4 日目と比較

して培養ヒト表皮角化細胞内の鉄量の減

少がみられ、これはウェスタンブロット

で確認されたフェロポーチン蛋白が最も

強く発現した時期と一致していた。 

フェロポーチン特異 siRNAによるフェロ

ポーチンノックダウンは、分化した培養

表皮角化細胞の鉄量を増加させる 

siRNA導入によりフェロポーチン蛋白

の抑制はみられ、予想されるようにそれ

に伴って siRNA導入群では細胞内鉄量の

増加がみられた。 

ヘプシジンによるフェロポーチン分解誘

導は、分化した培養表皮角化細胞の鉄量

を増加させる 

予想されたようにフェロポーチン蛋

白量はヘプシジン濃度依存的に減少がみ

られた(Figure11a)。細胞内鉄量は、腸上

皮、マクロファージで示されているのと

同様にヘプシジン濃度依存的に増加がみ

られた 
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