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研究成果の概要（和文）：ProfilaggrinのN末領域（proFLG-N）は核内に移行しDNAを分解、細胞死を誘導する。
この機序としてカルパインIを介するシグナルが関与し、さらにapoptosis-inducing factorの関与も示唆され
た。proFLG-Nと結合する分子をプロテオミクス解析にて検索したところ、pininが同定され、その両者が核内で
直接結合すること、pinin自体が細胞死と直接関与することも見出した。さらにproFLG-Nの最もN末端に存在する
19アミノ酸を皮膚有棘細胞癌の株細胞であるHSC-1細胞に導入したところほぼ全てが細胞死に至り、有棘細胞癌
の新規治療になり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Profilaggrin plays a critical role in keratinocyte terminal differentiation.
 During this process, a 55-kDa N-terminal fragment of profilaggrin (FLG-N) is translocated into the 
nucleus; thereafter, the cells became TUNEL-positive. We examined the molecular mechanism underlying
 the DNA degradation process induced by FLG-N in keratinocytes. Our findings suggest that calpine I 
and apoptosis-inducing factor may be associated with the FLG-N inducing-DNA degradation. We also 
found that FLG-N directly interacted with pinin, a transcriptional activator binding to the E-box 1 
core sequence of the E-cadherin promoter gene, within the nucleus. Surprisingly, the suppression of 
pinin expression can induce cell death in keratinocytes even without interaction with FLG-N. In 
addition, 19 amino acids present in the N-terminal profilaggrin can induce cell death for squamous 
cell carcinoma (SCC) cell line HSC-1. We therefore hypothesized that FLG-N may be a novel 
therapeutic target in SCC. 

研究分野： Keratinocyte biology
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１．研究開始当初の背景 
皮膚の終末分化である「角化」は皮膚のバリ
ア形成過程であると同時に生物学的に細胞
死のひとつであり、皮膚組織構築のなかで極
めて重要な位置を占める。この過程には
loricrin や profilaggrin 、transglutaminase 1 な
ど多くの分子が協調的に関与している。しか
し、これらの角化関連分子の制御機構や細胞
死の誘導メカニズムに関しては未だ十分に
解明されていない。Profilaggrinはこの角化に
おいて中心的な役割を担う分子であり、N末
端に Ca2+-binding domain である EF hand 
domain を有しそれに多くの反復配列が続く、
いわゆる fused-typeの S100タンパク質である。
Profilaggrin は角化の過程で切断され filaggrin
となり、ケラチンを重合し皮膚のバリア形成
に寄与する。Filaggrin遺伝子の変異が尋常性
魚鱗癬の原因であり(Smith FJ et al, Nat Genet 
2006)、アトピー性皮膚炎の発症にも関与して
いることが報告されている(Palmer CNA et al, 
Nat Genet 2006)。一方、profilaggrinが切断さ
れる際、EF hand domain を含む N 末領域
（proFLG-N）は核内に移行することが知られ
ている。（Ishida-Yamamoto A et al, Laboratory 
Invest 1998; Pearton DJ et al. J Inveat Dermatol 
2001)。 
我々はこの proFLG-N に着目しその機能解析
を以前より行っている。これまでに proFLG-N
が核内に移行し DNA を分解し細胞死を誘導
すること、その機能に proFLG-Nの A domain
が関与していることを見出した。同時に、
mesotrypsinにより profilaggrinから proFLG-N
が切断されること、さらに DNA の分解には
caspase14 により inhibitor of caspase-activated 
DNase (ICAD)から遊離した Caspase-activated 
DNase（CAD）も関与していることを明らか
にした(Yamamoto-Tanaka M, Makino T et al, 
Cell Death Dis 2014)。 
一方、皮膚有棘細胞癌は早期に完全に切除さ
れれば治癒に至るが、時に進行例も存在する。
進行し他臓器へ転移した有蕀細胞癌に対し
ては放射線療法やシスプラチンとアドレア
マイシンの併用化学療法などが行われるが、
その奏功率は決して十分ではない。近年、
様々な癌に対して分子標的薬や癌ペプチド
免疫療法など新規治療が開発され、各種癌患
者の予後の改善に大きく寄与している。しか
し、皮膚有棘細胞癌に対する分子標的薬など
新しい治療法は未だになく有効な治療法の
開発が望まれる。我々は proFLG-N の細胞死
誘導作用を皮膚有棘細胞癌の治療に発展さ
せるにあたり、その操作性の向上を目的にこ
の領域を 19-20 アミノ酸からなるペプチドに
分解し細胞死に関与するコア領域の同定を
試みた。ペプチドを核内に誘導するため N末
に HIV の TAT 配列を結合させたペプチドを
合成し、これらを培養表皮角化細胞や HaCaT
細胞に導入したところ、最も N末端に存在す
るペプチド（1-19アミノ酸；1-19proFLG-N）
で細胞死が誘導された。これらのペプチドで

処理した細胞を annexin V/PI用いて FACS解
析を行ったところ処理後 30 分でほとんどの
細胞が後期アポトーシス/ネクロ―シスの分
画に存在していた。 
 
２．研究の目的 
（１）proFLG-N による細胞死の分子メカニズ
ムの解明 
本研究では proFLG-N が核内に移行した後、
どのようなメカニズムで細胞死に至るのか
を解明する。小胞体ストレスなど既知のアポ
トーシス誘導シグナル経路との関連や近年
報告された細胞死のひとつであるネクロプ
トーシスとの関連を検討する。さらに核内に
存在し proFLG-N と結合しうる蛋白質として
同定されたpininとの相互作用について検討
する。 
（２）proFLG-N を用いた皮膚有棘細胞癌に対
する新規遺伝子治療の開発 
培養表皮角化細胞やHacaT細胞株において細
胞死を顕著に誘導する proFLG-N の N 末端 19
アミノ酸(1-19proFLG-N）が癌細胞株におい
ても細胞死を誘導しうるか検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）proFLG-N による細胞死の分子メカニ
ズムの解明 
①proFLG-N とアポトーシス誘導シグナル経
路の関連の検討 
本研究では全 caspase の経路を阻害する
Z-VAD-fmk、カテプシン Bを介する経路を阻
害する CA074-ME、カルパインを介する経路
を阻害する ALLNや PD155606で処理した培
養表皮角化細胞に proFLG-ABT constractを導
入し、TUNEL 陽性細胞数の変化を指標に細
胞死に及ぼす影響を検討する。また caspase
非依存性に DNA 分解を誘導する AIF や
ENDO-Gの関与について proFLG-N導入よる
AIF、ENDO-G の細胞内局在の変化により検
討する。 
②proFLG-N による細胞死におけるネクロプ
トーシスの関与の検討 
これまでの TAT-1-19proFLG-N を導入 30 分
後の細胞の FACS解析において、ほとんどの
細胞が後期アポトーシス/ネクロ―シスの分
画に存在することが観察されている。以上の
結果より、この細胞死がネクロプトーシスの
経路を介するのか検討する。この経路の key 
mediator である receptor-interacting protein 
kinse 1 (RIPK1)や RIPK3 の阻害薬である
necrostatin-1 で処理した培養表皮角化細胞に
proFLGN-ABT construct を導入して細胞死へ
の関連を検討する。 
③皮膚組織構築における proFLG-N と各種ア
ポトーシス誘導シグナルの関与の検討 
各種アポトーシス阻害薬による proFLG-N の
細胞死の抑制が皮膚組織構築においても影
響しうるのかを皮膚 3次元培養系を用いて検
証する。 
④proFLG-Nと結合する蛋白質 pininの表皮に



おける発現・機能解析 
pinin はプロテオミクス解析により核内に存
在し proFLG-N と結合しうる蛋白質として同
定され。しかし、皮膚や表皮における pinin
の発現や機能に関しては未だ報告がない。 
そのため、まず正常および疾患皮膚、培養表
皮角化細胞における pininの発現の検討する。 
さらに、リコンビナント pinin 蛋白質を作製
し、免疫沈降法による pinin蛋白質と proFLG
蛋白質の結合の確認する。また、Proximity 
Ligation Assay による表皮における pinin と
profilaggrinの局在の近接性も検討する。 
⑤proFLG-N による細胞死と pinin との関連
の検討 
siRNAでpininを抑制した細胞にproFLG-ABT 
construct や TAT-1-19proFLG-N を導入し、、
pinin が細胞死のどのように関与しているか
検討する。 
（２）proFLG-N を用いた皮膚有棘細胞癌に
対する新規遺伝子治療の開発 
①TAT-1-19proFLG-N の癌細胞株に対する細
胞死誘導効果の検証 
profilaggrinの最も N末端の 19アミン酸を有
する合成ペプチド TAT-1-19proFLG-N が皮膚
有棘細胞癌の株細胞である A431、HSC-1 に
対しても細胞死を誘導しうるか検討する。 
②担癌動物を用いた TAT-1-19proFLG-N の抗
腫瘍効果の検討 
免疫不全マウスの皮下に有棘細胞癌を摂取
し た 担 癌 動 物 モ デ ル を 作 製 し 、
TAT-1-19proFLG-N を腫瘍内に投与すること
により癌のサイズの縮小や転移の抑制がみ
られるかを肉眼的所見と組織学的所見によ
り検討する。同時に TUNEL 染色も行い腫瘍
細胞死の客観的評価を試みる。 
 
４．研究成果 
（１）proFLG-N による細胞死の分子メカニ
ズムの解明 
①proFLG-N とアポトーシス誘導シグナル経
路の関連の検討 
Z-VAD-fmk、CA074-ME、ALLN、PD155606
で処理した培養表皮角化細胞に proFLG-ABT 
constract を導入し TUNEL 陽性細胞数の変化
を検討したところ PD155606 で処理した細胞
で、有意に TUNEL陽性細胞が減少していた。
この結果よりカルパイン Iを介する経路の関
与が示唆されたため siRNAでカルパイン Iを
抑制し proFLG-ABT constractを導入したとこ
ろ同様に TUNEL 陽性細胞数が減少した。ま
た proFLG-N 導入より TUNEL 陽性になった
細胞では核内に AIF が局在しており、
proFLG-Nによる細胞死にカルパイン I-AIFシ
グナルが関与している可能性が示唆された。 
②proFLG-N による細胞死におけるネクロプ
トーシスの関与の検討 
necrostatin-1 で処理した培養表皮角化細胞に
proFLGN-ABT constructを導入してTUNEL陽
性細胞数の変化を検討したが対象と比較し
有意な減少は認めなかった。 

③皮膚組織構築における proFLG-N と各種ア
ポトーシス誘導シグナルの関与の検討 
カルパイン I が proFLG-N による細胞死に関
与していることが示唆されたため、siRNAで
カルパイン Iを抑制した表皮角化細胞を用い
て 3次元培養系で皮膚組織構築を試みた。そ
の結果、皮膚の重層化は対照群と有意な差は
みられなかったが、カルパイン I の抑制によ
り角層内に多くの核の残存が確認された。以
上より in vivoにおいてもカルパイン Iの経路
が細胞死（DNAの分解）に関与している可能
性が示唆された。 
④proFLG-Nと結合する蛋白質 pininの表皮に
おける発現・機能解析 
核内に局在する pinin を認識する抗体を用い
て正常皮膚や疾患皮膚、培養表皮角化細胞の
染色を行ったところ、表皮全層の細胞の核で
発現が確認された。同様に培養表皮角化細胞
においても分化度に関わらず核内で陽性所
見が確認された。 
⑤proFLG-Nによる細胞死と pininとの関連 
proFLG-N と結合する分子をプロテオミクス
解析にて検索したところ、その候補として
pininが同定された。また、pininと proFLGの
リコンビナント蛋白質を用いた免疫沈降法
では両者の結合が確認された。また、
Proximity Ligation Assay では表皮顆粒層にお
いて pininと profilaggrinが非常に近接して局
在していることが示された。さらに siRNAに
より pininを抑制したところ培養表皮核細胞 
TUNEL陽性数が有意に増加し pinin自体が細
胞死と直接関与することを見出した。 
（２）proFLG-N を用いた皮膚有棘細胞癌に
対する新規遺伝子治療の開発 
①TAT-1-19proFLG-N の癌細胞株に対する細
胞死誘導効果の検証 
proFLG-N の最も N 末端に存在するペプチド
（1-19アミノ酸；1-19proFLG-N）を皮膚有棘
細胞癌の株細胞である A431、HSC-1 処理し
た細胞に導入し、30分後に annexin V/PI用い
て FACS解析を行ったところほとんどの細胞
が後期アポトーシス/ネクロ―シスの分画に
存在していた。 
②担癌動物を用いた TAT-1-19proFLG-N の抗
腫瘍効果の検討 
現 在 担 癌 動 物 モ デ ル に お け る
TAT-1-19proFLG-N の腫瘍増殖抑制効果を検
討中である。 
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