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研究成果の概要（和文）：表皮には細胞極性に関わる2種類のaPKC (atypical protein kinase C) 分子種（aPKC
ζ, aPKCλ）が発現している。本研究で私たちは、創傷治癒と創傷後毛包新生という、皮膚恒常性の維持に関わ
る重要な過程に、これらのaPKC分子種がどのように関与しているのかを調べた。表皮特異的aPKCλ欠損マウスで
は創傷治癒が遅延し、Wnt経路の活性化を伴う創傷後毛包新生が亢進したが、aPKCζ欠損マウスではこのような
現象は観察されなかった。本研究により、aPKCλが創傷治癒と創傷後毛包新生を繋ぐ重要な分子であることが初
めて明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The isoforms of atypical protein kinase C (aPKC), aPKCζ and aPKCλ, 
regulate cell polarity and are expressed in the epidermis. Here, we addressed whether aPKCs are 
implicated in two major processes for maintaining epidermal homeostasis: cutaneous wound healing and
 wound-induced hair follicle neogenesis (WIHN). In epidermis-specific aPKCλ-knockout mice, wound 
healing was significantly retarded and WIHN was upregulated concomitantly with an increase in Wnt 
signaling. Conversely, wound healing and WIHN in aPKCζ-null mice were comparable to those in 
control littermates. These results represent the first evidence that aPKCλ, but not aPKCζ, is a 
key molecule linking cutaneous wound healing and WIHN.

研究分野： 皮膚科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
哺乳類の上皮細胞は、頂端側 (apical) -基底

側 (basal) という極性 （apical-basal polarity） 
を持っている。この極性の形成には、タイトジャ
ンクションに局在する進化的に保存された 
aPKC (atypical protein kinase C) - PAR 
(partition-defective) 複合体が重要な役割を果
たしている 。私たちは、付属器を含む皮膚の構
築における細胞極性制御因子 aPKCλ （lamda、
ラムダ）の役割を調べる目的で、表皮特異的に
aPKCλ を 欠 損 さ せ た マ ウ ス  (conditional 
knockout, cKO) を作製した。その解析の結果、
aPKCλcKO マウスでは、毛包幹細胞の休眠状
態が破綻し、毛包幹細胞が徐々に枯渇するため
に進行性の脱毛をきたすことがわかった [1]。そ
こで次に、aPKCλ がどのように毛包幹細胞の休
眠状態を制御しているのか、そのシグナル経路
の解明が課題となった。 

一方、創傷は毛包幹細胞を休眠状態から覚
醒させる刺激といえる。毛包幹細胞は危急の事
態に備えて通常は休眠状態にあるが、表皮が創
傷を受けると、毛包幹細胞は創傷部に移動して
表皮角化細胞に分化し、上皮化に関与する[2]。
最近、創傷治癒後の毛包新生が器官再生の新
しいモデルとして注目されている。マウス皮膚に、
大きな傷 (1cm２以上) を作るとその治癒過程で、
創傷中央部に Wnt 経路依存的に毛包が再生
することがわかった [3]。表皮特異的に aPKCλ
が欠損すると毛包幹細胞が徐々に枯渇すること
から、私たちは aPKCλ は創傷治癒、および創
傷後毛包新生の鍵となる分子ではないかと考え
るに至った。 
 
２．研究の目的 
細胞極性制御因子 aPKC がどのようにし

て毛包幹細胞の休眠状態を制御し、皮膚の恒
常性を維持しているのかを明らかにするた
めに、本研究計画では以下の研究を行った。 
(1) マウス表皮に 2 種類ある aPKC 分子種、
aPKCλ と aPKCζ （zeta, ゼータ）のダ
ブル・ノックアウトマウス (dKO)を作製し、
表皮における aPKC の機能の全貌を明ら
かにする。 

(2) aPKC の下流で働いている分子を網羅的
にスクリーニングし、休眠状態の制御にか
かわるシグナル経路を明らかにする。 

(3) 皮膚の恒常性維持の一側面である創傷
治癒、および器官再生のモデルである創傷
後毛包新生における aPKC の役割を調べ
る。 

 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子改変マウス 

表皮に発現している aPKCζ、aPKCλ の 2
種類の aPKC 分子種の役割を調べるために、
各々の遺伝子欠損マウス（KO マウス）を解析に
用いた。特に、aPKCλ 欠損マウスは胎生致死
となるので、皮膚基底細胞に発現する ケラチン
5 のプロモーターの下流に Cre リコンビナーゼ
を繋いだ ケラチン 5-Cre マウスを用いて、表皮

特異的 aPKCλ 欠損マウス（aPKCλ cKO マウ
ス）を作製した。各々のヘテロ欠損マウスをコント
ロールとして用いた。 

 
(2) 創傷治癒実験 

7-8 週令のマウスの背中に 1.5cm 四方の傷を
作り、定期的に治癒過程を観察した。 
 
(3) スクラッチ・アッセイ 

生後直後の aPKCζKO マウス、aPKCλ 
cKO マウス、およびコントロール・マウスから角化
細胞を分離・培養し、コンフルエントに達したとこ
ろでチップの先で傷をつけ、24 時間後、48 時間
後に観察した。 
 
(4) 細胞遊走解析 

スクラッチ・アッセイを行った細胞を固定後、ア
クチンを染色するファロイディン、および細胞突
起のマーカーであるα-アクチニンに対する抗
体で蛍光免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡
で観察した。 
 
(5) 創傷後毛包新生 

創傷後約 1 か月後に上皮化して瘢痕となった
部分を切り出し、20 mM EDTA 溶液中でインキ
ュベート後、表皮部分と真皮部分を実体顕微鏡
下で分離した。表皮部分は抗ケラチン17抗体で
免疫組織染色を、真皮部分はアルカリ・フォスフ
ァターゼアッセイを行って新生した毛包を可視
化し、定量した。 
 
(6) Wnt 経路の解析 

上述のように分離した表皮部分から RNA を
抽出し、逆転写反応を行って ｃDNA を作製し
た。作製した ｃDNA を用いて定量的 PCR 反
応を行い、Wnt 経路の遺伝子の発現を解析し
た。また、ヒト表皮培養細胞 HaCaT 細胞を aPKC
λ、aPKCζそれぞれに対する RNAi で処理し
てノックダウンし、同様の実験を行った。 
 
４．研究成果 
（以下(1)-(3)は、「研究の目的」の(1)-(3)に対応） 
(1) aPKCλ と aPKCζ の表皮特異的ダブル・

ノックアウトマウスの作製とその解析 
aPKCζKO マウスと aPKCλ cKO マウスを交

配して、aPKCζ･λ dKO マウスを作製した。
aPKCζ･λ dKO マウスは生後数時間で死亡す
ることが判明した。 
 
(2)毛包幹細胞の休眠状態の制御にかかわる

シグナル経路の解明 
生後23日目の休止期のコントロールマウス、

およびaPKCλcKOマウスの背側皮膚を採取し、
RNAを抽出後cDNAを合成した。合成したcDNA
をCy3, Cy5で蛍光ラベルし、マイクロアレイ
解析を行い、cKOマウスで発現が２倍以上増減
している遺伝子を網羅的に探索した。そのデ
ータを基にパスウェイ解析を行った結果、２
倍 以 上 増 減 す る 遺 伝 子 は 、 Focal 
Adhesion-PI3K- Akt-mTOR 経路、Chemokine



経路、Cell cycle経路、Hedgehog経路、
Toll-like receptor経路、Delta-Notch経路、
Wnt経路、MAPK経路、TGFβ経路などを構成す
る要素であることが判明した。 
 
(3)創傷治癒、毛包新生における aPKC の役割

を調べる。 
 この研究課題を進める過程で、創傷治癒、
および創傷後毛包新生における役割が aPKC
分子種により異なることが判明したため、この研
究課題に注力して研究を進めた。その結果以下
の①～⑧の結果を得た。 
 
①aPKCζは附属器を含む皮膚の形成に必須

ではない。 
表皮に発現している aPKC 分子種のうち、

aPKCζの表皮における役割はよくわかっていな
かった。そこで aPKCζKO マウスの表現型を詳
しく調べたところ、aPKCλｃKO マウスと異なり、
表皮、および付属器の形態形成に異常は見ら
れず、aPKCζは附属器を含む皮膚の形成にお
いて必須ではないことがわかった。 
 
②表皮特異的aPKCλ欠損マウスでは創傷治癒

が遅延する。 
上述のように、aPKCλｃKO マウスでは、毛包

幹細胞が徐々に枯渇する。創傷治癒時には、創
傷周囲の毛包から毛包幹細胞が移動し、上皮化
に関わることが報告されている。このことから
aPKCλｃKO マウスでは、創傷治癒が遅延する
ことが予想された。そこで、マウスの背側皮膚に
1.5 ㎝ ｘ 1.5 ㎝大の傷を作り、創傷治癒過程を
調べた。その結果、創傷後6日まではコントロー
ルと差はなかったが、13日目ころから明らかに
aPKCλｃKO マウスでは創傷治癒過程が遅れて
きた。コントロールでは創傷後20日目頃に痂疲が
脱落し、26日目頃にはほぼ上皮化したが、aPKC
λｃKO マウスでは痂疲の脱落、および上皮化
が著しく遅延した。一方、aPKCζKO マウスでは
創傷治癒の遅延は見られず、コントロールと差は
なかった。 
 
③aPKCλｃKO マウスでは瘢痕収縮も異常をき

たす。 
通常、創傷は上皮化後瘢痕となって収縮する

が、aPKCλｃKO マウスでは、上皮化後半年以
上経っても、収縮がほとんどみられなかった。瘢
痕収縮には真皮の線維芽細胞が主に関与する
が、この結果から、表皮でaPKCλが欠損すると、
その下部の真皮に何らかの影響が及ぶことが示
唆された。 
 
④aPKCλ欠損角化細胞ではスクラッチ・アッセイ

で創傷治癒が遅延する。 
創傷治癒の遅延が角化細胞の異常によること

を検証するために、aPKCζ欠損角化細胞、
aPKCλ欠損角化細胞、およびコントロール角化
細胞を用いてスクラッチ・アッセイを行った。その
結果、コントロール、およびaPKCζ欠損角化細
胞では48時間後にほぼギャップが埋められたの

に対し、aPKCλ欠損角化細胞ではほとんど埋め
られず、aPKCλｃKO マウスにおける創傷治癒
の遅延は、角化細胞の異常によることがわかっ
た。 
 
⑤aPKCλ欠損角化細胞では細胞増殖能が亢

進している。 
スクラッチ・アッセイにおけるaPKCλ欠損角化

細胞の創傷治癒の遅延の理由として、細胞増殖
の異常と創傷部への表皮細胞の移動の異常の2
つの可能性が考えられる。そこでまず増殖能に
ついてアラマーブルー・アッセイで検討したところ、
aPKCλ欠損角化細胞は、コントロールおよび
aPKCζ欠損角化細胞よりむしろ増殖能が高いこ
とがわかった。このことからスクラッチ・アッセイに
おけるaPKCλ欠損角化細胞の移動障害は、増
殖能の異常ではないことが判明した。 
 
⑥aPKCλ欠損角化細胞では細胞遊走能が異

常をきたしている。 
次に細胞遊走能について検討した。創傷治癒

時、創傷近傍の角化細胞は、創傷の方向に細胞
突起を出して移動する。そこで細胞突起のマー
カーであるα-アクチニンに対する抗体を用いて
蛍光免疫染色を行った。その結果、コントロール、
およびaPKCζ欠損角化細胞を用いた実験では、
創傷周囲の細胞は創傷の方向に向かって細胞
突起を出して移動していくことがわかった。一方、
aPKCλ欠損角化細胞では、細胞突起が形成さ
れる方向がランダムになっていた。このことから、
aPKCλｃKO マウスで創傷治癒が遅延するのは、
表皮角化細胞が極性を失い、創傷部に向かって
正しく移動できなくなるためであると考えられた。 
 
⑦aPKCλｃKO マウスでは創傷後毛包新生が

亢進する。 
本研究で、通常の創傷治癒実験より大きな傷

を作ったもう一つの理由は、創傷後毛包新生を
みるためである。新生した毛包は、表皮側は抗ケ
ラチン17抗体による免疫組織染色で、真皮側は
アルカリ・フォスファターゼで可視化した。その結
果、aPKCζKO マウスでは、新生した毛包の数
はコントロールと大きな差がなかったのに対し
aPKCλｃKO マウスでは新生毛包数がコントロ
ールに比べ約2倍に増えていた。 
 
⑧aPKCλｃKO マウスにおける創傷後毛包新生

は Wnt 経路を介する。 
創傷後毛包新生は Wnt 経路の活性化で起

こることが報告されている [3]。そこで、毛包新生
が増加したaPKCλｃKO マウスの表皮で定量的
PCR法により Wnt 経路の構成因子の遺伝子発
現を調べたところ、Wnt5a, Wnt10b, Axin2, 
Cyclin D1, Ctnnb1が上昇しており、aPKCλｃKO 
マウスにおける創傷後毛包新生は Wnt 経路の
活性化を介することがわかった。 

このことは培養細胞を用いた実験でも確認さ
れた。HaCaT 細胞を aPKCλ特異的 RNAi で
処理すると、上述の遺伝子群の発現が上昇する
ことがわかった。また、この遺伝子発現の上昇は 



Wnt 経路の阻害剤である XAV939 で HaCaT
細胞を処理すると抑制されることがわかり、確か
に Wnt 経路を介していることが証明された。 
 
まとめ 

以上より、2種類存在するaPKC分子種の機能
は同等ではなく、創傷治癒、および創傷後毛包
新生において主要な役割を担っているのは
aPKCλであることがわかった。この結果、表皮の
恒常性維持における細胞極性因子aPKC分子種
の機能的な差異を初めて明らかにすることができ
た。以上の結果は現在、英文の専門誌に投稿中
である。 

一方、aPKCζ･λ dKOマウスの解析、および
マイクロアレイ解析で明らかになったシグナ
ル経路のさらなる研究は、今後の課題として
残った。 
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