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研究成果の概要（和文）：スタート魚鱗癬5例、掌蹠角化症14例、炎症性角化症2例について遺伝子を解析し、16
例で変異を同定した。NFKB2変異では表皮におけるNFKB2の核移行障害を示し、ABCA12、NIPALおよびSLURP1変異
の表皮で警告因子カルプロテクチンの発現増強を明らかにした。RNA Seqにより、Tgm1欠損マウスにおいて警告
因子として新たにフェチュインの発現誘導を見いだした。また、警告因子IL-33の発現増加で誘導されるアトピ
ー性皮膚炎の免疫病態には２型自然リンパ球が不可欠であること、好塩基球を介して皮膚炎が増強されることを
実験的に証明した。

研究成果の概要（英文）：Causative mutations were identified in 16 cases of patients with ichthyosis 
(5 cases), palmoplantar keratoderma (14 cases) and inflammatory keratinization disorder (2 cases). 
Defects in nuclear localization of NFKB2 in the epidermal keratinocytes were found in a case with 
NFKB2 mutation, and the up-regulated calprotectin in the epidermis was observed in cases with 
ABCA12, NIPAL4 or SLURP1 mutation. RNA Seq revealed the expression of the fetuin genes, a novel 
alarmin, in the epidermis of Tgm1 knockout mice. Furthermore, atopic dermatitis induced by IL-33 
overexpression in the skin is demonstrated to be dependent on type 2 innate lymphoid cells and is 
also mediated by basophils. Thus, alarmins in the epidermis are possibly involved in various 
pathological conditions of the skin.

研究分野：皮膚科学

キーワード： アラーミン　角化症　アトピー性皮膚炎　遺伝子変異　病態モデルマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
外界からのさまざまな侵襲や皮膚のバリア障害によって表皮がストレスに曝されると、角化細胞から複数の警告
因子（アラーミン）が放出され、生理的な修復反応や自然免疫系の炎症反応が誘導される。本研究では角化症お
よびアトピー性皮膚炎等を研究対象として、皮膚におけるアラミーンの発現と病態についてRNA-seq等を用いて
機能ゲノム学的に解析した。その結果、皮膚におけるカルプロテクチン、フェチュイン、インターロイキン３３
等のアラーミンの活性化が持続すると皮膚の恒常性維持が困難になり、表皮の肥厚、角層増生、皮膚炎等の病的
状態を誘導し、難治性皮膚疾患の病態形成に至ることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１. 研究開始当初の背景 

外界からのさまざまな侵襲や皮膚のバリア障害によって表皮がストレスに曝されると、角化細

胞から複数の警告因子（アラーミン）が放出され、生理的な修復反応や自然免疫系の炎症反応が

誘導される。これらの反応の持続は、皮膚の自律的な制御機構を越えて難治性皮膚疾患の病態に

深く関与すると推測される。これまでに、研究代表者らはトランスグルタミナーゼ 1欠損マウス

(Tgm1KO)、トランスグルタミナーゼ 1 に変異を持つ常染色体劣性魚鱗癬の皮膚において、

S100A8/S100A9 コンプレックス（カルプロテクチン）をはじめ、複数の警告因子の発現が強く誘

導されることを見いだしてきた(文献①)。また、表皮に存在する警告因子であるインターロイキ

ン 33 の発現増強によりアトピー性皮膚炎の免疫病態が誘導されることを明らかにしてきた(文

献②、③)。 

 

２. 研究の目的 

本研究では、これまでの研究実績に基づいて、皮膚における警告因子によって活性化される分子

システムの探索を通じ、角化異常症およびアトピー性皮膚炎等の皮膚疾患の病態を理解するた

めの新たなパラダイムを提唱することを目的として研究を実施した。  

 

３. 研究の方法 

（１）兵庫医科大学遺伝子組換え実験安全委員会（課題番号 23012；29007; 214012；217015）

および動物実験委員会の承認（承認番号 B09-251；13-001; 15-067; 18-002）のもとに、IL-33

を皮膚特異的に発現するマウス hK14mIL33tg (IL33tg)、Tgm1 遺伝子を欠損する Tgm1 KO を作出

し、実験に用いた。 

（２）マウス皮膚あるいは表皮の RNA Seq は BGI Japan に委託した。RNA Seq の fastq データは

GeneSpring (Agilent 社)を使用して解析した。 

（３）マウス皮膚の免疫組織化学にはウサギ抗マウス Fetuin-A 抗体 (Sino Biological 50093-

R022)および抗マウス Fetuin-B 抗体 (Thermo Fisher Sci. PA5-29468)、VECTASTAIN Universal 

Quick Kit (Vector 社)を用いた。 

（４）角化症等における原因遺伝子、遺伝子発現の解析は、兵庫医科大学ヒトゲノム・遺伝子解

析研究倫理審査委員会承認（倫ヒ第 32号、34号）のもとに、対象者の文書同意を得て実施した。

疾患遺伝子解析は、患者 DNA をサンガー法によるダイレクトシーケンシングあるいは次世代シ

ーケンシング（NGS）により実施した。DNA ライブラリーの作成と NGS 機器による fastq データ

の作成は BGI Japan に委託した。データは SureCall あるいは StrandNGS によりヒト参照配列

hg19 にアラインメントし、変異候補の選択を行った。 

（５）IL33tg の免疫学的解析は(文献②、③)に準じて実施した。 



（６）ヒト凍結皮膚組織あるいはパラフィン切片からの RNA の抽出は NucleoSpin TotalRNA FFPE 

XS (TAKARA)で行い、cDNA の調製には Primescript II RT-PCR kit を用いた。Multiplex PCR に

は、Multiplex PCR Assay Kit Ver.2 (TAKARA)と、プライマー GACTCCTCCGAACACAGAGC、

TTGTAGGACTCAGGGTTACCA 等を使用し、Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent)で増幅産物のサイズ

を同定した。 

 

４. 研究成果 

（１）角化症における疾患遺伝子変異の同定と変異の特性解析 

 研究期間中に、魚鱗癬 5 例、掌蹠角化症 14 例、炎症性角化症 2 例を対象に、exome 解析を含

め、遺伝子変異の解析を実施した。そのうち、16例について疾患の原因となる変異を同定した。

内訳は、SERPINB7 10 例、ABCA12、ALOX12B、CERS3、KRT1、NFKB2、SLURP1 各 1例であった。 

 NFKB2 遺伝子の変異については、NFKB2 抗体を用いた免疫組織化学によって患者表皮における

NFKB2 の核移行障害を証明した。この疾患に伴う皮膚炎の病態については、NFKB2 の活性化不全

によって警告因子を含む遺伝子発現調節が障害され、皮膚における自己炎症性反応が誘導され

て乾癬様の皮膚炎を発症すると考えた。 

（２）角化症における警告因子の発現 

 研究代表者らは、これまでトランスグルタミナーゼ 1 欠損マウス表皮およびトランスグルタ

ミナーゼ 1 変異が同定された魚鱗癬の病変部において警告因子であるカルプロテクチン等の発

現が増加することを報告したが、上記および過去に原因遺伝子の変異を同定できた魚鱗癬と掌

蹠角化症を対象に、カルプロテクチンの発現を免疫組織化学で検討した。その結果、ABCA12 変

異、NIPAL4 変異をもつ先天性魚鱗癬の表皮、SLURP1 変異を持つ掌蹠角化症の表皮でカルプロテ

クチンの発現が増強することを見いだした。今回の研究によって、原因遺伝子が異なる他の角化

症の表皮においても警告因子であるカルプロテクチンの発現が誘導されることが明らかになっ

た。このことは、遺伝子変異による表皮の持続的な機能不全が警告因子の発現増加を招来し、そ

れによって自律的な表皮肥厚、角層増生という角化症特有の病態に繋がることが示唆された。今

後、警告因子の発現誘導に関わるシグナル伝達機構の解明により、角化症の新たな治療薬開発に

つながると期待される。 

（３）RNA Seq による新規表皮機能分子の探索 

角化症モデルであるトランスグルタミナーゼ１（Tgm1）欠損マウスおよび対照野生型マウスの

表皮を対象に RNA Seq を実施し、表皮で発現する遺伝子のトランスクリプトームを比較した。そ

の結果、Tgm1 欠損に伴って発現が誘導される新たな遺伝子ファミリーとして Fetuin 遺伝子群を

検出した。免疫組織化学では、表皮の顆粒層最上層と角層における発現増加が観察された（図 1）。

この遺伝子ファミリーの表皮における機能については国際的にも報告がないが、他の臓器では



TLR4 の内因性リガンドとして作用することが知られており、TLR4 は炎症性シグナル経路を活性

化することから、警告因子としての fetuin の機能が示唆される。 

表皮における fetuin A、Bの発現誘導は、表皮の恒常性維持や皮膚疾患の病態に関わる新たなシ

ステム解明の手がかりになると期待される。 

（４）警告因子 IL-33 の活性化による免疫病態の特性 

 IL-33 は Th2 型免疫反応を誘導するサイトカインである。表皮で発現が増加すると、アトピー

性皮膚炎に酷似した皮膚炎の発症を誘導する(文献②)。IL-33 で誘導される免疫反応において２

型自然リンパ球が誘導されるが、Th2 細胞も IL-33 受容体を発現することから、皮膚炎の病態に

Th2 細胞が関与することも考えられる。そこで、T 細胞を欠損する Rag2 ノックアウトマウスと

IL-33Tg を交配し、IL-33Tg Rag2KO マウスを作出した。このマウスでは、IL-33Tg と同様にアト

ピー性皮膚炎の症状を発症することから、IL-33 で誘導される皮膚炎には Th2 細胞が不要と考え

られる。一方、ILC2 を欠損する Staggerer マウスの骨髄を IL-33Tg に移植すると、皮膚炎の発

症は抑制された。このことから、IL-33 によって誘導されるアトピー性皮膚炎には ILC2 が中心

的な役割を果たすことが示唆された。好塩基球も IL-33 受容体を発現することから、好塩基球を

抑制する抗 FcεRIα 抗体を投与すると、皮膚炎の発症が抑制された。以上より、表皮の IL-33

は ILC2 と好塩基球の活性化を誘導する警告因子として作用し、アトピー性皮膚炎の病態に関わ

ることが示唆された。国内でも IL-4、IL-13 サイトカイン受容体抗体であるデュピルマブがアト

ピー性皮膚炎の治療に臨床応用されているが、今後、国際的にも IL-33 を治療標的とするがアト

ピー性皮膚炎の新規治療薬の開発が期待される。 

（５）アトピー性皮膚炎における IL-33 バリアントの解析 

 ヒト皮膚組織 IL-33 cDNA の multiplex PCR を行い、アトピー性皮膚炎患者と健常人における

IL-33 のスプライシングバリアントを比較した。その結果、健常者では IL-33 mRNA var. 1 に相

当する増幅産物が検出されるが、アトピー性皮膚炎の組織には症例によっては var. 1 ではなく、



主として var. 6 に相当するバンドが優位に検出された。このバリアント var. 6 は、var.1 に比

較して exon 5 からの転写産物の 5’端が短い特徴がある。喘息の患者では、exon 3 と 4を欠く

バリアントが病態と関連することが示唆されており、アトピー性皮膚炎における variant の機

能的な差違と病態の関連については今後さらに研究を進めたい。 
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