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研究成果の概要： 
 
ダリエー病の治療薬の探索を行った。薬剤ライブラリーのスクリーニングの結果、カンナビノ
イドおよびバニロイド作動薬に属する２群の薬剤が、それぞれ表皮角化細胞に発現する CB 受
容体と TRPV3・TRPV4 受容体を介し、独立した機序で ATP2A2 遺伝子の発現を亢進すること
を発見した。３次元培養ダリエー病モデルなどで、これら作動薬が異常角化、棘融解、円形体
などの病理像を著明に改善し、健常な角化プロセスを回復し、角化異常に対する強い抑制効果
があることを確認した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 これまでに代表研究者である高橋健造は、ヒ
ト皮膚の角化細胞の細胞骨格であるケラチン蛋
白とケラチン結合蛋白の同定と機能解析、ケラ
チン骨格の破綻によって生じる優性遺伝性の各
種ケラチン病の病態の解明、その疾患モデルマ
ウスの作成と、さらにこのマウスを用いた遺伝
子治療の手法の模索を進めてきた。 
 この研究過程において、優性ネガティブ変異
(Dominant Negative Mutant)と呼ばれる発症
メカニズムによるこれらケラチン病の皮膚症状
の発病過程を、外来性に自在にコントロールす
ることの可能な遺伝子導入マウスモデルを作製
した。 さらにそのマウスを詳細に観察するこ
とで、どのように変異ケラチン蛋白の蓄積が皮
膚の水疱や魚鱗癬の発症に至るのかを微細に解
明しえた。 
 
 一方、今回の研究課題であるダリエー病、は、
上記のケラチン病のような優性ネガティブ変異
による優性遺伝性疾患や劣性遺伝による皮膚疾
患とは大きく異なり、その発症機序はhaplo- 
insufficiencyと呼ばれ、細胞内カルシウムポン
プの１種であるSERCA2蛋白の正常な蛋白量
が、健常人に比べ半分近くに低下していること
が、発症の原因であることが理解された。 
 この発症機序の特徴を生かし、haplo- 
insufficiencyで生じる疾患には、より直接的で
単純化した治療法の探求が可能であろうと考え
た。 
 本研究は、近年の分子生物学とヒトゲノム計
画の進展により理解されるに至った、ヒトの優
性遺伝性疾患の発症メカニズムの理解に直接基
づいた治療法の開発であり、まさにポストゲノ
ム時代の創薬といえる研究課題である。 
 
 皮膚科領域を含め、これまでヒトの遺伝性疾
患に対する治療法の研究開発は、主に栄養障害
型単純性表皮水疱症などの劣性遺伝性の疾患に
対する遺伝子治療や蛋白補充による治療法が広
く検討され、本研究対象のような優性遺伝性の
疾患に関しては、治療法の確立に向けての具体
的なアイディアがほとんど呈示されてこなかっ
た。 その意味でも本研究課題は、遺伝性皮膚
疾患の治療法の模索に対して新たな道筋を付け
るテーマであり、広く皮膚角化症以外の同様の
メカニズムによる優性遺伝性疾患の治療法探索

に先鞭となす、探求すべき価値ある命題である
と考える。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題の対象とするダリエー病およびそ
の類縁疾患であるヘイリー・ヘイリー病は、比
較的発症頻度の高い優性遺伝性の角化症で、生
命予後は悪くはないが難治性である。特にダリ
エー病は、思春期に突然、顔面に醜形や異臭を
伴う皮疹が出現するためか、自殺率の高い皮膚
疾患に挙げられる。 
 現時点ではレチノイン酸や活性型ビタミンＤ
３製剤がその治療に用いられるが、満足のいく
治療効果は期待できない。 
 そこで本研究課題の目標は、難治性角化症で
あるダリエー病の治療薬となりうる、より選択
性の高い副作用の少ない薬剤を探索・開発する
ことである。 
 本研究で得られる研究成果は、まず直接、こ
の２つの難治性皮膚疾患の治療薬として近い将
来に結実する結果をもたらし、両疾患の罹患
者・家族にとっての福音となりうる臨床医学的
に意義のあるテーマである。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究テーマは、優性遺伝性の皮膚疾患であ
るダリエー病とヘイリー・ヘイリー病の外用治
療薬となりうる薬剤の探索・開発を目標とし、
スクリーニングに供する薬剤・試薬の選択、ア
ッセイに用いる細胞の種類と、数百の薬剤を効
率的に再現性よくスクリーニングするための実
際的なシステムの確立が重要な鍵である。 
 １次スクリーニングに使用する薬剤・試薬は、
外用可能な脂溶性生理活性物質と低分子水溶性
薬剤を中心に選択した。 具体的には、米国
BioMol社より市販されている数百種の脂溶性
薬剤ライブラリーと低分子水溶性薬剤ライブラ
リーを中心にスクリーニングに使用した。 
 
 今回の２年間の基盤研究においては、これま
でに完了したダリエー病に対する１次・２次ス
クリーニングの結果より選択したバリノイド系
化合物によるATP2A2遺伝子の発現亢進に関
してのin vitroの解析を行い、マウス生体へ応
用しうると考えるに至った薬剤をマウス皮膚や



 

 

免疫不全マウスへ移植した患者皮膚を用いたin 
vivoでの薬剤の効果を病理組織学的に検討し
た。 
 
（１） ヒトの正常表皮角化細胞（NHEK）を
用いて、コルチゾールを除いたステロイドフリ
ーのKGM培地の培養液中に、１０-５～１０-６

モル程度高い濃度のスクリーニング薬剤を順次
添加し、３時間、6時間、９時間後にRNAを、
24時間後に全細胞蛋白を逐次抽出する。生理活
性濃度よりも高い濃度の薬剤を１次スクリーニ
ングで使用することで、内因性の受容体を介し
た直接的な刺激のみならず、交差反応による薬
物活性も幅広く検出しうると考えた。 
 
（２） この総蛋白とRNAを用い、ダリエー
病の原因であるSERCA2蛋白をウエスタンブ
ロット法で、原因遺伝子であるATP2A２遺伝
子をノーザンブロット法で検量することで、ヘ
イリー・ヘイリー病患者の臨床像を改善する可
能性のある薬剤を探索しその傾向を決定した。
この際、発現量の変動のない核膜ラミンの蛋白
量とRNA量を定量化のコントロールとして用
いた。   
この１次スクリーニングを効率的に遂行するた
めに、これまでにシグナルノイズ比の高い
ATP2A2遺伝子断片をノーザンブロット用のプ
ローベとして準備した。 
 
（３） 上記の生化学的な解析結果を得て、マ
ウス生体での病理学的・生化学的な解析を継続
した。選択された薬剤が、目的であるATP2A2
遺伝子の発現亢進以外にどのような変化を表皮
にもたらすかを病理学的に検討した。 
また候補薬剤を実際にマウスやラットなど実験
小動物に塗布した後の、経時的な皮膚の組織学
的変化や生化学的な蛋白発現の変化を追跡した。 
 よりヒトの生体や患者皮膚に近い状態での生
化学的解析や病理組織学的な効果確認を行う。 
この際、実際に健常人や患者皮膚に外用のため
に、擬似的なヒトの皮膚を免疫不全マウスの皮
膚に再構築し、そこでの薬剤の効果を確認した。 
 この擬似ヒト皮膚の作製には、２種類の手法
を準備した。 １つは健常人や患者皮膚の小切
片を直接ヌードマウスや免疫不全マウスに移植
縫合し、生着を待って薬剤を負荷する方法があ
る。 

 さらに健常人あるいは患者より得た小切片を、
まずは初代培養に供し増殖・継代しえた後に、
ヒトの線維芽細胞と共にこの培養角化細胞の塊
をヌードマウスの皮膚に埋め込み、その後、重
層化した擬似ヒト皮膚モデルを構築させ、その
重層化した皮膚へ薬剤を添加する手法を用いた。 
 
 薬剤の探索・選定の後の患者皮膚を用いたEx 
Vivoでの移植実験・短期培養実験については、
その妥当性と安全性などを、京都大学医学部附
属病院内の倫理委員会において審査を受け、そ
の遂行に関し許可を得ている。（課題番号：平成
１７年度 E-88番）。この倫理委員会での議
論・許可を得た条件をもとに、その決定事項を
遵守した上で、ダリエー病、ヘイリー・ヘイリ
ー病患者に十分な説明のものに、生検組織の一
部を移植実験等に使用することへの協力を得て、
移植実験を遂行した。 
 またヌードマウスの皮膚に移植した患者組織
片を用いた動物実験は、京都大学医学部附属動
物実験施設の承認を受けた。 
 
 
４．研究成果 
 
 上記の手法により、培養表皮角化細胞株に対
する網羅的な数百の薬剤ライブラリーの１次ス
クリーニングを遂行した。 
その結果、カンナビノイドおよびバニロイド作
動薬に属する２群の薬剤が、ATP2A2遺伝子さ
らにはSERCA蛋白の発現を数倍に亢進するこ
とを発見し特許申請に至った。 
それらは各々表皮角化細胞膜に発現するG蛋白
共役型のカンナビノイド受容体（CB-1,２）、あ
るいはカルシウムチャンネル型の温感感受性受
容体（TRPV）を介してダリエー病の原因遺伝
子であるATP2A2遺伝子の発現を強く誘導す
ることを発見した。この２つの作動薬はそれぞ
れ表皮角化細胞に発現するCB2受容体と
TRPV3・TRPV4受容体を介し、各々独立した
機序で働くことを見いだした。 
 
さらに、現在６種類の存在が知られるヒトの温
感感受性受容体(TRPV)の中で、人の皮膚組織は
Ｉ・III・IV・V・VI型の5種類の受容体アイソ
フォームを発現することをノーザン法で確認し
た。 



 

 

 温熱感受性受容体の６種の受容体同位体の中
で、 これらの受容体間では、２０度̶３５度
付近、あるいは４３度付近の温熱帯、さらに５
０度近い高温帯とそれぞれ感応する温度帯に違
いがあり、また温度刺激のみならず浸透圧刺激
や物理的なストレッチ刺激を感受するなど、そ
の反応様式に違いが知られている。 
 
この温熱感受性受容体群の作動薬が、ATP2A2
遺伝子の発現を著明に亢進するという実験結果
は、これら疾患の病態形成をより細かに理解す
る上でも非常に興味深い事実である。 ダリエ
ー病は、上記のごとく単一遺伝子を原因とする
優性遺伝性疾患ながら思春期以降に発症し、夏
の暑さで著明に悪化し冬季に軽快するという事
実がある。 
ある特定温度領域に反応する受容体への刺激に
より、ダリエー病の遺伝子発現が著しく亢進す
るという事実は、治療薬としての興味のみなら
ず、これら疾患の特徴的な病態の謎を解明する
貴重な情報となることが期待される。 
 
 
 さらにより患者皮膚に近い状態で効果を検定
するために、ダリエー病患者皮膚より樹立した
３次元培養ダリエー病モデルや、ヌードマウス
への患者移植片に対し使用し、これら作動薬が
異常角化、棘融解、円形体などの病理像を著明
に改善し、健常な角化プロセスを回復し、角化
異常に対する強い抑制効果があることを確認し
えた。 
 
ダリエー病患者の病態に極めて近い状態で薬剤
の効果を確認しえる患者自身の培養角化細胞を
用いた３次元モデル皮膚の構築は、他では非常
に困難あるいは不可能な疾患モデルである。こ
のモデル皮膚の利用により、治験段階にある数
種のカンナビノイド薬剤より、迅速で効果的に
外用剤化に最適な薬剤の選定を行うことが可能
となる。 
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