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研究成果の概要（和文）：正常ヒトケラチノサイトの分化過程でHic-5はケラチノサイト内での局在が細胞質からFocal
 adhesionに変化し、内因性のHic-5はケラチノサイトの増殖、早期分化、接着能に正の影響を、運動能には負の影響及
ぼしていることが示唆された。正常メラノサイトのモデル細胞として用いたB16-F1マウスメラノーマ細胞で、内因性の
Hic-5は増殖、遊走、浸潤能について正の影響を及ぼしていることがわかった。Hic-5はRho依存的なメラノーマの運動
能調節経路を介してメラノーマの転移能に影響を与えた。これらのHic-5の役割は創傷治癒過程では上皮化過程および
表皮の色素回復に関与していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The immunocytochemistry revealed that Hic-5 shifts from peri-nuclei to cell membra
ne during keratinocyte differentiation. Using a stable knockdown HaCat keratinocytes (Hic-5KD-HaCat) and c
ontrol HaCat (cHaCat), in vitro assays revealed that Hic-5 knockdown suppresses DNA synthesis and accelera
tes migration more than cHaCat. During HaCat keratinocyte differentiation, keratin 1 expression is suppres
sed in Hic-5KD-HaCat. Regarding adhesion ability to type IV collagen-coated plates, it was suppressed by H
ic-5 knockdown. From these results, Hic-5 plays multipotential functions in growth, differentiation, migra
tion and adhesion of human keratinocytes in wound healing. The 16-F1 murine melanoma cells as a model cell
 line for normal melanocytes were studied likewise, reveling the potential roles of Hic-5 in the prolifera
tion and motility, suggesting its roles in re-pigmentation during wound healing.
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１．研究開始当初の背景 
小職はイースト2ハイブリッド法によりアン
ドロゲン受容体共役因子として Hic-5/ARA55
をクローニングする研究に参画し（Fujimoto, 
Yeh, Kang Inui et al, JBC1999）、その後こ
の分子が毛乳頭細胞に存在し、毛器官のアン
ドロゲン感受性調節因子として働くことを
明らかにした(Inui et al, J Invest Dermatol 
2007)。さらに最近 Hic-5 がケロイドの病因
分子としてケロイド由来線維芽細胞のコラ
ーゲン産生を増強する働きがあることを示
した(Inui et al, J Dermatol Sci  2010)。
この機能はアンドロゲン受容体共役作用と
は関係なく、Smad 分子群の経路を介したもの
であった。ケロイドは炎症および創傷治癒過
程が過剰に促進したものと考えられ、Hic-5
が正常な創傷治癒において何らかの役割を
なし、かつ、創傷治療戦略のターゲット分子
となる可能性が示唆される。一方、Hic-5 は
細胞膜―核内をシャトルし、多種の細胞で多
様な機能を果たすことがわかってきており、
研究対象として興味深い分子である。さらに
小職の前述の研究はケロイド線維芽細胞お
よび毛乳頭細胞など真皮細胞における Hic-5
の機能を解析してきたが、小職の予備実験で
は培養ヒトケラチノサイトもHic-5を発現し
ていることから、上皮細胞であるケラチノサ
イトにおいてもHic-5が生理的条件下もしく
は創傷治癒時に何らかの役割を果たしてい
る可能性が示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
Hic-5 の皮膚における新しい機能、さらには
創傷治癒における意義を検索し、Hic-5 を新
しい創傷治癒戦略のターゲット分子として
治療薬や治療法を開発するための基盤とな
る研究を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
1) 正常ヒトケラチノサイトの分化過程にお

ける細胞内の Hic-5 の分布を調べるため、
高カルシウム濃度(1.8mM)で分化させた
上で細胞の免疫染色を抗 Hic-5 抗体を用
いて行った。 

2)  HaCat ケラチノサイトにヒト Hic-5 
shRNA プラスミドをトランスフェクト
し 8g/ml ピューロマイシンでセレクシ
ョンをおこない、限界希釈法によりHic-5 
shRNA を安定に発現するモノクローナ
ル細胞株(Hic-5KD-HaCat)を得た。同様に
コントロールベクターを安定的に発現す
るコントロール Hacat ケラチノサイト
(cHaCat)を作成した。 

 
3) これらの細胞株の増殖能を比較するため

に DNA IdU ラベリングキットを用いた。
また遊走能を比較するためにコンフルエ
ントに培養した細胞のディッシュをイエ
ローチップで線状にかき取り、試験管内

創傷を作成し、その後の細胞遊走を観察
した。細胞の接着能は CytoSelect 48-well 
cell adhesion kit (collagen IV-coated)を用い
て解析した。 
 

4) マウスメラノーマ細胞 B16-F1 に対して
も 2)と同様にしてマウス Hic-5 shRNA
プラスミドとコントロールベクターを安
定的にトランスフェクトした。これによ
り Hic-5 をノックダウンした細胞株２つ
(shHic-5-1細胞および shHic-5-2細胞)が作
成された。またコントロール細胞株も作
成された。 

 
5) 細胞の機能比較は 3)と同様に行った。さ

らにボイデンチャンバーを用いて浸潤能
も調べた。 

 
４．研究成果 
1) ケラチノサイトにおける Hic-5 の役割と
創傷治癒過程における意義 
正常ヒトケラチノサイトにおけるHic-5の細
胞内分布を調べたところ分化していないケ
ラチノサイトでは細胞質内に分布していた
が、高カルシウム濃度培地で分化させたとこ
ろ、focal adhesion kinase と局在が一致す
るようになった。Hic-5 とサイクリン D1 の核
内移行が競合的に起こることが知られてい
るので、Hic-5 とサイクリン D1 の二重染色を
行った。その結果、サイクリン D1 は分化前
も分化後も核内に存在していた。したがって、
Hic-5とサイクリンD1はケラチノサイトの細
胞内局在においては互いに影響し合わない
ことが示された。 
このように分化過程でHic-5はケラチノサイ
ト内での局在が変化するので、ケラチノサイ
トのふるまいに様々な影響を与えているこ
とが示唆された。そこで小職らは前述のよう
に Hic-5 shRNA を安定に発現するモノクロ
ーナル細胞株Hic-5KD-HaCatとコントロール
ベクターを安定的に発現するコントロール
Hacat ケラチノサイト cHaCat を作成し、こ
れらの性状を比較検討した。まず、ウエスタ
ンブロット法で Hic-5 の発現量を検討したと
ころ、Hic-5KD-HaCat では cHaCat に比べて
17.6%に発現量が低下していた。DNA IdU ラ
ベリングキットによる増殖能の比較では
Hic-5KD-HaCat では cHaCat に比べて 35.7%
低下していた。このことから内因性の Hic-5
はケラチノサイトの増殖に正の影響を及ぼ
していることが示唆された。また、２つの細
胞株の運動能を比較するために行った、イエ
ローチップを用いた前述の試験管内創傷の
実験では、Hic-5KD-HaCat が cHaCat に比べ
て有意に運動能が高いことが示された。この
ことから内因性の Hic-5 はケラチノサイトの
運動能に負の影響を及ぼしていることが示
唆された。Hic-5 ノックダウンのケラチノサ
イトの分化への影響を調べるため、浮遊培養
にて HaCat ケラチノサイトの両細胞株の分化



を誘導した。分化誘導後 72 時間では、ケラ
チノサイトの早期分化マーカーであるケラ
チン 1 は cHaCat では発現が増加したが、
Hic-5KD-HaCat では変化なかった。一方、分
化誘導後 168 時間では、ケラチノサイトの最
終分化マーカーであるインボルクリンの発
現量は両細胞株共に同程度の増加が観察さ
れた。したがって、内因性の Hic-5 はケラチ
ノサイトの早期分化に何らかの役割を果た
していると考えられた。しかしながら、最終
分化へは影響していないと推測された。つい
で 、 CytoSelect 48-well cell adhesion kit 
(collagen IV-coated)を用いてコラーゲン IV へ
の接着能を比較したところ、Hic-5KD-HaCat
では cHaCat に比べて 54.9%低下していた。
このことから内因性の Hic-5 はケラチノサイ
トの接着能に正の影響を及ぼしていること
が示唆された。以上より、Hic-5 はケラチノ
サイトの増殖、分化、運動能、接着能の調節
に役割を果たしており、創傷治癒における上
皮化過程に有意な役割を果たしていると考
えられた。 
 
2) メラノサイトにおける Hic-5 の役割と創
傷治癒過程における意義 
正常メラノサイトは不死化細胞株化するこ
とが困難であったので、B16-F1 マウスメラノ
ーマ細胞を用いた。B16-F1 マウスメラノーマ
細胞に Hic-5 が発現していることを確認した
後、shRNA を用いて Hic-5 のノックダウン
B16-F1 細胞株を作成した。ノックダウン細胞
株は、コントロール細胞株に比べて増殖、遊
走、浸潤能が減弱していた。内因性の Hic-5
は増殖、遊走、浸潤能について正の影響を及
ぼしていると思われた。Hic-5 のサイレンシ
ングにより amoeboid 表現型となるとともに
RhoA が活性化していた。Hic-5 は Rho 依存的
なメラノーマの運動能調節経路を介してメ
ラノーマの転移能に影響を与えている可能
性が示唆された。Hic-5 の発現は培養正常メ
ラノサイトでも確認された。これらの Hic-5
の役割は、創傷治癒過程では表皮の色素回復
に関与していると考えられる。 
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