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研究成果の概要（和文）：皮膚表皮の角質層は、バリアー/保湿機能において重要な機能を果たしている。顆粒
層SG1細胞は、自身の細胞死により角質層を形成する。顆粒層細胞を分離・培養・細胞死を誘導する系を初めて
構築した。その結果、弱酸性・高Ca2+が、試験管内の角質化に重要であることが明らかとなった。また生体内に
おける顆粒層SG1細胞の解析をするため、マウス顆粒層細胞におけるケラチンネットワークを可視化した。フィ
ラグリン欠損マウスにおいては、顆粒層におけるケラチンネットワークに異常が認められた。以上のような顆粒
層細胞生物学的解析は、今後角質層のバリア/保湿機能形成の解析に重要な手法になると期待される。

研究成果の概要（英文）：The stratum corneum (SC) is a crucial barrier of the epidermis formed by the
 cell death of uppermost stratum granulosum (SG1) cells. However, cell biological analysis of 
SG1-to-SC transition (cornification) has been difficult.  We established isolation method of  living
 polygonal SG1 cells from mouse back skin epidermis. We found that high [Ca2+] under weakly acidic 
pH induced a long transient intracellular [Ca2+] elevation followed by cell death and gradual 
degradation of DNA and keratohyalin granules. We next visualized keratin networks by expressing 
mCherry-keratin 1 in live mice epidermis by electroporation. mCherry-keratin 1 signals showed 
filament networks in SG1 cells. Filaggrin-deficient SG cells showed aberrant mCherry-keratin 
networks. These results suggest that the cell biological analysis of SG1 cells is a valuable tool 
for understanding cornification process at a single cell resolution.

研究分野：皮膚科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、私達の体表面の皮膚バリアや保湿を担う、死んだ細胞層の角質層がどのように形成されるかを、顆粒
層細胞に着目して研究したものです。顆粒層細胞の分離法を確立し、培養液中で顆粒層細胞が細胞死を起こし、
角質層へと変化する様子が観察できるようになりました。その結果、カルシウムイオンと弱酸性が、細胞死に伴
う変化に重要な役割を果たしていることがわかり、皮膚のバリアがどのように作られるのかに関して重要な知見
が得られました。さらに、生きたマウスの顆粒層細胞を観察する手法も確立しました。このように顆粒層細胞を
解析する様々な手法が構築できたことで、皮膚疾患の診断法や、治療薬の開発などへの応用が期待されます。
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１．研究開始当初の背景 

皮膚表皮は、基底層、有棘層、顆粒層、

角質層からなり、三層の顆粒層の最上

層 SG1 細胞層が細胞死を起こして、死

細胞である角質層を形成する。角質層

は、保護・バリアー機能・保湿などの

重要な機能を果たしている。SG1 に特異

的に発現する皮膚顆粒層特異的プロテ

アーゼ SASPase を欠損させたマウスは、

皮膚表皮顆粒層特異的蛋白質でありア

トピー性皮膚炎関連遺伝子をコードす

る Profilaggrinの分解異常を伴う乾燥

肌を呈することを明らかにしていた。

すなわち、顆粒層 SG1 細胞が、角質層

を形成する全ての材料を、細胞死によ

り供給することから、SG1 の細胞生物学

研究は、保湿やバリア機能の理解に繋

がり、アトピー性皮膚炎や角化症の解

明に重要である。  

２．研究の目的 

顆粒層の最上層 SG1 細胞の分離/培養/

分化系を新たに開発し、様々な蛍光蛋

白質イメージングを、SG1 細胞に対して

応用し、ライブイメージング解析を行

い、細胞生物学的性質を明らかにする。

そして、乾燥肌表皮を示す SASPase 欠

損マウスや、角質層バリア異常を示す

Filaggrin欠損マウスのSG1細胞解析に

その方法を応用する。 

３．研究の方法 

皮膚表皮最上層に存在する SG1 細胞層

に特異的に GFP を発現するマウスを用

いて、表皮顆粒層の最上層である SG1 

細胞の分離、培養法の確立を行い、細

胞死を in vitro で誘導する。細胞死過

程の SG1 細胞を in vitro, in vivo で

イメージングすることで、角化のメカ

ニズムを明らかにする。 

４．研究成果 

顆粒層は SG1 細胞層に特異的に EGFP を

発現するヘアレスマウスの背中の表皮

を用いて、EGFP の蛍光を指標に、SG1

細胞を分離する系を至適化した。分離

した背中の皮膚に対して、リコンビナ

ント Exofoliative toxin (Serine 

protease)を皮内に注射し、SG1/2 と角

質層を含むシートを分離した。さらに

トリプシン処理により、SG1/2 細胞を分

離した。SG1/2 細胞は、多角形をしてい

たが、走査電子顕微鏡解析により、表

面形状は通常の培養細胞とは異なり細

かい鱗状のユニットにより覆われてい

た。 

さらに SG1細胞の性質を明らかにする

ために、SG1 を浮遊させた培地を、高カ

ルシウムイオン(1.03mM Ca2+) 存在下で

様々な pHに変化させた。BioStation CT 

(NIKON) を用いたタイムラプス観察を

行った結果、弱酸性 pH 培地において、

細胞内に一過性の大きな Ca2+イオン濃

度の上昇が起き、細胞死が起きた。そ

の後、SG1 細胞内のケラトヒアリン顆粒

が、数時間かけて徐々に消失していく

ことが明らかとなった。このことは、

細胞外が弱酸性になることが、SG1 細胞

の角化様変化に重要であることを示唆

している。 

次に、乾燥肌を呈する SASPase 欠損マ

ウスの皮膚から SG1 細胞分離したが、

野生型マウス由来の SG1細胞と比べて、

大きな差は認められなかった。このこ

とから、SASPase 欠損マウスでは、SG1

細胞ではなく、角質層から異常が起き、



乾燥肌となることが推察された。一方

で、Filaggrin 欠損マウスから分離され

た SG1 細胞は、有意にケラトヒアリン

顆粒が減少していたことから、顆粒層

のケラチンネットワーク異常があるこ

とが明らかとなった。次に生きた顆粒

層細胞におけるケラチンのネットワー

クを明らかにするために、表皮分化型

ケラチンを可視化できる蛍光蛋白質プ

ローブ（mCherry-keratin 1）を開発し

た。このプローブをマウス初代培養ケ

ラチノサイトに一過性に発現させて、

光学顕微鏡と電子顕微鏡を重ね合わせ

て解析した所、内在性のケラチン繊維

構造には大きな影響を与えないことが

確認できた(図 1)。

図 1：初代培養角化細胞に発現した

mCherry-keratin 1の共焦点顕微鏡画像

とその走査電子顕微鏡像 

 

図 2：マウス皮膚表皮顆粒層に発現さ

せた mCherry-keratin 1 Scale bar: 5

μm 

次に、mCherry-keratin 1 を CMV プロモ

ーターの下流に挿入したプラスミドを、

麻酔したヘアレスマウスの背中に皮内

注射し、エレクトロポレーションによ

り表皮ケラチノサイトに発現させた。

表皮顆粒層細胞にモザイクに発現した

mCherry-keratin 1 は、ケラチンネット

ワークを形成し、ケラトヒアリン顆粒

の間に太く束状のケラチン繊維が形成

された。また特に細胞外縁にケラチン

繊維が観察された。一方、Filaggrin KO

マウスにおいては、mCherry-keratin 1

を発現させた所、ケラトヒアリン顆粒

が減少しているのみならず、野生型に

比べて断片化したネットワークを形成

していることが明らかとなった。 

本研究により、分離した顆粒層細胞

の解析により、細胞死と細胞内のケラ

トヒアリン顆粒の消失を伴うケラチン

構造変化は、pHと Ca2+濃度により制御

されることが明らかとなった。その基

盤となる SG1 細胞におけるケラチンネ

ットワークは、ケラチン結合タンパク

質であるフィラグリンにより制御され

ていることが明らかとなった。このよ

うなケラチンネットワークの構造変化

は、角質層のバリア機能や保湿と密接

な関わりがあることが予想される。顆

粒層細胞の細胞生物学的解析は表皮バ

リア/保湿機能の解析に重要なツール

となると考えられる。 
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