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研究成果の概要（和文）：オートファジーの異常が、様々な疾患の発症に関与していることが明らかにされつつ
ある。私たちは、マウスでクラスIIIのPI3-キナーゼ（PI3K）の一つであるVps34を表皮特異的に欠損させると、
尋常性乾癬に類似した病変が形成されることを見出した。乾癬では表皮が異常に肥厚することから、幹細胞との
関係が示唆される。幹細胞の研究の一環で私たちは、転写因子Sox13が、新たな毛包幹細胞のマーカーになりう
ることも見出した。

研究成果の概要（英文）：Abnormalities in autophagy have been shown to be involved in the 
pathogenesis of a variety of diseases. We have found that Vsp34 (a class III PI3-kinase)-deficient 
mouse epidermis developed lesions similar to those in psoriasis vulgaris. In psoriasis, the 
epidermis is abnormally thickened, suggesting a relationship with stem cells. As part of our stem 
cell research,we have also found that the transcription factor Sox13 could serve as a novel marker 
for hair follicle stem cells.

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
食事の西洋化に伴い、わが国では尋常性乾癬の患者が増加し、メタボリック症候群との関連も注目されている。
本研究で私たちが作製した、表皮特異的なVsp34欠損を基盤とする新しい乾癬モデルは、乾癬発症におけるオー
トファジーの役割の解明につながる可能性がある。また、Sox13は、新しい毛包幹細胞マーカーとして、幹細胞
研究の発展に寄与すると考えられる。

※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 
Vps34 は、クラス III の PI3-キナーゼ（PI3K）の一つで、

フォスファチジルイノシトール (PI) のイノシトール環３位
の水酸基をリン酸化して PI3P をつくる（図１）。Vps34 はま
た、オートファゴソーム、および初期エンドソームの形成を制
御している。Vps34 の生体における機能については、これまで
に心臓、および肝臓特異的に Vps34 を欠損させたマウスで解
析されており、肝臓では肝腫大と脂肪肝を、心臓では心肥大と
伝導障害をきたすことが報告されている（文献①）。しかし、
表皮における Vps34 の機能は未だ不明である。 
表皮における Vps34 の機能を調べるために、私たちは Keratin 5 (K5) Cre マウスを用いて、

Cre-Lox 系により表皮細胞特異的に Vps34 を欠損させたマウス(Vps34 cKO マウス)を作製した。
このマウスでは、K5プロモーターが働き始める胎生 14.5 日ころから Vps34 が欠損すると考えら
れる。Vps34 cKO マウスは正常に出生してくるが、生後数時間で死亡することが判明した。 
 この生後直後の致死性の問題を解決し、生後の Vps34 欠損の影響を調べるために、タモキシフ
ェン (TAM) 誘導性のマウス(CreERT2;Vps34 flox マウス) を作製した。このマウスでは、TAM を
塗布したところでのみ、局所的に Vps34 を欠損させることができる。この CreERT2;Vps34 flox
マウスに TAM の溶媒であるアセトンを塗布した時は、表皮に全く異常は見られなかった。しか
し、TAM を塗布した時は、Vps34 cKO マウスの場合のような空胞形成はみられず、表皮肥厚、顆
粒層の消失・菲薄化、過角化、不全角化、真皮内の炎症細胞浸潤といった、尋常性乾癬に非常に
類似した病理組織像を示した。 
 以上の結果から、Vps34 は欠損する時期によって、表皮に及ぼす影響が異なることがわかった
が、そのメカニズムは不明である。特に、TAM を塗布した CreERT2;Vps34 flox マウスで尋常性
乾癬に似た病理組織像がみられることは、尋常性乾癬にオートファジー、エンドサイトーシスと
いったメンブレントラフィック経路の異常が関与している可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
（１）メンブレントラフィック経路の異常が、様々な疾患の発症に関与していることが明らかに
されつつある。しかし、皮膚疾患においては、このような観点からの研究はほとんどなされてい
ない。私たちは、エンドソーム、オートファゴソームの形成において中心的な役割を果たす Vps34
に注目し、Vps34 を表皮特異的に欠損させたマウスを作製した。その結果、胎生期に欠失させる
と著しい空胞形成を、生後に欠失させると尋常性乾癬に類似した病態を示すことがわかった。本
研究は、Vps34 が欠損する時期により、表皮に異なった異常が現れるメカニズム解析し、さらに
尋常性乾癬をメンブレントラフィック経路の異常という観点から解析することを目的とする。 
 
（２）乾癬では表皮が肥厚することから、乾癬と幹細胞の関係について解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）TAM依存性Vps34欠損マウスの作製 
Vps34 cKOマウスは生後すぐに死亡するため、

CreERT2;Vps34floxマウスを作製した。このマウスで
は、TAMを塗布したところでのみ、Cre リコンビナーゼ
が働いて、Vps34を欠損させることができる（図２）。 
 
（２）CreERT2;Vps34flox マウスの表現型の観察 
生後10週のCreERT2;Vps34floxマウスの背部を剃毛し

て，５日間連続でTAM 2.5mgを塗布し、14日後に表皮の変
化を観察した。CreERT2;Vps34floxマウスでみられる角化
異常を以下の方法で調べた。 
①細胞の増殖能を調べる：細胞の増殖能を Ki67、および
リン酸化ヒストン H3の免疫組織化学染色で解析した。 
②角化異常の特徴を調べる：基底層(K5/K14)、有棘層
(K1/K10)、顆粒層(fillagrin)に特異的なマーカー、およ
び増殖性ケラチン(K6/K16)の発現を免疫組織化学染色で
解析した。 
③炎症性サイトカインの発現を調べる：IL-17, IL-22, IL-23 といった尋常性乾癬の発症に関与
しているサイトカインの発現を定量 PCR で調べた。  
 
（３）イミキモド誘導性乾癬モデルマウスとの比較 
イミキモドをマウスの背部の皮膚に塗布すると、尋常性乾癬様の病変を誘導できることが報

告されている（文献②）。TAM を塗布した CreERT2;Vps34 flox マウスでみられる乾癬様病変と、
イミキモド誘導性乾癬モデルマウスでみられる病変で、病理組織像、炎症性サイトカインの発現
プロファイルを比較検討した。 



（４）Sox13 LacZ ノックイン・マウス(Sox13LacZ/+)の作製 
Sox ファミリーに属する転写因子の一つ、Sox13 の発現と機能を解析するために、Sox13 遺

伝子のエクソン 2 にある、開始コドンのところに LacZ 遺伝子を挿入し、LacZ ノックイン・
マウス(Sox13LacZ/+)を作製した。LacZ 遺伝子がコードする β ガラクトシダーゼ活性を検出す
ることで（X-gal 染色）、Sox13 が発現している部位を解析した。また、Sox13LacZ/+マウス同志
を交配して、LacZ をホモに持つマウス Sox13LacZ/ LacZを作製した。Sox13LacZ/ LacZは Sox13 のノ
ックアウトマウスに相当すると考えられる。 
 
（５）X-gal 染色、および免疫組織化学染色 

X-gal 染色、および免疫組織化学染色の方法の詳細は、文献③に記載した。 
 
４．研究成果 
（１）Vps34欠損マウスのバリア機能 
K5Creで表皮特異的にVps34を欠損させたマウスVps34 cKOマウスは、外見上大きな異常はなか

ったが、生後数時間で死亡した。HE染色でみると、Vps34 cKOマウスでは，表皮細胞の著しい空
胞形成が見られ、一部には壊死細胞が散見された。さらに、表皮細胞を電顕で見ると，細胞質内
に多数の空胞がみられた。表皮における著しい空胞形成により、バリア機能が障害されている可
能性考え、バリアアッセイを行ったが、コントロール・マウスと差はなく、バリア機能に異常は
ないことが判明した。 
 
（２）TAMを塗布したCreERT2;Vps34 floxマウスの解析 
 生後TAM依存的にVps34を欠損させ
た表皮では、乾癬様の病変が再現性良
く形成されることを確認した（図３）。
この表現型はTAMの濃度依存性で、濃
度が濃いほどより表皮肥厚、角化異常
が顕著になった。TAMを塗布した表皮
では、Ki67, PHH3といった細胞増殖マ
ーカーの発現が上昇していた。また、 
増殖性ケラチン(K6/K16)の発現、およ
びリン酸化STAT3の発現が、乾癬様病
変部で上昇していることが免疫組織化学染色で明らかになった。さらに、定量的PCRの結果、乾
癬様病変部の炎症性サイトカインの発現プロファイルは、乾癬組織のプロファイルと類似して
いることが判明した。 
 
（３）イミキモド誘導性乾癬モデルマウスとの比較 
免疫組織化学染色により、TAMを塗布したCreERT2;Vps34 floxマウスでみられる乾癬様病変と、

イミキモド誘導性乾癬モデルマウスでみられる病変で、増殖性ケラチン(K6/K16)、およびリン酸
化STAT3の発現パターンが非常に似ていることがわかった。さらに、定量的PCRの結果、両者の炎
症性サイトカインの発現プロファイルも類似していることが判明した。以上より、Vps34欠損マ
ウスでみられる乾癬様病変は、尋常性乾癬の新しいモデルとなりうると考えられる。 
 
（４）Sox13 の毛包での発現 
Sox13LacZ/+マウスを用いて、Xgal 染色で

Sox13 の発現パターンを調べた。その結
果、Sox13 は、E(embryonic day)14.5 から
whisker pad に点状に発現し始め、断面で
みると、この発現は毛包に一致することが
わかった（図４、文献③）。 
 体表でもE14.5に毛包に一致したSox13
の点状のシグナルがみられ、E18 ではシグ
ナル数が多くなり、伸長していることがわ
かった。断面でみると、Sox13 は毛包の形
態形成期には、プラコード、毛芽、毛杭に
発現していることが明らかになった（図
４、文献③）。 
 
（５）Sox13 の毛周期での発現 

次に生後の Sox13 の発現パターンを調
べたところ、P(postnatal day)0 では毛包
外層の epithelial sheath に局在することがわかった。P3 前後でこの発現はピークに達し、
P15 の退行期に発現が低下した。休止期(P22)にはバルジ領域、２次毛芽に、成長期(P28)にな
ると再び epithelial sheath に発現し、Sox13 の発現は毛周期で厳密に制御されていること



が示唆された。 
 
（６）Sox13 の毛包における発現 
 Sox13 が epithelial sheath のどこに発現しているのか、毛包の各部位に特異的な抗体と
の共発現を調べた。その結果、Sox13 は外毛根鞘マーカーである K14 とオーバーラップして発
現しているものの、内毛根鞘マーカーである K71 とは毛包下部で部分的にオーバーラップし
ているのみで、キューティクル (K82)、毛皮質 (K85) のマーカーとはオーバーラップがみら
れなかった（文献③）。 
 
（７）Sox13 欠損マウスの表現型の発現 
 LacZ 遺伝子をホモにもつSox13LacZ/LacZマウスは、Sox13のノックアウトマウスに相当するが、
見かけ上毛の異常はなく、毛包の長さもコントロールマウスと差がなかった。また、組織学
的にも毛包の形成異常は見られなかった（文献③）。 
 
（８）今後の展望 
①Vps34 と乾癬の関係については、Vps34 の欠失による乾癬様の表現型が、オートファジーの異
常によるものか、エンドサイトーシスの異常によるものかをさらに詳しく解析する予定である。
その点が明らかにできれば、尋常性乾癬の病態に斬新な観点を提供できるだけでなく、メンブレ
ントラフィック経路を作用点とする、新しい尋常性乾癬の治療薬の開発が期待できる。 
 
②毛包形成期における Sox13 の発現パターンは、これまでに毛包形成の初期のマーカーとして
報告されている Shh, Sox9, Lhx2, Lgr6 などと非常に似ており、これらの因子同様、Sox13 も
毛包の形態形成期の最も早期に発現するマーカーである。 
 
③Sox13 は毛包形成の初期から発現しているにも関わらず、Sox13LacZ/LacZマウスで異常がみられ
なかったのは、他の Sox ファミリー、あるいは Sox13 と相互作用する因子によって相補され
ているためと考えられる。 
 
④Sox9 (グループ D)は Sox5 や Sox6 とヘテロダイマーを形成して、軟骨細胞やオリゴデンド
ロサイトの分化にかかわることが報告されている。Sox5 や Sox6 と同じグループに属する
Sox13 も Sox9 とヘテロダイマーを形成して、毛包幹細胞の分化に関与している可能性がある。 
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