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研究成果の概要（和文）：ヒトの皮膚を構成する主要な３つの細胞である表皮角化細胞（KC）、真皮線維芽細胞
（FB）、メラノサイト（MC）を対象として、ヘム生合成経路の9つの酵素の発現を調べた。各培養細胞から全RNA
を抽出し、遺伝子発現をRT-PCRで調べたところ、ALAS2以外の8つの酵素をコードするすべての遺伝子の発現が確
認された。次にKC、FB、およびMCから細胞質のタンパク質を抽出し、ウエスタンブロット法を行ったところ、
ALAS2以外の8つのヘム生合成関連酵素のタンパク発現が確認され、MCにおけるALAD、UROS、CPOX、PPOX、FECHの
タンパク発現量が他の細胞と比較して有意に高いことが判明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the expression of nine enzymes involved in the hem 
biosynthesis pathway in epidermal keratinized cells (KC), dermal fibroblasts (FB), and melanocytes 
(MC), which are the three major cells that make up human skin. Total RNA was extracted from each 
cultured cell and the gene expression of heme biosynthesis-related enzymes was examined by RT-PCR. 
The expression of all genes encoding eight enzymes other than ALAS2 was confirmed. Cytoplasmic 
proteins were extracted from KC, FB, and MC and Western blotting was performed. Protein expression 
of eight heme biosynthesis-related enzymes other than ALAS2 was confirmed, and ALAD, UROS, CPOX, and
 PPOX in MC, FECH protein expression level was found to be significantly higher than in other cells.

研究分野：遺伝性皮膚疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの皮膚構成細胞における、ヘム生合成経路で働く9つの酵素の遺伝子およびタンパク発現レベルを世界で最
初に解析した。メラノサイトでの高い発現が証明され、この事実がメラノサイトのどのような生理的活動と関連
するのかを明らかにするために、更なる研究が必要となり、学術的発展が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

ポルフィリン症は先天的あるいは後天的にポルフィリン代謝が障害され、生体組織にポルフィ

リン体が蓄積することによって、皮膚症状、神経精神症状、消化器症状を生じる複数の病型の総

称である。皮膚症状が起きるメカニズムは皮膚にポルフィリン体が蓄積するためと、漠然と理解

されていたが、表皮角化細胞その他、皮膚を構成する細胞におけるポルフィリン代謝の詳細は未

だに明らかになっていない。光線過敏を主とする皮膚症状は生涯続くが、根治的治療はなく、皮

膚でのポルフィリン合成系の詳細を調べることが新規治療法開発に必要である。また、劣性遺伝

性の骨髄性プロトポルフィリン症では掌蹠角化症を生じることが知られているが、ポルフィリ

ン体の増加と掌蹠の過角化との関係は全く不明である。ポルフィリン代謝異常と表皮の過角化

との関係はこれまで研究されたことがなく、従来知られていない新知見が得られる可能性が極

めて高い。 

 

２．研究の目的 

皮膚を構成する主要な 3 つの細胞、表皮角化細胞、真皮線維芽細胞、およびメラノサイトにおけ

るヘム生合成関連酵素の発現状態を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

1.ヒト初代培養表皮角化細胞、メラノサイト、皮膚線維芽細胞を用いて、それぞれの細胞におけ

るポルフィリン生成にかかわる 9 つの酵素の構成的発現を遺伝子レベル、タンパクレベルで調

べる。遺伝子レベルの解析は RT-PCR を用いて行う。タンパクレベルの解析はウエスタンブロッ

ティングにより検出したバンドをスキャニングすることにより定量化する。 

2.ヒト初代培養表皮角化細胞において分化誘導剤（カルシウム、活性型ビタミン D3）によって 9

つのポルフィリン生成関連酵素の発現がどのように変化するかを上記と同様の方法で検討する。 

3. 上記 3 種の皮膚構成細胞においてどのような分子種のポルフィリン体あるいはその前駆体が、

細胞内に生成あるいは培地中に分泌されているのかを HPLC 法を用いて検討する。 

4. 3 種の皮膚構成細胞にδ-アミノレブリン酸を投与し、ポルフィリン関連酵素の発現や、ポル



フィリン体および前駆体の生成がどのような影響を受けるかを、デジタル RT-PCR、ウエスタン

ブロッティング、HPLC 法を用いて解析する。表皮角化細胞ではプロトポルフィリンの生成が増

加することが予想されるが、その場合は分化で発現が増減するケラチン 1/10、ケラチン 5/14、

Ⅶ型コラーゲン、フィラグリンなどの発現変化をデジタル RT-PCR、ウエスタンブロッティング

で調べると同時に細胞の形態的変化も観察する。 

5. ヒト表皮角化細胞由来不死化細胞 HaCaT 細胞を用いて、フェロケラターゼ遺伝子の誘導型遺

伝子発現オフシステムを確立し、フェロケラターゼの酵素活性が致死的にならないレベルに低

下させた状態で、ポルフィリン体の生成動態の変化を HPLC 法で調べる。患者由来の表皮角化細

胞を使用することは倫理上困難であるため、人工的な疾患疑似細胞を作成する。この場合、プロ

トポルフィリン生成が増加すると予想されるので、前年度と同様に分化マーカーの変化を調べ

るとともに、可視光線照射による細胞障害の有無を細携帯観察、細胞数計数等で検討する 

 

４．研究成果 

ヒトの皮膚を構成する表皮角化細胞（KC）、真皮線維芽細胞（FB）、メラノサイト（MC）を対象と

して、ヘム生合成経路に関わる 9 つの酵素、ALAS2、ALAD、HMBS、UROS、UROD、CPOX、PPOX、FECH、

CLPX（ヘム生合成関連酵素）の発現状態を解析した。KC、FB、および MC を初代培養し、各細胞

から抽出した全 RNA を用いて、ヘム生合成関連酵素の遺伝子発現を RT-PCR で調べたところ、赤

芽球系細胞で特異的に発現する ALAS2 以外の 8 つの酵素をコードするすべての遺伝子のメッセ

ンジャーRNA 発現が確認された。次に、皮膚を構成する細胞におけるヘム生合成関連酵素のタン

パク発現を調べるために、KC、FB、および MC から細胞質のタンパク質を抽出し、ウエスタンブ

ロット法を行ったところ、メッセンジャーRNA の発現と同様に ALAS2 以外の 8 つのヘム生合成関

連酵素すべてのタンパク発現が確認された。さらに各細胞におけるヘム生合成関連酵素のタン

パク発現量を比較したところ、MC における ALAD、UROS、CPOX、PPOX、FECH のタンパク発現量が

他の細胞と比較して有意に高いことが判明した。 
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