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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎におけるS100 fused-type蛋白質のバリア形成における関与を網羅
的に解析した。IL-4、IL-13を添加した3次元培養皮膚ではFLG、FLG2の発現量は有意に減少し、HRNR、RPTN、
TCHHの発現量は有意に増加した。またフィラグリンの発現を抑制し、分化を誘導した培養表皮角化細胞では
CRNN、TCHHL1の発現が有意に減少し、FLG2、HRNR、TCHHの発現が有意に増加していた。このことから皮膚のバリ
ア形成への関与が推測されているS100 fused-type蛋白質群間でもその発現調節が異なっていることや機能的な
差異が存在する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we comprehensively examined an association of S100 
fused-type protein family, including filaggrin (FLG), filaggrin-2 (FLG2), hornerin (HRNR), 
trichohyalin (TCHH), trichohyalin like 1 (TCHHL1), repetin (RPTN) and cornulin (CRNN), in the 
barrier formation in the atopic skin. To induce atopic dermatitis (AD) skin model, 3D skin 
equivalents were stimulated with recombinant IL-4 and IL-13. In this skin model, expression of FLG 
and FLG2 were significantly decreased and expression of RPTN and TCHH were significantly increased. 
On the other hand, expression of FLG, CRNN, TCHHL1 were significantly decreased and expression of 
FLG2, HRNR and TCHH were significantly increased. These results suggest that a regulation of the 
expression and a function in the barrier formation in the atopic skin may be different among S100 
fused-type protein family members.

研究分野： keratinocyte biology

キーワード： S100 fused-type protein　フィラグリン　アトピー性皮膚炎
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の特色はFLGとそれに類似するS100 fused-type蛋白質群の全ての分子の機能解析を同時に行ったことにあ
る。これにより各分子の皮膚の組織構築への関与を比較検討することが可能となり、ヒト表皮角化細胞を用いた
3次元皮膚モデルの解析により、ヒト皮膚における各分子の機能と疾患との関連を直接解明できる。本研究で皮
膚のバリア形成において重要な役割を担い、さらにアトピー性皮膚炎と関連しうる分子が同定されつつある。さ
らに研究が進展すればアトピー性皮膚炎の病態解明のみならず新規治療法の開発にもつながる可能性があり、臨
床医学において大きな意味を持つといえる。

※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 
近年、皮膚の分化・増殖に関与する遺伝子が次々に同定され、その機能の解析によって組織構築
の分子機構や皮膚疾患の病態への関与が解明されてきている。ヒト染色体 1q21 上には
epidermal-differentiation complex と呼ばれる領域があり、皮膚の角化・バリア形成において
重要な役割を担っている filaggrin（FLG）をはじめ複数の分子が存在している。特に FLG と同
様に N末端に Ca2+ binding domain である EF hand domain をもち、それに複数の反復配列が続
く構造を有する一群を S100 fused-type 蛋白質群とよび、これには FLG、filaggrin-2（FLG2）、
hornerin（HRNR）、trichohyalin（TCHH）、trichohyalin like 1 (TCHHL1)、repetin（RPTN）、
cornulin（CRNN）の７つの分子が含まれる。我々はこれまでこれらの分子を系統的に同定し、そ
の発現や機能、皮膚疾患との関連に関して順次解析してきた。しかし、FLG 以外の S100 fused-
type 蛋白質の機能は十分に解明されておらず、皮膚バリア形成を含む皮膚組織構築における役
割も明らかではない。 
アトピー性皮膚炎は皮膚バリア障害とアレルギー炎症の２つの側面をもつアレルギー性疾患で
あるが、2006 年 Palmer らによる FLG 遺伝子変異がアトピー性皮膚炎発症の重大なリスク因子で
あるとの報告以来、アトピー性皮膚炎の発症における皮膚バリア障害の重要性が注目されてい
る。しかし、その後のアトピー性皮膚炎患者にける FLG 遺伝子の解析より、FLG 遺伝子変異を有
する患者は全体の約 30%にとどまることが明らかになり、FLG 以外に皮膚バリア障害を来す他の
リスク因子の存在が示唆された。近年の Genome-wide association study（GWAS）より炎症・免
疫関連の遺伝子や FLG に加え HORN や TCHH、LCE3A などの角化関連分子がアトピー性皮膚炎に関
与することが報告された。またアフリカ系アメリカ人のアトピー性皮膚炎の症状が FLG2 遺伝子
多型と相関することや、FLG 遺伝子変異のないアトピー性皮膚炎患者を対象とした全エクソーム
解析で TCHH、TCHHL1、FLG2、HORN に遺伝子変異が検出されたことなど FLG 以外の S100 fused-
type 蛋白質とアトピー性皮膚炎との関連を示唆する報告も散見される。我々もこれまでにアト
ピー性皮膚炎の病変部で FLG と同時に FLG2 の発現が低下していることを見出しており、他施設
からもアトピー性皮膚炎病変部における S100 fused-type 蛋白質の発現の変化が報告されてい
る。しかし、FLG 以外の S100 fused-type 蛋白質が皮膚の組織構築、特にバリア形成に直接関与
しているか、アトピー性皮膚炎において先天的にバリア障害をきたすリスク因子となりうるか
は未だに明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
上記の背景に基づき、本研究では FLG をはじめとする個々の S100 fused-type 蛋白質の皮膚組
織構築、特に皮膚の分化とバリア形成における関与を網羅的に解析し、アトピー性皮膚炎におけ
る S100 fused-type 蛋白質の病因的意義の検討を目的とし、①各分子の発現を抑制したヒト表
皮角化細胞を用いて作製した 3次元皮膚モデル（いわゆる S100 fused-type 蛋白質 KO 皮膚）か
らのアプローチと②アトピー性皮膚炎患者から得た皮膚組織を用いたアプローチにより解析し
ていく。 
 
３．研究の方法 
(１)遺伝子発現を抑制した表皮角化細胞を用いた 3次元皮膚モデル作製とバリア機能の検証 
①fused-S100 蛋白質 KO皮膚の作製：S100 fused-type 蛋白質群（FLG、FLG2、HRNN、TCHH、TCHHL1、
RPTN、CRNN）の各々に特異的な siRNA によりその発現が抑制された表皮角化細胞を用いて 3次元
皮膚モデル（S100 fused-type 蛋白質 KO皮膚）を作製する。 
②S100 fused-type 蛋白質 KO 皮膚の組織学的解析：完成した S100 fused-type 蛋白質 KO皮膚を
病理組織学的に検討する。角層形成に関しては電子顕微鏡を用いて詳細に観察する。また、免疫
染色法により細胞の増殖・分化、他の角化関連分子の発現の変化を検討する。さらに、real-time 
PCR により各蛋白質の発現量の定量化を試みる。 
③siRNAによりS100 fused-type蛋白質群の発現を抑制した培養表皮角化細胞を高カルシウム濃
度下で 7 日間培養し分化を誘導し、それらの細胞から得た mRNA を用いて real-time PCR 法によ
り各 S100 fused-type 蛋白質の発現量の変化を検討する。 
 
(２)3 次元皮膚モデルに対する IL-4、IL-13 刺激により発現が変化する角化関連分子の同定 
①遺伝子改変を加えていない正常表皮角化細胞より 3次元皮膚モデルを作成し、その培地に IL-
4、IL-13 を個々にあるいは混合して加えアトピー性皮膚炎（AD）皮膚モデルを作製する。 
②回収された AD皮膚モデルにおいて各種 S100 fused-type 蛋白質の発現が対照群と比較し変化
がみられるかを、免疫組織染色および real-time PCR 法で解析する。 
 
(３)アトピー性皮膚炎患者皮膚における S100 fused-type 蛋白質の発現量の定量的解析 
皮膚バリア障害を示唆する血中 IgE 値が高値であるアトピー性皮膚炎患者より書面による同意
書を得た後、病変部皮膚を採取する。対照として年齢・性別が一致するボランティアからも皮膚



を採取する。 
①皮膚病変部より得た RNA を用いて real-time PCR を行い、正常対照と比較し明らかに発現が
低下している S100 fused-type 蛋白質を検索する。特に病変部皮膚における FLG 発現に変化の
ない患者で著明な発現の低下がみられた S100 fused-type 蛋白質に着目する。 
②S100 fused-type 蛋白質を認識する特異抗体を用いて免疫染色を行い、real-time PCR の結果
との整合性とともに発現の分布に変化がないかを検討する。 
 
４．研究成果 
(１)遺伝子発現を抑制した表皮角化細胞を用いた 3次元皮膚モデル作製とバリア機能の検証 
①S100 fused-type 蛋白質群（FLG、FLG2、HRNR、TCHH、TCHHL1、RPTN、CRNN）の各々に特異的な
siRNA により各蛋白質の発現を抑制することを確認した。またこれらの siRNA を導入した細胞の
増殖能を検討したところ TCHHL1 を抑制した細胞を除き増殖能の低下はなかった。各蛋白質の発
現を抑制した表皮角化細胞を用いて 3 次元皮膚モデル（S100 fused-type 蛋白質 KO 皮膚）を作
製した。 
②作製した S100 fused-type 蛋白質 KO皮膚の組織学的検討を複数回行ったが、角化の程度、細
胞層の数にばらつきがあり一定の結論を述べるに至っていない。これらの皮膚および皮膚から
得た mRNA を用いて S100 fused-type 蛋白質の発現を免疫染色および real time-PCR 法で解析し
たが、組織像のばらつきを反映しているため各蛋白質の発現量の変化も不定であり、現在も培養
条件を整え検討を継続している。 
③siRNA により S100 fused-type 蛋白質群の発現を抑制した培養表皮角化細胞に分化を誘導し、
それらの細胞を用いて real-time PCR 法により各 S100 fused-type 蛋白質の発現量の変化を検
討した。この結果の一例を示すと、FLG を抑制した細胞では FLG2、HRNR、THH の発現が有意に増
加し、CRNN、TCHHL1 の発現が有意に減少していた。一方各 S100 fused-type 蛋白質を抑制した
培養表皮角化細胞における FLG の発現を検討したところ、CRNN、RPTN、TCHHL1 を抑制した細胞
で FLG の発現が有意に増加し、FLG2、HRNR、THH を抑制した細胞で FLG の発現が減少していた。 
 
(２)3 次元皮膚モデルに対する IL-4、IL-13 刺激により発現が変化する角化関連分子の同定 
①IL-4、IL-13 を添加した培地内で 3 次元皮膚培養を行い、AD 皮膚モデルを作製した。AD 皮膚
モデルの組織学的検討を行ったところ、コントロール皮膚モデルと比べ、表皮がやや厚くなる傾
向とケラトヒアリン顆粒の減少が観察された。 
②IL-4、IL-13 を添加した培地で作成した ADモデル皮膚を用いて、各種 S100 fused-type 蛋白
質の発現が対照群と比較し変化がみられるかを、免疫組織染色および real-time PCR 法で解析
したところ FLG、FLG2 の発現量は有意に減少し、HRNR、RPTN、THH の発現量は有意に増加した。
さらに IL-4 のみ、あるいは IL-13 のみの刺激で発現量がどのように変化するかも解析したとこ
ろ、概ね IL-4、IL-13 で刺激した時と同様の結果が得られたが、IL-13 の方が各種 S100 fused-
type 蛋白質の発現により強く作用する傾向がみられた。 
 
(３)アトピー性皮膚炎患者皮膚における S100 fused-type 蛋白質の発現量の定量的解析 
①アトピー性皮膚炎患者 4 名の皮膚病変部より得た RNA を用いて real-time PCR を行い、S100 
fused-type 蛋白質群の発現の変化を検索したところ、CRNN、FLG、FLG2 の発現低下、HRNR、RPTN、
THH、TCHHL1 の発現増加の傾向があり、AD 皮膚モデルでの発現と類似した傾向がみられた。 
②さらにアトピー性皮膚炎の患者皮膚における fused-S100 蛋白質の発現を免疫組織学的に調べ
るため、これまで当教室で作製した HORN、FLG2、TCHHL1 に対する抗体に加え CRNN、THH、RPTN
に対する抗体を入手し、アトピー性皮膚炎患者皮膚における発現を検討した。HORN、FLG2、TCHHL1、
CRNN、THH の発現は real-time PCR 法での結果と同様の傾向がみられた。RPTN に関しては抗体の
反応性の問題があり十分に検討できていない。現時点では症例数が少ないためさらに症例数を
増やし統計学的な検討を行う予定である。 
 
これまでの in vitro 実験系の結果よりアトピー性皮膚炎皮膚における重要な因子である
filaggrin 欠失と IL-4、IL-13 による刺激が S100 fused-type 蛋白質群の発現に及ぼす影響は、
いくつかの分子では共通した変化を示すが、すべての蛋白質の発現が一致するわけではなかっ
た。このことから皮膚のバリア形成に関わっていると推測されている S100 fused-type 蛋白質
群間でもその発現調節が異なっていること、さらには機能的な差異が存在する可能性が示唆さ
れた。一方、臨床検体を用いた検討では、S100 fused-type 蛋白質の発現の変化に個体差があり、
様々な因子による修飾が示唆された。以上より 3次元皮膚モデルを含む in vitro 実験系は S100 
fused-type 蛋白質などバリア関連蛋白の機能解析において有用なモデルであると考えられた。
今後は各 100 fused-type 蛋白質を抑制した 3次元皮膚モデルを用いてバリア機能の評価などを
行いそれらの生物学的機能について検証していく。 
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