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研究成果の概要（和文）：本研究ではTCHHL1の表皮内局在を中心とした機能解析と皮膚有棘細胞癌の増殖・生存
への関与を検討した。まずGFP融合TCHHL1を細胞内で発現させその局在を検討したところ、細胞質内にびまん性
に観察され、特定の細胞内小器官との共局在は確認されなかった。またTCHHL1の抑制により皮膚有棘細胞癌株で
あるHSC-1細胞の増殖は有意に抑制され、その機序としてERK1/2、AKT、STAT3のリン酸化の抑制と、アポトーシ
ス関連分子であるFOXO1、BCL2、BCL2L11の発現の亢進がみられた。以上よりTCHHL1は正常皮膚および皮膚有棘細
胞癌の増殖と生存に関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of Trichohyalin-like 1 (TCHHL1) protein 
in normal human keratinocytes (NHKs) and squamous cell carcinoma (SCC). We first developed a 
construct, which can produce a recombinant GFP-TCHHL1 protein in mammalian cells. The GFP-TCHHL1 
proteins were diffusely localized in the cytoplasm. The signals of TCHHL1 were not colocalized with 
any organelles; however, the signals were strongly observed around the nuclei of cultured growing 
keratinocytes. We next examined an association with the cell growth in HSC-1 cells (a human SCC 
line), because TCHHL1 was expressed in the growing cells of cutaneous SCC. In HSC-1 cells, the 
knockdown of TCHHL1 suppressed cell proliferation and induced apoptosis. These cells showed an 
inhibition of phosphorylation of ERK1/2, AKT and STAT3, and the significant upregulation of FOXO1, 
BCL2 and BCL2L11. Accordingly, TCHHL1 is associated with survival of cutaneous SCC. 

研究分野： 皮膚科

キーワード： TCHHL　皮膚癌　細胞増殖能　細胞死　乾癬

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
皮膚有棘細胞癌は皮膚悪性腫瘍の一つである。進行例では有効な化学療法も少なく予後不良な疾患である。本研
究ではTCHHL1の表皮内局在を中心とした機能解析と皮膚有棘細胞癌の増殖・生存への関与を検討し、皮膚有棘細
胞癌の新規治療の標的となりうるかを検証した。本研究は表皮の増殖・分化における新たな機構が解明されると
いう学術的意義を持つ。また、皮膚有棘細胞癌における機能的役割が解明されることにより、皮膚有棘細胞癌に
対する新規治療の開発につながるという社会的意義をもつ。

※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 

皮膚組織構築の分子機構の解明は、悪性腫瘍、角化異常症、脱毛症などの皮膚疾患を分子レベ

ルで理解し、その治療法を開発するために必要不可欠なものである。我々はこの皮膚組織構築の

分子機構を明らかにし、その知見を様々な皮膚疾患の原因の解明や治療に役立てるため、表皮角

化細胞の増殖や分化に関与する新規遺伝子を系統的に単離・解析することを試みている。この研

究の過程で染色体 1q21 上の epidermal differentiation complex 上に存在する Trichohyalin-

like protein 1 (TCHHL1)に注目し研究を行ってきた（Yamakoshi et al. Biochem Biophys Res 

Commun, 2013; Makino T, Mizawa M et al. Clin Exp Dermatol 2019）。TCHHL1 遺伝子は S100 

fused gene に属し、全長 cDNA は 3,604 bp で 904 アミノ酸残基をコードしている。推定される

アミノ酸配列では、N末端に Ca2+結合ドメインである EF-hand ドメインがあり、66アミノ酸か

ら 88アミノ酸に１つの膜貫通ドメイン、および 394 アミノ酸から 410 アミノ酸に核局在シグナ

ルが見出された。TCHHL1 蛋白質の C 末端に対する抗体を作製し、局在を調べたところ正常表皮

の基底層と毛包の外毛根鞘で強い発現を認めた。TCHHL1 が表皮角化細胞の増殖に関与している

可能性が示唆されたため、TCHHL1 に特異的な siRNA を作成し培養表皮角化細胞における TCHHL1

の発現を抑制したところ、培養表皮角化細胞の増殖は有意に抑制され、Ki67 陽性細胞の有意な

減少と TUNEL 陽性細胞の有意な増加を認めた。さらに TCHHL1 に関連する増殖には ERK1/2 およ

び Akt のリン酸化が関与していた。 

興味深いことに、表皮角化細胞の増殖が亢進する疾患である乾癬や扁平苔癬、皮膚腫瘍の代表

的な疾患である有棘細胞癌、基底細胞癌の組織でも増殖が亢進している部位で TCHHL1 の強い発

現が観察された。皮膚有棘細胞癌の培養細胞株である HSC1 細胞の TCHHL1 の発現を抑制したと

ころ正常表皮角化細胞と同様に細胞の増殖が抑制された。また最近、FLG 遺伝子変異を有さない

アトピー性皮膚炎患者のエクソーム解析における TCHHL1 のナンセンス変異の検出や（Taylan et 

al. J allergy clin immunol 2015）、TCHHL1 が iPS 細胞の誘導に関わる山中 4因子のひとつで

ある KLF4 の標的分子である（Gunasekharan et al. PLoS Pathog. 2016）等 TCHHL1 に関する興

味深い所見が報告されている。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究から TCHHL1 は表皮角化細胞の増殖において重要な役割を担う分子であることが

示唆されている。また本分子は炎症性皮膚疾患や皮膚悪性腫瘍の病態形成にも関与しうる可能

性もある。本研究では正常表皮角化細胞の増殖および皮膚疾患の病態形成における TCHHL1 の役

割をさらに詳細に解析し、本分子をターゲットとした各種皮膚疾患の分子治療の標的となりう

るかを検証する。 

 

 

３．研究の方法 

（１）TCHHL1 の細胞内局在と機能領域の同定 

①TCHHL1 の N 末端に GFP を付加した cDNA を作製し塩基配列を確認の後、COS7 細胞に導入しそ

の細胞内局在を抗 TCHHL1 C 末抗体を用いて解析する。TCHHL1 のアミノ酸配列から推測される核

局在シグナルや膜貫通ドメインが機能を有しているかを検証するためこれらのドメインを除去

した TCHHL1 コンストラクトを作製し現在局在の変化がみられるかを検討中である。 



②TCHHL1 の機能領域の同定 

TCHHL1 を核局在シグナルや膜貫通ドメインの位置を参考にしつつ切断したコンストラクトを作

製する。作成した各コンストラクトの細胞内局在の変化を調べ各ドメインの機能を検討する。さ

らに後述の研究で得られた蛋白質の cDNA で免疫沈降を行い各種蛋白質と結合する領域を同定す

る。 

 

（２）TCHHL1 に結合する蛋白質の検索 

①TCHHL1 に結合する蛋白質の検索 

大腸菌で作成した GST 融合 TCHHL1 蛋白質を精製し、増殖期にある培養表皮角化細胞と高 Ca2+環

境下で培養し分化を誘導した培養表皮角化細胞の細胞質と核よりそれぞれ抽出した蛋白質と混

合、グルタチオンセファロースで共沈降する。この共沈降で得られた蛋白質を LC/MS/MS を用い

てプロテオミクス解析し、増殖希の表皮角化細胞で検出された蛋白質を TCHHL1 と結合しうる候

補蛋白質とする。 

②TCHHL1 と結合する蛋白質の解析 

前述の TCHHL1 と結合する蛋白質の検索した場合、複数の蛋白質が候補となることが推測される。

そのためこれらの蛋白質のなかで TCHHL１と結合し、表皮角化細胞の細胞死において重要な役割

を担っている蛋白質を同定する。 

a.TCHHL1 の N末端に HA tag を付加した cDNA と候補蛋白質の C末端に Myc tag を付加した cDNA

を作製し免疫沈降を行いそれぞれの蛋白質が結合しているかを確認する。 

b.候補となった蛋白質に対する RNAi を作製し、候補蛋白質の発現が抑制により細胞増殖が抑制

された場合、TCHHL1 の機能と関連しうると推測される。 

 

（３）皮膚癌に対する増殖抑制効果の検討 

①TCHHL1 siRNA の癌細胞株に対する細胞死誘導効果の検証 

TCHHL1 siRNAが皮膚有棘細胞癌の培養細胞株であるHSC1において増殖を抑制することをこれま

での研究で明らかにしている。この siRNA が A431 などの他の皮膚有棘細胞癌の培養細胞株や他

臓器癌由来の培養細胞株に対しても同様に増殖を抑制しうるか検討し、抗腫瘍効果の特異性を

検証する。 

②HSC1 細胞の増殖における TCHHL1 の作用の検討 

HSC1 細胞の増殖における TCHHL1 の作用を解明するため、TCHHL1 の発現を抑制した HSC1 細胞に

おける MAPK、PI3K-AKT、STAT のシグナル伝達経路のリン酸化の変化をウェスタン解析で検討す

る。さらにアポトーシスへの関与についてはAnnexinV-PI染色による FACS解析や real-time PCR

法による BCL2、BCL2L11、FOXO1 の発現解析を行う。 

③皮膚有棘細胞癌における TCHHL1 の発現の検討 

皮膚有棘細胞癌患者より書面による同意書を得た後、臨床検体を用いて高分化型皮膚有棘細胞

癌と低分化型皮膚有棘細胞癌における TCHHL1 の発現を検討する。さらに p53、p63、Ki67、リン

酸化 STAT3、リン酸化 Akt、リン酸化 ERK1/2 などとの 2重染色によりこれらの分子と TCHHL1 発

現との関連を検討する。 

 

（４）皮膚疾患の病態形成における TCHHL1 蛋白質の関与の検討 

①各種皮膚疾患における TCHHL1 の発現の検討 

これまで解析してきた乾癬、扁平苔癬、日光角化症、ボーエン病、BCC、SCC に加え以下の疾患で



の TCHHL1 の発現を検討する。またケラチンや Ki67 との 2重染色で発現細胞の特徴を検討する。 

先天性疾患：尋常性魚鱗癬、X連鎖性劣性魚鱗癬、表皮融解性魚鱗癬、単純型先天性表皮水疱症、

掌蹠角化症、ダリエー病、ヘイリーヘイリー病 

炎症性疾患：アトピー性皮膚炎、掌蹠膿疱症、膿疱性乾癬、線状苔癬 

 

②乾癬皮膚モデルおよびアトピー皮膚モデルにおける TCHHL1 の機能解析 

3 次元皮膚培養系に TNF-α、IL-17A、IL-22 を添加し乾癬皮膚モデルを IL-4、IL-13 を添加しア

トピー皮膚モデルを作製し、TCHHL1 の発現を検討する。 

 

 

４．研究成果 

（１） TCHHL1 の細胞内局在と機能領域の同定 

TCHHL1 の N 末端に GFP を付加した cDNA を作製し塩基配列を確認の後、COS7 細胞に導入しその

細胞内局在を抗 TCHHL1 C 末抗体を用いた蛍光染色で確認した。TCHHL1 は細胞質内全体に網状に

分布しており核膜周囲に強い染色性がみられた。さらに細胞内小器官を認識する抗体と抗

TCHHL1 C 末抗体を用いた 2 重染色で表皮角化細胞内の局在を詳細に検討したが、特定の細胞内

小器官における局在はみられなかった。TCHHL1 のアミノ酸配列から推測される核局在シグナル

や膜貫通ドメインが機能を有しているかを検証するためこれらのドメインを除去した TCHHL1 コ

ンストラクトを作製し現在局在の変化がみられるかを検討中である。 

 

（２）TCHHL1 に結合する蛋白質の検索 

GST 融合 TCHHL1 コンストラクトを作製し、大腸菌内で GST 融合 TCHHL1 蛋白質を発現させ精製し

た。増殖期にある培養表皮角化細胞と高 Ca2+環境下で培養し分化を誘導した培養表皮角化細胞

の細胞質と核よりそれぞれ抽出した蛋白質と混合、グルタチオンセファロースで共沈降させ、

LC/MS/MS を用いたプロテオミクス解析に用いる試料を調整した。さらにこの解析で候補が得ら

れた後に２つの蛋白質の結合を確認するために TCHHL1 の C 末に Myc tag を付加したコンストラ

クトも作製した。現在本解析を進めている。 

 

（３）皮膚癌に対する増殖抑制効果の検討 

①TCHHL1 siRNA の癌細胞株に対する細胞死誘導効果の検証 

これまで TCHHL1 siRNA が皮膚有棘細胞癌の培養細胞株である HSC1 細胞において増殖を抑制す

ることを明らかにしてきた。異なる皮膚有棘細胞癌細胞株である A431 細胞を用いで同様の効果

がみられるか検討した。A431 細胞に TCHHL1 siRNA を導入し MTS assay などで増殖能を見たとこ

ろ control と比較した場合軽度の増殖抑制効果がみられたが、HSC1 細胞と比べた増殖抑制効果

が低かった。TCHHL1 導入 A431 細胞の Ki67 陽性細胞と TUNEL 陽性細胞数もコントロールと比較

し有意な差がみられなかった。これは細胞株ごとの性質の違いによるものと推測された。 

さらに、他臓器癌における TCHHL1 の関与の解析を行うにあたり、各臓器における TCHHL1 の発現

を Human MTC panel1,2（脾、小腸、精巣、大腸、胸腺、卵巣、前立腺、白血球、骨格筋、腎、

膵、肝、心、脳、肺、胎盤）を用いて PCR 法で調べたが、いずれの臓器にも発現は見られず、他

臓器癌の増殖における TCHHL1 の関与は低いと推測された。 

②皮膚有棘細胞癌株 HSC1 細胞の増殖における TCHHL1 の作用の検討 

TCHHL1 の発現を抑制した HSC1 細胞では EGFR のリン酸化に変化はみられなかったが、ERK1/2、



STAT3、AKT のリン酸化の消失が確認された。アポトーシスへの影響を確認するため AnnexinV-PI

染色による FACS 解析を施行したところ TCHHL1 の抑制により early apoptosis の分画が有意に

増えており、さらに AKT の下流に存在するアポトーシス関連分子である BCL2、BCL2L11、FOXO1

の発現の有意な増加が real-time PCR 法で確認された。以上より TCHHL1 は ERK1/2、STAT3 を介

した細胞増殖の維持とアポトーシス抑制により癌の増殖に関与していると推測された。 

③皮膚有棘細胞癌における TCHHL1 の発現の検討 

高分化型皮膚 SCC 5 例と低分化型皮膚 SCC 5 例の組織切片を用いて TCHHL1 の発現と p53、p63、

Ki67 の発現の関連について検討したところ高分化型、低分化型の両者とも TCHHL1 陽性細胞に一

致して p53、p63 および Ki67 陽性細胞が観察された。さらに HSC1 細胞の増殖において TCHHL1 と

の関連が示唆されたリン酸化 STAT3、リン酸化 Akt、リン酸化 ERK1/2 の発現との関連についても

免疫組織学的に検討したが、リン酸化 STAT3、リン酸化 Akt、リン酸化 ERK1/2 の発現程度は症例

により異なており、その発現部位は必ずしも一致しなかった。この結果に関しては今後さらなる

検討が必要であると考える。 

 

（４）皮膚疾患の病態形成における TCHHL1 蛋白質の関与の検討 

①各種皮膚疾患における TCHHL1 の発現の検討 

TCHHL1 が病態形成に関与している皮膚疾患をスクリーニングするため、これまで解析してきた

乾癬、扁平苔癬、日光角化症、ボーエン病、BCC、SCC に加え、先天性疾患として尋常性魚鱗癬、

X連鎖性劣性魚鱗癬、単純型先天性表皮水疱症、掌蹠角化症、ダリエー病、ヘイリーヘイリー病、

炎症性疾患としてアトピー性皮膚炎、掌蹠膿疱症、膿疱性乾癬、線状苔癬における TCHHL1 の発

現を検討した。その結果、新たにアトピー性皮膚炎、ダリエー病、ヘイリーヘイリー病で TCHHL1

の発現量の増加がみられた。ケラチンや Ki67 との 2重染色で発現細胞の特徴を同定している。 

②乾癬皮膚モデルおよびアトピー皮膚モデルにおける TCHHL1 の機能解析 

3 次元皮膚培養系に TNF-α、IL-17A、IL-22 を添加し乾癬皮膚モデルを IL-4、IL-13 を添加しア

トピー皮膚モデルを作製し、TCHHL1 の発現を検討したところ、乾癬モデル皮膚では TCHHL1 の有

意な上昇がみられた。また、アトピーモデル皮膚でも TCHHL1 の発現は増加していた。一方、フ

ィラグリンの発現を抑制した 3次元皮膚（尋常性魚鱗癬、アトピー性皮膚炎の皮膚モデル）では

TCHHL1 の発現の増加は見られなかった。TCHHL1 の機能に及ぼすサイトカインの影響と他の S100

蛋白質との相互関係について解析を継続している。また、興味深いことに、乾癬皮膚モデルでは

乾癬の病態における関連が報告された cornulin の発現亢進もみられた。cornulin は TCHHL1 と

おなじ fused-S100 蛋白質 family のひとつであり、このモデル皮膚を用いて乾癬における

cornulin の関与や TCHHL1 との相互作用について検討をしている。 
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