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研究成果の概要： 

我々は Phospholipase C d1(PLC d1)の遺伝子欠損(KO)マウスを作製し、PLCd1KOマウスが毛包
の形態異常を伴う顕著な体毛の減少を示すことを報告してきた。今回 PLCd1KOマウスとよく似
たマウスとして転写因子 Foxn1が先天的に変異しているヌードマウスに着目した。ヌードマウ
スでは、毛を構成する主なヘアケラチンの一つである mHa3遺伝子の発現が低下し、無毛となる。
PLCd1KO マウス体毛減少のメカニズムを詳細に検討した所、ヌードマウスと同様に PLCd1KO マ
ウスの皮膚においても mHa3遺伝子の発現が低下していた。またヌードマウス皮膚では、PLCd1
の発現が低下していた。こうした結果は、毛包形成において、Foxn1→PLCd1→mHa3というシグ
ナルの流れが存在していることを示している。 
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１．研究開始当初の背景 
 皮膚は主として、真皮、表皮、および付属
器官である脂腺、毛包などにより構成されて
いる。表皮、脂腺、毛包は毛包内のバルジと
いう部位に存在する同一の皮膚上皮系幹細
胞に由来していることが、b-ガラクトシダー
ゼを導入したトランスジェニックマウスか
らのバルジ部位を野生型マウスの皮膚へ移
植した時、移植したバルジ部位が表皮、脂腺、
毛包の全ての部位に分化するという事実等

から明らかになっていた。 
 我々はイノシトールリン脂質代謝系の要
となる酵素 Phospholipase C (PLC)のアイソ
ザイムの１つである PLCd1の遺伝子欠損(KO)
マウスを作製し、PLCd1KO マウスが毛包の形
態異常を伴う顕著な体毛の減少を示すこと
を報告してきた (EMBO J. 22, 2981-2991, 
2003)。このマウスは生後８日には表皮の過
増殖を示し、また生後１５日頃には表皮と毛
包の分化異常を示す空胞状の cystを形成し、
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脂腺も拡大していた。更に表皮や毛包の分化
マーカーによる解析や、電顕による形態観察
の結果などから、PLCd1KO マウスでは、バル
ジに存在する皮膚上皮系幹細胞が毛包へ分
化できず、その代わりに、脂腺と表皮に分化
していることが示唆された。しかしながら
PLCd1KO マウスにおいて観察されるこうした
異常がどういうメカニズムで生じるのかは
明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
  PLC はイノシトールリン脂質代謝におい
ては要の酵素であり、リン脂質 PIP2 を分解
し、細胞内カルシウム濃度と PKCの活性化を
制御することによって、様々な生理機能に関
与する。しかしながら PLCd1KOマウスで見ら
れる無毛、表皮の肥厚、cystの形成等の異常
がこうした細胞内カルシウム濃度や PKCの活
性化とどう関連するかについては全く不明
であった。そこでこうした形態異常の原因を
明らかにし、皮膚恒常性維持のメカニズムを
解明することを目的とした。PLCd1KO マウス
とよく似た表現型を示すマウスとして転写
因子 Foxn1が先天的に変異しているヌードマ
ウスが知られている。皮膚切片像の解析から
も表皮の肥厚や cyst の形成など非常に類似
していた。そこでまず、毛包形成における
PLCd1KO マウスとヌードマウスの関連性を検
討することにした。また表皮の肥厚は炎症に
起因することが多いことから、PLCd1 が炎症
反応に関与する可能性を検討することにし
た。 
 
３．研究の方法 
 皮膚恒常性維持における PLCd1の重要性を
明らかにするため、以下の２つの方法により
検討した。 
（１）毛包形成における PLCd1の役割の解明 

PLCd1KO マウスと表現型が類似している
ヌードマウスに着目し、毛形成における
PLCd1とFoxn1のシグナル伝達における関
連性を明らかにする。PLCd1KOマウスとヌ
ードマウスの詳細な類似点を検討するこ
とにより、シグナル伝達機構を解明する。 

（２）皮膚での炎症反応における PLCd1の役
割の解明 

PLCd1KO マウスでは表皮の肥厚が観察さ
れるが、表皮の肥厚は炎症に起因するこ
とが多いことから、PLCd1が炎症反応に関
与する可能性を免疫細胞の浸潤性、炎症
性サイトカインの発現量などを測定する
ことにより検討する。 
 

４．研究成果 
（１） 毛包形成におけるPLCd1の役割の解明 
① PLCd1KO マウスとヌードマウスの類似性

の同定： 

 ヌードマウスでは、毛を構成する主なケ
ラチンの一つである mHa3 遺伝子の発現が
低下し、それが原因で無毛となる。我々は、
ヌードマウスと同様に PLCd1KOマウスの皮
膚においても mHa3 遺伝子の発現が低下し
ていることを見出した。 
 また皮膚切片像を光顕レベルで観察す
ると、表皮の肥厚や毛が折れ曲がり体表に
出られないこと、電顕レベルでは毛のキュ
ーティクルが欠損しているなどヌードマ
ウスと非常に類似した組織の特徴を示す
ことが判明した。こうした事実はヌードマ
ウスと PLCd1KOマウスが同一のシグナル経
路の異常を共有している可能性を示して
いた。 
 

② PLCd1、Foxn1、mHa3 は毛包において共局
在する： 
 機能的な関連性が強いならば、局在にも
相関があることが多い。そこで第一に、毛
包における PLCd1、Foxn1、mHa3 の局在を
in situ hybridization により検討した
（図１）。この結果、これらの３つの遺伝
子はいずれも、毛形成に重要な役割を担う
prematrix 部位に局在することが判明した。
また毛は増殖期、停止期、退縮期という周
期を持ちながら、毛の増殖と分化を繰り返
しているが、PLCd1、Foxn1、mHa3は増殖期
のみに発現するという特徴的な発現の変
化が観察された。 

図１。毛包における PLCd1、Foxn1、mHa3
遺伝子の発現を in situ hybridizationに
より調べた。いずれも、毛形成に重要な役
割を担う prematrix部位に局在する。 
 

③ Foxn1は PLCd1の発現を誘導する： 
 PLCd1、Foxn1、mHa3の関連性は強く示唆
されたが、これらのシグナル伝達における
位置関係は不明である。そこでヌードマウ
スの原因遺伝子 Foxn1を培養細胞で強制発
現した所、PLCd1 の発現が誘導された。逆
に PLCd1を強制発現しても Foxn1の発現は
誘導されなかった。この結果から、PLCd1
が Foxn1のシグナルの下流に存在し、PLCd1



 

 

は毛の構成ケラチン mHa3 の発現を促進す
ることにより、毛の形成を促進するタンパ
ク質であることが判明した。このことはヌ
ードマウスの体毛減少は PLCd1欠損が原因
であることを強く示唆している。 
 

④ ヌードマウスの毛包では PLCd1 の発現が
減少している： 
 PLCd1 が Foxn1 のシグナルの下流に存在
するならば、ヌードマウス皮膚で PLCd1の
発現が現象していることが予想される。そ
こでヌードマウス毛包での PLCd1の発現を
in situ hybridization で調べた所、顕著
な減少が観察された（図２）。ウエスタン
ブロットによりタンパク量の減少も確認
された。このことは、毛包形成において、
Foxn1→PLCd1→mHa3 というシグナルの流
れが存在していることを示している。 

 
⑤ 「ヌードマウスの体毛減少は PLCd1 欠損

が原因である」ことの個体レベルでの検証
- PLCd1 を強制発現させたトランスジェニ
ック（TG）ヌードマウスの作製及び解析—: 
 ヌードマウスの体毛減少が PLCd1の発現
低下のみで説明できるのであれば、ヌード
マウスに PLCd1 を発現させることにより、
体毛が正常に形成されるようになること
が期待される。そこで、ヌードマウスの原
因遺伝子である Foxn1プロモーター制御下
で PLCd1cDNA を発現する TG マウスを作製
し、ヌードマウスと交配させることにより
ヌードマウスに Foxn1プロモーター制御下
の PLCd1を強制発現させたマウスを作製し
た。毛形成は回復しなかったが、毛包は形
成され、ヘアケラチンも部分的に回復する
ことが判明した。このことから、Foxn1 の
下流には PLCd1以外の分子を介したシグナ
ル経路が存在し、ヘアケラチンの発現に関
与することが示唆された。 

 

（２） 皮膚での炎症反応におけるPLCd1の役
割の解明 

① PLCd1の欠損は皮膚での炎症を惹起する： 
 PLCd1KO マウスでは生後８日目(P8)での
皮膚の肥厚が観察されるが、こうした肥厚
と炎症との関連性が示唆されていること
から、第一に、PLCd1 と炎症との関連性を
検討した。まず PLCd1KOマウス皮膚を免疫
組織学的に調べた所、免疫性細胞であるマ
クロファージ、顆粒細胞、T 細胞数が
PLCd1KO マウス皮膚では４〜５倍多く存在
していることが明らかになった（図３）。  
 更に炎症性のサイトカインである IL-1b, 
IL-6, MMP-9量を RT-PCRにより比較検討し
た所、PLCd1KO マウス皮膚で、有為に増加
していた（図４）。こうした事実は PLCd1
の欠損が炎症反応を誘導していることを
示している。また肥厚の原因が増殖性の亢
進であることを証明するため、上皮細胞で
ある HaCat 細胞で PLCd1 を安定的に RNAi
した細胞を作製し、増殖能を検討した所、
約２倍増殖性が亢進していることが判明
し、PLCd1 が表皮角化細胞の維持に重要な役割
を担うことが明らかになった。 

図３。PLCd1KO マウス皮膚では免疫性細胞で
あるマクロファージ(F4/80、緑色)、顆粒細
胞(Gr-1、緑色)、T細胞数(CD3、緑色)の浸潤
が観察される。赤色は細胞核を染色。 
図４。PLCd1KO マウス皮膚では炎症性サイト

カインの発現が上昇している。RT-PCRにより、
発現量を測定した。 
 

PLCδ1/WT PLCδ1/ヌードマウス 

図２ ヌードマウスの毛包では PLCδ１の発

現が減少している 
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