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研究成果の概要：皮膚形成に必須な転写因子 p63 の標的分子を探索し、growth differentiation 
factor 15(GDF15) を同定した。GDF15 はケラチノサイトの分化過程において極めて重要な役

割を担うことを示した。また、p63 の下流分子として細胞外マトリクス蛋白質 matrilin-2 を同

定した。matrilin-2 は細胞遊走に関与する可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 

再生医療が注目されるようになり、多様な
研究分野で組織や臓器の再生に関心が高ま
っている。皮膚においては、同種皮膚移植や
培養表皮の臨床応用が進められている。移植
後の皮膚は永久的には生着せずに脱落する
が、培養表皮は数週間かけて次第に置換され
ていくと考えられていることから、その間に
培養表皮から放出される様々な生理活性物
質が患部皮膚の再生・治癒を促進する重要な
役割を担うと考えられる。しかしながら、そ
のプロセスに関与する分子や作用メカニズ
ムには明らかでない点が多く、これからの培
養表皮の普及へ向けて、培養表皮を構成する
ケラチノサイト（角化細胞）の産生する生理

活性物質とその発現調節機構の解明が注目
されている。 
 一方で、皮膚の形成には、転写因子 p63 が
必須な因子であることが知られている。p63 
は近年同定された分子で、p73 とともに、が
ん抑制遺伝子である p53 ファミリーに属し、
これまでに報告されている p53 標的分子の
転写制御にも関与することが報告されてい
る。p53 欠損マウスではマウスの発生に影響
が認められないのに対し、p63 欠損マウスで
は、四肢の形成異常と重層化上皮欠損が顕著
に認められ、このマウスは、層状の表皮形成
ができないために、生後まもなく脱水により
死亡する。このマウスの特徴からも、p63 が
表皮形成に重要な役割を担うことが明らか
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であり、そのメカニズムの解明が注目されて
いた。 
 
２．研究の目的 
上記の臨床および学術的背景から、p63 が

表皮再生のキーレギュレーターである可能
性が推測される。これまでの報告で、p63 は
表皮幹細胞が存在する基底細胞層に強く発
現しており、分化の進んだ重層化上皮では発
現が低下している結果が得られていること
から、p63 が幹細胞を含めた基底細胞の生理
活性を調節していると考えられる。そこで、
皮膚の発生および創傷治癒過程において p63 
の下流分子が、ケラチノサイトの増殖・分化
に必要な細胞外マトリクス環境の構築に関
与するのではないかと考えた。p63 は、
transactivation domain (TA) を 有 す る 
TAp63 と、TA を持たない DNp63 の 2 つの
アイソフォームに大別される。TAp63 と 
DNp63 はマウス胎児の皮膚において発現時
期が異なることから、上流および下流の制御
分子の違いや、その役割の違いも指摘されて
いるが、その解析は進んでいない。本研究で
は、TAp63 と DNp63 の両者を区別して、ケ
ラチノサイトにおける 各 p63 アイソフォ
ームの標的分子の同定を試み、特に、分泌性
の生理活性物質を探索・同定し、表皮分化・
再生における役割を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 ヒトケラチノサイト細胞株であるHaCaT細
胞に TAp63 あるいはDNp63 を過剰発現および
ノックダウンして、PCR アレイ等を用いて発
現変化の認められる分子を探索した。 
 
(1）TAp63 標的分子の探索とその機能解析 
①ケラチノサイト分化におけるTAp63および
growth differentiation factor 15 (GDF15)
の発現解析と発現プラスミドの作製 
 TAp63 にはカルボキシル末端の長さの異な
る 3種類の isoform が報告されている。そこ
で、HaCaT 細胞の分化過程において、TAp63
の発現変化を RT-PCRで解析し、発現の変化
する isoform を同定した。細胞分化過程にお
ける GDF15 の発現を RT-PCRおよびウエスタ
ンブロットで調べた。myc-tagを付加した
GDF15 の発現プラスミドを作製し、培養細胞
へ transfection してウエスタンブロットを
行い細胞外への分泌を調べた。また、内在性
のGDF15およびケラチノサイトの分化マーカ
ーである involucrinについて、細胞分化時
の発現を免疫染色により解析した。 
 
②TAp63 によるGDF15 の発現制御の解析 
 siRNA を用いて TAp63 あるいはDNp63 をノ
ックダウンした時の GDF15 の発現を RT-PCR

で解析した。また、TAp63aの過剰発現時の
GDF15 の発現を解析した。2箇所の p53/p63
結合配列を含むGDF15遺伝子の転写調節領域
を組み込んだレポータープラスミドを作製
し、ルシフェラーゼアッセイにより、TAp63
による GDF15 の転写活性化を調べた。また、
HaCaT 細胞を用いて、レポータープラスミド
を安定発現させた細胞株を作製し、細胞分化
時にTAp63をノックダウンしてその転写活性
を解析した。次に、2箇所のp53/p63結合配
列に欠失あるいは mutationを加えたレポー
タープラスミドを作製したのちプロモータ
ー活性を測定することで、機能的な p63 結合
サイトを同定した。 
 
③ケラチノサイト分化におけるGDF15の機能
解析 
 siRNA を用いて HaCaT 細胞の GDF15をノッ
クダウンしたのち、細胞を分化させ、RT-PCR
およびウエスタンブロットによりケラチノ
サイトの分化マーカーである involucrin お
よび keratin10 の発現を解析した。また、そ
の時の増殖マーカーを免疫染色で検出した。 
 
(2) DNp63 標的分子の探索とその機能解析 
 皮膚の創傷治癒過程ではDNp63 の発現が一
過性に低下することが報告されている。一方、
matrilin-2 は肝臓や筋組織で損傷後に発現
が変化することが報告されていることから、
皮膚の創傷治癒への関与を検討した。 
 
①ケラチノサイト傷害におけるDNp63 の発現
変化 
 HaCaT 細胞をコンフルエントまで培養し、
細胞を一部削り取って作製した損傷モデル
において p63 の発現を免疫染色で調べた。ま
た、HaCaT 細胞に UV-A あるいは UV-Bを照射
し、ウエスタンブロットによりDNp63 の発現
を調べた。 
 
②matrilin-2 の上流分子の解析 
 siRNA を用いてDNp63 をノックダウンし、
matrilin-2 の発現を RT-PCR で解析した。
matrilin-2 遺伝子の転写調節領域配列を調
べ、領域内の転写因子結合サイトを検索した。 
 
③BMP-7 によるmatrilin-2 の発現制御 
 HaCaT 細胞をBMP-7 で刺激し、matrilin-2
の発現を RT-PCR で解析した。また、BMP シグ
ナリングに関わる Smad4 およびDNp63 をノッ
クダウンした時のBMP-7刺激の影響を調べた。
matrilin-2 遺伝子の上流配列を組み込んだ
レポータープラスミドを作製し、ルシフェラ
ーゼアッセイを用いて、BMP-7刺激時および
DNp63のノックダウン時におけるmatrilin-2
の転写活性化を調べた。 
 



④matrilin-2 の機能解析 
 HaCaT 細胞の障害モデルを用いて、DNp63
および matrilin-2 をノックダウンした時の
scratch wound への影響を調べた。また、両
分子をノックダウンした時にBoyden chamber
を移動する細胞をカルセインで蛍光ラベル
し、細胞遊走に与える影響を解析した。 
 
４．研究成果 
HaCaT 細胞を用いて p63 の標的分子の探索を
行った結果、TAp63 の下流分子として GDF15
を同定した。またDNp63 の下流分子として
matrilin-2 を同定した。 
 
(1）TAp63 標的分子の探索とその機能解析 
①ケラチノサイト分化におけるTAp63および
GDF15 の発現解析 
 HaCaT細胞を分化させてRT-PCRを行った結
果、TAp63 は一過性に発現上昇が認められ、
それに伴い、GDF15 の発現も上昇した。ウエ
スタンブロットおよび免疫染色で蛋白質レ
ベルでの解析を行った結果、内在性の GDF15
は分化に伴い発現が上昇し、分化マーカーで
ある involucrin が強く染色される細胞での
発現が認められた。また、作製した発現プラ
スミドを transfection し、HaCaT 細胞へ
GDF15 を過剰発現させた結果、mature な蛋白
質の大部分は細胞外へ分泌されることが示
された。 
  
②TAp63 によるGDF15 の発現制御の解析 
 TAp63 のノックダウンにより GDF15の発現
は抑制され、TAp63aを過剰発現させると
GDF15 の発現は上昇したことから、GDF15 が
TAp63aにより制御されると考えられた(図 1）。
レポーターアッセイを行った結果、TAp63a量
依存的な GDF15 の転写活性化が認められた。
また、TAp63 をノックダウンすると転写活性
は阻害された。また 2箇所の p53/p63 結合配
列のうち、転写開始点近傍の p53/p63 結合配
列に mutationを加えた時に転写活性が消失
したことから、TAp63 によるGDF15 の転写活
性化には転写開始点近傍の結合サイトが必
要であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ケラチノサイト分化におけるGDF15の機能
解析 

 GDF15 をノックダウンしてHaCaT 細胞を分
化させた結果、分化マーカーである
involucrinおよびkeratin10の発現上昇が抑
制された(図 2)。GDF15の発現が低下すると、
分化していない細胞群が増加している可能
性を調べるため involucrinと増殖マーカー
の ki67 について免疫染色を行った結果、
GDF15 をノックダウンして分化させた場合に
は、増殖細胞が多く存在することが示され、
GDF15 がケラチノサイトの分化過程において
重要な役割を担うことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
GDF15 はラット胎児の皮膚で強く発現して

いることが報告されているが、その機能につ
いては明らかになっていなかった。本研究で
GDF15 が TAp63 により制御され、表皮分化過
程に重要な役割を担っていることを示した。 
 

(2) DNp63 標的分子の探索とその機能解析 
①ケラチノサイト傷害におけるDNp63 の発現
変化 
 HaCaT 細胞の損傷モデルでは、傷の周囲で
p63 の発現が一過性に低下する結果が得られ
た。また、HaCaT細胞にUV-Bを照射した結果、
DNp63 の発現が低下した。 
 
②matrilin-2 の上流分子の解析 
HaCaT 細胞においてDNp63 をノックダウン

すると matrilin-2 の発現が低下したことか
ら、matrilin-2 がDNp63 の下流分子であるこ
とが示された。matrilin-2 の転写調節領域に
存在する転写因子結合配列を検索した結果、
BMPシグナルを介する転写因子であるSmadの
結合サイトが複数存在したことから、
matrilin-2がBMPにより発現制御を受ける可
能性が示された。 
 
③BMP-7 によるmatrilin-2 の発現制御 

 
図 1  TAp63aによる GDF15 の発現誘導 

 

 
図 2  GDF15 ノックダウン時の HaCaT 分化 



DNp63 の標的分子として BMP-7 が報告され
ていることから、HaCaT 細胞を BMP-7 で刺激
したときの matrilin-2 の発現を解析した結
果、matriln-2 は BMP-7 添加により発現が上
昇することが示された。また、この発現上昇
は、DNp63 および Smad を介する転写活性に必
要なSmad4をノックダウンすることで阻害さ
れた。matrilin-2 遺伝子の転写活性化を測定
した結果、BMP-7 の添加により転写活性は上
昇し、DNp63 のノックダウンにより活性が低
下した(図 3)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
④matrilin-2 の機能解析 
 matrilin-2およびDNp63をノックダウンし
て、HaCaT 細胞の scratch wound および細胞
遊走に与える影響を解析した結果、両分子の
ノックダウンで細胞遊走が亢進している結
果が得られた。 
 

(1)、(2)の解析から、TAp63 およびDNp63
の標的分子をそれぞれ同定して機能を示し
た。これまで、TAp63 のケラチノサイト分化
における発現やその下流分子の役割につい
ては解析が進んでいなかった。またGDF15も、
遺伝子プロモーター領域にp53/p63結合サイ
トがあることから、p53 の標的分子と考えら
れており、皮膚での役割などについては解析
されていなかった。本研究で GDF15 が TAp63
に制御され、細胞分化過程において重要な役
割を担うことが示された。これらの結果は、
これまでp53により制御されると考えられて
いる分子も、皮膚においては p63 により発現
制御を受け、皮膚の発生や再生に関与する可
能性を示している。また、DNp63 は皮膚で主
要に発現する isoform であり、その発現変化
は細胞機能に大きく影響すると考えられる
が、形成後の皮膚における役割は不明な点が
多く残されている。創傷治癒など細胞の遊走

や増殖が必要とされる過程では、DNp63 の下
流分子の役割が重要と考えられるが、ほとん
ど解析されていなかった。本研究では、細胞
外マトリクス蛋白質である matrilin-2 が創
傷治癒過程における細胞遊走に関与する可
能性を示した。 
 また、本研究では標的分子の培養表皮や創
傷治療薬への応用を目指して、特に分泌性の
分子に着目して探索を行っており、TA-ある
いはDNp63 の制御下に存在する複数の分子が
同定された。皮膚の発生や再生における p63
の機能解析とともに、その標的分子の役割を
明らかにすることで早期に臨床応用が期待
できる。今回機能解析を行った GDF15 や
matrilin-2 を含め、p63 標的分子である分泌
性分子の添加、あるいはその抗体や阻害剤に
より発現量や発現時期を調節することで、創
傷治癒過程の促進などを視野に入れた薬剤
への応用が期待できる。 
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図 3  DNp63 ノックダウン(siDNp63)による
matrilin-2 転写活性の抑制(*p<0.05) 


