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研究成果の概要（和文）： 

皮膚悪性腫瘍形成における HB-EGFの役割を明らかにするために表皮特異的

HB-EGF欠損マウスと HB-EGF強発現マウスを作製し、化学発がん、紫外線照射による発

がんについて検討した。 HB-EGF強発現マウスではパピローマ、扁平上皮がんともコ

ントロールと比較して早期に発生し、かつ発生数も多かった。逆に HB-EGF欠損

マウスでは腫瘍発生は少なかった。以上の結果から、生体内における HB-EGFの

過剰発現が皮膚悪性腫瘍の発生に重要な役割を果たしていることが明らかとな

った。  

 
研究成果の概要（英文）： 
In order to clarify the role of HB-EGF in skin carcinogenesis, I produced the 
keratinocyte-specific HB-EGF deficient mouse and the keratinocyte-specific 
tetracycline-inducible HB-EGF transgenic mouse, and then chemical and ultraviolet 
induced carcinogenesis studies were performed. Papilloma and squamous carcinoma were 
detected at an early stage in HB-EGF transgenic mice compared to control. Conversely, 
there was little tumor generating in HB-EGF deficient mice. Taking together, 
overexpression of HB-EGF in vivo plays important roles in the pathogenesis of skin tumor 
formation. 
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１．研究開始当初の背景 

表皮の増殖・分化は多くの細胞成長因子

により制御されており、最も重要なもの

としては EGF ファミリーが知られている。

表皮角化細胞の増殖には TGF-lpha、

amphiregulin、HB-EGF、epiregulin、
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betacellulinなどの EGFファミリー細胞

成長因子が中心的な役割を果たしている。

これらは autocrineおよび

cross-inductionと呼ばれる特徴的な様

式で作用し、ひとつの因子が表皮細胞表

面の EGF receptorと結合すると、その細

胞成長因子自身と同時に他の細胞成長因

子も表皮細胞によって産生され、極めて

効率的に増殖を増幅するシステムである。

（Shirakata, J Biol Chem 2000） 

角化細胞がなぜ 5種類もの EGF family

細胞成長因子を産生するのかは大きな謎

であった。即ち、これら 5種の細胞成長

因子が特異的な作用を持つのか、あるい

は単に相補的に作用するのかについては

検討がなされていなかった。我々は

HB-EGFに注目し、in vivoでの機能明ら

かにする目的でノックアウトマウスの作

製を試みた。しかし、HB-EGF は胎性致死

となり、その後の解析は不可能であった。

この結果より逆に HB-EGFは非常に重要

な因子であることが想定された。この問

題を解決する目的で表皮特異的 HB-EGF

ノックアウトマウスを作製した。このマ

ウスは、外見は正常であるが、創傷治癒

が遅延することを発見し、さらに、HB-EGF

は創傷治癒の早期に誘導されることを見

いだした（Shirakata, J Cell Sci 2005）。

一方、TGF-lpha, epiregulinのノック

アウトマウスでは創傷治癒の遅延がみら

れないという報告とてらしあわせると、

HB-EGFは表皮の外界からの刺激に対し

て迅速に反応し、表皮の恒常性の維持に

重要な役割を果たしていることが示唆さ

れた。次ぎに HB-EGF が表皮において強発

現すれば過増殖状態、すなわち乾癬に似

た病態を形成すると仮定し、トランスジ

ェニックマウスの作製を試みたが系統維

持ができなかった。そこで表皮特異的誘

導型 HB-EGF トランスジェニックマウス

を作製した。このマウスは出生後にドキ

シサイクリンを投与することにより

HB-EGFの発現を誘導することができる

マウスである。これまでに創傷治癒、乾

癬における HB-EGF の重要性について明

らかにしてきたが、表皮の恒常性の破綻

の一つが創傷治癒であるならば、もう一

つの恒常性の破綻が悪性腫瘍形成である。

創傷治癒において HB-EGFが重要な働き

を担っていることから、皮膚悪性腫瘍形

成においても HB-EGFが重要な働きをし

ているのではないかと考えた。 

 

２．研究の目的 

HB-EGF の表皮における発癌機構への関与

を明らかにすることを目的とする。皮膚特

異的 HB-EGF 欠損マウスとテトラサイクリ

ン誘導型表皮特異的 HB-EGF 強制発現マウ

スを用いて、皮膚腫瘍形成（化学発癌と紫

外線発癌）における HB-EGFの役割について

解明する。 

 

３．研究の方法 

（１）lox-HB-EGFホモマウスとケラチン5

プロモーターで発現するcre発現マウスと

の 交 配 を 繰 り 返 す こ と に よ り

K5-Cre/HB-EGFlox/loxマウス（表皮特異的

HB-EGFノックアウトマウス:HB-EGF KO）を

作製する。テトラサイクリン誘導型表皮特

異的HB-EGFトランスジェニックマウスは

pTRE-HB-EGFマ ウ ス と K5-rtTA-TGマ

ウスを作製し、それぞれを交配する

ことにより作製する。 

 

HB-EGFノックアウトマウス、トランスジェ

ニックマウスを用いた化学発癌実験

（2-step carcinogenesis） 

HB-EGF KO、HB-EGFTG,コントロールマウス

それぞれ20匹の背部に50μgのDMBAをアセ

トン200μlに溶解し塗布する。１週後より、

週１回の割合で、 TPA（ 5μg/ aceton 

200μl）を塗布する。20週間塗布後TPAは

中止し、30週後まで観察する。出現してき

たpapillomaの数、大きさを測定しそれぞ

れのマウス間で比較検討する。30週後にす

べてのサンプルを回収し、HE染色にて腫瘍

を観察する。 

 

UV 照射によるマウス皮膚への in vivoでの

影響 

マウス背部を除毛し、UVを照射し、MED(最

小紅斑濃度)を測定する。MED を超過しない

量で週 3 回マウス背部に UV を照射する。UV

照射による皮膚の変化における 

 

UV-induced carcinogenesis 

段階的に照射量を増加させ方法で検討する。

表皮特異的 HB-EGF ノックアウトマウスと



 

 

コントロールマウスの背部を毛剃りしたの

ち、紫外線を週に 3回照射する。紫外線照

射量は段階的に増量する。17 週以降は

6.0kJ/m2照射し、腫瘍形成が認められるま

で照射する（約 40 週頃まで）。非照射群は

毛剃りのみで飼育する。各群で腫瘍を発生

したマウスの数、発生した腫瘍の数、大き

さを毎週モニタリングする。最終段階でサ

ンプルを回収する。 

 
４．研究成果 

lox-HB-EGF ホモマウスとケラチン 5

プロモーターで発現する cre 発現マ

ウ ス と の 交 配 を 繰 り 返 す こ と に よ り

表皮特異的 HB-EGF ノックアウトマウ

ス :HB-EGF KO を 作 製 し た 。

pTRE-HB-EGF マウスを作製し、C57/Bl6

マウスと交配を繰り返した。表皮特異

的 に 発 現 誘 導 さ せ る た め に

K5-rtTA-TG マウスを作製し、これも

増殖させ C57/Bl6 マウスとバックク

ロスした。C57/Bl6 のバックグラウン

ドをもつ 2 種類のマウスを交配し、

pTRE-HB-EGF(+) K5-rtTA-TG(+) マ ウ

ス（ K5TetOnTG）を得た。この表皮特

異的テトラサイクリン誘導型 HB-EGF

トランスジェニックを繁殖させた。ド

キシサイクリン非投与下で K5TetOnTG

マ ウ ス を 長 期 間 観 察 し た が 明 か な 皮

膚の表現型は見られなかった。  

 

次 ぎ に テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 型

HB-EGFTG を繁殖させた。このマウス

を出生時から 30 週齢まで観察したが、

ド キ シ サ イ ク リ ン 非 投 与 で は 皮 膚 の

明らかな異常は認めなかった。 12 週

齢 か ら ド キ シ サ イ ク リ ン 配 合 餌 に 変

更したマウスでは投与 2 週後頃より

皮 膚 の 肥 厚 が み ら れ る よ う に な り 紅

斑、鱗屑と過角化がみられた。組織学

的検索では過角化、錯角化、表皮の肥

厚 と 真 皮 内 炎 症 性 細 胞 浸 潤 が 認 め ら

れ、尋常性乾癬の病変と類似していた。

50 週齢まで観察したが皮膚癌の自然

発生はみられなかった。  

 

さらにこのマウスを用いて TPA を用
い た 化 学 発 癌 に つ い て 検 討 し た と こ
ろ、パピローマ、SCC ともコントロー
ルマウスと比較して早期に発生し、か

つ発生数も多かった。逆に HBEGFKO マ
ウ ス で は パ ピ ロ ー マ の 発 生 数 が 少 な
く、SCC の病態を示すものはほとんど
みられなかった。また紫外線照射によ
る影響では、コントロールマウスと比
較して HB-EGFTG マウスではパピロー
マが比較的早期に発生し、発生数も多
くみられた。一方、 HB-EGFKO マウス
で は パ ピ ロ ー マ は ほ と ん ど 発 生 し な
かった。  
以 上 の 結 果 か ら 、 生 体 内 に お け る
HB-EGF の過剰発現が皮膚悪性腫瘍の
発 生 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ
とが明らかとなった。  
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