
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年５月３１日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：慢性光刺激に暴露されたヒト皮膚組織を対象に、酸化ストレス傷害、

抗酸化酵素の発現、酸化ストレスシグナルについて解析を行った。その結果、活性酸素種によ

る核酸傷害のマーカーである酸化型 DNA は変化が認められなかった。一方、脂質過酸化反応

のマーカーとなる HNE が増加し、この HNE はエラスチンと共局在するがコラーゲンとは共

存しないことが判明した。また、種々の抗酸化酵素の中でも、非誘導型である HO-2 の発現誘

導がなされることが初めて明らかとなった。さらに我々は皮膚疾患モデルとして乾癬の皮膚病

変を用いて検討を行った。酸化ストレス障害を起こしている細胞は CyclinE や NFκB と共局

在し、乾癬皮膚病変の指標（BSA）に相関関係にあることが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Intended for human skin tissue was exposed to sunlight long period 
of time, we analyzed that oxidative stress injury, the expression of antioxidant enzymes 
and oxidative stress signaling. As a result, oxidative DNA is a marker of nucleic acid 
damage by reactive oxygen species showed no change.On the other hand, HNE become a marker 
of lipid peroxidation was increased. HNE is not co-localized with collagen, but 
co-localized with elastin. Also, in a variety of antioxidant enzymes, induction of HO-2 
expression is non-inductive type is made for the first time became clear. In addition, 
we were investigated by using the skin lesions of psoriasis skin disease as a model. Cells 
were co-localized with A and B had failed oxidative stress. The failed cell oxidative 
stress was correlated with BSA which is a measure of the skin lesions of psoriasis. 
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１．研究開始当初の背景 
（１） 研究の背景：皮膚組織における酸化
ストレス応答・防御システムの重要性 

皮膚は体表の最外層にあり常に外界から
の様々な刺激にさらされている。太陽光線中
の紫外線は、表皮では有棘細胞癌、基底細胞
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癌などの皮膚の光発癌の原因となり、真皮で
は solar elastosis（光老化の主体）を引き起
こす傷害性刺激である。表皮の光発癌の原因
は紫外線および紫外線に由来する活性酸素
種によるDNA 損傷であると考えられており、
また真皮の solar elastosis の発生にも紫外
線により誘導される活性酸素種が重要な役
割を果たしていることが判ってきている。こ
のような「紫外線曝露→酸化ストレス→光発
癌、光老化」に対して皮膚組織は、superoxide 
dismutase （ SOD ）、 catalase (CAT) 、
glutathione peroxidase（GPx）などの抗酸
化酵素を恒常的に発現することにより対応
していると考えられている。 
 
 
（２） 本研究の着想に至る経緯： 
我々は紫外線露光部および非露光部のヒ

ト皮膚組織を対象に DNA マイクロアレイに
よる発現解析を行った。その結果、Heme 
Oxygenase-1（HO-1）が紫外線により誘導さ
れることを見出した。上記の SOD、CAT、
GPx などの抗酸化酵素が恒常的に皮膚に発
現しているのに対して、HO-1 などの誘導性
抗酸化酵素群は紫外線などの酸化ストレス
刺激に応答し発現誘導される点が極めて特
徴的である。ヒト皮膚組織における HO-1 を
含む抗酸化酵素群の発現誘導の分子機構お
よび酸化ストレスに対する応答機構の詳細
は不明である。酸化ストレス応答性シグナル
伝達経路としては、Keap1―Nrf2 系、
Thioredoxin 系、NF-κB 系の重要性が注目
されており、種々の臓器由来の培養細胞株あ
るいは実験動物を用いた実験が行われ、酸化
ストレス病態との関連性について分子レベ
ルで明らかになりつつある。しかし、実際の
ヒト皮膚組織における紫外線誘導性酸化ス
トレスとこれらシグナル伝達経路との関連
性についての検討・報告は少なく、特に抗酸
化酵素群の発現誘導にまで着目した報告は
見あたらない。ヒト皮膚における紫外線（酸
化ストレス）防御システムにおいて、シグナ
ル応答による抗酸化酵素群の発現誘導は必
須の生体防御系であり、その分子機構の解析
は重要な課題であると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、紫外線露光部（耳前部）、と
同一症例の非露光部（耳後部）のヒト皮膚組
織の病理組織標本および凍結材料を対象に、
（１）組織化学的手法および分子病理学的手
法（レーザーマイクロダイセクション法によ
る特定細胞、組織の分子生物学的解析法）を
用いた紫外線応答シグナル伝達分子群
（Nrf2-Keap1、IκB-NFκB 等）とその下
流で誘導される HO-1 をはじめとする抗酸

化酵素群の発現部位・発現量を蛋白、mRNA 
レベルで精査する、また、（２）酸化ストレ
スにより引き起こされる脂質過酸化、DNA 
損傷（光発癌の原因）の指標である HNE（脂
質過酸化物）、8-OHdG（DNA 酸化産物）を
免疫組織学的に検出し、光老化による組織化
学的変化（elastosis 等）に観察・評価する。
（３）紫外線および種々の活性酸素種をヒト
皮膚繊維芽細胞、ケラチノサイトに作用させ
た際に HO-1 等の抗酸化酵素群が誘導され
うるかを解析する。以上の検討により、①
HO-1 の 発 現 量 と 皮 膚 の DNA 損 傷
/elastosis との関連性、②SOD、CAT、GPx 
などの他の抗酸化酵素群の発現と DNA 損傷
/elastosis との関連性、③HO-1 誘導に関わ
る活性酸素種、を明らかにし紫外線による光
発癌、光老化に応答する酸化ストレス防御シ
ステムにおける HO-1 をはじめとする抗酸
化酵素群発現誘導の分子機構を追求する。
（４）さらに、皮膚疾患モデル（乾癬、アト
ピー性皮膚炎、有棘細胞癌・基底細胞癌・日
光角化症などの光に誘導される皮膚癌など）
を用いて紫外線に誘導される酸化ストレス
障害とこれに対応する抗酸化システム、シグ
ナル伝達がどのように応答するかを検討し、
光に応答する病因を追及していく。 
 乾癬は著明な角化と表皮の増殖変化をき
たす皮膚疾患であり、免疫細胞が産生するサ
イトカインによる持続的な炎症反応による
酸化ストレス障害が病因の１つであると考
えられている。実際、乾癬患者の血中や尿中
で酸化ストレスマーカーである MDA や
8-OHdG の上昇が報告されており、また、抗
酸化作用を持つビタミンＥやセレン含有化
合物の摂取により症状の改善が確認されて
いる。しかし酸化ストレスが病変部の細胞増
殖を促す作用の詳細は未だ不明であり、本研
究では「乾癬における酸化ストレスとその増
殖シグナル伝達に及ぼす作用を検討するこ
とで標的分子を特定し、これを利用した新規
治療を確立すること」を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
これまで酸化ストレス誘導性シグナル伝

達、抗酸化酵素解析の検討は主として組織全
体を用いた発現解析が中心であったが、本研
究の対象となるヒト皮膚組織は角質、表皮、
真皮、基底層からなる heterogeneous な組織
であり、紫外線によるシグナル伝達がオンに
なっている組織部位を特定することが特に
重要であると考えられる。そこで、まずレー
ザーマイクロダイセクション法（LM 法）に
より角質、表皮、真皮、基底層を個々に採取
し、各部位について個別に real time RT-PCR 
法による解析を行い、シグナル伝達に応答し
て発現誘導される抗酸化酵素群の発現部位



を特定する。既に紫外線による発現誘導が明
らかとなっている HO-1 を中心に解析を進め、
また、協調して機能すると考えられる他の抗
酸化酵素に関しても同様の解析を施行する。
次に HO-1 の発現誘導と DNA 損傷/elastosis 
の強さとの関連性を紫外線露光部、非露光部
のヒト皮膚組織を用いて検討し、本分子の紫
外線への応答反応（DNA 損傷抑制、elastosis 
抑制）を実証する。 
 また、乾癬病変部の組織標本を用いて、抗
酸化酵素である SOD,CAT、細胞増殖に関わる
cyclinE,NF-kB、分化マーカーである Notch1, 
keratin10/14について免疫組織学的手法に
よりその発現を解析する。さらに病変部位の
重症度と、各分子の発現との相関関係につい
ても検討する。 
 
 
４．研究成果 
（１）紫外線応答シグナル伝達分子の解析 
 酸化ストレスの標的経路である MAPK を用
いて検討した。抗リン酸化 MAPK 抗体による
免疫組織化学を施行し、リン酸化 p38MAPK 、
リン酸化 JNK、リン酸化 ERK の局在を観察し
た。その結果、リン酸化 p38MAPK は耳後部に
比較して、光露光部である耳前部真皮におい
て強い発現が認められた。また、リン酸化 JNK
は耳前部表皮において特に強い染色性が観
察された。リン酸化 ERKは炎症細胞、表皮血
管内皮細胞内に観察された。リン酸化 ERKは、
耳前部・耳後部においてその発現性に違いは
認められなかった。 
 
（２）脂質過酸化、DNA 損傷の解析 
DNA 損傷は DNA と核酸酸化物の指標である

8-OHdGを用い、脂質の過酸化は HNE を用いて
検討した。すべての症例(耳前部、耳後部)に
おいて 8-OHdGの染色性は認められなかった。
耳前部皮膚(露光部)では、耳後部皮膚(非露
光部)に比較して表皮・真皮ともに HNE の染
色性が高かった。エラスチンおよびコラーゲ
ンと HNE との 2 重染色を施行した結果、耳前
部皮膚では HNEとエラスチンが共局在してい
た(図１A)。耳後部皮膚では共局在は見られ
なかった。いっぽう、コラーゲンと HNEの共
局在は全く観察されなかった(図１B)。 

図１A       図１B 
 

 
共焦点レーザー顕微鏡でも HNEとコラーゲ

ンは主として別々の部位に観察された。 

 
（３）抗酸化酵素の解析 
①HO-1 の発現量解析 
HO-1は、酸化ストレスに応答して発現が亢

進し、細胞の保護に働く誘導型 HO 分子であ
る。いっぽう、HO-2は、構成的(constitutive)
に発現する非誘導型 HO であると報告されて
いる。免疫染色の結果、HO-1 は耳前部・耳後
部とも発現し差を認めなかった。しかし、
HO-2は耳前部・耳後部表皮の細胞質で発現し
ていた。HO-2は、耳後部真皮層と比較して耳
前部真皮層において発現が著明に増加して
いた。この免疫組織化学の結果を確認するた
めに、laser microdissection 法を用いて耳
前部、耳後部の表皮、真皮の組織をマイクロ
ダイセクションし、得られた組織から RNA を
抽出し、quantitative real time RT-PCR 法
を施行し mRNA の定量を行った。その結果、
耳後部に比較して耳前部真皮では HO-2 の
mRNA の発現が有意に高いことが判明した(図
2)。 

ヒト皮膚組織を用いた HO-2 の吸収試験を
行ったところ、HO-2 の免疫反応性は吸収の度
合いにより徐々に低下しており、HO-2の免疫
組織化学の特異性が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 

 
②抗酸化酵素群の解析 
 Mn-SOD は真皮の付属器周囲に特に強い局
在性を認めた。また、Mn-SOD は耳後部真皮の
線維芽細胞および付属器周囲の炎症細胞の
細胞質に顆粒状の染色像を示したが、耳前部、
耳後部で差を認めなかった。Cu/Zn-SOD は表
皮と付属器に染色されたが、耳前部、耳後部
で差を認めなかった。CATは真皮の脂腺の核、
表皮顆粒層の細胞質に顆粒状の局在性を示
した。Real-time RT PCRを用いて定量も行っ
たが有意差を認めなかった。 
 
（４）皮膚疾患モデル（乾癬）での解析 
①酸化ストレスマーカーの発現解析 
 乾癬の病変部において、免疫染色の結果、
HNE は表皮上層を中心に発現の亢進を認め、
抗酸化酵素（SOD）は発現が低下しており、
乾癬では酸化ストレスが増加していると判
明した。 
②増殖・炎症マーカーの発現解析 
酸化ストレスが亢進している細胞では、細

胞周期の G1/S期に重要な分子である cyclinE



が HNEと共局在を認め、さらに HNE は NF-ｋB
とも共局在を認めた。さらに、cyclinE/ NF-kB
陽性細胞数は乾癬の病変面積（Body surface 
area:BSA）と相関していた（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
       図３ 
 
③分化マーカーの発現解析 
 病変部では基底細胞のマーカーである
keratin14 と有棘細胞のマーカーである
keratin10 の両者を発現する異常な細胞が認
められた。また、分化マーカーである Notch1
は病変部の表皮下層で発現が低下しており、
酸化ストレス亢進している病変部では分化
異常が存在し、正常な表皮細胞増殖が妨げら
れていることが明らかになった。 
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