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研究成果の概要（和文）： 近年、表皮のバリアに重要な角層細胞間脂質を輸送する蛋白質であ

る ABCA12 の機能欠損が道化師様魚鱗癬の病因であることが解明された。これまでに遺伝性角

化症の治療は、対症治療が中心であり、ABCA12 の機能をさらに詳しく解析することにより、

病態の本質に沿った治療法の開発が期待される。本研究では、ヒトリコンビナント ABCA12
を得るために、リポソームを用いて哺乳類細胞へトランスフェクションして発現誘導を試みた。

また、ABCA12 の発現が抑制されている細胞株を樹立し、ABCA12 補充による脂質輸送の改善

についての検討を行う。ABCA12 含有リポソームの調製と効果の検証を行うことは極めて重要

であり、病態の本質に沿った治療法の開発のために有効となる。 
 
研究成果の概要（英文）： Recently, it was reported that ABCA12 works as an epidermal 
keratinocyte lipid transporter and that defective ABCA12 results in a loss of the skin 
lipid barrier, leading to Harlequin Ichthyosis. Until now, the mainstream of the 
treatments of hereditary keratosis were supportive measures. The development of 
the treatment method along the pathophysiology of HI is hoped by analyzing the 
function of ABCA12 more in detail. In this study, to prepare recombinant ABCA12, its 
expression vector was transfected to mammalian cells using liposomes. Moreover, we 
aimed to establish the stable cell line of which the expression of ABCA12 is suppressed, 
and the improvement of the lipid transport by the ABCA12 replacement is examined. 
It would be interesting to further examine improvement of lipid transport by 
supplementation of ABCA12 using liposomes.  
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1. 研究開始当初の背景 
ABCA12 は 12 種のトランスポーターと１つ

の偽遺伝子からなる ABC トランスポーター

のサブファミリーA に属するトランスポータ

ーである。ABCA12 は 2595 個のアミノ酸残

基により構成され、12 個の膜貫通領域、2 つ

の ATP 結合領域を持つ膜蛋白質である

(Annilo T,et al., Cytogenet Res, 2002)。
ABCA12 は表皮顆粒層に局在し、超微細形態

学的にはケラチノサイトの細胞質内の層板

顆粒に局在する(Akiyama M, et al., J Clin 
Invest, 2005)。道化師様魚鱗癬（Harlequin 
ichthyosis:HI）患者表皮の電子顕微鏡による

超微細形態学的観察では有棘層上層から顆

粒層の細胞に異常な層板顆粒が認められ、角

化した細胞内には異状な脂肪滴が多量に蓄

積している。これらの所見より、ABCA12 遺

伝子変異を有する HI 患者の表皮では、顆粒

層細胞での層板顆粒の形成と層板顆粒を有

した脂質輸送の障害があると考えられてい

る。ABCA12 によって輸送された脂質は層板

顆粒の中に蓄積され、最終的にはケラチノサ

イトの終末分化である角化の際に細胞外に

放出されて、角層間脂質を形成すると考えら

れている。この ABCA12 に機能欠損、機能

低下があると、表皮ケラチノサイト内で脂質

は層板顆粒に正常に蓄積されず、角化におい

て角層細胞間脂質の低形成もしくは形成異

常が起こり、皮膚表面の著明なバリア機能障

害を引き起こす。その結果、全身皮膚の著明

な代償性の過角化、すなわち魚鱗癬となる。

秋山らは、HI 患者由来の培養表皮細胞に正

常な ABCA12 遺伝子を導入することにより、

グルコシルセラミドの輸送障害を改善する

ことに成功している。グルコシルセラミドは、

皮膚の角化の過程において角化細胞間に分

泌されてセラミドとなり皮膚角層のバリア

機能の重要な要素となる。一方、遺伝子治療

の臨床応用試験は、1990 年代以降米国を中

心に精力的に行われてきた。遺伝子を細胞内

に導入するベクターとしてはレトロウイル

スなどのウイルスベクターと、リポソームな

どの非ウイルスベクターに大別されるが、遺

伝子導入率、発現効率ではウィルスベクター

が有利であるが、安全性を考えると非ウイル

スベクターを用いるのが望ましいとされて

いる。 
 
2. 研究の目的 
近年、表皮のバリアに重要な角層細胞間脂質

を輸送する蛋白質である ABCA12 の機能欠

損が最重症の遺伝性皮膚疾患・道化師様魚鱗

癬の病因であることが解明された。本研究で

は ABCA12 リコンビナント蛋白質を調製し、

ABCA12 蛋白質をリポソームを用いて再構

成し、ABCA12 ノックダウン細胞へ導入する

ことでグルコシルセラミドの輸送障害が改

善するかどうか調べることが第一の目的で

ある。さらに、ABCA12 遺伝子変異を持つ

HI 患者由来培養表皮を免疫不全マウスの背

部に移植した HI の病変を再構築したモデル

に、リポソームに封入した正常な ABCA12
蛋白質を導入し、表皮のグリコシルセラミド

の分布が改善するかどうかを調べることを

目指して検討を行う。まず、ABCA12 を輸送

する為のリポソームの調整を行い、細胞レベ

ル、組織レベルでの補充について、上記の検

討を行うこところまでを本研究では行う予

定である。その後の展望としては、疾患モデ

ルマウスを作成し、全身性投与（経口、経静

脈的）、経皮的投与にて治療応用を試みるこ

とを最終的な目標としている。これにより病

態の本質に沿った HI 患者の新規治療法の開

発へと結び付けたい。 
 
3. 研究の方法 
ヒト ABCA12 の cDNA 配列を発現ベクター

に組み込み、哺乳類細胞（293 細胞）に形質

転換した後、ABCA12 安定発現株を樹立する。

発現したヒト ABCA12 蛋白質をアフィニテ

ィークロマトグラフィーにて精製を行い、高

純度 ABCA12 精製蛋白質を得る。ABCA12
は膜蛋白質のため、不溶化や凝集が精製過程

での可溶化などの検討が必要となる。具体的

には、尿素やグアニジン塩酸塩、界面活性剤

などを用いて検討を行う。リポソームに用い

る脂質やコレステロールなどの混合したリ

ピッドフィルムを調製し、リポナイザーを用

いてショ糖溶液に懸濁する。超音波処理後、

フィルターにて粒子径を整えたリポソーム

を調製する。この際、リポソームの粒子径や



Z 電子についての評価を行って最適化する。

ABCA12 の siRNA を設計し、ABCA12 ノッ

クダウン細胞株を樹立する。調製した数種類

のヒト ABCA12 蛋白質リポソームについて

ABCA12 ノックダウンした細胞へ導入する。

高カルシウム条件で培養を行い、細胞内のグ

ルコシルセラミドの輸送の改善をグルコシ

ドセラミドに対する抗体を用いて免疫組織

化学的手法により検討する。ABCA12 遺伝子

変異を持つ HI 患者由来培養表皮を免疫不全

マウスの背部に移植した HI の病変を再構築

したモデルに、リポソームに封入した正常な

ABCA12 蛋白質を導入し、表皮のグリコシル

セラミドの分布が改善するかを免疫組織学

的検索、電子顕微鏡を用いて超微細構造学的

に解析する。 
 

4. 研究成果 

細胞への ABCA12 の補充を試み、脂質輸送

が改善するか検討するため、次の実験を行っ

た。ABCA12 リコンビナント蛋白質を調製す

るために、ヒト ABCA12 のコンストラクト

を哺乳類細胞（293 細胞）へカチオニックリ

ポソームを用いてトランスフェクションし、

発現の誘導を試みた。ABCA12 の強制発現に

ついて、抗 ABCA12 抗体を用いたウエスタ

ンブロッテイング法により解析を行うこと

で、現在、ABCA12 の安定発現株の樹立を目

指して、より効率よく発現する条件を検討し

たが、充分な ABCA12 を発現するクローン

は今のところ得られておらず、さらなる検討

を試みている。また、siRNA を設計（Table.1)、
合成し、安定的に ABAC12 をノックダウン

する発現株を調製した。ABCA12 蛋白導入に

用いるリポソームを調製し、粒子径（Fig.1）
および Z 電位（Fig.2）の測定を行って最適

化した。今後、ABCA12 を効率良く発現して

いる安定発現株を得ることによって、

ABCA12 を導入タンパク質として調製する

ための原料を得ることができ、また、

ABCA12 が安定的に発現抑制されている細

胞株の樹立によって、ABCA12 の補充による

脂質輸送の改善についての検討を行うこと

が出来ると考えられる。以上の実験結果を踏

まえて、今後、ABCA12 含有リポソームの調

製と効果の検証を行う系を構築することは

極めて重要であり、病態の本質に沿った治療

法の開発が期待できる。 
 

 

Table.1 siRNA sequences for human ABCA12  

Target sequences 

1    GAAAGAAGAUUUAAGGAGA  
2    GCUAAAAGGCUCUACAAAA  
3    GUGACAUGCUACUGGGUAA  
4    CAACAUCAGCAUUGGGAUA  
5    CAGAAGAAGUACAGAACAA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 Diameter of liposome       Fig.2 Zeta potential of liposome 
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