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研究成果の概要（和文）： 

 皮膚の病態生理を考える上で脂質が非常に重要な要素であることは、多様な脂質メディエー
ターが外的刺激により皮膚で産生すること、表皮角質のバリア機能の形成に脂質が必須である
ことから明白である。脂質代謝の破綻は皮膚病態と密接に関連していることが予想されるが、
皮膚の恒常性維持および病態における脂質ネットワークの役割は充分に理解されていない。本
研究ではリン脂質を加水分解する細胞外分泌性ホスホリパーゼ A2（sPLA2）のうち、IIF型 sPLA2

が表皮角質層の形成に関与すること、X型 sPLA2が体毛の恒常性維持に関与することを見出した。 
 

 

研究成果の概要（英文）： 

Although lipid metabolism is thought to be important for proper keratinocyte differentiation and skin 

barrier function, the molecular mechanisms that underlie these processes in the epidermis remain 

incompletely understood. We now show that group IIF PLA2, a member of the sPLA2 family, is 

dominantly expressed in the suprabasal layer of mouse epidermis and that gene-engineering of Pla2g2f in 

mice leads to dysregulated skin homeostasis. On the other hand. the spatiotemporal expression of 

sPLA2-X in hair follicles, the presence of skin-specific machinery leading to sPLA2-X activation, a 

functional link of sPLA2-X with hair follicle homeostasis, and compartmentalization of the prostanoid 

pathway in hair follicles and epidermis. 
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水分解するホスホリパーゼ A2 (PLA2)は、リゾ
リン脂質と遊離脂肪酸を産生する。産生され
た遊離脂肪酸はリゾリン脂質とともに様々
な脂質メディエーターに代謝され、様々な生
体機能に関与している。PLA2は 30種類以上の
分子種が認められ、構造上の特徴、触媒メカ
ニズム、局在および進化的関係から複数のグ
ループに大別される。PLA2の筆頭格は細胞膜
リン脂質からアラキドン酸を遊離する細胞
質型 PLA2(cPLA2)であり、プロスタグランジ
ン(PG)やロイコトリエン(LT)などの脂質メ
ディエーターへの代謝につながっていくこ
とから、cPLA2遺伝子欠損マウス(KO)による
知見は、細胞膜情報伝達に関連したアラキド
ン酸遊離のかなりの部分を説明するもので
あった。しかしながら cPLA2以外の細胞外分
泌性 PLA2 (sPLA2)群や細胞内 Ca2+非依存性
PLA2 (iPLA2)群は、それぞれが PLA2ファミリ
ー全体の約３分の１を占める最大のサブグ
ループであるのにも関わらず、一部を除いて
機能が不明であった。ここ数年来、sPLA2群や
iPLA2 群のアイソザイムの遺伝子過剰発現マ
ウス(Tg)や KO マウスの樹立、ならびに質量
分析等による脂質分子種の網羅的解析技術
の進歩により、PLA2分子群の機能は「アラキ
ドン酸代謝」の既成概念に留まらず、細胞内
外に存在する様々なリン脂質の代謝を制御
する多様な生命応答に関与することが明ら
かになってきた。 
細胞外に分泌される sPLA2 群は、各分子種

が異なる組織で発現し、様々な酵素学的特徴
を示すことが知られており、分子種固有の生
命現象に関与することが予想される。研究開
始当初、申請者のグループでは、V型 sPLA2-Tg
の肺障害、III型 sPLA2-Tgの動脈硬化への憎
悪を見出していた。さらに、X 型 sPLA2-Tg/KO
マウスの痛覚異常、III 型 sPLA2-Tg/KO の生
活習慣病及び炎症・アレルギー応答の変化、
KO の生殖障害を解析中であった。これらの
sPLA2各分子種のTgおよびKOマウスの表現型
は概ね相補的であり、分子種固有であること
から、各 sPLA2 分子種が生体内の異なるリン
脂質に作用して特有の生命応答に関わるこ
とが強く示唆されていた。 
sPLA2分子群の Tg を網羅的に作製したとこ

ろ、X型および IIF型 sPLA2は第一毛周期に一
過性の脱毛、著しい皮脂腺肥大および表皮角
質化が認められた。皮脂は遊離脂肪酸・中性
脂質・ワックスなどから構成されているが、
皮膚における膜リン脂質代謝に着目した研
究はこれまでに殆ど行われてきていない。皮
膚の病態生理において、脂質は非常に重要
であり、脂質代謝経路の破綻は様々な皮膚
疾患と関わることが想定されるが、皮膚病態に
おける脂質代謝ネットワークの役割について
は十分理解されていなかった。 
 

２．研究の目的 

本研究では、これまでに得られた知見を足
がかりに、皮膚生理機能における sPLA2 群の
作用機序を総合的に解析することを目的と
した。 
 

３．研究の方法 

(1）マウスの皮膚局所における sPLA2 群の発
現解析 
 sPLA2 群は皮膚組織において発現分布が違
い、各々固有の基質特異性、酸化脂肪酸代謝
産物を有していることが示唆されている。皮
膚における sPLA2 群の発現をノザンブロット
および定量的ＰＣＲ法およびマウスの皮膚
からレーザーマイクロダイセクション法に
より表皮および毛包を単離し定量的ＰＣＲ
で同定する方法、を用いて sPLA2 分子群の発
現解析を行った。さらに免疫組織染色および
をおこない発現細胞の同定を行った。 
(2）遺伝子改変マウスを用いた解析 
 申請者のグループでは sPLA2 群の遺伝子欠
損マウス(KO)および遺伝子過剰発現マウス
(Tg)を保有している。これらのマウスを用い
て組織学的な所見や病態生理学的な所見を
野生型マウスと比較して検討した。 
(3）生体内における脂質分子に関する解析 
 遺伝子改変マウス皮膚から脂質を抽出し、
四重極-リニアイオントラップ型質量分析計
4000QTRAP を用いて包括的プロファイリング
を行った。 
(4）培養細胞を用いた解析 
 遺伝子改変マウス皮膚からケラチノサイ
トを単離し、in vitro で CaCl2により分化さ
せて機能解析を行った。 
(5）ヒトへの応用 
 遺伝子改変マウスの表現型を理論基盤と
して、ヒトの皮膚疾患組織における各 sPLA2

分子種の発現を定量的 RT-PCR、免疫組織染色、
質量分析による網羅的脂質解析により調べ
た。 
 
４．研究成果 
(1) 皮膚における内在性 sPLA2の発現解析 
 マウス各種臓器を用いたノザンブロット
解析ならびにマウス全身の薄切切片を用い
た in situ hybridizationの結果、IIF型 sPLA2 
mRNA は皮膚にほぼ限局的に強く発現してい
ることが判明した。皮膚における各種 sPLA2

の発現をマイクロダイセクションを用いた
定量的 PCR 法で調べると、IIF 型 sPLA2 mRNA
は sPLA2 分子種の中でも圧倒的に多く表皮に
発現していた。さらに、IIF型 sPLA2の抗体を
用いてマウス皮膚の免疫組織染色をおこな
うと、この酵素は表皮の顆粒層から角質層に
分布し、表皮角質化に伴って発現が強くなる
ことが示された。 
 一方、体毛は成長期（胎生期－生後 16日）、



 

 

退行期（生後 16 日-19 日）、休止期（生後
19-28 日）のステージを経て、以後同様のサ
イクルを伴う。免疫組織化学染色および定量
的 PCRの詳細な検討から、皮膚全体における
内在性 X型 sPLA2の発現は極めて低いものの、
この酵素は毛包の外根鞘に局在していた。さ
らに、毛周期に同調して X 型 sPLA2の発現量
が変動し、増殖期に増加し、退行期から休止
期に減尐することが明らかとなった。 
 マウスに接触性皮膚炎を施し、sPLA2との関
連性を調べると、耳介の肥厚に伴って IIF 型
sPLA2の発現量が増加するが、X 型 sPLA2の増
加は認められなかった。さらに、ヒト正常皮
膚の腹部、乾癬および皮膚ガンにおける表皮
の肥厚部において、IIF型 sPLA2が発現してい
ることが認められたが、X型 sPLA2の発現は認
められなかった。 
(2）IIF型 sPLA2-Tg の表現型 
 接触性皮膚炎時に誘導されるレベルに匹
敵する IIF 型 sPLA2を構成的に過剰発現させ
たマウス（IIF 型 sPLA2-Tg）では、表皮の肥
厚、脱毛、および角質の過形成、表皮関連遺
伝子群（S100a9、Filaggrin、Krt1、Krt14）
の増加が認められ、特に最上層（角質層）に
発現している遺伝子ほど増加の度合いが高
いことから、角質層の構成に大きな変化があ
ることが示唆された。走査電子顕微鏡により
皮膚表面の超微細構造を観察すると、対照マ
ウスの皮膚表面は細かな敶石様に観察され
たが、Tgマウスの皮膚表面は大きく魚鱗状に
肥厚していた。実際に、表皮肥厚および角質
過形成を伴うヒト乾癬および扁平上皮癌な
どの病態表皮部では IIF 型 sPLA2が強く発現
していたことから、表皮における IIF型 sPLA2

の発現の増加は皮膚病態とリンクすること
が示唆された。 
(3）IIF 型 sPLA2 遺伝子欠損マウス(pla2g2f 
-/-)の解析 
pla2g2f -/-の出生直後の皮膚組織切片を形
態学的に観察すると、表皮の厚さは対照に比
べ薄かった。pla2g2f -/-より単離した表皮
角質細胞は、超音波処理による機械刺激に対
し対照に比べ脆弱であり、走査電子顕微鏡を
用いて pla2g2f -/-皮膚表面の超微細構造を
観察すると、表皮形成は不完全であることが
認められた。さらに、表皮の水分蒸散量を測
定すると、pla2g2f -/-では対照と比較して
約２倍量の水分が蒸散し、表皮における水分
保持能が低下していることが示された。次に
マウス皮膚からケラチノサイトを単離し、in 
vitro で CaCl2 により分化させると分化マー
カーである keratin 1 の発現が増加するとと
もに内在性 IIF 型 sPLA2の発現誘導が認めら
れた。しかし、pla2g2f -/-から単離した細
胞では keratin 1 の増加が認められず、IIF
型 sPLA2 はケラチノサイト分化への関与が示
唆された。一方、マウスに接触性皮膚炎を引

き起こすと、表皮肥厚に伴って IIF 型 sPLA2

の発現が増加したが、pla2g2f -/-に適用す
ると表皮肥厚が減弱した。 
(4）皮膚における IIF 型 sPLA2依存的脂質代
謝の解析 
マウス皮膚のホモジネートを作成し、14C 標識
ホスファチジルエタノールアミンと反応さ
せて PLA2活性を測定した。その結果、pla2g2f 
-/-の皮膚から調整したホモジネートを酵素
源とすると対照に比べ PLA2 活性が低下した
が、IIF 型 sPLA2-Tg の皮膚ホモジネートの
PLA2活性は対照に比べ増加した。pla2g2f -/-
および IIF型 sPLA2-Tgマウス皮膚から脂質を
調整し質量分析計を用いて包括的プロファ
イリングを行った。その結果、IIF 型 sPLA2

はホスファチジルコリン(PC)を標的基質と
せず、高度不飽和脂肪酸を含むホスファチジ
ルエタノールアミン(PE)のみを基質とする
ことが明らかになった。さらに IIF 型 sPLA2

の作用により 9-HODE と 10,17-ジヒドロ DHA
（プロテクチン D1）が産生することが示され、
現在これらの酸化脂肪酸と皮膚病態生理機
能との関連について解析を進めている。 
(5) X型 sPLA2-Tgの表現型 
X 型 sPLA2-Tg では、IIF型 sPLA2-Tgと同様に
体毛の歪曲を伴う一過性の脱毛、表皮の肥厚
および皮脂腺の膨張といった皮膚異常が認
められた。脱毛の著しい生後 25 日の皮膚を
用いたマイクロアレイと定量的 PCRの結果か
ら、このマウスの皮膚では表皮細胞の最終分
化が亢進していることが示された。一方、質
量分析計を用いて脂質成分を分析すると、
sPLA2-Xは PC を標的基質とせず、高度不飽和
脂肪酸を含む PE のみを基質とすることが明
らかになった。 
(6) X 型 sPLA2 遺伝子欠損マウス(Pla2g10 
-/-)の解析 
X型 sPLA2-Tgで皮膚異常が認められた生後 25
日の Pla2g10 -/-の皮膚を用いてマイクロア
レイ解析をおこなうと、X型 sPLA2-Tgの遺伝
子変化に対応するような真逆の変化は認め
られなかったが、Pla2g10 -/-の皮膚では体
毛に局在するケラチン遺伝子群の選択的な
低下が認められ、sPLA2-X は体毛の機能に何
らかの関連があるのではないかと推察され
た。体毛の伸びが盛んな成長期中期（生後 8
日）の Pla2g10 -/-の皮膚の組織では、体毛
の数に変化は認められないものの、毛包関連
遺伝子の発現低下、体毛の歪曲、外根鞘の形
成不全、メラニン顆粒の増加が認められた。
しかしながら Pla2g10 -/-の毛包では予想に
反して PGE2 の産生が増加しており、sPLA2-X
は尐なくとも PGE2 産生経路とは直接リンク
していないことが判明した。 
 
 
図１ sPLA2と皮膚 
皮膚の最も外側を構成する表皮は基底層、有棘層、顆粒



 

 

層、角質層から成り立っている。IIF型 sPLA2は角質層、
顆粒層、有棘層に局在し、表皮角質分化に関与する。ま

たこのアイソザイムは表皮肥厚を伴う皮膚病変におい
て発現が増加する。X 型 sPLA2 は体毛の外根鞘に局在し
ており、毛周期に応じて発現量が変化する。さらに、こ

のアイソザイムは体毛の形成に関与する。 

 
以上の結果から、角質層、顆粒層、有棘層に
局在する IIF 型 sPLA2は表皮角質分化に関与
する。またこの酵素は表皮肥厚を伴う皮膚病
変において発現が増加する。一方、体毛の外
根鞘に局在し、毛周期に応じて発現量が変化
する X型 sPLA2はは体毛の形成に関与する（図
１）。脂質代謝酵素である sPLA2が皮膚におい
て分子固有的に局在しており、各々が特徴的
な機能を持つことが明らかとなった。これら
の研究成果を理論基盤として sPLA2 を標的と
した創薬につながることを期待する。 
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