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研究成果の概要（和文）：本研究では、まずフィラグリン(FLG)のN末領域（proFLG-ABT）によるDNA分解におけ
るDNase1L2、DNase２、TREX2、CADの関連を検討したが、直接的な関与はなかった。一方、分化した角化細胞に
おいて核内にFLGのN末端とAIFが共局在し、かつTUNEL陽性であった。さらにAIFの発現抑制によりDNA分解は有意
に阻害された。
proFLG-ABTと核内で結合する蛋白質の解析では、ERH、SOCS7、eIF6の表皮角化細胞での発現が確認され、さらに
SCCにおける発現を検討したところ、ERHの核での強発現がみられ、ERH抑制によりSCC細胞の増殖が抑制されるこ
とが見出された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the mechanism of DNA degradation by the 
N-terminus of profilaggrin (proFLG-ABT). We first investigated the involvement of DNase1L2, DNase2, 
TREX2, and CAD in this process. However, no involvement was observed. In contrast, in differentiated
 keratinocytes, the N terminus of proFLG and apoptosis inducing factor (AIF) were colocalized within
 the nucleus and the cells were positive for TUNEL staining. Furthermore, DNA degradation was 
significantly inhibited by the suppression of AIF. 
In the analysis of proteins that can bind to proFLG-ABT within the nucleus, we investigated the 
expression of ERH, SOCS7, and eIF6, which were confirmed to be expressed in the normal epidermis. 
Furthermore, in cutaneous squamous cell carcinoma (SCC), ERH was strongly expressed in the nucleus 
of tumor cells, and the proliferation of SCC cells (HSC-1 cells) was inhibited by the suppression of
 ERH.

研究分野： 表皮細胞生物学

キーワード： フィラグリン　DNA分解　細胞死　カルパイン１　ERH

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の特色は角化において重要な役割を担うフィラグリンを中心に表皮角化細胞のDNA分解機序を解析したこ
とである。近年表皮角化細胞の細胞死はコルネオトーシスと呼ばれる特殊な細胞死であることが提唱され、この
細胞死の機序の全容解明は表皮細胞生物学の発展のみならず様々な疾患の病態の解明や新規治療の開発にもつな
がると思われる。本研究ではカルパイン1-AIF系の細胞死への関与やフィラグリンと核内で結合する分子の機能
など多くの新知見が見出されており、学術的にも社会的にもこの領域の発展に大きく寄与するものと期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
皮膚の終末分化である「角化」は皮膚のバリア形成過程であると同時に生物学的に細胞死のひと
つであり、皮膚組織構築のなかで極めて重要な位置を占める。この過程における表皮角化細胞の
DNA の分解には、DNAase1L2 や DNase2、caspase-activated DNase(CAD)などの関与が報告
されてきたが未だに不明な点が多く残る。 
我々はこれまでにプロフィラグリンの N 末領域である proFLG-ABT が角化の過程で核内に移
行し、その後 DNA が分解され細胞死に至ること、また CAD も proFLG-N と独立して DNA の
分解に関与していることを明らかにした。その後、この proFLG-ABT を介した細胞死の分子メ
カニズムを解明するため、Z-VAD-fmk(汎カスパーゼ阻害薬)、CA074-ME(カテプシン B 阻害薬）、
PD155606(カルパイン 1 阻害薬)、necrostatin-1（RIPK1/RIPK3 阻害薬）の細胞死への作用を
調べたところ、カルパイン 1 の阻害により proFLG-ABT による DNA 分解が抑制された。カル
パイン 1 抑制表皮角化細胞(NHKs)で 3 次元培養皮膚を作製したところ角層内に多くの核の遺残
がみられた。さらにカルパイン 1 によりミトコンドリアから遊離される apoptosis inducing 
factor (AIF)も proFLG-ABT を介した細胞死に関わっている可能性が示唆された。また、DNA
分解における proFLG-ABT の作用を解明するため核内で proFLG-ABT と結合しうる蛋白質を
LC/MS/MS 解析で検索したところ 15 の蛋白質が見出された。しかし、これらの蛋白質の皮膚に
おける発現や機能は全く解析されていない。 
一方、有棘細胞癌は代表的な皮膚癌であり皮膚癌患者の約 20％を占める。しかし、その治療法
の進歩は十分とは言えず、表皮内癌に対する効果的かつ低侵襲な治療法や手術適応のない進行
皮膚有棘細胞癌に対する有効な治療法などの開発が望まれる。我々は有棘細胞癌の新規治療開
発にあたり proFLG-ABT の細胞死誘導作用に注目した。操作性を考慮し proFLG-A をいくつか
のペプチドに分け核内移行のための TAT 配列を付加したペプチドを作製、最も N 末端に存在す
るペプチド（1-19 アミノ酸；1-19proFLG-N）が NHKs や皮膚有棘細胞癌細胞株である A431
細胞や HSC-1 細胞に細胞死を誘導することを確認した。しかしいずれの細胞においても投与後
急激に細胞がネクローシスに陥るため、細胞死に至る機序や他の蛋白質に及ぼす影響などの解
析が十分に行えず未だ不明のままである。以上より未だに多くの不明点が残る角化における細
胞死・DNA 分解の機序の全貌を明らかにし、その成果を皮膚癌など様々な疾患の治療法の開発
につなげていくことは基礎医学、臨床医学双方にとって重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では表皮角化細胞の終末分化における DNA の分解機序の解明を目的とする。特に①
proFLG-ABT の核内移行と DNA 分解におけるカルパイン 1 の作用の解明、②表皮角化細胞の
DNA 分解への関与が知られている DNase1L2、DNase2、TREX2、CAD と proFLG-ABT との
関係性の解明、③LC/MS/MS 解析で proFLG-ABT と核内での結合が示唆された蛋白質の皮膚に
おける作用の解明に焦点をあて解析する。さらに、これらの研究で得られた知見を活用し
proFLG-ABT やその関連蛋白質のペプチドやプラスミドを利用した皮膚有棘細胞癌の新規治療
法へ展開する。 
 
３．研究の方法 
（１）表皮角化細胞の DNA 分解におけるカルパイン 1の関与の解析 
①proFLG-ABTへのカルパイン1の作用の解析：カルパイン1によるproFLG-ABTの切断がproFLG-
ABT の核内移行に関与するかを、proFLG-A、proFLG-ABT の各コンストラクトをカルパイン１を抑
制した細胞に導入し、細胞内局在の差異や TUNEL 陽性細胞数に着目し検証する。 
②DNA 分解におけるカルパイン 1-AIF の関与の解析：AIF と proFLG-ABT 誘導 DNA 分解に関連す
るかを、カルパイン 1 抑制 NHKs での AIF の細胞内局在と AIF 抑制 NHKs での proFLG-ABT での
DNA 分解の誘導で検証する。 
 
（２）proFLG-ABT 誘導 DNA 分解における DNase1L2、DNase２、TREX2、CAD の作用の解析 
①proFLG-ABT 誘導 DNA 分解における各 DNase の関与の検討：DNase1L2、DNase２、TREX2、CAD を
それぞれ抑制した NHKs に proFLG-ABT を導入し DNA 分解に変化が生じるか検討する。 
②ヒト皮膚モデルにおける検証：各 DNase 抑制 NHKs を用いて 3次元培養皮膚を作製し、各 DNase
がヒト皮膚における核の消失や proFLG-ABT の局在に及ぼす影響を検討する。 
 
（３）proFLG-ABT と核内で結合する分子の角化への関与の検討 
これまでに LC/MS/MS 解析にて proFLG-ABT と核内で結合する可能性を持つ蛋白質を 15 種同定し
ている。これらの蛋白質の表皮の細胞死における機能について解析する。 
①表皮における発現解析によるスクリーニング：15 種類の蛋白質から解析を進める蛋白質を選
択するため、ヒト正常皮膚、増殖している NHKs、分化した NHKs から抽出した mRNA を用いた定
量的 PCR 法により皮膚における発現を調べる。 



②正常ヒト皮膚組織および NHKs における蛋白質局在の解析：候補蛋白質に対する特異抗体を用
いて皮膚および細胞内の局在を調べる。 
 
（４）proFLG-ABT とその関連分子による新規皮膚有極細胞がん治療の探索 
①proFLG-ABT と結合する核内蛋白質による DNA 分解誘導の評価：実験３で得られた核内で
proFLG-ABT と結合する蛋白質が皮膚有棘細胞癌に対する新規治療のターゲットになり得るかを
検討するため、siRNA による蛋白質の発現抑制や蛋白質導入による細胞の増殖やアポトーシスの
変化を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）表皮角化細胞の細胞死におけるカルパイン 1の関与の解析 
①proFLG-ABT へのカルパイン 1の作用の解析 
proFLG-N誘導細胞死においてproFLGに連続する反復配列構造のカルパイン１による切断が重要
な役割を担っているか検討するため、siRNA によりカルパイン１を抑制した表皮角化細胞に、
proFLG-A、proFLG-ABT の各コンストラクトを導入しそれらの局在の差と TUNEL 陽性細胞数を検
討した。その結果カルパイン１の有無にかかわらず、コンストラクトの細胞内局在および TUNEL
陽性細胞数に差はみられず、また核内に移行した proFLG-ABT 蛋白質の反復配列構造を認識する
抗体で染色したところ同部位の核内での局在が確認された。以上より proFLG-N の核内移行には
カルパイン１により反復配列構造の切断は関与していないと考えられた。  
②DNA 分解におけるカルパイン 1-AIF の関与の解析 
分化を誘導したヒト表皮角化細胞（NHKs)を用いた免疫染色では核内に FLG の N 末端と AIF が共
局在し、その核が TUNEL 陽性であった。AIF の発現を抑制した 3次元培養皮膚では角層が形成さ
れず AIF と核の消失との関係は確認できなかったが、表皮の組織構築に AIF 関与している可能
性が示唆された。さらに AIF 抑制 NHKs に proFLG-ABT を導入したところ対照群と比較し有意に
TUNEL 陽性細胞が減少していた。また、カルパイン 1 抑制 NHKs に proFLG-ABT を導入したとこ
ろ、AIF の核内移行が減少し TUNEL 陽性細胞も有意に減少していた。以上より FLG の N 末端によ
る DNA 分解にカルパイン 1-AIF 系が関与している可能性が示唆された。 
 
（２）proFLG-ABT 誘導 DNA 分解における DNase1L2、DNase２、TREX2、CAD の作用の解析 
①proFLG-ABT 誘導 DNA 分解における各 DNase の関与の検討： 
２、TREX2、CAD に対する siRNA を用いて NHKs に導入し各 mRNA が有意に抑制されることを確認
し、各酵素の抑制の細胞増殖への影響を検討した。DNase1L2、DNase2 の発現を抑制した NHKs は
対照と比較しやや増殖が抑制されていたが有意な差ではなかった。さらにこれらの酵素の発現
を抑制した NHKs に proFLG-ABT を導入し DNA 分解に差が生じるか検討したが、いずれの酵素を
抑制しても proFLG-ABT による細胞死は抑制されなかった。以上より proFLG-ABT による細胞死
は DNase1L2、DNase２、TREX2、CAD の作用と関連は低い可能性が示唆された。 
 
②ヒト皮膚モデルにおける検証： 
proFLG-ABT による DNA 分解においては各 DNase の関与はみられなかったが、他の機序による DNA
分解への関与も考えられるため、各 DNase 抑制 NHKs を用いて 3 次元培養皮膚を作製している。
3次元組織が完成後に各 DNase がヒト皮膚における核の消失への影響を組織学的に検討する。 
 
（３）proFLG-ABT と核内で結合する分子の角化への関与の検討 
これまでに LC/MS/MS 解析にて proFLG-ABT と核内で結合する可能性を持つ蛋白質を 15 種同定し
ている。これらの蛋白質の表皮の細胞死における機能について解析する。 
①表皮における発現解析によるスクリーニング： 
proFLG-ABT と核内で結合する可能性を持つ蛋白質 15 種のうち過去の論文報告および NHKs から
抽出した mRNA を用いた定量的 PCR 法により ERH、SOCS7、eIF6 の NHKs における発現が確認され
た。 
 
②正常ヒト皮膚組織および NHKs における蛋白質局在の解析 
ERH、eIF6、SOCS7 に対する特異抗体を用いて皮膚および細胞内の局在を調べたところ、ERH は表
皮全層の細胞の核に、eIF6 は基底細胞の核に、SOCS７は基底細胞の細胞質と核に発現がみられ
た。 
これらの分子の発現を siRNA で抑制したところ、ERH と eIF6 はその発現の抑制により NHKs の細
胞増殖が有意に抑制されたが、SOCS7 は発現抑制により増殖が増加する傾向がみられた。 
 
（４）proFLG-ABT とその関連分子による新規皮膚有極細胞がん治療の探索 
①proFLG-ABT と結合する核内蛋白質による細胞死誘導の評価 
proFLG-ABT と核内で結合する可能性が示唆された蛋白質に対する抗体を用いて皮膚有棘細胞癌
での発現を調べたところ、ERH が腫瘍細胞の核で強く発現していることが判明した。そこで皮膚
有棘細胞癌の培養細胞であるHSC-1細胞を用いてがん細胞におけるERHの機能を解析した。siRNA
で ERH の発現を抑制すると HSC-1 細胞の増殖が有意に抑制された。次に ERH 抑制 HSC-1 細胞を



用いて MAPK シグナル経路、PI3K-AKT シグナル経路のリン酸化の変化をウェスタン解析で検討し
たが、ERK1/2、JNK、p38、AKT のリン酸化に対照群と明らかな変化はみられなかった。現在アポ
トーシスや細胞周期との関連について検討している。 
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