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研究成果の概要（和文）：Profilaggrinはこの角化において中心的な役割を担う分子であり、profilaggrinが切断され
る際、EF hand domainを含むN末領域（proFLG-N）は核内に移行することが知られている。
このFLG-Nが核内に移行しDNAを分解し細胞死を誘導すること、その機能にproFLG-NのA domainが関与していることを見
出した。同時に、mesotrypsinにより profilaggrinからFLG-Nが切断されること、さらにDNAの分解にはcaspase14によ
りICADから遊離した Caspase-activated DNase（CAD）も関与していることを明らかにした

研究成果の概要（英文）：Profilaggrin plays a critical role in keratinocyte terminal differentiation. 
During this process, a 55-kDa N-terminal fragment of profilaggrin (proFLG-N) is translocated into the 
nucleus. In this study, we examined a function of FLG-N in keratinocytes and elucidated the molecular 
mechanisms of the terminal differentiation.
Interestingly, proFLG-N was liberated by epidermal mesotrypsin and was translocated into the nucleus; 
thereafter, the cells became TUNEL positive. This finding was also observed when A-domain of proFLG-N, 
but not proB-domain, was translocated into the nucleus. Furthermore, caspase-14 caused limited 
proteolysis of ICAD, followed by accumulation of CAD in TUNEL-positive nuclei. Knockdown of both 
proteases resulted in a significant increase of remnant nuclei in a skin equivalent model. Collectively, 
our results indicate that at least two pathways are involved in the DNA degradation process during 
keratinocyte terminal differentiation.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
皮膚の終末分化である「角化」は生物学的に
細胞死のひとつであり、皮膚組織構築のなか
で重要な位置を占める。この過程には loricrin
や Profilaggrin 、Transglutaminase 1など多く
の分子が協調的に関与していることが知ら
れている。しかし、これらの角化関連分子の
制御機構、特に最終段階である細胞死の誘導
に関しては未だ不明のままである。
Profilaggrin は角化において中心的な役割を
担う分子である。N末端にCa2+-binding domain
であるEF hand domainを有しそれに多くの反
復配列が続く、いわゆる fused-typeの S100タ
ンパク質であり、角化の過程で切断された反
復配列の１単位である filaggrinがケラチンを
重合する。またその切断の際、EF hand domain
を含むN末領域(proFLG-N)が核内に移行する
ことが報告されている。核内に移行した N末
領域の機能は明らかではないが、角化の過程
において重要な役割を有している可能性が
示唆される。我々はこれまで proFLG-N に注
目し、この領域が表皮角化細胞に及ぼす影響
について検討してきた。proFLG-N を表皮角
化細胞など哺乳類細胞で発現するコンスト
ラクトを各種作製した。N末端領域をすべて
含む（1-292aa）コンストラクト(proFLG-ABT)
を表皮角化細胞に導入したところ、誘導タン
パクは核に局在し、導入された細胞はTUNEL
染色で陽性となり細胞死に至った。さらに N
末端における機能部位を同定するため N 末
端 内 の A domain （ 1-82aa ） と B 
domain(83-292aa)を発現するコンストラクト
を作製した。A domainは各局在シグナルを持
たないため、コンストラクトの C末端に付加
した(proFLG-Anls)。これらを表皮角化細胞に
導入したところ、両者の誘導タンパクはとも
に核に局在したが、A domainを導入された細
胞でのみ TUNEL 染色で陽性となった。以上
より profilaggrin の N 末領域は細胞死を誘導
することが確認され、その A domain内に機能
部位が存在することが示唆された。 

 
一方、平均寿命の延長に伴い皮膚癌の罹患
率も増加しており、基底細胞癌や有棘細胞癌
がその多くを占めている。両腫瘍ともに早期
発見され完全に切除されれば治癒に至るが、
時に進行例も存在する。特に進行し他臓器へ
転移した有蕀細胞癌に対しては放射線療法
や化学療法などが行われるが、その奏功率は
決して十分ではない。そのため近年皮膚癌に
対する免疫療法や遺伝子治療の開発が試み

られている。その中である種の機能性蛋白質
の一部分を用いて細胞にアポトーシスを誘
導させるペプチド療法も有力な治療法の一
つである。 
 
２．研究の目的 
(1) proFLG-Nの核内移行による終末分化の
分子機構の解明 
本研究では proFLG-N が核内に移行した後、
どのような機序で細胞死に至るのかを解明
する。具体的にはまず核内で proFLG-N と結
合しうる蛋白質を同定し、細胞死にいたるシ
グナル伝達経路を検索する。さらにCaspase14
など表皮角化細胞の細胞死と関連が示唆さ
れている分子との相互作用についても検討
する。 
(2) 皮膚有棘細胞癌に対する新規ペプチド
療法の開発 
これまでの研究から Profilaggrin の A domain
が細胞死に関与していることが示唆されて
いる。さらに詳細にその機能を担う重要な部
位を同定するため N 末領域を約２０アミノ
酸に区切り合成ペプチドを作製し、正常表皮
角化細胞に導入しその作用を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) proFLG-Nの核内移行による終末分化の
分子機構の解明 
① proFLG-Nに結合する蛋白質の検索 
増殖期にある培養表皮角化細胞と高 Ca2+環
境下で培養し分化を誘導した培養表皮角化
細胞の細胞質と核よりそれぞれ蛋白質を抽
出する。proFLG-Nの GST-融合リコンビナン
ト蛋白質と培養表皮角化細胞から抽出した
各蛋白質を混合し、その後グルタチオンセフ
ァロースで共沈降する。この共沈降で得られ
た蛋白質を LC/MS/MS を用いてプロテオミ
クス解析し、分化した表皮角化細胞の核蛋白
質画分でのみ検出された蛋白質を proFLG-N
と結合しうる候補蛋白質とする。 
  
② proFLG-Nと結合する蛋白質の解析 
1) RNAiにより候補蛋白質の発現が抑制され
ている状況で、proFLG-ABT や proFLG-Anls
を細胞に導入し、細胞死に関与するかを検討
する。 
2) HA tagを付加した proFLG-Nと N末端に
HA tag、C末端にMyc tagを付加した候補蛋
白質を用いて免疫沈降を行いそれぞれの蛋
白質が結合しているかを確認する。 
 
③ proFLG-Nと他分子の相互作用の検討 
Caspase14や mesotrypsinなど表皮角化細胞の
角化や細胞死と関連が示唆されている分子
との相互作用についても検討する。 
 
 
(2) 皮膚有棘細胞癌に対する新規ペプチド
療法の開発 
① proFLG-Nの機能ペプチドの同定 



これまでの研究の結果から proFLG-N の A 
domain に細胞死に関与する部位が存在する
ことが示唆されている。A domain は 82アミ
ノ酸からなるため約 20 アミノ酸に区切り合
成ペプチドを作製しする。ペプチドを核内に
誘導するため N末に HIVの TAT配列を結合
させたペプチドを合成し、これらを培養表皮
角化細胞や HaCaT 細胞に導入し細胞増殖や
細胞死に及ぼす影響を調べる。 

 
４．研究成果 
(1) proFLG-Nの核内移行による終末分化の
分子機構の解明 
① proFLG-Nに結合する蛋白質の検索 
表皮角化細胞から抽出した蛋白質と
proFLG-N と結合する蛋白質を LC/MS/MS 解
析で検索したところ、proFLG-N と結合する
可能性を持つ蛋白質が 135個得られた。この
うち分化した表皮角化細胞の核のみで
proFLG-N と結合する可能性を持つ蛋白質は
37個得られ、これらを proFLG-N誘導細胞死
に関与しうる候補蛋白質とした。 
 
② proFLG-Nと結合する蛋白質の解析 
1) シグナルに関与する可能性を持つ候補蛋
白質の RNAiを作製し、その発現が抑制され
ている状況で、proFLG-ABT や proFLG-Anls
を細胞に導入したところ、pinin RNAiを導入
した細胞で細胞死が抑制された。 
 
2) proFLG-Nと pininの相互関係を検討するた
め、それぞれを発現するコンストラクトを作
製し免疫沈降法を行ったところ両者が複合
体を形成していることが確認された。 
 
③ proFLG-Nと他分子の相互作用の検討 
Caspase14や mesotrypsinなどとの相互作用に
ついても検討したところ、mesotrypsinにより 
profilaggrinからproFLG-Nが切断されること、
さらに表皮角化細胞の DNA の分解には
caspase14 により inhibitor of caspase-activated 
DNase (ICAD)から遊離した Caspase-activated 
DNase（CAD）が proFLG-N と独立した経路
で関与していることが明らかになった。 
 
 

 
 

(2) 皮膚有棘細胞癌に対する新規ペプチド
療法の開発 
① proFLG-Nの機能ペプチドの同定 
proFLG-Nの A domainを 19-20アミノ酸から
なるペプチドに分解し N末に HIVの TAT配
列を結合させたペプチドを合成し、これらを
培養表皮角化細胞や HaCaT 細胞に導入した
ところ、最もN末端に存在するペプチド（1-19
アミノ酸；1-19proFLG-N）で細胞死が誘導さ
れた。これらのペプチドで処理した細胞を
annexin V/PI 用いて FACS 解析を行ったとこ
ろ処理後 30 分でほとんどの細胞が後期アポ

トーシス/ネクロ―シスの分画に存在してい
た。現在皮膚有棘細胞癌などの培養細胞にお
いても同様の作用を有するか検討している。 
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