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研究成果の概要（和文）：原因不明の慢性炎症性皮膚疾患である壊疽性膿皮症の発症機序を解明するために、イノシト
ールリン脂質代謝酵素PipkIIIを表皮特異的に欠損させたマウスを作製した。しかし、このマウスは生後数時間で死亡
することが判明した。そこで、生後の表皮でのPipkIIIの機能解析を可能とするために、タモキシフェンを用いた誘導
型PipkIII欠失マウスを作製した。その結果、タモキシフェンを塗布した部位に一致して、表皮、毛包上皮に著しい空
砲形成がみられた。しかし、壊疽性膿皮症でみられる好中球を中心とした稠密な炎症細胞浸潤は見られなかった。今後
は、このマウスを利用して表皮における細胞内小胞輸送の役割を調べる予定である。

研究成果の概要（英文）：Pyoderma gangrenosum is a chronic inflammatory skin disease of unknown etiology. 
To investigate the pathogenic mechanism for pyoderma gangrenosum, we generated mutant mice harboring 
epidermal specific deletion of type III phosphatidylinositol phosphate kinase (PipkIII). However, the 
mutant mice died several hours after birth. To overcome this neonatal death and to examine functional 
roles of PipkIII in the epidermis, we then generated tamoxifen-inducible PipkIII-deficient mice. After 
tamoxifen application, we found that intensive vacuolization occurred in the epidemis and follicular 
epithelium. However, we failed to detect dense neutrophilic infiltration in the dermis, which is a 
characteristic histopathological feature of pyoderma gangrenosum, in the mutant mice. We will examine the 
role of PipkIII in intracellular transport in the epidermis.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
 ホスファチジルイノシトールは、細胞膜に
普遍的に存在し、そのイノシトール環水酸基
がリン酸化、あるいは脱リン酸化を受けるこ
とで，イノシトールリン脂質（ホスホイノシ
チド：PIs）と総称される 7 種類の代謝産物
が派生する。PIs は数々の機能蛋白質の集積、
離散、活性を制御しており、PIs 代謝酵素の
活性が遺伝子変異などにより変調すると、
様々な病態が形成されることが報告されて
いる。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ PIs の主な代謝経路 
 
興味深いことに、PI(3)P の 5 位水酸基をリ

ン酸化し PI(3,5)P2 を生成する PipkIII（図
１）の腸上皮細胞特異的欠失マウスは、クロ
ーン病に類似した病理組織像を示すことが
報告された。 
壊疽性膿皮症は、小膿疱、丘疹として始ま

った皮疹が急速に拡大し、辺縁が隆起した有
痛性の潰瘍を形成する慢性、再発性の疾患で
ある。潰瘍底には黄褐色の壊死物質がみられ、
病変部には稠密な好中球の浸潤がみられる。
発症機序として血管炎説、感染アレルギー説、
自己免疫説などが提唱されているが、いまだ
原因不明で治療に難渋する疾患である。壊疽
性膿皮症は、クローン病や潰瘍性大腸炎など
の炎症性腸疾患にしばしば合併するばかり
でなく、ステロイドや抗 TNFα抗体に対する
反応性も類似しており、これらの疾患は共通
の病態基盤を有しているものと推察されて
いる。 
 Pipk III は、また、オートファゴゾーム、
初期エンドソーム、後期エンドソームを含む
細胞内小胞輸送系を制御することが知られ
ている。オートファジーの主要な役割の一つ
は、病原性細菌を含む有害物質を除去するこ
とであるが、最近、この機能の低下が生活習
慣病を含む数多くの疾患の発症に関与して
いることがわかってきた。しかし、オートフ
ァジーの異常と炎症性皮膚疾患との関連は
いまだ不明である。 
 
２．研究の目的 
(1) 壊疽性膿皮症は原因不明の炎症性疾患
であり、治療に難渋する皮膚疾患の一つであ
る。本研究は、イノシトールリン脂質代謝酵

素 Pipk III の腸上皮細胞特異的欠失マウス
が、本症と共通の病態基盤を持つと推測され
ているクローン病に類似した病理組織像を
示したことに基づき、Pipk III の表皮特異的
欠失マウスを作成する。このマウスを用いて、
壊疽性膿皮症の皮膚病変との類似性を形態
学的に観察するとともに、マイクロアレイ法
を利用することにより、炎症反応や薬剤感受
性に関わる遺伝子発現を網羅的に解析する。 
 
(2) 本研究により、これまで想定されていな
かった壊疽性膿皮症の病態を解明し、かつ新
規治療戦略を創成する。 
 
３．研究の方法 
(1) 目的の遺伝子を loxP 配列ではさみこん
だ遺伝子(flox allele)は、組換え酵素 Cre の存
在下で除去することができる。この Cre-loxP
システムを利用して、ケラチン K5 プロモー
ター下にCreを発現させたK5-Creトランスジ
ェニックマウスと佐々木雄彦先生（秋田大
学）より供与された Pipk III 遺伝子に loxP 配
列を導入した Pipk III flox/flox マウスを交配
し、角化細胞特異的 Pipk III ホモ欠失マウス
を作成する。 
 
(2) 腸上皮細胞特異的に Pipk III を欠失した
マウスは、生後 3 週で成長障害を伴い水溶性
下痢を生じ、生後 14 週までに 80%が死亡す
る。また、小腸から大腸にかけて、粘膜固有
層から粘膜下層の炎症細胞浸潤と顕著な線
維化、杯細胞の減少などの組織所見を示す。
そこで、角化細胞特異的に Pipk III を欠失し
たマウスにおいて、類似した病変が同様の時
系列で再現されるかを検討するため、炎症反
応の発生を経時的に観察する。 
 
(3) 顆粒球マクロファージコロニー刺激因
子（GM-CSF）が壊疽性膿皮症を誘発するこ
とが知られている。そこで、角化細胞特異的
に Pipk III を欠失したマウスにおいて、
GM-CSF が病変を誘発するかを検討するため、
マウス皮膚に GM-CSF を皮内注し、炎症反応
の発生を経時的に観察する。 
 
(4) 上記の炎症反応に関して、HE 染色によ
る形態学的観察を行うとともに、各種細胞マ
ーカーを用いた免疫染色により炎症の質的
解析を行う。さらにオートファジー・マーカ
ーや細胞内小胞輸送・細胞極性に関与する蛋
白に対する抗体で免疫蛍光染色を行い、炎症
性腸疾患に類似した異常の有無について解
析する。 
 
(5) 近年、クローン病に対して抗 TNFα療法
が実施され，その際に合併していた壊疽性膿
皮 症 が 軽 快 し た こ と か ら 、 randomized 
controlled trial が実施され、抗 TNFα抗体が有
効であることが示された。そこで、角化細胞
特異的に Pipk IIIを欠失したマウスにおいて、



抗 TNFα抗体が炎症反応を抑制するかを検討
するため、抗 TNFα抗体を継続的に全身投与
し、炎症反応の発生を肉眼的・組織学的に観
察する。 
 
４．研究成果 
(1) 当初の研究計画通り Keratin 5 (K5)-Cre
マウスを用いて表皮特異的な PipkIIIマウス
の作製を試みたが、この変異マウスは生後数
時間で死亡することが判明し、その後の解析
が困難になった。HE 染色で変異マウスの表皮
を解析したところ、表皮、および毛包上皮に
著しい空胞変性がみられ、これが死亡の原因
と考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 表皮特異的 PipkIII欠損マウスの表皮
の病理組織像 x40 倍 

 
(2) 生後の表皮で PipkIIIの機能解析を可能
とするために、計画を変更しタモキシフェン 
(TAM) を用いた誘導型 PipkIII欠失マウスを
作製した。その結果、TAM を塗布した部位に
一致して表皮、および毛包上皮に著しい空胞
変性がみられ、K5-Cre マウスをいた表皮特異
的 PipkIII欠失マウスと同様の表現型を再現
できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Tamoxifen 誘導型 PipkIII 欠損マウス

の表皮の病理組織像 x40 倍 
 
(3) 一方で PipkIIIが欠失したマウスの表皮
を観察してみると、壊疽性膿皮症でみられる
ような好中球の浸潤を特徴とする病理所見
は見られなかった。このため本研究計画で予
定していた顆粒球マクロファージコロニー
刺激因子（GM-CSF）投与による炎症反応の誘
発実験や抗 TNFα抗体処理による炎症反応の
阻害効果の検討はできなかった。 
 
(4)研究当初の予想と異なり、PipkIII を表皮
特異的に欠損させたマウスは壊疽性膿皮症

の病理組織像を呈さなかった。このことは、
PipkIII の炎症における役割は、組織により
異なることを意味している。しかし、表皮、
および毛包上皮に空胞形成がみられる表現
型は劇的であり、今後このマウスを利用して、
表皮における細胞内小胞輸送系における役
割を明らかにしていく予定である。 
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