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表皮層板顆粒形成機構の形態的解析

山本明美, 飯塚一



はじめに

屑板願粒は角化性重層扁平上皮に特有の分泌願粒で，

バリア機;勝の形成と落屑に重要な働きかけをしていると

考えられる｡層板順粒が含む物質としては,glucosylcera‐

mides(GlcCer)などの脂質,cathepsinD(CatD)などの加

水分解酵素や，その他の蛋白質としてcorneodesmosil，

(Cdsn)などがある。層板順粒は透過髄顕では楕円形の膜

に包まれた噸粒であり，有lijli細胞において，おそらくゴ

ルジ小体から形成され，細胞表面に向かって移動し，瓢

粒の膜が肢も表層の願粒細胞の表層側の細胞膜と癒着し

細胞外に噸粒内容が放出されるとみなされてきた!~３１。

しかし最近，Norlenは厨板l1ji粒がこれとは異なる構造

をもつという`membraneIoldillg,モデルを提唱したく'･鼎)。

これによれば，ゴルジ小体のトランス側のネットワーク

であるtransGolginetwork(TGN)，層板願粒および順粒

層と角屑の境界部の細胞外空間は連続した膜でつながっ

ているという。層板噸粒の形成に関しては，その他にも

多くの未知な部分がある。たとえば，各種層板順粒関連

分子の発現がlil時に起きているのか，あるいは別個に発

現しているのか知られていない。また，層板穎粒に含ま

れるさまざまな分子が，果たして同一の順粒に混在して

いるのか，それとも別の物質は別の順粒によって逆ばれ

ていくのかも知られていない。

われわれは層板願粒の全体櫛造と順粒内容物の合成，

輸送機柵を1ﾘ}らかにするために，ｉｌＺ常ヒト表皮における

GlcCer，ＣａｔＤ，kallikrein(ＫＬＫ)７，ＫＬＫ８およびCdsn

の局在を検討した。
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材料と方法

1次抗体として，Cdsn(G36-19,Ｆ28-27)`!、KLK771，

I〈LK8$１，GlcCer91（Glyc()bi()tech，ＫしlkelSGermany)．

Catl)(()ncogeI1e,Ｓａｎｌ)iego,ＣＡ)およびTGN`16(Ser()‐

tec,〔)xfor(ｌＵＫ)に対する抗体をj11いた｡蛍光抗体法の２

次抗体としては，Alexa-F1uor488goatanti-rabbilIgG

highlycross-absorbed(M[oIecularProbesEugene､ＯＲ)； 

Cy3-labeledgoatanti-mouseIgG(AmershamBiosci‐ 

ellcc,Buckinghamshire,Ｌ７Ｋ）;およびCy3-conjugatcdaf

fillily-l)uril・ieddonkeyHIIijf1hecpIgG(Cllen1ic()n

lntcrn2lli()naLTemecLlla,ＣＡ)を)|｜いた。免疫電顕の２次

抗体としては10-,ｍもしくは5-,ｍのイムノゴールド

(AmershamBioscience・BBInternational1Cardi丘ＵＫ）

をⅢいた。

Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｐｉｄｅｒｍａｌ 

ｌａｍｅｌＩａｒｇｒａｎｕｌｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ 

ｌｓｈｉｄａ－ＹａｍａｍｏｔｏＡ,ｌｉｚｕｋａＨ 

(DepartmentofDermatologylAsahikawaMedi‐ 
calCollege） 
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写真１－用いる電顕方法によって層板穎1粒の形態は異

なってみえる｡Ｃｄｓｎの免疫電顕｡左はＬｏｗｉｃｒｙｌ
ＨＭ２０樹脂を用いた，ｐｏｓｔ－ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ法
で，孤立し，独立した層板穎粒がみえる。右は

cryo-ultramicrotomy法で，層板穎粒は連
続性の網目状構造をとる。

写真2-層板穎粒に含まれる分子はＴＧＮから連続した袋状の部分に

現れる。ＴＧＮ４６の標識は核(Ｎｕ)の近くにあるゴルジ小体

（Golgi)のtrans面にあるＴＧＮに認められる(左)。Ｃｄｓｎ
の標識はＴＧＮ４６陽性の管状構造から連続した袋状部分に認
められる(中央，右)。
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写真3-層板穎粒分子は凝集塊となって存在する。ＣｄｓｎとＫＬＫ８の標識は

ゴルジ小体（Golgi)の袋状の突出部(左)や連結した小胞内に現れ
る(中央，右)。ｄ：デスモゾーム。

■ 

写真4-ＣｄｓｎとKLl<7の局在。Ｃｄｓｎと|<ＬＫ７

は独立した凝集塊として現れる(上)｡穎粒

層(Ｇ)と角層(Ｃ)の境界部の細胞外では，
Ｃｄｓｎの標識はデスモゾーム(ｄ)の細胞
外部分に限局しているが，|〈ＬＫ７の標識は
デスモゾーム以外の部分にある。

蛍光抗体法

正常ヒト皮膚を２％parafOrmaIdehyde/phosphate

bufferedsaline(PBS)にて１時間，４℃固定し，凍結切

ﾊｰを作成した。核はpro!)idiumiodide(SigmaCl〕emical，

StLouis,ＭＯ)もしくはTO-PRO-3(MolecularProbes）

にて染色した。蛍光像はargon-ionlaser(excitationlines

aL488nm)，HeliumNGollGreenlaser(excitationlinesat 

543nm)およびHeliumNeonRedlaser(excitationlines

at633nm)を搭載したFluoviewFV500共焦点レーザー顕

微鏡(OlympLls,Tokyo)にて観察した。画像はFluoview

version20software(OIylnpusAlI]ericalnc，MelviUe， 

ＮＹ)にて雄得したつ

免疫電顕法

LowicryKllM樹脂およびLowicryHM20樹脂を用い

たPost-embedding法はすでに報告した方法によった１０１．

超薄凍結切片による力法はTokuyasu法'１)によった。

結果

蛍光抗体法

Ｉｌｌｉ板順粒関連分子の発現と細胞内局在をまず蛍光抗体

法にて観察した。KLK7とＫＬＫ８は最も表層の順粒層で発
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と角層細胞の境界部ではCdsnの標識はデスモゾーム部

分に，その他の分子はそれ以外の部分にみられた。
⑨ＣａｔＤ 

圏ＫＬＫ７

目ＫＬＫ８

Ｃｄｓｎ 

書GIcCer

考案

本研究によりわれわれは，複数の臓板頼粒関連分子の

局在を検討し，これらが独立したタイミングで発現し，

別個に輸送されることを示した。この意義に関連して，

CdsnはKLK7の基質であるという事実は注目に値する131。

すなわち酵素と基質が別個に運ばれることにより基質の

分解が細胞内で起きることを防いでいることが示唆され

る。また，願粒内容が凝集塊として存在するということ

は，分子を機縮し，分別し，正しく輸送するうえで意味

のあることかもしれない。そのようなしくみは他の一般

的な分泌細胞においてよく知られているところである。

層板穎粒が述続した管状構造であったという観察結果は’

Norlenの．membranefolding'モデルを支持するもので

ある１．５〉。この像はまた，Eliasらの観察結果とも矛盾しな

い｣')。

以上の観察結果から，われわれが考えた層板頼粒の構

造と分子輸送のモデルを図に示した。

ＴＧＮ 

図一角化細胞内における層板穎粒分子の

輸送のモデル図。
層板穎粒はＴＧＮから連続した分岐
する管状構造であり，｜<LK7，
｜<LK8，Ｃｄｓｎ，ＧｌｃＣｅｒはそれぞ
れ凝集塊をつくってＴＧＮの袋状突

出部から運ばれる。ＣａｔＤのいくつ

かはＴＧＮから出る小胞によって運

ばれ，後に層板穎粒に合流するのか
もしれないが，はじめから層板穎粒
に組み込まれるものもあるかもしれ

ない。

､ 

現していた。Cdsnはそれよりやや下厨から発現しており，

GlcCerはこれと同時かあるいはやや下層から発現して

いた。CatDは表皮全層で発現していたが,順粒陥iで最も

強く発現していた。高倍率では，これらは細胞質内の小

願粒に一致しているようにみえた。ＴＧＮとの関連をU]ら

かにするために,TGN46との２重染色を行った。TGN46

は主にＴＧＮに局在することが知られている糖蛋白であ

る'2)。表皮全層の核周囲がTGN46陽性であり，層板願粒

関連分子の)勧在と部分的に重なっていた。

免疫電顕法

層板穎粒関連分子の細胞内局在をより詳細にみるため

に免疫電顕を行った。post-embedding法では屑板順粒

は通常の透過電顕と同様に孤立性の順粒として観察され

た(写真１左)。しかしcryo-ul[ramicrotomy法では,層板

噸粒は部分的に層板構造をもつ分岐した管状構造として

みえた(写真1右)。後者の方法のほうがよく膜柵造を

保っていたので，この後の研究ではこの方法を用いるこ

ととした。この分岐管状榊造はTGN46陽性のＴＧＮと連続

していた(写真2)。Cdsn，KLK7，KLK8，CatDおよび

GlcCerは，すべてこの分岐管状構造の中にそれぞれ凝集

して標識がみられた(写真１～４)。TGNではCdsn,KLK71

KLK8およびGlcCerに陽性の袋状の炎１１I部がみられた。

ＣａｔＤの標識はTGN部分の小胞内にみられた。順粒細胞
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Ｄ/ＳＣＵＳＳ/ＯⅣ「
秋山非常におもしろいデータをありがと

うございました。僕自身が知りたくてたま

らないところだったので，うれしいやら悲

しいやらというところですが，２つお尋ね

したいと思います。

lamellargranLlleの中身は1個１１１M別の

ものでメインの中身は違う，ヘテロな噸粒

だといういう結論だと思います。われわれ

電顕屋がずっとみてきた古典的な層状の榊

造は，中身が違うことによる形態的な差異

は果たしてあるのですか。脂質がたくさん

詰まっているlamellargranuleもあれば，コ

ルネオデスモシンみたいなものがたくさん

詰まっているものも，酵素がたくさん詰

まっているものもあるでしょうが，それは

形態的にはみんな同じ屑板柵造を持った噸

粒としてみられるのでしょうか。

山本先生も長らく電顕をやっているので

ご経験があると思いますが，通常電顕では

細胞の中にｲ'１もないところがありますね。

おそらく本当は，そこにいろいろな分子を

含んだ層板頼粒の管状榊造の続きがあると

思います。そこがアルコール脱水などをし

ている間になくなってしまっている。）１W板

穎粒としてみられる層板のあるものは，主

にグルコシルセラミドなどの脂質を含むも

のだけが雌終的に観察されたものではない

か。そうでないと説明しにくいと私も思っ

ています。私も先生と同じように，いつも

みる層板!'n粒はだいたいＩｌＷｉ板を持ってると

認識しています。

秋山古典的な電顕でみていた層板顕粒は，

やはり脂虹がメインにある。

山本おそらくそうではないかと思います。

秋山もう一つお聞きしたいのですが，共

焦点顕微鏡で，倍率を上げて分解能を1W;め

ることによって，たとえばTGN46の抗体を

使ってゴルジのネットワークをみることは

できるのでしょうか。

山本それはやってみましたが，うまく

ネットワーク構造が得られませんでした。

デスモソームは最近細かいことまでよく

研究されているのに,lamellargranuleにつ

いてはあまり検索が進んでいないようなの

で，そのへんのことが知りたいと思ってい

ました。ああいう櫛造が疾恩別に出るのか，

あるいは状態によって変わった形をとるの

か，それが解|ﾘ]されると面白いと思います。

先生のお話をうかがって，これからもっと

そのへんの研究が進むことを期待しており

ます。いい話をどうもありがとうございま

した。

山本ありがとうございました。

小川こういう観点からものごとをみるの

は非常におもしろいことだと思ったのです

が，基本的なことで，こういうgranuleが

あったときに，はじめは必ず層板構造が

あって，染色に対する安定性が違うから残

るものと消えるものがあると考えるのか，

あるいはlamellaがないものもある可能性

があるのか。

当初いろいろなディスカッションもされ

ましたが，さまざまな生物活性を持つもの

がどこに局在するかと考えたときに，私は

多様性のあるものがあっても悪くはないの

ではないかと思い童すが，どうですか。い

まのお話では，lamellaは処理の過程で消え

るものがあって，たまたま残るものをこれ

までの古典的な染色法では見ていた。しか

しもっとファインなものでやることでみえ

るものが１Wえてきたという話になったわけ

ですね。

山本先生のおっしゃった２つの考え方の

あとのほうが正しいのではないかと思って

います。石橘先生もお話しになられたよう

に，必ずしも騨仮ばかりではなく，中に小

胞がみられる榊造もあるので，ヘテロジニ

アスではないかと思います。

小川私もそう思います。形態学の観点で

みると前者のような考えがあるかもしれな

いけれども，いろいろな生物活性を持った

物質が，これまでも分離されてきています

培養細胞でやるにしても，lamellargranule

を放出させるほど分化させたものを観察す

るのもなかなか難しいなと思っています。

清水先生のお仕事でpost-embeddingで

はよくみえないということですが，それは

いくら低温でもメタノールかアセトンで抽

出されてしまうからというお考えですか。

山本内容物が抽出されて，おそらく膜状

構造もあまりみられない。先生もご存じの

ように，Ｋ11Ｍ樹脂では層板願粒はあまり

うまくでませんね。今日お示ししたのは

HM20のLowicrylですが，それでもあれぐ

らいで，数珠状になっているところは観察

されないので，そのへんの膜榊造の保持が

不十分なのではないかと思います。

清水先生もお考えかもしれませんが，押

さえで，液体へルウムか何かでボンと凍結

固定して，それを80℃で２％ＧＡウランか

何か入れたもので微けて形態だけみる方法

がありますね。あの方法で脂も１ｆｔいたまま

形態を電顕でみるとします。先生の説が正

しいとすると，つながったボディがきれい

にみえるのではないかと思います。

山本私のところではその施設がないので

やっていませんが，最初のほうの文献でご

紹介したNorlenという人たちがJ1、に発表

しています。無固定で凍結したものの電顕

をみていますが，そこではあの説を支持す

るような一続きの榊造があったとJIDに写

真もjlifっているので，おそらくそれが正し

いのだろうと思っています。

石橋たいへんすばらしいお.仕事の発表を

ありがとうございました。私はTlr典的な電

顕でいろいろな疾磁をみてきて前から気が

ついていましたが,lamellargranu1eはいろ

いろな形をしていますね。教科,１１:に書いて

あるような内部がきれいな噌板柵造をする

こともありますが，小胞状の構造をとった

り，Ｉ|』が膨らんだり，病態の違いでいろい

ろ変わってしまうような構造のように思っ

ていました。
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ので，その局在をみたときに多様なものが

あったと考えたほうがいいと思います。

山本ありがとうございました。

池田ある分子が集まってつくられて，送

られてきて，また違う物質が送られていく

という現象は，ゴルジの｢|可で証明されてい

るのでしょうか。

山本たとえば内分泌iMlII1ilや神経内分泌細

胞は，分泌噸粒をつくるときに効率よく願

粒をつくるために，枠組みをつくる分子と

ホルモンなどが一緒になって，枠組みの筏

の上にホルモンやニューロトランスミッ

ターが集合体として存在して，コンパクト

な形になって，効率よくゴルジから分泌頬

粒として出ていくという考えがあります。

ですから，おそらく同一の分子をlHilめるな

んらか別の機能を果たすものがある。

池田シャペロンみたいなものですね。そ

れでシヤベロンに乗って，あるものが先に

行って，次のものがまた行っているわけで

すね。

山本はい。この中には基質と酵素が一緒

に入ると困るものもあります。コルネオデ

スモシンはカリクレインの'１１のあるもので

消化されることが示されています。消化さ

れてしまっては困るので，基質と酵素を

別々に運ぶ巧妙な仕組みがああいう形で現

れているのではないかと考えています。

池田まさに，宅急便みたいなものです

ね。（笑）
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