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正常ヒト表皮とloricrin keratodermaにおける角化細胞終末分化に際する
プロフィラグリンN末ドメインの核内移行
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プロフィラグリンは表皮角化細胞が穎粒層において発

現する蛋白で，ケラトヒアリン順粒の主成分となる。プ

ロフィラグリン分子はヒトでは10～12個のフィラグリン

ドメインがリンカードメインでつながった部分と、これ

を挟むＮ,Ｃ末端ドメインからなる｡】-3)角化細胞が頼粒層

から角層へ移行する過程でプロフィラグリンは蛋白分解

を受け，リンカー部分が外れて個々のフイラグリンドメ

インが放脚Ｉされ，ケラチン線維を凝集させて)ＴＩ質細胞の

級密な細胞質の形成がなされると考えられている｡一方，

両末端ドメインのほうも，特にＮ末ドメインのＡ,Ｂサブ

ドメインのうちＡドメイン内にはカルシウム結合ドメイ

ンがあることから角化過程に何らかの重要な機能がある

ものと推定されているが，まだ解明されていない。

今回われわれはプロフィラグリンのＮ末ドメインおよ

びフィラグリンドメインに特異的な抗体を用いた免疫電

顕的観察により正常表皮でのＮ末ドメインのユニークな

挙動を明らかにすることができたので報告する｡さらに，

最近われわれが同定した進･伝性角化異常症の1つである

loricrinkeratoderma１，s)においてこのＮ末ドメインの局

在の異常が認められたので併せて報告する。なお本研究

の詳細はすでに原著論文として報告している`)。
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材料と方法

正常ヒト皮膚と，われわれがすでにロリクリンjdlt伝子

の変異の存在を報告したprogressivesymmetricervthro、

keratodermaの1家系5)に属する患者2名の生検皮膚組織

をすでに報告した方法5)によりpost-embedding法による

免疫電顕に供した。また同じ材料を用いてOncor社の

ApopTagfluorescein力2ｓ,imapoptosisdetecljonkitに

より断片化ＤＮＡを検出した｡免疫組織化学に用いた一次

抗体はフイラグリン抗体(ＢＴ576,BiomedicalTechnol‐

ogies，Stoughton，ＭＡ)，プロフィラグリンのＮ末内の

ＡドメインおよびＢドメインに対する抗体3)およびヒト

のロリクリンとも反ﾙiiiするmouseloricrinC-terminal

peptideに対する抗体(AF62，BerkeleyAntibodyCom

pany、California)てある。
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正常皮膚で催フィラグリン，Ａドメイン，Ｂドメインい

ずｵしの抗体も表皮噸粒)iiilと角屑の細胞質が陽性であった

が(写真１),それに加えてＡドメイン､Ｂドメインの抗体に写⑪が(写真１),それに加えてＡドメイン,Ｂドメインの抗体に
ＰＩ２３ 

のみＩ順粒屑と角)曹の間に粗大噸粒状の陽性織造が観察さ

れた。この構造の本体を免疫電顕により検索すると，移

行細胞(transitioncell)の凝集した核であることがわかつ
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写＠た(写真2)｡フイラグリンドメインのほうは移行細胞では
ｐｌ２３ 

写③むしろ核よりもI包体に密に分布していた(写真s)。２重染
ｐｌ２３ 

色をすると頼粒；'１１胞内ではフィラグリンドメインとＮ末

端のＡ，Ｂドメインはともにケラトヒアリン頼粒内に共

存しているが，移行細胞では分かれて存在することが明

瞭となった。

一方，loricrinkeratodermaであるprogressivesym

metricerythrokeratodermaの患者皮膚では，やはりフ

ィラグリン，Ａドメイン，Ｂドメインの各抗体は穎粒層，

写繊角層に陽性であったが(写真4),Ａ,Ｂドメインの粗大願粒
ｐ､１２ａ 

状の陽|生構造が数層にわたって多数観察された。これは

移行細胞および角質細胞内に遺残した核が|場性に染色さ

写⑳れたものであることが免疫電顕により示された(写真
ｐ、１ｚ３

５)。核|和にはloricrinkeratodermaに特徴的なロリクリ

ンの凝集塊が存在するが,Ａ,Ｂドメインはそれを取り囲

むように分布してた。一方，フイラグリンドメインは下

層では主に胞体内に，上層では胞体内，核内にびまん性

写⑯に存在した(写真s)。
p，１２３。

れる掌蹴角化症が著明な例がこれに含まれる'’5)。道･伝子

変異はheterozygousであ})，疾患は優性遺伝性であるこ

とより，患者表皮で変異Ioricrinは何らかのdominant

negativeeffectを持つものと考えられる。今回われわれ

が示したプロフイラグンＮ末端がロリクリンのi凝集塊を

含む核に集積したまま角層内で体積している像は変異ロ

リクリンがプロフィラグリンＮ末端と何らかの相互作用

のもとに脱;核の段階で角化の進行を妨げていることを示

しているように思われる。

今回のわれわれの発見が，これまでまったく知られて

いなかったプロフイラグリンＮ末端の角化における重要

な機能を明らかにする糸口となること，さらにloricrin

keratodermaを含む角化異常症の病態の解明と新しい

治療法の開発につながることを期待したい。

本研究の一部は資生堂からの研究助成金によって行われた。

正幣表皮やloricrinkeratodermaのこれらプロフィラ

グリンＮ末ドメイン陽性の核はＤＮＡの断片化を検出す

る”ｓ”znickendlabeling法で陽性であった。
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これまでの報告でプロフィラグリンのＮ末ドメインは

蛋白分解酵素によってフイラグリンドメインから分離す

ること，一部は辺縁帯上にその標識がみられることから

辺縁帯の成分の1つとなることが示されているが2,3)それ

以外の機能については不明であった。今回われわれは正

常表皮が分化の過程で核を失う直前にプロフィラグリン

のＮ末がその核に移行していることを発見した。このド

メインの核内移行のメカニズムは現時点で･は不明であ

が，Ａドメインが表皮の分化やアポトーシス一般に関与

が報告されているカルシウムの結合部位を含んでいるこ

とを考え併せると角化に伴う脱核現象に重要な働きをし

ていることが予想される。

Loricrinkeratodermaはわれわれが同定したloricrin

遺伝子の変異による優性遺伝性の角化異常症で，現在ま

でにVohwinkel症候群の':１ｺの魚鱗癬を伴う亜型とpro‐

gressivesymmetriceWthrokeratodermaの亜型と`恩わ

、/ＳＣＵＳＳ/ＯⅣ

高橋ただいまのご発表に対しまして，ご

討論をお願いします。

須賀きれいなスライドをみせていただき

まして，どうもありがとうございました。

先生は，変異ロリクリンがなぜ核内に移行

されるか，その機序をある程度子懇されて

いるでしょうか。

山本次の先生の演題をたいへん楽しみに

していますが，その前に先生のVohwinkel

Eu： 



告されていたので，ある程度修飾された核

でのみ核内に移行する可能性もあると考え

ています。

須賀どうもありがとうございました。

高森菅，われわれはトランジション・セ

ルの状態では細胞内の小器官が消化されて

消失し,それから角層へ移行しているので，

そこではプロテアーゼが活性化していると

想定していました。カテプシン系プロテア

ーゼが活性化して，トランスグルタミネー

スなども活,性化されますが，プロテアーゼ

によって分解される結果フィラグリンの核

内移行が起きる可能性についてはいかがで

しょうか。また，最近はプロテアーゼがア

ポトーシスを誘導するといわれていますの

で，そのへんとの関係を教えていただきた

いと思います。

山本今lHlの実験ではプロテアーゼの活性

化，アポトーシスに関連しているカスパー

ゼの活性化はまだ検討していないので，今

後の課題にさせていただきたいと思いま

す。ありがとうございました。

北島どうもありがとうございました。い

まのことに関係しますが，ロリクリン角化

症ではトランジション・セルは正常に比べ

て多かったのでしょうか，少なかったので

しょうか。

山本水平に観察していきますと，常にト

ランジション・セルが介在しているので，

その段階を観察するチャンスは多いと思い

ます。

北島先生のスライドから判別すると私も

多いと思いますが，先生は，この現象は両

方ともパラケラトーシスとおっしゃいまし

た。しかしパラケラトーシスには2種類あっ

て,1つは非幣に表皮角化細胞のターンオー

バー(角化細胞の上方移行)が早いもの，６

症候群のモデルマウスでも核内にロリクリ

ンが移行していましたか。

須賀後ほど，・供覧させていただきます。

山本Vohwinke]症候群とerythrokerato

dermiaで，なぜか両方とも核内に移行して

いるということがあって，アミノ酸変異部

分に非常にアルギニンに富む部分がありま

す。そういったアミノ酸の変化が，何らか

の機序により局在の変化をもたらすのでは

ないかと考えております。この部分に典型

的な核内移行シグナルはないのですが，核

移行のメカニズムは当初考えられていたよ

りもはるかに複雑です。典型的核内移行蛋

白に結合することにより一緒に核内に移行

するような蛋白があったり，あるいは蛋白

のリン酸化の影響で普段は核内移行しない

ものが移行していたりすることが報告され

ています。正常のロリクリンでも分子量は

小さいので，自由に核膜孔を通り抜けて核

内でも核外でも分布しますが，アミノ酸の

チャージが変わることで核内に集積するの

ではないかと考えています。

須賀フィラグリンのＡ，Ｂドメインの場

合も，特に移行シグナルみたいなものは存

在しませんか。

山本Ｂドメインのほうに少しそれに近い

配列はありますが，そこのところが発現す

るようなコンストラクトを榊築して，増殖

している細胞に一過性に発現させても核内

移行はみられませんでした。それから考え

ると表皮の分化という特殊な状態では，ま

た話は迷ってくるのかもしれません。その

場合例えばフィラグリン・ドメインもプロ

フィラグリンから分解されて放出されてい

ます。フィラグリン・ドメインのほうにア

ポトーシスを誘導するような働きがあると

いうことが去年iJInvestDermatoljに報

う１つは,角化細胞の上方移行のスピードが

非幣に遅いためにトランジション・セルの

時間が長くなって，トランジション・セル

をみるチャンスが多くなる場合です。ここ

でみえているものは，一見パラケラトーシ

スにはみえるのですが，ロリクリン角化症

の時の核は上に行くと全部消えてしまいま

すね。つまり，角化の異質化はないのでは

ないでしょうか。

山本最表層では消えています。

北島いままでわれわれが知っているパラ

ケラトーシスは，角化細胞の上方移行のス

ピードが早くて完全角化への角化の進行が

追いつかないのですが，この疾患ではただ

単に角化のスピードが遅いだけではないで

しょうか。そうするとここでみられる現象

は，先ほど高森先生がいわれたように，普

通は観察することのできないドランジショ

ン・セルの生物学的な正常の角化反応がみ

られるようになっているだけかもしれませ

ん。ロリクリンの異常つまりＮ末が核にい

くことが角化すなわち表皮細胞の上方移行

のスピードを遅くすることによってトラン

ジション・セルが多くみられてきたのでは

ないかと思います。

山本先生のおっしゃることが恐らく正し

いと,思います。

高橋山本先生，どうもありがとうござい

ました。
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５.正常ヒト表皮とloricrinkeratodermaにおける角化細胞終末分化に際する

プロフィラグリンN末ドメインの核内移行
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写真4-Loricrinkeratodermaでもフイラグリン(A),Ａドメイン(B),Ｂ

ドメイン抗体(C)は頼粒層と角層に反応する。後2者では粗大顎粒

状の陽性構造が角層に多数観察される。Bar＝50江、

写真１－正常表皮のフイ

ラグリン(A)，Ａドメイ

ン(B)およびＢドメイン

(C)染色。後2者に粗大

穎粒状の陽性構造(矢

頭)が観察される。

Bar＝５０浬、
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写真2-正常表皮移行細胞の核(Nu)に強くＡドメインの反応がみら

れる。辺縁帯上への標識も認める(矢頭)。

写真5-Loricrinkeratodermaの角層内に道残した核(Ｍ)はロリクIノ

ン凝集塊(＊)を含み，それをＡドメインの反応が取り囲んでいる。

辺縁帯上の標記も認める(矢頭)。
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写真6-LoricrinkeraIpdermaの角層細胞の核(NLI)内と胞体内にびま

ん性のフィラグリンの反応がみられる。＊はロリクリン凝集塊。

写真3-正常表皮の移行細胞。フィラグリンの反応は核(Nu)を避け

て胞体内にみられる(A)。Ｂは一次抗体を除いて反応させた陰性コ
ントロール⑪
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