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研 究 目 的 

 

 表皮の重要な機能には水分保持とバリア機能がある。これらは主に角層によって形成されている。いくつ

かの角層プロテーゼは角層間接着を切断し、最外層の角質細胞を脱落することで角層を一定の厚さに保ち、

バリア機能の維持に貢献する。カリクレイン 8（KLK8）は表皮に発現するトリプシン様活性を有するセリン

プロテアーゼである。KLK8は、ヒトおよびマウス皮膚では顆粒層から角層に局在し、表皮ケラチノサイトの

分化増殖に関与するとされるが詳細な機能は不明である。また KLK8 は、尋常性乾癬およびアトピー性皮膚

炎などの炎症性皮膚疾患で発現が増加しており、病態形成に関わる可能性が示唆されている。

12-o-Tetradecanoyl-Phorbol Acetate (TPA) はprotein kinase C (PKC) のアクチベーターであり、塗布により表皮の

分化増殖を誘導し、尋常性乾癬様の病態を形成することが知られている。今回、我々は野生型マウスとKLK8

ノックアウトマウスに TPA を塗布し、両者の違いを比較検討することで、KLK8 の表皮における機能と乾癬

における発現増加の意義について解析を試みた。 

 

材 料・方 法 

ヒト組織：尋常性乾癬病巣部（n=7）を採取した。正常皮膚（n=3）は植皮手術組織を入手した。 

実験モデル：6～9週齢雌性のC57BL/6-neuropsin+/+マウス（WTマウス）とC57BL/6-neuropsin-/-マウス（KLK8-/-

マウス）を使用した。背部皮膚を剃毛したのち、10nM TPA を200μl 塗布した。塗布前、塗布後24 時間、48

時間、72時間、5日、7日の皮膚を採取した。 
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RT-PCR：マウス皮膚からRNAを抽出し、RT-PCRを施行し、TPA塗布後のKLK8、KLK7、KLK6 mRNAの

発現変化について検討した。Real-time PCRを用いて定量的解析も行なった。 

組織染色: 凍結切片を 1％サフラニン水溶液で染色後、2％KOH にて封入し、角層数を計測した。1 切片につ

き任意に6箇所選び、計測を行なった。 

免疫染色： 凍結切片を用いてヒト皮膚を抗 hKLK8 抗体、マウス皮膚を抗mKLK8 抗体、抗KLK6 抗体、抗

コルネオデスモシン(CDSN)抗体、抗デスモグレイン１(DSG１)抗体を1次抗体としてABC法にて行なった。 

蛋白分解活性測定: マウス皮膚を1M NaCl で4℃、72 時間インキュベートし、表皮と真皮に分離した。表皮

のみを62.5mM Tris-HCl、 2% glycerol、 1％ NP-40、 5mM EDTAでホモジェナイズし、15000gで20分間遠

心し、上清を蛋白分解活性の測定に用いた。基質にはKLK8の基質であるBoc-Val-Pro-Arg-MCA (VPR-MCA)、

Boc-Phe-Ser-Arg-MCA (FSR-MCA)を使用した。100mMの基質に蛋白量10μgの抽出液を加え、37℃で2時間イ

ンキュベートした。放出されたAMCは吸光光度計により測定した。 

In situ zymography: 凍結切片を2％ Tween20+Milli Qで洗浄後、BOPY-FL標識カゼインで37℃、2時間反応さ

せた。水洗後、蛍光顕微鏡下で観察した。 

免疫ブロット法: マウス皮膚を56℃の10mM EDTA+PBSで5分間加熱し、表皮と真皮に分離した。表皮のみ

を lysis bufferでホモジェナイズし、15000gで20分間遠心した。上清を表皮蛋白抽出液とした。SDS-PAGEし、

転写後、抗DSG１抗体、抗CDSN抗体を1次抗体として反応させた。HRP標識2次抗体で室温、1時間で反

応させたのち、ECL advance western blot detection kit（AmershamⓇ）により化学発光させた。 

 

結  果 

正常皮膚と尋常性乾癬におけるKLK8の発現：免疫ブロット法で、尋常性乾癬で28kDa hKLK8の発現が増

強していた。免疫染色では、正常皮膚で顆粒層から角層下層に弱く発現し、尋常性乾癬では有棘層上層から

角層に発現が増加していた。 

TPA塗布後のKLK8発現変化と表皮の形態変化：TPA塗布により、WTではKLK8 mRNAの発現が48時間

をピークに5倍に増加した。WTとKLK8-/-マウスの表皮について変化を調べたところ、TPA塗布後の角層数

は、72時間を過ぎてからKLK8-/-マウスでWTに比較して有意に肥厚した。 

TPA塗布後のKLK8以外のKLKの発現変化：WTではKLK6、KLK7 mRNAは24時間をピークにそれぞ

れ35倍、2.4倍に増加した。ところがKLK8-/-マウスでは、KLK7 mRNAの有意な増加は認めず、KLK6 mRNA

の増加は4倍にとどまった。免疫染色ではKLK8は有棘層上層から角層に強く発現し、KLK6は顆粒層から

角層に発現を認め、両者の局在は顆粒層から角層で一致した。 

蛋白分解活性の変化：TPA 塗布後の蛋白分解活性に差がないか検討を行なったところ、WT では VPR-MCA

分解活性が72時間後まで上昇した。FSR-MCA分解活性は48時間をピークに上昇した。KLK8-/-マウスではい

ずれも活性が低かった。また、活性は顆粒層から角層に認め、KLK8とKLK6が共局在する部位と一致した。

角層間デスモゾーム構成蛋白の変化：角層間接着分子であるDSG1とCDSNについて検討した。WTでは、TPA

塗布後48時間までにDSG1蛋白の減少を認めたが、KLK8-/-マウスでは認めなかった。また、WTではKLK8-/-マ

ウスに比較して、CDSNの2次分解産物である32kDa CDSNが有意に増加した。 
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考  察 

過去の報告と同様に乾癬病巣部での KLK8 の発現増加を認めた。TPA は表皮ケラチノサイトの増殖を誘導

し、ターンオーバーを亢進することで乾癬類似の表皮を形成する。TPAによりWTとKLK8-/-マウスともに表

皮の増殖が誘導されるのを確認した。WTではより強く増殖が誘導され、KLK8がケラチノサイトの増殖に関

わるとする過去の報告とも一致する。RT-PCRおよび免疫染色の結果から、KLK8がTPA塗布後のKLK6、KLK7 

mRNA の十分な誘導に必須であり、KLK8が有棘層でKLK6 の誘導に働いたのち、顆粒層でKLK6を活性化

する可能性が示唆された。KLK はカスケード反応によって機能することが知られており、今回の研究でも、

KLK8 はKLK6 とKLK7 にパラレルな変動を示し、カスケードの中の 1 つの因子として機能する可能性が示

唆された。さらに免疫染色および蛋白分解活性の検討から、KLK8がカスケードの上流に位置して効率よく活

性を上昇させ、維持する可能性が示唆された。最近、KLK カスケードが落屑において重要な役割をもつこと

が明らかにされた。KLK5 は KLK7 を活性化し、角層デスモゾーム構成蛋白である CDSN、DSG１およびデ

スモコリン１を分解する。その他、少なくてもKLK5、KLK6、KLK7、KLK8を含む8つのKLKがカスケー

ドに関連する可能性が指摘されている。TPA 塗布 72 時間以降では KLK8-/-マウスの角層が有意に肥厚した。

KLK8-/-マウスでは、WT に比べて角層間接着分子であるDSG1 およびCDSN の分解がみられなかったことか

ら、角質細胞の脱落が遅延し、角層の肥厚が生じたと考えられる。 

 

結  論 

今回の検討から、KLK8がKLK6、KLK7の発現誘導に関わり、角層間接着分子の切断に関わることが示さ

れた。KLK8は、表皮ケラチノサイトの増殖に関与するとともに、肥厚した角層を脱落することで表皮のバラ

ンスを維持するよう機能している可能性が示唆された。 
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