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学 位 論 文 の 要 旨                                   
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ATP2C1 is specifically localized in the basal layer of normal epidermis  
and its depletion triggers keratinocyte differentiation 
 
ゴルジ体 Ca/Mn ATPase(ATP2C1)の表皮基底層への局在と、その発現抑制による 
表皮細胞の分化誘導に関する研究  
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              研 究 目 的                      
 

ATP2C1 はゴルジ体に存在する Ca/Mn ATPase であり、その遺伝子異常は表皮の

棘融解を主症状とする皮膚疾患 Hailey-Hailey 病の原因となる。この蛋白質はゴルジ

体の Ca 蓄積の 7 割を担い、 Mn を蓄積する唯一の蛋白質である。そのため ATP2C1
の活性不全は様々な細胞機能異常につながると想像されるが、現時点ではこの蛋白質

の局在や表皮細胞機能に対する役割など基本的な情報はほとんど明らかではない。そ

のため本報告では、この蛋白質の表皮内の局在及びこの蛋白質の発現と表皮細胞分化

とのかかわりについて検討した。  
 

              材 料 ・ 方 法                      
（１）組織染色  

ヒト成人男性背部（ 25-45 歳）6 名より３ｍｍのトレパンを用いてバイオプシーを

おこない樹脂内に包埋し、未固定の凍結ブロックを作成した。常法に基づき 5μ m の

凍結切片を作成し、１０分間のアセトン固定あるいは 4％ PFA 固定後、  ATP2C1,  
involucrin, および K10 keratin について蛍光免疫組織染色をおこない蛍光顕微鏡により観

察した。  
（２）アデノウイルス構築 
 BLOCK-IT U6 RNAi entry vector に特異的配列を導入して shRNA 発現ベクターを作成した。更

に該当領域を PL adenovirus destiny vector (Invitrogen)にクローニングし、アデノウイルス DNA
を構築した。これを L293 細胞に遺伝子導入し、約 2 週間後に、感染により融解した細胞の培養上清を

回収してアデノウイルス液とした。 
（３）表皮細胞の分化誘導およびアデノウイルス感染  
 ヒト正常表皮細胞を 6cm コラーゲンコート dish に継代培地（ MCDB153、1 ng/ml 
EGF, 5 μg/ml insulin, 500 ng/ml hydrocortisone, 50 ng/ml ethanolamine, 500 ng/ml of phosp
hoethanolamine）で播種、 2-3 割コンフルエントの状態でアデノウイルス含有培養上清

を m.o.i=10 になるよう混合して（約 10 倍希釈）5 時間処理した。培地を継代培地に

交換して一晩培養後、再び培地交換し７２時間後に細胞を回収した。さらに培養す

る場合は 1 日おきに培地交換した。   
Ca による細胞分化誘導は１ｍ MCa を継代培地に添加し培養することによりおこな

った。浮遊培養に関しては、培養細胞をトリプシン処理後 4 x 105 cells/ml の濃度で 
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1.2% methyl cellulose を含有した継代培地に懸濁し培養した。  
（４） mRNA の抽出および RT-PCR 
 トータル RNA を RNAeasy mini prep kit（QIAGEN）により抽出し、各サンプル１μg のトー

タル RNA に対して ReverTra Ace-α kit（TOYOBO）を用いて cDNA を形成した。形成されたｃDN
A を適宜希釈後、SYBR Green Fast Kit 溶液中(Roche)に特異的 primer Set と混合し、real time P
CR (Roche Light Cycler S350)にて各遺伝子発現量を決定した。 
 

成 績                    
（１） ATP2C1 の表皮内局在  

ATP2C1 は表皮基底層に特異的に染色された。さらに、他の ATP2C1 特異的抗体に

よっても染色が同様に観察されたこと、および、ATP2C1 染色は抗原ペプチドの同時

添加によって阻害されたことから ATP2C1 が表皮基底層に特異的に発現しているこ

とが明らかとなった。  
（２）表皮細胞分化誘導の ATP2C1 発現に与える影響  

表皮細胞の分化は Ca 処理や、浮遊培養によるインテグリンシグナルの遮断によっ

て引き起こされることがわかっている。これらの方法を用いて ATP2C1 の発現に対す

る影響を調べたところ発現低下は見られず、組織染色の結果を説明できる結果は得ら

れなかった。  
（３） ATP2C1 のノックアウトによる表皮細胞分化誘導  

上記のように人工的な分化誘導は ATP2C1 の発現低下を引き起こさず、表皮基底層

特異的 ATP2C1 発現を説明できなかったことから、逆に ATP2C1 の消失によって分

化誘導の引き金が引かれる可能性について検討した。アデノウイルス導入で shRNA
を発現させ RNAi により ATP2C1 遺伝子をノックアウトしたところ、感染３日目に顕

著な K10 ケラチンの発現上昇が観察され、更に５日目にはインボルクリンの発現も

上昇した。このことから ATP2C1 の発現低下が表皮細胞の分化を引き起こすことが明

らかとなった。  
（４） Mn イオノフォアによる表皮細胞分化誘導  

ATP2C1 はゴルジ体の Ca/Mn ポンプであることから、ゴルジ体内の Ca あるいは

Mn の蓄積の低下が表皮細胞の分化を誘導したと想像される。そこでイオノフォアを

用いて検討したところ、 Mn 選択性の高い Br-A23187 を用いた時のみに ATP2C1 の

ノックアウトと同様の K10 ケラチンの発現上昇が認められた。従って ATP2C1 によ

る Mn の蓄積が表皮細胞を未分化の状態に留めるのに非常に重要な役割を果たしてい

ることが示唆された。  
 

考 案                    
ATP2C1 は表皮の基底層のみに局在し、この蛋白質の発現低下により分化マーカ

ーである K10 ケラチンが誘導された。このことから、 ATP2C1 は表皮細胞の分化、

未分化の状態を決定づける蛋白質であることが明らかとなった。また、この調節に

おけるゴルジ体内の Mn 蓄積の関与がイオノフォアの実験より示唆された。表皮細胞

の分化抑制には基底膜成分と細胞表面のインテグリンの結合が必須であり、浮遊培養で

は K10 ケラチンが短時間で誘導される。インテグリンの機能には submill imoler オ

ーダーの Mn が必要であることがインテグリン蛋白の研究で報告されていることか

ら、ATP2C1 によるゴルジ体内への Mn 蓄積がインテグリンの活性に必須である可能

性が本研究で示唆された。表皮細胞分化調節への関与が想定されている p63 などの

転写因子が ATP2C1 の発現を調節していると考えると、基底層表皮細胞の分化につ

いてほぼ全体の説明が可能なことから、本研究の成果により表皮の分化誘導調節機

構の解明が進むことが期待される。  
 また、今回の結果は、 Hailey－ Hailey病における棘融解発症位置では、もともと
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正常皮膚でも ATP2C1 は発現していないことを示した。Hailey－ Hailey 病について

は ATP2C1 の蛋白機能不全だけでなく、外環境など複合要因が伴って発症にいたる

可能性が示唆される。  
 
 

結 論                    
ATP2C1 の発現低下が表皮における表皮細胞分化開始の引き金であることがわかっ

た。またその働きはゴルジ内の Mn 蓄積を介していることが示唆された。  
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