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　　Accumulation　 of　Elafin　 in　Actinic　 Elastosis　 of　Sun-Damaged　 Skin:Elafin　 Binds

　　　　　　　　　　　　　to　Elasti皿and　 Prevents　 Elastolytic　 Degradation

(日光角化 症 にお けるエ ラ フィ ンの沈 着:エ ラ フィ ンはエ ラス チ ン と結 合 しエ ラスチ ン分 解 を防 御す る)

武　藤 潤

内容の要旨

　エ ラフィンは分子 内に トランスグルタ ミナーゼ の基質 となる領域

とプロテイナーゼ阻害作用 を有す る領域 とか らな る塩基 性ペ プチ ド

で ある。現在 まで上皮系 の細胞 のみ に発現 され、問葉系 の細胞 には

発現 されない ことが報告 されてい る。好中球 の蛋 白分解 酵素 とくに

エ ラスターゼの阻害作用 を有 し、表 皮角化細胞 のバ リア構造で ある

辺縁帯 の成分で もある。

　老 人の露光部では変性 した弾 力線維の沈 潜を真皮 上～中層 に高率

に 認 め(日 光 弾 力 練 維 症)紫 外 隷 の 影 響 に よ る 皮 膚 の 老 化

(photoagi皿g)の ひ とつ とされている。 日光弾力線維症 を有す る皮膚

病理検 体に抗 エ ラス チ ン抗体 、抗 エ ラフィン抗 体で免疫2重 染 色を

施行 した。 日光角化症10例 す べての症例 にお いて真皮 内の 日光弾 力

線維症 を示す部位 にエラフィ ン陽性で、 これ はエ ラスチ ン陽性 部 と

一致 していた。 日光弾力線維 症を伴わな い露 光部10例 および非露 光

部12例 にお ける真皮ではエ ラフィン陰性 であった。

　次 に線維芽細胞が エ ラフィ ンを誘導す る可能性 を検討 した。4才

児 よ り採 取 した 線 維 芽 細胞 を 培 養 し、皿∫1β、TNF・ α、　TGF弔 、

UVA、 　UVB処 理 後mRNAを 抽 出 した。エ ラフ ィ ンの プライ マー で

RT・PCRを 施 行 した ところIL.16で 処理 した線維芽細 胞 と、　UVAを 照

射 した線維芽細胞 にお いて29tbpの エ ラフィンのバ ン ドを検 出 した。

さ らに蛋 白レベル でも課維 芽細胞 のエ ラ フィン誘 導 を検 討 した。方

法は培養線維芽細胞にLIβ 処理 、また はUW㌧ 、　UVBを 照射 した後、

培 養上清 の蛋 白分画 を10%三 塩 化酢酸 で濃縮 し、SDSサ ンプル バ ッ

フ ァー で溶解 後、SDS・PAGEを 行 い、1次 抗体 にエ ラフィ ン抗体 を

使用 し免疫 プロッ ト法 を施行 した。II.1βで処理 した ものと、　UVAを

照 射 した線維 芽細胞培 養上清 で、14kDaの バ ン ドを検 出 しエ ラ フィ

ンの前駆 蛋白と考 え られた。 したが って【レ叩処理 またはUVA照 射 に

よ り線維芽細胞でエ ラフィ ンが誘 導され る ことが確認 された。

　 また トロポ エラスチ ンとエ ラフィ ンO.SpgをTG　 aSe　lmunitで37℃ ・

60分 間 反応 させ、反応物 をSDS.PAGE後 、免疫 プ ロッ ト法 を施 行 し

た。エ ラフィンと トロポエラスチ ンは、 トラ ンス グル タミナー ゼ を

介 して架橋結合 を形成 したため高分子 のバ ン ドが 検出 された。 この

エ ラフ ィンーエ ラスチ ン褄 合体はエ ラスターゼ消 化に抵抗性 であ っ

た。

　 以上 よ り1レ1あ るいは紫 外線 によ り誘導 された線維芽 細胞 のエ ラ

フィ ンがエ ラス チ ンとTG　aseを介 して結合す る こと.さ らに結合 し

た エラ フィンは分子 内の蛋白分解酵 素阻害 作用 によ りエラスチ ンの

分解 を抑制す る ことが考え られ た。 したが って,日 光弾 力線維 症 は

エラフ ィンによ るエラスチ ンの分解抑 制のため エ ラスチ ンが沈漕す

るものと示唆 された。

鵠文審査の要旨

　老 人の露光 部で は変性 した弾力線維 の沈着 を真皮上 ～中層 に高率

に 認 め(日 光 弾 力 線 維 症)紫 外 線 の 影 響 に よ る 皮 膚 の 老 化

(photoaging)の ひ とつ とされてい る。本研究 では、免疫組織 学的に

日光弾力線維症 の部位 にエ ラフィ ンが存在す る こと、1レ1β処理 また

はUVA照 射 によ り培 養線維芽細胞 でエ ラフィ ンが誘 導 され る こと.

In　vitroでエ ラフ ィン と トロボ エラスチ ンが トランスグル タミナ ーゼ

を介 して架 橋結合 を形成 し、 このエ ラフ ィンーエ ラス チ ン複合 体は

エ ラスターゼ消化 に抵抗性 である ことが明 らか とされ た。

　 審査で は、まずエ ラスチ ン とエ ラフィ ンが襯 合体 を形成す る機構

について質 問 され た。エ ラスチ ンとエ ラ フィンは共有 結合 して いる

が.ト ランス グル タミナーゼ等 の関与 につ いて 詳細な 機構 は不 明で

ある と回答 された。

　 次 に、病理 組織学 的に 日光 弾力線維 症で変性 した弾 力線維が 塊状

に沈着 してい る理 由 につ き議瞼 された。エ ラフィ ンが エ ラスチ ンへ

結合 し複合体 を形成 し、 さらにコ ラー ゲ ンの分 解 と沈 着 による修飾

が加わ る可能 性が回答 され た。さ らにMMPと 日光 弾力線維症 との関

連 につ いて質 問がな され 、MMP1,2が 日光騨力 線維症 のエ ラスチ ン

沈着部 に一致 して 陽性との報告がある と回答 され た。

　 次 に切除 した皮膚 を用 いたex　vivoの実 験にお いて,非 露光 部皮膚

にUVAを 照射す る と真皮 内で エ ラスチ ンに一致 してエ ラフィ ンが免

疫組織 学的に陽性 に染色 されるが 、UVBを 照射 したもので は真皮内

でエ ラフィ ンが陰性 となる理 由にっいて質 問された。UVBはUVAと

比較 し波長 が短 いため皮膚 に照射 した場合真 皮へ の影 響が少 ない こ

と、また本研 究で明 らかされ たよ うにin・vitroの実験系 においてUVB

照射で はUVA照 射 と異な り培 養線維芽細 胞でエ ラ フィ ンが 誘導 され

な いた め、 と回答 された。 さ らにUVAを 照射 され た線維芽細胞 がエ

ラフィ ンを発 現す る際 に、1レ6の 関与が示 唆 されて いる ことが 議論

された。

　 また、今 回 の研 究で は検 討 され て いな いが 、 レチ ノイ ドの エ ラ

フィン発現 に対 す る影 響につ いて質 問が な され た。鵠文審 査後 、培

養表皮 角化 細胞 、線 維芽細胞 を レチ ノイ ド(lodi-　le9　M)で 処理 し

た ところ リア ルタイ ムPCRを 用 いて エラ フィン発現 が誘導 され るこ

とを確認 した。

　 最後 に、今後 の展 開と して 、さらな るエ ラフィ ンの機 能解析 、お

よび エ ラスチ ン関連 疾患の病 態解 明.治 療開発 を進 めて い く上で、

エ ラフィ ン ・ノック アウ トマ ウスの作成 が重要で あ る旨 、議論 され

た.

　 以 上のよ うに、本研究 では なお検討す べ き課題 は あるものの,線

維芽細胞 がエ ラ フィンを発現 しエラ フィンがエ ラスチ ンと結合 した

状態 でエ ラス ターゼ作 用に抵抗 する こ とが明 らか に され 、 日光弾 力

練維症 の形成 にエ ラフィ ンが 関与す る可 能性 を示 唆 した 点で意義 の

ある研究 と評価 された。
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