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Duringthehairgrowtheyclp,severalfamiliesofkeratinproteinsaresITnthesizeds(7 -

quentially.ToinvestigatethegeneexpressionofdirrerentstagesofhairclLrCleisthe

Cluetounderst･andthemechanismofcelldifferent･-iationorprolireration.Different.ial

displaymethodisone()ftheusefulstrategytostudythegeneexpressionbe(･auseofits

abilitytocomparemultipleRNApopulationssimultaneously.Asaresult.Iisolated

ahithertounknowngene.Thenovelgeneencodes2193nucleotidpsequenceincludesthe

ent･ireco°ingregionforaproteinof524aminoacids.Northernanalysissho＼＼･でdthat

thetranscriptdetectedduringtheanagenphaseisexpressedonlyinskin.butnotin
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highlyhomologywitht･ype[cyt{)keratinsandthesecondarystructureeonstitut､est.･he

keratinint･ermediatefilaments.Inaddition.theshortregionsattheextremit､iesorthe

roddomain,Calledthehelixinitiationmotifandthehelixterminationmotif,which

specificallyconservedamongtheeytokeratinfamiliesarealsopresents.Moreover.tile

aminoacidcompositionI･eVealedglycine-richbutloweysteinecontentinheadandtail

domains.excludethepossibilityofitscharaL,teraSahairkeratinfamil.V.Byimmuno-
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hまstochem立5 時 , th e mK 6 iTS eX PTeSSi轡 OCCurSatinnerrootSheathinthelate-anagen

phase,predom inantlyin the H uxley'sandHenle'slayerofmousehairfollicles.
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デイブェレンシャ ルヂイスプレ-法,

は じ め に

毛は成長期,退行期,および休止期という毛周期を繰

り返しており,成長期にのみその産生が認められる.毛

周期の長さは動物種により異なり,また同一種でもその

部位により大きく異なることによって部位特有の毛の長

さが定められている.ヒト頭毛では成長期が数年,退行

期は1-2週,休止期は数ヶ月あり,冬毛器官は教立し
てその毛包独自の毛周期を繰り返している (mosaic

pattern).一方,ラットやマウスなどでは毛周期が一致

しており (synchronizedpatteTm),毛の成長期は波

状に現れ全身皮膚を通じて前方から後方へ,腹側から背

側へ移動する,毛は中心部の毛幹とそれを取り囲む毛包

から成り,何層もの細胞層が同心円状に配列した上皮組

織である.毛包は内毛根鞘と外毛根鞘から成り,さらに

内毛根鞘は内側から内毛根鞘小皮,ハックスレ-層,義

よびへンレ層に分けられる,内毛根鞘の外側を外毛根鞘

が囲むが,その厳内層の1層は外毛根鞘最内層と呼ばれ,

特異な細胞分化を示す1).毛は毛根下端の毛乳頭で細胞

分裂が行われ,毛包ロへ向かって上昇しながら角化す

る2).内毛根鞘の鋸 ヒほへンレ層で最も早 く始まり,鞘

小皮,ついでハックスレ-層が最後となる.内毛根鞘の

主な機能は毛包内毛幹の輪郭をつけることにあると考え

られている.すなわち,毛包内で角化して形成される構

造物として発育しつつある毛幹はその形成期間中,内毛

根鞘内を通り輪郭が形成される.内毛根鞘はまた毛幹を

毛包内に定着させる機能もあると考えられている3).

毛組織を構成する細胞内には細胞骨格としてその形態

や機能を司るケラチン中間径線維から成る蛋白質が豊富

に含まれている.中間径線維は微小管 (太さ24mm),敬

小線維 (太さ6mm)とともに細胞骨格の 1つで, α-

ヘリックス構造を基本とする太さ10nm の線維である.

ケラチン蛋白は舶0-500個のアミ}酸残基からなり,

中央部のα一一ヘリ､ソクス構造をとる rodd()main と

その両端部の非成-ヘリックス構造をとる headdo-

main,taildomainの3つの domainに分けられる.

ToddomainはさらにlA,lB,2A,2Bからなる4

つの subdomainに細分化され.これら subdomain
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ケラチン中間径線維,内毛根鞘

は非ヘリックス構造をとる Ll.Ll/2,1.2の3つの

リンカ-領域によ-つてそれぞれ結合され1本鎖を形成し

ている.

ケラチン中間径線維は,酸性で分子量の小さいタイプ

Ⅰと塩基性で分.1-菜の比較的大きいタイプⅢケラチンが

等モル比でペアーをなすヘテロダ1'マ-のユニ､ソト構造

をとり,ヒトでは K9-19までのタイプlケラチンと,

K息-呂までのタイプⅡケラチンの塩基配列が同意され

ている.これらのケラチンペア-ほ分化特異的に複合体

を形成して発現される.例えば,表皮基底細胞では K5

雄 144)が発現され,その合成はケラチノサイトが分化

するに従って downregulateされ.代わって lく1/
KIO(あるいは Kll)5)が発現される.また,角膜には

K3/K126閏 が,粘膜上皮には K打K13(あるいは

K15)8湖 がそれぞれ発現され,それぞれは厳密ではな

いものの組織特異性があることが報告されている.

これまでにヒトのケラチン蛋白は約30種類のサブタイ

プが存在し,それぞれのケラチンについてその分布が明

らかにされてきたが,マウスに関しては約10種類のケラ

チンの塩基配列が同定されているに過ぎず,また,その

局在についても十分な報告がなされていない,今回私は

differentialdispla)パ圭を用いて.マウス成長期毛に

特異的に発現される未知のケラチン cDNA を同定し,

さらにそのコ…ドする蛋白質の毛包における局在を明ら

かにした.

材 料 と 方 法

I) RNA抽出

牛後21H.2▲.1【-.-1および27t=]の C57BL/6NCrjマ

ウスより背部皮膚および各臓器を採取し,totalRNA

をグアニジンチオシアネートフェノールクロロホルム法

を利用して抽出した.皮膚標本はそれぞれ休止期,成長

期初期,および成長期中期の毛周期にあることを光学顕

微鏡により確認した.

2) RNAdirrerentialdisplay法

生後21田,24田および27日目のマウス皮膚の toもal

RNA を RNase-freeDNase I(/ヾ-リンガ-マン

ハイム)を用いて10分間処理私 01痩OはT)プライマ-
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を剛 ､て reversetranscriptase-polymeraseChain

成した.この cDNA を鋳型として,10種類の P プラ

イマーと9種類の oligo(dT)プライマ･-1-の中からそ

れぞれ任意に1つずつ選択 し.〔｡-33p〕dATP(アマ

シャム7アルマシアバイオテク)と Taqpolymerase

(タロンテック)を開いて polynlel,aspChainreac-

tion(PCRlを施行した.生成された PCR 産物は5

%変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離され,

オー トラジオゲラ71-にて検tLiJ.された.これにより多

くの bandが検lLtilされたが,そのなかで他のレーンと

比較して発現が増強している bandから cDNA を回

収し.上記と同様の条件による P('R で増幅衡 pGE

M-Teasy(プロメガ)にサブクローニ ングした.

automatedsequeneer(アマシャム77')レマシアバ で

すテ ク) を用いて cDNA の塩 基配列 を解読後,

BLAST解析を利用して Genbankデー--夕べ-スを検

索 した.

3) 5′RAeE法

dirrerelltialdisplay により分離された cDNA の

完全長塩基配列を同定するため,マrLJス成長期中期の皮

膚 totalRNAから Marこ･lthonCDNA Amplifiel:1-

tionキット (タロンテ･ソク)を用いて5′IミALIEを行-.1

た.PeR によl)増幅された cDNA は pBluescript

にサブクローニン'/'され,automatedsequencerUア

マシャムフアルマシアバイオテタラで塩基配列を決定し

た後.Genbankデータベースを検索 した.

4) ノーザンブロット

マウス背部虚構および各臓器か ら抽出 した total

RN.A10/Lgを1.5%ホルムアミドゲルで電鮎 永勅勘

ム77･ルてシアバイオテク) に転写 Lた.mK6irs

eDNA の3′非翻訳領域を制限酵素 Apa‡ (東洋紡)

で分離後.Random PrimedDNA LIlbeling.Kit

(ベーリンガーマンハ1'ム)を開いて [0-33p](lCTP

げ マシャムブアルマシアバイオテク)で標識し,プロー

ブとしてrHL､た.ExpressIIyb H.vbridizationSolu-

tion(タロンテック)を用いてフィルタ-を68℃で1時

間ハイブリダイズさせ,凝終的に0.1×SSCで68℃,30

分処理した.

5) 抗 mK6irs抗体作割とウェスタンブロット

mIく6irsのC末端における19アミノ酸残基 ⅠくDTL

TKGSSLSTPSKKGGR (506-524)を合成ポリペプ

チ ドとして作製し,ウサギに免疫した.･採取 した抗血清

は1-.記の合成ポリペプチ ドで77 Iニテ ィ精離された.

ウェスタンブロットのサンプルは,成長期後期のマウス

皮膚を highsaltbuffer(1.5M KCl,10mM NaCl.

10m九･･iTris-rICl.pH7.5.2mh,･tDTT.0.5mM

PMSF.0.5% Triton-X)下でポ リトロンホモジェ

ナイザ一により粉砕 し,15,000回転の遠心後.沈殿を

Iysisbuffer(8M Urea,25mM 2-ME,50mM

Tris-HCl.pH9.0)に潜解 し,さらに35.000回転の

遠心後の上清より得られた.これを10% SDSポリアク

TJルアミドゲルで電気泳動後.PVDF メンブレンに転

写した.メンブレンは10%スキムミルクを含む TBS-

0.19もTween20でブロッキング根.20,000倍希釈の抗

mK6irs抗体につづいて1,000倍希釈の抗ウサギ免疫

グロプリンでそれぞれ室温で 1時間反応させ.Eel.ウ

エスタンブロッテ fング検出システム (アマシャム7ア

ルマシアバイオテク)で検tLl-J,Lた.

6)免疫組織化学

Tq:_後21日から⊥12tlHの BAIJB/eAnNCrjマウスよ

り採取された背部皮膚を4%パラホルムアルデヒドで固

定 した後パラ7 (ン包埋 し,5JLm 呼の切片を作製 し

た.これらの切片を脱パラ7イン後,6,̀100倍希釈の抗

徳,ビオチン標識2次抗体 (ニ+レ1'')により室温で 1

時間インキJLベ- トし.ジアミノベンチジンを基質とし

て莞色させた.

結 果

1. 成長期中期に特異的な発現を示す cDNA の分

離およびその完全長塩基配列の同定

休11二期 (生後21[]).成長期初期 (./生後2LlR).および

成長期中期 (牛後27口lのマウス背部皮T圏から抽出され

た totalRNA を differpntialdispl'1.Vにより解析

した.約 1000本の bandが確認され,その中で成長期

中期にのみ認められる bandから eDNA を抽出した

(図11.この eDNA は約300塩基対からなi),3'末

端にポリÅ配列を含んでいた.したがって,5′轟領域

を同定するために5′RACE法を施行 し食塩基配列を

決定した.この完全長の cDNA は2193塩基対より構

成され.52番目の ATG を開始コドンとして計 524個

のアミj酸残基からなり,分子濠 57.4KDa,等電点

6.63の蛋f'l質をコー ドすることが予想された (図2).

2. ノーザンブロット

diffprentialdisplayで分離された cDNA のマウ

ス毛周期における発現を明らかにするため,ノーザンプ
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図i Di錯eTenhaまdisplay法による各毛周期の

党規遺伝子の比較

lane1,2:休止期,lanes,4:成長期初期,lar主e

5,6:成長期中期.成長期中期にのみ発現が増強さ

れている bandを認める (矢印).

ロットを行った.図3に示すように,この cDNA に相

当する転写産物は成長期中期に発現され,休止期および

成長期初期には認められなかった.また,マウスにおけ

る転写産物の発現部位を明らかにするため行ったノーザ

ンブロットでは皮膚にのみその発現を認め,皮膚と同様

の重層扇乎上皮から構成される舌,食道,および前胃を

含め,健の臓器には検出されなかった (図4).転写産

物は1.8kbおよびより豊富に発現される2.2kb の 2

つが検出されたが,cDNA の全長が飢93塩基対から構

成されることより,後者が同定された cDNA に相当す

ると考えられた.

3,mt(6irsの基本構造とそのタイプⅡケラチンと

しての特徴

完全長 cDNA の塩基配列から予想されるアミノ酸

配列は,ChouandFasmam解析抽 により中央部の

a-ヘリックス領域とその南末端の非 α -ヘリックス領

域から構成される二次構造をとることが判明した.さら

に BLAST解析を利周した Genbankでの検索で,多

くの cytokeratin と高い相同性を示した.泰 iに示す

ように,既に同定されている11種類のマウス ey虹

keratinのタイプⅠ (mKIO-mK19)およびタイプⅢ

(mK1-mK8)ケラチンは,それぞれ同じタイプ内

のケラチンとは高い相同性 (33-72%)を示すが,異な

るタイプ間のケラチンとは低い (16-36%)ことが解析
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tg(~otL-ttI(I)a(jt∈】tgtl】gtg†L~(~tjtggtgtj舶L]gdOrOgt)rlgL叩dLJQtdglglL､叩く 15紺
(ISGV(～V 良 L G E N R S R (ニ ～ A ～ ～03

g8⊂t8⊂8叩g(】tQrぐrtdO川DOgt7g(tr(09t(tgqgm⊂rC(rt(⊂QdgOOCggtgg( lbZO
DYKDTLTkG～ i L S T P ～ k K G C ～Llj

(gdtgOgOggg(tt(ttgtgOC(I(卯t(((Leog川 (((I(tgtg(■H t叩 H tgtt9t 1680
R'524

亡u(CtuCtO(tC亡くttt】tdtfOtt(rtqqg((utdgdtqtgt亡⊂t(Og(t(】dC⊂t(⊂
ttLtL-tttH-u叫tyltLt≦一l)gtit舶gtutj一†Lt舶gLtOuLItgtggtgLdLttCtgC
CqOO⊂Ouq粥朋ult,tOOpCtt(叫Ctu]89tu叩亡くtlitく二⊂Ctt(CduE)OHttt
gut(⊂gttCt(O((0Ca(toe(t9gttt(ttgggtくt((Ct(t㈱ (ttut(gtCtg(
tgOgrttttgtrr川g(I(⊂tgtgtO⊂Oq(8(ddgCtdgCg(tgtQ(亡くdOg(】09089d(
tcld(dOOOd8亡Cdd(I(aOOgttgggOg⊂⊂⊂Q⊂亡く⊂Q(⊂(⊂gg⊂q⊂Ogt(t⊂gttttgQg
ottIOgO(叩((ttOO(tt(ttttgtdtt(ttttt)dq(ut(I--(tdttO(dtt(t(44tqq
qiLdg川(tldt(tgOqqdOOdOOOdtTtldOdOdE)aLJ'191

湖

腰

胴

胴

潤

加

相

調

図2 mK6irscDNAの塩基配列と予想される

アミノ酸配列

塩基配列の下に予想されるアミノ酸配列を示す.

TOddomainは矢尻 (∇)で示す.TOddomain

は4つの subdomain(lA,1B,2A,2B)とこ

れらを結合する3つのリンカー領域 (Ll,Ll/2,

L2)から構成される (袈印).ポリAシグナルは

下線で示した.
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- 28S

ー 18S

GAPDH
図3 番毛周期における mK6irsmRNA の発現

マウス背部皮膚から摘出された もOもalRNA を1-5

%ホルムアミドゲルで電気泳動観 ナイロンフィルター

に転写した 32p標識した 77#6irsの 3′非翻訳領

域をプロ-プとしでハイブリダイズさせた.lane1:

休l日臥 lanp2:成長期初期.111日し､3:成長期r棋粧

成長期中期にのみ 1.8kb と豊富な2.2kbの転写産物

の発現を認める.

12 3 4 56 7 89101112131415

ー 2.2kb

- 1.8kb

GAPDH

闘魂 各組織における mKGirsmRNA の発現

l:脳.L7:LT,-.3こ食且 ▲卜 前胃.5:筏胃,G:小町 7:皮F8,8:肝臓 :9:LFF臓 :10:酔眼.ll:心臓,

12:肺,且3:胸腺.射 筋軌 15:臥 皮膚にのみ 1.8kbおよび2,2kbの転写産物の発現を認める.

表1 111KGil･Sおよび＼'.l･7スケ仁ブ1.ケイブ7]cytoltPl･nti11(')丁ミノ醗配明の柾目叶性 (畑

mK6irs タイプⅢ タイプImKl mK4 mK6 mK8 mⅠtlO mK12 mⅠく13 mⅠく1.1 m1く15 ml(18

mK1mK4 4956 52
mX6 55 54. 59
mK8 48 44 51 53

mK10 26 36 30 31 30 48mK12 26 23 28 25 29
mK13 28 25 29 26 29 51 51
mK14 21 16 22 19 23 39 45 49
mt{15 28 25 30 28 29 50 51 72 51
mK18 25 20 25 23 29 33 38 41 38 44
mK19 23 19 25 22 27 43 那 61 49 59 姻
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EREqIKSLNDKFASF
EREqIKTLNNKFASF
EREqIKTLNNKFASF
EKEqIKSLNNKFASF
EREQIKSLNNQFASF
[REqIKTLNNKFASF
EREqIKTLNNKFASF
EREqIKTLNNKFASF
ER[qIKLLNNKFASF
EREqIKTLNNKFASF
EREqIKTLNNKFASF
EREQIKTLNNKFASF
EREqIKTLNNKFASF
EREqIKTLNNKFASF
EREqIKTLNNKFASF
EREqIKTLNNKFASF
ESEqIKALNNKFASF
【KEqIKTLNNKFASF

GRVTMQNLNDRLASY
IKETMQNLNDRLASY
EKITMQNLNDRLASY
EKVTMQNLNDRLASY
IKET叫DLNDRLASY
EKITMQNLNDRLASY
EKSTMQELNSRLASY
EKVl叩NLNDRLASY
EKETNQNLNDRLASY
EKITM3NLNDRLASY
EKVTト伯NLNDRLASY
EKITMINLNDRLASY
EKVT叫NLNDRLASY
EKATMQNLNDRLASY
EKETMQSLNDRLASY
EKLT叫NLNDRLASY
EKMAMQNLNDRLASY

顎盛
helixterminationmotif(HTM)

LDHEIATYRKLLES[

LDMEIATYKKLL[GE
LDVEIATYRKLLEGE
LDVEIATYRKLL[GE
LDIEITTYRKLLEGE
LDLEIATYRTLLEG〔
LDVEIATYRKLLEGE
LDVEIATYRKLLEGE
LDV[IATYRKLL[GE
LDIEIATYRKLL【GE
LDVEIATYRKLL[G[
LDVEIATYRKLLEG〔
LDVEIATYRKLLEGE
LDVEIATYRKLLEGE
LDVEIATYRKLLEGE
LDVEIATYRKLLEGE
LDV【IATYRKLLEGE
LDI[IATYRKLLEGE
LDIEIATYRKLL【GE

LENEIqTYRSLLEG[
LEHEIETYRRLLEG-

L【qEIATYRSLLEGq
LEQEIATYRNLLEDQ
L〔AEIATYRRLL【DG

LEqEIATYRSLL〔Gq
L[KEIETYHNLLEGG

LENEIqTYRSLLEG[
し【LEIETYRRLLDG-

LEQEIATYRSLLEGQ
L〔qEIATYRRLL[GE
LEQEIATYRSLLEGQ
LEq〔IATYRRLLEGE
LEqEIATYRRLLEGE
L[AEIATYRRLLEDG

LEqEIATYRSLLEGq
L〔q〔IATYRRLLEGE

図5 ケラ+ン蛋白の二次構造および Illh:Ⅰ.IITM の丁ミノ醗配列

roddon､ain(7)両末端部分に位置する hplixinitiationmotif(HIMlおよび helixtermi-

nationm｡描 くHTM)を斜線で示す.これらの領域はケラチン蛋白に認められる共通配列であ

るが,mK6irsはタイプⅡの H王M,HTM とほぼ一致する･m:mouse,h:human,CK=C-

ytokeratin
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上明らかであり,今回同意されたアミノ酸配列はタイプ

Ⅰケラチン ほ1-28%)に比べタイプⅢケラチン (48-

56%)との相同性が高いことが示された.さらにこの配

列はケラチン蛋白に共通して存在することが確認されて

いるIl｡ddomainT軒末端部の h()lixinitiこltionlllL)tif

けIIMlと IIPlixtel･Illinati(JIIIllOtil､し1-rrMl)を存

しており,タイプⅡケラチンの H壬M,HTM とほぼ一

致 していた (図5).以上の所見は,この cDNA がケ

ラチン蛋由をコ-ドすることを強く示唆するものである,

したがって,以下の免疫組織の結果 と合わせてこの

cDNA がコ- ドする蛋由を mK6iTSと命名した.

1.イムノブロットによる mk6irsの特異的反応

の確認

mK6iTSのC末端19アミノ酸残基からなる合成ポリ

ペプチ ドより,mK6iTSに対する抗体を作製 した.こ

の抗体により成長期後期のマウス皮膚をサンプルとした

ウェスタンブロットでは約57kDaに単一の bandが検

出され,これは mK6iTSの予想分子量に一致 してい

た.また,免疫前血清で bamdは認めなかった (図6),

5. 免疫染色による nlk6il･Sの皮膚における分布

mK6iTSのマウス皮膚のおける党規部位を明 らかに

するため,抗 mK6iTS抗体 を用いて各毛周期の皮膚

に射 して免疫組織学的に検討 した一mK6iTSは休止期

から威最期中期まで検出されなかったが,成長期後期で

は内毛根鞘の毛球部上部から毛峡部に至るまでその発現

が認められた (図7a).mK6iTSは毛球部上部では内

毛根鞘のへンレ層に,毛峡部ではハックズレ一層に分布

していた く図7b,a).横断面でも毛峡部のレベルでは

ハッタズレ一層における分布を示 したが (図7e),毛幹

および外毛根鞘には染色像 を認めず,免疫前血清では

mK6irsは検出されなかった (図7捜,虹

考 察

diffeTentialdisplay法は特J-JL'蕊の細胞や組織に特異

的に発現される遺伝子,あるいは発生学的に特定の分化

段階において発現される遺伝子を分離するために非常に

有効な方法である1且).本法はディファレンシャルスクリ-

ニンダの中では比較的容易に短時間で結果が得られ,さ

らにいくつかのサンプルを同時に検討することが可能で

ある,また,PCR を利用するために cDNA ライブラ

u-の作製が困轍である微濠な RNA サ ンプル間にお

いても,発現濠に差のある遺伝子を同定することが可能

である.今回私はこの difEeTemtiaidisplay法を毛周

期において異なる時期のマウス皮膚に施行 し,その成長

1 2

-57kDa

図6 抗 mIく6irs抗体を用い/+=･(ム

ノプロット

成長期後期のマウス皮膚から抽出さ

れた蛋白を SDS-PAGEで分線し,

抗 mK6irs抗体を用いてイムノプロッ

トを行･-~濃 .5TkDilに TllOIIOSpeLliriL.

な反応を示す 持)那,免疫前鹿酒を履

いた me欝ativecontrolでは反応を示
さない LL)う.

期中期以降に発現が認められる cDNA を分離 した.さ

らに,5'RACE法により同意された完全長の cDNA

塩基配列の解析から,新規のケラチン蛋由をコー ドする

ことが判明した.

ケラチンはその発現部位に基づいて毛幹 を構成する

hairkeTa転nとそれ以外の表皮を構成するcytokeTatin
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図7 抗 mK6irs抗体を用いた免疫親織染色

成長期後期のマウス背部皮膚の毛包の縦断面 (a-d)と横断面 (e,i).毛球部上部から毛峡部にかけて mK6

irsの発現を認める (a).毛球部上部のヘンレ層から始まり,角化常のハッタスレ-層に至るまでその発現を認め

る (b,C).横断面でも同様の所見を認めるが,毛幹および外毛根鞘には東色像を認めない (e).免疫前血清を開い

ての n曙atまvecontTO且では縦断面 (a),横断面 (f)ともに mK6iTSは検出されない
He:Henle'slayer,Hu:Huxley'slayer,ORB:outerrooもshea札 Co:co鵬Ⅹ.Scalebars:転 d):l潮/1

m.(ら,C,管,I):50pm.

に分頬 されてきた. -万.Moll吊 よそ(･r)生化学的特

徴を利周してケラチンを二次元電気泳動により2つのタ

イプに分類 し,酸性 (pH凌.9-5.4)で分子量が40-

56.5kDaと比較的小さいグループをタイプIケラチン,

中性 --塩基門;_Lpt-I(= -7.8)で分 J'･量が53-68kI).･l

と大きいグループをタイプ汀ケラチンとした,さらにこ

れらのケラチ ンを分子量 に したがって番号 を付け,

cytokera血 を11種類 偶 9-19)のタイプ Ⅰと8種

類 (K1-8)のタイプⅢとに分類 した12).同様 に

hairkeratin も酸性のタイプⅠと塩基性のタイプⅢに

分類されている13㌧∵一一万,Hamuko欝iu らによりヒト表

皮のタイプⅢケラチンの cDNA 塩基配列から予想さ

れるアミノ酸配列は,a-へ牛yタス構造からなる rod

domain とその両端の非 α-ヘリックス構造からなる
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headdomain,taildomainの3つの donlainに

人別され.さらに1･Oddomain内の特定の位欝に/3シ･-･-

ト(あるいは13ターン1構造が存在することから rod

donlainが⊥lつの subdolllai11に分梅されることが解

析された輔,また,現在までに亜種類以上のケラチンの

塩基配列がヒトおよびマウスで同定されているが.アミ

ノ再銅R成上 haiI,ker(,ltinはその he;ldおよび tail

domainにシステイン残基 (9-22%)が豊富である

のに対して,cytokeTatinは同領域にグリシン残基 (2

-57%)とセリン残基 (5-舶%)を豊富に含有してい

ることが示された.今回分離されたケラチンはそのアミ

ノ酸組成から he(ldと tailの両 dom壬1inにゲTJシン

とセリン残基を多く含み,かつシステイン残基に乏しい

ことから eytokellatinのメンバーであると考えられる.

さらに,このケラチンの予想等電点6.63とイムノプロッ

トによる分子量57KDa という所見はタイプHcyto-

ker･atinであることを示唆する,

税在まで報告されているヒトおよび｢'-.17ス し.),ttうー

k紺atまnのアミノ酸配列の解析から,タイプⅠケラチン

およびタイプⅢケラチンはそれぞれ同じグループ内のケ

ラチンとは商い相同性を示す (33-72%)のに対 して,

異なるタイプ開 くタイプⅠとタイプⅢ)ではその相同性

ラチン東口は roddon(,lill両末端部に約20個のアミ

ノ酸残基からなる HまM および HTM と呼ばれる共通

配列を含んでいる.これらの配列はヒトとマウスの穫間

で非常によく保たれており,ケラチン線練間の結合に関

わる領域であることが知られている.臨床的にも同領域

の点突然変異は先天性表皮水癌症や捻転毛などの先天性

皮膚疾患の原因となることが報告されている15ト17).こ

の H王M および HTM はタイプⅠ,タイプⅡケラチン

それぞれのグループ内でさらに相同性の高いアミノ酸配

列を持つことが確認されている.今回分離されたケラチ

ンはアミノ酸配列上タイプⅢケラチンのグループと明ら

かに高い相同性を示し,さらにその HIM および HTM

はタイプⅢのそれとほぼ一致していた (図5).したがっ

て,これらの所見からこのケラチンはタイプⅢケラチン

に所属すると考えられる.

ヒトとマウスの間で oTthologOuSなケラチンのア

ミノ酸配列は roddomainだけではなく,head.と

tailの両 domainにおいても80-90%と非常に高い

相同性を持つことが解析上明らかとなった.これらヒト

およびマウスの既知のタイプEcyもokeratinと今回分

離したケラチンとの相同性は,roddomainに限局し

て比較した場合.ヒトIく3,K･1､Iく5.Iく6a-C,6P,

6fL700･b)とが東も高値を示Lた.さ吊 二.headdo一

mainに限局した場合,ヒトlく･.1.I(6a,6b,6f,6

hfH5-.18ololとが最も高く,同様に taildo111ainで

ち.ヒトⅠ(4,Iく6a.6b.6C,6f,6hr(35-･36%)

との梱同性が鹿も高値であった.

今回分離されたケラチンはアミ}酸配列において K

壕と K6に最も高い相同性を示したが,K射ま粘膜上皮

固有のケラチンであ軋 音,食道,および前胃に発現し,

皮膚には存在しないことがウェスタンブロットにより判

明していが 8).一方,K6はウェスタンブロット,免疫

組織,および i柁Si£uハイブリダイゼーションにより

毛息に発現することが確認されている19).最近,外毛根

鞘凝内層に発現する新たなヒトケラチンが同定された.

そのアミ}酸配列はタイプⅢ cytok紺atin の K5と

K6の双方に高い相同性を示したが,最終的にウエスタ

ンプロりトの所見からこのナう+ンは ltG(∫)isorol･In

と判断され,K紬 Fとされた20き,ヒトK6の isofoTm

としては K6aから鋸 の6種類がすでに同定されて

いたが,K6hf遺伝子はこれらとクラスターを形成し

ていることが橡に判明し,この所見はその命名が妥当で

あることを示した.

今回分離されたケラチンは皮膚に帝展的に発現するこ

とが ノーザンプロ､ソトによi)確認され/+I.さらに,その

抗体を利用した免疫組織の所見から毛包を構成する内毛

根鞘に分布することが判明した.したがってこれら一連

の所見はこのケラチンが K6の isoform である可能

性を強く示唆し,これを mK6iTSと命名した.本研究

は今徽 このケラチンにおけるヒト homologueの同

定およびその脱毛性疾患における関連についてさらに解

析を進める上での基盤となるものと考えられる.
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