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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

１．表皮セラミドの多様性を生み出す分子機構の解明 

精製タンパク質を用いた in vitro のアッセイ及びノックアウト（KO）マウスを用いた in vivo の解析により，

PNPLA1 がトリグリセリドのリノール酸を ω-ヒドロキシセラミドへ転移して，アシルセラミドを産生するト

ランスアシラーゼであることを明らかにした。また，PNPLA1 魚鱗癬変異体ではトランスアシラーゼ活性が

大きく減少していた。Pnpla1 KO マウス由来の表皮ケラチノサイトでは最終分化の不全が生じ，この異常は

アシルセラミドの添加により部分的にレスキューされたことから，アシルセラミドまたはその派生物によっ

てケラチノサイトの最終分化が制御されることが示唆された。ABHD5 が PNPLA1 のアシルセラミド産生を

促進する働きがあることを細胞系及び KO マウスを用いた解析により明らかにした。ABHD5 のドルフマ

ン・シャナリン症候群変異体ではその促進活性が大きく減少していた。PNPLA1 は単独では小胞体を含む細

胞全体に局在したが，トリグリセリド産生条件下で ABHD5 と共発現させると脂肪滴周辺の小胞体に局在し

た。ACSVL4 の過剰発現は炭素数 32 及び 34 の飽和アシルセラミド量の量を増加させたことから，アシルセ

ラミド産生に関わることが示唆された。Des2 KO マウスの表皮ではフィトセラミド（フィトスフィンゴシン

含有セラミド）の量が大きく減少したものの，皮膚バリアに異常は見られなかった。フィトスフィンゴシン

を含む長鎖塩基の細胞へ取り込みに脂肪酸輸送タンパク質（FATP）／アシルCoA合成酵素が関わることを明

らかにした。フィトスフィンゴシンの代謝には小胞体における α 酸化が関与していることを見出した。 

 
２．表皮バリア疾患の発症機序，病態，バリア増強 

シェーグレン・ラルソン症候群の原因遺伝子 Aldh3a2 の KO マウスから単離したケラチノサイトではスフィ

ンゴシンからエーテルリン脂質への異常代謝と，増殖及び酸化ストレス応答の亢進が観察された。機能未知

魚鱗癬原因遺伝子 Ichthyin の KO マウスでは，新生致死，経皮水分蒸散量の増加，トルイジンブルー染色の

亢進，角質層における脂質ラメラの減少などの皮膚バリア形成不全が見られ，アシルセラミド量が低下して

いた。先天性魚鱗癬症例を多数解析し，ALOXE3，SDR9C7，GJB3，KRT1，KRT10，FLG 等の多数の遺

伝子において，新規を含む病原性変異を同定することで，これら疾患の遺伝型と症状の関わりを明らかにし

た。多数のアトピー性皮膚炎患者の皮膚バリア形成に関わるフィラグリン（FLG）遺伝子の解析を行い，複

合ヘテロ接合性による機能欠損アレルの重複は必ずしもアトピー性皮膚炎の重症度と相関しないことを示し

た。ヘテロ接合性にフィラグリン遺伝子の病原性変異を持つ重症アトピー性皮膚炎患者のうち，IgE 欠損を

伴う症例を発見することで，バリア障害によるアレルゲン感作以外の疾患成立機序が存在する可能性を示し

た。小腸モデル細胞を用いた検討の結果，植物型長鎖塩基である d18:24t8t はその異性体である d18:24t8c に比

べて，消化管から吸収後にセラミドへと再合成されやすいことを明らかにした。また，d18:24t8t，d18:24t8c お

よび真菌類由来 9-Me-d18:24t8t は，スフィンゴミエリンではなく，セラミドやモノヘキソシルセラミドに再

合成された後に小腸上皮細胞から体内に取り込まれることを示した。 

 
３．マイバム脂質の涙液バリア形成における役割と産生の分子機構の解析 

Elovl1 レスキューマウスでは成長とともに角膜混濁の割合が増加した（5-11 ヶ月齢で 43%，12 ヶ月齢以降

では 86%）。Elovl1 レスキューマウスの角膜上皮の一部は角化しており，表皮マーカー遺伝子が発現してい

た。マイバム特異的脂質 O-アシル-ω-水酸化脂肪酸（OAHFA）産生における脂肪酸 ω-水酸化酵素 CYP4F22
（マウスでは Cyp4f39）の役割を調べるために，Cyp4f39 KO マウスを作成した。 
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1. Elucidation of the molecular mechanism creating ceramide diversity in epidermis. 
In vitro assay using purified proteins and in vivo analyses using Pnpla1 knockout (KO) mice 
revealed that PNPLA1 is a transacylase that synthesizes acylceramide by transferring linoleic 
acid in triglyceride to ω-hydroxyceramide. Ichthyosis mutations in PNPLA1 largely impaired the 
transacylase activity. Differentiation of the keratinocytes was impaired by Pnpla1 disruption, 
whereas exogenously added acylceramide partially rescued the aberrant differentiation. These 
results suggest that acylceramide or its derivative regulates keratinocyte differentiation. 
Cell-based assays and in vivo analyses revealed that ABHD5 has an ability to enhance PNPLA1 
activity. However, such ability was largely decreased in Dorfman-Chanarin syndrome mutants of 
ABHD5. Solely expressed PNPLA1 was localized throughout the cytoplasm including the ER. On 
the other hand, PNPLA1 was located to ER near lipid droplets when it was co-expressed with 
ABHD5 under triglyceride-generating conditions. Overproduction of ACSVL4 resulted in 
increases in acylceramides with C32 and C34 saturated fatty acids, suggesting that ACSVL4 is 
involved in acylceramide production. Although phytoceramide was decreased in the epidermis of 
Des2 KO mice, no abnormality in skin barrier formation was observed. We found that 
FATPs/ACSs function in the import of long-chain bases (LCB) including phytosphingosine into 
cells. We also revealed that fatty acid α-oxidation in the ER is involved in phytosphingosine 
metabolism.  

 
2. Pathogenesis and pathology of epidermal barrier disorders and enforcement of barrier formation. 

Abnormal metabolism of sphingosine as well as increases in growth rate and oxidative stress 
responses were observed in the keratinocytes isolated from the KO mice of the Sjögren-Larsson 
syndrome gene Aldh3a2. The Ichthyin KO mice exhibited impaired epidermal barrier formation 
and reduced acylceramide levels. Genetic analyses of various congenital ichthyosis patients 
identified several mutations including hitherto unreported mutations in ALOXE3, SDR9C7, 
GJB3, KRT1, KRT10, and FLG, indicating genotype-phenotype correlations. Compound 
heterozygotes for filaggrin (FLG) gene mutations in atopic dermatitis patients did not always 
show severe symptom. Identification of a case of severe atopic dermatitis with a heterozygous 
FLG mutation accompanying with IgE deficiency, raising a possibility of a new pathomechanism 
caused by barrier deficiency but allergenic sensitization-independent. After absorption into small 
intestinal cells, the plant type LCBs d18:24t8t and d18:24t8c and fungi type LCB 9-Me-d18:2 were 
converted to ceramides and monohexosylceramides at higher rates than to sphingomyelins. 
 

3. Function of meibum lipids in tear film barrier formation and elucidation of the molecular 
mechanism of their synthesis. 
The proportion of opacified cornea was increased as Elovl1-rescue mice grew (43% at 5-11 months 
old and 86% at ≥ 12 months old). The epithelium of the Elovl1-rescue mouse cornea was partly 
cornified, and epidermal markers were expressed. To investigate of the role of the fatty acid 
ω-hydrolase CYP4F22 (Cyp4f39 in mice) in generation of the meibum-specific lipid 
(O-acyl)-ω-hydroxy FA (OAHFA), Cyp4f39 KO mice were generated.  
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