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(54)【発明の名称】 ケラチノサイトの核内シグナル伝達タンパク質とその臨床利用

(57)【要約】
【課題】カルシウム誘導性ケラチノサイト分化の調節に
関与する核内シグナル伝達タンパク質の機能を利用し
て、様々な臨床的な応用を実現すること。
【解決手段】ケラチノサイト分化調節シグナル伝達因子
およびその生理的機能を通じて、ケラチノサイト増殖・
分化の調節により角化を制御することが可能である。シ
グナル伝達に機能する核内タンパク質、その抗体、リガ
ンドおよびこれらを利用した皮膚の障害または疾患用の
検査・診断の医薬、予防/治療の医薬を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】ヒトまたはヒト以外の哺乳動物のケラチノ
サイトの核内で機能するシグナル伝達タンパク質。
【請求項２】カルシウム（1.2mM）処理した、ヒトまた
はヒト以外の哺乳動物のケラチノサイトから得られる全
細胞抽出物を8～10%ＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけて分離し、
ついでニトロセルロース膜に移してウェスタンブロッテ
ィングを行い、抗アセチル化リジン抗体を用いる免疫ブ
ロッティングにより検出される請求項１に記載のシグナ
ル伝達タンパク質。
【請求項３】分子量が９７ｋDと推定される請求項１ま
たは２に記載のシグナル伝達タンパク質。
【請求項４】分子量が７8ｋDと推定される請求項１また
は２に記載のシグナル伝達タンパク質。
【請求項５】分子量が７０ｋDと推定される請求項１ま
たは２に記載のシグナル伝達タンパク質。
【請求項６】請求項1～５の何れかに記載のタンパク質
に対する特異的抗体。
【請求項７】請求項６に記載の特異的抗体を含有してな
ることを特徴とする診断薬。
【請求項８】請求項７に記載の診断薬を含むことを特徴
とする診断検査用キット。
【請求項９】請求項１～５の何れかに記載のタンパク質
もしくはその部分ペプチドまたはその塩を用いることに
よって決定される該タンパク質のリガンド。
【請求項10】請求項９に記載のリガンドのスクリーニン
グ方法。
【請求項11】請求項9に記載のリガンドを含有してなる
ことを特徴とする医薬。
【請求項12】請求項1～5の何れかに記載のシグナル伝達
タンパク質とそのリガンドとの結合性に変化を与えるこ
とができる化合物またはその塩。
【請求項13】請求項12に記載の化合物またはその塩のス
クリーニング方法。
【請求項14】請求項12に記載の化合物またはその塩を含
有してなることを特徴とする医薬。
【請求項15】請求項１～5の何れかに記載のタンパク質
の発現量を変化させることができる化合物またはその
塩。
【請求項16】請求項15に記載の化合物またはその塩を含
有してなることを特徴とする医薬。
【請求項17】請求項1～5の何れかに記載のタンパク質の
量を、該タンパク質に特異的な抗体を用いて決定するこ
とを特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の技術分野】本発明は、細胞核内のシグナル伝達
において機能する核内タンパク質およびその臨床応用に
関する。より詳しくは、カルシウム誘導性ケラチノサイ
ト分化などの調節に関与する核内シグナル伝達タンパク
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質とその診断的、治療的利用に関する。
【０００２】
【発明の技術的背景】ケラチノサイトの増殖・分化は、
細胞外カルシウム濃度を始めとする様々な細胞外因子、
生理条件により厳密に制御されるが、その調節機構の詳
細はこれまで不明であった。細胞外からの刺激、すなわ
ち情報を細胞が受け止め、その情報を細胞核に伝達する
までの過程を、細胞質でのプロセッシングを含むシグナ
ルの伝達と変換、核内へのシグナル伝達、そして遺伝子
の発現と転写に繋がる過程としてその機構を解明する研
究、およびこれらをケラチノサイトの増殖・分化と結び
つける研究も精力的に進められている。
【０００３】細胞の増殖および代謝の調節に果たすカル
シウムの役割が最初に研究された間葉性細胞、たとえば
マウス３Ｔ３、ヒトＷＩ-38線維芽細胞（Boyntonら,197
4；Boyntonら,1977）は、細胞内カルシウム濃度が0.5mM
より低いとＧ１静止期に移行し、増殖は低下する。とこ
ろが表皮ケラチノサイト（角化細胞）は、カルシウム濃
度が0.05～0.1mMに低下すると生育と分化を停止するが
引き続き増殖し、0.1mMよりも高くなると分化を始める
（Stanley and Yaspa, 1983）。低カルシウム培地で培
養した表皮単層細胞は、通常の培養媒地でのカルシウム
濃度である1.2mMに上げると最終分化に誘導された（Sta
nley and Yaspa, 1983）。ヒト表皮ケラチノサイトは、
インヴォルクリン（involcrin）、フィラグリン（filag
grin）、ロリクリン（loricrin）といった表皮分化マー
カーの発現変更を伴って増殖性の基底細胞から上部の角
質細胞に分化する（Rice and Green,1979; Fuchs,199
0）。細胞外カルシウム濃度が上昇すると、プロテイン
キナーゼＣ（ＰＫＣ）活性化とともに（Dlugosz and Yu
spa, 1994）、上記マーカーを誘導する（Henningsら,19
80; Yuspaら,1989）。
【０００４】真核細胞遺伝子の統合化された同調的転写
において、いくつかの核内転写因子、いわゆるコアクチ
ベーター（coactivator）が重要な役割を演ずる（Brown
elland Allis, 1996; Janknecht and Hunter, 1996; Mo
ntminy, 1997）。性質がよく調べられたコアクチベータ
ーである、ＣＲＥＢ（cAMP response element binding 
protein）結合タンパク質（CREB binding protein;ＣＢ
Ｐ）およびＰ３００／ＣＢＰ結合因子（Ｐ／ＣＡＦ）
は、次の２つの異なる機構により、多数の転写活性化因
子とともに遺伝子発現を統合する。１つは、標的プロモ
ーターへの転写装置の動員と関係している（Nakajima 
ら,1997a, 1997b; Choら , 1998）。他は、ヒストンの
リジン残基のイプシロン（ε）アミノ基にアセチル基を
転移する固有の酵素活性であり、ヒストンアセチルトラ
ンスフェラーゼ（ＨＡＴ;histone acetyltransferase）
ととして作用する（Ogryzkoら,1996;Grunstein,1997; M
izzen and Allis,1998; Struhl,1998）。これらのＨＡ
Ｔ活性は、転写調節に関連づけられて来た（Wolffe and
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 Pruss, 1996）。その関与は、過剰にアセチル化された
ヒストンのＤＮＡとの相互作用の非安定化および結果的
に同種ＤＮＡ結合部位への転写活性化因子の接近を促進
するクロマチン構造の変化により説明されてきた（Hebb
esら, 1988; Leeら,1993）。ＨＡＴもまた、ｐ５３、Ｌ
ＥＦ、ＴＦＩＩＥといったある種のＤＮＡ結合タンパク
質をアセチル化して、因子アセチルトランスフェラーゼ
（factor acetyltransferases;ＦＡＴｓ）として機能
し、これにより転写活性の増大をもたらす（Gu and Roe
der,1997; Imhofら,1997; Lillら,1997; Waltzer and B
ienz, 1998）。
【０００５】ヒストンのアセチル化状態は、転写の調節
に加えて細胞の増殖および分化にも影響を及ぼすと考え
られている（Marksら, 2000; Zhou ら，2000）。核内の
アセチル化／脱アセチル化と分化／発生との関連が多く
の研究により示されてきた（Puriら,1997; Kawasakiら,
1998; Shi and Mello, 1998; Sartorelliら，1999; Tho
masら,2000）。カルシウムは、ヒストンデアセチラーゼ
と相互作用をするＭＥＦ２の転写抑制を調節することに
より筋肉分化に重要な役割を担っている（Miskaら,199
9; McKinseyら,2000; Younら,2000）。
【０００６】本発明者らは、ケラチノサイトにおいてカ
ルシウムが誘導する分化とＨＡＴ活性化との関係に着目
し、カルシウム刺激に対応する核内アセチル化（nuclea
r acetylation;ＮＡ）について、ε－アセチル化リジン
（acetylated lysine;ＡＫ）に対する特別の抗体（Kawa
haraら，1999）を使用することにより鋭意研究を進め
た。その結果、本発明者らはカルシウムが、ＰＫＣシグ
ナル伝達経路を介してＨＡＴ活性ならびにＮＡパターン
の変化を誘導することを見出した。さらに、ＣＢＰでは
なくむしろＰ／ＣＡＦ（p300/CBP associated factor）
のＨＡＴ活性が、ＦＡＴとして振舞うことによりケラチ
ノサイト分化に関与している可能性をも見出した。多く
の異なる細胞機能に関与していると示唆されている前骨
髄性性白血病（promyelocytic leukemia;ＰＭＬ）ヌク
レアーボディー（nuclear body）（Seeler and Dejean,
1998）とＮＡとの関連も明らかにした。本発明はこれら
の知見に基づき、ケラチノサイト分化の調節に関するシ
グナル伝達因子である核タンパク質およびその生理的機
能を利用することにより、ケラチノサイトの増殖・分化
の調節を通じて、角化の制御、異常の診断薬、予防／治
療する医薬を完成した。
【０００７】
【発明の目的】本発明は、カルシウム誘導性ケラチノサ
イトの増殖・分化の調節に関与する細胞核内シグナル伝
達タンパク質の機能を利用して、様々な臨床診断的な応
用を実現することを目的とする。すなわち、シグナル伝
達に機能する核内タンパク質に対する抗体、リガンド、
該タンパク質の発現量を変化させ得る化合物などおよび
これらを利用した診断的利用を提供することを目的とす
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る。
【０００８】
【発明の概要】本発明のシグナル伝達タンパク質は、ヒ
トまたはヒト以外の哺乳動物のケラチノサイトの核内で
機能するタンパク質である。本発明の上記シグナル伝達
タンパク質は、カルシウム（1.2mM）処理した、ヒトま
たはヒト以外の哺乳動物のケラチノサイトから得られる
全細胞抽出物を8～10%ＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけて分離
し、ついでニトロセルロース膜に移してウェスタンブロ
ッティングを行い、抗アセチル化リジン抗体を用いる免
疫ブロッティングにより検出されるタンパク質である。
【０００９】本発明の上記シグナル伝達タンパク質は、
その分子量が９７ｋDと推定されるタンパク質である。
さらに、本発明のシグナル伝達タンパク質には、その分
子量が７０ｋDまたは７8ｋDと推定されるタンパク質も
含まれる。本発明に係る抗体は、上記タンパク質に対す
る特異的抗体である。
【００１０】本発明の診断薬は、上記特異的抗体を含有
してなることを特徴とする診断薬である。本発明の診断
検査用キットは、上記診断薬を含むことを特徴とするキ
ットである。本発明のシグナル伝達タンパク質のリガン
ドは、上記のいずれかのタンパク質もしくはその部分ペ
プチドまたはその塩を用いることによって決定されるリ
ガンドである。
【００１１】本発明は、上記リガンドのスクリーニング
方法を提供する。本発明の医薬は、上記リガンドを含有
してなることを特徴とする。本発明は、上記シグナル伝
達タンパク質とそのリガンドとの結合性に変化を与える
ことができる化合物またはその塩を含む。本発明は、上
記の化合物またはその塩のスクリーニング方法を提供す
る。
【００１２】本発明の医薬は、上記化合物またはその塩
を含有してなることを特徴とする医薬である。本発明
は、上記いずれかに記載のタンパク質の発現量を変化さ
せることができる化合物またはその塩を含む。本発明の
医薬は、上記化合物またはその塩を含有してなることを
特徴とする医薬である。
【００１３】本発明は、上記タンパク質の量をそれに特
異的な抗体を用いて決定する方法を提供する。ケラチノ
サイトの増殖・分化は、細胞外カルシウム濃度により影
響を受けるが、本発明者らはその調節過程に、カルシウ
ムシグナル伝達の下流にあるproteinkinase（ＰＫＣ）
を介したＨＡＴ活性の関与があること、さらに核内タン
パク質の発現とそのアセチル化が関係していることを明
らかにした。本発明は、これに基づきアセチル化される
核内のシグナル伝達タンパク質の機能を利用した診断治
療への応用を実現するものである。すなわち、ケラチノ
サイトの増殖・分化誘導とその調節に関与する核内タン
パク質の発現およびその機能の調節を直接の標的とする
生理活性物質の探索およびその決定により、これらの物
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5
質を各種の皮膚疾患の診断薬、予防／治療薬として活用
するものである。
【００１４】
【発明の具体的説明】上記概要に示された本発明の詳細
を、核内のシグナル伝達タンパク質、抗体、検査・診断
薬、医薬製剤について順次説明する。なお、本明細書に
おいて使用する用語「リガンド」とは、核内シグナル伝
達タンパク質に結合するかまたは相互作用し、あるいは
Ｐ／ＣＡＦによってアセチル化される程度を変更したり
して、該タンパク質のシグナル伝達機能を調節する作用
を有する低分子化合物または生理活性物質をいう。この
場合の「調節」とは、正の作用、即ちシグナル伝達機能
の亢進のほか、負の作用、すなわち伝達機能の低下、抑
制の両方を含む。
【００１５】また本明細書で「タンパク質」とは、その
遊離体のほかその塩も含むものであり、両者は公知の方
法により容易に相互に変換できる。なお、とくに指定し
なくとも本発明にいう「タンパク質」の用語は、その部
分ペプチドをも包含する概念で使用している。さらに、
この「タンパク質」にはそのカルボキシル末端あるいは
末端基以外のカルボキシル基がアミド（－CONH
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）また

はエステル（－COOR；Rはアルキル基、シクロアルキル
基、アリール基、アラルキル基、またはピバロイルオキ
シメチル基など）の形であるもの、アミノ末端または分
子内アミノ酸残基の側鎖（たとえば、アミノ基、水酸
基、スルフヒドリル基、イミダゾール基、インドール
基、グアニジノ基など）が適当な基、たとえばホルミル
基、アセチル基、公知の保護基などにより置換されてい
るもの、あるいは糖鎖が結合しているものも含まれる。
とくに本発明のタンパク質は、アセチル化の部位、程度
がその生理機能と関連するが、アセチル化の有無と程度
を問わず本発明の範囲に包含される。
核内シグナル伝達タンパク質
本発明のタンパク質は、Ｐ／ＣＡＦによりアセチル化さ
れる細胞核内のタンパク質であり、ap97（分子量97ｋ
D）、ap78（分子量78ｋD）、ap70（分子量70ｋD）と表
記する、分子量の異なる３種のタンパク質である。これ
らのタンパク質は、ケラチノサイトのカルシウム刺激に
よりその発現とアセチル化が誘導される。下記の方法に
よりその存在が検出されたこれらの核内タンパク質にお
ける発現の変動は、HAT（ヒストンアセチルトランスフ
ェラーゼ）によるアセチル化の度合いである程度知るこ
とができる。これらのタンパク質は、ケラチノサイト分
化に関連したシグナル伝達（もしくは変換）機能を担う
が、カルシウム刺激の際の動態の相違、PKC阻害剤、Ｐ
／ＣＡＦ変異型を使った実験の結果などから生理機能お
よびその調節は、異なるものと推測される。
・検出
所定のカルシウム処理をしたケラチノサイトから、全細
胞抽出物または核抽出液を得る。そうした抽出物は、一
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般に用いられる抽出方法に基づいて調製することができ
る。たとえば、適当な緩衝液（具体的には、トリス塩酸
緩衝液、リン酸緩衝液、ヘペス緩衝液など）などにケラ
チノサイトを懸濁し、細胞を粉砕する。細胞の粉砕方法
として、たとえばPotter-Elvehjem型ホモジナイザーで
細胞を押し潰す方法、ワーリングブレンダーやポリトロ
ン（登録商標）による粉砕、超音波による粉砕、フレン
チプレスなどで加圧しながら細胞を細いノズルから噴出
させることによる粉砕などが挙げられる。核抽出液は、
分画遠心分離法などにより細胞核画分を得て抽出するこ
とにより調製できる。このようにして得られた粗抽出物
を、8～10%ＳＤＳ－ＰＡＧＥ(sodium dodecyl sulfate/
polyacrylamide gelelectrophoresis)にかけて分離し、
ついでニトロセルロース膜に移す。該膜は、0.02%Tween
 20を有する25mM Tris-HCl緩衝液化生理食塩水(Tris-HC
l buffer saline with 0.02% Tween 20;T-TBS)中に1%Ｂ
ＳＡおよび5%ローファットミルクを含むブロッキング液
にとともに１時間インキュベートし、つぎに25℃で１時
間、抗アセチル化リジン（抗AK）抗体と反応させる。２
５℃で各10分間、上記T-TBSで３回洗浄後、該膜はペル
オキシダーゼ結合ヤギ抗ウサギ、抗マウスもしくは抗ラ
ットＩｇＧ（1:3000希釈）で25℃、30分間インキュベー
トする。タンパク質は、高感度化学発光検出システムを
使って可視化される。
【００１６】なお、上記の抗アセチル化リジン（抗AK）
抗体は、ε－アセチル化リジン（acetylated lysine;Ａ
Ｋ）に対する特別の抗体であり、その調製法は後述する
実施例に記載される。さらにKawaharaらによる既報論文
（1999年発行のBiochem. Biophys. Res. Commun.誌、第
266巻の417～424頁に掲載された、表題「Hypernuclear 
acetylation in atherosclerotic lesions and activat
ed vascular smooth muscle cells」の論文）に詳述さ
れている。
・単離
本発明に係るタンパク質は、皮膚組織、ケラチノサイト
培養物から抽出するか、あるいは公知技術を利用するこ
とにより本タンパク質をコードするｍRNAそしてｃＤＮ
Ａを得て、周知の遺伝子工学的手法により組替え体を得
てクローン化し、発現系の宿主菌（細胞）から抽出して
得ることができる。培養後、公知の方法により菌体また
は細胞を集め、これを適当な緩衝液に懸濁する。緩衝液
中にトリトンＸ－100（登録商標）などの界面活性剤、
または尿素もしくは塩酸グアニジンなどのタンパク質変
性剤を含めてもよい。懸濁液は超音波、リゾチームおよ
び／または凍結融解などの処理により菌体または細胞を
破壊したのち、遠心分離もしくは濾過により本タンパク
質の粗抽出液を得ることができる。
【００１７】上記粗抽出液から、本発明のタンパク質を
分離精製するには、タンパク質の精製についての従来技
術を用いる。とくに原理の異なる複数の方法を適切に組
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7
合わせて行なうことにより、効率的に目的タンパク質を
単離することができる。そうした精製技術には、塩析や
アルコールまたはアセトンなどによる溶媒沈殿法などの
溶解度を利用する方法；透析法、限外濾過法、ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ、ゲル濾過法など、おもに分子量の差を利用す
る方法；等電点沈殿法、等電点電気泳動法など、等電点
の差を利用する方法；イオン交換体（DEAEなど）による
吸脱着イオンクロマトグラフィーなど、荷電の差を利用
する方法；特異的親和性を利用するアフィニティクロマ
トグラフィー；疎水性の差を利用する逆相高速液体クロ
マトグラフィーなどが含まれる。
【００１８】このようにして精製単離される本発明のタ
ンパク質の量は、後述する標識したリガンドとの結合実
験または特異的抗体を利用したエンザイムイムノアッセ
イなどにより測定することができる。当該特異的抗体と
は、本発明のタンパク質を認識し得るものであれば、ポ
リクローナルもしくはモノクローナルいずれの抗体であ
ってもよい。
・生理機能
高濃度カルシウム刺激によりケラチノサイトのＨＡＴ活
性が上昇する。ＨＡＴ活性を発現する酵素の実体は、p3
00、ＣＢＰ、Ｐ／ＣＡＦなどの転写統合装置であること
が最近明らかにされた。これらの酵素のHAT活性は、シ
グナル伝達経路を介して細胞内外の刺激を受け、ヒスト
ンを含め多様なタンパク質を様々にアセチル化する。ア
セチル化／脱アセチル化の形をとるシグナルの増幅、減
衰または変換により、多くの生体機能を調節する役割を
果たすと推測されている。たとえばヒストンのアセチル
化（もしくはその程度）は、クロマチン高次構造に変化
を及ぼし、転写活性の調節制御に関係すると信じられて
いる。
【００１９】本発明者らの研究から、ap70はカルシウム
刺激前から存在し、カルシウム刺激後は漸減消失する。
逆にap78はカルシウム刺激後に誘導され長時間にわたっ
て漸増する。ap97は、刺激後一時的に増幅されるがその
後は消失へと変化する。ap97の誘導は、PKC阻害剤であ
るG06983、GF109202X（これらは、ＨＡＴ活性を抑制す
る）のうち、GF109202X処理により阻害された。さらにH
aCAT細胞においてＣＢＰおよびP／CAFの野生型とHAT活
性を欠失させた変異型を強制発現させて、高濃度カルシ
ウムにより刺激すると、変異型ではインヴォルクリン誘
導とap97発現の能力がほとんど発揮されなった。
【００２０】カルシウムはPKCを介したシグナル伝達に
よりケラチノサイトを分化誘導する調節因子である。本
発明者らの研究結果からその経路にＰ／CAFによるap97
の発現およびそのアセチル化が関与していることが明ら
かとなった。よってap97は、転写の調節因子でありアセ
チル化酵素でもあるＰ／CAFにより、その発現量および
アセチル化によるコントロールを受けてケラチノサイト
のカルシウム誘導分化の調節に関与している。
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【００２１】残るap70およびap78の生理機能について
は、PKC阻害剤の処理に影響を受けず、ＣＢＰおよびP／
CAFの変異型の強制発現の際にも変化がなかったことか
ら、ap97とは異なるシグナル伝達経路に関係する。換言
するとＣＢＰおよびP／CAF以外のHATが、これらの核タ
ンパク質発現の消長およびアセチル化に関係している。
したがって、これらのアセチル化型核タンパク質の作用
は、ap97とは作用のターゲットも異なり、別の細胞機能
の調節に関与している可能性がある。高カルシウム刺激
後、2時間までに消失するap70のアセチル型は、おそら
く分化初期の細胞増殖の切り替えをおこなっている。こ
れに対し、カルシウム刺激後、時間依存性の過剰発現を
するap78は、16時間後には、ほとんどの細胞がG1期に拘
束される状態（いわゆるG1アレスト）に至ることから、
最終分化につながる細胞周期の同調または関連するシグ
ナル伝達経路に関係があると示唆されている。かかる情
報伝達経路もまた、HAT活性と相関がある。このこと
は、CBPがG1／S境界で、細胞周期依存キナーゼによるリ
ン酸化を通じてHAT活性を上昇させるという報告（Ait-S
i-Ali Sら,1998）に基づく。16時間時点でPMLヌクレア
ーボディーと集合するアセチル化された核タンパク質
は、ap78であると考えられる。このことはPMLヌクレア
ーボディーもまた、細胞増殖の抑制およびアポトーシス
に関係するという観察（Seeler and Dejean,1999）から
も支持される。
抗体
本発明のタンパク質に対する抗体は、上記核タンパク
質、ap97、ap70およびap78のいずれかを認識し得る抗体
であれば、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体の
いずれであってもよい。そのような抗体は、本発明のタ
ンパク質を抗原として用いて、公知技術である抗体また
は抗血清の製造方法に従って製造することができる。
・抗体の調製
モノクローナル抗体の調製のためには、抗原タンパク質
を哺乳動物の抗体産生が可能な部位に、単独に、または
担体、希釈剤とともに投与する。その際、抗体産生能力
を高めるため、完全フロイントアジュバントなどを混ぜ
て投与してもよい。用いる哺乳動物として、マウス、モ
ルモット、ウサギ、ラット、ヒツジ、ヤギ、サル、イヌ
などが挙げられるが、扱いやすさなどから、とくにマウ
スまたはウサギが好ましく用いられる。投与は、通常3
～６ヶ月間の期間において、２～６週ごとに1回ずつ２
～１０回程度行なわれる。
【００２２】抗体産生細胞の採取は、抗原を免疫された
上記動物から抗体価が認められた個体を選択し、最終免
疫の2～5日後に脾臓またはリンパ節を採取する。それら
に含まれる抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合させること
により，モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを調製
することができる。融合操作は公知の技術を使用するこ
とができる。たとえば、ケーラーとミルスタインの方法
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9
が挙げられる。骨髄腫細胞として、P3U1、NS-1、SP2/0
などが挙げられるが、とくにP3U1が好ましく用いられ
る．融合促進剤としてポリエチレングリコール（PE
G）、センダイウィルスなどが挙げられ、好ましくは、P
EGが用いられる。
【００２３】形成されたハイブリドーマのスクリーニン
グ方法として、本発明のタンパク質を直接に、または担
体とともに吸着させたマイクロプレートなどの固相にハ
イブリドーマ培養上清を添加し、次いで放射性物質、酵
素などで標識した抗免疫グロブリン抗体（細胞融合に使
用する細胞がウサギの場合、抗ウサギ免疫グロブリン抗
体が用いられる）またはプロテインAを加え、固相に結
合したモノクローナル抗体を検出する方法、抗免疫グロ
ブリン抗体またはプロテインAを吸着させた固相にハイ
ブリドーマ培養上清を添加し標識抗原タンパク質を加え
て、固相に結合したモノクローナル抗体を検出する方法
などが例示される。
【００２４】モノクローナル抗体の選別は、通常はHAT
（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）を添加
した動物細胞培養基などで行うことができる。選別およ
び育種用培地としては、ハイブリドーマが生育できるも
のであればとくに制限はない。たとえばハイブリドーマ
培養用無血清培地、牛胎児血清(fetal calf serum;FCS)
を含むRPMI培地、GIT培地などを用いることができる。
培養は、通常５％の炭酸ガス下で、２０～40℃、好まし
くは34から38℃であり、期間は通常5日～3週間、好まし
くは1～２週間である。
【００２５】モノクローナル抗体の単離方法は、通常の
ポリクローナル抗体の精製方法と同じであり、免疫グロ
ブリンの分離精製法による。すなわち、塩析法、アルコ
ール沈殿法，等電点沈殿法、各種電気泳動法、イオン交
換体（DEAE樹脂など）による吸脱着法、超遠心法、ゲル
濾過法、特異的アフィニティ精製法などを適宜、組合わ
せて利用することによる。
【００２６】本発明のポリクローナル抗体は、公知技術
を利用して調製することができる。たとえば、免疫抗原
を上記モノクローナル抗体の製造方法と同様に哺乳動物
に免疫を行い、その免疫動物の血液、腹水など、好まし
くは血液から本発明のタンパク質に対する抗体含有物を
採取して、上記した抗体の単離操作を行うことにより製
造できる。免疫方法、投与回数などは、モノクローナル
抗体について記載した方法に準じる。
【００２７】なお、モノクローナル抗体、ポリクローナ
ル抗体などの抗体価の決定は、抗血清中の抗体価測定の
場合と同様である。具体的には、標識された本発明のタ
ンパク質と抗血清または抗体を含む試料とを反応させた
のち、抗体に結合した標識の活性を測定することによ
る。標識は、化学的または物理的手段により検出される
ものであり、たとえば蛍光物質、酵素、放射性同位元
素、発光物質などが用いられる。
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・抗体の利用
本発明のタンパク質に対する抗体の中和活性とは、本発
明のタンパク質ap97などの関与するシグナル伝達機能を
不活性化する機能を有することをいう。したがって、該
抗体が中和活性を有する場合、結合する当該タンパク質
の関与するシグナル伝達を不活性化することができる。
【００２８】上記した本発明の抗体は、本発明に係るタ
ンパク質またはその部分ペプチドを特異的に認識するこ
とができるため、様々な利用形態が考えられる。その一
部を例示すると、本発明の抗体は、上記本発明のタンパ
ク質を精製するための抗体カラムの作成、精製時の各分
画中に存在する本発明に係るタンパク質の検出、注目す
る細胞内における当該タンパク質の動態もしくは挙動の
分析などのために使用することができる。また、本発明
に係る抗体は、体液や組織などの検体中に存在する本発
明のタンパク質またはその部分ペプチドを特異的に検出
したり、濃度分析をするために用いることができる。さ
らに本発明の抗体を利用して、生体内での本発明のタン
パク質またはその部分ペプチドを分析しまたは定量する
ことにより、本タンパク質の機能不全または異常亢進、
発現変動に関連する各種の皮膚系疾患の診断をすること
ができる。もっとも、これらの用途のみに限定されるも
のではない。
検査・診断薬
上記特異的抗体を利用した臨床応用として、たとえば角
化異常症などの診断検査薬がある。この場合の適用は、
主に生検、組織病理検査（バイオプシー）の検体となる
が、全身性の皮膚疾患では、血中に本発明に係るタンパ
ク質あるいはその特異抗体が存在する場合には血液その
ものも対象となる。視診の限界を補完する手段として極
めて有効な検査・診断薬となるであろう。
【００２９】本発明の抗体は、本発明のタンパク質ap97
などを特異的に認識できるため、検体中の本発明のタン
パク質の定量、とくにサンドイッチ免疫測定法による定
量などに使用することができる。すなわち、たとえば
（i）本発明の抗体と検体および標識化タンパク質とを
競合的に反応させ、該抗体に結合した標識化タンパク質
の割合を測定することを特徴とする検体中の本タンパク
質の定量法、（ii）担体上に不溶化した本発明の抗体お
よび標識化された本発明の抗体と検体とを同時または連
続的に反応させた後、不溶化担体上の標識剤の活性を測
定することを特徴とする検体に存在する本発明のタンパ
ク質の定量法がある。本発明のタンパク質ap97などに対
するモノクローナル抗体を用いると本発明のタンパク質
の量を測定できるほか、組織染色などによる該タンパク
質の検出を行なうこともできる。
【００３０】本発明のタンパク質ap97などに対する抗体
を用いる測定法はとくに限定されるものではなく、検体
中の抗原量、すなわち本発明に係るタンパク質の量に対
応した抗体もしくは抗原-抗体複合体量を化学的または
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物理的手段により検出し、これを既知量の抗原を含む標
準溶液を用いて作成した検量線から算出する測定方法で
あれば、いずれの方法を用いてもよい。具体的には競合
法、イムノメトリック法、ネフェロメトリー（nephelom
etry）、サンドイッチ法などが好適に用いられるが、感
度および特異性の見地から、サンドイッチ法がとくに好
ましい。
【００３１】サンドイッチ法では、不溶化した本発明に
係るモノクローナル抗体に検体を反応させ（１次反
応）、さらに標識化した本発明のモノクローナル抗体を
反応させ（２次反応）たのち、不溶化担体上の標識剤の
活性を測定することにより、検体中の本タンパク質ap97
などの量を定量できる。1次反応と2次反応は逆順序にお
こなってもよく、同時に行なってもよいし、時間をずら
して行なってもよい。
【００３２】固相用抗体または標識用抗体に用いられる
抗体は必ずしも1種類である必要はなく、２種類以上の
抗体の混合物を用いて、たとえば測定感度を向上させて
もよい。1次反応および2次反応に用いられる本発明のモ
ノクローナル抗体は、本発明のタンパク質ap97などの結
合する部位が相異なる抗体が好ましく用いられる。本発
明のモノクローナル抗体をサンドイッチ法以外の測定
法、たとえばイムノメトリック法、競合法、ネフェロメ
トリーなどに用いてもよい。イムノメトリック法では、
検体中の抗原と固相化抗原とを一定量の標識化抗体に対
して競合反応をさせた後に、固相と液相とを分離する
か、あるいは検体中の抗原と過剰量の標識化抗体とを反
応させ次いで固相化抗原を加えて未反応の標識化抗体を
固相に結合させたのち、固相と液相とを分離する。次に
何れかの相の標識量を測定し検体中の抗原量を定量す
る。
【００３３】競合法では、検体中の抗原と標識抗原とを
抗体に対して競合的に反応させたのち、未反応の標識抗
原（Ｆ）と抗体と結合した標識抗原（Ｂ）とを分離し
（Ｂ／Ｆ分離）、Ｂ、Ｆのいずれかの標識量を測定し検
体中の抗原量を定量する。この測定方法においては抗体
として可溶性抗体を用い、Ｂ／Ｆ分離をポリエチレング
リコール、上記抗体に対する第２抗体などを使用する液
相法、第1抗体として固相化抗体を用いるか、第1抗体は
可溶性のものを用い、第２抗体として固相化抗体を用い
る固相化法が用いられる。
【００３４】ネフェロメトリーでは、ゲル内または溶液
中で抗原抗体反応の結果生じた不溶性の沈降物量を測定
する。検体中の抗原量が少量であるため微量の沈降物し
か得られない場合には、レーザー散乱を利用するレーザ
ーネフェロメトリーなどが好ましく用いられる。上記の
免疫学的測定方法を本発明のタンパク質、抗体に適用す
る場合、特別の条件、操作などは必要とされない。それ
ぞれの方法における通常の条件、操作に準じて行なわ
れ、必要であれば若干の修飾を加えて測定が実施できる
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測定系が構築できる。そのためのもっとも簡便かつ効率
的に測定を行なうことを可能とするのは、本発明に係る
検査診断キットである。このキットを用いるならば、通
常の検査室または実験室で、特殊な分析機器、熟練した
操作、高度の知識は必要とせずに、効率的に定量を行な
うことができる。
・検査診断キット
本アッセイキットの構成および形態は、とくに限定され
るものでなく所定の目的を達成できるものであればその
内容は限定されない。一般には上記検体試料について、
アッセイ方法を実行し得られた結果を解釈するための使
用説明書、反応試薬、反応が行なわれる場となる反応媒
体、アッセイの場を提供する基材、などから構成され
る。さらに所望により、比較基準とするためのあるいは
検量線を作成するための照合サンプル、検出器なども含
んでもよい。
【００３５】反応試薬は適当な化学的または物理的検出
手段により検出可能な標識を有する。そのような標識物
質を用いる測定法に使用される標識剤として、たとえば
蛍光物質、酵素、放射性同位元素、発光物質などが用い
られる。蛍光物質として、フルオレスカミン、フルオレ
ッセインイソチオシアネートなど、酵素として、パーオ
キシダーゼ、アルカリホスファターゼ、リンゴ酸脱水酵
素、α-グルコシダーゼ、α-ガラクトシダーゼなど、放
射性同位元素として、125Ｉ、131Ｉ、3Ｈ、14Ｃなど、
発光物質として、ルシフェリン、ルシゲニン、ルミノー
ル、ルミノール誘導体などが例示される。
【００３６】さらに抗体または抗原と標識剤との結合に
ビオチン‐アビジン系を用いてもよい。抗原または抗体
の不溶化には、物理的吸着を用いてもよく、あるいは通
常タンパク質または酵素などを不溶化、固定化するため
に用いられる化学結合を用いる方法でもよい。担体とし
て、ポリスチレン、ポリアクリルアミド、シリコンなど
の合成樹脂、アガロース、デキストラン、セルロースな
どの不溶性多糖類、あるいはガラスなどが用いられる。
【００３７】検出手段としては、分光器、放射線検出
器、光散乱検出器といった上記標識を検出可能なもので
ある。反応媒体は、反応の至適条件を与えるか、反応生
成物質の安定化などに有用な緩衝液、反応物質の安定化
剤などを含む。
医薬製剤
本発明のタンパク質であるap97、ap70およびap78、ある
いはその部分ペプチドは、(1)本発明のタンパク質のリ
ガンド（アゴニスト）の探索または決定するための方
法、(2) 上記リガンドの定量法、(3) 本発明のタンパク
質の機能亢進または不全に関連する前記リガンドを含む
疾病の予防および／または治療剤、(4)本発明のタンパ
ク質と当該リガンドの結合性を変化させる化合物のスク
リーニング方法、（5）前記（4）の化合物を含有する各
種疾病の予防および／または治療剤、(6)本発明のタン
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パク質の発現量を変化させる化合物のスクリーニング方
法、(7)前記(6)の化合物を含有する各種疾病の予防およ
び／または治療剤、(8)本発明のタンパク質の定量にお
いて有用である。
・リガンドおよびその結合を変化させる化合物
本発明に係るリガンドの決定方法は、本発明のタンパク
質またはその部分ペプチドと試験化合物とを接触させる
ことにより、当該タンパク質などに結合してケラチノサ
イトの分化あるいはこれに関連したシグナル伝達機能を
促進または抑制する活性を示す化合物またはその塩を決
定する方法である。該化合物としては、合成化合物、ペ
プチド、非ペプチド性化合物、タンパク質、発酵生産物
などが挙げられ、これらの化合物は公知の物質でもあっ
てもよく、あるいは新規な化合物であってもよい。
【００３８】本発明のタンパク質もしくはその部分ペプ
チドに結合するリガンドのスクリーニング方法として、
具体的には（i）本発明のタンパク質もしくはその部分
ペプチドと標識したリガンドとを接触させた場合におけ
る、標識したリガンドの当該タンパク質に対する結合量
を測定することを特徴とする方法、（ii）本発明のタン
パク質を含有する細胞と標識したリガンドとを接触させ
た場合における、標識したリガンドの当該細胞に対する
結合量を測定することを特徴とする方法、（iii）本発
明のタンパク質を含有する細胞と標識したリガンドとを
接触させた場合における、標識したリガンドによる当該
タンパク質に対する機能・活性（たとえば、シグナル伝
達機能、分化作用など）に対する作用（たとえば、抑制
もしくは促進）を測定することを特徴とする方法などが
ある。
【００３９】上記方法において、本発明のタンパク質を
含有する細胞を用いる場合、その細胞を常法に従い、グ
ルタルアルデヒド、ホルマリンなどで固定化してもよ
い。該細胞は、ヒトケラチノサイトであってもよく、あ
るいは本発明のタンパク質を発現した宿主細胞であって
もよい。このような宿主細胞として、具体的には大腸
菌、枯草菌、酵母菌、昆虫細胞、動物細胞などが好まし
く用いられる。上記方法において、本タンパク質などと
結合した試験化合物の結合量または活性の変化を測定す
るためには、好ましくは標識試験化合物が用いられる。
標識は、検出の特異性、容易性などを考慮して、既存の
常套方法から適宜選択される。通常は、3H、125I、
14C、35Sなどの放射性標識が好ましく用いられる。
【００４０】リガンド決定のより具体的な方法として、
次のようにしておこなってもよい。本発明のタンパク質
ap97などを含有する細胞または核画分を、決定方法に適
した緩衝液に懸濁することにより標品を調製する。緩衝
液は、当該タンパク質とリガンドとの結合を阻害しない
ものであれば、種類は問わないが、一般には、リン酸緩
衝液、トリス－塩酸緩衝液などが用いられる。非特異的
結合を低減するため、界面活性剤（たとえば、Tween-8
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0、CHAPSなど）、各種タンパク質（たとえば、ゼラチ
ン、牛血清アルブミンなど）などを緩衝液に添加しても
よい。またプロテアーゼ阻害剤（たとえば、ロイペプチ
ン、ペプスタチン、PMSFなど）などを共存させて、プロ
テアーゼ作用による分解を阻止することが好ましい。上
記標品溶液0.01～10mlに、一定量（5,000～500,000cp
m）の125Ｉ、131Ｉ、3Ｈ、14Ｃなどで標識した試験化合
物を共存させる。非特異的結合量を知るために大過剰の
未標識試験化合物を加えた反応チューブも用意する。結
合反応は、0℃～50℃、好ましくは4℃～37℃で、約15分
間～24時間行なう。反応後、ガラス繊維ろ紙などで濾過
し、適量の緩衝液で洗浄後、該ろ紙に残存する放射活性
を、シンチレーションカウンターまたはガンマ-カウン
ターで計測する。全結合量から非特異的結合量を差し引
いたカウントが、０cpmを超える試験化合物を本発明の
タンパク質に対するリガンドとして選択することができ
る。
【００４１】このようなリガンド決定の方法を簡便かつ
効率的に行なうことを可能とするリガンド決定用キット
を組み立てることも有用である。その構成、仕様など
は、上記の検査診断キットに準じる。さらに本発明は、
本発明のタンパク質と上記リガンドとの結合性を変化さ
せる、すなわち低下させるか、または結合力を増強する
化合物をも対象とする。該化合物としては、合成化合
物、ペプチド、非ペプチド性化合物、タンパク質、発酵
生産物などが挙げられ、これらの化合物は公知の物質で
もあってもよく、あるいは新規な化合物であってもよ
い。
【００４２】このような化合物は、本発明のタンパク質
との結合を巡るリガンドとの拮抗試験を実施することに
よりスクリーニングすることができる。すなわち、本発
明のタンパク質もしくはその部分ペプチドとリガンドと
を接触させた場合と、本発明のタンパク質もしくはその
部分ペプチドとリガンドおよび試験化合物とを接触させ
た場合との比較を行なうことによる。その比較は、本発
明のタンパク質などとリガンドとの結合量、本タンパク
質の機能、活性の変化量などを測定することに基づく。
【００４３】本発明のタンパク質とそのリガンドとの結
合性を変化させる化合物のスクリーニング方法として、
具体的には（i）本発明のタンパク質もしくはその部分
ペプチドと標識したリガンドとを接触させた場合と、本
発明のタンパク質もしくはその部分ペプチドとリガンド
および試験化合物とを接触させた場合における、標識し
たリガンドの当該タンパク質に対する結合量を測定し比
較することを特徴とする方法、（ii）本発明のタンパク
質を含有する細胞と標識したリガンドとを接触させた場
合と、本発明のタンパク質を含有する細胞とリガンドお
よび試験化合物とを接触させた場合における、標識した
リガンドの当該細胞に対する結合量を測定し比較するこ
とを特徴とする方法、（iii）本発明のタンパク質を含
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有する細胞と標識したリガンドとを接触させた場合と、
本発明のタンパク質を含有する細胞とリガンドおよび試
験化合物とを接触させた場合における、標識したリガン
ドによる当該タンパク質に対する機能・活性（たとえ
ば、シグナル伝達機能、分化作用など）に対する作用を
測定し比較することを特徴とする方法などがある。
【００４４】上記方法において、本発明のタンパク質を
含有する細胞を用いる場合、その細胞を常法に従い、グ
ルタルアルデヒド、ホルマリンなどで固定化してもよ
い。該細胞は、ヒトケラチノサイトであってもよく、あ
るいは本発明のタンパク質を発現した宿主細胞であって
もよい。標識したリガンドとしては、上記した放射性同
位元素標識のリガンドが用いることができる。本発明の
タンパク質、標識リガンド、試験化合物の結合試験のよ
り具体的な手法は、上記リガンドの決定方法に記載した
手法に準じる。
【００４５】さらに上記リガンドまたはそのリガンドの
結合性を変化させる化合物の定量は、本発明のタンパク
質がリガンドに対して結合性を有しているため，生体内
におけるリガンド濃度を感度よく定量する方法に応用す
ることができる。具体的には、例えば競合法と組合わせ
ることにより用いることができる。
・タンパク質の発現量を変化させる化合物
他方、本発明は、カルシウムなどの外界からの刺激に対
応して本発明のタンパク質の発現量を調節する物質、お
よびその物質を探索し、決定することを特徴とする方法
を提供する。該化合物としては、合成化合物、ペプチ
ド、非ペプチド性化合物、タンパク質、発酵生産物など
が挙げられ、これらの化合物は公知の物質でもあっても
よく、あるいは新規な化合物であってもよい。
【００４６】そのための方法として、たとえば正常ある
いは疾患モデル非ヒト哺乳動物（たとえば、マウス、ラ
ット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、イヌ、ネコ、サル、ウシ
など）に対し、薬剤または物理的ストレスなどを与える
一定時間前（30分～24時間前、好ましくは30分前から12
時間前、より好ましくは60分前～6時間前）もしくは一
定時間後（30分後ないし3日後、好ましくは60分後から2
日後、より好ましくは60分後～1日後）あるいは、薬剤
（たとえば、血圧低下薬、抗癌剤、抗肥満薬など）また
は物理的ストレス（たとえば、明暗、低温、電気ショッ
ク、浸水ストレスなど）と同時に被検化合物を投与し、
投与して一定時間経過後（30分後ないし3日後、好まし
くは60分後から2日後、より好ましくは60分後～1日
後）、血液、または脳、肝臓、腎臓、皮膚などの特定の
臓器から単離した組織または細胞を得る。これらの組織
または細胞に含まれる本発明のタンパク質のｍRNAを通
常の方法により抽出し、公知の手法を用いることにより
定量、解析することにより行なうことができる。あるい
は、上記細胞から分離した核画分に含まれる本発明のタ
ンパク質を特異的に認識できる抗体を利用して、その定
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量を行なってもよい。具体的には、本発明の抗体を用い
たサンドイッチ免疫測定法、ウェスタンブロット解析な
どの手法による。
【００４７】そのような定量の方法を簡便かつ効率的に
行なうことを可能とするタンパク質定量用キットを組み
立てることも有用である。その構成、仕様などは、抗体
の項の記載に基づいて上記検査診断キットに準ずるもの
が考えられる。
・予防および／または治療薬への利用
本発明のタンパク質の機能に対するリガンド、該リガン
ドの結合性を変化させる化合物あるいはそのタンパク質
の発現に影響を及ぼす化合物が明らかになれば、そうし
たリガンドまたは化合物は、それを含む安全で低毒性な
医薬として利用することができる。すなわち、そのリガ
ンドなどが該タンパク質の発現量またはその機能に及ぼ
す作用に応じて、常套手段にしたがって製剤化すること
により、本発明のタンパク質の機能不全または亢進に関
連する疾患の予防および／または治療の医薬として用い
ることができる。たとえば、生体内において本発明のタ
ンパク質のシグナル伝達機能を亢進または遮断すること
によりその機能を調節したり、あるいは発現量の増減に
よる調節を通じて、ケラチノサイトが部位的、時間的に
誤った角化を起こすことによりひき起こされる疾患の予
防および／または治療に有用である。
・対象となる疾患
本発明のタンパク質であるap97、ap78などの発現量に影
響を与えるか、あるいは核内におけるそのシグナル伝達
機能を調節する化合物、生理活性物質（リガンド）など
は、本タンパク質の存在量、その機能の調節を通してケ
ラチノサイトの分化に影響を及ぼし、結果的に角化障
害、皮膚疾患の治療効果を発揮する作用を有する。
【００４８】対象となる皮膚疾患には、角化異常または
角化障害、皮膚疾患、火傷・熱傷が含まれる。角化異常
とは、角質層に何らかの異常がみられるか、あるいは正
常な角化過程に亢進、減退などの障害がある場合をい
い、具体的には次の皮膚疾患が挙げられる。すなわち尋
常性魚鱗癬、胼胝腫（たこ）／鶏眼（うおのめ）、汗孔
角化症、掌蹠角化症などである。炎症を伴うものとし
て、乾癬、類乾癬、扁平苔癬、光沢苔癬、毛孔性紅色粃
糠疹などが知られている。これらは角質が異常に厚くな
り肥厚、鱗屑の形態、過大増殖の症状を呈する。角質の
過形成、角質細胞の脱落遅延が特徴的であることが多
い。
【００４９】ケラチノサイトの増殖と移動、最終分化の
促進が必要とされるのは、皮膚損傷、たとえば外傷、火
傷・熱傷、凍傷などである。この場合には、外界からの
刺激、細菌、異物などから保護する役割を担う皮膚を再
生・修復することが創傷治癒の鍵となる。とくに重篤な
火傷・熱傷は、免疫機能の低下に加え、過大侵襲に対す
る応答として著しい全身的な異化代謝亢進を伴うため、
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水分逸失の抑制、感染防止の観点から迅速な皮膚再生、
角質層形成が求められる。このため皮膚移植または人工
皮膚の適用などの外科的対症治療に加え、栄養代謝的療
法が併用される。それには、ケラチノサイトの増殖、角
質の形成亢進を図るため本発明の内用製剤の適用が好適
である。
【００５０】投与経路は、外用経路に加え、経口投与が
最も好ましい。場合により経胃腸内投与、経静脈内投
与、皮下投与などであってもよい。本発明の核タンパク
質に対するリガンド、その結合性を変化させる化合物、
発現量を変化させる化合物を、角化異常疾患などの上記
皮膚障害あるいは皮膚疾患の予防および／または治療剤
として使用する場合は、それらを含む医薬として常法に
従い製剤化することができる。本発明の製剤は、適用態
様から内用製剤と外用製剤に大別される。
・内用製剤
内用製剤として、上記の化合物、すなわち本発明のタン
パク質であるap97、ap78などの発現量に影響を与える
か、あるいは核内におけるそのシグナル伝達機能を調節
する化合物、生理活性物質（リガンド）などは、必要に
応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、丸剤、顆粒剤、
散剤、エリキシル剤、マイクロカプセル剤などとして経
口的に使用できる。あるいは水もしくはそれ以外の製薬
的に許容し得る液との無菌性溶液または懸濁液剤などの
注射剤の形で、非経口的に使用できる。薬剤的に許容で
きる担体には、一般に当業界で知られている適切な賦形
剤（基剤、溶剤、希釈剤、増量剤、補形剤など）のほ
か、結合剤（たとえば、ゼラチン、コーンスターチ、ト
ラガント、アラビアゴムなど）、膨化剤（たとえば、コ
ーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸など）、潤滑剤
（たとえば、ステアリン酸マグネシウムなど）、崩壊
剤、滑沢剤、乳化剤、分散剤、懸濁化剤、増粘剤、保存
剤、着香料、着色剤、溶解補助剤、光沢剤、コーティン
グ剤などが含まれるが、必ずしもこれらに限定されな
い。さらに香味剤（たとえば、ペパーミント、チェリー
など）、甘味剤（たとえば、ショ糖、乳糖、サッカリン
など）のほか、防腐剤、安定剤、膨化剤、潤滑剤なども
必要に応じて配合される。
【００５１】調剤単位の形態がカプセルの場合には、上
記添加剤に加えて油脂のような液状担体をさらに含める
ことができる。注射用の無菌組成物は、注射用の水性溶
液、たとえば生理食塩水、ぶどう糖、その他の補助薬を
含有する等張液であるか、さらに天然産植物油などを溶
解または懸濁させたものが処方される。さらに必要に応
じて、適当な溶解補助剤（たとえば、アルコール、ポリ
アルコール、安息香酸ベンジル、界面活性剤など）、無
痛化剤（たとえば、塩酸プロカイン、塩化ベンザルコニ
ウムなど）、安定剤（たとえば、ヒト血清アルブミン、
ポリエチレングリコールなど）、緩衝剤（たとえば、リ
ン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩衝液など）、保存剤
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（たとえば、ベンジルアルコール、フェノールなど）、
酸化防止剤などを併用してもよい。
【００５２】上記内用製剤には、また、相補的あるいは
補助的作用のために、必要に応じて、コルチコステロイ
ド類（たとえば、ヒドロコルチゾン、プレドニゾロン、
デキサメサゾン、トリアムシノロン、フルメタゾン、酪
酸ヒドロコルチゾン、フルオシノロン、吉草酸ベタメサ
ゾン、フルオシノロン、ハルオシノニド、アムシノニ
ド、クロベタゾール、リンデロンＤＰなど）、ホルモン
剤（サイロキシン、トリヨードサイロニン、エストラジ
ール、メチルテストステロンなど）、抗生物質（たとえ
ば、ペニシリン、ストレプトマイシン、セファロスポリ
ン、テトラサイクリン、クロラムフェニコール、エリス
ロマイシン、フラジオマイシン、カナマイシン、ゲンタ
マイシン、フシジン酸ナトリウム、ミカマイシンな
ど）、サルファ剤（たとえば、サルファジアジン、サル
ファイソキサゾール、スルファイソミジン、スルファモ
ノメトキシン、スルファメチゾールなど）、抗炎症剤
（たとえば、インドメタシン、メフェナム酸、クロタミ
トン、ブフェキサマック、リドカイン、キシロカインな
ど）、抗ヒスタミン剤（たとえば、クロルフェニラミ
ン、トリプロリジン、ジフェニルピラリン、クレマスチ
ン、ヒドロキシジン、シプロヘプタジン、ホモクロルシ
クリジン、プロメタジン、アリメマジンなど）、ビタミ
ン剤（たとえば、ビタミンＡ、レチノイド、ビタミン
Ｅ、ビタミンＣ、パントテン酸など）、抗悪性腫瘍剤
（たとえば、５－フルオロウラシル、シクロホスファミ
ド、ブスルファン、アクチノマイシンなど）などの他の
薬効成分を配合してもよい。
【００５３】上記化合物、リガンド類は、共存物質、添
加物質とともに製剤実施に要求される単位用量の形態で
混和することにより製剤することができる。これら製剤
における有効成分量は、指定された範囲の適当な用量が
得られるようにするものである。このような内用製剤
は、一般的には投与により全身作用を期待する全身性の
障害または疾患の予防および／または治療剤として有効
であるが、局部的な作用を求める場合でも適用できる。
【００５４】このようにして得られる製剤は安全で低毒
性であるため、ヒトのほか、ヒト以外の哺乳動物、たと
えばイヌ、ネコ、サル、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウ
サギ、ラットなどに投与することができる。錠剤、カプ
セル剤、顆粒剤といった本発明の医薬において、核タン
パク質ap97、ap78などの発現量に影響を与えるか、ある
いは核内におけるそのシグナル伝達機能を調節する化合
物、生理活性物質（リガンド）などの化合物の配合量
は、薬効を発揮するに充分な量であればよく、とくに制
限されるものではない。通常、組成物総量に対し乾燥固
形成分として、0.001～50重量％とすることが好まし
く、より好ましくは、0.001～30重量％である。薬効成
分の含量は、その含量が組成物総量に対して乾燥重量で
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0.001重量％未満であると明確な効果が現れず、50重量
％を超過すると含有量の増加による明確な効果の増加が
現れない。
【００５５】本発明に係る予防・治療剤のヒトへの至適
投与量は、患者の年齢、体重、症状、投与経路などを考
慮して医師、薬剤師により決定されよう。経口投与の場
合、患者の年齢、体重、症状、投与経路などによっても
異なるが、一般的には、たとえば体重６０ｋｇの患者に
対して、１日につき約0.01mg～500mg、好ましくは約0.0
1mg～200mg、より好ましくは1mg～50mgである。非経口
的に投与する場合、その1回の投与量は、患者の年齢、
体重、症状、投与経路などによっても異なるが、たとえ
ば注射剤の投与の場合、通常体重６０ｋｇの患者に対し
て、１日において約0.01mg～100mg、好ましくは約0.01m
g～50mg、より好ましくは0.1mg～10mgである。
【００５６】なお、上記投与量が0.01mg未満では、充分
な摂取効果が期待できないことがある。ヒト以外の哺乳
動物に適用する場合には、60ｋｇあたりに換算した量を
投与することができる。
・外用製剤
軟膏剤などの外用製剤は、経皮的吸収に限界があるもの
の、一般的に医薬活性成分の作用が持続的となり、経口
投与にみられる副作用の発現もなく、肝臓代謝を受ける
こともない。万一、局所刺激等による副作用が発生した
場合、即座に塗布を中止するか、塗布したものを拭き去
ることもできるため、皮膚疾患の治療剤として好適であ
る。一般的に外用製剤は皮膚外表面に適用されるため、
患部などの経皮的局所治療薬としての適用が通常であ
る。
【００５７】本発明のタンパク質であるap97、ap78など
の発現量に影響を与えるか、あるいは核内におけるその
シグナル伝達機能を調節する化合物、生理活性物質（リ
ガンド）などは、本発明の外用製剤として、たとえば軟
膏剤、硬膏剤、貼付剤、パスタ剤、クリーム剤、油剤な
どの半固形剤、リニメント剤、ローション剤、スプレー
剤などの分散製剤、液状塗布剤の態様で用いることがで
きる。これらの外用製剤のうち、水溶性軟膏剤、クリー
ム剤（乳剤性軟膏）、油剤（油脂性軟膏）などには、基
剤（たとえば、ポリエチレングリコール、カルボキシビ
ニルポリマー、ミツロウ、油脂、白色ワセリン、プラス
チベース、高級脂肪酸または高級アルコール、バニシン
グクリーム、親水ワセリン、精製ラノリン、オイセリ
ン、ネオセリン、加水ラノリン、親水プラスチベース、
流動パラフィン、アイソパー、シリコン油、脂肪酸エス
テル、植物油、スクワレンなど）、増量剤、補形剤など
を賦形剤として、さらに補助剤として分散剤、増粘剤、
ゲル化剤、硬化剤、吸収剤、粘着剤、弾性剤などを用い
ることができる。さらに所望により抗酸化剤、保存剤、
保湿剤、着色剤、芳香剤、緩和剤などを併用してもよ
い。
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【００５８】テープ剤などの貼付剤およびパップ剤の薬
剤含有層に用いられる基剤として、アクリル酸エステル
またはアクリルアミドを原料とする重合体、天然ゴム、
合成イソプレンゴム、スチレン‐ブタジエンゴム、スチ
レン‐イソブチレンゴム共重合体、ポリビニールエーテ
ルおよびシリコンゴムなどを挙げることができる。これ
らの基剤は、単独で用いても適宜混合して用いてもよ
い。さらにロジン、ロジン誘導体、ポリテルペン樹脂、
クロマン‐インデン樹脂、石油系樹脂、テルペンフェノ
ール樹脂などを必要に応じて添加して、薬剤含有層の粘
性を増大させることができる。
【００５９】テープ剤などの貼付剤およびパップ剤の支
持体としては、一般にこれまでテープ剤などの貼付剤お
よびパップ剤の支持体として用いられてきたものでよ
い。この支持体の素材として、酢酸セルロース、エチル
セルロース、ポリエチレンテレフタレート、酢酸ビニル
‐塩化ビニル共重合体、可逆性ポリ塩化ビニル、ポリウ
レタン、ポリオレフィン、ポリ塩化ビニリデン、アルミ
ニウムなどが例示される。あるいはこれらを使用した繊
維で作られた織布、不織布または抄紙もそれぞれ使用す
ることができる。アルミニウムではその箔が使用され
る。
【００６０】パップ剤では、薬剤含有層にハッカ油、サ
リチル酸メチル、カラシ油などが添加される。硬膏剤に
おいても薬剤含有層の基剤として上記に挙げた樹脂類、
ゴム類、プラスチックなどを用いることができる。支持
体も貼付剤およびパップ剤の場合に準じる。
【００６１】リニメント剤、ローション剤、エアゾール
剤などの分散製剤においては、薬剤成分を水性媒体（た
とえば、水、グリセリン、ポリエチレングリコール、ブ
チレングリコール、プロピレングリコールなど）、油性
媒体（たとえば、オリーブ油などの植物油、動物油、シ
リコンなど）、あるいは揮発性溶媒（たとえば、変性ア
ルコールなど）などに溶解または分散する。これらに加
えて、上記の医薬品添加物を必要に応じて併用する。
【００６２】また、相補的あるいは補助的作用のため
に、必要に応じて、コルチコステロイド類（たとえば、
ヒドロコルチゾン、プレドニゾロン、デキサメサゾン、
トリアムシノロン、フルメタゾン、酪酸ヒドロコルチゾ
ン、フルオシノロン、吉草酸ベタメサゾン、フルオシノ
ロン、ハルオシノニド、アムシノニド、クロベタゾー
ル、リンデロンＤＰなど）、ホルモン剤（サイロキシ
ン、トリヨードサイロニン、エストラジオール、メチル
テストステロンなど）、抗生物質（たとえば、テトラサ
イクリン、クロラムフェニコール、エリスロマイシン、
フラジオマイシン、カナマイシン、ゲンタマイシン、フ
シジン酸ナトリウム、ミカマイシンなど）、サルファ剤
（たとえば、サルファジアジン、サルファイソキサゾー
ル、スルファイソミジンなど）、抗炎症剤（たとえば、
インドメタシン、グリチルレチン酸誘導体、クロタミト
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ン、ブフェキサマック、リドカイン、キシロカインな
ど）、抗ヒスタミン剤（たとえば、クロルフェニラミ
ン、トリプロリジン、ジフェンヒドラミン、ジフェニル
ピラリン、クレマスチン、ヒドロキシジン、シプロヘプ
タジン、ホモクロルシクリジン、プロメタジン、アリメ
マジンなど）、抗悪性腫瘍剤（たとえば、５－フルオロ
ウラシル、シクロホスファミド、ブスルファン、アクチ
ノマイシンなど）、殺菌消毒剤（たとえば、ヨウ化ポリ
ビニールピロリドン、塩化ベンザルコニウム、クロール
ヘキシジングルコネート、アクリノール、ハロゲン化フ
ェノールなど）、角質軟化剤（たとえば、尿素、サリチ
ル酸など）、ビタミン剤（たとえば、ビタミンＡ、レチ
ノイド、ビタミンＥ、ビタミンＣ、パントテン酸な
ど）、メラニン生成抑制剤（たとえば、ハイドロキノ
ン、ビタミンCエステル類、パラヒドロキシシンナメー
トなど）、紫外線抑制剤（たとえば、パラアミノベンゾ
エートエステルなど）、乾PUVA治療剤（たとえば、８－
メトキシソラーレンなど）、抗真菌剤（たとえば、ナフ
チオメート、クロトリマゾールなど）などの他の薬効成
分を配合してもよい。
【００６３】経皮吸収を促進するため、経皮吸収促進剤
を基剤に添加してもよい。この目的のために、ジメチル
スルホキシド、ジメチルホルムアミド、ジメチルアセト
アミド、メチルデシルスルホキシド、シネオール、モノ
テルペノイドアルコールなどが用いられる。あるいは、
有効成分の持続性を延長するため、徐放性の基剤を使用
して徐放性製剤として用いることもできる。
【００６４】このようにして得られる製剤は安全で低毒
性であるため、ヒトのほか、ヒト以外の哺乳動物、たと
えばイヌ、ネコ、サル、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウ
サギ、ラットなどに投与することができる。本発明の医
薬において、本発明のタンパク質であるap97、ap78など
の発現量に影響を与えるか、あるいは核内におけるその
シグナル伝達機能を調節する化合物、生理活性物質（リ
ガンド）などの配合量は、薬効を発揮するに充分な量で
あればよく、とくに制限されるものではない。通常、組
成物総量に対し乾燥固形成分として、0.001～50重量％
とすることが好ましく、より好ましくは、0.01～30重量
％である。薬効成分の含量は、その含量が組成物総量に
対して乾燥重量で0.001重量％未満であると明確な効果
が現れず、50重量％を超過すると含有量の増加による明
確な効果の増加が現れない。
【００６５】本発明に係る予防・治療剤のヒトへの至適
適用量は、患者の年齢、体重、症状、適用部位などを考
慮して医師、薬剤師により決定されよう。その1回の適
用量は、患者の年齢、体重、症状、適用部位などによっ
ても異なるが、たとえば軟膏剤などを適用する場合、一
般的には、たとえば通常体重６０ｋｇの患者に対して、
１日において約0.01mg～100mg、好ましくは約0.01mg～5
0mg、より好ましくは1mg～10mgである。塗布などの回数
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は、通常は1日1～2回が適当である。
【００６６】なお、上記適用量が0.01mg未満では、充分
な適用効果が期待できないことがある。ヒト以外の哺乳
動物に適用する場合には、60ｋｇあたりに換算した量を
投与することができる。
【００６７】
【実施例】以下、本発明を実施例を挙げてさらに具体的
に説明する。これらの実施例は本発明を限定する意味で
はない。なお、以下の実施例において、とくにことわら
ない限り、％は重量％を示す。
＜実験方法＞
・抗アセチル化リジン（ＡＫ）抗体
リジン残基のイプシロン（ε）-アミノ基に特異的な抗
ＡＫ抗体は、既報（Kawahara Kら,1999）に従って作成
した。概略は、キーホール・リンペット・ヘモシアニン
（keyhole limpet hemocyanin）－結合ＡＫをフロイン
ド完全アジュバントと混合し、得られた懸濁液を１０羽
の和ウサギ（雌、白）に皮下投与した。等品位の抗原を
１週間おきに１度、計５回投与した。プロテインＡカラ
ムを使用してＩｇＧ分画を得た。この抗体はアセチル化
リジン（ε-ＡＫ）に特異的に結合するが、α-アセチル
化リジン（α-ＡＫ）および非アセチル化リジンには結
合しない。
・細胞及び培養
ＨａＣａＴ細胞は、Nobert E. Fusing博士(ドイツ癌研
究センター、ハイデルベルグ、ドイツ)の許可を得て、
L. Matrisian博士(バンダービルト大学、ナッシュビ
ル、テネシー)より提供を受けた。ＨａＣａＴ細胞は、
正常皮膚由来の非腫瘍形成性の不死化ケラチノサイト細
胞系であり、培養下でも基本的な分化能を保持している
（Boukampら,1988）。ＨａＣａＴ細胞は、既報の方法
（Boukampら,1988）に僅かな変更を加えて培養した。細
胞は、100,000units/lペニシリンＧ、100mg/lストレプ
トマイシン、各0.1mM非必須アミノ酸、292mg/lグルタミ
ン、50mg/lアスコルビン酸および除カルシウムＦＣＳ(1
0%)を添加した、高グルコース含有ダルベッコ変法イー
グル（カルシウム、マグネシウム不含）培地中で、５％
（分圧比）炭酸ガスを含む加湿空気中、３７℃で培養し
た（Henningsら,1980）。培地中のカルシウム濃度は、2
80mM塩化カルシウム溶液を適当量を加えることで特定の
水準に調整した。
・ＤＮＡ構築と一過性トランスフェクション
P/CAFおよびCBPへの変異導入は、位置指定突然変異導入
法によった。具体的にはQuick-Change mutagenesis  sy
stem（Stratagene, La Jolla, CA）用い、製造者が添付
した説明書に従った。二本鎖オリゴヌクレオチドは、野
生型P／CAFｃDNAにおけるアミノ酸tyr597／phe598に相
当する配列をアラニンで置換するように設計した。この
変異導入で、P／CAFは、HAT活性を欠損する（pCMV-PCAF
HAT-）。変異型CBP遺伝子も同様の手法で構築した。変
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異型P/CAFおよび変異型CBPは細菌で発現させ、ヒストン
を基質として溶液中でHAT活性を検定した（データ示さ
ず）。ヘマグルチニン付加（HA)-PML遺伝子産物（Pml）
発現プラスミドは、逆転写PCR法を用いてpcDNA3-HAベク
ターにクローニングすることで構築した(Miyagishiら,2
000)。
【００６８】一過性トランスフェクションに際しては、
まず2μgのＤＮＡをOptiMEM (LifeTechnologies, Inc.)
 100μlで希釈する。リポフェクタミン（Lipofectamin
e）試薬10μlとプラス試薬8μl(Life Technologies, In
c.)も同様にOptiMEM 100μlに希釈した。室温で５分間
静置した後、両液を混合してさらに20分間静置して複合
体を形成させた。次いで、カバーグラス上に2mlの抗生
物質不含培地で播種した細胞に、この混合液を直接加え
てトランスフェクションを行なった。その培地はトラン
スフェクション試薬を加えてから5時間後に、0.05mMカ
ルシウムを含む培地に交換し、さらに24時間培養してか
ら1.2mMカルシウム含有培地に交換した。トランスフェ
クション2日後に、異所性タンパク質の発現量を測定し
た。
・ＨＡＴ活性測定
HAT活性の液相アッセイは、Brownellと Allisの方法(19
95)に若干の変更を加えて行なった。既法（Schreiber E
ら, 1989）を若干変更して核抽出液を調製した。単層細
胞（5×106）をセルスクレーパーで回収してＰＢＳで洗
浄し、緩衝液Ａ（10mM HEPES (pH7.8)、10mM KCl、2mM 
MgCl

2
、1mM DTT、0.1mM EDTA、0.1mMPMSF）に懸濁して

４℃、15分間静置した。ついでＮＰ-４０溶液を最終濃
度0.6%になるように加え、細胞を１５秒間激しく混合し
た後12000×gで30秒間遠心分離した。沈殿した核を緩衝
液Ｂ（50mM HEPES  (pH7.8)、50mM KCl、300mM NaCl、
0.1mM EDTA、1mM DTT、0.1mM PMSF、グリセロール10%）
に懸濁し２０分間混合した後12,000×gで５分間遠心し
た。核抽出液反応液（100mM Tris-HCl、2mM DTT、2mM P
MSF、0.2mM EDTA、0.1M NaCl、0.02mM酪酸、20%グリセ
ロール）は、基質として125nCi [14C]アセチルCoAと10m
g/mlヒストン(Sigma-Aldrich社、ミルウォーキー、ウィ
ンスコンシン)を加え、30℃で30分間保温した後、12％
ドデシル硫酸ナトリウム／ポリアクリルアミドゲル電気
泳動法（ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ）で分離した。分離後のゲル
を乾燥して、コダックX-Omat ARフィルム（イーストマ
ンコダック社、ロチェスター、ニューヨーク州）に、－
８０℃で４～７日間露出してオートラジオグラフを行な
った。
・ウェスタンブロッティング
ウェスタンブロッティングは、既法（Nakajima,1997a）
に若干の変更を加えて行なった。ＨａＣａＴ細胞の全細
胞抽出液または核抽出液10μgを8％もしくは10%ＳＤＳ
－ＰＡＧＥで分離し、次いでニトロセルロース膜に移し
た。該膜を、0.02%Tween 20を含む25mM トリス緩衝生理
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食塩水(T-TBS)中に1%ＢＳＡ(bovine serum albumin)お
よび5%ローファットミルクを加えたブロッキング溶液中
に１時間インキュベートし、次いで25℃で１時間、各実
施例で指定する抗体と反応させた。２５℃のＴ‐ＴＢＳ
で３回、各10分間洗浄後、膜をペルオキシダーゼ結合ヤ
ギ抗ウサギ、抗マウスまたは抗ラットＩｇＧ（1:3000希
釈）とともに25℃、30分間インキュベートした。抗体と
反応したタンパク質は、アマシャム・ファルマシアバイ
オテック社製の高感度化学発光検出システム（ECL）を
用いて可視化した。
・間接免疫蛍光法
各実施例で指定する抗体を用いた免疫染色は、４ウェル
Lab-Techチャンバースライド（Nalge Nunc Internation
al, ケンブリッジ、マサチューセッツ州）で培養したＨ
ａＣａＴ細胞を用いて行なった。まず細胞を100%メタノ
ールで－20℃、30分間固定した。続いてスライドをブロ
ッキング緩衝液（1%BSAを含むPBS）中に1時間処理した
後、指定の一次抗体と1時間インキュベートし、次いでP
BSで3回で洗浄した。一次抗体の検出は、AK検出の場合
にはFITC-結合ヤギ抗ウサギIgG、インヴォルクリン検出
の場合にはTRIT-C(tetramethylrhodamine)結合ヤギ抗マ
ウスIgG、そしてHA（Hemaggulutinin）検出の場合はTRI
TC-結合ヤギ抗ラットIgG（1:200希釈）をそれぞれ二次
抗体として用い、30分間の処理を行なった。核はDAPI
（6'-diamidino-2-phenylindole）で染色した
・免疫沈殿法(immunoprecipitation;IP)
免疫沈殿法は、既法（Nakajimaら,1997a,1997b）に従っ
て行なった。約500μgの核抽出液をそれぞれ5μgの抗CB
P抗体または抗P/CAF抗体とともに IP緩衝液(50mM Tris-
HCl (pH7.6)、150mM NaCl、1% NP-40、1mM EDTA、5%グ
リセロール)中で1時間、インキュベートした。免疫複合
体は25μg のプロテインA/Gアガロースビーズ(Santa Cr
uz Biotechnology Inc)にロッキング震盪によって結合
させた。次いでアガロースビーズをIP緩衝液で3回洗浄
した。沈澱からのタンパク質の溶出は、タンパク質のHA
Tアッセイを行なう場合は反応液を用い、ウェスタンブ
ロッティングを行なう場合は、ローディング緩衝液中で
煮沸して行なった。
【００６９】
【実施例１】・ＨａＣａＴ細胞でカルシウムにより誘導
されるHAT活性
ＨａＣａＴ細胞中のHAT酵素がカルシウム刺激で亢進す
るか否かを調べる目的で、培養ＨａＣａＴ細胞の核抽出
液中のHAT活性を測定した。ＨａＣａＴ細胞を0.05mMカ
ルシウムを含む培地中で培養し、カルシウム濃度を1.2m
Mに増加させた。カルシウムを増加した後のHAT活性の時
間経過を図1に示す。低カルシウム(0.05mM)条件ではHAT
活性はほとんど検出できなかったが、1.2mMカルシウム
の添加で顕著に誘導され、添加後2時間で活性が最大に
なった。HAT活性は2時間目以降徐々に減弱したが、16時



(14) 特開２００３－１１３２００

10

20

30

40

50

25
間後にいたるまで微弱ながらも活性が検出された。この
結果は、ＨａＣａＴ細胞においてHAT活性がカルシウム
シグナル伝達系に関与している可能性を示している。
【００７０】HAT活性化と分化との関係は、これまでに
いくつかの研究が示唆している。多種の癌細胞で、各種
のヒストン脱アセチル化酵素阻害剤が分化を誘導するこ
と（Marksら,2000）、キニジン（quinidine）が乳癌細
胞の分化を、ヒストンH4高アセチル化と同調して誘導す
ること（Zhou  Qら,2000）などである。これらの知見
は、HAT活性がカルシウムによるケラチノサイトの分化
誘導に、中心的役割を果たしているという本発明者らの
仮説を支持するものである。
・HaCat細胞におけるカルシウムによる核内アセチル化
の誘導
HAT活性は核内アセチル化（NA）と関連していることが
知られているので（Kawaharaら,1999）、高カルシウム
処理（1.2mM）によって起こるNAの時間経過を抗AK抗体
を用いて調べた。図２Aに示すように、それぞれ約70k
D、78kDおよび97kDである分子量の３種の核タンパク質
のアセチル化がウェスタンブロッティングで観察され
た。この3種のアセチル化核タンパク質をそれぞれap7
0、ap78、ap97と命名する。低カルシウム(0.05mM)条件
下ではap70が検出されるが、カルシウム刺激後は徐々に
減弱し、2時間後には消失した。ap97は、低カルシウム
条件下でも検出されたが、その量はap70よりもわずかで
あった。ap97は高カルシウム刺激の後、2時間まで亢進
し次いで減少したが、16時間後でも微弱ながら検出でき
た。ap97の時間経過は図１に示したHAT活性の時間経過
とてよく一致していた。ap70、ap97とは対照的にap78は
低カルシウムでは検出できず、高カルシウム条件下では
16時間以上にわたって、持続的に増加していた。以上か
ら、カルシウムがNAの状態を変化させることが明確に示
された。
【００７１】
【実施例２】つぎに、カルシウム刺激後の形態変化を調
べた。位相差コントラスト顕微鏡を用いた観察による
と、低カルシウム条件（0.05mM）で増殖した単層細胞
は、高カルシウム条件（1.2mM）で16時間培養後には、
相互に緊密に接着しており、角質化した重層性を示して
いた（図2B、左パネル）。カルシウムは上皮細胞の分化
およびケラチノサイトの分化マーカーであるインヴォル
クリン、フィラグリン、ロリクリン、トランスグルタミ
ナーゼ等の発現を誘導する（Rice and Green,1979;Fuch
s,1990; Dlugosz and Yuspa, 1993）。ＨａＣａＴ細胞
も、高カルシウム条件下で、正常な角質化およびインヴ
ォルクリンを含む分化マーカーの発現を示すことが知ら
れている（Boukampら ,1998）。インヴォルクリンは成
熟した扁平上皮の構造成分であり、最終分化の直前の扁
平上皮細胞を特徴づけるタンパク質性エンベロープ形成
の一環として辺縁帯に取り込まれる（Murphy ら，198
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4）。抗AK抗体および抗インヴォルクリン抗体を用い
て、カルシウムの効果を免疫細胞学的に検討した。図２
B右パネルに示すように、低カルシウム条件および高カ
ルシウム条件に移して４時間後のＨａＣａＴ細胞では検
出できなかったが、高カルシウム条件下で16時間培養し
た細胞では、インヴォルクリン発現が誘導されておりＨ
ａＣａＴ細胞の分化が示唆された。高カルシウム条件で
培養した細胞では4時間目および16時間目の双方におい
て、低カルシウム条件の細胞より強いNAが観察された。
高カルシウム条件で4時間培養した細胞と比較して、１
６時間目の細胞ではより顕著なNAが観察された。
【００７２】分化およびＮＡレベルに対するカルシウム
濃度の影響を検討するために、0.05mMカルシウムを含む
培地中にサブコンフレント(subconfluent)なＨａＣａＴ
細胞単層に0.1、0.5または1.2mMのカルシウムを添加し
て，48時間後のインヴォルクリン発現およびNA状態を調
べた。インヴォルクリン発現量は、カルシウム濃度依存
的に増加していた（図２C、上パネル）。ap78が1.2mMカ
ルシウム条件で培養した細胞の核抽出液中に見出された
のに対してap70およびap98は、0.05、０.1、0.5mMカル
シウム条件で培養した細胞からの核抽出液に見られた。
核内のアセチル化状態はカルシウムによるインヴォルク
リン発現誘導と一致していた。これらの結果は、ＨＡＴ
活性化と引き続くＮＡがカルシウム依存的なケラチノサ
イトの分化と関連していることをより強く示唆するもの
である。
【００７３】
【実施例３】・前骨髄性白血病ヌクレアーボディーと局
在化が同じアセチル化核タンパク質
前骨髄性白血病（ＰＭＬ）ヌクレアーボディーは、細胞
内の調節領域であり、ここでＣＢＰまたはＣＢＰ結合タ
ンパク質といったタンパク質が細胞外シグナルへの応答
と協調して活性化または不活性化されると考えられてい
る（Hodgesら,1998;Seeler and Dejean,1999）。ＣＢＰ
はＰＭＬヌクレアーボディーに高度に濃縮されているこ
とが知られている（LaMorteら,1998）。ＣＢＰ自体が固
有のＨＡＴ活性を有するため（Ogryzkoら,1996;Grunste
in1997；Mizzen and Allis,1998;Struhl,1998）、ＮＡ
とＰＭＬヌクレアーボディーとの関係について検討し
た。ＰＭＬ遺伝子産物（Pml）は、PMLヌクレアーボディ
ー中に見られるPMLヌクレアーボディー形成に必須のタ
ンパク質であり（Ishovら,1999）、Pmlの過剰発現はPML
ヌクレアーボディー中に内在性CBPの蓄積をもたらす（B
oisvetら,2001）。PMLヌクレアーボディーは、ほとんど
の細胞株で核内に存在しているが（Ascoli andMaul,199
1; Stuurmanら1992）、ＨａＣａＴ細胞では核抽出液にP
mlはウェスタンブロッティングでは検出されなかった
（データ示さず）。そこでＨａＣａＴ細胞にPml発現プ
ラスミドを一過性にトランスフェクトし、次いで1.2mM
カルシウムで刺激した。図３に示すように、PMLヌクレ



(15) 特開２００３－１１３２００

10

20

30

40

50

27
アーボディーは4時間後には点在する斑状に、16時間で
単一の大きなフォーカスとして検出された。注目すべき
ことにPMLヌクレアーボディーのフォーカスは、抗AK抗
体で蛍光染色されたAK部位と明らかに重なっていた。こ
の事実は、カルシウムで誘導するNAは、PMLヌクレアー
ボディー中の活性化された動員因子と関係していること
を示唆している。
【００７４】
【実施例４】・プロテインキナーゼ（PKC）阻害剤によ
るHAT活性の阻害
カルシウムは、PKCシグナル伝達経路を介してケラチノ
サイト分化マーカー遺伝子の発現を誘導する（Dlugosz 
and Yuspa,1994）。またカルシウム濃度と、HAT活性お
よびNAパターンとはそれぞれ関連している。これらの事
実に基づき、PKCの特異的な阻害剤であるGo6983およびG
F109203XがHAT活性とNAプロフィールとに及ぼす影響に
ついて検討した。カルシウム刺激に先立って、細胞をGo
6983またはGF109203Xで1時間処理し、1.2mMカルシウム
で刺激した後、指定する時間培養して核抽出液を調製さ
れた。カルシウム刺激後2時間目のHAT活性およびNAの時
間変化を測定した。
【００７５】HAT活性は、Go6983およびGF109203Xの双方
によって濃度依存的に阻害された（図４A）。50nM GF10
9203Xが1.2mMカルシウム刺激によるNAに及ぼす影響は、
図４Bに示す。ap70およびap78の発現パターンは、GF109
203Xで処理しなかった場合（図２A）と同様であった。
しかし、驚くべきことに、ap97は実験時間を通じて全く
検出できなかった（図４B）。これらの結果は、PKCがカ
ルシウム依存的なHAT活性化に関与していることと、ap9
7はこの過程の主要要素であることを示している。
【００７６】CBPおよびP／CAFがカルシウム依存的HAT活
性化に関与しているか否か、また関与しているとすれば
CBPおよびP／CAFのHAT活性がPKCの阻害により抑制され
るか否かを確認するために免疫沈降（IP）アッセイを行
なった。核抽出液からモノクローナルの抗CBP抗体およ
び抗P／CAF抗体を用いてCBPおよびP／CAFを精製した。
精製したタンパク質の品位をウェスタンブロッティング
により確認した後（データ示さず）、各精製タンパク質
について上記「実験方法」項で記載した通りHAT活性を
測定した。カルシウム刺激は2時間の時点でCBPおよびP
／CAFそれぞれのHAT活性を誘導し、GF109203Xはこれら
の誘導を阻害した（図４C）。50nM GF109203Xの添加に
より、P／CAFのHAT活性は、CBPと比較してより顕著に阻
害されていた。これらの結果は、ap97がカルシウム誘導
HAT活性化に重要であるという見解をさらに支持するも
のである。
【００７７】
【実施例５】・変異型P／CAFの導入によるインヴォルク
リンおよびap97の発現の阻害
P／CAFがカルシウム誘導HAT活性化およびケラチノサイ
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ト分化に重要であるか否かをより明確に決定する目的
で、HaCat細胞にマウスの活性型HA-CBP（HAT活性あり）
もしくは不活性型HA-CBP変異体もしくは活性型flag-tag
ged (flag)- P／CAFもしくは不活性型flag-P／CAFの変
異体のいずれかを一過性に導入した。リンクした緑色蛍
光タンパク質（GFP）の発現から、導入効率は、８５％
と見積もられた（図５A,上パネル）。異所性タンパク質
が充分発現していることは、導入細胞からの核抽出液の
ウェスタンブロッティング分析で確認した（図５A,下パ
ネル）。それぞれの遺伝子を導入した細胞で、1.2mMカ
ルシウム刺激２４時間後におけるインヴォルクリン発現
誘導を、上記「実験方法」の項に記載した通り検討し
た。図５Bに示す通り、野生型CBPの導入はインヴォルク
リン発現にほとんど影響を示さず、また変異型CBPの導
入はインヴォルクリンを僅かに抑制したのみだった。対
照的にP／CAF遺伝子導入はインヴォルクリン発現に顕著
な変化をもたらした。野生型P／CAFは、インヴォルクリ
ン発現を中程度に増加させたが、驚くべきことに変異型
P／CAFを導入した細胞ではインヴォルクリン発現は顕著
に消失した。さらに変異型P／CAFは、2時間の1.2mMカル
シウム処理で誘導されるap97発現も阻害した（図５
C）。いずれの遺伝子の導入もカルシウム刺激後のap70
およびap78の発現に影響を与えなかった（データは示さ
ず）。これらの結果は、P／CAFが、PKCシグナル伝達経
路を介した97kD核タンパク質のアセチル化によって、カ
ルシウム依存性ケラチノサイト分化に関与していること
の証拠を提供するものである。
【００７８】
【発明の効果】本発明は、ケラチノサイトの分化調節に
関係するシグナル伝達因子の発現およびその生理的機能
を通じて、ケラチノサイトの分化調節により角化を制御
する方法を提供する。本発明によれば、カルシウム誘導
性ケラチノサイト分化の調節に関与する核内シグナル伝
達タンパク質、そのリガンド、シグナル伝達に機能する
核内タンパク質の抗体、およびこれらを利用した検査・
診断または治療・予防の医薬を提供することにより様々
な、臨床診断的な応用を実現することができる。
【００７９】本発明に係るタンパク質は、リガンドの決
定、抗体または抗血清の入手、角化障害などの皮膚疾患
の診断薬などに利用することができる。さらに、角化細
胞の生理発現とその調節において、一員として関与する
上記タンパク質の量およびその機能への調節を直接標的
とする生理活性物質の探索し決定することにより、そう
した生理活性物質を予防／治療薬として活用することが
できる。
【００８０】本発明の説明において、これまでに引用し
た全文献の情報を一括して、以下の表に掲げる。
【００８１】
【表１】
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【００８２】
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【表２】
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【００８３】

32

【表３】



(18) 特開２００３－１１３２００
33

【００８４】
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【表４】
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【００８５】
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【表５】
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【００８６】
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【表６】



(21) 特開２００３－１１３２００

10

39

【００８７】
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【表７】

【図面の簡単な説明】
【図１】HaCaT細胞を1.2mMカルシウム処理した後のヒス
トンアセチルトランスフェラーゼ（HAT）活性の誘導を
示す図である。指定された時間、1.2mMカルシウムで処
理したHaCaT細胞から得た核抽出液10μｇを、30℃で30
分間、125nCi [14C]アセチルCoAと反応させた。反応混
合物は12%SDS－PAGEで分離し、オートラジオグラフィー
で可視化した。

P;組替えP／CAFで置き換えた陽性コントロール
【図２】カルシウムは核内のアセチル化状態（NA）を変
更し、それはカルシウム誘導ケラチノサイト分化と関連
していたことを示す図である。
A  HaCaT細胞を1.2mMカルシウムで指定時間処理した。H
aCaT細胞から得た核抽出液を10%SDS－PAGEで分離し、抗
アセチル化リジン（AK）抗体を用いる免疫ブロッティン
グにより分析した。ウェスタンブロッティングから、約
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70kD、78kD、97kDの３タイプの核タンパク質、すなわち
ap70、ap78、ap97と表記されるタンパク質のアセチル化
が示された。
B  左パネル
1.2mMカルシウム刺激後に誘導された形態的変化を位相
差顕微鏡（Phase-contrast  Microscope）により調べ
た。低カルシウム培地（コントロール、ctrl）で培養し
たHaCaT細胞を、1.2mMカルシウムで４および16時間処理
した。Phase-contrastは、位相差顕微鏡（Phase-contra
st  Microscope）による画像を示す。
B)  右パネル
1.2mMカルシウムで刺激後、4時間および16時間でのNAお
よびインヴォルクリン（INV.）の発現を示す。
核染色；DAPI、青、１番目のパネルの各列；TRITC、
赤、２番目のパネルの各列；NA, FITC、緑、３番目のパ
ネルの各列；重ね合わせ（Overlay）；INV.およびNAの
２つのイメージを重ね合わせ（Overlay）、4番目のパネ
ルの各列。
横線；20μｍ
C  NA状態およびINV.発現のカルシウム濃度依存性
HaCaT細胞をプレートして、カルシウム濃度0.05、0.1、
0.5および1.2mMでそれぞれ48時間維持した。核抽出液に
は抗AK抗体を、細胞質画分には抗INV.抗体を使用して免
疫ブロッティングを行なった。
【図３】非回旋（deconvolution）免疫蛍光顕微鏡によ
り、HA（ヘマグルチニン、hemaggulutinin）-PML遺伝子
産物、Pmlを過剰発現しているHaCaT細胞において前骨髄
性白血病（PML）ヌクレアーボディーおよびNAの局在性
が同じであることを示す図である。HaCaT細胞にPml遺伝
子発現プラスミドを一過性的に導入し、次いで指定され
た時間、1.2mMカルシウムで処理した。
核染色；DAPI、青、１番目のパネルの各列；PMLヌクレ
アーボディー、TRITC、赤、２番目のパネルの各列；NA,
FITC、緑、３番目のパネルの各列；重ね合わせ（Overla
y）；PMLヌクレアーボディーおよびNAの２つのイメージ
を重ね合わせ（Overlay）、4番目のパネルの各列。
横線；10μｍ
【図４】特異的PKC阻害剤であるGo6983とGF109203Xによ
り、カルシウムが誘導したHAT活性化とap97発現に及ぼ
す影響を調べた図である。
A  カルシウム刺激処理の1時間前に、 HaCaT細胞に特異
的PKC阻害剤であるGo6983またはGF109203Xを添加した。

42
GF109203X濃度は0、10、20、50nMでありGo6983濃度は
0、1、5、20μＭであった。カルシウム刺激後2時間での
HAT活性を核抽出液について調べた。
B) HaCaT細胞を指定時間の1.2mMカルシウム刺激に先立
ち1時間、50nM GF109203Xで処理した。核抽出液を10%SD
S‐PAGEにより分離し、抗AK抗体を使用する免疫ブロッ
ティングにより分析した。
C）0、20、50nM GF109203Xによる前処理をし、次いでカ
ルシウム処理（1.2mM、2時間）したHaCaT細胞から得ら
れた核抽出液を、抗CBP抗体もしくは抗P／CAF抗体とと
もに1時間インキュベートしたのち、プロテインA／Gア
ガロースと1時間インキュベーションした。結合した物
質は、HATアッセイ反応混液中に溶出された。精製度
を、CBPまたはP／CAFに特異的な抗体を使用する免疫ブ
ロッティングにより確かめた（データは示さず）。0.05
mMカルシウムで培養した細胞から得た核抽出液をコント
ロール（ctrl）として使用した。
【図５】ケラチノサイト分化において、CBPでなくP／CA
Fが関与することを示す図である。
A  リンクした緑色蛍光性タンパク質（linked green fl
uorescent protein；GFP）の発現から、導入効率が充分
であることが示された。細胞はトリプシン消化で回収
し、PBSで2回洗浄して70%エタノールに固定した。蛍光
はBecton-Dickinson社のFacsScan and Cell Questソフ
トウェアを使用して解析した（上パネル）。log  fluor
escenceは、蛍光の対数である。HA-tagged野生型(wt)CB
Pまたはその触媒ドメインを欠く(ΔHAT)変異型 (mt)CBP
の発現、ならびにflag-tagged wt P／CAFまたはΔHAT m
t P／CAFの発現を、抗HA抗体（αHA）もしくは抗フラッ
グ抗体（αFlag）を用いて調べた（下パネル）。トラン
スフェクションしない細胞からの核抽出液をコントロー
ル（ctrl）として用いた。
B  各異所性タンパク質を発現しているHaCaT細胞から得
た細胞質画分を８％SDS‐PAGEにかけて分離し、抗イン
ヴォルクリン抗体（INV.）を用いる免疫ブロッティング
によりインヴォルクリン発現を分析した。ｐCMVをコン
トロールとして使用した（BおよびCにおけるctrl）
C 各異所性タンパク質を発現しているHaCaT細胞から得
た核抽出液を、10％SDS‐PAGEにかけて分離し、抗AK抗
体を用いる免疫ブロッティングによってカルシウム刺激
後、2時間でのNA状態を分析した。
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