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研究成果の概要（和文）：私たちはこれまでに、BNIP3 はオートファジーを介して表皮分化促進効果を持つこと
を明らかとした。一方、BNIP3 は UVB 照射による アポトーシスから細胞を保護し、皮膚表皮の形態維持に関与
していることも明らかとしている。
今回私たちは、UVB照射によるBNIP3の発現は、活性酸素ならびにERK, JNK MAPキナーゼによって制御されている
こと、BNIP3がオートファジー（マイトファジー）を起こすことで、UVB照射により傷ついたミトコンドリアを分
解することでアポトーシスを抑制することを見出した。以上の結果は皮膚炎の治療薬やアンチエイジングに応用
出来ることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Previously, we found that BNIP3 plays a crucial role in keratinocytes 
differentiation by inducing autophagy. Furthermore, BNIP3 has a protective effect against 
UVB-induced apoptosis in keratinocytes.
In this study, we found that the accumulation of reactive oxygen species (ROS) and following 
activation of ERK/JNK MAP kinase by UVB irradiation was sufficient to trigger the upregulation of 
BNIP3 expression. Moreover, BNIP3 was required for the degradation of dysfunctional mitochondria 
upon UVB irradiation. These data clearly indicated that BNIP3-induced autophagy, which occurs via 
UVB-generated ROS-mediated JNK and ERK MAPK activation, has a crucial role in the protection of the 
skin epidermis against UVB irradiation.

研究分野： 皮膚科学　幹細胞生物学

キーワード： オートファジー　アポトーシス　紫外線　ストレス　皮膚
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
表皮は体の表面に位置しているため、外界か
らの刺激、例えば紫外線、異物侵入等による
炎症など、さまざまな危険にさらされている。
このような刺激を受けた皮膚はアポトーシ
スが引き起こされることが知られている。ア
ポトーシスには、UV 照射によりゲノムに障害
を受けた皮膚細胞を除去することで、皮膚が
んなどを防ぐ役割がある。しかし、過度なア
ポトーシスによる表皮のバリア機能傷害は、
さらなる炎症反応を惹起させる要因となる
と考えられる。このような観点から、表皮の
ストレスによるアポトーシスからの保護を
解明することによる新しい抗炎症剤などの
開発が期待されている。 
 申請者らは、Notch シグナルの下流で転写
抑制因子である Hes1 がマウス有棘層に発現
し、顆粒層への分化を抑制していることを明
らかとした（Moriyama et al. Dev Cell 2008）。
すなわち Hes1ノックアウト（Hes1 KO）マウ
スでは有棘層から顆粒層への未成熟な分化
が起こり、有棘層が欠如している。そこで、
正常マウスと Hes1 KO マウスの遺伝子発現解
析を行えば、有棘層から顆粒層への分化に必
要な因子を探索出来るのではないかと考え
た。その結果、Bcl2 ファミリー分子の一つで
あり、オートファジー促進因子である BNIP3
が Hes1 KO マウスでは過剰発現していること
が判明した。実際、BNIP3 はマウスおよびヒ
ト表皮顆粒層に発現し、オートファジーを介
して表皮の最終分化に関与していることが
明らかとなった。さらに面白いことに、初代
ヒト表皮角化細胞（HPEK）に UV を照射後、
すみやかに BNIP3 の発現が上昇し、BNIP3 が
表皮をアポトーシスから保護する働きを持
つことも同定した（Moriyama et al. J Invest 
Dermatol 2014）。さらに、HPEK に UVB を照射
すると、低酸素応答因子として知られる
HIF1α や、フォークヘッド転写因子である
FOXO3 などが上昇することを見出している
（未発表）。HIF1α や FOXO3 は、BNIP3 を正
に制御することが知られているため、この予
備結果は本研究の根幹として、大変興味深い
ものである。 
 以上のことをふまえて、本研究では表皮に
おける BNIP3 の働きのうち、表皮形態形成維
持について詳細な検討を行い、UV をはじめと
したストレスから表皮を保護するメカニズ
ムを解明することを目指した。 
 
２．研究の目的 
申請者は、表皮の顆粒層に Bcl2 ファミリー
分子の一つである BNIP3 が発現し、UV 照射後
の表皮をアポトーシスから保護しているこ
とを見いだした（Moriyama et al. J Invest 
Dermatol 2014）。本研究では、BNIP3 による
表皮形態形成維持に関わる働きをより詳細
に明らかにすることにより、UV をはじめとし
たストレスから表皮を保護するメカニズム
を解明することを目的とする。具体的には、

①UV照射時にBNIP3がどのようなメカニズム
で発現上昇するのか、②BNIP3 はどのように
表皮のアポトーシスを抑制しているのか、③
UV照射以外のストレスでもBNIP3は表皮を保
護する能力を持つのか、を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養  
ヒト表皮由来初代角化細胞(Human primary 
epidermal keratinocytes : HPEK)は CELLnTEC
社 (Bern, Switzerland)より購入した。培養
には、CnT-Prime 培地（CELLnTEC 社）を使用
した。 
(2) Organ culture 
胎生 14.5 日目の slc:ICR マウス(清水実験材
料より購入)の背側皮膚を Cellmatrix Type
Ⅰ- C(新田ゼラチン株式会社, 八尾, 大阪, 
日本)にてコーティングした Millicell cell 
culture insert (0.4 µm, 30 mm) 
(Merck-Millipore 社)にのせた。その後、
Incert を 35 mm dish に入れ、37℃ 5% CO2
インキュベーターにて培養した。培地は
DMEM(ナカライテスク) に 10% ウシ胎児血清 
(Thermo Fisher Scientific 社)、1×抗生物
質・抗真菌剤混合溶液 (ナカライテスク)、
10 mM HEPES (ナカライテスク)を添加したも
のを使用した。 
(3) UVB 照射 
培養ディッシュより培地を除き、リン酸緩衝
液(phosphoate-buffered-saline, PBS)を 0.1 
mL/cm2となるように加えた。その後、ディッ
シュの蓋を外し、UVB 照射を行った。照射は、
UV ランプ(Handheld UV Lamp, 6 W, UVM-57, 
302 nm, 100 V, UVP, LLC., Upland, CA, USA)
を用いて行った。単位面積あたりの UVB 強度
(mW/cm2)は、UVX Radiometer (ULTRA-VIOLET 
PRODUCTS, Upland, CA ,USA )を用いて測定
した。照射時間（秒）は、希望する UVB の照
射量 (mJ/cm2)/ UVB 強度 (mW/cm2)により算
出した。照射後、PBS を除いて CnT-Prime 培
地（CELLnTEC 社）を添加し、37 ℃、5% CO2

の条件にて培養した。 
(4) Annexin V-PI 染色 
HPEK を 80%コンフルエントまで培養後、阻害
剤を添加し、1時間後に UVB (20 mJ/cm2)を照
射した。8 時間後、Accutase (ナカライテス
ク)にて HPEK を剥離し、Alexa Flour 488 標
識 Annexin Vならびにヨウ化プロピジウム溶
液 (Dead Cell Apotosis Kit ; ThermoFisher 
Scientific)を用いて室温15分にて染色した。
各サンプルごと約 1×104 個の細胞をフロー
サイトメトリー (ec800 cell analyzer, 
SONY)にて解析した。定量的解析は、FlowJo 
ソフトウェア(TreeStar 社, Ashland, OR, 
USA)にて行った。 
(5)ミトコンドリア膜電位およびミトコンド
リア特異的 ROS の測定 
ミトコンドリア膜電位の測定は MitoTracker 
Red (ThermoFisher Sicentific)を用い、製



造元の操作法に従って染色した。またミトコ
ンドリア特異的 ROS の測定は MitoSox Red 
(ThermoFisher Scientific)を用い、製造元
の操作法に従って染色した。染色後、フロー
サイトメトリー (ec800)で解析を行い、定量
的解析は FlowJo ソフトウェア（TreeStar 社）
にて行った。 
(6)マイトファジーの測定 
マ イ ト フ ァ ジ ー の 解 析 に は 、 Amaxa 
nucleofector 4D systm (Lonza, 
walhersville, MD, USA)を用いて、HPEK に
pMitophagy-mKeima-Re mPark2 (医学生物学
研究所)を導入した。2.0×106 cells の HPEK
を 100 µl Amaxa nucleofector solution 
(Primary nucleofector kit P3) で懸濁し、
そこへ1 µgのpMitophagy-mKeima-Red mPark2
と 1 µg の pcDNA6.2/EmGFP-miRneg もしくは
pcDNA6.2/EmGFP-miRBNIP3 を加え、エレクト
ロ ポ レ ー シ ョ ン 法  (Amaxa DT-138 
nucleofector program)にて遺伝子導入を行
った。撮影は Axio Observer Z1 (Carl Zeiss) 
を用い、MetaMorph 7.8 software（Molucular 
Devices, Sunnyvale, CA, USA）を用いて解
析し、Ratio（励起波長 560/445）のイメージ
画像を得た。 
 
４．研究成果 
(1) BNIP3 は UVB 照射によるオートファジー
を誘導し、ミトコンドリアを分解する 
 HPEK に UVB を照射し、LC3 の発現量を免疫
染色法により確認したところ、紫外線照射に
より生じたオートファゴソームの形成が、
BNIP3の発現を抑制したHPEKでは見られなく
なった。つまり、BNIP3 による表皮細胞の保
護は、オートファジーを介しているというこ
とが示唆された。また、ミトコンドリアとオ
ートファゴソームの二重染色を行った結果、
UVB 照射したコントロールにおいてミトコン
ドリアとオートファゴソームの共局在が認
められた。また、BNIP3 の発現抑制をおこな
った HPEK においては、オートファゴソーム
形成が抑制されていた。さらに、pH 依存的蛍
光タンパク質であるKeimaをミトコンドリア
特異的に発現させ、オートリソソームにミト
コンドリアが取り込まれているか、解析を行
ったところ、UVB 照射していない HPEK の
mt-Keima のシグナル比は低く、ミトコンドリ
アはオートリソソームに取り込まれていな
いことが示された。一方、UVB 照射した HPEK
では、mt-Keima シグナル比の著しい上昇が観
察され、マイトファジーが起こったことが示
された。このシグナル比の上昇は、BNIP3 を
ノックダウンしたことによって抑制された
ことから、BNIP3 は UVB 照射によるマイトフ
ァジーに必要であることが明らかとなった。
これらのことから、BNIP3 による表皮の保護
はオートファジーによるミトコンドリアの
分解を介していることが示唆された。 
 
(2)BNIP３によるマイトファジーは傷害ミト

コンドリアを除去する 
 BNIP3 によるマイトファジーがミトコンド
リアに与える影響を調べる目的で、HPEK のミ
トコンドリア膜電位ならびにミトコンドリ
ア特異的活性酸素種の測定を行った。その結
果、UVB 照射により、ミトコンドリア膜電位
の低下、ミトコンドリア特異的活性酸素種の
蓄積が認められた。一方、BNIP3 をノックダ
ウンした HPEK では、さらなるミトコンドリ
ア膜電位の低下、ミトコンドリア特異的活性
酸素種の蓄積が認められたことから、BNIP３
は障害ミトコンドリアの除去に必須である
ことが示された。 
 
(3)BNIP3 の発現は活性酸素種の蓄積により
誘導される 
 ここまでの検討から、紫外線照射により増
加する BNIP3 が、オートファジーを誘導し、
障害ミトコンドリアを除去することで紫外
線照射ストレスから表皮細胞を保護してい
るということが明らかとなった。そこで、
我々は、紫外線照射条件下における BNIP3 の
発現誘導メカニズムを解析した。紫外線の照
射によって放出される活性酸素は細胞老化
などの原因になることから、BNIP3 の発現量
は活性酸素の蓄積による傷害から細胞を保
護するために増加しているのではないかと
考え、まず初めに ROS の蓄積と BNIP3 発現と
の関係性を検討した。HPEK に紫外線照射を行
うと活性酸素が放出される一方で、抗酸化剤
を添加すると、その蓄積は抑えられた。この
ことから、抗酸化剤である N-アセチルシステ
イン (NAC)を添加した HPEK に UVB を照射し、
BNIP3 および活性型 Caspase-3 の発現量をウ
エスタンブロッティング法により確認した
ところ、NAC の添加により UVB 照射による
BNIP3 の発現増加が見られなくなり、それに
伴う Caspase-3 の活性化も見られた。このと
き、LC3 の発現を免疫染色法により確認した
ところ、UV 照射によって観察されたドット状
の LC3 の発現上昇が、NAC の添加により抑制
されていることを見出した。また、このドッ
ト状の LC3 はリソソームのマーカーである
LAMP2 と共局在していることから、ドット状
のLC3はオートファゴソームであることが示
された。加えて、Annexin V-PI 染色において
も、NAC が UVB 照射によるアポトーシスを抑
制していることが示された。さらに、胎生
14.5 日目のマウス胎児背側皮膚を器官培養
し、UV 照射をおこなったところ、NAC を添加
して活性酸素を抑制した皮膚表皮では、UVB
照射によるアポトーシスの亢進が確認され
た。これらのことから、UVB 照射による活性
酸素種の蓄積が BNIP3 の発現を誘導し、オー
トファジーを介して表皮細胞を紫外線スト
レスによる過度のアポトーシスから保護し
ているということが示された。面白いことに、
ストレス条件下において活性化するMAPキナ
ーゼである JNK の活性化も、NAC の添加によ
り低下していた。このことから、UVB 照射条



件下における BNIP3 の発現は MAPK 経路によ
り制御されていることが示唆された。 
 
(4)BNIP3の発現はMAPキナーゼにより制御さ
れている 
 先に示された結果から、MAPK 経路の活性化
が UVB照射条件下における BNIP3 の発現誘導
に必要なのではないかと考えた。そこで、
Erk1/2 阻害剤 (U0126)および JNK 阻害剤 
(JNK inhibitor Ⅱ)を HPEK もしくはマウス
胎児背側皮膚に添加した後、UVB 照射を行い、
MAPK経路がBNIP3の発現およびアポトーシス
を制御しているのか検討した。HPEK からタン
パク質を回収し、BNIP3、活性型 Caspase-3、
p-Erk1/2、p-c-Jun の発現量をウエスタンブ
ロッティング法により検討したところ、
Erk1/2およびJNK経路の阻害剤を添加するこ
とで、UV 照射による BNIP3 の発現増加が抑制
されるとともに、Caspase-3 の更なる活性化
が引き起こされていた。このとき、LC3 の発
現を免疫染色法により確認したところ、
Erk1/2 および JNK 経路の阻害剤を添加した
HPEK では、UVB 照射によるオートファゴソー
ムの形成が抑制されていた。加えて、Annexin 
V-PI 染色においても、Erk1/2 および JNK 阻
害剤がUVB照射によるアポトーシスを抑制し
ていることを確認した。また、マウス胎児皮
膚において、活性型 Caspase-3 に対する免疫
染色を行った場合でも同様に、これら MAP キ
ナーゼ阻害剤によるUVB照射時のアポトーシ
ス亢進が確認された。以上のことから、UVB
照射による JNK経路および Erk1/2-MAPK 経路
の活性化が BNIP3 を誘導し、オートファジー
の亢進を介して、表皮細胞をアポトーシスか
ら保護していることが明らかとなった。 
 
(5)オートファジーは UVB 照射によるアポト
ーシスから表皮を保護する 
これまでの検討により、活性酸素の蓄積が
MAPK経路の活性化を介してBNIP3の発現を誘
導し、表皮細胞を紫外線照射による過度のア
ポトーシスから保護しているということを
突き止めた。そこで、最後にオートファジー
の亢進が表皮細胞の保護において必要不可
欠であるのかを検討した。HPEK にオートファ
ジー阻害剤である Bafilomycin A1 (BafA1)
ならびに Chloroquine (CQ)を添加し、ウエス
タンブロッティング法を行ったところ、阻害
剤の添加により、LC3-Ⅱや、オートファジー
により選択的に分解されることが知られて
いるユビキチン結合タンパク質のp62が蓄積
するとともに、UVB 照射に伴うアポトーシス
がさらに亢進していた。加えて、Annexin V-PI
染色においても、BafA1 および CQ 添加が UVB
照射によるアポトーシスを抑制しているこ
とを確認した。また、BafA1 ならびに CQ を添
加したマウス胎児表皮に UVB を照射し、器官
培養を行った後、活性型 Caspase-3 の発現を
免疫染色法にて確認したところ、コントロー
ルの表皮ではわずかにアポトーシスが誘導

されているのに対して、オートファジー阻害
剤を添加した表皮では、更なるアポトーシス
が引き起こされていた。つまり、オートファ
ジーは、UVB 照射によるアポトーシスから表
皮を保護する上で必須であるということが
分かった。以上の結果をまとめた模式図を図
１に示す。 

 
 (図 1)本研究により明らかになったこと 
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