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口腔扁平苔癬の異常角化に関与する周辺帯形成  

関連タンパク質の異所性局在  

論文要旨  

【緒言】口腔扁平苔癬（ Oral  l i chen planus ;  OLP）は T リンパ球によ

る上皮結合組織境界部（境界部）の傷害性病変である。病理組織学 的

には帯状リンパ球浸潤と基底層の液状変性に加え、 しばしば角化亢進

がみられる。しかし、角化異常に関する研究は乏しく、その発生機序

は未だ不明である。角化 には、周辺帯（ Corni f ied  ce l l  enve lope ;  CE）

関連タンパク質が重要な役割を担っている 。そこで我々は、OLP の角

化異常の機 序 を 明ら か に す るため、 CE 関連タンパク 質の局在を免疫

組織学的に検索し、上皮の傷害性変化や増殖 性変化との関連を統計学

的に解析した。  

【実験材料及び方法】両側頬粘膜の網状白斑型 OLP の 20 例を実験材

料とし、病理学的に著変のない頬粘膜 5 例を対照群とした。対照群の

上皮厚径を基準に、OLP 群の上皮を菲薄部と肥厚部 に分類した。上皮

の各層の厚径を計測し、基底層の細胞傷害の程度を G0 から G3 に分

類 し て 検 討 し た 。 境 界 部 の 変 化 を 確 認 す る た め に Col lagen IV 

（ COL4）、Kerat in 19 （ K19）、Desmogle in 1  （ DSG1）、Ki-67 に対

する一次抗体を用い 、角化異常の検討のために CE 関連タンパク質で

あ る Involucr in （ IVL ）、 Transglutaminase  1 （ TGM1 ）、

Transglutaminase  3（ TGM3）に対する一次抗体を用いて免疫染色を

行った。 COL4、 K19、 DSG1、 Ki-67 は陽性率（陽性細胞数 /一定領域

の総細胞数 ） を 、 CE 関連タンパク質は陰性率（ 下層部の陰性細胞層

の厚径 /上皮全層の厚径）を算出して解析した。  

【結果】OLP 群の上皮では菲薄部と肥厚部が混在し 、肥厚部より菲薄

部で傷害の程度が 有意に高かった。K19 と COL4 陽性率は、対照群に

比べ OLP 群で有意に低下したが、肥厚部と菲薄部の差はなかった。一

方、 DSG1 陽性率は、対照群と OLP 群間に有意差はないが、 OLP 群

の肥厚部の DSG1 陽性率は菲薄部よりも有意に高かった。 Ki-67 陽性

率は対照群と OLP 群間、肥厚部と菲 薄部間でも有意差はなかった。  
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 IVL は対照群の 有棘層下部から細胞質に陽性だが、OLP 群では 最下

層から細胞膜に陽 性であった。TGM1 は対照群と OLP 群の有棘層中央

部から細胞膜に陽性だが、OLP 群では下層部の細胞質にも陽性を示し、

陰性率は対照群より OLP 群で有意に低かった。TGM3 は対照群の有棘

層下部から核と細胞質に陽性で、OLP 群では有棘層中央部 から細胞膜

にも陽性を示した。陰性率は、対照群より OLP 群で高い傾向だった。

TGM1 と TGM3 の陰性率は弱い負の相関関係を示し 、 OLP 群の肥厚

部の DSG1 陽性率と TGM3 陰性率の間で強い負の相関がみられた 。  

【考察】 OLP 群では K19 と COL4 発現が減少し、境界部で傷害性変

化が生じていること を確 認できた 。 K19 の減少は、上皮厚径、 COL4

および Ki-67 と関連性はなく、対照群と OLP 群間のみで有意差があ

り、基底細胞の 形質の変化と考えられ る。また対照群と OLP 群では

Ki-67 と DSG1 陽性率に差はなく、上皮性異形成症といえる明らかな

所見はなかった。なお、OLP 群の肥厚部で DSG1 が有意に高値であっ

た結果は、棘細胞症に伴う基底細胞 の形質変化と考えられ る。以上の

ように、実験に用いた試料は、 研究対象として適切と考えられる。  

OLP 群では IVL の細胞膜移行像とともに TGM1 が下層部の細胞質

から広く発現していた。表皮と同様に、OLP でも 基底細胞の細胞質内

TGM1 が IVL の膜移行を促して 、IVL の表皮型の細胞内局在を示して

いると考えられる。 興味深いことに、 TGM3 は本来細胞質に局在 する

が、OLP では細胞膜に発現していた。このような報告はこれまで なく、

TGM3 の異常な膜 発現も IVL の膜移行に関与 する可能性がある。OLP

では TGM1 と TGM3 は相補的な関係で分布していた。この関係は表

皮の TGM1 と TGM3 の分布に類似している。 また、 OLP の上皮肥厚

部で DSG1 と TGM3 の発現に強い相関があり、肥厚部の角化亢進に

TGM3 が関与する 可能性が ある。 IVL の膜移行は周辺帯形成に必須で

ある。正常粘膜と異なり、 TGM1 と TGM3 の表皮型の 上皮内発現が、

IVL の細胞膜移行に関与すると考えられ る。以上のように、 TGM1 や

TGM3 の異所性の局在が、OLP の角化亢進に重要な役割を担っている

可能性が示された。  
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緒  言  

口腔扁平苔癬（ Oral  l i chen planus ;  OLP）は遅延型アレルギーによ

る慢性炎症性疾患で、T リンパ球による上皮結合組織境界部（境界部）

の傷害性病変である 1 )。OLP の免疫応答の引き金となるタンパク質の

候補として口腔粘膜基底層の自己ペプチド 2 )や熱ショックタンパク 質

3 )な ど が挙 げ られ て いる が 、遺 伝子 異 常、 ス トレ ス、 薬 剤、 歯 科用材

料、咬み煙草、C 型肝炎ウィルスなどでも発生するといわれ、心因性、

物理的、化学的あるいは生物学的因子が複雑に関与する 1 )。このよう

に背景が多様な OLP は、肉眼所見と病理組織学的所見で特徴付けられ

る臨床病理学的な疾患である 4 )。  

OLP の抗原は依然 不明であるが、未知の抗原によって CD8 陽性 T

細胞が活性化されて上皮下にリンパ球が帯状に浸潤する。その結果、

Fas リガンドや Tumor  Necros is  Factor  α（ TNFα）などによって生

じる基底層のアポトーシスなど、境界部の傷害性変化がこの病変の特

徴である 5 )。その結果、上皮には液状変性などの診断価値のある OLP

の病理組織学的変化がみられる。また、OLP では上皮細胞の変性に加

えて基底膜の断裂が生じるが、病理組織学的には基底膜の構成タンパ

ク 質 の 部 分 的 な 消 失 が み ら れ る 6 ) 。 中 で も 基 底 膜 の 主 成 分 で あ る

Col lagen IV （ COL4 ） は 炎 症 性 変 化 に よ っ て 産 生 さ れ る Matrix 

metal loprote inase  9  （ MMP9）で破壊される 7 ) - 9 )。  

傷害性変化に伴い、口腔粘膜上皮には様々な異常が観察される。口

腔の非角化重層扁平上皮の基底細胞は Kerat in19（ K19）を発現する

が、基底細胞の K19 は過形成病変で消失し、上皮性異形成症では異所

性発現を認めるなど、病理学的変化に伴って発現が異なる 1 0 ) , 1 1 )。OLP

でも上皮の基底層 に相当する最下層 で K19 が陰性となり、基底細胞に

形 質 変 化 が 生 じ て い る 。 同 時 に 、 非 角 化 重 層 扁 平 上 皮 で 発 現 す る

Kerat in13（ K13）の消失や角化細胞で発現する Kerat in10（ K10）が

陽性を示すなど、角質層の肥 厚に加えて有棘層にも異常が生じている

1 2 )。OLP では角化重層扁平上皮に発現する Kerat in1（ K1）と K10 の

mRNA 発現量が上昇し、炎症性変化に伴って遺伝子発現の異常が生じ
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ていることが示されている 1 3 )。  

OLP の上皮は 前述のような角化異常を示すと 同時に、棘細胞症が観

察される 1 4 )。棘細胞症を伴う重層扁平上皮でも、表層へ向って分化す

るが、この表層への分化にはデスモゾームが関与している。デスモゾ

ームは、 Desmogle in や Desmocol l in などで構成されるタンパク質複

合体である 1 5 )。 Desmogle in  1（ DSG1）は基底層より上層細胞で細胞

の増殖を抑制し、分化 の促進に関与する 1 6 )。  

表 皮 の 正 常 な 角 質 層 形 成 に は ケ ラ チ ン や 周 辺 帯 （ Corni f ied  ce l l  

envelope ;  CE）が関与する。細胞質内では不溶性の角化型の K1 と K10

線維が凝集して密な束状を形成する 1 7 )。また、表皮の正常な角質層形

成では、CE の組み立てが行われる 1 8 )。CE は角化の最終段階で細胞膜

を置換するように形成される物理的、化学的に強靭な構造物で、表皮

角質層におけるバリア機能を有する 1 8 )。 CE 関連タンパク質は CE 構

成タンパク質 と架橋酵素タンパク 質で、 CE の形成に関わる重要な分

子である。 CE は 細 胞 膜 の 内側で架橋されたタンパク分子からなる部

分と層板 顆粒由来のセラミドが細胞膜を置換した脂質エンベロープ部

分 か ら 構 成 さ れ る 。 CE 形 成 の 初 期 に Involucr in  （ IVL ） と

Transglutaminase1（ TGM1） が 発 現 し て 細 胞 膜 上 で 結 合 す る 。 次 い

で細胞膜のリン脂質はセラミドにより置換され、これと IVL が TGM1

により架橋される。最終的に Transglutaminase3（ TGM3）によって

架橋された Loricr in（ LOR）と Small  pro l ine -r ich  prote in（ SPR）分

子の複合体が、細胞膜上で TGM1 により架橋され、強靭な CE が形成

される 1 8 )  （図 1）。口腔の非角化重層扁平上皮では IVL が細胞質内に

局在するが、OLP の口腔粘膜上皮では IVL が細胞膜に局在を示すこと

が報告されている 2 0 )。しかし、 OLP の角化異常機序の詳細は不明で

ある。  

  そこで、リンパ球浸潤による境界部 の傷害性変化と 増殖性変化を確

認するために COL4、K19、Ki-67、DSG1 の発現を検討し、OLP の角

化異常の機序の一端を明らかにするために CE 関連タンパク質である

IVL、 TGM1、 TGM3 の発 現を 免疫 組 織学的 に解 析 し 、 各分子 の 発現
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を統計学的に比較検討した。  

 

実験材料及び方法  

1）症例選択  

 1997 年～ 2013 年 の間に松本歯科大学病院で診断された OLP130 例

を抽出した。なお、OLP の診断は Proposal  for  a  set  o f  modi f ied  WHO 

diagnost ic  cr i ter ia  o f  oral  l i chen planus  and oral  l i cheno id  les ions

を参考とし 4 )、臨床所見と病理学的所見の両者を満たす症例を OLP と

した。これらの中から両側頬粘膜に発生した網状白斑型の症例で、薬

物アレルギー、金属アレルギーおよび C 型肝炎ウィルス感染症の既往

歴を欠く 20 例を抽出した。対照群は頬粘膜に発症した線維腫、血管

腫および扁平上皮癌の断端 の標本で、明らかな炎症性変化、角化亢進

および異型細胞を欠く重層扁平上皮 5 例を用いた。  

 症例の平均年齢は対照群で 49.8 歳、OLP 群で 60.7 歳、男女比は対

照群で 1:1 .5、 OLP 群で 1:5 .7 である。対照群と OLP 群はいずれも頬

粘膜上皮を用いたが、年齢、性別がバイアス因子となる可能性を排除

出来なかった。  

 

2）形態学的解析  

 すべての検体は 10%中性緩衝ホルマリンにて固定後、通法通り厚さ

3μm のパラフィン切片を作成した。 HE 染色後、対照群の正常粘膜と

OLP 群の病変部粘膜を対物レンズ 20 倍で 1360×1024pixel の画像（幅

径 433μm）を撮影し、 Windows 版画像解析・計測ソフトウェア Win 

Roof（ Mitani  corporat ion、福井、日本）を用いて形態計測を行った。

先ず、対照群で 1 例あたり 5 か所の上皮厚径を計測し、平均厚径を算

出した。OLP 群の上皮では、病変内の最も薄い上皮と最も厚い上皮の

厚径を計測し、平均厚 径より薄い部位を菲薄部、厚い 部位を肥厚部と

分類した。さらに 各症例の角化様式を確認し 、非角化と錯角化および

正角化に分類した。更に OLP 群では、菲薄部と肥厚部で角質層と 有棘

層の厚径を計 40 ヵ所で計測した。  
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 基底層の傷害の程度を半定量化する為、 HE 染色標本上で細胞傷害

程度を Grade0（ G0）：傷害がない、Grade1（ G1）：基底細胞間が離解

した軽度の変性、 Grade2（ G2）：基底細胞に単独の空胞化を 伴う中等

度の変性、Grade3（ G3）：境界部が網状を呈する重度の変性の 4 段階

に分類した。この分類に基づき、菲薄部 20 ヵ所と肥厚部 20 ヶ所の計

40 ヵ所の傷害の程度を評価した。 また、 OLP の上皮では傷害により

基底層が消失している可能性があ るため、対照群の基底層に相当する

層を最下層と表記する。  

 

3）免疫組織化学的解析  

免疫染色に用いた一次抗体は COL4（ DAKO、 Glostrup、 Denmark)、

K19（ Leica  Biosys tems、  Newcast le、 UK）、 DSG1 （ PROGEN、

Heidelberg、 Germany）、 Ki-67（ Leica  Biosystems、  Newcast le、

UK)、IVL （ Leica  Novocastra、 Newcast le、UK）、TGM1 (Avnova、

Taipe i、Taiwan）、TGM3（ Sigma-Aldr ich、St .  Louis、USA）である

（表 1）。抗原の賦活には ProtaneseK（ DAKO、Glostrup、Denmark）

による酵素法と 0.01M クエン酸緩衝液（ pH6.0）を使用した高圧蒸気

法（ 121℃ 15 分間 ）を用いた。 TGM3 は常温 60 分、その他の一次抗

体は 4℃ 24 時間反応させた。二次抗体として Nichrei  MAX-PO Mult i  

（ Nichrei 、 Tokyo 、 Japan ） を 常 温 30 分 間 反 応 さ せ た 。

3-3 ’ -d iaminobenz id ine  tetrahydorhchode （ DAKO 、 Glostrup 、  

Denmark）で発色後、ヘマトキシリンにて対比染色を行った。前処置

以 降 の 工 程 は 自 動 免 疫 染 色 機 HISTOSTAINER（ Nichre i、 Tokyo、

Japan) を 用 い た 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 一 次 抗 体 の 代 わ り に

Phosphate  Buf fered  Sal ine（ PBS）を用いた。また一次抗体として IVL

と TGM3 を用い、二次抗体に ant i -mouse  F（ ab ’） FITC（ Alexa Fluor○R

488F（ ab ’） 2  f ragment  o f  goat  ant i -mouse  IgG(H+L））（ Thermo 

Fisher  Sc ient i f i c、Waltham、USA）と ant i - rabbit  Cy5 F（ ab ’） （ Alexa 

Fluor ○R 647F （ ab ’） 2  f ragment  o f  goat  ant i - rabbit  IgG （ H+L ））

（ Thermo Fisher  Sc ient i f i c、 Waltham、 USA）を用い、間接法にて
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蛍 光 二 重 染 色 を 行 っ た 。 蛍 光 像 は 、 オ ー ル イ ン ワ ン 蛍 光 顕 微 鏡

BZ-X710（ KEYENCE、大阪、日本）を用いて観察した。  

 

4）免疫染色結果の評価  

 （ 1）境界部の評価： COL4、 K19、 DSG1、 Ki-67 の局在  

 1360×1024 pixe ls（幅 433.0μm）の範囲を対象とし、 OLP 群では

菲薄部と肥厚部の 計 40 ヵ所を評価した。COL4 に関して は、COL4 陽

性領域に配列する 最下層の細胞を対象とし、最下層の総細胞数 に対す

る陽性領域の細胞数 の割合を COL4 陽性率とした。K19 陽性率と DSG1

陽性率は、最下層の総細胞数に対する K19 ないし DSG1 陽性細胞数の

割合とした。 Ki-67 陽性率は最下層から 3 層の範囲に存在する総細胞

数に対する Ki-67 陽性細胞数の割合とした。  

（ 2） CE 関連タンパク質 IVL、 TGM1、 TGM3 の評価  

上述の方法と同様 に 1360×1024 pixels（幅 433.0μm）の範囲を対

象に、 OLP 群では菲薄部と肥厚部の 計 40 ヵ所の陰性率を評価した。

陰性率は、上皮全層の厚径（ C）に対する下層部の陰性 領域の厚径（ A）

の割合で 、この値を 陰性率（ Negat ive  Rat io ;  NR=A/C）とした。また、

細胞 膜の 染色 結果 のみ に注 目し 、上 皮全 層の 厚径 （ C） に対 する 下層

部 の 細 胞 膜 の 陰 性 領 域 の 厚 径 （ B） の 割 合 を 算 出 し 、 細 胞 膜 陰 性 率

（ Membranous  Negat ive  Rat io ;  MNR＝ B/C）とした （図 2）。  

 

5）統計解析法  

 対照群と OLP 群 の陽性症例数は Fisher の正確確率検定を行った。  

各群の陽性率、陰 性 率と細胞膜陰性率 については、Shapiro -Wilk 法で

正規性を検定後、 Ki-67 陽性率と TGM3 細胞膜陰性率はパラメトリッ

ク法で、他の陽性率 、陰性率と細胞膜陰性率 は以下に示すノンパラメ

ト リ ッ ク 法 で 解 析 し た 。 対 照 群 と OLP 群 間 の 独 立 2 群 間 の 比 較 は

Mann-Whitney  U 検定を、菲薄部と肥厚部の対応ある 2 群間の比較は

Wilcoxon 符号付順位和検定を、 OLP 群の各免疫染色結果の関連性は

Spearman の 順 位 相 関 係 数 を 用 い て 解 析 し た 。 ま た 対 照 群 （ G0） と
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OLP 群（ G1〜 G3）との比較は Steel 法を、対照群、菲薄部、肥厚部

の多群間比較は Steel -Dwass 法を用いた。なお、全ての統計解析は「 R」

（ The Foundat ion for  Stat is t ical  Computing,vers ion 2 .13.0）を用い

て行い 2 1 )、 p＜ 0.05 を有意差ありとし た。また、－ 0.2≦ rho≦ 0.2 を

相関なし、－ 0.4≦ rho＜－ 0.2、0.2＜ rho≦ 0.4 を弱い相関、－ 0.7≦ rho

＜－ 0.4、 0.4＜ rho≦ 0.7 を中等度の相関、－ 1.0≦ rho＜－ 0.7、 0.7＜

rho≦ 1.0 を強い相関とした。    

 

6）倫理  

本研究は松本歯科大学研究等倫理審査委員会の承認（第 209 号）を得

て、ヘルシンキ宣言 （ 2013 年）に則って実施 した。  

 

結  果  

1）上皮の厚径  

  対照群の上皮厚径の平均値は 262.2μm、OLP 群の平均値は 268.7μm

だった。 OLP 群で、同一症例内に菲薄部と肥厚部が みられた症例は

11/20 例（ 55.0%）で、菲薄部と肥厚部における対応のある 2 群間比較

は、これら 11 例を用いた。なお、菲薄部のみが認められた症例は 6/20

例（ 30.0%）、肥厚部のみが認められた症例は 3/20 例（ 15.0%）であっ

た。  

 

2）角化様式と角 質 層と有棘層の厚径  

対照群全例（ 5/5 例）が非角化ないし軽微な錯角化を示した。 OLP

群では過正角化症例は 3/20 例 （ 15.0%）、過正角化と過錯角化の混在

する症例は 4/20 症 例（ 20.0%）、過錯角化症例は 13/20 例（ 65.0%）

であった。  

角質層の厚径は、対照群では 15.4μm、 OLP 群では 45.3μm、 OLP

群の肥厚部では 46.6μm、菲薄部では 37.6μm であった。 OLP 群は対

照群と比べ有意に（ p＜ 0.001）肥厚していた。OLP 群の肥厚部は 対照

群よりも有意に（ p＜ 0.001）厚かった。OLP 群の菲薄部は対照群より
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も厚い傾向を示したが有意差はな かった。OLP 群の肥厚部は菲薄部よ

り厚い傾向を示したが有意差はなかった 。  

一方、有棘層の厚径は、対照群では 129.5μm、OLP 群では 175.7μm、

肥厚部では 316.7μm、菲薄部では 127 .0μm であった。 OLP 群は対照

群と比べてやや厚 い傾向はあるが有意差はな かった。OLP 群の肥厚部

は対照群と比べ厚い傾向を示したが有意差はなかった。OLP 群の菲薄

部は対照群比べ薄い傾向を示したが有意差はなかった。 しかし、 OLP

群の肥厚 部は菲薄部と比べて有意に （ p＜ 0.001）厚かった。  

 

3）境界部の細胞傷害  

  基 底層 に おけ る 細胞 傷 害の 程 度は 、対 照 群の 全 例（ 5 /5 例）が G0

であった。これに対し OLP 群 では G0 はなく（ 0/20 例）、種々の 傷害

が観察できた。OLP 群の病変全体で G1 のみが認められた症例は 3/20

例（ 15.0%）、 G1 と G2 が認められた症例は 4/20 例（ 20 .0%）、 G1 と

G3 が認められた症例は 3/20 例（ 15.0%）、 G2 のみが認められた症例

は 6/20 例（ 30.0%）、G2 と G3 が認められた症例は 3/20 例（ 15.0%）、

G3 のみが認められた症例は 1/20 例（ 5.0%）であった。  

  OLP 群の傷害の程度の中央値は G2 で、対照群の傷害の程度の中央

値である G0 よりも有意に（ p＜ 0.001）高かった。また、 OLP 群の菲

薄部と肥厚部の傷 害の程度の中央値は、それぞれ G3 と G2 で、菲薄

部が有意に（ p＜ 0.05）高かった。  

 

4）境界部のタンパク質の分布  

COL4 は対照群の基底層下部の基底膜相当部に陽性であった が （図

3 a1）、OLP 群では基底膜相当部で断裂し（図 3 a2）、一部では肥厚も

認 め ら れ た 。 COL4 陽 性 率 は 対 照 群 の 100.0%に 対 し 、 OLP 群 で は

77.7%と有 意 に （ p＜ 0.001） 減少して いた 。しかし 、菲 薄部と肥厚部

の間に有意差はなかった（ 表 2）。  

K19 は対照群の基底層の細胞質に陽性で あったが（図 3  b1）、 OLP

群では最 下層で一部陰性を示した（ 図 3 b2）。 K19 陽性率は、対照群
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80.9%に対し OLP 群で 10.2%と 、OLP 群が有意に（ p＜ 0 .001）低値を

示 し た 。 し か し 、 菲 薄 部 と 肥 厚 部 の 間 に 有 意 差 は な か っ た （ 表 2）。

K19 陽性率を傷害の有無で比べると、 G0 である対照群 の陽性率に比

べ、 OLP 群の G1（ p＜ 0.001）、 G2 と G3（ p＜ 0.01）の陽性率が有意

に低下した（図 4）。  

DSG1 は対照群の傍基底細胞層から上方の細胞膜に陽性で基底層 の

細胞膜に陰性を示した（図 3 c1）。 OLP 群では傍基底細胞層から上方

の細胞膜に陽性で、 さらに一部の最下層細胞の細胞膜に陽性を示した

（図 3 c2）。 DSG1 陽性率は、対照群 7 .3%、 OLP 群 9.1%で、 OLP 群

が高い傾向を示したが、有意差はなかった。  しかし、DSG1 陽性率は

肥厚部で 41.7%、菲薄部で 0.0%であり、肥厚部 の陽性率 が有意に大き

い値を示した（表 2）。  

Ki -67 は対照群の傍基底細胞層の核に陽性で （図 3 d1）、 OLP 群の

最下層から第 3 層目の範囲に散在性に陽性を示した（ 図 3 d2）。Ki-67

陽性率は、対照群で 42.5%、OLP 群 38.5%で、OLP 群が低い傾向を示

したが有意差はなく、菲薄部と肥厚部の間にも有意差はなかった（ 表

2）。  

 

5） CE 関連タンパク質の分布  

IVL は、対照群の全例（ 5/5 例）で有棘層下部から上方の細胞質に

陽性で、細胞膜に陽性 反応を認めなかった（図 5 a1）。一方、 OLP 群

では細胞質にのみ 陽性像を みた例は 20.0%（ 4/20 例）で、80.0%（ 16/20

例）の症例は最下層から上方の細胞膜にも陽性を示し た（図 5 a2）。

このように対照群と比較して、OLP 群の細胞質陽性例 は有意に減少し、

反対に細胞膜陽性例は有意に増加した（表 3）。IVL 陰性率は、対照群

15.1%に対し OLP 群 10.7%で、対照群よりも OLP 群で低い傾向を示

したが有意差はなく（表 4）、対照群（ G0）といずれの傷害の程度（ G1

〜 G3）との 間にも有意差はなかった。また、 IVL 細胞膜陰性率ついて

は、細胞膜に陰性だった 対照群（ 100 .0%）に対し OLP 群が 23.6%と

有意に減少した（ 表 4）。  
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TGM1 は、対照群の全例（ 5/5 例）で有棘層中央部から上方の細胞

膜に陽性で、 OLP 群でも全例（ 20/20 例）で有棘層中央部から上方の

細胞膜に陽性だった （図 5 b1）。ところが、対照群で認めなかった細

胞質陽性像が OLP 群の 70.0%（ 14/20 例）で最下層から有棘層中央部

にみられ（図 5 b2）、対照群と比較して細胞質陽性例が有意に増加し

た（表 3）。TGM1 陰性率は、対照群の 30.1%に対し OLP 群で 0.0%と

有意に OLP 群で低かった（ 表 4）。さらに、 TGM1 が細胞質に陰性例

と陽性例の間で比較すると、細胞質 陽性例の TGM1 陰性率（ 17.7%）

は陰性例（ 0.0%）と比較して 有意に（ p＜ 0.01）低 かった（ 図 6）。TGM1

細胞膜陰性率は、対照群 30.1%に対し OLP 群 18.5%と OLP 群で減少

傾向を示したが有意差はなかった（ 表 4）。  

TGM3 は、対照群の全例（ 5/5 例）で有棘層下部から上方の核およ

び細胞質に陽性を示したが、細胞膜陽性所見はなかった （図 5 c1）。

OLP 群では、有棘層中央部から上方の核、細胞質および細胞膜に陽性

所見を認めた。しかし、核および細胞質のみに陽性所見を示した例は

わずか 15.0%（ 3/20 例）で、 85.0%（ 17/20 例）は細胞膜にも陽性を

示し（図 5 c2）、細胞膜陽性例が有意に増加した（表 3）。また、TGM3

陰性率は、対照群 18.1%に対し OLP 群 28.1%と OLP 群が高い傾向を

示したものの有意な差はなかった。しかし、 TGM3 細胞膜陰性率は対

照群（ 100.0%）に対し OLP 群（ 50.3%）で有意に減少した （表 4）。

CE 関連タ ン パ ク 質 の 細 胞 内局在、 陰性率 および 細胞膜陰性率 につい

ては、菲薄部と肥厚部の間に有意な差を認めなかった。  

  IVL と TGM3 の共発現を二重蛍光免疫染色で確認した。いずれのタ

ンパク質も、対照群では核周囲の細胞質に陽性であるのに対し、 OLP

群では細胞膜に陽性を示し、共発現していた。なお、 TGM3 は対照群

細胞の核および核周囲の細胞質に陽性で、OLP 群の細胞では、核、核

周囲の細胞質および細胞膜に陽性を示した（ 図 7）。  

 

6）各種陽性率、陰性率間の相関 関係  

 OLP 群の TGM1 陰性率と TGM3 陰性率は弱い負の相関関係を示し
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た（ p＜ 0.05、 rho=－ 0.38、図 8a）。 DSG1 陽性率と TGM3 陰性率は

中等度の負の相関関係を示した（ p＜ 0.01、rho=－ 0.47、図 8b）。特に

OLP 群 の肥厚 部では、 DSG1 陽性率と TGM3 陰性率は強い負の相関

を認め（ p＜ 0.05、rho=－ 0.71）、菲薄部で相関はなかった（ p＞ 0.05、

rho=－ 0.10）。 ま た 、 他 の 陽 性 率 、 陰 性 率 や 細 胞 膜 陰 性 率 な ど の 間 に

相関はみられなかった。   

 

考  察  

皮膚扁平苔癬では表皮直下のリンパ 球による基底細胞層の傷害とそ

れに伴うターンオーバー時間の延長が生じると考えられている 2 2 )。そ

の結果、個々の表皮細胞は終末分化に至るまでの 分化に要する時間が

長くなり、細胞容積が増す。そして、ケラトヒアリン顆粒や脱核など

の表層の分化に関連する構造を 有する角質層と顆粒層は厚くなる 2 3 )。

今回実験に用い た 20 例は、臨床病理学的に網状白斑型を呈する OLP

の典型例である。OLP 群では頰粘膜と 比較して種々の程度の傷害があ

り、有棘細胞層の厚径はやや厚い傾向があり、 角質層の厚径は 有意に

厚い。 OLP 群の 肥厚部では細胞傷害の程度は G2 と比較的弱く、有意

な有棘細胞層の増 加と角質層の増加が認められる。菲薄部では細胞傷

害の程度は比較的 G3 と大きく、有意な棘細胞層の減少と角 質層の軽

度増加傾向を示す。これらより 形態学的には、肥厚部と比べて菲薄部

では基底細胞の傷害に伴って各層の厚径が全体的に減少していること

がわかる。  

そこで、免疫組織学的にも 境界部の変化の確認を行った 。OLP 群で

は対照群と比較して COL4 陽性率が減少していた。これは、 COL4 の

裏打ちを欠く細胞が 基底層に配列していることを意味し、リンパ球浸

潤による基底膜の部分的な消失が起こってい ることを示している。 ま

た、菲薄部では肥厚部と比べて COL4 陽性率が減少する傾向を示して

いた。これは、細胞傷害の強い菲薄部では肥厚部と比べて基底膜の破

壊も強いことを表している。  

OLP 群 で は 対照 群 と 比 較して、細胞 の傷害の程度に関 わらず K19
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陽性細胞が減少していた。非角化重層扁平上皮の基底細胞マーカーの

ひとつである K19 2 4 )の消失には 様々な原因が考えられる 。まず、基底

細胞が T リンパ球 の細胞傷害による変性やアポトーシスで消失 し、傍

基底細胞や有棘細胞が結合組織に面して露出すること で生じる可能性

がある。また、細胞傷害による基底細胞の形質変化 2 5 )も指摘されてい

る。そして、OLP では基底膜などの細胞外基質の損傷に伴う上皮の形

質変化 2 6 )も考えられる。さらに、K19 の発現は過形成上皮でも変化す

ることが知られており 11 )、K19 陽性率は細胞傷害だけでなく、細胞増

殖によっても影響を受けうる。  

細胞傷害の程度の弱い肥厚部では、K19 陽性細胞がほとんど 消失す

る傾向が認められた。反対に傷害の強い菲薄部では K19 陽性細胞が残

存する傾向がみられた。これは肥厚部での K19 消失は、細胞傷害 よる

消失よりも、形質変化が要因となる可能性を示唆している。また、K19

陽性率は COL4 や Ki-67 の陽性率と相関がなかったことから、細胞外

基質の損傷に伴う形質変化や、細胞増殖に伴う形質変化は否定的であ

る。  

 OLP では傷害性変化に加え、再生変化 による増殖亢進も起こる。事

実、対照群では傍基底細胞に散在性に Ki-67 陽性細胞がみられるのに

対し、OLP 群では下層 3 層部分に Ki-67 陽性細胞が出現し、不規則な

細胞増殖が起こっていることが わかる。また、肥厚部では菲薄部と比

べて Ki-67 陽性率が減少する傾向を示す。この結果は扁平苔癬で、基

底細胞層の傷害に伴うターンオーバー時間の延長が生じることで細胞

層が重積し、上皮厚径が肥厚する 2 2 )ことと一致する。  

DSG はデスモゾームの主要な構成タンパク質で 1 5、皮膚重層扁平上

皮の基底細胞では DSG2 と DSG3 が細胞増殖を促進し、分化を抑制す

るのに対し、基底層より上層細胞では DSG1 が細胞の増殖を抑制し、

分化を促進することに関与する 1 6 )。細胞傷害の程度の弱い肥厚部では、

菲薄部と比べて DSG1 陽性率が有意に増加していた。これは、肥厚部

では基底細胞の破壊が弱く、 COL4 の残存も認められたことから、 基

底細胞の 消失で最下層に DSG1 陽性細胞が露出した 可能性は低い。む
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しろ肥厚部では基底層の段階で DSG1 が発現し、形質変化していると

思われる。また、この形質変化は上皮の増殖異常よりも、分化異常を

引き起こすと考えられる。  

 以上のように、本研究で用いた OLP 群の形態学的および免疫組織学

的特徴は皮膚扁平苔癬 の特徴と一致する結果が得られた。  

OLP において IVL が細胞膜に局在することが報告されている 2 0 )。

また、ヒト表皮角化細胞では CE の組み立て開始段階において TGM1

が細胞膜で IVL を架橋する 2 7 )。つまり、 IVL の細胞膜移行によって

CE が形成 さ れ る 。 対 照 群 の頬粘膜で、非角化重層扁平上皮であるこ

とと IVL が細胞質に限局して膜移行がないことは 一致している。一方、

OLP 群の 80.0%で IVL の膜移行像がみられたことは、頬粘膜上皮に角

化が起こっている客観的証拠である。リンパ球浸潤と上皮の傷害の程

度が最も強い場合に、 IVL の陰性領域が最小化するという報告がある

2 0 )  。傷害の程度が強くなると上皮の変性やアポトーシス が生じ、上皮

は菲薄化する。すなわち下層の陰性領域の細胞が削り取られ、その結

果 IVL の陰性領域が減少する可能性がある。また、Epidermal  growth 

factor  receptor  （ EGFR）等の炎症性因子は IVL を誘導するので 2 8 )、

OLP の重症化に伴って IVL が下層から発現する 可能性がある。以上の

ように、OLP では IVL が表皮と同様の局在（以下、表皮型という）の

細胞内局在に変わる異常が再確認できた。  

TGM、特に TGM1 と TGM3 は表皮の角化おける IVL や LOR の架橋

を担う重要な酵素である 2 9 )。表皮基底細胞の細胞質 に存在する TGM1

は 2 9 )、 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る カ ル パ イ ン に よ り 分 断 さ れ る 3 1 )。 次 に

TGM1 は細胞質で再構築が行われ、複合体を形成し活性が亢進する 3 2 )。

さらに TGM1 は 細胞膜結合時に高い活性 を有する 3 3 ) - 3 5 )。本研究の対

照群の頬粘膜上皮では、TGM1 が細胞膜にのみ陽性であるが、OLP 群

の 70.0%が細胞質内にも陽性を示し、局在の変化を認めた。OLP 群の

TGM1 の細胞膜陰性率すなわち細胞膜の発現部位には差がないことか

ら、活性の高い細胞膜結合型 TGM1 の局在には明らかな異常はない。

しかし、 TGM1 陰性率は OLP 群で減少し、 TGM1 細胞質陰性群より
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も TGM1 細胞質陽性群で有意に減少した。この結果から、細胞質内に

局在する TGM1 は下層から発現していたことが解る。表皮と同様に、

活性を有する基底細胞の細胞質内 TGM1 が IVL の膜移行を促し、その

結果 IVL が表皮型の細胞内 局在を示していると考えられる。  

これに対し、頬粘膜 上皮の TGM3 は、有棘層下部の核と細胞質に陽

性で、TGM1 よりも下層から発現していた。また、CE 形成では TGM3

が LOR 内架橋や LOR と SPR を架橋するが 2 7 ) ,  3 6 )、細胞膜に存在する

CE への架橋には関 与しない。ところが、興味深いことに OLP 群の

85.0%で、本来細胞質に局在する TGM3 が細胞膜に移行している所見

を認めた。このような細胞膜移行像を示す報告は表皮や口腔粘膜いず

れでもない。 TGM3 はヒト表皮角化細胞においても細胞膜移行はみら

れず、細胞質と核に陽性を示し、細胞質内で CE 関連タンパク 質の架

橋を担うことが知られている 3 6 )。TGM3 の細胞膜陽性所見の生物学的

意味は、 CE と関連し病態形成に重要である。実際には TGM3 は、細

胞膜に結合していない可能性もある。しかし、TGM3 と IVL との蛍光

二重染色から、明らかな細胞膜での共発現 が認められ 、 TGM3 が IVL

の細胞膜移行に関与している可能性が高い。OLP における TGM3 の機

能は不明で、今後この点を詳細に検討する必要がある。また、COL4、

K19 および Ki-67 陽性率と TGM3 陰性率あるいは細胞膜陰性率と相関

はなかったが 、DSG1 陽性率と TGM3 陰性率との間にのみ中等度の相

関を示したことは興味深い。特に、OLP 群の肥厚部では DSG1 と TGM3

の間に強い相関関係がみられたことから、肥厚部では DSG1 陽性細胞

が多く、 TGM3 陰性率が低いという関係があった。すなわち、肥厚部

では TGM3 が下層部から発現することが示唆された。上述したように、

肥厚部では角質層の厚径が対照群に比べて厚く、より角化亢進が著明

であることを考えると、 TGM3 の発現も角化亢進に関与している可能

性がある。  

OLP 群で は TGM1 陰性率と TGM3 陰性率との間に弱い負の相関関

係があった。すなわち、下層で TGM1 が陽性の症例では TGM3 は陰

性を示す傾向や、その逆を示す可能性がある。この現象は、上皮の下
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部から TGM1 と TGM3 が相補的に発現して CE 形成を行っている こと

を示唆している。実際には 、陰性率の中央値は TGM1 が 0.0%に対し

て TGM3 が 28.1%なので、 TGM1 は最下層から発現し、下層部では

TGM3 陰性の傾向がある。この分布 様式は、 TGM1 が上層部の膜に陽

性で TGM3 が 下 層 部 の細胞 質に陽 性 である正 常頬粘 膜 上皮 の分 布 様

式と異なり、 TGM1 が基底層の細胞質に、 TGM3 が上層部の細胞質に

みられる 表皮の角化重層扁平上皮の 分布様式 3 1 ) , 3 7 )  に類似している。

このように、 OLP では正常粘膜と異なり TGM1 と TGM3 の分布が表

皮型の上皮内局在 に変化することで角化重層扁平上皮の性格を示 し、

角化の亢進を起こしている ことが示唆された 。  

 

結  論  

 OLP 群の 最下層では、細胞傷害に伴う COL4 と K19 の消失と 肥厚

に伴う DSG1 の陽性化などがみられ、本研究で用いた試料は 実験群と

して適切と考えられ る。これらの OLP の上皮では IVL の膜移行像が

みられ、弱い活性を持つ細胞質 TGM1 が下層から発現することを示し

た。さらに、 TGM3 は DSG1 陽性を示す肥厚部の下層から発現し、異

常な TGM3 の細 胞 膜発現があることを初めて示した。OLP では TGM1

と TGM3 は相補的に発現する傾向を示し、これらの分布 様式が表皮に

類似することを明らかにした。 以上のように、頬粘膜上皮における異

常な TGM の分布が、 IVL の膜移行を促し、その結果、角化亢進をも

たらす可能性が示された。  

 今後は、 SPR の免疫組織学的検索を追加して CE 形質の機序を詳細

に 検 索 す る と と も に 、 TGM1、 TGM3 な ど の CE 関 連 タ ン パ ク 質 の

mRNA の発現や 定量解析を行い、今回の結果を確認する予定である。

また、TGM3 の細胞膜における機能 や液性因子による TGM1 などの発

現の変化を in  vi tro で明らかに したい。  
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表1  境界部とCE関連タンパク質の抗体

Antibody Clone Company Dilution Pretreatment

COL4 CIV22 Dako 1:50 ProK#

K19 b170 Leica 1:100 ProK#

DSG1 Dsg1-P23 PROGEN Ready to use HRM§

Ki-67 MM1 Leica 1:100 HRM§

IVL SY5 Novocastra 1:100 ProK#

TGM1 ― Abnova 1:160 ProK#

TGM3 ― SIGMA 1:200 HRM§

§ Heat antigen Retrieval Method　# ProtenaseK
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対照群 OLP群 統計解析

COL4 100 77.8 ***

K19 83.1 0 ***

DSG1 7.3 9.1

Ki-67 42.5§
38.5§

肥厚部 菲薄部 統計解析

COL4 87.1 72.9

K19 0 5.3

DSG1 41.7 0 *

Ki-67 40.6§ 45.4§

値は中央値（％）で、「§」は平均値を示す。

* p＜0.05, *** p＜0.001

表2  境界部の変化に関与する抗体の陽性率
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Localization 統計解析

Cytoplasmic   5/5 (100.0)   4/20 (20.0) ***

Membranous   0/5 (0.0) 16/20 (80.0) **

Cytoplasmic   0/5 (0.0) 14/20 (70.0) **

Membranous   5/5 (100.0) 20/20 (100.0)

Cytoplasmic   5/5 (100.0)   3/20 (15.0) ***

Membranous   0/5 (0.0) 17/20 (85.0) **

括弧内の値は％（陽性症例数/全症例数）である。

**p＜0.01, ***p＜0.001

表3　CE関連タンパク質の細胞内局在

Cytoplasmic; cytoplasmic localization

Membranous; membranous localization

対照群 OLP群

IVL

TGM1

TGM3
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Analyses 統計解析

NR 15.1 ( 7.4 - 27.2 ) 10.7 ( 0.0 - 90.1 )

M-NR 100.0 （100.0 -100.0） 23.6 (2.5 - 100.0) *

NR 30.1 (25.6 - 34.4) 0.0 ( 0.0 - 41.1 ) **

M-NR 30.1 (25.6 - 34.4) 18.5 ( 0.0 - 41.1)

NR 18.1 ( 8.7 - 33.3 ) 28.1 ( 0.0 - 77.8 )

M-NR 100.0§ （100.0 -100.0） 50.3§ (10.2 - 100.0) **

* p＜0.05, **p＜0.01

値は％（中央値）で、「§」は平均値を示す。

NR; Negative rate, M-NR; Membrenous negative rate

表4   CE関連タンパク質の抗体の陰性率と膜陰性率

対照群 OLP群

IVL

TGM1

TGM3
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付図説明文  

図 1 CE 形成の初期に IVL と TGM1 が発現して細胞膜上で結合する。

最終的に TGM3 によって架橋された LOR と SPR 分子の複合体が、

細 胞 膜 上 で TGM1 に よ り 架 橋 さ れ 、 強 靭 な CE が 形 成 さ れ る

（ TGM1;  トランスグルタミナーゼ 1、トランスグルタミナーゼ 3； 

TGM3、 IVL;  インボルクリン、 LOR;  ロリクリン、 SPR;  スモー

ルプロリンリッチプロテイン）。  

図 2 陰性率（ Negat ive  Rat io ;  NR）は、上皮全層の厚径（ C）に対す

る下層部の陰性部分の厚径（ A）の割合（ NR=A/C）で、細胞膜陰

性率（ Membranous  Negat ive  Rat io ;  MNR）は上皮全層の厚径（ C）

に対する下層部の細胞膜の陰性部分の厚径（ B）の割合（ MNR＝

B/C）である。  

図 3 COL4 は対照群では連続性に陽性で（ a1）、 OLP 群では種々の程

度で断裂がある（ b2）。 K19 は対照群では基底層に陽性で（ b1）、

OLP 群では部分的に陰性である（ b2）。 DSG1 は対照群では基底

細胞層で陰性で（ c1）、 OLP 群の肥厚部の基底細胞が陽性を示す

（ c2）。Ki-67 は 対照群の傍基底細胞層に陽性で（ d1）、 OLP 群の

下 3 層で散在性に陽性である（ d2）（スケール バー ;  100.0μm）。  

図 4 K19 の陽性率は対照群（ G0）よりも OLP 群（ G1、 G2、 G3）で

有意に低 い。  

図 5 IVL は、対照群の有棘層 下部から上方の細胞質に 陽性で（ a1）、

OLP 群 で は 最 下層 から上方の細胞膜に 陽性である （ a2）。 TGM1

は、対照群の有棘層中央部から上方の細胞膜に 陽性で（ b1）、OLP

群 で は 有 棘 層 中 央 部 か ら 上 方 の 細 胞 膜 と 下 層 の 細 胞 質 に 陽 性 で

ある（ b2）。 TGM3 は 、対照群の有棘層下部から上方の 核および

細胞質に 陽性（ c1）、 OLP 群では有棘層中央部から上方の核、細

胞質および細胞膜に 陽性である（ c2）（スケールバー ;  100.0μm）。  

図 6 OLP 群内 で TGM1 の細胞質に陰性例（－）と陽性例（＋）間で

比較すると、 TGM1 陰性率は有意に細胞質陽性 例で低い。  

図 7 IVL は 対照群の細胞質に（ a）、OLP 群の細胞膜に陽性を示す（ b）
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で、TGM3 は対照群の核と細胞質に（ c）、OLP 群の核、核周囲の

細 胞 質 お よ び 細 胞 膜 に 陽 性 を 示 す （ d）。 オ ー バ ー レ イ 画 像 で は 、

IVL と TGM3 の 共 発 現 が 確 認 で き る （ e、 f）（ ス ケ ー ル バ ー ;  

12 .5μm）。  

図 8 TGM1 と TGM3 の陰性率は 弱い負の相関関係（ r=－ 0.38）を示し  

(a )、 OLP 群の DSG1 陽性率と TGM3 陰性率は中等度の負の相関

（ r=－ 0.47）を示す（ b）。  

 


