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ヒト皮膚における細胞膜骨格蛋白質の存在と分布

清水忠道

Presence　and　Localization　of　Proteins　lmmunologically

Related　to　Membrane　Skeletal　Proteins　in　Human　Skin

Tadamichi　Shimizu

Department　of　Dermatoユogy，

Hokkaido　University，

School　of　Medicine，

Sapporo，　060，　Japan．
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Sum　rn　ary

　　　Recent　biochemical　studies　have　shown　that　spectrin，　protein

4・1・　and　actin　form　a　skeletal　protein　network　that　underlines

the　inner　surface　of　the　erythrocyte　membrane．　The　skeleton　is　a

flexible　structure　that　apPears　to　be　important　in　maintaining

the　shape　and　mechanical　properties　of　the　erythrocyte．　Recent

studies　indicate　that　immunoanalogues　of　erythrocyte　membrane

skeletal　proteins　and　ankyrin　（protein　2．1）　have　been　found　in　a

wide　variety　of　non－erythroid　tissues．　In　the　present　study，　in

order　to　examine　if　human　skin　contains　membrane　skeletal

proteins・　immunochemical　analysis　was　utilized　using　antibodies

against　anti－spectrin，　anti一β一fodrin　（non－erythroid　spectrin），

anti－protein　4・1　and　anti－ankyrin　antibodies．　Immunoblot

analysis　of　hu鵬an　epidermis　with　anti－spectrin　and　anti一β一

fodrin　antibodies　revealed　that　human　epidermis　contains　240　kDa

and　235　kDa　spectrin－like　proteins，　which　might　be　identical　to

brain　fodrin・　Human　epidermis　also　contains　4．1－1ike　proteins　of

80　kDa　and　78　kDa　that　cross　react　with　anti－protein　4．1

antibodies・　and　contains　ankyrin－1ike　proteins　of　210　kDa　that

c「oss　react　with　anti－ankyrin　antibodies．　Analysis　with

immunofluorescence　microscopy　revealed　that　these　antibodies

「eacted　along　the　plasma　membranes　of　human　epidermal

keratinocytes，　eccrine　sweat　gland　cells　and　sweat　ductal　cells．

These　results　suggest　that　a　membrane　skeletal　protein　lattice

might　exist　in　these　cells．　Cultured　human　epidermal

keratinocyte　in　the　low　Ca2◇　medium　（0．15　mM）　showed　that
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

1m面unoreactlve　form　of　protein　4．1　and　actin　were　present

紀く凶三三》、2濫∫1・．∫添：蕩・1∵ぎ賠望でぞ，

diffusely　in　the　cytoplasm．　When　the　cells　were　cultured　with

standardized　Ca2“　medium　（1．85　mM），　protein　4．1　and　actin　were

observed　linearly　along　the　cell　margin　and　in　the　cytoplasm．

Similar　patterns　of　distribution　were　observed　when　anti一　B－

fodrin　antibody　was　used．　Movement　of　membrane　skeletal　proteins

from　cytosol　to　the　membrane　suggest　that　these　proteins　or

membrane　skeletal　lattice　might　play　an　important　role　in　the

formation　of　intercellular　junctions．

Key　Words：　Membrane　skeleton，　Spectrin，　Fodrin，　Protein　4．1，

　　　　　　　　　　Ankyrin，　Human　skin．
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緒言

　膜骨格（membrane　skeleton）はいくつかの膜蛋白質からなり，膜脂質

二重層を細胞質側から網目状に裏打ちしている。これまで，赤血球は分

離が容易であり細胞内小器官を含まないことから，細胞膜研究の格好の

モデルとされてきた。赤血球の膜骨格はスペクトリン，4．1蛋白質，ア

クチンなどから成り，赤血球の形態保持や膜機能（変形能や膜安定性）

の維持に重要な役割を果たしている1）。スペクトリンは細長い繊維状の

蛋白質で，α鎖　（240kDa）とβ鎖（220　kDa）が自己会合し（一二量体と

なり，さらに頭部同士で結合して四品体を形成している。一方，スペク

トリンニ量体の尾部は4．1蛋白質［a（80kDa）とb　（78　kDa）］とアク

チン（43kDa）にそれぞれ結合して三者複合体を形成している。又，スペ

クトリンβ鎖はアンキリン（210kDa）に結合し，アンキリンは他方では

膜を貫通しているバンド3の細胞質ドメインとも結合しでいる2）　。

　近年，赤血球以外の細胞で膜骨格蛋白質に類似した蛋白質が発見さ

れ，赤血球膜骨格構造の普遍性が予想される。フォドリンは脳から精製

された非赤血球スペクトリンであり，スペクトリン同様，α鎖（240

kDa）とβ鎖（235　kDa）から構成されている2，。又，赤血球膜骨格蛋白質

やアンキリンに対する抗体を用いた免疫学的検討から，スペクトリン様

蛋白質3｝4）6，6）7），4．1様蛋白質8）‘18），アンキリン様蛋白質

等1　5⊃19）噂24）が赤血球以外の多くの細胞に存在することが明らかとなっ

た。

　表皮細胞については，従来，細胞骨格（マイクロフィラメント，ケラ

チン中間径フィラメント，微小管等）の存在と角化に伴う形態的及び生

化学的変化については検討されている。又，表皮細胞を培養する場合，

低Ca2◆濃度（0．15　mM）では増殖するが分化せず，標準Ca2◎濃度（1．2－2．O

mM）では分化することが知られている25〕一2　7，。更に，このCa2＋スイッ

チによる分化に伴ってアクチンフィラメントの主な分布が細胞質から細

・一

@）

胞膜へ変化することも観察されている2　5⊃26｝。しかし，皮膚における表

皮細胞や皮膚付属器官細胞における膜骨格蛋白質の存在や分布に関する

検討はほとんど行なわれていない。本研究では，まず，いくつかのヒト

赤血球膜骨格蛋白質に対する抗体を作成し，ヒト皮膚における膜骨格蛋

白質の存在とその分布について免疫学的検討を行った。次いで培養ヒト

表皮細胞を用いてCa2＋スイッチによるこれら膜骨格蛋白質の分布の変化

について検討を行った。

方法

1）試薬

　抗β一フォドリンモノクローナル抗体は日本新薬，ペルオキシダーゼ

標識抗ウサギlgG抗体と抗マウスlgG抗体はBio－Rad，　FITC－1abeled

goat　anti－rabbit　IgGとFITC－1abeled　sheep　anti－rnouse　IgGは　Dako－

patts，　Rhodamine－phalloidinはMolecular　Probesよりそれぞれ購入し

た。また正常ヒト表皮角化細胞及び無血清培地（改変MCDB153）はKura－

bou　Coより得た。dispaseは三光純薬，diisopropylfluorophosphate

（DFP）は和光，1eupeptinはBoehringer　Mannheim，　Freund’s　adjuvant

はDifco，　Affi　Ge110はBio－Radのものをそれぞれ用いた。他の試薬

は高純度のものを用いた。

2）細胞膜骨格蛋白質に対する精製ポリクローナル抗体の作製

　スペクトリンはTyler等の方法28｝に，又，4．1蛋白質とアンキリン

はTyler等の方法29｝にそれぞれ従って精製した。まず赤血球を低張緩

衝液で溶血させ，洗浄を繰り返すことによって細胞内容物を除いたゴー

スト膜を得た。次いでEDTA存在下に37℃でスペクトリンとアクチンを抽

出し，ゲルろ過（セファロース4Bカラム，1．5　x　90　cm）にてスペクト

リンニ量体を精製した。抽出後に得られた反転小胞膜から，1MKC1存在



・A ／一一・

下に4．1蛋白質とアンキリンを抽出し，陰イオンカラムクロマトグラフ

ィー（DE52カラム，1．0×10　cm）によって4．1蛋白質とアンキリンを

それぞれ精製した。精製蛋白質（1．5mg／0．8ml）と等量のcomplete

Freund’s　adjuvantを加えてエマルジョンを作り，家兎に皮下注射し，

3週間後及び6週間後に精製蛋白質（ユmg／0．8　ml）と等量の

incomplete　Freund’s　adjuvantとのエマルジョンを皮下注射し，8週間

後に採血した。精製lgGポリクローナル抗体（抗スペクトリン抗体，抗’

4．1蛋白質抗体，抗アンキリン抗体）はそれぞれの精製蛋白質を

Affi　Ge110に結合させたアフィニティークロマトグラフィーにて調製

した。

3）赤血球ゴーストの調製

　ヒト赤血球を低張緩衝液（5mMリン酸緩衝液，1mM　EDTA，1mM　DFP，

pH　7．4）にて溶血と洗浄を繰り返し，白色のゴーストを調製した。

4）ヒト表皮とブダ大脳皮質ホモジネートの調製

　形成術の際に得られたヒト皮膚切片を1000U／ml　dispase（RPMI1640

溶液）で処理　（37℃，30分）したのち表皮を真皮より剥離した。又，

ブタ大脳皮質から結合組織部分を剥離して除き，10mMリン酸緩衝液

（PBS），pH　7．4　で洗浄した。ヒト表皮とブタ大脳皮質はそれぞれ5　mM

EDTA，1mM　DFP，20μg／ml　leupeptinを含むPBS，　pH　7．4でホモジナイ

ズし，イムノブロットに使用した。

5）正常ヒト表皮細胞の培養

　表皮細胞の培養には二次培養の正常ヒト表皮角化細胞を用いた。培養

にはhydrocortisone（0．5μg／m1），　insulin（5μg／m1），表皮成長因子

（10ng／m1），ウシ下垂体エキス　（150μg／m1）を含む無血清培地（改変

MCDB153）を用い，5％CO2の存在下で培37℃養した。培地のCa2膿度は

1
　
［

一）・

0．15mMとした。蛍光抗体法には三次培養の表皮角化細胞を用いた。

Ca2◆スイッチの実験では，培地のCa2◇濃度は低濃度（0．15　mM）と標準濃

度（1．85mM）として，それぞれ12時間培養した。

6）イムノブロット法

　精製した細胞膜骨格蛋白質，赤血球ゴースト，正常ヒト表皮とブタ大

脳皮質のホモジネートについてSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動

（7．5％）を行い，Coomassie　brilliant　blue　R－250にて蛋白質を染色し

た。イムノブロットはTowbin　等の方法30｝に従い，ゲル上の蛋白質バ

ンドをニトロセルロース膜に転写し，一次抗体として抗スペクトリン抗

体，抗β一フォドリン抗体，抗4。1蛋白質抗体又は抗アンキリン抗体と

室温で2時間反応させた。次いで二次抗体としてペルオキシダーゼで標

識された抗家兎lgGまたは抗マウスlgGと反応させ，陽性バンドを

4℃hloro－1－naphtho1で発色させた。

7）蛍光抗体法

　皮膚凍結組織をクリオスタットを用いて厚さ4μmに薄切し，スライ

ドガラス上で風乾しacetone（一20℃）で固定した。一次抗体として，抗

スペクトリン抗体，抗β一フォドリン抗体，抗4．1蛋白質抗体，抗アン

キリン抗体と反応（37℃，1時間）させた。対照として非免疫家兎lgG

又は非免疫マウスIgGを用いた。　PBSにて洗浄後，二次抗体としてFITC

－1abeled　goat　anti－rabbit　lgG　又はFITC－1abeled　sheep　anti－mou・一’

se　IgGと反応（37℃，30分）させた。

　カバースリップ上で増殖させた培養ヒト表皮細胞（三次培養）をPBS

にて洗浄後，抗β一フォドリン抗体，抗4．1蛋白質抗体，抗アンキリン

抗体と反応（37℃，1時間）させた。次いで，二次抗体としてFITC－1a－

beled　goat　anti－rabbit　lgGまたはFITC－1abeled　sheep　anti－mouse

IgGと反応（37℃，30分）させた。
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　培養ヒト表皮細胞を用いたCa2◇スイッチの実験において，膜骨格蛋白

質の分布の変化を観察するために抗膜骨格蛋白質抗体を用いた免疫染色

と同時にRodamine－phalloidinを用いたアクチン染色31⊃を行った。

PBSにて洗浄後の培養細胞（培地のCa2響濃度は0．15　mM　又は1．85　mM）

を3．7％formaldehydeで固定（20分）し，次いで0．5％TritonX－100に

浸した（5分）。一次抗体として，抗4．1蛋白質抗体又．は抗β一フォド

リン抗体と反応（37℃，1時聞）させ，PBSにて洗浄後，二次抗体として

FITC－1abeled　goat　anti－rabbit　lgG又はFITC－1abeled　sheep　anti－

mouse　IgGとRhodamine－phalloidin（4　U／ml）の混合液と反応（37℃，

30分）させた。免疫染色の観察には蛍光顕微鏡（Nikon）を使用した。

結果

1）ヒト表皮における膜骨格蛋白質の存在

　イムノブロットにおいて抗スペクトリン抗体は赤血球ではスベクトリ

ンα鎖（240kDa）とβ鎖（220　kDa）の両者を認識したが，ヒト表皮とブ

タ大脳皮質ではスペクトリンα鎖　（240kDa）に一致したバンドのみが

同定され，スペクトリンβ鎖（220kDa）のバンドは認識されなかった

（Fig．1，1anes　4－6）。一方，抗β一フォドリン抗体は赤血球のスペクト

リンα鎖とβ鎖はともに認識しなかったが，ヒト表皮とブタ大脳皮質で

はフォドリンβ鎖　（235kDa）に一致したバンドが同定された（Fig．1，

1anes　7－9）。又，抗4．1蛋白質抗体は，精製された4．1蛋白質の

a（80kDa）とb（78　kDa）の両者を認識し（Fig．2，1ane　4），ゴーストで

はこの他にいくつかのバンドが認められた（Fig．2，1ane　5）。これらの

バンドのボリペラチドは，4．1蛋白質のアミノ酸配列を有することが報告

されている32⊃。ヒト表皮では赤血球と同様に80kDaと78　kDaの二つの

バンドが認められ（Fig．2，1ane　6），この他に73　kDaのバンドも見られ

た。抗アンキリン抗体を用いた場合，ヒト表皮には赤血球アンキリンに

／へ＿t．

一致した210kDaのバンドが認められ，

いださ’れた（Fig．3，1anes　3，4）。

この他に160kDaのバンドも見

2）ヒト皮膚における膜骨格蛋白質の分布

　ヒト皮膚組織の蛍光抗体法による免疫染色において，抗スペクトリン

抗体を用いた場合，ヒト表皮細胞の細胞膜に沿って染色像がみられた

（Fig．4a）。興味深いことに，表皮細胞の中でも基底細胞が特に強く染

色された。抗β一フォドリン抗体でも同様に表皮細胞の細胞膜に沿って

染色像がみられ，やはり基底細胞が相対的に強く染色された
（Fig．4b）。又，抗4．1蛋白質抗体を用いた場合にも同様に表皮細胞の

うち特に基底細胞の細胞膜に沿って染色された（Fig．4c）。一方，抗ア

ンキリン抗体でも表庚細胞の細胞膜に沿った染色像が得られたが，基底

細胞のみならず全層の表皮細胞が強く染色された。又，膜のみならず核

と細胞質も染色された（Fig．4d）。培養表皮細胞においても抗β一フォ

ドリン抗体と抗4．1蛋白質抗体によって細胞膜部が強く染色されたが，

両者とも細胞質にも染色像がみられた（Fig．5a，5b）。又，抗アンキリ

ン抗体を用いた場合には培養細胞の細胞膜に強い染色像が認められた

他，組織染色の結果と同様に核と細胞質も染色された（Fig．5c）。皮膚

付属器官については，エッタリン汗腺とエッタリン汗管の細胞膜が抗ス

ペクトリン抗体（Fig．6a），抗β一フォドリン抗体（Fig．6b），抗4．1

蛋白質抗体（Fig．6c）によって染色された’。一方，抗アンキリン抗体で

はエッタリン汗管細胞の細胞膜に染色像が認められたが（Fig．6d，二重

矢印），エッタリン汗腺細胞ではmyoepithelial　cellsは強く染色され

たが，secretory・cellsとdark　cellsでは染色の程度は弱かった

（Fig．6d，矢印）。

3）ヒト表皮細胞の培養におけるCa2＋濃度に依存した膜骨格蛋白質の分

布の変化



　表皮細胞を低Ca2◇濃度（0．15　mM）の培地で培養し，抗4．1蛋白質抗体

を用いて染色すると細胞質に広汎な染色像がみられた（Fig．7a）。一

方，標準濃度（1．85mM）のCa2◇存在下に培養すると（Ca2＋スイッチ），

細胞質のみならず細胞膜にも明らかな染色像が認められた（Fig．7b）。

この場合，同時にRhodamine－phalloidinを用いてアクチンを染色すると

（二重染色），低Ca2＋濃度の条件では直宮質に広汎なアクチンフィラメ

ントがみられたが（Fig．7c，8c），　Ca2＋スイッチにより4．1蛋白質同様

細胞膜にも明瞭な染色像が得られた（Fig．7d，8d）。　Ca2＋濃度の違いに

よる同様の細胞内分布の変化は抗β一フォドリン抗体を用いた場合にも

認められた。すなわち染色像は低Ca2＋濃度では細胞質に広汎に

（Fig．8a），標準濃度では細胞膜と細胞質の両者にみられた（Fig．8b）。

考案

　赤血球の膜骨格蛋白質やアンキリンに類似する蛋白質がヒト皮膚にも

存在するか否かを免疫学的手法を用いて検討し，ヒト表皮細胞にはスペ

クトリン様蛋白質，4．1様蛋白質，アンキリン様蛋白質が存在すること

を明らかにした。ヒト表皮細胞に見いだされたスペクトリン様蛋白質は

α鎖（240kDa）とβ鎖（235　kDa）から成っており，脳からすでに精製さ

れているフォドリンと同一の蛋白質と思われた。著者らはすでにブタ表

皮細胞にスペクトリン様蛋白質（フォドリン）が存在することを明らか

にしており3　3｝，ヒトとブタでは種差のないことが示唆された。一般に

スペクトリンファミリーに属する蛋白質ではα鎖　（240kDa）は共通で

あるが，β鎖には種々のサブクラスがあり，その組織特異性が異なる場

合があると考えられているが34），脳と表皮では共に235kDaのβ鎖を

もつフォドリンと考えられた。

　ヒト一皮の4．1様蛋白質にはa（80kDa）とb（78　kDa）に相当する蛋白

質の他に73kDaの蛋白質もみられ’ ｽ。又，アンキリン様蛋白質には

210kDaの他に160　kDaの蛋白質も認められた。組織をホモジナイズす

る際には，蛋白質分解酵素の活性を抑制するDFPと1eupeptinが添加さ

れてはいるが，4．1蛋白質もアンキリンも容易に分解することが知られ

ており，イムノブロットでみられたそれぞれの低分子量のバンドは分解

産物である可能性を完全には否定できない。しかし，ニワトリ赤血球に

みられる4．1蛋白質のvariantの存在3　5｝やレンズ等にみられる高分子

量と低分子量の4．1様蛋白質の存在8）9）16）から，表皮細胞にもvaria－

ntがあることも十分予想される。

　皮膚組織と培養細胞の免疫染色の結果から，スペクトリン様蛋白質

（フォドリン），4．1様蛋白質はヒト表皮細胞，エッタリン汗腺，汗管

の細胞膜に主に存在することが明らかとなり，これらの細胞における膜

骨格構造の存在が示唆された。表皮においては常に増殖している基底細

胞に強い染色像が認められたことは興味深い。しかし，細胞膜の他に細

胞質にも染色像が認められたことは，これらの蛋白質が合成されて細胞

膜へ輸送される過程にあることを示すのみならず，細胞質において細胞

骨格蛋白質との相互作用など何らかの機能を担っている可能性も考えら

れる。実際，細胞質が染色されることは線維芽細胞11）でも報告されて

おり，in　vitro　では4．1蛋白質とtubulin　36）の結合やスペクトリン

と中間径フィラメントとの結合37｝等の報告もみられる。

　一方，アンキリンの表皮細胞，エッタリン汗腺，汗管における分布は

スペクトリン様蛋白質（フォドリン）や，4．1様蛋白質とはやや異なっ

ていた。アンキリンは赤血球では膜を貫通しているバンド3とスペクト

リンとを結合し，バンド3の膜内可動性を制限することによってその均

等分布を維持している。非赤血球においてもアンキリン様蛋白質は神経

細胞ではNa“チャンネルと38⊃3　9，，腎ではNa’，K“一ATPase“o）’4‘⊃と結合

することが知られている。ヒト表皮細胞，エッタリン汗腺，汗管細胞に

おいてもアンキリン様蛋白質が膜を貫通している蛋白質と結合している

可能性が考えられる。又，抗アンキリン抗体を用いると常に核が染色さ
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れるが，核にアンキリン様蛋白質が存在するか否かについての検討は今

後の課題である。

　スペクトリン，4．1蛋白質，アクチンは赤血球膜を網目状に裏打ち

し，形態保持や膜機能（変形能や膜安定性）の維持に重要な役割りを担

っている。スペクトリンとアクチンの結合は4．1蛋白質によって促進さ

れ45⊃かつ安定化46）されている。又，4．1蛋白質はグリコフォリンと

も結合すると考えられている4’｝。脳においては4．1蛋白質がフォドリ

ンやアクチンの結合を制御している可能性も示唆されている48）。表皮

細胞の培養においてCa2÷スイッチによりアクチンフィラメントの分布が

細胞質から細胞膜へ変化することはすでに知られており26）27｝，今回の

検討でも確認された。本研究ではさらに培養ヒト表皮細胞において，

Ca2＋スイッチにより4．1様蛋白質とβ一フォドリンが細胞質から細胞膜

へ移行することが明らかとなった。フォドリンの同様の移行は

Pam　21249），Madin　Darby　canine　kidney　cellsのce111ine50）にお

いて報告されている。又，4．1様蛋白質に関しては培養血管内皮細胞に

おいて，細胞外マトリックスの構成成分の変化や細胞間接触により細胞

質から細胞膜へ移行するとの報告がある51⊃。また培養表皮細胞におい

てデスモゾームを形成する蛋白質（デスモプラキン等）はCa2＋スイッチ

により細胞膜へ移行しデスモゾームを形成する52⊃。これらのことは

Ca2＋スイッチにより培養表皮細胞の細胞間接着が形成されることを示し

ており，スペクトリン様蛋白質（フォドリン）や4．1様蛋白質がアクチ

ンとともに表皮細胞間の接着形成に何らかの役割を果たしていることが

推測される。

　一般に，細胞膜を裏打ちしている膜骨格の機能は細胞形態の保持，膜

安定性の維持，膜貫通蛋白質の可動性の制御，細胞間接着の形成の他

に，分泌や吸収，エキソサイトーシスやエンドサイトーシス等の膜の動

的変化を伴う機能に関与することも予想されており，エッタリン汗腺細

胞における汗の分泌に関わっている可能性もある。本研究においてヒト

皮膚における膜骨格蛋白質の存在と分布が明らかとなったが，機能を解

明するためには今後これらの蛋白質を精製し，相互の結合やその調節に

ついて検討する必要があると思われる。又，赤血球ではこれらの膜骨

格蛋白質の量的異常が溶血性貧血の原因の一つであることが知られてい

る。一方，皮膚疾患との関わりについては機能の解明とともに明らかに

なると思われるが，皮膚腫瘍や角化異常症（尋常性乾癬等）に伴う膜骨

格蛋白質の分布や役割について検討する必要があると思われる。

結語

　ヒト皮膚における赤血球膜骨格類似の蛋白質の存在と分布について主

にイムノブロット法と蛍光抗体法を用いて検討し，以下の結論を得た。

1）ヒト表皮細胞には，脳に存在するフォドリン［α鎖（240kDa）とβ

鎖（235kDa）】と相同と思われるスペクトリン様蛋白質，4．1様蛋白質

（80kDaと78　kDa）さらにアンキリン様蛋白質（210　kDa）が存在するこ

とが明らかとなった。

2）免疫染色の結果から，スペクトリン様蛋白質（フォドリン）と4．1

様蛋白質はヒト表皮細胞（特に基底細胞），エヅクリン汗腺及び汗管の

細胞膜に沿って主に存在するが，細胞質にも分布していた。以上の事実

から，これらの細胞には赤血球膜骨格類似の構造があることが示唆され

た。

3）アンキリン様蛋白質はヒト表皮細胞の細胞膜に沿って存在するが，

基底細胞のみならず表皮細胞全層に広く分布していた。又，核や細胞質

にも認められた。

4）培養ヒト表皮細胞において，Ca2◇スイッチにより4．1様蛋白質とβ

一フォドリンがアクチンと同様に細胞質から細胞膜へ移行することが明

らかとなり，膜骨格蛋白質が細胞接着に関与していることが示唆され
た。
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dependent　regulation　of　the　submembranous　cytoskeleton　in　nonerythroid　cells
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and　its　interacting　proteins．　Biomedical　Res．　8：　13－22，　1987．
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50）　Nelson　WJ，　Veshnock　PJ：　Modulation　of　fodrin　（membrane　skeleton）　stabil－

ity　by　cell－cell　contact　in　Madin－Darby　canine　kidney　epithelial　cells．
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trix．　J　Cell　Physiol．　127：　423－431，　1986．

52）　Watt　FM，　Mattey　DL，　Garrod　DR：　Calcium－induced　reorganization　of　desmos－

omal　components　in　cultured　human　keratinocytes．　J　Cell　Biol．　99：　2211－2215，

1984．

Fig．　1　A，　B．　Analysis　of　erythrocyte　spectrin　dimer　and　proteins　of　human　epidermis

and　pig　brain　by　SDS－PAGE　and　immunoblotting．　A：　SDS－PAGE　（7．5　O／o）　was　carried　out

with　erythrocyte　spectrin　dimer　（lane　1），　homogenate　of　pig　brain　（lane　2）　and　that　of

human　epidermis　（lane　3）．　On　lane　1，　240　kDa　and　220　kDa　indicate　a　and　P　subunits　of

spectrin，　respectively．　B：　lmmunoblot　analysis　of　purified　erythrocyte　spectrin　dimer

（lanes　4，7），　proteins　of　pig　brain　（lanes　5，8），　and　those　of　human　epidermis　（lanes　6，

9）　were　carried　out　with　rabbit　anti－erythrocyte　spectrin　antibodies　（lanes　4，5，6）　and

mouse　anti－B－fodrin　antibodies　（lanes　7，8，9）．　The　anti－spectrin　antibodies　reacted　with

erythrocyte　spectrin　dimer　（lane　4），　and　240　kDa　protein　in　pig　brain　（lane　5）　and　that

in　human　epidermis　（lane　6）．　Anti－P－fodrin　antibodies　reacted　with　235　kDa　protein　in

pig　brain　（lane　8）　and　that　in　human　epidermis　（lane　9），　but　did　not　react　with

erythrocyte　spectrin　dimer　（lane　7）．

Fig．　2　A，　B．　Analysis　of　erythrocyte　protein　4．1，　erythrocyte　ghost　and　proteins　of

human　epidermis　by　SDS－PAGE　（7．5　O／o）　and　immunoblotting．　A：　SDS－PAGE　（7．5　O／o）　was

carried　out　with　erythrocyte　protein　4．1　（lane　1），　erythrocyte　ghost　（lane　2）　and

homogenate　of　human　epidermis　（lane　3）．　On　lane　1，　80　kDa　and　78　kDa　indicate　protein

4．la　and　protein　4．lb，　respectively．　B：lmmunoblot　analysis　of　erythrocyte　protein　4．1

（lane　4），　erythrocyte　ghost　（lane　5）　and　homogenate　of　human　epidermis　（lane　6）　were

carried　out　with　rabbit　anti－erythrocyte　protein　4．1　antibodies．　The　anti－protein　4．1

antibodies　reacted　with　erythrocyte　protein　4．la　of　80　kDa　and　4．lb　of　78　kDa　（lane　4）．

Minor　immunoreactive　polypeptides　of　larger　and　smaller　molecular　size　than　protein

4．1　in　human　erythrocyte　membranes　were　also　observed　（lane　5＞．　The　anti－protein　4．1

antibodies　reacted　with　80　kDa　and　78　kDa　proteins　in　human　epidermis　（lane　6）．　ln

addition，　a　minor　immunoreactive　polypeptide　of　73　kDa　was　also　observed．
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Fig．　3　A，　B．　Analyses　of　human　erythrocyte　ankyrin　and　proteins　of　human　epidermis

by　SDS－PAGE　（7．5　O／o）　and　immunoblotting．　A：　SDS－PAGE　（7．5　O／o）　was　carried　out　with

erythrocyte　ankyrin　（lane　1）　and　homogenate　of　human　epidermis　（lane　2）　B：

lmmunoblot　analysis　of　human　erythrocyte　ankyrin　（lane　3）　and　homogenate　of　human

epidermis　（lane　4）　were　carried　out　with　rabbit　anti－erythrocyte　ankyrin　antibodies．

The　anti－ankyrin　antibodies　reacted　with　erythrocyte　ankyrin　（lane　3），　and　210　kDa

protein　in　human　epidermis　（lane　4）．　ln　addition，　a　minor　immunoreactive　polypeptide　of

160　kDa　was　also　observed．

Fig．　4　a，b，c，d．　lndirect　immunofluorescence　microscopy　of　frozen　sections　of　normal

human　epidermis　stained　with　anti－erythrocyte　spectrin　antibody　（a），　anti－B－fodrin

antibody　（b），　anti－protein　4．1　antibody　（c）　and　anti－ankyrin　antibody　（d）．　Normal

human　epidermis　revealed　spectrin　（a），　B－fodrin　（b），　protein　4．1　（c）　and　ankyrin　（d）

in　a　peripheral　cytoplasmic　localization　in　keratinocytes．

Calibration　bar　in　the　a，b＝20　pm

Fig．　7　a，b，c，d．　Double　label　immunofluorescence　of　cultured　human　epidermal

keratinocytes　（third　passage）　using　antiprotein　4．1　antibody　（a，b）　and　Rhodamine－

phalloidin　（c，d）．　Each　pair　shows　one　microscopic　field，　cells　grown　in　low　calcium

（a，c）　or　standard　calcium　（b，d）　medium．　Protein　4．1　（b）　and　actin　（d）　were　observed

linearly　along　the　cell－cell　contact　in　standard　calcium　mediums　（arrows）．

Calibration　bar　in　the　a，b，c，d＝10　pm

Fig．　8　a，b，c，d．　Double　label　immunofluorescence　of　cultured　human　epidermal

keratinocytes　（third　passage）　using　anti－P－fodrin　antibody　（a，b）　and　Rhodamine－

phalloidin　（c，d）．　Each　pair　shows　one　microscopic　field，　cells　grown　in　low　calcium

（a，c）　or　standard　calcium　（b，d）　medium．　P－fodrin　（b）　and　actin　（d）　were　observed

linearly　along　the　cell－cell　contact　in　standard　calcium　mediums　（arrows）．

Calibration　bar　in　the　a，b，c，d＝10　pm

Fig．　5　a，b，c．　lndirect　immunofluorescence　microscopy　of　cultured　human　epidermal

keratinocytes　（3rd　passage）　stained　with　anti－P－fodrin　antibody　（a），　anti一一protein　4．1

antibody　（b）　and　anti－ankyrin　antibody　（c）．　Anti－P－fodrin　antibody　（a），　anti－protein

4．1antibody（b）and　anti－ankyrin　antibody（c）reacted　at　the　pe巾heral　cytoplasm　of

cultured　cells．

Calibration　bar　in　the　a，b＝10　pm

Fig．　6　a，b，c，d．　lndirect　immunofluorescence　microscopy　of　frozen　sections　of　eccrine

sweat　gland　cells　and　eccrine　sweat　ductal　cells　using　anti－erythrocyte　spectrin　antibody

（a），　anti－B－fodrin　antibody　（b），　anti－protein　4．1　antibody　（c）　and　anti－ankyrin

antibody　（d）．　Eccrine　sweat　gland　cells　and　ductal　cells　revealed　spectrin　（a），　P－fodrin

（b），　protein　4．1　（c）　and　ankyrin　（d）　in　a　peripheral　cytoplasmic　localization．

Calibration　bar　in　the　a，b，c＝30　pm
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