
 

Instructions for use

Title 17型コラーゲンは毛包間表皮の増殖を制御する

Author(s) 渡邉, 美佳

Citation 北海道大学. 博士(医学) 甲第12939号

Issue Date 2017-12-25

DOI 10.14943/doctoral.k12939

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/68614

Type theses (doctoral)

Note 配架番号：2353

File Information Mika_Watanabe.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


 

学位論文 
 

 

 

 

17 型コラーゲンは毛包間表皮の増殖を制御する 

 

（The role of Type XVII collagen in the 

interfollicular epidermis） 

 

 

 

 

2017 年 12 月 

北海道大学 

渡邉 美佳 

 



 

 



 

 

学位論文 
 

 

 

 

17 型コラーゲンは毛包間表皮の増殖を制御する 

（The role of Type XVII collagen in the 

interfollicular epidermis） 

 

 

 

 

 

 

2017 年 12 月 

北海道大学 

渡邉 美佳 



 

 

目    次 

 

 

発表論文目録及び学会発表目録・・・・・・・・   1頁 

 

緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   2頁 

 

略語表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   6頁 

 

実験方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・   7頁 

 

実験結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・  16頁 

 

考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  48頁 

 

総括および結論・・・・・・・・・・・・・・・  52頁 

 

謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  53頁 

 

引用文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・  54頁

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

発表論文目録および学会発表目録 

 

本研究の一部は以下の論文に発表した。 

 

Mika WatanabePP, Ken NatsugaP, Wataru NishieP, Yasuaki KobayashiPP, Giacomo 

DonatiPP, Shotaro SuzukiPP, Yu FujimuraPP, Tadasuke TsukiyamaPP, Hideyuki UjiiePP, 

Satoru ShinkumaPP, Hideki NakamuraPP, Masamoto MurakamiPP, Michitaka 

OzakiPP, Masaharu NagayamaPP, Fiona M WattPP, and Hiroshi ShimizuP

 

 

Type XVII collagen coordinates proliferation in the interfollicular epidermis 

 

eLife, 2017;6:e26635  

 

 

本研究の一部は以下の学会に発表した。 

 

Watanabe M, Natsuga K, Nishie W, Shimizu H. 

The relevance of collagen XVII expression in epidermal differentiation and 

proliferation 

The 39th Annual Meeting of the Japanese Society for Investigative 

Dermatology, Osaka, Japan, 2014.12 

 

Watanabe M. 

The role of basement membrane proteins in regulating epidermal 

homeostasis 

The 46th Annual European Society for Dermatological Research meeting, 

Munich, Germany, 2016.9 

 

Watanabe M. 

The role of basement membrane proteins in regulating epidermal 

homeostasis 

The 41th  Annual Meeting of the Japanese Society for Investigative 

Dermatology, Sendai, Japan, 2016.12 



2 

 

緒言 

  皮膚は、下層から脂肪層・真皮・基底膜・扁平上皮（表皮）からなる多重構造

の組織であり、人体において最大の臓器である。このうち最も表層にある表皮は

外界とのバリア機能を担っており、表皮の厚さの異常はバリア機能障害を引き

起こす 1。また、表皮基底膜は真皮と表皮をつなぐ重要な接着装置として機能し

ている。表皮は重層扁平上皮であるがゆえ、組織の恒常性維持のために半永久的

に表皮幹細胞が自己再生、細胞増殖、分化を繰り返している 2-4。表皮は、毛包

や汗腺などの様々な付属器の表皮と、それ以外のいわゆる毛包間表皮に分類さ

れる。 

 生物としての老化、及び肉体的な老化は、時間経過に伴う様々な内因性及び外

因性細胞傷害因子の集積で引き起こされる組織の機能的障害として定義される。

それぞれの組織の維持を担っている組織幹細胞の多様性は、老化によって失わ

れると指摘されている 5。ヒト皮膚における老化は、真皮及び皮膚付属器の変化、

いわゆる真皮の菲薄化や皺・白髪・脱毛といった表現型として顕著に表出される
6。しかしながら、毛包間表皮における老化の影響は、報告された結果がまちま

ちであり、議論が分かれる。表現型以前は、ヒト及びマウスの老化した個体を使

った in vivo 及び in vitro 両者の研究において、表皮の細胞増殖の減少が報告さ

れているが 2,7,8、近年の報告においては逆に老化した表皮において細胞増殖の増

加や、細胞増殖が持続するとされている 9,10。それゆえ、生物の個体における老

化がどのように毛包間表皮及びその幹細胞に影響しているのかは未だ明らかに

はなっていない 11。 

 表皮基底膜における細胞外基質タンパクは、真皮と表皮をつないでおり、また

毛包間表皮の幹細胞のニッチとして重要な構成要素である。17 型コラーゲン

（COL17）は II 型膜貫通型コラーゲンであり、基底膜において真皮と表皮をつ

なぐ接着装置であるヘミデスモソームの一部として存在している （図 1）

（Hemidesmosomal COL17、ヘミデスモソーム COL17）。COL17 の N 末端は

ヘミデスモソームに位置し、その細胞外ドメインは基底膜を構成する lamina 

densa (基底板) へと到達している 12。また、一方で表皮基底細胞においてヘミ

デスモソーム以外の細胞膜上に COL17 が存在することも知られている 13（図

2）（Non-hemidesmosomal COL17、非ヘミデスモソーム COL17）。COL17 は

自己免疫性水疱症の 1 つである水疱性類天疱瘡の標的抗原であることが知られ

ており 14、また遺伝性の接合部型表皮水疱症（junctional epidermolysis bullosa、 

JEB）において欠失することもわかっている 15。近年、COL17 が毛包幹細胞の

ニッチを形成していると報告された。COL17 をコードする COL17A1 遺伝子に

変異をもち COL17 が欠損しているマウス及び JEB 患者においては白髪や脱毛
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といった老化の表現型が早期から出現する、いわゆる早老化の表現型を認める
16-18。さらに、COL17 を含めた基底膜タンパクが加齢に伴い減少することも知

られている 19。しかしながら、COL17 の毛包間表皮維持における役割は未だ不

明である。 

 本研究は、COL17の毛包間表皮の恒常性維持における包括的な役割を探索し、

加齢における毛包間表皮の変化、加齢に伴う基底膜タンパクの動態について明

らかにすることを目的としている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 皮膚基底膜領域と構成タンパク 

表皮基底細胞および表皮真皮接合部におけるヘミデスモゾーム構成タンパク群

と基底膜の模式図。 
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図 2 表皮基底細胞と COL17 

表皮基底細胞および基底膜における 17 型コラーゲン（COL17）の分布模式図。 
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本研究の目的 

COL17 は、表皮基底細胞のヘミデスモソームを構成し、表皮の恒常性・接着

の維持に関わっていると考えられている。また、過去の研究から、COL17 はメ

ラノサイトや毛包幹細胞の維持にも関与していると示されており、ヒト及びマ

ウスでの COL17 欠損において白髪、皮膚萎縮など皮膚及び皮膚付属器の早老化

がみられることから、COL17 が表皮幹細胞維持への影響を介し、皮膚の老化現

象そのものにも関与している可能性も考えられる。そこで本研究は、表皮におけ

る包括的な視点での COL17 の表皮恒常性の維持、加齢における役割を解明する

ことを目指すものである。  
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

BrdU       bromodeoxyuridine 

BSA bovine serum albumin 

cDNA complementary deoxyribonucleic acid 

COL17 type XVII collagen 

DAPI      4',6-diamidino-2-phenylindole 

DNA      deoxyribonucleic acid 

DIF direct immunofluorescence 

DMEM dulbecco's modified eagle medium 

DMSO     dimethyl sulfoxide 

ECM extracellular matrix 

EDTA           ethylenediaminetetraacetic acid 

FITC fluorescein isothiocyanate 

HRP horseradish peroxidase 

IIF indirect immunofluorescence 

EB epidermolysis bullosa 

JEB junctional epidermolysis bullosa 

MMP metalloproteinases 

mRNA messenger ribonucleic acid 

NHEKs normal human epidermal keratinocyte 

PBS phosphate buffered saline 

PCNA      proliferating cell nuclear antigen 

PCR polymerase chain reaction 

PFA             paraformaldehyde 

PH3       phospho-histone 3  

PI        propidium iodide 

PVDF      polyvinylidene difluoride 

TBS tris buffered saline 

PCR             polymerase chain reaction 

qRT-PCR quantitative real-time polymerase chain reaction 



7 

 

実験方法 

 

本研究はヘルシンキ宣言に則り、北海道大学大学院医学研究科医学倫理委員

会の承認を得た上で、参加者から書面による同意を得て施行した。臨床検体の取

り扱いは北海道大学病院自主臨床研究審査委員会に承認を受け、「北海道大学に

おける臨床研究の取り扱いに関する指針」に則した。遺伝子組み換え実験は「北

海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規程」に則した。動物実験は、「北海道大

学動物実験に関する規程」に則した。 

 

 

1. 動物 

Col17a1-/-マウスは当研究室で作成し、繁殖したものを使用した 17。表皮特 

異的な K14 プロモーター下にヒト COL17（hCOL17）を発現する K14-hCOL17

マウスは Kim B Yancey 教授（テキサス大学、アメリカ）から譲り受け、繁殖し

たものを使用した。hCOL17 を発現しマウス COL17 を欠損した hCOL17+; 

Col17a1-/-マウスは、Col17a1-/-マウスと K14-hCOL17 マウスを交配させ作成

し繁殖したものを使用した 17。表皮特異的な K14 プロモーター下に Wnt シグ

ナルの重要因子の一つである Lef1 の一部が欠損した deltaNLef1 を発現しドミ

ナントネガディブ効果により Wnt シグナルが表皮特異的に阻害されている

K14-deltaNLef1 マウスは Fiona M Watt 教授（King’s college London、イギリ

ス）より譲り受け使用した 20。Wnt シグナルを可視化できる TOPGAL ベクタ

ーが全ての臓器で発現している ins-TOPGAL+マウスは RIKEN BRC（日本）よ

り購入し 21、Col17a1-/-マウスと交配し ins-TOPGAL+; Col17a1-/-マウスを作出

し、繁殖させ使用した。C57BL/6 マウス（WT マウス）は、日本クレア（日本）

より購入した。早老化モデルマウスである Klotho マウス 22も、日本クレアより

購入した。プラスミノーゲン活性化抑制因子をコードする Serepine1 を欠損す

る Serepine1-/-マウスは Jackson ラボラトリー（アメリカ）より購入した。ジェ

ノタイピングは、アルカリ法を用いて 1cm 程度のマウス尾から粗雑な DNA を

抽出し鋳型として、GoTaq Green Master Mix（Promega 社、 アメリカ）、特

異的プライマーを用いて PCR の後、アガロースゲル電気泳動をして確認した。

全てのマウスは、sevoflurane（和光株式会社、日本）を使用した麻酔後に安楽

死させて、サンプリングを行った。サンプリングは、産まれてから 1 日目を

postnatal day 1（P1）とし、P4、P10、P20、及び adult では 6 週から 10 週を

若年、1 年 7 ヶ月以上を老年としてサンプリングした。また、Col17a1-/-マウス

については 3 ヶ月齢でもサンプリングを行った。 
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2. BrdU を使用した増殖細胞標識化 

BrdU （BD pharmingen 社, アメリカ）は PBS に溶解し、100g/ml とな 

るように調整し、0.22m の MILLEX G フィルター（Millipore 社、アメリカ）

を用いて滅菌した。安楽死 4 時間前に腹腔内注射にて、新生仔マウスには一頭

あたり 10g を投与し、成体マウスには体重 1g あたり 8.33g を投与した。 

 

3. 組織学的解析に使用した抗体 

下記の抗体を使用した。抗 E-cadherin 抗体（Cell Signaling Technology 社、  

アメリカ；24E10）、抗 phospho histone H3 （PH3）（Ser10）抗体（Merck 

Millipore 社、アメリカ）、抗 PCNA 抗体(Dako 社、アメリカ；PC10）、anti-

BrdU （Dako；M0744）、抗 loricrin 抗体 （Covance 社、アメリカ）、抗 cleaved 

caspase-3 抗体 （Cell Signaling Technology）、FITC（fluorescein isothiocyanate）

結合抗 CD3e 抗体 （BioLegend 社、アメリカ；145-2C11）、 Alexa Fluor 488

結合 抗 F4/80 （Affymetrix 社、アメリカ、BM8）、FITC 結合抗 Ly-6G 抗体

（Beckman coulter 社、アメリカ；RB6-8C5）、 抗 TGF 1 抗体 （Santa Cruz 

Biotechnology 社、アメリカ）、抗 p-Smad2 抗体（Cell Signaling Technology；

138D4）、 抗 LEF1 抗体 （Cell Signaling Technology；C12A5）、 抗-catenin 

（BD pharmingen；14/Beta-catenin）、抗 hCOL17 NC16A domain 抗体 （自

家作成；TS39-3）23、 抗 hCOL17 細胞外部位認識抗体 （平子善章講師（名古

屋大学）より譲受；mAb233）24、抗 m COL17 NC14A domain 抗体（自家作

成；MoNC14A）25 、抗 COL17 細胞内部位認識抗体 （Abcam 社、イギリス；

ab186415、 平子善章講師（名古屋大学）より譲受；1A8c 24 ）、抗 plectin 抗体

（Abcam；ab32528）、抗 BP230 抗体（Cosmo bio 株式会社、日本；239）、抗

desmogleins 1 and 2 抗体（PROGEN 社、ドイツ； DG3.10）、抗 integrin 1 抗

体 （Chemicon International 社, アメリカ；MB1.2）、 抗 integrin 6 抗体

（BD Pharmingen;；GoH3）、抗 ELANE 抗体（Abcam）、抗 phospho aPKC

抗体 （Santa Cruz； sc-271962）、抗 survivin 抗体 （Cell Signaling Technology；

71G4B7）、抗 anti-laminin 1 抗体（Abcam; LT3）。全ての抗体において、至適

濃度はマウス皮膚もしくはヒト皮膚を用いて事前に検討を行った。 

 

 

4. 組織学的解析 

マウス毛包間表皮の観察対象として、マウス掌蹠の皮膚を用いた。マウス及

びヒト皮膚のサンプルは、10%ホルマリン溶液（和光）で固定して脱水後にパラ
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フィンへ包埋したブロックを作成し、薄切して 5m 切片とした。もしくは、凍

結切片としてクリオモルド・プラスチック包埋皿（サクラファンテックジャパン

株式会社、日本）にサンプルを入れ、クリオマウント（武藤化学株式会社、日本）

で充填した。ドライアイス上で急速に凍結し、固定台に載せて薄切して 5m 切

片を作成した。凍 結切片については 、 4% パラホルム アルデヒド

（paraformaldehyde、PFA、和光）/PBS 溶液もしくは冷凍アセトン（和光）で

10 分固定、または未固定で使用した。パラフィン切片については、キシレン（和

光）及びエタノール溶液を使用した脱パラフィン処理の後、抗原賦活化のため、

pH6.0 の ク エ ン 酸 （ 和 光 ） バ ッ フ ァ ー ま た は pH9.0 の Tris- 

ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA、和光）バッファーにて 20 分圧力鍋

で電子レンジを使用して加熱した。PBS にて 3 回洗浄後、ブロッキングバッフ

ァー（0.5% fish skin gelatin（和光）、 5% goat serum（和光）、4% BSA （和

光）in PBS）にて 1 時間室温にてブロッキングし、1 次抗体を同じくブロッキ

ングバッファーに至適濃度に希釈して、4℃で 1 晩静置した。その後、PBS で 3

回洗浄し、同じくブロッキングバッファーに希釈した Alexa488（Thermo fisher 

scientific 社、アメリカ）もしくは Alexa647（Thermo fisher scientific）、FITC

（Thermo fisher scientific）結合二次抗体を室温で 1 時間静置した。また

propidium iodide （PI、和光）  は 100 倍、もしくは  4',6-diamidino-2-

phenylindole （DAPI、和光）は 10000 倍でブロッキングバッファーに希釈し

て、二次抗体と同時に核染色を施行した。切片の封入には、Permaflour 

aqueaous mounting medium（Thermo fisher scientific）もしくは ProLong 

diamond antifade mountant with DAPI（Thermo fisher scientific）を使用し

た。全ての染色切片は共焦点レーザー顕微鏡（Olympus fluoview FV1000、オ

リンパス株式会社、日本）を使用して観察した。得られた結果はFV1000 software

（オリンパス）、もしくは Image J software（NIH、アメリカ）を使用して解析

した。免疫蛍光染色における全ての値は組織切片の長さもしくは組織切片面積

で標準化を施行し、任意単位（Arbitrary unit、AU）として表記した。 

免疫組織化学染色においては、horseradish peroxidase（HRP）結合の抗体

を使用した。上記の免疫蛍光染色と同様に、ブロッキング後、対比染色としてヘ

マトキシリン染色を同時に施行した。画像は光学顕微鏡（NIKON、日本；

Keyence、日本）で観察し取得した。 

ヒト皮膚に関しては、健常人の若年（10 歳以下）と老年（85 歳以上）の非

露光部から採取した。表皮基底細胞におけるヘミデスモソーム COL17 と非ヘミ

デスモソーム COL17 を区別するための免疫染色においては、未固定の凍結切片

を 1 次抗体静置前に 0.5％Triton X-100（Sigma Aldrich、アメリカ）溶液で 1

時間室温に静置した 13。 
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皮膚の厚さの計測には、最低3箇所の footpad（組織に汗腺が存在する部位）

近傍から 3 箇所ずつ画像を撮影し、平均化した。表皮細胞数は PI 陽性細胞数を

計測し、切片の長さで標準化した。表皮細胞層数に関しては、E-cadherin 染色

で得られた画像を使用して計測した。細胞増殖マーカーもしくは Wnt 関連分子

の基底細胞における陽性細胞計測においては、基底細胞のみに陽性な細胞を、切

片の長さもしくは切片における基底細胞の総数で標準化した。全ての組織学的

な解析において、免疫染色は全て 3 回の独立した実験を施行し、汗腺の影響を

避けるため観察部位から汗腺そのものは除いた。 

超解像度顕微鏡（high-resolution structured illumination microscopy 、

SIM）には N-SIM 顕微鏡（NIKON）及び CCD カメラ（Andor technology, 日

本）を用いた 26。画像再構成には NIS-elements software（NIKON）を用いた。 

分裂方向決定の計測は、細胞分裂の方向に関して survivin 染色を用いて決

定した 27。具体的には、細胞分裂の方向は laminin 1 染色で標識した基底膜に

対して 2 つの分裂する娘細胞の中心に発現する survivin が平行であるか、もし

くは垂直であるかを計測した。全ての細胞分裂数が非対称性分裂（asymmetrical 

cell division、ACD）と対称性分裂（symmetrical cell division、SCD）を含ん

で 100%となるように計算した。 

 

 

5. TOPFLASH ベクターを使用した in vitro アッセイ 

Wnt シグナルを luciferase で可視化する the SuperTopFlash コンストラク

トの安定発現した 293 細胞（SuperTopFlash 293、STF293）28を、10%胎児ウ

シ血清（Sigma Aldrich）及び 1% penicillin-streptomycin-amphotericin B 溶液

（和光）を添加した Dulbecco’s Modified Eagle medium（DMEM）中で培養し

て使用した。マイコプラズマに細胞が感染していないことを PCR 法を用いて確

認した。Wnt の activator である Wnt3a conditioned medium（Wnt3a CM）は

高田慎治教授（自然科学研究機構 岡崎統合バイオサイエンスセンター）より提

供された。 

human COL17A1 cDNA（Kim B. Yancey 教授より供与）を pcDNA3.1/Zeo

にサブクローニングし、293STF 細胞へ Opti-MEM（Thermo scientic fisher）

及び Lipofectamine2000（Thermo scientic fisher）を利用してトランスフェク

ションした。コントロールとして hCOL17 が挿入されていない同ベクターを使

用した。Zeocin（Thermo fisher scientific）を利用して、シングルセルクローニ

ングした。ウェスタンブロットを用いて hCOL17 が発現していることを確認し

た後、アッセイへと進んだ。 

空ベクター及び hCOL17 in pcDNA3.1/Zeo を安定発現した 2933STF 細胞を
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96 穴プレートへ播種し、Renilla を発現する pGL4.75 プラスミドをコントロー

ルとして同時に Lipofectamine2000（Thermo scientic fisher）と Opti-MEM

（Thermo scientic fisher）を利用してトランスフェクションした。播種 24 時間

後に Wnt3a CM を培地の 30%濃度になるように添加した。Wnt3a CM 添加 2

日後に Renilla と Luciferase の発光を Dual-Luciferase reporter assay system 

（Promega）を使い、Spectra Max Paradigm （Molecular Device 社、日本）

を用いて計測した。全ての計測値は Renilla の発光値で標準化した。 

 

 

6. Wnt シグナル阻害剤を WT マウス新生仔に投与する in vivo での増殖能解

析 

Wnt シグナル阻害剤である、IWP-2（Sigma Aldrich）及び Wnt-C5 

（Cayman chemical 社、アメリカ）をそれぞれ Dimethyl sulfoxide（DMSO）

及び PBS に溶解し、IWP-2 は体重 1g あたり 10mg、Wnt-C59 は体重 1g あた

り 20mg 投与となるように調整し 29,30、新生仔 WT マウスの腹腔内に投与した。

投与 1 日後にサンプリングした。 

 

 

7. ホールマウント染色 

X-gal 染色で Wnt シグナリングが可視化される ins-TOPGAL マウスでの X- 

gal 染色においては、beta-galactosidase staining kit（Takara-bio 社、日本）を

付属のプロトコールに則り使用した。まずマウス後肢の足底を 4%PFA・PBS 溶

液にて 2 時間室温で静置し固定し、染色液に 1 晩室温で静置した。PBS で洗浄

後に Moiwol-mount solution で包埋した。LacZ 陽性部位の撮影は、汗腺の影響

を除外するため、後肢足底の踵の部分を使用して行った。光学顕微鏡下でのコン

トロール及び Col17a1-/-マウスの LacZ 陽性部位の撮影は、それぞれコントロー

ルと Col17a1-/-マウスでの光量が同等となるように設定した。LacZ 陽性部位の

解析は Image J を用いて行った。 

 表皮ホールマウントでの蛍光染色においては、表皮シートをマウス手掌測定

から剥離する際に、既報告のプロトコール 31 に若干の修正を加えて剥離を施行

した。表皮シートにおける細胞膜検出には、Alexa633 結合 wheat germ 

agglutinin（WGA、Thermo fisher scientific）を利用した。3 次元再構成画像の

構築は Metamorph software（Molecular Device 社、日本）を用いた。 

 

 

8. Ex vivo での atypical PKC 阻害剤を用いたアッセイ 
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マウス掌蹠の whole skin をサンプルした後、下記の阻害剤に 4℃で 

1 時間静置した。EDTA、pan-PKC 阻害剤である Go6983（Tocris bio 社、イギ

リ ス ）、 atypical PKC （ aPKC ） 特 異 的 阻 害 剤 で あ る mylistoylated 

pseudosubstrate inhibitor （myr PSI、Calbiochem 社、アメリカ）をそれぞれ

至適濃度で使用した 32-34。 

 

 

9. ヒト表皮細胞（Normal human keratinocytes, NHEKs）を使用した 3D 再

構成表皮での aPKC 阻害剤を用いたアッセイ 

ヒト表皮細胞（Normal human keratinocytes, NHEKs）を使用した 3D 再 

構成表皮（LabCyte EPI-MODEL）は J-TEC（日本）より購入した。添付のプ

ロトコールに従い、薬剤投与 12 時間前に培地での培養を開始した。aPKC 阻害

剤を使用した ex vivo でのアッセイと同様の薬剤濃度にて、4℃で 1 時間薬剤を

投与しサンプリングを行った。 

 

 

10. 定量的 PCR（quantitative RT-PCR, qRT-PCR ） 

mRNA はマウス掌蹠皮膚より RNeasy Mini kit（Qiagen、アメ 

リカ）を用いて抽出し、SuperScript III First-strand Synthesis System 

（Thermo fisher scientific）を利用し cDNA を作成した。quantitative RT-PCR

（qRT-PCR）は、目的遺伝子検出に合わせた primer 及び Fast SYBR（Thermo 

scientific fisher）を利用し、STEP-One plus システム（Applied biosystem、ア

メリカ）で PCR シークエンスを行なった。使用した全ての primer は表 1 に記

載した。 

 

遺伝子名 Forward (5′→3′) Reverse (5′→3′) 

mTcf7l1 TGGTCAACGAATCGGAGAAT TCACTTCGGCGAAATAGTCG 

mTcf7l2 CTCCACAGCTCAAAGCATCA CACCACCTTCGCTCTCATCT 

mLef1 CGCTAAAGGAGAGTGCAGCTA GCTGTCTCTCTTTCCGTGCT 

mTcf7 GCCAGAAGCAAGGAGTTCAC ACTGGGCCAGCTCACAGTAT 

mCtnnb1 AAGGCTTTTCCCAGTCCTTC CCCTCATCTAGCGTCTCAGG 

mFzd7 GACCAAGCCATTCCTCCGTG CAGGTAGGGAGCAGTAGGGTA 

mFzd4 AACCTCGGCTACAACGTGAC GGCACATAAACCGAACAAAGGAA 

mNfatc4 CAAGCTGCGAGGATGAGGAG ACAGCATGGAGGGGTATCCT 

mWnt4 GTCAGGATGCTCGGACAACAT CACGTCTTTACCTCGCAGGA 
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mWnt5a GGACCACATGCAGTACATTGG CGTCTCTCGGCTGCCTATTT 

mFzd3 TGATGAGCCATATCCCCGACT GCCTATGAAATAGCGAGCAAATG 

mFzd8 CCGCTGGTGGAGATACAGTG CGGTTGTAGTCCATGCACAG 

mItga6 ATGCCACCTATCACAAGGCT GCATGGTATCGGGGAATGCT 

mItgb1 ATCATGCAGGTTGCGGTTTG TGGAAAACACCAGCAGTCGT 

mTgm1 TTTGATGGGTGGCAGGTTGT GCCATTCTTGACGGACTCCA 

mCol17 GATGGCACTGAAGTCACCGA TATCCATTGCTGGTGCTCCC 

mPpl GCATGCTGAGTGGAAGGAGT AAGTCTGAGTCCACCTTGCG 

mEvpl TCCTACAAGCTGCAAGCACA TCTAAGGAGCAGCGGTAGGT 

mIvl CTCCTGTGAGTTTGTTTGGTCT CACACAGTCTTGAGAGGTCCC 

mCyc1 ATCGTTCGAGCTAGGCATGG GCCGGGAAAGTAAGGGTTGA 

mGusb CAGGGTTTCGAGCAGCAATG ACCCAGCCAATAAAGTCCCG 

mGapdh TCCTGCACCACCAACTGCTTAGC TGGATGCAGGGATGATGTTCTGG 

hCOL17 TCAACCAGAGGACGGAGTCA TCGACTCCCCTTGAGCAAAC 

h18S GGCGCCCCCTCGATGCTCTTAG GCTCGGGCCTGCTTTGAACACTCT 

 

表 1 qRT-PCR に使用した primer 一覧 

 

 

11. バリア機能解析アッセイ 

トルイジンブルー（和光）を用いた皮膚透過性の in situ 試験によるバリア

機能解析は下記の論文の記載に従った 35。経皮的水分量喪失（Transepidermal 

water loss、TEWL）は胎児齢 18.5 日の胎児マウスの背部皮膚を用いて蒸発計

（AS-VT100R、アサヒバイオメッド、日本）にて測定した 36。 

 

 

12. 透過型電子顕微鏡を用いた組織学的解析 

マウス掌蹠から採取したサンプルは、2%グルタルアルデヒド溶液で固 

定後、1%四酸化オスミウム溶液でさらに置換・固定し、エポン 812 樹脂にて包

埋した。包埋されたサンプルは光学顕微鏡での観察用には 1m で薄切し、電子

顕微鏡での観察用には 70nm で薄切した。70nm の薄切切片は、ウラニルアセ

テート及びクエン酸鉛で染色し、透過型電子顕微鏡（H-700、日立製作所、日本）

を用いて観察を行った。 

 



14 

 

 

13. NHEKs を用いた COL17 ノックダウンでの増殖能アッセイ 

Lonza（アメリカ）より購入した NHEKs は KGM-Gold（Lonza、アメリカ） 

で培養した継代数 3-4 のものを使用し、96 穴プレートに播種した。播種と同時

に 10M の human COL17A1 siRNA2 種類とコントロール（Mock）（Thermo 

fisher scientific）を RNAimax（Thermo fisher scientific）及び Opti-MEM

（Thermo fisher scientific）を利用してトランスフェクションした。細胞増殖の

カーブは、xCELLigence system（ACEA bioscience、アメリカ）を用いて計測・

計算した。 

 コロニーフォーメーションアッセイにおいては、上記と同様の継代数 3-4 の

NHEKs を利用し、1000 個/ml となるように調整しマイトマイシン C（和光）

で処理した 3T3-J2 細胞上に 6 穴フォーマットで播種した。播種と同時に上記と

同様に human COL17A1 siRNA2 種類と Mock をトランスフェクションした。

播種した細胞は 10%胎児ウシ血清（Sigma Aldrich）含有 KGM-Gold（Lonza）

にて 2 週間培養した。コロニー検出のため、4%PFA で 10 分固定後、1%ローダ

ミン（和光）水溶液にて 20 分静置し染色した。コロニー数とコロニーサイズは

Image J software（NIH）にて解析した。使用した細胞はマイコプラズマ陰性で

あることを確認した。 

 

 

14. 免疫ブロットアッセイ 

培養した NHEKs は 1%NP-40 バッファー（組成：1%NP-40（Sigma Aldrich 

0.1M NaCl、25mM Tris-HCl (pH 7.4) 10mM EDTA、1:100 希釈プロテアーゼ

インヒビターカクテル（Sigma-Aldrich））にて氷上で 30 分間反応させて細胞を

溶解した。セルスクレーパーを用いて細胞溶解物を回収した後、4℃、14000rpm、

30 分間遠心し、上清をセルライセートとして回収した。セルライセートは

NuPAGE4-12% Bis Tris gel（Thermo fisher scientific）を用いて泳動して分離

した後、PVDF 膜へ転写した。PVDF 膜は COL17 検出用の 1 次抗体（抗

hCOL17C 末端認識抗体、自家作成、09040）23、及びローディングコントロー

ルとして-tubulin 検出用の 1 次抗体（抗-tubulin 抗体、Abcam、イギリス）

にて 4℃で一晩反応させた。HRP 結合 2 次抗体と室温で 1 時間反応させた後、

ECL-plus（GE Healthcare、アメリカ）を室温で 5 分間反応させ、LAS-4000 

mini（富士フィルム）でシグナルを検出した。 

 

 

15. JEB 患者ヒト 
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正常ヒト皮膚は手術検体の正常部余剰皮膚組織から、JEB 患者皮膚は病変 

部皮膚組織から採取した。皮膚はエピネフリン添加 1%キシロカインで局所麻酔

し、15 番メスを用いて皮膚を切除し、5-0 PDS あるいは 4-0 PDS で真皮縫合

し、5-0 ナイロンで皮膚縫合した。採取した皮膚はホルマリン固定後パラフィン

ブロックを作成し、薄切した後、免疫染色で使用した。JEB 患者については、2

人の JEB, generalized other subtype 患者の皮膚サンプルを使用した 37

（Masuda et al.,論文準備中）。これらの JEB 患者は COL17A1 に早期停止コド

ンをもたらす変異を有しており、COL17 が皮膚において全く発現しておらず、

15 歳と新生児の日本人男児である。コントロールとしての正常ヒト皮膚は、年

齢･性別・皮膚採取部位を一致させた健常人から取得した。 

 

 

16. マイクロアレイ解析 

トータル RNA は若年 WT マウス及び老年 WT マウスの掌蹠皮膚から抽 

出し、各グループサンプル数を 4として、Agilent SurePrint G3 Mouse v2 8×60K 

1 color 8 microarray（Agilent Technology、アメリカ）へハイブリダイズさせ

た。得られたマイクロアレイデータは、GeneSpring software（Agilent 

Technology）を用いて解析した。  

 

 

17. アレイデータオンライン公開 

マイクロアレイ解析により得られたデータは、ArrayExpress データベース 

にて、E-MTAB-4916 の番号の元に公開済みである。 

 

 

18. 統計学的解析 

統計学的解析は GraphPad Prism 6（GraphPad Software, アメリカ）を 

用いた。全ての解析結果は平均 ± 標準誤差で示した。P 値 は student-t 検定、

Mann-Whitney 検定、もしくは One-way Anova 検定とそれに続く Tukey 検定

によって測定した。P 値は 0.05 未満を有意差ありとみなし、*0.01≦p<0.05, 

**0.001≦p<0.01, ***0.0001≦p<0.001, ****p<0.0001 で示した。 
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実験結果 

 

1. COL17 の欠失によりマウス新生仔毛包間表皮は一過性に過増殖となる 

  まず、Col17a1-/-マウス 17の掌蹠皮膚を用いて、毛包のない毛包間表皮の表

現型を調べた。新生仔（P1）において、表皮細胞数・表皮層数両者において一過

性の過増殖を認め、細胞増殖マーカーであるPH3陽性細胞数も増加していた（図

3a-b）。Proliferating cell nuclear antigen（PCNA）陽性細胞及び、BrdU 陽性

細胞も Col17a1-/-マウスの P1 毛包間表皮にて増加しており（図 3c）、これらは

COL17 の欠損の影響により、細胞周期において S 期・M 期両者が P1 毛包間表

皮の keratinocyte で増殖していることを示している。この Col17a1-/-マウスの

新生仔期で過増殖となる毛包間表皮の表現型は、徐々に失われ、表皮の厚さ・

PH3 陽性細胞数も P20 にはコントロールとほぼ同等となった（図 3a-b）。 

 次に、我々はその他の基底細胞のマーカーや、角化細胞のマーカーが Col17a1-

/-マウスの過増殖な P1 毛包間表皮で変化しているかどうかを観察した。

Col17a1-/-マウスの P1 毛包間表皮の qPCR では、COL17 欠損に伴う代償性変

化として Integrin 6（Itga6）の発現は上昇していたが、その他の基底膜タンパ

クである Integrin 1（Itgb1）、Integrin 4（Itgb4）、Laminin 3（Lamb3）、

Laminin 2（Lamc2）は変化していなかった（図 3d、図 4a）。一方で、

Transglutaminase1（Tgm1）、Periplakin（Ppl）、Involucrin（Ivl）等の角化関

連タンパク遺伝子の mRNA 発現量に関して有意差はないが、上昇傾向にあった

（図 3d）。しかし、Loricrin（LOR）の染色では Col17a1-/-マウス P1 毛包間表

皮とコントロールで、染色される範囲に差はなかった（図 3e）。胎児齢 18.5

（Embryo 18.5：E18.5）での Col17a1-/-マウスとコントロールにおける色素透

過性試験と経表皮的水分喪失（Trans epidermal water loss, TEWL）は、変化

を認めなかった（図 4b-c）。これらから P1 の Col17a1-/-マウス毛包間表皮にお

けるケラチノサイトの分化は変化していないことが推測される。細胞死のマー

カーである Cleaved caspase-3 染色の増加も P1 の Col17a1-/-マウス毛包間表皮

では認められなかった（図 4e）。透過型電子顕微鏡画像においては、P1 の

Col17a1-/-マウス毛包間表皮での真皮表皮境界部において、ヘミデスモソームの

低形成を認め、この結果は Col17a1-/-マウスの背部皮膚における過去の報告と

一致した（図 4d）17。また、Col17a1-/-マウス毛包間表皮 P1 における過増殖な

表現型に炎症の有無が寄与しているかどうか解析した。Col17a1-/-マウス毛包間

表皮 P1 の真皮における、CD3 陽性細胞（リンパ球）、F4/80 陽性細胞（マクロ

ファージ）、Ly-6G 陽性細胞（好中球）の数はコントロールと比較して変化がな

く、炎症はこの表現型に寄与していないことが判明した。 



17 

 

 P1 の Col17a1-/-マウス毛包間表皮における過増殖の表現型は、基底膜タンパ

クである Itga6 欠損マウス及び Itgb1 欠損マウスの背部皮膚においても認めら

れており 38,39、基底膜タンパクによる真皮表皮の接着が弱まることにより、新生

仔マウスにおいて一時的な表皮肥厚を引き起こしている可能性が考えられる。 

 さらに、このマウス掌蹠皮膚での毛包間表皮における過増殖の表現型が、部位

限局的なものかを解析した。Col17a1-/-マウス背部皮膚における P1 毛包間表皮

では、細胞増殖マーカーである PH3 及び PCNA 陽性細胞数はコントロールと

比較して変化がなかった（図 5a）。この掌蹠皮膚と背部皮膚における増殖マーカ

ーに示される表現型の違いは、背部皮膚毛包間表皮の個体発達に伴う毛包の影

響や、毛包間表皮の存在する体の場所による制御の違いから起因する可能性が

あると考えられる 40-42。また、我々は COL17 欠損による細胞の内因性に伴う変

化を、正常人培養表皮細胞（NHEKs）に対する COL17A のノックダウン（KD）

による手法で解析した。細胞増殖能は COL17 を KD したものでごくわずかに低

下していた（図 5b-d）。この結果は、Col17a1-/-マウス背部皮膚から樹立した細

胞でも同様であった 18。Colony 形成能力についてもこれらの COL17 を KD し

た細胞で見たが、コントロールと比較して明らかな変化はなかった（図 5e-f）。

これらから、Col17a1-/-マウス毛包間表皮における増殖能力は in vivo の条件に

依存することが強く示唆された。 
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図 3 COL17 欠損は新生仔マウスにおいて一過性の毛包間表皮過増殖を引き起

こす。 

（a） P1 と P20 での Col17a1-/- 及び Col17a1+/- もしくは Col17a1+/+ の

同腹仔からのコントロール（Control）毛包間表皮におけるヘマトキシリン＆

エオジン （H&E）及び E-cadherin （E-cad） 染色 （赤：PI 核染色）。

P1 ：n=5、P20 ：n=4。 スケール： 20 m。 右グラフ：表皮細胞層及び表

皮細胞数の定量。値はコントロールと比較しての相対値。 （b） 同様に P1 と

P20 での Col17a1-/- 及び同腹仔からのコントロール毛包間表皮における PH3 

染色。 スケール：20 m。 右グラフ：表皮 1mm あたりの PH3 陽性表皮基底

細胞数。P1 ：n=4、P4 ：n=4。BM：basement membrane、基底膜を示して

いる。 （c）  P1 と P20 での Col17a1-/- 及び同腹仔からのコントロール毛

包間表皮における PCNA 及び BrdU 染色。  スケール： 20 m。右グラフ：

PCNA 及び BrdU 染色陽性細胞数、PCNA：n=5、BrdU：n=4。 値はコント

ロールと比較しての相対値。（d） Quantitative RT-PCR （qRT-PCR） にお

ける Itga6、 Itgb1、Tgm1、 Ppl 及び Ivl の発現量（n=5）。（e） P1 での 
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Col17a1-/- 及び同腹仔からのコントロール毛包間表皮における Loricrin 及び

cleaved caspase-3 染色。3 匹のサンプルより代表的な画像を示している。ス

ケール：20 m。 BM：basement membrane、基底膜を示している。全ての

グラフにおける値は標準値± 標準誤差である。*0.01<p<0.05、

**0.001<p<0.01、****p<0.0001。Student-t 検定を使用。   
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図 4 E18.5 における Col17a1-/- と同腹仔コントロール（control）でのバリ

ア機能試験結果。P1 Col17a1-/- 毛包間表皮及び同腹仔 control での基底膜領

域での超微細構造及び真皮での炎症細胞浸潤。  

（a） P1 Col17a1-/- 毛包間表皮及び同腹仔 control での Itgb4、Lamb3 及び 

Lamc3 の mRNA 発現量 （n=4）。 （b） E18.5 でのトルイジンブルーを使用

した色素透過試験結果。Col17a1-/- と control で染色性に差はない。（Col17a1-
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/-マウスは 3 匹、Control は 8 匹からの代表的な画像）。 (c) 経皮的水分喪失

（transepidermal water loss 、TEWL）の結果。 Col17a1-/-マウスは 3 匹、

control は 8 匹からの結果。（d）掌蹠表皮での電顕画像。 ヘミデスモソーム

（hemidesmosomes、HD）はインナープラーク（inner plaques、IP）、アウタ

ープラーク（outer plaques、 OP） 及び係留線維から成り立ち、Col17a1-/-マ

ウスでは Col17a1+/+マウスと比較して HD 及び係留線維が不明瞭となってい

る。LL：Lamina Lucida、透明帯、 LD： Lamina densa、基底板。スケール：

0.2 m。2 個体からの代表的画像を示している。（e）-（g） Col17a1-/-マウス及

びコントロールの掌蹠皮膚の真皮における炎症細胞浸潤の定量。n=4。 全ての

グラフにおける値は標準値± 標準誤差である。*0.01<p<0.05、**0.001<p<0.01。

Student-t 検定を使用。  
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図 5 Col17a1-/-マウスの背部皮膚毛包間表皮 における増殖能、及び 

COL17A1 siRNA にて COL17 を knockdown（KD）した際の NHEKs での

増殖能。 

（a） Col17a1-/-マウス背部皮膚におけるPH3及びPCNA陽性細胞数（Col17a1-

/-は n=4、コントロールは n=5）。 （b） NHEKs における COL17A1 knockdown

効率。 左パネルは COL17 を KD した NHEKs からのライセートを用いた

COL17の免疫ブロット。右のパネルはCOL17をKDしたNHEKsからのmRNA

を用いた COL17 の qRT-PCR における発現量 （n=3）。（c-d）COL17 を KD し

た NHEKs とコントロールにおける細胞増殖曲線 （c） 及び曲線の傾き （d）

（n=3）。 （e-f） COL17 を KD した NHEKs とコントロールにおけるコロニ

ーフォーメーションアッセイ。全体像（e）、全てのコロニー数 （f-左） 及び 直

径が 0.5 mm 以上のコロニーの割合 （f-右）を示している。 （n=3）。全てのグ

ラフにおける値は標準値± 標準誤差である。*0.01<p<0.05、**0.001<p<0.01。

Student-t 検定を使用。  
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2. COL17 は Wnt--catenin シグナリングを介してマウス新生仔毛包間表皮

の増殖を調節している 

様々なシグナリング分子が毛包幹細胞（hair follicle stem cells、HFSCs）や

表皮の恒常性維持に寄与していることは良く知られているが 43、これらのシグ

ナリングと表皮基底膜タンパクとの関係性については不明な点が多い 18,44,45。

Col17a1-/-マウス P1 毛包間表皮における一過性の表皮増殖に寄与しているメカ

ニズムを検索するため、我々はスクリーニングとして Wnt、TGF-/BMP、

Notch、Hedgehog や FGF といった主なシグナリングパスウェイの受容体、共

役受容体、転写因子、共役因子などの Col17a1-/-マウス P1 毛包間表皮におけ

る遺伝子発現を調べた（図 6a）。このスクリーニングの結果から Wnt 関連遺伝

子の一部（Fzd4、Nfatc2、Nfatc4 及び Tcf7）の発現が Col17a1-/-マウス P1

毛包間表皮で減少していることがわかった。一方で、TGF-関連の遺伝子は一

部変化していたにも関わらず（図 6a）、染色では TGF-及び p-Smad2 の免疫

染色動態は Col17a1-/-マウス P1 毛包間表皮ではコントロールと変化がなかっ

た（図 6b）。これらは、Col17a1-/-マウスの HFSCs において TGF-及び p-

Smad2 が減弱するという過去の報告とは異なっていた 18。また、COL17 欠損

に伴って Notch、Hedgehog や FGF のシグナリングには変化を認めなかった

（図 6a）。 

スクリーニング結果を検証するため、Wnt 関連遺伝子の詳細な発現を、別の

群から取得したサンプルを用いて解析した。スクリーニングの qPCR の結果と

一致して、Wnt ターゲット遺伝子（Tcf7l1、Tcf7l2 及 Axin2）、Wnt レセプタ

ー遺伝子（Fzd4）、Wnt 刺激因子遺伝子（Wnt2、Wnt2b、Wnt5a）の発現は

Col17a1-/-マウス P1 毛包間表皮に置いて著明に減少していた（図 7a）。一方

で、Wnt 抑制因子遺伝子（Wnt4）は発現が増加していた（図 7a）46,47。これ

らの変化は、Wnt シグナリングの重要な核内因子の一つである LEF1 の基底細

胞における陽性細胞数の減少と一致していた（図 7b）。この減少もまた一時的

であり、P4 では Col17a1-/-マウスとコントロールで LEF1 陽性細胞数に変化

は無くなっていた（図 7b）。これらから、LEF1 陽性細胞数減少は Col17a1-/-

マウス P1 毛包間表皮における表皮過増殖に影響を及ぼしていると考えられ

た。Wnt シグナルのカノニカル pathway においては-catenin が核内で LEF1

と結合するので 48、この-catenin の染色を Col17a1-/-マウス P1 毛包間表皮に

おいて施行した。核内における-cateni 陽性細胞数はコントロールと比較して

減少していた（図 7c）。 

さらに COL17 と Wnt シグナルの関連性を調べるため、SuperTopFlash ベク

ターを安定発現している HEK293 細胞（293STF）を用いて実験を行った 28。

ヒト COL17（humanCOL17、hCOL17）を過剰発現させた 293STF は、空ベク
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ターを同様に発現させたコントロールと比較して、顕著な Wnt 活性を認めた（図

7d）。さらに、Wnt 活性を LacZ 発現量として観察できる ins-TOPGAL マウス
21 と Col17a1-/-マウスを交配し、Wnt 活性を可視化して比較した。青色で示さ

れる LacZ 陽性部分が、Col17a1-/-マウス P1 毛包間表皮で減少していた（図 7e、

図 8a-c）。これらの結果からは、COL17 の発現が Wnt シグナルを安定化させて

いると示唆された。 

 次に、上記で得られた LEF1、PH3、-catenin の染色所見が、COL17 を先天

的に欠損している JEB 患者皮膚でも見られるかを確認した。JEB 患者皮膚にお

いては、LEF1 陽性細胞数、-catenin 陽性細胞数は減少し、PH3 陽性細胞数は

増加していた（図 9）。これらは Col17a1-/-マウスで得られた結果と一致してい

たが、患者サンプル数が少ないため、より確証を持つには今後さらに大きいサン

プル数が必要である。 

 また次に、Wnt シグナルの減弱が、表皮過増殖に実際に寄与しているかどう

か、また COL17 の導入で表皮過増殖の表現型が回復するかを確認した。-

catenin への結合部位を欠損した LEF1 を K14 プロモーター下に表皮特異的に

発現し、表皮特異的に Wnt シグナルが減弱している K14-deltaNLef1 マウスを

使用した 20。K14-deltaNLef1 マウスの P1 毛包間表皮においては、表皮肥厚を

認め、PH3 陽性細胞数も増加していた（図 7f）。PCNA 陽性細胞数も増加傾向

ではあったが、有意差はなかった。実際に、減弱した Wnt 活性が新 LEF1 生仔

マウス表皮において表皮増殖につながるかを解析するため、Wnt 阻害剤（IWP-

2、Wnt-C59）を新生仔 WT マウスに腹腔内投与して観察した 29,30。阻害剤を投

与した WT マウス P1 毛包間表皮では BrdU 陽性細胞及び PH3 陽性細胞はコン

トロールと比較して増加していた（図 7g）。ヒト COL17（human COL17、

hCOL17）の K14 プロモーター下における表皮特異的なトランスジェニックな

導入において、P1 毛包間表皮の表皮過増殖は抑制され、LEF1 陽性細胞及び-

catenin 陽性細胞の減少もベースラインに戻った（図 10a、c-d）。Wnt 関連遺伝

子の発現量も hCOL17 の導入で野生型マウスと同様の状態へと変化した（図

10b）。これらの結果から、COL17 が Wnt シグナルを介して、新生仔マウス毛

包間表皮増殖の維持に大きく貢献していることがわかった。 
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図 6 Col17a1-/-マウス P1 毛包間表皮での mRNA 発現におけるシグナリング

パスウェイのプロファイル及び TGF-染色。 

（a）qRT-PCR を使用した Wnt、TGF-/BMP、Notch、Hedgehog、及 

び FGF シグナリング関連遺伝子の発現量。Col17a1-/-及び同腹仔 control マウ

スの P1 毛包間表皮からの mRNA を使用している（n=5）。*0.01<p<0.05。

Student-t 検定を使用。（b）Col17a1-/-及び同腹仔 control マウスの P1 毛包間

表皮での TGF-染色（3 匹からの代表的な画像）。（c）Col17a1-/-及び同腹仔

control マウスのP1毛包間表皮でのp-Smad2染色（3匹からの代表的な画像）。

赤：PI 核染色。スケール：20 m。 
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図 7 COL17 欠損は新生仔マウスにおいて Wnt--catenin シグナリングを不安

定化させる。  

（a） Col17a1-/-及び同腹仔 control マウスの P1 毛包間表皮 での qRT-PCR で

の Wnt 関連遺伝子の発現量 （n=5）。Student-t 検定を使用。（b）Col17a1-/-及

び同腹仔 control マウス毛包間表皮での LEF1 染色。それぞれ P1 は n=5、P4 

は n=4、P10 は n=4。スケール：20 m。LEF1 陽性細胞の定量化は全基底細胞

中における割合とした。赤：PI 核染色。BM：basement membrane、基底膜を

示している。Student-t 検定を使用。（c）Col17a1-/-及び同腹仔 Control マウス

の P1 毛包間表皮 での -catenin 染色。核内の -catenin 集積は矢印で示した。

定量化は核内-catenin 陽性細胞とした（n=3）。赤：PI 核染色。BM：basement 

membrane、基底膜を示している。Student-t 検定を使用。（d）hCOL17 もしく
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は空ベクターを発現する STF293 細胞を Wnt3aCM で刺激した際の Wnt 活性

（n=3）。One-way ANOVA 検定、及びそれに続く Tukey’s 検定を使用。（e）ins-

Topgal+（上及び左）、 ins-Topgal+:Col17a1-/-マウス（下及び右）の後肢毛包間

表皮における Wnt 活性。画像中の円で囲った領域は毛包及び汗腺の全く存在し

ない部位であり、測定に用いた。結果は単位面積あたりの Wnt 活性として定量

化した（n=4）。スケール：100 m。Mann-Whitney 検定を使用。（f）P1 の K14-

deltaNLef マウス及び同腹仔 Control の毛包間表皮での H&E、 E-cad、 PH3 

及び PCNA 染色。スケール：20 m。右グラフは表皮細胞層、表皮細胞数、PCNA

陽性細胞、PH3 陽性細胞の定量（n=4）。BM：basement membrane、基底膜を

示している。Student-t 検定を使用。（g） Wnt 阻害剤（IWP-2 投与群（n=6）

vs DMSO 投与群 （n=5） もしくは C-59 投与群 （n=6）vs DMSO投与群 (n=4)）

を WT マウスに投与した際の P1 毛包間表皮における BrdU 陽性細胞と PH3 陽

性細胞の定量。全てのグラフにおける値は標準値 ± 標準誤差である。

*0.01<p<0.05、**0.001<p<0.01、***0.0001<p<0.001、 ****p<0.0001。Student-

t 検定を使用。  
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図 8  COL17 欠損に伴う ins-Topgal+マウス における LacZ 染色の詳細。 

（a） マウス後肢足底における LacZ 染色の模式図。濃青色部分は汗腺存在部

位、薄青色部分は毛包存在部位を示している。汗腺及び毛包は LacZ 染色で示

される Wnt 活性の主な供給源である。白色部分は汗腺及び毛包の存在しない

部位であり、定量化に使用した。（b）ins-Topgal+ (Control: 左) 及び ins-

Topgal+:Col17a1-/- (Col17a1-/-: 右) マウスの後肢での LacZ 染色における概

観。スケールは 500 m。（c） 定量に使用した高倍率画像での ins-Topgal+ 

(Control: 左) 及び ins-Topgal+:Col17a1-/- (Col17a1-/-: 右) マウスの後肢での

LacZ 染色。スケールは 100 m。 
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図 9  COL17 欠損の JEB 患者における Wnt シグナル及び増殖能プロファ

イル 

JEB 患者 2 人及び健常人からの皮膚での LEF1（左上）、-catenin（中）、

及び PH3（左下）染色。LEF1 陽性細胞及び核内-catenin 染色は矢印で示し

た。 スケールは 20 m。BM：basement membrane、基底膜を示している。

右は単位表皮あたりの LEF1 及び PH3 陽性基底細胞の定量。 
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図 10  human COL17（hCOL17）の導入によって、新生仔 Col17a1-/- 毛包

間表皮における過増殖と Wnt--catenin シグナルの不活性化は消失する 

（a） Col17a1+/+もしくは Col17a1+/-で hCOL17 を発現していないマウス 

（hCOL17-; CTL （control）と表記）、 Col17a1-/-かつ hCOL17 を発現して

いるマウス（hCOL17+; Col17a1-/-と表記）、それぞれ同腹仔 P1 毛包間表皮に

おける H&E、E-cad、PH3 及び PCNA 染色。右グラフは表皮細胞層、表皮細

胞数、PCNA 陽性細胞、PH3 陽性細胞の定量（n=4）。BM：basement 

membrane、基底膜を示している。スケールは 20m。（b）hCOL17-; CTL 及

び hCOL17+; Col17a1-/-マウス P1 毛包間表皮における Wnt 関連分子の遺伝子

発現量（n=4）。（c）hCOL17-; CTL 及び hCOL17+; Col17a1-/-マウス P1 毛包

間表皮 における LEF1 染色（n=4）。スケール：20m。（d）COL17-; CTL 及

び hCOL17+; Col17a1-/-マウス P1 毛包間表皮 における-catenin 染色

（n=4）。核内-catenin 染色は矢印で示した。右グラフは核内-catenin 陽性細

胞の定量化。スケール：20m。全てのグラフにおける値は標準値± 標準誤差

である。Student-t 検定を使用。 
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3. COL17 の分布は個体の老化と共に変化する 

3 ヶ月齢の Col17a1-/-マウスは白髪・脱毛といった明らかな早老化の表現型

を示すため（図 11）17,18、我々は個体老化が毛包間表皮に及ぼす影響と

COL17 と老化の関連性を精査した。まず、WT マウスの 6-10 週齢を若年、19-

27 月齢を老年として毛包間表皮の表現型を観察した。老年マウス毛包間表皮で

は、表皮肥厚を認め、PH3 陽性細胞・BrdU 陽性細胞・PCNA 陽性細胞の増加

を認めた（図 12a）。これらの現象は、Col17a1-/-マウス新生仔の時と同様に背

部皮膚では認められず（図 13）、マウス掌蹠に特異的であった。これらの結果

は、個体老化によって表皮が過増殖へと誘導されることを示している。 

遺伝子発現においては、Itga6 と Itgb1 の老年 WT マウスでの減少を認めた

が、Col17a1 の減少は認めなかった（図 12b）。また、分化マーカーである

Tgm1、Ppl、Evpl の発現も大きくは影響を受けていなかった。mRNA レベル

での Col17a1 の発現量は変化していないのにも関わらず、COL17 の分布が老

年 WT マウス及びヒト毛包間表皮で大きく変化していることを発見した。

COL17 の表皮基底細胞の上方側方に分布している部分（非ヘミデスモソーム

COL17）が、COL17 の細胞外領域に対する抗体を利用した蛍光染色において

老年 WT マウス及びヒト毛包間表皮にて減少していた（図 12c）。この結果は

近年の既報告の染色結果とも一致した 19。この現象は、早老化を示す Klotho-/-

マウス 22の毛包間表皮でも認められた（図 12c）。COL17 のタンパク分解によ

る影響、これは COL17 の細胞外領域がプロテアソームなどにより切断される

現象であり ectodomain shedding と呼ばれているが、これを評価するために切

断されていない細胞内の COL17 を特異的に認識する抗体を使用して、同様に

染色を施行した。老年期の WT マウス及びヒト、早老化マウスモデル全てにお

いて非ヘミデスモソーム COL17 が減少している結果となり、この ectodomain 

shedding はこの現象には寄与していないと考えられた（図 14）。 

老年期における非ヘミデスモソーム COL17 の減少を確かめるため、Triton 

X-100 による染色前の処理で 13、若年 WT マウス及び若年ヒト毛包間表皮で非

ヘミデスモソーム COL17 が減少するかを観察した。実際に、Triton X-100 に

よる処理で、若年 WT マウス・ヒト毛包間表皮の非ヘミデスモソーム COL17

は減少し、老年期と同等の表現型を呈した（図 12d）。この基底細胞上方側方

における非ヘミデスモソーム COL17 の減少をさらに確認するため、WT マウ

ス毛包間表皮を用いてホールマウント染色を行なった。ホールマウント染色で

も同様に基底細胞上方側方における非ヘミデスモソーム COL17 の減少を認め

ることができた（図 12e）。ホールマウント染色からの 3D 再構成画像では、老

年 WT マウス毛包間表皮では COL17 が基底膜近傍に限局しているのに対し

て、若年 WT マウスでは基底細胞の上方、側方にも認められ、基底細胞を取り



33 

 

囲んで存在していることが確認できる。次に、超解像度顕微鏡を用いて、この

非ヘミデスモソーム COL17 が細胞膜でどのように分布しているかを観察し

た。デスモソーム構成タンパクである desmogelin1/2 と COL17 を若年 WT マ

ウス毛包間表皮で共染色を行なった。COL17 は基底細胞の上方、側方に認め

られたが、desmogelin1/2 とは離れて存在していた（図 12f）。これらは、非ヘ

ミデスモソーム COL17 がデスモソームには組み込まれておらず、可溶性であ

ることを示している。COL17 の分布変化とは違い、同じ基底膜構成タンパク

である ITGA6 と ITGB1 は老化に伴って分布は変化しなかった（図 15a）。同

様にヘミデスモソーム構成タンパクである BP230 及び plectin も染色動態に変

化はなかった（図 15b）。老化によっても COL17 の mRNA レベルでの発現量

は変化がなく、一方で真皮を構成する多くのコラーゲンやラミニンは減少を認

めた（図 15c-d）。これらの結果から、個体の老化は掌蹠の表皮肥厚へと誘導

し、表皮における COL17 の分布をタンパクの翻訳後のレベルで変化させるこ

とが示唆された。 
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図 11  3 ヶ月齢の Col17a1-/-マウス及び同腹仔コントロールの概観（全体・

掌蹠） 

（a）Col17a1-/-マウス皮膚では白髪と脱毛が顕著である。（b）Col17a1-/-マ

ウス掌蹠皮膚では鱗屑を伴っている。画像は 4 匹からの代表的なものである。 
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図 12 個体老化は表皮増殖と COL17 の分布に影響を及ぼしている 

（a）若年（6-10 週齢）及び老年（19-27 月齢）の C57BL/6 wild-type 

（WT）マウス毛包間表皮における H&E、 E-cad、 PH3、 BrdU 及び PCNA 

染色。スケールは 20m。右グラフは表皮細胞層、表皮細胞数、PCNA 陽性細

胞、PH3 陽性細胞の定量（n=5）。Student-t 検定を使用。（b）若年及び老年

WT マウス毛包間表皮での Itga6、Itgb1、Tgm1、Ppl、Evpl 及び Col17a1 の

遺伝子発現量 （Itga6、Itgb1、Tgm1 は n=5、Col17a1、Ppl 及び Evpl は 

n=3）。Student-t 検定を使用。（c）若年及び老年 WT マウス毛包間表皮
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（n=5）、及び健常ヒト皮膚（15 歳以下、n=3）及び健常老年ヒト皮膚（85 歳

以上、n=3）、6 週齢の Klotho+/-マウス及び同腹仔の Klotho-/-マウス（画像は

3 匹からの代表的なものを使用）での COL17 細胞膜隣接部位認識抗体による

COL17 染色。スケールは 20m。下グラフは毛包間表皮基底細胞側方部分での

COL17 蛍光強度の定量化したもの。Mann-Whitney 検定を使用。（d）若年及

び老年 WT マウス、ヒト皮膚の毛包間表皮を Triton x-100 処理した際の

COL17 染色（画像は 3 検体からの代表的なもの）。BM：basement 

membrane、基底膜を示している。スケールは 20m。（e）若年及び老年 WT

マウス毛包間表皮のホールマウント COL17 染色の 3D 画像からの再構成切片

画像。毛包間表皮の基底細胞細胞膜は wheat germ agglutinin（WGA、赤）で

可視化した。核染色には DAPI（4',6-diamidino-2-phenylindole）を使用し

た。スケールは 10m。右グラフは若年及び老年 WT マウス毛包間表皮基底細

胞側方部分での COL17 蛍光染色での蛍光強度を定量化したもの（n=6）。

Mann-Whitney 検定を使用。（f）若年 WT マウス毛包間表皮における N-SIM 

（structured illumination microscopy、超解像度顕微鏡）再構成画像による

COL17 及び desmogleins 1/2 の分布（２匹からの代表的画像を示している）。

基底細胞は白線で囲まれた部分で示されている。BM：basement membrane。

スケールは 5 m。全てのグラフにおける値は標準値± 標準誤差である。

*0.01<p<0.05、**0.001<p<0.01、***0.0001<p<0.001。 
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図 13 若年及び老年 WT マウス背部皮膚における増殖能 

若年及び老年 WT マウス背部皮膚での PH3 及び PCNA 陽性細胞数の定量 

（n=5）。全てのグラフにおける値は標準値± 標準誤差である。Student-t 検定

を使用。 
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図 14 若年及び老年 WT マウスと健常人ヒト毛包間表皮における細胞内

COL17 の染色  

 COL17 全長を認識し、切断された COL17 には反応しない細胞内部位特異的

抗体を利用した染色。 スケールは 20m。同腹仔からの Klotho+/-及び

Klotho-/-マウスは 6 週齢。画像は 3 検体からの代表的なもの。 
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図 15 若年及び老年 WT マウス、健常人ヒト皮膚の毛包間表皮における表皮

基底膜及び細胞外基質タンパクの発現量。 

（a）若年及び老年 WT マウスと健常人ヒト毛包間表皮における ITGA6 と

ITGB1 染色（画像は 5 検体からの代表的なもの）。スケールは 20m。（b）若

年及び老年 WT マウス毛包間表皮における BP230 及び plectin 染色（画像は 5

検体からの代表的なもの）。スケールは 20m。（c、d） マイクロアレイによる

collagen（c）及び laminin（d）遺伝子の発現量グラフ（若年及び老年 WT マ

ウスからそれぞれ 4 検体を使用）。Fold change は若年グループを基準としてい

る。 
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4. Atypical PKC は毛包間表皮において COL17 の分布を変化させる 

 COL17が加齢に伴い分布変化を起こすメカニズムをより詳しく検討するため、

我々は人為的に老化した毛包間表皮を作り上げ、COL17 の分布が変化するか観

察することにした。カルシウムは表皮において分化等に大きく影響している因

子の一つであるが、老化した表皮においてカルシウム濃度勾配が変化し 49、また

若年のヒト皮膚と比較して老年のヒト皮膚では表皮におけるカルシウム濃度が

低下していることが知られている 50。そこで、若年 WT マウス掌蹠皮膚からサ

ンプルした毛包間表皮を用いて、EDTA 処理によりカルシウムをキレートする

ことによって、老化した毛包間表皮と同等の環境を作り出し、COL17 の分布を

観察した。ホールマウント染色において、EDTA 処理した若年 WT マウス毛包

間表皮では、基底細胞上方側方の非ヘミデスモソーム COL17 が減少し、一方で

ヘミデソーム COL17 は残ったままであった（図 16a）。これらは EDTA でキレ

ートされる何らかの因子及び、カルシウム濃度が COL17 分布変化に影響してい

ることが示唆された。 

 様々な細胞内でのイベントはカルシウム動態によって影響されることは知ら

れているが、我々は細胞極性の重要な因子の一つである atypical PKC27に着目

することにした。表皮基底細胞において発現している atypical PKC のアイソフ

ォームの一つである aPKC及び aPKC/の発現量が、培養表皮細胞においてカ

ルシウム濃度に依存しており 51、またマウスでは表皮特異的な aPKC/の欠損

が、Col17a1-/-マウスと同様の脱毛や白髪といった早老化の表現型に繋がること

が知られている 27,52。我々の検討では、この aPKC の活性体である phospho-

aPKC が老年 WT マウス毛包間表皮では減少していることを見出した（図 16b）。

これに伴って、老年 WT マウス毛包間表皮では細胞分裂の方向が変化し、非対

称分裂（asymmetric cell division、ACD）が増加していることも認められた（図

16c）。この変性した aPKC に伴う老化毛包間表皮を再現するため、若年 WT マ

ウス毛包間表皮を汎 PKC 阻害剤である Go6983 及び aPKC及び aPKC/特異

的阻害剤である myr pseudosubstrate（myr PSI）にて処理を行った 51,53,54。こ

の処理により、ホールマウント染色にて若年 WT マウス毛包間表皮において基

底細胞上方側方の非ヘミデスモソーム COL17 が減少した（図 16d-e）。また、

3D 再構成表皮においても、EDTA 処理、aPKC 阻害において同様に基底細胞上

方側方の非ヘミデスモソーム COL17 が減少した（図 16f-h）。 

 COL17 は、disintegrin and metalloproteinases9、10、17（ADAM9/10/17）

や matrix metalloproteinase-9（MMP9）、neutrophil elastase（ELANE）、及

びその他のセリンプロテアーゼといった各種のタンパク分解酵素によって

ectodomain shedding、分解といったタンパクへの翻訳後修飾を受けることが知

られている 13,14。我々はこれらのタンパク分解酵素に老年 WT マウス毛包間表
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皮において増加がないか解析したが、明らかな変化は認めなかった（図 17a）。

また、MMP9 を抑制する plasminogen activator inhibitor-1 を欠損する

Serpine1-/-マウス毛包間表皮においてCOL17の分布を認めなかった（図17b）。

さらに、近年 COL17 を HFSCs の近傍で分解するとされている ELANE16につ

いても染色を行ったが、既報告の毛包と背部皮膚での染色パターンとは違い老

年 WT マウス毛包間表皮と若年 WT マウス毛包間表皮において変化を認めなか

った（図 17c）。個体老化は毛包間表皮においては ELANE の染色結果に影響し

ないことが判明した。上記の結果より、老化に伴う COL17 の分布変化に、タン

パク分解酵素の影響は少ないと考えられた。 
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図 16 Atypical PKC（aPKC）によって COL17 の分布は調節されている  

（a）5mM EDTA 処理によるホール毛包間表皮における COL17 染色。右グラ

フは毛包間表皮基底細胞における COL17 の蛍光強度の定量（control 

（PBS）及び 5mM EDTA 処理（n=4））。Mann-Whitney 検定を使用。検体は

6-10 週齢の若年 WT マウスを使用。スケールは 20m。（b）若年及び老年 WT

マウス毛包間表皮における Phospho-aPKC 染色（矢印で示した部分） 及びそ

れの蛍光強度の定量化（n=4）。 Mann-Whitney 検定を使用。スケールは

20m。（c）若年 WT マウス毛包間表皮における非対称分裂（asymmetric cell 

division、ACD、基底膜に対して垂直に分裂）及び対称分裂（symmetric cell 

division、SCD、基底膜に対して平行に分裂）の代表的画像。Survivin 染色が

細胞分裂の方向を図示。 Laminin 1 は基底膜を示している。スケールは

10m。図は若年及び老年 WT マウス毛包間表皮における ACD と SCD の割合

のグラフ（n=4）。Student-t 検定を使用。(d-e) 若年 WT マウスホールマウン

ト毛包間表皮における薬剤による汎 PKC 阻害 （d、1 M Go6983、コントロ

ールは 0.00002% DMSO）及び aPKC/特異的阻害（e、10 M myr PSI、コ

ントロールは water）での COL17 染色。それぞれ右グラフは毛包間表皮基底

細胞側方部分でのコントロールと 1M Go6983 処理（d）及びコントロールと

10M myr PSI 処理（e）において COL17 蛍光強度の定量化したもの

（n=4）。 Mann-Whitney 検定を使用。BM：basement membrane。スケール

は 10m。（f-h）3D 再構成表皮における EDTA 処理（f、5mM、コントロール
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は PBS）、薬剤による汎 PKC 阻害（g、1 M Go6983、コントロールは

0.00002% DMSO）及び aPKC/特異的阻害（h、10 M myr PSI、コントロ

ールは water）後の COL17 染色。それぞれ右グラフは毛包間表皮基底細胞側

方部分での、コントロールと 5mM EDTA 処理（f）、コントロールと 1mM 

Go6983 処理（g）及びコントロールと 1M myr PSI 処理（h）において

COL17 蛍光強度の定量化したもの（n=4）。Mann-Whitney 検定を使用。

BM：basement membrane。スケールは 20m。全てのグラフにおける値は標

準値± 標準誤差である。*0.01<p<0.05、**0.001<p<0.01、

***0.0001<p<0.001。 
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図 17 若年及び老年 WT マウス毛包間表皮における表皮プロテアーゼの解析 

（a） マイクロアレイにおける COL17 分解に関与しうるプロテアーゼ関連遺

伝子発現量の解析（n=4）。（b）8 週齢の Serpine1-/-マウス及び同腹仔コント

ロールマウス毛包間表皮での COL17 染色（4 匹からの代表的な画像）。COL17

の細胞膜隣接領域である NC16A を認識する抗体を使用した。（c）若年及び老

年 WT マウス毛包間表皮 での ELANE 染色（画像は 5 匹からの代表的なも

の）。スケールは 20m。 
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5. hCOL17 の過剰発現は老化に伴う毛包間表皮の過増殖を抑制する  

 次に、我々は hCOL17 の過剰発現により老年毛包間表皮の表現型が変化する

か観察した。K14 プロモーター下に表皮特異的に hCOL17 を発現する K14-

hCOL17 マウスの 19 月齢以上の老年期毛包間表皮では、コントロールの WT マ

ウス毛包間表皮と比較して、基底細胞上方側方の非ヘミデスモソーム COL17 が

より強く発現しているのが認められた（図 18a）。この結果と一致するように、

K14-hCOL17 マウスの老年期毛包間表皮において表皮は薄く、PH3 や PCNA

と言った増殖マーカーも減少していた（図 18b）。一方で、幹細胞のマーカーで

ある Itga6 と Itgb1 の遺伝子発現量は老年 K14-hCOL17 マウスと老年 WT マウ

ス毛包間表皮において変化はなかった（図 18c）。これらの結果は、COL17 は幹

細胞マーカーよりも下流で機能発現し、hCOL17 過剰発現の際には毛包間表皮

を若い状態に保っていると考えられた。逆に、早老化の表現型を示す 3 ヶ月齢

の Col17a1-/-マウス毛包間表皮においては、著明な表皮肥厚と BrdU 陽性細胞

数の増加を認めた（図 18d-e）。一方で PH3 陽性細胞と PCNA 細胞数は有意に

変化していなかった。この表皮肥厚と増殖マーカーの増加は、老年 WT マウス

毛包間表皮における基底細胞上方側方の非ヘミデスモソーム COL17 減少に伴

う表皮過増殖の表現型と一致していると考えられた（図 12c）。Col17a1-/-マウス

新生仔期毛包間表皮における表皮過増殖に Wnt シグナルが影響しているのとは

違い、この 3 ヶ月齢の Col17a1-/-マウス毛包間表皮には Wnt シグナルの変化は

認められなかった（図 19）。 
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図 18 老年期毛包間表皮においてヒト COL17 の過剰発現は表皮過増殖を抑制

する  

（a）老年 WT マウス及び K14-hCOL17 マウス（19 月齢以上）毛包間表皮に

おける COL17 染色（n=5）。抗体はヒト及びマウス COL17 両者を認識するも

のを使用した。スケールは 20m。Mann-Whitney 検定を使用。（b）老年 WT

マウス及び K14-hCOL17 マウス毛包間表皮における H&E、E-cad、PH3、及

び PCNA 染色。右グラフは表皮細胞層、表皮細胞数、PCNA 陽性細胞、PH3

陽性細胞の定量（H&E、E-cad、及び PCNA 染色は n=5、老年 K14-hCOL17

マウスでの PH3 染色は n=4、老年 WT マウスの PH3 染色は n=3）。Student-t
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検定を使用。スケールは 20m。（c）老年 WT マウス及び K14-hCOL17 マウ

ス毛包間表皮における Itga6 及び Itgb1 の mRNA 発現量（n=5）。Student-t

検定を使用。（d）3 ヶ月齢 Col17a1-/- マウス及び同腹仔コントロールマウス毛

包間表皮における H&E、E-cad、PH3、PCNA 及び BrdU 染色。右グラフは

表皮細胞層、表皮細胞数、PCNA 陽性細胞、PH3 陽性細胞、BrdU 陽性細胞の

定量（n=4）。Student-t 検定を使用。スケールは 20m。全てのグラフにおけ

る値は標準値± 標準誤差である。*0.01<p<0.05、**0.001<p<0.01。 
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図 19 12 週齢の Col17a1-/-マウス及び同腹仔コントロールマウス毛包間表皮

における qRT-PCR による Wnt 関連遺伝子発現量の評価。 

グラフにおける値はそれぞれ 3 グループからの標準値± 標準誤差である。

Student-t 検定を使用。 
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考察 

COL17 を含めた基底膜タンパクは一個体のサイクルを通じて、表皮細胞の恒

常性を維持するために重要な表皮真皮接着因子である 55。COL17 においては、

HFSCs のニッチとして、またそれに伴いメラノサイトのニッチとしても機能し

ていることが示唆されてきた 16,18。今回我々は本研究において、今まで同定され

ていなかった COL17 の新しい役割、すなわち毛包間表皮の増殖という観点から

表皮恒常性を維持する役割を発見した（図 20）。COL17 は新生仔期マウス掌蹠

の毛包間表皮の恒常性維持に Wnt シグナルを介して調整している。個体老化に

より非ヘミデスモソーム COL17 は毛包間表皮細胞において減少し、これらが減

弱した aPKC の活動性と共に毛包間表皮を過増殖へと誘導する。老年期毛包間

表皮での COL17 の強制発現により加齢に伴う表皮過増殖が抑制された。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

 Wnt-catenin-シグナリングは、皮膚及び毛包、汗腺といった付属器を含む皮

膚全体の発達と恒常性維持に大きく寄与する因子の一つである 48,56。Wnt 関連

遺伝子においては様々な Wnt 活性を上昇もしくは抑制する変異が知られており、

それらの変異を持つマウスにおいて背部皮膚における増殖や分化といった観点

における毛包間表皮での様々な表現型へと寄与していることが知られている 57。

近年、マウス掌蹠皮膚の毛包間表皮における Wnt-catenin-シグナリングの重要

性が報告されている 58。毛包間表皮における基底細胞は、若年の成体マウスにお

いて増殖及び Wnt のリガンドやインヒビターを自己分泌で発現するため、Wnt-

catenin-シグナリングが活性化される必要がある 58。本研究では、COL17 がこ

の Wnt-catenin-シグナリングを安定化させ、新生仔マウス毛包間表皮における

増殖に関与しているということを発見した。しかしながら、この COL17 そのも

のと Wnt-catenin-シグナリングの相互作用については多くが未解明である。ま

た、本研究における遺伝的に、もしくは阻害剤による Wnt-catenin-シグナリン

グの不活性化に伴うマウス新生仔期における掌蹠での表皮過増殖という観察結

果は、これまでの報告における 1 ヶ月齢のマウスでの薬剤による誘導が可能な

-catenin の機能喪失に伴う表皮低増殖という結果とは対立するものである 58。

しかし、この両者の結果の乖離は、本研究では観察時期が新生仔であり、過去の

報告は 1 ヶ月齢であるという違いと、また本研究では新生仔の段階から遺伝的

に Wnt-catenin-シグナリングが減弱しているのに対して、過去の報告ではある

一定の時期からしか Wnt-catenin-シグナリングが減弱しないという、使用した

実験系の違いに大きく影響されている可能性が考えられた。 

基底膜タンパクの一つであるインテグリンは、表皮の増殖や分化において機

能的な役割を持っていることが示唆されている 44,59。興味深いことに、このイン

テグリンの共役因子の一つである kindlin-1 の欠損したヒト及びマウス表皮で
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は Wnt シグナリング及び TGF-シグナリングが変化することが報告されてい

る 45。Col17a1-/-マウス毛包間表皮とは反対に、kindlin-1 欠損毛包間表皮は Wnt

シグナリングの活性化を呈していた。このような報告及び本研究の結果から、基

底膜による Wnt シグナリングの調整はそれぞれの状況に依存していることが伺

える。 

表皮の維持及び増殖には、表皮幹細胞の存在が必須である。しかしながら、こ

の表皮幹細胞がどのように維持されているのか、どのように存在しているのか

は未だに不明な点が多い。また、表皮幹細胞の維持機構は、表皮の存在する部位

によって左右されると考えられている 40,60,61。毛包間表皮においては、多くの基

底細胞が幹細胞というよりは、ACD を通じて分裂し上層の細胞へと分化してい

く commited progenitor（前駆細胞、CPs）として存在することが示唆されてい

る 62,63。マウスの掌蹠においては、この CPs の増殖能が体の他部位の表皮と比

較して高いことが報告されており、またこの掌蹠表皮の CPs からできるクロー

ンのサイズも大きいと想定されている 10,64,65。また、他の in vitro の研究におい

ても、加齢した表皮の CPs は増殖能が高いことを示す報告もある 9。本研究に

おける加齢した毛包間表皮が過増殖を示したという結果は、個体老化が毛包間

表皮において幹細胞の quiescence を失わせていることを示唆するものである。

この仮説の検証のためには、いわゆる lineage tracingや遺伝子工学を施した cell 

fate mapping が必要である 66。さらには、本研究において hCOL17 を加齢した

毛包間表皮に強制発現させることにより表皮過増殖を抑制できた点は、既報告

における hCOL17 の HFSCs での過剰発現が HFSCs の若返りに繋がったとい

う結果と一致する 16。これらの結果からは、COL17 分子そのものにアンチエイ

ジング効果がある可能性を示している。 

表皮は非常に複雑な構造の組織であり、表皮の細胞極性は表皮恒常性維持の

ため必要である 67。ニューロンにおいて個体老化が細胞極性因子である aPKC

に影響を及ぼすと既に報告されているが 68、表皮における aPKC の加齢に伴う

変化については解明されていなかった。本研究において aPKC が表皮において

も加齢に伴って変化することを見出した。この aPKC が欠損したマウス表皮に

おいては、早期から早老化の表現型が出現し、毛包間表皮においても老年 WT マ

ウスとほぼ同等の増殖の表現型を示すことがわかっている 27,52。これらのマウ

スにおいては ACD が SCD よりも増加し、ゆるやかに幹細胞の quiescence が失

われると考えられている 67。加齢に伴う COL17 の分布変化、また aPKC の薬

剤阻害による COL17 の分布変化は、不適切な細胞極性による可能性も考えられ

うる。この結果のさらなる追試のため、及び薬剤による非特異的な影響ではない

ことを証明するため、今後 aPKC 欠損マウス表皮における COL17 分布変化に

ついても検討する必要がある。 
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近年、加齢は幹細胞のクローナルな増加によって癌を引き起こすトリガーの

一つとして脚光を浴びている 5。発癌実験を行ったマウス表皮において表皮肥厚

し、増殖マーカーの一つである Ki-67 陽性細胞が蓄積するという報告があり、

上記概念に一致するものである 69。肺がんや大腸がんにおいては COL17 の発現

が悪性度と相関しているという報告もあり 70-72、COL17 欠損に伴う皮膚におけ

る発癌についても、今後検討の余地がある。 

今後、COL17 がどのようにして毛包間表皮において恒常性を維持しているか

の詳細な動態やメカニズムの解明が必要であり、そのためには薬剤による

COL17の過剰発現や表皮特異的欠損を誘導できるシステムの導入が必須である。

本研究や既報告のように加齢に伴い表皮細胞増殖が増加するか 9,10、もしくは反

対に表皮細胞増殖が減少するか 2、この 2 つの結果の乖離は、下記のような要因

に左右されていると考える。1) 皮膚における細胞増殖を抑制する UV 暴露；2) 

表皮の存在する場所、個人による厚さの違い 73,74；3) 動物実験施設毎の衛星状

況の違い、及び皮膚の発達と毛のある表皮毛包間表皮における毛のサイクルの

影響、等が主な要因と考える。我々の研究結果は、観察部位を 1 施設からのマウ

スの毛のない表皮である掌蹠表皮に限局すること、ヒトにおいては UV 暴露の

ない臀部や腹部の皮膚とすることで、上記に示した主な外的因子・内的因子につ

いては概ね除外できたと考える。しかし加齢に伴うマウスの歩行による刺激の

蓄積が、掌蹠毛包間表皮の恒常性の影響を及ぼした可能性は十分に考えられ、本

研究の問題点である。一方でヒトにおいては今回観察部位として使用した臀部

や腹部も常に刺激を受けており、そういった意味では、ヒトの臀部や腹部の毛の

ない毛包間表皮とマウス掌蹠毛包間表皮は同等であるとも考えられる。 

最後に、本研究によって COL17 と新生仔期及び老年期毛包間表皮における表

皮増殖との今まで知られていなかった関係を明らかにすることができた。

COL17 は発癌や表皮老化において、重要な抗老化因子となりうる。 
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図 20  COL17 の表皮恒常性維持における役割のスキーマ 

本研究の模式図。COL17 は新生仔期マウスの掌蹠の毛包間表皮の恒常性維

持に Wnt シグナルを介して調整している。個体老化により非ヘミデスモソー

ム COL17 は毛包間表皮基底細胞において減少し、これらが減弱した aPKC の

活動性と共に毛包間表皮を過増殖へと誘導する。 
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総括および結論 

 

本研究では以下の新知見を得た。 

 

1）マウス新生仔期における COL17 欠損は、Wnt シグナルの減弱に伴い一過性

の毛包間表皮の過増殖を引き起こす。 

2）COL17 は Wnt シグナルの安定化に寄与する。 

3）COL17 の基底細胞における分布は加齢に伴い変化し、基底細胞側方上方部

分の発現が減弱する。 

4）COL17 の基底細胞における加齢による分布変化に伴い、毛包間表皮の肥厚

と増殖が引き起こされる。 

5）COL17 の加齢による分布変化には、加齢変性した aPKC が関与している。 

6）COL17 の表皮への強制発現により、毛包間表皮の加齢による増殖が抑制さ

れる。 

 

以上から COL17 が、毛包間表皮における表皮恒常性の維持に、増殖という観

点で強く関与していることを証明した。今回の研究では COL17 が若年期と老年

期、両者において表皮増殖にそれぞれ Wnt と aPKC という異なるシグナルメカ

ニズムを通じて影響を及ぼし、老年期には COL17 導入により表皮増殖が抑制さ

れるという点から抗老化分子としての可能性を見出した。 

COL17 は、抗老化分子として皮膚における発癌抑制やアンチエイジング創薬

へと利用可能である。 

 今後の課題として COL17 と Wnt シグナリングが生体内・表皮細胞内におい

てどのように相互作用をもたらしているのかの解析が挙げられる。また、COL17

と aPKC シグナリングの関連性についても、さらなる解析が必要である。 
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