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緒言  

 

皮膚は人体最大の組織である。外界と直接接し、物理化学的な刺激

や外来抗原から生体を守っている。この役割を果たすため、表皮は様々

な細胞外基質タンパク (extracellular matrix, ECM)を介して真皮と結

合している一方で、表皮基底細胞は常に基底膜から解離し分化増殖し

ている。基底膜は細胞外基質の一部であり、表皮基底細胞を真皮の結

合組織と結合させている 1。中間径フィラメントであるケラチン、マイ

クロフィラメントであるアクチンは、それぞれヘミデスモゾーム、フ

ォーカルコンタクトを介して基底細胞の細胞膜と結合している 2。そし

てこれらの部位を介して接着、解離が制御されている。このうちヘミ

デスモゾームはインテグリン6、インテグリン4、17 型コラーゲン  

(type XVII collagen, COL17)、CD151、プレクチン、BP230 で構成さ

れる接着装置である 1,3。ヘミデスモゾームを構成するタンパクの遺伝

子異常により表皮水疱症  (epidermolysis bullosa, EB)を発症すること

からも、ヘミデスモゾームが表皮真皮境界部の接着装置として重要な

役割を果たしていることがわかる 4-6。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

COL17 について  

COL17 はアミノ末端 (amino terminus, N 末端 )が細胞質内、カルボ

キシル末端（ carboxyl terminus, C 末端）が ECM に存在する 2 型膜

貫通タンパクである 7,8。COL17 をコードする COL17A1 の遺伝子異常

によりヒトでは接合部型表皮水疱症  (junctional EB, JEB)を発症し 4、

マウスでも同様の症状を発症することが報告されている 9。さらに、

COL17 に自己抗体が結合し炎症が惹起された結果、表皮と真皮の接着

が解離し、表皮下水疱が生じる自己免疫性表皮水疱症は水疱性類天疱

瘡（bullous pemphigoid, BP）として知られている 10,11（図 1）。これ

らの遺伝性および自己免疫性の水疱症は、COL17 が表皮真皮間の結合

に重要な分子であることを示唆している。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 

COL17 はヘミデスモゾーム構成タンパクの１つである。COL17 を先

天的に欠損すると接合部型表皮水疱症を発症し、COL17 に対する自己

抗体ができると水疱性類天疱瘡を発症する。  
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COL17 は分子量 180kDa で 1497 アミノ酸のポリペプチドが 3 本会

合したホモ三 量 体である 12 。 COL17 の 120kDa 細胞外領域は

non-collagenous 16A (NC16A)領域で ADAM9/10,17 などにより生理

的に切断されて生じることが知られている 10,13,14（図 2）。さらに

COL17 の C 末端から 23kDa 上流で 97kDa に切断されることも報告さ

れている 15。COL17 の細胞外領域での切断の生理学的な意義は明ら

かになっていないが、表皮基底細胞の遊走に関与していると推測され

ている 16。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 COL17 の模式図  

COL17 は NC16A 領域で切断をうけて 120kD の断片となり、さらに

NC4 領域付近の C 末端で切断を受けると 97kD の断片になる。  
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表皮水疱症  (epidermolysis bullosa, EB)について  

EB は先天的に皮膚が脆弱であり、わずかな外力により全身、特に機

械的刺激を受けやすい部位に水疱、びらん、潰瘍を形成する。2014 年

の国際分類では裂隙の形成部位により大きく単純型（ epidermolysis 

bullosa simplex, EBS）、接合部型（ junctional epidermolysis bullosa, 

JEB）、栄養障害型（dystrophic epidermolysis bullosa, DEB）、混合

型であるキンドラー症候群（kindler syndrome, KS）の 4 型に大分類

されている 17（図 3）。基底膜を構成する分子をコードする様々な遺伝

子変異により発症する（図３）。診断確定のためには患者皮膚の採取が

必須であり、蛍光抗体直接法でタンパクレベルでの異常を同定し、さ

らに必要に応じて電子顕微鏡で裂隙形成部位を調べ、最終的に遺伝子

変異を同定して診断する。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 表皮水疱症の分類

Level of skin 

cleavage 

Major EB type Major EB subtype 

Intraepidermal  EBS Suprabasal EBS 

  Basal EBS 

Intralamina lucida JEB JEB, generalized 

  JEB, local ized 

Sublamina densa DEB DDEB 

  RDEB 

Mixed Kindler syndrome  
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COL17 に変異をもつ JEB について  

JEB はラミニン 332、COL17、インテグリン64 等のタンパクの

異常により発症する。さらに変異の部位により、大きく臨床症状が変

わることが知られ、図 4 のように JEB は細分化されている。本研究で

は、2014 年の EB 分類最新版で稀なバリアントとして追加された JEB, 

late onset（JEB-LO）に注目した。  

 

 

Major JEB 

subtype 

 Usual level 

of  

Bl ister 

format ion 

Targeted 

protein(s)  

Protein staining 

pat tern 

JEB,  

general ized 

JEB,  general ized 

severe  

Int ra-LL Laminin 332 Absent  or markedly 

reduced 

 JEB,  general ized 

intermediate  

Int ra-LL laminin 332 

Colalgen XVII  

Reduced 

 JEB wi th pylor ic  

at resia 

Int ra-LL Integrin a6b4 Absent or reduced 

 JEB,  late onset  

(JEB-LO) 

Int ra-LL or 

no apparent  

bl ister ing 

Collagen XVII  Reduced or posi t ive 

but  wi th abnormal  

pat tern 

 JEB wi th respiratory 

and renal involvement  

Int ra-LL Integrin a3  

Subunit  

Absent or normal  

JEB,  

local ized 

JEB,  local ized Int ra-LL Collagen XVII  

Integrin a6/b4 

Laminin 332 

Absent or reduced 

Reduced 

Reduced 

 JEB,  inversa Int ra-LL Laminin 332 Reduced 

 JEB-LOC syndrome No 

bl ister ing 

Laminin 332,  

Isoform a3 chain  

Normal  

 

図 4 

接合部型表皮水疱症（ junctional epidermolysis bullosa, JEB）の分類
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JEB-LO について  

JEB-LO は COL17A1 に c.3908.G>A, p.R1303Q 変異をホモで有す

る接合部型表皮水疱症患者（R1303Q 患者）で、特徴的な臨床症状、

検査所見を呈することが知られている 18-22。出生時に診断される他の

EB とは異なり、JEB-LO の診断年齢は幼少期から思春期までと幅広い。

加齢とともに進行する多型皮膚萎縮、萎縮性皮膚、四肢末端の線維化

を特徴とする（図 5）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 臨床像  

 

（上）症例１（下）症例２  

 症例１，２ともに手指先端は線維化による硬化を反映して皮膚が白

色に変化している。後頚部には多型皮膚萎縮がみられる。→は生検部

位を示す  
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本病型に注目した理由として、基底膜構成タンパクの重層化があげ

られる（図 6）。電子顕微鏡での微細構造の観察でも基底板の重層化を

確認した（図 7）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 

（上）症例１（下）症例２ ★は水疱部を示す。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 

 （左）症例１、（右）症例２の電子顕微鏡観察像を示す．  

 ▼ヘミデスモゾームが基底膜に沿って配置し、→基底板が重層化し

ている．Scale bar: 5.0m 
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一方でプレクチン、インテグリン6、インテグリン4 などのヘミデ

スモゾーム構成タンパクの発現には異常がなかった。私達が解析・診

断した症例では、BP230 が細胞質に異所性に発現していた（図 8）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 

（上）症例１、（下）症例２ ★は水疱を示す。  
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基底膜の重層化  

基底膜の重層化は R1303Q 患者の特徴的な病理組織学的な所見であ

るが、これは COL17 が基底膜形成に重要な分子であることを示唆し

ている。COL17 の 1303 番目のアルギニンは COL17 の NC4 領域に存

在し、ラミニン 332 を含む他の ECM と相互作用をもつ分子であると

推測されている 19。しかし R1303Q 変異がきたす病理機構は明らかに

なっていない。基底膜の重層化は様々な分子の異常により引き起こさ

れる。ヒトでは COL17 の R1303Q 変異のほか、キンドラー症候群の

Kindlin-123、インテグリンα3 の欠損 24 でみられることが知られてい

る。これらの事実から COL17、Kindlin-1、インテグリン3 が正常な

皮膚基底膜構築に重要な役割を担っていることが推測できる。キンド

ラー症候群では基底膜の重層化に加え、R1303Q 患者と酷似した臨床

を呈することが知られている。COL17 はヘミデスモゾーム構成タンパ

ク、kindlin-1 はフォーカルコンタクト構成タンパクであり、生体内で

は共存していない。これら２つのタンパクの異常により酷似した臨床

所見と検査所見を示すことは大変興味深い。COL17 と kindlin-1 はい

ずれも直接あるいは間接的に基底膜構成分子であるラミニン 332 と結

合することが知られている 25（図 9）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 

ヘミデスモゾームおよびフォーカルコンタクト構成タンパクの模式図  
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本研究の目的  

 本研究の目的は、COL17 の C 末端に R1303Q 変異を生じた際の病

態生理を解明することである。R1303Q 変異に伴う基底膜の重層化機

序を解明することで、皮膚基底膜の構築機序の解明に迫るものである。
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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。  

 

BP bullous pemphigoid 

BSA bovine serum albumin 

COL17 type XVII collagen 

C 末端  carboxyl terminus 

DEB  dystrophic epidermolysis bullosa 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

EB epidermolysis bullosa 

ECM extracellular matrix 

EBS epidermolysis bullosa simplex 

FBS fetal bovine serum  

gDNA genomic deoxyribonucleic acid 

HPPRT1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 

JEB junctional epidermolysis bullosa 

JEB-LO JEB, late onset 

KS kindler syndrome 

MMP metalloproteinases  

mRNA messenger ribonucleic asid 

NC16A non-collagenous 16A  

NHEK normal human epidermal kearatinocyte  

N 末端  amino terminus 

PBS phosphate buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

RT-PCR real-time polymerase chain reaction 

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases 
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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。  

 

 

1. 各種試料の作成  

① 皮膚生検  

正常ヒト皮膚は 3 名の年齢を一致させた手術検体の正常部余剰皮膚

組織から得た。3 名とも文章での同意を得た。R1303Q 角化細胞は 1

名の患者皮膚から得た。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 HE 染

色、電子顕微鏡検査、免疫染色、初代角化細胞培養で使用した。  

 

② 皮膚凍結切片の作成  

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）に皮膚切片を入れ、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 5m 切片を作成し、免疫染色で使用した。  

 

③ 電子顕微鏡観察試料の作成  

皮膚生検で得た皮膚から電子顕微鏡観察試料を作成した。サンプル

を 5%グルタールアルデヒド溶液で固定し、回転ローターを用いて 4°C

で一晩、撹拌した。緩衝液を除去後にオスミウム溶液を加え、 1 時間

静置した。オスミウム溶液を除去後に、1%酢酸ウラン溶液を加え、4°C

で 1 時間静置し溶液を除去し、サンプル内部の水分をエタノール→参

加プロピレン→エポキシ樹脂の順で置換した。その後ゼラチンカプセ

ル（応研商事、日本）に包埋し、80°C で 4 日間以上静置し樹脂を硬化

させた試料を用いて、電子顕微鏡観察を行った。  
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④ 表皮角化細胞の培養  

採取した皮膚は Phosphate buffered saline (PBS) で洗浄後に脂肪

を除去し、ディスパーゼ I（合同酒精株式会社、日本）2ml で一晩 4°C

で静置した。表皮を攝子で剥離し、眼科剪刀で細かく刻んで 0.25%ト

リプシン  2ml に浸し、37°C で 7 分静置した。その後パスツールで激し

くピペッティングを行い、10% fetal bovine serum (FBS)含有 PBS 8ml

加えた。培地は medium supplemented with bovine pituitary extract and 

epidermal growth factor (Cnt-57, CELLnTEC)を用いた。セルストレーナ

―（BD）で濾過後に遠心し、細胞成分を CnT57 で溶解し、培養した。

本研究で用いた細胞の継代数は 4 回以内とした。作成した培養株を用

いて、免疫組織化学、遊走能解析等を行った。以下、正常人から採取

した表皮角化細胞を normal human epidermal kearatinocyte (NHEK)、

COL17 に R1303Q 患 者 か ら 採 取 し た 表 皮 角 化 細 胞 を R1303Q 

keratinocyte (R1303Q KC)と記す。  

 

⑤ 免疫染色のための表皮角化細胞の観察試料作成  

細胞培養前にカバーガラスのコーティング除去を行った。24 ウェル

プレート（BD）の底にカバーガラス（Matsunami）を 1 枚ずつ置い

た。500l の 1M NaOH を入れて 1 時間、室温で静置した後に吸引し

た。続いて 500l の 1M HCl を入れて 1 時間室温で静置し、HCl を吸

引した。蒸留水で 2 回洗浄し、コーティング剤を除去した。次に NHEK、

R1303Q KC を播種し、CnT57 （Cellntec）を 500l ずつ入れ、37℃、

5% CO2 下で培養した。24 時間経過後に CnT57 培地を吸引し、4%パ

ラホルムアルデヒド 500l を入れ、10 分間室温で静置した。吸引後に

PBS 500l で洗浄し、0.1% Triton-X  (Sigma) 500l を入れて室温

で 20 分間静置し透過処理した。次に 10mM グリシンで洗浄した後に、

3% 牛血清アルブミン (bovine serum albumin, BSA)を 500l いれて

30 分間室温で静置しブロッキングを行った。その後 10mM グリシン

500l で 1 回洗浄して標本作成を終了し、免疫染色で使用した。  
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2. 変異検索  

患者の genomic deoxyribonucleic acid (gDNA) は患者末梢血から

DNeasy Blood & Tissue Kit (Invitrogen)で抽出した。polymerase chain 

reaction(PCR) に よ っ て COL17A1  (NM_000494) と FERMT1 

(NM_017671)のすべてのエクソンとイントロン―エクソン境界部を増

幅した。総量  100ng の gDNA（100ng/l）を  2l（200ng）、各種  forward、

reverse プライマー（ 10mol/l）をそれぞれ  4l（ 40pmol）、AmpliTaq 

Gold® 360 Master Mix（Applied Biosystems）  25 l 使用し、Veriti 

Thermal Cycler（Applied Biosystems）を用いて増幅した。PCR 増幅反

応は、（94°C 5 分）×1 サイクル→（94°C 45 秒→Annealing tmepareture 

45 秒→72°C 45 秒）×30 サイクル→（72℃  7 分）×1 サイクルで行

った。増幅した  PCR 産物のエタノール沈殿を行った。最後に 3130 

Genetic Analyzer（Applied Biosystems）を用いて解析した。COL17A1 と

FERMT1 のプライマー配列 4,26 をそれぞれ図 10、図 11 に示す。  
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図 10 COL17A1 プライマー配列  
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図 11 FERMT1 プライマー配列  
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3. 免疫組織化学  

1-②で作成した皮膚凍結切片および 1-⑤で作成した細胞標本を用い

て、免疫染色を行った。一次抗体と 1 時間室温で反応させた後、PBS

で 3 回洗浄し、二次抗体と 1 時間室温で反応させた。一次抗体は COL17 

(D20, 尾張部教授より供与、  NC16A-1, Bruckner-Tuderman 教授よ

り供与  15)、  BP230 (s1193, J. R. Stanley 教授より供与 ), プレクチン  

(HD1-121, 尾張部教授より供与 ), ラミニン 332 (GB3, Abcam), IV 型

コラーゲン  (NeoMarkers), VII 型コラーゲン  (LH7.2, Chemicon), V

型コラーゲン (LS-C 119460, LifeSpan BioSciences), インテグリン6 

(GoH3, A. Sonnenberg 先生より供与 ), インテグリン β1 (4B7R, 

Abcam) 、インテグリン  4 (3E1, Chemicon)を使用した。二次抗体は

FITC (Jackson Immuno Research) 、 Alexa488-conjugated antibodies 

(Invitrogen) を使用した。細胞骨格の染色のため  ローダミン -ファロイ

ジン  (R415, Invitrogen)を使用した。  

 

4. ウェスタンブロット  

試料を 7% ポリアクリルアミドルを用いて SDS-PAGE で分離し、ニ

トロセルロース膜（BioRad）へ転写した。2% BSA でブロッキング後

に、一次抗体を 4℃で一晩反応させ、Tris Buffered Saline (TBS)で洗

浄後に二次抗体を室温で 1 時間反応させた。一次抗体は COL17 

(NC16A-3, Bruckner-Tuderman15 より供与 )、ラミニン 332 (ab14509, 

Abcam)、ラミニン 3 (BM2, also termed BM16527)、ラミニン  3 

(sc-20775, Santa Cruz)、ラミニン 2 (D4B5, Millipore)、  -tubulin 

(ab6046, Abcam)を用いた。二次抗体は Horseradish peroxidase 標識

二次抗体  (anti-mouse IgG は Jackson Immuno Research、anti-rabbit IgG

は Invitrogen)を用いた。二次抗体と反応させた後に ECL-plus (GE 

Healthcare)と室温で 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。  
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5. 正常 COL17 および R1303Q 変異を有する COL17 リコンビナント

タンパク作成のためのサブクローニング  

クローニングはベクターおよびインサートを各制限酵素（BioLabs）

で処理後、PCR purification kit（Quiagen）あるいは Gel Extraction 

Kit（Quiagen）で精製した。これらをアガロースゲル電気泳動し、ラ

イゲーション時のインサート：ベクターの混合比率を決定した。合計

10l になるように調整したインサート、ベクターに 2x ligation Mix

（タカラバイオ）10l を加え、コンピテントセル（TOP10）と混和

した。これを LB プレート（選択用のアンピシリン、クロラムフェニ

コールを含む）に塗布し 37°C で一晩培養後に、コロニーをピックア

ップし、LB＋アンピシリン培地で振盪培養した。QIAprep Spin Miniprep 

Kit でプラスミド DNA を精製し、構造は制限酵素処理、アガロースゲ

ル電気泳動で確認した。最終的に作成したベクターはシークエンスで

配列を確認し、遺伝子が正しく挿入されていることを確認した。  

最 初 に N 末 端 に FLAG-tag を も つ human COL17A1 cDNA

（FLAG-hCOL17, Kim B. Yancey 教授より供与）を pcDNA5/FRT に

クローニングした。FLAG-hCOL17-pBC (NotI site に hCOL17 が挿入

されている )を NotI で切断して FLAG-hCOL17 を切り出した。次に、

NotI で 切 断 し た pcDNA5/FRT に ク ロ ー ニ ン グ し 、

FLAG-hCOL17-pcDNA5/FRT を作成した。  

次に N 末端に FLAG-tag をもち R1303Q 変異を有する human 

COL17A1 cDNA（FLAG-R1303Q）を作成し、pcDNA5/FRT にクロー

ニングした。クローニングの詳細な過程を図 12 に示し、使用した制限

酵素を後述②~⑤に示す。  
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図 12 

R1303Q 変異を有する COL17 リコンビナントタンパク作成のための

サブクローニングの過程  
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①R1303Q 変異を含む COL17 の C 末端側 2073 塩基の合成  

遺伝子合成を Genescript 社に依頼した。2443~2445 番目の塩基で

ある ClaI 切断部位から stop コドンまでの間に c.3908 G>A 変異を含

み、N 末端には ECORV 切断部位、終始コドンの N 末端には NotI、

HindIII 切断部位を付加した（図 13）。合成した 2073bp の遺伝子を

pUC57 に挿入し R1303Q(C 末 )-pUC57 を作成した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13 

遺伝子合成した R1303Q 変異を含む COL17 の C 末端側 2073 塩基の

遺伝子配列  
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②FLAG-hCOL17（N 末端） - pBS の作成  

FLAG-hCOL17-pBC を NotI、ClaI で切断してできた 2073bp、

2400bp、3400bp の断片の中から 2400bp の断片を Gel Extraction Kit

（Quiagen）で抽出した。次に pBluscript II SK(+/-) vectror（pBS）

を ClaI、NotI で切断した。両者をライゲーションし、FLAG-hCOL17

（N 末端） -pBS を作成した。  

 

③FLAG-R1303Q-pBS の作成  

②で作成した FLAG-hCOL17(N 末端 )-pBS を SalI で切断し、T4 

DNA Polymerase（Takara）を用いて末端を平滑化した後に、ClaI で

切断した。次に①で作成し R1303Q-pUC57(C 末端 )を HindIII で切断

後に平滑化し、次に ClaI で切断した。両者をライゲーションして

FLAG-R1303Q-pBS を作成した。  

 

④FLAG-R1303Q-pcDNA5/FRT の作成  

pcDNA5/FRT と③で作成した FLAG-R1303Q-pBS を NotI で切断し

た。両者をライゲーションして FLAG-R1303Q-pcDNA5/FRT を作成し

た。  
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6. 正常 COL17 リコンビナントタンパク (normal-COL17)および

R1303Q を有する COL17 リコンビナントタンパク (R1303Q-COL17)

の作成  

①FlpIn293 細胞へ FLAG-COL17-pcDNA5/FRT（あるいは

FLAG-R1303Q-pcDNA5/FRT）を遺伝子導入  

あらかじめ Flp-In-293 細胞を 10cm シャーレに播種し、サブコンフ

ルエントとなった細胞を用意した。  

1. optiMEM (Gibco)1.5ml、pOG44 21.6g, 

FLAG-hCOL17-pcDNA5/FRT（または FLAG-R1303Q-pcDNA5/FRT）

24 g を混合し、5 分間室温で静置した。  

2. optiMEM 1.5ml と Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 60l を混合し、

5 分間室温で静置した。  

3. 1 と 2 を混合し室温で 20 分静置した。  

4. FlpIn293 細胞（10cm シャーレ）に Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) 15ml を入れ、3 を添加した。  

5. ヒグロマイシン (Invitrogen) 200 g/ml でセレクションした。  

 

②ライセートの抽出  

セレクション後に、FLAG-COL17 あるいは FLAG-R1303Q を安定

発現する FlipIn293 細胞を Dulbecco’s Eagle’s medium (DMEM)で培養

し、ライセート採取の 24 時間前に 50 g/ml アスコルビン酸を添加し

た。ライシスバッファーの組成は 1% Nonident P-40, protein inhibitor 

cocktail, 10mM EDTA in 25 mM Tris, pH 7.2 とした。培養シャーレ

にライシスバッファーをいれ、30 分氷上で振盪した。最後にセルスク

レーパーを用いてライセートを回収した。  

 

③免疫沈降法による normal-COL17 および R1303-COL17 リコンビナ

ントタンパクの抽出  

COL17 の N 末端に付加した FLAG による免疫沈降法を行った。最

初に FLAG 抗体つきビーズ（M185-9, MBL）  50l をエッペンチュー

ブに入れ、磁石に取り付け上清を除いた。残ったビーズを②で得たラ

イセート  200l＋PBS 800 l で溶解し、4°C で一晩撹拌しながら結合

させた。翌日、0.1% Nonident P-40（Nacalai tesque）で洗浄後に、

FLAG ペプチド（F3290, Sigma）を加え室温で 15 分間振盪した。チ

ューブに磁石を取り付け、溶出した COL17 リコンビナントタンパク

を含む上清を回収した。上清はフラグペプチドを除去するため、透析

膜（ダイアライシスメンブラン サイズ 20、Wako）で蓋をしたチュ

ーブに入れ、0.1% Nonident P-40 を含む PBS で 4°C 一晩透析した。



24 

 

精製したタンパク濃度を BCA Protein Assay Kit, Pierce で測定した。 

 

7. COL17 リコンビナントタンパクの切断実験  

Normal-COL17 および R1303Q-COL17 をヒトプラスミン（ab90928, 

Abcam）で 0.0001~0.02 mg/ml、37℃、1 時間で切断した。  

 

8. COL17-ラミニン 332 結合能解析  

過去のプロトコール 28,29 を改変し、COL17-ラミニン 332 結合能解

析プロトコールを作成した。96 ウェルプレートにラミニン 332 0.5 

g/well (天野先生より供与 30) を 4°C で一晩静置し吸着させた。PBS

で洗浄後に 2% BSA を加え 2 時間室温で静置し、非特異的な結合部位

をブロッキングした。PBS で段階希釈した正常および変異 COL17 リ

コンビナントタンパクを、一晩 4°C で静置し吸着させた。PBS で 3 回

洗浄した後に、固相化したラミニン 332 に結合した COL17 を

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法で検出した。ELISA

法の一次抗体は NC16A に対するウサギポリクローナル抗体 31、二次

抗体は Horseradish peroxidase 標識二次抗体  (anti-rabbit IgG、

Invitrogen)を用いた。酵素基質（MBL）と反応させて発色させ、Sunrise

マイクロプレートリーダー（TECAN）で吸光度を測定した。  

以上のプロトコールは、以下のように①ラミニン 332 コーティング

濃度、②COL17、ラミニン 332 コーティング順序を検討した上で作成

した。  
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①ラミニン 332 のコーティング濃度の最適化  

96 ウェルプレートへラミニン 332 を 0.2g/well、 0.5g/well、

1.0g/well の各濃度でコーティングし、4°C で一晩静置した。翌日 PBS

で 3 回洗浄後に 1% BSA で 2 時間室温の条件下でブロッキングした。

その後 normal-COL17 リコンビナントタンパクを 0-mg/well の濃度

で添加し、4°C で 1 時間静置した。PBS で 3 回洗浄後に ELISA 法で

吸着量を測定した。ラミニン 332 のコーティングは 0.5g/well で行う

ことにした（図 14）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14 ラミニン 332 のコーティング濃度の最適化  
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②コーティング順序の検討  

次に COL17 をコーティング後に 1% BSA でブロッキングし、ラミ

ニン 332 をコーディングし、抗ラミニン 332 抗体 (ab14509, Abcam)

を用いた ELISA 法を施行した。COL17 のコーティング濃度にかかわ

らず、一定の割合でラミニン 332 はプレートに吸着した（図 15）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15 COL17-ラミニン 332 結合能解析  
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COL17 をコーティングした後のブロッキングが不十分であるため、

ラミニン 332 が非特異的に吸着してしまった可能性を考え、ブロッキ

ング剤 1%BSA から 2% BSA および 5%スキムミルクへ変更した。

COL17 には依存せず、ラミニン 332 の濃度のみに依存して吸着した

（図 16）  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 16 COL17-ラミニン 332 結合能解析における  

ブロッキング剤の検討  

 

 

 

以上の結果から、ラミニン 332 は吸着力が高いため、ブロッキング

の有無にかかわらず非特異的に吸着することが示唆された。コーティ

ングはラミニン 332、COL17 の順で行うこととした。  
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9. 初代培養細胞を用いた実験  

①  接着能  

過去の論文 32 を参考にプロトコールを作成した。96 ウェルプレート

に 4.0x10
4 cells/well の NHEK および R1303Q KC を播種し、37℃で 1

時間培養した。その後 PBS で洗浄し 70%エタノール、30 分間室温で

固定した。0.5%クリスタルバイオレットを用いて 15 分間室温で染色

した。接着した細胞はプレートリーダーで吸光度 (540nm)を測定した。

実験は 3 回行った。  

 

②  形態と遊走能  

1.0x10
4
/ml の NHEK および R1303Q KC を  μ-dishes（ Ibidi）に播種し

た。5% CO2 at 37°C で 18 時間培養  

し、共焦点レーザー走査型顕微鏡（ FV100 confocal laser  scanning 

microscope、Olympus)を用いて観察した。  

遊走能は位相差像を 5 分間隔で 2 時間撮影し、Image J software (Manual 

tracking and Chemotaxis and Migration Tool software (Ibidi)で解析した。

実験は 3 回繰り返した。  

 

③  培養細胞の上清、ライセートの回収  

6cm シャーレに 1 シャーレあたり 1.2x106 cells を播種し、37°C で

24 時間培養した。上清は全量回収し Amicon Ultra Centrifugal Filters 

(Millipore)で 20 倍に濃縮した。ライセートは PBS で洗浄後にライシス

バッファーを加え 30 分氷上で振盪した。セルスクレーパーを用いてラ

イセートを回収した。ライシスバッファーの組成は 1% Nonident P-40, 

protein inhibitor cocktail、10mM EDTA in 25 mM Tris, pH 7.2 とし

た。  
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④  培養細胞の ECM タンパクの抽出  

In vitro のシャーレ上で表皮角化細胞を培養すると、細胞はラミニ

ン 332、COL17 等の ECM タンパクやヘミデスモゾーム構成タンパク

からなる migration track をシャーレ上に分泌しながら移動する（図

17）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 17 Migration track の模式図  

 

 

NHEK および R1303Q KC を 6 ウェルプレートで 48 時間培養した

後に、培地を吸引し PBS で 3 回洗浄した。20 mM NH4OH 溶液を添

加し、細胞がはがれたことを確認した後に NH4OH を吸引し、蒸留水

で 3 回洗浄した。PBS で 3 回洗浄後に、サンプルバッファー  10l 添

加して ECM タンパクをセルスクレーパーで回収した。回収後に PBS

を加えて 50l になるように調整した（図 18）。  

 

 

 

図 18 ECM タンパクの回収方法  

Blue Phalloidin  

Red  Laminin 3 
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⑤ Real-time polymerase chain reaction（RT-PCR）  

最初に培養細胞から messenger ribonucleic acid (mRNA)を抽出し

た。6 ウェルプレートの 1 ウェルあたり 4.0x105 個の NHEK および

R1303Q KC を播種して 24 時間培養し、RNeasy Mini Kit (Invitrogen)

を用いて mRNA を抽出した。つづいて single-strand cDNA を  RT2 

First Strand Kit (Qiagen)を用いて合成した。最後に RT2 ProfilerTM 

PCR Array System with Human Extracellular Matrix & Adhesion 

Molecules (Qiagen)と RT2 SYBR GREEN/ROX PCR Master Mix 

(Qiagen)を組み合わせ、Step-OnePlus (Applied Biosystems)を用いて

RT-PCR を施行した。それぞれ 3 回ずつ繰り返し、 RT2 Profiler 

program (Qiagen)で結果を解析した。鋳型 RNA の補正のためのハウ

スキーピング遺伝子は、Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 

(HPPRT1) housekeeping gene を選択した。  

 

⑥  上清タンパクの Matrix metalloproteinase (MMP) 解析  

6 ウェルプレート (BD)の 1 ウェルあたり 4.0x105 個の NHEK および

R1303Q KC を播種して 24 時間培養し、上清を回収した。Ray Bio 

Human Matrix Metalloproteinase Antibody Array 1  Map 

(RayBiotech Inc)を用いて解析した。一次抗体反応後に Horseradish 

peroxidase 標識二次抗体を反応させ、ECL-plus (GE Healthcare)を用い

て LAS-4000 mini（富士フィルム）でシグナルを検出した。  
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10. 統計学的解析  

統計学的解析は GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, CA)を用

いた。解析結果は平均  ± 標準誤差で示した。  P 値は parametric 

Student’s unpaired t-test あるいは non-parametric Mann-Whitney 

U-test で解析した。 P 値  は 0.05 未満を有意差ありとみなし、

*0.01<p<0.05, **0.01<p<0.001, ***0.0001<p<0.001, ****p<0.0001

で示した。  
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実験結果  

 

1. COL17 とラミニン 332 間の結合に関する解析  

In silico の予測により、R1303Q 変異は COL17 とラミニン 332 の

親和性に影響を与える可能性があると報告されている 19。R1303Q 変

異により両者の結合能が変化するかを解析した。  

正常 COL17 リコンビナントタンパク（Normal-COL17）と R1303Q

変異を有する COL17 リコンビナントタンパク（R1303Q-COL17）を

作成した。作成した Normal-COL17 と R1303Q-COL17 はともに

180kDa ポリペプチドの 3 本鎖からなる 540kDa のリコンビナントタ

ンパクであることを確認した（図 19）。  

 

 

 

 

 

図 19 

（左）クマシーブルー染色  

（右）抗 NC16A-3 抗体を用いたウェスタンブロット  
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次にラミニン 332-COL17 binding assay を行った。In silico の予測
19 と は 異 な り 、 Normal-COL17 と ラ ミ ニ ン 332 の 結 合 能 は

R1303Q-COL17 の結合能と比較して変化しなかった（図 20）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 20 

（左）実験に用いた Normal-COL17、R1303Q-COL17 のウェスタン

ブロットを示す。  

（右）COL17-laminin 332 の binding assay では両者に差はなかった。 
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2. COL17 リコンビナントタンパクの C 末端切断に関する解析  

 

NC16A 領域で切断され 120kDa になった COL17 は、さらに C 末端

で切断をうけ 97kDa になる（図 2）15,33,34。分子量に基づいた in silico

の予測で、C 末端での切断部位は R1303Q が存在する COL17 の NC4

領域付近と推測されているため 19（図 2）、R1303Q の変異が C 末端の

切断に影響を与えているのではないかと推測した。セリンプロテアー

ゼであるプラスミンは、アルギニンの C 末端を切断し 35、COL17 を

120kD および 97kD に切断することが知られている 15。そこでプラス

ミン切断の影響の有無を調べた。  

 

Normal-COL17 と R1303Q-COL17 をそれぞれプラスミンで処理す

ると、R1303Q-COL17 では 97kD への切断が阻害されたが、120kD へ

の切断は阻害されなかった（図 21）。これは NC16A 領域での切断は阻

害されず、C 末端の切断のみが阻害されたことを示唆している。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     

 

 

 

 

 

 

図 21 

Normal-COL17 と R1303Q-COL17 をプラスミン  0.01mg/ml、37°C、

1 時間の条件で切断し、SDS-PAGE 後にクマシーブルー染色を行った。 

97kDa の断片（←）は R1303Q-COL17 で著明に減少した。  
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次にプラスミン処理濃度を上げていくと、Normal-COL17 では濃度

依存性に 97kDa 断片が増えるが、さらにプラスミン濃度を濃くすると

120kDa 断片は減少し 97kDa 断片が増えた。一方で R1303Q-COL17

でもプラスミンの濃度の濃度を濃くすると 97kD の断片が増えた（図

22）。R1303Q の変異は COL17 の C 末端での切断を完全には阻害しな

かった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 22 

 

以上から、R1303Q 変異はプラスミンによる COL17 の C 末端での

切断を完全に阻害しないことを明らかにした。しかし、部分的ではあ

るが確実に阻害されていることを示した。  
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3. R1303Q KC を用いた解析  

R1303Q 変異が in vitro でのタンパク質発現に与える影響を、NHEK

と R1303Q KC（症例２）を用いて解析した。  

最初に COL17 の発現を解析した。NHEK および R1303Q KC をプ

ラスチックシャーレに同数播種し、37℃で 48 時間培養後に ECM タン

パクを回収した。 In vitro でのプラスミン切断実験の結果（図 21）と

一致して、R1303Q KC の ECM 中には 97kDa の断片は著明に減少し

ていた（図 23 左）。しかし培養上清中では、NHEK と同様に R1303Q

でも 97kD のバンドが認められた（図 23 右）。ECM に分泌された

COL17 と培養上清中に分泌された COL17 では、細胞外領域の切断方

法が異なることが示唆された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 23 

（左）ECM 

180kD (star), 120kD (arrowhead), 97kD (arrow)を示す。  

R1303Q KC の ECM 中には、97kD の断片は NHEK と比較して少ない。 

 

（右）培養上清  

ECM とは異なり R1303Q でも 97kDa のバンドが確認された。  
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これまでの結果から、R1303Q KC が分泌した ECM タンパク中には

C 末端での切断をうけない COL17 が増えていることがわかった。

COL17 の C 末端はラミニン 332 との結合に重要な部位であること 28,36

から、切断をうけない COL17 を多く含む R1303Q の ECM 中には、ラ

ミニン 332 の沈着量が増えているのではないかと推測し、ECM タン

パク中のラミニン 332 の発現を解析した。予想通り、R1303Q KC の

ECM 中には NHEK と比較してラミニン 332 の沈着量が増えていた（図

24）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24 ECM タンパク中のラミニン 332 

R1303Q KC の ECM ではラミニン 332 の沈着量が増えていた。プロセ

シングのパターンには差はなかった。  
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次に遺伝子レベルでのラミニン 332 の発現量を検討した。NHEK お

よび R1303Q KC から mRNA を抽出し、RT-PCR を施行した。ラミニ

ン 332 の遺伝子発現量は NHEK に比べ R1303Q KC で低下していた

（図 25）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 25 ラミニン 332 の細胞内における遺伝子発現量  

R1303Q KC におけるラミニン3（LAMA3）、ラミニン3（LAMB3）

の遺伝子発現量は NHEK と比較して有意に減少していた。  
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4. C 末端での切断を受けた COL17 とラミニン 332 の発現  

図 21,22 で R1303Q-COL17 は C 末端でのプラスミンによる切断が

阻害されていることを示し、図 24 では ECM 中のラミニン 332 の沈着

量が増えていることを示した。一方で in silico 予測とは異なり、図 20

で R1303Q 変異は 180kDa の COL17 とラミニン 332 の結合能に影響

を与えないことを明らかにした。以上の結果から、COL17 の C 末端で

の切断の有無がラミニン 332 との結合能に影響を与えるのではないか

と推測した。そこでプラスミンで切断した 120kDa＋97kDa のリコン

ビナントタンパクとラミニン 332 間の結合能を、180kDa の COL17

とラミニン 332 間の結合能と比較した。120kDa＋97kDa に切断され

た COL17 はラミニン 332 に結合しなかった（図 26）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 26 

COL17-ラミニン 332 biding assay 
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プラスミンでの切断をうけた COL17 リコンビナントタンパクがラ

ミニン 332 に結合しない理由として、①120kDa や 97kDa に切断され

た COL17 はラミニン 332 に結合できない、②切断に使ったプラスミ

ンがラミニン 332 に結合して COL17 が結合できない、などの可能性

を考えた。Affinity choromatography 法で切断に用いたプラスミンを

除去したが、結果は図 26 と同様だった。また図 23 で示すように上清

中には 120kDa と 97kDa との COL17 が存在するが、ECM 中には

migration track のみに存在する 36。つまり ECM 中の切断された

COL17 断片の由来は、上清中に分泌された COL17 の切断断片ではな

く、切断を受けていない COL17 が ECM 中に分泌されタンパクと結合

した後に切断をうけたものであると推測した。  

 

以上の結果から、R1303Q KC の ECM 中でラミニン 332 が増加した

原因は、細胞内での発現の増加が原因ではなく、翻訳後のプロセスが

関与している可能性が示唆された。すなわち、プラスミンによる

COL17 の C 末端での切断部位よりもさらに C 末端で COL17 はラミニ

ン 332 と結合するため、C 末端での切断が阻害された R1303Q-COL17

ではラミニン 332 との結合が解除されない。その結果として ECM へ

のラミニン 332 の沈着量が増えると考えた（図 27）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 27 

▼（赤）はプラスミンによる切断部位を示す  
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5. R1303Q 変異による形態の変化  

ラミニン 332、COL17 はともに細胞の接着、遊走能等を制御してい

ることが知られている 37-40。接着能、細胞の形態、遊走能の評価を行

った。R1303Q KC と NHEK を比較したが、接着能には変化がなかっ

た（図 28）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 28   

R1303Q KC は NHEK と比較して接着能に変化はなかった（n=3, 

p=0.47）。  
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次に形態を評価した。R1303Q KC は NHEK に比べ有意に細胞面積

が大きかった（図 29）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 29  

（上）位相差像。R1303Q KC では NHEK と比較して細胞が大きいが、

特に→のように細胞が集まっている部分では大きい傾向があった。  

Scale bar: 50 m 

 

（下）R1303Q KC（n=229）の細胞面積は NHEK（n=205）と比較し

て有意に大きかった（***p=0.0002）。  
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ヘミデスモゾームやフォーカルコンタクトに関連したタンパクは接

着や遊走能に変化を与えることが知られているため、次にこれらのタ

ンパクの発現を評価した。ヘミデスモゾームである COL17、フォーカ

ルコンタクト構成タンパクであるインテグリンβ1 ともに、細胞全周

性に発現がみられた。 Migration track と呼ばれる部分の発現も

R1303Q KC で亢進していた（図 30）。これらの結果は COL17 の C 末

端切断が阻害されたことにより、ケラチノサイトが ECM から解離し

にくくなったことを示唆する。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 30   

COL17 とインテグリン1 は R1303Q KC の ECM 中の migration track

（→）で全周性に広がっていた。  

Scale bar: 40m 
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次に遊走能を評価した。COL17-ラミニン 332 結合が解除されにく

くなり、ケラチノサイトの ECM タンパクから解離が困難になること

で遊走能が低下していると推測した。R1303Q KC の遊走能は低下し

（図 31）、移動距離の比較でも R1303Q KC では有意に移動距離が短

くなっていた（図 32）。移動距離は開始地点から最終地点までに細胞

が動いた長さを測定した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 31 NHEK と R1303Q KC のタイムラプス像  

5 分おきに 2 時間撮影したタイムラプス像を示す。軌跡は細胞の動線

を示す。R1303Q KC では NHEK に比べて動いていない細胞が多い。

Scale bar: 200 m 
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図 32 遊走能の比較  

1 時間で移動した累積距離は NHEK と比較し R1303Q KC で有意に減

少していた（****p=0.0001）。  

 

 

次に、接着や遊走において重要な役割を果たすフォーカルコンタク

トタンパクを解析した 25。図 33 で示すように全周性に分布し NHEK

と発現量を比較したが、インテグリンα１、β３ともに有意差はなか

った。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 33  

細胞内での ITGA3 と ITGB1 の遺伝子発現量  

 

インテグリン 3（ ITGA3, p=0.3095）とインテグリン 1（ ITGB1, 

p=0.0952）の遺伝子発現量に有意差はなかった。  
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遊走を制御している因子として知られる MMPs と Tissue inhibitor 

of metalloproteinases（TIMPs）発現量を解析した。細胞から抽出し

た mRNA を用いた RT-PCR では、MMP の遺伝子発現レベルは R1303Q 

KC で低下する傾向にあった（図 34）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 34 

細胞内での MMP および TIMP の発現  
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一方で上清中のタンパク発現量には明らかな変化がみられなかった

（図 35）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 35 上清中の MMP および TIMP 発現量の比較  

 

 

以上の結果から、上清中の MMP や細胞膜上のインテグリンの発現

は、R1303Q KC の遊走能を制御していないと推測した。  
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6. そのほかの ECM タンパク解析  

R1303Q 変異をもつ患者では進行する皮膚萎縮、瘢痕、爪異常、手

指の瘢痕等の特徴的な臨床症状を示すが 18,19,21、この理由は明らかに

なっていない。そこで臨床的に皮膚の線維化を特徴とする強皮症患者

では、初期の真皮では COL5 の発現が亢進していることに注目した 41。

興味深いことに、ケラチン 5 をプロモーターとして COL5 を強制発現

させた遺伝子改変マウスでは、R1303Q 患者と同様に基底膜の重層化

がみられる 42。  

症例 2 の線維化していない皮膚から表皮角化細胞を培養し、これを

本研究に用いたが、図 36 に示すように COL5 をコードする COL5A1

の発現が R1303Q KC では有意に亢進していた（図 36）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 36 コラーゲン分子の遺伝子発現量の比較  
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さらに患者皮膚での COL5 発現を検討した。症例１，２ともに真皮

上層での COL5 の発現が正常ヒト皮膚で比較して亢進していた（図 37）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 37 患者皮膚と正常皮膚における COL5 の発現  

 

（上）弱拡大、（下）強拡大。E: epidermis。Scale bar: 100 m 

 

 

これらの所見から、R1303Q KC における COL5 の上昇は臨床的な

硬化や組織学的に基底膜の重層化がみられることに関与していると推

測される。  

図 36 では線維化の際に発現が亢進する COL1A1 の発現が減少して

いた。  表皮角化細胞でも遺伝子レベルでの COL1A1 発現は確認され

ているが、COL1A1 がコードする 1 型コラーゲンは主に繊維芽細胞に

より分泌されるため、本症例の病態には深く関与していないと考えた。

図 38 に遺伝子発現を確認した ECM 関連タンパクの fold-change を示

す。  
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図 38 
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考察  

 

COL17 は表皮基底細胞を真皮と結合させる重要な役割をもった膜

貫通型タンパクである。COL17 の重要性は遺伝性の表皮水疱症 4,43-45

や自己免疫性の水疱症である BP に関する研究 9,11,46で明らかにされた。

その一方で、COL17 の切断に関する生理学的な役割は十分に明らかに

されていない。過去の報告によれば、細胞膜近傍の細胞外領域である

NC16A 領域での COL17 の切断は角化細胞の遊走能に関与しており、

おそらくこの切断が基底膜からの角化細胞が解離する際に重要である

と推測されていた 36,47,48。しかし COL17 の C 末端での切断の生理学

的な重要性は明らかにされていなかった。本研究では、R1303Q 変異

が COL17 の C 末端での切断を阻害していることを明らかにした。さ

らに変異をもつ患者由来角化細胞を用いた実験で、C 末端での切断が

阻害されたことでラミニン 332 の異所性の沈着が生じ、これが基底膜

構築異常の原因であることを示した。  

ラミニン 332 は基底膜構築に重要な分子であり、他の ECM タンパ

クに対する受容体として機能している 49-51。皮膚においてはインテグ

リン31 と64 インテグリンはそれぞれフォーカルコンタクト、ヘ

ミデスモゾームタンパクの構成分子であるが、両者はラミニン 332 と

相互作用を有する 52。 In vitro では遊走する表皮角化細胞はラミニン

332 を ECM 上に分泌する 53-56。ラミニン 332 は細胞の遊走や接着に

影響を与えることが知られているが 37-39、polymerized ラミニン 332

は NHEK の接着を促進する一方で、遊走を阻害することが知られてい

る 57。これらの所見と一致して、本研究では R1303Q KC の ECM へ

のラミニン 332 沈着量が増えたことが、遊走能低下や細胞面積の拡大

につながったことを示した。  

過去の in silico の予測とは異なり 19、本研究では R1303Q 変異が

COL17 とラミニン 332 の結合能を変化させないことを明らかにした。

さらに R1303Q KC 内でのラミニン  332 の遺伝子発現量が減少してい

た一方で、ECM でのラミニン 332 の沈着量が増加していたことを示

した。ラミニン 332 は COL17 の C 末端と相互作用を有することが報

告されているが 19,28,36、特に COL17 の NC4 領域がラミニン 332 との

結合に非常に重要であることが知られている 19。そこで C 末端にある

NC4 領域で切断を受けた COL17 は、全長の COL17 に比べてラミニン

332 との結合能は低いのではないかと推測した。本研究では正常およ

び R1303Q を有する COL17 リコンビナントタンパクをプラスミンで

切断し、変異が COL17 の NC4 領域での切断を阻害していることを明
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らかにした。さらにその結果として ECM へのラミニン 332 の沈着量

が増えたと推測した。  

In vivo で COL17 を 97kDa に切断するプロテアーゼは明らかになっ

ていないが、セリンプロテアーゼであるプラスミンは COL17 を 97kDa

に切断することが知られている 15。プラスミンによる COL17 の詳細

な切断部位は報告されていないが、分子量に基づき NC4 領域で切断さ

れているのではないかと推測されている。COL17 の NC4 領域はプラ

スミンの切断部位候補であるアルギニンを４つ含み、そのうち２つは

1302 番目と 1303 番目である。本研究では R1303Q 変異が COL17 の

C 末端での切断を阻害することを示したが、COL17 の C 末端はプラス

ミンンが高濃度であれば、R1303Q 変異を生じても COL17 の C 末端

を切断可能だった。この結果は COL17 の NC4 領域での切断は生物学

的に重要であることを示唆しており、R1303Q 患者では C 末端の切断

は R1302 など他の部位で代償されているのではないかと推測した。  

基底膜の重層化は基底細胞の様々な分子の異常により引き起こされ

る。EB 患者では COL17 の R1303Q 変異 18-21 のほか、キンドラー症

候群の Kindlin-123、インテグリンα3 の欠損 24、マウスにおいてはイ

ンテグリンα358 や 4 型コラーゲンの欠損 59、COL5 の過剰発現 42 で

も基底膜重層化がみられる。これらの事実は、角化細胞内の分子のみ

ならず ECM に存在する分子も基底膜形成に関与していることを示唆

している。しかし、これらの疾患に伴い基底膜が重層化する機序だけ

でなく、正常の基底膜が形成されるメカニズムは殆ど解明されていな

い。本研究では COL17 の C 末端での切断が阻害されたことによりラ

ミニン 332 の異所性の沈着がみられ、これが基底膜の重層化を引き起

こしたことを示した。正常な基底膜構築のためには ECM タンパクの

分解が正しく制御される必要があることを世界で初めて解明したもの

である。  

COL17 に R1303Q 変異を有する EB 患者では、手指などに硬化がみ

られる。一方でキンドラー症候群 23やインテグリンα3 欠損 24,58など、

フォーカルコンタクト構成タンパクの異常により基底膜の重層化がみ

られる疾患では、皮膚の硬化はみられない。皮膚硬化の原因となる線

維化は、活性化された線維芽細胞が ECM タンパクの過剰発現と沈着

をひきおこすことが原因とされる 60。ECM タンパクの主な供給源は線

維芽細胞であるが、表皮角化細胞もまた in vitro で ECM タンパクの

発現を調整している 61-65。本研究では in vitro で表皮角化細胞内での

COL5A1 の過剰発現と、線維化がみられない部位から生検した患者皮

膚の真皮で COL5 の過剰発現を示した。線維化や線維の太さを調節す

る際に重要な役割をもつ ECM 構成分子の中では、COL5 は比較的目
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立たない分子である 66,67。しかし、表皮基底細胞で COL5 が過剰発現

するマウスでは基底膜の重層化を認める 42。これらの報告を考慮する

と、COL5 の発現亢進はごく一部ではあるが、COL17 に p.R1303Q 変

異に関連した初期の線維化のメカニズムや基底膜の重層化に重要な役

割を果たしていると考える。  
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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。  

 

・COL17 の C 末端での切断が表皮基底細胞の遊走や基底膜の構成に重

要であることを示した最初の報告である。  

・ECM タンパクのプロセシングを正しく制御することが皮膚基底膜の

形成には不可欠である。  

 

 以上から基底膜ではタンパクが正常に発現するだけではなく、ECM

タンパクの分解を正しく制御することも重要であることを示した。

COL17 は表皮水疱症や水疱性類天疱瘡の病態に関与する分子である

ため、臨床的には水疱症に関連した研究が多い。しかし本研究では、

表皮角化細胞が COL17 を介して真皮に存在する分子の制御にも関与

していることを明らかにした。  

今回の研究では COL17 の p.R1303Q 変異による基底膜重層化のメ

カニズム解析として、ECM での COL17 とラミニン 332 の相互作用に

注目したが、実際には多くの分子が関与していると推測される。BP230

は COL17 と結合する分子の１つであるが、COL17 を発現しない JEB

患者の皮膚では BP230 が異所性に分布していることが知られている
68。本研究では R1303Q 変異が基底細胞内に BP230 の異所性発現を引

き起こしていることを示唆した。また 4 型コラーゲンは基底膜の主な

構成分子の 1 つであるが、R1303Q KC では遺伝子レベルでわずかな

上昇がみられた。このように基底膜の構築、解体に関して未解明な部

分も多い。本研究で作成した R1303Q KC をヌードマウスへ移植する

ことや遺伝子改変マウスを作成することで、in vivo で R1303Q が ECM

へ与える影響を解析し、ECM 分子間相互作用の解析が可能になると考

えている。  

今後の課題として、in vitro での実験系は in vivo の病態を忠実に再

現することが困難である点があげられる。JEB-LO の患者が診断され

る時期は 5-17 歳と他の EB と比較して遅いため 19、COL17 に R1303Q

変異を生じるとどの様な時期に基底膜が重層化するかは未だ不明であ

る。本課題の解決のためマウスモデルの作成を予定しているが、解析

までに非常に長い期間を要する場合、どの様な手法を用いるかは解決

すべき課題の一つである。  
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