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緒言 
 

表皮について 
 

	 皮膚は体内と外界の環境を分ける組織であり、水分の喪失や透過を防ぐ機能、体

温を調節する機能、外部からの生物・物理・化学的な刺激から守る機能、感覚器と

して外部からの刺激を感知する機能、さらには免疫器官として外部からの刺激に対

して全身で応答する機能など、生体の恒常性維持に多様な役割を果たしている器官

である 1。 
	 皮膚を断面で観察すると最外層から順に表皮、真皮、皮下組織という組織に分け

られる。表皮はほとんどが角化細胞 (keratinocyte; ケラチノサイト)で構成され、
分化段階が異なる層状構造をしており、最終的に最外層のバリアである角層を形成

する。真皮は膠原線維や弾性線維、血管、細胞外マトリックスなどの支持組織、ま

た汗腺、脂腺、毛包などの付属器が存在する組織である。皮下組織は脂肪組織が多

くを占め、中性脂肪を貯留し、断熱や外力からの防御などに関わっている。 
	 ここで、表皮を構成するケラチノサイトは表皮の最下層 (基底層)をその主な幹細
胞のニッチとして分裂を繰り返す 2。基底層よりも上層ではケラチノサイトは分化

し、分化段階によって下層から順に有棘細胞 (有棘層)、顆粒細胞 (顆粒層)、角層細
胞 (角層)となる (図1)3。表皮の最も重要な機能は最外層の角層を形成することであ

り、角層細胞はタンパク質や脂質が密に凝集した強固な死細胞で、その周囲の細胞

間隙には皮膚で特異的な巨大な脂肪酸鎖を有するセラミドなどの脂質がラメラ構造

を形成し、強力な疎水バリアとなっている 3, 4。実際、これら角層細胞や角層細胞間

脂質 (セラミドなど)を合成・輸送・局在するのに重要なタンパク質に異常があると、
角層形成がうまくいかず、種々の遺伝性皮膚疾患になることが知られている 3, 5。 
	 角層の成分は約60%がケラチンタンパク質で占められており 6、ケラチンタンパ

ク質は顆粒細胞におけるケラトヒアリン顆粒 (図1)を構成するフィラグリン 
(filaggrin, FLG)によって凝集され、同じくケラトヒアリン顆粒のロリクリン 
(loricrin, LOR)と共に強固な角層細胞の構造形成にきわめて重要な役割を担ってい
る。また、これらのタンパク質は表皮の分化段階特異的な発現が知られており、ケ

ラチンタンパク質については基底細胞では主にケラチン5 (KRT5)とケラチン14 
(KRT14)が発現し、分化した有棘細胞より上層では主にケラチン1 (KRT1)とケラチ
ン10 (KRT10)、顆粒細胞からはケラチン2 (KRT2)も発現する7, 8。またFLGとLOR
は主に顆粒細胞で発現し、ケラトヒアリン顆粒の形成とケラチンの凝集に関わる 
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(図1)8。このように表皮では角層形成に必要な因子が時空間的に制御されて発現す

ることで強固なバリアである角層を形成する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 表皮の構造の模式図と代表的な遺伝子発現パターン (文献 3, 7, 8 より作成) 
 顆粒細胞内に示した黒いドット状の構成成分はケラトヒアリン顆粒を示す。KRT5, ケ

ラチン 5; KRT14, ケラチン 14; KRT1, ケラチン 1; KRT10, ケラチン 10; LOR, ロリクリ

ン; FLG, フィラグリン。 
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ケラチンについて 
 

	 ケラチンは皮膚やその他の上皮組織において細胞骨格を形成し、主に細胞や組織

の機械的な刺激に対する強さに関わるが、細胞小器官の輸送、細胞や組織の分化、

ストレス応答など、生体の多様な機能にも関わっているタンパク質である 7。 
	 ケラチンは上皮細胞の中間径フィラメントを形成する線維タンパク質としてヒト

では54種類知られており (表1)、その塩基配列の相同性からタイプⅠ(type Ⅰ 
keratin)とタイプⅡ (type Ⅱ keratin)に大きく分けられ 9、ヒトゲノム上でタイプ

Ⅰは17番染色体のq21.2に、タイプⅡは12番染色体のq13.13にクラスターを形
成して座乗している (例外としてケラチン18はタイプⅠだが、12番染色体q13.13
に座乗している)。また、これらのケラチンタンパク質はその発現組織と機能から3
つのグループ、simple、barrier、structuralに分けられる 7。Simpleケラチンは胚
や単層の上皮で発現しており、barrierケラチンは皮膚の表皮のような重層上皮組織
の細胞で発現し、細胞骨格として細胞の構造を保っている。また structuralケラチ
ンは毛髪や爪のような硬い組織を構成するケラチンである。 
	 ケラチンタンパク質の構造は他の中間径フィラメントと同様に中央のαヘリック

スに富んだ rodドメインとN末端側のhead (V1)ドメイン、C末端側 tail (V2)ドメ
インに分けられる (図2)。ケラチンの中間径フィラメント形成はまず、タイプⅠと
タイプⅡが特異的なペアで rodドメインのαヘリックス同士でコイルドコイル構造
をとり、ヘテロダイマーを形成するところからはじまる 10。これらのヘテロダイマ

ー同士は逆方向に並んでテトラマーを形成し、さらにはunit length filamentと呼
ばれる60 nm長の32量体を形成する。最終的にはunit length filament同士が末
端で連結し、「ロープ様」構造の幅10 nmの中間径フィラメントを形成する (図2)。
したがって、タイプⅠとタイプⅡケラチンの rodドメインにおけるαヘリックス同
士がコイルドコイル構造を形成するかどうかが、中間径フィラメント形成に最も重

要であると考えられており、特に rodドメインのN末端側 (1A)、C末端側 (2B)
は高度に保存されている 11, 12。実際これらの領域のアミノ酸配列変化が、多くの遺

伝疾患の原因となっており、病原変異のホットスポットとされている 13, 14。 
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図 2. ケラチンタンパク質のドメイン構造およびケラチン線維の形成の模式図(文献 7 よ

り作成) 
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表 1. ヒトゲノムにコードされているケラチン遺伝子とその皮膚における発現 (文献

15-19 より作成) 
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表皮におけるケラチンと皮膚疾患について 
 

	 ヒトのさまざまな組織・細胞種を対象とした網羅的なRNA転写解析の結果15, 16、

さらには網羅的な免疫組織学解析の結果 17, 18から、表皮では54種類あるケラチン
のうち、半分以上のケラチンがmRNA、タンパク質レベルで発現していることがわ
かっている (表1) 15-19。ケラチンは表皮基底細胞において全タンパク質重量の

17-27%、角層細胞では50%までを占めているので 20, 21、ケラチノサイトの特性、

すなわち角層形成に非常に大きな影響を与える。実際、特に表皮で発現量の多い* 12
種類 (表1)のケラチンのうち11種類：KRT5、KRT14、KRT1、KRT10、KRT9、
KRT2、KRT6A、KRT6B、KRT6C、KRT16、KRT17は表皮の細胞骨格形成に関
わるbarrierケラチンであり、種々の非症候性皮膚疾患 (他臓器症状を伴わない皮
膚疾患)と関連することが証明されている (表1、表2) 22。その中で代表的な例が

KRT5またはKRT14の異常でおこる単純型表皮水疱症 (epidermolysis bullosa 
simplex, EBS：MIM# 131760など、表2)である 23-25。EBSは常染色体優性遺伝性
疾患、すなわち変異をヘテロ接合性に有することで発症する。症状は生下時または

乳幼児期頃から、全身、特に物理的刺激を受けやすい手、足、肘、膝などに大小の

水疱を形成するのが特徴である。病原変異の多くが病原ホットスポットの1Aまた
は2Bドメイン近傍のアミノ酸置換を伴うミスセンス変異である 26。この変異によ

りヘテロダイマーの形成やそれ以上の多量体の形成が阻害され、中間径フィラメン

トの形成不全となり、表皮基底細胞 (KRT5とKRT14が発現している細胞)の機械
的強度が低下し、外的刺激により細胞が変性、崩壊し、水疱となる。電子顕微鏡で

EBS患者の基底細胞を観察するとケラチン線維が凝集した像 (keratin clumping)
が認められ、さらにケラチノサイトで変異タンパク質を過剰発現させるとケラチン

線維形成が阻害されることが示されている 24。したがって、EBS患者は変異タンパ
ク質によるdominant-negative効果で基底細胞が脆弱になっていると考えられてい
る 26。同様に、表皮におけるケラチンが原因の皮膚疾患は、KRT14やKRT10の
null変異がホモ化することで発症する劣性遺伝性皮膚疾患 (それぞれ、劣性遺伝性
単純型表皮水疱症：MIM# 601001、劣性表皮融解性魚鱗癬：MIM# 113800、表2)
のような一部の例外を除き、変異ケラチンのdominant-negative効果による細胞骨
格の形成異常が病因である (表2)22。例えば、KRT1とKRT10は有棘細胞や顆粒
細胞で発現しており、その1Aや2Bドメインにおける変異はそれらの細胞の脆弱
性を増大させて表皮の剥離 (びらん)や角層形成異常を引き起こし、表皮融解性魚鱗
癬 (epidermolytic ichthyosis, EI：MIM#113800)などの原因となる (表2、図3)22, 27。

なお、魚鱗癬とは白色から褐色、黒色調の鱗様の角質の堆積をほぼ全身の皮膚に広

範囲に認める一連の疾患群のことである。また、掌蹠の有棘細胞や顆粒細胞で特異
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的に発現しているKRT9は、掌蹠のみの有棘層・顆粒層の細胞が脆弱になることで
発症するVörner型掌蹠角化症 (MIM#144200)の原因遺伝子である(表2)22。 
	 このように1Aや2Bドメインにミスセンス変異をもつケラチンの
dominant-negative効果による細胞骨格形成阻害は、それが発現する細胞において
特異的で特徴的な症状を引き起こすが、当然ながら変異の種類や位置、領域 (1A・
2B以外の領域)によってさまざまな程度が存在し、中間径フィラメントのデータベ
ース：Human Intermediate Filament Database 28, 29には表2に示したものも含め、
40以上の疾患、400以上の変異が登録されている。 
 

*表皮での発現量が多いケラチン：FANTOM5による各遺伝子の5´末端領域
近傍における転写開始点の発現量推定値 (relative log expressin, RLE)の合
計が表2に示した組織や細胞の少なくともひとつで1000以上のもの。 
 

 
表 2. ケラチンと主な皮膚疾患一覧 (文献 22 を改変して作成) 
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図 3. 表皮融解性魚鱗癬の 1 例 (文献 27 より転載) 
 KRT1 2B ドメイン領域におけるミスセンス変異c.1457T>G (p.Leu486Arg)による表皮

融解性魚鱗癬患者の掌蹠 (A -C)、背中 (D)の臨床像および有棘細胞・顆粒細胞が変

性する顆粒変性を示した皮膚断面の組織学像 (E)、ならびに有棘細胞におけるケラチ

ン凝集 (keratin clumping)を示した電子顕微鏡観察像 (F) 
 
  



11 

KRT1 の V2 ドメインにおける変異について 
 

	 細胞の機械的強度に関わる細胞骨格の形成にケラチンの rodドメインが重要な役
割を果たしていることはその領域の疾患関連変異から明らかである22, 28, 29。一方で、

V1やV2ドメインについては rodドメインと比較すると配列保存性が低く、グリシ
ン残基に富んだ反復配列のため個体間でも配列の多様性が高い。したがって、1A
や2Bドメインの病原性のようにケラチンタンパク質全体でその機能に関して一貫
したメカニズムは存在しない。なお、KRT5のV1ドメインが線維の伸長や近傍の
タンパク質との相互作用に関わることや、KRT5とKRT14のV2ドメインがケラ
チン線維の安定性に関わる報告がある 30。また、KRT1のV2ドメインはケラチン
線維の形成とLORとの相互作用に重要であるとの報告がされている 31, 32。 
	 KRT1のV2ドメインは他の多くのケラチン分子のV1やV2ドメインと同様にグ
リシン残基に富み、グリシンループ (glycine loop, GL)と呼ばれる疎水性の構造 (図
4)を形成すると考えられている 32, 33。また、表皮上層の主要なタンパク質である

KRT1とKRT10は他のケラチン分子と比較してV1やV2ドメインの疎水性が高く、
これによりLORタンパク質 (分子全体でGLを形成する 32)との相互作用や疎水性
の高い角層細胞の形成に貢献していると考えられている 3, 32, 34。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. KRT1 V2 ドメインにおけるグリシンループ (GL)構造 (文献 33 より改変して作成) 
 
 
	 ここで、表皮のbarrierケラチンでV2ドメインの病原変異が報告されているも
のはKRT1、KRT10、KRT5、KRT6A、KRT6Bである 28, 29。KRT10ではフレー
ムシフト変異により ichthyosis with confetti (IWC：MIM#609165) 35、KRT5では
フレームシフト変異によりEBS-移動性輪状紅斑 (MIM#609352)36や色素異常型
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EBS (MIM#131960)37などのいくつかのEBS、KRT6A、KRT6Bではそれぞれフ
レームシフト変異とミスセンス変異でⅠ型 38、Ⅱ型 39先天性爪甲厚硬症の報告があ

る。一方で、KRT1のV2ドメインにおける病原変異はきわめて多様な重症度の皮
膚疾患を引き起こすことが知られており、これまで変異が本研究以外で8種類報告
され、いずれもフレームシフト変異である (表3、図5)。8種類の変異のうち4種
類が豪猪皮状魚鱗癬 (Ichthyosis hystrix Curth-Macklin, IHCM：MIM#146590) 31, 

33, 34, 40、1種類が線状掌蹠角化症 (MIM#607654)41、2種類がEI42, 43、1種類が IWC44

の患者でそれぞれ病原変異として報告されている。このように、KRT1のV2ドメ
インにおけるフレームシフト変異は多様な臨床像の原因として報告されているが、

この病原性の違いに関してFonsecaら 34がGLの数に関して言及している以外、知
見はきわめて少ない。本研究ではKRT1のV2ドメインにおける新規の病原変異
c.1758_1759insT (p.Tyr587LeufsTer67)を見出し、その病原性に関して細胞を用い
た実験により検証を実施した。 
 
 
 
表 3. 既報告 KRT1 V2 ドメインにおける変異が原因の皮膚疾患 
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図 5. 既報告 KRT1 V2 ドメインにおける変異によるフレームシフトタンパク質のアミノ酸

配列 
 重症例のアミノ酸配列を赤色、軽症例のアミノ酸配列を青色で示す。各変異の詳細な

名称などは表 3 に記載した。 
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Revertant mosaicism と IWC について 
 

	 Revertant mosaicismとは、病原変異が消失して生じる自然に治癒した細胞、す
なわち revertant細胞が組織や器官内で生き残り、クローン性増殖を経て、一定の
割合を占め、表現型が回復した領域が同一個体内に存在する現象である (図 6a)45。

病原変異が消失して revertant細胞が生じるメカニズムは、復帰突然変異 (back 
mutation)、相同組換え (homologous recombination)、染色体破砕 
(chromothripsis)、 第二点突然変異 (second-site mutation)などが考えられている 
(図6b)46, 47。いずれにしても revertant mosaicismの表現型を示すには、後天的な
遺伝子変異または染色体変化により先天的な病原変異が消失し、かつその細胞が効

率よく増殖する必要があるため、この現象はきわめて確率が低いものであると考え

られている。しかしながら、この現象は、皮膚や血液、肝臓などの疾患で一定数報

告されている。例えば、Wiskott-Aldrich syndrome (MIM#301000)やFanconi 
anemia (MIM#227650)、non-Herlitz junctional epidermolysis bullosa 
(MIM#226650)などでは 10%以上の患者で revertant mosaicismが認められる 46。

これらの疾患で revertant mosaicismが頻度高く認められる理由は正確なことはわ
かっておらず、推測の域を出ていないが、ひとつは偶然生じた revertant細胞の適
応度の高さ、すなわち病原変異が消失した細胞がまわりの細胞 (変異を持つ細胞)よ
りも増殖性が高いことによると考えられている 46。さらには、Fanconi anemiaの
遺伝子変異をもつ細胞ではゲノムの安定性が悪く、DNAダメージが多発している
ことから、この修復機構のミスによって上述したさまざまな遺伝子または染色体変

化 (図6)が生じ、結果として revertant細胞が生じる可能性が高いことが報告され
ている 48。 
	 ここで、IWCはKRT10またはKRT1のV2ドメインにおけるフレーシフト変異
によって起こるきわめて稀な常染色体優性遺伝性疾患であり、KRT10変異による
ものは IWC-K10 (IWC-Ⅰ)、KRT1変異によるものは IWC-K1 (IWC-Ⅱ)と呼称さ
れている 35, 44, 49, 50。IWCの臨床像は全身の潮紅を主体とした過角化であるが、最
大の特徴はスポット状の正常化した皮膚が多数出現することである (図7) 35, 44, 49, 50。

また、無数に生じる正常化皮膚領域は調べられている限り、それぞれ別の正常化ケ

ラチノサイトのクローンであり、かつ体細胞の相同組換えのうち単交叉 (single 
crossover) または遺伝子変換 (gene conversion)により生じ、変異が座乗する染色
体領域のセントロメア側を交叉点 (break point)とした loss of heterozygosity 
(LOH)が認められることが証明されている (図7)35。このような単一のメカニズム

でさらに無数のrevertantが生じる疾患はIWC以外報告がなく、既報告のrevertant 
mosaicismを伴いうる疾患とは異なり、体細胞で相同組換えが生じやすい仕組みが
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あると予想されているが、詳細はまったく不明である 49, 50。なお、IWC-Ⅱは先行研
究で1例のみの報告 44であるが、IWC-Ⅰと比較して正常化皮膚が生じる頻度が圧
倒的に低く、臨床的な特徴も IWC-Ⅰと異なる点が多いが不明確な点が多い。また、
同じKRT1のV2ドメインにおけるフレームシフト変異による疾患にも関わらず、
revertant mosaicismが認められる例とそうではない例が報告されている (表3)が、
その原因も不明である。本研究では IWC-Ⅱ症例の詳細な解析を実施し、revertant 
mosaicismが多発するメカニズムに関して重要な示唆を得た。 
 
	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. Revertant mosaicism についての模式図 (文献 46, 47 より作成) 
(a) Revertant 細胞が出現してからクローン性増殖を経て、正常化領域を形成するまで

の模式図 
(b) 遺伝子が正常化するために考えられるメカニズム  
 複雑化を避けるために、常染色体優性遺伝する疾患：変異をヘテロ接合性で有する細

胞をモデルとした。 
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図 7. IWC-Ⅰの症例 (文献 35 より転載) 
(a) IWC-Ⅰの臨床像。激しい潮紅を呈し、かつ白いスポットとして無数の正常化皮膚が

認められる。 
(b) 正常化皮膚領域のケラチノサイトで認められる loss of heterozygosity (LOH)。高密

度の全ゲノム SNP アレイ結果による 17 番染色体の各SNP の遺伝子型情報をプロット

し、LOH を検出している (A)。複数の正常化皮膚領域において、原因遺伝子である

KRT10が座乗している17番染色体上でそれぞれ異なるbreak pointが認められ、すべ

てKRT10よりもセントロメア側である。 
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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。 
 
CMV    cytomegalovirus   
EBS   epidermolysis bullosa simplex 
EI   epidermolytic ichthyosis 
FLG   filaggrin 
GFP   green fluorescent protein 
GL   glycine loop 
IHCM   ichthyosis hystrix Curth-Macklin 
IWC   ichthyosis with confetti 
IWC-Ⅰ   ichthyosis with confetti caused by KRT10 mutation 
IWC-Ⅱ   ichthyosis with confetti caused by KRT1 mutation 
KRT1   keratin 1 
KRT2   keratin 2  
KRT5   keratin 5  
KRT10   keratin 10  
KRT14   keratin 14  
LOH   loss of heterozygosity 
LOR   loricrin 
RLE   relative log expression 
TAAB   TAAB Laboratories Equipment 
Tm   melting temperature 
Thermo    Thermo Fisher Scientific 
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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実施した。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の承認を受け、「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. 基本的な実験操作 
	 本研究で用いた基本的な実験操作を記載する。 
1-1. カラム精製 
	 QIAquick PCR purification kit (Qiagen)を用いて核酸溶液を脱塩・精製した。最
終的な核酸の溶出はキットに付属のBuffer EB (10 mM Tris-HCl, pH8.0)を使用し、
溶出量は50 µlとした。この操作により核酸溶液の脱塩・精製ができると共に70塩
基以下の核酸の大半を除去することができる。 
 
1-2. エタノール沈殿 
	 核酸溶液 100 µlにQuick-PrecipTM Plus Solution (EdgeBioSystems)を12 µl添
加し、エタノールを200 µl加え、10秒間ボルテックスミキサーで混合して室温下、
18000×g、5分間遠心し、上清を除去した。続いて、70% (v/v)エタノール溶液を500 
µl加え、1秒間ボルテックスミキサーで混合し、再び室温下、18000×g、5分間遠
心し、上清を除去した。最後に微量濃縮遠心機 (DNAプチVac, Wakenyaku)で5
分間、減圧乾燥させ、最終的に10 µlの脱イオン水 (UltraPure™ 
DNase/RNase-Free Distilled Water, Thermo Fisher Scientific: Thermo)で核酸ペ
レットを溶解させた。 
 
1-3. プライマー 
	 実験に使用したオリゴDNA (プライマー)はSigma-Aldrich社から購入し、使用
時は脱イオン水で10 µMに調製してから使用した。 
 
1-4. シーケンス反応 
	 核酸溶液 1 µl、BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (Thermo) 0.6 µl、
5×Sequencing Buffer (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Thermo) 
1.7 µl、プライマー 0.1 µl、脱イオン水 6.2 µlをPCRプレートに入れ、サーマルサ
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イクル：95℃ 1分、(95℃ 10秒 → 50℃ 5秒 → 60℃ 4分)×25サイクルで反応
させた。シーケンス反応に使用したプライマーは実験毎に変更した。 
	 シーケンス反応産物は以下の要領で精製・乾燥させた。シーケンス反応産物に3 M 
酢酸ナトリウム溶液 (pH未調整) 2.5 µl、125 mM EDTA (pH8.0) 2.5 µl、エタノー
ル 25 µlを加え、PCRプレートをパラフィルムでシールし、3回転倒混和した後、
すぐにスピンダウンした。遮光下で15分間静置後、室温下、3100×gで20分間遠
心した。遠心ローターはPT-745MS (Kubota)を使用し、さらにP-751用トレイ 
(Kubota)を用いてプレートを取り出しやすくした。遠心後、パラフィルムのシール
を剥がし、プレートを逆さまにしてバケットに入れ、室温下、100×g、20秒間遠
心することで上清を除去した。続いて、70% (v/v)エタノール溶液を100 µl添加し、
そのまま室温下、3100×gで5分間遠心した後、プレートを逆さまにしてバケット
に再度入れ、室温下、100×g、2分間遠心して上清を完全に除去した。 
	  
1-5. シーケンシング 
	 精製・乾燥したシーケンス反応産物はホルムアミド (Hi-DiTM Formamide 
Genetic Analysis Grade, Thermo) 20 µlで溶解し、熱変性 (96℃で2分間)後、急冷
し、ABI PRISMⓇ 3130xl Genetic Analyzer (Thermo)で電気泳動、蛍光取得、デー
タ解析を実施した。なお、キャピラリーは50 cmキャピラリー (3130xl/3100 
Genetic Analyzer 16-Capillary Array, 50cm, Thermo)、電気泳動の分離用のマトリ
ックスはPOP-7™ Polymer for 3130/3130xl Genetic Analyzers (Thermo)を使用し
た。 
 
1-6. 核酸の制限酵素処理 
	 核酸の制限酵素処理はすべてNew England Biolabs社の酵素を用いて実施した。
核酸溶液に制限酵素 0.5 µl、各制限酵素に適切な10×buffer 5 µlを添加し、脱イオ
ン水で総量 50 µlにした。続いて37℃下で1時間静置し、制限酵素処理とした。 
 
1-7. アガロースゲルによる電気泳動 
	 核酸溶液の一部をパラフィルム上で6×loading buffer（Takara Bio）と混合して
0.5×TBE buffer (Tris-Borate-EDTA Buffer Power pH8.3, Takara Bio)で溶解さ
せ作製したアガロースゲル（UltraPureTM Agarose , Thermo）により電気泳動装置
MupidⓇ-ex (Mupid)を用い、100 V下で40分間泳動し、0.5 µg/mlに希釈したエチ
ジウムブロマイド溶液 (ethidium bromide solution 10 mg/ml, Sigma-Aldrich)に
30分間浸した後、電気泳動パターン解析装置 BioDoc-It Plus System (UVP)で観察
した。 
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1-8. DNA断片の分離・精製 
	 DNA断片をアガロースゲルによる電気泳動によって分離し、SYBR Safe 
(Thermo) 20,000倍希釈液で30分間染色した後Safe Imager™ 2.0 Blue Light 
Transilluminator (Thermo)で目的サイズのバンドを確認してカッターでそのバン
ドを切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)を用いて DNAを精製した。
最終的なDNAの溶出はキットに付属のBuffer EB (10 mM Tris-HCl, pH8.0) 100 
µlで実施し、続いてエタノール沈殿によりDNA溶液を脱塩・濃縮した。 
 
1-9. 大腸菌を用いたDNA断片のクローニングおよびプラスミド精製 
	 本研究ではPCRやプラスミドベクターから得られたDNA断片は適切な制限酵
素で処理した後、目的のベクター断片 (制限酵素処理済み)へ連結し、大腸菌に導入
してクローニングした。DNA断片 4.5 µl、ベクター断片 0.5 µl、2×ligation Mix 
(Ligation-Convenience Kit, Nippon gene) 5 µlを0.2 ml容マイクロチューブへ入れ、
タッピングで混合し、16℃下、30分間静置させた。続いて、氷上で融解させたコン
ピテントセル (High Efficiency DH5α Competent Cell, GeneMark) 50 µlに反応溶
液を全量添加し、氷上で30分間静置後、42℃のウォーターバスで30秒間加温して
氷で急冷した。2分間の氷上静置後、37℃に加温したSOC medium (GeneMark)
を250 µl加え、37℃下、220 rpmで1時間震盪培養した。ベクターに適した抗生
物質を含むLBプレート*に大腸菌の培養液を全量塗布し、37℃下で16時間倒置培
養した。得られたコロニーはオートクレーブ滅菌済みの爪楊枝でピックアップし、

適切な抗生物質を含んだLB培地2 mlに接種後、37℃下、220 rpmで16時間震盪
培養した。最後に大腸菌液からQIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)を用いてプラ
スミドDNAを精製した。プラスミドDNAの溶出はキットに付属のBuffer EB (10 
mM Tris-HCl, pH8.0) 50 µlで実施し、得られたプラスミドはアガロースゲルによ
る電気泳動およびシーケンシングで目的のものであるかどうか確認し、次の実験に

用いた。 
 

*LBプレート：LB培地 (BD BactoTM Peptone : BD BactoTM Yeast Extract : 塩
化ナトリウムを2 : 1 : 2の割合で水により溶解し、121℃下、15分間オートクレ
ーブ滅菌したもの、BD Biosciences)にBD BactoTM agar (BD Biosciences)を
1.5%加え、121℃下、15分間オートクレーブ滅菌後、70℃まで冷却してからカ
ナマイシン硫酸ナトリウム (Wako)またはアンピシリンナトリウム 
(Sigma-Aldrich)を50 µg/mlになるように添加し、10 cmプラスチックシャーレ
に注ぎ、固化させたもの。 
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2. 患者検体の取り扱い 
2-1. 患者からの検体採取 
2-1-1. 血液 
	 血液は文章での同意のもと、患者のゲノムDNAを抽出するために採取した。方
法は北海道大学皮膚科の通常診療での方法に準じ、採取した血液は凝固を防ぐ目的

で、EDTA 2カリウムを0.1% (w/v)添加するようにし、採血後は4℃下で保管、1
週間以内にDNAを抽出した。 
 
2-1-2. 唾液 
	 唾液は文章での同意のもと、患者のゲノムDNAを抽出するために採取した。方
法は採取前に 30 分以上食事を控えてもらった上で、唾液 DNA 抽出キット 
(OrageneⓇ・DNA (OG-500), DNA Genotek)に唾液を2 mlを入れ、キットに付属
の保存液を混合し、室温で保管した。 
 
2-1-3. 皮膚 
	 皮膚は文章での同意のもと、エピネフリン添加1%キシロカイン (キシロカインⓇ 
注射液「1%」エピレナイミン (1：100,000)含有、AstraZeneca)で局所麻酔し、3 mm
から5 mmのパンチ (デルマパンチⓇ、Nipro)で採取した。採取後はただちに、氷冷
した生理食塩水 (大塚生食注、Otsuka Pharmaceutical)に浸し、組織学解析用に円
形の採取皮膚片の端をメスで切り出し、すぐに4%ホルムアルデヒド溶液 (マイルド
ホルムⓇ 10N, Wako)に浸した。残りの皮膚は真皮部分をメスで可能な限り除き、
真皮と表皮の分離やDNA抽出、RNA抽出、電子顕微鏡観察用にそれぞれ切り分け、
各実験で異なる処理をした (後述)。 
 
2-1-4. 表皮または真皮 
	 採取した皮膚から表皮と真皮を分けて採取する必要がある場合は、真皮部分をメ

スを用いて可能な限り除去した皮膚を3.8% (v/w)チオシアン酸アンモニウム溶液 
(PBS)* が500 µl入った2.0 ml容マイクロチューブに入れ、室温下で20分間静置
させた後、実体顕微鏡観察下でピンセットを用いて慎重に表皮と真皮を分離し、そ

れぞれを生理食塩水で1回洗浄後すぐに−80℃で凍結保存した。なお、後にRNA抽
出を実施する場合は、RNeasy Mini Kit (Qiagen)に付属するBuffer RLT (グアニジ
ンチオシアン酸塩含有溶液)に最終濃度が1%になるようにβ-メルカプトエタノー
ル (Wako)を添加したもの入れたビーズ入りチューブ (2.0ML滅菌破砕用チューブ 
ジルコニアビーズ入り、Sarstedt K.K.)に検体が液体に完全に浸るようにして入れ、
−80℃で保管した。 



22 

 
*3.8%チオシアン酸アンモニウム溶液 (PBS) 
	 Ammonium thiocyanate (Sigma-Aldrich)を3.8% (w/v)になるようにPBS 
(D-PBS(-) without Ca and Mg, liquid, Nacalai Tesque)に溶解し、121℃下で15
分間オートクレーブ滅菌して、さらに0.22 µmのフィルター滅菌した。 

 
2-2. 採取検体を用いた実験サンプルの調製 
2-2-1. 血液からのゲノムDNA抽出 
	 患者血液からのゲノムDNA抽出はQIAamp DNA Blood Maxi Kit (Qiagen)を用
いて実施した。なお、最終的なDNAの溶出は脱イオン水で実施し、NanoDropTM 
2000c Spectrophometer (Thermo)を用いて濃度を測定した後、 4℃で1ヶ月以内、
長期の場合は−80℃で保管した。 
 
2-2-2. 唾液からのゲノムDNA抽出 
	 保存液に入った唾液を50℃下で6時間反応させた後、反応液 500 µlにprepITⓇ・
L2P (DNA Genotek) 20 µlを添加して10秒間ボルテックスミキサーで混合し、10
分間氷上で静置した。室温下で18000×g、15分間遠心した上清を回収し、等量の
エタノールを加え、10回転倒混和後、室温で10分間静置した。続いて、室温下で
18000×g、2分間遠心して上清を除去し、再び70% (v/v)エタノール溶液を250 µl
加えて、1秒間ボルテックスミキサーで混合後、室温下で18000×g、5分間遠心し
て上清を除去した。最後にDNAのペレットを室温下で30分間風乾して脱イオン水
で溶解後、NanoDropTM 2000c Spectrophometer (Thermo)を用いて濃度を測定し
た後、4℃で1ヶ月以内、長期の場合は−80℃で保管した。 
 
2-2-3. 表皮または真皮からのゲノムDNA抽出 
	 −80℃で保管した表皮または真皮は解凍せずにそのままQIAamp DNA Mini Kit 
(Qiagen)を用いてゲノムDNAを抽出した。なお、RNase H (Qiagen)によるRNA
分解処理は必ず実施し、最終的なDNAの溶出はキットに付属したBuffer AE (10 
mM Tris-HCl, 0.5 mM EDTA, pH9.0)でおこなった。NanoDropTM 2000c 
Spectrophometer (Thermo)を用いて濃度を測定した後、4℃で1ヶ月以内、長期の
場合は−30℃で保管した。 
 
2-2-4. RNA抽出 
	 グアニジンチオシアン酸塩含有溶液内で−80℃で保管していた検体を室温で融解
後、Precellys ® 24 lysis/homogenizer (BertinTechnologies)を用いて6500 rpm 20
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秒間の条件で2回破砕し、室温下、18000×gの条件で3分間遠心後、上清を回収し
た。この後はRNAeasy Mini Kitを用いてRNAを抽出した。なお、最終的な溶出
はキットに付属のDNase/RNase free water 50 µlで実施した。ここで、真皮部分が
残った状態から抽出したサンプルを皮膚RNA、分離した表皮または真皮から抽出
したサンプルを表皮RNAまたは真皮RNAとした。 
 
2-2-5. 電子顕微鏡観察用サンプルの処理 
	 後に電子顕微鏡観察に用いる場合、真皮部分をメスで可能な限り除いた皮膚を

5%グルタールアルデヒド溶液*に浸し、4℃下で保管した。この操作は皮膚を採取後、
直ちに実施した。 
 

*5%グルタールアルデヒド溶液 
	 0.1 M sodium cacodylate (Wako)、5% (v/v) グルタールアルデヒド (TAAB 
Laboratories Equipment, TAAB)、pH7.4 (HClによる) 

 
3. 患者皮膚の組織学的解析 
3-1. パラフィンブロック作製 
	 4%ホルムアルデヒド溶液に浸した皮膚片は密閉式自動固定包埋装置 
(Tissue-Tek VIP6-J0, Sakura)およびティシュー・テック TEC プラス ディスペン
シング・コンソール (TEC-P-DC-J0, Sakura)を用いてパラフィンに包埋し、パラ
フィンブロックを作製した。なお、ホルムアルデヒドで固定したサンプルの脱水お

よびパラフィン浸漬までの条件は99.5%メタノール1時間×7漕、キシレン1時間
×3漕、パラフィン1時間×3漕であった。  
 
3-2. 皮膚切片の作製 
	 パラフィンに包埋した皮膚はミクロトーム (REM-710, Yamato Kohki 
Industrial)を用いて厚さ4 µmの切片を作製し、水面にて伸展させた後、プレパラ
ートに付着させ、乾燥・固着させた。 
 
3-3. 皮膚切片の染色 
3-3-1. ヘマトキシリン&エオシン (HE)染色 
	 ヘマトキシリンとエオシンで皮膚組織切片を染色することで、細胞核を紫色、細

胞質を赤色に染め分け、細胞や組織の詳細構造を光学顕微鏡で観察できる。染色は

自動染色装置 ティシュー・テック DRS 2000 (Sakura)で実施し、キシレンおよび
エタノールへの浸漬でパラフィンを除去した後、ヘマトキシリンおよびエオシンで
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染色し、水で洗浄後、エタノールによる脱水、キシレンによる透徹を実施し、非水

溶性封入剤マウントクイック (Daido Sangyo)で封入した。観察は光学顕微鏡 
(AX70, Olympus)で実施し、画像はデジタルカメラ (DXM1200, Nikon)により取得
した。 
 
3-3-2. 免疫染色 
	 患者組織切片を各種抗体で染色し、各タンパク質の組織内や細胞内での局在を明

らかにした。 
3-3-2-1. 脱パラフィン 
	 実験方法3-2で作製した切片を40℃下、16時間静置し完全に乾燥させた。次に
切片を、キシレン 10分×2回、100%エタノール 10分、100%エタノール 5分、
95%エタノール 5分、90%エタノール 5分、80%エタノール 5分、70%エタノー
ル 5分の順に浸漬して、パラフィンを完全に除去した。さらに超純水に10分間、
スターラーで攪拌しながら浸した後、10分間風乾させた。 
 
3-3-2-2. 賦活化 
	 乾燥させた切片は95℃に加温した賦活化溶液 (0.1 M sodium citrate, 10 ml/l 
Tween 20, pH6.0：HClによる)に浸し、95℃下で10分間静置後、室温下で30分
間冷却した。その後、PBSに浸して10分間スターラーで攪拌させた。 
 
3-3-2-3. ブロッキングおよび免疫染色 
	 切片から水分を軽く除き、Super PAP Pen Mini (Daido Sangyo)で切片周辺を囲
み土手を作製した。続いて各切片に10%ヤギ正常血清 (Nichirei Biosciences)を50 
µlずつ滴下し、室温下、1時間、湿潤条件で静置しブロッキングをおこなった。10%
ヤギ正常血清を除き、PBSで適切な濃度に希釈した1次抗体*を20 µlずつ各切片
に滴下して37℃下、1時間、湿潤条件で抗原抗体反応させた。次にPBSに浸して
10分間スターラーでの攪拌を3回繰り返し、切片の水分を軽く除いた後、PBSで
1% (v/v)に希釈した2次抗体**を50 µlずつ滴下して37℃下、1時間、湿潤条件で
反応させた。さらにPBSに一度切片を浸した後、水分を軽く除き、PBSで50倍希
釈したDAPI溶液 (DAPI solution 1 mg/ml, Dojindo)を100 µlずつ各切片に滴下し、
室温下10分間静置した。最後にPBSに浸して10分間のスターラーでの攪拌を3
回繰り返し、空気を当てて水分を除いた後、封入剤 PermaFluor (Thermo)で封入
し、カバーグラスをのせ、4℃下で16時間静置し、固化させた後に観察した。 
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*1次抗体：以下の1次抗体を記載の希釈濃度で用いた。 
・抗KRT1抗体：NovocastraTM Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody 
Cytokeratin 1 (Leica Biosystems, #NCL-CK1), 使用濃度は20倍希釈 
・抗KRT10抗体：Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin 10 Clone 
DE-K10 (DAKO, #M70002), 使用濃度は50倍希釈 
・抗KRT2抗体：Mab to Cytokeratin 2e (Progen Biotechnik, #65191), 使用濃
度は20倍希釈 
 
**2次抗体：以下の2次抗体を用いた。 
・1次抗体がウサギ抗体の場合：Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary 
Antibody, Alexa Fluor® 488 conjugate (Thermo, #A11008) 
・1次抗体がマウス抗体の場合：Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary 
Antibody, Alexa Fluor® 680 conjugate (Thermo, #A21057) 

 
3-3-2-4. 共焦点レーザー蛍光顕微鏡による観察 
	 作製した免疫染色標本はOlympus FluoViewTM FV1000 Confocal Microscope 
(Olympus)で観察および画像取得した。 
 
3-4. 電子顕微鏡観察 
3-4-1. ブロック作製 
	 固定したサンプルから5%グルタールアルデヒドを除き、0.1 M sodium 
cacodylate (pH7.4：HClによる)溶液で満たして、4℃下、16時間、回転ローター
で攪拌した。さらに、オスミウム溶液*に交換して、4℃下、1時間静置した後、5%
酢酸ウラン溶液**に交換し、4℃下、1時間静置した。次にサンプルを70%エタノ
ール 20分、80%エタノール 10分、90%エタノール 10分、95%エタノール 10
分、エタノール 10分を 3回の順に浸漬した後、エタノール：酸化プロピレンの 1：
1溶液に 20分間浸漬し、酸化プロピレンに 15分間 2回浸漬して完全に脱水した。
各溶液に浸している間は室温下、回転ローターで攪拌した。続いて、酸化プロピレ

ン：solution 2*** = 2：1、酸化プロピレン：solution 2 = 1：1、酸化プロピレン：
solution 2 = 1：2、solution 2にそれぞれ順に1時間ずつ回転ローターで攪拌しな
がら浸漬した。最後に、solution 3*4に1時間浸漬し、solution 3を満たしたゼラチ
ンカプセル (外径8 mm、深さ20 mm, Okenshoji, #08-1002)にサンプルを入れ、
37℃下、16時間静置後、70℃下で1週間以上反応させて樹脂を完全に硬化させ、
電子顕微鏡観察用のブロックとした。 
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*オスミウム溶液：2% Osmium (Ⅷ) Oxide Solution (Wako)を0.1 M sodium 
cacodylate (pH7.4：HClによる)で2倍希釈したもの。 
**5%酢酸ウラン溶液：10% (w/v) uranyl acetate (エタノール溶解)を脱イオン水
で2倍希釈したもの。 
***Solution 2：EPON 812 RESIN (TAAB) 24 g、DDSA EM (TAAB) 9.5 g、
MNA (TAAB) 16.5 gを計量し、スターラーで5分間攪拌したもの。 
*4Solution 3： 24.5 gの solution 2にDMP-30 (TAAB)を0.5 g添加し、5分間
スターラーで攪拌後、1時間、減圧下で気泡を除いたもの。 
 

3-4-2. 超薄切片の作製 
	 作製したブロックからカミソリやガラスナイフを用いてサンプルを露出させ、面

出した後、ウルトラミクロトーム (Leica EM UC7, Leica)とダイヤモンドナイフ 
(ultra 45º, Nisshin EM)を使用して、厚さ70 nmの超薄切片を作製した。作製した
超薄切片は水面に浮かべ、ジクロロエタンで湿らせた綿棒をかざして切片のしわを

伸展させた。最後にフォルムバール膜を被膜したグリッド (フォルムバール 
PVF-C10 STEM Cu100Pグリッド仕様、Okenshoji)に切片をのせて一晩乾燥させ
た。 
 
3-4-3. 電子染色 
	 超薄切片がのったグリッドを1%酢酸ウラン溶液*に10分間浸した後、脱炭酸水 
(脱イオン水を沸騰後、室温に戻したもの)で6回洗浄した。続いてクエン酸鉛溶液
**に7分間浸し、脱炭酸水で6回洗浄後、乾燥させた。 

 
*1%酢酸ウラン溶液：2% (w/v) uranyl acetate (水溶液)をエタノールで2倍希
釈したもの。また、使用直前に0.45 µmのフィルターを通して、ゴミや析出
物の混入を防いだ。 
**クエン酸鉛溶液：脱イオン水 30 mlにクエン酸鉛 (lead citrate (Ⅱ) 3H2O, 
BDH Chemicals)を1.4 gを加え、攪拌させた後、1 N NaOHを8 ml添加し
てクエン酸鉛を完全に溶解させた後、脱イオン水で50 mlまでメスアップし
たもの。クエン酸鉛が析出するのを防ぐために使用毎に窒素ガスを充填する。

また、使用直前に0.45 µmのフィルターを通して、ゴミや析出物の混入を防
いだ。 

3-4-4. 電子顕微鏡観察 
	 電子顕微鏡観察および写真撮影はHitachi H-7100 TEM Transmission Electron 
Microscope (Hitachi High-Technologies)で実施した。 
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4. KRT1およびKRT10の遺伝子変異探索実験 
	 患者ゲノムDNAのKRT1およびKRT10領域の配列を調べ、病原変異を探索し
た。 
4-1. PCRによるエキソン領域の増幅 
	 PCRによってKRT1およびKRT10のコード領域のエキソン領域とエキソン・イ
ントロン境界領域をすべて増幅した。使用したプライマーの配列は表4に記載した。
ゲノムDNA (100 ng/µl) 0.8 µl、AmpliTaq Gold® 360 Master Mix (Thermo) 10 µl、
GC enhancer (Thermo) 2 µl、forwardおよび reverseプライマーをそれぞれ1.6 µl、
脱イオン水 4 µlを 0.2 ml容PCRチューブまたは 0.2 ml容PCRプレートに入れ、
サーマルサイクル：95℃ 10分、(95℃ 30秒 → 56℃ 30秒 →72℃ 1分)×35サ
イクル、72℃ 5分で反応させ、各領域を増幅させた。 
 
 
表 4. KRT1およびKRT10の遺伝子変異探索実験に用いたプライマー 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-2. Exonucleaseによるプライマーの除去およびシーケンシング 
	 PCR産物 5 µlに脱イオン水 1.5 µl、ExoSAP-IT® For PCR Product Clean-UP 
(Affymetrix)を0.5 µlを0.2 ml容PCRプレートに調製し、37℃ 15分 → 80℃ 15
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分 反応させ、未反応のプライマーを除去した。この反応産物を鋳型にしてシーケン
ス反応およびシーケンシングを実施した。なお、シーケンス反応に用いたプライマ

ーは表4に示した。 
 
4-3. 遺伝子変異の検出 
	 シーケンシングで得られたデータはSnapGeneⓇ (GSL Biotech)を用いてヒトゲ
ノム (human GRCh38/hg38)と比較した。 
 
5. FLGの遺伝子変異探索実験 
 日本人で報告のあるFLG (NM_002016)の主なナンセンス変異10個 51：

c.441_442del (p.Gly149GlufsTer4); c.1501C>T (p.Arg501Ter); c.3321del 
(p.Gly1109GlufsTer13); c.5084C>A (p.Ser1695Ter); c.5101C>T (p.Gln1701Ter); 
c.5368C>T (p.Gln1790Ter); c.7661C>G (p.Ser2554Ter); c.8666_8667delinsGA 
(p.Ser2889Ter); c.9887C>A (p.Ser3296Ter); c.12064A>T (p.Lys4022Ter) を調べ
た。 
5-1. PCRによるエキソン領域の増幅 
	 PCRによって上記10個の変異の領域を含む9ヶ所のゲノム領域を増幅した。使
用したプライマーの配列とその対象となる領域は表5に記載した。ゲノムDNA 
(100 ng/µl) 0.5 µl、AmpliTaq Gold® 360 Master Mix (Thermo) 7.5 µl、forwardお
よび reverseプライマーをそれぞれ1 µl、脱イオン水5 µlを0.2 ml容PCRチュー
ブまたは0.2 ml容PCRプレートに入れ、サーマルサイクル：95℃ 10分、(95℃ 30
秒 → 56℃ 30秒 →72℃ 50秒)×35サイクル、72℃ 7分で反応させ、各領域を
増幅させた。 
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表 5. FLGの遺伝子変異探索実験に用いたプライマー 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5-2. Exonucleaseによるプライマーの除去およびシーケンシング 
	 PCR産物 2.5 µlに脱イオン水 0.75 µl、ExoSAP-IT® For PCR Product 
Clean-UP (Affymetrix)を0.25 µlを0.2 ml容PCRプレートに調製し、37℃ 15分 
→ 80℃ 15分 反応させ、未反応のプライマーを除去した。この反応産物を鋳型に
してシーケンス反応およびシーケンシングを実施した。なお、シーケンス反応に用

いたプライマーは表5に示した。 
 
5-3. 遺伝子変異の検出 
	 シーケンシングで得られたデータはSnapGeneⓇ (GSL Biotech)を用いてヒトゲ
ノム (human GRCh38/hg38)と比較した。 
 
6. In vitroケラチン凝集実験 
	 ケラチンを不死化ケラチノサイト細胞株であるHaCaT細胞 (HaCaT-SF, CLS 
Cell Lines Service)で過剰発現させ、 細胞内で正常な線維構造を形成するかどうか
を調べた。 
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6-1. KRT1完全長 cDNAクローンの取得 
	 KRT1完全長 cDNAクローンはOrigene社より購入した (KRT1 
(untagged)-Human keratin 1 (KRT1), NM_006121.2, OriGene)。ベクター名は
pCMV6-XL5-KRT1fullとした (表6)。 
 
表 6. 本研究で用いたベクター一覧 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
6-2. GFP連結KRT1ベクターの作製 
	 市販のpEGFP-C2 vector (Takara Bio)にKRT1の完全長 cDNAを連結させ、緑
色蛍光タンパク質 (green fluorescent protein, GFP)のC末端側にKRT1が連結し
たタンパク質：GFP-KRT1を発現するベクター、pEGFPC2KRT1を作製した (表
6)。 
 
6-2-1. KRT1の増幅および制限酵素処理 
	 10×PCR Buffer for KOD-Plus- (Toyobo) 5 µl、2 mM dNTP 5 µl、25 mM MgSO4 
2 µl、forwardプライマー：KRT1-Eco-start (5́-TCGAATTCATCATGAGTCGAC 
AG-3́) 1.5 µl、reverseプライマー：KRT1-polyA-NotSac (5́-CTACCGCGGCCGC 
CCTTTTTTTTT-3́) 1.5 µl、pCMV6-XL5-KRT1full (50 ng/µl) 1µl、KOD 
-Plus- (Toyobo) 0.5 µl、脱イオン水 33.5 µlを0.2 ml容PCRチューブに調製し、
サーマルサイクル：94℃ 2分、(94℃ 20秒 → 48℃ 30秒 → 68℃ 3分)×30サ
イクルで反応させ、KRT1遺伝子を増幅させた。この増幅させたKRT1遺伝子の
5́末端側 (開始コドン直前)にはEcoRⅠ認識配列が、3́末端側 (ポリA鎖の下流)
にはNotⅠ-SacⅡ認識配列が挿入された。続いて、PCR産物をカラム精製し、EcoR
ⅠおよびSacⅡで切断後、再びカラム精製してさらにエタノール沈殿で濃縮した。 
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6-2-2. pEGFP-C2 vectorの制限酵素処理 
	 市販のpEGFP-C2 vectorを2 µg、EcoRⅠおよびSacⅡで切断後、カラム精製し、
エタノール沈殿で濃縮した。 
 
6-2-3. KRT1断片の挿入とクローニング 
	 上記6-2-1と6-2-2で作製したKRT1断片とベクター断片を連結させクローニン
グしてプラスミド精製し、Cytomegalovirus (CMV)プロモーターによる
GFP-KRT1発現ベクター：pEGFPC2KRT1を作製した。なお、作製したプラスミ
ドはKRT1部分をすべてシーケンシングし、目的のものかどうかを確認した。使用
したプライマーは、CMV-Pro-TATA-F2 (5́-TGTACGGTGGGAGGTC-3́)、
GFP-3-end F (5́-AAGCGCGATCACATGGTC-3́)、KRT1-seq1f (5́-ATAAGTGT 
GGCTAGAGGAGG-3́)、KRT1-seq2f (5́-TAGAACCCATAATTTAGAGC-3́)、
KRT1-seq3f (5́-AGTACGAGGATATAGCCCAG-3́)、KRT1-seq4f (5́-AGCAGG 
ATGTCTGGAGAATG-3́)、KRT1-seq5f (5́-AGTCCTCTGGTGGCAGTTCC-3́)
であった。 
 
6-2-4. 変異KRT1発現ベクターの作製  
	 KRT1遺伝子の完全長 cDNAクローンベクター、pCMV6-XL5-KRT1fullに変異
を導入し、患者に認められた変異 c.1758_1759insT (p.Tyr587LeufsTer67)*と同じ
配列を作製してGFP-変異KRT1発現ベクター：pEGFPC2KRT1-1758insTを作製
した。 
	 QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kits (Agilent Technologies)
を使用し、キットに付属の10×Buffer 2.5 µl、dNTP mix 0.5 µl、Quik Solution 1.5 
µl、Quik Change Lightning Enzyme 0.25 µl、pCMV6-XL5-KRT1fullベクター (50 
ng/µl) 0.5 µl、forwardプライマー：KRT1mutation-F (5́-AGCAGCAGTGGGGG 
CTTACAGAGGTGGCTCTGG-3́) 1 µl、reverseプライマー：KRT1mutation-R  
(5́-CCAGAGCCACCTCTGTAAGCCCCCACTGCTGCT-3́) 1 µlを0.2 ml容
PCRチューブに調製し、サーマルサイクル：95℃ 2分、(95℃ 30秒 → 60℃ 20
秒 → 68℃ 4分)×18サイクル、68℃ 5分で反応させた。この反応産物に制限酵
素DpnⅠ (Agilent technologies)を0.5 µl添加し、37℃下で1時間反応させた。反
応産物をカラム精製、エタノール沈殿により濃縮し、これを全量コンピテントセル

に導入してクローニング後、プラスミドを抽出した。抽出したプラスミドは実験方

法6-2-3と同じ方法で配列を確認した。このようにして得られた変異KRT1の配列
は実験方法6-2-1、6-2-2と同様の方法でpEGFP-C2ベクターに挿入し、
pEGFPC2KRT1-1758insTを作製した。 
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*c.1758_1759insT (p.Tyr587LeufsTer67)：KRT1の開始コドンATGの”A”を1
とした時、1758番目と1759番目の間に”T”が挿入される変異。これによりKRT1
タンパク質の587番目のアミノ酸：チロシンがロイシンに変化し、読み枠がずれ
て異なる読み枠 (+1コドン)のアミノ酸が66個続き、ストップコドンになる)  

 
6-2-5. 既報告KRT1 V2ドメイン変異配列の作製 
	 表7に記載した既報告のV2ドメイン変異 6種類 (c.1556delG: 
p.Gly519GlufsTer95, c.1577delG: p.Gly526AlafsTer88, c.1609_1610delinsA: 
p.Gly537IlefsTer77, c.1628delG: p.Gly543ValfsTer71, c.1756_1757insG: 
p.Tyr587LeufsTer67, c.1860_1861insT: p.Ser618IlefsTer36)の配列を上記実験方
法6-2-3と同様の方法で作製した (表6)。変異導入に用いたプライマーは表7に示
した。なお、変異導入の鋳型に用いたプラスミドはpEGFPC2KRT1とした。 
 
 
表 7. 作製した既報告 V2 ドメイン変異 KRT1 発現ベクターと使用したプライマー 
 
 
 
 
 
 
6-3. mCherry-KRT1発現ベクターの作製 
	 pEGFPC2KRT1ベクターのGFPを赤色蛍光タンパク質遺伝子mCherryに交換
して、mCherry-KRT1を発現するpmCherry-KRT1を作製した。方法はまず、上
記方法6-2-1と同様にmCherry遺伝子の両末端領域に制限酵素を導入して増幅し
た。使用したプライマーはCMV-Pro-TATA-F2 (5́- TGTACGGTGGGAGGTC -3́)
とYFP-del-stop-Eco-R (5́- AGGAATTCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG -3́) 
であり、PCRの鋳型はpRetroQ-mCherry-C1 Vector (Takara Bio)を用いた。続い
て、増幅したmCherry配列をNheⅠとEcoRⅠで処理し、カラム精製後、エタノ
ール沈殿で濃縮した。また、pEGFPC2KRT1ベクターをNheⅠとEcoRⅠで処理
し、切り出されたベクター部分 (GFP配列を除いた領域)を分離・精製した。これ
らのDNA断片を連結させてクローニングし、プラスミドを精製してmCherry連
結KRT1発現ベクターpmCherry-KRT1 (表6)を作製した。 
 



33 

 
6-4. mCherry-KRT10発現ベクターの作製 
	 pmCherry-KRT1ベクターのKRT1配列をKRT10配列と入れ替えて
mCherry-KRT10を発現するpmCherry-KRT10を作製した。KRT10配列は
Origene社から購入したベクターpCMV6-XL5-KRT10full (KRT10 
(untagged)-Human keratin 10 (KRT10), NM_000421.2, OriGene)から得た。方法
はまず、pCMV6-XL5-KRT10full (50 ng/µl) 1 µl、AmpliTaq Gold® 360 Master Mix 
(Thermo) 25 µl、GC enhancer (Thermo) 5 µl、forwardプライマー：KRT10-Eco- 
start-F (5́- AGCGAATTCATGTCTGTTCGATACAGCTCAAGC -3́) 4 µl、
reverseプライマー：KRT1-polyA-NotSac  (5́-CTACCGCGGCCGCCCTTTTTT 
TTT -3́) 4 µl、脱イオン水11 µlを0.2 ml容PCRチューブに調製し、サーマルサ
イクル：95℃ 10分、(95℃ 30秒 → 60℃ 30秒 →72℃ 2分)×35サイクル、72℃ 
7分で反応させ、両末端に制限酵素認識配列を付加したKRT10配列を増幅させ、
カラム精製後、EcoRⅠとNotⅠで処理し、再びカラム精製、エタノール沈殿で濃縮
した。また、pmCherry-KRT1ベクターをEcoRⅠとNotⅠで処理し、切り出され
たベクター部分 (KRT1配列を除いた領域)を分離・精製した。続いてこれらのDNA
断片を連結させてクローニングし、プラスミドを精製してmCherry連結KRT10
発現ベクターpmCherry-KRT10 (表6)を作製した。作製したプラスミドのKRT10
領域はすべて配列を確認した。使用したプライマーはCMV-Pro-TATA-F2 (5́
-TGTACGGTGGGAGGTC-3́)、KRT10-Eco-start-F (5́- AGCGAATTCATGTCT 
GTTCGATACAGCTCAAGC -3́)、KRT10ex1in-F3 (5́-ACTACAAAACCATCGA 
TGACC-3́)、KRT10ex5.6in-F (5́- TCCCAACTGGCCTTGAAACA-3́)、
KRT10ex4in-R (5́-CAGTGGACACATTTCGAAGG-3́)、KRT1-polyA-R (5́-CCA 
CAACTAGAATGCAGTG-3́)であった。 
 
6-5. mCherry-LOR発現ベクターの作製 
	 pmCherry-KRT10ベクターのKRT10配列をLOR配列と入れ替えて
mCherry-LORを発現するpmCherry-LORを作製した。LOR配列は健常人のゲノ
ムDNAからPCRにより得た。 
6-5-1. LOR配列のクローニング 
	 健常人ゲノムDNA (50 ng/µl) 1 µl、AmpliTaq Gold® 360 Master Mix (Thermo) 
25 µl、GC enhancer (Thermo) 5 µl、forwardプライマー：LOR-ex2F (5́- GCAG 
CTGCCTCCGTAAGTATC -3́) 4 µl、reverseプライマー：LOR-ex2R (5́- CATT 
CCTCCCTCTCCTGGTGA -3́) 4 µl、脱イオン水11 µlを0.2 ml容PCRチューブ
に調製し、サーマルサイクル：96℃ 10分、(96℃ 30秒 → 56℃ 30秒 →72℃ 1
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分)×30サイクル、72℃ 7分で反応させ、PCR産物をカラム精製した。次に、精
製PCR産物 42 µl、10×PCR Buffer for KOD-Plus- (Toyobo) 5 µl、25 mM MgSO4 
2 µl、 KOD-Plus- (Toyobo) 1 µlを0.2 ml容PCRチューブに調製し、95℃ 2分 → 
60℃ 10分で反応させ、末端を平滑化した。平滑化した増幅LOR配列をカラム精
製とエタノール沈殿で濃縮した後、Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit 
(Thermo)を用いて、ベクターに連結させ、クローニング、プラスミドを精製した。
なお、作製したプラスミドはシーケンシングによってすべて配列を確認した。使用

したプライマーはLOR-ex2F (5́-GCAGCTGCCTCCGTAAGTATC-3́)、
LOR-ex2F3 (5́-CCCAGCCGAGTTACGGAG-3́)、LOR-ex2R2 (5́-CTCCGTAA 
CTCGGCTGGG-3́)、LOR-ex2F4 (5́-TTGGAGGTGTTTTCCAGG-3́)、
LOR-ex2F5 (5-CAGGCGGTCCAGTGCCAG-3́)であった。 
 
6-5-2. pmCherry-LORの作製 
	 上記実験方法6-4と同様の方法でLORクローンプラスミドからLOR配列を増幅
し、pmCherry-KRT10ベクターのKRT10領域と交換して、mCherry連結LOR
発現ベクターpmCherry-LOR (表6)を作製した。なお、LOR配列増幅にはプライマ
ー：LOR-Eco-Start-F (5́-GCGGAATTCATGTCTTATCAGAAAAAGCAGCCCA 
CC-3́) およびLOR-Not-end-R (5́- GGGCGGCCGCTAGCCCTCGGGTAGCAT 
CATGAGAGCTC-3́)を用いた。シーケンシングでの配列確認は6-5-1と同じプラ
イマーで実施した。 
 
6-6. 発現ベクターの過剰発現実験検討  
	 上記で作製した発現ベクターをHaCaT細胞およびHeLa細胞 (北海道大学皮膚
科で保持していたもの)、AD293細胞 (Agilent technologies)で過剰発現させ、細胞
内でケラチン線維を観察できるかどうか検討した。 
6-6-1. 細胞培養条件 
	 細胞培養はCO2インキュベーター (MCO-20AIC, Panasonic)で、37℃、5% CO2、

加湿条件下で実施した。培地はDMEM, 4.5 g/L D-Glucose, L-Glutamine, No 
Sodium Pyruvate (Gibco)にFetal Bovine Serum (Sigma-Aldrich)を10%添加した
ものを使用した。培養は75 cm2ベントネックフラスコ (Tissue Culture Flask, 250 
ml, Canted Neck, Blue Plug Seal Cap, Corning, #353135)を使用し、播種濃度は
0.5×106とした。細胞を播種後、コンフルエントになるまで培養し、継代を繰り返

して細胞を維持した。継代は、まず培地を除き、PBSで洗浄後、1 mlの 
Trypsin-EDTA（0.25% Trypsin, 1 mM EDTA･4Na, Gibco）を入れ、37℃下で10
分間静置した。トリプシン処理後、軽く震盪させて細胞をフラスコから剥離し、培
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養培地を10 ml入れてトリプシンを不活性化し、室温下、200×gで3分間遠心後、
上清を除去して培養培地1 mlで細胞を懸濁した。懸濁した細胞はTC10™ 全自動セ
ルカウンター (BioRad)で細胞濃度を測定して、0.5×106個の細胞を取り、フラス

コに播種した。 
 
6-6-2. ベクターのトランスフェクション 
	 コンフルエントになるまで培養した細胞を上記6-6-1のように剥離して細胞懸濁
液を作製し、CELLviewTM cell culture dish（Greiner Bio-One）に2×105個播種 (培
地量は2.0 ml)後、24時間培養した。Opti-MEM I Reduced-Serum Medium 
(Thermo) 200 µlとプラスミド 3.0 µg、Opti-MEM I Reduced-Serum Medium 200 
µlとLipofectamine 2000 Reagent (Thermo) 10 µlをそれぞれ別の1.5 ml容チュー
ブに入れ、タッピングで混和後、室温下で5分間静置した。次にこれらの溶液を混
合して室温下20分間静置し、全量を播種後24時間培養した細胞に添加した。24
時間後、培地を交換してさらに24時間培養した。 
 
6-6-3. 細胞の固定および免疫染色 
	 トランスフェクション後48時間で培地を除去してPBSで2回洗浄後、氷冷した
3%パラホルムアルデヒド (PBSで希釈したもの)を1 ml添加し、4℃下で10分間
静置した。PBSで2回洗浄後、氷冷した0.2% (v/v) TritonX-100溶液 (PBSで希釈
したもの)を添加して5分間静置した。次にPBSで2回洗浄し、2% (w/v) bovine 
serum albumin (Wako, PBSで溶解) を1 ml添加して湿潤条件の37℃下で15分間
ブロッキングした。続いてPBSで1% (v/v)に希釈した核小体を染色する1次抗体 
(Anti-Fibrillarin antibody - Nucleolar Marker, Abcam, #ab5821)を100 µl、細胞が
すべて浸るように添加し、湿潤条件の37℃下で1時間静置した。PBSで3回洗浄
後、PBSで1% (v/v)に希釈した2次抗体 (CyTM 5-conjugate AffiniPure Goat 
Anti-Rabbit IgG(H+L), Jackson Immuno Research, #111-175-144)を100 µl添加
して湿潤条件の37℃下で30分間静置した。さらに、PBSで3回洗浄後、PBSで
2%に希釈したDAPI 溶液を100 µl添加して室温下で5分間静置して核染色を実施
した。最後にPBSで2回洗浄後、空気を当てて水分を除き、封入剤 PermaFluor
を8滴加えてカバーグラスを載せ、氷上で保管した。 
 
6-6-4. 共焦点レーザー蛍光顕微鏡による観察 
	 作製したサンプルは共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡 (FLUOVIEW FV10i, 
Olympus)で観察し、ケラチンによる細胞骨格が確認できるかどうか検討した。 
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6-7. GFP-KRT1安定発現細胞株の作製 
	 HaCaT細胞にpEGFPC2KRT1またはpEGFPC2KRT1-1758insTをトランスフ
ェクションし、geneticinで選択培養後、シングルセルクローニングし、GFP-KRT1
を安定発現する細胞株HaCaT-KRT1-wt、HaCaT-KRT1-1758を作製した。方法
は、上記実験方法6-6-1, 2と同様の方法でHaCaT細胞にpEGFPC2KRT1ベクタ
ーをトランスフェクションした。ただし、播種したシャーレは35 mmシャーレ 
(Falcon™ Easy-Grip Tissue Culture Dishes, Corning, #353001)を使用した。トラ
ンスフェクション後48時間培養し、培地に geneticin (G418二硫酸塩溶液、
Sigma-Aldrich)を最終濃度 0.5 µg/mlになるように加え、コンフルエントになるま
で3日おきに培地交換をしながら培養を続けた。次に、細胞を剥離して1個/100 µl
になるように細胞懸濁液を培地 (geneticinなし)で希釈し、96ウェルプレート 
(Falcon® 96 Well Clear Flat Bottom TC-Treated Culture Microplate with Lid, 
Corning, # 353072)に100 µl/wellで播種した。1週間そのまま培養し、geneticin
添加済みの培地に交換し、さらに1週間培養した。続いて顕微鏡観察で1コロニー
だけのウェルを複数選択し、コンフルエントになるまで培養してそれぞれ細胞株と

した。最終的に、上記実験方法6-6-3と同じ方法でGFP蛍光を認めた1細胞株を
GFP-KRT1安定発現細胞株HaCaT-KRT1-wt、HaCat-KRT1-1758insTとした。 
 
6-8. KRT1の凝集能定量実験 
	 作製したGFP-KRT1発現ベクター8種類：pEGFPC2KRT1、
pEGFPC2KRT1-1758insT、pEGFPC2KRT1-1556delG、
pEGFPC2KRT1-1577delG、pEGFPC2KRT1-1609delGGinsA、
pEGFPC2KRT1-1628delG、pEGFPC2KRT1-1751insG、
pEGFPC2KRT1-1861insT (表7)をそれぞれHaCaT細胞へトランスフェクション
して、KRT1の細胞骨格が乱れ、凝集塊が生じた細胞数を計数し、各変異体の病原
性を推量した。 
6-8-1. ベクターのトランスフェクションおよび観察用サンプル作製 
	 ベクターのトランスフェクションは上記実験方法 6-6-2と同様の方法で実施した。
ただし、トランスフェクション後の培養は合計72時間 (24時間後に培地交換し、
その後さらに48時間培養)とした。トランスフェクション後72時間で培地を除去
してPBSで2回洗浄後、氷冷した3%パラホルムアルデヒド (PBSで希釈したもの)
を1 ml添加し、4℃下で10分間静置した。PBSで洗浄後、氷冷した0.2% (v/v) 
TritonX-100溶液 (PBSで希釈したもの)を添加して5分間静置した。次にPBSで
1回洗浄し、PBSで2%に希釈したDAPI溶液を100 µl添加して室温下で5分間静
置し、核染色を実施した。最後にPBSで1回洗浄後、空気を当てて水分を除き、
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封入剤PermaFluorを8滴加えてカバーグラスを載せ、氷上で保管し、24時間以
内に観察した。 
 
6-8-2. 共焦点レーザー蛍光顕微鏡による観察および凝集細胞計数 
	 細胞数の計数は、まずシャーレを40倍で観察し、1枚につきGFP蛍光が認めら
れる細胞が20個以上存在する領域を4つ選んだ。次に各領域を100倍で観察し、
GFP蛍光が認められる細胞 (極端に蛍光強度が低い細胞は除く)をチェックした。
続いて400倍で観察してそれぞれの細胞を詳細に観察し、正常なケラチン線維を形
成している細胞とケラチン線維の凝集が認められる細胞をそれぞれ計数した。この

とき、蛍光強度が極端に低い細胞や核の形状が異常な細胞・死細胞、分裂期の細胞

を除いた (図8)。この実験を1種類のベクターにつき、最低5回繰り返し、統計処
理 (6-8-3)を実施して、各変異体KRT1の凝集細胞の割合を定量した。 
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図 8. ケラチン凝集細胞の計数方法および細胞観察例 
(a) 凝集した KRT1 を持つ細胞を計数する条件および方法の模式図 
(b) 観察像の代表例 
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6-8-3. 統計処理 
	 上記の方法で得られたデータはStatPlus:mac (AnalystSoft)を用いて凝集細胞の
割合をTukey-Kramer testによって比較した。 
 
7. 患者皮膚のmRNA定量実験 
	 患者皮膚から調製したRNAにおけるKRT2 のmRNA量を定量し、患者皮膚が
正常に分化しているかどうか検討した。調製したRNA 10 ng、10 mM dNTP mix 
(Thermo) 1 µl、50 µM Random hexamer (Thermo) 1 µlを0.2 ml容PCRチューブ
に入れ、脱イオン水を添加して合計 14.3 µl にした。次に 65℃下で 5分間反応後、
氷上で1分間急冷し、5×SSⅣ Buffer (Thermo) 4 µl、0.1 M DTT (Thermo) 1 µl、
RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor (Thermo) 0.5 µl、SuperScriptTM Ⅳ 
RT (200 units/µl, Thermo) 0.2 µlを加えて、23℃ 10分 → 55℃ 15分 → 80℃ 10
分で反応させ、cDNAを合成した (逆転写)。続いて、逆転写産物 1 µl、TaqMANⓇ 
Gene Expression Assay for KRT2 (Thermo, #Hs00907210_m1) 0.75 µl、
Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control (VIC®/MGB probe, primer limited) 
(Thermo, #4319413E) 0.75 µl、TaqMANⓇ Gene Expression Master Mix 
(Thermo) 7.5 µl、脱イオン水 5 µlを96ウェルプレート (MicroAmpⓇ Fast 96-well 
Reaction Plate, Thermo)に入れてサーマルサイクル：50℃ 2分、95℃ 10分、(95℃ 
15秒 → 60℃ 1分 → 蛍光測定)×40サイクルで反応させ、KRT2のmRNA量を
18S rRNA量で補正するΔΔCt法により比較定量した。なお、サーマルサイクルお
よび蛍光検出、データ解析はStepOnePlusTMリアルタイムPCRシステム 
(Thermo)で実施した。 
 
8. 全ゲノムSNPアレイ実験 
	 全ゲノムSNPアレイ実験はAffymetrixⓇ CytoScanTM HD Array (Affymetrix)
を用いてゲノム全域にわたるSNPをマイクロアレイで検出する実験である。調べ
る配列はコピー数を特定するための配列、すなわちヒト集団内で高度に保存されて

いるnon-polymorphicな配列を1,953,246カ所、さらにはヒト集団内である程度の
割合で存在するSNPを含む配列を743,301カ所である。これにより、患者ゲノム
のコピー数異常を検出することができる。コピー数異常とは染色体の全部または一

部のコピー数や組成が増減することである。 
	 用いたサンプルは患者の皮疹部位から分離した表皮より抽出したゲノムDNA 
(afct_epi_gDNA)、患者 revertant部位2カ所からそれぞれ分離した表皮より抽出
したゲノムDNA (Rev1_epi_gDNA, Rev2_epi_gDNA)の合計 3サンプルであった。 
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8-1. サンプルの品質確認 
	 患者組織の表皮から抽出したゲノムDNAをアガロースゲルにより電気泳動し、
品質を確認した。泳動量は1検体当たり400 ngとした。電気泳動の結果、一本の
明瞭なバンドが認められる分解のないゲノムDNAサンプルであることを確認した 
(図9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9. サンプルの品質確認結果 
afct_epi_gDNA, 皮疹部位から分離した表皮より抽出したゲノム DNA；

Rev1_epi_gDNA, 正常化皮膚スポット#1 から分離した表皮より抽出したゲノム DNA；

Rev2_epi_gDNA, 正常化皮膚スポット#2 から分離した表皮より抽出したゲノム DNA 
 
8-2. ゲノムDNAの濃縮 
	 以降の実験ではDNA濃度が50 ng/µl以上が必要であるため、それに満たない場
合はゲノムDNA溶液を濃縮した。方法はDNA 600 ngを取り、微量濃縮遠心機を
用いて容量が10 µlになるまで減圧下で遠心した。 
 
8-3. GeneChip解析 
 AffymetrixⓇ CytoScanTM HD Array Kit and Reagent Kit Bundle (Affymetrix)を
使用してSNP検出のためのマイクロアレイ (GeneChip)解析を実施した。 
8-3-1. ゲノムDNA切断および増幅 
8-3-1-1. NspⅠによるゲノムDNA断片化 
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	 キットに付属の制限酵素NspⅠで250 ngのゲノムDNAを処理した。条件は37℃ 
2時間 → 65℃ 20分 であった。 
 
8-3-1-2. ライゲーション 
	 キットに付属したNspⅠの付着末端をもつアダプター (50 µM Adaptor NspⅠ)
とT4 DNA Ligaseを用いて断片化したゲノムDNAの付着末端にアダプターを連
結させた。なお、反応条件は16℃ 3時間 → 70℃ 20分 であった。 
 
8-3-1-3. PCRによる断片化ゲノムDNAの増幅 
	 上記ライゲーション産物に脱イオン水を加えて合計100 µlに調製した。PCRは
TITANUMⓇ DNA Amplification Kit (Takara Bio)を使用した。脱イオン水 39.5 µl、
10×TITANUMTM Taq PCR Buffer 10 µl、GC-Melt Reagent 20 µl、dNTP Mixture 
(2.5 mM each) 14 µl、PCR Primer 002 4.5 µl、50×TITANUMTM Taq DNA 
Polymerase 2 µl、希釈済みのライゲーション産物 10 µlを0.2 ml容PCRチューブ
に入れ、サーマルサイクル：94℃ 3分、(94℃ 30秒 → 60℃ 45秒 → 68℃ 15
秒)×30サイクル、68℃ 7分で反応させた。なお、PCRによるDNAの増幅は1
検体につき、4チューブ分 (合計400 µl)作製した。 
 
8-3-2. DNA精製 
	 PCR産物をひとつにまとめ、キットに付属の磁性ビーズ・洗浄用Buffer 
(Purification Wash Buffer)とMagnaRackTM (Thermo)を用いてDNAを精製した。
なお、最終的なDNAの溶出は52 µlのElution Bufferを用いて実施し、47 µlを回
収した。回収したDNAは脱イオン水で10倍希釈後、NanoDropTM 2000c 
Spectrophometer (Thermo)を用いて濃度を測定した。 
 
8-3-3. DNA断片化およびビオチン標識 
	 キットに付属の10×Fragmentation Buffer 5.5 µl、脱イオン水 4.25 µl、
Fragmentation Reagent 0.25 µl、精製PCR産物 45 µlを0.2 ml容PCRチューブ
に入れ、37℃ 35分 → 95℃ 15分 反応させてPCR産物を断片化した。続いてキ
ットに付属の5×TdT Buffer 14 µl、30 mM DNA Labeling Reagent 2 µl、TdT 3.5 
µl、断片化したPCR産物 51 µlを0.2 ml容PCRチューブに入れ、37℃ 4時間 → 
95℃ 15分 反応させてDNAの末端をビオチン標識した。 
 
8-3-4. ハイブリダイゼーション 
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	 アレイチップはAffymetrixⓇ CytoScanTM HD Array (Affymetrix)を用い、ハイ
ブリダイゼーションにはGeneChipⓇ Hybridization Oven 645 (Affymetrix)を使用
した。キットに付属のHyb Buffer Part 1 165 µl、Hyb Buffer Part 2 15 µl、Hyb 
Buffer Part 3 7 µl、Hyb Buffer Part 4 1 µl、Oligo Control Reagent 0100 2 µlをよ
く混合し、上記のビオチン標識したサンプルに加え、さらによく混合して95℃ 10
分 → 49℃ 保持で反応させた。このサンプルをアレイチップに入れてシールをし
た後、”CytoScanHD_Array”の条件で50℃下、60rpmで16時間ハイブリダイゼー
ションした。 
 
8-3-5. 洗浄および染色 
	 ハイブリダイゼーションの後、アレイチップをGeneChipⓇ Fluidics Station 450 
(Affymetrix)を用いてプログラム”CytoScanHD_Array_450” によりWash A 
buffer、Wash B bufferで洗浄、Stain Buffer 1とStain Buffer 2で染色、Affymetrix
Ⓡ GeneChipⓇ Array Holding Bufferで固定した。 
 
8-3-6. スキャン 
	 アレイ内のプローブにハイブリダイゼーションしたDNAの蛍光シグナルを、
GeneChipⓇ Scanner 3000 7G (Affymetrix)を用いて測定した。解析ソフトウエア
はGeneChipⓇ Command ConsoleⓇ (Affymetrix)を用いた。 
 
8-4. データ解析 
	 取得したデータ解析にはChromosome Analysis Suite (Affymetrix)を使用し、コ
ピー数変異およびLOHの検出をおこなった。コピー数変異は、ソフトウエアの
Segment設定「Standard (50 marker、400 kbp)」を選択し、50 マーカー以上含
まれ、400 kbp 以上のサイズの領域を変異箇所（Segment）として検出した。その
結果として得られた各 Segment の染色体上での位置を表すKaryoview、各 
Segment の詳細情報を一覧にした Segment データ、および癌関連遺伝子のデー
タセット（CytoRegion）である「Cancer genes」との共通領域を抽出した 
CytoRegion データを出力した。 LOH は、Segment 設定「LOH（50 marker、
3000 kbp）」を選択し、50 マーカー以上含まれ 3000 kbp 以上のサイズの領域を 
Segment として検出した。その結果得られた Karyoview データ、Segment デー
タ、CytoRegion データを同様に出力した。 
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実験結果 
1. KRT1 の V2 ドメインに新規のフレームシフト変異 c.1758_1759insT 
(p.Tyr587LeufsTer67)をヘテロ接合性に有する患者を見出した 
 
	 2008年、北海道大学病院の皮膚科外来に、生下時より全身のドライスキンがあり、
近医皮膚科で加療されていた魚鱗癬患者 (56歳、日本人女性、既往歴は特になし)
が当科での精査を希望して来院した。症状は全身がドライスキンで、腹部および四

肢は鱗屑を伴う潮紅、掌蹠では強い過角化を認めた (図10a)。問診上、両親は不明
であるが、兄、姉、妹には症状がなく、長男に同様の症状が認められるとのことか

ら、常染色体優性遺伝性の魚鱗癬であることがわかった (図10b)。下肢の鱗屑を伴
う潮紅した皮疹部位から皮膚を採取し、皮膚の断面をHE染色で観察すると、不全
角化を伴う表皮の肥厚とケラトヒアリン顆粒の減少が認められた(図11)。また、有
棘細胞および顆粒細胞において細胞核周囲へ赤色に染まる細胞質成分の異常な局在

が認められ、細胞骨格成分の異常が考えられた (図11)。さらに、有棘細胞や顆粒細
胞において空胞化した細胞や二核化細胞も認められた (図11)。しかしながら、表皮
上層の有棘細胞で細胞が脆弱になるEIに特徴的な顆粒変性 (図4) 27は認められな

かった。電子顕微鏡で観察すると、有棘細胞や顆粒細胞でのケラチン線維の凝集は

認められなかったが、角層細胞内に異常なケラチンの凝集 (図12、黄色矢印)が観察
され、角層形成不全により角層細胞内のケラチン線維が正常に配列していないこと

が考えられた。また、光学顕微鏡観察と同様に顆粒細胞において細胞質内に空胞 (図
12、ブロック矢印)が認められた。さらに、顆粒細胞において細胞核周囲の電子密度
が低くなり、その周囲をケラチン線維が囲む環状殻 (peripheral shells)31, 40が認め

られた (図 12、三角形)。以上の観察結果から、EIや IHCMの可能性が考えられ、
その原因遺伝子であるKRT1とKRT10の配列を調べた。その結果、この患者は
KRT1においてデータベースに記載のない新規フレームシフト変異
c.1758_1759insT (p.Tyr587LeufsTer67)をヘテロ接合性で有していることがわか
った (図13)。この変異によりKRT1 C末端側の587番目のチロシン残基がロイシ
ンに変化し、異なる読み枠のペプチドが66残基付加することが明らかとなった (図
14)。本来KRT1のC末端側配列はグリシンに富んだ配列で疎水性が高いが、この
場合、アルギニン残基に富み、極性が大きく異なることが予想された (図14)。また、
ケラトヒアリン顆粒が減少していることから、FLGに機能喪失変異があることも考
えられたため、日本人で報告のあるFLG機能喪失変異10個 51を調べ、

c.8666_8667delinsGA (p.Ser2889Ter)をヘテロ接合性で有していることを明らか
にした (図13)。 
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	 以上により、この時点で本患者は新規フレームシフト変異 c.1758_1759insT 
(p.Tyr587LeufsTer67)による IHCMであると診断された。なお、本患者はFLGの
機能喪失変異も有しているため、ケラトヒアリン顆粒の減少のような組織学的な変

化だけではなく、臨床像に関しても修飾を受けていると考えられた 52。 
	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10. 初診時の患者の臨床像および家系図 
(a) 本患者の臨床像。掌蹠の激しい過角化、腹部はやや軽症の潮紅と過角化、下肢は

やや激しい潮紅と鱗屑を伴う過角化が認められる。 
(b) 本患者の家系図。矢印は本患者を示す。長男に同じ症状が認められ、常染色体優

性遺伝していると考えられる。 
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図 11. 患者皮疹部位の皮膚断面 HE 染色光学顕微鏡観察像 
 表皮は肥厚し、不全角化、ケラトヒアリン顆粒の減少、顆粒細胞および有棘細胞にお

いて細胞質成分の細胞核周囲への異常な局在が認められる。矢印は二核化細胞、三

角形は空胞化細胞をそれぞれ示し、下にその拡大像を示す。 
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図 12. 患者皮疹部位の皮膚断面電子顕微鏡観察像 
(a) 顆粒層と角層の境界付近の弱拡大像。矢印は角層細胞内に残存する異常なケラチ

ン線維、ブロック矢印は顆粒細胞内の空胞、三角形は顆粒細胞の環状殻をそれぞれ示

す。 
(b) 角層細胞のケラチン線維の凝集を示す強拡大像。 
(c) 顆粒細胞における細胞核周囲の電子密度が低い領域と環状核を示す強拡大像。 
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図 13. 患者に認められたKRT1遺伝子変異および FLG遺伝子変異 
(a) KRT1 タンパク質の一次構造の模式図と認められた変異の大まかな位置 (ブロック

矢印) (文献 7 より作成)。 
(b) KRT1変異 c.1758_1759insT 近傍のシーケンス結果。各ヌクレオチドのシグナルを

波形で示している。片方の allele (変異 allele)では c.1758 と c.1759 の間に T が挿入さ

れているが、もう片方の allele (野生型 allele)は正常配列である。 
(c) FLG タンパク質の一次構造の模式図と認められた変異の大まかな位置 (ブロック矢

印) (文献 53 より作成)。数字は FLG の繰り返し配列の単位 (リピート)を示している。 
(d) FLG変異 c.8666_8667delinsGA 近傍のシーケンス結果。c.8666「C」と c.8667「C」 
が欠損して「GA」に置き換わっている。これにより片方のalleleにおける2889番目のセ

リン残基 (Ser)は終止コドン (Ter)を指定する。*はヒト集団内に高頻度で保存されてい

る SNP (rs57672167) である。 
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図 14. 患者に認められた変異がコードする KRT1 アミノ酸配列 
Wild-type, 野生型の KRT1 アミノ酸配列; Mutant, 患者がヘテロ接合性で有している

KRT1 のアミノ酸配列。フレームシフトによって新たに生じるペプチドを赤色で示す。587
番目のチロシン (Y)がロイシン (L)になり、66 残基の異なるフレームのペプチドが続く。 
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2. 本患者には多数の正常化した皮膚領域が多発する 
	 初診時から 7年後の 2015年に本患者の孫娘も同症状があるとのことで再診した
際、臨床像を再度詳しく観察したところ、膝窩を中心に大腿や下腿、前腕にかけて

直径1 mmから最大15 mm程度の白いスポット状の皮膚領域が多数 (全身で1000
個以上)確認された (図 15-17)。2008 年の初診時の臨床像と比較すると、スポット
の数や大きさが 7 年間で顕著に増加していることがわかった (図 16)。問診上、こ
れらの白いスポットは30歳頃から気付きはじめたとのことであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 15. 2015 年再診時の臨床像と家系図 
(a) 下肢屈側の臨床像。鱗屑を伴い潮紅した皮膚に白いスポット状の皮膚領域が点在

している。 
(b, c) 前腕の臨床像。やや潮紅した皮膚に白いスポット状の皮膚領域が点在している。 
(d) 2015 年時点での家系図。患者の息子、孫娘に症状が遺伝しており、常染色体優性

遺伝形式をとる。 
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図 16. 2008 年と 2015 年の臨床像比較 (次ページへ続く) 
 白い枠内の拡大像を下部に示す。 
(a) 2008 年の臨床像。 
(b) 2015 年の臨床像。2008 年と比較すると顕著に白い皮膚領域が増加している。 
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図 16 (続き). 2008 年と 2015 年の臨床像比較 
 黄色い三角形および点線の円は同じ白い皮膚領域を示す。 
(c) 2008 年の臨床像。 
(d) 2015 年の臨床像。2008 年と比してこの領域の近傍で白色のスポットが増加してい

ることがわかる。 
 
 
 そこで、白いスポット3カ所と皮疹部位1カ所 (図17)を採取し、皮膚断面をHE
染色、KRT1、KRT10、KRT2の免疫染色により組織学解析を実施した。その結果、
皮疹部位ではコンパクトな角層、不全角化、顆粒層非薄化、細胞質成分の核周囲へ

の凝集が認められ (HE染色)、KRT1が核周囲へ局在し、ケラチノサイトの最終分
化マーカーであるKRT2がほとんど染色されなかった (図18, 19)。一方、白いスポ
ットではそれらが完全に健常人と同じパターンになっていた (図18, 19)。なお、こ
の傾向はmRNAレベルでも同様で、皮疹部位で著明に低下していたケラチノサイ
トの最終分化マーカーであるKRT2のmRNA蓄積量が白いスポットでは回復して
いた (図20)。以上のことから、患者で認められた白いスポット領域の皮膚は組織
学的に正常化していると結論できた。 
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図 17. 採取部位 
 スポット#1、スポット#2、スポット#3、皮疹部位それぞれの生検部位の拡大写真とダー

モスコピー*像。点線の円は生検した範囲、棒点線はスポット#3 の組織学解析の際の切

片方向である。なお、スポット#3 のみ皮疹部位と正常化部位の境界部を採取した。 
 
*ダーモスコピー像：ダーモスコープと呼ばれる白色発光ダイオード光と偏光フィルター

が付属し、10-30 倍程度の倍率で観察できる拡大レンズを用いて観察した像である。皮

膚には超音波検査用のゼリーを塗布し、拡大レンズと皮膚との間を埋め、反射光のな

い状態にして観察することができる。 
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図 18. 白いスポット領域 (スポット#1 およびスポット#2)の組織学像 
 KRT1 を緑色、KRT10 を赤色、KRT2 を橙色で示す。スポット#1 およびスポット#2 で

は皮疹部位とは異なり、ほぼ完全に健常人皮膚と同様のパターンを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 19. 白いスポット領域 (スポット#3)の組織学像 
 KRT1 を緑色、KRT2 を橙色で示す。正常化部位と皮疹部位の境界が HE 染色、

KRT1・KRT2 染色において明瞭に区別できる。 
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図 20. 患者皮膚組織のKRT2 mRNA の定量結果 
 皮疹部位では分化マーカーであるKRT2がほとんど発現しておらず、正常化皮膚スポ

ット#2、#3 では健常人と同等レベルまで回復している。 
 

 
 
3. 白いスポット状の皮膚領域は遺伝子が正常化した revertant である 
	 次に、正常化皮膚領域の遺伝子型を調べるために、採取した皮疹部位1カ所、正
常化皮膚領域2カ所 (図17)の表皮と真皮を分離した上で、それぞれからゲノム
DNAを抽出し、KRT1の病原遺伝子変異の有無を調べた。その結果、スポット#1
と#2の表皮のみで遺伝子型が野生型ホモ、すなわち変異のalleleの消失が確認され
た (図21)。したがって、患者に多数認められた正常化皮膚領域はケラチノサイト
のゲノムDNAが変化して病原変異が消失したrevertantであることが証明された。
KRT1のV2ドメインのフレームシフト変異で revertant mosaicismを伴う場合、
Choateら 44は IWC-Ⅱ (または IWC-K1)と診断しているので、以上の事実から
IWC-Ⅱと最終診断した。 
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図21. 皮疹部位および正常化皮膚スポットにおける表皮または真皮のKRT1遺伝子型 
	 Wild, 野生型；Mut, 変異 
 
4. 患者の revertant スポットにおける表皮では 12 番染色体の KRT1 領域
を含む LOH が認められる 
	 図21に示すとおり、本患者の正常化皮膚スポット#1と#2の表皮のゲノムDNA
からは変異のalleleが検出されなかった。この原因を調べるためにゲノム上の広範
囲にわたるSNPを調べ、変異の消失が染色体レベルの変化によるものなのか、
KRT1領域周辺のみの変化なのか (相同組換えによる変化かどうか)、または変異の
みの変化なのか (復帰突然変異・第二点突然変異なのか)、明らかにした。Affymetrix
Ⓡ CytoScanTM HD Array (Affymetrix)を用いて、皮疹部位およびスポット#1、スポ
ット#2 (図17, 21)の表皮から抽出したゲノムDNAのSNPを260万ヶ所以上調べ
た。その結果、スポット#1と#2の両方で、12番染色体においてコピー数変化のな
い大規模なLOHが検出された (図22)。なお、12番染色体以外の領域については
皮疹部位と正常化皮膚スポット部位の遺伝子型に大きな違いは検出されなかった 
(図23)。コピー数の異常がなかったので、変異があるKRT1遺伝子が座乗する領域
や染色体の欠損が原因である可能性は否定された。さらに、そのコピー数変化のな
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いLOHはKRT1のセントロメア側にbreak pointがあり、それがテロメアまで続
いている(図22)。この結果は、break pointの位置よりもテロメア側がすべて一種
類の配列になっていること、すなわちbreak pointで片方の相同染色体の配列と組
換えが起こり、テロメア側の配列がすべて置き換わり、元の配列を失ったことを示

す。よって、この変化は体細胞であるケラチノサイトまたはその幹細胞における相

同組換え (single recombinationまたは gene conversion)の結果、生じたことが明
らかとなった。ここで、確認された染色体のLOH領域におけるbreak point近傍
に存在するSNPの遺伝子型を表8 (スポット#1)および表9 (スポット#2)に詳しく示
す。表8から、皮疹部位の表皮と正常化皮膚の表皮で遺伝子型が異なるところが
break pointであるので、chr12: 52,423,996 - 52,521,715がスポット#1のbreak 
pointが存在する領域である。この領域は12番染色体のタイプⅡケラチンのクラス
ターよりもセントロメア側である。同様にスポット#2のbreak pointが存在する領
域は表9から chr12: 53,040,411-53,124,962と推測できる。さらに図21からKRT1 
c.1758_1759insT (chr12: 53,069,153と chr12: 53,069,154の間にA (センス鎖では
T)が挿入される変異)が野生型ホモになっていることから、スポット#2のbreak 
pointの領域は chr12: 53,040,411-53,069,154であると結論できる。以上から、本
実験によりスポット#1およびスポット#2の12番染色体に認められたLOHの
break pointはいずれもKRT1領域またはそれよりもセントロメア側にあることが
明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 22. 表皮由来ゲノム DNA の 12 番染色体における遺伝子型 
 各サンプルの12番染色体における各SNP配列のコピー数と遺伝子型を示す。スポッ

ト#1 と#2 においてKRT1領域近傍を break point とした LOH が認められる。 
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図 23. 表皮由来ゲノム DNA の染色体におけるコピー数異常と LOH 
 各サンプルにおける染色体全体の検出されたコピー数異常と LOH を示す。12 番染色

体以外では正常化皮膚に特異的な異常は認められない。赤枠内に各異常の表示マー

カーを示す。 
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表8. 正常化皮膚スポット#1 の表皮ゲノム DNA に認められる LOH break point 近傍の

遺伝子型 
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表9. 正常化皮膚スポット#2 の表皮ゲノム DNA に認められる LOH break point 近傍の

遺伝子型 
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5. 同症の長男 (35 歳)も revertant mosaicism を伴うが、孫娘 (7 か月)は
魚鱗癬症状のみである 
	 2015年の再診の際、魚鱗癬症状がある本患者の長男 (35歳)と孫娘 (7か月)の診
察も実施した。長男の臨床像は本患者とほとんど同じで、全身のドライスキンと体

幹、四肢の鱗屑を伴う潮紅、掌蹠の激しい過角化であった (図24a)。孫娘では、掌
蹠や膝を中心に過角化と潮紅が認められた (図24b)。唾液から抽出したゲノムDNA
を用いて遺伝子型を調べたところ、長男、孫娘ともに本患者と同じ遺伝子型：

c.1758_1759insT (p.Tyr587LeufsTer68)をヘテロ接合性で有していることがわか
った (図25)。また、長男の膝窩には最大で2 mm程度の revertantスポットが35
個程度認められた (図26)。一方で、孫娘には revertantスポットを確認することが
できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 24. 長男および孫娘の臨床像 
(a) 長男の臨床像。患者 (図 10)と同様に掌蹠を含む四肢と腹部に過角化が目立ち、皮

膚が潮紅している。 
(b) 孫娘の臨床像。掌蹠および膝を中心に過角化と潮紅が認められるが、患者や長男

と比して軽症である。 
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図 25. 本患者の長男および孫娘に認められたKRT1変異 
(a) 長男と孫娘に認められた polymorphism および病原変異、さらにはシーケンスに用

いたプライマー位置の模式図。 
(b) 本患者、長男、孫娘に認められたKRT1変異 c.1758_1759insT 近傍のシーケンス

結果とそれぞれの遺伝子型。Wild, 野生型；Mut, 変異 
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図 26. 長男に認められた revertant スポット 
 左膝窩に認められた revertant スポットを示す。左右の写真の矢印および三角形はそ

れぞれ同じスポットを示している。直径2 mm以下の revertantスポットが散在している。 
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6. 変異ケラチンの病原性を調べる実験系の構築 
	 本研究ではKRT1のV2ドメインにおけるフレームシフト変異の病原性を調べる
ために、変異KRT1を細胞に過剰発現させ、その細胞内挙動の観察を試みた。なお、
先行研究においてEBS患者で認められる変異KRT14を細胞内で過剰発現させ、そ
の挙動を解析することで、変異の種類と病原性について相関が得られている 24, 54の

で、その研究を参考に実験検討を実施した。 

6-1. 発現させる細胞種について 
	 HaCaT細胞、HeLa細胞、AD293細胞の3種類でpEGFPC2KRT1をトランス
フェクションし、GFP蛍光を観察することで、野生型KRT1タンパク質が細胞骨
格を形成するかどうか検討した。その結果、HaCaT細胞ではほとんどの細胞にお
いてGFP-KRT1が整ったフィラメント状の細胞骨格を形成することがわかった 
(図27a)。一方、HeLa細胞では一部の細胞でフィラメント状の細胞骨格を形成した
が、多くの細胞では細胞内で凝集し、AD293細胞ではほとんどすべての細胞で
KRT1の凝集が認められた (図27b, c)。以上から、KRT1の過剰発現による細胞骨
格形成能を調べる実験にはHaCaT細胞を用いるのが適切と結論できた。 
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図 27. GFP-KRT1 を過剰発現した HaCaT 細胞、AD293 細胞、HeLa 細胞の蛍光観察

像 
 緑は GFP 蛍光、すなわち KRT1 タンパク質を示し、青は細胞核を示す。 
(a) HaCaT 細胞。KRT1 がフィラメント状の正常な細胞骨格を形成している。 
(b) AD293 細胞。KRT1 が高度に凝集してほとんど細胞骨格を形成していない。 
(c) HeLa 細胞。KRT1 は一部フィラメント状の正常な細胞骨格を形成するが、しない細

胞も多数認められた。 
 
 
6-2. 細胞骨格形成の表現型について 
	 Natsugaら 54は重症度の異なるEBS 2種類のKRT14病原変異について、重症
度の違いと細胞内で過剰発現させたときに凝集塊を形成した細胞の割合に相関があ

ることを示した。本研究において、まずは患者で認められた変異KRT1 
(p.Tyr587LeufsTer67)をHaCaT細胞で過剰発現させると、凝集塊を形成するかど
うか調べた。その結果、図28に示したように変異体を発現したHaCaT細胞では正
常なフィラメント状の細胞骨格の他に、核周囲または核内でKRT1の凝集が確認さ
れた。したがって、本研究で見出された新規フレームシフト変異をもつKRT1タン



65 

パク質は正常な細胞骨格を形成しつつも、一定の割合で凝集塊を形成する作用があ

ると考えられた。また、この実験方法により変異KRT1タンパク質の病原性を「ケ
ラチンの凝集塊が認められた細胞の割合」として検出することが可能であることが

示唆された。 
	 さらに、Sprecherら 31はKRT1のV2ドメインにおける変異はケラチン線維形
成だけではなく、LORとの相互作用にも影響を与えることを患者組織の免疫電子顕
微鏡観察で示唆したので、本研究でこの表現型について細胞を用いた実験で再現で

きるかどうか検討した。まずは、GFP-KRT1を安定発現する細胞株
HaCaT-KRT1-wtにmCherry-LORを発現するベクターpmCherry-LORをトラン
スフェクションし、野生型KRT1とLORが共局在するかどうか調べた。またKRT1
のペアであるKRT10とのヘテロダイマー形成に大きな影響がある可能性も考えら
れたので、KRT10 (mCherry-KRT10)をHaCaT-KRT1-wt、HaCaT-KRT1-1758
にトランスフェクションする実験も実施した。その結果、この実験系では野生型

KRT1とLORが相互作用することを明確に確認できず、この表現型について病原
性の違いを検出する実験は困難であることが明らかとなった (図29)。また、KRT10
はKRT1と共局在するが、変異KRT1との明らかな違いは検出できなかった (図
30)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 28. 変異体 KRT1 が HaCaT 細胞の細胞骨格に与える影響 
 緑はGFP蛍光、すなわちKRT1タンパク質を示し、青は細胞核、赤色は核小体を示す。

野生型 KRT1 をトランスフェクションした場合、フィラメント状の整った細胞骨格を形成し

たが、変異 KRT1 (c.1758_1759insT: p.Tyr587LeufsTer67)の場合、整った細胞骨格

のほかに核周囲または核内に凝集体を形成した。 
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図 29. LOR と KRT1 の共局在に関する検討 
(a) GFP 連結野生型 KRT1 を安定発現する細胞に LOR を一過的に発現させた時の代

表的な像を 2 つ示す。桃色と青色の枠の拡大像をそれぞれ下に示す。LOR を赤色、

GFP (野生型 KRT1 タンパク質)を緑色で示し、共局在した場合、黄色となる。KRT1 と

LOR は HaCaT 細胞内で共局在する場合も認められたが、共局在しないところも多く存

在する。 
(b) HaCaT 細胞に LOR のみを一過的に発現させた時の代表的な像を 2 つ示す。LOR
を赤色、細胞核 (DAPI 染色)を青色で示す。LOR は細胞質全体に時にドット状の凝集

体を形成して存在し、KRT1 と共発現した場合 (a)と変化がないことがわかる。 
 
 
 
  



67 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 30. KRT10 と野生型 KRT1 および変異 KRT1 の共局在に関する検討 
 GFP 連結野生型 KRT1 または GFP 連結変異 KRT1 (c.1758_1759insT: 
p.Tyr587LeufsTer67)を発現する細胞に KRT10 を一過的に発現させた時の代表的な

像。桃色と青色の枠の拡大像をそれぞれ下に示す。KRT10を赤色、GFP (KRT1タンパ

ク質)を緑色で示し、共局在した場合、黄色となる。野生型および変異体の KRT1 は

KRT10 と高度に共局在することが明らかである。 
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7. 既報告 KRT1 V2 ドメインフレームシフト変異を有する KRT1 はすべて
細胞内で凝集する 
	 上記検討により、変異KRT1をHaCaT細胞で一過的に過剰発現させ、KRT1の
凝集塊ができる細胞の割合を調べることで、各変異の病原性の比較ができると考え

られた。そこで、作製したすべての変異KRT1 (表7)について凝集塊を形成する細
胞の割合を調べた。その結果、野生型KRT1と比較してすべての変異体が有意 
(p<0.01)に凝集塊を形成する細胞の割合が高かった (図31)。また、いずれの細胞も
一定数は正常な細胞骨格を形成した。したがって、今回調べた7種類のKRT1にお
けるV2ドメインの変異はケラチン線維形成を阻害することが明らかとなった。し
かしながら、この実験では症状の重症度や revertant mosaicismの有無 (表3)と凝
集塊をつくる細胞の割合の相関は得ることができなかった (図31b)。 
	 また、形成する凝集体の形について本研究で見出されたp.Tyr587LeufdTer67変
異タンパク質は細胞核周囲または細胞核内のドット状の凝集が認められ (図28, 
31a)、この凝集体は他の変異体では認めることができなかった (図31a)。 
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図 31. 既報告 V2 ドメイン変異 KRT1 の HaCaT 細胞における細胞骨格形成能比較 
(a) 各変異体を一過的に過剰発現させた HaCaT 細胞においてケラチン (GFP)の凝集

が認められた代表な像。GFP の蛍光を緑で示し、野生型は秩序立ったフィラメント状の

細胞骨格像であったが、各変異体では一部で細胞骨格が乱れた像が得られた。 
(b) 凝集が認められた細胞の割合。黒色、野生型；橙色、重症例の変異；薄緑色、軽症

例の変異である。 各数値は少なくとも独立した 5 回の実験の平均でエラーバーは標準

誤差である。統計検定 (*)は Tukey-Kramer test で実施した。 
 
  



70 

考察 
KRT1 変異と IWC-II 
	 本研究において、我々は IWC患者に新規KRT1変異 c.1758_1759insT 
(p.Try587LeufsTer67)を同定した。KRT1変異により発症する IWC-IIの報告はこ
れまで1家系しかなく 44、本家系が世界で2家系目の報告となる。興味深いことに
これら2家系は臨床病理学的に多くの共通点を有していた。臨床的には、いずれの
家系もKRT10変異による IWC-Ⅰで認められる眼瞼外反、小耳症、耳介形成異常、
乳頭形成不全、低身長を認めず 55、魚鱗癬自体も IWC-Ⅰより軽症であった。病理
学的にも、IWC-Ⅰでは不全角化を伴う過角化、表皮角化細胞の核周囲の高度の空胞
化、顆粒層の菲薄化が特徴であるが 55、IWC-IIの2家系では核周囲の空胞化はIWC-
Ⅰよりも軽度であり、IWC-Iと IWC-IIは臨床病理学的にそれぞれ異なる特徴を持
つことが確認された。なお、IWC-IIの最初の報告例では不全角化を認めず、顆粒
層の肥厚（粗大化したケラトヒアリン顆粒）を認めたのに対し 44、本症例では不全

角化と顆粒層の菲薄化が認められたが、本症例はFLGにナンセンス変異
c.8666_8667delinsGA (p.Ser2889Ter)を有しており、顆粒層の菲薄化はこの変異の
存在により説明できると考えた 51-53。不全角化については、IWC-IIの今後の症例の
蓄積により明らかになるものと考える。 
 
	 本患者でも過去の IWCの報告例と同様、臨床病理学的に治癒した部位が多発し
ており、解析した2カ所の正常化皮膚では、いずれもKRT1が座乗する12番染色
体長腕の変異よりもセントロメア側からテロメアまで相同組換えが起こり体細胞レ

ベルで遺伝子変異が消失していることを確認した。IWCはこれまでに報告されてい
る疾患の中で唯一、体細胞における相同組換えという単一のメカニズムでrevertant 
mosaicismが多発する疾患であり、我々の研究結果もこれを裏付けるものであった。 
 
	 さらに我々は、IWC-Iと IWC-IIでは revertant部位の出現する時期に大きな差
異があることを見出した。すなわち、IWC-IIでは revertantスポットは生下時や幼
少期・青年期にはきわめて少なく、20-30代で初めてその存在に気づかれ、高齢に
なってから増加するのに対し、IWC-Ⅰでは生下時または乳幼児期に revertantスポ
ットが多発する 55。また、両者の間には revertant部位の数と大きさにも違いがあ
り、IWC-II では IWC-Ⅰと比べ revertant部位のサイズがより小さく、数もより少
ない。これらの所見は、変異KRT1と比して変異KRT10のほうが体細胞での相同
組換えの頻度や正常化ケラチノサイトの疾患ケラチノサイトに対する相対的な増殖
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能に与える影響が大きい可能性を示唆している。この点は今後、各変異と revertant 
mosaicismの関係を実験的に検証する際に、重要な知見となると考えられる。 
 
Revertant 細胞の出現メカニズム 
	 IWCで認められるKRT1変異またはKRT10変異は遺伝子の終止コドンから数
十〜数百塩基上流に生じるフレームシフト変異で、変異タンパク質の多くはアルギ

ニンを多数含み、核移行シグナルを生じる。一方、KRT1またはKRT10の rodド
メイン変異により発症するEIでは revertant mosaicismはこれまで報告されてい
ない 28, 29。これらの事実は、C末端側のフレームシフト変異が体細胞での相同組換
えに直接関与している可能性を強く示唆している。自験例で同定したフレームシフ

ト変異も、アルギニンに富んだフレームを指定する変異で、変異タンパク質の一部

は核内または核周囲に異常局在していた。しかしながら、IWC-Ⅰのうち2例では
アラニンに富んだフレームを指定する変異(図32)でも revertant mosaicismが多発
し 43, 56、IWC-IIのうち1例では特定のアミノ酸に富んだフレームを指定しない変
異であったことから、必ずしもアルギニンに富んだペプチドである必要はないこと

がわかる。そして興味深いことに、免疫染色を実施されたIWC-Iの1例では核内に、
IWC-IIの1例では核周囲にそれぞれ変異タンパク質が異常局在することが報告さ
れている。すなわち、これら IWCを引き起こす変異のペプチドで共通するモチー
フはアミノ酸配列の比較からは見出せず、タンパク質の一次構造から相同組換えを

引き起こす効果を推察するのは困難であるが、C末端側のフレームシフト変異によ
り変異タンパク質の一部が核内または核周囲に異常局在することが相同組換えの誘

導とrevertant細胞の出現に重要である可能性が示唆された。事実、KRT1やKRT10
と同様に中間径フィラメントを構成するKRT17は細胞骨格として細胞に強度を与
えるだけではなく、その一部が核内に移行することで、細胞周期をG1期からS期
へ進行させることがわかっており 57、核内に異常蓄積したKRT1やKRT10も同様
に細胞骨格以外の作用をしている可能性がある。 
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図32. IWC- を引き起こす変異KRT10タンパク質のV2ドメインにおけるアミノ
酸配列 (文献55, 56より作成) 
	 赤色はアルギニンに富んだペプチドを指定するもので、複数報告のあるKRT10
のV2ドメインにおけるフレームシフト変異の中で最も5´末端側のもの 
(Ser458Argfs)と最も3´末端側 (Ser525Lysfs)を示した。青色で示したものはアラニ
ンに富んだフレームを指定する変異のもので、黒字は野生型KRT10のアミノ酸配
列である。 
 
	 一方で、変異タンパク質はもとのグリシンに富んだ配列と比較すると親水性が極

めて高いにも関わらず、in vitroの実験では一定の割合で正常な細胞骨格を形成し、
細胞骨格形成能はある程度確認できた。しかし、このように形成された細胞骨格は

全体の極性が変化していると考えられ、細胞骨格と相互作用している細胞内物質の

局在に影響していると予想される 7。また、体細胞における相同組換えにより変異

が座乗する染色体が大規模に消失するには、理論上DNA複製と細胞分裂の過程を
経る必要があり (図6)、この際に細胞内ではダイナミックな細胞骨格成分の再分配
がおこる 7。したがって、本来とは大きく異なる極性の細胞骨格成分により、この

過程に異常をきたす可能性がある。極性が変化した細胞骨格がDNA複製や有糸分
裂に及ぼす影響については不明な点も多いが、今後の研究の展開が強く期待される。 
 
	 患者のrevertantスポットが長期間維持されることから(本研究の患者では最低で
も7年間維持されていた)、revertant細胞の由来は表皮の幹細胞であることが予想
される。表皮の幹細胞は基底細胞の一部と皮膚の付属器 (毛包や脂腺、汗腺など)に
存在する幹細胞が主体である考えられている 2, 58。IWCで認められる revertantス
ポットは毛包や汗腺に一致していないこと 35, 55 (図17)から、付属器に存在する幹細
胞が変化して生じた結果である可能性は低いと考えられる。したがって、現状では

基底細胞の一部の幹細胞で生じた revertant細胞がクローン性増殖の結果、
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revertantスポットを形成すると予想される。基底細胞ではKRT10やKRT1が少
量ではあるが発現していることが知られており、核内または核周囲に移行した少量

の変異タンパク質が相同組換え頻度を増加させていることが予想されるが、この点

に関しては今後さらに検証が必要である。 
 
KRT1 の V2 ドメインにおけるフレームシフト変異と皮膚疾患 
	 本研究で解析した患者は四肢を中心とした潮紅と鱗屑を伴う過角化、さらには掌

蹠の激しい過角化を特徴とした臨床で、かつ revertant mosaicismを伴っていた。
この臨床的特徴はChoateら 44の症例とほぼ一致し、彼らの診断結果に倣い、自験

例は IWC-Ⅱと診断した。 
 
	 KRT1のV2ドメインのフレームシフト変異は、本研究で同定した変異も含めこ
れまで9種類報告されている(表3)。これらV2ドメインの変異は多彩な皮膚症状を
引き起こすため、IHCM40、線状掌蹠角化症 41、EI42, 43、IWC-Ⅱ44といった様々な

診断名が付与されてきた。このうちEIは、KRT1 V2ドメインのフレームシフト変
異でEIの最大の特徴である顆粒変性を生じた報告例がないことから、不適当と考
えられる。従って、KRT1のV2ドメインにおける既報告のフレームシフト変異が
原因の皮膚疾患の診断名については、掌蹠に限局した病変であれば掌蹠角化症、掌

蹠の過角化に加え掌蹠外にも魚鱗癬の症状があれば IHCM、IHCMの症状に加えて
revertant mosaicismを認める場合には IWC-IIと診断するのが現時点では妥当と
考えられる（しかし、IWC-IIという疾患名は本症が比較的高齢で revertant 
mosaicismを生じるため幼小児期には診断できないという欠点を含有している）。
今後、変異による発症機序が完全に解明されれば、より病因に基づいた疾患分類が

可能になるはずであり、今後の研究の発展が期待される。なお、ケラチンの異常で

生じる魚鱗癬をまとめてkeratinopathic ichthyosisとする分類法も提唱されている
59ので、本症例も含め大分類としてkeratinopathic ichthyosisと呼称することも可
能であるが、臨床像や発症メカニズムに即した病型の分類が重要と考え、本研究で

はkeratinopathic ichthyosisという分類は用いていない。 
 
KRT1 の V2 ドメインにおけるフレームシフト変異と臨床的重症度 
	 KRT1のV2ドメインにおける変異は、上述のとおりこれまで 9種類報告されて
おり (表 3)、本研究では c.1752dupT (p.Gly585TrpfsTer69)と c.1865_1866insG 
(p.Val622CysfsTer30)を除くすべての変異について変異KRT1 cDNAを作製し、細
胞骨格形成能を検討した。結果、これらの変異KRT1タンパク質はすべて正常な細
胞骨格に加えて異常凝集塊を形成し病原性を有することを明らかにした。しかしな



74 

がら、各変異が引き起こす臨床的重症度と細胞骨格形成阻害能の間には明らかな相

関を見出せなかった。このことは、これらの変異は細胞骨格形成以外にも影響し、

それが重症度に関して重要であることを示唆している。そこで、本研究では変異

KRT1と KRT10や LORとの相互作用について免疫染色にて観察したが、野生型
との違いを検出することができなかった。また、変異間でのアミノ酸組成の違いと

重症度の違いにも明らかな相関は認めなかった。 
 
	 Fonsecaら 34は重症度がGLの数の違いにより規定される可能性について論じて
おり、重症例の場合、保持されるGLの数は 2個以下である (表 3)。GLは V1お
よびV2ドメインにおける主要な構造と考えられており 32、他のケラチンやLORな
どの角層を形成するタンパク質との相互作用に影響することが示唆されている 3, 

31-34が、これ以外にもその極めて高い疎水性により角層細胞自体のバリア機能に関

わっていることが推察される。すなわち、GL の消失数が多いほど、最終的な角層
細胞のアミノ酸組成が親水性になり、バリア機能が著しく低下することが予想され

るため、本研究で検証できた細胞骨格形成阻害作用に加えて、症状を修飾している

可能性がある。この点については、患者皮膚の解析や in vitroでの角層モデルを用
いた詳細な細胞生物学的、分子生物学的実験が必要である。また、V2 ドメインは
リン酸化や SUMO化などの翻訳後修飾のターゲットになっている 7, 60ことから、

フレームシフト変異によるアミノ酸組成自体の変化に加えて、翻訳後修飾の変化が

タンパク質の性質や細胞内のシグナル伝達に影響している可能性も考えられる。 
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総括および結論 
 
本研究により以下の新知見を得た。 
 
1) KRT1の新規フレームシフト変異 c.1758_1759insT (p.Tyr587LeufsTer67)は病
原性をもち、revertant mosaicismを伴う魚鱗癬、IWC-Ⅱの原因となる。 
2) IWC-Ⅱは IWC-Ⅰとは臨床病理学的に異なり、revertant細胞の出現は青年期以
降で、高齢になってから急激に増加しはじめる。 
3) KRT1のV2ドメインがフレームシフト変異したタンパク質は細胞内で細胞骨格
の凝集を引き起こして細胞骨格形成を阻害するが、各変異がおこす症状の重症度や

revertant mosaicismの有無とは相関がなく、これらの違いは細胞骨格形成能とは
異なるV2ドメインの機能により生じていると考えられた。 
 
また、rodドメインの変異によるEIでは revertant mosaicismが認められない事実
から、IWCにおける revertant mosaicismの出現は変異タンパク質が引き起こして
いることが考えられた。よって、変異タンパク質によって体細胞における相同組換

えが誘発されていることが予想され、その能力は変異KRT1タンパク質よりも変異
KRT10タンパク質のほうが高いことが予想された。さらに、変異タンパク質は通
常とは極性の大きく異なる細胞骨格を形成しうることから、細胞分裂やゲノム複製

に影響を与え、体細胞における相同組換えと関係していると予想された。したがっ

て、本研究によりこれまでにない新しい展開、すなわち、中間径フィラメントの成

分とゲノムDNAの一次配列や染色体構造の維持機構に関する新しい研究分野の道
を開くことができた。 
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