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緒言 

 
皮膚は全身を覆う人体で最大の臓器である。表層から角層・表皮・真皮に分かれてお

り、それぞれの層は様々なタンパクにより強固に結合している（Fig 1）。最外層である

角層は外界と直に接するため、水分の蒸発や異物の侵入、紫外線などの外的環境から人

体を防御する役割がある。 

 

 
 

Figure 1 表皮を構成する細胞の構造と表皮基底膜付近の分子構造  

（清水 宏「あたらしい皮膚科学第 2 版」より抜粋・改変 1） 

 

 

表皮水疱症とは表皮基底膜を構成する分子をコードする遺伝子の異常によって生じ

る疾患である。表皮基底膜タンパクの異常や欠損により皮膚が脆弱となり、軽微な刺激

で水疱、びらん、潰瘍を形成する。日本国内における推定患者数は 500～1000 人程度

といわれており、発症人数は年間 10 数人と非常に稀な疾患である。 

表皮水疱症は臨床像や原因遺伝子、組織構造、免疫組織化学、分子学的な情報から分
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類されている。病歴や家族歴、皮膚および皮膚以外の特徴的な臨床症状の有無から最初

の判断を行い、次に様々な検査を行いより詳しく分類していく。裂隙形成の部位により、

主に３つの病型に分けられる。表皮のタンパク異常では単純型表皮水疱症、表皮-真皮

境界部のタンパク異常では接合部型表皮水疱症、真皮のタンパク異常では栄養障害型

表皮水疱症とよばれる（Fig 2）。 

 

 
Figure 2  表皮水疱症をきたす機序と裂隙の微細形成部位 

（清水 宏「あたらしい皮膚科学第 2 版」より抜粋 1） 

 

2008 年には、第 4 の病型として Kindler syndrome が加えられ、表皮水疱症は 4 つの

主病型に分類された 2。Kindler syndrome では、光線過敏などの特徴的な臨床症状を示

し、水疱が基底膜内あるいは基底膜下の複数個所で生じる。 

表皮水疱症で一番多くみられるのは栄養障害型表皮水疱症であり、遺伝形式から優

性栄養障害型表皮水疱症、劣性栄養障害型表皮水疱症に分類される。患者数の多い順に、

劣性栄養障害型、単純型、優性栄養障害型、接合部型となっている。加齢とともに皮膚

症状が改善するものから、生後間もなく死亡する重症型まで臨床症状の程度は様々で

ある（Fig 3）。 
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Figure 3  表皮水疱症患者の病型別臨床像 

a) 単純型表皮水疱症。表皮レベルで形成された浅いびらん、水疱形成がみられる。 

b) 接合部型表皮水疱症。全身のびらんに加え、歯牙形成不全もみられる。 

c) 栄養障害型表皮水疱症。基底膜直下での水疱形成により、瘢痕、手指の癒合がみら

れる。 

 

 

その中でも特に栄養障害型、接合部型は重症であり、感染症や扁平上皮癌などの悪性

腫瘍により死に至ることもある。このうち劣性栄養障害型表皮水疱症は最も重症な病

型の一つであり、Ⅶ型コラーゲンの異常および欠損による 3。Ⅶ型コラーゲンは基底細

胞や真皮の線維芽細胞により産生され、係留線維の主要な構成要素であり、lamina 

densa から真皮乳頭に広がっており、表皮と真皮をつなぎとめる役割を果たしている 4。

臨床症状としては、全身性の皮膚粘膜の水疱形成、繰り返す水疱形成による食道狭窄、

瘢痕、手指の癒合、そして感染症、扁平上皮癌などが生じ、致死的にもなりうる。 

しかし現時点では、表皮水疱症に対する治療法は、ガーゼや軟膏、創傷被覆材などで

創部を保護する対症療法にとどまっている。そこで、全身の皮膚が先天的な遺伝子異常

により傷害される本症に対して、さまざまな根治的治療法が各国で研究されている。現

在までに根治的治療法としては、蛋白補充療法、遺伝子治療、細胞療法などが試みられ

ている。 

a c b 
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蛋白補充療法は欠損した蛋白を皮膚欠損部やびらん部に局所的あるいは全身性に投

与し、正常な皮膚の再生を試みる治療である 5–7。患者自身の遺伝子を改変する必要が

なく、安全性が高いと考えられているが、その効果は局所にとどまり一時的であるため、

一生涯にわたり繰り返す必要がある。 

遺伝子治療では原因遺伝子が同定されている場合に、ウイルスベクターなどを用い

て正常遺伝子を導入する方法である 8–11。特に劣性栄養障害型表皮水疱症はⅦ型コラー

ゲンをコードする COL7A1 の単一遺伝子変異によるため、治療に適していると考えら

れる。自己の細胞を用いるため、拒絶反応の心配は少ないが、新しく導入された遺伝子

が生成した蛋白に対する免疫反応やがん化などの問題点もある。 

細胞療法では、線維芽細胞、間葉系幹細胞、造血幹細胞を用いる方法がこれまでに報

告されている。線維芽細胞を用いた治療法では、同種あるいは自己の線維芽細胞を皮内

に投与することで創傷治癒が促進し、また、COL7A1 遺伝子の発現を増加させること

ができたという報告がある 12–15。同様に、間葉系幹細胞も皮内投与することでⅦ型コラ

ーゲンが補充され、再上皮化を促すことが示された 16。しかし、これらの治療効果は注

射部位に限局されるため、表皮水疱症に対しては一部の難治性潰瘍のみを治療対象に

せざるを得ない。 

そこで近年、全身に作用しうる治療法として、同種間葉系幹細胞の静脈投与や同種造

血幹細胞を含む骨髄移植による根治的な治療法が試みられている 17–19。間葉系幹細胞は

自己複製能と様々な組織の細胞への分化能があり、また、その局所的な免疫抑制効果に

よる拒絶反応の軽減のみならず、接着分子や様々な生物活性物質の産生源となり、移植

した細胞の生着率を高めると考えられている 20。骨や軟骨骨折、心筋梗塞、脳虚血疾患

などで組織が修復される際には、静脈投与された骨髄由来の間葉系幹細胞が損傷部位

に遊走することが示され、構造的・機能的な修復を促進すると言われている 21–23。 

皮膚においても創傷を受けた部位で、移植した間葉系幹細胞が表皮角化細胞などの

皮膚を構成する複数の細胞に分化可能であることが証明されている 24。また、同様に造

血幹細胞移植でも、ドナー造血幹細胞由来の細胞が皮膚に遊走し、皮膚を構成する細胞

に分化することが確認されている 25。これらの知見をもとに、表皮水疱症マウスモデル

において、同種間葉系幹細胞あるいは造血幹細胞を含む骨髄移植により欠損基底膜タ

ンパクの局所的な発現が認められ、びらんなどの臨床症状の改善もみられた（Fig 4）

25,26。 
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Figure 4  ⅩⅦ型コラーゲンの構造と細胞療法による臨床症状の改善 

（清水 宏「あたらしい皮膚科学第 2 版」1、Fujita et al (2010) 25 より抜粋・改変） 

 

 

さらに国外では、重症劣性栄養障害型表皮水疱症の患者に対して、骨髄移植による治

療が試みられている。骨髄移植後にびらんの上皮化が進み、免疫組織化学的にⅦ型コラ

ーゲンの発現が確認され、概ね良好な成績を示している 19。この治療法は、正常遺伝子

を持つ同種ドナー細胞が皮膚粘膜の損傷部位に遊走、ホーミングし、生着したのち、欠

損あるいは不十分な皮膚構成タンパクを産生し、組織を修復するという考えに基づい

ている 27。 

このように、細胞療法は全身に作用し、根治的な治療法になると期待される一方で、

他者の細胞を用いるため、免疫による拒絶反応や移植関連の合併症の危険性が懸念さ

れる。また、大きな問題点の一つとして、ドナー細胞の目的とする臓器への生着率が低

いことがあげられる。 

ドナー由来の細胞が表皮に到達する割合は皮膚の状態により異なっており、ケモカ

インを含む様々な液性因子の関与が示唆されている。通常では表皮における骨髄由来

細胞は殆ど確認できないが、マウスの皮膚に創傷を加えることで、全表皮角化細胞の

0.025％±0.009％、基底細胞の約 0.1％がドナー骨髄細胞由来であったことが示された

28。一方で、接合部型表皮水疱症モデルマウスを用いた移植実験では、基底細胞の約

1.08％±0.39％がドナー骨髄細胞由来であり、通常の創傷の際と比較して約 10 倍も多

く確認された 25。また、表皮水疱症患者においても骨髄移植後の皮膚におけるドナー骨

髄由来細胞の割合は最大で 93％という報告もある 27。 

これらの研究から、損傷をうけた皮膚、特に表皮水疱症患者の皮膚ではドナー骨髄細

胞の遊走を誘導する何らかの液性因子が発現し、それが血液に循環することで、目的と

する皮膚の損傷部位へ造血幹細胞や間葉系幹細胞といった骨髄由来細胞の遊走を促し

ていることが示唆される（Fig 5）。 
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Figure 5 創傷時のケモカインのはたらき 

創傷部位からケモカインなどが分泌され、目的とする臓器への骨髄由来細胞の遊走を

促進していると考えられている。 

 

 

骨髄由来の間葉系幹細胞が目的とする組織に遊走する機序に関する研究は複数のグ

ループから報告されており、これまで数種類のケモカインが骨髄由来細胞の皮膚への

遊走に関与していると考えられている。例えばマウス実験において、間葉系幹細胞は

CCR7 を発現しており、そのリガンドである CCL21/secondary lymphoid-tissue 

chemokine (SLC)を皮膚の損傷部位に投与すると骨髄由来の間葉系幹細胞の皮膚への

遊走が促進され、各種表皮細胞に分化して創傷治癒を促すことがわかった 24。また、

CCL27/cutaneous T-cell-attracting chemokine (CTACK)は全層皮膚欠損を作成したマ

ウスで局所の発現が増加し、さらに創傷周囲の皮内に投与することで骨髄由来細胞の

皮膚の損傷部位への遊走に強く関与し、創傷治癒を促すことが報告されている（Fig 6）

28。 

 

  



8 

 

 
Figure 6 

全層皮膚欠損作成後、PBS 投与を control とし、10 日後の創傷部位。CCL27（CTACK）

投与群で創傷治癒が促進されている。 

（Inokuma et al (2006)28 より抜粋） 

 

 

表皮水疱症モデルマウスにおいては、CCR10 が間葉系幹細胞に発現しており、リガ

ンドである CCL27 の皮膚での発現が、間葉系幹細胞の皮膚への動員に寄与しているこ

とが報告されている 29。CXCL12/stromal cell-derived factor-1 (SDF-1)はマウスモデル

において、皮膚のみならず様々な損傷部位で発現が増加しており、骨髄由来の間葉系幹

細胞を集めることで創傷治癒過程に寄与していると報告されている 30–32。High-mobility 

group box 1 (HMGB1)はマウスモデルにおいて骨髄由来細胞の血液循環への遊走に関

与していることが報告されている 33。さらに、劣性栄養障害型表皮水疱症患者について、

血中の HMGB1 濃度が健常人より高値であり、その値が重症度と相関しているとの報

告もある 33,34。このように、マウスを用いた研究では、創傷治癒時に骨髄由来細胞を損

傷部位に誘導するのに関連していると考えられるケモカインが報告されてきているが、

現在までにヒトの表皮水疱症患者について、HMGB1 以外のケモカイン発現を解析し

た研究は報告されていない。 

そこで、今回我々は表皮水疱症患者について、骨髄由来細胞を皮膚に動員させうる皮

膚関連ケモカインの発現を解析した。上記のケモカインに加えて、CCL21 および

CCL27 と受容体を共有する CCL19 と CCL28 についても解析を試みた。表皮水疱症

患者におけるケモカイン発現を検証することで、骨髄由来細胞の皮膚への遊走機序の

一端の解明につながり、またより効率の良い細胞療法を行う一助となることが期待さ

れる。 
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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。 

 

CLA cutaneous lymphocyte-associated antigen 

CTACK cutaneous T-cell-attracting chemokine 

DDEB dominant dystrophic epidermolysis bullosa 

DEB   dystrophic epidermolysis bullosa 

EB epidermolysis bullosa 

EBK epidermolysis bullosa keratinocyte 

EBS    epidermolysis bullosa simplex 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

FITC fluorescein isothiocyanate  

GVHD graft-versus-host disease  

HIV human immunodeficiency virus 

HMGB1 high-mobility group box 1 

MIP macrophage inflammatory protein 

NHEK normal human epidermal keratinocyte 

RT-PCR reverse-transcription-PCR 

RAGE receptor for advanced glycation end-products  

RDEB recessive dystrophic epidermolysis bullosa 

SD standard deviation 

SDF-1 stromal cell-derived factor-1 

SLC secondary lymphoid-tissue chemokine  

TLR toll-like receptors 
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実験方法 

 
１．患者および対照群 

本研究は、北海道大学病院自主臨床研究審査委員会において承認され、全参加者より

適切なインフォームドコンセントが得られている。 

当院および全国の協力病院・機関より表皮水疱症患者 45 人の血清が集められた。対

照群として、明らかな皮膚疾患のない 39 人の健常成人より血清を採取した。表皮水疱

症の診断は皮膚科専門医により国際基準 2 に基づいて行われた。上記の患者について、

性別、年齢、病型、罹患面積（%）についての情報を収集した。罹患面積は紅斑、びら

ん、潰瘍、瘢痕を含むものとした。 

凍結皮膚切片は 2000～2009 年に当科を受診した表皮水疱症患者 19 人の検体を用い

た。対照群として健常人 5 人の皮膚切片を用いた。 

in vitro のスクラッチモデルには、劣性栄養障害型表皮水疱症患者 2 人の表皮角化細

胞を用いた。対照群として健常人 2 人の表皮角化細胞を用いた。 

 

２．血清ケモカイン濃度の測定 

表皮水疱症患者の血清は全国の病院・機関より 4 ℃の状態で送付され、当院で採取

した血清と同様に、分注後－80℃で保管した。測定する前に、－80℃に保管された患

者および対照群の血清を氷上で融解した。血清のケモカイン濃度は添付のプロトコー

ルに従い、以下の enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)キットを用いて測定し

た。 

 

human CCL19/ macrophage inflammatory protein (MIP)-3β DuoSet ELISA (R&D 

Systems, Minneapolis, MN) 

human CCL21/6Ckine DuoSet ELISA (R&D Systems)  

human CCL27/CTACK DuoSet ELISA (R&D Systems) 

human CCL28 DuoSet ELISA (R&D Systems) 

HMGB1 ELISA Kit (Shino-Test Corp., Tokyo, Japan) 

human CXCL12/SDF-1 DuoSet ELISA (R&D Systems) 
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光学濃度は Bio-Rad Model 550 microplate reader (Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA)を用いて測定した。タンパク濃度はカーブフィッティングにより得られ

た標準曲線から計算した。 

 

３．スクラッチアッセイ 

健常人の表皮角化細胞（Normal human epidermal keratinocyte, NHEK）および劣性

栄養障害型表皮水疱症患者の表皮角化細胞（Epidermolysis bullosa keratinocyte, EBK）

は CnT-PR（CeLLnTEC, Bern, Switzerland）培地を用いて 37℃、５％CO2 の湿潤環

境で培養した。いずれも 6 継代に至る前に実験に使用した。コンフルエントになった

NHEK および EBK を、200 μl ピペットのチップ先端で縦・横方向に計 6 方向スクラ

ッチし、24 時間後に細胞および培養上清を回収した（Fig 7）。同時に、別のディッシュ

で同様に培養し、コンフルエントになった NHEK および EBK について細胞および培

養上清を回収した。培養上清のケモカイン濃度は前述と同様に、ELISA キットを用い

て測定した。 

 

 
 

Figure 7  スクラッチアッセイの方法 

 

 

４．リアルタイム reverse-transcription (RT)-PCR 

スクラッチ無し・スクラッチ有りの NHEK および EBK それぞれより、RNeasy Plus 

Mini Kit (Qiagen, Hombrechtikon, Switzerland)を用いて添付のプロトコール通りに

RNA を抽出した。抽出した RNA は SuperscriptTM Ⅲ RT (Invitrogen)を用いて添付

のプロトコール通りに thermocycler (GeneAmp PCR system 9600; PerkinElmer Life 

and Analytical Sciences, Boston, MA)を用いて cDNA を作成した。リアルタイム PCR

は TaqMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA)を用いて

CCL21、HMGB1、CXCL12 について行った。50℃2 分間、95℃10 分間の後、95℃15
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秒間・60℃1 分間を 40 サイクルの条件で、StepOnePlus Real-Time PCR Systems (v. 

2.0, Applied Biosystems)をもちいて解析した。遺伝子発現レベルは 18S rRNA を内因

性コントロールとして、ΔΔCt methods を用いて計算した。 

 

５．蛍光免疫染色 

表皮水疱症患者および対照群の採取された皮膚は生理食塩水に浸したガーゼにくる

んだ後、optimum cutting temperature compound (Muto Pure Chemicals, Japan)に包埋

し、-80℃で保管した。クリオスタットを用いて 5μm の薄切切片を作成し、冷却した

アセトンに 30 分間浸し固定した。その後、ブロッキングとして切片を 10%BSA を含

む PBS 溶液に 37℃15 分間浸した。次に 37℃30 分間で一次抗体を反応させた。 

 

使用した一次抗体は以下のとおりである。 

mouse monoclonal anti-human CCL19/MIP-3β (54909, 20 μg/ml, R&D Systems) 

goat polyclonal anti-human CCL21/SLC (10 μg/ml, R&D Systems) 

mouse monoclonal anti-human CCL27/CTACK antibody (124302, 20 μg/ml, R&D 

Systems) 

mouse monoclonal anti-human CCL28 antibody (62705, 20 μg/ml, R&D Systems) 

mouse monoclonal anti-HMGB1 antibody (115603, 20 μg/ml, R&D Systems) 

mouse monoclonal anti-Human/Mouse CXCL12/SDF-1 antibody (79018, 12 μg/ml, 

R&D Systems) 

rabbit monoclonal anti-human CCR7 antibody (ab32527, 2 μg/ml, Abcam, Cambridge, 

UK) 

goat polyclonal anti-human CCR10 antibody (ab1661, 20 μg/ml, Abcam) 

rabbit polyclonal anti-human receptor for advanced glycation end-products (RAGE) (sc-

5563, 4 μg/ml, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) 

 

次に 37℃30 分間で二次抗体を反応させた。 

 

使用した二次抗体は以下のとおりである。 

fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-mouse IgG (15 μg/ml, Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA) 

FITC-conjugated goat anti-rabbit IgG (15 μg/ml, Jackson ImmunoResearch) 

FITC-conjugated donkey anti-goat IgG (15 μg/ml, Jackson ImmunoResearch) 
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切 片 は 細 胞 核 を 可 視 化 す る た め 、 mounting medium with propidium iodide  

(ImmunoBioScience Corp., Mukilteo, WA)を用いて封入した。切片は confocal laser 

scanning fluorescence microscope (Fluoview FV1000, Olympus, Tokyo, Japan)を用いて

観察した。 

 

６．統計学的解析 

ケモカインの項目別血中濃度に関しては Student’s t-test を用いて解析した。また、

表皮水疱症の病型別ケモカイン血中濃度については、Kruskal–Wallis test および

Dunnett’s post test を用いて解析した。ケモカインの血中濃度と年齢および罹患面積に

ついては Pearson’s correlation coefficient test を用いて解析した。スクラッチアッセイ

の結果については paired t-test を用いて解析した。P < 0.05 を統計学的有意差があると

判断した。それぞれの解析は Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA) with the add-

in software Statcel235および GraphPad Prism ver. 7.00 for Windows (GraphPad Software, 

San Diego, CA) を使用して行った。 
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実験結果 

 
１．患者背景 

 

1.1 血清検体 

表皮水疱症患者45 名の血清が得られた。病型の内訳は以下のとおりである(Table 1)。 

 

Table 1 血清検体の病型 

病型 遺伝形式による分類 人数 

栄養障害型表皮水疱症 劣性栄養障害型表皮水疱症 23 

優性栄養障害型表皮水疱症 6 

栄養障害型表皮水疱症（遺伝形式不明） 2 

単純型表皮水疱症 － 9 

病型不明 － 5 

合計  45 

 

表皮水疱症は病型により重症度や機序も異なるため、解析する際に、遺伝形式不明の

栄養障害型 2 名、病型不明の 5 名は除外した。 

上記の患者について、性別、年齢、病型、罹患面積（%）についての結果を示す(Table 

2)。全国的にみられるように劣性栄養障害型表皮水疱症患者の検体が最も多く集めら

れた。 

 

Table 2  血清検体の臨床情報 
 

表皮水疱症患者 

(n = 45) 

対照群 

(n = 39) 

病型 劣性栄養障害型 優性栄養障害型 栄養障害型 単純型 病型不明 
 

人数 23 6 2 9 5 39 

年齢(歳) ± SD 

(範囲) 

24 ± 22.0 

(2-83) 

20 ± 15.5 

(6-53) 

6 ± 5.5 

(0-11) 

19 ± 15.7 

(1-48) 

21 ± 20.9 

(3-61) 

30 ± 4.2 

(25-42) 

性別 男:女 13:10 2:4 2:0 7:2 2:3 22:17 

罹患面積(%) 48.5 ± 37.0 29.8 ± 24.5 67.5 ± 27.5 14.2 ± 28.9 17.6 ±11.6 － 

SD, standard deviation   
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また、病型別に罹患面積を比較したところ、重症度の違いは、病型から予想される通

りとなった(Fig 8)。 

 

 
Figure 8  病型別罹患面積 

RDEB, recessive dystrophic epidermolysis bullosa（劣性栄養障害型表皮水疱症）; DDEB, 

dominant dystrophic epidermolysis bullosa（優性栄養障害型表皮水疱症） ; EBS, 

epidermolysis bullosa simplex（単純型表皮水疱症）.  

データは平均値および標準誤差で示した。 

 

 

1.2 皮膚検体 

得られた皮膚検体の病型の内訳は以下のとおりである(Table 3)。 

 

Table 3  皮膚検体の病型 

病型 遺伝形式による分類 人数 

栄養障害型表皮水疱症 劣性栄養障害型表皮水疱症 4 

優性栄養障害型表皮水疱症 1 

栄養障害型表皮水疱症（遺伝形式不明） 1 

接合部型表皮水疱症 － 2 

単純型表皮水疱症 － 7 

Kindler syndrome － 1 

病型不明 － 3 

合計  19 
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２．血中ケモカイン濃度 

ELISA 法により、CCL19、CCL21、CCL27、 CCL28、HMGB1、CXCL12 の 6 つ

の項目について測定した。 

 CCL21 については表皮水疱症患者において対照群よりも有意に低い値であった。

HMGB1 については過去の報告と同様に表皮水疱症患者の方が対照群よりも有意に高

い値となった。また、CXCL12 についても表皮水疱症患者の方が対照群よりも有意に

高い値となった。CCL19、CCL27、CCL28 については有意差が認められなかった(Table 

4, Fig 9)。 

 

Table 4  ELISA 法によるケモカイン測定値 

項目 表皮水疱症患者 対照群 P 値 

CCL19 887.2 ± 90.4 pg/ml 1067.2 ± 235.5 pg/ml > 0.05 

CCL21 123.5 ± 18.8 pg/ml 996.2 ± 270.3 pg/ml < 0.01 

CCL27 410.8 ± 28.5 pg/ml 363.6 ± 45.4 pg/ml > 0.05 

CCL28 1807.4 ± 332.7 pg/ml 1766.5 ± 502.0 pg/ml > 0.05 

HMGB1 13.8 ± 2.7 ng/ml 4.9 ± 1.4 ng/ml < 0.01 

CXCL12 34.2 ± 7.3 pg/ml 3.8 ± 1.1 pg/ml < 0.0001 
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Figure 9  項目別ケモカイン値 

(a) HMGB1 (Controls, n = 18; Patients, n = 37); (b) CXCL12 (Controls, n = 15; Patients, 

n = 34); (c) CCL21 (Controls, n = 19; Patients, n = 37); (d) CCL19 (Controls, n = 13; 

Patients, n = 33); (e) CCL27 (Controls, n = 21; Patients, n = 37); (f) CCL28 (Controls, 

n = 15; Patients, n = 33). 箱ひげ図は各ケモカイン値の分布を示し、ひげの両端は最大

値および最小値を表す。×印は平均値を表す。統計学的有意差は Student’s t-test を用

いて検定した。**P < 0.01, ****P < 0.0001. 
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また、栄養障害型表皮水疱症患者が大半を占めるため、栄養障害型表皮水疱症患者の

みについても項目別にケモカイン値を解析したが、表皮水疱症全体と同様な結果を示

した(Fig 10)。 

 

 

 
 

Figure 10  栄養障害型水疱症における項目別ケモカイン値 

(a) HMGB1 (Controls, n = 18; Patients, n = 30); (b) CXCL12 (Controls, n = 15; Patients, 

n = 28); (c) CCL21 (Controls, n = 19; Patients, n = 30); (d) CCL19 (Controls, n = 13; 

Patients, n = 27); (e) CCL27 (Controls, n = 21; Patients, n = 29); (f) CCL28 (Controls, 

n = 15; Patients, n = 27). 箱ひげ図は各ケモカイン値の分布を示し、ひげの両端は最大

値および最小値を表す。×印は平均値を表す。統計学的有意差は Student’s t-test を用

いて検定した。**P < 0.01, ****P < 0.0001. 
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３．血中ケモカイン濃度と臨床情報 

 

3.1 性別・年齢 

患者の性別・年齢とケモカイン濃度との関連について解析したが、いずれも有意差お

よび相関関係は認められなかった（Fig 11, 12）。 

 

 
 

Figure 11  性別とケモカイン値 

(a) HMGB1 (Men, n = 21; Women, n = 16); (b) CXCL12 (Men, n = 19; Women, n = 

15); (c) CCL21 (Men, n = 21; Women, n = 16); (d) CCL19 (Men, n = 19; Women, n = 

14); (e) CCL27 (Men, n = 19; Women, n = 16); (f) CCL28 (Men, n = 19; Women, n = 

14). 箱ひげ図は各ケモカイン値の分布を示し、ひげの両端は最大値および最小値を表

す。×印は平均値を表す。統計学的有意差は Student’s t-test を用いて検定した。 

 

 



20 

 

 
 

Figure 12  年齢とケモカイン値 

(a) HMGB1 (n = 37); (b) CXCL12 (n = 34); (c) CCL21 (n = 37); (d) CCL19 (n = 33); 

(e) CCL27 (n = 35); (f) CCL28 (n = 33). 散布図は血中のケモカイン濃度の分布を示

す。統計学的有意差は Pearson’s correlation coefficient test を用いて解析した。 
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3.2 臨床病型 

病型と血中ケモカイン濃度との関連については、HMGB1 で対照群とそれぞれの病

型、CXCL12 で対照群と劣性栄養障害型表皮水疱症、CCL21 で対照群と劣性栄養障害

型表皮水疱症、単純型表皮水疱症に有意差がみられた（Fig 13）。 

 

 

 
 

Figure 13  病型とケモカイン値 

RDEB（劣性栄養障害型表皮水疱症）; DDEB（優性栄養障害型表皮水疱症）; EBS（単

純型表皮水疱症）.  

(a) HMGB1 (control, n = 18; RDEB, n = 22; DDEB, n = 6; EBS, n = 9); (b) CXCL12 

(control, n = 15; RDEB, n = 22; DDEB, n = 4; EBS, n = 8); (c) CCL21 (control, n = 19; 

RDEB, n = 23; DDEB, n = 6; EBS, n = 9); (d) CCL19 (control, n = 13; RDEB, n = 22; 

DDEB, n = 3; EBS, n = 8); (e) CCL27 (control, n = 21; RDEB, n = 23; DDEB, n = 6; 

EBS, n = 9); (f) CCL28 (control, n = 15; RDEB, n = 22; DDEB, n = 3; EBS, n = 8). 散

布図は血中のケモカイン濃度の分布を示す。中央値はダッシュで表した。統計学的有意

差は Kruskal–Wallis test および Dunnett’s post test で検定した。*P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001. 
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3.3 罹患面積 

罹患面積と血中ケモカイン濃度との関連については、罹患面積の増加に伴い、

CXCL12 濃度が高値となる傾向がみられた（r = 0.574, P < 0.001）。一方で、統計学的

有意差はないものの、罹患面積の増加に伴い、CCL27 濃度が低値となる傾向がみられ

た（r = -0.326, P = 0.064）。罹患面積は 4 つのグループに分けて表示した（Fig 14）。 

 

 
 

Figure 14  罹患面積とケモカイン値 

 (a) HMGB1 (patients, n = 35); (b) CXCL12 (patients, n = 32); (c) CCL21 (patients, n 

= 35); (d) CCL19 (patients, n = 32); (e) CCL27 (patients, n = 33); (f) CCL28 (patients, 

n = 32). 罹患面積は以下の 4 つのグループに分類して示した。0-20%, 21-50%, 51-80%, 

80% <。 データは平均値および標準誤差で表した。罹患面積とケモカイン濃度の関係

について Pearson’s correlation coefficient test を用いて解析した。 

 

 

また、患者の大多数を占める劣性栄養障害型表皮水疱症患者のみについても同様に、

罹患面積の増加に伴い、CXCL12 濃度が高値となる傾向がみられた（r = 0.467, P < 

0.05）。一方で、罹患面積の増加に伴い、CCL27 濃度が低値となる傾向がより顕著にみ

られた（r = -0.702, P < 0.001）（Fig 15）。また、CCL28 濃度についても罹患面積の増

加に伴い、低値となる傾向がみられた（r = -0.464, P < 0.05） 
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Figure 15  劣性栄養障害型表皮水疱症患者の罹患面積とケモカイン値 

各項目いずれも n = 21。罹患面積は以下の 4 つのグループに分類して示した。0-20%, 

21-50%, 51-80%, 80% <。データは平均値および標準誤差で表した。罹患面積とケモカ

イン濃度の関係について Pearson’s correlation coefficient test を用いて解析した。 

 

4．蛍光免疫染色 

次に、血中のケモカイン濃度が皮膚で産生されたケモカインを反映している可能性

を考え、皮膚でのケモカイン発現をみるために蛍光染色を行い観察した。前述の 6 種

類のケモカインに加え、それぞれの受容体である CCR7、CCR10、RAGE についても

染色を行った。 

CCL21 は、表皮水疱症患者の約半数で基底細胞から表皮中層まで染色された(表皮水

疱症: 10/19 検体; 対照群: 1/5 検体)。また、CCL27 については表皮水疱症患者と対照

群ともに基底細胞が染色され(表皮水疱症患者: 11/19 検体; 対照群: 3/5 検体)、表皮水

疱症患者 1 例で表皮全層への染色が確認できた。HMGB1 は対照群では基底細胞より

上層にのみ染色が確認できたのに対し、表皮水疱症患者では基底細胞層を含む表皮全

層に染色された検体が確認できた(表皮水疱症: 6/19 検体; 対照群: 0/5 検体)。同様に

CXCL12 についても、対照群では基底細胞より上層にのみ染色が確認できたのに対し、

表皮水疱症患者では基底細胞を含む表皮全層への染色が確認できた（表皮水疱症患者：

2/10 検体; 対照群: 0/5 検体）(Fig 16)。それぞれ症例数が少ないこともあり、染色性と

表皮水疱症の病型との関連性は確認できなかった。 
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Figure 16  ケモカインの皮膚での発現 

各項目の control および表皮水疱症（EB, epidermolysis bullosa）患者組織の代表的な画

像を示した。ケモカインは緑、細胞核は赤で示されている。点線は表皮真皮境界部を示

している。Bar = 100µm. 

 

また、CCL19、CCL28、CCR7、CCR10、RAGE については表皮水疱症患者と対照

群で明らかな違いは認められなかった (Fig 17)。 
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Figure 17  ケモカインおよび受容体の皮膚での発現 

各項目の control および表皮水疱症（EB）患者組織の代表的な画像を示した。ケモカイ

ンは緑、細胞核は赤で示されている。点線は表皮真皮境界部を示している。Bar = 100µm. 
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表皮水疱症患者の皮膚検体において、CCL21、CCL27、HMGB1、CXCL12 の染色

性がより明瞭に確認できたことから、これらの染色性の違いが血中のケモカイン濃度

に寄与していることが推測された。 

 

5．スクラッチアッセイ 

表皮水疱症では軽微な刺激によるびらんや水疱形成により、常に皮膚表層に創傷が

形成されている状態と考えられる。そこで、蛍光免疫染色で見られたケモカインの染色

強度の違いが、損傷をうけた表皮角化細胞から産生されたケモカイン発現の差を反映

している可能性を考え、in vitro での創傷治癒モデルとしてスクラッチアッセイを行っ

た。ELISA 法およびリアルタイム RT-PCR 法を行いケモカインの発現を調べた。 

 

5.1 ELISA 法 

NHEK の培養上清について、スクラッチを行った群の方がスクラッチを行っていな

い群よりも有意に HMGB1 濃度の上昇がみられた。一方、EBK ではスクラッチ後にわ

ずかな上昇がみられた。さらに、EBK は NHEK よりも HMGB1 の産生が少なく、ま

たスクラッチに対する反応性も弱い傾向がみられた（Fig 18a）。CXCL12 ではスクラッ

チの有無および細胞の種類による有意な変化はみられなかった（Fig 18b）。また、CCL19、

CCL21、CCL27、CCL28 については ELISA 法による検出値以下であった。 

 

5.2 リアルタイム RT-PCR 法 

NHEK と EBK で HMGB1 の mRNA の発現が認められたが、NHEK と EBK および

スクラッチの有無による明らかな違いは認められなかった（Fig 18c）。血中濃度に有意

差のみられた CCL21 および CXCL12 についても調べたが、検出値以下であった。 
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Figure 18  スクラッチアッセイによるケモカイン値と mRNA の発現 

(a および b) NHEK および EBK のスクラッチ有りあるいは無しについて、培養上清に

おける HMGB1 と CXCL12 の発現レベルを示した。NHEKs (black bars; n = 2) 、EBKs 

(white bars; RDEB, n = 2)。結果は平均値および標準誤差で表した。統計学的有意差は

paired t-test を用いて解析した。*P < 0.05. (c) HMGB1 および CXCL12 の mRNA に

ついて RT-PCR 解析の結果を示した。データはそれぞれ 3 つずつのサンプルをそれぞ

れ 3 回施行した値の平均で示した。各 mRNA の発現レベルは NHEK の mRNA の発現

レベルの平均値に対する相対的発現レベルで示されている。18S rRNA を内因性コント

ロールとして用いた。  
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考察 

 
創傷治癒と組織再生は主に炎症、細胞増殖、再生の 3 つの過程に分けられる 36。創傷

部位から産生される様々な成長因子やケモカインを含むサイトカインが、この過程に

重要な役割を果たしていることはよく知られている。本研究では特に、骨髄由来細胞の

皮膚への動員に関与するとされているケモカインに着目し、解析を行った。今回の結果

では、対照群と比較して、表皮水疱症患者の HMGB1 と CXCL12 の血中濃度が有意に

高値であり、CCL21 の血中濃度は有意に低値を示した。さらに、CXCL12 と CCL27

の血中濃度は罹患面積に伴いそれぞれ増加・減少する傾向がみられた。 

多くのケモカインは感染や炎症時に発現が誘導されるが、CCL19 と CCL21 は胸腺

の間質細胞など主に二次リンパ組織に恒常的に発現しており、リンパ器官発生誘導や

リンパ球、樹状細胞のリンパ節への流入を調整している 37。しかし、感染や炎症時には

皮膚などの非リンパ組織においても線維芽細胞や血管平滑筋、内皮細胞などで発現し、

血管の炎症や細胞増殖、そして細胞間質の再構成にも関与していることが示唆されて

いる 28,38–42。アトピー性皮膚炎や扁平苔癬、graft-versus-host disease (GVHD)患者、関

節リウマチや潰瘍性大腸炎、乾癬などの慢性疾患の炎症局所では、CCL21 の発現が報

告されている 43,44。そのため、心不全や喘息、human immunodeficiency virus (HIV)感

染症の病因解明や予後予測にも役立つことが期待されている 38,45,46。また、乳がんを始

めとする悪性黒色腫、白血病、胃がんなどの悪性腫瘍にもその受容体である CCR7 が

発現しており、リンパ節転移に関与していることが報告されている 47–50。通常 CCR7 は、

主に胸腺内の T 細胞や B 細胞に発現しているが、それぞれの成熟段階によってその発

現は調整されている。抗原で活性化された T 細胞は CCR７の発現を失い、一方で CCR7

を発現していない未成熟な樹状細胞は、外部からの刺激により成熟あるいは活性化す

ると CCR７を発現するようになる 51,52。このような発現の調整により、胸腺内での適

切な位置に誘導され、抗原提示等、その後の免疫反応につながる。また、CCR7 を発現

する細胞は、CCL19 や CCL21 の濃度勾配に従って遊走することが知られている 53。

創傷治癒に関連するものとしては、マウス実験で皮内に CCL21 を投与することで間葉

系幹細胞の遊走を促し、創傷治癒を促進させることが報告された 24。 

今回の研究では、対照群と比較して表皮水疱症患者の CCL21 の血中濃度が低かった。

しかし、皮膚組織においては、対照群より表皮水疱症患者の方が、染色強度が強い検体

が多かった。これらの結果からは、表皮水疱症患者では血中と皮膚組織中の CCL21 の
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濃度差が顕著であることが推測された。CCL21 については、樹状細胞がリンパ節に遊

走する際にケモカインの濃度勾配に従っていることが示されており 54、表皮水疱症患者

においても血中と皮膚組織のケモカインの濃度勾配により、効率よく間葉系幹細胞の

皮膚への遊走を促していることが示唆された。 

HMGB1 は当初、敗血症において前炎症性サイトカインとして報告された 55。

HMGB1 は真核細胞では恒常的に発現しており、遺伝子の発現やヌクレオソームの安

定化に役立っている 56。一方で、炎症時などには白血球を動員し、炎症性サイトカイン

を産生させる働きがあり、外傷や感染により細胞が死ぬと、HMGB1 は受動的に放出

され、炎症反応や免疫反応を活性化する 57。また、強いストレスがかかると多種多様な

細胞から能動的に産生されうることもわかってきた 58。敗血症のみならず、様々なウイ

ルス感染症や関節リウマチ、高脂血症、動脈硬化の病変部、皮膚の損傷部位などでも

HMGB1 の上昇がみられており、これら疾患の重症度のマーカーとして有用であるこ

とも示唆されている 59–64。また、皮膚では HMGB1 により炎症や損傷部位に再生細胞

の遊走・増殖が促され、損傷を受けた組織の再生を促進することが報告されている 33,65。

マウスの実験では、損傷をうけた表皮から産生された HMGB1 により、骨髄由来の間

葉系幹細胞が血液循環中に動員され、皮膚への遊走を促していることが示された 33。

HMGB1 は、RAGE、toll-like receptors (TLR)など多くの受容体と結合することが知ら

れており 57、HMGB1 単独では、RAGE や TLR と結合し、サイトカインやケモカイン

の産生を促し、白血球などの遊走を促す。一方で、骨髄由来細胞の遊走に関与するもの

としては CXCR4 が知られており、この受容体だけではなくそのリガンドである

CCL12 も必要であることが報告されている。すなわち、HMGB1 が化学誘引物質

(chemoattractant)として細胞の遊走を促すには、CXCR4 を介した CXCL12 との結合

によりヘテロコンプレックスを形成する必要がある 66。 

今回の研究では、過去の報告と同様に表皮水疱症患者で HMGB1 の血中濃度が有意

に高値を示した。また、皮膚組織においても患者群の方で、より広く表皮全層が染色さ

れる検体が多く見られた。しかし、Petrof ら 34 の報告と異なり、罹患面積との相関関係

は見られなかった。スクラッチアッセイでは、EBK で NHEK よりも HMGB1 の発現

が低く、また物理的刺激に対する反応性も弱かった。過去の報告との相違の理由は明ら

かではないものの、こういった機械的刺激に対する反応性の違いや炎症細胞浸潤の程

度など創傷部位の状態の違いが、HMGB1 の血中濃度に影響するのではないかと推測

された。さらに、感染症や動脈硬化、糖尿病などを含む慢性疾患の有無などによっても

HMGB1 が変動しうることから、全身状態により必ずしも皮膚の罹患面積とは相関し

なかったのではないかと考えた。 
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今回の研究結果では、CXCL12 の血中濃度についても患者群で有意に高値を示し、

罹患面積が大きくなるほど高値となる傾向がみられた。皮膚組織では HMGB1 と同様

に、患者群の方がより広く表皮全層が染色される検体が多く確認できた。そのため、皮

膚で産生された CXCL12 が血中濃度の上昇に寄与しているのではないかと推測された。 

多くのケモカインが炎症時に発現誘導されるのに対し、CXCL12 は恒常的にも発現

している。特に造血幹細胞のホーミングに重要な役割を果たし、発生過程ではその欠損

により、骨髄での造血障害が引き起こされる 67,68。CXCL12 は造血系以外にも中枢神経

や心臓の発生に重要な役割を果たしており、その欠損は胎生や周産期において致死的

である 67,69。また、受容体である CXCR4 は HIV-1 が宿主細胞に侵入する際に CD4 と

ともにウイルス受容体となり、その病態に深く関与しているため、治療戦略としても注

目されている 70,71。さらに、乳がんを始めとするいくつかの癌細胞の走化性に関与し、

転移との関連の可能性も報告されている 47。その他、CXCL12 は多種多様な組織・臓器

の間質細胞および内皮細胞で恒常的に発現しているが、皮膚の損傷や虚血性心疾患、脊

椎の損傷時などに発現が増加する 28,30,31。皮膚においてはマウスの創傷モデルで全層皮

膚欠損により CXCL12 の発現が増加するといわれている 28,32。皮膚の熱傷モデルでは、

移植した骨髄由来の間葉系幹細胞が、初めは毛包と損傷の境界部に行きわたり、上皮化

を促進し、その際に CXCL12/CXCR4 軸が関与していることが報告されている 72。多

くの研究で報告されているように、CXCL12 はストレス環境下で幹細胞を損傷部位に

引き寄せ、骨髄由来幹細胞が損傷部位に遊走し、傷の修復や再生に寄与する 30–32,73。ま

た、CCL21 と同様に、CXCL12 による骨髄由来の間葉系幹細胞の遊走は濃度依存性で

ある 23。 

HMGB1 による炎症細胞の動員は前述のように CXCL12 とヘテロコンプレックスを

形成することにより行われると言われており、今回の結果は、損傷部位から産生された

CXCL12 が HMGB1 と共同して骨髄由来細胞を損傷部位に遊走させ、創傷治癒を促進

しているという概念と整合すると考えた。 

CCL27 は、ヒトにおいて皮膚特異的に恒常的に産生されており、特に表皮角化細胞

に強く発現している。炎症時には、CCR10 を発現する細胞、cutaneous lymphocyte-

associated antigen（CLA）陽性メモリーT リンパ球やランゲルハンス細胞などに対し

て走化活性を有する 74,75。皮膚に関連する疾患としては、接触皮膚炎、尋常性乾癬、ア

トピー性皮膚炎、菌状息肉症での上昇や重症度との関連が報告されている 76–79。また、

CCL27 はマウス実験で、創傷治癒時に骨髄由来細胞が皮膚の損傷部位に遊走するのに

強く関連していることが報告されている 28。 

今回は同じ CCR10 を共有するケモカインとして CCL27 に加え、CCL28 も測定し



31 

 

た。CCL28 は CCR10 と CCR3 の新しいリガンドとして Pan らが報告した 80。CCL27

と非常に構造が似ており、アミノ酸の 40％が同じである 80。上皮細胞を中心にヒトの

多種多様な細胞や組織で発現しているが、皮膚での発現は弱く、消化管、気道を含む粘

膜や、唾液腺や乳腺などに多く発現しており、CLA 陽性メモリーT リンパ球や好酸球

の一部を炎症部位にホーミングさせる 80。アトピー性皮膚炎、尋常性乾癬、水疱性類天

疱瘡などの炎症性皮膚疾患やヘリコバクターピロリ感染による胃炎などにおいて、血

中や病変部で上昇している 81–83。また、乳がん、悪性黒色腫では CXCR4 および CCR7

を発現しているが、悪性黒色腫の細胞はそれ以外に CCR10 も発現しており、皮膚転移

に関与する可能性が示唆されている 47。CCL27 と CCL28 に関しては、最初のステッ

プとして CCL28 がインテグリン依存性の接着を介し、T 細胞を内皮細胞から動員し、

続いて CCL27 の働きにより皮膚の上層へ T 細胞を遊走させるのではないかと推測さ

れている 81。 

今回の結果からは、CCL27 と CCL28 の血中濃度は患者群において対照群との有意

差がみられなかったが、CCL27 に関しては、罹患面積に応じて低値となる傾向がみら

れた。これは、CCL27 がほぼ表皮角化細胞からのみ産生されるため、罹患面積が広く、

産生源である表皮角化細胞が乏しくなっているためではないかと考えられた。対して

CXCL12 では、表皮角化細胞のみならず広く損傷部位の細胞から産生されるため、罹

患面積に応じて高値となる傾向がみられたと考えられた。 
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総括及び結論 

 
本研究において、以下の知見が得られた。 

 

１．表皮水疱症患者は対照群と比較し、血中の HMGB1 および CXCL12 濃度が有意に

高く、一方で CCL21 濃度は低かった。 

 

２．血中の CXCL12 濃度は表皮水疱症患者の罹患面積に応じて高くなる傾向があり、

一方で CCL27 濃度は低くなる傾向が見られた。 

 

３．CCL21、CCL27、HMGB1、CXCL12 について、表皮水疱症患者では対照群と比

較し、染色強度の強い皮膚検体が多く確認できた。 

 

４．in vitro では、NHEK よりも EBK の方で、スクラッチに対する HMGB1 の上昇が

乏しい傾向がみられた。 

 

表皮水疱症は比較的稀な疾患であり、今回の研究のように HMGB1 以外のケモカイ

ン発現について、45 名もの表皮水疱症患者について解析した研究はこれまで報告され

ていない。骨髄由来幹細胞が損傷部位に遊走する過程についてはケモカイン以外にも

多種多様な因子があり、詳細な機序はまだ解明されていないが、今回の研究で変動が示

された HMGB1、CXCL12、CCL21、CCL27 などのケモカインが表皮水疱症患者の創

傷治癒過程に寄与している可能性が示唆された。モデルマウス等を用いた in vivo での

更なる検討が必要であるが、これらケモカインを用いて骨髄由来幹細胞の皮膚への遊

走や生着率を向上させることにより、創傷治癒の促進や、より効率の良い幹細胞移植療

法の開発につながることが期待される。 
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