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緒言	  
	  
【ケロイドの成因と慢性炎症について】 
	 ケロイドは、炎症後、外傷や手術後、あるいは特別な誘因なく発生し、一定の傾向

をもって周囲に浸潤、増大する線維増殖性の慢性炎症性皮膚疾患である 1。創傷治癒

過程における炎症期、増殖期の遷延がケロイドの成因と考えられている 2-4が、現時点

では、ケロイドの病態は未だ不明な点が多い。ケロイドの本態は線維芽細胞の増殖と

細胞外基質の過剰な増生であり5、Ⅰ型コラーゲン産生やTransforming growth factor beta 
(TGF-β)の亢進のみならず、Interleukin (IL)-1α、IL-1β、IL-6、腫瘍壊死因子 (Tumor 
Necrosis Factor ; TNF) αといった炎症性サイトカインの産生が恒常的に亢進している
が、炎症期が遷延する機序は解明されてはいない 6-10。また、ケロイドは、ヒトの皮膚

にのみ発症し、ケロイドの病態を良好に再現した動物モデルの作成には至っていない
11-13。そのため、その発症機序や病態に関して不明な点が多く、決定的な治療法は確立

されていない。	

	 ケロイドの現状の治療においては、抗炎症、線維芽細胞の増殖抑制、コラーゲンの

生合成のコントロールが主目的となる。保存的治療法としては、圧迫療法、ステロイ

ド局所投与、トラニラスト内服、レーザー治療など、複数の治療法を組み合わせて行

うことが一般的である 14。特に、ステロイドは抗炎症作用や抗アレルギー作用を主と

して用いられる 15,16。外科的切除による再発率は高く、切除後に電子線照射あるいは

ステロイド局所注射を必要とする。このように、しばしば治療抵抗性を認めるため、

患者は長期的に治療を要することも多々あり、生活の質を著しく低下させる。	

	

【炎症回路および炎症回路関連遺伝子について】 
	 局所における慢性炎症の病態を誘導する分子機構として、IL-6を中心として形成さ
れるケモカインの過剰産生機構；『炎症回路』がこれまでに見出されている 17。本機構

は、IL-6 や免疫細胞を引き寄せるケモカインの産生を増幅する炎症誘導機構である。
すなわち、免疫系の T細胞から産生された IL-17あるいは TNFαが非免疫系の角化細
胞・線維芽細胞や血管内皮細胞の IL-6産生を誘導し、その IL-6が IL-17あるいはTNFα
と共に非免疫系細胞に働いて相乗的に IL-6 やケモカインの産生を亢進する現象であ
る。角化細胞・線維芽細胞・血管内皮細胞などで、NF-κB (Nuclear factor-kappa B kinase)
経路とSTAT3 (Signal transducers and activator of transcription 3)経路の二つの転写因子が
同時に活性化すると、NF-κBが過剰に活性化され、炎症性サイトカイン・ケモカイン
や増殖因子を含む炎症回路の標的遺伝子群が局所で大量に発現し、免疫細胞浸潤によ

り恒常性が破綻し、慢性炎症を引き起こす病態が明らかにされた 18。さらに、ゲノム

ワイド解析 (Genome-wide association study ; GWAS)にて炎症回路を正に制御する 1200
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以上の遺伝子群がすでに同定されており、これらの遺伝子の中には、実際に多くのヒ

ト慢性炎症性疾患の関連遺伝子が含まれることが証明されている 19。慢性炎症性疾患

と考えられるケロイドと炎症回路との関連についてはこれまで研究されたことはなか

った。 
 
【ケロイド体質とケロイド関連遺伝子について】 
	 ケロイドの発症には人種差があり、黒色人種が最も多く、次いで黄色人種に多く、

白色人種に発症することは稀である 20,21。臨床現場において、日本人においても、特

別な誘因なくケロイドを発症し、多発性、家族性に生じるケロイド患者に遭遇するこ

とがあり、「ケロイド体質」という用語が長く使用され広く知られている 22が、ケロ

イド体質を説明できる詳細な機序は未だ不明である。ケロイドではこうした遺伝的要

因が一因として考えられていた 23が、それを示唆する根拠として、理化学研究所グル

ープによって日本人のケロイド患者におけるゲノムワイド解析 (GWAS)が行われ、
2010 年に結果が報告された。すなわち、「オーダーメイド医療実現化プロジェクト」
のバイオバンク・ジャパンに登録されている日本人のケロイド患者 824例と一般集団
3,205 例のサンプルを用いて GWAS を行い、4 つの一塩基多型 (Single nucleotide 
polymorphosm ; SNPs)； rs873549（1番染色体）, rs1511412（3番染色体）, rs940187（3
番染色体）, rs8032158（15番染色体）がケロイドの発症と関連することが報告された
24。3番染色体上の rs1511412はFOXL2 (Forkhead box L2)とLOC389151との遺伝子間
に存在し、15 番染色体上の rs8032158 は NEDD4 (Neural precursor cell expressed, 
developmentally down-regulated 4)のイントロン部分に存在する。rs873549（1番染色体）
と rs940187（3番染色体）はコードする遺伝子が存在しない。SNPsのリスク多型を持
つ場合、rs1511412で 1.87倍、rs8032158で 1.51倍、rs873549と rs940187でそれぞれ
1.77倍および 1.98倍ケロイド発症のリスクが高くなっていることが明らかにされた。
4 つの SNPs のうち、rs8032158 が存在する NEDD4 と、rs1511412 の近位に存在する
FOXL2がケロイド関連遺伝子として注目された。さらに、日本人のケロイド患者 204
例で行われた追試にて、NEDD4 上に存在する rs8032158 がケロイドの重症度のバイ
オマーカーとして重要性を示すと報告されている 25。また、中国人（漢民族）やアフ

リカ系アメリカ人においても、NEDD4上の 15番染色体上の特定領域がケロイドの発
症に関与していることが報告されている 26,27が、現在のところ NEDD4とケロイド発
症との関連や「ケロイド体質」への関与については明らかにされていない。 
 
【本研究の目的】 
	 本研究では、既報において日本人における GWAS にて報告されている一塩基多型 
(rs8032158 SNP)を含む、ケロイド関連遺伝子・NEDD4 が、炎症回路の正の制御遺伝
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子である可能性について、さらにはケロイド内で炎症回路の活性化を引き起こし、ケ

ロイドの慢性炎症および病態形成、「ケロイド体質」に関与している可能性について解

明することを目的とした。すなわち、ケロイドの炎症病態形成において炎症回路が重

要な役割を担っているという仮説のもと、ケロイド関連遺伝子である NEDD4がどの
ようにケロイドの炎症病態を制御するかを rs8032158 SNPの関与を含めて明らかにす
ることを本研究目的とした。 
 
【本研究の結論】 
	 本研究では、NEDD4のリスク多型 SNPを有するケロイドサンプルでは、リスク多
型SNPの無い正常皮膚サンプルと比較して、炎症回路の活性化がより強く見られるこ
と、NEDD4 スプライスバリアント 3 の発現がより高くなっていることが明らかとな
った。さらにはNEDD4スプライスバリアント 3によって、NF-κBが活性化すること
を明らかにできた。以上のことから、ケロイド関連遺伝子NEDD4のリスク多型 SNP
を有すると、NEDD4 スプライスバリアント 3の発現が高くなり、NF-κBが活性化さ
れることで局所における炎症回路の活性化につながり、ケロイドの慢性炎症の遷延お

よび「ケロイド体質」の一因となることが示唆された。すなわち、NEDD4 のリスク
多型SNPにより発現の高くなったNEDD4 スプライスバリアント 3によって、創傷治
癒過程において局所的な慢性炎症の遷延が引き起こされ、ケロイド発症に至る起因と

なることが示された。NEDD4の SNPがスプライスバリアントに与える影響およびス
プライスバリアントの機能を詳細に解析することにより、今後のケロイド研究におい

て、ケロイドの診断マーカーとしての有用性や、治療における外科的治療の可否や将

来における治療標的となる可能性が示唆された。 
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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。 
 
ANOVA Analysis of variance 
CCL CC chemokine ligand 
cDNA Complementary deoxyribonucleic acid 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DNA Deoxyribonucleic acid 
FBS Fetal bovine serum 
FOXL2 Forkhead box L2 
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GWAS Genome-wide association study 
HE Hematoxylin and eosin 
HECT Homologous to E6-AP COOH terminus 
HRP Horseradish peroxidase 
IκB Inhibitor of κB  
IKK IκB kinase 
IL Interleukin 
IB Immunoblot 
IP Immunoprecipitation 
mRNA Messenger ribonucleic acid  
NEDD4 Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4  
NF-κB Nuclear factor-kappa B kinase 
NS Not significant 
PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS Phosphate buffered saline  
PEI Polyethyleneimine 
qPCR Quantitative polymerase chain reaction 
RING Really interesting new gene 
RIP Receptor-interacting protein 
RNA Ribonucleic acid 
RT Reverse transcription 
RT-PCR Reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
SEM Standard error of the mean 
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SD Standard deviation 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
shRNA Short hairpin RNA 
siRNA Small interfering RNA 
SNP Single nucleotide polymorphism 
STAT3 Signal transducers and activator of transcription 3 
SV Splice variant 
TGF-β Transforming growth factor beta 
TNFα Tumor necrosis factor α 
Ub Ubiquitin 
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実験方法 
 
1.	 組織の採取、病理標本作製、表皮角化細胞、線維芽細胞の培養 
	  
	 臨床検体の採取、取扱いについて北海道大学医学部医の倫理委員会に申請し承認を

得た(承認番号：医 15-004、医 16-058)。同委員会の規定に沿って研究を実施した。本
研究に用いた検体の患者情報を表 1に示す。 
 

表 1.  本研究に用いた検体の患者情報 
 
 
 
	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

.1	SNP�hj
oFullp	

Sample	No.	 �7	 ��	 2�	

lnkm	 d� d� d�

K1	 57	 F	 �%��

K2	 27	 F	 �%1�

K3	 62	 M	 �)2�

K4	 33	 M	 �&2�

K5	 26	 F	 �%1�

K6	 25	 F	 �%1�

K7	 29	 F	 �%1�

K8	 25	 M	 �%1�

K9	 66	 M	 �*#�

K10	 62	 M	 �)2�

K11	 73	 M	 �'2�

K12	 20	 M	 �%��

K13	 28	 M	 ��42�

K14	 53	 F	 �%��

K15	 64	 F	 	+2�

K16	 32	 F	 �%1�

K17	 27	 F	 �%1�

K18	 67	 M	 �)2�

K19	 26	 F	 �%1�

K20	 63	 M	 �'2�

��",	 d� d�

C1	 1	 M	 �6��

C2	 45	 F	 +2�

C3	 45	 M	 �&�	2�

C4	 63	 F	 �	+2�

C5	 33	 F	 �&�

C6	 26	 F	 �+2�

C7	 12	 M	 �%�2�

C8	 56	 M	 �52�

C9	 54	 F	 +2�

C10	 50	 F	 +2�
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	 ケロイド患者 20例／非ケロイド患者 10例より手術時にそれぞれケロイド組織／正
常皮膚組織を採取した。組織の 4%パラホルムアルデヒド固定、凍結保存の他、表皮
角化細胞および線維芽細胞の初代培養を行った。実験には、2 継代までの表皮角化細
胞、3 継代までの線維芽細胞を使用した。また、同様に非ケロイド患者から組織を採
取し、表皮角化細胞、線維芽細胞の培養や組織の保存を行った。 
	 表皮角化細胞の初代培養は以下の方法で行った。採取した皮膚組織を 80%エタノー
ル、ペニシリン、ストレプトマイシン (Pen Strep，Gibco)、phosphate buffered saline (PBS)
で洗浄した後、真皮成分を可及的に除去し、表皮側の組織片を 5×10 mm大程度に細
分化した。細分化した組織をディスパーゼⅠ (和光純薬工業)溶液に入れて 4℃で一晩
インキュベートした。組織片から表皮を基底膜層下で剥がし、残存した真皮成分を分

離除去した後、0.25%トリプシン (和光純薬工業)に入れて 37℃で 10分間インキュベー
トした。トリプシン活性を止めた後、40 µmのメッシュに通し、1000 rpmで 10分遠心
後、KGM-Gold (Clonetics, Lonza)で構成した培養液を入れた 100 mm dishに細胞を播種
した。以降、表皮角化細胞が 80%コンフルエント程度に達した時点で継代した。細胞
はインキュベーター内で 37℃、5%CO2の環境で培養した。 
	 線維芽細胞の初代培養は以下の explant法にて行った 28。組織を 80%エタノール、ペ
ニシリン、ストレプトマイシン (Pen Strep，Gibco)、PBSで洗浄した後、組織を 3×3 mm
大程度に細分化した。表皮成分を鋭的に除去した後、10%ウシ胎児血清 (fetal bovine 
serum ; FBS) (Thermo Scientific) + Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM ; Life 
Technologies) + ペニシリン、ストレプトマイシンで構成した培養液を入れた 100 mm 
dishに組織を静置した。初代培養開始後 1週間はペニシリン、ストレプマイシンの濃
度はそれぞれ 1000 IU/ml、1000 µg/mlとし、1週後以降は 100 IU/ml、100 µg/mlとした。
培養開始後 2週間で組織を破棄し、線維芽細胞を 0.05%トリプシン (Gibco)で剥がし、
新しいプレートに移した。以降、線維芽細胞が 80%コンフルエント程度に達した時点
で継代した。細胞はインキュベーター内で 37℃、5%CO2の環境で培養した。 

 
2.	 NEDD4の rs8032158 SNP genotypingシークエンス 
 
	 実施に際して、北海道大学医学部医の倫理委員会に申請し承認を得た上で行った(承
認番号：医 15-004、医 16-058)。すべての患者検体は、1.組織の採取、病理標本作製、
表皮角化細胞、線維芽細胞の培養と同様、同意の得られたケロイド患者／非ケロイド

患者より手術時に採取したケロイド組織／正常皮膚組織を使用した。 
	 摘出された皮膚組織の一部を分割切除し、速やかにPAXgene® Tissue Container 
(QIAGEN) の中に投入して一晩、4°Cで反応させた。その後皮膚組織を取り出し
PAXgene Tissue Stabilizer (QIAGEN)の中に投入し使用するまで-20℃で保存した。 
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	 Stabilizerの中に保存された組織の一部 (10 mg相当量)を、AllPrep DNA/RNA Mini Kit 
(QIAGEN)を用いてRNA (Ribonucleic acid)、ゲノムDNA (Deoxyribonucleic acid)として
抽出した。 
	 抽出されたゲノム DNA に対して、NEDD4 遺伝子内のイントロン領域に存在する
rs8032158 SNPの有無を確認する目的でPCR (polymerase chain reaction)ダイレクトシー
クエンスを施行した。使用したプライマーの配列は表 2 に示す。PCR の増幅条件は、
98°C/10 秒間の熱変性、60°C/30 秒間のアニーリング、72°C/30 秒間の cDNA 
(Complementary deoxyribonucleic acid)複製反応を 35 回繰り返した(RT-PCR ; Reverse 
transcriptase-PCR)。 
 

表 2.  SNP genotypingシークエンスに用いたプライマーの配列 

SNP Primer sequence (5’ to 3’) amplicon size (bp) 

rs8032158 
Forward CGACTGCATGGTGGCTTTAT 

499 
Reverse TCCTGACTAGCGGCGATTAC 

 
	 ゲノムDNA 20 ngに対して、Taq DNA Polymerase (Sigma Aldrich) を用いてRT-PCR
を行いSNP前後 499 bpの塩基長を増幅させた後、PCR産物をWizard® SV Gel and PCR 
Cean-Up System (Promega) を用いて精製した。精製した PCR 産物 10 ng に対して
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Squencing Kit (Applied Biosystems) を用いてシークエン
ス PCR を行った。シークエンス PCR の増幅条件は、96°C/10 秒間の熱変性、50°C/5
秒間のアニーリング、60°C/4分間の cDNA複製反応を 25回繰り返した。PCR産物は
エタノール沈殿にて精製後、ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) に
てシークエンス解析を行った。 
 
3.	 細胞株及びマウス 
	  
	 本研究で用いたヒト表皮角化細胞株HaCaT cell 29,30、ヒト神経膠腫細胞株H4 cellは
それぞれScienCell Research Laboratories、ATCC® (住商ファーマインターナショナル)
より購入した。いずれの細胞も DMEM (Life Technologies) に 10%FBS (Thermo 
Scientific)を添加したものを用いて、37℃かつ 5%CO2の条件下において継代、培養し

た。 
	 関節炎モデルマウスは、ヒト gp130の 759番目のチロシン残基をフェニルアラニン
に置換した変異型 gp130 (F759)を全身で発現する F759マウス (gp130F759/F759ノックイ

ンマウス)を使用した 31。マウスは、北海道大学遺伝子病制御研究所において室温管理
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された specific-pathogen-freeルームで飼育した。動物の取り扱いについては「北海道大
学動物実験に関する規程」に則り、北海道大学の動物実験倫理審査の承認を受けて行

った。実験には 6-8週齢のマウスを用いた。 
 
4.	 免疫組織化学染色、Hematoxylin and eosin (HE)染色 
	  
	 4%パラホルムアルデヒド固定，パラフィン包埋した組織より 4 µmの切片を作成し
た。Hematoxiline and eosin (HE)染色の他、以下の方法で免疫組織学的染色（高分子ポ
リマー法）を行った。脱パラフィン化、抗原の賦活化、ブロッキングはVECTASTAIN 
ABC KIT (Vector Laboratories)を用いた標準プロトコールで行った。一次抗体には抗リ
ン酸化 STAT3抗体、抗リン酸化 p65抗体、抗NEDD4-all variant抗体：全バリアント
識別、抗NEDD4-splice variant 3抗体 (コスモバイオ)：NEDD4スプライスバリアント
3エクソン 1識別 (アミノ酸 431-455 ; CQININGELERPHSQMNKNHGILRR)を使用し、
二次抗体にはビオチン標識抗ウサギ IgGモノクローナル抗体を使用した。発色基質と
してはDAB (ImmPACTTM DAB Peroxidase Substrate Kit、Vector Laboratories) を用いた。 
	 使用した抗体、ならびに希釈倍率は表 3の通りである。 
 

表 3.  免疫組織化学染色に使用した抗体一覧 
抗体 メーカー 型番 由来 希釈倍率 

Phospho-Stat3	(Tyr705)	(D3A7)	 Cell	Signaling	 #9145	 Rabbit	monoclonal	 1/200	

Phospho-NF-kappaB	p65	(pSer276)	 Cell	Signaling	 #3037	 Rabbit	polyclonal	 1/500	

NEDD4-all	variant	 Sigma	Aldrich	 HPA039883	 Rabbit	polyclonal	 1/1,000	

NEDD4-splice	variant	3	 Cosmo	Bio	Co.	 Rabbit	polyclonal	 1/4,000	

Rabbit	(DA1E)	mAb	IgG	 	 Isotype	Control	 	 Cell	Signaling	 #3900	 	 1/200	

 
5.	 抗体及び試薬 
 
	 以下に示す抗体はWestern Blotting、免疫沈降法 (Immunoprecipitation ; IP)に用いた。  
抗 p65抗体 (C-20、Santa Cruz)、抗リン酸化 p65 (Ser536) 抗体 (93H1、Cell Signaling 
Technology)、抗RIP抗体 (Cell Signaling Technology)、抗α-tubulin抗体 (Sigma-Aldrich)、
抗HA抗体 (Sigma-Aldrich)、HRP標識抗マウス IgG抗体 (Southern Biotech)、HRP標
識抗ラビット IgG抗体 (Southern Biotech) 
	 使用した抗体、ならびに希釈倍率は表 4の通りである。 
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表 4.  Western Blotting、IPに使用した抗体一覧 
抗体 メーカー 型番 由来 希釈倍率 

p-65	(C-20)	 Santa	Cruz	 sc-372	 Rabbit	polyclonal	 1/3,000	

P-p-65	(S536)	93H1	 Cell	Signaling	 #3033	 Rabbit	monoclonal	 1/3,000	

RIP	(D94C12)	 Cell	Signaling	 #3493	 Rabbit	monoclonal	 1/1,000	

α-Tubulin	Clone	B-5-1-2	 Sigma	Aldrich	 T5168	 Mouse	monoclonal	 1/2,000	

HA	HRP,	Clone	HA-7	039K4751	 Sigma	Aldrich	 H6533	 Mouse	monoclonal	 1/4,000	

Goat	Anti-Mouse	IgG	(H+L)	HRP	 Southern	Biotech	 1036-05	 	 1/5,000	

Goat	Anti-Rabbit	IgG	(H+L)	HRP	 Southern	Biotech	 4050-05	 	 1/10,000	

 
6.	 quantitative real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR)	  
	  
	 表皮角化細胞 (ケロイド由来および正常皮膚由来)と線維芽細胞 (ケロイド由来およ
び正常皮膚由来)を 12 well plateに 1×105 cells/wellで播種した。播種後 24時間培養後に
2時間の血清飢餓処理の後、ヒト IL-6 (Toray Industries) 100 ng/mL、可溶性 IL-6受容体 
(R&D Systems) 100 ng/mL、ヒト IL-17 (R&D Systems) 100 ng/mL あるいは TNFα 
(PeproTech) 50 ng/mLで 1時間および 3時間刺激した後に messenger ribonucleic acid 
(mRNA)を抽出した。Small interfering RNA (siRNA)によるノックダウン細胞においては、
後述する方法により siRNAによる遺伝子ノックダウンを行った後、同様にヒト IL-6、
可溶性 IL-6受容体、及びヒト IL-17あるいはTNFαを添加し 3時間インキュベートし
た後に mRNA を抽出した。表皮角化細胞および線維芽細胞からの RNA 抽出は 
ISOSPIN® Cell & Tissue RNA Kit (NIPPON GENE) を用いてスピンカラム法による標準
プロトコールで行った。siRNA法でのHaCaT細胞またはH4細胞 (96 well plate)からの
RNA抽出はSuperPrep® Cell Lysis & RT Kit for qPCR (東洋紡ライフサイエンス) を用い
て標準プロトコールによって行った。皮膚全層組織からの RNA 抽出は AllPrep® 
DNA/RNA Mini Kit (QIAGEN) を用いて標準プロトコールによって行った。cDNAの合
成はM-MLV Reverse Transcriptase (Promega) を用いて標準プロトコール（42℃60分，
95℃5分，4℃∞）で行った。標的遺伝子のmRNA、及び内在性コントロールとして、
ヒト由来細胞では glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)を用いた。測定す
るにあたり、7300 fast real-time PCRシステム (Applied Biosystems)とSYBR Green PCR 
master mix (Kapa Biosystems)を使用し、初期熱変性 94℃・10分、熱変性 94℃・15秒-
アニーリング／伸長反応60℃・60秒×40サイクルのプロトコールでリアルタイムPCR
を行った。qPCRで用いたプライマーの配列は表 5の通りである。 
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表 5.  qPCRで用いたプライマーの配列一覧 

Gene Primer sequence (5’ to 3’) 

human GAPDH 
Forward  GAGTCAACGGATTTGGTCGT 

Reverse  CGCTCCTGGAAGATGGTG 

human IL-6 
Forward  GGTACATCCTCGACGGCATCT 

Reverse  GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC 

human CCL2 
Forward  CAGCCAGATGCAATCAATGCC 

Reverse  TGGAATCCTGAACCCACTTCT 

human CCL20 
Forward  GCGACCAAGAGGCC 

Reverse  CGCACACAGACAACC 

human NEDD4 all variants 
Forward  ATGGCAAACTGTTGGATGGT 

Reverse  GGTCCAATTCTGTTGGGTCA 
 
7.	  関節炎誘導モデルと関節炎のスコア評価 
	  
	 F759マウスを用いた関節炎モデルを既報のとおりに行った 18。NEDD4全バリアン
トに特異的な short hairpin RNA ; shRNA (NEDD4 sh-1-RNA: TRCN0000092433; NEDD4 
sh-2-RNA: TRCN0000092435、Sigma Aldrich)あるいはコントロールとして scrambled 
sequence (nontarget sh-RNA: SIGMA mission SHC002V、Sigma-Aldrich)を搭載した shRNA 
(3.6×105 TU/dose) をPolybrene (40 ug/dose) と共に6-8週齢のF759マウスの後肢踵関節
腔に 1日間隔で 3回注入した。関節炎の誘導には、マウス IL-6 (100 ng/dose) 及び IL-17 
(100 ng/dose) を 3日間連続で注射した(図 1)。関節炎の重症度は踵関節の可動性を指標
として、0点(正常)、1点(わずかな可動制限)、2点(軽度の可動制限)、3点(中程度の
可動制限)、及び 4点(重度の可動制限)として点数化した。 
 
	

 
 
 
 
 
 

図 1.  関節炎モデルの作製方法 0	
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8.	 	ヒト NEDD4に対する human small interfereing RNA (siRNA) を用いた遺伝
子ノックダウン 
	  
	 ヒト表皮角化細胞株HaCaT cellあるいはヒト神経膠腫細胞株H4 cellを 96 well plate
に 7×103 cells/wellで播種し、siRNA (5 µM) 0.5 µlをLipofectamine RNAiMAX (Thermo 
Fisher Scientific)によりトランスフェクションした。37℃ 5%CO2下で二昼夜インキュベ

ートした細胞を回収し、qPCRに用いた。 
使用した siRNA；human si-NEDD4 for all variants (1. s9415: 
GAUCACCUCUCUUACUUCAt,  2. s9516: GGAAGAUCCAAGAUUGAAAt,  3. s9417: 
GGCGAUUUGUAAACCGAAUtt, Ambion Silencer Select siRNA, Thermo Fisher Scientific)、
human si-nontarget (Ambion Negative Control #1 siRNA, Thermo Fisher Scientific)、human 
si-NEDD4 splice variant 3特異的 (Sense: GCAAGACAAGAGAUGAUUUtt, Ambion 
Silencer Select siRNA, Thermo Fisher Scientific) 
	

9.  Western Blotting 
	  
	 Western Blottingに用いる細胞は、H4細胞は12 well plateまたは24 well plateに播種、
培養し、HEK293T細胞は 100 mm dishに播種、培養した。必要に応じて刺激試薬 (TNFα 
50 ng/mL)を添加した後、細胞を氷上に置き、培養液を吸引除去し氷冷したPBSで洗
浄し、1 mlのPBSとセルスクレーパー (住友ベークライト)を用いて細胞を回収した。
4℃で 5分間 1500 rpm、4℃で 5分間 3500 rpmの遠心により上清を除去し、細胞ペレ
ットを適切な細胞融解バッファーで処理した。全細胞成分分画の抽出には高塩濃度の

細胞融解バッファー (NaCl 600 mM) を用いて細胞を融解し、十分に vortexを行った後、
4℃で 30分間緩徐に転倒混和して撹拌し、高速 (15000 rpm)で 30分間遠心し、細胞残
渣を除いた上清を全細胞成分分画として回収した。すべての工程において、細胞融解

バッファーには 1/100量の protease inhibitor (Sigma Aldrich)を添加した。得られたサン
プルは全て2-メルカプトエタノールを含むSDS sample bufferで95℃5分間煮沸させた
後、5-12%濃度勾配のSDS-PAGEゲル (和光純薬工業)でBio-Radのウエットウエスタ
ンブロットシステムを用いてポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)を行った。
Immobilon®-P (Millipore)にSDS-PAGEにより分離したゲルタンパク質を転写した。内
部コントロールとして、全細胞分画として α-tubulinを用いた。二次抗体には horseradish 
peroxidase (HRP)標識抗体を用い、Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher)
によって化学発光したものを、現像機FPM100 (富士メディカルフィルム)でフィルム
に感光し検出した。 
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10.	 Luciferase Reporter Assay 
 
	 レポーター活性の測定は、Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega) を用いて
標準プロトコールに従い行った。96 well plateに 2×104 cells/wellで播種したHEK293T
細胞を一昼夜培養した後、コントロールとして empty vectorである pEF-BOSと、
NEDD4 スプライスバリアント 3を 100 ng/wellで導入、加えて pGL4.32[luc2P/ NF-κB 
-RE/Hygro] (4.5 ng/well、Promega)、pGL4.32[luc2P/ IL-6 -RE/Hygro] (4.5 ng/well、Promega) 
及び pGL4.74[hRluc/TK] (0.5 ng/well、Promega) を導入した。細胞への遺伝子導入はリ
ン酸カルシウム法を用いた。24時間培養後に培養液を除去し、刺激試薬 (TNFα 50 
ng/mL)を添加した培養液で 5時間インキュベートした。PBSで細胞を洗浄し、Passive 
lysis buffer (50 µl/well)を加えて室温下で 20分間穏やかに振盪して細胞を融解した。そ
の後、その細胞溶解液 5 µlと発光基質 25 µlを混合し、ホタルルシフェラーゼ活性を
ルミノメータ (GloMax®-Multi Detection System、Promega)で測定した。なお、遺伝子導
入の際に同時に導入したpGL4.32由来のウミシイタケルシフェラーゼ活性を内部コン
トロールとして細胞間の導入効率を補正し、算出した比をNF-κB luciferase活性とした。 
 
11.	 免疫沈降法 (Immunoprecipitation Assay : IP) 
 
	 IPに用いる細胞は、H4細胞は 12 well plateに播種、培養し、HEK293T細胞は 100 mm 
dishに播種、培養した。バッファーで溶解されたサンプルはプロテインGセファロー
スビーズ (Pharmacia)をサンプル1 mgタンパク質相当量に対して10 µgを添加し4℃下
で 1時間緩徐に転倒混和しプレクリアを行った。その後、9000 rpm、3分間 4℃で遠心
した後に上清を回収し、目的に応じてHAビーズ (Sigma Aldrich)を加えて 2時間 4℃
下で緩徐に転倒混和した。サンプルを細胞溶解バッファーで 5回洗浄した後に、免疫
沈降されたHA融合タンパクは 2-メルカプトエタノールを含むSDS sample bufferで
95℃5分間煮沸させ、15000 rpm、3分間 4℃で遠心した後に上清を回収したものを
Western Blottingに用いた。 
 
12.	 human NEDD4の splice variant (SV)発現の解析 
 
	 患者サンプルは、患者検体より得られた組織から初代培養を行った表皮角化細胞を

使用した。RNA抽出は 5. qPCRで示した方法と同様に、 ISOSPIN® Cell & Tissue RNA 
Kit (NIPPON GENE) を用いてスピンカラム法による標準プロトコールで行った。
cDNA の合成は M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) を用いて標準プロトコール
（42℃60分，95℃5分，4℃∞）で行った。 
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	 電気泳動による各 splice variant (SV)の発現確認は、以下の通りに行った。 
	 合成された cDNAを用いたPCR増幅産物のサイズの確認を行う目的で、各SVを識
別するプライマーセットを作製した。PCRの増幅条件は、98°C/10秒間の熱変性、
60°C/30秒間のアニーリング、72°C/30秒間の cDNA複製反応を 30回繰り返した
(RT-PCR)。RT-PCRで用いたプライマーセットと各SVのサイズは表6の通りである。 
	 PCR反応液 10 µlを 2%アガロースゲル (アガロース, A9539、Sigma-Aldrich)にアプ
ライし、トリス-酢酸-EDTA 緩衝液にて室温下で 30分間電気泳動を行った。DNAサ
イズマーカーとして、100 bp DNA Ladder (タカラバイオ)を同時に泳動した。泳動後の
ゲルを透過式UV照射装置 (WUV-M20型、アトー)で撮影した。 
 

表 6.  電気泳動で用いたプライマーの配列一覧 

Target Gene Primer sequence (5’ to 3’) 

NEDD4 SV 2, 3, 4, 5 
Forward GAAGTATTTCATTGGGAGGAGC 

Reverse TATCCTGCCTCTCTTCCCACC 

NEDD4 SV 1, 7 
Forward ATAGGCCTTGCCAAGAAGGATA 
Reverse GTGCTGCTGAGGATGAACTCTG 

human GAPDH 
Forward GAGTCAACGGATTTGGTCGT 

Reverse CGCTCCTGGAAGATGGTG 

 各Amplicon size (bp) 
	 NEDD4 SV2=285, NEDD4 SV3=501, NEDD4 SV4=453, NEDD4 SV5=450,  
  NEDD4 SV1=171, NEDD4 SV7=196,  
  GAPDH=220  
 
	 さらに、NEDD4の各 splice variant (SV 1、2、3、4、5、7) を特異的に認識するプラ
イマーを用いて real time TaqMan qPCRを行い、NEDD4のそれぞれの splice variant (SV)
の発現を検量線法により算出した。測定するにあたり、7300 fast real-time PCRシステ
ム (Applied Biosystems)とKAPA PROBE FAST qPCR master mix (Kapa Biosystems)を使
用し、初期熱変性 94℃・3分，熱変性 94℃・3秒-アニーリング／伸長反応 60℃・30
秒×40サイクルのプロトコールでリアルタイムPCRを行った。qPCRで用いたプライ
マーの配列は表 7の通りである。 
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表 7.  TaqMAN qPCRで用いたプライマーの配列一覧 

Gene Primer sequence (5’ to 3’) 

NM_7007.6 
(GAPDH) 

Probe GATGCCAGCCCCAGCGTCAAAGGT 

Forward CTCCTCTGACTTCAACAGCGA 

Reverse CCAAATTCGTTGTCATACCAGGA 

NM_006154 
(NEDD4 SV1) 

Probe CGTCACTCTCACGTAAGGATCACTAGCTCC 

Forward ATAGGCCTTGCCAAGAAGGATA 
Reverse ACTTTGGATTCAAACTCTTTTTAATGG 

NM_198400 
(NEDD4 SV2) 

Probe GTCTAATTCTTGCAAGCCTGGCTGGGTTGT 

Forward GCATCTGGAAATGAAGGTAAAGTGG 
Reverse TGGCAAGCAGCATCTGGTTG 

NM_001284338 
(NEDD4 SV3) 

Probe ATCCATTACCGACAGAAAATCCAAGATTGGAGAGA 

Forward GGATAATTTATCAAGAGACAGCAACA 

Reverse CAAAACAACCCAGCCAGGCT 

NM_001284339 
(NEDD4 SV4) 

Probe ATATCCTGCCTCTCTTCCCACCCTGGAG 

Forward TGAGGAATTAGAGCAACAACAAGAA 
Reverse CATGGTTTACATAATAGGTCCTTCCA 

NM_001284340 
(NEDD4 SV5) 

Probe ACAGCAACAGAGATTGCACAAATGAACTGT 

Forward TCTGGAAATGAAGGTAAAGTGGATAA 
Reverse CTCCAATCTTGGATTTTCTGTCTTG 

NM_001329212 
(NEDD4 SV7) 

Probe CGTCACTCTCACGTAAGGATCACTAGCTCC 

Forward ATAGGCCTTGCCAAGAAGGATA 
Reverse AGTATAACTTTTTAATGGTTTTTGTTTGC 
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13.	 統計学的解析 
 
	 実験データは平均値±標準偏差  (Mean±SD) あるいは平均値±標準誤差 
(Mean±SEM)で示した。本研究では、2群間の有意差検定にStudent’s t検定、3群間の
有意差検定にANOVA (Analysis of variance)を用いた。p値は 0.05未満のものを有意と
し、*p < 0.05、**p < 0.01、及び***p <0.001で示した。 
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実験結果 
 
1.	 患者検体における NEDD4の rs8032158 SNP genotypesの結果 
1-1	 ケロイド患者では、非ケロイド患者と比較してリスク多型（C）を有する
割合が高かった。 
	 rs8032158 SNPはNEDD4のイントロン部分に存在し、T/C (リスク多型C)の一塩基
多型に対して、ケロイド患者では、リスク多型 (C)を有する割合が、非ケロイド患者
と比較して 1.51倍高いことが既報において示された 24。本研究において、ケロイド患

者及び非ケロイド患者の皮膚組織から抽出した核酸を用いて、15 番染色体上の
rs8032158 SNPのリスク多型の有無を確認した。ケロイド患者 20例／非ケロイド患者
10例で実施した結果を表 2に示す。 

表 2.  本研究に用いた検体の rs8032158 SNP genotypes  

 
	  

.2	SNP�hj
oFullp	

Sample	No.	 �7	 rs8032158	Genotype	

lnkm	 d� d�

K1	 57	 C/C
K2	 27	 C/C
K3	 62	 C/C
K4	 33	 C/C
K5	 26	 T/C
K6	 25	 C/C
K7	 29	 C/C
K8	 25	 C/C
K9	 66	 C/C
K10	 62	 C/C
K11	 73	 T/C
K12	 20	 T/C
K13	 28	 C/C
K14	 53	 C/C
K15	 64	 C/C
K16	 32	 C/C
K17	 27	 T/T
K18	 67	 C/C
K19	 26	 C/C
K20	 63	 T/T

��",	 d� d�

C1	 1	 T/T
C2	 45	 T/T
C3	 45	 T/T
C4	 63	 T/C
C5	 33	 T/T
C6	 26	 T/C
C7	 12	 T/C
C8	 56	 T/C
C9	 54	 T/T
C10	 50	 T/T
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	 ケロイド患者及び非ケロイド患者のDNAシークエンスにより、それぞれのgenotype 
(T/T、C/T、C/C)を確認した(図 2)。ケロイド患者では、リスク多型 (C)を有する割合
が非ケロイド患者と比較して顕著に高いことが明らかとなった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 2.  患者検体のDNAシークエンスにおける rs8032158 SNP genotypes 
	 リスク多型の無い非ケロイド患者のワイルド型 (T/T)と、リスク多型を有するケロ
イド患者のヘテロ型 (C/T)、ホモ型 (C/C)のDNAシークエンス結果を示す。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

図 3.  患者検体（正常皮膚 n=10、ケロイド組織 n=20）における 
rs8032158 SNPの頻度 

	 ケロイド患者では、リスク多型	(C)を有する割合が非ケロイド患者と比較して顕著
に高かった。	

 
2.	 ケロイドにおける炎症回路の活性化の確認 
2-1	 ケロイド皮膚組織においてリン酸化 p65 およびリン酸化 STAT3 が高発現
する 
	 炎症回路とは、非免疫系のⅠ型コラーゲン陽性細胞での『局所炎症の誘導機構』で、
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分子的にはNF-κBと STAT3の同時活性化、機能的にはケモカインの過剰発現機構で
ある 17,18。すわなち、NF-κBとSTAT3が同時に活性化する、線維芽細胞、表皮角化細
胞、血管内皮細胞などのⅠ型コラーゲン陽性の非免疫系細胞が存在するかを確認する

必要がある 32,33。 
	 そこで、ケロイド多発病変を有し、臨床上ケロイド体質と考えられるケロイド患者

のケロイド病変部組織(図 4)において、NF-κBと STAT3の発現を手術による切除後に
処理を行った皮膚組織の免疫組織学的染色で確認した。結果、ケロイドにおいて

STAT3 と NF-κB の同時活性化が見られる非免疫細胞は、表皮角化細胞および、線維
芽細胞であると考えられた(図 5)。 
 
 
 
 
 
 

図 4.  患者検体 (K4)の臨床写真とケロイド採取部 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図 5.  ケロイド組織 (K4)の免疫組織化学染色（Scale bars=100 µm） 
	 リン酸化STAT3 (Phospho-STAT3)、リン酸化NF-κB (Phospho-NFκB)を免疫組織化学
染色により検出した。表皮角化細胞（黒矢印）、線維芽細胞（白矢印）で、リン酸化

STAT3、リン酸化NF-κBがいずれも核内で染色される細胞が見られ、特に表皮角化細
胞で多く見られた。 
 

�2	

Keloid	(K4)�

Control	Ab�

Phospho-NFκB�Phospho-STAT3�
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	 そこで、リスク多型SNPのみ有するケロイド患者 (C/C)のケロイド病変部組織およ
び、対照としてリスク多型SNPの無い非ケロイド患者 (T/T)の正常皮膚組織において、
HE染色で確認後、NF-κBとSTAT3の発現を免疫組織学的染色で検証した(図6.(a), (b))。 
	  
	 結果、ケロイド患者 (C/C)由来のケロイド組織内では、NF-κBとSTAT3の両者がリ
ン酸化した細胞が表皮角化細胞に多く見られた。数は少ないが、線維芽細胞において

も、両者が染色される細胞が見られた。ケロイドで多くの陽性細胞が見られた表皮角

化細胞において、非ケロイド患者由来 (T/T)の正常皮膚組織と比較すると、NF-κB と
STAT3のリン酸化した細胞の割合がケロイド組織で有意に高いことが示された(図7)。 
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図 6. (a) 正常皮膚 (T/T)とケロイド組織 (C/C)のHE染色（Scale bars=100 µm） 

 

図 6. (b) 正常皮膚 (T/T)とケロイド組織 (C/C)の 免疫組織化学染色（Scale bars=100 µm） 
	 ケロイド組織および正常皮膚において、リン酸化STAT3 (Phospho-STAT3)、リン酸
化NF-κB (Phospho-NFκB)を免疫組織化学染色により検出した。ケロイド組織では表皮
角化細胞（矢印）で、リン酸化 STAT3、リン酸化 NF-κB がいずれも核内で染色され
る細胞が多く見られた。 
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図 7.  正常皮膚（非ケロイド患者 T/T）とケロイド組織（ケロイド患者 C/C）の表皮

角化細胞におけるリン酸化STAT3、及びリン酸化NF-κBの陽性細胞の比率 
	 免疫組織化学染色を行った皮膚組織中の表皮角化細胞における、リン酸化 STAT3、
及びリン酸化NF-κBの陽性細胞の数を計測し、定量化した。各々の切片において少な
くとも 200個以上の細胞を任意の 3部位以上で計測した（Mean±SEM，***, P＜0.001。
正常皮膚 n=5、ケロイド組織 n=5）。非ケロイド患者由来 (T/T)の正常皮膚組織と比較
して、NF-κBとSTAT3のリン酸化した細胞の割合がケロイド患者由来 (C/C)のケロイ
ド組織で有意に高かった。 
 
2-2	 ケロイド由来表皮角化細胞及び線維芽細胞は in vitroの条件において、サイ
トカイン刺激により炎症回路の活性化ターゲットである炎症性ケモカイン、サ

イトカインを高発現する 
	  
	 In vitroの条件において、初代培養後の表皮角化細胞に対して、サイトカイン刺激に
よって炎症性サイトカイン、ケモカイン活性の増幅が見られるかを検証した。まず、

炎症性サイトカイン IL-6、炎症性ケモカインCCL2、CCL20の発現を確認した。単一
のサイトカイン刺激と比較して、複数のサイトカイン刺激が加わることで、炎症性ケ

モカインCCL2活性の有意な増幅が見られた(図 8)。 
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図 8.  ケロイド由来表皮角化細胞 (K1)のサイトカイン刺激後の 

IL-6、CCL2、CCL20のmRNA発現 
	 データはハウスキーピング遺伝子GAPDHに対する相対量で示す。Mean±SD，*, P < 
0.05; **, P < 0.01。リスク多型を有する (C/C)ケロイド由来表皮角化細胞 (K1)において、
単一のサイトカイン刺激と比較して、複数のサイトカイン刺激が加わることで、炎症

性ケモカインCCL2活性の有意な増幅が見られた。 
 
	 炎症回路の活性化により、高発現するNF-κBターゲットとなる炎症性サイトカイン、
炎症性ケモカインの中でも、表皮角化細胞では、CCL2 の活性化が特に顕著であるこ
とがわかった。 
	 次に、サイトカインの刺激時間を検証するため、サイトカイン刺激を 1時間、3時
間で実験を行った結果、表皮角化細胞では、サイトカイン刺激後のCCL2の活性化は、
3時間よりも 1時間の刺激で有意に高発現することが明らかとなった(図 9)。 
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図 9.  ケロイド由来表皮角化細胞 (K3, K4)のサイトカイン 1時間および 3時間 

刺激後のCCL2のmRNA発現 
	 データはハウスキーピング遺伝子GAPDHに対する相対量で示す。Mean±SD，*, P < 
0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001。リスク多型を有する (C/C)ケロイド由来表皮角化細胞 
(K3, K4)において、サイトカイン刺激後のCCL2の活性化は、3時間よりも 1時間で有
意に高発現した。 
 
	 上記の検証結果を受け、初代培養で細胞が十分に増殖した複数のサンプルで、

NEDD4のリスク多型SNPの無い正常皮膚由来の表皮角化細胞 (T/T)とNEDD4のリス
ク多型SNPを有するケロイド由来の表皮角化細胞 (C/C)でそれぞれサイトカイン1時
間刺激後のCCL2のmRNAの発現を評価し、炎症回路の活性化の有無を検討した。結
果、in vitroの条件下では、正常皮膚由来、ケロイド由来の表皮角化細胞いずれも炎症
回路の活性化が見られたが、リスク多型 SNP を有するケロイド由来の表皮角化細胞 
(C/C)の方が、リスク多型 SNP の無い正常皮膚由来の表皮角化細胞 (T/T)と比較して、
炎症回路の活性が有意に高かった(図 10)。 
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図 10.  正常皮膚由来 (T/T)およびケロイド由来表皮角化細胞 (C/C)の 
サイトカイン 1時間刺激後のCCL2のmRNA発現 

	 データはハウスキーピング遺伝子GAPDHに対する相対量で示す。In vitroの条件下
では、正常皮膚由来の表皮角化細胞 (T/T)、ケロイド由来の表皮角化細胞 (C/C)いずれ
も複数サイトカイン刺激により、CCL2 の著明な上昇が見られ、炎症回路の活性化が
見られたが、ケロイド由来の表皮角化細胞で有意に高かった（Mean±SD，*, P < 0.05; **, 
P < 0.01; ***, P < 0.001。正常皮膚由来表皮角化細胞 n=5、ケロイド由来表皮角化細胞
n=5）。 
 
	 線維芽細胞においても同様に、初代培養で細胞が十分に増殖した複数のサンプルで、

NEDD4のリスク多型SNPの無い正常由来の線維芽細胞 (T/T)とNEDD4のリスク多型
SNPを有するケロイド由来の線維芽細胞 (C/C)でそれぞれサイトカイン 3時間刺激後
の IL-6のmRNAの発現を評価し、炎症回路の活性化の有無を検討した。In vitroの条
件下では、正常皮膚由来、ケロイド由来のいずれも炎症回路の活性化が見られたが、

リスク多型SNPを有するケロイド由来の線維芽細胞 (C/C)の方が、リスクSNPの無い
正常皮膚由来の線維芽細胞 (T/T)と比較して、炎症回路の活性が有意に高かった(図11)。	 	  
	 正常皮膚由来とケロイド由来で、表皮角化細胞の検討結果と同様の傾向を示した。	 	 	 	  
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図 11.  正常皮膚由来 (T/T)およびケロイド由来線維芽細胞 (C/C)の 
サイトカイン 3時間刺激後の IL-6のmRNA発現 

	 データはハウスキーピング遺伝子GAPDHに対する相対量で示す。In vitroの条件下
では、正常皮膚由来の線維芽細胞 (T/T)、ケロイド由来の線維芽細胞 (C/C)いずれも複
数サイトカイン刺激により、IL-6の著明な上昇が見られ、炎症回路の活性化が見られ
たが、ケロイド由来の線維芽細胞で有意に高かった（Mean±SD，*, P < 0.05; **, P < 0.01; 
***, P < 0.001。正常皮膚由来線維芽細胞 n=5、ケロイド由来線維芽細胞 n=5）。 
 
3.	 NEDD4の炎症回路への関与についての検討	  
3-1	 ヒト NEDD4は in vitroの条件において、炎症回路を正に制御する 
 
	 既報のGWASの結果と同様24、本研究の患者検体においても、NEDD4上のrs8032158 
SNP は、ケロイド検体において、リスク多型SNP (C)を有する頻度が正常皮膚検体と
比べて高かった(図 3)。したがって、NEDD4が炎症回路の正の制御遺伝子としてケロ
イドの慢性炎症に関与しているという仮説を立てた。まず、NEDD4 が炎症回路の正
の制御遺伝子であるかを検証するため、ヒト表皮角化細胞株HaCaT cellあるいはヒト
神経膠腫細胞株H4 cellを用いて、siRNAによるNEDD4のノックダウンを行い、各種
炎症性サイトカイン、ケモカインのmRNAの発現を確認した。いずれの細胞株で行っ
た実験でも、siRNAによるNEDD4の全バリアントのノックダウンで炎症性サイトカ
イン IL-6のmRNA発現が有意に抑制された(図 12、図 13)。これらの結果は、NEDD4
が炎症回路に強く関与する遺伝子であり、かつ正に制御することを示唆する。 
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図 12.  ヒト表皮角化細胞株（HaCaT cell）における炎症性サイトカイン IL-6のmRNA

の発現変化とNEDD4の全バリアントのmRNAのノックダウン 
	 ヒト表皮角化細胞株（HaCaT cell）にNEDD4の siRNA（全バリアントをノックダ
ウンする 3種類の siRNA; all 1、all 2、all 3）及び scramble siRNAをトランスフェクシ
ョンし NEDD4 の一過性ノックダウン細胞を作出した。コントロール細胞と NEDD4
ノックダウン細胞に対して IL-6 + IL-17で刺激した後、IL-6のmRNA発現を qPCRに
より測定した（データはハウスキーピング遺伝子GAPDHに対する相対量を表す）。3
回の独立した実験のMean±SD，*, P < 0.05; **, P < 0.01。3種類の siRNAによるNEDD4
の全バリアントのノックダウンで炎症性サイトカイン IL-6のmRNA発現が有意に抑
制された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 13.  ヒト神経膠腫細胞株（H4 cell）における炎症性サイトカイン IL-6のmRNAの
発現変化とNEDD4の全バリアントのmRNAのノックダウン 

	 ヒト神経膠腫細胞株（H4 cell）にNEDD4の siRNA（全バリアントをノックダウン
する 3種類の siRNA; all 1、all 2、all 3）及び scramble siRNAをトランスフェクション
し NEDD4の一過性ノックダウン細胞を作出した。コントロール細胞と NEDD4ノッ
クダウン細胞に対して IL-6 + TNFαで刺激した後、IL-6のmRNA発現を qPCRにより
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測定した（データはハウスキーピング遺伝子GAPDHに対する相対量を表す）。3回の
独立した実験のMean±SD，*, P < 0.05; **, P < 0.01。3種類の siRNAによるNEDD4の
全バリアントのノックダウンで炎症性サイトカイン IL-6のmRNA発現が有意に抑制
された。 
 
3-2	 NEDD4は in vivoの条件においても、炎症回路を正に制御する 
 
	 In vivoにおいてもNEDD4のノックダウンで炎症が抑制されるか、F759マウスにお
ける関節炎誘導実験を行って検討した。すなわち、NEDD4 shRNAあるいはコントロ
ール shRNA (scrambled sequence)をF759マウスの関節腔に投与後、炎症回路を活性化
する IL-6および IL-17を同様に関節腔に投与することでサイトカイン誘導性関節炎を
発症させた。その結果、NEDD4 shRNAを投与したマウスにおいて、関節炎の病態が
有意に抑制された(図 14)。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 14.  NEDD4 shRNA関節注射による関節炎の抑制 

	 F759マウスの後肢踵関節腔に non-target shRNA及び異なる 2種類のNEDD4 shRNA 
(sh-1, sh-2)を day 0、day 2および day 4に注入し、引き続いて day 5、day 6、及び day 7
に IL-6及び IL-17を同関節腔に注入し、各個体について関節炎スコア (Clinical Score)
を評価した（Mean+SEM，*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001。n=3）。2種類の shRNA
によるNEDD4の全バリアントのノックダウンでClinical Scoreが有意に低下した。 
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4.	 ケロイド患者における NEDD4の解析 
4-1	 ケロイド組織および正常皮膚組織両者で、NEDD4の発現が見られる 
 
	 まず、リスク多型SNPを有するケロイド患者由来のケロイド組織 (C/C)とリスク多
型 SNPの無い非ケロイド患者由来の正常皮膚組織 (T/T)におけるNEDD4の発現（全
スプライスバリアントを認識する抗体を使用）を免疫組織化学染色で確認した。結果、

ケロイドでは、表皮角化細胞で多く陽性細胞が見られた。一方で、正常皮膚において

も、同様に表皮角化細胞に陽性細胞が見られた(図 15)。複数のサンプルで、ケロイド
組織 (C/C)と正常皮膚 (T/T)の間で表皮角化細胞中の陽性細胞の割合を比較すると、ケ
ロイド組織で多い傾向は見られたが、有意差には至らなかった(図 16)。 
 

 
図 15.  正常皮膚 (T/T)とケロイド組織 (C/C)の NEDD4全バリアント認識抗体 

による免疫組織化学染色（Scale bars=100 µm） 
	 ケロイド組織、正常皮膚ともに、表皮角化細胞（矢印）で、NEDD4 陽性の細胞が
見られた。 
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図 16.  正常皮膚（非ケロイド患者 T/T）とケロイド組織（ケロイド患者 C/C）の 
表皮角化細胞におけるNEDD4全バリアントの陽性細胞の比率 

	 免疫組織化学染色を行った皮膚組織中の表皮角化細胞における、NEDD4 の陽性細
胞の数を計測し、定量化した。各々の切片において少なくとも 200個以上の細胞を任
意の 3部位以上で計測した（Mean±SEM，NS: not significant。正常皮膚 n=5、ケロイド
組織 n=5）。ケロイド組織 (C/C)と正常皮膚 (T/T)の間で表皮角化細胞中の陽性細胞の
割合は、ケロイド組織で多い傾向は見られたが、有意差は見られなかった。 
	  
	 次に、リスク多型 SNP を有するケロイド由来の表皮角化細胞 (C/C)とリスク多型
SNPの無い非ケロイド患者由来の表皮角化細胞 (T/T)のNEDD4のmRNA発現（全ス
プライスバリアントを認識するプライマーを使用）を qPCRで確認した(図 17)。ケロ
イド由来の表皮角化細胞の方が高い傾向は見られたが、有意差には至らなかった。 
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図 17.  正常皮膚由来 (T/T)およびケロイド由来 (C/C)の表皮角化細胞の 
NEDD4全バリアントのmRNA発現 

	 リスク多型の無い正常皮膚由来 (T/T)の表皮角化細胞、リスク多型を有するケロイ
ド由来 (C/C)の表皮角化細胞のNEDD4全バリアントのmRNA発現は、ケロイド由来
の方が高い傾向は見られたが、有意差は認めなかった（Mean±SD，NS: not significant。
正常皮膚由来表皮角化細胞 n=5、ケロイド由来表皮角化細胞 n=7）。 
 
	 NEDD4とは、HECT (homologous to E6-AP COOH terminus)型のE3ユビキチンリガー
ゼである(図 18)。ヒトNEDD4は、30のエクソンから形成され、タンパク質をコード
する 6つのスプライスバリアントが存在することがわかっている(NCBI database) 34。

WWドメインからHECT型は共通の構造で、C2ドメインを含むN末端にバリエーシ
ョンが見られる 34。それぞれのスプライスバリアントの詳細な機能については十分に

明らかにされていない。 
 

 
図 18.  ヒト NEDD4のタンパク質構造（模式図） 

C2: Calcium/phospholipid binding domain,  
WW: Protein/protein interaction domains,  
HECT: Catalytic ubiquitin ligase domain 

	  
	 ケロイド患者 (C/C)と非ケロイド患者 (T/T)で、NEDD4の全スプライスバリアント
の発現は、ケロイド患者で高い傾向は見られたが、タンパク質レベル、mRNAレベル
において、いずれも有意差は見られなかった。そこで、NEDD4 の各スプライスバリ
アントの発現や差について詳細に検証していくこととした。 
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4-2	 ヒト NEDD4にはタンパク質を合成する 6つのスプライスバリアントが存
在し、リスク多型 SNPを有するケロイドサンプル (C/C)ではスプライスバリア
ント 3の発現が高い 
 
	 NCBI database (NCBI build 38,2013)において、ヒトNEDD4には 7つの転写バリアン
トが存在することがこれまでに報告されており、そのうちの 6つがタンパク質をコー
ドするスプライスバリアント (splice variant ; SV)である。すなわち、主なスプライスバ
リアントであるSV1 (NM_006154)と、SV2 (NM_198400)、SV3 (NM_001284338)、SV4 
(NM_001284339)、 SV5 (NM_001284340)、 SV7 (NM_001329212)である。 SV6 
(NR_104302)は non-coding RNAである。 
	 ケロイドにおいて、それぞれのスプライスバリアントの発現を示した報告はこれま

でにない。そこで、まず、SV1と SV7にのみ存在するエクソン 1〜5と、SV2、SV3、
SV4、SV5を識別するエクソン部位にそれぞれRT-PCR primerを設計し、電気泳動で
amplicon sizeを識別し、発現を確認することとした。各スプライスバリアントの模式
図と、RT-PCR primerの設計図を示す(図 19)。 
	 結果、リスク多型SNPの無い正常皮膚サンプル (T/T)と比較して、リスク多型SNP
を有するケロイドサンプル (C/C)では、SV3の発現が高かった。SV2、SV4、SV5の発
現は正常皮膚サンプル、ケロイドサンプルともに発現が低いが、ケロイドサンプルの

方が高い傾向が見られた。SV1、SV7 は、正常皮膚サンプル、ケロイドサンプル両者
で発現が高かったが、明らかな差は見られなかった(図 20)。 
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図 19.  6つのスプライスバリアントと電気泳動に使用したPCR primerの設計図 

	 NEDD4の 30すべてのエクソンを有するスプライスバリアントは存在しない。電気
泳動のバンドサイズの相違から SV1と SV7を識別する primer（黄緑矢印）と、SV2、
SV3、SV4、SV5を識別する primer（紫矢印）を設計した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 20.  電気泳動の結果 

	 正常皮膚由来 (T/T)の表皮角化細胞、ケロイド由来 (C/C)の表皮角化細胞より抽出し
たRNAより cDNAを合成し、RT-PCR後にPCR産物の電気泳動を行った。内在性コ
ントロールとして、GAPDHの PCR産物の電気泳動も行った。それぞれにつき、n=3
のサンプルで行った。リスク多型SNPの無い正常皮膚サンプル (T/T)と比較して、リ
スク多型 SNPを有するケロイドサンプル (C/C)では、SV3の発現が高かった。SV2、
SV4、SV5の発現は正常皮膚サンプル、ケロイドサンプルともに発現が低かった。SV1、
SV7は、正常皮膚サンプル、ケロイドサンプル両者で発現が高かったが、明らかな差
は見られなかった。 

Electrophoresis�

(bp)�

E1	
236�

E9	
103�

E10	
167�

E2	
74�

E3	
79�

E4	
39�

E5	
54�

E7	
51�

E8	
62�

E29	
73�

E30	
3083�

NEDD4		
exons�

E6	
1848�

E1	
236�

E9	
103�

E10	
167�

E2	
74�

E3	
79�

E4	
39�

E5	
54�

E7	
51�

E8	
62�

E29	
73�

E30	
3083�

SV1�

E1	
236�

E9	
103�

E10	
167�

E2	
74�

E3	
79�

E4	
64�

E5	
54�

E7	
51�

E8	
62�

E29	
73�

E30	
3083�

SV7�

E9	
103�

E10	
119�

E6	
1848�

E7	
51�

E8	
62�

E29	
73�

E30	
3083�

SV4�

E9	
103�

E10	
167�

E6	
1848�

E7	
51�

E8	
62�

E29	
73�

E30	
3083�

SV3�

E9	
103�

E10	
167�

E6	
1848�

E8	
62�

E29	
73�

E30	
3083�

SV5�

E10	
167�

E6	
1848�

E29	
73�

E30	
3083�

SV2�

CDS	start� CDS	stop�

CDS	start�

CDS	start�

SV1:	171	bp�
SV7:	196	bp�

SV2:	285	bp	
SV3:	501	bp	
SV4:	453	bp	
SV5:	450	bp	

o→←p8888888888o→←p	
	3��	8primerf8amplicon	size�


19	

Normal� Keloid�

GAPDH	

SV7	
SV1	

SV3	

SV2	

SV4,5	


19	

T/T															C/C�



 36 

 
	 リスク多型SNPを有するケロイドサンプル (C/C)でNEDD4のmRNAレベルでSV3
の発現が高いことが明らかとなったが、電気泳動のみの結果では確証は得られないと

考えた。そこで、それぞれのスプライスバリアントに特異的な TaqMan qPCR primer
を図 21のように設計し、real-time qPCRにてmRNAレベルでの各スプライスバリアン
トの発現を検証した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図 21.  ６つのスプライスバリアントと real-time TaqMan qPCRに使用した 
各スプライスバリアントに特異的な primerと probeの設計図 

 
	 Real-time TaqMan qPCRを行った結果、mRNAレベルでは、電気泳動の結果(図 20)
と同様に、ケロイドサンプル (C/C)では、NEDD4 SV3の発現が正常皮膚サンプル (T/T)
と比較して有意に高くなっていることが示された。NEDD4 の主なスプライスバリア
ントであるSV1は、ケロイドサンプル、正常皮膚サンプルともに高発現を認め、両者
に有意差は見られなかった。また、SV4、SV5のmRNA発現は、ケロイドサンプル、
正常皮膚サンプルともに発現が低かった。SV2の発現はケロイドサンプルで高い傾向
は見られたが、正常皮膚サンプルと有意差はなかった。ケロイドサンプル (C/C)でSV3
の発現が正常皮膚サンプル (T/T)と比較して顕著に高いことが示され、電気泳動の解
析結果と同様の傾向を示し、確証が得られた(図 22)。 
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図 22.  Real-time TaqMan qPCRによる各スプライスバリアントのmRNA発現 

	 正常皮膚由来 (T/T)の表皮角化細胞、ケロイド由来 (C/C)の表皮角化細胞のNEDD4
の各スプライスバリアントの mRNA 発現は、ケロイドサンプルで、SV3 の発現が著
明に高かった（データはハウスキーピング遺伝子 GAPDH に対する相対量を表す。
Mean±SEM，NS: not significant; *, P < 0.05。正常皮膚由来表皮角化細胞 n=5、ケロイド
由来表皮角化細胞 n=7）。 

 
4-3	 NEDD4 SV3はケロイド組織においてタンパク質レベルで高発現する 
	  
	 mRNAレベルだけでなくタンパク質レベルでも、NEDD4 SV3の発現が、リスク多
型SNPを有するケロイド組織 (C/C)でリスク多型SNPの無い正常皮膚 (T/T)と比較し
て高くなっているかを確認するため、NEDD4 SV1 および SV7 を認識しないよう、
NEDD4 SV1およびSV7には存在しないエクソン 6 (E6)部分に作製したNEDD4 SV3
識別抗体を使用して免疫組織学的染色を行った。NEDD4 SV3 識別抗体の設計図を示
す(図 23)。E6は、SV2、SV4、SV5と共通であるが、ケロイドサンプル、正常皮膚サ
ンプル両者とも、SV2、SV4、SV5の発現が低いことは、mRNAおよびPCR産物で確
認している。結果、ケロイド組織 (C/C)ではSV3を主とするタンパク質の発現が正常
皮膚 (T/T)と比較して有意に高いことが示された(図 24、図 25)。 
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図 23.  NEDD4 SV3識別抗体の設計図とアミノ酸配列 
	 エクソン 6 (E6)部分の 431-455番目のアミノ酸を識別する抗体を作製した。 
 
 

 

図 24.  正常皮膚 (T/T)とケロイド組織 (C/C)の NEDD4 SV3認識抗体による 
免疫組織化学染色（Scale bars=100 µm） 

	 ケロイド組織では、表皮角化細胞（矢印）で、NEDD4 SV3 陽性の細胞が多く見ら
れたが、正常皮膚では、SV3陽性の細胞は少なかった。 
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図 25.  正常皮膚（非ケロイド患者 T/T）とケロイド組織（ケロイド患者 C/C）の 

表皮角化細胞におけるNEDD4 SV3の陽性細胞の比率 
	 免疫組織化学染色を行った皮膚組織中の表皮角化細胞における、NEDD4 SV3 の陽
性細胞の数を計測し、定量化した。各々の切片において少なくとも 200個以上の細胞
を任意の 3部位以上で計測した（Mean±SEM，***, P＜0.001。正常皮膚 n=5、ケロイ
ド組織 n=5）。ケロイド組織 (C/C)と正常皮膚 (T/T)の間で表皮角化細胞中の陽性細胞
の割合は、ケロイド組織で有意に高かった。 
 
5.	 NEDD4スプライスバリアント (SV) 3の機能解析 
5-1	 NEDD4 SV3は NF-κB経路を強く活性化する 
 
	 次に、NEDD4 SV3は、NF-κB経路に影響を与えているかを検証した。そこで、ま
ずNEDD4 SV3の cDNAを含んだプラスミドを構築した。その各々をHEK293T細胞
へトンラスフェクションし、過剰発現させ、NF-κB経路により活性化する、NF-κB (p65)
および IL-6のプロモーター活性の変化をルシフェラーゼアッセイにより確認した。そ
の結果、NEDD4 SV3はMockと比べてNF-κBプロモーター、IL-6プロモーター活性
いずれも有意に上昇させることが明らかとなった(図 26) 。これらの結果は、NEDD4 
SV3がNF-κB経路に強く関与していることを示唆する。 
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図 26.  NEDD4 SV3の強制発現下におけるルシフェラーゼアッセイおよび 
western blottingによるNEDD4 SV3過剰発現の検証 

(a) HEK293T細胞へNEDD4 SV3をトランスフェクションし、NF-κBプロモーター活
性のプロモーター活性の変化を dual luciferase assayにより評価した。ルシフェラー
ゼ活性は、ホタルルシフェラーゼ反応を測定後に、コントロールとしてウミシイ

タケルシフェラーゼで補正した。縦軸は補正後の蛍光強度を示す。3回の独立した
実験のMean±SD，**, P < 0.01; ***, P＜0.001。NEDD4 SV3はMockと比べてNF-κB
プロモーター活性を有意に上昇させた。 

(b) HEK293T細胞へNEDD4 SV3をトランスフェクションし、IL-6プロモーター活性
の変化をデュアルルシフェラーゼアッセイにより評価した。縦軸は補正後の蛍光

強度を示す。3回の独立した実験のMean±SD，*, P < 0.05; ***, P＜0.001。NEDD4 
SV3はMockと比べて IL-6プロモーター活性を有意に上昇させた。 

(c) ルシフェラーゼアッセイを行った、NEDD4 SV3を過剰発現したHEK293T細胞及
びMock細胞を融解し、SDS-PAGEでタンパク質を分離したのち PVDF膜へ転写
し、抗HA抗体、及び内在性コントロールとして抗 tubulin抗体を用いてそれぞれ
のタンパク質を検出した。3回の独立した実験結果のうち、代表的なデータを示す。
NEDD4 SV3を過剰発現したHEK293T細胞で、NEDD4 SV3のタンパク質の発現
が確認された。 
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5-2	 NEDD4 SV3は in vitroの条件において、炎症回路を正に制御する 
 
	 ヒト神経膠腫細胞株H4 cellに対して、NEDD4 SV1およびSV7をノックダウンせず、
SV3をノックダウンする siRNAを作製し、siRNAによる特異的な SV3のノックダウ
ンを行い、炎症性サイトカイン IL-6 の発現を確認した。特異的 siRNA の設計図を示
す(図 27)。ノックダウンする塩基配列は、SV3、SV4 と共通であるが、ケロイドサン
プル、正常皮膚サンプル両者とも、SV4の発現が低いことは、mRNAおよび PCR産
物で確認している。その結果、SV3のノックダウンにより IL-6のmRNAの発現が有
意に抑制された (図 28)。また、SV3をノックダウンする siRNAにより、SV1および
SV7はノックダウンされないことを各スプライスバリアント (SV1、SV7)のmRNA発
現を real-time TaqMan qPCR で測定することで確認した(図 29)。これらの結果は、
NEDD4 SV3 が炎症回路に強く関与する遺伝子であり、かつ正に制御することを示唆
する。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 27.  特異的 siRNAの設計図と塩基配列 
	 エクソン 6 (E6)とエクソン 7 (E7)のジャンクションを含むように設計した。 
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図 28.  ヒト神経膠腫細胞株（H4 cell）における、NEDD4 SV3および全バリアントノ

ックダウン後の炎症性サイトカイン IL-6のmRNAの発現変化と 
NEDD4 SV3のmRNAのノックダウン 

	 ヒト神経膠腫細胞株（H4 cell）にNEDD4 SV3に対する siRNA及び scramble siRNA
をトランスフェクションし、NEDD4 SV3 の一過性ノックダウン細胞を作出した。ポ
ジティブコントロールとしてNEDD4全バリアントに対する siRNA (all 1) の一過性ノ
ックダウン細胞も作出した。コントロール細胞とノックダウン細胞に対して IL-6 + 
TNFαで刺激した後、IL-6のmRNA発現を qPCRにより測定した（データはハウスキ
ーピング遺伝子 GAPDHに対する相対量を表す）。3回の独立した実験のMean±SD，
**, P < 0.01; ***, P＜0.001。 
	 NEDD4 SV3のノックダウン(si-NEDD4 SV3)により IL-6のmRNAの発現が有意に低
下した（左図）。NEDD4 SV3のノックダウン(si-NEDD4 SV3)でNEDD4 SV3のmRNA
発現が有意に低下しており、NEDD4 SV3 がノックダウンされていることを real-time 
TaqMan qPCRで確認した（右図）。ポジティブコントロールであるNEDD4全バリア
ントノックダウン(si-NEDD4 all 1)も同様の結果であった。 

 
 
 
 
 
 
 

 

	�

0	

0.0001	

0.0002	

0.0003	

0.0004	

0.0005	

0.0006	

Re
la
Tv

e	
N
ED

D4
	S
V3

	m
RN

A	
ex
pr
es
si
on

	

**�
**�

si-control�

no
ne
�

IL
-6
+T
N
Fα
�

si-NEDD4	all	1�si-NEDD4	SV3�

no
ne
�

IL
-6
+T
N
Fα
�

no
ne
�

IL
-6
+T
N
Fα
�0	

0.005	

0.01	

0.015	

0.02	

0.025	

0.03	

0.035	

0.04	

Re
la
Tv

e	
IL
-6
	m

RN
A	
ex
pr
es
si
on

	

si-control�

no
ne
�

IL
-6
+T
N
Fα
�

si-NEDD4	all	1�si-NEDD4	SV3�

no
ne
�

IL
-6
+T
N
Fα
�

no
ne
�

IL
-6
+T
N
Fα
�

**�
***�

**	


28	

IL-6	 NEDD4	SV3	



 43 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 29.  ヒト神経膠腫細胞株（H4 cell）における、NEDD4 SV3および全バリアント 

ノックダウン後のNEDD4 SV1およびSV7のmRNAの発現変化 
	 ヒト神経膠腫細胞株（H4 cell）においてNEDD4 SV3ノックダウンにより、NEDD4 
SV1およびSV7はノックダウンされておらず、特異的にNEDD4 SV3がノックダウン
されたことが確認された。ポジティブコントロールである NEDD4全バリアントノッ
クダウン(si-NEDD4 all 1)では、NEDD4 SV1およびSV7はいずれもノックダウンされ
た。3回の独立した実験のMean±SD，NS: not significant; **, P < 0.01。 
 
5-3	 NEDD4 SV3は NF-κB経路において、p65 ser536のリン酸化に関与している 
 
	 NF-κB経路は、細胞生存決定、免疫反応、炎症、発がん、器官形成などにおいて重 
要な役割を果たしている転写因子である 35,36。NF-κB経路は IL-1や IL-17やTNFα、あ
るいはLPSなどさまざまな炎症性サイトカインやストレスにより活性化することが知
られている 37。NF-κB経路において転写活性を有する分子として重要なものの一つが
p65分子である。p65は細胞質では Inhibitor of κB (IκB) αと結合し非活性化した状態で
存在するが、先述したような刺激により IκB kinase (IKK)複合体のリン酸化を経て IκBα
がリン酸化を受け、その結果プロテアソーム系により分解される。IκB が分解された
p65 分子はリン酸化により活性化し、核局在シグナルが露出することにより核内へ移
行し転写活性を有するようになる 37-39。そこで、まずH4 cellに対して、SV3に特異的
な siRNAによりSV3のノックダウンを行い、TNFαによる刺激を加え、p65のリン酸
化について経時的に評価した。その結果、NEDD4 SV3のノックダウンは、p65 ser536
のリン酸化に影響を及ぼすことが確認された(図 30)。これらの結果から、NEDD4 SV3
は NF-κB経路において、細胞質内で TNFαのアダプター分子に関与することで、p65 
ser536のリン酸化に影響を及ぼすことが考えられた。 
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図 30.  NEDD4 SV3ノックダウンによる p65のリン酸化の変化 

	 ヒト神経膠腫細胞株（H4 cell）にNEDD4 SV3に対する siRNA及び scramble siRNA
をトランスフェクションしNEDD4 SV3の一過性ノックダウン細胞を作出した。コン
トロール細胞とNEDD4 SV3ノックダウン細胞に対してTNFα (50 ng/ml)で刺激を加え
た。刺激後 0、5、15、及び 30分に細胞を溶解し、全細胞分画を回収した。それらの
サンプルについて、western blottingにより、p65のリン酸化状態を評価した。抗リン酸
化 p65 (Ser536) 抗体、抗 p65抗体、及び内在性コントロールとして抗 tubulin抗体を用
いてそれぞれのタンパク質を検出した。3 回以上の独立した実験結果のうち代表的な
データを示す。NEDD4 SV3 のノックダウンにより、p65 ser536 のリン酸化 (P-p65 
ser536) はTNFα刺激性に低下した。 
 
5-4	 NEDD4 SV3は Receptor-interacting protein (RIP)の活性化に関与することで、
NF-κB経路を活性化する 
 
	 NF-κB経路において、ユビキチン化修飾系は重要な役割を果たしている 40-43。NEDD4
はHECT型E3ユビキチンリガーゼとして知られており、5-3の実験結果からNEDD4 
SV3は、NF-κB経路において細胞質内でTNFα刺激によってユビキチンされる分子に
関与している可能性が考えられた。NF-κB 経路におけるユビキチン化分子として、
TNFαのアダプター分子であるReceptor-interacting protein (RIP)が考えられた 44-47。そこ

で、H4 cellに対して、NEDD4 SV3に特異的な siRNAによりSV3のノックダウンを行
い、TNFα による刺激を加え、RIP の切断、発現量について経時的に評価した。その
結果、NEDD4 SV3のノックダウンにより、RIPの切断量 (Cleaved-RIP)が減少し、full 
length-RIP は増加することが確認された(図 31)。これらの結果から、NEDD4 SV3 は
RIPの活性化に関与することで、p65 ser536のリン酸化に影響を及ぼすことが考えられ
た。 
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図 31.  NEDD4 SV3ノックダウンによるRIPの切断量の変化 
	 ヒト神経膠腫細胞株（H4 cell）にNEDD4 SV3に対する siRNA及び scramble siRNA
をトランスフェクションしNEDD4 SV3の一過性ノックダウン細胞を作出した。コン
トロール細胞とNEDD4 SV3ノックダウン細胞に対してTNFα (50 ng/ml)で刺激を加え
た。刺激後 0、15分に細胞を溶解し、全細胞分画を回収した。それらのサンプルにつ
いて、western blottingにより、抗RIP抗体、及び内在性コントロールとして抗 tubulin
抗体を用いてRIPの切断量を評価した。3回以上の独立した実験結果のうち代表的な
データを示す。NEDD4 SV3のノックダウンにより、RIPの切断量 (Cleaved-RIP)が
TNFαの刺激前に減少しており、さらに刺激により経時的に減少し、full length-RIPは
TNFαの刺激で経時的に増加した。 
 
	 この結果を受け、NEDD4 SV3 は、RIP と結合するか、さらには正常皮膚サンプル 
(T/T)、ケロイドサンプル (C/C)のいずれにおいても発現の高かったNEDD4 SV1と比
較してRIPとの結合に差があるかを免疫沈降法 (IP)で検証することとした。HEK293T
にHAタグ融合NEDD4 SV1およびSV3をトランスフェクションし、HAビーズで免
疫沈降し、抗RIP抗体でwestern blottingを行うことで、NEDD4 SV3は、実際にRIP
と結合し、さらにNEDD4 SV1と比較して、RIPとの結合が強いことが明らかとなっ
た(図 32)。 
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図 32.  NEDD4 SV1, SV3とRIPの結合 
	 HEK293T細胞にMock、HAタグ融合NEDD4 SV1、あるいはHAタグ融合NEDD4 
SV3 をトランスフェクションした細胞を溶解し全細胞分画を回収し、細胞溶解液を
protein Gでプレクリアした後、HAビーズで免疫沈降 (IP)を行った。得られたサンプ
ルを SDS-PAGEによりタンパク質を分離し、切断されたRIPを抗RIP抗体で検出し、
NEDD4 SV1あるいは SV3との結合の有無を確認した。Inputでは、IPのサンプルで
RIP 量、内在性コントロールである tubulin、および、強制発現した NEDD4 SV1 と
NEDD4 SV3のタンパク質量に差がないことを示す。3回の独立した実験結果のうち、
代表的なデータを示す。NEDD4 SV3は、RIPと結合し、さらにNEDD4 SV1と比較し
て、RIPとの結合が強かった。 
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考察 
	  
	 ケロイドは、創傷治癒過程における炎症期、増殖期の遷延がその成因と考えられて

いるが、現時点では、ケロイドの病態は未だ不明な点が多く、有効な治療法は確立さ

れていない。また、日本人のケロイド患者におけるゲノムワイド解析 (GWAS) 24で明

らかにされたSNPおよび疾患関連遺伝子NEDD4とケロイド発症の病態についての詳
細も不明であった。本研究では、ケロイドの慢性炎症の成因、疾患関連遺伝子NEDD4
とケロイド発症の病態、炎症回路との関連について、NEDD4 のイントロンバリアン
トである intronic SNP (rs8032158)の関与に着目して検証した新たな試みである。 
 
【ケロイド疾患関連遺伝子 NEDD4とリスク多型 SNP】	
	

	 本研究では、既報のGWASの結果と同様 24、ケロイド患者では、非ケロイド患者と

比較して、NEDD4上の SNP (rs8032158)のリスク多型 (C)を有する頻度が高く、かつ
本研究のケロイド検体では顕著に高いことが明らかとなった。そこで、ケロイド患者

でもリスク多型をホモ接合型で有する (C/C)ケロイド患者サンプルと、非ケロイド患
者の半分以上を占めた、リスク多型の無い (T/T)非ケロイド患者サンプルで比較する
ことで、検証を行っていくこととした。 
	

【ケロイドにおける慢性炎症と炎症回路活性化】	

 
	 ケロイドは創傷治癒過程に異常をきたした結果生じる。通常の創傷治癒過程では、

炎症性サイトカイン IL-6は皮膚の損傷後速やかに発現し、数日間高発現を続け、その
後徐々に低下していく 48。ケロイド線維芽細胞では、IL-6およびその受容体が恒常的
に高発現していることが報告されている 7,8,10。IL-6は炎症細胞の誘導、活性化に寄与
し、線維芽細胞のコラーゲン産生を増加させるため、IL-6の産生増加が継続すると瘢
痕形成が強まると考えられている。このため、ケロイドでは、炎症期が遷延し、慢性

炎症の病態を呈した結果として増殖期の遷延、異常を引き起こすと考えられる。 
	 ケロイドの慢性炎症は局所的に起こるため、局所の慢性炎症を引き起こす炎症誘導

機構である『炎症回路』に注目した 17。すなわち、免疫細胞ではなく表皮角化細胞、

線維芽細胞、血管内皮細胞などのⅠ型ラーゲン陽性の非免疫系細胞において、NF-κB
と STAT3 が同時に活性化することで、炎症性サイトカイン、ケモカインが相乗的に
発現することが明らかとなった 18。 
	 そこで、ケロイド組織内でNF-κBと STAT3が同時に活性化しているかをリスク多
型SNPを有するケロイド患者由来 (C/C)のケロイド組織およびリスク多型SNPの無い
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非ケロイド患者由来 (T/T)の正常皮膚組織の免疫組織学的染色で確認した。結果、ケ
ロイド患者由来 (C/C)のケロイド組織内では、NF-κBとSTAT3の両者がリン酸化した
細胞が表皮角化細胞および線維芽細胞に存在すること、非ケロイド患者由来 (T/T)の
正常皮膚組織と比較してNF-κBと STAT3のリン酸化した細胞の割合が有意に高いこ
とが示された。 
	 次に、in vitro の条件において、初代培養後の表皮角化細胞、線維芽細胞に対して、
サイトカイン刺激によって炎症性サイトカイン活性の増幅が見られるかを検証した。

ケロイド組織由来 (C/C)および、正常皮膚組織由来 (T/T)のいずれの細胞もサイトカイ
ン刺激によって炎症性サイトカイン、ケモカイン活性の増幅が見られたが、ケロイド

組織由来 (C/C)の細胞でより強く活性化することが明らかとなった。そこで、ケロイ
ドおよび正常皮膚組織でケロイド疾患関連遺伝子 NEDD4の発現の差が影響している
ことを考え、実験を進めることとした。 
	  
【ケロイド疾患関連遺伝子 NEDD4と炎症回路の制御機構】	
	

	 ケロイド疾患関連遺伝子NEDD4はユビキチンリガーゼE3として知られている遺伝
子である 34,49,50。ユビキチン化は真核生物に存在するタンパク質翻訳後修飾の一つであ

る。ユビキチン化修飾系の中で、ユビキチンリガーゼ E3 は標的タンパク質の認識を
司る酵素サブユニットある。ユビキチンリガーゼはこれまでに、ヒトゲノム中に数百

以上（全ゲノムの数%以上）存在していることが知られており、その構造によって、
HECT (homologous to E6-AP COOH terminus)型、RING (really interesting new gene)型、そ
してU-box型に分類される。NEDD4はHECT型E3ユビキチンリガーゼとして、さま
ざまな細胞機能に関わることが知られており、がん細胞における細胞生存決定、免疫

反応、炎症などにおいて重要な役割を果たしていることが報告されている 51,52。一方

で、ケロイドにおけるNEDD4の詳細な機構については不明であった。 
	 ヒトNEDD4にはNCBI database上、7つの転写バリアントがこれまでに報告されて
おり、そのうちの6つがタンパク質をコードするスプライスバリアント (splice variant ; 
SV)である。すべての SVで C末端のHECTドメインが共通となっており、それぞれ
C2 ドメインを含む N 末端にバリアントが生じる構造となっている 34。主なバリアン

トであるSV1 (NM_006154)以外のタンパク質の機能については不明な点が多い。 
	 ケロイド組織 (C/C)および正常皮膚組織 (T/T)でNEDD4の全バリアントのタンパク
質レベルおよび mRNAレベルの発現に有意な差が見られなかったことから、NEDD4
の各バリアントに差が生じている可能性、NEDD4 のイントロンバリアントである
intronic SNP (rs8032158 ; 15番染色体 Position 55,902,679)が選択的スプライシングに影
響を及ぼしている可能性を考えた。そこで、NEDD4の各SVの発現を検証していくこ
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ととした。 
	 結果、NEDD4 SV3のmRNA発現がケロイド組織 (C/C)では正常皮膚組織 (T/T)と比
較して有意に高くなっていることが示された。NEDD4 SV1は、ケロイド組織 (C/C)、
正常皮膚組織 (T/T)ともに高発現を認め、両者に有意差は見られなかった。また、タ
ンパク質レベルにおいても、ケロイド組織 (C/C)では、正常皮膚組織 (T/T)と比較して
NEDD4 SV3が有意に高発現していることが示された。 
	 NEDD4の炎症回路に対する機能解析の結果、NEDD4は炎症回路を正に制御するこ
とが in vitroおよび in vivoでの実験により明らかとなったが、いずれもNEDD4の全バ
リアントのノックダウンによる検証結果である。そこで、リスク多型SNPを有するケ
ロイド組織 (C/C)で高発現を認めたNEDD4 SV3の機能解析を行った。結果、NEDD4 
SV3は、炎症回路の正の制御遺伝子であること、NF-κB経路の活性化に作用すること、
NF-κB経路において、TNFαのアダプター分子であるRIPの活性化に関与することで、
NF-κB経路の中心的な分子であるp65のリン酸化を活性化することが明らかとなった。
また、NEDD4 SV3は、NEDD4 SV1と比較してRIPとの結合が強いことも明らかとな
った。今後、NEDD4 SV3のより詳細な作用機序を解明することで、NEDD4 SV3の発
現の高いケロイド組織において、炎症を制御する治療ターゲットとなり得る可能性が

示唆された。 
 
【NEDD4のリスク多型 SNP rs8032158が選択的スプライシングに及ぼす影響】 
 
	 ケロイド患者でもリスク多型を有する (C/C)患者では、リスク多型の無い (T/T)非ケ
ロイド患者と比較して、NEDD4 SV3の発現が高くなっていることが明らかとなった。 
リスク多型 SNP rs8032158と 6つのスプライスバリアントの位置関係を示す(図 32)。
rs8032158は、NEDD4の全 30エクソンのうち、エクソン 6とエクソン 7のイントロ
ン部位に存在する。注目すべき点として、エクソン 6とエクソン 7のいずれも有する
スプライスバリアントは SV3と SV4のみであることが挙げられる。mRNAレベルに
おいて、ケロイド組織を含む皮膚組織においては、SV4の発現は非常に低いことが明
らかとなった。したがって、ケロイド患者で多く見られたリスク多型 C/Cの場合、何
らかの選択的スプライシングが働き、ケロイド組織ではSV3が重要な働きをしている
可能性が考えられる。rs8032158 SNPは、intronic SNPであるため、mRNA前駆体の選
択的スプライシングに関与していることが考えられる 53-55。NEDD4のスプライシング
制御機構を研究していくことで、SNP rs8032158のリスク多型によりNEDD4 SV3の発
現が増える機序解明につながると考えられる。 
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図 32.  NEDD4の 6つのスプライスバリアントと rs8032158 SNP の位置関係 
	 rs8032158 SNPは、NEDD4の全30エクソンのうち、エクソン6 (E6)とエクソン7 (E7)
間のイントロン部位（E6により近位）に存在する。E6とE7のいずれも有するスプラ
イスバリアントはSV3とSV4のみである。 
	

【ケロイドの新たな診断・治療法】	

	

	 本研究では、ケロイド関連遺伝子NEDD4 SV3の高発現によって、局所的な慢性炎
症が引き起こされ、ケロイド発症につながる起因が示された(図 33)。NEDD4のスプラ
イスバリアントの解析により、今後のケロイド研究において、ケロイドの診断マーカ

ーとしての有用性や、治療における外科的治療の可否や将来における治療標的となる

可能性が示唆された。 
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図 33.  NEDD4によるケロイドの炎症制御機構のシェーマ 
(SV: Splice variant, Ub: Ubiquitin) 

	 15番染色体の遺伝子NEDD4上の rs8032158 SNPにおいてリスク多型 (C/C)を有す
ることにより表皮角化細胞や線維芽細胞において、NEDD4 SV3の発現が高まる。炎
症刺激が加わることで、NEDD4 SV3が細胞質内でRIPの活性化に関与し、NF-κB経
路を活性化する。その結果、炎症回路活性化につながり、IL-6をはじめとした炎症性
サイトカイン、ケモカインの産生が亢進し、ケロイドにおける慢性炎症病態を惹起す

ると考えられる。 
	

【本研究の問題点】	

 
	 我々の検討では、NEDD4のリスク多型 SNPを有する (C/C)ケロイド患者由来のケ
ロイド皮膚組織ではリスク多型SNPの無い (T/T)非ケロイド患者由来の正常皮膚組織
と比べてNEDD4のスプライスバリアント 3 (SV3)が高発現しており、NEDD4のリス
ク多型SNPの存在とNEDD4 SV3の関与が考えられたが、その詳細なメカニズムの解
明には至っていない。さらに、リスク多型SNPをヘテロ接合型で有する (C/T)ケロイ
ド患者及び非ケロイド患者や、リスク多型SNPの無い (T/T)ケロイド患者、本研究の
検体には存在しなかったが、リスク多型SNPをホモ接合型で有する (C/C)非ケロイド
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患者と比較することが必要であると考える。また、肥厚性瘢痕の患者や他の皮膚炎症

性疾患の患者検体とも比較することで、rs8032158 SNPとNEDD4 SV3の関係性、他疾
患の炎症にも関与するかなど、さらなる研究が拡がっていくと考えられる。 
	 本研究で得られた検体では、ケロイドが手術適応となる症例が限られることと同時

に、対照となる正常皮膚組織の確保がケロイド以外の手術治療を行う患者由来であり、

症例数が少なかったこと、これまでケロイドを発症したことがない患者で、ケロイド

体質など何らかの素因を有している可能性を否定できないことも考えられる。手術治

療を行わない患者であっても、ケロイド患者および健常人から血液や口腔粘膜組織な

ど幅広い検体を確保していき、今後、さらなる検討を行っていくことが必要である。 
	 また、ケロイドの最近の研究では、ケロイド発症には、遺伝的要因のみならず、物

理的刺激 56などの局所因子と妊娠 57や高血圧 58などの全身因子が複雑に絡み合って発

症する、多因子疾患であることが報告されている 4。数ある原因の中でも、「ケロイド

体質」と考えられる患者は特に重症化しやすい。ケロイド体質を考える上では、こう

した多因子の影響についても考慮すべき点である。 
	 今後、ケロイドにおける NEDD4の制御機構を解明していくことで、ケロイド体質
の診断マーカーの開発や治療ターゲットとして創薬化の可能性も期待される。 
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総括および結論 
 
【本研究から得られた新知見】 
・	NEDD4のリスク多型SNP rs8032158を有する (C/C)ケロイド組織では、表皮角化
細胞、線維芽細胞において、炎症回路の活性化が存在し、NEDD4 のリスク多型
SNP の無い (T/T)正常皮膚組織由来の表皮角化細胞、線維芽細胞と比較して、in 
vitroの条件下でより強く炎症回路が活性化した。 

・	ケロイド疾患関連遺伝子・NEDD4はNF-κB経路を介して炎症回路を正に制御する
遺伝子である。 

・	NEDD4 のリスク多型 SNP を有する (C/C)ケロイド患者由来のサンプルでは、
NEDD4のリスク多型 SNPの無い (T/T)非ケロイド患者由来のサンプルに比べて、
NEDD4のスプライシングバリアント 3 (SV3) の発現がmRNAレベル、タンパク
質レベルのいずれにおいても有意に高かった。 

・	NEDD4 SV3はNF-κB経路において、RIPの活性化に関与し、p65 ser536のリン酸
化に働くことによって炎症回路を正に制御している。 

 
【新知見の意義】 
	 現時点では、ケロイドの病態は未だ不明な点が多く、有効な治療法は確立されてい

ない。過去の論文において、ケロイドと炎症回路の関連について報告したものはない。

また、日本人のケロイド患者のGWASで明らかにされた SNPおよび疾患関連遺伝子
NEDD4とケロイド発症の病態についての詳細も不明であった。 
	 本研究では、ケロイドの慢性炎症の成因、疾患関連遺伝子 NEDD4とケロイド発症
の病態、炎症回路との関連について、NEDD4のSNP (rs8032158)の関与に着目して検
証した新たな試みである。 
	 NEDD4のリスク多型SNPを有する (C/C)ケロイド患者とNEDD4のリスク多型SNP
の無い (T/T)非ケロイド患者を比較検討することで以下のことが明らかとなった。 
	 リスク多型SNPを有する (C/C)ケロイドサンプルでは、NEDD4 SV3の発現が高く
なっていること、皮膚組織の非免疫細胞である表皮角化細胞、線維芽細胞において、

炎症回路の活性化がより強いこと、その原因として、NEDD4 SV3がNF-κB経路のRIP
分子の活性化に関与することで NF-κB 経路を介して炎症回路を正に制御しているこ
とを発見した。 
	 以上のことから、ケロイドの慢性炎症病態が惹起され、ケロイドを発症しやすくな

ることが示唆された。すなわち、ケロイド体質を説明する一つの原因と考えられた。 
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【今後の課題と展開】 
	 今後は、患者検体を増やしてさらなる解析を行い、NEDD4 SV3がケロイド体質の
診断マーカーや病態の重症度マーカーとして有用であるかの検討を行いたいと考えて

いる。また、NEDD4のSNP (rs8032158)によるスプライシング制御機構やNEDD4 SV3
による炎症回路のより詳細な分子メカニズムの解析、さらには他の皮膚炎症性疾患に

おける rs8032158 SNPの genotypeやNEDD4 SV3の発現の比較検討を行うことで、ケ
ロイド体質の診断マーカーや病態の重症度マーカーとしての可能性と治療応用を目指

した研究進展が望まれる。 
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