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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集により、４種類の主要なヘミデスモソーム構成分子をそれぞれ欠失した表
皮由来培養細胞株を樹立した。プレクチンもしくはインテグリンβ4鎖を欠失した細胞株では、ヘミデスモソー
ムはほとんど形成されなかった。XVII型コラーゲン欠失細胞では、II型ヘミデスモソーム様の構造は観察される
が、I 型ヘミデスモソームは形成されなくなった。一方、BP230欠失細胞では、I型ヘミデスモソーム様の接着構
造の形成が観察された。また、I型ヘミデスモソーム構造への構成タンパク質の集合には、XVII型コラーゲンの
ホモ三量体形成能が重要である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：By genome editing, we established epidermis-derived cultured cell lines 
lacking each of the four major hemidesmosome constituents. Hemidesmosomes were rarely formed in 
cells lacking plectin or integrin β4 subunit. In type XVII collagen-deficient cells, type II 
hemidesmosome-like structures were observed, but type I hemidesmosomes were no longer formed. On the
 other hand, BP230-deficient cells formed type I hemidesmosome-like adhesions. It was suggested that
 the homotrimer-forming ability of type XVII collagen is important for the assembly of 
hemidesmosomal constituents into the type I structure.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 表皮　ヘミデスモソーム　コラーゲン　ラミニン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘミデスモソーム研究には、これまで先天性表皮水疱症患者由来の細胞が用いられ、その発展に大きく寄与して
きたが、利用には制限があり、かつ入手も簡単ではなかった。本研究では、細胞バンクから購入した培養株細胞
からモデル細胞を作製した。そのため、利用には制限がなく、すでに数十年の研究実績がある株細胞であること
から、既存の研究手法による操作も容易である。また、近い将来においては、必要とする研究者に細胞を頒布す
る予定であり、ヘミデスモソーム研究だけでなく、先天性表皮水疱症の病理解明のための研究にも大いに貢献す
るものと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
表皮と真皮の結合は主に表皮基底細胞のもつ細胞-基質間接着装置ヘミデスモソームによって担
われている。表皮の I 型ヘミデスモソームは細胞質側のプラーク構成タンパク質であるプレク
チンと BP230 /BPAG1、膜タンパク質のインテグリンα6β4と XVII 型コラーゲン/BP180 を主要
構成分子としている（右図）。これらヘミデスモソームの構成分子とその細胞外マトリックスリ
ガンド（ラミニン３３２と VII 型コラーゲン）の遺伝子に病的な変異が生じると、様々な先天性
表皮水疱症を発症することが知られている。これ
まで、分子細胞生物学的な手法による病理解析に
は培養した先天性表皮水疱症患者の細胞が用いら
れてきた（Koster et al, 2003 など）。しかし、こ
のような解析の問題点として、患者由来の表皮細
胞の入手が容易ではないことに加え、成熟したヘ
ミデスモソームと基底膜を培養下で細胞に形成さ
せることが非常に難しいということがある。私達
は扁平上皮がん由来の培養細胞株である DJM-1 細
胞を角化細胞用無血清培地で 10 日間培養すると、
成熟したヘミデスモソームの形成が促進されるこ
とを発見した（Hirako et al, 2014）。さらに私達
は、CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集によ
って XVII 型コラーゲンを欠失した DJM-1 細胞の作出にも成功した。私達が確立した長期培養法
により XVII 型コラーゲン欠失 DJM-1 細胞にヘミデスモソームを形成させた所、XVII 型コラーゲ
ンだけでなく BP230 もヘミデスモソームにほとんど局在しなくなっているのが観察された。同
様の現象は XVII 型コラーゲンの欠失を原因とする表皮水疱症である GABEB 患者表皮細胞でも観
察されており（Borradori et al,1998）、患者細胞の表現型を DJM-1 の欠失細胞でも再現できる
ことが確認された。さらに DJM-1 細胞をヌードマウス皮下に注入したところ、腫瘍が形成され、
腫瘍周囲に基底膜成分であるラミニン 332 に加えて、プラスチック皿では観察されない VII 型
コラーゲンの基底膜への集積も確認された。以上のことから、ゲノム編集によりヘミデスモソー
ム構成分子欠失 DJM-1 細胞の作製とその解析を目的とする本研究計画を立案するに至った。 
 
２．研究の目的 
先天性表皮水疱症の多くは細胞-基質間接着装置ヘミデスモソームの関連分子の遺伝子変異が原
因となって起こる。疾患の原因となる或る遺伝子型が特定の表現型を呈するのは、その背後に特
有の病理の分子メカニズムが存在するからである。本研究計画の目的は、DJM-1 細胞を用いて、
ゲノム編集技術により先天性表皮水疱症のモデル細胞株を作製し、病理に関わる細胞-基質間接
着の異常を詳しく解明することにある。まずは、すでに作製済みの XVII 型コラーゲン欠失細胞
に加えて、新たにプレクチン、インテグリンβ4鎖、BP230 をそれぞれ欠失した DJM-1 細胞を作
成する。ついで作製した欠失細胞株について、ヘミデスモソーム構造の形成、細胞外マトリック
スの集積、ケラチン線維ネットワークの３点に注目して解析をおこなう。同時に並行して、XVII
型コラーゲン欠失細胞に XVII 型コラーゲンの各種変異体を導入することで、表皮水疱症を引き
起こす病理およびヘミデスモソームの形成と解体における XVII 型コラーゲンの機能とその制御
機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集により各ヘミデスモソーム構成分子を欠失した DJM-1
細胞を作製した。ゲノム編集は Cas9 と sgRNA を発現する px330 ベクターをトランスフェクショ
ン試薬を用いて細胞に導入することでおこなった。Web 上に公開されているプログラムを使用し
て設計した sgRNA 配列を含む px330 ベクターと同時に puromycin 耐性遺伝子を含むプラスミド
もトランスフェクトし、一過的な抗生物質耐性により、ゲノム編集されている細胞を濃縮した。
その後、限界希釈法と抗体染色により、欠失細胞をクローニングし、単離した細胞株のゲノムシ
ーケンスをおこなって、標的遺伝子に変異が導入されていることを確認した。さらに、得られた
細胞の生化学的解析と蛍光顕微鏡観察により、標的遺伝子産物が欠失していることを確認した。
本研究計画以前に作製済みの XVII 型コラーゲン欠失細胞には、野生型の XVII 型コラーゲンを
再導入することで、表現型が回復することを確認した。ついで、表皮水疱症を引き起こすとされ
ているアミノ酸置換変異をもつ XVII 型コラーゲン変異体を欠失細胞に導入し、表現型が再現さ
れるかどうかを検討した。また、XVII 型コラーゲンが三量体として存在していることが、ヘミ
デスモソーム構造の形成にどのような意味があるのかを明らかにするべく、複数の部分欠失変
異体を作製／導入し、ヘミデスモソーム構造形成への影響を調べた。DJM-1 細胞の腫瘍形成実験
は、名古屋大学大学院理学研究科の動物実験委員会に申請し、承認を受けた動物実験計画書
に従い、適切なエンドポイントを設定した上でおこなわれた。 



 
４．研究成果 
(1)ゲノム編集により、ヘミデスモソーム構成タンパク質であるプレクチン、インテグリンβ4
鎖、BP230 をそれぞれ欠失した DJM-1 細胞株を新たに作製した。研究開始当初は、限界希釈法に
よるクローニング時に、DJM-1 細胞のクローン出現率が著しく低く、欠失細胞株を得るのに一定
の労力を必要としたが、その後、マイトマイシン処理した 3T3 細胞をフィーダー細胞として共培
養すると単離されるクローン数が大きく増加することがわかり、順調な実験進行に大きく寄与
した。プレクチンまたはインテグリンα6β4 を遺伝的に欠失すると、ほとんどヘミデスモソー
ムが形成されなくなることが、ヒトの遺伝性表皮疾患患者やモデルマウスの解析から知られて
いる。このことと一致して、私たちが作製したプレクチン欠失細胞とインテグリンβ4鎖欠失細
胞では、ヘミデスモソーム構成タンパク質の集積は全く観察されなかった。しかしながら、プレ
クチン欠失細胞もインテグリンβ4鎖欠失細胞も、プラスチック皿底面への接着と伸展について
は、親細胞との間に顕著な差は認められなかった。一方、基底膜タンパク質であるラミニン 332
の沈着パターンには親細胞と、プレクチン欠失細胞およびインテグリンβ4鎖欠失細胞の間では
違いが存在していた。 
(2)BP230 欠失 DJM-1 細胞を得るために BP230 遺伝子の exon1 と exon2 をそれぞれターゲットと
してゲノム編集をおこなった。exon2 をターゲットとした細胞では BP230 タンパク質が検出され
なくなったが、exon1 をターゲットとするゲノム編集では、親株とほぼ同じサイズの BP230 タン
パク質が検出された。このことは、exon1 の標的配列の下流に存在するインフレームの開始コド
ンからほぼ全長に相当する BP230 タンパク質が翻訳されたためと考えられる。しかし、exon1 に
フレームシフト変異をもつ細胞では無血清培地下での BP230 の HD への組み込みが観察されなく
なった。この結果は、BP230 の N 末端がインテグリンβ4鎖との相互作用に関わっているとする
先行研究と一致する（Koster et al, 2003）。このように、BP230 欠失 DJM-1 細胞を作製するこ
とには成功したが、BP230 は、通常培養条件下の DJM-1 細胞ではほぼヘミデスモソームに局在し
ないため、欠失細胞のクローニング時において抗体染色による選抜が困難だっただけでなく、
BP230 が欠失したことのヘミデスモソームへの機能的影響を解析するのが難しかった。このこと
が新たに FRSK 細胞で欠失細胞の作製を目指す動機の一つとなった。 
(3) XVII 型コラーゲン欠失 DJM-1 細胞に、先天性表皮水疱症の原因となっていると考えられて
いる R1303Q 変異（Yuen et al, 2011）を持つ XVII 型コラーゲンの変異体を導入し安定発現株
を作製した。変異体を安定発現する細胞を角化細胞用無血清培地で長期培養すると、予想に反し
て、親細胞とほぼ同様の成熟したヘミデスモソームを形成することが明らかとなった。また、ラ
ミニン 332 の沈着量にも大きな影響は認められなかった。ヌードマウスに注入した R1303Q 変異
体発現細胞により形成された腫瘍周囲のラミニン 332 の沈着量にも、野生型との違いは認めら
れなかった。このことから、少なくともこれらの条件下では、R1303Q 置換変異はヘミデスモソ
ーム形成やラミニン 332 の沈着にほとんど影響しないことが明らかとなった。 
(4)通常の血清含有培地では DJM-1 細胞は、プレクチンとインテグリンα6β4 からなる II 型の
ヘミデスモソームを主に形成する。XVII 型コラーゲンはそれらの一部にのみ共局在し、BP230 は
ほぼ全くヘミデスモソームには局在しない。XVII 型コラーゲンと BP230 を含む成熟した I 型の
ヘミデスモソームは、DJM-1 細胞を無血清培地で長期培養した場合のみ形成される。このことは、
意図的に I 型コラーゲン形成を誘導できるという点においては利点となるが、長期培養が必要
なため、時間的な制約があり、迅速な研究の進展において障害となっていた。これまでの研究か
ら、ラット表皮由来の株細胞 FRSK では、数日で成熟した I型ヘミデスモソームが形成されるこ
とがわかっていた（Hieda et al, 1992）。しかし、FRSK 細胞への遺伝子導入が容易ではない点
が、この細胞を用いた研究を困難にしていた。そこで、私たちは特に I型ヘミデスモソーム特異
的構成分子である XVII 型コラーゲンと BP230 についての解析を進展させるため、市販されてい
る複数のトランスフェクション試薬について FRSK 細胞へのトランスフェクション効率を調べた。
その結果、promega 社の viafect が FRSK 細胞に対して１割程度のトランスフェクション効率を
示すことがわかった。私たちは、viafect を使用して、当初の計画にはなかった XVII 型コラー
ゲンもしくは BP230 を欠失した FRSK 細胞株をゲノム編集により作製した。 
(5) FRSK 細胞のXVII型コラーゲン遺伝子もしくはBP230遺伝子を標的としたゲノム編集をおこ
ない、限界希釈法により XVII 型コラーゲンもしくは BP230 を欠失した FRSK 細胞クローンを単
離した。いずれのクローンでも細胞の伸展や接着には大きな異常は認められなかった。しかし、
XVII 型コラーゲン欠失 FRSK 細胞では、I型ヘミデスモソーム様の接着構造の形成が観察されな
くなった。この I型ヘミデスモソームの形成不全はヒト XVII 型コラーゲンの再導入により、回
復した。さらに、細胞膜に最も近接したコラーゲンドメイン以外の細胞外部分を欠いた XVII 型
コラーゲン変異体を欠失細胞に発現させた場合でも、I 型ヘミデスモソーム形成能は回復した。
これらのことから、I 型ヘミデスモソーム形成には XVII 型コラーゲンの細胞質ドメインが細胞
外のコラーゲンドメインにより３量体化していることが重要である可能性が考えられた。また、
もう一つの I型ヘミデスモソーム特異的タンパク質である BP230 を欠失させた FRSK 細胞では、
親細胞とほぼ同様の I型ヘミデスモソーム様の構造が形成されていた。 
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