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研究成果の概要（和文）：Rab27エフェクターExophilin-8は、ヒト表皮水疱症の原因遺伝子であることがわかっ
ているが、その機能や作用機序の分子機構はわかっていない。本研究では、Exophilin-5について、野生型皮膚
表皮細胞における、細胞内結合因子、細胞内局在の解析と共に、その発現抑制細胞における表現型の解析を行っ
た。その結果、Exophilin-5は、ヘミデスモソームだけではなく、デスモソームやアドヘレンスジャンクション
を構成するタンパク質と相互作用することにより、基底細胞-基底膜間、細胞間の接着装置形成に広く関与して
いることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Genetic mutation of exophilin-5, one of the Rab27 effectors, is known to 
cause epidermolysis bullosa in humans. However, the molecular mechanism for the function and action 
mechanism of exophilin-8 in epidermal cells is largely unknown. In this study, we investigated the 
pathophysiological function of exophilin-8 by exploring interacting proteins, intracellular 
localization, and phenotypes in knockdown/knockout cells. As a result, we obtained evidence that 
exophilin-8 is involved in cell adhesion and migration via interactions with proteins constituting 
hemidesmosomes, desmosomes, and adherence junctions.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 表皮細胞　細胞接着　細胞内膜輸送　Rabタンパク質　表皮水疱症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、体の外表を覆う表皮細胞の恒常性を保つ仕組みと共に、その破綻によって起こる、皮膚が脆弱
でわずかな外力で全身に水疱、びらんの形成が起こり、未だに対症療法しかない遺伝性疾患の表皮水疱症に関す
る病態生理に関して、その分子機序の一端が明らかとなった。

※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 

 皮膚は、外界に接する側より、表皮、真皮、皮下組織で構成され、表皮と真皮の間には表皮

基底膜と呼ばれる、ラミニン 332 や IV 型コラーゲン等で構成された細胞外マトリックスの薄

い膜構造が存在する。最下層にある基底細胞は、ヘミデスモソームと呼ばれる細胞接着装置内

の接着分子である、インテグリン α6β4 や XVII 型コラーゲンが、基底膜のラミニン 332 と結

合して、強固に固定されている。また、細胞間はデスモソームやアドヘレンスジャンクション

によって結合し、その結果、強固な表皮構造が形成される（図 1）。 

 表皮水疱症は、先天的に皮膚が脆弱で、わずかな外力で全身に水疱、びらんの形成が起こる

遺伝性疾患であり、未だに対症療法しかない難病である。機械的刺激により生じる裂隙の形成

部位により病型が分かれ、基底細胞内に裂隙を生じるものを単純型と呼び、細胞内のヘミデス

モソーム関連タンパク質である、ケラチン 5 と 14 や、BP230、プレクチンの変異で引き起こ

される。また、ラミニン 332、インテグリン α6β4、XVII 型コラーゲンの変異では、接合部型

と呼ばれる表皮水疱症を引き起こす。表

皮水疱症の多くは、基底細胞における、

ヘミデスモソームを中心として構成され

るタンパク質の変異によって起きる。 

 最近それとは全く別のタイプである、

Exophilin-5 遺伝子の異常が単純型表皮水

疱症を引き起こすことが示された

（McGrath et al., Am. J. Hum. Genet., 

2012）。Exophilin-5 は、刺激に応じ

て、細胞膜や細胞外に生理活性分子や細

胞膜タンパク質等を輸送する、調節性分

泌を制御する単量体 GTPase Rab27 のエ

フェクターであり、当研究室で発見した Exophilin（エキソフィリン）ファミリーの一つであ

る（Izumi et al., Cell Struct. Funct., 2003）。Rab は、細胞内小胞輸送経路に応じて 60 種以

上存在し、その GTP 型に結合するエフェクターを介して、膜輸送を行う。Rab27 のエフェク

ターは 10 種類以上存在するが、Exophilin-5 は、2000 近いアミノ酸数から成る巨大なタンパ

ク質であり、Rab27 結合領域以外に明らかな機能ドメインは知られておらず、その作用機序は

おろか、Rab27 以外の結合タンパク質の報告例がない。表皮ケラチノサイトと Exophilin-5 と

の関係は、最近エキソソーム輸送系と関わりがあるという報告がされたが（Bare et al., J. 

Invest. Dermatol., 2020）、その分子機構における知見はほとんどない。 

２．研究の目的 

本研究では Exophilin-5 を介した新たな細胞接着装置制御機構を詳細に調べることにより、

表皮形成の恒常性維持の仕組みを解明する。これらの知見を基にして、その破綻によって起こ

る表皮水疱症の病態生理を明らかにすることを目的とした。 

３．研究の方法 

図 1：基底細胞における細胞接着装置の概要図。 



 

 

３−１ 新規 Exophilin-5 結合タンパク質の同定 

 One-STrEPタグを付与した Exophilin-5 を発現するアデノウイルスを、比較的遺伝子導入が

容易な肺胞上皮細胞株 A549 に感染させた。48 時間後、細胞抽出液を回収し、Strep-Tactin 

Sepharose を用いたプルダウン法にて、細胞内の One-STrEP-Exophilin-5 結合タンパク質群

を、SDS-PAGE と Oriole ゲルステインを用いて検出し、特異的バンドについて質量分析を行

い、タンパク質同定を試みた。同定された Exophilin-5 結合タンパク質候補群の中で、検出さ

れた分子量と合致し、かつ上皮・表皮細胞の恒常性維持に機能すると予想される候補について

は、ヒト表皮ケラチノサイト細胞株 HaCaT の細胞抽出液で Exophilin-5 抗体を用いた免疫沈

降法を行い、内在性タンパク質との結合をウエスタンブロット法で確認した（図 2）。 

３−２ Exophilin-5 欠失変異体を用いた結合領域の解析 

 ３−１にて確認された新規 Exophilin-5 結合タンパク質について、Exophilin-5 のどの領域に

結合しているかを調べた。Exophilin-5 には、特徴的なドメイン構造が予測されていないた

め、表皮水疱症患者の遺伝子情報から得られた変異部位を元に、Exophilin-5 変異体発現アデ

ノウイルスを作成した。これら変異は、いずれも塩基の欠失により生じたフレームシフト変異

で、タンパク質は欠失変異体となる。A549 細胞へ導入後、抗 FLAG beads を用いたプルダウ

ン法で、内在性タンパク質との結合をウエスタンブロット法で確認した（図 3）。 

３−３ 細胞接着分子の細胞内観察 

 Exophilin-5 は、これまでにその細胞内局在を示した知見はない。組換えタンパク質や合成

ペプチドを抗原にして、12 種類の Exophilin-5 抗体を作製したが、いずれも細胞内免疫染色に

は使用できなかったため、myc-Exophilin-5 発現アデノウイルスと、GFP-Rab5（初期エンド

ソーム）、GFP-Rab7（後期エンドソーム・リソソーム）、 GFP-Rab11（リサイクリングエンド

ソーム）、各オルガネラマーカー発現アデノウイルスを共に A549 細胞に感染させ、GFP 蛍光

と抗 myc 抗体を用いて細胞内免疫染色を行い、局在を調べた（図 4）。また、in vivo での皮膚

組織を観察するため、野生型マウスと Exophilin-5 ノックアウトマウスの皮膚切片を採取し、

細胞接着装置の抗体により染色し、皮膚層構造での細胞接着装置の分布を比較した（図 5）。 

３−４ shRNA によるノックダウン・CRISPR/Cas9 法によるノックアウト細胞の解析 

 Exophilin-5 をターゲットとした shRNA 発現レンチウイルスを作成して、Exophilin-5 安定

ノックダウン HaCaT 細胞を樹立した。さらに CRISPR/Cas9 法を利用した、gRNA、Cas9 同

時発現レンチウイルスを使って、Exophilin-5 ノックアウト HaCaT 細胞を作成した。これら細

胞をインサート入りディッシュに培養し、インサート除去後の細胞間隙を遊走細胞が埋めるま

での経過を観察する創傷治癒アッセイを行い、野生型細胞と比較した。次に表皮の細胞外マト

リックス、ラミニン 332 をコートしたディッシュに撒き、一定時間後に洗浄し、ディッシュに

張り付いて残っている細胞数を計測する、細胞接着アッセイを行った。ケラチノサイトは、カ

ルシウム濃度の変化によって角化細胞への分化が制御されていることがわかっている。30 μM

では、細胞は基底細胞様の特徴を示し、接地面にヘミデスモソームを多数形成する一方、2.8 

mMでは、より角化が進んだ細胞の特徴を示す。それぞれの条件下で、野生型と比べ、

Exophilin-5 ノックアウト細胞で、ヘミデスモソームや他の細胞接着装置の形成に変化がある



 

 

かどうか、各マーカータンパク質に対する抗体によ

る細胞染色によって調べた（図 6）。 

４．研究成果 

４−１ Exophilin-5 は、複数の細胞接着装置を構成

するタンパク質と結合する。 

 上記３−１により、Exophilin-5 結合タンパク質の

網羅的探索を行った結果、ヘミデスモソームを構成

するタンパク質の一つの他に、デスモソームやアド

ヘレンスジャンクションを構成するタンパク質や、

これまで機能未解明のケラチン結合タンパク質の一

つを、ケラチン 5 と共に同定した（図 2A）。これら

タンパク質の内在性結合を、HaCaT 細胞抽出液中の

Exophilin-5 抗体を用いた免疫沈降法により確認した

（図 2B）。これらの結果より、Exophilin-5 は、表皮

水疱症の直接的な原因となる、ヘミデ

スモソームのような細胞-基質接着だ

けでなく、他の細胞間接着装置形成に

も機能する可能性が示唆された。 

４−２ Exophilin-5 は、C 末領域に

新規結合タンパク質結合ドメインが存在する。 

 上記３−２の通り、Exophilin-5 欠失変異体を発現させ、

同定された新規結合タンパク質の結合ドメインを探索した。

その結果、細胞接着タンパク質は Exophilin-5 の C 末領域

に結合しすること、一方、ケラチン結合タンパク質は異なる

領域で結合することが明らかになった（図 3）。これらの結

果から、Exophilin-5 遺伝子変異を原因とする表皮水疱症

は、その C 末領域欠損により、細胞接着装置にアクセスで

きないことによって引き起こされる可能性が予想された。 

４−３ Exophilin-5 と細胞接着装置は後期エンドソーム・

リソソームに局在する。 

 上記３−３の通り、細胞内免疫染色を行った結果、

Exophilin-5 は、後期エンドソーム・リソソームに局在する

ことがわかった（図 4）。また、Exophilin-5 は、イ

ンテグリン β4 と共に、全てのリソソームに一様に局

在するのではなく、一部の画分に存在することが観

察された。これらの観察結果より、Exophilin-5 に

は、Rab27 を介した調節性分泌機構を用い、インテ

グリンなどの細胞接着装置を、細胞表面へと輸送する機能があることが考えられた。さらに

図 2：A. Exophilin-5 結合タンパク質 

の探索。矢印は特異的バンド。B. 

Exophilin-5 抗体による免疫沈降実験。 

図 3 Exophilin-5 欠失変異体の結合解

析。E17A Rab27 結合変異体、del1〜

del4 欠失変異体（上）を用いた結合解

析の結果（下）



 

 

Exophilin-5 ノックアウトマウスから皮膚切

片を取り出し、ヘミデスモソームマーカー

であるインテグリン β4、XVII 型コラーゲン

に対する抗体を用いて組織染色を行い、野

生型と比較したところ、基底膜領域の染色

が弱く、乱れていることが観察された。こ

のことから Exophilin-5 欠失により、ヘミ

デスモソーム形成が減少し、基底膜−基底

細胞間の接着が減弱している可能性が示唆

された（図 5）。 

４−４ Exophilin-5 は、ヘミデスモソーム

形成に必須で、デスモソーム、アドヘレン

スジャンクション形成にも関与する。 

 上記３−４の通り、細胞遊走能と接着能

に 違 い が あ る か ど う か を 調 べ た 。

Exophilin-5 欠損細胞では、野生型と比べ、細胞接着能が著しく低下し、一方で遊走能は上昇

していることがわかった。この結果は

Exophilin-5 欠損により、ヘミデスモソーム

形成が減少していることを示唆した。次にイ

ンテグリン α6 と β4 に対する抗体による細胞

染色により、ヘミデスモソーム形成を観察し

た。野生型細胞では、低カルシウム濃度で二

週間培養後、接地面にヘミデスモソームを多

数形成し、特徴的な染色像を示すが、

Exophilin-5 欠損細胞では、その形成が著し

く減少した。一方、高カルシウム濃度では、

ヘミデスモソーム形成は強く阻害されるが、

野生型細胞で認められる、デスモソームやア

ドヘレンスジャンクションのマーカーである

デスモグレイン 3 や E-カドへリンの細胞間隙

における局在が、Exophilin-5 欠損細胞で阻

害されることもわかった（図 6）。これらの知

見から、Exophilin-5は表皮ケラチノサイトが基

底細胞から角化細胞へと分化していく過程で必

要な、接着装置の発現を制御する機能がある可

能性が考えられた。 

図 4（上）

myc-

Exophilin-

5 の局在。 

 

図 5（下）

マウス皮膚

切片の抗体

染色。 

図 6 上段：低カルシウム濃度（30 μM）でのイ

ンテグリン α6 抗体の染色。ヘミデスモソーム 

の特徴的なパターンが見える。中段：高カルシ

ウム濃度（2.8 mM）でのデスモグレイン 3 抗

体の染色。細胞間隙が強く染まる。下段：高カ

ルシウム濃度（2.8 mM）での E-カドへリン抗

体の染色。細胞間隙が強く染まる。
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