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研究成果の概要（和文）：劣性栄養障害型表皮水疱症は表皮と真皮を接着させる 7型コラーゲン

遺伝子が 2 本とも異常を呈することにより発症する。大多数の患者では、2 本の 7 型コラーゲ

ン遺伝子にそれぞれ異なる遺伝子変異を有するため、遺伝子変異からその臨床予後を推測する

ことは困難である。2本の 7 型コラーゲン遺伝子のうち、1本の遺伝子に全く 7型コラーゲンを

発現しない変異を有する患者を抽出し、残りの遺伝子変異と臨床重症度、タンパク発現量、超

微細構造における相関関係を解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Because most cases of recessive dystrophic epidermolysis bullosa 
are caused by compound heterozygous COL7A1 mutations, it is usually difficult to assess 
the clinical phenotype and function of each mutant type VII collagen derived from 
different mutations. To clarify this question, genotype-phenotype correlation was 
analyzed in patients specifically having common COL7A1 mutations on one allele, which 
is known to lead to complete loss of type VII collagen expression through a premature 
termination codon.  
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１．研究開始当初の背景 

皮膚の表皮と真皮は境界部接合構成タ
ンパクにより強固に接着しているため、皮膚
を摩擦しても表皮と真皮は解離しない。表皮
真皮境界部接合構成タンパクの最も重要な
分子の一つである VII 型コラーゲン（COL7）
は 3量体を形成し、これらが互いに重合する
ことにより機能する。この COL7 が先天的に

減少、もしくはミスセンス変異などにより機
能異常が生じた結果、表皮-真皮間が脆弱に
なり容易に水疱を形成する栄養障害型表皮
水疱症（dystrophic epidermolysis bullosa; 
DEB)が生じる。さらに DEBは遺伝形式により
常染色体優性型と、より重症である常染色体
劣 性 型 （ recessive dystrophic 
epidermolysis bullosa; RDEB）に分類され
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る。 
RDEB 患者の臨床的重症度は COL7 の発現

量とその機能異常によって左右されるため、
COL7 タンパクの機能を解析することは患者
の予後を予測する上で重要である。しかし、
RDEB 患者では COL7 をコードする 2 つの対立
遺伝子にそれぞれ異なる変異をもつ事が多
く、単一の変異型 COL7 をそれぞれ別々に機
能解析することは困難である. 

日本人に頻発し、COL7発現の完全欠損を
き た す 早 期 終 止 コ ド ン 変 異 と し て 、
c.5818delC、c.6573+1G>C が報告されている
3)。そこで、COL7 の発現が完全欠損となる
COL7遺伝子変異（c.5818delC、c.6573+1G>C）
を片方のアリルに有する患者を解析するこ
とで、その対立遺伝子のみから産生される単
一の変異型 COL7の生理機能を免疫学的手法、
電子顕微鏡学的手法、分子生物学的手法を用
いて解明することが可能になる。 
 
２．研究の目的 
（１）変異型 COL7 の発現量と臨床重症度の
比較解析 
COL7 の発現が完全欠損となる COL7 遺伝子変
異（c.5818delC、c.6573+1G>C）を片方のア
リルに有する RDEB患者の皮膚に対し、抗 COL7
抗体を用いた蛍光抗体法により単一の変異
型 COL7の発現量と臨床重症度の比較解析し、
変異型 COL7 の発現量から予後を推測可能な
ものにする。 
 
（２）変異型 COL7 の超微細構造と臨床重症
度の比較解析 
COL7 の発現が完全欠損となる COL7 遺伝子変
異（c.5818delC、c.6573+1G>C）を片方のア
リルに有する RDEB 患者の皮膚を用いて、電
子顕微鏡学的に COL7 が重合することにより
構成される係留線維の超微細構造を解析し、
係留線維の形態学的異常から予後を推測可
能なものにする。 
 
３．研究の方法 
（１）RDEB患者の生体試料収集 
現在、研究代表者が所属する研究科には数名
の RDEB患者が通院している。また、当施設
では、通院している患者のみならず、日本全
国から数十名にのぼる RDEB 患者に関するコ
ンサルトを受けている。当研究科がコンサル
トを受けている施設と密に連携し、インフォ
ームドコンセントを得て、RDEB患者の DNAサ
ンプルや皮膚組織を含めた生体試料および
患者情報を収集する。 
 
（２）RDEB患者における COL7遺伝子変異解
析 
当研究室ですでに稼働している手法である

ダイレクトシークエンス法や制限酵素法に
より、RDEB患者の COL7遺伝子解析を行う。 
 
（３）免疫組織学的手法を用いた生体内変異
型 COL7の発現量の解析 
収集した RDEB患者皮膚組織に対し、全世界
で広く使用されている抗 COL7 抗体（LH7.2）
を用いて蛍光抗体法を行い、生体内における
変異型 COL7 の発現量を比較検討する。 
 
（４）電子顕微鏡学的手法を用いた生体内変
異型 COL7の超微細構造の解析 
収集した RDEB患者皮膚組織を用いて、COL7
が重合することにより構成される係留線維
の超微細構造を電子顕微鏡学的に解析する。 
 
４．研究成果 
（１）RDEB患者の生体試料収集 
本研究の目的に合致する日本人に頻発し、
COL7発現の完全欠損をきたす二つの早期終
止コドン変異（c.5818delC、c.6573+1G>C）
のうち、いずれかの変異を片方のアリルに有
する 12名の RDEB患者の DNAサンプルや皮膚
組織を含めた生体試料および患者情報を収
集した。 
 
（２）RDEB患者における COL7遺伝子変異解
析 
ダイレクトシークエンス法および制限酵素
法により、RDEB 患者の COL7 遺伝子解析を行
った。COL7発現の完全欠損をきたす二つの早
期終止コドン変異を有するアリルの対とな
るアリルには、ミスセンス変異（5 名）、ナン
センス変異（3 名）、欠失変異（2 名）、スプ
ライスサイト変異（2 名）が認められた（図
1）。 
 
 
（３）免疫組織学的手法を用いた生体内変異
型 COL7の発現量の解析 
一方のアリルに早期終止コドン変異である
c.5818delC もしくは c.6573+1G>C、もう一方
のアリルにナンセンス変異、欠失変異、スプ
ライスサイト変異のいずれかを有する患者
では、免疫組織学的検査において COL7 の発
現量と重症度は相関していた。一方、片方の
アリルに c.5818delC もしくは c.6573+1G>C、
もう一方のアリルにミスセンス変異を有す
る患者では、すべての症例で、COL7の発現量
はほぼ正常ないし軽度低下している程度で
あったが、R2063W や G2316R を有する患者の
臨床症状は非常に重篤であり、G1815Rもしく
は G2623S を有する患者では中等～重症、
R1957Q を有する患者では非常に軽症であっ
た（図 2）。 
 



（４）電子顕微鏡学的手法を用いた生体内変
異型 COL7の超微細構造の解析 
臨床症状が非常に重篤であるにも関わらず、
免疫組織学的染色において COL7 の発現量は
ほぼ正常ないし軽度低下している程度であ
った R2063Wや G2316Rを有する患者皮膚にお
いて、電子顕微鏡学的所見では係留繊維は低
形成で、非常に細い形態を示していた。 
 
（５）まとめ 
ミスセンス変異を有する RDEB 患者では重症
度はミスセンス変異によって産生された
各々の変異 COL7 の機能と強い相関関係があ
り、電子顕微鏡学的検査などを用いた超微細
構造の解析が患者の予後を推測するうえで
重要であることが分かった。今後これらの患
者をさらに集積し、単一の変異を有する遺伝
子から産生された COL7 について遺伝子型－
表現型の相互関係を系統立てて解析するこ
とにより、単一の COL7 遺伝子変異から将来
的に発症し得る合併症といった予後などを
推測することが可能になると考える。 
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