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研究成果の概要（和文）：本研究は、VII型コラーゲン（COL7）遺伝子の変異で生じる栄養型表皮水疱症（DEB）
患者に発生する有棘細胞癌（SCC）の遠隔転移機構を解明することを目的としている。網羅的ゲノム編集を行な
ったDEB患者モデルの表皮細胞はマウスの皮下に移入しても遠隔転移を生じなかったが、DEB患者モデルの皮下腫
瘍は通常の表皮細胞で生じる皮下腫瘍よりも全体の構築が不整で、周囲に線維化や血管増生が見られた。この結
果から、DEB患者モデルの皮下腫瘍は基底膜構築異常を介した周囲の組織環境変化を引き起こすことが示唆さ
れ、これらの変化がDEB患者におけるSCCの遠隔転移メカニズムの一因である可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the metastatic mechanism of squamous 
cell carcinoma (SCC) arising in patients with dystrophic epidermolysis bullosa (DEB) caused by 
mutations in type 7 collagen (COL7) gene. DEB patient model keratinocytes with a comprehensive 
gene-editing did not develop metastasis when transplanted subcutaneously in mice, but the 
subcutaneous tumors of DEB patient model showed an overall irregular structure, surrounding 
fibrosis, and hypervascularization compared to subcutaneous tumors of normal keratinocytes. These 
results suggest that subcutaneous tumors in DEB patient model induce changes in the surrounding 
tissue environment via abnormal construction of the basement membrane, and that these changes may 
contribute to the metastatic mechanism of SCC in DEB patients.

研究分野：皮膚科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、栄養障害型表皮水疱症患者（DEB）の表皮細胞は癌化する前に血管増生などの遠隔転移に繋が
る組織環境を作ることが明らかとなった。今までは、線維芽細胞が主に関連するTGF-βの持続的な活性化に伴う
慢性炎症がDEB患者の表皮細胞を取り囲む組織環境を変化させていると考えられてきた。本研究で得られた、DEB
患者の表皮細胞自体が周囲の組織環境を遠隔転移しやすいように変化させる新たな知見は、今後DEB患者の表皮
細胞を標的とした有棘細胞癌の予防法や治療法の可能性を示唆する。

※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 
栄養障害型表皮水疱症(DEB)は、表皮真皮間接合を担
う基底膜関連分子の一つである VII 型コラーゲン
（COL7）遺伝子に変異を生じ発症する（図 1）。DEB
に対する根治的治療法は未だ存在せず、患者は水疱形
成に加え、食道狭窄など多くの合併症を抱えた生活を
余儀なくされている。中でも有棘細胞癌（SCC）はDEB
で特に発生頻度が高く、容易に転移するため致死的と
なることも稀ではない。そのため、予防法と治療法開
発は喫緊の課題だが、DEB患者における SCC発症機
序や遠隔転移しやすい理由は未だ不明である。 
COL7遺伝子に変異を持つ DEB患者皮膚や DEBモ
デルマウス皮膚では、TGF-βの持続的な活性化に伴う
線維化と慢性的な炎症が持続しており、特殊環境に曝
露されることで表皮細胞の悪性化に至ると考えられ
ている（Guerra L, et al. Matrix Biol 63, 1-10, 2017）。
しかし、発症機序の多くは不明であり、特に腫瘍細胞
が遠隔転移しやすい機序に関しては殆ど解明されて
いない。腫瘍細胞が遠隔転移するためには、①原発巣
から血管やリンパ管など周囲組織へ腫瘍細胞が浸潤し、②血流あるいはリンパ流へ合流した後
③遠隔部組織へ生着し増殖するステップを要する。従って、遠隔転移能は周囲の環境だけでなく
腫瘍細胞自体に起因する可能性が高い。DEB 患者の SCC がどの様な機序で周囲組織へ浸潤し
遠隔転移するかを明らかにすることは、DEB 患者の SCC に対する予防法と治療法開発へと繋
がる。 
 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、DEB患者における SCCが周囲組織へ浸潤し、遠隔転移を生じやすくなる機
序を解明することである。DEB表皮細胞モデルである COL7遺伝子をノックアウトした不死化
表皮角化細胞（HaCaT細胞）を作成し、同細胞の 19,500種類の遺伝子を 1細胞につき 1遺伝
子ずつランダムにゲノム編集し、癌化し浸潤・転移を来した細胞から標的となった遺伝子を同定
する。得られた結果から DEB患者の SCCにおける転移能獲得因子を明らかにすることで、DEB
患者の SCCの予防法や治療法の開発などへの応用を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（１）DEB 表皮細胞モデル（＝GFP+/Cas9+/COL7- HaCaT 細胞）の作成 
 浸潤・転移した臓器でゲノム編集した細胞を同定し回収する必要があるため、予めCas9+ HaCaT
細胞を GFP（緑色蛍光）標識する。pmaxGFP ベクタ-を Cas9+ HaCaT へトランスフェクションし、
7～10 日後にゲノムへ取り込まれ安定発現する細胞を FACS ソーティングする。得られた
GFP+/Cas9+ HaCaT細胞へ、COL7遺伝子のExon 5を標的とするgRNAをトランスフェクションし、
GFP+/Cas9+/COL7- HaCaT 細胞をクローニングする。 
 
（２）19,500 種類の遺伝子を標的とするゲノム編集の導入 
 （１）で作製した、“GFP+/Cas9+/COL7- HaCaT 細胞”と“GFP+/Cas9+ HaCaT 細胞”へ、19,500
種類の遺伝子を標的とする gRNA が導入されたレンチウイルスベクターライブラリ-を用いて導
入する（Human CRISPR Knockout Pooled Library, Addgene no. 1000000048）。その際、ウイル
ス titer を測定後、0.3〜0.5 コピー／細胞程度の濃度で遺伝子導入し、標的遺伝子の数が 1 細
胞あたり一つとなる様に工夫する。 
 
（３）in vitro でゲノム編集後に浸潤能を獲得した細胞の同定と解析 
 19,500 種類の遺伝子の中には、癌化を抑制する機能のタンパクが含まれるはずであり、上記
（２）で作製した細胞には癌化するものが生じると予想される。癌化し浸潤能を獲得した細胞を、
“癌細胞浸潤アッセイ”を用い採取する。ゲノム編集用のライブラリ-はレンチウイルスベクタ
ーを使用してゲノムへ組み込まれるため、得られた細胞から DNA を回収し、次世代シ-クエンス
を用いて gRNA の配列を解読することで標的となった遺伝子を同定する。 
 
（４）in vivo での COL7 依存性の遠隔転移獲得因子の同定 
 上記（２）で作製した 19,500 種類の遺伝子がゲノム編集された HaCaT 細胞を、ヌ-ドマウス皮



下へ移植する。網羅的にゲノム編集された細胞投与群では、移植 5週後、移植部に腫瘍が形成さ
れ、肺や肝臓には転移巣が生じていると予想される。移植細胞は GFP で標識されているため、遠
隔転移部から直接、あるいは FACS ソ-ティングを用い転移した腫瘍細胞を回収する。上記（３）
と同様の手法および次世代シ-クエンスを用い、標的となった遺伝子を同定する。in vitro の結
果と併せ、COL7 の有無で生じる特徴的な標的分子を同定する。 
 
 
４．研究成果 
（１）網羅的ゲノムスクリ-ニングのための不死化表皮細胞の樹立 
網羅的ゲノムスクリ-ニングのため、Cas9 を安定発現
する不死化表皮細胞（HaCaT 細胞）を作成した。遠隔転
移を可視化するため、Cas9+ HaCaT 細胞に GFP を強制発
現させた。さらに、COL7 遺伝子を標的とする gRNA を導
入し、GFP及びCas9陽性COL7遺伝子ノックアウトHaCaT
細胞株を樹立した（図３）。19,500 種類の遺伝子を 1細
胞につき 1 遺伝子ずつランダムにゲノム編集すること
が出来る GeCKO CRISPR Knock-Out pooled library
（addgene）プラスミドからレンチウイルスを作製し、
1 細胞あたり 1 遺伝子となるウイルスタイタ-を同定し
た。そして GeCKO library 発現レンチウイルスを、
GFP+/Cas9+/COL7+ HaCaT 細胞（COL7 遺伝子ノックアウト前のホスト細胞）と、GFP+/Cas9+/COL7- 
HaCaT 細胞へそれぞれ遺伝子導入し、 
A.GFP+/Cas9+/COL7+ HaCaT 細胞（健常人モデル） 
B.GFP+/Cas9+/COL7- HaCaT 細胞（DEB 患者モデル） 
C.GeCKO+/GFP+/Cas9+/COL7+ HaCaT 細胞（健常人の SCC モデル） 
D.GeCKO+/GFP+/Cas9+/COL7- HaCaT 細胞（DEB 患者の SCC モデル） 
上記 4つの細胞群を作成した。 
 
（２）in vitro 転移モデルを用いた網羅的ゲノムスクリ-ニング 
まず、in vitro 転移モデルである癌細胞浸潤アッセイ
で作成した細胞の浸潤能を評価した。A及び Cの健常人
モデル及び健常人 SCC モデルの細胞群をそれぞれマト
リゲルコ-ティングした 8 µm 孔のチャンバ-上で培養し
た。網羅的に遺伝子がノックアウトされ浸潤能を獲得し
て孔を通過する前後の細胞からそれぞれ DNA を抽出し、
次世代シ-クエンサ-（Miseq）で標的となった遺伝子を
アンプリコンシ-ケンスし MAGeCK ソフトウエアで解析
したところ、マトリゲルを通過した健常人の SCC モデル
では PICALM 遺伝子ノックアウト細胞が優位に増加して
いた（図４）。 
 
（３）in vivo 皮下腫瘍モデルの樹立 
A〜D の 4 つの細胞群を免疫不全マウスに皮下注入し
た。5週間後、増大した皮下腫瘍、肝臓、肺をサンプリ
ングし、腫瘍の性状と転移の有無を評価した。C及び D
の細胞では肺や肝臓への転移が生じることを期待した
が、いずれの細胞でも肺や肝臓への転移細胞を認めな
かった。そのため、次世代シークエンスによる転移細
胞の解析は行わなかった。一方で、A と B を比較する
と、COL7 遺伝子ノックアウト HaCaT 細胞の腫瘍は全体
の構築が不整で、周囲に繊維化や血管増生が見られた
（図５）。これらの結果から、COL7 遺伝子をノックア
ウトした皮膚腫瘍は基底膜構築異常を介した周囲の組織環境変化を引き起こすことが示唆され、
これらの変化が DEB 患者における SCC の遠隔転移メカニズムの一因である可能性がある。 
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