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研究成果の概要（和文）：本研究は、表皮角化細胞における細胞―細胞接着と細胞―細胞外マトリクス接着の動的相互
作用の解明を目的とする。細胞―細胞外マトリクス接着の視標にヒト正常表皮角化細胞に接着斑構成蛋白のαアクチニ
ン（CFP）プラスミドとヘミデスモゾーム構成蛋白のβ４ integrin (YFP)プラスミドを遺伝子導入し、共焦点レーザー
顕微鏡下に細胞を生きたまま観察(Live cell imaging)した。細胞―細胞接着阻害条件の検討中である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of our study is to examine the dynamic interaction of cell - cell adhe
sion and cell - extracellular matrix adhesion in the epidermal keratinocytes. We used live cell imaging me
thod with confocal laser microscope. We made dual transfection alpha - actinin of focal adhesion protein (
CFP) plasmid and beta4 integrin of hemidesmosome (YFP) plasmid in normal human epidermal keratinocytes to 
visualize targets of extracellular matrix adhesion. We investigated methods how to inhibit cell - cell adh
esion.
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１． 研究開始当初の背景 
 

（1）Live cell imaging 
 
 Live cell imaging とは、目的とするタン
パクにGFPタンパクを融合させて発現させる
ことにより、細胞内での局在、運動を可視化
する。可視化されたタンパクを分子レベルで
観察することにより個々の生きた細胞にお
いて生命現象が“いつ”“どこで”“どのよ
うなタイミング”で起こるのかを解明するこ
とができる。 
 
（２）細胞―細胞接着のダイナミクス  
 
表皮角化細胞における細胞―細胞接着には、
デスモゾーム、アドヘレンス結合、密着結合
およびギャップ結合が存在する。今回の研究
ではデスモゾームおよびアドヘレンス結合
を対象に実験を行う。デスモゾームの少なく
とも細胞内構成タンパクが非常にダイナミ
クスであることは、 Godsel ら(J Cell 
Biol.171:1045-59,2005)により報告されて
いる。 
 
（3）細胞―細胞外マトリクス接着（接着斑
とヘミデスモゾーム）の動的相互作用 
 
表皮角化細胞における細胞―細胞外マト
リクス接着には、接着斑(Focal contact : FC)
とヘミデスモゾーム（hemidesmosome : HD）
がある。小澤らは、表皮角化細胞における２
つの細胞―細胞外マトリクス接着(接着斑お
よびヘミデスモゾーム)が共にダイナミック
な構造であることに注目し、Live cell 
imaging 法を用いて両者の間に、はじめて動
的相互作用があることを報告した。（Ozawa T, 
Tsuruta D,et al. J Invest Dermatol 130(6): 
1624-35. 2010.） 
 
（3）細胞―細胞接着と細胞―細胞外マトリ
クス接着の相互作用 
 
我々は、表皮角化細胞の細胞―細胞接着の
binding partner である細胞骨格がアクチン
およびケラチンであり、これは細胞-細胞外
マトリクス接着の binding partner と共通で
あることに注目し、両者に少なくとも細胞骨
格を介した相互作用が存在すると考えた。ま
た、アドヘレンス結合の細胞内裏打ちタンパ
クとしてビンキュリンおよびαアクチニン
があり、また接着斑の細胞内裏打ちタンパク
にもビンキュリンおよびαアクチニンが存
在することから、一方の接着を阻害する条件
下では、これらのリサイクルが起こり相互作
用すると考えた。 

２． 研究の目的 
 
表皮角化細胞における細胞―細胞接着と
細胞―細胞外マトリクス接着の動的相互作
用について検討することを研究目的とした。
具体的には、細胞-細胞接着であるデスモゾ
ームおよびアドヘレンス結合を阻害する条
件下（尋常性天疱瘡患者血清下、構成タンパ
ク siRNA 下、細胞骨格阻害剤下）で、細胞-
細胞外マトリクス接着である接着斑および
ヘミデスモゾーム構成タンパクのダイナミ
クスが、どのように変化するかを共焦点レー
ザー顕微鏡下に Live cell imaging 法を用い
て観察および解析・検討することを目的とし
た。 
 
３． 研究の方法 
 
（1）細胞  
 
正常ヒト表皮角化細胞（ Normal Human 
Epidermal Keratinocytes : NHEK ）  を
epidermal growth factor (50 ng/ml)および
penicillin (100 U/mL)入り  keratinocyte 
serum-free medium で継代培養を行った。
Hacat 細胞は、10％牛胎児血清（Fetal   
Bovine Serum : FBS）および penicillin (100 
U/mL)入り DMEM で継代培養を行った。 
 
(2)plasmid 
  
接着斑の視標であるCFP-αactininおよびヘ
ミデスモゾームの視標である YFP-β 4 
integrin を作成。 
 
(3)Transfection の方法  
 
NHEK を Live cell imaging の際に使用する
60mm ガラススライドの上に播種し 50-60% 
confluent の状態にした。遺伝子導入を行う
24 時間前に培養液を penicillin が含有され
ていないものに変更。Lipofectamin 10μl と
plasmid 6μgをGlutaMAX培地1mlに溶解し、
NHEK の培地と交換を行った。遺伝子導入の 6
時間後に通常培地に変換し、48 時間後に観察
を開始。 
 
(4)Live cell imaging  
 
顕微鏡は共焦点レーザー顕微鏡 TCS SP5 を使
用する。顕微鏡のステージにフィットする
thermostatic chamber type FCS2 Closed 
Chamber System を使用して dish を 37℃にキ
ープし細胞を生きたまま観察する。５分ごと
に細胞のタンパク発現を撮影する。撮影され
た写真を Quick Time を使用し動画に加工し、
ダイナミクスの変化を解析・検討した。 



(5)尋常性天疱瘡患者血清からの IgG 分離 
 
当院皮膚科を受診した尋常性天疱瘡患者の
うち当研究に同意をえた患者の血清を使用
し、アフィニティークロマトグラフィー法に
より IgG を分離し使用する。 
 
（6）細胞―細胞接着阻害条件の検討 
 
細胞―細胞接着を阻害する目的に尋常性
天疱瘡患者血清から分離した IgG を投与し、
30 分後および 24 時間後に細胞―細胞接着で
あるデスモゾームの構成タンパクのデスモ
グレイン１、３の発現について免疫染色法お
よびウエスタンブロット法を用いて検討し
た。 
 
４．研究成果 
 
（1）live cell imaging 
 
下図は Dual live cell imagingである。 
接着斑 (FC) の視標として CFP-αactinin、
ヘミデスモゾーム (HD) の視標として YFP-
β4 integrinを１つのケラチノサイトに遺伝
子導入し、観察した。 
 細胞は時間経過と共に右から左へと移動
し、視標タンパクは assembleと disassemble
していた。 
 上段の緑色が FC、中段の赤色が HD、下
段のmerge像は、黄色で緑と赤の２色で表示
している。 

 
 
 
（2）細胞－細胞接着阻害条件検討 
 
図は、尋常性天疱瘡患者血清 (Pt serum)
と正常血清（normal serum）の投与 30 分後
および 24 時間後に細胞免疫染色を行いデス
モグレインの発現を比較した結果であるが、
明らかな差異が認められなかった。また、ウ
エスタンブロット法を用いてデスモグレイ
ンの発現を比較検討したが明らかな有意差
は認められなかった。引き続き阻害条件の検
討を行っている。 
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