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研究成果の概要（和文）：VII型コラーゲンを発現する末梢血中の細胞を特定するために末梢血単核細胞を培養
したところ、紡錘形の細胞が接着して増殖していた。これらの細胞から得た核酸を用いてRT-PCRを行ったとこ
ろ、VII型コラーゲンの発現とともにCD45の発現がわずかにみられ、CD105は強い発現がみられた。免疫染色を行
い蛍光顕微鏡で観察したところ、紡錘形の細胞ではⅦ型コラーゲンとCD105の発現が同時にみられた。これらの
細胞はCD29＋、CD45-、CD34-であり、ヒト間葉系幹細胞の発現パタンと同一であった。従って、末梢血単核細胞
中には間葉系幹細胞が存在し、培養系で生着し、Ⅶ型コラーゲンを発現していることが示された。

研究成果の概要（英文）：We performed the isolation of COL7A1-expressing cells in the peripheral 
blood mononuclear cells. Culture of the peripheral blood mononuclear cells revealed that 
proliferation of the fusiform cells attached to the culture dish was observed. RT-PCR using total 
RNA extracted from the fusiform cells demonstrated that these cells expressed not only moderate 
COL7A1 expression but also weak CD45 and strong CD105 expressions. Immunofluorescence examinations 
showed that the fusiform cells were COL7A1+, CD29+, CD45-, CD34-, the same expression pattern as the
 mesenchymal stem cells. These findings strongly suggest that the mesenchymal stem cells circulate 
in the peripheral blood, which can be cultured as fusiform cells expressing COL7A1. 

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 

栄養障害型先天性表皮水疱症（DEB）は表

皮と真皮の結合に必要なⅦ型コラーゲン

（COL7A1）をコードする COL7A1 の先天的な

異常によって生じる遺伝性疾患であり，軽微

な外力で容易に水疱やびらんを生じる疾患

である 1）．診断は主に末梢血由来白血球から

抽出したゲノムDNAを用いた遺伝子診断で決

定されるが，スプライシング異常が推定され

る変異が同定された場合は 2），COL7A1 メッセ

ンジャーRNA の一次構造を調べるために，さ

らに侵襲的な観血的皮膚採取を行う必要が

あった．以前の研究で我々および他施設の研

究者らは末梢血単核細胞（PBMC）が COL7A1

を発現していることを明らかにしている 3）．

従って，PBMC を用いれば皮膚採取を行う必要

が無いが，どの細胞が COL7A1 を発現してい

るのかは，これまで不明であった． 

 

２．研究の目的 

今回の研究では，末梢血単核球（PBMC）中

のいかなる細胞が COL7A1 を発現しているの

かを明らかにし，そのような細胞が末梢血に

どの程度の細胞数で存在するのか，また，培

養することが可能であるのかを調べること

を目的としている．これまでの研究結果 4）か

ら，末梢血中に存在するとされる間葉系幹細

胞（MSC）がひとつの有力な候補と考えられ

るため，MSC の分離に的を絞って実験を行っ

た．臨床上の有用性から単純型表皮水疱症

（EBS）および接合部型表皮水疱症（JEB）の

原因遺伝子の発現も併せて検討した． 

 

３．研究の方法 

比重勾配法でヒト末梢血より単核球を分

離し，抗 CD45 抗体，抗 CD105 抗体を用いて

FACS を行った．また，末梢血より抗体カクテ

ルを用いてMSC以外の細胞を可及的に除去し，

得られた細胞（MSCrich）を MSC 専用培地で

培養した．ディッシュ底面に付着した細胞か

ら全 RNA を抽出し，RT-PCR で CLO7A1，CD45，

CD105 メッセンジャーRNA の発現を調べた．

また，抗 COL7A1，CD29，CD34，CD45，CD105

抗体を用いてスライドカルチャーで培養し

た MSCrich の免疫染色を行い，蛍光顕微鏡で

観察した．PBMC における EBS および JEB の原

因遺伝子（KRT5，KRT14，ITGA6，ITGB4，PLEC，

LAMA3，LAMB3，LAMC2，COL17A1）の発現の有

無を RT-PCR で調べた． 

 

４．研究成果 

FACS を 用 い て MSC と 考 え ら れ る

CD45-/CD105+細胞が PBSC 中に存在するかど

うかを調べたが，同定されなかった．MSC は

PBMC 中に存在しないか，あっても極めてわず

かである可能性が示唆された．次に，PBMC を

培養し，MSC が分離培養できるかどうかを検

討した．プラスチックディッシュに MSCrich

を直接培養したところ，紡錘形の細胞が接着

して増殖していることが確認された（図 1）．

 

 

これらの細胞から得られた核酸を用いて

RT-PCR を行ったところ，COL7A1 メッセンジ

ャーRNA の中等度の発現がみられると同時に

CD45 の発現がわずかにみられ，CD105 は強い

発現がみられた．培養で得られた細胞は MSC

の性質を有するものが大多数を占めると考

えられるが，白血球系の細胞が除去されてい

ない可能性が高い．さらに，MSCrich をスラ

図 1．MSCrichから培養された紡錘形細胞 



イドカルチャーで培養し，免疫染色を行い蛍

光顕微鏡で観察したところ，紡錘形の細胞で

は COL7A1 の発現と同時に CD105 の発現がみ

られた（図 2）． 

これら紡錘形の細胞は CD29＋，CD45-，CD34-

であり，ヒト MSC の発現パタンと同一であっ

た．以上の結果から，PBMC 中には MSC が存在

し，培養系で生着し，COL7A1 を発現している

ことが示された． 

これらの結果は，栄養障害型表皮水疱症の遺

伝子診断において，皮膚組織が必要な場合で

も，より侵襲が少ない PBMC を用いて，メッ

センジャーRNA の解析を行うことができるこ

とを示している．さらに，PBMC は EBS および

JEB の原因遺伝子のうち，ITGA6, PLEC, LAMA3, 

LAMB3, LAMC2 のメッセンジャーRNA を発現し

ていることがRT-PCRで明らかになった（図3）．

このことは，JEB の一部の症例においても

PBMC 由来 RNA を用いて，遺伝子変異がメッセ

ンジャーRNA の構造に及ぼす影響を調べるこ

とが可能であることを示している．PBMC 中の

MSCの役割は未だ不明であるが，骨髄由来MSC

が DEBの臨床症状改善に寄与していることか

ら 5）6），末梢血中の MSC も同様の機能を有し

ていると考え，今後の研究課題としたい． 
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図 2．COL7A1と CD105の共染色 

図 3．EBS，JEB原因遺伝子の発現 
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