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研究成果の概要（和文）：Hemicentinは線虫においてはじめて同定された分子量６０万の細胞外マトリックスタ
ンパク質であり、その機能解析のほとんどは線虫で行われてきた。線虫では１種類であるが、脊椎動物では２種
類のアイソフォームが存在する。本研究では、ヒトhemicentin-1と-2をリコンビナントタンパク質として発現・
精製し、それらの性状ならびに機能解析を遂行した。精製したリコンビナントhemicentinはどちらも凝集体を作
りやすく、不溶性であった。また、どちらのhemicentinも基底膜の成分であるnidogen-1と-2に結合した。さら
に、それぞれに対する抗体を作製し、マウス組織での局在の解析も行った。

研究成果の概要（英文）：Hemicentin is a large extracellular matrix protein first identified in C. 
elegance　and　two isoforms are found in vertebrates. In this study, recombinant human hemicentin-1 
and hemicentin-2 were expressed, purified and characterized. Both showed low solubility and to form 
aggregates. Both proteins bound to two isoforms of nidogen, which are basement membrane components 
and these bindings were comparable to laminin. The expression of hemicentin-1 was detected along the
 basement membrane of hair and whisker follicles, in the sclera of the eyes, and in the lumen of 
some lymphoid conduits. By contrast, hemicentin-2 was detected only in limited tissues and its 
expression was observed in the submucosa of the small intestine. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
線虫で最初に同定されたhemicentinは、線虫においては基底膜と基底膜の接着複合体の成分で、細胞間接着、細
胞と細胞外マトリックスの接着などに関与していることが報告されている。一方、hemicentin-1または-2のノッ
クアウトマウスならびにダブルノックアウトマウスでは何の欠陥も観察されていない。しかし、hemicentin-1 
の変異が加齢黄斑変性の発症に関わっているということや心筋梗塞後の再構築において、hemicentin-1が心臓線
維芽細胞の遊走能に寄与していることを報告され、本研究で得られた基礎知見はhemicentinの変異・異常による
疾患の病態の理解にも寄与すると考えられる。

※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 
 Hemicentinは線虫において him (high incidence of males) 表現系に関与する遺伝子のひとつで
ある him-4 遺伝子によりコードされるタンパク質として同定された。him-4 遺伝子変異は、生
殖細胞系の染色体損失、細胞遊走の欠如並びに組織脆弱性を惹き起こすことが報告されている 
(Vogel et al., Development, 2001)。脊椎動物では hemicentin-1と -2の２種類のアイソフォームが
存在し、これらの C末部分の構造が細胞外マトリックスタンパク質のフィブリンファミリーと
類似していることから、このファミリーに分類されるが、分子の大部分を占める immunoglobulin 
module (IG) は他のフィブリンファミリータンパク質には存在しない。 
 ゼブラフィッシュの鰭に水疱を形成する遺伝子変異の解析により、これまでに Fraser 
syndromeの原因遺伝子として同定された FRAS1, FREM1, FREM2以外に hemicentin-1 と 
proprotein convertase である furin の変異もこの疾患群の発症に関わることが示唆された 
(Carney et al., Plos Genet. 2010)。また、ヒトでは、hemicentin-1 の変異が加齢黄斑変性の
発症に関わっているという報告がある (Schlutz et al., Hum. Mol. Genet., 2003)。さらに、
Chowdhuryらは、心筋梗塞後の再構築において、hemicentin-1が心臓線維芽細胞の遊走能に
寄与していることを報告している (Chowdhury et al., Cardiovasc. Res., 2014)。 
 
２．研究の目的 
 Hemicentin は線虫においてはじめて同定された分子量６０万の細胞外マトリックスタンパ
ク質である。これまでの機能解析はほとんど線虫で行われ、このタンパク質の性状解析は言う
までもなく、哺乳類における発現様式ならびに機能はまだ不明な点が多い。したがって、本研
究ではヒト hemicentinsをリコンビナントタンパク質として発現・精製し、それらの性状なら
びに in vitiroでの機能解析を遂行する。さらに抗体を作製し、マウスでの組織分布を調べる。
得られる基礎知見は hemicentin の変異・異常による疾患の病態の理解にも寄与すると考えら
れる。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト hemicentin-1 と hemicentin-2の発現ベクターの構築 
 Hemicentin-1の cDNAはヒト網膜色素上皮細胞の RNAから、また、hemicentin-2の cDNAは
市販のヒト胎児心臓由来の RNAを用いて、PCRにより得た。全長の cDNAはどちらも 15kb と
長く、それぞれいくつかのフラグメントに分け、PCR を行った。また、抗体作製のために
hemicentin をいくつかのドメインに分けて発現させた。目的のタンパク質の発現が検出できる
ように His タグをつけて発現させた。下図は hemicentinのドメイン構造と抗体作製のために発
現させたドメインを示す(hemicentin-1は、vWA, TSP1, G2F と EG-FC, hemicentin-2は vWA と
EG5-6＋FC)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、両方の vWA+IGドメインの発現ベクターも作製した。 
 
(2) リコンビナントタンパク質の発現と精製 
 作製した発現ベクターをヒト胎児腎臓由来の HEK293細胞へトランスフェクションした。His
タグにより発現を検出できた細胞を無血清培地で培養し、回収した培地から目的のタンパク質
を精製した。his タグを用いた精製は効率が良くなかったので、従来のイオン交換クロマトグ
ラフィーならびに分子篩クロマトグラフィーを用いて精製した。 
 
(3) hemicentin に対する抗体の作製とマウスにおける発現解析 
抗体は上記のようにいくつかのドメインに対する抗体をウサギまたはモルモットを免疫して



作製した。得られた抗血清からそれぞれの抗原を結合したカラムを用い、アフィニティ精製し
た抗体をマウスでの発現解析に用いた。8週齢のマウスから種々の臓器を取り出し、O.C.T.コン
パウンドに包埋・凍結した。凍結切片作製後、冷アセトン固定し、免疫染色を行った。 
 
(4) hemicentinの機能解析 
 ① 他の細胞外マトリックスタンパク質に対する結合能 
  ELISAプレートに hemicentin-1 または hemicentin-2を固相化し、種々の細胞外マトリックス
タンパク質を soluble ligandとして用い、それぞれのタンパク質に対する特異抗体を用い、結合
したタンパク質を定量した。 
② hemicentinの細胞接着能 

  hemicentin-1 または hemicentin-2を固相化した 96 well plateへの種々の細胞の接着を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) リコンビナントタンパク質の発現と精製 
 それぞれのリコンビナントタンパク質の発現は his tagにより検出した。それぞれの発現量は
異なっていたが、精製可能な発現量であった。しかし、his tagは精製には使えなかったので、
通常のクロマトグラフィーにより精製した。Full lengthならびに vWA＋IGドメインは特に精製
後の溶解度が低かった。Hemicentin-2の G2Fドメインの発現量は極めて高かったが、精製過程
で凝集・沈殿し、精製は困難であった。抗体作製のためのフラグメントを精製でき、免疫に用
いた。 

Hemicentin-1の EG＋FCのフラグメントは EG4と EG5で切断されていて、C末側のフラグメ
ントの N末端のアミノ酸配列から、フリンがこの切断に関わっていることと、組織では C末部
位は切断され残っていない可能性が示唆された。 
 
(2) マウス組織での局在解析 
  Hemicentin-1のマウス組織での局在解析は Dr. Miner (Washington University, USA）と共同研
究として行い、Hemicentin-1 ノックアウトマウスを用いて作製した抗体の特異性を確認した。
マウス腎臓では、種々の血管に発現が認められたが、以前発現が報告された糸球体基底膜での
発現は確認できず、メサンギウムに一過性の発現が認められた。ひげ毛包/毛包の外側の毛根鞘    
並びに結合組織鞘の基底膜に、眼では、胸膜、角膜、脈絡膜ならびにブルッフ膜で発現が確認
された。さらに、脾臓の T細胞ゾーンに、リンパ節では B細胞濾胞に存在する導管内に検出さ
れ、導管内腔に存在する I型コラーゲン線維と絡み合うかまたは並行して観察された。 
 一方、ヒト hemicentin-2 に対する抗体ではマウス組織における発現局在を検出することがで
きなかったので、マウス hemicentin-2 の N 末にある vWA ドメインに対する抗体を作製した。
Hemicentin-2 の発現は hemicentin-1 に比べると微量であるが、この抗体を用いた染色では、一
部の血管、毛包基底膜、小腸の粘膜下組織に発現が観察された。 
 
(3) Hemicentinsと他の細胞外マトリックスタンパク質との結合性 
 これまでに nidogen, fibulin-1, perlecanと collagen (I, III, IVと V型)などのタンパク質との結合
を調べたが、これまでのところ、顕著な結合が認められたのはどちらの hemicentinについても
基底膜の成分である nidogen-1 と nidogen-2 だけであり、さらに検索中である。それぞれの
hemicentinの nidogen-1ならびに nidogen-2への結合はラミニンの鎖への親和性に近かった。ま
た、nidogen-1 のフラグメントを用い、結合部位の検索を行ったが、nidogen-1 の結合部位はラ
ミニンの鎖と同様に C 末の G3 ドメインであった。一方、抗体作製のために精製した
hemicentin-1のフラグメントを用いどの部位に nidogen-1が結合するか調べた結果、分子の C末
部位 (TSP1, G2, EGF- like と FCドメイン)に結合することが分かった。 
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