
北海道大学・医学研究院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

劣性栄養障害型表皮水疱症の線維芽細胞が創傷治癒と癌発生に果たす機能を解明する

The critical role for fibroblast in RDEB-SCC patients

９０３９９９１５研究者番号：

秦　洋郎（Hata, Hiroo）

研究期間：

１７Ｋ１０２２３

年 月 日現在  ２   ７   ７

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、劣性栄養障害型表皮水疱症(RDEB)患者の線維芽細胞の機能解析をおこな
い、RDEBにおける「創傷治癒障害」と「有棘細胞癌発生」の病態解明をおこなった。RDEB患者線維芽細胞に特異
的な分子発現を同定し、その分子が「創傷治癒障害」および「有棘細胞癌発生」に関与する分子機構を明らかに
してきた。まず、北海道大学病院皮膚科のRDEB全患者（40例）およびその患者に生じた有棘細胞癌発生状況を観
察した。有棘細胞癌の進展に関与する分子（TRIM29,ケラチン）の発現解析をおこなった。RDEB患者における有
棘細胞癌部の臨床検体を収集した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed a functional analysis of fibroblasts in a 
patient with recessive dystrophic epidermolysis bullosa (RDEB) to elucidate the pathophysiology of "
wound healing" and "squamous cell carcinoma" in RDEB. We have identified the expression of a 
specific molecule in RDEB patient fibroblasts and have clarified the molecular mechanism that the 
molecule is involved in "impaired wound healing" and "squamous cell carcinoma". First, We have 
observed the incidence of squamous cell carcinoma occurring in all RDEB patients (40 cases) at the 
Hokkaido University Hospital. Next, we analyzed the expression of molecules (TRIM29, keratin) 
involved in the progression of squamous cell carcinoma. We collected clinical specimens of squamous 
cell carcinoma in RDEB patients.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 表皮水疱症　創傷治癒　発癌　7型コラーゲン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義として、7型コラーゲン欠損が創傷治癒と発癌機構に与える影響について検討した点が
ある。特に7型コラーゲン欠損線維芽細胞が、創傷治癒障害と有棘細胞癌の発生に関与するメカニズムに注目し
たことがあげられる。新規治療ターゲットとなる分子へのアプローチが可能となる可能性がある。社会的意義と
して劣性栄養障害型表皮水疱症患者の生活の質（QOL）向上に役立つ可能性があると思われる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
表皮水疱症（単純型、接合部型、栄養障害型）
は、先天的に皮膚が脆弱で、わずかな外力で
も生後早期から水疱、びらん、潰瘍を形成す
る遺伝性疾患である。このうち栄養障害型
は、表皮と真皮との接合において、重要な役
割を果たしている係留線維を構成するⅦ型
コラーゲン遺伝子の変異によって生じ、常
染色体優性遺伝の形式をとるものと劣性遺
伝 の 形 式 を と る (Recessive dystrophic 
epidermolysis bullosa: RDEB)ものがある。
RDEB における合併症としては、成年期以
降の有棘細胞癌の発生が生命予後に関わる
ものとして重要である（右図）。RDEB 患者
の有棘細胞癌については、以前から瘢痕癌
としての特徴が持つことが報告され、さらに近年 VII 型コラーゲン欠損有棘細胞癌における血
管新生と TGFβsignaling について報告された（JNCI2016）。申請者らも RDEB 患者に生じた
有棘細胞癌部の網羅的遺伝子発現解析を行い、（細胞外マトリックスの分解に関与する）MMP13
の発現が腫瘍部で亢進していることを見出した（Hata H et al. Br J Dermatol, 2015）。また、
RDEB 患者の線維芽細胞は、腫瘍部以外でもがん関連線維芽細胞（CAF：Cancer associated 
fibroblast）と同様の特徴があり、癌の転移・遊走に関連することが示唆されている（Cancer Res 
2016）。しかしながら、RDEB 患者線維芽細胞が有棘細胞癌の発生に果たす役割については明ら
かになっていない。また、RDEB においては、繰りかえす皮膚潰瘍の発生と創傷治癒障害も患
者 QOL を低下させる大きな要因である。創傷治癒遅延の臨床症状からは、（Ⅶ型コラーゲンの
欠損により）皮膚線維芽細胞の増殖能や遊走能が低下していることが予想される。これまで
RDEB 患者の線維芽細胞の研究は主として培養細胞を用いたものであり、生体試料やモデルマ
ウスを用いた分子生物学的研究は十分ではない。以上の学術的背景と申請者のこれまでの研究
成果から、生体試料および RDEB モデルマウス（＝Ⅶ型コラーゲン欠損マウス）を用いた「RDEB
患者の線維芽細胞に特異的な分子発現の同定」という着想を得た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、劣性栄養障害型表皮水
疱 症 (Recessive dystrophic 
epidermolysis bullosa: RDEB)患者
の線維芽細胞の機能解析をおこな
い、RDEB における「創傷治癒障害」
と「有棘細胞癌発生」の病態解明を目
指す（目的）。具体的には、RDEB 患
者線維芽細胞に特異的な分子発現
（遺伝子およびタンパクレベル）を
同定し、その分子が「創傷治癒障害」
および「有棘細胞癌発生」に関与する
メカニズムを明らかにする（右図）。 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
研究開始当初以下の 5 点を予定し、その一部を達成することができた。 
 
(1)RDEB 患者由来線維芽細胞と健常人由来線維芽細胞の遺伝子発現解析 
手術検体を採取し、凍結もしくは次世代保存液である PaxGene で固定する。RDEB 患者の線維芽
細胞の特性を把握するために、患者の正常部および有棘細胞癌周囲の線維芽細胞から抽出した
核酸を用いて、網羅的遺伝子発現解析（マイクロアレイ解析、アフィメトリクス社）を行う。ま
た、癌周囲線維芽細胞のコントロールとして、他の有棘細胞癌（熱傷後瘢痕癌を含む）周囲の線
維芽細胞の検討も行う。組織からの DNA 抽出については、QIAamp micro DNA kit (QIAGEN)もし
くは GeneRead FFPE DNA kit (QIAGEN)を使用し、 血液からの DNA 抽出は、QIAamp Blood DNA 
kit (QIAGEN)を使用する。回収できた DNA については、吸光度計 (Nanodrop) および Q-Bit 
(Thermo Scientific)にて量および質について解析する。また、RNA については、用手的もしく
はレーザーマイクロダイセクション法によって腫瘍および腫瘍間質の線維芽細胞を回収し、RNA
を回収する（RNeasy mini kit, もしくは PaxGene RNA kit, QIAGEN）。 



 
(2)RDEB 患者由来線維芽細胞と健常人由来線維芽細胞の細胞特性の比較 
RDEB 患者および健常人コントロールから初代培養線維芽細胞を樹立する。方法としては、患者
から採取した皮膚検体を、DMEM 培地を含むシャーレに静置し、線維芽細胞を増殖させる。その
後、これらの線維芽細胞の細胞増殖能・遊走能を cell count, ATP assay, scratch test, 
chemotaxis assay などで解析する。上記 1）で著明な発現亢進・低下が認められた遺伝子がある
場合には、それに対する RNA 干渉（shRNA）もしくは過剰発現細胞を樹立し、それらの介入によ
る増殖能・遊走能の変化を解析する。shRNA の導入方法としては、レンチウイルスシステム（pLKO：
シグマ：恒常的発現抑制、もしくは pLKO-tet システム：Addgene：テトラサイクリン誘導性）を
予定している。 
 
(3)RDEB 患者由来線維芽細胞が有棘細胞癌の増殖に果たす役割の検討 
RDEB 患者線維芽細胞が有棘細胞癌の増殖に寄与しているかどうかを検討するために、免疫不全
マウスに対する異種皮下移植モデルを作成し、腫瘍形成能を解析する。具体的には、皮膚有棘細
胞癌 A431 細胞（5.0x105個）と線維芽細胞（1.0x105個）を混合し、免疫不全マウス（Nu/Nu マウ
ス、メス 5週齢）の皮下に注射し、腫瘍の大きさを経時的に観察する。大きさは長径ｘ短径ｘ短
径ｘ0.5 で算出する。大きさに差があった場合には、有棘細胞癌部および腫瘍間質線維芽細胞か
ら核酸を抽出し、遺伝子発現を解析するとともに、癌部の遺伝子変異の差を検討する。また、RDEB
線維芽細胞において特に遺伝子発現が変化している遺伝子がある場合には、それに対する発現
抑制もしくは過剰発現による介入を通じて腫瘍形成能の変化を検討する。 
 
(4)疾患モデルマウスを用いた Validation 
RDEB のモデルマウスとしてのⅦ型コラーゲン欠損マウス(Col7A1-/-)マウスは既に作成済みで
あり、このマウスの線維芽細胞を用いた Validation を行う。分担者清水は北海道大学大学院医
学研究科皮膚科学分野において、世界に先駆けて疾患モデルマウスを作成してきた(Nat Med 
2007, Am J Pathol 2009)。RDEB のモデルマウスとしてのⅦ型コラーゲン欠損マウス(Col7A1-
/-)マウスは完成しており、本研究開発に当該マウスを提供する（当該マウスは、北海道大学大
学院医学研究科動物実験施設にて飼育・管理中である）。創傷治癒に関しては、マウスの皮膚欠
損創の修復にかかる期間の観察および初代培養線維芽細胞の増殖能と遊走能を野生型マウスと
比較する。発癌機構に関しては、マウス B16F10 黒色腫細胞（5.0 x 105個）とモデルマウス由来
線維芽細胞（もしくはコントロール野生型マウス由来線維芽細胞：1.0 x 105個）を混合し、C57BL6
マウス（メス 5 週齢）の皮下に注射し、腫瘍の大きさを経時的に観察する。大きさに差があった
場合には、癌部および腫瘍間質から核酸を抽出し、遺伝子発現を解析するとともに、癌部の遺伝
子変異の差を検討する。また、モデルマウス由来線維芽細胞において特に遺伝子発現が変化して
いる遺伝子がある場合には、それに対する発現抑制・過剰発現による介入による腫瘍形成能の変
化を検討する。 
 
(5)臨床検体を用いた発現解析 
上記（１）～（４）の解析によって、RDEB 患者由来線維芽細胞の特徴、特に有棘細胞癌の発癌過
程と創傷治癒過程にかかわる因子について、候補分子が同定されると考えられる。最後に、これ
らの候補分子について、多くの臨床検体を用いて、遺伝子発現・タンパクレベルでの発現を定量
的 PCR、In situ hybridization、免疫染色などを用いて検討する。ホルマリン固定もしくは凍
結保存皮膚組織検体を用いて免疫染色法を用いて検討する場合には、コントロールとして、正常
皮膚組織（患者検体腫瘍周囲）、RDEB 患者以外の皮膚有棘細胞癌、熱傷瘢痕癌、脂漏性角化症な
どの良性腫瘍を併せて検討する。発現レベルの解析は、皮膚科医もしくは病理医 2 名によって、
免疫染色スコア（染色強度 0～3点、染色割合 0～3点、合計 0～6点）を測定し、統計学的解析
を行う。 
 
４．研究成果 
本研究では、劣性栄養障害型表皮水疱症(Recessive dystrophic epidermolysis bullosa: RDEB)
患者の線維芽細胞の機能解析をおこない、RDEB における「創傷治癒障害」と「有棘細胞癌発生」
の病態解明を目指す。具体的には、RDEB 患者線維芽細胞に特異的な分子発現（遺伝子およびタ
ンパクレベル）を同定し、その分子が「創傷治癒障害」および「有棘細胞癌発生」に関与する分
子機構を明らかにしてきた。 
 
３年間の研究において以下を実施した。 
（１）北海道大学病院皮膚科に過去もしくは現在通院中の RDEB 全患者（40 例）およびその患者
に生じた有棘細胞癌発生状況（40 例中 3 例に生じている）のリスト化、臨床情報の収集、有棘
細胞癌の進展に関与する分子（TRIM29,ケラチンの染色）を実施。RDEB 患者における有棘細胞癌
部および非癌部（コントロール部）の臨床検体の収集（ホルマリン、凍結検体、RNA）。合計 40 箇
所以上の有棘細胞癌部検体および非癌部検体を得た。RDEB 有棘細胞癌部および非癌部の線維芽
細胞の初代培養をこころみた。RDEB モデルマウス（Ⅶ型コラーゲン欠損マウス）を樹立した。 

 



（２）RDEB 患者線維芽細胞が有棘細胞癌の増殖に寄与しているかどうかを検討するために、ま
ず免疫不全マウスに対する異種皮下移植モデルを作成し、腫瘍形成能を解析した。具体的には、
皮膚有棘細胞癌 A431 細胞を、免疫不全マウス（Nu/Nu マウス、メス 5 週齢）の皮下に注射し、
腫瘍の大きさを経時的に観察した。次に、線維芽細胞と混合して A431 細胞を皮下移植したが、
A431 単独の場合と変化は認めなかった。 
 
（３）劣性栄養障害型表皮水疱症患者皮膚における癌遊走関連分子 TRIM29 の発現解析では、非
癌部における TRIM29 発現は保たれており、一方有棘細胞癌の部位では TRIM29 発現は低下して
いた。これは表皮水疱症患者とそれ以外の皮膚有棘細胞癌で共通してみられる発現様式であっ
た。 
 
以上から、今回の研究からは、RDEB 線維芽細胞の発癌・転移における意義は明らかにできなか
った。今後は、臨床的な皮膚欠損部および皮膚切除部の観察によって、創傷治癒における 7型コ
ラーゲン欠損の意義を検討する予定である。 
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