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研究成果の概要（和文）： 
ヘミデスモソーム（HD）は表皮・基底膜間の接着を担うタンパク質複合体である。私は、
これまで困難とされていたヒト表皮培養細胞からHD構成タンパク質を豊富に含む画分を
単離する事に初めて成功した。この試料に含まれるポリペプチド鎖を質量分析で解析した
ところ、既知の HD 構成タンパク質に加えて、複数種のタンパク質が検出された。これらの
タンパク質は HD と何らかの形で協同しながら表皮・基底膜間接着に寄与している事が考え
られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Hemidesmosomes (HDs) are protein complexes connecting epidermal basal cells to underlying 
basement membranes. The present study describes, for the first time, a method to prepare a 
fraction highly enriched with HD proteins from human material. Mass spectrometry and 
immunoblotting analyses demonstrated that the fraction contained newly identified proteins in 
addition to known HD components. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヘミデスモソームは主に表皮などの上皮
組織において細胞を基底膜に結び付けてい
るタンパク質複合体である。これまでに分
かっているヘミデスモソームの主要な構成
タンパク質は、接着受容体として働く３種
類の膜貫通型タンパク質（インテグリンα6、
インテグリンβ4、BP180）と膜貫通型タン
パク質を細胞骨格につなげる２種類のアン
カータンパク質（プレクチン、BP230）の 5
種類のみである。これら 5 種類のヘミデス
モソーム構成タンパク質は、いずれも上皮
と基底膜の接着に重要な役割を果たしてい
る。また、ヘミデスモソーム構成タンパク
質は自己免疫性および遺伝性の表皮水疱症
の原因分子としても知られている。しかし、
５０種類近いタンパク質が関与していると
いわれるアクチン系の接着装置フォーカル
アドヒージョンに比べると、既知の主要構
成タンパク質数が５種類とはいかにも少な
い。いまだ未知のヘミデスモソーム構成タ
ンパク質が多く存在する可能性があると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
このような背景の下、私はヒト培養細胞

からのヘミデスモソーム単離法の確立し、

さらに調製した画分中のポリペプチド鎖を

質量分析法で解析する事で、ヘミデスモソ

ームの新規構成タンパク質を発見すること

を目的に研究をおこなった。 
 
３．研究の方法 
ヘミデスモソーム豊富（HD-rich）画分の単
離法 
 ヒト扁平上皮癌由来の培養細胞株である
DJM-1 細胞は Eagle’s medium (含 0.4 μg/ml 
hydrocortisone, 20 ng/ml epidermal growth 
factor, 40 mM glutamine, 2.5% NaHCO3 およ
び 10% fetal bovine serum) 、不死化したヒ
ト角化細胞由来の培養細胞株であるHaCaT 細
胞は DMEM ; Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium (含 40 mM glutamine, 2.5% NaHCO3
および 10% fetal bovine serum) を用いて
37℃, 5% CO2 で培養した。 
 長期培養ではコンフルエントになるまで
Eagle’s medium または DMEM で培養し、その
後2週間はインビトロジェン社のカルシウム
不含角化細胞用培養液 (KGM)を用いて培養
をおこなった。 
 また、HD-rich 画分を得るためのカルシウ
ム濃度の検討においては、培養液(B)および
培養液(B)にCaCl2を最終濃度がそれぞれ0.1 
mM、0.5 mM、1 mM になるように添加した培養
液を用いて培養をおこなった。 
 培養後の細胞を PBS で 3 回洗い、33 mM ア

ンモニア水 (pH 11.0) で 5 分間処理した。
細胞が完全に剥がれたことを確認した後、
DDWで 3回すすぎ、さらにPBSで 3回洗った。
その後、0.1 % Triton X-100 (in PBS) で 5
分間処理して HD 以外の Tx-100 可溶性の膜タ
ンパク質を除き、PBS で 3 回洗った。SDS-PAGE
にはこの培養皿上に残ったヘミデスモソー
ムを2%のSDSを含む少量の緩衝液に溶かした
ものを用いた。 
 SDS-PAGE で分離した各ポリペプチド鎖を
in-gel digesition し、質量分析計にて解析
した。質量分析には ESI-イオントラップ型質
量分析装置 MAGIC-LCQ (TermoQuest) を使用
した。測定されたペプチド断片群の質量をも
とに、Mascot 
(http://www.matrixscience.com/) を用い
て NCBInr と SWISS-PROT データベースを検索
した。 
 
４．研究成果 
 培養表皮角化細胞から HD-rich 画分を得
るために最も適した条件はヒト角化表皮培
養細胞株である DJM-1 をまず通常の血清含
有培地で培養し、培養皿底面を完全に覆う
状態になってから、インビトロジェン社か
ら購入した無血清角化細胞用培地 KGM 中で
約 10 日間培養する。この際、カルシウムは
添加しない。このような条件下で培養した
細胞の形成するヘミデスモソームの形態を
透過型電子顕微鏡を使って観察したところ、
通常培養条件下では認められないプラーク
構造が観察され、質的にも成熟したヘミデ
スモソームが形成されていることが明らか
となった。HaCaT 細胞を同様の条件で培養
しても、HD 成分を多く含む画分は得られな
かった。この結果によって、初めてヒト培
養細胞から HD 構成タンパク質を豊富に含
む画分を得る方法が確立された。また、確
立した条件下で培養した DJM-1 細胞のマト
リックスにはプロセシングを受けていない
ラミニン332のα3鎖とγ2鎖がメジャーな
成分として含まれていた。プロセシングを
受けていないα3鎖とγ2鎖はラミニン332
の蓄積と関係することが知られている。私
はプロセシングが抑制されたためにラミニ
ン 332 が蓄積し、その結果ヘミデスモソー
ムが濃縮したのではないかと考えた。 
 そこで、次に、ラミニン 332 のプロセシ
ング抑制と HD 蓄積のメカニズムについて
調べた。まず、表皮細胞においてラミニン
332 のプロセシング酵素として知られてい
る BMP-1 に注目して実験をおこなった。そ
の結果、(1)BMP-1 がカルシウム依存的に細
胞外への分泌量が上昇すること、(2)BMP-1
はカルシウム存在下においてのみ、活性型
となっていることが明らかとなった。さら
にNon-processed formのラミニン332を含



 

 

むマトリックス上に、ラット表皮由来の
FRSK 細胞を plating し、3 時間経過した時
点での HD 形成を観察したところ、
Processed form のラミニン 332 を含むマト
リックス上にplatingしたFRSK細胞に比べ
てより早く HD 形成が起きることがわかっ
た。以上の実験結果から、カルシウム不含
KGM 下では、Ca2+依存性の BMP-1 のプロテア
ーゼ活性が抑えられると同時に、分泌量も
著しく低下する事で、non-processed form
の Lm332 が蓄積されたのではないかと考え
られた。また、Non-processed form のラミ
ニン332はProcessed formに比べてより高
い HD 形成促進能をもつことが示唆された。 
 さらに、DJM-1 細胞から得られた HD-rich
画分中のポリペプチドを一次元 SDS-PAGE
によって分離し、各バンドに含まれるポリ
ペプチドを質量分析による解析した。その
結果、既知のヘミデスモソーム構成成分と
ラミニン 332 以外にも、マイナー成分なが
ら、数種類のタンパク質が含まれる事が明
らかとなった。これらタンパク質について
解析を進めたところ、膜貫通型タンパク質
である lutheran と細胞外マトリックスタ
ンパク質 Tinal がケラチノサイトの細胞・
基質間接着に関わる分子として同定された。
Lutheranはラミニン511の接着受容体とし
て知られている。ラミニン 511 は、ヘミデ
スモソームのリガンドであるラミニン 332
とは異なり、インターヘミデスモソームの
接着に関わると考えられている。このこと
から、HD-rich 画分にはヘミデスモソーム
以外に、ラミニン 511 と lutheran を含む接
着タンパク質複合体が含まれている可能性
が考えられる。Tinal は、これまで上皮基
底膜への局在は報告されていなかった。私
たちの研究によって、Tinal は重層上皮だ
けでなく消化管単層上皮の基底膜にも局在
している事がわかった。さらにケラチノサ
イトではTinalはIV型コラーゲンと相互作
用している事、接着実験の結果から、Tinal
がケラチノサイトの細胞・基質間接着を直
接的に仲介し得ることが明らかとなった。
臨床研究においても、皮膚科医との共同研
究の結果、これまで検出が難しかった自己
免疫性皮膚疾患の自己抗原の同定が、
HD-rich 画分を用いる事で容易になる事が
確かめられた。 
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