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研究成果の概要（和文）：Exophilin-5の表皮細胞での役割とその分子メカニズムを解析するため、特異的に結
合するタンパク質の探索を行い、細胞接着に関わるタンパク質が複数同定された。それら新規結合タンパク質の
解析を行い、ヘミデスモソーム形成だけでなく、他の接着装置形成についても機能していることがわかった。さ
らにExophilin-5の欠損により、ヘミデスモソームや、他の接着装置形成が阻害され、細胞接着能は低下した。
ノックアウトマウスの皮膚における創傷治癒試験を行ったところ、創傷治癒に遅延がみられた。これらにより、
Exophilin-5は細胞接着装置の恒常性維持において重要な役割を持っていることが示された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the role of Exophilin-5 in epidermal cells and its molecular 
mechanism, we have searched for specific binding proteins of Exophilin-5 and several proteins 
involved in cell adhesion were identified. Analysis of these novel binding proteins revealed that 
Exophilin-5 functions not only in hemi-desmosome formation but also in the formation of other 
adhesion machinery. Furthermore, deletion of Exophilin-5 inhibited hemi-desmosome and other adhesion
 machinery formation and reduced cell adhesion ability. We examined wound healing assay in knockout 
mouse skin and the wound healing of knockout mice was delayed compared with wild-type mice. 
These results indicate that Exophilin-5 plays an important role in the homeostasis of the cell 
adhesion machinery.

研究分野： 細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
表皮水疱症は、重篤な先天性疾患であり、日常生活が著しく制限され、未だに対症療法しかない難病である。
Exophilin-5は単純型表皮水疱症の原因遺伝子として同定されたが、その詳細な作用機序はほとんどわかってい
なかった。本研究により、Exophilin-5が複数の細胞接着装置構成たんぱく質と相互作用し、細胞接着装置の恒
常性維持において重要な役割を持っていることが示されたことにより、単純型表皮水疱症の治療において重要な
知見を得ることができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
皮膚は、外界に接する側より、表皮、真皮、皮下組織で構成され、表皮と真皮の間には表皮基

底膜と呼ばれる、ラミニン 332 や IV 型コラーゲン等で構成された細胞外マトリックスの薄い膜
構造が存在する。最下層にある基底細胞は、ヘミデスモソームと呼ばれる細胞接着装置を構成す
る、インテグリン α6β4 や XVII 型コラーゲンが、基底膜のラミニン 332 と結合することによ
り、強固に固定されている。また、細胞間はデスモソームやアドヘレンスジャンクション（接着
結合）によって結合し、その結果強固な表皮構造が形成される。表皮水疱症は、先天的に皮膚が
脆弱で、生後早期から、わずかな外力で全身に水疱、びらんの形成が起こる遺伝性疾患である。
重症化すると日常生活が著しく制限され、未だに対症療法しかない難病である。機械的刺激によ
り生じる裂隙の形成部位により、病型が分かれ、基底細胞内に裂隙を生じるものを単純型と呼び、
その原因遺伝子の一つ、ケラチン 5 と 14 は、ヘテロダイマーを形成し、トノフィラメントと呼
ばれる細胞骨格を構成し、基底細胞を基底膜につなぎとめる役割をしているヘミデスモゾーム
につらなっており、その線維変性は、基底細胞の脆弱化を引き起こす。他、BP230 やプレクチン
の変異でも、この単純型を引き起こす。また、ラミニン 332、インテグリン α6β4、XVII 型コ
ラーゲンの変異では、接合部型と呼 ばれる表皮水疱症を引き起こすことが知られている。この
ように、表皮水疱症の多くは、ヘミデスモソームを中心として構成されるタンパク質の変異によ
って起きる。近年それとは全く別のタイプである、Exophilin-5 遺伝子の異常が単純型表皮水疱
症を引き起こすことが示された（McGrath et al., Am. J. Hum. Genet. (2012)）。  
Exophilin-5 は、細胞内小胞を細胞膜に融合させて、細胞膜や細胞外に生理活性分子や細胞膜

タンパク質等を供給する、調節性分泌経路を制御する単量体 GTPase Rab27（Rab27a と Rab27b が
ある）のエフェクタータンパク質として発見された、Exophilin(エキソフィリン)ファミリーの
一つである（Izumi et al., Cell Struct. Funct. (2003)）。Exophilin-5 は、2000 近いアミノ
酸数から成る巨大なタンパク質であるが、Rab27 結合領域以外に明らかな機能ドメインは知られ
ておらず、その作用機序はわかっていない。調節性分泌経路とは、生理活性分子や細胞膜タンパ
ク質等を、外的刺激に応じて細胞外、細胞膜に輸送する経路であり、厳密に制御されている。細
胞内小胞輸送（メンブレントラフィック）に機能する単量体 GTPase であり、60種程度存在する
Rab ファミリーの中で、Rab27 は 10 種以上のエフェクターとそれぞれ結合して、調節性分泌経路
を制御する。そのエフェクターの一つである Exophilin-5 は、その遺伝子変異が常染色体劣性遺
伝性の表皮水疱症を引き起こすことが報告されているが、具体的な機能や作用機序はほとんど
わかっていない。これまでにヒト表皮水疱症における Exophilin-5 遺伝子変異は、数例報告され
ているが、遺伝子変異と患者の症候の記述がほとんどであり、分子機能にまで迫る例はない。細
胞生物学的なものでは、HeLa 細胞でのノックダウンにより、エキソソームの分泌が抑制される
という報告（Ostrowski et al., Nat. Cell. Biol. 2012）があるが、この研究では、抗体など
で内在性 Exophilin-5 タンパク質を確認しておらず、タンパク質の解析はほとんど行われてい
ない。近年、表皮ケラチノサイトとExophilin-5の関係が報告されたが (Bare et al., J.Invest. 
Dermatol. 2020)、ケラチノサイトの接着と遊走の減弱が、Exophilin-5 のエキソソーム分泌制
御系と関係があるだろうという報告だけであり、分子機構解明には遠く及ばないのが現状であ
る。 
本研究を遂行することにより、表皮水疱症病態生理解明だけではなく、皮膚組織の恒常性維持

の基となる、 基底細胞の生理機構を解明する可能性を考えた。また、異なる細胞接着系それぞ
れが機能するのではなく、Exophilin-5 を介した未解明の機能連関システムが存在する可能性も
考え、ノックアウトマウスとケラチノサイト細胞株の両面で行われる本研究の成果を期待した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、調節性分泌経路を制御する Rab27 エフェクターの一つである、Exophilin-5 によ

る新たな細胞接着装置制御機構の解明をすることにより、表皮水疱症の病態生理における新し
い知見を得ると共に、表皮形成の恒常性維持の仕組みを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
 
３−１プルダウン法による、新規 Exophilin-5 結合タンパク質の同定  
現在、Exophilin-5 が結合活性を示す分子として、GTP 結合型（活性化型）Rab27 のみが知ら

れている。しかしこれら相互作用のみでは、どのようなメカニズムで表皮水疱症に関与している
かを説明するのは難しく、さらに機能未知の領域もあることから、他にも結合パートナーが存在
することを予想し、新規結合たんぱく質の探索を行った。方法は Exophilin-5 のＮ末に Strep-
Tactin-tag を付与したたんぱく質を発現するアデノウイルスを作成し、それを A549 ヒト肺胞基
底上皮細胞に感染させ、Strep-Tactin-tag を利用したプルダウン法により行った。 



３−２複合体解析 
 新規 Exophilin-5 結合タンパク質候補群を、それぞれの特異抗体を用いたウエスタンブロッ
ト法にて結合の確認を行った。 
 
３−３shRNA 発現レンチウイルスによる、Exophilin-5 安定ノックダウン HaCaT 細胞の作製 
 HaCaT ヒトケラチノサイト細胞株に対して、レンチウイルス感染による安定的 shRNA 発現を用
いた RNAi による、Exophilin-5 ノックダウンを行った。その後免疫染色法によるへミデスモソ
ームやデスモソーム、アドヘレンスジャンクション形成を観察した。 
 
３−４CRISPR/Cas9 法による Exophilin-5 ノックアウト HaCaT 細胞の作製 
 gRNA 及び Cas9 発現レンチウイルスを作成し、HaCaT ヒトケラチノサイト細胞株に感染させ、
その後単一細胞をクローン化して Exophilin-5 の発現がノックアウトされている細胞を単離し
た。その後ノックダウン細胞で行われた同様の実験を行った。 
 
３−４へミデスモソーム、デスモソーム、アドヘレンスジャンクション形成の観察と Exophilin-
5 の局在観察 
Exophilin-5 およびその結合たんぱく質の細胞内局在を、A549 ヒト肺胞基底上皮細胞及び

HaCaT ヒトケラチノサイト細胞株に対して調べた。方法はそれぞれの特異抗体を用いた間接蛍光
抗体法と、Strep-Tactin-tagを付与したExophilin-5を発現させるアデノウイルスを感染させ、
その後 tag を認識する抗体を用いた方法を用いた。 
 
３−５Exophilin-5 ノックアウトマウスの解析 
 Exophilin-5 ノックアウトマウスを作成し、マウス背部の円形皮膚全層欠損創による創傷治癒
アッセイを行った。 
 
４．研究成果 
 
研究代表者は、なぜ Exophilin-5 の欠損が単

純型表皮水疱症を引き起こすのか、その分子機
構の手がかりを得るため、Exophilin-5 に特異
的に結合するタンパク質の網羅的探索を行っ
た。その結果、ヘミデスモソームやデスモソー
ムを構成するたんぱく質群に加え、アドヘレン
スジャンクションを構成するたんぱく質を同定
し、さらにこれまでにあまり機能のわかってい
ないケラチン結合タンパク質の一つを同定した
（図１）。これらと Exophilin-5 との結合は、平
常な細胞接着装置形成に機能する可能性が示唆
された。 
次に Exophilin-5 の表皮細胞での役割とその

分子メカニズムを解析するため、shRNA 発現レ
ンチウイルスによる、Exophilin-5 安定ノック
ダウン HaCaT 細胞、及び CRISPR/Cas9 系を用い
て Exophilin-5 ノックアウト細胞を樹立した。
Exophilin-5 ノックアウト細胞では、ノックダ
ウン細胞での解析結果と同様に、細胞接着能は
低下し、細胞遊走能は逆に促進することを確認
した。 

ケラチノサイトは、カルシウム濃度の変化に
よって角化細胞への分化が制御されており、低
（30uM）・高(2.8mM)カルシウム濃度での接着装
置の形成が変化する、カルシウムスイッチと呼
ばれる機構が存在する。低カルシウム濃度では
基底細胞様の形態を示し、ヘミデスモソームを
多数形成する。一方で高濃度カルシウム濃度で
はヘミデスモソームは著しく減少し、代わりに
デスモソームやアドヘレンスジャンクションの
細胞膜上への形成が促進される。それぞれの条
件下で、Exophilin-5 KO HaCaT 細胞を観察した
ところ、低カルシウム濃度での、ヘミデスモソ
ームマーカーであるインテグリンα６やインテ
グリンβ４の抗体を用いた細胞染色を行い、細
胞内局在を調べたところ、通常の細胞とは異な

図1:A. Exophilin-5結合タンパク質の探索。

矢印は特異的バンド。 

B. Exophilin-5 抗体による免疫沈降実験と、

イムノブロットの図。 

図 2:Integrinα6 染色によるへミデスモソ

ームの観察。 



り、Exophilin-5 ノックアウト細胞では、ヘミデ
スモソーム形成が著しく減少していることがわ
かった（図２）。さらに新規 Exophilin-5 結合タ
ンパク質の知見から、デスモソーム形成やアドヘ
レンスジャンクション形成においても機能する
可能性を考え、高カルシウム濃度下で、デスモソ
ームマーカーであるデスモプラキン３や、アドヘ
レンスジャンクションマーカーである E-カドヘ
リンの抗体による細胞染色を行い、細胞内局在を
調べたところ、これらの形成においても阻害され
ていることがわかった（図３、図４）。これらの
知見から、Exophilin-5 は表皮ケラチノサイトが
基底細胞から角化細胞へと分化していく過程の
中で、必要な接着装置の機能発現をスイッチさ
せる機能がある可能性が考えられた。 
 次に Exophilin-5 の細胞内局在を調べた。
Strep-Tactin-Exophilin-5 発現アデノウイルス
を HaCaT 細胞に感染させ、その後 Strep-tag 抗
体と、各種マーカー抗体を用いた共染色を行った
ところ、Exophilin-5 は後期エンドソーム・リソ
ソームに局在することが分かった。さらに各種細
胞接着装置マーカーと共局在した。 
 次に Exophilin-5 ノックアウトマウスを用い
た実験を行った。マウス皮膚における創傷治癒試
験を行い、野生型と Exophilin-5 ノックアウトマ
ウスを比べたところ、ノックアウトマウスでは創
傷治癒に遅延がみられた(図５)。これらの結果よ
り、Exophilin-5 は細胞接着装置の恒常性維持に
おいて重要な役割を持っていることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3:Desmoglein3染色によるデスモソーム

の観察。 

図 4:E-cadherin 染色によるアドヘレンス

ジャンクションの観察。 

図 5:Exophilin-5 KO マウスの皮膚全層欠

損創傷による創傷治癒アッセイ。 
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