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Dominant‘ and recessive compound heterozygous mutations

in epidermolysis bullosa slmpleXdemonStratetheroleofthe

  Stutterteglonlnkeratinintermediate丘 1amentaSSembly・

  （優性と劣性の複合ヘテロ変異より発症した単純型表皮水疱症の研究によル

  ケラチン中間径線維形成におけるスタッター領域の重要性が示唆された）

学位論文内容の要旨

  ケラチン中間径線維はケラチノサイトの形態や機能を維持する重要な構造蛋白である。表
皮基底細胞ではケラチン5とケラチン14が発現しているが、このどちらかの遺伝子の一方の
alleleに変異が生じるとケラチン線維形成が障害され、基底細胞が脆弱となり単純型表皮水疱
症くepidermo．炒sisbl】］】osasmlpleX；EBS）をひき起こす。EBSは軽症型のWeberCock舛砲
型（EBSI．WC）、中間型のK6bner型（EBS一K冫、最重症型のDOWling－Meara型（EBS－DM）
に分類される。EBSの重症度とケラチン分子内の変異部位に｜餅B関がみられる。ケラチン分
子はaヘリックス構造をとるロッドドメイン（1A，1B，2A，2B）と非ヘリックス構造のりン

カー領域より構成されるが、線維形成の初期の段階に重要とされるロッドドメインの両端に
変異が生じるとEBSlDMとなる。EBS―DM患者の培養ケラチノサイトではケラチンが線維
構造を形成できずに小球状に凝集する像が観察される。
  今回まずは臨床症状が患者間で異なるEBSの一家系について詳細に研究した。発端者は出
生時より全身に水疱形成があり、22歳の現在も手足に水疱とびらんをくりかえしており
EBS－Kの臨床像であった。亡くなった兄も同様の所見を呈した。一方その父と祖母（双方と
も故人）と父方伯父は長期歩行時に足底に水疱ができる程度で病識も乏しくEBSI丶VCの臨
床像を呈した。この家系についてケラチン5とケラチン14の遺伝子の変異検索をおこなっ
た。発端者の末梢血よりgenomにDNAを抽出し、PCR法にて全てのエクソン領域を増幅し
ダイレクトシークエンス法にて解析したところケラチン5遺伝子にニつの変異を検出した。
これらの変異はコント口ールの健常者100aneleにおいてt搬出されなかったため
po】ymorpHsmではないと考えられた。一つの変異に170K）は1AドメインのN末端の

非常によく保存されたhe1故initiaaonpeptideにあり、水疱症状がある発端者と父方伯父に
認められたことよりEBS―wCをひき起こしている優性型変異と考えられた。もうひとつの
変異（E418K）は発端者と症状のない母と兄に認められ、2Bロッドドメイン内のheptad
repeat構造を中断するスタッターという領域の変異だった。この結果に基づき、スタッター
領域の変異E418Kはもう片方のaueleが野生型の場合は母と兄のように水疱を形成しないが、
E170Kと複合ヘテ口変異を形成した場合はEBSの症状を重症化する劣性型snentの変異で
あるとの仮説を立てた。
  この仮説を証明するため、細胞に変異のあるケラチン5遺伝子を導入し発現させることで
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どのような変化がみられるかを実験した。まずヒトケラチノサイトライブラリーよルケラチ
ン5 cDNAをPCRにて増幅し、pCMVーtagベクターにFLAGエピトープがケラチン5のC

末端に発現するように組み込んだ(pK5F)。この遺伝子を内因性のケラチン5とケラチン1
4を持たないMDCK細胞にりポ製剤を用いて導入し、抗FLAG抗体にて染色しケラチン線

維の発覡を確認した。次にsite―血rectedmutagenesissy・Stemを用いてE170KとE418K

の変異を含むべクター＠K5E170KF、pK5E418KF）をそれぞ抑作成した。この家系の変
異結果と同様にpK5FとpK5E170KF、pK5E170KFとpK5E418KF、pK5FとpK5E418KF
をそれぞれ同時に遺伝子導入し、本症を反映する線維構造がとれず小球状にケラチンが凝集

している細胞の数を比較した。
  pK5FとpK5E170KFを導入した細胞は12．7％にケラチン線維の凝集像が認められたが
pK5E170KFとpK5E418KFの導入では30．0％で有意差が認められた（pく0．05）。pK5Fと

pK5E418KFでは4％であった。この結果はこのEBS家系の患者の重症度をそのまま反映す
るかたちとなった。
  今回の研究により中間径線維のスタッ夕一領域においてはじめて変異（E41810が検出さ

れ、単独では劣性型snent変異であるが優I生型変異と複合ヘテロとなることで臨床症状がさ
らに重症化することがmutroの実験においても証明された。このような優陸と劣性の複合
ヘテロ変異により発症したことが証明された症例はケラチン遺伝子においてはじめてである。

スタッター領域は中間径線維間でよく保存されている部位であるにもかかわらずこれまでそ
の役割は明らかではなく、ケラチン遺伝子においても今までこのスタッ夕一領域に変異は報
告されていない。しかし優I生と劣性の複合ヘテ口変翼より発症した単純型表皮水疱症の今回

の研究によルケラチン中間径線維形成におけるスタッター領域の重要性が示唆された。
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Dominant and recessive compound heterozygous mutations

in epidermolysis bullosa simplex demonstrate the role of the

   stutter tegion in keratin intermediate filament assembly.

（優性と劣性の複合ヘテロ変異より発症した単純型表皮水疱症の研究によル

ケラチン中間径線維形成におけるスタッター領域の重要性が示唆された）

表皮基底細胞のケラチン中間径線維であるケラチン5とケラチン14のどちらか一方の遺伝子の片

方のalleleに変異が生じるとケラチン線維形成が障害され、単純型表皮水疱症(epidermolysis

bullosa simplex; EBS)をひき起こす。EBSは軽症型のWeberICOckayne型（EBS―WC）、中間型の

K6bner型（EBS一K）、最重症型のDowung一Meara型（EBSーDM）に分類される。EBSの重症度とケラ

チン分子内の変異部位には相関がみられ、線維形成の初期の段階に重要とされるロッドドメインの

両端に変異が生じるとEBS－DMとなる。

今回まずは臨床症状が患者間で異なるEBSの一家系について研究した。発端者は出生時より全

身に水疱形成がありEBS－Kの臨床像であった。一方その父とネ且母（双方とも故人）と父方伯父は長

期歩行時に足底に水疱ができる程度で病識も乏しくEBS－v́ Cの臨床像を呈した。この家系につい

てケラチン5とケラチン14の遺伝子の変異検索を行なった。発端者のケラチン5遺伝子にニつの変

異を検出した。一っの変異（E170K）はlAドメインのN末端の非常によ＜：保存されたhel政i11itiation

peptideにあり、水疱症状がある発端者と父方伯父に認められたことよりEBSIv́ Cをひき起こしている

優性型変異と考えられた。もうひとつの変異（E418K）は発端者と症状のない母と弟に認められ、2B

ロッドドメイン内のheptadrepeat構造を中断するスタッターという領域の変異だった。この結果に基

づき、スタッター領域の変異E418Kはもう片方のaueleが野生型の場合は母と弟のように水疱を形成

しないが、E170Kと複合ヘテロ変異を形成した場合はEBSの症状を重症化する劣陸型sdentの変異

であるとの仮説を立てた。この仮説を証明するため、細胞に変異のあるケラチン5遺伝子を導入し発

現させることでどのような変化がみられるかを実験した。まずヒトケラチノサイトライブラリーよルケラチ

ン5cDNAを PCRにて増 幅し 、pCMVlagベクターにFLAGエピトープがケラチン5のC末端に発

現するように組み込んだ（pK5F）。この遺伝子を内因性のケラチン5とケラチン14を持たないMDCK

細胞にりポ製剤を用いて導入し、抗FLAG抗体にて染色しケラチン線維の発現を確認した。次に

site―dぬctedmutagenesisSystemを用いてE170KとE418Kの変異を含むベクター（pK5E170KF、

pK5E418KF）をそれぞれ作成した。この家系の変異結果と同様にpK5FとpK5E170KF、pK5E170KF
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とpK5E418KF、pK5FとpK5E418KFをそれぞれ同時に遺伝子導入し、本症を反映する線維構造が

とれず小球状にケラチンが凝集している細胞の数を比較した。ケラチンの凝集像を呈した細胞の比

率と患者の重症度には相関がみられた。今回の研究により中間径線維のスタッタq頁域においては

じめて変異(E418K)が検出され、単独では劣´陛型silent変異であるが優´陸型変異と複合ヘテロと

なることで臨床症状がさらに重症化することがめvitroの実験においても証明された。このような優性

と劣性の複合ヘテロ変異により発症したことが証明された症例はケラチン遺伝子において初めてで

ある。スタッター領域は中間径線維問でよく保存されている部位であるにもかかわらずこれまでその

役割は明らかではなく、ケラチン遺伝子においても今までこのスタッタ一領域に変異は報告されてい

ない。しかし優r生と劣性の複合ヘテロ変異より発症した単純型表皮水疱症の今回の研究によルケラ

チン中間径線維形成におけるスタッター領域の重要性が示唆された。

  公開発表に際し、副査の本聞研一教授から2つのベクターの細胞導入率と発現率にっいての質

問、EBSの遺伝子治療などの質問、副査の清水宏教授からは今回の研究結果を今後どう役立てる

かの質問、主査の小林邦彦先生からはスタッター領域におけるアミノ酸変化がケラチン構造にどう

影響するかの質問など、多くの質問があったが、申請者は大概適切な解答をなしえた。

  この論文はケラチン遺伝子において優性と劣性の複合ヘテロ変異の存在がはじめて明らかにな

った点、またいままで不明だったケラチン分子のスタッター領域にはじめて変異が確認されこの変

異によルケラチン線維形成障害が助長されたことよりその重要r生が示唆された点が高く評価された。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資

格を有するものと判定した。゛
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