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要 旨

DJzsto"jamIJscIIﾉoru", (dt)マウスは助Sm"i"遺伝子(Dsr,別名助agI)の変異によってジ

ストニア様の運動障害を示す自然発生突然変異マウスである.Dstは組織ごとに異なるアイソ

フォームを発現し，皮層型アイソフォームは表皮と真皮の間の接着装置であるヘミデスモソー

ムの構成タンパク質であるDst-e (Bpagle,BP230)をコードする． ヒトDst-eのホモ接合体

変異は,表皮下に緊満性水庖が生じる単純性表皮水庖症[epidermolysisbullosasimplex(EBS)]

の原因となる．本研究では最近新しく遺伝子変異が同定されたDsrdr-2ﾇRb”マウスの皮層を組織

学的に解析した．肉眼所見では,Dstdr-z3Rbrcホモマウスの皮層に明らかな異常は認められなかつ
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たが，尾の皮層において表皮と真皮の接着強度の低下が確認された．ms/mhybridization法に

より皮層におけるDst-eの遺伝子発現を検討したところ,Dstdr-"R6rcホモマウスの皮虐におい

てDsr-eの発現は検出されなかった．次に，ヘマトキシリン・エオジン (HE)染色と抗pan-

Keratin抗体(KL-1)の免疫染色を行い，光学顕微鏡観察を行ったところ，表皮内と真皮内の

構造に異常は認められなかったが，表皮真皮接合部に一部裂隙がみられ， そこに水庖が観察さ

れた． また抗Uchll (PGP9.5)抗体の免疫染色により,Dsrdr-"R6rcホモマウスの表皮と真皮

において感覚神経終末の減少が認められた． さらに電子顕微鏡観察により，上皮細胞一基底膜

間の接着装置であるヘミデスモソームにおいてDst-eにより構成される細胞膜裏打ち構造の消

失が観察された．以上の結果から,Dstdr-a3R6rcホモマウスではへミデスモソームの構造異常に

よって表皮と真皮の接着強度が低下して,これにより表皮下に水庖が生じると考えられた．従っ

て〃Srdr-2ﾇR6”マウスはEBSの新規モデル動物として有用である．

キーワード:Dysto"iamIJsc"ﾉorum((fr)マウス,Dsrdr-a3Rbrcアリール,Dst-e(BpagJe,

BP"0),単純性表皮水庖症[epidermolysisbullosasimplex(EBS)],水庖

性類天庖瘡[Bullouspemphigoid(BP)],遺伝性感覚性自律神経性ニューロパ

チーⅥ型[HereditarysensoryandautonomicneuropathytypeVI(HSAN6)]

緒 厄が生じる． また， ヒトDst-eに対する自己抗

体を産生する自己免疫疾患であるBPも類似した

臨床像を示す.BpagJeノックアウトマウスでは

表皮下に水庖が生じるだけでなく，創傷治癒の遅

延，皮層の感覚神経線維の減少， ジストニア様の

運動障害などが報告されている2)．

本研究では，理研バイオリソースセンターで樹

立された自然発生突然変異drマウス7)の皮虐の

表現型を解析した． このマウスの変異アリールは

(Dsrdt-"R6r.アリール),DsrのPlakinドメイン

をコードするエクソンに終止コドンが入るナンセ

ンス変異が存在し， ホモマウスではジストニア様

の運動障害を示すことが明らかになっている7)．

プラキンドメインは神経型，筋肉型，皮層型のす

べてのアイソフォームに挿入されている共通のド

メインであるので，〃grdr-Z3R6Fcホモマウスは，皮

盧にも症状があると予想される． そこで本研究で

は,Dsrdr-z3R6J.cマウスの皮層症状を組織学的に検

討した．

言

DMsromamusc"ﾉ｡rumマウス （以下,ぴtマウス）

は，後根神経節の感覚神経細胞が脱落し，主動筋

と拮抗筋の同時収縮により四肢と体幹が捻転する

表現型を示す. (ftマウスは，全身性ジストニア

症状を示すマウスとして50年以上前に樹立され

た自然発生突然変異マウスである').その後の研

究で,dtマウスは細胞骨格リンカータンパク質を

コードするDysm"m(Dsr)の変異によることが

明らかとなり，さらにこの遺伝子は水庖性類天庖

瘡[Bullouspemphigoid(BP)]の自己抗原をコ

ードするBpagIと同一であることが示された2)3).

Dst遺伝子座からは，特異的プロモーターの使用

や選択的スプライシングにより神経型のSt-a,

別名BpagZa),筋肉型のst-6,別名BpagI6),

皮層型(Dst-e,別名BpagJe,B狸〃0)の三つ

のアイソフォームが産生されることが示されて

いる4)5)． そのうちのDst-eは上皮細胞一基底膜

の細胞接着装置であるヘミデスモソームの裏打ち

タンパク質として機能することが示されている．

ヒトDst-eの変異による皮層疾患としてEBS6)

がある． この疾患では表皮基底細胞のへミデスモ

ソームの構造異常により，手足を中心に緊満性水

材料と方法

マウス

今回用いたdrマウス （アリール名:Dsrdr-
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zaR6rc)はPlakinドメインにナンセンス変異を持

ち，ホモ接合体で運動障害などの表現型を示す7)．

ホモマウスは，生後12日齢ごろに神経症状の出

現により同定可能である． マウス遺伝子診断は，

ポリメラーゼ連鎖反応(PCR) と制限酵素断片

長多型(RFLP)を組み合わせた方法で，以前の

報告通りに行った7)．本研究では新潟大学動物実

験施設で飼育した24日齢から29日齢のDstdt-

23R6'cマウスとその同腹仔を使用した．動物を用

いた全ての実験は新潟大学動物実験倫理委員会の

許可のもと， そのガイドラインに沿って行った．

切し, 10jlm厚のパラフィン切片を作製した．パ

ラフィン切片をMASコートスライドガラス

(MAS-01,松浪硝子）に貼付し, 37℃で一晩乾

燥させた．

ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色

脱パラフィン処理した切片をヘマトキシリンと

10分間反応させた流水で洗ったのち，エオジ

ンと5分間反応させた． その後，エタノールとキ

シレンで脱水してビオライト （応研商事，東京）

を用いて封入した．

免疫染色

パラフィン切片をキシレンとエタノールで脱パ

ラフィン処理し, 10mMクエン酸バッファー溶液

(pH6.O)中で電子レンジにより抗原賦活化した

(200W, 5分).蒸留水で洗浄した後, 0.5%のス

キムミルクを含む0.01MPBSで希釈したマウス

モノクローナル抗pan-Keratin抗体(KL1, 1:

100, Immunotech,Marseille,France)9),または，

ウサギポリクローナル抗Uchll (PGP9.5)抗体

(1 : 1000, UltraCloneLimited,Wellow, Isleof

Wight, UK)にて4℃で一晩反応させた後に蒸留

水で洗浄した．続いて， 0.5％のスキムミルクを

含む0.01MPBSで希釈したhorseradish

peroxidase (HRP)標識した抗マウス抗体(1 :

200,MBL,名古屋）にて37℃で60分間反応さ

せた後に蒸留水で洗浄した． 最後に3，3，－

Diamnobenzidine (DAB) を溶かした0.05M

Tris-HCl (pH7.4)に0.01%H202を加えた溶液

にて37℃で5～10分間発色させた． その後，エ

タノールとキシレンで脱水してビオライト （応研

商事）を用いて封入した．

マウス尾における真皮一表皮結合部の強度試験

29日齢のマウス腹腔内にペントバルビタール

ナトリウム (125mg/kg)を注射して安楽死させ

た後表皮一真皮結合部の強度を測るために，マ

ウスの尾を根元から強く引っ張った8)．真皮一表

皮結合部の強度が低下しているマウスでは，尾の

皮層の剥離が観察される． コントロールのstdt-

23R"cヘテロマウス） とDstdr-"R6rcホモマウスに

ついて，同様に実験を行った．

マウスの灌流固定と組織採取

24日齢から29日齢のマウス腹腔内にペントバ

ルビタールナトリウム(125mg/kg)を注射した．

マウスの左心室より, 5mlの0.01Mリン酸緩衝

生理食塩水(PBS) と30～50mlの4%バラホル

ムアルデヒド(4%PFA)/0.1Mリン酸緩衝液(PB)

を注入し灌流固定した．背中，腹部と足底の皮層

を採取し, 4%PFA/0.1MPBで一晩後固定し，

光学顕微鏡による観察（免疫染色および』〃s〃u

hybridization)用の切片作成のためにパラフィン

包埋を行った．電子顕微鏡による観察用の切片作

成のために，上述の方法で採取した皮層を2％グ

ルタールアルデヒド／0.1MPBと1%四酸化オス

ミウム/0.1MPBで後固定し，エタノール上昇

系列で脱水後，エポキシ樹脂に包埋した．

"simhybridization法

Dsr-Cプロープ(Genbankaccessionnumber

NM_OO1276764,ntl5994-17059) を用いたm

s""hybridization法は，論文に記載した通りに行

った7)．パラフィン切片の作製

パラフィン包埋した皮層組織をミクロトーム

(MICROMHM325,ThermoFisher)を用いて薄
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光学顕微鏡による観察

免疫染色を行った組織標本は正立型光学顕微鏡

(BX53, オリンパス）で観察し，顕微鏡用デジタ

ルカメラ (DP74, オリンパス，東京）で画像を

取得した．得られた画像のトリミング等の編集は

MicrosoftPowerPoint上で行った．

片に酢酸ウランとクエン酸鉛の二重染色を施し，

透過咽電子顕微鏡(HitachiH7650, 東京）によ

り観察を行った10).

結 果

"srdI乱沈"‘マウスにおける皮膚の肉眼所見と

"sr-eの発現

Dstには組織ごとに異なる発現を示す3つのア

イソフォーム (Dst-a,Dsr-6,Dst-e)が存在し，

このうち皮層にはDgr-eが発現する4)5) (図1A) .

電子顕微鏡による観察

樹脂包埋した皮膚組織をウルトラミクロトーム

(UltracutN, Reichert-Nissei,東京） を用いて

薄切し, 80nm厚の超薄切片を作成した．超薄切

⑧
ａ
ｂ

ｌ
ｌ

ｌ

ｇ
ｇ
ｇ

ａ
ａ
ａ

ｐ
ｐ
ｐ

Ｂ
Ｂ
Ｂ

ｊ
ｊ

ｊ

石
油

Ａ
恥
吋
醒

COⅡGd仁｡ⅡR“

MTBD

1 ↓｜
ヘテロホモ

B

Dsf碓諦℃ヘテロ

I■■■■■■，

参・ 、 、 侭 〃。
＆ ｰ

的 Q

Q
心

｜'－
垂

| ’ DSf昨劉吻℃ホモ

E

図I Dsrdr-鍛訪'‘マウスの肉眼観察と，皮層におけるDsrの遺伝子発現

A:Dsr遺伝子のアイソフオーム. Dst-e, Dst-a, Dst-bの構造

B: 291 1齢のDsrJr－野『b'cヘテロマウスと29日齢のDsrdi-"R"でホモマウス．〃sr(fr-"R6Iでホモマ'二i ： Z9 1 1師の〃Srm-ご…'でヘテロマウスと29H齢のDsrdi-』だ"fbrぐホモマウス．〃sr(fr-"R6I･cホモマウスに四肢の捻転を認

めた（矢印) . C:真皮一表皮結合部の強度試験．安楽死させたマウスの尾を強く引っ張ったところ,Dsrdr-zwF6"嫁ホモ

マウスの尾の表皮が求ll離した. D,E: 24I｣齢の〃Sf"r2班"ぐマウスの皮膚におけるI〃s""hybridizationによるDsrig

仁子発現の検討.Dst(fr-"R"rヘテロマウスの表皮ではDstmRNAのシグナルが検,'llされた（矢頭）が,"stdr-認"6'でホ
モマウスの表皮ではDsrmRNAは検出感度以下であった． スケールバー: 5011m.
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ｺﾝﾄﾛｰﾙのDsr"2-23R6rcﾍﾃﾛマウスと

"sr"r-忽ﾉ76'でホモマウスの外見を比較したところ，

Dsrdr鐙ﾉ?"cホモマウスでは四肢と体幹の捻転を認

めた（図lB) . 肉眼所見では明らかな皮層の異

常は観察されなかったが，表皮と真皮の接着強度

を調べるために， マウスを麻酔薬の過剰投与によ

り安楽死させた後に， 尾を強く引っ張ると，

"grdr-"R6'でホモマウスにおいて表皮の素l1離が観察

された（図1C).

続いて, i"s/r"hybridization法により，すべ

てのDSrアイソフォームにハイブリダイズする

Dsr-Cプローブを用いてDDsrmRNAを検出した．

"sr(Jr-"R6rcヘテロマウスの表皮には|場性反応が認

められたが，〃sr(Jr-2班"でホモマウスには認められ

なかった．従って，〃sr(Jr"ﾉ?6rでホモマウスの皮層

において,Dsr-eの発現が減少していることが示

された（図lD) .

"srdr息盈R"でマウスの皮膚における表皮下水疽形

成と感覚神経線維の減少

次に,皮層の組織学的な異常を見いだすために，

コントロールのDsrdr"R6rcヘテロマウスと

Dsr(Jr-鐙ﾉ？"cホモマウスの皮膚切片のHE染色を行

い観察したところ，表皮内と真皮内には明らかな

構造上の異常はみられなかった． しかしながら，

Dsrdr-忽斤"cホモマウスでは表皮下に複数の水庖が
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図2 DDsr"t-"""cマウスの糸M幟学的所見

A, B:24 11齢のDsr(fr-鐙"6rcマウスの背中の皮層のHE染色C, D:mpan-Keratin抗体による免疫染色.Dsrdr

2班jrcホモマウスの表皮下に水抱が観察された（矢印).E,F:MjUchll(PGP9.5)抗体による免疫染色Dsrdr-ZﾇR6lでヘ

テロマウスでは表皮と真皮にUchll陽性神経線維（矢碩）が認められる．一方,Dsrdr-"R6'でホモマウスでは殆ど認め

られない． スケールバー: 5011m.
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ミデスモソームの構成タンパクの一つであるの

で，表皮基底膜糸|'|胞のへミデスモソームに構造異

常があると考えられる． そこで,Dsrdr23R6rcヘテ

ロマウスとDsrIJr2班6雁cホモマウスの腹部の皮層

の電子顕微鏡像を比較した． まず基底膜について

検討したところ，基底板の透明層，綴密層，線維

網状層の3層において明らかな異常は認められ

ず，電子顕微鏡観察した視野内では表皮基底細胞

と基底膜間の乖離は認められなかった．次に，表

皮基底細胞のへミデスモソームの構造を検討し

た． へミデスモソームの細胞質側には電子密度の

高い部分があり， そこに多数のケラチン線維（ト

ノフィラメント）がヘアピン状に入り込んで細胞

膜の裏打ちをしている （図3A).Dsrdr-a3R6"cホ

モマウスでは，へミデスモソームの細胞質側にお

いて電子密度の低下が観察され，裏打ち構造に異

常が認められた（図3B). さらに， より機械的

刺激の多い足底の基底膜についても比較検討をお

こなったところ，背中の皮膚と同様に,Dsrdr-

認R"cホモマウスのへミデスモソームにおけるケ

観察された（図2A,B) .次に，表皮を染色する

ために， 複数のケラチンに反応する抗pan

Keratin抗体(KL-1)で免疫染色すると､やはり，

表皮下に水庖が観察された（図2C,D) .

皮層における感覚神経線維の分布を観察するた

めに，神経細胞に反応する抗Uchll (PGP9.5)

抗体で免疫染色した． Uchllは，ユビキチンカル

ボキシル末端加水分解酵素アイソザイムL1とも

呼ばれ, C末端に付加されたユビキチンを加水分

解する脱ユビキチン化酵素であり，神経軸索など

に豊富に存在する．〃sr(Jr-2班"cヘテロマウスでは

皮層の表皮と真皮においてUchll陽|唯の感覚神経

終末が観察されたが(図2E),Dsrdt23R6r@ホモマ

ウスではそれらがほとんど見られなかった(図2F) .

電子顕微鏡観察によるDSrdr-"Rbパマウスのへミ

テスモソームの構造解析

光学顕微鏡観察により,Ds〆r2HR6lでホモマウス

における水庖は表皮下に存在することが明らかに

なり， その原因遺伝子がコードするDst-eはへ

| Ds#"Lz3ｿ払繍，ヘテロ | ’ ’“'“2”'℃ホモ

言
重
切
万
屋
Ｅ
◎
で
怠
く
一
一
一
一
厘
重
吻
些
◎
的
》
。
◎
些

図3Dsr(ft-"Rけぐマウスの皮層の電子顕微鏡観察

AD:Dsr"r-zﾇRbrcマウスにおける皮膚の電子顕微鏡像(A, B:腹部, C, D:足底) .基底膜（矢印）には,Dsrdr-

zl3R6'でヘテロマウスとDsr"r-23R6'どホモマウスの|ﾊlでlﾘ]らかな構造の違いは認められない． へミデスモソームの構造を

比較すると， コントロールのDsrdr-鐙"6"ごヘテロマウスで見られるヘミデスモゾームの裏打ち構造が,Dsrdr-忽庁"cホモ
マウスでは観察できない（矢頭) ． スケールバー: 100nm.
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るが, 2010年にDst-eの変異によるEBSの発

症例が報告された6)． この症例ではDsr-eの

Coiled-coil ドメインにナンセンス変異を持ち，

踵の周りのほか，顔や体幹四肢の近位部に水庖

やびらんが生じる． さらに，電子顕微鏡観察で，

ケラチノサイトが基底膜に接着するための装置で

あるヘミデスモソームの裏打ち構造の消失も確認

されている． 皮膚においてDst-eはヘミデスモ

ソームの構成タンパク質の一つであり，へミデス

モソームの裏打ち構造を形成する際に， ケラチン

とBPAG2 (XVII型コラーゲン, BP180) , 84

インテグリンに結合する．つまりDst-eは，別

のへミデスモソーム裏打ちタンパク質であるプレ

クチンと|両l様に，細胞接着因子とケラチンの仲介

をして， ケラチン線維を細胞外の基底膜に係留す

る役割をしている5） （図4).Dsrd!-aIRbr@ホモマ

ウスでは，へミデスモソームの裏打ち部分の電子

密度が低卜したが， これはDst-eの欠失により

へミデスモソームの裏打ち部分においてケラチン

とBPAG2を係留できなくなったことを反映して

いると考えられる. p/ecか〃を欠失したマウスに

おいても表皮下に水庖が生じることが報告されて

おり’2)，へミデスモソームの裏打ち構造の異常

は表皮基底細胞と基底膜との接着を減弱させて，

機械的刺激により表皮下に水庖を生じさせると考

ラチン線維の裏打ち構造異常が観察された（図3

C,D) .

考 察

本研究により,Dsr遺仏子のPlakinドメイン

にナンセンス変異をもつDsrdr-23"ﾙ『cホモマウス

は表皮下水庖をもち，表皮基底細胞のへミデスモ

ソームの構造異常があることが明らかになった．

へミデスモソームの裏打ちタンパク質の一つであ

るDst-eの欠失により， ケラチノサイトと基底

膜との接着が弱くなり，表皮下に水庖が出来たと

考えられる．〃stJf-23R"でホモマウスはヒト遺伝性

皮層疾患であるEBSのモデルマウスになると考

えられる．

Dsrd(-23RbrcマウスによるEBSの病態メカニズム

の解析

本研究でDsrdt-zRR6rcホモマウスの表皮と真皮

が剥がれやすくなり，表皮下に水抱ができること

が明らかになった．表皮下に水抱が生じる疾患と

して，上皮細胞一基底膜間の接着強度が低下する

EBSがある. EBSの原因遺伝子としてへミデスモ

ソームの構成分子をコードするAera""I413) 14)

kera""514)15), p/ecm716)が以前から知られてい

7
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図4 へミデスモソーム構成分子群の模式図

Dst-eは， へミデスモゾームの裏ｲIちタンパク質として機能し， ケラチンと細胞接着因子（インテグリンや
BP180)に結合し， ケラチン線維をヘミデスモソームに係留している． プレクチンも| 1 il様に， ケラチンとインテグリ
ンに結合し， ケラチン線維をヘミデスモゾームに係留することが知られている．
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えられる．尾の皮層が剥離しやすくなるのも，同

様の理由だと思われる．今回の研究により，

Dstdr-zaR6ncマウスは，水庖形成やへミデスモソー

ムの裏打ち構造の異常など,Dst-eに変異を持つ

EBS患者と同様の皮層症状を示した．従って，

Dstdr-23R6rcマウスはEBSの病態解明に有用な動

物モデルになると期待される．

の皮層症状を比較検討することで,Dsr遺伝子の

遺伝子変異によりEBSが生じるメカニズムにつ

いての理解が深まることが期待される．
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aysm"血遺伝子変異による表現型の多様性

Dst遺伝子座からは，組織ごとに異なるアイソ

フォームが発現するために,Dst遺伝子の変異挿

入部位によって多様な病態を示す可能性がある．

例えば,Dsrの神経型アイソフォームである

Dst-a2の変異は，成人型の遺伝性感覚性自律神

経性ニューロパチーⅥ型[Hereditarysensory

andautonomicneuropathytypeVI (HSAN6)]の

原因となる’')． この患者では，痛覚や触覚，振

動覚といった感覚の低下，発汗減少，瞳孔異常，

消化管や生殖器の機能低下といった自律神経異常

が生じ，病理所見として皮層においてUchll陽性

の感覚神経線維と自律神経線維両方の減少が示さ

れている． ごく最近, DSTのコンパウンドヘテ

ロ (c.806C>T(p.H269R) inexon7, c.3886A>G

(p.R1296X) inexon29)の遺伝子型で，皮層と

神経系などに多様な症状を示す17歳女性の症例

が報告された17)．興味深いことに, exon7は

Dst-aに, exon29はDst-aとDst-eの両方に含

まれるエクソンである．今回の我々の解析では，

Dsrdr-z3R6rcマウスの皮層においても, Uchll陽性

の神経線維の減少が確認されていることからも，

この,Dsrdr-a3R6rcマウスはEBSのみでなく

HSAN6の病態解明にも有用であると考えられる．

我々は自然発生のDsrdr-aaR6rcマウスとは別に，

遺伝子トラップ法によりDsrを機能喪失させた遺

伝子トラップマウスのsrGrマウス） を作成して

いる18).Dsrctアリールは, N末のアクチン結合

ドメインをコードするゲノムDNA領域にトラッ

プカセットが挿入されたものであり,Dst-aと

Dsr-6のみを遺伝子トラップする．従って，

DsrGrマウスでは，皮膚症状が見られないと予想

される．今後はDstGrマウスとDgrdr-23R6Irマウス
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