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研究成果の概要（和文）：　長島型掌蹠角化症（NPPK）は幼少時に発症する常染色体劣性遺伝を示す掌蹠角化症
である。本研究ではNPPKの原因遺伝子として申請者の研究グループが同定したSERPINB7の皮膚における機能を明
らかにし、NPPKの病態解明と治療薬の開発に向けた基盤形成を目指すことを目的とした。
　SERPINB7遺伝子解読の結果、新規のミスセンス変異とフレームシフト変異を日本人家系より新たに同定し、そ
れぞれの新規変異が病原性変異であることを明らかにした。NPPKが本邦に多くみられる理由は創始者効果による
ものであることを実証した。

研究成果の概要（英文）： Nagashima-type palmoplantar keratosis (NPPK) was an established autosomal 
recessive, early-onset palmoplantar keratoderma caused by mutations in the encoding SERPINB7 gene, a
 member of the serine protease inhibitor superfamily. To gain of more insight of NPPK, we promoted 
to create a knockout mouse model, selection of protease inhibited the activity of SERPINB7, and 
genome analysis of NPPK patients.
 We identified novel missense mutations of SERPINB7 gene with NPPK. The mutated proteins formed 
aggregates and mislocalized within corneocytes, possibly resulting in loss of protease inhibitory 
activity at the proper location. We applied to the haplotype analysis to determine whether the 
pathogenic mutations were derived from a common ancestor or represented mutations in the genomic 
region of SERPINB7. In consequence, the founder effect of the mutation and other recurrent mutations
 might explain why NPPK was so common in the Japanese population but not in Western populations.

研究分野： 医歯薬学・皮膚科学

キーワード： 皮膚遺伝学　遺伝性角化症　ゲノムシーケンシング
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１．研究開始当初の背景 
 長島型掌蹠角化症（NPPK）は幼少時に発症
する常染色体劣性遺伝を示す掌蹠角化症で、
紅みを伴う非進行性の境界明瞭な軽度の過
角化、手背・手首内側・足背・アキレス腱部
にまで皮疹が及び、多汗を伴うことが多い、
という特徴を示す。欧米では報告されておら
ず、本邦に特徴的な疾患と考えられている。
男女差や季節変動はなく、悪性腫瘍等の関連
性はないとされ、緩やかな T細胞の浸潤が病
変部に認められることが報告されているが、
原因遺伝子は不明であった。NPPK は特徴的な
手足の角化性紅斑や、高率に掌蹠多汗症を伴
うため悪臭を生じ、足白癬を合併するなど、
患者の QOL に影響を及ぼしており、発症機序
の解明、そして治療法の開発が望まれている。 
 申請者らのグループは、血縁関係のない日
本人 NPPK 患者に対して次世代シーケンサー
を用いたエクソーム解析法にて、共通した遺
伝子変異としてセリンプロテアーゼインヒ
ビターである SERPINB7 の機能喪失型変異
（ c.455-1G>A 、 c.218_219del2ins12 、
c.796C>T）を同定した。更に 10 人の NPPK 患
者でも同じ変異を確認した(Kubo et al. Am. 
J. Hum. Genet.2013)。ヒト 1000 人ゲノムプ
ロジェクトデータの 1092 名に対して同定し
た SERPINB7 変異のアレル頻度分布を、解析
したところ、c.796C>T は日本人および中国人
集団にアレル頻度 2〜3%（日本人集団 2/89
名：2.2%、中国人集団：6/197 名：3%）に見
つかる頻度の高い変異であった。一方でこの
SERPINB7 変異はヨーロッパ系およびアフリ
カ系アメリカ人集団 806 名を解析した同ゲ
ノムプロジェクトのデータからは同定され
ず、アジア地域で生じて集団に固定した変異
であると考えられた。このことから NPPK が
本邦に多くみられる理由は創始者効果によ
るものであり、日本に 1万人以上、中国に数
十万人のNPPK患者が存在すると考えられた。 
２．研究の目的 
 本研究では NPPK の原因遺伝子として同定
した SERPINB7 の皮膚における機能を明らか
にし、NPPK の病態解明と治療薬の開発に向け
た基盤形成を目指すことを目的とした。 
 これまでにヒト SERPINB7 タンパクの発現
を免疫組織化学染色法で検討した結果、
SERPINB7 タンパクは掌蹠の角質層および表
皮顆粒層細胞質内のアピカル面に局在して
おり（図 1）、NPPK の患者の掌蹠ではシグナ
ルが消失していた。このことから、掌蹠を含
む SERPINB7 を欠損した表皮を正常表皮と詳
細に比較する事により、NPPK の詳細な病態が
明らかになると考えられる。そこで、
SERPINB7欠損マウスの表皮状態を解析する。 
 SERPINB7 は表皮に発現するプロテアーゼ
に対するインヒビターであると考えられ、in 
vitro 実験でプラスミンのプロテアーゼ活性
阻害能を有することも報告されていた
（Miyata et al. J Clin Invest.2002）。NPPK
の病態の分子機構を解明するためには、

SERPINB7 の標的プロテアーゼを同定する事
が不可欠である。SERPIN タンパク群は標的プ
ロテアーゼの基質となる反応中心ループ構
造を外側に配置し、ループがプロテアーゼに
よる切断を受けると、プロテアーゼの活性中
心と SERPIN タンパクの間で共有結合性の複
合体が形成され単体状態よりも熱安定な構
造をとり、プロテアーゼ活性が失活する。こ
の機構を利用して、標的プロテアーゼと結合
した SERPINB7 タンパクを免疫沈降法により
分離・精製を行い、標的プロテアーゼの同定
を試みた。 
 SERPINB7 遺伝子のコーディング領域の変
異が片アレルのみでしか同定されない NPPK
患者が複数存在するため、SERPINB7の非コー
ディング領域の変異および SERPIN ファミリ
ーの他分子の変異を検索し、NPPK 発症機序解
明の一助とすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
[1] SERPINB7欠損マウスの表現型解析 
 本課題申請直後、申請者らは SERPINB7 遺
伝子コンディショナルノックアウト ES 細胞
のスクリーニングを終え、本研究課題開始ま
でに SERPINB7欠損マウスの作出を見込んだ。
作出した SERPINB7 欠損マウスの表現型解析
を行い、NPPK の症状との相違の有無について
解析を計画した。これまでの解析からヒト
SERPINB7 タンパクは皮膚表皮の角質層と顆
粒層の細胞質内において発現が認められる
ことが明らかとなっており、これまで皮膚表
皮の解析は主に組織切片を用いて行われて
いるが、皮膚表皮上層の細胞は分厚さが約
5μmと非常に薄く、切片での解析には限界が
あることから、表皮と真皮を分離するディス
パーゼ酵素を用い、表皮細胞のみからなるシ
ート状に組織を単離し、ホールマウント状態
にて組織を固定して実体顕微鏡下で観察し
た。 
[2]SERPINB7-標的プロテアーゼ複合体の抽
出と同定 
 マウス SERPINB7 プロモーター領域制御下
でマーカータンパク質を発現させるトラン
スジェニックマウスで、SERPINB7プロモータ
ーは角化上皮細胞で発現制御を行う（Wang et 

(図 1)抗 SERPINB7 抗体による免疫組織染色像 
表皮角層および顆粒層細胞質内アピカル面に
局在している 



al.Genesis,2012）ことが報告されていたた
め、ヒトと同様にマウスでも SERPINB7 タン
パクが表皮に発現し、標的プロテアーゼと共
有結合性の複合体を形成していると予想さ
れた。 
 そこで、C57BL/6 マウスの足底およびヘア
レスマウス（Hos:HR-1）の全身表皮から総タ
ンパク質を抽出し、抗 SERPINB7 抗体を用い
た共免疫沈降法により共有結合もしくは相
互作用するタンパク質を沈殿させることを
試みた。また、同定したプロテアーゼがヒト
でも SERPINB7 の標的プロテアーゼであるか
を明らかにすることが必要であるが、ヒト皮
膚を大量に採取することは容易ではないた
め、ヒト3次元培養表皮のシステムを用いた。 
[3]プロテアーゼ活性阻害測定実験系構築 
 標的プロテアーゼ活性評価系を構築する
ために、プロテアーゼにより切断を受けると
発色または蛍光を呈するペプチド基質反応
システムを利用した。SERPINB7 タンパクはカ
イコを用いた大量組換えタンパク発現系を
用いて獲得し、さらにタグを付加させること
でタグ特異的交換カラムにより精製を行っ
た。プロテアーゼと合成ペプチド基質を混合
し、正常および変異型 SERPINB7 タンパク精
製物による濃度依存的なプロテアーゼ活性
阻害効果を測定した。 
[4] 変異未同定 NPPK 患者の解析 
 これまでの SERPINB7 遺伝子解読の結果、
コーディング領域に変異が片アレルに1種類
のみしか同定されない NPPK 患者が複数存在
した。もう一方のアレルにおける変異を同定
するために、更なる NPPK 患者の収集とサン
ガー法によるシーケンシング解析に加え、
NPPK 患者の SERPINB7 遺伝子ゲノム領域のハ
プロタイプ解析を行った。 
 さらにヘテロ接合であるが片アレルでの
変異未同定患者を絞り込み、全 SERPIN タン
パクグループに該当するヒトゲノム領域を
解析するために、ターゲットリシーケンシン
グによる次世代シーケンシング法を実施す
るために適切なライブラリーの設計および
調製を行った。 
 
４．研究成果 
[1] SERPINB7欠損マウスの表現型解析 
 最初に SERPINB7 遺伝子の開始コドンを利
用して LacZ 遺伝子と neo 遺伝子が発現され
るように改変された遺伝子ノックインマウ
ス(Miyata, et al.)の凍結胚を個体化した。
マウス足底部分をパラフィン固定後薄切し、
抗 SERPINB7 抗体を用いた免疫組織染色を行
い、対照として野生型 B6N マウスと比較した
ところ、本マウスでは SERPINB7 タンパクの
減失を認めることはできなかった。さらに申
請時には ES 細胞を獲得していた遺伝子ノッ
クアウトマウスの null 型個体の獲得ができ
ず、計画の変更を余儀なくされた。 
 マウスの足底は非常に汗腺の数が少ない
ことが知られており、申請者らが検討したマ

ウスは遺伝的背景が B6N であり、野生型マウ
スと汗腺の数は変わらず、SERPINB7欠損マウ
スを汗腺の発生に直接影響を与えないこと
がわかった。また、ヒトと同様の症状や形質
を見出すためには、足底における汗腺の数が
B6N マウスよりも多い、同じく近交系である
FVB/N マウスと比較をし、ノックアウトマウ
スを FBV/N に戻し交配して、遺伝的背景を揃
える必要があると結論した。 
[2]SERPINB7-標的プロテアーゼ複合体の抽
出と同定 
 ヒト皮膚を大量に採取することは容易で
はないため、ヒト 3次元培養表皮のシステム
を用いた。この培養表皮は空気曝露により分
化誘導でき、分化時に SERPINB7 タンパクが
発現することを免疫組織染色及びタンパク
抽出液のウェスタンブロット解析にて確認
できた（図 2）。 

 次に、C57BL/6 マウスの足底およびヘアレ
スマウス（Hos:HR-1）の全身表皮から総タン
パク質を抽出し、抗 SERPINB7 抗体を用いた
共免疫沈降法により共有結合もしくは相互
作用するタンパク質を沈殿させることを試
みたが、可溶性画分へ SERPINB7 タンパクを
溶出することが困難であったため、共免疫沈
降法を実施することができなかった。 
[3]プロテアーゼ活性阻害測定実験系構築 
 SERPINB7 タンパクが生体から直接可溶性
タンパクを抽出する条件を検討し続けるの
は過度の時間を要すると予想されたため、in 
vitroでSERPINB7タンパクを可溶性発現する
ことで、標的プロテアーゼの評価系を構築す
る方針に変更した。予備実験において大腸菌
タンパク発現系では可溶化を促進するため
に GST-tag を付加した SERPINB7 タンパクで
も不溶性だった知見が得られていたため、カ
イコを用いた大量組換えタンパク発現系を
用いて、可溶性のある His タグ付加 SERPINB7
タンパクが獲得できたため、精製を行った。
標的プロテアーゼにより切断を受けると発
色または蛍光を呈するペプチド基質を合成
するシステムを利用し、この SERPINB7 精製
タンパクと合成ペプチド基質を用いて、正常
および変異型 SERPINB7 タンパクによる濃度
依存的なプロテアーゼ活性阻害効果を測定
できた。 
[4] 変異未同定 NPPK 患者の解析 
 これまでの SERPINB7 遺伝子解読の結果、
コーディング領域に変異が片アレルに1種類

空気曝露後 
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(図 2)ヒト 3次元培養表皮タンパク抽出
液の抗 SERPINB7 抗体によるウェスタン
ブロット解析 



のみしか同定されない NPPK 患者が複数存在
した。そこで、もう一方のアレルにおける変
異を同定するために、まずは SERPINB7 遺伝
子領域のみをサンガー法にてシーケンシン
グ解析を行い、複数の非血縁関係にある NPPK 
患者から新規のミスセンス変異（c.382C>T, 
c.830C>T ） と フ レ ー ム シ フ ト 変 異
（c.635delG）を新たに同定した。これらの
変異が病原性変異であることを明らかにす
るために、これらの変異と既知変異がコンパ
ウンドヘテロ接合で有する患者皮膚組織切
片を抗 SERPINB7 抗体による免疫組織化学染
色法を行い、正常型の SERPINB7 タンパクの
局在とは異なり、表皮顆粒細胞内に変異タン
パクが滞留もしくは消失していることを検
出し、それぞれの新規変異が病原性変異であ
ることを明らかにした。（Shiohama et. al., 
2016, Nakajima K. et. al. 2016, Katsuno M, 
et. al. 2017）。特に c.830C>T については収
集した100名を超える患者および保因者であ
る家族について出身地を確認したところ、こ
の変異を有する NPPK 患者は九州地方出身者
に出現する頻度が高いことが判明した。 
 それでも未だ変異未同定のアレルをもつ
患者が存在し、他の SERPIN タンパクにおけ
る変異の可能性も考えられた。そこでヒト全
SERPIN ファミリー遺伝子のゲノム領域の解
読を行うために、ゲノム上における SERPIN
型遺伝子群の情報を収集した。SERPIN 型遺伝
子はゲノム上で 14 の領域に分かれ、複数の
SERPIN 型遺伝子が連なるクラスター領域を
形成していた。これらの領域は合計して約
3.5Mbp に及んでいたため、次世代シーケンシ
ング解読に向けたターゲットリシーケンシ
ング用のライブラリー調製を行った。 
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