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研究成果の概要（和文）：近年発見された筋拘縮型エーラスダンロス症候群(mcEDS)は、軽微な外圧による巨大
皮下血腫などの重篤な症状を呈する疾患で、病態メカニズム解明や治療法開発が急がれている。
本研究では、mcEDSの原因遺伝子であるChst14遺伝子の欠損マウス(KO)を用いた検討を行った。しかし、Chst14 
KOの殆どが周産期致死で、成獣を用いた解析が困難であったため、(1)胎仔や胎盤の解析と、(2)出生率改善方法
の開発を行った。その結果、Chst14 KOで胎盤の毛細血管に構造異常が認められ、血管合併症との関連性が示唆
された。また、遺伝背景をBALB/c系統に置換することで、出生率が改善されることを発見した。

研究成果の概要（英文）： Musculocontractural Ehlers-Danlos Syndrome (mcEDS) is a new type of EDS 
caused by a defect of dermatan 4-O-sulfotransferase-1 resulting from mutations in carbohydrate 
sulfotransferase 14 gene (CHST14). This disorder is characterized by multiple congenital 
malformations and progressive multisystem fragility-related complications.
 Chst14 gene-deleted mice (KO) were expected to be an animal model of mcEDS. However, most Chst14 
homozygous KO (Chst14-/-) mice died in utero. First, we investigated embryo and placenta of 
Chst14-/-. The placenta of Chst14-/- fetal mice showed alterations in vascular structure and 
ischemic changes. Next, we found that backcrossing of the mice to BALB/c strain improved birth rate 
of Chst14-/-. 

研究分野：病態医化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
mcEDSは近年報告された新しいタイプの疾患であり、病態メカニズムの解明や治療法の開発が急務である。その
ためには、疾患モデル動物が必要であるため、本研究ではChst14 KOマウスを用いた検討を行った。その結果、
Chst14が胎盤絨毛の毛細血管基底膜の構造維持に重要であることが明らかになり、mcEDSの血管合併症との関連
が示唆された。また、従来のChst14 KOマウスは出生率が低く成獣での解析が困難であったが、本研究によって
出生率改善方法が確立された。以上の研究成果は、mcEDSの病態メカニズム解明の糸口になるだけでなく、今後
のmcEDS研究発展への寄与が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 エーラスダンロス症候群(Ehlers-Danlos Syndrome; EDS)は、皮膚や関節の過進展性と、各種
組織の脆弱性を特徴とする先天性疾患の総称である。最近、本学医学部において、進行性結合組
織脆弱性（皮膚脆弱性、巨大皮下血腫、全身関節弛緩など）や、発生異常（顔貌の特徴、先天性
多発関節拘縮）に特徴付けられる新しいタイプの EDS が発見された。さらに、この疾患の原因
が、CHST14 遺伝子変異によるデルマタン 4-O-硫酸基転移酵素-1(D4ST1)欠損によることが示
され、筋拘縮型エーラスダンロス症候群(mcEDS)と命名された。 

mcEDS 患者では、転倒やマッサージなどの軽微な外力で、巨大皮下血腫や皮膚の壊死を生じ
ることがある。これは、しばしば急激に進行し、入院、輸血、外科的ドレナージを要する重篤な
症状に至る。このような、生命の危機を伴う重篤な症状に対する治療法の確立が急務であるが、
本症は疾患概念が確立されたばかりの疾患であり、病態メカニズムの解明や治療法の探索が急
がれている。 

 より効率的な治療法開発のためには、実験的な疾患モデルの確立と、病態メカニズムの理解が
重要となる。特に、疾患モデル動物の確立は、病態メカニズム解析や、治療薬スクリーニングな
ど、基礎医学研究から治療応用に至るまでの広範囲に亘り必要となる重要な課題である。 

 本研究では、mcEDS のモデル動物として、Chst14 遺伝子欠損(KO)マウスを用いた検討を行
い、疾患モデル動物としての評価と、病態メカニズムの解明を行った。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、mcEDS の疾患モデル動物の確立と、病態メカニズムの解析を行うことであ
る。そのために、Chst14 KO マウスを用いた検討を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) Chst14 KO マウスの解析 
 mcEDS 患者で重篤な症状が認められる毛細血管や皮膚の病態に着目し、以下の解析を行った。 
① 胎仔・胎盤の解析 

本研究では mcEDS の疾患モデル動物として Chst14 KO マウスに着目したが、Chst14 遺伝子
ホモ欠損マウス(-/-)の殆どが周産期致死となり、成獣を用いた解析が困難であった。そのた
め、後述の方法(2)で出生率改善方法の開発に取り組むと同時に、胎生後期の胎仔と胎盤を用
いた解析を行った。胎仔や胎盤の評価には、外観や重量、病理学的評価(H&E 染色、透過型電
子顕微鏡[TEM]による組織観察、細胞外マトリクス関連分子の免疫染色)、分子生物学的解析
(糖鎖解析、Chst14 関連遺伝子やコラーゲンの RT-リアルタイム PCR を用いた遺伝子発現の評
価)等を行った。 
② 創傷治癒モデル 
 後述の方法(2)で Chst14 -/-の出生率改善に成功したことから、成獣を用いた解析が可能に
なった。そこで、mcEDS の皮膚症状の疾患モデル動物として、Chst14 -/-を用いた評価を行っ
た。皮膚機能の評価を行うために、in vivo での創傷治癒モデルや、病理学的評価(H&E 染色
やTEMによる観察)、遺伝子発現の解析(マイクロアレイやRT-リアルタイムPCR)等を行った。 

 
(2) Chst14 -/-マウスの出生率改善方法の開発 
  従来の Chst14 -/-は、殆どが周産期致死となり成獣を用いた解析が困難であった。そこで、
本研究では、体外授精と胚移植(IVF・ET)や、離乳率が高い近交系マウスとして知られる BALB/c
系統への戻し交配などの方法によって、Chst14 -/-の出生率が改善されるかを検討した。 
 
補足：本研究における動物実験は、信州大学動物実験等実施規程に基づき、学長承認を受けて法
令及び規程を遵守して行われた。また、遺伝子組換え動物を用いた実験は、信州大学遺伝子組換
え実験等安全管理規程に基づき、学長承認を受けて法令及び規程を遵守して行われた。 
 
４．研究成果 
(1)  Chst14 -/-胎盤の毛細血管異常 
 本研究に取りかかった当初は、Chst14遺伝子
ホモ欠損マウス(-/-)の殆どが周産期致死であ
り、成獣を用いた解析が困難であった。そのた
め、まずは胎生後期の胎仔と胎盤を用いた解析
を行った。胎生 18.5 日の胎仔は一定数が生存
しており(全胎仔の 14.8%が Chst14 -/-)、Chst14 
-/-で頭臀長の有意な低下が認められたが、体重
やその他の外観には有意な差を認めなかった。
一方で、Chst14 -/-胎仔の胎盤では、胎盤重量の
有意な減少や、絨毛膜板血管の血管径減少が認
められた。一部の Chst14 -/-胎仔の胎盤では、
虚血や壊死が認められた。胎盤径や、脱落膜・
胎盤絨毛の面積比には差を認めなかったが、

図 1. Chst14 -/-胎仔の胎盤絨毛の毛細血管

基底膜(TEM による観察) 



Chst14 -/-胎仔の胎盤では胎盤絨毛の有意な密度低下が観察された。さらに、TEM による観察を
行ったところ、胎盤絨毛の毛細血管基底膜の有意な菲薄化や断裂(図 1)が認められ、毛細血管の
構造や機能維持における Chst14 の重要性が示唆された。 

Chst14 は 4-O-硫酸基転移酵素-1(D4ST1)をコードする遺伝子である。D4ST1 は、デルマタン
硫酸(DS)の硫酸基を付加する糖鎖修飾酵素であり、コラーゲン細線維のアセンブリに重要であ
ることが mcEDS 患者皮膚の観察から示唆されている(引用文献①、②)。胎盤は母体(Chst14 ヘ
テロ欠損マウス)の子宮内膜と胚(Chst14 -/-)が融合して形作られる組織であるが、Chst14 -/-胎仔
の胎盤では、Chst14 遺伝子の発現と DS 含量に有意な低下が認められた。胎盤における各種コラ
ーゲンの遺伝子発現には、変化を認められなかった。また、本モデルの胎盤絨毛の毛細血管にお
ける重要なプロテオグリカンを検討するために、IV 型コラーゲン、XV 型コラーゲン、ビグリカ
ン、デコリンを免疫染色で確認したところ、毛細血管では VI 型コラーゲンとビグリカンの発現
が認められた。従来のmcEDS患者の皮膚の観察ではデコリンへのDS付加が重要とされてきたが、
胎盤絨毛の毛細血管ではデコリンは検出されず、組織によって関与するプロテオグリカンの種
類が異なる可能性が示唆された。 
以上の結果から、Chst14 が毛細血管基底膜の構造維持に重要であることが明らかになり、

mcEDS の血管合併症との関連が示唆された。これらの成果は、2018 年 Glycobiology 誌に掲載さ
れた(引用文献③)。 

 
(2)  Chst14 -/-の出生率改善方法の確立 
 胎仔や胎盤での表現型解析によって、血管合併症と Chst14 の関与が示唆され、Chst14 -/-胎仔
の胎盤の解析が、mcEDS の病態解明研究に有用である可能性が示唆されたが、mcEDS の病変の好
発部位である皮膚とは組織の性質が異なるため、実際の病態を再現しているかは不明であった。
そこで、Chst14 -/-マウスの出生率を改善し、mcEDS 患者の病態により近いモデルとして成獣で
の解析が必要と考えた。本研究では、IVF・ET と、BALB/c 系統への戻し交配の 2つの方法を検討
した。その結果、IVF・ET では出生率は改善しなかったが、BALB/c 系統への戻し交配により従来
は全産仔の 1.9%であった Chst14 -/-の出生率を 8.1%(約 4 倍)まで改善することに成功した。ま
た、それと同時に、遺伝背景が B6;129(雑種)から BALB/c(近交系)に置き換えられたことも、マ
イクロサテライトマーカーを用いた解析で確認している。これらのことから、今後の Chst14 -/-

マウスを用いた mcEDS 研究の効率化と、再現性向上への寄与が期待できる。これらの成果は、
2020 年 Experimental Animals 誌に accept された(2020 年 6 月 10 日 web 先行掲載予定；引用文
献④)。 
 また、出生率改善方法の確立と同時に、CRISPR/Cas9 による受精卵でのゲノム編集を行い、
Chst14 flox マウスの作出にも成功した。現在、Chst14 flox マウスと CreERT2 発現マウスとの
交配により、薬剤投与依存的 Chst14 遺伝子欠損マウスを樹立し、解析を開始したところである。 
 
(3)  Chst14 -/-成獣を用いた皮膚機能評価 
 前述の研究成果(2)によって、Chst14 -/-マウス成獣を用いた解析が可能となった。本研究では、
mcEDS の皮膚症状の病態メカニズムを解析し、将来的な治療研究に役立つ疾患モデル動物を樹立
するための検討を行った。Chst14 -/-マウスの皮膚を TEM で観察したところ、mcEDS 患者皮膚と同
様にコラーゲン細線維のアセンブリ不全が認められた。次に、創傷治癒モデルを作成し、皮膚創
部の治癒過程を観察したところ、Chst14 -/-マウスでは野生型と比べて有意な創傷治癒の遅延が
認められた。現在、マイクロアレイや RT-リアルタイム PCR によって、創傷治癒遅延の原因とな
る因子を探索しているところである。 
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