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研究成果の概要（和文）：マウスES細胞にNSDHLターゲッティングベクターをエレクトロポレーションにて導入
した。ES細胞のスクリーニング後、胚盤胞(BALB/c)への注入を行い、NSDHLキメラマウスを作成した。ES細胞(毛
が黒色)とホスト胚（BALB/c）（アルピノ）とのキメラF1マウス（♂）と、B6（黒色）マウスと交配し、黒色の
F２マウス♀5匹について、ジェノタイピングを行った。キメラマウスの尾からDNAを抽出しジェノタイプを確認
した。さらにNSDHLキメラマウスとK5-Creを掛け合わせてNSDHL変異を持つK5-Cre-NSDHLfloxを作成し、表皮特異
的にNSDHLをノックアウトした。

研究成果の概要（英文）：We successfully created skin epidermis-specific NSDHL conditional knockout 
mice (K5-Cre-NSDHLflox). NSDHL targeting vector was introduced into mouse ES cells via 
electroporation, followed by colony picking. After screening of ES cells, injection into blastocysts
 (BALB/c) was performed to generate NSDHL chimeric mice. Chimeric F1 mice (♂) with ES cells (black 
hair) and host embryos (BALB/c, albino) were crossed with B6 mice (black) and genotyped for 5 female
 F2 mice with black coat color. DNA was extracted from the tails of chimeric mice and genotyping was
 confirmed. Furthermore, NSDHL mutant mice carrying K5-Cre were generated by crossing NSDHL chimeric
 mice with K5-Cre, resulting in skin epidermis-specific NSDHL knockout.

研究分野： genetic skin diseases
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研究成果の学術的意義や社会的意義
表皮特異的NSDHLコンディショナルノックアウトマウス(K5-Cre-NSDHLflox)の作成することに成功した。表皮特
異的NSDHLコンディショナルノックアウトマウスの皮膚にモザイク状に脱毛を伴うphenotypeが見られ、3匹のマ
ウスについてその部位の皮膚を生検して、皮膚のHE染色を行った。脱毛部では表皮の菲薄化と毛包構造の消失が
あり、一方で有毛部では、皮膚炎を想起させる角質層の錯角化を認めた。今後、CHILD症候群における皮膚炎発
症のメカニズム解明に有益な成果と考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

皮膚の表皮は、肝臓と並ぶ脂質産生器官であるという特異性を持つ。皮膚では、表皮角化細胞か

らセラミドやコレステロール、ビタミン D など皮膚のバリア機能や全身の恒常性を維持するた

めに不可欠な脂質が産生される。CHILD 症候群(Congenital hemidysplasia with ichthyosiform 

erythroderma and limb defects)は X 連鎖優性疾患で、コレステロール生合成酵素の欠損症で

ある 2)。生後数週より、一部の皮膚に紅斑、角化、落屑を伴う魚鱗癬様もしくは乾癬様の皮疹が

見られ、次第に拡大した後に縮小し、最終的に片側性に固定する。患側の上下肢の短縮や欠損、

側彎症などの骨格異常、中枢神経系、心血管系の異常や、軽度の精神遅滞がみられる例もある 3) 。

また、CHILD 症候群患者皮膚においては擦過などの外的刺激によりケブネル現象を見ることが特

徴である。コレステロール代謝酵素である NSDHL 変異により酵素活性が低下し、上流の中間代謝

物の蓄積と最終生産物であるコレステロールの生合成低下が皮膚症状発現に寄与していると考

えられるが 4) 、皮疹部における内在性のコレステロール中間代謝物と皮膚炎発症のメカニズム

についての詳細な検討は未だ行われていない。また過去に報告のある NSDHL 変異を有するマウ

スの表現型解析では、野生型(WT)に比べて体格が小さく、背部と尾にごく軽度の皮膚炎を生じて

おり、組織学的にも軽度の表皮肥厚を認めているが 5)、CHILD 症候群患者の様に激しい炎症を伴

う特徴的な皮疹は生じておらず、ヒトの病態を再現しているとは言い難い。一方で、ウルシオー

ルなどの外因性の脂質は皮膚に対して何らかの毒性を持ち皮膚炎を生じることが知られていた

が、これまで外因性脂質による皮膚炎惹起のメカニズムは不明であった。しかし近年、表皮にお

ける CD1a による脂質の抗原提示により T 細胞が活性化し、皮膚炎が惹起されるメカニズムが、

ヒト CD1a トランスジェニックマウスを用いたウルシオールによる皮膚炎モデルにて明らかにな

った 1）。CD1a はヒトのランゲルハンス細胞（LC）に特徴的に発現する蛋白で、マウスには元々は

存在しないため、マウスモデルにおいてその意義や機能が明らかではなかった 1）。CD1a には内

在性のリガンドも存在すると考えられ、CHILD 症候群において、異常蓄積が確認されている内在

性のステロール代謝中間体が CD1a の内在性リガンドである可能性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究において、脂質のうち特にコレステロール代謝物が皮膚炎を惹起するメカニズムを明ら

かにするため、ヒトの CD1a を併せ持った CHILD 症候群モデルマウスを新たに作成する。表皮特

異的に NSDHL 変異をもつコンディショナルノックアウトマウスを作成し、さらにヒト CD1a トラ

ンスジェニックマウスと掛け合わせることで、ヒト CD1a を介したコレステロール中間代謝物の

抗原提示と皮膚炎発症について解析を行うことを目的とする。本研究は、これまでほとんど解明

されていなかった内在性脂質と皮膚炎惹起のメカニズムについて、遺伝性コレステロール生合

成酵素の異常症である CHILD 症候群患者のモデルマウスを通して解析する点が独創的である。

その研究成果は、CHILD 症候群のみならず、アトピー性皮膚炎などを含めた脂質合成・代謝障害

を伴う幅広い炎症性皮膚疾患の病態解明と新しい治療法の開発を目指す点が社会的に非常に意

義深いと考えられる。 

 

３．研究の方法 

① CRISPR/Cas9システムを用いたNSDHLターゲッティングベクターの作成 

X 染色体上 NSDHL の exon3 の前後 2 箇所に、CRISPR/Cas9 システムを用いて LoxP を挿入してタ



ーゲッティングベクターを作成する。CRISPR/Cas9 用のガイド RNA 選別のためにルシフェラーゼ

アッセイを行い、ルシフェラーゼ活性の高いガイド RNA を用いる。 

② Tam誘導性-表皮特異的NSDHLコンディショナルノックアウトマウス(K5-CreERT-NSDHLflox)の

作成 

マウス ES 細胞に①で作成した NSDHL ターゲッティングベクターをエレクトロポレーションにて

導入し、コロニーのピックアップを行う。ES 細胞のスクリーニング後、胚盤胞への注入を行い、

NSDHL キメラマウスを作成する。NSDHL キメラマウスと K5-CreERT を掛け合わせて雄の X染色体

に NSDHL 変異を持つ K5-CreERT-NSDHLflox(A)を作成する。 

③ CHILD 症候群モデルマウス(CD1a-tg-K5-CreERT-NSDHLflox)の作成 

表皮 LC に発現したヒト CD1a による抗原提示によって皮膚炎が惹起されるかどうかを検討する

ため 1）、♂K5-CreERT-NSDHLflox (A)とヒト CD1a トランスジェニックマウス(CD1a-tg) と交配さ

せ、♂CD1a-tg-K5-CreERT-NSDHLflox (C)を作成。これによって LC にヒト CD1a を発現し、かつ Tam

誘導性に表皮特異的に NSDHL を欠損させた CHILD 症候群モデルマウス(D)を作成する(図 3)。こ

れらのマウスの genotype は PCR を用いて確認する。 

CHILD 症候群モデルマウスの表現型解析 

① 作成したすべての遺伝子改変マウスの表皮細胞および血液を採取し、GC−MSにて脂質解析を

行う。♂K5-CreERT-NSDHLflox (A)および♂CD1a-tg-K5-CreERT-NSDHLflox (C)にTamを投与して、

Tam誘導性に表皮細胞特異的にNSDHLを欠損させた際に(B,D)、CHILD症候群患者と同様のコレ

ステロール中間代謝物が表皮中に蓄積するかどうかを他のマウスと比較して統計学的に解

析し、さらにCHILD症候群被験者のGC-MSの結果と比較検討する。 

② 皮膚の炎症所見について評価するため各マウス（A-D）の皮膚を採取しHE染色を行い、表皮

の肥厚の程度を計測、浸潤している炎症細胞の種類を特定するため免疫染色を行い、組織学

的に検討する。また皮膚組織から浸潤している炎症細胞、末梢血の単核球、リンパ節のFACS

解析を行う。特に表皮細胞特異的にNSDHLを欠損させたマウスのうち、ヒトCD1aの存在の有

無による炎症のパターンについて(B,D)、詳細な解析を行う。 

③ コレステロール中間代謝物の蓄積による表皮の変化を検討するため、各マウス（A-D）の表

皮細胞からtotal RNAを抽出したのち、RNAseqを行い、遺伝子発現プロファイルの変化につ

いて統計学的に解析する。特に表皮細胞特異的にNSDHLを欠損させたマウスのうち、ヒトCD1a

の存在下で表皮細胞の遺伝子発現プロファイルの変化が起こっているかどうかについて、解

析を行う。 

CHILD 症候群患者では、擦過部位に一致して皮疹が出現するケブネル現象がみられるが、表皮細

胞特異的に NSDHL を欠損させたマウス皮膚(B,D)にテープストリップ刺激を連日加えることで皮

膚炎が誘発されるかどうか、上記①～③と同様に検討を行う。 

 

４．研究成果 

CHILD症候群モデルマウス(K5-Cre-NSDHL+/--CD1a-tg)の作成 

① 表皮特異的NSDHLコンディショナルノックアウトマウス(K5-Cre-NSDHLflox)の作成 

マウスES細胞にNSDHLターゲッティングベクターをエレクトロポレーションにて導入し、コロニ

ーのピックアップを行った。ES細胞のスクリーニング後、胚盤胞(BALB/c)への注入を行い、

NSDHLキメラマウスを作成した。ES細胞(毛が黒色)とホスト胚（BALB/c）（アルピノ）とのキメ

ラF1マウス（♂）と、B6（黒色）マウスと交配し、黒色のF２マウス♀5匹について、ジェノタ

イピングを行った。キメラマウスの尾からCica GeneusトータルDNAプレップキットを用いてDNA



を抽出した。ターゲットベクターを挟むように数カ所primerを設定してPCRを行い、ジェノタイ

プを確認した。さらにNSDHLキメラマウスとK5-Creを掛け合わせてNSDHL変異を持つK5-Cre-

NSDHLfloxを作成し、表皮特異的にNSDHLをノックアウトした。表皮特異的NSDHLコンディショナ

ルノックアウトマウスの皮膚にモザイク状に脱毛を伴うphenotypeが見られ、3匹のマウスにつ

いてその部位の皮膚を生検して、皮膚のHE染色を行った。脱毛部では表皮の菲薄化と毛包構造

の消失があり、一方で有毛部では、皮膚炎を想起させる角質層の錯角化を認めた。 

②ヒトCD1aトランスジェニックマウス(CD1a-tg)(Kim JH, et al. Nat Immunol, 2016)について

検証を行った。論文内で示された方法に準じて、耳介に2％ウルシオールを塗布し、皮膚炎誘発

の再現性について確認を行ったところ、野生型のマウスと比較して耳介の厚さ（腫脹）につい

ては有意差を認めなかった。したがって、当初実験計画で予定していた表皮特異的NSDHLコンデ

ィショナルノックアウトマウスとヒトCD1aトランスジェニックマウスを交配させる実験は行わ

ないこととした。 
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