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研究成果の概要（和文）：本研究では、先天性魚鱗癬の一種のichthyosis with confetti（IWC）に着目した。
この疾患では、異常な高頻度で体細胞復帰突然変異によるモザイク現象を生じている。体細胞復帰突然変異によ
るモザイク現象を起こした健常組織は、患者本人の細胞からなり、免疫原性が認められない為、細胞医薬として
理想的である。IWCでは、原因遺伝子KRT1、KRT10の特定の領域に変異が集中するが、体細胞復帰突然変異による
モザイク現象が高頻度に生じる理由は不明である。本研究では、IWCのモデル細胞系とモデル動物系を作成と、
それらの系を用いた体細胞復帰突然変異によるモザイク現象の分子的機序の解明を目指した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on ichthyosis with confetti (IWC), a subtype of 
epidermolytic ichthyoses caused by heterozygous KRT1 or KRT10 mutations. In this disease, somatic 
revertant mosaicism occurs at an abnormally high frequency. Healthy tissue made by somatic revertant
 mosaicism is ideal as a cell medicine because it consists of the patient's own cells and does not 
have immunogenicity. In IWC, mutations are concentrated in specific regions of the causative genes 
KRT1 and KRT10, but the reason why the somatic revertant mosaicism occurs frequently is unknown. 
Since the genome size of KRT1 is as small as about 4.5 kb and it is extremely suitable for genetic 
manipulation. In this study, we tried to create a model cell line and a model animal system of IWC 
by introducing heterozygous gene mutations into the KRT1 gene by CRISPR-Cas9, and aimed to elucidate
 the molecular mechanism of the somatic revertant mosaicism using those systems.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 遺伝子　体細胞復帰変異　モザイク　魚鱗癬　表皮
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではichthyosis with confetti（IWC）のモデル実験系の作成を目指し、体細胞復帰突然変異によるモザ
イク現象を人為的に発生させる技術の創出を目標とした。IWCにおいて体細胞復帰突然変異によるモザイク現象
が多発する事は、mitotic recombinationの発生頻度を調節する未知のメカニズムが細胞内に存在する事を示し
ている。その意義は不明であるが、病的遺伝子存在下での個体の健全性を担保している可能性が示唆される。
mitotic recombinationの発生頻度を調節する未知のメカニズムが解明されれば、細胞生物学的に新しい概念が
提示されることになる。

※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 
(1) 研究代表者は 30 年近くにわたり一貫して先天性角化異常症の原因解明に従事し、その治療
法の開発に取り組んできた。その過程で ichthyosis with confetti (IWC)の症例に関わり、
natural gene therapy とも言える体細胞復帰変異によるモザイク現象の臨床応用を確信するに至っ
た。皮膚表皮細胞は、細胞医薬の臨床応用対象として、特別な有用性を持つ。すなわち、病変表
皮を切削して新たな表皮シートを移植し、瘢痕を残さず治癒する事が可能である。また、遺伝子
治療で常に問題になる発癌リスクについても、移植部での早期検出が容易であり、万一がん化し
た際の治療も容易かつ根治的である。将来的に体細胞復帰変異が人為的に制御できるようにな
れば、治療応用は加速度的に進むことが想定される。研究代表者らは表皮における先天性疾患で、
このような正常化皮膚シート移植が望まれる症例を多数診療しており、現実に根治的治療を届
けたいという強い願望が、本研究を推進する動機付けとなっていた。 
 
(2) 体細胞復帰変異によるモザイク現象は 1988 年に Lesch-Nyhan 症候群において初めて報告され、
主に血液疾患で知られてきたが、その機序については、詳細な研究は行われていない。また、皮
膚疾患での体細胞復帰変異によるモザイク現象は、偶発的に極稀に生じる例外的な現象とされてき
た。しかし、2010 年に ichthyosis with confetti (IWC)では特異的に高頻度で体細胞復帰変異
が生じる事が報告され①②、体細胞復帰変異によるモザイク現象は単に偶発的に生じる現象ではなく、
その発生頻度を制御しうる未知の分子的機序が存在する事が明らかになった③④。このような時
点で、体細胞復帰変異によるモザイク現象についての研究の進展を阻む最大の要因として、適切な研
究対象が実際の患者のみであり、また疾患自体が稀少であることが挙げられた。本研究は IWC の
モデル実験系を世界に先駆けて作成する事により、現状にブレークスルーをもたらす萌芽的研
究として計画された。さらには、作成したモデル系を応用し、体細胞復帰変異を人為的に制御し
て発生させる技術を創成し、既存の組織工学や iPS 技術と組み合わせ、これ迄に無い利点を持つ
新しい細胞/組織医薬を創出し、将来の遺伝子治療を革新する事を目指した。また、IWC におい
て体細胞復帰変異が多発する事は、mitotic recombination の発生頻度を調節する未知のメカニ
ズムが細胞内に存在する事を示していた。その意義は不明であるが、病的遺伝子存在下での個体
の健全性を担保している可能性や、発癌に関わっている可能性が示唆された。本研究は、このメ
カニズムを解明する類例のない試みであり、細胞生物学的にも、全く新しい概念を提示するもの
であった。この概念は複製、修復、組換え等の既存の学問領域を結び、細胞生物学の分野におい
ても新しい研究領域を創出することが期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、「体細胞復帰突然変異によるモザイク現象」の解析を通じて、細胞医薬の実地臨床への普及を可能にする、新
たな方法論を提示する事を目的とした。細胞医薬の実臨床への応用が実現しつつ有る近年の状況にお
いて、先天性疾患の遺伝子レベルでの根治的治療は現実的な目標であった。一方で、患者自身の
細胞を治療応用するには、まだ技術的な課題があった。例えば、CRISPR-Cas9 を始めとする遺伝
子編集は、個別化した治療を行うには高コスト、かつ、煩雑な検証が必要である。また、ウイル
スベクター等による遺伝子導入についても、未解決の問題が多い。「体細胞復帰突然変異によるモザイ
ク現象」とは、遺伝子異常による先天性疾患において、一部の体細胞が突然変異を起こし、病原性変異が失われる現象
であり、結果として、病的な組織と健常な組織によるモザイクを生じる。体細胞復帰突然変異によるモザイク現象は、
時に遺伝性疾患の症状を改善するため、natural gene therapyとも呼称されていた。体細胞復帰突然変異によるモザイ
ク現象を起こした組織は、患者本人の細胞からなり、一般に免疫原性が認められない為、組織培養やiPS応用医療の材
料として理想的である。そこで、本研究の目的は、体細胞復帰変異を人為的に制御して発生させる技術を
創成し、既存の組織工学や iPS 技術と組み合わせ、新しい細胞/組織医薬を創出し、将来の遺伝
子治療を革新することであった。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ケラチン１、または、ケラチン１０の遺伝子変異による先天性魚鱗癬である表皮融
解性魚鱗癬の一亜型である ichthyosis with confetti（IWC）という疾患に着目した。この疾患
では、他の先天性疾患と比較して、異常な高頻度で体細胞復帰突然変異を生じている事が近年判明
している①②。IWC では、原因遺伝子である KRT1 もしくは KRT10 の特定の領域に変異が集中する
が⑤、それらの遺伝子変異の部位、性質と、体細胞復帰突然変異によるモザイク現象が高頻度に生じるこ
ととの関連性は不明である。本研究では、IWCのモデル細胞系とモデル動物系を世界に先駆けて作成する事を通
じ、その分子的機序を解析し、明らかにすることを計画した。具体的には、平成 30 年度から令和元年度に(1)
不死化ケラチノサイトを用いた IWC 皮膚表皮細胞のモデル系とスクリーニングプラットホーム
の構築、及び、(2)薬剤投与により誘導可能な IWC モデルマウスの作成を計画した。さらに、令
和元年度から令和２年度にはこれらの系を利用して、(3)モデル細胞系を用いた体細胞復帰突然変異
によるモザイク現象発生の分子機序の解析、体細胞復帰突然変異によるモザイク現象の発生を制御しうる低



分子化合物の探索、及び、(4)IWC マウスモデルの表現型解析を計画した。IWCは KRT1もしくはKRT10
のヘテロ接合性優性変異によって生じるが、KRT1のゲノムサイズは約4.5kbと小さく、in situでの遺伝子操作に極め
て適しているため、本研究では、KRT1変異によるモデル系を作成する計画であった。 
 
４．研究成果 
本研究では、ケラチン１、または、ケラチン１０の遺伝子変異による先天性魚鱗癬である表皮融
解性魚鱗癬の一亜型である ichthyosis with confetti（IWC）という疾患を対象とした。この疾
患では、異常な高頻度で「体細胞復帰突然変異によるモザイク現象」（revertant somatic mosaicism）を生じて
いる。体細胞復帰突然変異によるモザイク現象を起こした健常組織は、患者本人の細胞からなり、一般に免疫原性が認
められない為、細胞医薬として理想的である。IWC では、原因遺伝子 KRT1、KRT10 の特定の領域に変異が
集中するが、いまだに、体細胞復帰突然変異によるモザイク現象が高頻度に生じる理由は不明である。
本研究では、IWCのモデル細胞系とモデル動物系を世界に先駆けて作成し、それらの系を用いて、体細胞復帰突然変異に
よるモザイク現象の分子的機序を解析することを目指した。 
 
(1) 不死化ケラチノサイトを用いた IWC 皮膚表皮細胞のモデル系とスクリーニングプラットホ
ームの構築 
KRT1のゲノムサイズは約4.5kbと小さく、in situでの遺伝子操作に極めて適しているため、本研究では、KRT1変異に
よるモデル系の作成を目指した。KRT1遺伝子にCRISPR-Cas9によるヘテロ接合性遺伝子変異導入を行い、野生型および
変異KRT1を有する不死化ケラチノサイトの作成を試み、それぞれ異なる蛍光蛋白で標識することで、野生型および変異
KRT1の発現を識別する計画であった。KRT1遺伝子の変異をCRISPR-Cas9によりヘテロ接合性に導入し、
変異 KRT1 を有する不死化表皮細胞を作成し、復帰体細胞変異を頻発するモデル細胞をスクリー
ニング系として樹立することを目指し、実験を繰り返し施行した。しかし、復帰体細胞変異を頻
発するモデル細胞が、培養条件のためか、予定通りには、樹立できなかった。そこで、復帰体細
胞変異を促進する培養条件についてのスクリーニングプラットホームの構築を行い、種々の培
養条件を検討した。最終的に、人工的に制御可能な復帰体細胞変異を頻発するモデル細胞を樹立
するまでには至らなかった。今後、本研究の延長線上の研究において、復帰体細胞変異を頻発す
るモデル細胞の系の樹立を目指し、これらのIWCモデル細胞をスクリーニング系として、体細胞復帰突然変異
によるモザイク現象を促進する条件についてのケミカルクスリーニング、DNAストレス、siRNAスクリーニングなどの各
種スクリーニングを施行することを予定している。 
 
(2) 薬剤投与により誘導可能な体細胞復帰突然変異によるモザイク現象と、その延長上でのIWC モデルマウ
スの作成 
本研究計画では、KRT1 遺伝子の変異を CRISPR-Cas9 によりヘテロ接合性に導入し、変異 KRT1 を
有する Krt1-EGFP ノックインマウスの作成を目指した。表皮特異的 CreER 発現マウスは購入可
能であり、4-OHT 誘導性 mRFP および変異 KRT1 発現カセットを CRISPR-Cas9によるゲノム編集によりヘ
テロ接合性に導入したマウスと、上記２種のマウスと掛け合わせることにより、IWC 症状を薬剤誘導性に発症するモデ
ルマウスの作成実験を施行した。しかしながら、復帰体細胞変異を頻発するモデル細胞が、培養条件の
ためか、予定通りに樹立できず、復帰体細胞変異を促進する培養条件についてのスクリーニング
プラットホームの構築に想定以上の時間を要したことも影響し、当初計画された、有意に高頻度
な体細胞復帰突然変異によるモザイク現象を、人為的に誘導可能な IWC モデルマウスを樹立するまでには
至っていない。 
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