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研究成果の概要：本研究では、Chst14 flox マウスと Cre-ERT2マウスを交配することで、薬剤
（タモキシフェン）投与誘導型 Chst14 遺伝子欠損マウスの樹立に成功した。樹立したマウスを
用いて Chst14遺伝子の欠損誘導方法を検討した結果、効果的な欠損誘導には、コーンオイルに
溶解したタモキシフェン（Tamox）を 25mg/kgの用量で 5 日間連続腹腔内投与する方法が適して
いることが示唆された。また、Tamox 混合飼料を 5 日間自由摂取させることでも欠損誘導は可
能であった。今後は、本研究で得られたデータを基に、さらに効率的な欠損誘導方法の検討を
行う予定である。 
 
研究成果の学術的意義や社会的意義 
薬剤投与誘導型 Chst14 遺伝子欠損マウス（DI-Chst14  KO マウス）を樹立し、欠損誘導方法を
検討したことにより、DI-Chst14  KO マウスの効率的な遺伝子欠損誘導方法（タモキシフェン
の最適な投与方法と投与量および解析時期）を確立するためのデータが得られた。得られたデ
ータを基に、さらに効率的な遺伝子欠損誘導方法を検討することが可能になった。将来的に、
DI-Chst14  KO マウスは筋拘縮型エーラスダンロス症候群（mcEDS）の疾患モデル動物として、
mcEDS の病態メカニズム解明研究に寄与することが期待される。 
 
研究分野：実験動物学 
 
キーワード：筋拘縮型エーラスダンロス症候群（mcEDS）、DI-Chst14 KOマウス、遺伝子欠損誘

導、タモキシフェン（Tamox）、腹腔内投与、経口投与 
 
 
 
１．研究の目的 

 筋拘縮型エーラスダンロス症候群(mcEDS)は、信州大学医学部から報告された新規疾患で、
CHST14 遺伝子の変異を原因とする 1)。mcEDS 患者では、巨大皮下血腫等の生命に関わる重篤な
皮膚症状を呈するが、病態メカニズムの解明や治療法開発には至っていない。将来的な治療法
開発のためには、疾患モデル動物を用いた病態メカニズム研究が重要であるが、Chst14 遺伝子
ホモ欠損マウスの殆どが胎生致死となる 2)ため、出生率の改善が必要と考えた。以前の研究で
離乳率の高い系統である BALB/cへの戻し交配を行ったところ、出生率を従来の 1.9%から 8.1%
まで改善することに成功したが、メンデルの法則と比べると出生率は低いものであった。そこ
で、胎生致死の問題を完全に回避するために、CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子編集を行い、本研
究に先行して Chst14 flox マウスの樹立に成功していた。 
 本研究では、（１）先行して樹立した Chst14 flox マウスと、タモキシフェン(Tamox)投与依
存的に flox 配列を切除する Cre-ERT2 マウスを交配し、Tamox 投与依存型 Chst14 遺伝子欠損
マウス（DI-Chst14 KO マウス）を樹立すること、および（２）樹立した DI-Chst14 KO マウス
を用いた病態解析を行うための効率的な遺伝子欠損誘導方法（Tamox の最適な投与方法と投与
量および解析時期）を確立することにより、将来的な mcEDS の病態メカニズム解明研究に役立
てることを目的とした。 
 

２．研究成果 

（１）Chst14 flox マウスと Cre-ERT2 マウスを交配し、出生したマウスから Chst14 flox 
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hetero,Cre-ERT2 hetero マウスを選定して同腹仔の雌雄同士を交配することで Chst14 flox 
homo, Cre-ERT2 homo (DI-Chst14 KO) マウスの樹立に成功した。 
 
（２）10 週齢まで飼育した DI-Chst14 KO マウスに腹腔内投与または経口投与により Tamox を
投与し、Chst14 遺伝子の欠損率を解析した。腹腔内投与では、Tamoxをコーンオイルに溶かし
て 0（コーンオイルのみ）、10、25、50、100 mg/kg の投与量で 5群に分けて 5日間連続で投与
した。経口投与では、Tamox 混合粉末飼料(Tamox 含有量 0.2[mg/g]）を 5 日間連続で与えた。
投与後 2 日間のインターバルを置き、0、7、14、28 日目で経時的に皮膚生検を行い、採取した
皮膚からゲノム DNAを抽出して、リアルタイム PCRにより Chst14 遺伝子の欠損率を測定した。
0mg/kg腹腔内投与群では欠損誘導は起こらないことを確認した。10mg/kg 腹腔内投与群の欠損
率±標準誤差は、0, 7, 14, 28 日目でそれぞれ 1.6±5.5％、1.8±5.9％、3.2±2.7％、0.3±
3.7％であり低い欠損率であった（図１）。25mg/kg 腹腔内投与群では、31.4±13.6％、40.6±
12.6％、39.6±9.0％、49.1±5.8％であり、投与後 7 日後以降の欠損率は、10mg/kg 腹腔内投
与群と比較して高い値を示した（Tukey 検定により有意差あり）（図１）。50mg/kg 腹腔内投与群
では、31.6±9.1％ 、41.2±7.0％、37.1±7.2％、59.1±2.2％、100mg/kg 腹腔内投与群では、
31.3±5.2％、33.4±4.2％、41.6±5.2％、67.7±4.4％であり、25mg/kg 腹腔内投与群と比較
して有意差はなかった（図１）。Tamox 混合粉末飼料を与えた群は、37.9±4.2％ 、21.7±12.1％、
38.9±4.8％、35.3±6.8％であり、25mg/kg 腹腔内投与群と比較して有意差はなかった（図１）。
投与群ごとに時間経過による欠損率の変化を比較解析した結果、0, 7, 14, 28 日目の欠損率に
有意差は認められなかった。 

 
Tamox 投与後 28 日目では、関節、心臓、肺、肝臓についても採取して解析した。心臓、肝臓、

肺については、安定した結果が得られなかったため、再度解析をする予定である。関節につい
ては皮膚と同様の欠損率の推移を示した。 
以上の結果から、Tamox の投与量と遺伝子欠損率は必ずしも相関しないことが明らかになっ

た。Tamox 25mg/kg以上の投与量では、欠損率に有意差はなく、Tamox投与量の増加は副作用の
リスクが増す可能性があるため、効果的な欠損誘導には、25mg/kg 腹腔内投与が適しているこ
とが示唆された。また、Tamox 混合粉末飼料によっても欠損誘導が可能であった。解析時期に
ついては、欠損率の個体差を抑えるために、投与後 7日目以降が適当であることが示唆された。
今後は、本研究で得られた知見を基に、より高い欠損率を実現するために、投与期間等の検討
を行う予定である。将来的に、本研究で樹立した DI-Chst14  KOマウスは mcEDS の疾患モデル
動物として、病態メカニズム解明研究に寄与することが期待される。 
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