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研究成果の概要（和文）：　筋拘縮型エーラス・ダンロス症候群(mcEDS)は、CHST14遺伝子の変異によってデル
マタン硫酸(DS)の欠損を生じる疾患で、重篤な皮膚症状を呈する。
mcEDSの疾患モデル動物としてChst14遺伝子欠損マウス(Chst14 KO)を解析したところ、コラーゲン線維束や細線
維の構造変化、力学的脆弱性、創傷治癒遅延などの患者と類似の皮膚の表現型を認めた。また、Chst14 KOの皮
膚線維芽細胞では、増殖と遊走が低下した。
　以上の結果から、Chst14遺伝子は、細胞外マトリックスの構造や強度と、細胞の増殖や遊走といった皮膚機能
に影響することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Musculocontractural Ehlers-Danlos Syndrome (mcEDS) shows some serious 
cutaneous symptoms with dermatan sulfate (DS) deficiency caused by mutations in CHST14 gene. In this
 study, Chst14 gene-deleted mice (Chst14 KO) were used as an animal model of mcEDS. Chst14 KO showed
 some cutaneous phenotypes such as deformations of collagen bundles and fibrils, mechanical 
weakness, and delay of wound healing which were similar to patients with mcEDS. Cell migration and 
proliferation were depressed in skin fibroblast of Chst14 KO. These results suggest that Chst14 gene
 affects structure and strength of extracellular matrix and cell migration and proliferation.

研究分野：病態医化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究によって、Chst14 KOがmcEDSの皮膚症状の疾患モデル動物として有用であることが示された。また、
Chst14遺伝子やDSが、細胞外マトリックスの構造と強度の維持や、皮膚線維芽細胞の増殖と遊走に関与すること
が示唆され、mcEDSの病態メカニズム解明の糸口となることが期待された。

※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 
 筋拘縮型エーラス・ダンロス症候群(mcEDS)は、本学医学部の古庄らによって報告された新規
疾患 1) で、CHST14遺伝子もしくは DSE遺伝子の病的変異を原因とする。それらの遺伝子にコ
ードされる D4ST1 や DSE は、デルマタン硫酸(DS)の合成に関与する酵素で、mcEDS ではそ
れらいずれかの酵素活性が失われることで、全身のデルマタン硫酸(DS)が欠乏する。mcEDS患
者では、特に結合組織で多くの症状が現れることが知られており、皮膚の脆弱性や反復性巨大皮
下血腫、多発関節拘縮や進行性の脊椎変形などは、患者の日常生活動作と生活の質を低下させる 

2)。これまでの研究から、DS はコラーゲン細線維の集合を介した組織強度の維持に重要である
と考えられているが、mcEDSの詳細な病態メカニズムは不明で、治療法開発には至っていない 

3)。 
 mcEDSの病態メカニズムの詳細な解析のための疾患モデル動物の候補として Chst14遺伝子
欠損マウス(Chst14 KO)や Dse遺伝子欠損マウス(Dse KO)が考えられた。Dse遺伝子には Dsel
遺伝子というアイソフォームあるため Dse KO では DS 消失には至らないことが知られていた
ため、研究代表者らは Chst14 KOを用いた解析を行った。Chst14 KOでは皮膚組織等での DS
の消失が認められたが、研究開始当初は、そ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 4)。研究代表者らは、胎仔や新生仔の生存率に遺伝背景が影響することを見出し、離乳率が
高い近交系として知られる BALB/c系統への戻し交配(コンジェニック化；BALB.Chst14 KO樹
立)によって、出生率改善に成功し安定的な解析を可能とした 5)。また、周産期致死の問題を完
全に回避するために、コンディショナルノックアウトマウスを樹立すべく、CRISPR/Cas9によ
るゲノム編集技術を用いて Chst14 floxマウスを独自に作出した。本研究では、これらのマウス
を用いて、以下の解析を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、mcEDSの皮膚症状の疾患モデル動物を確立し、病態メカニズムを解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
① 力学的負荷に対する皮膚の表現型解析 
 mcEDS 患者は、皮膚の易断裂性や、軽微な外圧による巨大皮下血腫等の症状を呈し、皮膚組織
の力学的な脆弱性が知られている。このことから、麻酔下で BALB.Chst14 KO に対してネオジウ
ム磁石による短時間の皮膚圧迫を行い、その後の経過を処置後 12 日目まで観察した。 
② 皮膚組織の再生(創傷治癒)に関する表現型解析 
 mcEDS 患者では、創傷治癒の遅延が知られているため、麻酔下で BALB.Chst14 KO の背部皮膚
に開放創を作成し、処置後 15 日目まで創傷治癒過程を観察した。 
③ 薬剤投与依存的 Chst14 遺伝子欠損マウスの樹立 
 胎生致死の問題を完全に回避するために、研究代表者が独自に作出した Chst14 flox マウス
を、タモキシフェン投与依存的 Cre (ROSA21-CreERT2)マウスと交配することで、タモキシフェ
ン投与依存的に Chst14 遺伝子を欠損誘導可能なコンディショナルノックアウトマウスを作出し
た。 
 
補足：本研究は、信州大学動物実験等実施規程および信州大学遺伝子組換え実験等安全管理規程
に従い、委員会による審査と学長承認を受けて適切に実施された。 
 
４．研究成果 
① 皮膚の力学的負荷に対する表現型 
 BALB.Chst14 KO では、発赤や痂皮形成等の症状が野生
型よりも顕著に表れた(右図)。また、研究代表者らのグル
ープでは、Chst14 KO の皮膚コラーゲン細線維に集合不全
等の mcEDS 患者と類似した病理像が認められることを報
告している 6)。圧迫後の皮膚は、野生型と BALB.Chst14 KO
共に組織の挫滅様の病理像を認めたが、透過型電子顕微鏡
で観察したところ、野生型ではコラーゲン細線維の形態は
維持されているのに対して、BALB.Chst14 KO ではその走
行に乱れを認めた。これらのことから、BALB.Chst14 KO では mcEDS 患者と類似した皮膚組織の
脆弱性が生じていることと、組織強度の維持にはコラーゲン細線維の構造が重要であることが
示唆された。 
② 皮膚組織の再生(創傷治癒)に関する表現型 
 BALB.Chst14 KO の背部皮膚に開放創を作成したところ、野生型と比べて創傷治癒の有意な遅
延が認められた。これまでの報告や研究代表者らによる実験結果から、生体の DS はコラーゲン



細線維の集合を介した皮膚組織の力学的強度の維持に重要であることが知られていたが、組織
強度の違いだけでは創傷治癒の差がなぜ生じるのか説明がつかないと考えた。そのため、
BALB.Chst14 KO と野生型マウス皮膚の線維芽細胞の初代培養を行い、細胞機能への影響を検討
した。その結果、BALB.Chst14 KO の皮膚線維芽細胞では、スクラッチアッセイや MTT アッセイ
で、細胞の遊走や増殖が野生型と比べて低下していることが明らかになった。これらのことから、
Chst14 遺伝子や DS は組織強度の維持だけでなく、細胞増殖を介した創傷治癒の促進にも関与す
ることが示唆された。 
③ 薬剤投与依存的 Chst14 遺伝子欠損マウスの解析 
 研究代表者が作出した Chst14 flox マウスと ROSA21-CreERT2 マウスとの交配により、タモキ
シフェン投与依存的 Chst14 KO を樹立した。このマウスでは、生後にタモキシフェンを投与する
ことで Chst14 遺伝子を欠損誘導可能なため、Chst14 KO での胎生致死の問題を完全に回避可能
ではないかと期待された。しかし、一般的に用いられるタモキシフェンの投与量(10～100mg/kg
腹腔内投与)では、最大で約 40%の欠損効率しか得られず、Chst14 遺伝子の欠損による臓器や組
織への影響を解析するためには不十分であった。一方で、Chst14 flox マウスは、例えば他の臓
器特異的 Cre リコンビナーゼ発現マウスとの交配によって、特定の臓器や組織での Chst14 遺伝
子や DSの機能の解析に有用と考えられるため、今後の研究に活用する予定である。 
 
結語 
以上の研究結果から、BALB.Chst14 KO は mcEDS 患者と類似した皮膚の表現型を示すことが明
らかになり、疾患モデル動物として有用であることが示唆された。また、Chst14 遺伝子の欠損
とそれに伴う DS欠乏は、組織強度だけでなく細胞増殖にも影響を与えることが示唆され、mcEDS
の病態メカニズム解明の一助となる知見が示された。 
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