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研究成果の概要（和文）：本研究では、魚鱗癬の治療法の開発を目的とし、正常ヒト ABCA12 導

入遺伝子の作成、培養魚鱗癬患者表皮細胞および ABCA12 ノックアウトマウス（魚鱗癬モデルマ

ウス）表皮細胞に対する遺伝子導入実験、遺伝子導入幹細胞株よりの皮膚再生系の確立、再構

成魚鱗癬病変に対する遺伝子導入による治療実験、ABCA12 ノックアウトマウスに対する胎児治

療実験を施行し、それらの研究成果から臨床応用への可能性を評価した。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present project, in order to innovate a novel therapy for 
ichhthyosis, we made a normal human ABCA12 gene construct, and performed transfection 
experiments of the construct into the cultured keratinocytes from ichthyosis patients 
and ABCA12-disrupted mice (ichthyosis model mice). We reconstructed ichthyosis lesions 
from the transfected keratinocytes and evaluated treatment efficacy of transfected ABCA12 
gene constructs. In addition, we performed treatment experiments to fetuses of 
ABCA12-disrupted mice. From the results, we obtained clues to establish novel effective 
treatment against congenital ichthyosis. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究に関連する国内・国外の研究動向
及び位置づけ 
我々は、世界に先駆けて、最重症型の魚鱗
癬、道化師様魚鱗癬の病因が ABCA12 遺伝子
変異であることを明らかにした（Akiyama 
et al, J Clin Invest 2005）。さらに、研
究代表者らは、道化師様魚鱗癬患者表皮細
胞を培養し、それらの細胞からマウスの皮
膚に、道化師様魚鱗癬の病変を再構成する
ことに成功した（Yamanaka, Akiyama, et al, 

2007）。そして、道化師様魚鱗癬のモデルマ
ウスである、ABCA12 ノックアウトマウスの
作成にも成功した（Yanagi, Akiyama, et al, 
2008）。重症型の魚鱗癬について、ヒト由来
の魚鱗癬再構成病変の系、ならびに、ノッ
クアウトモデルマウスの系を有している研
究グループは、世界にも、研究代表者のグ
ループのみである。このような状況から、
研究代表者は、今回、重症型魚鱗癬の治療
法の開発研究を計画した。重症型魚鱗癬の
治療法が開発されれば、それは、他の軽症
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のタイプの患者さんにも、応用されるよう
になると期待できる。 
 
(2) 応募者のこれまでの研究成果を踏まえ
着想に至った経緯 
重症型魚鱗癬は、最も重篤な遺伝性皮膚疾疾
患の一つであり、内臓合併症は一般に認めら
れないものの、全身に見られる著明な過角化
は、患者の QOL を著しく低下させる。本研究
においては、我々が従来より研究を続け、稀
な疾患ながら多数の症例を蓄積して来た、重
篤な症状を呈しする常染色体劣性遺伝性魚
鱗癬、そのなかでも、とりわけ重症な ABCA12
遺伝子変異による魚鱗癬（道化師様魚鱗癬
等）の治療に的を絞り、臨床応用可能な遺伝
子治療法、胎児療法の開発を目指した。 
重症型魚鱗癬の中でも最も重症な病型は道化
師様魚鱗癬であり、道化師様魚鱗癬では出生
時に著明な眼瞼外反、口唇の突出開口を認め、
全身が板状の過角化で覆われ、多くの症例で
は、出生後１から２週以内に死亡する。道化
師様魚鱗癬を含む重症型の魚鱗癬の出生前診
断を行う事の出来る、世界でも数少ない施設
として、研究代表者らのグループは、十年以
上にわたり、国内外の重症型魚鱗癬の出生前
診断を行うとともに、症例を集積してきた。
しかし、病因が不明であったため、患者、家
族の切望するところの治療に関する研究は
遅々として進んでいなかった。2005 年、研究
代表者らのグループは、この道化師様魚鱗癬
の病因が、ABCA12 の遺伝子変異であることを
世界に先駆けて解明した。ここに至り、本研
究では、私たちの有する遺伝子導入技術、皮
膚再構成技術、モデルマウスを駆使し、重症
型魚鱗癬の遺伝子治療法の確立、および、魚
鱗癬の胎児治療法の開発を目指すことを着想
した。 
 
(3) 本研究で発展させる基礎となる、これま
での研究成果 
① ABCA12 機能障害が、重症型魚鱗癬の病因
であることを明らかにした（Akiyama et al, 
J Clin Invest 2005）。 
② 毛包上皮幹細胞への遺伝子導入技術の確
立を行った（Sugiyama-Nakagiri, Akiyama, 
et al. Gene Ther 2006）。 
③ 重症型魚鱗癬の患者由来表皮細胞を用い
て、皮膚病変を再構成することに成功した
（Yamanaka, Akiyama, et al. Am J Pathol 
2007）。 
④ ABCA12 ノックアウトマウス（重症型魚鱗
癬モデルマウス）の作成に成功した(Yanagi, 
Akiyama, et al, Hum Mol Genet 2008)。 
 
２．研究の目的 
我々は、本研究において、有効な治療法がな
かった重症魚鱗癬に対して、根本的な治療法、

ならびに、新規胎児療法を目指した。重症型
魚鱗癬に対する治療法、胎児療法の開発は、
ひろく軽症の魚鱗癬についての治療へと応
用される可能性がある。 
具体的には、本研究の目的は、以下の３点で
あった。 
(1)遺伝子導入バルジ幹細胞からの皮膚再構
成による魚鱗癬治療法の開発 
道化師様魚鱗癬患者由来培養表皮幹細胞、な
らびに、ABCA12 ノックアウトマウス由来培養
表皮幹細胞に、正常 ABCA12遺伝子を導入し、
それらの細胞から免疫不全マウスにおいて
表皮、毛包を再生することにより、ABCA12 遺
伝子変異による重症魚鱗癬の遺伝子治療の
方法論を確立する。さらに、この遺伝子治療
の十分な治療効率、有効性、効果の持続性、
ならびに、安全性を確認する。 
(2) 重症型魚鱗癬病変への ABCA12 遺伝子治
療法の開発 
再構成魚鱗癬患者皮膚病変、および、重症型
魚鱗癬モデルマウス（ABCA12 ノックアウト
マウス）皮膚をターゲットとし、正常 ABCA12
遺伝子を、liposome 法、naked DNA 法等を用
いて導入することにより、魚鱗癬病変の表現
形の改善を行う。すなわち、重症型魚鱗癬の
遺伝子治療技術の確立を目指す。 
(3)ABCA12 ノックアウトマウスを用いた重症
型魚鱗癬の胎児療法の開発 
妊娠後期の母マウスに、レチノイドを投与す
る方法、あるいは、羊水中に、レチノイド、
または、正常 ABCA12 遺伝子を投与すること
により、重症型魚鱗癬罹患ノックアウトマウ
ス胎児の治療法の開発を行う。 
 
 
３．研究の方法 
すでに、研究代表者らは、重症魚鱗癬患者由
来表皮細胞からの再構成魚鱗癬皮膚病変、お
よび、重症魚鱗癬モデルマウス（ABCA12 ノッ
クアウトマウス）を有していた。本研究では、
まず、ABCA12 発現ベクターを作成し、再構成
魚鱗癬病変、および、モデルマウス皮膚に遺
伝子導入実験を行い、重症魚鱗癬の正常
ABCA12 遺伝子導入による遺伝子治療法の開
発を行った。さらに、罹患モデルマウス胎児
を妊娠している母マウスに、レチノイドを投
与することによる胎児治療実験を行い、実際
に臨床応用可能な重症魚鱗癬の胎児療法の
開発を目指した。具体的に各研究ステップに
ついて以下に述べる。 
 
(1）導入リポーター遺伝子の作成 
リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て の Green 
fluorescent protein (GFP)遺伝子および
lacZ 遺伝子を哺乳類遺伝子発現ベクター
に組み込んだ。アデノウイルスを用いる系
では、COS-TPC 法に基づいて行った。レト



ロウイルスでは、LTR とψ配列以外の MoMLV
由来の遺伝子を含まず、かつ導入遺伝子の
発現に CMV-IE プロモーターが用いられて
いる pDON-A1 ベクターを用いた。我々はす
でに生体表皮角化細胞で発現するプロモー
ターの解析を終了し、CMV-IE プロモーター
が生体表皮角化細胞で強力に働くことを示
していた。その pDON-A1 ベクター等にリポ
ーター遺伝子を組み込み、パッケージング
細胞に導入し、組み換えウイルスを得、導
入に用いた。 
(２）培養魚鱗癬患者表皮細胞、および、
ABCA12 ノックアウトマウス表皮細胞に対す
る遺伝子導入 
バルジ細胞への遺伝子導入はアデノウイル
スベクター、あるいは、レトロウイルスベク
ターを用いた。GP-293 細胞をフラスコに播種
し、翌日、リン酸カルシウム法にてβ
-galactosidase 遺伝子等のレポーター遺伝
子を導入した。トランスフェクション後、５
～６時間後にグリセロールショックを行っ
た。これらの細胞を 2日間培養し、上清を回
収した。回収した上清は 25000 回転、1 時間
半超遠心機にて遠心分離し、得られたペレッ
トを TNE buffer にて懸濁した。4℃ O/N 保存
し、表皮細胞培養液中に添加した。翌日培地
を交換し、さらに 2～3 日培養後、実験に供
した。この導入実験の結果、表皮細胞に対す
るもっとも導入効率のよいベクター、導入条
件を決定した。 
(３）遺伝子導入幹細胞株よりの皮膚再生系
の確立 
(2)で得られる遺伝子導入幹細胞培養株より、
細胞懸濁液を作成し、上記の方法にて培養し
た各細胞をプロナーゼ、Trypsin 処理により
回収し、3.0～4.0×106個ずつ混合したものを
SCID マウスの背部へ移植した。SCID マウス
の背部を除毛し、直径 1cm の円形に皮膚を切
除した。そこへシリコンチャンバーを移植し、
チャンバー上部の穴から細胞懸濁液を注入
した。約 1週間後、チャンバーの上部を切り
取り、移植部位を乾燥させることにより上皮
化を促した。移植後約 4週間で皮膚・毛髪の
形成が認められた。 
(４）遺伝子治療実験用正常 ABCA12 導入遺
伝子の作成 

本研究においては、最終的な魚鱗癬表現型
の遺伝子導入による改善を目指したが、今
回対象となるのは ABCA12 遺伝子変異によ
る重症型魚鱗癬であった。したがって、正
常 ABCA12 を導入するための導入遺伝子を
作成した。上記（１）での導入遺伝子作成
に準じ、クローニングしたヒト正常 ABCA12
全長 cDNA とリポーター遺伝子の両方を組
み込んだ導入遺伝子、および、ヒト正常
ABCA12 全長 cDNA のみを組み込んだ導入遺
伝子を作成した。 

(５）再構成魚鱗癬病変に対する遺伝子導
入による治療実験 
リポーター遺伝子、ならびに、正常 ABCA12
遺伝子を、naked DNA 法、liposome 法等を
用いて、免疫不全マウス背部に患者由来表
皮細胞から再構成した魚鱗癬皮膚病変に
導入した。 
導入された再構成病変について、経時的に
皮膚生検を施行、凍結切片を作成、蛍光顕
微鏡等にて観察することにより、リポータ
ー遺伝子、ならびに、正常 ABCA12 遺伝子
の導入、発現を確認した。さらに、免疫組
織学的、in situ hybridization 法、ノザ
ン･ブロッティング、サザン･ブロッティン
グによって、再構成患者表皮における導入
正常遺伝子および蛋白の発現をモニター
した。遺伝子導入実験後、再構成皮膚にお
ける臨床症状の改善度を評価した。さらに
可能な限り長期にわたり、遺伝子導入部を
経時的に観察し、導入遺伝子の発現の持続
時間、遺伝子導入による諸効果の持続時間
を算定した。 
 (６）ABCA12 ノックアウトマウスに対する
胎児治療実験 
罹患胎児を妊娠している母マウスにおい
て、妊娠後期に、レチノイド、副腎皮質ス
テロイド等を経口、あるいは、羊水中に投
与する実験を施行した。妊娠後期は、魚鱗
癬の病変が発現する時期であると同時に、
レチノイドの催奇形性を排除できる時期
である。これらの胎児治療実験の結果、表
現形が改善された状態で、罹患新生児が出
生し、予後が改善することが期待された。 
(７）研究結果の総括と臨床応用への可能
性の評価 
今回の研究によって得られた結果から、遺
伝子治療に関しては、最善と考えられる導
入遺伝子、遺伝子導入法をまとめた。さら
に、導入遺伝子の発現、遺伝子導入の効果、
ならびにその持続時間について評価した。
これらのデータから、本方法の実際の臨床
応用の可能性につき考察した。 
さらに、胎児療法に関しても、同様に、デー
タを総括した。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、魚鱗癬の治療法の開発を目的
とし、正常ヒト ABCA12 導入遺伝子の作成、
培養魚鱗癬患者表皮細胞および ABCA12 ノ
ックアウトマウス（魚鱗癬モデルマウス）
表皮細胞に対する遺伝子導入実験、遺伝子
導入幹細胞株よりの皮膚再生系の確立、再
構成魚鱗癬病変に対する遺伝子導入による
治療実験、ABCA12 ノックアウトマウスに対
する胎児治療実験を施行し、それらの研究
成果から臨床応用への可能性を評価した。



本研究の具体的な成果を各項目毎に、以下
にまとめる。 
（１）正常ヒト ABCA12 導入遺伝子の作成 
遺伝子治療実験に用いるヒト正常 ABCA12
ｃDNA コンストラクト（全長）を作成に成
功した。 
（２）ABCA12 ノックアウトマウス（魚鱗癬
モデルマウス）表皮細胞に対する遺伝子導
入 
今回作成した正常ヒトABCA12ｃDNAコンス
トラクトを、ABCA12 ノックアウトマウス
（魚鱗癬モデルマウス）表皮細胞に導入す
ることにより、正常な機能を有する ABCA12
蛋白を生産させることに成功した。 
（３）遺伝子導入幹細胞株よりの皮膚再生
系の確立 
正常ヒトABCA12コンストラクト、並びに、
レポーター遺伝子を導入したヒト、および、
マウス表皮細胞株より、正常な３次元構造
を有する皮膚を再生させることに成功し
た。 
 （４）再構成魚鱗癬病変に対する遺伝子
導入による治療実験 
正常 ABCA12 遺伝子を、免疫不全マウス背
部に患者由来表皮細胞から再構成した魚
鱗癬皮膚病変に導入し正常 ABCA12 遺伝子
の導入、発現を確認した。遺伝子導入実験
後、再構成皮膚における臨床症状の改善が
確認された。 
（５）ABCA12 ノックアウトマウスに対する胎
児治療実験 
罹患胎児を妊娠している母マウスにおいて、
妊娠後期に、正レチノイド、副腎皮質ステロ
イド等を経口、あるいは、羊水中に投与する
実験を施行し、それら、胎児療法の効果を確
認した。残念ながら、本研究においては、こ
れらの胎児治療実験の結果、罹患新生児に対
する有意な表現形の改善、予後の改善効果は
認められなかった。 
（６）研究結果の総括と臨床応用への可能性
の評価 
今回の研究によって得られた結果から、遺伝
子治療に関しては、最善と考えられる導入遺
伝子、遺伝子導入法をまとめた。さらに、導
入遺伝子の発現、遺伝子導入の効果、ならび
にその持続時間について評価した。 
さらに、胎児療法に関しても、同様に、デー
タを総括した。有効な胎児治療法の確立は今
後の課題である。 
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