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研究成果の概要（和文）：Ⅶ型コラーゲンは皮膚基底膜に存在する構造蛋白であり、その遺伝子

異常で栄養障害型表皮水疱症が、またその蛋白に対する自己抗体により後天性表皮水疱症が発

症する。そのため、皮膚科領域では重要な蛋白である。本研究の目的は、コンディショナルノ

ックアウトマウスなどの遺伝子改変マウスを用い、その２疾患の新しいモデル動物を作成し、

その病態の解明や画期的治療法の開発に寄与することであった。今回の研究で、生存可能な栄

養障害型のモデルの作成に成功した。後天性表皮水疱症に関しては、自己抗体の産生が認めら

れなかった。その他、表皮水疱症の遺伝子変異検索なども行った。 

 
研究成果の概要（英文）：Type VII collagen is a structural protein within basement membrane 
zone and its gene defect leads to dystrophic epidermolysis bullosa. Also generation of 
autoantibody against type Vii collagen causes acquired epidermolysis bullosa. Thus, type 
VII collagen is a major protein in the field of dermatology. The purposes of this study 
are to establish models of those type VII collagen related diseases and make great 
contributions for disclosing disease mechanisms and development of new effective 
treatments using genetically engineered mice. In this study we could generate model mouse 
of dystrophic epidermolysis which can survive for long time. However, we could not detect 
auto antibody against type VII collagen in the model mice for acquired epidermolysis. 
Furthermore, we performed mutation analysis of patients with epidermolysis bullosa． 
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てきた。VII型コラーゲンcDNA全長の構築を行

い、その遺伝子を初めて生体の表皮細胞に導

入し (Sawamura et al. J Invest Dermatol 
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(JID) 2002)、VII型コラーゲンの創傷治癒に

おける重要性を明らかにした(Sawamura et al. 

JID 2003)。また、患者表皮細胞や線維芽細胞

にレトロウイルスを用いてVII型コラーゲン

遺伝子を導入する方法を確立し (Goto, 

Sawamura et al.  JID 2005)、本遺伝子の終

止コドンをもつエクソンをオリゴRNAを用い

てスキップさせることにより翻訳を継続する

新しい治療法の開発も行っている(Goto, 

Sawamura et al.  JID 2006)。以上のように

研究を進めてきたが、栄養障害型表皮水疱症

や後天性表皮水疱症の病態解析、新規治療法

の確立などをさらに発展させるには、有用な

モデル動物が不可欠である。我々は近年、接

合部型表皮水疱症のモデルとして、XVII型コ

ラーゲンのノックアウト（ＫＯ）マウスを独

自に開発した（Nishie, Sawamura, Co-first, 

Nat Med 2007）。このＫＯマウスは、長期生

存可能な動物モデルであったため、これによ

り接合部型表皮水疱症の発症機構を明らかに

し、また遺伝子治療の効果を検討できた。し

かし、栄養障害型表皮水疱症のモデル動物を

見てみると、確かにVII型コラーゲンのＫＯマ

ウスはあるが、VII型コラーゲン欠損は致死性

であり、生後すぐ死亡するため、いろいろな

解析実験に用いることができない。一方、後

天性表皮水疱症患者の自己抗体をマウスに投

与すると病変は形成されるが、マウス自体か

らは抗体が産生されない。そこで、新しい遺

伝子改変システムであるコンディショナル

（con）ＫＯマウスの系を用いる本研究を着想

した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、まず、タモキシフェン（TAM）

投与でCreリコンビナーゼが活性化される

システムを持つＴＧマウスとconＫＯマウ

スをかけ合わせる。その結果、TAMを投与し

た時点でマウスのVII型コラーゲン遺伝子

が破壊され、栄養障害型が発症する。一方、

さらにそのマウスに、テトラサイクリン

（TC）で誘導できるヒトVII型コラーゲン遺

伝子を持つＴＧマウスを交配する。始めに、

そのマウスをヒトVII型コラーゲンで免疫

し、抗体を誘導する。つぎにTAMにてマウス

の遺伝子を破壊、TCにてヒトの遺伝子を誘

導する。新たに発現したヒトVII型コラーゲ

ンへ自己抗体が反応し、後天性表皮水疱症

が発症する仕組みである。我々は、このよ

うな、条件つきでVII型コラーゲンの遺伝子

を壊すことができるconＫＯマウスの実験

をすでにスタートし、その作成に成功して

いる。もちろん、現在までに、VII型コラー

ゲンのconＫＯマウスを用いた原著論文の

発表は国内外にない。 

 そこで、本研究では、我々作成したその

conＫＯマウスを用いて、以下の２つの目標

を設定した。まず、我々が研究を行ってき

たVII型コラーゲンの遺伝子治療と蛋白補

充療法の有用性をこの動物モデルで明らか

にする。すなわち、ある程度conＫＯマウス

が成長してから、タモキシフェンにてCre

リコンビナーゼを誘導して、マウスVII型コ

ラーゲン遺伝子を破壊し疾患を再現する。

そして、そのモデルマウスに遺伝子治療や

蛋白補充療法の実験を行い、その治療効果

を判定する。次に、ヒトVII型コラーゲンの

抗体を産生するマウスを、図３のように２

つの誘導剤にて、マウス遺伝子を破壊しヒ

トのVII型コラーゲンを発現し、その抗体が

自己抗体になるようにする。このマウスに

ついて水疱などの症状を確認するとともに、

後天性表皮水疱症治療法の検討を行う予定

であった。  
 

３．研究の方法 

本研究では Cre リコンビナーゼ発現トラ

ンスジェニックマウスの解析、ヒト VII 型コ

ラーゲン発現誘導型ＴＧマウス（h7COL）の

作成、トランスジーンが組み込まれた conＫ

Ｏマウスの解析、後天性表皮水疱症モデルマ

ウス作成、などを計画した。その内容につい

て簡単に記載した。 

 

① Creリコンビナーゼ発現トランスジェニ

ックマウスの解析 

我々はすでに、VII 型コラーゲンの conＫ

Ｏマウスを作成し、さらに全身に Cre リコ

ン ビ ナ ー ゼ が 発 現 す る Ｔ Ｇ マ ウ ス

（CAG-Cre）、タモキシフェン投与で Cre 活

性化の可能なＴＧマウス（CMV－Cre-ER）、

表皮のみで Cre リコンビナーゼを発現しか

つ活性化可能なＴＧマウス(K14-Cre-ER)、

を入手している。ＴＧマウスの場合、遺伝

子は挿入されているが、蛋白の発現が不安

定であることがよく観察される。そこで、

これらのＴＧマウスで、Cre リコンビナーゼ

が遺伝子操作に相応して発現しているかを、

タモキシフェン投与などで、Creリコンビナ

ーゼを誘導し、蛍光抗体、ウエスタンブロ

ットで確認する。 

② ヒト VII 型コラーゲン発現誘導型ＴＧ



 

 

マウス（h7COL）の作成 

我々は現在、テトラサイクリン調節性の Tet 

systemにヒト VII型コラーゲン遺伝子を導入

したＴＧマウス用のコンストラクトを作成

しているので、マイクロインジェクションを

行い h7COL-ＴＧマウスの作成を行う。 

③ トランスジーンが組み込まれたconＫＯ

マウスの解析 

CAG-Cre-ＴＧマウス、CMV-Cre-ER-ＴＧマウ

ス、K14-Cre-ER-ＴＧマウス、とヘテロ状態

の VII型コラーゲン conＫＯマウスを交配し、

それぞれのトランスジーンを有するヘテロ

状態の conＫＯマウスを作成する。次にこの

オスメスを交配して、トランスジーンを有す

るホモ状態の conＫＯマウスを作成する。こ

の状態で、トランスジーンの設計にあった

Cre リコンビナーゼが発現し、VII 型コラー

ゲンのエクソン 22 から 27 が切り取られる。

作成された conＫＯマウスの Cre リコンビナ

ーゼが当初の設計に従い、正しく機能するか、

あるいは VII型コラーゲンが正しく不活化さ

れるかを、蛍光抗体、ウエスタンブロット、

PCRなどで確認する。 

④ 後天性表皮水疱症モデルマウス作成 

前年から作成しているＴＧ(h7COL)マウス

において、テトラサイクリンでヒト VII型コ

ラーゲンを誘導し、蛍光抗体、ウエスタンブ

ロットで確認する。次に、conＫＯマウスと

CMV-Cre-ER-ＴＧマウスをかけ合わせたマウ

スに、この h7COL-ＴＧマウスをさらにかけ合

わせ、後天性表皮水疱症モデルマウスを作成

する。さらにそのマウスでのマウスとヒトの

VII 型コラーゲンの遺伝子の状態、タモキシ

フェンやテトラサイクリンでの誘導状態を

チェックする。 

 
４．研究成果 
コンデショナル（con）ＫＯマウスの解析

に関しては、我々の作成したマウスでは、Ⅶ
型コラーゲンが破壊され、表皮水疱症のモデ
ルの作成に成功した。マウスはすぐ死ぬこと
はなく、生存可能なモデルの作成に成功した。
Cre リコンビナーゼ発現トランスジェニック
マウスの解析については、Cre リコンビナー
ゼ発現トランスジェニックマウスは日本の
研究者から購入予定であったが、マウスの感
染症の問題から購入を断念せざるえなくな
り、米国のジャクソンから購入した。そのた
めに、時間がすこしかかった。ヒト VII 型コ
ラーゲン発現誘導型ＴＧマウス（h7COL）の

作成は予定通り作成した。Ⅶ型コラーゲンの
発現を検討したところ、Ⅶ型コラーゲンは誘
導されたが、その発現は低かった。トランス
ジーンが組み込まれた conＫＯマウスの解析、
それらのマウスを作成した。後天性表皮水疱
症モデルマウス作成に関して、実験をおこな
ったが、うまく自己抗体の誘導はなかった。
現在、さらに検討中である。リコンビナント
VII 型コラーゲン蛋白での治療、産生したリ
コンビナントⅦ型コラーゲンを栄養障害型
モデルマウスに投与したが、有意な効果はな
かった。モデル動物に対する遺伝子治療実験
については、今回は、子宮内にβガラクトシ
ダーゼ遺伝子の導入を行ったが、有効には子
宮内のモデルマウスには取り込まれなかっ
た。Ⅶ型コラーゲン遺伝子については、βガ
ラクトシダーゼ遺伝子の導入効率がよくな
ってから行う予定である。 
その他、表皮水疱症やその他の遺伝性疾患

の遺伝子変異検索などを行った。 
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