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研究成果の概要（和文）： 
 難治性先天性皮膚疾患である表皮水疱症のモデル動物の水疱内に、欠損している遺伝子を補
充する治療法を開発する研究である。培養細胞では、欠損している遺伝子の補充に成功したが、
動物個体では欠損している遺伝子の補充はみられなかった。このため、方針を変更して水疱内
に直接培養細胞を投与する手法に切り替えた。結果、投与された培養細胞は、数日間投与部位
で機能していることを確認できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 This study was aimed at developing a new therapy for epidermolysis bullosa, which is 
one of the severest congenital skin diseases. The study design was utilizing genetic 
technologies to introduce genes into blisters of disease model animals. Gene introduction 
was confirmed when the method was applied to cultured cells. However, when it comes to 
in vivo experiments, introduced genes were not detected in the injected sites. We modified 
the strategy in which cultured cells were injected into blisters of the disease model animals. 
We found that the injected cells were functional at the injected sites for at least several 
days after the treatment. 
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１．研究開始当初の背景 
 表皮水疱症は、皮膚基底膜タンパクの先天
的欠損によって生じる重篤な皮膚疾患であ
り、出生時から全身に皮膚の水疱やびらんを
生じる。この疾患では有効な治療が確立され
ていない。 

 多くの遺伝性疾患の治療法開発の過程で、
遺伝子治療が試みられてきたが、皮膚は全身
を覆う臓器であることから、導入効率を上げ
るのが困難であると考えられてきた。 
 研究代表者のグループでは、この疾患のモ
デルマウスである 17 型コラーゲンノックア
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ウトマウス（COL17KO マウス）を作成した。
このマウスは、他の表皮水疱症モデルマウス
とは異なり、20％ほどの個体が長期生存する
ために治療実験に用いることができるもの
である。 
  
２．研究の目的 
 表皮水疱症における新しい遺伝子治療戦
略を開発すること。 
 
３．研究の方法 
(1）COL17KO マウスに機械的刺激を加えて水
疱を作成する。 
(2)水疱内に欠損している COL17を遺伝子導
入する。この際、導入方法としてレンチウイ
ルスを用いる。 
 
４．研究成果 
(1) in vitroにおける遺伝子導入の確立 
 まず、遺伝子導入の手法を確立するために、
COL17KO マウス表皮から培養細胞株を樹立し
た。この培養細胞にレンチウイルスを用いて、
GFP 遺伝子の導入を試みたところ、蛍光顕微
鏡下で十分な GFPの蛍光を認めることができ
た。 
 この方法を利用して、COL17KO マウス培養
表皮細胞に、欠損している COL17 遺伝子をレ
ンチウイルスで導入した。導入後、細胞から
ライセートを収集し、COL17 遺伝子の発現を
蛋白レベル（ウェスタンブロット法）で確認
した。 
 
(2) ウイルスの濃縮についての検討 
 レンチウイルスが in vitro における遺伝
子導入で有効であることは十分に判明した
が、in vivo で用いる際にはかなりの高濃度
で用いる必要があると想定される。In vitro
の実験で用いる際には、ウイルスを作成する
293 細胞の上清をそのまま用いていたが、こ
れを濃縮するために超遠心法を用いた。結果、
ウイルス液の濃縮に成功し、in vitroでの遺
伝子導入効率は向上した。 
 
(3) in vivo における遺伝子の水疱内投与 
 濃縮させたレンチウイルスを用いて、
COL17KO マウス背部の水疱に GFP 遺伝子と
COL17 遺伝子の導入を試みた。しかし、いず
れにおいても導入した遺伝子の発現を表皮
の蛋白レベルで認めることはできなかった
（染色、ウェスタンブロット法）。 
 
(4）in vivo における細胞の水疱内投与 
 (3)で遺伝子の直接導入に成功しなかった
ため、培養細胞の水疱内投与を試みることと
した。GFP が全身で強制発現されている GFP
トランスジェニックマウスの皮膚から培養
表皮細胞株を樹立した。この GFPトランスジ

ェニックマウス培養表皮細胞を COL17マウス
背部の水疱に投与したところ、投与された細
胞は少なくとも数日間にわたって水疱内に
とどまって GFPを発現していることが明らか
となった。 
 今後はこの方法を応用して、培養細胞の生
着の効率を上げるような別の遺伝子導入や
細胞外環境の調整を試みていく必要がある
という方向付けが可能となった。 
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