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研究成果の概要（和文）：劣性栄養障害型表皮水疱症（RDEB）は，表皮基底膜部に存在する

VII 型コラーゲン蛋白をコードする遺伝子の変異により発症するが有効な治療法はない。本研

究は、ヒト VII 型コラーゲン蛋白を母乳中に強制発現するマウスを用い、RDEB に対する治療

効果を判定するものである。最初に母乳自体を表皮水疱症モデルである VII 型コラーゲン遺伝

子ノックアウトマウスへ経口投与試みたが、口腔内の水疱形成のため困難であった。次に、母

乳中からヒト VII 型コラーゲン蛋白を精製し、マウス皮膚へ局所投与したところ免疫反応など

の副作用が無いことを確認した。しかし、ヒト VII 型コラーゲンタンパクの精製効率が悪かっ

たため、実際に表皮水疱症モデルマウス生体での治療実験には至らなかった。今後、母乳中か

らのタンパク精製効率の改善が課題である。 
 
研究成果の概要（英文）：Recessive dystrophic epidermolysis bullosa (RDEB) is a congenital 
blistering skin disorder of which collagen VII. In this study, we aimed at transgenic mice 
we created in which human collagen VII is secreted into their milk. We assessed the 
valuable of the milk with human collagen VII as a novel therapeutic approach for RDEB. 
First, direct breast feed of neonatal collagen VII knockout mice by the transgenic mice was 
not successful due to severe blister formation of the EB model mice. Second, local 
cutaneous injection of purified human collagen VII did not induce adverse immune 
reactions, suggesting safety of the molecule. However, it was very difficult to purify enough 
amount of the human collagen VII protein from the milk for in vivo therapeutic study. 
Recombinant collagen VII may be useful as a novel therapeutic approach for RDEB 
patients if improved protocol for purification of the molecule will be established. 
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１．研究開始当初の背景 
劣性栄養障害型表皮水疱症（Recessive 
dystrophic epidermolysis bullosa、RDEB）
は，表皮基底膜部に存在する VII 型コラーゲ
ン蛋白をコードする遺伝子の変異により発
症するが，未だ有効な治療法はない。また，
非常に分子量の大きい VII型コラーゲン蛋白
（約 290kDa）をヒト疾患の治療に使用可能な
ほど大量，かつ永続的に得る方法は開発され
ていない。最近，研究代表者は，母乳中に蛋
白を発現させるという非常に作成効率が高
い画期的な手法により，ヒト VII 型コラーゲ
ン蛋白を母乳中に強制発現させるトランス
ジェニック（Tg）マウスの系の確立に成功し
た。このヒト VII 型コラーゲン蛋白を含む母
乳は、RDEB に対する新規治療法として有用で
ある可能性がある。 
 
２．研究の目的 
ヒト VII型コラーゲン蛋白を母乳中に強制発
現させる Tg マウスからの母乳が RDEB に対し
効果のある新規蛋白補充療法となり得るか
を検証することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）Tg マウスからの母乳の搾乳 
既に研究代表者は，βカゼインプロモーター
の調節下にヒト VII 型コラーゲンの cDNA を
組み込んだコンストラストを用いて，マイク
ロインジェクション法により Tg マウスを作
成している（未発表 data）。また，出生した
マウス離乳時に尾から DNA を採取してヒト
VII 型コラーゲン遺伝子が組み込まれている
ことを確認し，Tg マウスを選択，およびその
系の確立も行っている。交配を重ね，搾乳の
対象となる Tg クマウスを量産する。それら
の Tg マウス(♀)を交配させ，出産後最大分
泌期である分娩後に，母体に乳汁量増加を促
すためにオキシトシンを腹腔内局注した後，
搾乳を行う。 
 
（２）母乳中のヒト VII 型コラーゲン蛋白の
確認 
乳汁分泌期の Tg マウス（♀）から搾乳した
母乳をウエスタンブロット法により解析し，
290kDaのヒトVII型コラーゲン蛋白の発現を
確認する。 
 
（３）母乳中のヒト VII 型コラーゲン蛋白精
製 
大量に集めたヒト VII型コラーゲンを含む母
乳を 30％硫酸アンモニウムにて硫安塩析後，
遠心し，回収ペレットを PBS 溶解し限外ろ過
を実施する。このサンプルを，ヒト VII 型コ

ラーゲンモノクローナル抗体をカップリン
グさせたゲルに結合させ，アフィニティクロ
マトグラフィーを実施する。トリフルオロ酢
酸（ph 2.6）を用いて溶出後，Tris-HCl（1.5M 
ph8.5）で中和させ，その後ゲルろ過クロマ
トグラフィーを実施し，高濃度のヒト VII 型
コラーゲン蛋白を精製する。そして、精製し
たリコンビナントヒト VII型コラーゲンをマ
ウス皮内へ投与し、局所および全身性の免疫
反応の有無について評価を行う。 
 
（４）精製ヒト VII 型コラーゲンの RDEB モ
デルマウスへの投与 
VII 型コラーゲン遺伝子ノックアウトマウス
へヒト VII型コラーゲン蛋白を含む母乳の投
与を行い、治療効果を判定する。また、精製
蛋白を RDEB モデルマウスである VII 型コラ
ーゲン遺伝子ノックアウトマウス腹腔内や
皮下へ全身投与し治療効果について判定を
行う。 
 
４．研究成果 
（１）Tgマウスからの母乳の搾乳 
βカゼインをプロモーターとし、ヒトVII型コ
ラーゲン遺伝子を組み込んだTgマウスを作成
し、搾乳対象となる雌Tgマウスの量産体制を
確立した。作成したTgマウスは、尾からDNA
を抽出し、PCR法にてヒトVII型コラーゲン遺
伝子が組み込まれていることを確認した。乳
汁量増加を企図してオキシトシンの腹腔内注
射法を検討した。乳汁最大分泌期である出産
後13〜14日後のTgマウスにオキシトシン腹腔
内注射を行って搾乳した。コントロール群に
比して５〜10倍の乳汁量増加を確認した。こ
れらの結果から逐次搾乳を継続してヒトVII
型コラーゲン含有乳汁を蓄積した。 
 
（２）母乳中のヒトVII型コラーゲン蛋白の確
認 
作成した乳汁分泌期Tgマウスより乳汁を搾

乳し、ウェスタンブロット法により290kDのヒ
トVII型コラーゲン蛋白の発現を確認した。乳
汁中のヒトVII型コラーゲンは出産20日後の
乳汁中でも発現し、再出産時にも確認できた
。βカゼインをプロモーターとした本Tgマウ
スは安定的にヒトVII型コラーゲン蛋白を発
現することを確認した。母乳サンプルとコン
トロールのリコンビナントヒトVII型コラー
ゲンをヒトVII型コラーゲンに対する抗体（
LH7.2）を用いてウェスタンブロットした結果
、母乳1ｍｌ中に1.75mlと比較的高濃度のVII
型コラーゲンが含まれることが明らかとなっ
た（図１）。 



 

 

         図１ 
（３）母乳中のヒト VII 型コラーゲン蛋白精
製 
蓄積した乳汁を硫安塩析し、限外濾過により
濃縮を行った。引き続いてヒトVII型コラーゲ
ンモノクローナル抗体を用いたアフィニティ
クロマトグラフィーを行ってヒトVII型コラ
ーゲンを精製した（図２）。 

        図２ 
 
精製したリコンビナントヒトVII型コラーゲ
ンをマウス皮内へ投与したところ、臨床的・
組織学的な変化無く副作用を否定し得た。 
 
（４）精製ヒト VII 型コラーゲンの RDEB モ
デルマウスへの投与 
VII 型コラーゲンノックアウトマウス新生児
は生後１週間ほどで死亡するため、生後直後
から治療実験を開始した。母乳分泌期にある
ヒト VII型コラーゲンを母乳中に強制発現す
る Tg マウスを仮親とした投与実験では、新
生児への授乳が困難であった。さらに注射器
やゾンデによる強制給餌などで経口投与を
試みたが、充分な量の乳汁を経口摂取させる
ことは極めて困難であった。一方、乳汁から
の VII 型コラーゲンの精製は、純度の高いヒ
ト VII 型コラーゲンを乳汁から精製可能とな
った。しかし、乳汁採取量が極めて小さいこ
と、また精製過程での損失が大きく、投与実
験に供するための充分な精製 VII 型コラーゲ
ンの取得が困難であった。 
 
以上の結果から、今後、母乳中からのタンパ
ク精製効率が向上された際、本治療法は有用
である可能性があると思われた。 
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