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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎でその関与が報告されているフィラグリン遺伝子について、まず、ヒトiP
S細胞においてノックアウト（KO）することを目標とした。
TALENsを利用してフィラグリン遺伝子のKOを試みたが失敗に終わったため、CRISPR/Cas9システムを利用することとし
た。作成したCISPR/Cas9ベクター（hFLG-CRISPR）をヒトiPS細胞にリポフェクションにより導入し、短期間の抗生剤選
択の後、残存したコロニーをランダムに20個ピックアップした。20個のうち、5個程度で片アレルにランダムに塩基のd
eletionを認め、フィラグリン遺伝子に変異が挿入されたヒトiPS細胞を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：A filaggrin is one of important proteins which consist skin barrier and the 
mutations of this gene are reported to be essential precipitating factor of atopic dermatitis.In this 
study, we try to knock-out filaggrin gene (FLG) in human iPS cells and keratinocytes will be 
differentiated from FLG-KO hiPS cells and their parental hiPS cells. Then, finally, we will get isogenic 
(only FLG-KO or FLG-normal) keratinocytes. In this situation, we can evaluate the precise effect of FLG 
mutation (KO) to keratinocytes physiology.In order to KO FLG in hiPS cells, we decided to use engineered 
nucleases mediated gene targeting. First, we made FLG specific transcription activator-like effector 
nuclease (FLG-TALENs) , but we failed. Then, we switched to use CRISPR/Cas9 system and finally we 
succeeded and we got several clones of hiPS cells which possessed FLG-mutations (KO).

研究分野：皮膚科
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１．研究開始当初の背景 
 2006 年に京大の山中らによって、iPS 細
胞の確立が報告されて以降、また、2012 年
に山中らがこの業績によってノーベル賞を
受賞して以降、このシステムを利用した研
究は驚くべきスピードで発展しており、ま
た、そのシステムを臨床に応用しようとす
る試みは世界中で進行している。そのよう
な中で、我々も、リプログラミング因子を、
トランスポゾンベクターを利用して細胞に
導入し、ヒト iPS 細胞を作製することに成
功している。また、そのヒト iPS 細胞を、
表皮角化細胞に分化させ、さらには誘導さ
れた表皮角化細胞をin vitroにおいて重層
化させ、再構成表皮類似の構造を作ること
も可能としている。 
 ところで、アトピー性皮膚炎は慢性に経
過する炎症性皮膚疾患としてよく知られて
いるが、難治であることもあり、常にその
病態メカニズムの解明、治療法の開発の対
象となっている疾患である。近年、このア
トピー性皮膚炎の少なくない population
において、フィラグリン遺伝子の変異が見
いだされる（10％～30％）ことが報告され
ている。フィラグリンが皮膚のバリア機能
を構成するタンパク質の一つであることか
ら、この遺伝子の変異とアトピー性皮膚炎
の発症には大きな意味合いがあるとされて
おり、そのことについて様々な研究がなさ
れている。しかしながら、その遺伝子に異
常があることと、個々の細胞（ここでは標
的となる細胞は表皮角化細胞である）のふ
るまいに異常がみられるのかどうか、とい
うことを、本当の意味で詳細に検討するこ
とについては、これまで検証できるシステ
ムがなく、行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
 ヒト iPS 細胞を用いて、フィラグリン遺
伝子に変異があることが、アトピー性皮膚
炎にどのような意味合いをもつのか、とい
うことを正確に評価することを最終の目的
とした。 
すなわち、iPS 細胞を用いることによっ
て、フィラグリン遺伝子の変異があるかど
うかのみに違いのある、一組の iPS 細胞を
得ることができる。この一組の iPS 細胞を
これまでに確立した方法に従って表皮角化
細胞分化させることによって、はじめて、
フィラグリン遺伝子の変異のみに違いがあ
り、他はすべて同じ、という表皮角化細胞
を得ることができるのである。この一組の
表皮角化細胞を比較検討することによって、
フィラグリン遺伝子の変異が表皮角化細胞
の振る舞いに与える影響を、本当の意味で
詳細に検討できることになり、ひいてはア
トピー性皮膚炎におけるフィラグリン遺伝
子の変異がもつ本当の意味に迫ることが可
能となるであろう。 
 

３．研究の方法 
①まず、ヒト iPS 細胞において、フィラグ
リン遺伝子に変異を導入するシステムを確
立することとした。本来は、実際のアトピ
ー性皮膚炎患者でみられるフィラグリン遺
伝子変異をそのまま導入するべきであるが、
システムの確立も同時並行でおこなう必要
もあり、また、黒白はっきりとした結果を
得ることも考えて、まずはフィラグリン遺
伝子をノックアウトすることを目的として
研究をすすめることとした。遺伝子変異導
入の方法については、最初は、マウスシス
テムと同様な、自然におこる相同組み換え
を利用する方法を検討していたが、今回は
ノックアウトすることが目的でもあり、ま
た、現実的にはその方法では難しいと判断
したため、現在、急速に発展している方法
である、人工ヌクレアーゼを利用すること
とした。ノックアウトを目的としたため、
ドナーベクターは用意せず、DNA の 2 重鎖
切断後の non homologous end joining 
（NHEJ）を利用してのランダムな変異挿入
による遺伝子ノックアウトを期待した。 
このようにして遺伝子変異を導入したヒ
ト iPS 細胞を、これまでに確立したプロト
コールに従って表皮角化細胞に分化させて、
変異の入っていないオリジナルの iPS 細胞
由来の表皮角化細胞との差異を検討する。
この差異については、形態学的なものがあ
ればそれも含めて、無刺激増殖状態時にお
ける発現遺伝子パターンや、炎症刺激時の
発現遺伝子パターンなどについては
single cell gene expression の形で各系
統の細胞、数十個単位について検討を行う
こととする。 
②さらに、ケラチン遺伝子のモニタリング
システムを構築することとした。本研究を
推進していく時に、ケラチン遺伝子の
on/off を正確にモニタリングしながら検
討を行えることは非常にメリットがあると
考えた。そこで、表皮角化細胞に発現して
くるケラチン遺伝子（K14）の下流に eGFP
遺伝子をノックインしたヒト iPS 細胞を作
製することとし、上記のシステム構築と並
行して行うこととした。このためにも確立
した人工ヌクレアーゼを利用した遺伝子改
変システムを使った。この場合は、DNA の 2
重鎖切断のための人工ヌクレアーゼの作製
と、ノックインするレポーター遺伝子を含
んだドナーベクターの作製を並行して進め、
出来上がった両者をヒト iPS 細胞にリポフ
ェクションをもって導入した。さらに、こ
のようにして作製したシステムがしっかり
稼働するかどうかを、iPS 細胞を表皮角化
細胞に分化させることにより確認した。 
 
４．研究成果 
① ヒト iPS 細胞における遺伝子変異挿入
システムの確立（人工ヌクレアーゼを利用
する方法） 



 ヒト ES 細胞/iPS 細胞における遺伝子改
変は、マウス ES 細胞/iPS 細胞におけるそ
れに比して困難であるとされていたが、近
年の技術の進歩により、人工ヌクレアーゼ
を利用することによって、比較的自在に行
うことができるようになっている。本研究
においても、当初は、マウスのシステムで
行われるように、自然におこる相同組み換
えに期待したターゲティングによる遺伝子
改変を想定していたが、結果的にそれは不
可能ということになり、transcription 
activator-like effector nucleases
（TALENs）あるいは CRISPR/Cas9 といった
人工ヌクレアーゼを利用して遺伝子改変を
行う方向へと変更した。 
 我々の研究の最終目標は、アトピー性皮
膚炎において実際にみられるフィラグリン
遺伝子変異を iPS 細胞の段階で挿入して、
そこから分化誘導された表皮角化細胞と、
オリジナルの iPS 細胞から誘導された表皮
角化細胞の比較において、はたしてなんら
かの機能異常を示すのか（示さないのか）、
あるいは、角化細胞としての振る舞いに違
いがあるのか（ないのか）ということを検
討することである。しかしながら、そこへ
たどり着く前に、実験系の確立をする必要
があり、今回の研究においては、まず、フ
ィラグリン遺伝子を単純にノックアウトす
ることによる角化細胞への影響について検
討を行うこととした。遺伝子のノックアウ
トは、人工ヌクレアーゼの導入により惹起
される DNA の 2重鎖切断の修復機構として
の NHEJ をもってランダムに挿入される変
異によっておこることを期待することとｓ
た。 
 まず、Goldengate 法の改変法によってフ
ィラグリン遺伝子の特定部位を標的にした
TALENs を作製し（hFLG-TALENs）、これを利
用してフィラグリン遺伝子のノックアウト
をこころみた。hFLG-TALENs をトランスフ
ェクトし、そのベクターがもつ耐性抗生剤
遺伝子を利用して、短期間の抗生剤選択を
したのち、残存したコロニーをランダムに
50個程度pick upした。それぞれのgenomic 
DNA を採取し、シークエンスで確認したが、
DNA が切断され、変異が入っているような
コロニーは検出されなかった。数回繰り返
すも失敗に終わった。 
TALENs の DNA 切断効率が、数％程度とい
う報告もあり、失敗の理由は切断効率の低
さにあった可能性を考えた。そこで、切断
の効率の面ではアドバンテージのある、
CRISPR/Cas9 システムを利用することとし
た（ものによっては、20-30％と報告あり）。
web base で標的とする配列（gide RNA）を
デザインし、CRISPR/Cas9 を一括で発現す
る ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た
（hFLG-CRISPR）。hFLG-CRISPR をヒト iPS
細胞にリポフェクションにより導入し、短
期間の抗生剤選択を施行したのち、残存し

たコロニーをランダムに 20 個ピックアッ
プした。それぞれのゲノム DNA を採取し、
シークエンスによって変異挿入の有無を確
認した。そうすると、今度は、20 個のうち
5 個程度で片アレルにランダムに塩基が
deletion しているのがみつかり（数 bps～
10bps 程度）、フィラグリン遺伝子に変異が
挿入された（片アレルでノックアウトされ
た）ヒト iPS 細胞を得ることができた。 
 
② ケラチン遺伝子の下流に eGFP 遺伝子
をノックインしたヒト iPS 細胞を樹立した。 
 
本研究を発展させていくとき、最終的には
iPS 細胞から表皮角化細胞への分化のタイ
ミングなどを正確にモニタリングできるシ
ステムがあればより役に立つと思われ、そ
のために、表皮角化細胞に特異的に発現す
るケラチン遺伝子（K14）をターゲットとし、
その下流に eGFP 遺伝子をノックインする
ことを考えた。 
人工ヌクレアーゼを作製し（K14-TALENs）、
ノックインするドナーベクターとともにヒ
ト iPS 細胞にトランスフェクトした。この
場合はしっかりとした抗生剤セレクション
を行った結果、残存したコロニーも少数で
あり、ピックアップしたものの多くのクロ
ーンにおいて、eGFP がノックインされてい
ることが確認された。このようにして、K14
遺伝子の下流に eGFP がノックインされた
hiPS 細胞を得ることができた。 
さらに、今回作成したシステムが稼働する
かどうかを確認するため、この hiPS 細胞を、
プロトコールに従って表皮角化細胞に分化
させたところ、予想通りに eGFP が発現する
ことを確認した。 
 
こののち、①のシステムと②のシステムを
統合することによって、より詳細に表皮角
化細胞の分化に FLG の変異が与える影響に
ついて検討できることと思われる。 
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