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研究成果の概要（和文）：劣性栄養型表皮水疱症に対する根治的治療法は現在のところ存在しない。本研究では本症の
原因遺伝子であるCOL7A1のプロモーターを活性化させる化合物を同定し、新規治療法を開発することを目指した。COL7
A1遺伝子プロモーターをluc2P遺伝子の下流にクローニングし、安定発現細胞株を樹立した。この細胞を化合物ライブ
ラリーにて治療したところ、発光の増加を示す化合物を複数同定した。しかし、validationの結果、その大部分が擬陽
性であることが判明した。今後、7型コラーゲンを発現する正常ヒト表皮角化細胞を化合物で治療し、薬効を評価する
予定である。

研究成果の概要（英文）：No curative therapies for recessive dystrophic epidermolysis bullosa (RDEB) are 
currently available. In this study, we sought to develop novel therapies for this intractable disease 
targeting at the COL7A1 promoter. First, we constructed a vector containing the luc2P gene driven by the 
COL7A1 promoter and generated stable cell lines carrying the gene construct. Compound library screening 
using the stable cells identified a dozen of 'hits'. However, further screening showed that most of them 
are 'false-positive'. We are now testing these compounds using normal human epidermal keratinocytes to 
see if they up-regulate the COL7A1 promoter.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 表皮水疱症　７型コラーゲン
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１．研究開始当初の背景 

劣性栄養型表皮水疱症(Recessive 

Dystrophic Epidermolysis Bullosa; RDEB)

は，表皮と真皮の接着に最も重要な役割を果

たしている係留線維を構成する7型コラーゲ

ンをコードする COL7A1 の遺伝子変異により

発症する重症の遺伝性水疱症であり，生下時

から全身に水疱とびらん，潰瘍をきたす。繰

り返す潰瘍と瘢痕形成により，指趾は癒合し

て棍棒状になり（図 1），患者の QOL を著し

く低下させるほか，病変は口腔粘膜や食道粘

膜にも多発し，摂食障害や嚥下困難，食道閉

塞をきたし，栄養障害や成長障害をもたらす。

全身に多発する潰瘍により重症の感染症を

きたし若年期に死の転帰をとることも少な

くなく，また，潰瘍治癒後の瘢痕の上には高

率に有棘細胞癌を発症することが知られて

おり，極めて予後不良な疾患である。申請者

の研究室では，以前から本疾患の病因の解明

に注力しており，これまで多数の遺伝子変異

を同定するとともに，疾患モデルマウスの作

成にも成功してきた（Ito K, et al. Am J 

Pathol, 2009）。 

 

 現在，RDEB の治療は対症療法が主体であり，

患者とその家族は連日自宅での長時間にわ

たる外用処置（抗潰瘍剤の外用や創傷被覆剤

の貼付）を強いられている。近年，より根治

的な治療を目指し，7型コラーゲンを補充ま

たは産生させる治療法として，タンパク補充

療法（7型コラーゲンの局注療法），骨髄移

植療法などの開発が申請者の研究室を中心

に国内外で精力的に進められている(Fujita 

Y, et al, Proc Natl Acad Sci U S A, 2010)。

しかしながら，タンパク補充療法は局注部位

にしか効果を発現しない上に頻回の投与が

必要であり，患者に強い痛みを強いるほか，

7型コラーゲンの大量の生成が必要になるた

め，実用性が低い。骨髄移植療法は，一定の

効果が報告されているものの，骨髄破壊処置

に伴う免疫不全により治療関連死のリスク

があり，ドナーも限られていることからすべ

ての患者に適応するのは難しい。従って，い

ずれの治療法も RDEB 患者に汎用するのは現

時点では現実的ではない。 

 

 そこで，我々は，RDEB に対する根治的な治

療として，COL7A1 のプロモーターを刺激する

ことで 7型コラーゲンの発現を増やす

‘up-regulation 治療’の開発を企画した（図

2）。 

 

 前述の通り，RDEB 患者は COL7A1 遺伝子変

異により発症するが，その多くはナンセンス

変異またはフレームシフト変異であり，早期

終止コドン(premature termination codon; 

PTC)が形成される。これら PTC を持つ mRNA

からは理論上は正常なタンパク質は生成さ

れないが，実際にはリボソームによる翻訳の

際に約0.1%の確率でPTCの読み飛ばしが起こ

り，微量ながらも，正常なタンパク質が産生

されることが知られている。COL7A1 のプロモ



ーターを刺激する薬剤は，患者の変異アレル

からの mRNA 産生を促進するため，PTC の読み

飛ばしを受ける mRNA を増加させ，7型コラー

ゲンの産生量が増加することが期待される。

COL7A1の変異の違いによる皮膚基底膜の7型

コラーゲン量のわずかな違いが RDEB の重症

度を規定するため，up-regulation 治療によ

り7型コラーゲンの産生を増加させることで

臨床症状が劇的に改善されることが期待さ

れる（図 2）。 

 
２．研究の目的 

本研究では7型コラーゲン遺伝子のプロモー

ターを刺激する薬剤を開発し7型コラーゲン

の発現増加を促進するという RDEB に対する

新しい治療法の確立を目指した。 

 
 
３．研究の方法 

（１）COL7A1 のプロモーター活性を評価可能

な stable cell line の作成 

まず初めに，COL7A1 遺伝子のプロモーター領

域を，レポーター遺伝子の 1つである luc2P

遺伝子の上流にクローニングし，COL7A1 プロ

モーターによりluc2Pの発現がコントロール

されるプラスミドを作成した。FlpIn system

を用いて，この construct を安定的に発現す

る stable cell line を完成させた。次に，

得られた stable cell line のクローンを用

いてルシフェラーゼアッセイを行い，最適と

考えられるクローンをピックアップし，多数

の stock を作製した。 

 

（２）COL7A1 プロモーターを up-regulation

する化合物のスクリーニング

（high-throughput drug screening） 

（１）で得た stable cell line を用い，

high-throughput drug screening を行った。

当科では，ChemBridge 社から購入した

diversity set（約 2万種類の化合物を含む

compound library）がすでに利用可能であり，

これらの化合物をスクリーニングし，統計的

処理を用いてデータ解析を行った。対照コン

トロールと比して，有意な発光増強を示した

化合物を集め，再度ルシフェラーゼアッセイ

を行い（retest screening），発光増強を示

す化合物を決定した。ルシフェラーゼ分解阻

害により発光が増している擬陽性の可能性

を排除するために，ルシフェラーゼを恒常的

に発現している細胞株をこれらの化合物で

治療した。 

 
４．研究成果 

COL7A1遺伝子のプロモーターの下流にluc2P

を発現するベクターを作製した後に，FlpIn 

system を用いて安定発現細胞株を作製した

ところ，ルシフェラーゼアッセイにて強い発

光を確認することができた。 

 

次に，この安定発現細胞株を各種化合物で 24

時間治療し，ルシフェラーゼアッセイにてス

クリーニングを行ったところ，100 個以上の

化合物で，無治療時と比べ有意に発光が増加

していた。 

 

これらの化合物添加時のルシフェラーゼの

発現上昇が擬陽性ではないことを確認する

ために，ルシフェラーゼを恒常的に発現する

細胞株を治療したところ，大部分の化合物が

発光の増加を示した。 

 

これらの結果は，スクリーニングで同定した

化合物の大部分がルシフェラーゼの分解抑

制により発光増加をきたしていることを示

唆しているが，現在，7型コラーゲンを発現

する正常ヒト表皮角化細胞にこれらの化合

物を添加し，7型コラーゲンの発現が増加す

るか，タンパク質レベル・mRNA レベルで確認

中である。 

 

正常ヒト表皮角化細胞で薬効が確認できれ

ば，その化合物は真に COL7A1 プロモーター

を活性化するといえ，新規治療薬の開発を期



待できる。 
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