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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は、全身の皮膚、粘膜に水疱、びらんを生じる遺伝性疾患
である。CRISPR/Cas9などの遺伝子編集技術を用いて遺伝子治療を施したiPS細胞から分化させた線維芽細胞およ
び表皮細胞を患部に直接投与する局所的治療と、造血系/間葉系幹細胞の全身投与による全身的治療を組み合わ
せることにより根治的治療法を開発できると考えた。本研究課題では、この治療法を実用化させるために、表皮
水疱症患者由来の表皮角化細胞からiPS細胞を樹立し、さらに間葉系幹細胞への分化誘導が可能であることを確
認した。さらに日本人患者に多く認められる遺伝子変異に対し、特異的に効率良く遺伝子を修復する技術を確立
した。

研究成果の概要（英文）：Recessive dystrophic epidermolysis bullosa is an inherited disorder 
characterized by blisters and erosions on the whole body. It was considered that a radical treatment
 could be developed by combining a local treatment in which fibroblasts and epidermal keratinocytes 
differentiated from iPS cells genetically treated using gene editing technology such as CRISPR/Cas9 
are directly administered to the affected area and a systemic treatment by systemic administration 
of hematopoietic/mesenchymal stem cells. In this study, we established iPS cells from epidermal 
keratinocytes derived from patients with epidermolysis bullosa, and confirmed the possibility of 
differentiation into mesenchymal stem cells. Furthermore, we have established a technology to 
specifically and efficiently repair gene mutations that are frequently found in Japanese patients.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 表皮水疱症　reframing治療　遺伝子治療　iPS細胞　遺伝子編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体において免疫は他人の細胞を排除するように働くため、再生医療には自己の細胞を用いる必要がある。遺伝
性疾患では、患者細胞には遺伝子変異があるため、患者の細胞に遺伝子治療を施して、再度患者自身に戻す必要
がある。この治療法を実用化するためには、①細胞を必要分増殖させること、また②遺伝子治療した細胞を全身
に行き渡らせる必要があった。本研究では、患者由来細胞の遺伝子治療法を確立し、さらに自己増殖が可能な
iPS細胞を皮膚細胞や全身に遊走することができる細胞に分化させることに成功し、遺伝性皮膚疾患の遺伝子・
再生医療に向けた実証実験を行った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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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は、全身の皮
膚、粘膜に水疱、びらんを生じる遺伝性疾患
である（図 1）。根治的治療法はなく、感染症
や二次的な悪性腫瘍により若年期に死に至
る。著しい臨床症状から、患者支援団体が世
界中で設立されるなど、医療分野のみなら
ず、一般社会においても非常に注目されてお
り、治療法の確立は喫緊の課題である。 

 
劣性栄養障害型表皮水疱症は表皮角化細
胞や真皮線維芽細胞から分泌される表皮-真
皮接着タンパクである 7型コラーゲンをコー
ドする COL7A1 遺伝子の異常により発症す
る（Shinkuma S, et al. Clin Dermatol 2011, 
Shinkuma S, et al. Clin Cosmet Investig Dermatol 2015）。我々は劣性栄養障害型表皮水疱症
患者を対象に患者由来表皮角化細胞を用いた自家培養表皮シートの臨床研究を行っている
（Shinkuma S, et al. Acta Derm Venereol 2014）。しかし、患者細胞は遺伝子変異を伴い、また
病変が全身に及ぶため、効果は限定的であった。そのため、申請者が所属する研究室では、7型
コラーゲンを分泌する表皮細胞や線維芽細胞に分化転換する造血系/間葉系幹細胞に着目し、表
皮水疱症モデルマウスに対し、野生型マウスの幹細胞移植療法の有効性を見いだした（Inokuma 
D et al, Stem Cells 2006, Fujita Y et al, Proc Natl Acad Sci U S A. 2010）。実際に、米国など
で同種造血幹細胞移植（Wagner JE et al, N Engl J Med 2010）が少数例で施行され、効果が確
認されているが、移植関連死が問題となり本邦での実現には至っていない。 

 
近年、CRISPR/Cas9などの遺伝子編集技術が
開発され、配列特異的ヌクレアーゼと鋳型となる
ドナー遺伝子を細胞に導入することによって相
同組換え修復を誘導させる遺伝子治療が可能に
なった。しかし、その遺伝子修復効率は限定的で
あり、その理由の一つとして配列特異的ヌクレア
ーゼがドナー遺伝子をも切断するため、その組換
え効率が低くなることが推測されている。また、
たとえ正しく遺伝子治療を行ったとしても、正し
く遺伝子治療を施せた表皮細胞や造血系/間葉系
幹細胞を用いた細胞療法ではリソースの量的限
界がある。そこで、iPS細胞を遺伝子治療の対象
とし（Shinkuma S, et al. Proc Natl Acad Sci U 
S A. 2016）、遺伝子編集を介して iPS細胞の遺伝
子治療を行い、その iPS 細胞を大量に自己複製
させることにより、細胞の数的問題が解決可能になると考えた。また、遺伝子変異部位を特異に
認識する変異部特異的ヌクレアーゼを用いることにより、正常ドナー遺伝子に影響しない効率
的な相同組換え修復が可能になると考えた。さらに劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来の iPS
細胞から分化させた線維芽細胞および表皮細胞を患部に直接投与する局所的治療と、造血系/間
葉系幹細胞の全身投与による全身的治療を組み合わせることにより劣性栄養障害型表皮水疱症
の根治的治療法を開発できると考えた（図 2、3）。 
 

 
 

図 1 劣性栄養障害型表皮水疱症の臨床像 

図 2 研究の構想 

図 3 劣性栄養障害型表皮水疱症の根治的治療法の戦略図 



２．研究の目的 
 
 劣性栄養障害型表皮水疱症患者を治療するうえで、問題点として、遺伝子編集技術を用いた遺
伝子治療の効率の低さ、そして、皮膚だけでなく全身治療が可能な細胞種への iPS 細胞の分化
する手法の確立が急務であると考え、本研究課題では、以下の事項を明らかにすることとした。 
（１） 遺伝子挿入のない劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来 iPS細胞の樹立 
リソースの量的限界を解決するため、自己複製能の高い iPS細胞の使用が必須であると
考えた。iPS 細胞を用いた再生医療を実用化させるうえで、遺伝子挿入のないヒト iPS
細胞を作製することは必須の事項である。本研究では、Sendaiウイルスベクターを用い
て劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来の iPS細胞が樹立可能か確認する。 
 

（２） iPS細胞から間葉系幹細胞への分化誘導法の確立 
これまで、iPS 細胞から皮膚の主な構成細胞である表皮角化細胞や真皮線維芽細胞への
分化誘導を行ってきた。しかし、これらの細胞を用いた治療では、局所的な治療効果は
見込めるものの、全身的治療が困難である。そこで、本研究では iPS細胞から間葉系幹
細胞への分化誘導が可能か確認する。 

 
（３） 遺伝子変異特異的 gene-editing を応用した劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来細胞の
遺伝子治療 
ゲノム編集技術は DNA 上の特定部位を切断できるヌクレアーゼを用いて標的の遺伝
子配列を欠失・置換・挿入する技術である。生体には二本鎖 DNA 切断が生じた際、そ
れを修復する機構が備わっている。その修復機構として、時に数塩基の挿入や欠失を伴
って再結合する非相同末端再結合、および相同性の高い DNA 配列との間で交叉が起こ
り修復する相同組換えの二つの経路がある。これらのうち、遺伝子変異を有する染色体
と正常な配列を有する相同性のある外来 DNA との間で組換えを誘導することが可能な
相同組換えによる染色体の修復が、より理想的な表皮水疱症の治療法として考えられて
いる。しかし、相同組換えの生じる頻度は非常に低いため、相同組換えを介した遺伝子
治療を実臨床で応用するためには，正しく遺伝子が修復された細胞のみを抗生剤カセッ
トなどの選択マーカーを用いて分離する必要がある。しかし、抗生剤カセットはその後
Cre/loxP システムなどを用いて除去されるが、loxP 配列の痕跡が残ることも問題であ
る。 
そこで、二本鎖 DNA 切断後の修復経路として相同組換えと比べ高頻度に生じる非相
同末端再結合では、数塩基の欠失や挿入が誘導されることが多い。この数塩基の挿入や
欠失を意図的に誘導することで、フレームシフト変異を in-frame 化することができれ
ば、選択マーカーを用いるなどの複雑な工程を経ずに効率に遺伝子治療が行えると考え
た。そこで本研究では劣性栄養障害型表皮水疱症の日本人患者で多く認められるフレー
ムシフト変異である
c.5819delC 遺伝子変
異に着目し、COL7A1
遺伝子の c.5819delC
の変異部位を特異的に
認 識 す る
CRISPR/Cas9 を用い
て、フレームシフト変
異を in-frame 化する
reframing 治療が可能
か確認する。 

 
 
 
３．研究の方法 
（１） 遺伝子挿入のない劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来 iPS細胞の樹立 

日本人に高頻度に認められ、重症型を呈する 5819delC の遺伝子変異を有する劣性栄
養障害型表皮水疱症患者由来の表皮角化細胞に c-MYC, SOX2, OTT3/4, KLF4 を
Sendaiウイルスベクターを用いて一過性に遺伝子導入し、iPS細胞を作製する。さらに、
作製した iPS細胞の幹細胞マーカーの発現、多分化能の有無を確認する。 

 
（２） iPS細胞から間葉系幹細胞への分化誘導法の確立 
 上記で作製した iPS細胞を用いて、Activin A, BIO, BMP4, bFGF, EGFを用いて分
化させ、さらに CD105 陽性細胞のみを選択する。次いで、フローサイトメトリー法を
用いて、作製した細胞が間葉系幹細胞に類似した性質を有するか確認し、さらに間葉系
幹細胞としての多分化能の有無を確認する。 
 

図 4 本治療法の開発にむけた課題 



（３） 遺伝子変異特異的 gene-editing を応用した劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来細胞の
遺伝子治療 
① 劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来の不死化した真皮線維芽細胞を用いた研究 
患者由来の不死化した真皮線維芽細胞に対し、変異部位を特異的に認識する
CRISPR/Cas9を用いて非相同末端再結合を誘導し、正しく reframeされた単一細
胞クローンを単離する。さらに reframeされた 7型コラーゲンの機能を in vitroお
よび in vivoで解析する。 

② 劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来の初代培養真皮線維芽細胞を用いた研究 
次に、不死化していない真皮線維芽細胞を用いて、同様に火相同末端再結合を誘導
する。この際、細胞クローンを単離せず、細胞群として 7型コラーゲンの発現量を
遺伝子およびタンパク質レベルで解析し、さらに、表皮水疱症モデルマウスにこの
治療した細胞群を投与し、生体内での機能を解析した。 

 
 
 
４．研究成果 
 
（１） 遺伝子挿入のない劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来 iPS細胞の樹立 

日本人に高頻度に認められ、重症型を呈する 5819delCの遺伝子変異を有する劣性栄
養障害型表皮水疱症患者由来の表皮角化細胞に c-MYC, SOX2, OTT3/4, KLF4 を
Sendaiウイルスベクターを用いて一過性に遺伝子導入し、iPS細胞を作製した（図 5）。
さらに、作製した iPS細胞の幹細胞マーカーの発現、多分化能の有無を確認した（図 6）。 

 
（２） iPS細胞から間葉系幹細胞への分化誘導法の確立 

作製した iPS細胞を用いて、Activin A, BIO, BMP4, bFGF, EGFを用いて分化させ、
さらに CD105 陽性細胞のみを選択した。次いで、フローサイトメトリー法を用いて、
作製した細胞が間葉系幹細胞に類似した性質を有するか確認し、さらに間葉系幹細胞と
しての多分化能の有無を確認した（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 劣性栄養障害型表

皮水疱症患者由来 iPS細

胞の樹立 

図 6 作製した iPS 細胞の角化細胞様細胞への分化誘導

実験 

図 7 劣性栄養障害型表皮水疱症患者

由来 iPS 細胞から間葉系幹細胞への分

化実験 



（３） 遺伝子変異特異的 gene-editing を応用した劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来細胞の
遺伝子治療 
① 劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来の不死化した真皮線維芽細胞を用いた研究 
まず患者由来の不死化した真皮線維芽細胞に対し、変異部位を特異的に認識する
CRISPR/Cas9を用いて非相同末端再結合を誘導し、正しく reframeされた単一細
胞クローンを単離した。これらの細胞クローンでは mRNA およびタンパクレベル
で VII型コラーゲンの発現が増加していた。さらにこれらの細胞クローンを免疫不
全マウスの真皮内に投与し、表皮－真皮境界部に正しくヒト VII型コラーゲンが沈
着していることを確認した（図 8）。 

② 劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来の初代培養真皮線維芽細胞を用いた研究 
ついで患者由来の初代培養真皮線維芽細胞に対し、変異部位を特異的に認識する

CRISPR/Cas9を用いて非相同末端結合を誘導し、正しく in-frame化した細胞を含
む様々な遺伝子修飾を誘導した細胞集団を用いて、ウェスタンブロット法、リアル
タイム PCR 法、および生体内における機能解析を行った。ゲノム編集前の細胞群
と比較して、mRNA およびタンパクレベルにおける 7 型コラーゲンの発現量は増
加しており、また免疫不全マウスを用いた生体内における機能解析においてもヒト
7型コラーゲンが正しく表皮－真皮境界部に発現していた（図 9）。またゲノム編集
後の患者由来線維芽細胞群を 7 型コラーゲンノックアウトマウスに投与し電子顕
微鏡で観察したところ、基底板直下に係留線維の形成を認めた。本研究の結果はフ
レームシフト変異で発症する劣性栄養障害型表皮水疱症において、非相同末端結合
を介した遺伝子治療は相同組換えを介した遺伝子治療よりも簡便に行うことがで
き、かつ臨床応用が可能な治療選択肢の一つであることを示した。 

図 8 劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来の不死化した真皮線維芽細胞を用いた研究 

図 9 劣性栄養障害型表皮水疱症患者由来の初代培養真皮線維芽細胞を用いた研究 
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