
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６２０１

基盤研究(C)

2013～2010

ダブルノックアウトマウスを利用したアトピー性皮膚炎モデルマウスの作製

Creation of atopic dermatitis model mouse using double knock out mouse

６０２６０６２６研究者番号：

米田　耕造（Yoneda, Kozo）

香川大学・医学部附属病院・准教授

研究期間：

２２５９１２４０

平成 年 月 日現在２６   ４ １１

円     4,000,000 、（間接経費） 円     1,200,000

研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎は、掻痒の強い湿疹病変を主とする難治性皮膚疾患であり、フィラグリン
タンパク質の遺伝子異常による。ロリクリンはフィラグリンと同様、表皮角層細胞の辺縁帯の主成分である。ロリクリ
ン遺伝子の変異による疾患（亜型ボーウィンケル症候群）の臨床症状は、掌蹠角化症を合併した魚鱗癬であり、フィラ
グリン遺伝子機能喪失変異により生じる尋常性魚鱗癬の臨床症状に酷似している。本研究の目的は、アトピー性皮膚炎
の動物モデルを作製し、その病態に関与するロリクリンの果たす役割を解析し、創薬に役立てることである。その目的
に向けてわれわれはロリクリンノックアウトマウスを作製した。

研究成果の概要（英文）：Atopic dermatitis is one of intractable skin diseases. The clinical feature of thi
s disease is itchy eczema. This disease is caused by mutations in filaggrin gene now. Loricrin is major co
nstituent of marginal band of epidermal corneocyte. The clinical aspects of the variant form of Vohwinkel 
syndrome are mutilating keratoderma with ichthyosis. This phenotype is similar to ichthyosis vulgaris. Ich
thyosis vulgaris is caused by homozygous or compound heterozygous mutations in the filaggrin gene. The aim
 of this project is creation of atopic dermatitis mouse model using loricrin knock out mouse.
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１．研究開始当初の背景 
 
 研究開始当初ロリクリンがアトピー性皮
膚炎において果たしている役割については、
何も判明していなかった。本研究の目的は、
ロリクリンノックアウトマウスを利用して
アトピー性皮膚炎の動物モデルを作製し、そ
の病態に関与するロリクリンの果たす役割
を詳細に解析することであった。そして最終
的にはアトピー性皮膚炎の創薬を目指した。 
 
２．研究の目的 
①研究の学術的背景 
 
 アトピー性皮膚炎は、増悪・寛解を繰り返
す、掻痒の強い湿疹病変を主とする難治性皮
膚疾患である。年、アトピー性皮膚炎の
原因が、皮膚角層の構造蛋白の一つであるフ
ィラグリン蛋白の遺伝子異常によることが
報告された（下記文献）。 
 
Palmer, C.N. et al. Common loss-of-function 
variants of the epidermal barrier protein filaggrin 
are a major predisposing factor for atopic 
dermatitis. Nat. Genet. 38, 441-446. (2006). 
 
 現在では、個人にフィラグリン遺伝子の異
常が存在すると、表皮のバリア機構が破綻を
来たし、起炎物質が、表皮内に容易に侵入し、
持続性のアトピー性皮膚炎という慢性アレ
ルギー性炎症が生じると考えられている。ま
た、フィラグリン遺伝子に機能喪失変異が生
じると、最も頻度の高い皮膚角化異常症であ
る尋常性魚鱗癬が生じる。（下記文献）。 
 
Smith, F.J. et al. Loss-of-function mutations in 
the gene encoding filaggrin cause ichthyosis 
vulgaris. Nat. Genet. 38, 337-342. (2006). 
 
 他方ロリクリンもフィラグリンと同様、表
皮角層細胞の辺縁帯すなわちコーニファイ
ド セ ル エ ン ベ ロ ー プ （ cornified cell 
envelope:CE）の主成分である。ロリクリン
は、CE の約 70％を占める（皮膚のバリヤ機
能上）重要なタンパク質である。ロリクリン
遺伝子の変異による疾患（亜型ボーウィンケ
ル症候群）も明らかになっておりその臨床症
状は、掌蹠角化症を合併した魚鱗癬であり、
フィラグリン遺伝子機能喪失変異により生
じる尋常性魚鱗癬の臨床症状に類似してい
る。しかしながらロリクリンがアトピー性皮
膚炎において果たしている役割については、
現時点では何も判明していない。本研究の目
的は、アトピー性皮膚炎の動物モデルを作製
し、その病態に関与するロリクリンの果たす
役割を解析し、創薬につなげることであった。 
 
②研究期間内に何をどこまで明らかにしよ
うとしたか 

A. ロリクリンノックアウトマウスを作製す
る。 
 
B. ロリクリンノックアウトマウスの皮膚に、
ダニアレルゲンなどの起炎物質を塗布して、
得られた皮膚病変を解析する。 
 
C. フィラグリンが欠損しているである Flaky 
Tail Mice とロリクリンノックアウトマウス
をかけ合わせ、ロリクリンとフィラグリンの
ダブルノックアウトマウスを作製する。 
 
D. 上記のダブルノックアウトマウスの皮膚
に、ダニアレルゲンなどの起炎物質を塗布し
て、得られた皮膚病変を解析する。 
 
③当該分野における本研究の学術的な特
色・独創的な点及び予想される結果と意義 
 
 本研究はアレルギー領域においてひじょ
うに重要な疾病であるアトピー性皮膚炎に
おけるロリクリンの関与について動物モデ
ルを用いて検証する点に最大の特徴がある。 
 本研究はアトピー性皮膚炎の誘因が、フィ
ラグリンのバリア機構の破綻のみならず、ロ
リクリンのバリア機構の破綻も深く関与し
ているのではないかという仮説をたて、ロリ
クリンノックアウトマウスを使用してアト
ピー性皮膚炎の動物モデルを作製するとい
う点に最大の特色・独創的な点がある。すな
わちアトピー性皮膚炎においては、フィラグ
リン遺伝子のみならず、ロリクリン遺伝子に
も異常があるのではないかという仮説のも
と、角層細胞 CE で最も大量に存在する構造
蛋白質であるロリクリンを、皮膚の難治性疾
患であるアトピー性皮膚炎に有機的に結び
つけることにより、アトピー性皮膚炎の病態
メカニズムを解明しようと試みる非常にユ
ニークかつ独創的なプロジェクトである。 
 われわれは、日常臨床上非常に大事な問題
である重症アトピー性皮膚炎患者では、フィ
ラグリン遺伝子異常のみならず、ロリクリン
遺伝子異常も合併しているのではないかと
考えている。起炎物質やアレルゲンをロリク
リン単独ノックアウトマウス、あるいはダブ
ルノックアウトマウスに塗布した時に、得ら
れる皮膚病変が、ダブルノックアウトマウス
においてより重症であれば、われわれの仮説
の正当性を証明できる。 
 
３．研究の方法 
 
ロリクリンノックアウトマウスの作製 
 
①129Sv ゲノムライブラリーより、マウスロ
リクリン gDNA をスクリーニングする。 



②ターゲテイングベクターの構築を行う。 
③ES 細胞にエレクトロポレーションを行な
い、その後薬剤耐性選択を行う。 
④薬剤耐性の ES 細胞に対しさらに、PCR ス
クリーニングを行い、相同組換え体を同定 
する。 
⑤上記 4 で得られた陽性 ES 細胞クローンを
仮親の 8 細胞期胚にマイクロインジェクショ
ンする。 
⑥上記 5 で得られたキメラマウスの飼育と交
配を行う。 
⑦キメラマウスを交配して、毛色で判断して
ES 細胞由来の子孫マウス（F1）が得られた
ら PCR で、ジャームライン・トランスミッシ
ョンを確認する。 
⑧F1 ヘテロ変異マウス同士を交配させ、F2
ホモ変異マウスを得る。 
 
４．研究成果 
 ロリクリンノックアウトマウスを得るこ
とが出来た。ロリクリンノックアウトマウス
の皮膚において、ロリクリン mRNA の発現は
観察されなかった。免疫組織化学的に、検索
する目的でウサギ坑ロリクリン抗体を使用
して免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡
を用いて観察した。やはりロリクリンの発現
はノックアウトマウス皮膚においては観察
されなかった。ロリクリンノックアウトマウ
スの皮膚よりタンパク質を抽出、免疫ブロッ
ト法でもロリクリンタンパク質の発現を調
べた。免疫ブロット法にてもロリクリンタン
パク質の発現は見られなかった。 
 ロリクリンノックアウトマスの皮膚を使
用して、プロフィラグリン N 末端タンパク質
とケラチン 10 タンパク質の発現を免疫組織
学的に調べた。観察には共焦点レーザー顕微
鏡を用いた。プロフィラグリン N 末端タンパ
ク質は顆粒層上層から角層細胞にかけて存
在していた。ケラチン 10 タンパク質は、基
底層を除く有棘層より上層の細胞にその存
在が観察された。さらに、ロリクリンノック
アウトマス皮膚におけるプロフィラグリン N
末端タンパク質とケラチン 10 タンパク質の
発現を、免疫電子顕微鏡を用いて詳細に検討
を加えた。プロフィラグリン N 末端タンパク
質は主としてフィラグリン顆粒に存在して
いた。ケラチン 10 タンパク質は、フィラグ
リン顆粒内とフィラグリン顆粒外の両方の
部位に存在していた。 
 今後は、ロリクリンノックアウトマウスの
皮膚に、ダニアレルゲンなどの起炎物質を塗
布して、得られた皮膚病変を解析する予定で
ある。さらには、フィラグリンが欠損してい
るである Flaky Tail Mice とロリクリンノック
アウトマウスをかけ合わせ、ロリクリンとフ
ィラグリンのダブルノックアウトマウスを

作製する。そして、このダブルノックアウト
マウスの皮膚に、ダニアレルゲンなどの起炎
物質を塗布して、得られた皮膚病変を解析す
る予定である。 
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