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研究成果の概要（和文）：遺伝子を破壊するのではなく，任意の時期に目的の蛋白そのものを分解できるマウスシステ
ムを着想した．そこでBP180の分解を試みた． K14プロモーター下に、分解TAGを持つBP180遺伝子を発現する遺伝子コ
ンストラクトを作製。表皮細胞株にTIR遺伝子を導入して、TIR遺伝子を恒常的に発現する細胞株を作製した。それらの
発現をウエスタンブロットと蛍光抗体法で確認した。次にその細胞株に、TAG-BP180の遺伝子を導入し、オーキシンを
加えたところ、TAG-BP180の分解が確かめられた．本研究は、接合部型表皮水疱症や類天疱瘡の新しい観点からの診断
法や治療法が確立される可能性が高いことが解明された。

研究成果の概要（英文）：We think of a mouse system in which not gene but protein is destroyed. In this stu
dy, we tried to eliminate BP180 in keratinocytes. First, we generated an expression vector BP180 with reso
lving TAG driven by K14 promoter. TIR gene was introduced to keratinocyte and a keratinocyte line which ex
press TIR gene permanently was established. Expression of TIR gene was examined by western blot and immuno
fluorescence. Next, we introduced TAG-BP180 construct to those cells and add auxin to culture medium. We f
ound decrease of BP180 expression. This study suggest that this system may provide new diagnosis methods a
nd new treatments for junctional epidermolysis and bullous pemphigoid. 
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１．研究開始当初の背景 
ある蛋白がどのように生体で機能してい
るかを調べる最も直接的な方法のひとつに，
その蛋白の遺伝子を破壊したノックアウト
マウスの解析がある．申請者もいろいろな皮
膚疾患に関連するKOマウスを作成してきた．
しかし，ノックアウトマウスでは胚の段階か
ら目的の遺伝子が破壊されているため，その
蛋白が生体にとって重要なものであれば，ノ
ックアウトマウスは生存できないことも多
い．そこで，コンディショナルノックアウト
マウスが開発された． 
このコンディショナルノックアウトマウ
スでは胚の段階では遺伝子が機能するが，あ
る薬剤を投与すると遺伝子が破壊されノッ
クアウト状態が作られる．しかしながら，そ
の作成には多大な労力，時間，資金がかかる．
そこで申請者は，遺伝子を破壊するのではな
く，その産物である蛋白を任意の時期に分解
できるコンディショナルノックアウトマウ
ス作成法を着想している．植物のホルモンで
あるオーキシンは細胞内で TIR1蛋白と複合 

 
体をつくると，ある特定の配列（分解TAG）を
もつ蛋白に結合できるようになり，ユビキチ
ン化を誘導しその蛋白を分解することが植物
の細胞で明らかになった．そこで，そのシス
テムを動物の培養細胞に応用する新しい分解
システムに応用する．TIR1遺伝子と分解TAG
を持つ蛋白遺伝子を培養細胞に導入する．そ
こにオーキシンが添加されるとTIR1蛋白との
複合体が分解TAGに結合し，その標的蛋白をユ
ビキチン化して急速に分解するという仕組み
である． 
 
２．研究の目的 
 今回の研究の目的は，このシステムを皮膚
の細胞にて実現し，BP180 を分解することに
より接合部型表皮水疱症のモデルを，また
SERCA２を分解することにより，ダリエ病の
モデルを作製することである． 
BP180 では，我々が作成した BP180 ノック
アウトの表皮細胞に，TIR1 遺伝子と分解 TAG
を持つ BP180遺伝子の両方の遺伝子を導入し
た細胞を作成する．これにオーキシンを加え

BP180 を分解する．さらに，TIR1 遺伝子と分
解 TAGを持つ BP180 遺伝子の両方の遺伝子を
発現するトランスジェニックマウスを作成
する．次に BP180KO マウスの系と交配し，内
因性 BP180 のない状態で TIR1 と TAG-BP180
が発現するマウスを作る．そこにオーキシン
を投与し TAG-BP180 を分解し，接合部型表皮
水疱症のモデルを作成する．また SERCA2 で
は単に TIR1 遺伝子と TAG-SERCA2 遺伝子が発
現する表皮細胞を作製し，オーキシンを投与
する．TIR1 遺伝子と TAG-SERCA2 遺伝子が発
現するトランスジェニックマウスを交配し，
2 つの遺伝子が発現するマウスにオーキシン
を投与する．そのマウスでは内因性の SERCA2
と TAG-SERCA2 の両方を発現しているので，
オーキシン投与でTAG-SERCA2を分解すれば，
優性の状態を作成できるという工夫である． 
 
３．研究の方法 
(1) BP180 の発現のない細胞株の作成：我々
が作成したBP180のノックアウトマウスの皮
膚を採取し，表皮細胞を分離，その細胞ある
いはトランスフォームした細胞を確立する． 
 
(2) TAG-BP180 遺伝子の作成：BP180 の cDNA
遺伝子があるので，それをもとに BP180 の N
末端に TAGを有する TAG-BP180 遺伝子を構築
する．なお，BP180 は N 末端に細胞外分泌に
関連する signal sequence がなく N末端がの
こるので，分解 TAG は N末端に付加する．さ
らに TAG-BP180 遺伝子に K14プロモーターを
有するコンストラクトを組み込む． 
 
(3) BP180 ノックアウトの表皮細胞への TIR1
遺伝子と分解 TAG を持つ BP180 の導入：通常
の方法でBP180発現のない細胞にそれらの遺
伝子を導入する． 
 
(4) BP180 蛋白の分解：作成された細胞にオ
ーキシンを様々の濃度で加え，BP180 の分解
を蛍光抗体，ウエスタンブロット法にて確認
する． 
 
(5) 分解 TAG をもつ SERCA2 遺伝子の構築：
我々はすでにヒト SERCA2 の cDNA 遺伝子を有
しているので，それをもとに N末端と C末端
に TAG を有する TAG-SERCA2 遺伝子を構築す
る．その TAG-SERCA2 遺伝子を K14 プロモー
ターを有するコンストラクトに組み込む．
K14プロモーターはSERCA2のものより強い発
現を誘導する． 
 
(6) TAG-SERCA2 遺伝子と TIR 遺伝子の導入：
マウスの表皮細胞を培養し，通常の方法で，
TAG-SERCA2 遺伝子と TIR 遺伝子を組み込み，
細胞株を確立する． 
 
(7) SERCA2 蛋白の部分的分解：その細胞にオ
ーキシンを加えることにより，TAG-SERCA2 の
みを分解し、ダリエ病の病態を再現する． 



 
４．研究成果 
(1) BP180 の発現のない細胞株の作成 
BP180 のノックアウトマウスの皮膚を採取
し，表皮細胞を分離し，その細胞あるいはト
ランスフォームした細胞を確立した．BP180
の発現は，蛍光抗体，ウエスタンブロット，
RT-PCR で確認した． 
 
(2) TAG-BP180 遺伝子の作成 
構築された遺伝子はシークエンスを行い，
適切であることを確認した．さらに，表皮細
胞に導入し BP180 の発現を確認した． 
 
(3) BP180 ノックアウトの表皮細胞への TIR1
遺伝子と分解 TAG を持つ BP180 の導入 
通常の方法でBP180発現のない細胞にそれ
らの遺伝子を導入した． 
 
(4) BP180 蛋白の分解 
作成された細胞にオーキシンを様々の濃
度で加え，BP180 の分解を蛍光抗体，ウエス
タンブロットにて確認する研究を行った．し
かしながら，BP180 の発現は，約 40% 減少し
たがすべての蛋白の消失は起こらなかった．
約半分の発現が残っていることは、接合部型
表皮水疱症ではキャリーの状態に近い発現
量である．人ではキャリアーの状態では，水
疱形成は起こらず，症状はでないのでモデル
を作るシステムとしては、有効ではないこと
が明らかとなった． 
 
(5) 分解 TAG をもつ SERCA2 遺伝子の構築 
我々はSERCA2の cDNA遺伝子を有している
ので，それをもとに N末端と C末端に TAG を
有する TAG-SERCA2 遺伝子を構築し， K14 プ
ロモーターを有するコンストラクトに組み
込んだ．そしてその発現を確認した．  
 
(6) TAG-SERCA2 遺伝子と TIR 遺伝子の導入 
マウスの表皮細胞を培養し，通常の方法で，
TAG-SERCA2 遺伝子と TIR 遺伝子を組み込み，
細胞株を確立した． 
 
(7) SERCA2 蛋白の部分的分解 
その細胞にオーキシンをくわえることに
より，SERCA2 の発現を確認にしたが，ほとん
ど減少はみとめられないことが明確となっ
た． 
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