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研究成果の概要： 
水疱型先天性魚鱗癬様紅皮症(Bullous congenital ichthyosiform erythroderma : BCIE)

は、表皮細胞に発現するケラチン 1または 10 の遺伝子変異の dominant-negative effect

により発症する、重症型の常染色体優性遺伝性角化症である。遺伝子変異の同定により、

出生前診断が可能となったがまだ根本的な治療についての研究は進んでいない。一方、RNA 

interference（RNAi）は、21～23 塩基の二本鎖 RNA からなる small interfering RNA (siRNA)

を細胞に導入すると、相同配列を持つ mRNA を破壊することで特定の蛋白質合成のみを特異

的に抑制するものである。導入する siRNA はごく少量でも目的蛋白を劇的に抑制でき、そ

の反応は非常に特異的であることから、遺伝子治療として臨床応用されることが期待され

ている。本研究では、BCIE をモデルとして、RNAi による遺伝性皮膚疾患の遺伝子治療を試

みた。 

理論上、異常なケラチン 10 を RNAi により mRNA レベルで特異的に発現抑制（ノックダウ

ン）すると、正常なケラチン 10 を発現する mRNA のみが残り、臨床症状が改善する。本

研究では、変異が同定されている BCIE 患者においてケラチン 10 の異常部位を含む配列

で siRNA を設計することにより異常蛋白の発現を特異的に抑制しようと試みた。その結

果、正常なケラチン 10 においては、siRNA 導入により mRNA レベルで発現が抑制されるこ

とを realtime PCR で確認することができ、持続的な抑制によりケラチン 10 の発現が十

分抑えられると考えたが、経時的に観察したところ、重要な細胞骨格を形成するケラチ

ン 10 を持続的に抑制することにより、細胞が死滅してしまうことが観察された。次に、

異常なケラチン 10 の生成のみを特異的に抑えるため、BCIE 患者の変異部位を認識するよ

うに複数の siRNA を設計し導入を行ったが、mRNA レベルで効果的に発現抑制は確認され

ていない。 
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１． 研究開始当初の背景 

 
近年、遺伝性疾患や癌など遺伝子異常が発

症に関与する疾患に対し、RNAi を用いた遺

伝子治療に関する研究が報告されている。

RNAi は、21～23 塩基の二本鎖 RNA からなる

small interfering RNA (siRNA)が細胞に導

入されると、相同配列を持つ標的遺伝子

(mRNA)を破壊することで特定の蛋白質合成

のみを特異的に抑制するものである。導入

する siRNA はごく少量でも目的蛋白を劇的

に抑制でき、その反応は非常に特異的であ

ることから、遺伝子治療として臨床応用さ

れることが期待されている。 

 

 

２． 研究の目的 
 

本研究の目的は、水疱型先天性魚鱗癬様紅

皮症（bullous congenital ichthyosiform 
erythroderma: BCIE）をモデルとして、

RNAi による遺伝性皮膚疾患の遺伝子治療

を行うことである。Antisense 
oligonucleotide を用いた従来の遺伝子発

現抑制とは異なり、RNAi ではごく少量の

siRNA の導入によって、大量の目的遺伝子

の抑制が可能であることから、効果的な目

的遺伝子の発現抑制が予想される。 
BCIE は、表皮細胞に発現するケラチン 1
または 10 の遺伝子変異の

dominant-negative effect により発症する、

重症型の常染色体優性遺伝性角化症である。

遺伝子変異の同定により出生前診断が可能

となったが、まだ根本的な治療についての

研究は進んでいない。 
理論上、異常なケラチン 10 を RNAi によ

り mRNA レベルで特異的に発現抑制（ノ

ックダウン）すると、正常なケラチン 10
を発現する mRNA のみが残り、臨床症状

が改善するという仮説が立てられる。それ

を検証するために、本研究では、BCIE で

認められるケラチン 10 の helix initiation 
motif におけるメチオニンからスレオニン

のミスセンス変異（M150T）を認める患者

について、変異部分を認識する siRNA を

設計し導入するという遺伝子治療を目指す。

ケラチン 10 変異による BCIE に的を絞り、

原因遺伝子をもつケラチンの異常部位のみ

を認識し、実際にノックダウンを行う

siRNA の設計から始め、実際の臨床応用ま

でを目指す。 
 



 
３． 研究の方法 

 
（１）ケラチン 10 に対する siRNA のデザ

インとその効果の検証：あらかじめノック

ダウン効果が確認されている siRNA を用

いて、正常ヒト表皮細胞および HaCaT 細

胞で、効果的にノックダウンが確認できる

至適濃度と siRNA 導入のためのトランス

フェクション試薬の選定、およびその至適

濃度につき条件設定を行っておく。次に、

正常なケラチン 10 に対する siRNA を数種

類デザインし、上記で定めた条件のもとに

培養表皮細胞に導入し、realtime PCR を

用いて、mRNA レベルでのケラチン 10 の

発現量が特異的に発現低下しているかを確

認するとともに、経時的に発現抑制効果を

定量し、siRNA の効果発現期間について検

討する。 
この段階でケラチン 10 に関する RNAi 効
果が認められない場合は、①導入する回数

を増やしてみる、②培養開始後経時的に導

入をしてみる、など様々な条件下で試みる

が、それでもノックダウン効果が得られな

い場合は、M150T 以外の変異について計

画（1）を進める。 
 
2）ケラチン 10 に対する siRNA のアデノ

ウイルスベクターへの組み込みとその効果

の確認：上記で実際にノックダウンが確認

された siRNA を持続的に発現させる系と

して、当該 siRNA を short hairpin RNA
の形としてアデノウイルスベクターに組み

込んだものを生成する。生成されたベクタ

ーを、正常ヒト表皮細胞および HaCaT 細

胞にトランスフェクトし、realtime PCR
を用いてケラチン 10 の発現量の低下を確

認する。それとともに、経時的に発現低下

を確認し、上記（1）で認められた siRNA
の発現抑制の期間と比べ、その持続時間が

延長していることを確認する。 
 
3）異常ケラチン 10 に対する RNAi 効果の

発現：培養表皮細胞でケラチン 10 発現を

効果的にノックダウンすることを確認後、

本研究の目的である BCIE 患者の M150T
における変異を認識するようデザインした

RNAi 効果についての検討を行う。 
研究代表者が北大皮膚科魚鱗癬外来にて診

療にあたり、既にケラチン 10 の遺伝子変

異が検索されている BCIE の患者の中で、

本研究への協力に同意している方々につい

て、該当するケラチン 10 における変異部

位の配列を含むように siRNA を複数デザ

インする。さらに、同患者について完全な

informed consent に基づき、本研究用に皮

膚生検を行う。患者から採取した皮膚より

培養した表皮細胞に、ケラチン 10 の異常

部位を認識する siRNA を導入し、realtime 
PCR を用いてその発現抑制を確認する。 
 
 
４． 研究成果 

 

（１）ケラチン 10 に対する siRNA のデザ

インとその効果の検証：あらかじめノック

ダウン効果が確認されている siRNA を用

いて、正常ヒト表皮細胞および HaCaT 細

胞で、効果的にノックダウンが確認できる

至適濃度と siRNA 導入のためのトランス

フェクション試薬の選定、およびその至適

濃度につき条件設定を行った。 
次に、正常なケラチン 10 に対する siRNA
を数種類デザインし、上記で定めた条件の

もとに培養表皮細胞に導入し、realtime 
PCR を用いて、mRNA レベルでのケラチ

ン 10 の発現量を測定したところ、特定の

siRNA において、ケラチン 10 発現が特異

的に低下していることが確認された。また、

経時的に発現抑制効果を定量したところ、

時間とともに発現抑制効果は高まるが、あ

る一定以上経過すると培養細胞が死滅して

しまうことが検証された。 
 
2）ケラチン 10 に対する siRNA のアデノ

ウイルスベクターへの組み込みとその効果

の確認：上記で実際にノックダウンが確認

された siRNA を持続的に発現させる系と

して、当該 siRNA を short hairpin RNA
の形としてアデノウイルスベクターに組み

込んだものを生成した。生成されたベクタ

ーを、正常ヒト表皮細胞および HaCaT 細

胞にトランスフェクトし、realtime PCR
を用いてケラチン 10 の発現量の低下を確

認した。経時的にケラチン 10 の発現は低

下するももの、一定時間の後に細胞が死滅

するため、持続的な発現抑制の確認には至

らなかった。 



 
3）異常ケラチン 10 に対する RNAi 効果の

発現：培養表皮細胞でケラチン 10 発現を

効果的にノックダウンすることを確認後、

本研究の目的である BCIE 患者の M150T
における変異を認識するようデザインした

RNAi 効果についての検討を行った。 
事前に変異が同定されている BCIE 患者に

おいて、ケラチン 10 における変異部位の

配列を含むように siRNA を複数デザイン

し、上記（１）と同様に導入を行ったが、

現在のところ realtime PCR で明らかなケ

ラチン 10のmRNA抑制を確認するには至

っていない。 
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