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研究成果の概要（和文）：表皮水疱症の復帰変異モザイクの面積は他の疾患に比し極めて大きく、表皮水疱症の
復帰変異モザイクは増殖優位性を獲得していることが示唆される。そこで、本研究では、表皮細胞の増殖優位性
を獲得する機序を解明するため、遺伝子編集技術を応用した復帰変異モザイクを有する表皮水疱症モデルマウス
を世界で初めて作製した。
実際には、Col17a1遺伝子に複合ヘテロ接合性に欠失変異をもった接合部型表皮水疱症モデルマウスを作製し、
さらに、これらの変異部の間に存在する部位を特異的に切断するCRISPR/Cas9システムを皮内投与したところ、
復帰変異モザイクの誘導を行うことに成功した。

研究成果の概要（英文）：The area of revertant mosaicism in epidermolysis bullosa is significantly 
larger compared to other diseases, suggesting that revertant cells in epidermolysis bullosa acquire 
a proliferative advantage. In this study, to elucidate the mechanism by which epidermal cells 
acquire proliferative advantage, we created epidermolysis bullosa model mice with revertant 
mosaicism using gene editing technology.
We generated junctional epidermolysis bullosa model mice with compound heterozygous deletion 
mutations in the Col17a1 gene. Furthermore, by intradermally administering a CRISPR/Cas9 system that
 specifically cleaves the region between these mutations, we successfully induced revertant 
mosaicism.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝性皮膚疾患の根治的治療の有望な選択肢である遺伝子治療は、全身への遺伝子治療した細胞の移植が必要で
あり、安全面やコスト面から実現困難である。もし遺伝子治療した細胞が周囲に対して優位に増殖すれば、最小
限の移植で広範囲に効果を波及させることが可能になる。表皮水疱症の復帰変異モザイクの面積は他の疾患に比
べて大きく、増殖優位性を獲得していることが示唆されている。本研究では、表皮細胞の増殖優位性を解明する
ため、復帰変異モザイクを有する表皮水疱症モデルマウスを作製した。この成果は、復帰変異モザイクの研究に
留まらず、遺伝子・再生治療戦略のブレークスルーにつながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

表皮水疱症やネザートン症候群などの遺伝性皮膚疾患に対し、遺伝子治療の治験や基礎研究
が行われている（Shinkuma et al., PNAS 2016; Takashima, Shinkuma et al., JID 2019）。し
かし、全身に病変を伴う遺伝性皮膚疾患では遺伝子治療した細胞を全身に移植する必要があり、
数億円以上の費用がかかる。さらに十分な細胞数を確保するため、遺伝子治療した多様な細胞ク
ローンを用いる必要があり、安全面の課題も克服する必要がある。もし遺伝子治療した細胞が周
囲の細胞に対し増殖優位性を有していた場合、最小限の移植で広範囲にその効果を波及するこ
とが可能になり、これらの問題を克服できる。 

一部の遺伝性皮膚疾患では、後天的
に一部の遺伝子が正常化する復帰変異
モザイクが認められる。これは体細胞
分裂時の相同組換え（染色体組換え）に
よって生じる。近年、この復帰変異モザ
イク細胞を用いた再生医療が臨床応用
化 さ れ た （ Matsumura, Fujita, 

Shinkuma et al., JID 2019）。この復帰
変異モザイクは様々な遺伝性皮膚疾患
で認められるが、表皮水疱症の復帰変
異モザイクの面積は他の疾患に比し極めて大きい（図 1）。しかし、疾患ごとに認められる復帰
変異モザイクの大きさの違いに関する研究は皆無である。この機序を解明し、効率的に機能不全
に陥った細胞を正常な細胞と置換することが可能になれば、遺伝子治療や再生医療技術の発展
に大きく寄与することが期待できる。 

表皮水疱症は表皮－真皮間の接着タンパク質の異常によって全身に水疱・びらんを生じる。接
合部型表皮水疱症の責任タンパク質である 17 型コラーゲン（COL17）の細胞競合への関与が示
唆されているが（Watanabe et al. Elife, 2017, Liu N et al. Nature.2019）、その他の表皮水疱症
においても広範囲の復帰変異モザイクが認められるため、増殖優位性の獲得には様々な要因が
存在することが予想される。 

 

 

２．研究の目的 

 復帰変異モザイクで認められる増殖優位性の獲得機序を遺伝子治療に応用することで、一部
の皮膚を遺伝子治療するだけで治療した細胞が自律的に増殖し、広範囲で未治療の細胞と置き
換えることが可能になる。本研究により、将来的に遺伝性皮膚疾患に対する遺伝子治療の社会実
装が可能になるだけでなく、悪性腫瘍に対して増殖優位性を有する細胞を投与することで癌細
胞を淘汰することも可能な、画期的な治療法の開発につながる可能性がある。 

 そこで、本研究では細胞競合に優位な表皮幹細胞の同定、復帰変異モザイクの増殖優位性にお
ける上皮-間葉転換の役割の解明などに
つながる、復帰変異モザイクを有する
表皮水疱症モデルマウスを作製するこ
とを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）複合ヘテロ接合性 Col17a1 欠損マ
ウスの作製 
復帰変異モザイクは体細胞分裂時の相
同組換えによって生じるため、複合ヘ
テロ接合型遺伝子変異を有するマウス
を作製する必要がある。そこで、Col17
遺伝子の exon3 と exon4 にフレームシ
フト変異を導入したマウスをそれぞれ
作製し（図 2A）、これらのマウスを交配
することで、それぞれのアリルの exon3
と exon4 にフレームシフト変異を有す
る複合ヘテロ Col17 欠損マウスを作製
する（図 2b）。 
 
（２）復帰変異モザイクの誘導 
複合ヘテロ接合性 Col17a1 欠損マウス
の培養表皮細胞もしくはマウスに対し



て、CRISPR/Cas9 発現 AAV ベクターを用いて exon3 と exon4 の間で遺伝子切断することで（図
3C）、一部の細胞で復帰変異モザイクを誘導可能となる。 
 
（３）培養細胞レベルにおける復帰変異モザイクの同定 
複合ヘテロ接合性 Col17a1欠損マウスから単離、培養した表皮細胞に対し、exon3 と exon4 の間
を特異的に認識する CRISPR/Cas9 発現 AAV ベクターを遺伝子導入し、二本鎖切断を誘導し、免疫
蛍光染色、ウェスタンブロットなどを用いて復帰変異モザイク細胞の有無を確認する。 
 
（４）生体内における復帰変異モザイクの同定 
最後に exon3 と exon4 の間を特異的に認識する CRISPR/Cas9 発現 AAV ベクターを直接モデルマ
ウスに皮内注射し、生体内で復帰変異モザイクを誘導させ、復帰変異モザイクの有無について免
疫組織学的解析を用いて解析する。これらの研究により、世界初の復帰変異モザイクモデルマウ
スが完成する（図 2D）。 
 
 
４．研究成果 
（１）複合ヘテロ接合性 Col17a1 欠損マウスの作製 
Col17a1 遺伝子の exon3 および exon4 に欠失変異を有するマウスを作製した。さらに、これらの
マウスを交配し、複合ヘテロ接合性 Col17a1 欠損マウスを作製することに成功した。このマウス
は、接合部型表皮水疱症と類似の臨床症状を取ることが分かった（図 3）。 

 
（２）培養細胞レベルにおける復帰変異モザイクの同定 
Col17a1 遺 伝 子 の
exon3 と exon4 の間
で遺伝子二本鎖切断
を誘導したところ、
免疫蛍光抗体法に
て、一部の細胞で
Col17 の発現量が増
加していることが分
かった。さらに、フロ
ーサイトメトリー法
やウェスタンブロッ
ト法においても発現
量の増加を確認する
ことができた。 
 
 



（３）生体内における復帰変異モザイクの同定 
同様に、Col17a1 遺伝子の exon3 と exon4 の間で遺伝子二本鎖切断を誘導し、マウス皮膚を採取
し、whole mount staining 法にて Col17 の発現の有無を確認したところ、毛包部にて Col17 の
発現を有する復帰変異モザイクを同定することに成功した。 
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