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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、X染色体の不活化を応用した表皮水疱症のモザイクモデル作製を試みるこ
とである。テトラサイクリン応答配列を有するプロモーター下でヒトXVII型コラーゲン（COL17）遺伝子cDNAを発現す
るマウスを作製し、X染色体上でK14プロモーター下でリバーステトラサイクリン発現制御因子を発現するマウスと交配
しダブルトランスジェニックマウスを作製した。マウス表皮培養細胞へドキシサイクリンを投与するとCOL17遺伝子の
発現は誘導できたがタンパクレベルでの発現には至らなかった。本手法によるモザイクモデル作製には、いかに高い発
現効率を有する個体を作製できるかが課題であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The popups of this study is to generate a mosaic model of epidermolysis bullosa 
by inactivation of X chromosome. We have generated transgenic (Tg) mice with tetracycline response 
plasmid expressing human type XVII collagen (COL17) cDNA, and then crossed with the Tg mice expressing 
reverse tetracycline transactivator driven under keratin 14 promoter on X-chromosome. When primary 
keratinocytes from the double Tg mice were treated with doxycycline in culture, increased human COL17 
gene expression was observed; however, COL17 protein expression was not induced. These results indicate 
that it may be challenging for this method to obtain mice with high inducible level of COL17, which is 
needed to be improved.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 皮膚病態学
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１．研究開始当初の背景 
表皮水疱症（EB）は、皮膚基底膜タンパク

の遺伝子異常により発症し容易に水疱形成

を生じる疾患群である。従来 EB では全ての

皮膚が脆弱になると考えられていたが、1997

年に 17 型コラーゲン（COL17）遺伝子異常

を持つ接合部型 EB（JEB）患者において、

一部に正常皮膚をモザイク状に有する患者

が初めて報告された（Jonkman MF, et al. 

Cell 1997）。その後、同様の患者は他の病型

の EB 患者でも多数報告されており、モザイ

ク現象は予想より多く生じている可能性が

高い。興味深いことに、COL17 の遺伝子異

常を持つJEBの軽症例では100%モザイク現

象を伴うと報告されており（Pasmooij AM, 

et al. JID 2012）、モザイク現象は予後と重症

度へ関与する可能性が示唆されている。しか

し適切なモデルが存在しないため、モザイク

現象と予後の関連性は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、X 染色体の不活化とテト

ラサイクリン発現誘導（Tet-on）システムを

用いるという斬新な手法を用い、EB のモザ

イクモデル作製を試みることである。 
 
３．研究の方法 
雌の個体ではX染色体がランダムに不活化

される。X 染色体上でケラチン 14 プロモー

ター下にリバーステトラサイクリン発現制

御 因 子を発 現 する遺 伝 子改変 マ ウ ス

（Jackson）と、テトラサイクリン応用因子

を有するプロモーター下でヒト COL17 

cDNAを発現する遺伝子発現マウスを交配す

る。後者の既存マウスは存在しないため、新

たに作製する。得られたマウス同士を交配し、

上記、2 つの遺伝子をそれぞれ発現するダブ

ルトランスジェニックマウスを作製する。得

られたマウスから表皮基底細胞を培養し、培

地中へドキシサイクリンを投与し RT-PCR

にてヒト COL17 cDNA の発現誘導を確認す

る。また細胞ライセートからヒト COL17 タ

ンパクの発現をウエスタンブロット法で確

認する。最も発現効率の良い遺伝子改変マウ

スを更に COL17 遺伝子ノックアウトマウス

（Nishie, et al. Nat Med 2007）と交配し、

ドキシサイクリン投与により誘導可能な EB

のモザイクモデルを作製する。 

 

４．研究成果 

 トラサイクリン応用因子を有するプロモ

ーター下でヒト COL17 cDNA を発現するプ

ラスミドを 349 個の C57BL/6 系統の受精卵

前核へマイクロインジェクション施行した

結果、72 匹生存産子が得られ、このうち 6

匹（♀5 匹、♂１匹）で発現遺伝子が確認さ

れた。6 匹中♀3 匹が交配可能であり、X 染

色体上でケラチン 14 プロモーター下にリバ

ーステトラサイクリン発現制御因子を発現

する遺伝子改変マウスと交配し、ダブルトラ

ンスジェニックマウスを作製した。培養表皮

細胞の培地へドキシサイクリンを投与

（1mg/ml）した結果、RT-PCR 法でいずれ

もヒト COL17 cDNA の発現誘導を確認した

が、タンパクレベルでの発現は確認出来なか

った。 

 X 染色体は♀の個体ではランダムに不活化

されるため、全ての細胞でヘテロの状態にあ

る。従って、X 染色体上で発現するリバース

テトラサイクリン発現制御因子は、他の染色

体上でホモとして発現する場合に比較して

発現効率が低いことが予想される。今回、ト

ラサイクリン応用因子を有するプロモータ

ー下でヒト COL17 cDNA を発現する Tg マ

ウスは 6 匹得られたが、交配可能であった個

体は 3 匹と少なかったため、効率よく遺伝子

発現可能な個体が得られなかった可能性が

高い。遺伝子レベルではドキシサイクリン投

与による発現誘導は可能であったため、より

発現効率の良い Tg マウスが得られると、本

手法によって画期的な EB のモザイクモデル

作製が可能となると考えられ、解決すべき最



も重要な課題であることが明らかとなった。 
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