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研究要旨   炎症性皮膚疾患は、その要因が多因子にわたり推測され、遺伝的要因もその一つと考えられる。 
これまで、遺伝的要因の関与が推測されている炎症性皮膚疾患においても、その遺伝子変異の保有率が有意に
高い頻度でみられることや、in vitroでの間接的なevidnceの積み重ねのみでしか論ずることは不可能であった。
KO マウスを作成することにより、より近い evidence を得ることはできるが、種の違いという厳然とした壁が
存在し、この方面での直接的な evidence を得ることはこれまで不可能といって差し支えない状況であった。 
この状況を打開するためにヒト iPS 細胞を利用することを考えた。これまで報告された遺伝子変異を挿入する
ことにより、遺伝子変異を挿入しない細胞との厳密な比較が可能となり、その遺伝子変異がもつ意味を正確に
とらえることが可能である。我々をこの方法をアトピー性皮膚炎でその変異が報告されているフィラグリン遺
伝子に適応することとした。 

 
 
Ａ．研究目的 
皮膚疾患の多くは多因子性の疾患であると考えら

れ、遺伝的要因もそれに含まれると考えられる。これ
までもアトピー性皮膚炎におけるフィラグリン遺伝
子の変異についての報告は多数なされているが、それ
らの変異が実際に角化細胞の振る舞いにおいてどの
ような役割を果たしているのかをヒトの系で詳細に
検討できるシステムはなかった。そこで、我々は、フ
ィラグリン遺伝子の変異の有無のみに差異のある一
組のヒト iPS 細胞を作成し、フィラグリン遺伝子変異
の影響について検討を行うこととした。 

 
Ｂ．方法 
目的を達成するために下記のような手順を踏むこと
とした。 
① ヒトiPS細胞において遺伝子ターゲティングをあ

る程度自在に行うためにTALENs（TAL Effector 
Nucleases）あるいは CRISPR/Cas9 といった人
工ヌクレアーゼを利用するシステムを構築。 

② ヒトiPS細胞から表皮角化細胞を誘導する際のモ
ニタリングシステムとして、ケラチン遺伝子の発
現状況を可視化してモニターできるシステムを
構築。 

③ 上記システムを導入したヒトiPS細胞においてフ
ィラグリン遺伝子に変異を導入する（人工ヌクレ
アーゼ）。 

④ ③のヒト iPS 細胞を角化細胞に分化させ、検討を
行う。 
なお、使用するヒト iPS 細胞は研究協力者によ

り、piggybac トランスポゾンシステムを利用し
て作製し、transgene-free かつmutation-free で
あることが確認されたものを使用する。 

 
Ｃ．結果 
① TALENs を利用するシステムの構築ならびにケ

ラチン遺伝子発現可視化システムの構築 
Voytas らにより確立しされているGolden Gate 
Methods をmodify した方法を用いて、TALENs
を作製するシステムを構築し、それを用いて、ヒ
ト iPS細胞において、K14遺伝子の下流にeGFP
遺伝子をノックインすることに成功した。 

② 上記システムが稼働することの確認 
上記のヒト iPS 細胞より表皮角化細胞を誘導し
eGFP が発現することを確認した。 

③ フィラグリン遺伝子変異挿入のための人工ヌク
レアーゼの作製と変異挿入の確認 

  同様に、上記システムを利用して、ヒトフィラグ
リン遺伝子を切断するTALENs を作製した。作
成したhFLG-TALENsをヒト iPS細胞にトラン
スフェクトし、コロニーをランダムにpick した。
これらの iPS細胞からgenomic DNAを採取し、
TALENsの認識サイトを中心とした部分をPCR
にて増幅し、direct sequence を施行した。その
結果、hFLG-TALENs によっては変異あるいは
KO されたコロニーを得ることはできなかった。 

④ TALENs は作成が容易であるが、DNA の切断効
率はせいぜい数％にとどまるとされる。今回、
TALENs で変異コロニーを得ることができなか



った理由はその切断効率の低さにあると考え、よ
り 新 し い 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る
CRISPR/Cas9 のシステムを利用することとし
た。 
ヒトフィラグリンをターゲットにした
CRISPR/Cas9 をデザインし、作成した。 

 
Ｄ．考察 ならびに Ｅ．結論 
 遺伝子の変異が本当の意味でどのような影響を与
えるのか、ということをヒトの系で検討する場合には、
現状では、iPS 細胞を利用した本研究のようなシステ
ムを利用するほかに方法がないと考えられる。フィラ
グリン遺伝子と表皮角化細胞をターゲットにした本
研究であるが、対象を別にしての応用を広く求めうる
研究と考えられる。 
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