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研究要旨 

エーラスダンロス症候群（Ehlers-Danlos Syndrome; EDS）は、皮膚・関節の過伸展性、各種組織の脆弱

性を特徴とする先天性疾患の総称であり、頻度は 1/5000 人とされる。研究代表者らは、平成 21−23 年度

難治性疾患克服研究事業の支援を受けて、進行性結合組織脆弱性（皮膚過伸展・脆弱性、全身関節弛緩・

脱臼・変形、巨大皮下血腫）、発生異常（顔貌の特徴、先天性多発関節拘縮）に特徴付けられる EDS の

新病型を見出した（Kosho et al., 2005; Kosho et al., 2010）。さらに、原因遺伝子がデルマタン 4-O-硫酸基

転移酵素-1（D4ST1）をコードする CHST14 であること、本症における進行性結合組織脆弱性は「D4ST1
の欠損→デコリンに付加するグリコサミノグリカン鎖の組成変化（正常ではデルマタン硫酸[DS]である

が、患者ではコンドロイチン硫酸[CS]に置換）→デコリンを介するコラーゲン細線維の assembly 不全」

によることを明らかにした（Miyake et al., 2010）。ほぼ同時に、稀な多発関節拘縮症”Adducted 
thumb-clubfoot syndrome”および他の EDS 患者において CHST14 変異が見出された（Dündar et al., 2009; 
Malfait et al., 2010）。研究代表者らは、詳細な臨床的検討から、これらを同一疾患と結論付け、デルマタ

ン 4-O-硫酸基転移酵素-1 欠損に基づくエーラスダンロス症候群（D4ST1-deficient EDS；DDEDS）と命

名、その診療指針を提案した（Shimizu et al., 2011; Kosho et al., 2011）。 

本研究班は、臨床遺伝、遺伝子解析、病理解析、糖鎖医学解析、再生医療、遺伝子治療の専門家の叡智

を結集し、DDEDS の自然歴および健康管理指針の構築と根治療法の開発を目指すことにより、進行性

の結合組織脆弱性病変に苦しむ患者の QOL を向上させることである。臨床的検討、遺伝子解析、病理

解析、糖鎖医学的検討、iPS 細胞を用いた病態解析、ノックアウト（Chst14-/-）マウスを用いた病態解析、

アデノ随伴ウイルス（AAV）を用いた遺伝子治療の開発といったプロジェクトが有機的に連携しながら

動いている。 

臨床的検討：今年度、本研究班においては、新たに 2 家系 3 患者が確定診断され、現時点で論文誌上の

発表、研究会での報告を加え合計 30 家系 41 患者が見出されている。DDEDS は比較的頻度の高い重要

な EDS の 1 病型と考えられる。患者の QOL また時には生命を左右するきわめて重要な合併症である反

復性巨大皮下血腫への予防対策として DDAVP（デスモプレッシン）点鼻療法が 3 患者に試され、いず

れもきわめて有用であった。3 患者において系統的な聴覚評価が行われ、高音部の聴力低下が示された。

今後、国内外での診断要請に応えられる臨床的遺伝子解析体制の構築が期待される。 

遺伝子解析：本症と臨床的に診断されたが、CHST14 変異が検出されなかった 8 患者について、第 2 の

疾患遺伝子を同定するために全エキソームシークエンスを行った。EDS の既知遺伝子内に 3 家系におい

てそれぞれ１つの sequence variants が認められたが、その病的意義は明らかでない。EDS 関連既知遺伝

子に変異を認めない 5家系では、2家系以上に共通して sequence variantsの認められる遺伝子は認めらず、

遺伝的異質性が示唆された。 

病理解析：平成 24 年度に作出したホモ（Chst14-/-）マウスの皮膚病理解析を行った。ヘテロ（Chst14+/-）

マウス、WT マウスと比較して、HE 染色では皮膚真皮膠原線維束の好酸性が低下し、抗デコリン免疫組

織化学では粘膜固有層のデコリン陽性線維の分布が粗になっていた。Cupromeronic blue（CB）染色を用

いた電顕分析ではコラーゲン細線維に付着する GAG 鎖が不鮮明であり、コラーゲン細線維径の大小不



 

同が目立っていた。また胃粘膜については粘膜固有層のデコリン陽性線維の分布が粗になっていた。 

糖鎖医学的検討：ノックアウト（Chst14-/-）マウスの皮膚においては、患者皮膚と同様に DS がほぼ

欠損していた。健常人由来の尿中には DS が検出されたが、患者尿中には欠損しており、本所見

は診断においても、治療効果の評価においても、無侵襲で有用な指標と考えられた。 

iPS 細胞を用いた病態解析：1 人の DDEDS 患者由来 iPS 細胞を樹立、さらに 2 人分を作成中である。

患者由来 iPS 細胞から分化誘導した神経細胞では、健常人由来 iPS 細胞から分化誘導した神経細胞に比

べて、神経細胞発達・分化調節に関わる遺伝子群などに発現の低下が見られた。患者由来 iPS 細胞は、

健常人由来 iPS 細胞に比べて、Laminin および P-cadherin の発現が低下しており、細胞接着能が低い傾向

にあった。さらに、心筋細胞への分化へも成功した。 

ノックアウトマウスを用いた病態解析：C57BL/6J 系統への遺伝的背景の均一化を行ったホモ

（Chst14-/-）マウスの作出を進めてきたが、C57BL/6J への置換率が高くなるほど出生率が低下し

たため、129/C57BL/6J ハイブリッドマウスの繁殖・維持を行い、以下の解析に用いた。ホモ

（Chst14-/-）マウスでは、DDEDS 患者同様尿や皮膚中 DS の著減を呈し、D4ST1 酵素活性喪失に

基づく病態を再現していると考えられた。ホモ（Chst14-/-）マウスはヘテロ（Chst14+ /-）マウス、

WT マウスと比べて低体重、強い後彎、顔貌の左右非対称を認めた。ホモ（Chst14-/-）マウスは、

病理組織解析や張力解析において皮膚や筋組織の脆弱化が示唆された。衰弱した高齢 Chst14-/-

マウスにおいては、自発行動量の低下、骨格筋病理所見による機能低下が認められた。以上から、

ホモ（Chst14-/-）マウスは DDEDS 患者で認められるような進行性全身結合組織脆弱性を再現して

おり、治療実験に利用できるモデル動物と位置付けられた。 

遺伝子治療研究：ヒト CHST14 遺伝子またはマウス Chst14 遺伝子を組み込んだ AAV ベクターを感染

させたヒト腎臓由来の 293 細胞およびヘテロ（Chst14+ /-）マウス由来皮膚線維芽細胞においては、ネ

ガティブコントロールと比較して、３倍以上の有意な硫酸基転移活性上昇を示し、遺伝子導入した

D4ST1 タンパクが機能性であることが示された。さらに、D4ST1 発現 AAV ベクターの大量調製に

成功し、モデル動物を用いた治療実験の準備が整った。 
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Ａ．研究目的 

Ehlers-Danlos 症候群（EDS）は、皮膚の過伸展性、

関節弛緩など結合組織の脆弱性を持つ先天性疾

患の総称であり、古典型（Classical type）、関節過

動型（Hypermobility type）、血管型（Vascular type）、
後側彎型（Kyphoscoliosis type）、多発関節弛緩型



 

（ Arthrochalasia type ）、 皮 膚 脆 弱 型

（Dermatosparaxis type）の 6 つの主病型に分類さ

れている。いずれも，コラーゲン分子そのもの、

または修飾酵素の遺伝子変異により生じる。最近、

大病型に属さない新たな病型が、その生化学的、

遺伝学的基盤とともに相次いで発見されている。

全病型を合わせた推定頻度は約 1/5000 人とされ

ている。 

新型 EDS（EDS, Kosho Type）は、EDS 班の活動

において発見した、顔貌上の特徴、先天性多発関

節拘縮、進行性の結合組織脆弱性（皮膚弛緩、関

節弛緩・変形、巨大皮下血腫など）を呈する全く

新しいタイプの EDS である（Kosho et al., Am J 
Med Genet 138A: 282-287, 2005；Kosho et al., Am J 
Med Genet 152A: 1333-1346, 2010）。両親血族婚の

2 家系を対象としたホモ接合性マッピング、ハプ

ロタイプ解析で候補領域を 6.3Mb まで狭め、この

領域に存在する遺伝子 CHST14 が本疾患の責任遺

伝子であることを突き止めた。CHST14 は、デル

マタン 4-O-硫酸基転移酵素-1（D4ST1）をコード

する遺伝子であり、発症機構として「D4ST1 欠損

→デコリンに付加するグリコサミノグリカン

（GAG）鎖の組成変化（デルマタン硫酸[DS]が消

失し、コンドロイチン硫酸[CS]に置換する）→デ

コリンが媒介するコラーゲン細線維の assembly
不全」という病態を示した（Miyake et al., Hum 
Mutat 31: 966-974, 2010）。ほぼ同時に、D4ST-1 の

欠損が、内転母指および内反足を特徴とする新し

い 多 発 関 節 拘 縮 症 “adducted thumb-clubfoot 
syndrome（ATCS）”（Dündar et al., Am J Hum Genet 
85: 873-882, 2009）、および、後側彎型 EDS の亜型

に分類されていた一部の患者（Musculocontractural 
EDS；MCEDS）（Malfait et al., Hum Mutat 31: 
1233-1239, 2010）の原因であると報告された。そ

して、ATCS の発見グループからは、本症は

「dermatan sulfate-deficient ATCS」と命名すべきで

あり、EDS との分類は不適切であるとの主張が展

開された。その根拠は、本症においては先天性多

発関節拘縮、顔貌上の特徴、口唇口蓋裂、腸・腎

の異常、筋緊張低下など通常 EDS には見られない

症状があること、分子病態が EDS とは異なること

であった（Janecke et al., Hum Mutat 32: 484-485, 
2011）。 

平成 21-23 年度 EDS 班（研究代表者：古庄知己）

の活動において、新たに見出した EDSKT の 2 症

例と既報告の EDSKT、ATCS、MCEDS 合計 20 症

例の臨床像を包括的かつ詳細に分析し、これらが

D4ST1 欠損に基づく臨床的に同一の疾患であり、

進行性結合組織脆弱性（皮膚過伸展・脆弱性、全

身関節弛緩・慢性脱臼・変形、巨大皮下血腫など）

および発生異常（顔貌の特徴、先天性多発関節拘

縮など）に特徴付けられる EDS の新病型と結論付

けた。さらに、D4ST1-deficient EDS（DDEDS）と

命名するとともに以下の診療指針を提案した

（Shimizu et al., Am J Med Genet 155A: 1949-1958, 
2011; Kosho et al., Hum Mutat 32: 1507-1509, 2011;
古庄知己，信州医学誌 59: 305-319, 2011）。 

＜診療指針の構築＞ 

診断 新生児期、顔貌上の特徴（大きい大泉

門，眼間開離，小さく，眼瞼裂斜下，

青色強膜，短い鼻，低形成の鼻柱，低

位かつ後傾した耳介，高口蓋，長い人

柱，薄い上口唇，小さい口，小さく後

退した下顎）、骨格症状（内転母指、内

反足を含む多発関節拘縮）で疑い、

CHST14 遺伝子解析を行う。 

診断時のスクリーニングとして、先天

性心疾患、眼奇形、泌尿生殖器奇形、

難聴の有無を評価する。 

乳 幼 児

期 
内反足に対する整形外科的治療（装具、

手術）、運動発達遅滞に対する理学療法

を行う。 

便秘に対して緩下剤投与、浣腸を行う。 

男児では停留精巣に対する固定術を行

う。 

定 期 検

診 
整形外科：足部変形、脊椎変形。 

眼科：斜視、屈折異常、緑内障。 

耳鼻科：滲出性中耳炎、難聴。 

泌尿器科：排尿障害、膀胱拡張。 

循環器科：弁の異常（MVP などあれば、

感染性心内膜炎の予防）、上行大動脈拡

張。 

外 傷 対

策 
転倒などの外傷により、皮膚裂傷、関

節脱臼を生じやすい。 

巨大皮下血腫については、DDAVP 点鼻

療法が有効。 



 

思 春 期

以降 
二次性徴の観察（女性では乳房発育不

全、男性では性腺機能低下の可能性）。 

（血）気胸、憩室穿孔に対する治療。 

その他 皮膚の過敏性のため、採血時のゴム駆

血、上腕での血圧測定が著しい苦痛を

伴うので、配慮する（幅広いゴムや徒

手的駆血、手首式血圧計）。 

 

本研究班は、臨床遺伝、遺伝子解析、病理解析、

糖鎖医学解析、再生医療、遺伝子治療の専門家の

叡智を結集し、DDEDS の自然歴および健康管理

指針の構築と根治療法の開発を目指すことによ

り、進行性の結合組織脆弱性病変に苦しむ患者の

QOL を向上させることである。以下のプロジェク

トが有機的に連携しながら動いている。 

① 臨床的検討 

② 遺伝子解析 

③ 病理解析 

④ 糖鎖医学的検討 

⑤ iPS 細胞を用いた病態解析 

⑥ モデルマウスを用いた病態解析 

⑦ 遺伝子治療の開発 

 

Ｂ．研究方法 

①臨床的検討 

本研究班における解析状況および国内外の研究

施設における解析状況を収集することにより、全

患者のリストアップを試みた。 

②遺伝子解析 

直接シーケンスによる CHST14 遺伝子解析を継続

するとともに、臨床的に疑われたが変異陰性であ

った 8 患者に対して次世代シーケンサを用いた全

エクソーム解析を行った。 

SureSelect Human All Exon kit (Agient 社)を用いて

ゲノム分画を行い、HiSeq2000 および HiSeq2500 
(Illumina 社 ) で大量塩基配列解読を行った。

novoalign (mapping), GATK (variant call), 
ANNOVAR (annotation) を用いた解析フローを使

用し、In-house exome data, ESP6500, dbSNP135 
(common), dbSNP137(common) に登録のある病的

ではないと考えられるvariantsは候補から除外し、

まず EDS の既知遺伝子に認められる variants を確

認した。 

 
表 EDS を引き起こす既知遺伝子 
遺伝子名 EDS 病型 （遺伝形式） 
ADAMTS2 Type VIIc (AR) 
B3GALT6 Progeroid type (AR) 
B4GALT7 Progeroid type (AR) 
CHST14 D4ST1 deficient EDS, Kosho type (AR) 
COL1A1 Arthrochalasia type (AD) 
COL1A2 Arthrochalasia type (AD) 

〃 Cardiac valvular form (AR) 
COL3A1 Vascular-type (AD) 
COL5A1 Classical type (AD) 
COL5A2 Classical type (AD) 
DSE Musculocontractural (AR) 
FKBP14 Variant type (AR) 
FLNA EDS with heterotopia, periventricular (XR) 
MTHFR Type IV (AR) 
PLOD1 Kyphoscoliosis type (AR) 
SLC39A13 Spondylocheiro dysplastic form (AR) 
TNXB  EDS like due to tenascin-XB deficiency 

(AR) 
 

③病理解析 

一般光顕観察、抗デコリン抗体を用いた免疫組織

化学解析においては、3 か月齢のホモ（Chst14-/-）

マウス、ヘテロ（Chst14+/-）マウス、WT マウス

の背部皮膚および胃粘膜を解析した。 

Cupromeronic blue（CB）染色を用いた電顕分析に

おいては、1 歳齢の Chst14-/-マウス、Chst14+/-マウ

ス、WT マウスの皮膚を解析した。 

一般光顕・免疫組織化学分析 

組織を 20%中性緩衝ホルマリン液で固定した後、

パラフィン切片を作成し、HE 染色とビオチン化

抗マウスデコリン抗体（polyclonal goat IgG、R&D 
Systems）を用いた免疫染色を行った。 

電顕分析（Cupromeronic blue[CB]染色） 

グルタール固定後、洗浄し、GAG 鎖に特異的

に反応する 0.05% (w/v) Cupronic blue 液で染色

した。洗浄後、0.034M sodium tungstate で後染

色した。洗浄、脱水、包埋し、観察した。 



 

④糖鎖医学的検討 

D4ST-1 を組み込んだアデノ随伴ウイルス感染細

胞の D4ST 活性測定 

研究分担者の国立精神・神経医療研究センタ

ー神経研究所・武田伸一博士、岡田尚巳博士

らによって作製された CHST14 遺伝子または

Chst14 遺伝子導入アデノ随伴ウイルス（AAV）

を感染させたヒト腎臓由来 293 細胞とヘテロ

（Chst14+ /-）マウス由来皮膚線維芽細胞を用い

て、D4ST 活性を測定した。それらのホモジェ

ネートを酵素源とし、 35S 標識した活性硫酸

（35S-PAPS）を硫酸基供与体、脱硫酸化 DS を
受容体基質として、37˚C で数時間反応させ、

ゲルろ過により、反応生成物（35S-デルマタン）

を分離した。得られた画分を液体シンチレー

ションカウンターで放射活性を測定し、硫酸

基の転移活性とした。 

D4ST-1 ノックアウトマウスの皮膚のデルマタン

硫酸の定量 

ホモ（Chst14-/-）マウス由来皮膚から、アクチナ
ーゼ処理、トリクロロ酢酸処理、エタノール沈
殿、限外ろ過膜による濃縮・脱塩によって、グ
リコサミノグリカンを抽出・精製した。得られ
た DS、コンドロイチン硫酸、ヘパラン硫酸を
含むグリコサミノグリカン画分を、細菌由来の

コンドロチナーゼ ABC、コンドロチナーゼ AC、

コンドロイチナーゼ B で消化後、陰イオン交換

HPLCで各二糖組成の分析とCSおよびDS様構造

の定量を行った。 

健常人の尿中のコンドロイチン硫酸/デルマタン

硫酸の定量と構造解析 

尿検体が得られた DDEDS 患者と同性で年齢

が同一もしくは近い 5 人の健常人由来の尿を、

限外濾過膜を用いて遠心濃縮後、次にコンドロ
チナーゼ ABC、コンドロチナーゼ AC、コンド
ロイチナーゼ B で消化し、陰イオン交換 HPLC
で各二糖組成の分析と CS および DS 鎖の定量
を行った。 

⑤iPS 細胞を用いた病態解析 

対象 

P281L/Y293C を 有 す る DDEDS 女 性 患 者

（Patient 12、表 1 に準じる）の皮膚線維芽細

胞より熊本大学で樹立された iPS 細胞（A108）
および健常人より京都大学で樹立された iPS
細胞（201B7、235G）を対象とした。 

平成 24 年度に分化誘導に成功した神経細胞を用

いた網羅的遺伝子発現解析 

A108 および 210B7 から分化誘導した神経細胞に

対して、Human HT-12 (v4)（Illumina 社）を用いた

マイクロアレイ発現解析を行った。さらに、上記

マイクロアレイ発現解析結果に基づくパスウェ

イ解析および iPS 細胞と分化誘導した神経細胞に

対する TUNEL 染色により、apoptosis の状態を検

討した。 

DDEDS 患者由来 iPS 細胞の性質についての検討 

抗デコリン抗体と抗Ⅰ型コラーゲン抗体を用い

た免疫染色分析：A108 および 201B7 の iPS 細

胞コロニーに対し、抗デコリン抗体および抗

Ⅰ型コラーゲン抗体で染色した。 

抗ラミニン抗体と抗 P-カドヘリン抗体を用いた

免疫染色分析：マイクロアレイによる網羅的遺伝

子発現解析の結果により、A108 細胞において発

現低下を来していた細胞外マトリックス関係遺

伝子のうち Laminin と Pan-carherin（P-cadherin）
遺伝子に着目し、抗 Laminin 抗体および抗

P-cadherin 抗体を用いた免疫染色分析を行った。 

iPS 細胞接着能力および増殖能力分析：A108
と 201B7 における細胞接着能や増殖能を MTT
アッセイ（RI を使用せずに、僧坊続食、活性、

および障害性を定量する方法）により分析し

た。 

平成 24 年度に使用したのとは別の DDEDS 患者由

来 iPS 細胞クローンを用いて、神経細胞への分化

誘導を検討 

平成 24 年度に使用したのとは別な iPS 細胞ク

ローン（同一患者、同時に樹立したもの）を

用いて、神経細胞への分化誘導を試みた。 

DDEDS 患者由来 iPS 細胞から心筋細胞への分化誘

導 

A108 および 201B7 を用いて、心筋細胞への分化

誘導を試みた。心筋細胞への分化の確認には、抗

TroponinⅠ（cTnT）抗体を用いた。また、Real-time 
PCR により、心筋分化効率および心筋線維収縮関

連遺伝子発現について検討した。 



 

他の 2患者由来培養皮膚線維芽細胞からの iPS細

胞樹立 

P281L/Y293C を有する女性患者（Patient 17）
および M1?を有する男性患者（Patient 30）由

来培養皮膚線維芽細胞から、iPS 細胞樹立を試

みた。 

⑥モデルマウスを用いた病態解析 

ホモ（Chst14-/-）マウスの復元および系統維

持 

ホモ（Chst14-/-）マウスの遺伝的背景を均一化す

るため C57BL/6J 系統との交配を行った。マウ

ス尻尾から抽出したゲノム DNA に対し、58
種類のマイクロサテライトマーカーを標的と

して PCR 解析を行い、増幅産物のサイズを区

別することにより C57BL/6J系統への置換率を

評価した。 

遺伝的背景の均一化による出生率への影響を

検討するため、Chst14+ /-マウス雌雄を交配させ、

各遺伝子型の出生率を世代ごとに算出した。

また、胎生致死かどうかを検討するため、妊

娠 14.5 日目のマウスを解剖し、胎児の遺伝子

型を PCR により解析した。 

ホモ（Chst14-/-）マウスの表現型解析 

形態観察：ヘテロ（Chst14+/-）マウスの雌雄を交

配させて作出したホモ（Chst14-/-）マウスの経時

的な体重測定、CT 画像解析による骨格ならび

に形態の観察を行った。 

病理組織学的解析：15 週齢および 55 週齢マウ

スを解剖後、前脛骨筋の凍結切片を作製した。

これを用いて、HE 染色および免疫染色を行っ

た。抗ラミニン抗体を用いて筋線維基底膜の

免疫染色を行い、その断面積を測定した。抗

Myosin heavy chain-Ia, IIa, IIb 抗体を用いて免

疫染色し、筋線維タイプの割合を産出した。 

皮膚の機能解析：結合組織の機能評価として、

コラーゲン膜などの物性を測定する引張試験

機（島津製作所, EZ-S 500N）を用いてマウス

皮膚の引張強度を測定した。マウス背部皮膚

を物理的に除去し、4 cm×1 cm に裁断して解

析に用いた。皮膚片の両端を固定して縦方向

に引っ張り、皮膚が切断する直前の張力を引

張強度とした。 

行動解析：行動評価としてホイールケージを

用いて自発行動量解析を行った。マウスをホ

イールケージ内で飼育し、1 週間の予備飼育後、

1 日あたりの自発走行距離および最高走行速

度を測定した。 

握力測定：齋藤式マウス用握力測定装置を用

いて解析を行った。尾部をつかみ両手足で金

網をつかませ、前肢が金網の端に到達するま

で引っ張り、機械に内蔵されたバネに対する

抵抗値を測定することでマウスの金網を握る

力の最大値を測定した。測定は 5 秒間のイン

ターバルをはさみながら 5 回行い、平均を各

個体の値とした。 

CT 撮像：イソフルラン麻酔下でマウスの骨

格を CT (島津製作所、Clairvivo CT)で撮影

した。撮影条件は Clairvivo CT 専用ソフト

ウェア (島津製作所)で設定を行った。撮影

後は Oxirix ソフトウエアで画像解析を行い、

角度を算出し、後彎の評価を行った。 

⑦遺伝子治療の開発 

ヒト CHST14 およびマウス Chst14 cDNA を組

み込んだ AAV ベクタープラスミド DNA を構

築し、HEK293 細胞に遺伝子導入後、抗 D4ST1
抗体を用いたウエスタンブロッティングおよ

び酵素活性測定を行って、D4ST1 の機能発現

を確認した。このベクタープラスミドを用いて、

ヒトおよびマウス D4ST1 発現１型 AAV ベクター

を作製した(rAAV1-CAG-hD4ST1-WPRE, および

rAAV1-CAG-mD4ST1- WPRE)。細胞内でのベクタ

ーによる D4ST-1 機能発現は、マウス胎児由来

線維芽細胞 (野生型、Chst14+/-および Chst14-/-各

1 株) およびヒト皮膚由来線維芽細胞に遺伝子導

入して確認した。 

倫理面への配慮 

研究代表者は、平成 19 年〜22 年には「新型エー

ラスダンロス症候群の遺伝子解析（受付番号

214）」として、平成 22〜24 年は「D4ST1 欠損症

（エーラスダンロス症候群，古庄型）の遺伝子解

析（受付番号 304）」として、平成 25 年 1 月以降

は「D4ST1 欠損に基づくエーラスダンロス症候群

の遺伝子解析および病態探索」として、信州大学

医学部医倫理委員会の承認を得ている。また、遺

伝子解析を実施する共同研究施設においても、倫

理委員会の承認を得ている。糖鎖医学的検討につ

いては、「骨異形成症及び関節疾患におけるグリ



 

コサミノグリカンの機能解明」として、北海道大

学の倫理委員会の承認を得ている。新たに遺伝子

解析を行う患者・家族に対しては、研究代表者・

分担者またはそのガイダンスを受けた患者主治

医により、患者・家族に十分な説明を行い、同意

を得ることを原則とした。また、診療施設から臨

床情報を収集する際には、個人情報の保護に留意

した。 

 

Ｃ．研究結果 

①臨床的検討 

今年度、本研究班においては、2 家系 3 患者（国

内外それぞれ 1 家系）において、臨床症状から疑

われ、CHST14 遺伝子解析で診断が確定した。論

文誌上の発表、研究会での報告を加え、現在まで

に合計 30 家系 41 患者が見出された。 

DDEDS における反復性巨大皮下血腫に対する予

防対策としてこれまでに 1 患者において DDAVP
（デスモプレッシン）点鼻療法が導入されていた

（Kosho et al., Am J Med Genet 138A: 282-287, 
2005；Kosho et al., Am J Med Genet 152A: 1333-1346, 
2010）。平成 25 年度新たに巨大皮下血腫の反復の

ために QOL の低下を招いている 2 患者において

同療法が導入された。使用した薬剤は、Fehring 
Pharmaceuticals 社の Octostim nasal spray である。

両患者において安全に同療法は導入され、重大な

出血予防に役立っている。 

平成 25 年度 3 患者に対して、信州大学医学部附

属病院耳鼻咽喉科難聴専門外来において、詳細な

聴覚評価を行った。12 歳男児では、難聴の自覚は

はっきりしないが健診で時々4kHz の異常を指摘

されていた。聴力検査では両耳ともに 2〜4kHz に

軽度感音難聴を認め、DPOAE は 3〜6kHz の DP
レベルの低下を認めた。20 歳女性では、聴力検査

で右に 8kHz の軽度閾値上昇を認め、DPOAE で 3
〜6kHz の DP レベルの低下を認めた。7 歳女児で

は、自覚症状はないが、聴力検査にて両耳の 8kHz
軽度閾値上昇と DPOAE で DP レベルの低下を認

めた。 

②遺伝子解析 

全エクソーム解析により、全コード領域の 91.6% 
以上は x20 の read depth で読まれていた。8 家系

全例で CHST14 遺伝子に variant call はなかった。3

家系においては別の EDS 病型の疾患遺伝子内に

それぞれ１variant を認めた。 

更に、新規責任遺伝子を同定するため、これら以

外の家系で 2 家系以上に共通してバリアントの認

められる遺伝子を検索したが、今のところその条

件を満たす遺伝子の同定には至っていない。 

③病理解析 

一般光顕・免疫組織化学分析 

皮膚：ホモ（Chst14-/-）マウスでは、ヘテロ

（Chst14+/-）マウス、WT マウスと比べて、HE 染

色における皮膚真皮膠原線維束の好酸性が低下

し、デコリン免疫染色におけるデコリン陽性線維

の分布は疎となっていた。 

胃：ホモ（Chst14-/-）マウスでは、ヘテロ（Chst14+/-）

マウス、WT マウスと比べて、HE 染色における所

見に明らかな相違は見出せなかったが、デコリン

免疫染色では粘膜固有層のデコリン陽性線維の

分布が粗になっていた。 

電顕分析（Cupromeronic blue[CB]染色） 

CB 染色により、コラーゲン細線維に付着した

GAG 鎖が可視化された。ホモ（Chst14-/-）マウス

の皮膚では、ヘテロ（Chst14+/-）マウス、WT マ

ウスと比べて、コラーゲン細線維に付着する GAG
鎖が不鮮明であった。横断像では、コラーゲン細

線維の直径が、ホモ（Chst14-/-）マウスではバラ

ツキがあり、細いものも多かった。 

④糖鎖医学的検討 

D4ST-1 を組み込んだアデノ随伴ウイルス感染細

胞の D4ST 活性測定 

ネガティブコントロールである GFP 発現細胞と

比較して、293 細胞で発現させたヒト D4ST-1 およ

びマウス D4st-1 は、３倍以上の有意な硫酸基転移

活性上昇を示した。ヘテロ（Chst14+ /-）マウス

由来皮膚線維芽細胞に発現させたヒト D4ST-1
およびマウス D4st-1 も、ネガティブコントロール

と比較して、10 倍高い活性が検出された。 

D4ST-1 ノックアウトマウスの皮膚のデルマタン

硫酸の定量 

ホモ（Chst14-/-）マウスでは、ヘテロ（Chst14+/-）

マウス、WT マウスと比べて、DS の 4-O-硫酸化



 

構造が 0.6%と著減し、CS の 4-O-硫酸化構造が 5
〜7 倍に著増、6-O-硫酸化構造も 2〜8 倍に増加し

ていた。 

健常人の尿中のコンドロイチン硫酸/デルマタン

硫酸の定量と構造解析 

健常人由来の尿では DS は顕著に検出されたのに

対し、DDEDS 患者は、尿中に DS が検出されなか

った。 

⑤iPS 細胞を用いた病態解析 

平成 24 年度に分化誘導に成功した神経細胞を用

いた網羅的遺伝子発現解析 

分化誘導された神経細胞を対象としてマイク

ロアレイ発現解析を施行、A108 では 201B7 に

比べて、神経細胞発達に関わる 23 遺伝子、神

経細胞分化の調節に関わる 11 遺伝子、神経細

胞相互接着に関わる 4 遺伝子、軸索伸長の促

進に関わる 4 遺伝子、樹状細胞形態形成に関

わる 5 遺伝子、神経伝達物質の分泌調節に関

わる 6 遺伝子、神経細胞の migration に関わる

9 遺伝子の発現が低下していた。 

パスウェイ解析の結果、apoptosis 促進遺伝子

が up-regulate され、apoptosis 抑制遺伝子が

down-regulate されている傾向が観察された。

TUNEL 染色では、apoptosis 陽性細胞は A108
由来神経細胞において 3.95%、201B7 由来神経

細胞において 0.74%と増加していた。 

DDEDS 患者由来 iPS 細胞の性質についての検討 

抗デコリン抗体と抗Ⅰ型コラーゲン抗体を用い

た免疫染色分析：A108 では、抗デコリン抗体

に対する染色性も、抗Ⅰ型コラーゲン抗体に

対する染色性も、弱かった。 

抗ラミニン抗体と抗 P-カドヘリン抗体を用いた

免疫染色分析：未分化の iPS 細胞コロニーが緊密

に充填し、高い核対細胞質比を持っていた。しか

し、A108 の境界も、いくつかの細胞が融合した

ところを見つけた。抗 Laminin 抗体を用いた免疫

染色分析において、201B7 では全ての細胞の周囲

に Laminin 発現が観察されたが、A108 では

Laminin 発現が確認されない細胞があった（図 6）。
抗 P-cadherin 抗体を用いた免疫染色分析において、

201B7 では全ての細胞の周囲に P-cadherin 発現が

観察されたが、A108 では P-cadherin が発現してい

ない細胞が観察された（図 7）。特に、細胞融合が

見られる部位に Laminin および P-cadherin 発現は

消失していた。 

iPS 細胞接着能力および増殖能力分析：MTT
アッセイで定量化された A108 の細胞接着能

は、201B7 より低下していた。他方、細胞増

殖能は、両細胞で有意な差は認められなかっ

た。 

平成 24 年度に使用したのとは別の DDEDS 患者由

来 iPS 細胞クローンを用いて、神経細胞への分化

誘導を検討 

TujIII 抗体および抗 Cabidin 抗体にて、iPS 細胞か

ら神経細胞への分化を確認した。A108 における

神経分化効率は、201B7 より低くなっていた。シ

ナプスは A108 由来神経細胞においても、 201B7
由来神経細胞においても、形成されていた。 

DDEDS 患者由来 iPS 細胞から心筋細胞への分化誘

導 

235G においては分化誘導開始後 7 日目に、A108
においては 12 日目に、拍動心筋が観察された。iPS
細胞から心筋細胞への分化は抗 Troponin I (cTnT) 
抗体で確認、心筋細胞特異的な横紋も観察された。

心筋への分化効率を調べるために、β-actin を基

準として、Real-time PCR で Troponin I （cTnT）
遺伝子発現を検討したが、A108 と 235G では有意

な差は認められなかった。心筋線維収縮関連遺伝

子発現を調べるために、Troponin I （cTnT）を基

準として、SLC8A1（calcium regulation in cardiac 
cell）および CNN（Calponin 1, Calcium binding 
protein）の発現を検討したが、A108 と 235G では

有意な差は認められなかった。 

他の 2患者由来培養皮膚線維芽細胞からの iPS細

胞樹立 

Patient 17 および Patient 30（表 1）由来培養皮

膚線維芽細胞から iPS 細胞樹立は未だ樹立さ

れていない。 

⑥モデルマウスを用いた病態解析 

ホモ（Chst14-/-）マウスの復元および系統維

持 

C57BL/6J 系統への遺伝的背景の均一化を行う

ため、C57BL/6J との交配を 4 世代進めて、常

染色体の 98.3%および性染色体が C57BL/6J 系



 

統へ置換されたマウスが得られた。しかしな

がら、この世代のヘテロ（Chst14+/-）マウスから

ホモ（Chst14-/-）マウスの産出は得られなかっ

た。出生率低下の原因として胎生致死の可能

性を検討するため、胎児のジェノタイピング

を 行 っ た と こ ろ 、 胎 生 14.5 日 目 に ホ モ

（Chst14-/-）マウスは 28.6%の割合で存在した

ため、出生前に死に至ることが示唆された。

そこで、129/C57BL/6J ハイブリッド（C57BL/6J
への置換率 40-65%）のホモ（Chst14-/-）マウ

スの繁殖・維持を行い、解析に用いた。 

ホモ（Chst14-/-）マウスの表現型解析 

ホモ（Chst14-/-）マウスは野生型マウスに比べ、

幼若期から成長期にかけて低体重であり、発

育不良が示唆された。また、DDEDS 患者で認

められる様に、このマウスにおいても顔貌の

左右非対称を認めた。DDEDS に特徴的な顕著

な関節拘縮は、ホモ（Chst14-/-）マウスの外見

上の観察および CT 撮像においては認められ

なかったものの、高齢ホモ（Chst14-/-）マウス

（55 週齢）では、強い後彎を示す個体が CT
撮像にて確認された。 

皮膚病理組織学的解析では、若年期ホモ

（Chst14-/-）マウス（15 週齢雄）においてもデ

コリン陽性線維の分布が疎であり、コラーゲ

ン線維形成不全が認められた。また、ホモ

（Chst14-/-）マウス（15 および 55 週齢）は、

皮膚の引張強度が低下していた 

ホームケージ内の自発行動量を測定したとこ

ろ、高齢ホモ（Chst14-/-）マウス（雌）におい

て行動量の低下、および走行速度の減少が認

められた。本解析における行動量は、情動お

よび筋機能の影響を受けることが考えられる。

そこで我々はまず、一部のエーラスダンロス

患者で骨格筋萎縮の報告（Voermans N.C. et al., 
Am. J. Med. Genet. A., 2012）があることから、

筋機能評価を行った。 

幼少期から経時的に握力を測定した結果、ホ

モ（Chst14-/-）マウスでは常にヘテロ（Chst14+/-）

マウスや WT マウスと比較して弱い傾向にあ

った。また、衰弱した高齢ホモ（Chst14-/-）マ

ウスでは、間質の広がりとともに筋線維の大

小不同が認められ、前脛骨筋における筋線維

断面積は WT マウスに比べ、平均値が約 2 分

の 1 に減少していた。さらに、遅筋線維の割

合が野生型マウスに比べ、10 倍以上増加して

いた。なお、これらの異常所見は若年ホモ

（Chst14-/-）マウス（15 週齢雄）では認められ

なかった。 

⑦遺伝子治療の開発 

ヒトおよびマウス D4ST1 発現 AAV ベクターを大

量調製し、各々1.7×1014 v.g. および 1.8×1013 
v.g. を回収することができた。このベクターを用

いて遺伝子導入を行った細胞抽出液において、

D4ST1 活性の増加が認められた。 

 

Ｄ．考察 

①臨床的検討 

日本を中心に、新たな DDEDS 患者が見出されて

いる。今後は、国内外からの遺伝子診断要請に持

続的に応じられる検査体制の構築が必要である。

研究代表者らは、遺伝子解析担当の分担研究者で

ある松本直通博士、三宅紀子博士の協力を得て、

臨床的遺伝子解析体制の構築に着手している。症

状の共通性を有する他疾患との鑑別や新規症候

群の存在も視野に入れた段階的な次世代シーケ

ンス体制である。一次スクリーニングとして、信

州大学医学部附属病院遺伝子診療部において ion 
PGMTM のプラットフォームを利用した EDS を中

心とした遺伝性結合組織疾患関連遺伝子の網羅

的解析を行う。陰性例に対しては、二次スクリー

ニングとして、横浜市立大学大学院医学研究科遺

伝学において、ハイエンド機種を用いたエクソー

ム解析を行う、というものである。さらに長期的

には、保険収載化を目標とした検査体制の整備も

必要と考える。 

DDEDS における反復性巨大皮下血腫は、患者の

QOL また時には生命を左右するきわめて重要な

合併症であり、このマネジメントは急務である。

平成 25 年度までに 3 患者において導入した

DDAVP 点鼻療法は、(1) リスクある外傷時に現場

で速やかに対応できる、(2) 一般に患者は血管確

保が困難であるため点鼻療法は苦痛なく確実に

投与できるというアドバンテージがある、といっ

た点で有用性が高い。問題は、国内で採用されて

いないために、医師個人輸入に頼っており、また

高額なため、安定的な供給に不安が残ることであ

る。今後は、国内で安定的に使用できるよう、国



 

内での保険収載となるよう手続きを進めていく

必要がある。 

DDEDS 患者においては高音部の聴力低下などが

指摘されていたが、系統的に聴覚評価が行われた

ことはなかった。今回 3 患者全てに高音部の聴力

低下が確認された。今後、聴力低下の機序を解明

していく必要がある。 

②遺伝子解析 

臨床的に DDEDS が疑われたが、CHST14 遺伝子

に変異を認めなかった 8 患者を対象に全エキソー

ム解析を行った。その結果、3 症例に EDS の他の

病型の既知遺伝子内に sequence variants を検出し

た。この病的意義に関しては、家系内 segregation
の確認等、両親検体を用いた検証が必要である。 

変異の認められなかった 5 家系に関しては、新規

遺伝子が原因である可能性があり、2 家系以上に

共通して変異を持つ遺伝子を検索しているが、今

のところこの条件を満たす遺伝子は同定されて

いない。複数に遺伝子異常が類似の臨床像を呈し

ていると推測される。 

③病理解析 

ノックアウト（Chst14-/-）マウスの皮膚 HE 染色所

見、抗デコリン免疫組織化学所見は、Chst14+/-マ

ウス、WT マウスと比べて相違はあったが、ヒト

患者の所見よりは顕著でなかった。ヒト患者では、

加齢に伴い皮膚の抗デコリン免疫組織化学所見

が顕著になる傾向にあり、実際臨床的にも同様の

傾向が見られたことから、マウスにおいても加齢

による変化を観察する必要があると考えられた。

現在、1 歳齢のマウスの解析を進めている。 

胃粘膜において、抗デコリン免疫組織化学では粘

膜固有層におけるデコリン分布に差があるよう

であった。ヒトでは 1 患者において特段のリスク

ファクターのない状況で、重篤な胃潰瘍を発症し

た。DDEDS 患者が実際胃粘膜の脆弱性を有する

か、引き続き検討が必要である。 

CB 染色を施した電顕観察は、デコリン・プロテ

オグリカンとコラーゲン細線維との関係を決定

しうるきわめて有効な手段であると期待される。

今回観察された Chst14-/-マウスの GAG 鎖の不鮮

明さ、コラーゲン細線維径の大小不同が疾患特異

的変化であるかどうか、引き続き解析数を増やし

て検討していく必要がある。 

④糖鎖医学的検討 

AAV に組み込んだヒト D4ST-1 およびマウス

D4st-1 は、ヒトの細胞（293 細胞）にもヘテロ

（Chst14+ /-）マウス由来皮膚線維芽細胞に導入

され、酵素活性を発揮することが分かった。した

がって、AAV を用いた遺伝子治療を目的とした研

究の基盤が構築できたといえる。 

ノックアウト（Chst14-/-）マウスの皮膚において

も、DDEDS 患者と同様に DS が全く検出されなか

ったことから、このマウスは EDS のモデルになり

うると考えられた。 

DDEDS 患者において尿中 DS は検出されないの

に対して、健常人由来の尿において確実に検出さ

れたことから、DDEDS 診断につながる簡便なス

クリーニング方法としての有用性が示された。 

⑤iPS 細胞を用いた病態解析 

平成 24 年度までに DDEDS 患者由来 iPS 細胞を世

界で初めて樹立し、その iPS 細胞としての未分化

能および多能性の検証を行うとともに、奇形種組

織におけるデコリン染色による疾患モデルとし

ての検証、そして、神経細胞への分化誘導に成功

した。 

平成 25 年度、マイクロアレイを用いた網羅的遺

伝子発現解析にて、DDEDS 患者由来 iPS 細胞か

ら分化誘導した神経細胞では、健常人由来 iPS 細

胞から分化誘導した神経細胞に比べて、神経細胞

発達・分化調節に関わる遺伝子群などに発現の低

下が見られた。DDEDS 患者の多くは最終的に正

常範囲の知能レベルを有しているが、発達遅滞、

画像上脳室拡大を呈する児が多いことが、こうし

た神経系の遺伝子発現状態とどのように関連し

ているか、さらなる精査が必要である。 

患者由来 iPS 細胞は、健常人由来 iPS 細胞に比べ

て、Laminin および P-cadherin の発現が低下して

おり、実際細胞接着能が低い傾向にあった。全身

性結合組織脆弱性とどのように関連しているか、

今後も他系統の細胞に分化させたもので検証し

ていく必要がある。 

本年度初めて心筋細胞への分化誘導に成功した。

DDEDS 患者では、心筋異常の報告はないが、上

行大動脈拡張、弁異常、また反復性巨大皮下血腫

から推測される筋性動脈脆弱性が観察されてお

り、今後は血管平滑筋細胞への分化誘導、機能解



 

析を行っていく必要がある。 

⑥モデルマウスを用いた病態解析 

C57BL/6J 系統への遺伝的背景の均一化を試み

たが、置換率増加とともにホモ（Chst14-/-）マウ

スの出生率が低下した。同ノックアウトマウ

スに関する先行論文においても同様に結果であ

ることをふまえ (Akyuz, N. et al., Glycobiology, 
2012) 、 C57BL/6J 系 統 へ の 置 換 率 の 低 い

Chst14-/-マウスを繁殖維持し、研究を遂行する

こととした。 

ホモ（Chst14-/-）マウスでは発育不良、特徴的な

顔貌を示し、高齢個体では強い後彎が認めら

れた。さらに、皮膚および筋組織においては、

病理所見および引張強度の低下や握力低下を

示した。これらはヒト患者における表現型に

類似するものであった。 

握力低下は一般的には筋力低下を裏付けるも

のであるが、DDEDS 患者では先天性関節拘縮

の影響もあると推測される。しかし、ホモ

（Chst14-/-）マウスにおいては先天性関節拘縮

は認められなかったため、primary な筋肉の異

常に関係している可能性が考えられた。 

ホモ（Chst14-/-）マウスの産出数が低く、解析例

が少ないため、引き続き解析を行う必要があ

るが、本分担研究において明らかとなった表

現型は DDEDS 患者の症状に近く、治療研究の

評価項目となる可能性が示唆された。 

⑦遺伝子治療の開発 

平成 25 年度作製した D4ST1 発現 AAV ベクタ

ーのヒト細胞（ 293 細胞）およびヘテロ

（Chst14+/-）マウスの培養皮膚線維芽細胞に対す

る感染実験により、D4ST1 の強制発現が確認

できたことから、次年度以降本ベクターの改

良を図りながら治療実験を行っていく基盤がで

きたといえる。 

患者への治験を視野に入れて、次年度以降、以下

のような課題を一つ一つ克服していく必要があ

る。 

① どの血清型の AAV ベクターを選択するか。 

② 標的臓器の決定とそれに準じた適切な

CHST14 遺伝子の発現カセットの構築。 

③ Chst14-/-マウス由来細胞での治療実験。 

④ 患者由来皮膚線維芽細胞での治療実験。 

⑤ Chst14-/-マウスを用いた治療実験。 

 

Ｅ．結論 

本研究班の活動および国内外の他施設の報告よ

り、これまでに30家系41患者が見出され、DDEDS
が比較的頻度の高い重要なEDSの1病型であるこ

とが示された。DDAVP が反復性巨大皮下血腫の

マネジメントに有効であること、高音部の聴力低

下があることが明らかにされた。 

臨床的には疑われるがCHST14変異の検出されな

かった 8 患者において全エクソーム解析が行われ

たが、原因遺伝子同定には至っていない。 

ホモ（Chst14-/-）マウスでは、ヒト患者ほど顕著

でないものの、ヘテロ（Chst14+/-）マウス、WT
マウスと比べて異なる抗デコリン染色パターン

を示しており、本症におけるデコリン・プロテオ

グリカンとコラーゲン細線維との相互位置関係

異常を示唆している。 

ヒト CHST14 およびマウス Chst14 を組み込んだ

AAV の感染により、ヒト細胞（293 細胞）および

ヘテロ（Chst14+/-）マウス由来皮膚線維芽細胞に

おける D4ST1 および D4st1 酵素活性は著増した。

ホモ（Chst14-/-）マウスの皮膚における DS の欠損、

また健常人尿中 DS は確実に検出されることを明

らかにした。 

患者由来 iPS 細胞から分化誘導した神経細胞では、

健常人由来 iPS 細胞から分化誘導した神経細胞に

比べて、神経細胞発達・分化調節に関わる遺伝子

群などに発現の低下が見られた。患者由来 iPS 細

胞は、健常人由来 iPS 細胞に比べて、Laminin お

よび P-cadherin の発現が低下しており、細胞接着

能が低い傾向にあった。さらに、心筋細胞への分

化へも成功した。 

ホモ（Chst14-/-）マウスの遺伝的背景を C57BL/6J
系統へ均一化すると、出生率が著しく低下し

たため、C57BL/6J への置換率の低いハイブリ

ッドマウスを安定的に作出する必要がある。

出生後の成長障害、顔貌の非対称性、DS の欠

乏状態、皮膚の脆弱化、筋力低下、衰弱高齢

マウスでの後彎など患者の似た症状を呈した。



 

筋力低下の背景として、骨格筋における間質

の広がりおよび筋線維の細径化、遅筋化が関

与している可能性が考えられた。 

高力価の D4ST1発現 AAVベクターが作製でき

たため、マウスを用いた治療実験の準備が整

った。 

平成 26 年度以降、遺伝子解析体制を維持して

患者を収集し臨床的検討を行い、iPS 細胞やノ

ックアウトマウスを利用した病態解析研究を

推進するとともに、高力価の D4ST1 発現 AAV
ベクターを用いた治療実験にとりかかる計画

である。 
 

Ｆ．健康危険情報 

特になし。 
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構築：信州大学医学部附属病院遺伝子診療
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硫酸基転移酵素 1 欠損型エーラスダンロス

症候群モデルマウスの病態解析」（日本生化

学会 2013 年 9 月 13 日、パシフィコ横浜）． 
Nitahara-Kasahara  Y, Hayashita-Kinoh  H, 

Chiyo T, Okada H, Okada T, Takeda S. 
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を考える〜18 トリソミーの臨床研究と信州
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Matsumoto N. Mendelian Exome Analysis. The 10th 

International Workshop on Advanced Genomics. 
National Center of Sciences, Tokyo, May 21, 
2013. 

松本直通：遺伝性難治疾患の網羅的エクソーム解
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