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学位論文内容の要旨 

博士の専攻分野の名称  博士（医 学） 氏 名  髙島 翔太 

学 位 論 文 題 名 

CRISPR/Cas9 システムを用いた劣性栄養障害型表皮水疱症の新規遺伝子治療法の開発 

(Efficient gene reframing therapy for recessive dystrophic epidermolysis bullosa using CRISPR/Cas9) 

【背景と目的】 

 二本鎖DNA切断 (double strand break; DSB)が起きた際の修復経路として、数塩基の挿入や欠

失を伴い再結合する非相同末端再結合 (non-homologous end-joining; NHEJ)、および相同染色体

DNA との交叉が起こり、正しい遺伝情報に基づき修復される相同組換え修復 (homologous 

recombination; HR) の二つの経路がある。実際に細胞内でDSB が生じた場合、NHEJが高頻度に

生じる。近年、特定の塩基配列でDSBを起こすことが可能なCRISPR/Cas9 システムが開発さ

れ、遺伝子治療に応用されている。本来遺伝性疾患の遺伝子治療を行う場合、HR による変異を

有するDNA配列から正常DNA 配列への遺伝子組換えが理想的であるが、HRが生じる頻度は

極めて低いため、選択マーカー等を用いずにHRを治療に応用することは困難である。そこで

我々はHRに比し発生頻度が高いNHEJの経路を介した遺伝子治療を開発することで、選択マー

カーを用いるなどの複雑な工程を経ずに遺伝子治療が実現できると考えた。劣性栄養障害型表皮

水疱症 (recessive dystrophic epidermolysis bullosa; RDEB) は、Ⅶ型コラーゲン（COL7）をコード

する遺伝子 (COL7A1)の変異により発症し、日本人では高頻度に frameshift 変異 (c.5819delC) が

認められる。そこで我々は本変異を有するRDEB患者由来線維芽細胞 (RDEB Fb)に対し、変異

特異的なCRISPR/Cas9 を用いて、NHEJ によって生じる数塩基の挿入や欠失を意図的に誘導する

ことにより、ある一定の細胞において frameshift変異が in-frame 化する新規遺伝子治療法の開発

を試みた。 

【材料と方法】 

1. 変異配列特異的CRISPRの作製とRDEB Fb の遺伝子編集

ZiFiT Targeterを用いて変異配列を特異的に認識する gRNAを設計し、Surveyor nuclease assay

を用いて変異配列に特異的にDSBが生じているか確認する。 

次に、作製したCRISPR/Cas9 を用いてRDEB Fb に遺伝子編集を行なった。遺伝子編集後の

RDEB Fb には、NHEJ により複数種類の変異が誘導された細胞集団になっていることが予測され

る。そのためシングルセルクローニングにより単一細胞由来の細胞株を作製し、それぞれ更なる

解析を行なった。 



2. 遺伝子編集後RDEB Fb の解析 

 in-frame 化したCOL7 の解析を行うため、作製した細胞株と同一の変異を有するCOL7A1 

cDNAを作製し、三本鎖形成能の解析を行なった。またそれぞれの細胞株でのCOL7 の発現を in 

vitro 及び in vivo の系で real time qPCR 法や免疫組織学的手法を用いて解析した。 

3. NHEJを介した遺伝子治療の有用性の検討 

 NHEJを介して in-frame 化を含む様々な変異を誘導された細胞集団を用いて、western blot法、

real time qPCR法、in vivo で免疫組織学的解析を行なった。また anchoring fibrilの形成を観察する

ため、mCol7a1 ノックアウトマウスの皮膚を免疫不全マウスに植皮し、植皮部位に遺伝子編集後

のRDEB Fb を投与し、8週後に電子顕微鏡を用いて観察した。 

【結果】 

1. 変異配列特異的に認識するCRISPRの作製とRDEB Fb の遺伝子編集 

 Surveyor nuclease assayで、変異を有する allele のみでDSBが起き、NHEJが誘導されているこ

とを確認した。RDEB Fb をシングルセルクローニングして作製した 7種類の細胞株のうち４つ

で遺伝子変異が in-frame 化していた。 

2. 遺伝子編集後RDEB Fb の解析 

 in-frame 化した変異COL7 を強制発現させ、western blot法を行ったところ、290kDa (monomer)

と 900kDa (trimer)にバンドを認め、三本鎖形成能を有していることがわかった。またそれらの細

胞株では real time qPCR法で遺伝子編集前と比較してCOL7A1 mRNAの発現増加を認め、免疫不

全マウスへの投与では真皮表皮境界部にヒトCOL7 の発現を認めた。 

3. NHEJを介した遺伝子治療の有用性の検討 

 シングルセルクローニングを経ずに培養した群では治療前細胞群と比較して、mRNAレベル

及びタンパクレベルでCOL7 の発現量は増加しており、また免疫不全マウスへの投与でもヒト

COL7 が発現していた。また遺伝子編集後RDEB Fb 投与部で anchoring fibrilの形成を認めた。 

【考察】 

 CRISPR/Cas9 システムの開発以降、遺伝子治療の研究が盛んに行われており、HRを応用した

遺伝子治療だけでなく、筋ジストロフィーなどの疾患ではNHEJ を応用した治療戦略も報告され

ている。またRDEB では exon skipping やリードスルーといった手法を用いて、完全に正常な遺

伝子配列に修復しなくても、高効率で機能的なタンパクを供与することが遺伝子治療の選択肢と

なりうると報告されている。本研究の結果は frameshift変異で発症する表皮水疱症においても

NHEJ を介した遺伝子治療は一つの選択肢となりうることが示唆された。 

【結論】 

 我々はNHEJを介した遺伝子治療が、従来のHRを用いた遺伝子治療よりも簡便に行うことが

でき、かつ有用な選択肢であることを示した。本研究で用いた手法は表皮水疱症だけでなく他の

frameshift変異で発症する皮膚疾患、ひいては多くの遺伝性疾患の治療選択肢となりうると考え

る。 

  


