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フィラグリンをターゲットにしたアトピー性皮膚炎の新規治療法の開発

 Filaggrin plays a crucial role in epidermal barrier formation. Recently, loss-of-function mutations in the gene encoding 
filaggrin (FLG) have been shown to predispose to atopic dermatitis. Since most of the FLG mutations identified are 
a nonsense mutation, we, in this study, aimed to develop novel therapeutic strategies for atopic dermatitis targeting at 
nonsense mutations in FLG. First, we performed mutation analysis of FLG to clarify the mutation frequency in the Japanese 
population and showed that 10% of the population carry one or more FLG mutations. Subsequently, we established reporter 
gene assays that can detect readthrough efficacy and performed compound screening by using these assays. Notably, we 
identified about 50 potential hits from the compound libraries. These results would open a new avenue for developing more 
effective and specific therapies for this intractable disease.
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緒　言

　アトピー性皮膚炎は、小児の約 10 − 20%が罹患する極
めて頻度の高い疾患である。しかし、アトピー性皮膚炎の
病因は長らく不明であり、その治療はステロイド剤外用を
中心とした対症療法に頼らざるを得ず、難治例では皮膚萎
縮などのステロイドの副作用を高率に生じ、大きな社会問
題となってきた。ステロイドに代わる新規治療薬の開発が
強く求められる中、申請者は最近、日本人アトピー性皮膚
炎患者の比較的小さな集団を解析し、その約 30%がフィ
ラグリン遺伝子変異を持つことを明らかにした 1-3）（図 1）。
フィラグリンは、皮膚バリア機能に必須のタンパク質であ
り、遺伝子変異により皮膚バリア機能が低下すると種々の
抗原に易感作性となり、アトピー性皮膚炎を発症しやすく
なると推測されている。
　そこで本研究では、まず、サンプルサイズの大きな集団
を用いてフィラグリン遺伝子変異の保有率を解析し、さら
に皮膚バリアの破綻に伴う慢性抗原刺激がアトピー性皮膚
炎の主要な病因であるという新しい仮説のもとに、アトピ
ー性皮膚炎の病因に直接的に基づいた初めての治療の試み
として、フィラグリン遺伝子に生じたナンセンス変異を読
み飛ばすリードスルー療法の開発を目指すことにした（図
2）。通常、ナンセンス変異により早期終止コドンができ
るとそこでリボソームはタンパク質の翻訳を中止するた
め、機能性タンパク質が産生されず、疾患を発症する。本
研究では、リボソームによるmRNA翻訳時にナンセンス

変異を読み飛ばしタンパク質合成をし続ける「リードスル
ー」という現象を使い、フィラグリン遺伝子のナンセンス
変異を読み飛ばすことを目指す。日本人アトピー性皮膚炎
患者で同定されたフィラグリン遺伝子変異の 80%以上が
ナンセンス変異であるため 3）、リードスルー活性を持つ薬
剤を用いれば多くの患者で正常の機能を持つフィラグリン
の産生増加が見込める。本研究では、リードスルー治療を
用い、患者皮膚でのフィラグリンの発現そのものを増やす
ことで正常な角層形成を促しバリア機能を是正するという、
従来の治療法とは全く異なる独創的な治療法の開発を目指
す（図 2）。

実　験

1. フィラグリン遺伝子変異保有率解析
　環境と子供の健康に関する北海道研究（通称：北海道ス
タディ）は、平成 13 年からリクルートを開始し、現在、北
海道内の約 2 万人の児が登録している出生コホート研究で
あり、一般集団を対象にしている。今回の研究では、そ
のうち、7 歳に到達した児 1,065 名を対象にフィラグリン
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図 1　アトピー性皮膚炎患者の一部はフィラグリン遺伝子に生じ
たナンセンス変異により発症する。
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遺伝子変異（臍帯血）とアトピー疾患の発症率などについて
解析した。フィラグリン遺伝子変異については、これま
で我々が同定した 11 種類の変異のうち、頻度の高い 8 種
類のフィラグリン遺伝子変異（3321delA, S1695X, Q1701X, 
S2554X, S2889X, S3296X, K4022X, 新規変異 1 つ）につい
てSanger法を用いたダイレクトシークエンスでスクリー
ニングした。アレルギー疾患（アトピー性皮膚炎、気管支
喘息）の有無と重症度については、International Study of 
Asthma and Allergies in Childhood（ISAAC）の問診票を
用いて、2 歳時、4 歳時、7 歳時に判定した。

2. リードスルー活性を測定可能なレポータージーンア
ッセイの確立

　pGL4.20 ベクターのルシフェラーゼ遺伝子（luc2）内に、
site directed mutagenesisにより、人工的に早期終止コド
ン（TAA）を作成した（Y179X）。制限酵素を用い、同変異
を有するluc2 遺伝子をpcDNA5/FRTベクター内のCMV
プロモーターの下流にクローニングした。変異luc2 遺伝
子を挿入した同ベクターとpOG44 を 293FlpIn細胞にco-
transfectionし、ハイグロマイシンで選択後に得られたコ
ロニーから、stable cell lineを作成した（図 3）。それぞれ
のコロニーから得られたクローンについて、ルシフェラ
ーゼアッセイによるcharacterizationを行った。同様に、
GFP遺伝子内に、site direct mutagenesisを用い、人工的
に早期終止コドン（TAA）を作成した（Y40X）。pcDNA5/
FRTベクターにクローニングし、ルシフェラーゼと同様
の方法でstable cell lineを作成した。この細胞株について

も、得られた複数のクローンについて、Western blot法を
用いてcharacterizationを行った。

3. フィラグリンをターゲットにしたアトピー性皮膚炎の
新規治療法の開発（リードスルー治療）

　 2. で作成した変異luc2 遺伝子を持つstable cell lineを、
19,992 種類の化合物で 24 時間治療し、発光量を計測した。
なお、アミノグリコシド系抗生物質の一つであるG418（注：
重大な副作用を持ち、人体には投与不可能）を用いた治療
によりこの細胞株は強い発光を示したため、G418 を陽性
コントロールとして用い、陰性コントロールには、DMSO

（1％）を用いた。また、すべての実験で細胞数自動カウン
ト装置や分注機を用いることでなるべくマニュアルでの作
業を減らし、再現性の高い実験になるよう工夫を凝らした。

図 2　フィラグリン遺伝子に生じた変異を読み飛ばす（「リードスルー」）ことで
皮膚バリア機能が回復し、アトピー性皮膚炎の治療と予防につながること
が期待される。

図 3　この細胞株はリードスルーが起こったときにのみ発光強度
が増すため、薬剤のリードスルー活性測定に有用である。
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結　果

1. フィラグリン遺伝子変異保有率解析
　 1065 人 中 96 人 に フ ィ ラ グ リ ン 遺 伝 子 変 異 を 認 め

（heterozygote が 93 人、compound heterozygote が 3
人）、解析集団の 9.3%がフィラグリン遺伝子変異を有して
いた（図 4）。変異の内訳は、3321delA：15 人、S1695X：
0 人、Q1701X：2 人、S2554X：11 人、S2889X：38 人、
S3296X：7 人、K4022X：27 人、新規変異：2 人であった

（図 4）。フィラグリン遺伝子変異とアトピー性皮膚炎の関
連について解析したところ、2 歳時、4 歳時では、オッズ
比がそれぞれ 1.55（95%信頼区間：1.08-2.22）、1.47（95%
信頼区間：1.03-2.09）であり有意差を認めたが、7 歳時では
オッズ比が 1.34（95%信頼区間：0.95 − 1.90）であり、有
意差を認めなかった。また、アトピー性皮膚炎の重症度に
ついては、フィラグリン遺伝子変異保有群のほうが非保有
群と比べて有意に高かった（4 歳時）。しかしながら、変異
の種類と重症度の間には明らかな相関は認めなかった。フ
ィラグリン遺伝子変異やアトピー性皮膚炎の有無と気管支
喘息の発症率には有意差を認めなかった。

2. リードスルー活性を測定可能なレポータージーンア
ッセイの確立

　ダイレクトシークエンスにより、luc2 遺伝子内に
Y179Xが、GFP遺伝子内にY40Xが、それぞれ作成され
ていることを確認した。変異luc2 遺伝子を持つstable cell 
lineは、無治療ではルシフェラーゼアッセイにおいて極
めて低い発光しか示さないのに対し、強力なリードスル
ー薬であるG418（ヒトには使用不可能なアミノグリコシ
ド系抗生剤）で 24 時間治療後には強い発光を示した。一
方、変異GFP遺伝子をトランスフェクションしたstable 
cell lineは、抗GFP抗体を用いたWestern blotで目的の
バンドが確認できなかった。そこで、同ベクターをアト
ピー性皮膚炎 293 細胞にtransient transfectionし、同様
の方法でWestern blotを施行したところ、G418 の濃度依
存性にGFPの発現量も増加していた。その後、変異luc2
遺伝子を持つstable cell lineを用いて、細胞数など種々の
条件を変えてルシフェラーゼアッセイを行い、96 ウェル
プレートに 5,000 個の細胞を播き、500mg/mLのG418 で
24 時間治療した場合に、最も精度の高いデータ（%CV、Z’
factor）が得られることを確認した。

3. フィラグリンをターゲットにしたアトピー性皮膚炎の
新規治療法の開発（リードスルー治療）

　 2. で作成した変異luc2 を持つstable cell lineを用いて、
primary screeningを行ったところ、陰性コントロールと
比べ約 4 倍以上の発光を示した化合物が、130 個同定され

た（全化合物の約 0.65%）（図 5）。最も強い発光を示した
化合物は、陰性コントロールと比べ、約 60 倍の発光増加
を認めた。なお、陽性コントロールの%CVは 7.9%、陰性
コントロールの%CVは 14.8%であり、Z’ factorは 0.77 と
良好な値を示した。130 個の化合物について、ルシフェラ
ーゼアッセイを用い、retest screeningを施行したところ、
約 40%の化合物が再度、強い発光増加を示した。

考　察

1. フィラグリン遺伝子変異保有率解析
1. 1.  フィラグリン遺伝子変異の保有率について
　英国の学童調査では変異の保有率は 13.8%であり 4）、北
海道八雲町の成人を対象にした八雲スタディでの変異の保
有率は 11.1%であった 5）。今回の我々の結果でも対象集団
の約 10%弱が変異を保有しており、フィラグリン遺伝子
変異の保有率は日本でも英国でも約 10%程度と推測され
る。人口の少なくとも 1 割は遺伝的に皮膚バリア機能が低

図 5　ルシフェラーゼアッセイを用いた 1 次スクリーニングにより、
130 個の hit compound を同定した。

図 4　日本人の一般人口の約 10% がフィラグリン遺伝子変異を
有している。
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下しており、経皮的に易感作性でアトピー性皮膚炎を発症
しやすいことが予想される。
1. 2.  フィラグリン遺伝子変異とアトピー性皮膚炎について
　欧米のスタディでは、フィラグリン遺伝子変異はアトピ
ー性皮膚炎の重要な発症因子であることが示されており

（オッズ比：2.13 〜 4.78）6, 7）、日本人でも両者に有意な相
関は認められたが、欧米のデータと比するとオッズ比はや
や低めであった。

2.  リードスルー活性を測定可能なレポータージーンア
ッセイの確立

　アトピー性皮膚炎に対するリードスルー治療の開発に向
けては、我々の保有する約 2 万種類の化合物を用いた大規
模スクリーニングを企画し、ルシフェラーゼアッセイを用
いて、drug screeningに不可欠な、薬剤のリードスルー活
性を測定可能なレポータージーンアッセイシステムを構築
することに成功した。また、GFPを用いたアッセイシス
テムも構築した。ルシフェラーゼアッセイは感度が高い一
方、疑陽性が多いことが知られているが、我々が今回作成
したGFPアッセイと併用することで、これらの欠点を克
服することが可能である。また、今回のスクリーニングで、
%CV、Z’ factorともに良好な値を示し、今回我々が確立
したアッセイがリードスルー活性測定において精度と質の
高いものであることを確認した。

3.  フィラグリンをターゲットにしたアトピー性皮膚炎
の新規治療法の開発（リードスルー治療）

　上述の実験 2. で作成した、良質なアッセイシステムを
用い、我々は約 50 個のヒット化合物を同定した。これら
の化合物は、強いリードスルー活性を持つことが予想され、
今後アトピー性皮膚炎や種々の遺伝性疾患への臨床応用に
つながることが期待される。また、今後、これらのヒット
化合物について、GFPなど他のレポータージーンアッセ
イを用いた評価を進めるとともに、フィラグリン遺伝子に
ナンセンス変異を持つアトピー性皮膚炎患者由来の培養細
胞を治療し、フィラグリンの発現が回復するか検討を行う
予定である。また、ナンセンス変異を持つモデル動物への
投与により、in vivoでの効果と副作用についても詳細な
検討を行う予定である。

総　括

　本研究により、日本人の約 10%がフィラグリン遺伝子
変異を持ち、アトピー疾患を発症しやすい状態であること
が明らかになった。これは、アトピー性皮膚炎の治療にフ
ィラグリンの発現を増やすことが重要であることを示唆す
るとともに、アトピー性皮膚炎を発症するから保湿剤の使
用などにより皮膚バリア機能を回復させることでアトピー

疾患を予防できる可能性を示唆する重要な知見である。
　リードスルー治療については、現時点ではリードスルー
活性を持ちヒトへの投与が可能な薬剤はアミノグリコシド
系抗生剤（ゲンタマイシンなど）とPTC124 しか知られてい
ないが、両者ともにリードスルー活性が低く、前者は副作
用の点から患者への長期投与が困難である。薬剤のリード
スルー活性を測定可能なレポータージーンアッセイシステ
ムとして、ルシフェラーゼとGFPを用いたアッセイを確
立し、約 2 万種類の化合物をスクリーニングし、約 50 個
のリードスルー活性の高い化合物を同定することに成功し
た。これらの化合物は、アトピー性皮膚炎の治療や予防の
みならず、種々の遺伝性疾患の治療にも有効である可能性
があり、今後、モデル動物を用い、効果と安全性を検討し
ていく予定である。また、今回我々が確立したスクリーニ
ングシステムはリードスルー化合物の検索に有用であっ
たため、追加で化合物ライブラリーを購入し、さらなる
drug screeningを行うことも可能である。これにより、ア
トピー性皮膚炎患者皮膚でのフィラグリンの発現そのもの
を増やすことで正常な角層形成を促し、バリア機能を是正
するという、従来の治療法とは全く異なる独創的な治療法
の開発が可能となるものと確信している。
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