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研究成果の概要（和文）：水疱性類天疱瘡は、全身に表皮下水疱が多発する高齢者に後発する皮膚疾患である。
本症では、抗基底膜に対する自己抗体が存在するため、自己免疫性水疱症と理解されている。現在行われてい
る、血清を用いた蛍光抗体法やELISA法は時間がかかることが問題となっている。そこで、我々は、簡便で迅速
な検査の確立を試みた。今回の研究で、我々は抗体の検出検査において、唾液の有用性を蛍光抗体法とELISA法
を用いて確認した。さらに、BP180のいろいろなリコンビナント蛋白を作成し、それを用いたELISA法を作成し
た。さらに、それらの蛋白を用いて免疫クロマト法も作成した。

研究成果の概要（英文）：Bullous pemphigoid is a skin disease which shows generalized blisters and 
occurs mostly in the elderly. This disease is characterized by autoantibodies to basement membrane 
zone and considered as autoimmune blistering disease.　Immunofluorescence study and ELISA analysis 
using serum usually take long time and we tried to generate a simple and quick method to diagnose 
bullous pemphigoid. In this study, we demonstrated that saliva is useful for Immunofluorescence 
study and ELISA analysis of BP180. Furthermore, we development ELISA method and also 
immunochromatographic method using several recombinant peptides of BP180. 

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
水疱性類天疱瘡は全身に表皮下水疱が多

発する、最も頻度が高い自己免疫性水疱症で

あり、高齢者に好発する。高齢化社会を向か

え、皮膚科診療においても高齢者に好発する

疾患が増加し、他科入院中の患者や在宅の寝

たきりの患者に、水疱性類天疱瘡を目にする

機会も多い（図１）。本症患者の血清中には、

皮膚の基底膜を認識する抗基底膜抗体が存

在する。その自己抗体が認識する自己抗原と

して、BP230 と BP180 の類天疱瘡抗原が同定

されたが、その後の研究から病態形成に関与

している自己抗原は、BP180 と考えられてい

る（図２）。 

我々は、30 年に渡り本症の研究を継続し、

本症の診断法や治療法の進歩に貢献してき

た。本症の診断は、病理検査による表皮下水

疱、蛍光抗体法による抗基底膜抗体の検出、

血中にあるBP180に対する自己抗体の検出で

可能であるが、実際の臨床の場では、CLEIA

法による抗 BP180 抗体検出が容易である。し

かし、この検査でも外注検査であるため、少

なくとも 2-4 日を要する。また、在宅患者の

場合、診察は通常 2週間ごとに行うので、水

疱性類天疱瘡の結果が届いて、内服治療を始

められるのは、2 週間後であり、患者本人は

もとより、介護による水疱のガーゼ交換など

の処置も大変である。そこで、より簡便に、

ベットサイドで、迅速に、本症を診断する画

期的な検査法の開発が臨床の場から望まれ

ている。本研究は、簡便で短時間で結果の出

る免疫クロマト法を用い、かつ簡単に採取で

きる唾液を検体として、画期的な抗 BP180 抗

体検出法の確立を目指している。 
 

２．研究の目的 

水疱性類天疱瘡は全身に表皮下水疱が多

発する高齢者に好発する重篤な疾患である。

近年の高齢化社会を迎え、他科入院中の患者

や在宅の寝たきりの患者に本症が多くなっ

てきている。水疱性類天疱瘡の診断は CLEIA

法による抗 BP180 抗体検出が容易であるが、

外注であるため時間がかかり、より簡便にベ

ットサイドで迅速に本症を診断できる画期

的な検査法の開発が望まれている。本研究で

は、簡便で短時間で結果の出る免疫クロマト

法を用い、かつ簡単に採取できる唾液を検体

として、画期的な抗 BP180 抗体検出法の確立

に挑戦する。 
 
３．研究の方法 

BP180 は表皮と真皮の基底膜領域に貫通し

て存在する蛋白である。また、細胞内はグロ

ビュラー構造をとる。細胞外はコラーゲン構

造、すなわち三本鎖構造となる。コラーゲン

構造をとる蛋白は親水性の部分と疎水性の

部分が混在するため、その精製は極めて難し

い。したがって、抗原蛋白の作成については、

BP180 の cDNA をクローニングし、目的の蛋白

に対応する部分を制限酵素で消化する。その

後、目的に対応するベクターに導入し、蛋白

の合成を行う。唾液の検査：水疱性類天疱瘡

患者の唾液から、蛍光抗体法を行や ELISA を

行い、陽性の有無を確認する。その他、通常



の蛍光抗体法、免疫ブロットの方法などは通

常の方法に従った。 
 
４．研究成果 

 唾液の有用性：２～３人の患者の唾液を用

いて蛍光抗体間接法を行った。その結果、陽

性所見を得た。(下図)。抗体力価は血清の 1/5

から 1/20 程度であり、唾液には十分に BP180

抗体が存在した。また、BP180ELISA キットで

も同様の結果を得ている。また、ごく最近、

同様の研究がイランのグループ（Esmaili et 

al. CED, 2015）からあり、唾液でも十分自

己抗体が存在し、診断できると報告されてい

る。BP180 抗原蛋白の作成：Kobayashi らの

方法（Matsumura, et al, ADR, 1996）を参

考に細菌よりリコンビナント蛋白を作成し

た。すなわち、NC16A ドメインと glutathione 

S-transferase（GST）の融合蛋白のベクター

を作成。大腸菌に導入し、大量合成した。イ

ムノブロットで抗原性を確認した後、

glutathione sepharose 4B カラムにて精製

す る 。 Nishie ら の 方 法 (personal 

communication）を参考にして、ヒト細胞よ

りリコンビナント蛋白を作成した。すなわち、

BP180 の全長の N 末端に His タグのついたベ

クターを作成。HEK293 細胞に導入し、大量に

合成した。イムノブロットで抗原性を確認し

た。次に、TALON affinity metal resin カラ

ムにより精製を行った。抗原蛋白の検証：そ

れらの抗原蛋白の ELISA の作成 ELISA 法キッ

トの作成はイムノクロマト法キットよりも

容易であるので、3 種類の蛋白で ELISA を作

成した。ELISA プレートを 10μg/ml から

200μg/ml の蛋白をコートした。BSA でブロ

ッキングした後、水疱性類天疱瘡患者の希釈

血清を加えた。その後は通常の方法で、２次

抗体で処理し、発色を行う。蛋白抗原の有効

量やその有用性の確認をした。イムノクロマ

ト法による検証：上記実験で有用であった抗

原を用いたイムノクロマト法キットを選択

する。ある程度の濃度でキャプチャー抗原の

量を段階的に変えてキット作成をした。得ら

れたキットを用いて、患者血清を用いてその

有用性検討した。さらに、ELISA キットと比

較して、その半定量性の感度も検証した。 
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