
北海道大学・大学病院・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

水疱性類天疱瘡抗原反応性T細胞株の樹立と応用

Generation of bullous pemphigoid antigen specific T cell clones

６０３７４４３５研究者番号：

氏家　英之（UJIIE, Hideyuki）

研究期間：

１７Ｈ０４２３８

年 月 日現在  ２   ５ １５

円    13,000,000

研究成果の概要（和文）：水疱性類天疱瘡は、高齢者に好発する最も頻度の高い自己免疫性水疱症である。皮膚
の表皮と真皮を結合する表皮基底膜部に存在する17型コラーゲン（COL17、BP180）に対する自己抗体により発症
する。自己抗体産生には自己反応性T細胞の働きが重要と考えられるが、COL17反応性T細胞の病原性は未だ解析
されていない。本研究では、ヒトCOL17ペプチドで免疫したマウスのリンパ球を刺激し培養することで、ヒト
COL17反応性T細胞株の樹立に成功した。そのT細胞株はIFN-gammaを産生するCD4陽性エフェクターT細胞であっ
た。このT細胞株はマウスの体内で弱い病原性を示した。

研究成果の概要（英文）：Bullous pemphigoid (BP) is a most common autoimmune blistering disorder, 
which preferentially affects elderly people. It is caused by autoantibodies to type XVII collagen 
(COL17, BP180) at the dermal-epidermal junction of the skin. Although autoreactive T cells is 
important to produce autoantibody, the pathogenicity of COL17-reactive T cells is still largely 
unclear. In this study, we have successfully established human COL17-reactive T cell lines by 
stimulating and culturing lymphocytes obtained from human COL17-immunized mice. Those T cell lines 
are CD4+ effector T cells which produce IFN-gamma and showed weak pathogenicity in a mouse model.

研究分野：皮膚科学

キーワード： T細胞株　水疱性類天疱瘡　17型コラーゲン　BP180　アクティブマウスモデル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で樹立したヒトCOL17反応性T細胞株を解析することで、水疱性類天疱瘡（BP）における自己反応性T細胞
の病態機序が明らかとなる。また、COL17は表皮と真皮の境界部に存在するため、扁平苔癬や移植片対宿主病
（GVHD）といった疾患の病態解明の手掛かりとなる可能性が高い。さらにCOL17は毛包に発現し重要な役割を果
たしていることから、毛包性疾患の病態解明に繋がる可能性もある。また、本研究で確立したT細胞株樹立の手
法は他の様々な自己抗原に対するT細胞株の樹立にも応用可能であり、多くの自己免疫疾患の病態解明に寄与し
得るものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 水疱性類天疱瘡（Bullous pemphigoid: BP）は表皮基底膜部の構成タンパクである 17型コラ
ーゲン（COL17）を抗原とする自己抗体により発症する自己免疫性水疱症である（図 1, 2）。自
己抗体産生には自己反応性 T細胞の働きが重要と考えられているが、COL17反応性 T細胞の病
原性はいまだ明らかにされていない。 

 
 我々はこれまでに、以下の(1), (2)に述べる 2つの系により、CD4+T細胞が抗 COL17抗体産
生に重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた。 
 
(1) アクティブ BPマウスモデルは CD4+T細胞依存性に抗 COL17抗体を産生する 
  
我々のグループは、皮膚でヒト COL17 を
発現する遺伝子改変マウス（COL17ヒト化マ
ウス）を作製し、BP 患者 IgG 自己抗体を投
与すると皮膚に水疱を形成する BP モデルマ
ウスを確立した（Nishie W et al., Nat Med 
2007）。我々は、COL17ヒト化マウスを用い
て持続的に抗 COL17 抗体を産生するアクテ
ィブ BP モデルマウスを作製し、その抗体産
生は CD4+T 細胞依存性であることを報告し
た（Ujiie H, et al., J Immunol 2010、図 3）。
また、自己抗体産生には CD40-CD40 リガン
ドを介した T 細胞-B 細胞間の相互作用が必
須であることを明らかにした (Ujiie H, et al., 
Clin Immunol 2012)。 
 
(2) 制御性 T細胞欠損マウスに生じる自己反応性 CD4+T細胞は抗 COL17抗体産生を誘導する 
 
我々は、制御性 T細胞のマスター転写因子
の発現を司る Foxp3 遺伝子の変異により機
能的制御性 T細胞を欠損する Scurfyマウス
は抗 COL17抗体を自然産生することを報告
した。また、Scurfyマウスの CD4+T細胞を、
T細胞を欠損しB細胞を有するTCR/ TCR
ダブルノックアウトマウスに移入する、抗
COL17 抗体産生が誘導されることを明らか
にした（Muramatsu K, Ujiie H, et al. J 
Allergy Clin Immunol. 2018、図 4）。 
 
  
 

BP 患者においても COL17 反応性 T 細胞の存在が報告されており（Thoma-Uszynski S, et 
al., J Immunol 2006）、抗 COL17抗体産生における CD4+T細胞の重要性は明らかである。し
かしながら、これまでに COL17抗体反応性 T細胞株は樹立されていないため、病態機序につい
てはいまだ不明である。デスモグレイン 3（Dsg3）反応性 CD4+T細胞を用いた研究により、マ
ウスにおいて Dsg3反応性 CD4+T細胞が抗 Dsg3抗体産生において重要な役割を果たしている
ことが明らかにされた（Takahashi H, et al., J Clin Invest 2011）。また、Dsg3反応性 CD4+T
細胞が抗体産生を誘導すること、および細胞性免疫として interface dermatitisを誘導すること
が示された（Takahashi H, et al., J Clin Invest 2011）。これらの結果は、抗原特異的 T細胞株
の樹立が、自己免疫性疾患の病態解明において非常に有用であることを示している。 
 
 また、COL17は表皮真皮結合を担うのみならず、毛包の恒常性維持や色素幹細胞の維持にも



重要な役割を果たしていることが示されている（Tanimura S et al., Cell Stem Cell 2011, 
Matsumura H, et al., Science 2016）。よって、COL17反応性 T細胞株の樹立により、円形脱
毛症をはじめとした、毛包に対する自己免疫反応による疾患の病態解明の一助となる可能性が
ある。 
 以上より、COL17反応性 CD4+T細胞株、および COL17反応性 TCR遺伝子導入マウスを樹
立する本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
 

COL17 反応性 CD4+T 細胞株による BP 誘導能および皮膚炎誘発能を解析し、標的エピトー
プや産生サイトカインの差異による病原性への関与を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
 (1) ヒト COL17反応性 CD4+T細胞株の樹立 
 
 図 5 に概略図を示す。ヒト COL17NC16A タンパクとアジュバントを混合し、野生型マウス
に免疫した。免疫から 2 週間経過後に免疫マウスのリンパ節および脾臓を採取して得たヒト
COL17NC16A 反応性 T 細胞を培養した。他の野生型マウスより脾細胞を採取し、ヒト
COL17NC16Aの病原性エピトープをカバーする合成ぺプチドである R7ペプチド（Natsuga K, 
et al. J Immunol. 2012、図 6）と共培養したのちに X線を照射し、これを feeder細胞として培
養 T 細胞に加えた。これにより R7 反応性 T細胞のみが抗原刺激を受け、抗原特異的でない T
細胞は培養の過程で死滅する。培養開始 3週間後に R7ペプチドに対する T細胞の反応性を 3H
の取り込みで判定した。抗原特異的 T細胞を含む細胞液に対し限界希釈を施行し、96well plate
で培養を継続した。2 週間おきに前述の feeder 細胞を加え抗原刺激を行い、クラスター形成を
確認した。樹立した T 細胞株の表面マーカーをフローサイトメトリー法を用いて検査し、得ら
れた細胞株が CD4+T細胞であるかを確認した。 

 
 (2) ヒト COL17反応性 CD4+T細胞株の in vivoでの病原性の評価 
 
 樹立した T細胞株の活性化プロファイルおよ
びサイトカイン産生プロファイルをフローサイ
トメトリー法で確認した。T細胞株の in vivoで
の 病 原 性 の 評 価 を 行 う た め 、 ヒ ト
COL17NC16A タンパクで免疫した野生型マウ
スの B細胞とともに T細胞株を Ragノックア
ウト COL17ヒト化マウスに移入した（図 7）。
レシピエントマウスにおける皮疹の臨床経過お
よび病理学的所見、脱毛や白毛化の有無、血中
抗ヒト COL17 抗体価やサブクラス・エピトー
プを評価し、T 細胞株の差異による病原性の有
無について検討する。 
 
４．研究成果 
 
 (1) ヒト COL17反応性 CD4+T細胞株の樹立 

 
ヒト COL17NC16Aタンパクで免疫したマウスより得られた T細胞を、R7ペプチドによる抗



原刺激を加えながら培養した。培養開始
DAY21 の時点で培養細胞の一部を分離
し、R7 ペプチドによる抗原刺激の有無
で 3H の取り込みを比較したところ
（Thymidine-uptake 法）、一部の well
において R7 ペプチドの刺激により 3H
の取り込みが亢進していた。この wellの
細胞液を限界希釈し、R7 ペプチドによ
る抗原刺激を反復しながら 96well plate
で培養したところ、DAY34以降から一部
の well で明らかなクラスター形成が見
られた（図 8）。得られた培養細胞を、R7
ペプチドの有無で 3H の取り込みを比較
したところ、抗原刺激群で著明な 3Hの取り込みの亢進を示した（図 9の R7 feeder参照）。ま
た増殖している細胞の表面マーカーをフローサイトメトリー法で確認したところ、live cellのほ
ぼすべてが CD3+ CD4+であり、CD8+細胞は存在しなかった（図 10）。以上より、得られた細胞
株は R7反応性 CD4+T細胞であることが示された。 

 
1回目の Thymidine-uptake法で、3H取り
込みの亢進を示し限界希釈後にも継続して細
胞増殖を示した細胞液を含む well は現時点
で 6well存在し、いずれの wellからも限界希
釈後に複数の細胞株が得られており、現在 21
ラインの細胞株が存在する。これらの細胞株
から mRNA を採取し、cDNA へ変換したの
ちに PCR 法で T 細胞受容体(TCR)遺伝子を
増幅させたところ、いずれの細胞株において
も 2～4種類のバンドが見られた（図 11）。し
たがって、得られた細胞株はオリゴクローナ
ルであると考えた。また、限界希釈前の培養
細胞の由来が同じ細胞株では同じバンドがみ
られたのに対し、限界希釈前の培養細胞の由
来が異なる細胞株ではそれぞれ異なる TCR遺伝子の増幅を示した（図 11）。発現したバンドの
うち、TCR Vβ2レーンの PCR増幅産物を gel extractionで回収し DNA sequencingを行った
ところ、Vβ2鎖の遺伝子配列が含まれていることが確認された。 
 
 (2) ヒト COL17反応性 CD4+T細胞株の in vivoでの病原性の評価 
 
 上記により得られた細胞株のうち 7 ラインの細胞株
について、活性化マーカーをフローサイトメトリー法
を用いて確認したところ、いずれの細胞株でも live cell
はほぼ全て CD4+CD44+CD62L-であり、増殖細胞はほ
とんど全て effector T細胞であると考えた（図 12）。ま
た、フローサイトメトリー法でサイトカイン産生を分
析したところ、40-50%の細胞が IFN-を産生していた
が、IL-4および IL-17を産生する細胞は見られず、Th1 
dominant のサイトカイン産生パターンを示していた
（図 13）。 
得られた細胞株のうち 4ラインを野生型マウスの B細胞とともに Ragノックアウト COL17ヒ
ト化マウスにそれぞれ移入した。移入後 DAY10の血清を用いて、正常ヒト表皮を基質とした蛍



光抗体間接法(IIF)を行ったところ、4
匹中 1 匹で表皮基底膜(BMZ)への沈着
がみられた（図 14）。DAY12の tail skin
を用いて蛍光抗体直接法(DIF)を行っ
たところ、4匹中 2匹のマウスで BMZ
への抗体沈着がみられた（図 14）。ま
た、移入後数週間の時点では移入マウ
スに明らかな皮疹はみられていなかっ
たが、移入後 16週経過時点で、移入マ
ウスの 4匹中 2匹において、背部に明
らかなびらんが認められた（図 15）。
PBMCを採取しフローサイトメトリー
を施行したところ、移入後 6w までの
時点では T細胞がほぼ存在しなかった
のに対し、移入後 16w の PBMC では
血球全体の 1.2～2.5%がCD4陽性T細
胞であった。いずれも CD8陽性細胞は
存在しなかった。また、びらんがみられ
ないマウスでは血中 CD4 陽性細胞は 0.3%程度とびらんのみられたマウスよりも割合が低下し
ていた（図 16）。いずれも B細胞の割合は 3.0%前後で同等であった。 

 
【考察】 
 現時点でヒト COL17 反応性 T 細胞株を複数得られているが、モノクローナルの細胞株はい
まだ得られていない。一般的な限界希釈では細胞数を 0.5～1 cell/wellとごく薄い濃度に設定し
て希釈を行うが、本研究においては、T細胞自身が産生する IL-2などの増殖因子が T細胞の増
殖のために重要であると考えられ、細胞株を得るためには比較的高い細胞濃度（100～
250cell/well）が必要であった。そのため、1つの wellに複数個の R7反応性 T細胞が含まれて
おり、１細胞株に複数の TCRをもつ T細胞が存在すると考えた。これを解決するために、現在
得られた細胞をさらに限界希釈することを検討している。現時点で得られた細胞株は抗原刺激
に反応して良好な増殖を示しているため、培養当初よりも増殖に必要な細胞濃度が少ないと推
測しており、モノクローナルなヒト COL17反応性 T細胞を得られる可能性がある。 
 複数の細胞株を RAGノックアウト COL17ヒト化マウスに移入したが、現時点で確認できた
病原性（皮疹）は軽度であり、先行研究で確立したアクティブ BPモデルマウスなどに比べて病
勢が弱く、また皮疹発現に要する期間も長い。これについて、移入する時点で T細胞の viability
が低下している可能性や、R7ペプチド反応性の T細胞株が生体内に移入された際に抗原提示細
胞によって提示されているヒト COL17 を認識できていない可能性を考慮した。今後、ヒト
COL17反応性 T細胞株を介した抗体産生の評価をより簡便に行うために、現在、COL17NC16A
タンパク免疫野生型マウス由来の B細胞と T細胞株を共培養し in vitroで評価する方法の条件
検討を行っている。 
本研究の開始当初はプロトコールの最適化に難航したため、複数の良好なヒト COL17反応性

T細胞株が得られるようになるまでに時間を要した。したがって、細胞株のサイトカイン産生プ
ロファイルの差異については現在も解析中であり、得られた細胞株ごとの特性は今後、in vivo
での解析を中心に進めて行く。 
以上、本研究ではヒト COL17反応性 T細胞株の樹立に成功した。今後、得られた細胞株の詳
細な解析を継続し、水疱性類天疱瘡のみならず、扁平苔癬といった炎症性皮膚疾患や、円形脱毛
症といった毛包性疾患の病態解明へと展開していく予定である。 
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