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研究成果の概要（和文）：水疱性類天疱瘡は、表皮細胞ヘミデスモゾームに対する自己免疫性水疱症である。主
要免疫原であるBP180のNC16Aの他に、BP230に対する自己抗体が認識されることがある。しかし、その詳細な作
用機序は不明である。本研究では、BP230欠損マウスを用い、BP230タンパクの創傷治癒過程における役割を解析
した。また、抗BP230抗体を作成、皮膚において表皮下水疱形成の働きがあることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Bullous pemphigoid (BP) is an autoimmune blistering disease that targets the
 hemidesmosome, containing BP180 and BP230 protein. Whereas the role of anti-BP180 antibodies has 
been characterized, the pathogenicity of anti-BP230 antibodies remains unclear. In this study, we 
analyzed the effect of BP230 protein on wound-healing using BP230-knockout mice. Furthermore, we 
confirmed that anti-BP230 antibodies generated subepidermal blisters in the murine skin. 

研究分野： 皮膚科

キーワード： 水疱性類天疱瘡　BP230　自己抗体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
BP230を標的とした表皮水疱症の疾患モデルマウスは存在せず、皮膚ヘミデスモゾームにおけるBP230の役割を明
らかにすることができ、また水疱性類天疱瘡の発症機序とその病態を解明することができた。既存の治療に難渋
するBP患者への新規治療法確立への道標となりうる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの最外層に位置する皮膚は、表皮細胞がお互いに接着して何層にもなる重層上皮を構成

し、外的刺激の侵入を防いている。また表皮下端は、複数のタンパクから構成されているヘミデ
スモゾーム (HD) で真皮と接着し、皮膚の恒常性を保っている。その HD に機能不全が生じる
と先天性表皮水疱症が発症し、また構成タンパクに自己免疫が働くと、後天性表皮水疱症や水疱
性類天疱瘡(Bullous pemphigoid: BP) が発症する。BP は、高齢者に多く発症する自己免疫性疾
患で、HD 構成タンパクである BP180 タンパクの NC16A 領域に対する自己抗体が多くの患者
で証明されている。一方、BP180 以外のタンパクに対しても自己抗体を有し、また時として
BP180 に対する抗体は持たず BP230 (bullous pemphigoid antigen-1:BPAG1)に対応する自己
抗体を産生することもある。BP230 の遺伝子は、複数の isotype タンパクをコードしている。
isotype-a (BPAG1-a) は主に神経、isotype-b (BPAG1-b) は筋組織、isotype-e (BPAG1-e) は
BP230 であり、表皮細胞の HD で発現している。BP230 欠損マウスの作成を試みると、他の
isotype タンパクにも影響が及び、不随運動であるジストニア症状が現れ数週間でそのノックア
ウト(knockout:KO) マウスは亡くなり、研究に支障が生じる。そこで、表皮基底細胞でのみ発現
するリコンビナーゼである Cre を発現させ、表皮細胞でのみ BPAG1 遺伝子を KO するマウス 
(BP230-KO マウス) を作成した。BP230-KO マウスは生下時には異常が見られず、生後 10 週
あたりから耳介のびらん、炎症が出現、徐々に瘢痕形成が顕著になる。BP230 欠損のおける HD
の崩壊による表皮下水疱、瘢痕治癒の繰り返しによる変化、もしくは表皮の基盤である HD の
脆弱性による表皮細胞間の解離、外的刺激の侵入による炎症反応の可能性が考えらえる。そこで
申請者らは、この BP230-KO マウスを用いて表皮水疱症の発生、ならびに引き起こされる炎症、
アレルギー反応の機序を解明するとともに、抗 BP230 抗体の BP 発症に関わる役割についても
究明する。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、HD の脆弱性がもたらす皮膚バリアの破綻、炎症発症のメカニズムを解明す 

るとともに、BP 発症における抗 BP230 抗体の発現機序、水疱形成への関わりを解明すること
である。BPAG1-e (BP230)を標的とした表皮水疱症の疾患モデルマウスは存在せず、世界に先
駆けて HD における BP230 の役割を明らかにすることができ、また BP の発症機序とその病態
を解明することができる。既存の治療に難渋する BP 患者への新規治療法確立への道標となりう
る斬新な研究テーマである。 
 
 
３．研究の方法 
（1）BP230 タンパク欠損による表皮水疱症発症の疾患モデルマウスの確立 

① 表皮基底細胞でのみ Cre を発現する K5-Cre マウスと BP230 conditional マウスと交配
を繰り返し、表皮基底細胞でのみ BP230 を KO するマウス（BP230-KO）を作成。 

② BP230-KO マウス背部皮膚を採取、蛍光直接法で基底膜部の BP230 タンパク欠損を確認。 
皮膚から表皮のみを回収、ウエスタンブロット法でも BP230 タンパク欠損を証明。 

③ BP230-KO マウスを経時的に観察、びらん、紅斑発症時期を統計学的に集計する。 
④ 紅斑、びらん面を皮膚生検、光学顕微鏡下で表皮水疱症と同様の所見の有無を確認。 

（2）表皮細胞遊走能の変化ならびに創傷治癒への影響 
① BP230-KO マウス由来表皮細胞を培養し、その遊走能をタイムラプスで撮影、正常表皮細

胞と比較、検討。 
② 直接蛍光抗体法で、BP180 など HD構成タンパクの発現ならびにその局在を確認。 
③ BP230-KO マウス背部皮膚に人工的 6mm の皮膚欠損を作成、上皮化まで経時的観察。 
④ 適宜皮膚生検を行い、潰瘍底の伸長する表皮細胞の HD 構成タンパクの発現を免疫組織

化学染色で確認。 
（3）BP230 タンパクを標的とした BP発症モデルマウスの作成 

① マウス BP230 タンパクをコードするエクソン 24 をクローニング、タンパク発現ベクタ
ーを作成、大腸菌に形質転換させ、そのタンパクを回収。 

② BP230-KO マウス皮内に 2週に 1回投与、8週後に抗血清を回収。 
③ ELISA 法でそのタンパクに対する抗体産生を確認。 
④ C57BL/6 マウス背部皮膚に抗血清を投与、後日皮膚生検を施行、直接蛍光抗体法で表皮

基底膜に抗体、補体の沈着を確認。 
 
４．研究成果 
（1）BP230 タンパク欠損による表皮水疱症発症の疾患モデルマウスの確立 
マウスの全組織で BP230 を KO したところ、生後 2週あたりからジストニア症状が出現し、短命



であった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 
 

そこで、皮膚のみで BP230 を欠損する KOマウスを作成したところ、ジストニア症状は出ず長期
生存可能となった。マウス背部皮膚、抗 BP230 抗体を用いて蛍光抗体法を行ったところ、本来あ
るべき表皮真皮境界部の染色性は消失しており、表皮細胞における BP230 タンパク発現の欠損
を確認した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 

BP230-KO                           正常マウス 
 
BP230-KO マウスの背部皮膚を光学顕微鏡で確認したところ、明らかな表皮下水疱、裂隙は観察
できなかった。一方、電子顕微鏡で観察したところ、ヘミデスモゾーム構造で見られる inner 
plaque の消失を確認した（図 3）。BP230-KO マウスの背部皮膚におけるデスモゾーム構造には明
らかな変化は認められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 

    BP230-KO          正常マウス 
 
（2）表皮細胞遊走能の変化ならびに創傷治癒への影響 
BP230-KO マウス由来培養表皮細胞が、正常表皮細胞より高い遊走能を有していることを確認し
た（図 4）。 
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そこで、BP230-KO マウス背部皮膚に人工的に 6mm の皮膚欠損を作成、上皮化までの過程を経時
的に観察したが、正常マウスとの比較で有意な差は観察できなかった。また、タンパク発現に関
しても差異を認めなかった。 
 
（3）BP230 タンパクを標的とした BP発症モデルマウスの作成 
マウス BP230 タンパクをコードしているエクソン 24をクローニング、タンパク発現ベクターを
作成、大腸菌に形質転換させ、そのタンパクを回収した（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 
 

 
精製したリコンビナントタンパクを、BP230-KO マウス皮内に 2 週に 1 回投与、8 週後に抗血清
を回収、ELISA 法で抗体産生を確認した。 
その抗血清を正常マウスに投与したところ、表皮下水疱とともに表皮下に IgG の沈着が確認さ
れた（図 6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 
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