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研究成果の概要（和文）：BP-IgG誘導性サイトカイン放出についてELISA法で調べたところ、0.06 mMのカルシウ
ム含有培地で培養したケラチノサイトでは、normal-IgG投与下に比較してBP-IgG投与下のケラチノサイト培地で
はIL-8及びGM-CSFのタンパク量が増加していた。mRNAについてはRNAシークエンスを行ったところ、0.06 mMカル
シウム含有培地で、BP-IgG刺激後にIL-6とGM-CSFのmRNA発現が増加していた一方、1.8 mMカルシウム含有培地で
は、認めなかった。IL-8のmRNAは、いずれのカルシウム濃度でもmRNA発現の増加は認めなかった。今後は、この
メカニズム解明の予定である。

研究成果の概要（英文）：The ELISA assay for BP-IgG-induced cytokine release showed that the protein 
levels of IL-8 and GM-CSF were increased in keratinocytes cultured in 0.06 mM calcium-containing 
medium under BP-IgG treatment compared to normal-IgG treatment.  RNA sequencing for mRNA showed that
 IL-6 and GM-CSF mRNA expression was increased after BP-IgG stimulation in 0.06 mM 
calcium-containing medium, but not in 1.8 mM calcium-containing medium. mRNA for IL-8 was not 
increased at any calcium concentration. We plan to elucidate this mechanism in the future.

研究分野：自己免疫性水疱症

キーワード： 類天疱瘡　発症機序

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでも水疱性類天疱瘡発症でのIL-6、IL-8などの関与は断片的に知られていたが、今回、ELISA法のみなら
ずRNAシークエンスで網羅的に調べたことにより、新たにGM-CSFの関与についても調べる必要性があることがわ
かった。残念ながら、これらの放出を引き起こす、シグナル分子の解明には至らなかったものの、手法を検討し
て今後明らかにしていきたい。これらを解明することに難病指定されている水疱性類天疱瘡の新規治療法の解明
の端緒となる可能性を有する。

※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。



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（BP）は自己免疫性水疱症であり、厚生労働省難病指定疾患である。BP

の自己抗体（BP-IgG）のターゲットは、ヘミデスモソーム分子 BP180と BP230が知られ、

中でも BP180 が主要抗原であることが知られている。BP の臨床的特徴としては、多発す

る水疱と強い痒みをともなう炎症性紅斑の 2つがある。BPにおける水疱発症機序の解明は

下記のように進んできた。まず、Liu らは、マウスに抗 BP180 抗体を投与する実験的 BP

モデルを構築し（Liu et al. J. Clin. Invest., 1993）、さらに補体 C5欠損マウスで同様の処

理を行った場合に水疱が形成しないことを確認し、補体活性化を介した水疱形成機序（補体

経路）を提唱した（Liu et al. J. Clin. Invest., 1995）。一方で、補体の関与しない水疱形成

機序（非補体経路）もわれわれを含む複数のグループから証明されてきた。 例えば、

Kitajima らは、BP 患者組織で BP180 の内包化がみられること（Kitajima et al. Br. J. 

Dermatol., 1998）を示した。また、補体や好中球が無い in vitro培養ケラチノサイトに BP-

IgGを投与すると Iwataらは、ケラチノサイトとディッシュの接着力が低下すること（Iwata 

et al. J. Invest. Dermatol., 2009）、われわれはケラチノサイトの遊走促進が見られること

を示した（Ozawa et al. J. Invest. Dermatol., 2010）。またわれわれは、GFP-BP180を培

養ケラチノサイトに遺伝子導入後、BP-IgG を投与すると、ケラチノサイト細胞内への

BP180のマクロピノサイトーシスによる内包化が生じることを世界に先駆けて示した（図

1）（Hiroyasu et al. Am. J. Pathol., 2013）。さらに、BP類縁疾患でも患者由来 IgGにより

BP180内包化が生じることも明らかにした（Naruse et al. Med. Mol. Morph., 2016）。こ

れらの研究成果に引き続き、BP-IgG により細胞内に内包化された BP180 がユビキチン化

され、おそらくプロテアソームにより分解される結果（直接は示されていない）、ケラチノ

サイトの接着力の低下が起こるのではないかと別のグループから提唱された （Ujiie et al. 

J. Immunol., 2013）。 

 一方で、BP患者の水疱内容液や血液中にさまざまな炎症性サイトカインが生じることは

知られているものの、BPの炎症性紅斑形成メカニズムの解明は遅れている。断片的なもの

として、例えば、BP患者血清には IgE型 BP抗体（BP-IgE）が存在し、BP-IgE抗体価と

好酸球数・病勢との一致（Ma et al. J. Dermatol. Sci., 2015）、CD69, CD11b, CCL26など

の好酸球活性化マーカーや IL-6, 8, 1αなどの水疱内と血中での発現上昇（Engmann et al. 

Acta Derm. Venereol., 2016）、BP患者組織での Th17細胞数の上昇（Arakawa et al. Exp. 

Dermatol., 2011)、肥満細胞の脱顆粒（Heimbach et al. J. Biol. Chem., 2011）などは知ら

れているが、炎症性紅斑の統合的な発症メカニズムの解明は行われていない。 
 
２．研究の目的 

 先述のように、BP患者の水疱や血液中でサイトカイン産生が亢進していることから、サ

イトカイン産生に重要な働きを持つことが知られている炎症系 Pathway、特にその代表的

なものであるNF-kBの関与、また、それに重要な制御を果たすことが知られているユビキ

チン化機構を含む機構を解明することを目的とする。BP-IgG結合後の BP180内包化とそ

れに続くユビキチン化が NF-kB の活性化を通して炎症機転に関与する可能性は高いとの

仮説を立てるに至った。しかしながら、その後の研究手法の発展に伴い、これらも含む

Pathwayを網羅的に解析することも可能となってきたので、そこにも挑戦することとした。 
３．研究の方法 

（１）4 mg/mLの水疱性類天疱瘡患者血清抽出 IgG（BP-IgG）または PBSを、1.8 mMの



カルシウム含有培地で培養した初代培養ケラチノサイトに投与し、16 時間後の培地中のサ

イトカイン濃度を Proteome profiler cytokine antibody array kit®を用いて比較した。 

（２）4 mg/mLの BP-IgGまたは normal-IgGを、1.8 mMまたは 0.06 mMのカルシウム

含有培地で培養した初代培養ケラチノサイトに投与し、16 時間後の培地中の IL-6, IL-8, 

GM-CSFの濃度を ELISAを用いて定量化した。 

（３）4 mg/mLの BP-IgGまたは normal-IgGを、1.8 mMまたは 0.06 mMのカルシウム

含有培地で培養した初代培養ケラチノサイトに投与し、16時間後のメッセンジャーRNA発

現を、RNAシーケンスを用いて解析した。 

 

４．研究成果 

（１）BP-IgG 誘導性サイトカイン放出のスクリー

ニング 

1.8 mM カルシウム含有培地下で BP-IgG誘導性に

放出されたサイトカインを同定するため、Proteome 

profiler cytokine antibody array kit®を用いて BP-

IgG 刺激と PBS 刺激下の初代培養ケラチノサイト

の培地中のサイトカインを比較した。GM-CSFの増

加を認めた（図 1）。   

  

（２）BP-IgG誘導性サイトカインの定量化 

BP-IgG誘導性に放出された IL-

8 と GM-CSF を定量化するた

め、1.8 mMまたは 0.06 mMカ

ルシウム含有培地で培養した初

代培養ケラチノサイトで、BP-

IgG 刺激後の培地及び normal-

IgG刺激後の培地を、IL-8及び

GM-CSFのELISAで解析した。

図 2に示すように、1.8 mM カ

ルシウム含有培地で培養された

ケラチノサイトでは両条件下で

IL-8 及び GM-CSF の放出量に

差がなかった。一方、0.06 mM

のカルシウム含有培地で培養し

たケラチノサイトでは、normal-

IgG 投与下に比較して BP-IgG

投与下のケラチノサイト培地では IL-8及び GM-CSFのタンパク量が増加していた。 
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図 1: BP-IgG投与後の Cytokineレベル 

図 2: IL-8及び GM-CSF ELISA結果 
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（３）BP-IgG誘導性トランスクリプトーム解析 

BP-IgG投与下のmRNA発

現を網羅的に検索するた

め、BP-IgG刺激と normal-

IgG 刺激下の培養ケラチノ

サイトの RNA シークエン

スを行った。培養条件は

0.06 mMまたは 1.8 mM

のカルシウム含有培地を用

い、計 4種類の条件を用い

た。図 3に示すように、そ

れぞれに特徴的な遺伝子発

現を認めた。0.06 mMカル

シウム含有培地を用いた培

養条件では、BP-IgG 刺激

後に IL-6 と GM-CSF の

mRNA 発現が増加してい

た。一方、1.8 mMカルシウ

ム含有培地を用いた培養条

件では、BP-IgG刺激後に IL-6と GM-CSFのmRNA発現の増加は認めなかった。IL-8の

mRNAは、いずれのカルシウム濃度でもmRNA発現の増加は認めなかった。今後、BP-IgG

誘導性の IL-6と GM-CSFの上流分子を同定するために、IL-6と GM-CSFのmRNA発現

パターンと同様の挙動を示す遺伝子を阻害し、BP-IgG誘導性の IL-6及び GM-CSFの増加

が阻害されるかを検証する予定である。                
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