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研究成果の概要（和文）： 本研究により、水疱性類天疱瘡(BP)患者 IgG 自己抗体が表皮基底
細胞膜上に発現している 17 型コラーゲン（COL17）へ結合したのち、ダイナミックに細胞内
へ取りこまれることが明らかとなった。COL17 の細胞外領域は細胞膜近傍で切断されるが、
BP の自己抗体が、切断された後に生じる新規抗原エピトープに対し反応するものがあること
も解明した。更に、COL17 は、細胞外マトリクス中のラミニン 332 や IV 型コラーゲンと相互
作用しており、表皮細胞は COL17 を切断しながら遊走することも明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：This study revealed that IgG autoantibodies from bullous 
pemphigoid (BP) patients directly bind with collagen XVII (COL17) on the cell-surface, 
resulting in dynamic internalization of the complex into the cells. Furthermore, 
neoepitopes on the shed ectodomain of COL17 were found to be targeted by certain 
autoantibodies from BP patients. In addition, this study disclosed that migrating 
keratinocytes directly shed the COL17 which binds with other extracellular matrix 
proteins including laminin332 and collagen IV. 
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１．研究開始当初の背景 

水疱性類天疱瘡(bullous pemphigoid ; BP)
は、自己免疫性水疱症の中で最も患者数の多
い疾患であり、表皮真皮間結合に非常に重要
な働きを持つヘミデスモゾーム構成分子の
１つである 17 型コラーゲン（COL17）に対す
る自己抗体により発症する。BP における表皮

下水疱形成機序については、これまで主に免
疫したラットの抗血清を用いた実験系で行
われており、補体の活性化に伴う各種酵素の
働きが重要と考えられていた。一方、患者自
己抗体と好中球のみを皮膚凍結組織切片上
で反応させると表皮下水疱が生じることや、
培養ヒト表皮細胞へ BP 患者 IgG を反応させ
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ると IL-6, 8 が表皮細胞より誘導される点な
ど、補体を介さない自己抗体自身の病原性を
示唆する結果が報告されていた。しかし、
COL17 に対する自己抗体自体の病原性につい
ては、BP の発症機序解明において本質的な事
項であるにも関わらず充分に進んでいなか
った。これは患者自己抗体を利用した実験系
を構築するには限界があったことに起因し
ていた。つまり、マウスとヒトの COL17 抗原
エピトープ部位のアミノ酸配列が大きく異
なるため、患者 IgG をマウスへ投与してもヒ
ト IgG はマウス COL17 に結合せず、BP モデル
とはなり得なかったためである。そこで研究
代表者らは、Col17 遺伝子ノックアウトマウ
スを作製し、更にこのマウスへヒト COL17 
cDNA を導入することで、ヒト COL17 のみ表
皮基底膜で発現するCOL17完全ヒト化マウス
を作製した。この COL17 ヒト化新生児マウス
へ BP 患者 IgG を投与すると、BP に類似した
所見が再現可能であり、BPの病態解明と新規
治療法開発に非常に有用であった。 

研究開始当時、特定の分子の働きを生きた
まま生体内で可視化して観察する分子イメ
ージング研究が急速に発展していた。分子メ
ージングは、生命現象を分子の動きからダイ
ナミックに観察することが可能であるため、
疾患の病態生理や新規治療法開発に大きく
貢献している。BP においても、自己抗原であ
る COL17を分子イメージングすることが可能
となった場合、自己抗体が COL17 分子へ結合
した際の COL17分子の動態を直接視覚的に捉
えることが出来、水疱形成における COL17 の
切断など、BPの発症機序の解明がすすむと期
待されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、BP の自己抗原である

COL17 を分子イメージングし、BP の病態生理
を解明することである。COL17 の分子イメー
ジングが可能となった際は、BP 患者自己抗体
が COL17 へ結合した際の変化と COL17 の切断
を直接視覚的に捉えることが可能となる。従
って本研究は、COL17 の細胞外領域切断と BP
の発症との関連など、これまで未知の事項に
ついても明らかとなることを目的とするも
のである。 
 
３．研究の方法 
（１）COL17 分子の蛍光イメージングの確立 
COL17 分子の細胞内あるいは細胞外領域を、

それぞれ GFP あるいは Ds-Red を標識した際、
COL17 が生理機能を維持することが可能か明
らかにする。GFP あるいは Ds-Red を COL17 
cDNA の N 末端あるいは C末端に繋げる形で
pcDNA 発現ベクターへ遺伝子導入し、HEK293
細胞へトランスフェクションを行い、ライセ
ートおよび培養上清タンパク中に発現した

COL17 タンパクをウェスタンブロットで確認
する。 

 
（２）蛍光標識 COL17 発現細胞の確立 
 上記（１）で COL17 への蛍光標識を最適化
したコンストラクトを、COL17 を発現してい
ない表皮基底細胞へ遺伝子導入する。COL17
（‐）細胞として表皮水疱症患者由来細胞あ
るいは Col17遺伝子ノックアウトマウス表皮
基底細胞を用いる。遺伝子導入にはリポフェ
クションを用いるが、導入効率が悪い場合は
レトロウイルスやレンチウイルスベクター
の使用も検討する。 
 
（３）蛍光標識した BP 患者 IgG のダイナミ
クス 
 プロテイン Gカラムを用い、BP 患者血清ある
いは血漿交換後廃液より IgG を精製する。精製
IgG を CF555 で赤色標識し表皮真皮境界部へ沈
着することを確認後、培養表皮基底細胞と反応
させる。反応後の標識 IgG の動態は、コンフォ
ーカル蛍光顕微鏡（オリンパス, Fv10i）でタ
イムラプス観察する。 
 
（４）蛍光標識 BP-IgG と COL17 の分子イメー
ジング 
 上記（２）で作成した蛍光標識 COL17 発現表
皮基底細胞へ、（３）で作成した標識 BP-IgG を
反応させ、in vitro で抗原抗体反応を蛍光タイ
ムラプス観察する。 
 
（５）蛍光標識 COL17 発現遺伝子改変トランス
ジェニック（Tg）マウスの作成と応用 
 上記（１）で作成した蛍光標識ヒト COL17 
cDNA をケラチン 14 プロモーター下に発現する
ベクターを作成し、マウス受精卵前核へマイク
ロインジェクションする。得られた Tg マウス
皮膚基底膜部に蛍光標識COL17タンパクの発現
を確認後、ヘテロの Col17 ノックアウトマウス
と交配をすすめ、蛍光標識ヒト COL17 発現マウ
スを作製する。得られた蛍光標識ヒト COL17 発
現マウスへ、上記（３）で作成した蛍光標識
BP-IgG を投与し、in vivo での抗原抗体反応の
ダイナミクスを観察する。 
 
（６）COL17 細胞外領域切断の動態解明 
 切断された COL17の細胞外領域のみを認識
する抗体を作成する。COL17 の切断部位を同
定後、切断部の 8～10 アミノ酸配列のペプチ
ドを合成し家兎に免疫後、IgG を精製する。 
 
４．研究成果 
（１）COL17 分子の蛍光イメージングの確立 
COL17 cDNA のN末端あるいはC末端にEGFP、

Ds-Red をそれぞれ結合した結果、細胞内領域
である N末端を標識するとコラーゲンとして
の３量体形成を阻害することなく、生理機能



 

 

を維持することが明らかとなった。一方、C
末端に標識した場合、COL17 タンパク自体の
発現量が非常に少なくなり蛍光標識には適
さないことが判明した。 

 
（２）蛍光標識 COL17 発現細胞の確立 
 上記（１）の結果を踏まえ、COL17 cDNA の
N 末端に GFP を融合タンパクとして発現する
プラスミドを、COL17（‐）表皮水疱症患者
あるいは Col17遺伝子ノックアウトマウス由
来培養表皮基底細胞へ遺伝子導入を行った。
通常のリポフェクションでは殆ど遺伝子導
入することが出来なかったため、エレクトロ
ポレーション（Amaxa）を試みた。しかし、
導入効率は 20%程度であり細胞毒性も強かっ
たため、安定発現株のクローニングには至ら
なかった。そのため、レトロウイルスベクタ
ーを用い遺伝子導入し、N 末端に GFP が融合
した COL17 を安定発現する COL17（‐）表皮
水疱症患者由来培養表皮基底細胞株を多数
得ることに成功した（図１）。一方、同様に
レトロウイルスを用い、同じコンストラクト
を Col17遺伝子ノックアウトマウス由来培養
表皮基底細胞へ遺伝子導入したが、安定発現
株を得ることは出来なかった。うまくいかな
かった原因は不明である。 

図１ 表皮水疱症患者表皮基底細胞へ導入 
した GFP 融合 COL17 

 
（３）蛍光標識 BP 患者 IgG のダイナミクス 
 直接赤色蛍光標識した BP 患者 IgG は、表
皮真皮境界部に結合することを確認した。こ
の蛍光標識 IgGを培養正常ヒト角化細胞と反
応させたところ、反応 1時間後から細胞内へ
取 り 込 ま れ 、 ダ イ ナ ミ ッ ク に
internalization されることが判明した（図
２）。 
 
（４）蛍光標識 BP-IgG と COL17 の分子イメー
ジング 
 上記（２）で作製した、N末端に GFP が融合
した COL17 を安定発現する COL17（‐）表皮
水疱症患者由来培養表皮基底細胞へ、（３）
で作製した赤色標識 BP 患者 IgG を反応させ

たところ、IgGがinternalizationされる際、
COL17 タンパクと複合体を形成して行われる
ことが明らかになった。 

図２ 赤色蛍光標識 BP-IgG のダイナミクス 
 
（５）蛍光標識 COL17 発現遺伝子改変 Tg マウ
スの作成と応用 

上記（１）で作成した蛍光標識ヒト COL17 
cDNA は CMV プロモーターであるが、プロモー
ターをケラチン 14 プロモーターに変更する
過程で構築作業に時間を要し、現在、発現ベ
クターをマウス受精卵前核へマイクロイン
ジェクションしたところである。今後、Tg マ
ウスを用い研究を継続、発展させていきたい。 
 
（６）COL17 細胞外領域切断の動態解明 
COL17 の細胞外領域を蛍光標識した場合、

タンパク発現が低下したため、COL17 の細胞
外領域切断との関連の解明には異なるアプ
ローチを要した。そのため、COL17 が切断さ
れた後に切断部に生じる新しい抗原エピト
ープを特異的に認識する、“COL17 細胞外領域
特異的抗体”作製を試みた。プロテオミクス
技術を応用し、COL17 の切断部位を解明し、
切断部位特異抗体（Ab HK139）を作製したと
ころ、HK139 は切断後の COL17 を極めて特異
的に認識することが明らかになった。その結
果、HK139 抗体を用いることで BP 患者皮膚に
おいて COL17の細胞外領域の動態を解明する
ことが可能となり、切断後に出現する抗原エ
ピトープが BP 発症に関与することを解明し
た（Nishie W, et al. J Immunol 2010）。更
に、COL17は細胞外マトリクスでラミニン 332
や COL4 との相互作用し、表皮基底細胞が遊
走する際、ダイナミックに COL17 を切断する
ことも明らかにした（Nishie W, et al. Am J 
Pathool 2011、図３）。 



 

 

図３ COL17 を切断し遊走する表皮基底細胞 
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