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研究成果の概要（和文）：　抗p200類天疱瘡におけるラミニンγ1の関与の検討のため、CRISPR-Cas9法によりラ
ミニンγ１ノックアウトHaCaT細胞を作製し、患者血中の抗ラミニンγ１抗体の病原性を明確にした。
その研究過程で、ラミニンベータ４の関与も判明したため、ラミニンガンマ１とラミニンベータ４の病原性モノ
クローナル抗体を作製するため、抗p200類天疱瘡患者B細胞を用いて、ファージディスプレイ法に必要なファー
ジライブラリを作成した。今後、2種の自己抗原のモノクローナル抗体を作製し、各種疾患モデル実験でその病
原性を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：To investigate the involvement of laminin-g1 in anti-p200 pemphigoid, we 
generated laminin- g1 knockout HaCaT cells by CRISPR-Cas9 method and clarified the pathogenicity of 
anti-laminin- g1 antibodies in patient sera using these cells.
In the course of this research project, we also found the involvement of laminin b4. Therefore, to 
obtain pathogenic monoclonal antibodies for both laminin g1 and laminin b4, we prepared a phage 
library for the phage display method using anti-p200 pemphigoid patient B cells. We will produce 
monoclonal antibodies for the two autoantigens and determine their pathogenicity by using various 
disease model experiments.

研究分野： 皮膚科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究の成果として、その病態がいまだ明らかでない抗p200類天疱瘡について、まず、CRISPR-Cas9法によ
って作成したラミニンγ１ノックアウト細胞を用いた研究で、抗ラミニンガンマ１抗体の病態への関与が確認さ
れた。また、研究の過程で、新たな自己抗原として、ラミニンベータ４が同定された。今後、ファージディスプ
レイ法により、2種の自己抗原のモノクローナル抗体を作製し、各種疾患モデル実験に供する予定である。本研
究によって新たな自己抗原が同定され、その病原性が解明されたことは、自己免疫疾患の新しい研究に繋がる。

※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。



1. 研究開始当初の背景 
 
自己免疫性水疱症は多彩な皮膚抗原に対する自己抗体によって皮膚が障害され水疱を形成す

る組織特異的自己免疫性疾患であり、的確な診断のもとに早期に適切な治療を行わないと死に
至ることもある重篤な皮膚疾患である。そのうち天疱瘡，類天疱瘡，後天性表皮水疱症は厚生労
働省の指定難病となっている。自己免疫性水疱症には多数の病型があるが、表皮細胞膜蛋白に対
する自己抗体を示す天疱瘡群と表皮基底膜部蛋白に対する自己抗体を示す表皮下自己免疫性水
疱症群に大別される。 
抗 p200 類天疱瘡は、1996 年に私どもが提唱した新しい表皮下自己免疫性水疱症であり

（Zillikens, Hashimoto et al (1996), J Invest Dermatol）、水疱・紅斑性皮疹を生じ、血中
IgG 自己抗体は、1M 食塩水剥離ヒト皮膚切片の蛍光抗体間接法で剥離部の真皮側 BMZ に反応し、
ヒト真皮抽出液を基質とした免疫ブロット法にて 200kDa 蛋白に反応する(図１)。その自己抗原
は長年未知であったが、2009 年、私どもは二次元電気泳動法とプロテオミクス法を用いて、p200
蛋白がラミニンγ1であることを証明した（Dainichi, Hashimoto et al(2009), PNAS）（図１） 。 
ラミニンγ1は普遍的なラミニンサブユニットで表皮 BMZ ではラミニン 311、321、511 のヘテ

ロ 3 量体を形成し表皮・真皮結合に関与する（図２）。しかしラミニンγ１は全身の多くの組織
の BMZ に発現しているにも関わらず、患者血清中の自己抗体は表皮基底膜部にのみ反応し、患者
は皮膚以外の組織に病変を示さない理由はまだ解明されていない。 
その後の研究でも、抗ラミニンγ1自己抗体の病原性は未だ不明である。また、現在まで、各

種疾患モデルを用いた研究では、抗ラミニンγ１自己抗体の病変の再現は証明されておらず
（Koga, Hashimoto et al (2013),J Dermatol Sci）、200kDa の他の未知病原性抗原の存在を提
唱する研究者もいる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



２. 研究の目的  
 
本研究では、抗 p200 類天疱瘡の病態解明のため、多くの多角的研究を施行して、自己抗原の

同定とその病原性を検討することを目的とする。また、患者自己抗体が皮膚のラミニン γ１の
みに特異的に反応する機序の解明し、自己抗体の病原性の証明することも目的とする。 
本研究では、まず CRISPR-Cas9 法を用いてラミニン γ１ノックアウト細胞を作製し、患者血

清中の自己抗体の反応性を検討する。次に皮膚ケラチノサイト培養細胞と皮膚以外の組織の培
養細胞の発現するラミニンγ１を比較する。 また自己抗体の病原性の証明のため、患者 B細胞
から単離した RNA とファージディスプレイ法を用いて病原性モノクローナル抗体を作製し、そ
れを各種疾患モデルに供する。これらの多角的研究により病因解明を目指す。 
本研究の学術的独自性の一つは、本研究を中心的に遂行する大阪市立大学皮膚科と久留米大

学皮膚科は長年にわたって自己免疫水疱症の研究を進め、抗 p200 類天疱瘡を含めた、多くの希
少な患者血清を渉猟しており、各種の検査技術も完成していることである。 
また、本研究の創造性としては、抗ラミニンγ１自己抗体の疾患特異的な単一の自己抗体であ

ることを証明するため、CRISPR-Cas9 法を用いて作成したラミニンγ１ノックアウト細胞を作成
し、種々の生物学的・生化学的方法で検討することがあげられる。また今までの疾患モデルでは
非病原性の抗体であった可能性と、使用した抗体量が少なかった可能性があるため、本研究では
病原性抗体の大量生産のため患者 B 細胞 RNA とファージディスプレイ法を用いて病原性モノク
ローナル抗体を大量に作製する。その抗体を用いて、各種の疾患モデル実験を行うことも新しい
試みである。 
 
3． 研究の方法  
 
令和 3-5 年度、継続する研究： 
3 年間継続して、大阪公立大学と久留米大学皮膚科で、多くの自己免疫性水疱症症例の診断検査
を施行して、新たな抗ラミニンγ1 類天疱瘡症例を渉猟する。また、3 年間の成果を、随時、学
会発表と論文発表で公表する。 
 
令和 3 年度： 
（１）ラミニンγ１ノックアウト HaCaT 細胞実験  
CRISPR-Cas9 法によりラミニンγ１をノックアウトした培養 HaCaT 細胞を作成する。すなわち、
Cas9 遺伝子を導入して作成した Cas9 発現 HaCaT 細胞に tracRNA カップリングしたラミニンγ1
を標的とする gRNA（配列： CTTAATCGCCTGAACACTTT ）を transient transfection しクローニン
グして作成する。 
 
令和 4 年度： 
（１）このラミニンγ１ノックアウト HaCaT 細胞を用いて抗ラミニン γ１類天疱瘡患者自己抗
体のラミニンγ１への反応の特異性と単一性を確認する。まず、培養細胞を用いた蛍光抗体法で、
患者血清の反応性の消失・減弱を検討し、ラミニンγ１が自己抗原であることを確認する。さら
に培養細胞の抽出液を用いた免疫ブロット法でラミニンγ１への反応性を確認する。200kDa バ
ンドが消失すれば、ラミニンγ１への反応性を確認することに加えて、200kDa のバンドは単一
蛋白によるものであることを証明できる。 
 
（２）多種の培養ケラチノサイトを用いた病原性エピトープの検討: 現在までに、私どもは、
HaCaT 細胞が異なった分子量のラミニンγ１を発現していることを見出した。そのため、まず多
数の異なった培養ケラチノサイトの抽出液と他組織の培養細胞抽出液を用いて抗ラミニン γ１
モノクローナ ル抗体による免疫ブロット法を行い、これらの培養ケラチノサイトの産生するラ
ミニン γ１の多様性を確認する。その後、患者血清の免疫ブロット法を施行し、異なったラミ
ニンγ１の反応性の有無を検討することにより皮膚特異的反応の機序を解明する。  
 
令和 5 年度： 
（１）ファージディスプレイ法によるモノクローナル抗体の作成: 疾患モデル実験では大量の
病原性抗ラミニンγ１抗体が必要となるため、抗 p200 類天疱瘡患者 B細胞を用いてファージデ
ィスプレイ法によりラミニン γ１に対する病原性モノクローナル抗体を作成する。すなわち 、
患者末梢血から単離した B 細胞より RNA を抽出する。その cDNA を用いてファージライブラリを
作成し、ラミニン γ１リコンビナント蛋白を用いたパンニングを繰り返して、抗ラミニン γ１
モノクローナル抗体を得る。さらに、この抗ラミニン γ１モノクローナル抗体の可変領域遺伝
子を完全ヒト IgG 型抗体発現用ベクターにクローニングし、HEK293 細胞に導入することで完全
ヒト IgG 型の抗ラミニンγ１モノクローナル抗体を作製する 。 
 
（２）疾患モデル実験 
 疾患モデル研究のための予備実験として、水疱性類天疱瘡血清より精製した IgG 抗体を用い
た ex vivo ヒト皮膚切片疾患モデルと、尋常性天疱瘡患者血清より精製した IgG 抗体を用いた



新生マウス動物疾患モデルの手技を確立する。確立した ex vivo ヒト皮膚切片モデルおよびマ
ウス動物モデルを用いて、前年度に、抗 p200 類天疱瘡患者 DNA を用いて作成し、大量生産した、
完全型ヒト型モノクローナル抗体の病原性の確認実験を行う。 
 
４. 研究成果  
 
（１）3 年間の本研究では、3 年間継続して大阪公立大学と久留米大学皮膚科で多くの自己免疫
性水疱症症例の診断検査を施行し、約 30 名の新たな抗ラミニンγ1 類天疱瘡症例を渉猟した。
また、3 年間に自己免疫性水疱症に関連した約 70 報の英文論文を発表したが、その内、１２論
文は、抗 p200 類天疱瘡に関する各種の研究成果の論文である（巻末の文献に記載）。 
 
（２）研究の 1年目には、主に、ラミニンγ１について、そのリコンビナント蛋白と CRISPR-
Cas9 法によるノックアウト HaCaT 細胞を作製した。ラミニンγ１特異的抗体を用いた免疫ブロ
ット法を施行し、この細胞でラミニンγ１の産生が見られないことを確認した（図３）。 
 
（３）2年目は、ラミニンγ１ノックアウト細胞を用いた抗
p200 類天疱瘡の研究を進め、まずノックアウト細胞を用い
た蛍光抗体法でモノクローナル抗体および患者血清の反応性
の消失・減弱を検討し、ラミニンγ１が自己抗原であること
を確認した。さらにノックアウト細胞の抽出液を用いた免疫
ブロット法で他の自己抗原との反応性がないことを確認し
た。この結果は、Osaka City Med J に論文発表した。 
 
（４）前述のように、私どもは、HaCaT 細胞がヒト真皮抽出液
とは異なった分子量のラミニンγ１を発現していることを見
出した。そのため、ヒト皮膚のラミニンγ１と多種のケラチ
ノサイト培養細胞、さらに他の組織およびその培養細胞で発
現するラミニンγ１の多様性を検討することにより、抗 p200
類天疱瘡患者血中の自己抗体の表皮基底膜部特異的反応の機
序の解明できると考えた。この解明のため、まず多数の異な
った培養ケラチノサイトの抽出液と他組織およびその培養細
胞抽出液を用いて抗ラミニンγ１モノクローナル抗体による
免疫ブロット法を行い、これらの培養ケラチノサイトの産生する反応するラミニンγ１に多様
性があることを確認した。その後、患者血清の免疫ブロット法を施行し、異なったラミニンγ１
の反応性を検討し、培養細胞のラミニンγ１の糖鎖やリン酸化の変化により、患者血清中自己抗
体の反応性に影響することを見出した。この結果も、Osaka City Med J に論文発表した。 
 
（３）本研究の当初の目的は、抗p200類天疱瘡における抗ラミニンガンマ１自己抗体の解析で
あったが、最終年度の3年目には、ドイツのリューベック大学の研究者と検討し、ラミニンベー
タ４がもう一つの新しい自己抗原であること見出した（図２）（論文投稿中）。そのため、3年目
は、ラミニンガンマ１のラミニンベータ４の両方の自己抗原について検討することにした。 
そのため、ファージディスプレイ法に必要な機材と試薬と専用キットを準備し、ファージラ

イブラリを作製した（図４）。すなわち、患者抗p200類天疱瘡患者末梢血から単離したB細胞よ
り抽出したRNAのcDNAを用いてファージライブラリを作成した。同時に、ラミニンベータ４のリ
コンビナント蛋白を作製した。 
 
今後、この
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のラミニンベ
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白を用いて2
種の自己抗原
の病原性モノ
クローナル抗
体を作製す
る。すなわ
ち、リコンビ
ナント蛋白を
用いたパンニ
ングを繰り返



してモノクローナル抗体を得る（図４）。さらに、このモノクローナル抗体の可変領域遺伝子
を完全ヒトIgG型抗体発現用ベクターにクローニングしHEK293細胞に導入することで完全ヒト
IgG型モノクローナル抗体を作製する。 
 
（４）その後、その2種の自己抗原の病的モノクローナル抗体を用いて、ex vivoヒト皮膚切片
疾患モデルや新生マウス動物疾患などの疾患モデル実験を行う予定である。そのための準備と
して、まず、患者血清より精製したIgG抗体を用いたex vivoヒト皮膚切片による疾患モデルの
手技を確立した。 
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