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研究成果の概要（和文）：本研究は水疱性類天疱瘡(BP)患者リンパ球からBPの病態形成に強く関与するモノクローナル
抗体を同定し、この抗体を標的とした治療の開発を目的とする。まず複数のBP患者から得た血清を用いて抗BP抗体のプ
ロファイルを確認した。次にBP患者の末梢血単核球を用いて順次抗体発現細胞を同定した。これらの細胞から得た抗体
可変部cDNAを含む発現ベクター作製し、それを導入した細胞の培養上清よりモノクローナル抗体を得た。得られた抗体
のひとつは542-566アミノ酸を特異的に認識した。これは提供患者血清のプロファイルと一致していた。現在、この抗
体の水疱形成能の検証と更なる抗体の獲得を継続している。

研究成果の概要（英文）：Bullous pemphigoid (BP) is an autoimmune blistering disease caused by IgG autoanti
bodies against the NC16a domain of BP180. In this study, we attempted to isolate IgG monoclonal antibodies
 against NC16a and identify epitopes strongly associated with the pathogenesis of BP. Antigen-specific ant
ibody-secreting cells (ASCs) were collected from the patient's peripheral blood monocytes using an Immunos
pot array assay on a chip (ISAAC). IgG variable region cDNA was amplified from each ASC and ligated to an 
expression vector. Monoclonal antibodies were obtained from the culture supernatant of HEK293T cells trans
fected with the expression vectors. These monoclonal antibodies specifically recognized 542-566 amino acid
s of BP180. We perform to examine whether the antibodies induce blister formation in the human skin and to
 obtain other types of monoclonal antibodies from BP patients. In addition, we plan to develop a new thera
py targeting disease-related antibodies.
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１．研究開始当初の背景 
高齢者に好発する自己免疫性水疱症の一つ
であり、全身性に紅斑と緊満性水疱が多発し、
病理組織学的には表皮下水疱と水疱内およ
び真皮上層への好酸球・リンパ球などの浸潤
を特徴とする。本疾患の原因は表皮基底細胞
のヘミデスモゾームに存在する BP180(type 
XII collagen)に対する自己抗体と考えられ
ている。本疾患は自己抗体が直接細胞の接着
を阻害する天疱瘡群と異なり、自己抗体が
BP180、特に細胞外ドメインに存在する NC16a
領域（490-562 アミノ酸）に結合したあと、
補体の活性化が生じ、遊走してきた多核白血
球が産生する蛋白分解酵素により基底膜が
分解されることにより水疱が形成される（図
１）。BP の診断は蛍光抗体法、免疫ブロット
法、NC16a 領域を抗原とした Enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA)法が用いられ
ている。特に ELISA 法は特異度、鋭敏度とも
優れており、またその値が病勢を反映するこ
とから現在臨床の場で広く用いられている。
しかし、ELISA 法で検出されない症例（Zenzo 
GD et al. J Invest Dermatol 2003; Mariotti 
F et al. Br J Dermatol 2004）も報告され
ており、NC16a 以外の領域に対する抗体の存
在も知られている。さらに MC16a 領域と反応
はするものの血中抗体価と重症度が相関し
ない患者もときに存在する。これは患者が有
する自己抗体がポリクロナールであり、
NC16a と反応する抗体の中でも病態に強く関
与するものとしないものが混在しているこ
とが原因であると思われる。このことは
NC16a 領域内のアミノ酸 507-520 に対するリ
コンビナント Fab 抗体が BP の発症を抑制す
るとの報告(wang G et al. Am J Pathol 2010)
により支持されると考えられる。 
最近、マイクロアレイチップを使い末梢血よ
り迅速にかつ効果的に抗原特異的抗体を分
泌 す る 細 胞 (antigen-specific antibody 
secreting cells; ASCs)を単一細胞レベルで
単離する方法（Immunospot array assay on a 
chip；ISAAC）を研究分担者である岸等が開
発した (Jin A et al. Nat Med 2009)。ISAAC
法によりB型肝炎患者やインフルエンザ患者
の末梢血よりウイルスに対する中和抗体を
産生する ASCｓを同定し、約１週間でモノク
ローナル抗体の獲得に成功しており、抗体療
法における非常に有用な技術として注目さ
れている（ISAAC の詳細については後述する）。 
 
 
２．研究の目的 
今回、水疱性類天疱瘡患者リンパ球から
ISAAC法によりBP180NC16a領域を標的とする
ASCs を単離して各細胞より産生されるモノ
クローナル抗体を獲得する。このモノクロー
ナル抗体をもちいて病態の形成に強く関与
するエピトープを同定する。さらに、同定さ
れたエピトープを用いてより鋭敏に病勢を
反映する検査システムの構築やこのエピト

ープを認識する抗体を標的とした特異的な
抗体治療の開発を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
水疱性類天疱瘡患者末梢血からのモノクロ
ーナル抗体の分離 
(1)リコンビナントBP180NC16aタンパク質の
作製 
正常ヒト皮膚 cDNA を鋳型とした RT-PCR 法に
よ り 得 た BP180NC16a 領 域 の cDNA を
pENTR/Directional-TOPO vector に導入し、
塩基配列を確認後 Gateway System を用いて
大腸菌用 GST 融合発現ベクターである
pDEST15 vector に組み替える。このベクター
を用いて大腸菌内でリコンビナントタンパ
ク質を誘導し、グルタチオンセファロースで
精製したタンパク質を以後の実験に用いる。 
(2)ELISA 用 BP180NC16a ペプチドの作製 
BP180 の NC16a 領域をさらに 491-510 アミノ
酸、507-525 アミノ酸、522-545 アミノ酸、
542-566 アミノ酸の 4 つの領域に分け、それ
ぞれのペプチドを作製する。 
(3)BP 患者からの PBMCs の採取 
臨床症状、組織学的所見、蛍光抗体法所見で
BP と診断され、さらに ELISA 法により血清
BP180NC16a 抗体が検出された患者の末梢血
より PBMCs を採取する。未治療の患者、約 10
名からの PBMCs の採取を目標とする。末梢血
からPBMCsの分離はリンポセパールⅠを用い
る。得られた PBMCs はリコンビナント
BP180NC16a蛋白を用いたELISPOT解析により、
抗体産生細胞の有無を確認する。 
(4)ISAAC 法による BP180NC16a 領域を標的と
する ASCs の同定 
ELISPOT 解析で抗体産生が確認できた PBMCs
を用いて、Jin A らの方法に従い(Jin A et al. 
Nat Med 2009)ISAAC 法を行う。ISAAC 法の概
略は以下の通りである。BP180NC16a タンパク
質でコーティングした直径 10μm 深さ 15μm
のマイクロウェルに解析する細胞を入れ３
時間培養し、抗原特異的抗体をチップ表面に
トラップする。その後 Cy3 標識抗 IgG 抗体を
チップに加え反応させる。抗原特異的抗体を
Cy3 で、細胞を Oregon Green で標識し蛍光顕
微鏡下で抗原特異的抗体の産生を確認する。 
(5)モノクローナル抗体の獲得 
ISAAC 法により抗体産生が確認された細胞は
個々に回収され、それぞれ抗体γ鎖、κ鎖、
λ鎖に対するプライマーを用いた単一細胞 
5’-RACE 法（Ozawa T et al. Biotech 2006）
により抗体可変部 cDNA を増幅させ、抗体重
鎖(H 鎖)や軽鎖(L 鎖)の定常部領域を含有す
る発現ベクターに導入する。この H鎖と L鎖
の両方の発現ベクターをHEK293T細胞に共導
入し細胞内で発現させることによりモノク
ローナル抗体を獲得する。 
 
モノクローナル抗体の反応性の検証 
(1)リコンビナント BP180NC16a を用いた 



ELISA 法、ヒト正常皮膚を用いた蛍光抗体法、
BP180NC16a タンパク質および表皮角化細胞
抽出タンパク質を用いたウェスタン解析に
よりISAACにより得られたモノクローナル抗
体が BP180NC16a を認識するかを確認する。 
(2)モノクローナル抗体認識エピトープの同
定 
BP180NC16a を認識することが確認できた抗
体は、次にそれぞれの抗体が認識するエピト
ープを同定する。BP180NC16a 領域を約 15 ア
ミノ酸毎に分割し各々のペプチドを合成す
る。この合成ペプチドを用いた ELISA 法を行
い各モノクローナル抗体が認識するエピト
ープを決定する。 
 
モノクローナル抗体の病態形成能の検証 
認識するエピトープ毎にモノクローナル抗
体を分類し、病態形成に関与する抗体を同定
する。健常人ボランティアより書面による同
意を得た後、正常皮膚を採取する。得られた
皮膚を nu/nu マウス背部に移植し、皮膚の生
着後マウスの腹腔内に各モノクローナル抗
体を投与する。 
24～48 時間後、水疱形成の有無を確認する。
その後マウスより皮膚を採取し、組織学的検
討および免疫学的検討を行い、病態形成能を
持つモノクローナル抗体を同定する。 
 
 
４．研究成果 
(1)BP 患者から PBMCs の獲得 
BP 患者 12 名より書面による同意を得た後、
PBMCs 採取した。同時に患者血清も採取した。 
 
(2)BP 患者血清を用いた抗体プロファイルの
検討 
PBMCs を採取した際に得られた血清を用いて
BP180NC16a 蛋白質や BP180NC16a 領域を分割
した各ペプチドを抗原としたELISA法を行っ
た。その結果いずれの患者血清も複数のペプ
チドと反応し、また最も強く反応するペプチ
ドも患者ごとに異なっていた。以上より BP
患者が複数の種類の抗体を有すること、患者
ごとに認識するエピトープが異なる抗体を
有することが確認された。尚、この過程で非
典型的な臨床像や抗体を有していた患者は
英文誌に報告し以後の解析には用いなかっ
た（Matsui et al.Eur J Dermatol 2014, Hara 
et al. Eur J Dermatol 2014）。 
 
(3)PBMCs からのモノクローナル抗体の単離 
まず 1 名の患者 PBMCs（1x107個）から ISSAC
法を用いて抗 BP180NC16a 抗体を産生してい
る ASCs を 8 個同定した。それぞれの細胞か
ら RT-PCR 法により IgG抗体可変部 cDNA を増
幅させ、各抗体重鎖(H 鎖)や軽鎖(L 鎖)を定
常部領域を含有する発現ベクターに導入し、
合計 240 の発現ベクターを作製した。H 鎖と
L 鎖のコンストラクトを様々な組み合わせで
HEK293T 細胞で共発現させ、その上清をリコ

ンビナントBP180NC16a蛋白質を用いたELISA
法に適用しモノクローナル抗体を産生して
いる細胞をひとつ獲得した。モノクローナル
抗体を産生したコンストラクトに関しては、
抗体可変領域の塩基配列も確認した。 
さらに多くのモノクローナル抗体を得るた
め他の BP 患者の PBMCs を用いて同様の実験
を継続している。 
 
(4)モノクローナル抗体の特性の解析 
得られたモノクローナル抗体が認識するエ
ピトープを同定するため BP180NC16a 領域の
各種ペプチドを用いて ELISA 法を施行した。
その結果、本抗体は 542-566 アミノ酸と反応
した。これはこの PBMCs の提供患者の血清が
最も強く反応したペプチドと一致していた。
さらに、この抗体を用いて蛍光抗体間接法、
ウェスタン解析を施行したが陽性所見は得
られなかった。これは ELISA 法の結果から得
られた細胞上清中の抗体価が低かった可能
性が考えられたため、現在発現ベクター導入
細胞を大量培養し大量の培養上清を濃縮し
抗体の濃度を高めることを試みている。 
 
(5)まとめと今後の展開 
これまで BP180NC16a 領域を認識するモノク
ローナル抗体はひとつのみ得られている。現
在他の BP 患者の PBMCs からも抗体の獲得が
継続されている。今後 BP180NC16a 領域の異
なる部位を認識する抗体が得られた後、病態
形成における機能の差異について比較検討
し、病態形成や病勢に強く関与するエピトー
プ・抗体を同定する。将来的にはこれらの情
報に基づき、より病勢を鋭敏に反映する検査
キットや病態関連抗体を標的とした新規治
療法の開発を目指す。 
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