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研究成果の概要（和文）： 本研究の目的は、自己免疫性水疱症である水疱性類天疱瘡（bullous 
pemphigoid, BP）の病態メカニズムを解明し、早期診断の手がかりとなる新知見を得ることで

ある。BP では水疱が多数生じるが、BP の水疱内容液が自己抗原である COL17 タンパクを切

断することが知られている。本研究によって、高度に精製されたリコンビナントヒト COL17
タンパクの作製が可能となり、実際に BP 患者水疱内容液により、リコンビナントタンパクが

細胞膜近傍の NC16A 領域で切断されることを確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： Bullous pemphigoid (BP) is an autoimmune blistering disease. The 
aim of this study is to clarify the pathogenesis of BP, which may be useful for early and 
accurate diagnosis. To address this, we aimed at the finding that blister fluid of BP patients 
can cleave the collagen XVII (COL17) which is an autoantigen for BP. We have established 
a method to obtain highly purified recombinant COL17, which was actually cleaved by 
blister fluid from BP patients within the juxtamembranous NC16A domain. 
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１．研究開始当初の背景 

Bullous pemphigoid (BP)は、自己免疫性
水疱症患者の中で最も患者数が多く、重症化
した場合は死に至ることのある疾患である。
BP の自己抗原は、真皮表皮境界部に存在す
る 17 型コラーゲン（COL17）であり、患者
IgG自己抗体がCOL17に結合することで水疱
形成が生じる（Nishie et al. Nat Med 13: 378, 
2007）。これまで IgG 自己抗体が COL17 へ結
合した後の水疱形成メカニズムとして、補体
活性化とその後に惹起される炎症細胞浸潤
が重要と考えられていたが、近年、補体活性
化を介さない発症機序の可能性も報告され
ていた（Iwata et al. J Invest 
Dermatol,129:919,2009）。従って、BPにお

ける水疱形成メカニズムは、未だ不明な点が
多い。膜通過型コラーゲンである COL17 は、
細胞外領域が膜近傍で切断を受けるが、研究
者らは、NC16A ドメインで生じる生理的切断
部位を明らかにした。そして、切断部を特異
的に認識する抗体を作製し、BP 患者水疱内
容液が生理的切断部位とは異なる部位で
COL17 を切断されることを示した（Nishie et 
al. J Immunol 185, 4938, 2010）。これらの
背景から、BP の水疱内容液が COL17 を切断
する部位を特定することが可能となった際
は、BP の発症メカニズム解明が進むほか、
切断部位をターゲットとする抗体を用い、
COL17 の切断を病変部で特定できる可能性
があると予想された。 
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２．研究の目的 

本研究の目的は、BP の病態メカニズムを解
明し、早期診断の手がかりとなる新知見を得
ることである。特に、自己抗原である COL17
が BP の水疱内容液により切断される点に着
目した点が特徴である。具体的な目的として、
（１）ヒト細胞からリコンビナントヒト
COL17 タンパクを作製すること、（２）BP 水
疱内容によりリコンビナント COL17が切断を
受けることを示すこと、（３）BP 水疱内容液
によって切断された COL17の切断部位を解明
すること、（４）生理的とは異なる非生理的
な切断部位を特異的に認識する抗体を作製
し、BP の発症メカニズムを解明すること、の
4点が挙げられる。 
 
３．研究の方法 
（１）リコンビナント COL17 タンパクの作製 
 ヒト COL17 cDNA を発現ベクターpcDNA へ組
み込み、HEK293 細胞へ遺伝子導入後、安定発
現株をクローニングする。ウエスタンブロッ
トを用いて COL17タンパクの安定発現を確認
後、抗 COL17 抗体を用い免疫沈降法によりタ
ンパクの精製を行う。精製タンパクは、クマ
シーブルー染色等で３量体の形成などコラ
ーゲンタンパクとしての機能を確認する。抗
COL17 抗体による精製がうまくいかない場合、
N末端に FLAG タンパクで融合したヒト COL17 
cDNAを同様に導入し、抗FLAG抗体を用いる。 
 
（２）BP 水疱内容液によるリコンビナント
COL17 タンパクの切断 
 精製したリコンビナント COL17タンパクと
BP 患者水疱内容液を反応させ、NC16A 領域で
切断されたか確認する。NC16A 領域で切断を
受けた場合、180kDaの全長タンパクと 120kDa
の細胞外領域タンパクの 2本のバンドが得ら
れる予定である。 
 
（３）切断部位の同定 
 BP 患者水疱内容液と反応後に生じた
120kDa の細胞外領域をクマシー染色後に切
り出しし、マススペクトロメトリーを用い切
断部のアミノ酸配列を同定する。 
 
（４）非生理的切断部位特異抗体の作製 
 非生理的切断部位より 8～10アミノ酸のペ
プチドを合成し野兎へ免疫する。免疫後、プ
ロテイン Gビーズあるいは抗原ペプチド結合
ビーズを用い抗体精製を行う。 
 
４．研究成果 
（１）リコンビナント COL17 タンパクの作製 
 COL17 の NC16A 領域を特異的に認識するモ
ノクローナル抗体（Ujiie H, et al. 未発
表データ）を用い免疫沈降を行ったところ、

極めて高い精製度で COL17タンパクが得られ
た（図１）。 

図１ 抗 NC16A 抗体により精製された COL17
（クマシーブルー染色） 
 
しかし、抗 NC16A 抗体と COL17 タンパクとの
結合が非常に強く、低酸、高アルカリ、リチ
ウム、抗原ペプチド等による溶出を試みたが、
いずれの溶出に対し抵抗性であった。そのた
め、FLAG タグを有する COL17 タンパク精製に
着手し、抗 FLAG 抗体を用いた免疫沈降を行
い、各種条件検討した結果、極めて純度が高
いヒト COL17 タンパクの精製に成功した。精
製ヒト COL17 タンパクは、非還元状態では 3
本鎖を呈するため 540kDa（180kDa x 3 本）
を呈し、還元状態では 180kDa に同定出来た
（図２）。 

図２ 抗 FLAG 抗体により精製された COL17
（クマシーブルー染色） 
 
（２）BP 水疱内容液によるリコンビナント
COL17 タンパクの切断 
 上記（１）で精製したヒト COL17 タンパク
を 4 例の BP 水疱内容液と反応させ、COL17 
NC16A に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（NC16A-3）を用いたウエスタンブロットを



 

 

施行した。その結果、いずれにおいても
120kDa のバンドを検出し、NC16A で切断を受
けることが確認できた。 
 
（３）、（４）切断部位の同定と非生理的切断
部位特異抗体の作製 
 上記の様に、BP 水疱内容液はリコンビナン
トヒト COL17 タンパクの NC16A 領域で切断可
能であるが、マススペクトロメトリーを用い
た切断部位の同定には、クマシーブルー染色
でターゲットとなるタンパクを切り出しす
る必要がある。BP 水疱内容液中には予想以上
に多くのタンパクが含まれており、切断を受
け生じる 120kDa の COL17 細胞外領域タンパ
ク付近にも多くの交雑タンパクを認めた。そ
のため、マススペクトロメトリーによる解析
は困難であり、非生理的切断部位の特定には
至らなかった。従って、非生理的切断部位特
異抗体の作製には至らなかった。 
 本研究により、BP 水疱内容液により生じた
COL17 の切断部位特定には至らなかったが、
効率よく BP の自己抗体であるヒト COL17 タ
ンパク精製が可能となった点が大きな進歩
である。これまで研究者らは、COL17 が 3 量
体を形成した際、単量体との分子量の違いを
応用し SDS-PAGE から直接タンパクを精製す
る手法や、イオン交換法等による COL17 の精
製を試みていたが、いずれも煩雑で時間を要
するものであった（Nishie W, et al. J 
Immunol 2010）。COL17 は膜通過コラーゲンで
あるため精製が極めて困難であり、これまで
精製度の高く 3量体を維持したリコンビナン
トタンパクに成功した報告は無い。従って本
研究は、大きな進展を遂げたといえる。今後、
本研究で作製したヒトリコンビナント COL17
タンパクが、BP の発症メカニズム解明等に、
大いに応用されるものと期待される。 
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