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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）の自己抗原である 17 型コラーゲン（COL17）の最も主要な抗原領域である NC16A

ドメイン内に存在しる Coiled-coil の生理機能を解明することである。本研究により、

Coiled-coil は、正しく 3量体として COL17 を構築する上で不可欠な領域であり、3量体の形成

がうまくいかなかった場合、プロテアーゼによって速やかにタンパクが分解される認識部位と

なることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：Collagen XVII (COL17) is the major autoantigen for bullous 
pemphigoid. Juxtamembranous NC16A domain of COL17 contains major epitopes, in 
which potential coiled-coil exits. The aim of this study is to address the pathomechanism of 
the coiled-coils. The experiments disclosed that coiled-coils are essential motives for COL17 
to form triple-helical structure; in addition the motived can be targeted by proteases when 
miss-folded COL17 are produced. Thus, the domain has a novel vital role for quality 
checking of folded COL17. 
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１．研究開始当初の背景 
 Coiled-coil は、タンパク質同士の結合に
重要な、７アミノ酸ごとの繰り返し配列であ
る。特定の部位の疎水性アミノ酸、特に“ｄ ”
部位のロイシンが、ジッパー機能として中心
的な働きを担う。最近、研究者らは、自己免
疫性水疱症である“水疱性類天疱瘡”の自己
抗原である、17 型コラーゲン（COL17）の
coiled-coil に構造障害が生じると、COL17
の細胞外領域の切断が著明に亢進すること
を発見した。これまで coiled-coil ドメイン
が、タンパク質の分解などプロセッシングに

関与する報告はないため、coiled-coil ドメ
インタンパクの新たな生理機能の存在が予
想された。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、coiled-coil ドメインが

COL17 の細胞外領域切断をどの様な機序で制
御しているか解明することが目的である。
COL17 は水疱性類天疱瘡の自己抗原であり、
近年、COL17 の切断と水疱性類天疱瘡発症と
の関連が明らかになってきているため、
coiled-coil ドメインが関与する COL17 の細
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胞外領域切断と、水疱性類天疱瘡の病態との
関連も解明を目指す。従って本研究は、
coiled-coil がタンパク質のプロセッシング
に関わる新しい生理機能の解明につながる
ものである。 
 
３．研究の方法 
本研究では、COL17 の coiled-coil ドメイ

ンのアミノ酸配列の一部へ変異を導入し、
coiled-coil ドメイン形成を阻害させたヒト
COL17 タンパクを HEK293 細胞で発現させ、細
胞外領域切断亢進メカニズムを解明する（図
１、２）。更に、Coiled-coil 導入よって生じ
る切断部を同定し、同定された切断部を特異
的に認識する切断部位特異抗体を作製し、水
疱性類天疱瘡病変部皮膚において、
coiled-coil 阻害に伴う COL17 切断亢進の有
無を確認する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ COL17 の Coiled-coil ドメイン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ Coiled-coil へ導入した変異体 
 
４．研究成果 
（１）Coiled-coil 機能障害による COL17 切
断亢進機序の解明 
 Coiled-coil 領域に存在するジッパー部位
のロイシンを１か所プロリンへ置換したコ
ンストラクト１（L495 to P）と、2 ヶ所をプ
ロリンへ置換したコンストラクト２（L495/502 
to P）の２種を安定発現する HEK293 細胞を
Flp-In システムで作成した。変異を導入した
COL17 タンパクでは、細胞外領域の切断が亢
進するが、これら切断は、生理的な切断酵素
である ADAM の阻害剤（Marimastat）では抑
制されなかった。一方、セリンプロテアーゼ
（Inhibitor cocktail, Pefabloc）では切断
亢 進 が 阻 害 さ れ 、 特 に Furin 阻 害 剤

（Dec-RVKR-CMK）では抑制効果が著明であっ
た（図３）。一方、細胞膜を通過できない Furin
阻害剤（α１－PDX）では抑制効果を認めな
かったため、COL17 切断亢進は細胞内で生じ
ている可能性が示唆された（図３）。そのた
め、ER からゴルジを経たタンパク輸送過程で
の検討を行った結果、Brefeldin A 投与によ
り切断亢進が抑制されたため、Coiled-coil
阻害に伴う COL17 細胞外領域切断の亢進は、
ゴルジで Furinにより生じることが示唆され
た（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 各種プロテアーゼを用いた検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ Brefeldin A による切断の阻害 
 
（２）Coiled-coil 機能障害により亢進した
COL17 の切断部位の同定 
 120kD の切断断片を切り出し、マススペク
トロメトリーで解析したところ、生理的切断
部位とは異なる、NC16A 領域内の 508 番目セ
リン（Ser508）のアミノ末端で切断されること
が判明した。同部位は、Furin 認識部位に一
致しており、上記（１）で確認された結果と
一致するものであった。 
 
（３）Coiled-coil 機能障害により生じる
COL17 の切断部位認識抗体の作製 
Ser508 から８アミノ酸のペプチドを合成し、

2 匹の野兎へ免疫した。抗原ペプチドカップ
リングカラムによってアフィニティー精製
した切断部特異抗体は、15例中 4例の水疱性
類天疱瘡患者病変部表皮真皮間境界部に線
状に沈着することを確認した。従って、水疱
性類天疱瘡患者病変部では、COL17 の高次構
造に変化が生じ、生理的な切断部とは異なり、
Furin 認識部位で切断されている可能性が示
唆された。 
 

 以上の結果から、Coiled-coil は、COL17



 

 

が正しく 3量体として構築する上で不可欠な
領域であり、3 量体の形成がうまくいかなか
った場合、Furin 認識部位においてプロテア
ーゼにより速やかに切断されることが明ら
かになった。従来、COL17 の NC16A 領域内に
Furin 認識部位が存在することは解っていた
が、生理的な切断部として認識されないため、
その生理的役割は不明であった。本研究によ
り、Furin 認識領域は COL17 タンパクが構築
される際、正しくフォールディングされたか
品質管理される際に重要なドメインである
ことが判明した。更に、数例の水疱性類天疱
瘡患者皮膚でも Furin 認識部位で COL17 が切
断を受けていることが明らかになったこと
から、水疱性類天疱瘡患者皮膚において
COL17 タンパクの立体構造の障害が生じてい
る可能性が示唆された。 
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