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研究成果の概要（和文）：本研究は、免疫寛容の破綻によって発症する水疱性類天疱瘡モデルを作製し、病態解
明と新規治療法開発へ応用することを目的としている。水疱性類天疱瘡の患者自己抗体が標的とする自己抗原で
ある17型コラーゲン（COL17）のリコンビナントタンパクを作製し各種マウスへ免疫し、水疱性類天疱瘡のモデ
ルを作製した。免疫したマウスからモノクローナル自己抗体を作製し解析したところ、抗体がCOL17上の標的と
する部位および抗体のクラスは、皮膚症状と相関することを初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop bullous pemphigoid models for 
elucidating the pathomechanisms and producing novel therapies. We have established several novel 
bullous pemphigoid models by immunizing recombinant collagen XVII (COL17) proteins. Notably, 
monoclonal antibodies derived from the immunized mice disclosed that epitopes and subclasses of the 
monoclonal antibodies were associated with phenotypes of skin disease.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 自己免疫性水疱症　コラーゲン　自己抗体　免疫寛容
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、自己免疫性水疱症のなかで最も頻度の高い水疱性類天疱瘡の自己抗体の発症機序と病態の一部
が解明されました。特に、自己抗体の全てが発症に関与する訳ではなく、抗体が標的タンパクである17型コラー
ゲンのどこに結合するかが重要であることが明らかになりました。また、抗体にはIgGやIgA、IgE、IgMなど様々
な種類がありますが、17型コラーゲンの細胞外領域を標的とするIgMクラス自己抗体は、もともと健常のマウス
でも有していることを見出しました。本研究は水疱性類天疱瘡がなぜ発症するのかという疑問の一部を解明する
ものです。
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図２ 17 型コラーゲン 

１．研究開始当初の背景 
（１）高齢者に好発する水疱性類天疱瘡(BP、図１）は、表皮真皮間接合を担う 17 型コラーゲ
ン（COL17、図２）を標的とする自己抗体によって発症する自己免疫性水疱症の代表疾患である。
これまで申請者らは、皮膚でヒト COL17 を発現する遺伝子改変マウス（COL17 ヒト化マウス）
を作製し、BP 患者 IgG 自己抗体を投与すると水疱が形成される BP モデルを確立している
（Nishie W, et al. Nat Med 13:378, 2007、図３）。このモデルは BPにおける水疱形成機序の
解明に非常に有用であり、補体を介さない水疱形成機序の存在や（Natsuga K, Nishie W, et al. 
J Immunol 2011）、非病原性抗体の証明（Nishie W, et al. Am J Pathol 2015）、抗体の標的部
位による病原性の相違（Wada M, Nishie W, et al. J Invest Dermatol 2016）等の解明へ応用
されてきた。しかし、高齢者で COL17 に対する免疫寛容が破綻し BP発症に至る機序は不明であ
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）COL17 に対する免疫寛容破綻機序の解明には、マウス自体の COL17 に対し免疫寛容が破
綻するモデルが有用である。大腸菌由来のマウスCOL17 NC14A領域タンパク（ヒトCOL17のNC16A
領域に相当）をアジュバンドと共に野生型マウスへ免疫し発症する BP モデルが報告されたが
（Hirose M, et al. J Immunol 2011）、患者と異なり水疱形成は見られず病理組織学的に表皮
下水疱を認めるのみである。また有病率も 56％と高くなく、その後は同モデルを用いた研究は
報告されていない。従って、より有病率の高いマウス自身の COL17 に対し免疫寛容が破綻し発
症するモデルが望まれていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、大人マウスで自己抗体を生じ自然発症する新規 BPモデルを樹立し、COL17 に
対する免疫寛容の破綻機序の解明と新規治療法開発を行うことである。全長のヒト COL17 タン
パクを、ヒト COL17 を皮膚で発現する遺伝子改変マウスへ免疫し発症するヒト BP モデルと、全
長のマウスCOL17タンパクを野生型マウスへ免疫し発症するマウスBPモデルの2系統を作成す
る。これらは、実際の BP患者の病態に類似した新しい BP モデルであり、BPの病態解明と新規
治療法開発など、様々な研究へ応用されることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
（１）全長マウス COL17 タンパクを用いた BP モデルの作製 
N 末端に FLAG タグ配列を有するマウス COL17 cDNA を作成し、Flp-In システムの発現ベクター
である pcDNA5/FRT のクローニングサイトへ組み込み、pOG44 と共に Flp-In 293 細胞へコトラ
ンスフェクションする。ヒグロマイシン下で安定発現株をセレクションし、細胞ライセートか
ら抗 FLAG 抗体結合マグネットビーズを用い、全長のマウス COL17 タンパクを精製する。精製タ
ンパク（5g/head）を TiterMax アジュバンドで、6 週齢の SJL/J メスマウス足底へ免疫する
（n=10）。4 週後に再度免疫し、最終免疫から 12 週まで 4 週毎の採血と表現型評価を行い、最
終回に皮膚組織をサンプリングする。 
 
（２）全長ヒト COL17 タンパクを用いた BPモデルの作製 
全長のリコンビナントヒト COL17 タンパクを過去に研究者らが報告した方法で作製する。マウ
ス皮膚でヒト COL17 タンパクを発現する COL17 ヒト化マウス（Nishie W, et al. Nat Med 13:378, 
2007）では、抗ヒト COL17 自己抗体が自然に生じる個体が存在するため（未発表データ）、精製
タンパク（5g/head）はアジュバンドを使用せず COL17 ヒト化マウスの足底へ投与する（n=5）。
（１）のマウス COL17 を用いた BP モデル作製と同様、4 週後に再度免疫し、最終免疫から 12
週まで 4週毎の採血と表現型評価を行い、最終回に皮膚組織をサンプリングする。 
 
（３）プラスミンで切断後の全長ヒト COL17 タンパクを用いた BP モデルの作製 
BP の類縁疾患である線状 IgA 皮膚症（LAD）の患者自己抗体は、全長ではなく切断された COL17
の細胞外領域（120kDa の LAD1、97kDa の LABD97）を標的とする。研究者らは、全長のヒト COL17
タンパクをプラスミンで消化すると LAD1 と LABD97 タンパクを生じ、LAD1 患者自己抗体が反応
することを報告している（Toyonaga E, Nishie W, et al. 未 J Invest Dermatol 2016）。そこ
で（２）でヒト COL17 を用い BP モデルを作製する際、COL17 タンパクをプラスミンで切断した
LAD1 と LABD97 タンパクを使用し、LAD に類似するモデルが得られるか検討する。その際、臨床
症状に加え、ヒト COL17 タンパクを基質に使用した ELISA 法で自己抗体値の推移を評価する。 

図１ 水疱性類天疱瘡（BP） 図３ 新生仔 BPモデル 



 
（４）抗 COL17 モノクローナル抗体（mAb）の作製と抗体可変領域コード DNA 配列の同定 
上記（１）で作製した BPモデルマウスから脾細胞を採取し、マウスミエローマ SP2/0-Ag14 細
胞と PEG を用い細胞融合させ、HAT 培地でセレクションし限界希釈にてクローニングする。得
られたハイブリドーマの上清を、リコンビナントマウス COL17 を基質に用いた ELISA 法と正常
マウス皮膚を用いた蛍光抗体間接法でスクリーニングし、抗マウス COL17 mAb 産生クローンを
同定する。可変領域コード DNA の配列は、mRNA から該当領域を PCR 法で増幅しダイレクトシー
クエンス法で解読する。 
 
 
４．研究成果 
（１）全長マウス COL17 タンパクを用いた BP モデル 
全長のリコンビナントマウス COL17 は、予想通り 180kD の分子量タンパクとして精製すること
に成功した（図４A）。本タンパクを SJL/J マウスへ免疫したところ、免疫 2～3週後から基底膜
部を標的とする IgM, IgG1, IgG2 クラスの自
己抗体産生が誘導され（蛍光抗体間接法、図
４B）、2 回目免疫から 8～10 週経過すると耳
介や口囲に痂皮を伴う紅斑が出現した（図４
C）。本マウス皮膚基底膜部には IgG とマウス
C3 の線状沈着を認め、病理組織学的に多数の
炎症細胞浸潤を伴う表皮下水疱が生じてい
た（HE染色、図４D）。好酸球と脱顆粒した肥
満細胞も確認できた（Astra Blue 染色、図４
E）。しかし臨床的な水疱形成は確認できず、
最終評価時での発症率も 56％と、既存モデル
と同様であった。従って、本マウスで生じた
自己抗体の多くは非病原性であることが予
想された。 
 
 
（２）全長ヒト COL17 タンパクと LAD1,LABD97 を用いた BP モデル 
全長のリコンビナントヒト COL17 を COL17 ヒト化マウスへアジュバントを使用せずに投与した
ところ、耳介に鱗屑を伴う紅斑が出現した（図５A）。一方、LAD1 と LABD97 を投与したマウス
では皮疹は認めなかった。抗ヒト COL17 IgG クラス自己抗体の有無を経時的に ELISA 法で確認
したところ、LAD1 と LABD97 投与群より全長 COL17 投与群の方が抗体価は高かった。一方、正
常ヒト皮膚を基質に用いた傾
向抗体間接法では LAD1 と
LABD97 投与群の方が抗基底膜
部自己抗体は明瞭であった（図
５B）。以上より、本マウスで生
じる切断された COL17 を標的
とする自己抗体の多くは非病
原性で、過去の報告と同様、正
常ヒト皮膚には切断された
COL17が基底膜部に存在するこ
とが予想された。 
 
（３）BP モデルマウス由来 mAb の作製と解析 
上記（１）で作製した、リコンビナント全長 COL17 タンパク免疫マウスから脾細胞を採取し、
モノクローナル抗体を 6クローン作製した。そのうち 4クローンは補体活性可能を持つ IgG2ｃ
あるいは 2bで細胞内領域を標的とし（図６A）、
IgM であった残りの 2クローンは、NC14A 以外の
COL17 の細胞外領域を標的としていた（図６B）。
このうち１クローンは全長の COL17 への反応性
が乏しく、断片化された 120kD と 97kD の細胞外
領域へ強い反応性を認めた（図６C）。本クロー
ンの可変領域を解析したところ、somatic 
hypermutation を認めず自然自己抗体に類似し
たクローンが増殖したものと予想した。この様
な自己抗体が BP 発症の初期段階として生じる
可能性が予想され、本研究が BP 発症の一助を解
明する大きな成果となると予想した。 
 

図４ マウス COL17 免疫モデル 

図５ ヒト COL17 投与モデル 

図６ BP モデルマウス由来 mAb 
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