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研究成果の概要（和文）：水疱性類天疱瘡は17型コラーゲン（COL17）に対する自己抗体によって発症する自己免疫性
水疱症で、補体活性化とそれに引き続く炎症細胞浸潤が発症に不可欠と考えられているが、補体非依存性の機序も提唱
されている。我々は補体欠損COL17ヒト化マウスと抗COL17モノクローナル抗体を作製し、水疱形成には補体活性化では
なく抗体沈着そのものが重要であることを明らかにした。また、患者自己抗体が培養角化細胞のCOL17に結合すると、C
OL17はユビキチン化されプロテアソームで分解されることを示した。以上より、水疱形成には補体活性化は必須ではな
く、抗体結合によるCOL17の減少が重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Complement activation and subsequent recruitment of inflammatory cells at the derm
al-epidermal junction are believed to be essential for blister formation in bullous pemphigoid (BP), an au
toimmune blistering disease induced by autoantibodies against COL17; however, the involvement of complemen
t-independent pathways has recently been proposed. To directly examine the necessity of the complement act
ivation in blister formation, we generated C3-deficient COL17-humanized mice and monoclonal antibodies aga
inst COL17 with different ability of complement activation. By using them, we demonstrate that the deposit
ion of antibodies, and not complements, is relevant to the induction of blister formation. BP autoantibodi
es reduced the amount of COL17 in cultured normal human keratinocytes, and the COL17-depletion was associa
ted with a ubiquitin-proteasome pathway. In conclusion, the COL17-depletion induced by BP autoantibodies, 
and not complement activation, is essential for the blister formation.
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１．研究開始当初の背景 
水疱性類天疱瘡（BP）は、表皮真皮間結合

に重要な表皮基底細胞ヘミデスモゾーム構
成分子１つであるXVII型コラーゲン(COL17)
に対する自己抗体により発症する。BP におけ
る表皮下水疱形成機序については、マウス
COL17 リコンビナントタンパクを用いた抗マ
ウス COL17 抗体による実験系で検証され、補
体の活性化が BP における水疱形成に不可欠
であると報告されている（Liu Z, et al. J 
Clin Invest 1995）。 
当研究室では、マウス Col17 遺伝子ノックア
ウト(KO)マウスを作製し、更にこのマウスに
ヒト COL17cDNA を導入することで、ヒト
COL17 のみ表皮基底膜で発現する COL17 ヒト
化マウスを作製した。この新生児マウスへ BP
患者 IgG（抗ヒト COL17 抗体）を投与すると
BP に類似した反応が再現され、BP の病態解
明に非常に有用なツールとなった（Nishie W, 
Shibaki A, et al. Nat Med 2007）。我々は、
さらに持続的な BP 病変を再現するために、
前述の COL17 ヒト化マウスと Rag-2KO マウス
を交配して免疫不全COL17ヒト化マウスを作
製し、抗ヒト COL17 抗体で免疫した野生型マ
ウス脾細胞を移植することによって持続的
に皮疹を発症する世界初のアクティブ BP マ
ウスモデルを樹立した（Ujiie H, Shibaki A, 
et al. J Immunol 2010）。これらの BP モデ
ルはいずれも補体活性化を伴っていた。さら
に、我々は補体活性能をもたない「抗ヒト
COL17 Fab 抗体」（Wang G, Shibaki A, et al. 
Am J Pathol 2010）、あるいは Fc 領域に遺伝
子変異を加えて補体活性能を消失させた「変
異抗ヒト COL17IgG 抗体」(Li Q, Shibaki A, 
et al. J Immunol 2010) を COL17 ヒト化新
生児マウスに投与したところ、いずれも水疱
形成が見られないことを確認した。一方、BP
患者抗体を培養ケラチノサイトに投与する
と、COL17 タンパクの発現量が低下し培養皿
との接着が弱まることが報告され(Iwata H, 
et al. J Invest Dermatol 2009)、補体を介
さない表皮下水疱形成メカニズムの存在を
示唆する報告もみられる。 
 
２．研究の目的 
本研究ではBPの病態に深く関与していると
考えられている補体について詳細に検討す
ることで、ヒト COL17 に対する補体を介した
自己免疫反応を抑制する、より副作用の少な
い疾患特異的治療法を開発することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1）抗ヒト COL17-IgG1 抗体および IgG4 抗体
の COL17 ヒト化新生児マウスへの投与 
まず、抗 COL17 抗体の補体活性化能と病原

性 と の関連 を 評価す る ために 、 ヒ ト
COL17NC16A ドメインを認識する抗ヒト
COL17FabとヒトFcγ1およびFcγ4を用いて
補体活性化能の高いリコンビナント抗ヒト

COL17 IgG1 キメラ抗体(rhIgG1)、および補体
活性化能をほとんど持たないリコンビナン
ト抗ヒト COL17 IgG4 キメラ抗体(rhIgG4)を
作製した。それらの抗体の補体活性化能を
Complement fixation assay お よ び C1q 
binding assay で評価した。これらの抗体を
新生児 COL17 ヒト化新生児マウスに投与し
（rhIgG1 4.5-30μg, rhIgG4 7.5-50μg）、
48 時間後に皮膚脆弱性を評価した(n=4-8)。 
 
(2）抗ヒト COL17 抗体の C3KO/COL17 ヒト化
新生児マウスへの投与 
 更に、抗体投与における補体活性化を完全
に抑制するために C3KO マウスと COL17 ヒト
化マウスを交配し、C3KO/COL17 ヒト化マウス
を作製した。その C3KO/COL17 ヒト化新生児
マウスに rhIgG1 と rhIgG4 を投与した
（rhIgG1 30μg, rhIgG4 50μg）(n=4-6)。 
 
(3）BP 患者の IgG の COL17 ヒト化新生児マウ
スおよび C3KO/COL17 ヒト化新生児マウスへ
の投与 
実際の BP 患者抗体における補体活性化と

病原性との関連を評価するために、4人の BP
患者 IgG を精製し、CCOL17 ヒト化新生児マウ
スおよび C3KO/COL17 ヒト化新生児マウスに
投与した（IgG-1 1000μg、IgG-2 1000μg、
IgG-3 1500μg、IgG-4 1500μg）(n=5)。 
 
(4）Fc レセプターブロッカー投与実験 
抗体が炎症細胞活性化を惹起する機序と

して、補体活性化を介する系のほかに Fc-Fc
レセプターの相互作用を介する系が挙げら
れる。この機序の関与を確認するために、
COL17ヒト化新生児マウスにFcレセプターブ
ロッカー(20μg)を投与したのちに rIgG4（50
μg）を投与した(n=7)。 
 
(5)マウス由来抗ヒト COL17 モノクローナル
抗体の COL17 ヒト化新生児マウスへの投与 
使用動物と同種の抗体（マウス抗体）によ

る補体活性化能と病原性との関連を評価す
るために、補体活性化能および COL17 に対す
る親和性のそれぞれ異なる4種類のマウスハ
イブリドーマ由来抗ヒト COL17 抗体を COL17
ヒ ト 化 新 生 児 マ ウ ス に 投 与 し た
（TS4-2(IgG2c) 50-500μg、TS39-3（IgG1）
25-100μg、TS21-1（IgG1） 25-100μg、
TI66-1(IgG1) 25-100μg）(n=3-6)。 
 
(6) マウス由来抗ヒトCOL17モノクローナル
抗体ハイブリドーマのRAGKO/COL17ヒト化成
体マウスへの投与 
ここまで全て新生児マウスを用いて病原

性の判定をおこなってきたが、成体マウスに
おける補体活性化能の役割を検討するため
に、上記(5)で用いたマウス抗ヒト COL17 抗
体ハイブリドーマを成体RAGKO/COL17ヒト化
マウス廃部皮下に移植し（8x106個/マウス）5
週間観察した(n=5)。 



 
(7)培養ヒト角化細胞における COL17 タンパ
ク量の測定およびユビキチン化の検討 
BP 患者抗体を培養ケラチノサイトに投与

すると、COL17 タンパクの発現量が低下し培
養皿との接着が弱まることが報告されてい
る。そこで、培養ヒト角化細胞における COL17
タンパク量を rhIgG1/rhIgG4 抗体投与
（rhIgG1 40μg/ml、rhIgG4 60μg/ml）の有
無で比較した。さらに、抗体投与における
COL17 タンパクの減少機序を検討するために
抗体投与後のCOL17のユビキチン化の有無を
確認した。また、培養液中にプロテアソーム
阻害薬（MG-132 0-6.5μM）を投与し、COL17
の減少が抑制されるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
(1）抗ヒト COL17-IgG1 抗体および IgG4 抗体
の COL17 ヒト化新生児マウスへの投与 
抗ヒトCOL17FabとヒトFcγ1およびFcγ4

を用いて rhIgG1 および rhIgG4 を作製した
（図 1）。いずれの抗体も正常ヒト皮膚および
COL17 ヒト化マウス皮膚に反応した。
Complement fixation assay(図省略)および
C1q binding assay(図 2）で両抗体の補体活
性化能を評価したところ、予想通り IgG1 は
高い補体活性化能を有し、IgG4 は極めて低い
補体活性化能しか有さないことがわかった。
新生児COL17ヒト化マウスに投与したところ、
補体活性化能の高い rhIgG1 に加え、補体活
性化能のきわめて低い rhIgG4 も皮膚脆弱性
を誘発することが分かった(図 3)。以上より、
リコンビナント抗ヒト COL17 抗体は COL17 ヒ
ト化新生児マウスにおいて補体活性化を介
さずに皮膚脆弱性を誘導することが示唆さ
れた。 

 

 

 
(2）抗ヒト COL17 抗体の C3KO/COL17 ヒト化
新生児マウスへの投与 
 C3KO/COL17 ヒト化マウスを作製し、それら
に rhIgG1 と rhIgG4 を投与したところ、いず
れにおいても皮膚局所における補体活性化
は見られなかったものの、皮膚脆弱性が誘発
されることがわかった（図省略）。以上より、
COL17 ヒト化新生児マウスにおける皮膚脆弱
性は補体活性化を介さずに誘導されること
がより直接的に示された。 
 
(3）BP 患者の IgG の COL17 ヒト化新生児マウ
スおよび C3KO/COL17 ヒト化新生児マウスへ
の投与 

BP 患者 IgG を CCOL17 ヒト化新生児マウス
および C3KO/COL17 ヒト化新生児マウスに投
与したところ、COL17 ヒト化新生児マウスの
みらなず C3KO/COL17 ヒト化新生児マウスに
おいても皮膚脆弱性が誘発された（図 4）。以
上より、BP 患者 IgG は補体活性化を介さない
経路でCOL17ヒト化新生児マウスにおける皮
膚脆弱性を誘導できることを初めて直接的
に証明した。 

 
(4）Fc レセプターブロッカー投与実験 

COL17ヒト化新生児マウスにFcレセプター
ブロッカーを投与したのちにrIgG4を投与し
たが、皮膚脆弱性の抑制は見られなかった
（図省略）。以上より、rIgG4 による皮膚脆弱
性の誘導はFc-Fcレセプター相互作用非依存
性であることが示された。 



 
(5)マウス由来抗ヒト COL17 モノクローナル
抗体の COL17 ヒト化新生児マウスへの投与 
補体活性化能およびCOL17に対する親和性

のそれぞれ異なる4種類のマウス由来抗ヒト
COL17 抗体を COL17 ヒト化新生児マウスに投
与したところ、補体活性化があるものの抗原
親和性の低い TS4-2(マウス IgG2c)は皮膚脆
弱性を誘導せず、補体活性化が低く抗原親和
性の高い TS39-3、TS21-1、TI66-1（いずれも
マウスIgG1）は皮膚脆弱性を誘導した（図5）。
以上より、病原性は補体沈着量ではなく抗体
沈着量に依存することが示された。 
 

 
 
(6) マウス由来抗ヒトCOL17モノクローナル
抗体ハイブリドーマのRAGKO/COL17ヒト化成
体マウスへの投与 

上記(3)で用いたマウス抗ヒト COL17 抗体
のハイブリドーマを成体RAGKO/COL17ヒト化
マウスに移植したところ、補体沈着が見られ
ない成体マウスにおいても抗体沈着によっ
て皮膚脆弱性が誘導されることがあきらか
となった（図 6）。 

 
 
(7)培養ヒト角化細胞における COL17 タンパ
ク量の測定およびユビキチン化の検討 
培養ヒト角化細胞にrhIgG1/rhIgG4抗体を

投与（rhIgG1 40μg/ml、rhIgG4 60μg/ml）
すると、COL17 タンパク量が有意に減少した
（図 7）。次に、抗ヒト COL17 抗体(rhIgG4)
投与後にCOL17がユビキチン化されているこ
とを確認した(図 8)。培養液中にプロテアソ
ーム阻害薬（MG-132 0-6.5μM）を投与した
ところ、COL17 の減少が抑制された(図 9)。
以上より、抗ヒト COL17 抗体がヒト角化細胞
の COL17 に結合すると COL17 は細胞内でユビ
キチン化されプロテアソームで分解され、そ
の結果COL17タンパク量が減少することが明
らかとなった。 
 



 
(8)考察 
 本研究では、抗ヒト COL17 抗体は補体非依
存性に COL17 ヒト化マウスの皮膚脆弱性（＝
病原性）を誘導することを明らかにした。こ
れは BP 患者精製 IgG(結果(3))、同じエピト
ープを認識し補体活性化能の異なるヒトモ
ノクローナル抗体（結果（1）(2)）、結合力
および補体活性化能の異なるマウスモノク
ローナル抗体（結果(5)）の 3 つの系を用い
て示された。これは新生児マウスのみならず
成体マウスでも同様であった（結果(6)）。さ
らに、補体非依存性の病原性は、Fc レセプタ
ー非依存性であることも確認された（結果
(4)）。補体および Fc レセプター非依存性の
病原性誘導メカニズムとして、抗 COL17 抗体
結合によるCOL17タンパクのユビキチン化お
よびプロテアソームによる分解による COL17
量の減少が示唆された（結果(7)）。 
 研究開始当初は、抗 COL17 抗体による病原
性は補体依存性であり補体活性化の阻害が
BP の治療となると予想していたが、上記の結
果が得られたため今後は抗COL17抗体の産生
抑制および抗 COL17 抗体の COL17 への結合阻
害が BP の主要な治療戦略となると考えられ
る。 
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