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研究成果の概要（和文）：水疱性類天疱瘡（BP）モデルマウスおよびサイトカインノックアウ
ト（KO）マウスを用いて、BP における T 細胞サブセットの役割を解析した。IL-12KO マウ
スおよび IL-4KO マウスを用いてアクティブ BP マウスモデルを作成した。IL-12KO マウス脾
細胞レシピエントでは IgG1 の沈着が強く見られ（Th2 型反応）、IL-4KO マウス脾細胞レシピ
エントでは IgG2 の沈着がより強く見られたが（Th1 型反応）、補体の沈着や皮疹の程度はほぼ
同等であった。以上より、サイトカインのノックアウトは抗体サブクラスに差異をもたらすも
のの、抗体産生量や BP マウスモデルの表現型、補体活性化に明らかな差をもたらさないこと
が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the role of T cell subsets in bullous pemphigoid (BP) by 
using active BP mouse model and cytokine knockout (KO) mice. We generated active BP 
mouse model by using IL-12KO mice and IL-4KO mice. BP model mice that received 
IL-12KO splenocytes showed strong deposition of IgG1 (Th2-type reaction) and BP model 
mice that received IL-4KO splenocytes showed strong deposition of IgG2 (Th1-type 
reaction), while the deposition of complement and skin disease were almost same in both 
models. These results indicate that cytokine KO induce the difference in IgG subclass but 
fail to induce the difference in the amount of IgG-production, disease severity or 
complement activation in BP model. 
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１．研究開始当初の背景 
水疱性類天疱瘡（Bullous pemphigoid: 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の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。これまで 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てきた

（Liu Z, et al. J Clin Invest 1993）。一方、
BP 患者由来の抗ヒト COL17 抗体をマウス
へ投与しても抗原エピトープのアミノ酸配
列がマウスとヒトで異なるため、その病原性
を in vivo で確認することはできなかった。
そこで、当研究室では、マウス Col17 遺伝子
KO マウスを作製し、更にこのマウスにヒト
COL17 cDNA を導入することで、ヒト
COL17のみ発現するCOL17ヒト化マウスを
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作製した。この COL17 ヒト化マウスでは、
ヒト COL17 のみが表皮真皮境界部に発現し
ているため、その新生児マウスへ BP 患者
IgG を投与すると BP に類似した所見が再現
可能となり、BP の病態解明に非常に有用な
ツールとなった（Nishie W, et al. Nat Med 
2007）。しかし、これらの IgG passive 
transfer による新生児 BP マウスモデルでは
病態出現はごく短期間であり、慢性に経過す
る BP の病態解明には不十分であった。そこ
で我々は、ヒト COL17 で免疫した野生型マ
ウスの脾細胞を免疫不全化した COL17 ヒト
化マウスに移入することで新規のアクティ
ブBPマウスモデルを樹立し、報告した（Ujiie 
H, et al. J Immunol 2010）。移植された脾細
胞は、マウス体内で抗ヒト COL17 抗体を長
期間産生し、その抗体は皮膚に発現している
COL17 と結合することにより長期間にわた
って BP 類似の皮疹と組織学的変化を引き起
こす。さらに我々は、CD4+ T 細胞を除去し
た脾細胞を移植した場合、抗ヒト COL17 抗
体が産生されず皮疹が生じないことを明ら
かにした。これまで BP において、特定の
HLA との相関が報告されており（Delgado 
JC, et al. Proc Natl Acad Sci USA 1996）、
また BP 患者では COL17 反応性 CD4+T 細
胞が検出されている（Budinger L, et al. J 
Clin Invest 1998; Lin MS, et al. J Invest 
Dermatol 2000）。以上より、BP において
CD4+ T 細胞は病態に深く関与していると考
えられ、CD4+T 細胞サブセットの解析およ
び新規治療の開発を試みる本研究の着想に
至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、アクティブ BP マウスモデルの

Th1、Th2 サブセットの役割を解析する。ま
た、植皮レシピエントとしてサイトカイン
KO マウスに免疫（植皮）をすることにより、
抗ヒト COL17 抗体産生における CD4+T 細
胞サブセットの役割を明らかにする。これら
は、T 細胞を標的とした新規治療法確立の基
礎となる。そして、関与が高いと考えられる
サイトカインに対する抗体を投与する新規
治療を試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）アクティブＢＰマウスモデルの血清サ
イトカイン量の測定 

アクティブ BP マウスモデルは脾細胞移植
後 Day9 で抗体産生のピークを迎え、その後
抗体価は徐々に低下していく（Ujiie H, et al. 
J Immunol 2010）。そこで、その前後の期間
（Day2-Day11）でモデルマウスの血清を連
日採取し、Cytometric Bead Array(CBA)法
を用いて IL-2、IL-4、IL-6、IFN-γ、TNF、

IL-17A、IL-10 を継時的に測定した。 
 
（２）IL-12KO マウスおよび IL-4KO マウス
を用いた抗体産生誘導 

まず、IL-12KO マウスおよび IL-4KO マウ
ス(いずれも C57BL/6 バックグラウンド)お
よびコントロールの C57BL/6 マウスの脾細
胞を精製し、4x105個の脾細胞を PMA 
(25ng/ml)と Ionomycin (1ug/ml)で 5 時間刺
激し、ELISA 法で培養上清の IL-4, IL-5, 
IL-12, IFN-γを測定した。 
次に、IL-12KO マウスおよび IL-4KO マウ

スを実験に十分な数になるまで繁殖したの
ち、ヒト COL17 発現マウス皮膚を植皮した。
植皮された KO マウスの血清抗体価を、蛍光
抗体間接法を用いて経時的に測定し（0 週か
ら 5 週まで毎週 1 回）、C57BL/6 マウスに植
皮した場合と比較した。また、植皮後 5 週間
の抗ヒト COL17IgG 抗体サブクラスを蛍光
抗体間接法で比較した。 
 
（３）KO マウスの脾細胞を用いた BP マウ
スモデルの作成 
 ヒト COL17 発現マウス皮膚を植皮して免
疫した IL-12KO マウスおよび IL-4KO マウ
スの脾細胞を抽出し、Rag-2-/-/COL17 ヒト化
マウスに移植し、移植後 4 週目の組織学的検
索（好酸球浸潤の有無や炎症細胞浸潤パター
ンの観察）、蛍光抗体直接法による皮膚への
抗体沈着（Total IgG, IgG サブクラス）およ
び補体沈着を評価した。 
 
（４）抗サイトカイン抗体による治療実験 
 アクティブ BP マウスモデルの脾細胞移植
Day0, 2, 4, 7 に抗マウス IL-4 抗体を投与し、
皮疹の程度と抗体価を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）アクティブＢＰマウスモデルの血清サ
イトカイン量の測定 
アクティブ BP マウスモデルの血清を、脾細
胞 移 植 後 Day2-Day9 で 連 日 採 取 し
Cytometric Bead Array 法を用いて IL-2, 
IL-4, IL-6, IFN-γ, TNF-α, IL-17A を測定し
た(n=3)。図 1 に示す通り、脾細胞移植後
Day4-5 にかけて一過性の IFN-γ の上昇がみ
られた。一方、IL-4 の上昇は見られなかった。
以上の結果より、アクティブ BP マウスモデ
ルの抗体産生誘導過程においては Th1 優位
の反応が生じている可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 



 
図 1 アクティブ BP マウスモデルの血清サ
イトカイン量 (pg/ml) 
 
（２）IL-12KO マウスおよび IL-4KO マウス
を用いた抗体産生誘導 
各 KO マウスおよび C57BL/6 マウスの脾細
胞を精製し、PMA+Ionomycin で刺激した培
養上清のサイトカイン値を ELISA 法で測定
した(n=4)。図 2 に示す通り、IL-4KO マウス
では IL-4 の産生は見られず IL-12KO マウス
では IL-12 の産生は見られなかった。一方、
IL-4KOマウスにおいて Th2 サイトカインで
ある IL-5 の産生は低いながらも見られ、
IL-12KO マウスにおいて Th1 サイトカイン
である IFN-γの産生が十分に見られた。以上
より、IL-4 のノックアウトは Th2 サイトカ
イン全般の抑制には至らず、同様に IL-12 の
ノックアウトは Th1 サイトカイン全般の抑
制には至らないことが示された。 

 
 
図 2 刺激した脾細胞の培養上清中サイトカ
イン値 
 
次に、ヒト COL17 発現マウス皮膚を各ノッ
クアウトマウスに植皮し、血清の抗ヒト
COL17 IgG 抗体価を正常ヒト皮膚を用いた
蛍光抗体間接法を用いて経時的に 5週間に測
定し、C57BL/6 マウスに植皮した場合と比較
し た （ IL-4KO;n=8, IL-12KO;n=10, 
C57BL/6;n=9）。図 3 に示す通り、各群間で
抗体価に有意差は見られなかった。 

 
 

図 3 植皮マウスの抗ヒト COL17 抗体価の
推移 
 
また、植皮後 5 週間の抗ヒト COL17IgG 抗
体サブクラスを、正常ヒト皮膚を用いた蛍光
抗体間接法を用いて比較した（IL-4KO;n=8, 
IL-12KO;n=10, C57BL/6;n=9）。図 4 に示す
通り、IL-4KO マウスは IgG1 低値 IgG2 高値
の Th1 型の反応を示した。一方、IL-12KO
マウスは IgG1 高値 IgG2 低値の Th2 型の反
応を呈した。 

 

 
図 4 植皮マウスの植皮後 5 週目の抗ヒト

COL17 IgG サブクラス値 
 
（３）KO マウスの脾細胞を用いた BP マウ
スモデルの作成 

ここまでの結果から、IL-4KO マウスは
Th1 優位、IL-12KO マウスは Th2 やや優位
の反応を示すと考えられた。これらの KO マ
ウスの脾細胞を用いてアクティブ BP マウス
モデルを作製し免疫応答を確認するために、
植皮した IL-4KO マウス、IL-12KO マウスの
脾細胞を2x108個ずつRag-2KO/COL17ヒト
化マウスに移植した(各 n=3)。レシピエント
マウスの皮膚組織の蛍光抗体直接法の結果
を図 5 に示す。いずれの系においてもほぼ同
程度の抗体産生と皮疹の発症が観察された。
蛍光抗体直接法を用いて抗体および補体の
皮膚への沈着を観察したところ、IL-12KO マ
ウス脾細胞レシピエントでは IgG1 の沈着が、
IL-4KO マウス脾細胞レシピエントでは
IgG2b の沈着がより強く見られたが、補体の
沈着には明らかな差は見られなかった。
IL-12KO マウス脾細胞レシピエントでは
Th2 型反応による好酸球浸潤が予想された
が、明らかな浸潤は観察されなかった。 



以上の結果より、サイトカインのノックア
ウトは抗体サブクラスに差異をもたらすも
のの、抗体産生量や BP モデルマウスの表現
型、補体活性化に明らかな差をもたらさない
ことが示唆された。 
 

 
図 5 サイトカイン KO マウス脾細胞を用い
た BP マウスモデルの抗体沈着 
 
（４）抗サイトカイン抗体による治療実験 
 当初の予想と異なり、アクティブ BP マウ
スモデルの IL-4 産生および Th2 依存性は確
認できなかったが、同じく自己免疫性水疱症
である尋常性天疱瘡のモデルマウスでは
IL-4 が病態メカニズムに大きく関与してい
ると報告されているため、アクティブ BP マ
ウスモデルを用いて抗マウス IL-4 抗体投与
実験を行った（n=3）。図 6 に示すように、移
植後 9 日目の抗体価に差は見られなかった。
また、治療による皮疹の改善や抗体沈着の軽
減も観察されなかった。 
 

 
図 6 抗マウス IL-4 抗体投与アクティブ BP
マウスモデルの抗体産生および表現型 
 
 

（６）考察 
過去の報告で、BP の水疱内容液中で IL-4

が高値であることから、BP では Th2 優位の
免 疫 応 答 が 生 じ て い る と 推 測 さ れ た
（Schmidt E, et al. Arch Dermatol Res 
1996）。同じく自己免疫性水疱症である尋常
性天疱瘡モデルマウスにおいて、Th2 サイト
カインである IL-4 が病原性に重要な役割を
果たしていると報告された（Takahashi H, e 
t. al. J Immunol 2008）。以上より、アクティ
ブBPマウスモデルにおいてもTh2が重要で
あろうと予想した。ただし、マウスにおいて
主に Th1 が IgG2 の産生を誘導すると考えら
れている。よって、補体活性化が重要と考え
られている BP においては補体活性化能のあ
る IgG2 の産生を誘導する Th1 による免疫応
答も必要であろうと推測した。実際、アクテ
ィブ BP マウスモデルの血清サイトカインを
測定したところ、Th1 サイトカインである
IFN-γの上昇がみられた（図 1）。一方、IL-4
の上昇はみられなかった（図 1）。このアクテ
ィブ BP マウスモデルの作製に使用した野生
型マウス C57BL/6 は Th1 優位となる傾向を
有していることや、血清中の IL-4 や IL-5 は
IFN-γより低値であることが多いため検出
能の問題が結果に影響を及ぼしている可能
性があると考えた。今後、モデルマウス脾細
胞のサイトカインmRNA量を測定するなど、
高感度の検定を行う必要があると考えた。 

IL-4KO マウスや IL-12KO マウスの脾細胞
を刺激してサイトカインを測定したところ、
IL-4KO マウスで IL-5 の産生がみられ、
IL-12KO マウスで IFN-γの産生がみられた
（図 2）。IFN-γは Th1 細胞以外の細胞が産
生している可能性があるため、今後、脾細胞
からT細胞を精製したものを用いて同実験を
行う必要があると考えた。また、Th1/Th2 バ
ランスの制御をより明確にするために、転写
因子KOマウス(T-betKOマウス, Stat6KOマ
ウス)の使用を計画している。 
IL-4KO マウスでは B 細胞の形質細胞への
分化が低下すると予想されたが、植皮後の抗
ヒトCOL17抗体価は IL-12KOマウスや野生
型マウスと差がなかった（図 3）。IgG サブク
ラスの結果を見ると（図 4）、IL-4KO マウス
では IgG2 優位であり Th1 優位の状態が示唆
され、IL-12KO マウスでは IgG1 優位であり
Th2 優位の状態が示唆された。 
植皮した IL-12KOマウスの脾細胞を移植し
たアクティブBPモデルマウスはTh2優位で
あり IgG1 を主体とした抗体産生が著明であ
ると予想されたが、その通り著明な IgG1 の
産生がみられた。しかし低値ながら、IgG2
の産生も見られ、それに伴い C3 の沈着もみ
られた。また、皮疹の出現も観察された。以
上より、植皮した IL-12KO マウスの脾細胞
には病原性抗体の産生能があることが示さ



れた（図 5）。IL-12KO マウス脾細胞移植 BP
モデルでは IL-5 の産生が亢進すると考えら
れるが（図 5）、組織学的には好酸球浸潤は明
らかではなかった。植皮 IL-4KO マウスを用
いたアクティブ BP マウスモデルは予想通り
IgG2 の産生が優位にみられたが、補体活性
化の程度や皮疹の程度は IL-12KO マウス脾
細胞移植 BP モデルと同程度であった。以上
より、サイトカインのノックアウトは抗体サ
ブクラスに差異をもたらすものの、抗体産生
量や BP モデルマウスの表現型、補体活性化
に明らかな差をもたらさないことが示唆さ
れた。ただし、現時点で移植実験は各 n=3 と
少数であり、今後も引き続き実験を継続し解
析を進めていきたい。 
抗マウス IL-4 抗体投与はアクティブ BP マ
ウスモデルの治療効果を示さなかった。これ
は、図 1 および図 5 の結果に矛盾しないと考
えられる。今後は、サイトカイン KO マウス
から精製した T 細胞を用いた移植実験や、前
述した転写因子 KOマウスを用いた移植実験
を行うことで、BP の皮疹発症における T 細
胞の役割をより詳細に解析していく予定で
ある。 
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