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研究成果の概要（和文）：水疱性類天疱瘡は、全身に表皮下水疱が多発する高齢者に後発する皮膚疾患である。
本症では、抗基底膜に対する自己抗体が存在するため、自己免疫性水疱症と理解されている。今回の研究で、
BP230ノックアウトマウスの作成、ならびに表皮のみでBP230が欠損するコンデショナルノックアウトマウスの作
製を行った。その結果、BP230は筋肉で重要な役割を演じていることが明らかとなった。また、表皮真皮の結合
に寄与していることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Bullous pemphigoid is a skin disease which shows generalized blisters and 
occurs mostly in the elderly. This disease is characterized by autoantibodies to basement membrane 
zone and considered as autoimmune blistering disease. In this study, we generated knockout mouse of 
BP230 and also conditional knockout mouse without epidermal BP230 expression. The results 
demonstrated that BP230 plays an important role in muscle function. Furthermore, BP230 has great 
contributions to stability of biding between the epidermis and the dermis. 

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
水疱性類天疱瘡は，全身に表皮下水疱が多

発する高齢者に後発する皮膚疾患である．本

症では, 抗基底膜に対する自己抗体が存在

するため, 自己免疫性水疱症と理解されて

いる. 本症の自己抗体が認識する自己抗原

は，180kDa と 230kDa 類天疱瘡抗原(BP180 と

BP230)である．我々は，20年以上にわたり類

天疱瘡の研究を継続してきた．まず，その自

己抗原の解析を行った．BP230 の主な研究で

は，全アミノ酸配列を決定,発現調節領域の

解析, BP180 の主な研究では、遺伝子構造の

解析である．このように自己抗原の解析は進

んだが，自己抗体の病原性についての証明は

なかなか進まなかった．つまり，患者の自己

抗体が動物の BP 抗原を認識しないため，自

己抗体を動物に移入しても病変が形成され

なかった．我々のグループは BP180 の遺伝子

改変マウスを駆使し，マウスの BP180 のヒト

化に成功し，BP180 を認識する自己抗体が病

変を起こすことを初めて証明した.さて，水

疱性類天疱瘡においてBP180への自己抗体が

病変を形成していることが明らかになった

が，BP230 に対する自己抗体に関しては，病

態と関連を示す明確な実験はない．BP230 へ

の自己抗体の病原性，また BP230 の表皮真皮

結合能や新規機能の詳細を，解明するのが本

研究の主な目的である．  

  
２．研究の目的 
水疱性類天疱瘡の自己抗原として BP230 

がある．BP230 への自己抗体の病原性，また
BP230 の表皮真皮結合能や新規機能の詳細を，
解明するのが本研究の主な目的である．その
ために，コンディショナルノックアウトマウ
スを用い，１）BP230 に対する自己抗体を有
するモデル動物の作製，２）BP230 のノック
アウト状態の長期観察，３）表皮に限局する
皮膚欠損の作製，を行う． 
 
３．研究の方法 
BP230 のコンデショナルノックアウトマウ

スのデザインならびにそのマウスの作製：マ

ウス BP230 の遺伝子配列から，遺伝子発現や

遺伝子のスプライシングに影響のないイン

トロンを選択する．それにより，Neo 遺伝子

の挿入部位，FRT 部位、LoxP 部位を設定．そ

の後, ベクターの構築，ベクターの ES 細胞

への導入，ホモロガスリコンビネーション成

功クローンの選択，3-5 日胚盤胞への注入，

ヘテロマウスの選択を行った．ヘテロマウス

を正常マウスと交配し，戻し交配をおこなっ

た．ヘテロの同士の交配から，BP230 のノッ

クアウトマウス得た．BP230 の表皮特異的ノ

ックアウトマウスの作製：Flp マウスは Flp 

recombinase が全身の細胞で高発現する. こ

の Flp マウスとヘテロマウス交配する．その

結果，イントロンには FRT 部位のみ残り，遺

伝子の機能は損なわれない．このマウスは，

loxP にはさまれる領域が除かれる準備がで

きたことから, floxマウスと呼ばれる．次に, 

このマウスをさらに K14Cre マウスと交配す

る．K14Cre マウスは，表皮でのみ発現するプ

ロモーターを有している．Cre recombinase

は loxP 部位を認識し，その部位に挟まれた

領域を切り取る.その結果，表皮でのみ BP230

が欠損するマウスを得た. そのマウスにつ

いて，光学顕微鏡，電子顕微鏡，蛍光抗体法

などで皮膚を詳細に検討した. BP230 自己抗

体誘導実験：BP230 遺伝子のノックアウトよ

り脾細胞を採取する．得られた脾細胞を無免

疫の Rag2KO マウスに静脈投与を行う．定期

的に，皮膚症状，血清のマウス BP230 やマウ

スBP180に対する抗体価，皮膚の生検を行う．

得られた皮膚は，HE 染色と蛍光抗体直接法を

行う． 
 
４．研究成果 

BP230 のコンデショナルノックアウトマウ

スのデザインならびにそのマウスの作製：ヘ

テロ同士の交配から，BP230 のノックアウト

マウス得た．得られた BP230 のノックアウト

マウスでは全身の BP230 が欠損する．このマ

ウスは，1-2 週間で，筋肉のジストニアを発

症し 1-2 週間で死亡した．過去に作製された

ノックアウトマウスとはデザインは異なる

が,表現型は変わらない結果であった. BP230

の表皮特異的ノックアウトマウスの作製；

floxマウスとK14Creマウスと交配によって, 

表皮のみでBP230が欠損するコンデショナル



ノックアウトマウスを得た. 本マウスでは, 

ノックアウトマウスとは異なり, 筋肉のジ

ストニア症状は消失していた. それにより, 

長期に生存した. 光学顕微鏡的には, 表皮

と真皮の間に微小な水疱の形成が認められ

た. さらに, 電子顕微鏡的にもBP230より形

成されるヘミデスモゾームプラークの低形

成が認められた. また, 表皮下水疱も観察

された. 蛍光抗体法や免疫ブロットにて, 

表皮での BP230 の欠損が認められた. BP230

自己抗体誘導実験：BP230 遺伝子のノックア

ウトより脾細胞を採取し, 無免疫の Rag2KO

マウスに静脈投与を行ったが, BP230 に対す

る自己抗体の産生を証明することはできな

かった. 
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