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研究成果の概要（和文）：表皮下水疱症には水疱性類天疱瘡（17型コラーゲンに対する自己抗体が原因）と後天
性表皮水疱症（7型コラーゲンに対する自己抗体が原因）がある。研究代表者は、マウスに抗17型コラーゲン抗
体あるいは抗7型コラーゲン抗体を投与して、水疱性類天疱瘡あるいは後天性表皮水疱症を誘導した。野生型マ
ウスと比較して好中球欠損マウスでは表皮下水疱症の臨床スコアや皮膚の炎症細胞浸潤が軽減したことから、こ
れらの病態は好中球の活性化に依存することが判明した。他方、CD300f欠損はこれらの病態に大きな影響を及ぼ
さなかった。従って、表皮下水疱症モデルでCD300fは免疫複合体による好中球の活性化を制御しないと考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Bullous pemphigoid, which is caused by autoantibody to type XVII collagen 
(COL17), and epidermolysis bullosa acquisita, which is caused by autoantibody to type VII collagen 
(COL7), are autoimmune subepidermal bullous diseases. We administered antibody to COL17 or COL7 to 
mice, that induced bullous pemphigoid or epidermolysis bullosa acquisita, respectively, in mice. As 
compared to wild type mice, neutrophil-deficient mice exhibited the decline in clinical scores and 
the reduction of inflammatory cell infiltration in skin in these models, indicating that neutrophil 
activation is responsible for the development of these diseases. On the other hand, CD300f 
deficiency did not significantly the severity of these diseases in mice. These results suggested 
that CD300f failed to regulate the activation of neutrophils by immune complexes in these models.

研究分野：アレルギー・炎症

キーワード： 抑制型受容体　好中球　免疫複合体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウスモデルの解析により、表皮下水疱症の病態形成に好中球の活性化が重要であることが確認された。一方、
表皮下水疱症モデルにおいて、抑制型受容体CD300fは免疫複合体による好中球の活性化を抑制しないこと、
CD300fは表皮下水疱症の治療標的として不適であることが判明した。本研究成果は、免疫複合体による好中球の
活性化を強く抑制する治療法を開発するための基礎となるので、その学術的意義や社会的意義が存在すると考え
られる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫性水疱症は表皮の自己抗原に対する自己抗体が原因となる難治性皮膚疾患である。
自己免疫性水疱症には表皮内水疱症と表皮下水疱症があり、それぞれ表皮細胞間蛋白と表皮基
底膜構成蛋白に対する自己抗体が原因となる。表皮下水疱症の代表例として水疱性類天疱瘡（17
型コラーゲンに対する自己抗体が原因）と後天性表皮水疱症（7型コラーゲンに対する自己抗体
が原因）がある。これらの病態形成には免疫複合体によるミエロイド系細胞の活性化が重要な働
きをすると想定されていたが、その病態形成機序の解明は不十分であった。表皮下水疱症に対す
る治療はステロイドや免疫抑制剤が中心となるが難治の場合も多く（特に、後天性表皮水疱症で
は）、新規治療法の開発が望まれている。また、これまで免疫複合体によるミエロイド系細胞の
活性化を抑制する生体内メカニズムは十分に解明されておらず、ミエロイド系細胞の活性化を
抑制する治療法の開発も不十分であった。他方、研究代表者は、抑制型受容体 CD300f が脂質セ
ラミドを認識して高親和性 IgE 受容体を介するマスト細胞の活性化を抑制する（Izawa, 
Immunity, 2012 ）、さらに、CD300f とセラミドの結合がマスト細胞の TLR4・P2X7・Mrgprb2 シ
グナルを抑制して炎症を抑えることを明らかにした。CD300f はマスト細胞や好中球を含むミエ
ロイド系細胞に高発現しており、CD300f の抑制作用を増強することにより表皮下水疱症を抑え
ることが可能ではないかと考えた。そこで、本研究課題の核心をなす学術的「問い」として「免
疫複合体によるミエロイド系細胞の活性化を制御することは可能か？」を掲げ、本研究を進める
ことにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、自己免疫性水疱症のマウスモデルを確立した上で、ミエロイド系細胞に発現
する抑制型受容体 CD300f に着目して自己免疫性水疱症の疾患モデルを解析し、免疫複合体によ
るミエロイド系細胞の活性化が自己免疫性水疱症に至る機序とそれを制御するメカニズムを解
明することである。 
 

3. 研究の方法 
(1) マウスの 17 型コラーゲンあるいは 7 型コラーゲンと GST の融合蛋白を作製し、その GST 融
合蛋白をラビットに投与（免疫）した後、血清を採取する。アフィニティー精製を行う（17
型コラーゲンあるいは 7型コラーゲンに対するポリクローナル IgG 抗体を精製する）。17型
コラーゲンあるいは 7型コラーゲンを固相化したプレートを利用し、抗 17型コラーゲン IgG
抗体と抗 7 型コラーゲン IgG 抗体の各抗原に対する結合能を ELISA で評価する。また、各
IgG 抗体がマウスの皮膚組織の 17 型コラーゲンあるいは 7 型コラーゲンに対して結合する
か否かを免疫染色で確認する。 
 
(2) マウスの水疱性類天疱瘡モデルと後天性表皮水疱症モデルを確立する。 
前者では、耳介の皮下に抗 17 型コラーゲン IgG 抗体あるいは PBS を注射する。 
後者では、耳介の皮下に抗 7型コラーゲン IgG 抗体あるいは PBS を注射する。 
① 経時的に臨床スコア（耳介の厚さなど）を測定して比較する。 
② 採取した皮膚の組織染色により病理所見（炎症細胞浸潤など）を比較する。 
③ 皮膚組織の FACS により炎症細胞（好酸球・マスト細胞・単球など）の数・比率や活性
化マーカーの発現量を比較する。 
④ 皮膚組織における炎症惹起分子（サイトカイン・ケモカインなど）の mRNA 量 real-time 
PCR で測定する。 
⑤ 血清や皮膚組織における炎症惹起分子（サイトカイン・ケモカインなど）の蛋白量を
ELISA で測定する。 

 
(3) 野性型あるいは CD300f 欠損(骨髄由来)好中球を免疫複合体(抗原と抗原特異的 IgG 抗体の
免疫複合体)で刺激する。 
好中球の活性化レベル（炎症惹起分子の産生量など）を比較する。また、CD300f リガンド脂
質であるセラミドの存在下で同様の実験を行い、CD300f が免疫複合体による好中球の活性
化を抑制するか否かを明らかにする。 
 

(4) 野生型マウスと遺伝子改変マウス（CD300f 欠損マウス、好中球欠損マウスなど）に後天性表
皮水疱症モデルを誘導する。 
マウス間の病態を比較する。(2)と同様の解析を行い、CD300f が表皮下水疱症の病態形成を 
制御するか否を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) マウスの 17型コラーゲンと 7型コラーゲンに対するラビットのポリクローナル IgG 抗体を 



作製した。 
マウスの 17 型コラーゲンあるいは 7 型コラーゲンの cDNA をクローニングした後、それ
らと GST の cDNA を連結させて GST 融合タンパク発現プラスミドを作製した。次に、これら
の GST 融合タンパク質を大腸菌に発現させた。その後、これらの GST 融合タンパク質を大
腸菌から抽出し、SDS-PAGE 後の染色でタンパク発現を確認した。その後、これらのタンパ
ク質をラビットに注射（免疫）した後、血清を採取し、17 型コラーゲンあるいは 7 型コラ
ーゲンに対するポリクローナル IgG 抗体をアフィニティー精製した。GST 融合タンパク質あ
るいは GST のみを固相化したプレートを利用して ELISA を行い、マウスの 17型コラーゲン
あるいは 7 型コラーゲンに対する結合能が相対的に高い IgG 抗体を選んだ。しかし、17 型
コラーゲン抗体の 17 型コラーゲンに対する結合能は、7 型コラーゲン抗体の 7 型コラーゲ
ンに対する結合能より弱かった。また、マウスの皮膚組織染色から、7型コラーゲン抗体の
場合と比較して、17 型コラーゲン抗体による皮膚コラーゲンの染色レベルは弱いことを確
認した。 

 
(2) マウスの水疱性類天疱瘡モデルと後天性表皮水疱症モデルを確立した。 
   抗マウス 7型コラーゲン（ラビット）IgG 抗体をマウスの耳介に皮下注射した。経時的 
  に耳介は腫脹し、約１週間でピークとなり、約 2週間で腫脹は軽減した。皮膚組織には著し   
  い炎症細胞浸潤が認められ、RNA 及びタンパクレベルで各種サイトカイン・ケモカインの発 
  現量上昇が認められた。このように、7型コラーゲンに対する自己抗体により誘導される後 
  天性表皮水疱症のマウスモデルが確立された。 
次に、抗マウス 17 型コラーゲン（ラビット）IgG 抗体をマウスの耳介に皮下注射したと 
ころ、耳介の腫脹が少し認められた。しかい、抗マウス 7型コラーゲン（ラビット）IgG 抗 
体を投与した場合と比較して炎症の程度は弱いことが判明した。従って、以後の解析では、 
主に後天性表皮水疱症のマウスモデルを利用した。 
 
(3) 抑制型受容体 CD300f は免疫複合体による好中球の活性化を in vitro で抑制しなかった。 
   野性型あるいは CD300f 欠損マウスの骨髄由来好中球を（抗原と抗原特異的 IgG 抗体の） 
免疫複合体で刺激したとき、産生されるサイトカイン・ケモカイン量や活性酸素量に差は認 
められなかった。また、CD300f リガンドである脂質セラミドを固相化したプレート上で同 
様の実験を行っても、両者で有意な差は認められなかった。従って、in vitro の系で好中 
球に発現する CD300f は免疫複合体による好中球の活性化を制御しないと考えられた。 
 
(4) マウスの後天性表皮水疱症モデルの病態形成は、好中球に依存するが、抑制型受容体 CD300f
により制御されなかった。 
 野生型あるいは好中球欠損マウスに対して後天性表皮水疱症モデルを誘導した結果、好中
球欠損により耳介の肥厚や炎症細胞浸潤、局所におけるサイトカイン・ケモカインの産生は
強く抑制された。従って、マウスの後天性表皮水疱症モデルにおける病態形成には好中球が
必要であることが示された。また、局所にける免疫複合体による好中球の活性化が重要な働
きをすることが示唆された。 
 野生型あるいは CD300f 欠損マウスに対して後天性表皮水疱症モデルを誘導した結果、

CD300f 欠損は耳介の肥厚や炎症細胞浸潤、
局所におけるサイトカイン・ケモカイン
の産生に影響を及ぼさないことが示され
た。つまり、ミエロイド系細胞（好中球を
含む）に発現する CD300f はマウスの後天
性表皮水疱症モデルにおける耳介の炎症
誘導を抑制しないことが判明した（図）。
(3)の結果と合わせると、生体内で好中球
に発現する抑制型受容体CD300fは免疫複
合体による好中球の活性化を抑制しない
と考えられた。本研究は、少なくとも自己
免疫性水疱症の治療標的として、CD300f
は不適であることを示唆した。 
今後、生体内で免疫複合体による好中
球の活性化を制御するメカニズムを解明
するとともに、その鍵を握る標的受容体
を明らかにし、自己免疫性水疱症に対す
る治療法開発の分子基盤を形成する必要
がある。 
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