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研究成果の概要（和文）：我々のグループは水疱性類天疱瘡(Bullous pemphigoid; BP)の研究をしてきた．BPは
表皮真皮境界部に存在する膜貫通蛋白BP180に対する自己抗体で発症する．近年，自己抗体が認識するエピトー
プの解析はすすみ，ほとんどの患者において，自己抗体が認識するエピトープはわずか76アミノ酸からなる
NC16aドメインであることが明らかとなっている．本研究で１）ＢＰ患者の抗体の解析，２）患者リンパ球のB細
胞の解析,３）BP230の表皮細胞特異的ドメインを欠損させたコンデショナルノックアウトマウスの電子顕微鏡に
よる解析を行った．

研究成果の概要（英文）：Bullous pemphigoid (BP) is an autoimmune blistering disease (AIBD) 
characterized by subepidermal blisters and erosive lesions on the skin. Autoantibodies against the 
NC16a domain of BP180 in the epidermal basement membrane zone are produced in patients with BP. We 
use antiBP180-NC16a antibody titers as a marker of disease activity in outpatients with BP. We 
evaluated correlation to serum levels of antiBP180-NC16a antibodies and thymus and 
activation-regulated chemokine (TARC/CCL17). We studied the anti-BP180-type mucous membrane 
pemphigoid, epidermolysis bullosa acquisita, anti-laminin γ1 (p200) pemphigoid, and linear 
immunoglobulin A/immunoglobulin G bullous dermatosis. We studied the B-cell of BP patients by flow 
cytometry. We also examined autoantibodies to BPAG1e trigger experimental bullous pemphigoid in 
mice.

研究分野：皮膚科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
水疱性類天疱瘡（ＢＰ）は全身に表皮下水疱が多発する，最も頻度が高い自己免疫性水疱症であり，高齢者に好
発する．本症患者の血清中には，皮膚の基底膜を認識する抗基底膜抗体が存在する．その自己抗体が認識する自
己抗原として，BP230とBP180の類天疱瘡抗原が同定されたが1497アミノ酸からなるBP180のなかの非常に狭い領
域，76アミノ酸からなるNC16aドメインを認識していることが解明されている．そこで，患者の抗BP180抗体の可
変領域のアミノ酸配列を解析する研究を着想した．さらに，これが解明されれば，本症の自己抗体産生の発症機
構の一端を明らかにできると考える．

※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 
水疱性類天疱瘡（ＢＰ）は, 高齢者に高発する最も頻度の高い自己免疫性水疱症であり，全身
に表皮下水疱が多発する重篤な疾患である（図１）．多くの患者で，表皮真皮境界部に存在する
膜貫通蛋白である BP180 が自己抗原となる．近年，自己抗体が認識するエピトープの解析はすす
み，ほとんどの患者の自己抗体は，BP180 の NC16a ドメインに反応する（図２）．NC16a ドメイ
ンはわずか 76 個のアミノ酸で構成され，本症の診断に用いられる BP180 ELISA あるいは CLEIA
はその NC16a を抗原として用いている． 
さて，このように自己抗原の解析は進んできたが，自己抗体の解析に関する研究は少ない．本
症の自己抗体は IgG であり，その抗原との結合部位は，Ｈ鎖とＬ鎖の可変領域である．この部の
アミノ酸の構成により，多種多彩の抗原が認識されるようになる．したがって，自己抗体の解析
には，可変領域のアミノ酸配列が必須となるが,現在までに本症の自己抗体の可変領域を詳しく
研究した報告はほとんどない． 
本研究課題の核心をなす学術的な問いは，患者自己抗体の可変領域アミノ酸配列を明らかに
することであり，水疱性類天疱瘡の発症機構の解明や斬新な観点から治療法を開発するために
は，自己抗体の解析は必要不可欠な問題と考える． 
 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は，ＢＰ患者の自己抗体可変領域の解析であり，そのために 
１）患者Ｂ細胞を EB ウイルスで株化後，自己抗体産生株を選択し,産生抗体の可変領域のアミ
ノ酸配列の解析， 
２）患者リンパ球の B 細胞受容体遺伝子の可変領域配列を次世代シークエンサーにて網羅的に
取得し，B細胞クローンの種類や頻度を検討するレパトア解析， 
３）BP180 自己抗体可変領域アミノ酸配列を質量分析にて直接解析， 
の３つの異なったアプローチを統合的に行う． 
 
本研究の独自性と創造性は，水疱性類天疱瘡で初めて自己抗体の可変領域を詳細に解析する
点につきる． 
本症患者では，BP180 の NC16a ドメインという非常に限局した 76 アミノ酸という領域が認識
されるため，果たして抗体の可変領域も患者間で非常に類似したアミノ酸配列となるのか，ある
いはその狭い領域でも患者間で全く異なった可変領域を持つ抗体が産生されているのか，非常
に興味深い．もし,患者間で非常に類似する配列になれば,自己抗体が産生される疾患では初め
ての知見となるし,患者それぞれの異なった免疫異常というよりは,同一の免疫異常で生じてい
ることが示唆される．さらに，類似の自己抗体であれば多くの患者で特定の抗イデオタイプ抗体
を用いる抗体医療が可能になる． 
 
３．研究の方法 
１）ＢＰ患者から BP180 の NC16a への自己抗体産生細胞のクローン化（図３） 
患者からリンパ球を採取し，EB ウイルスを用いて B リンパ球をトランスフォームし，患者 B リ
ンパ球のライブラリーを作成する（イーベック社に依頼）．イーベック社では EB ウイルスを用
いて，抗体医療に使用可能な抗体産生細胞を作製する方法を確立している．次に，その中から，
BP180 ELISA を用いて，陽性抗体を産生するリンパ球のクローンを選択する．産生細胞から mRNA
を取り，cDNA を作成する．可変領域のシークエンスを行い，BP180 抗体の可変領域アミノ酸配列



解析し，患者間で比較する． 
 
２）患者リンパ球の B細胞受容体遺伝子（BCR）のレパトア解析 
次世代シークエンサーによる BCR のレパトア解析は，企業への委託研究となる．BCR 遺伝子は，
ゲノム上では多数の V（variable），D（diversity），J（joining）および C（constant）の遺
伝子断片からなる．そこで，活動期の患者から B細胞を分離し，mRNA から 
cDNA を合成する．その後，非バイアス遺伝子増幅にて，1セットのプライマーで全 BCR 遺伝子を
増幅する．次に，次世代シーケンサーにて，500-600 bp のロングリード解析を行い，レパトア
解析専用ソフトでクローンの数や頻度を得る.頻度の高いクローンが,自己抗体を産生するクロ
ーンと予想される． 

 
３）自己抗体の病変誘発実験による病原性の確認 
可変領域の検討で得られたクローンからの抗体を精製する．あるいは，自己抗体に一致する可変
領域の配列をもつリコンビナント抗体を産生する．我々は，患者の自己抗体がマウスの BP180 を
認識しないことを克服している．すなわち，遺伝子改変技術によって，マウス BP180 がヒト BP180
に置き換わった，ヒト BP180 マウスを有している．そこで，そのマウスに精製抗体を投与して，
病原性があるのかを確認する（図４）． 

 
４）ＢＰ患者抗体の質量分析による直接解析 
近年，質量分析の飛躍的進歩から，ペプチドの質量分析からアミノ酸の配列を予測できるように
なってきている．そこで BP180 の NC16a アフィニティーカラムと抗体の可変領域を選択的に集
める方法（nSMOL 法）を使用する．すなわち，患者の血清から BP180 NC16a のカラムを用いて，
抗 BP180 NC16a 抗体を回収．次に，抗体を Fc末端でビーズに固定し，Fab 領域（可変領域を含
む）を選択的に酵素消化する（図５）．そして，得られたFab由来ペプチド断片をそのままLC/MS/MS
にて質量分析を行い，可変領域のアミノ酸配列やその頻度を決定する． 



 
４．研究成果 
１）ＢＰ患者から BP180 の NC16a への自己抗体産生細胞のクローン化 
BP 患者からリンパ球を採取したが，EBウイルスを用いて Bリンパ球をトランスフォームする
ことができなかったため, BP180 ELISA を用いて，陽性抗体を産生するリンパ球のクローンを選
択することはできず, 抗 BP180 抗体 (NC16a)に関する解析を行った(The study was approved 
by the Committee of Medical Ethics of the Hirosaki University Graduate School of 
Medicine approved the research study, No. 2021-025). 
2011 年 9 月から 2022 年 6月にかけて弘前大学附属病院で，診療上の必要から TARC と抗 BP180
抗体 (NC16a)を測定した 262 名のうち,抗 BP180 抗体 (NC16a) 陽性は 7例であった．TARC 値は
アトピー性皮膚炎の皮膚病変の重症化に伴い, 顕著に上昇し, 皮膚症状の変化の程度を短期間
に反映して推移するとされており, 病勢と相関した報告もあり, アトピー性皮膚炎のみならず, 
Th2 に偏位した皮膚疾患において病勢を反映する可能性がある TARC の保険適応拡大が望まれる
と考えられた［1］． 
 
 また，粘膜類天疱瘡は，BP180（COL17）やラミニン 332 などの基底膜部抗原に対する自己抗体
（主に IgG）により，表皮下水疱やびらん性病変が粘膜優位に生じる自己免疫性水疱症であり，
標的抗原によって大きく二つのタイプ，抗 BP180 型 MMP と抗ラミニン 332 型 MMP に分けられる
が，VII 型コラーゲンやα6β4インテグリン，BP230 を標的抗原とする症例もある．抗 BP180 型
では自己抗体は NC16a 領域のほか，C 末端側の基底板に近い部位に反応する症例が多いため BP
とは異なる症状を呈すると考え, 正常ヒト皮膚切片を基質とした蛍光抗体間接法（IIF)，1M 食
塩水剥離皮膚を基質とした IIF(ss-IIF)，免疫ブロット法（Immunoblotting, IB）により解析し,
さらに hemidesmosome-rich fraction immunoblotting による解析も行った［2］．そのほか, 後
天性表皮水疱症に関しても同様に検索した[3] 
 
 さらに，抗ラミニンγ 1(p200)類天疱瘡に関し, 抗 BP180 抗体，1M食塩水剥離皮膚を基質と
した間接法，ケミルミネッセンス法を用いた真皮抽出液の免疫ブロット法による解析をおこな
った[4] ． 
  
 そして, 線状 IgA 水疱性皮膚症に関して, 蛍光抗体直接法,1M 食塩水剥離皮膚を基質とした
IIF(ss-IIF)，免疫ブロット法（Immunoblotting, IB）により解析した．免疫組織化学的に表皮
-真皮境界部に IgA (あるいは IgA と IgG の両者) が線状 (homogeneous linear) に沈着してい
ることが証明される後天性の表皮下水疱症を線状 IgA 水疱性皮膚症といい，沈着が基底板の上
にあるものを lamina lucida 型，基底板の下にあるものを sublamina densa 型，両者にみられる
ものは鏡像型(mirror image 型) とされている．表皮基底細胞下面（とくにヘミデスモゾーム），
あるいは基底板下面、特に係留線維に存在するいくつかの標的抗原に対し，IgA 自己抗体（ある
いは IgA と IgG 自己抗体）が産生され，抗原抗体反応とそれに引き続く補体の活性化によって表
皮-真皮境界部に炎症反応が生じ,多くの場合には基底板と基底細胞の間で，あるいは症例によ
っては基底板の下面で水疱が生じると考えられている．180kDa の水疱性類天疱瘡抗原（BPAG2; 
BP180,ⅩⅦ型コラーゲン）のコラーゲン部分および係留線維の主成分であるⅦ型コラーゲン分
子が本症の標的抗原に含まれていることがわかっているが，抗原の同定されない症例も多い．線
状 IgA 水疱性皮膚症はまれな疾患であり，確立した治療法がないため，今後症例の蓄積によって
治療法や病態の解明が望まれると考えられた[4] ． 
 
２）患者リンパ球の B細胞受容体遺伝子（BCR）のレパトア解析 
次世代シークエンサーによる BCR のレパトア解析を委託研究できず，BP 患者様でのリンパ球
サブセット検査を行った. リンパ球は機能的には様々なサブセットで構成されているが, これ
を細胞表面抗原（CD 抗原）などのマーカーを使い, フローサイトメトリーにより識別できる. こ
のマーカーによるリンパ球のサブセットは, 機能的サブセットとの関連性が認められ, その増



減は疾患との相関性を示す. BP にリツキシマブ（抗 CD20 抗体）が有効とする報告もあり, BP
に関連する表面分子抗原/サイトカインは末梢血によるリンパ球サブセット検査で測定可能であ
り, 病勢と関連付けられる可能性がある．細胞表面抗原の検索から Tリンパ球，Bリンパ球，NK
細胞の比率を求め，さらに Tリンパ球のうち，CD4 陽性の helper/ inducer T cell，CD8 陽性の
suppressor/ cytotoxic T cell の比率を求めた. 
 
３）自己抗体の病変誘発実験による病原性の確認 
遺伝子改変技術によって，マウス BP180 がヒト BP180 に置き換わった，ヒト BP180 マウスに
精製抗体ができなかったが，分担研究者の澤村とともに，同講座の松﨑らが行った BP230 関連の
水疱性類天疱瘡のモデルマウスの作成に参加した．松﨑らは BP230 の表皮細胞特異的ドメイン
を欠損させたコンデショナルノックアウトマウスを作製し，その脾細胞を採取して，そのリンパ
球を免疫不全マウスに投与した．すると移植されたリンパ球が免疫不全マウスの BP230 の表皮
特異的ドメインに自己抗体を産生し，BP230 関連の水疱性類天疱瘡のモデルが完成した．この研
究では皆川は電子顕微鏡による解析を担当した[5]． 
 
４）ＢＰ患者抗体の質量分析による直接解析 
BP 患者の血清から BP180 NC16a のカラムを用いて，抗 BP180 NC16a 抗体の回収を試みたが, 
抗体を Fc末端でビーズに固定し，Fab 領域を選択的に酵素消化できなかった. 
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