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研究成果の概要（和文）：水疱性類天疱瘡（BP）は高齢者に好発する、最も頻度の高い自己免疫

性水疱症である。本研究では BP の病態解明と新規治療法の開発を目的として、リンパ球・抗体・

抗原の全てをヒト化した完全ヒト化アクティブマウスモデル樹立を試みた。まず、BP の自己抗

原である 17 型コラーゲン（COL17）ヒト化マウスと免疫不全マウスである NOD-Scid マウスを交

配し、COL17 ヒト化-NOD Scid マウスを作製した。次に、BP 患者末梢血リンパ球を用いて抗ヒ

ト COL17-IgG4抗体を持続的に産生する CHO細胞を作製しCOL17ヒト化-NOD/scidマウスに移入

したところ、CHO細胞は生体内に生着し、長期間にわたる抗ヒトCOL17-IgG4産生が確認された。 
 
研究成果の概要（英文）：Bullous pemphigoid (BP) is the most common autoimmune 
blistering disorder that preferentially occurs in elderly people. To analyze the precise 
pathomechanisms of BP and to develop a novel therapeutic strategy for BP, we tried to 
develop a novel active disease model for BP of which lymphocytes, autoantibodies and 
autoantigens have been humanized. First, we generated COL17-humanized/Nod-Scid mice 
by crossing COL17-humanized mice with immunodeficient NOD-Scid mice. Next, we 
developed CHO cells which persistently produce anti-human COL17 IgG4 antibodies using 
circulating lymphocytes from a BP patient, and injected them into 
COL17-humanized/Nod-Scid mice. Injected CHO cells could survive in the recipient mice 
for a long period and continuously produce anti-human COL17 IgG4 in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

水疱性類天疱瘡（bullous pemphigoid; BP）
は高齢者に好発するもっとも頻度の高い自

己免疫性水疱症である。BP は、表皮真皮間結
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合に非常に重要な役割を担う表皮基底細胞

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。副腎皮質ステロイドを代

表とする非特異的免疫抑制の長期投与が現

状の治療法の主体であるため、感染症併発、

糖尿病誘発といった生命にかかわる重篤な

副作用が大きな問題となっている。従って、

副作用の少ない疾患特異的な治療法開発が

急務であるが、BP 患者自己抗体を応用した疾

患モデル動物が存在しなかったため、BP の新

規治療法開発はこれまで困難であった。これ

は、マウスとヒトの COL17 抗原エピトープに

おけるアミノ酸配列が大きく異なるため、患

者自己抗体をマウスへ投与しても自己抗体

がマウス表皮基底膜に沈着しないためであ

る。そこで研究代表者らは、分子生物学的ア

プローチにより COL17ノックアウトマウスを

作製し、更にこのマウスへヒトCOL17 cDNA を

導入することで、ヒト COL17 のみを表皮基底

膜で発現する COL17 完全ヒト化マウスを作製

した。そして COL17 ヒト化マウスへ BP 患者

IgGを投与することにより発症するBPモデル

マウス作製に世界に先駆けて初めて成功し

た （ “Humanization of autoantigen.” 

Nishie W. et al, Nat Med 13: 378-383, 2007）。

しかし、患者 IgG を投与するモデルでは症状

が一過性であり、免疫寛容が破綻することで

慢性的に抗体を産生する実際の BP 患者の臨

床像とはかけ離れていることから、治療法の

開発には実際の患者に類似する新しい疾患

モデルが必要不可欠である。 

 
２．研究の目的 

本研究では、ヒトの血液細胞の移植を可能

とすべく免疫不全マウスの COL17 をヒト化し、

この COL17 ヒト化免疫不全マウスへ BP 患者

末梢血単核球を移植することで自己抗原、免

疫系いずれもヒト化され、実際の BP 患者に

極めて類似するヒト化 BP アクティブモデル

を作成する。この実際の患者の病態に極めて

類似した疾患モデルが作成された際には、BP

の発症機序の詳細が初めて明らかとなるこ

とに加え、疾患特異的治療法開発が可能とな

る。さらに本アクティブモデルの手法は、他

の自己免疫疾患の病態解明、疾患特異的治療

法の開発にも応用することができる。 

 
３．研究の方法 

（１）COL17ヒト化免疫不全マウスの作製 

我々がすでに作成したCOL17ヒト化マウス

（Nishie W. et al, Nat Med 13, 378-383,

 2007）を用いて免疫不全マウスのCOL17をヒ

ト化した。具体的にはCOL17ヒト化マウスと

免疫不全マウスを交配し、それによって得ら

れたマウス同士の交配を進めていくことで、

最終的にCOL17ヒト化免疫不全マウスを得る。

今回、ベースとなる免疫不全マウスとしてヒ

トリンパ球生着に優れたNOD-Scidマウスを

用いた。COL17ヒト化マウスはバックグラウ

ンドがC57BL/6であるため、スピードコンジ

ェニック法を用いてバックグラウンドをNod

-ScidにしたCOL17ヒト化-Nod-Scidマウスを

作製した。 

 

（２）BP患者末梢血リンパ球の採取と応用 

実際のBP患者末梢血移植に先行し、BP患者

末梢血の不死化を試みた。EBウイルスにより、

抗COL17 IgG抗体を持続産生するBP患者末梢

血不死化B細胞クローンを樹立した。具体的

にはBP患者末梢血リンパ球を採取し、B細胞

をセルソーターで分離精製しEBVを感染させ、

不死化細胞株を作製した。その細胞株を限界

記希し、培養上清の抗体価をCOL17 NC16A EL

ISAで測定し、陽性クローンを選定した（Li 

Q, et al. J Immunol 185: 7746-7755, 201

0）（図１）。このB細胞クローンをCOL17ヒト

化-NOD/scidマウスへ移植し、血中抗体価の



 

 

推移を観察した。 

次に、抗ヒトCOL17-IgG4抗体を持続的に産

生するCHO細胞を作製した。我々は以前に、B

P患者末梢血リンパ球からファージディスプ

レイ法を用いて、ヒトCOL17 NC16Aを認識す

るIgG Fabフラグメントを作製した（Wang G,

 et al. Am J Pathol 176: 914-925, 2010）。

そのFab領域の遺伝子を、IgG4のFc領域を組

み込んだベクターに組み込むことで、抗COL1

7 NC16A IgG4抗体コンストラクトを作製し

た（図２）。ベクターをCHO（Chinese Hamste

r Ovary）細胞にトランスフェクションし、

培養上清中の抗COL17-NC16A IgG4抗体産生

を確認した。そのCHO細胞を、COL17ヒト化-N

OD/scidマウスへ移植し、血中抗体価の推移

を観察した。 

 

 
４．研究成果 

（１）COL17ヒト化免疫不全マウスの作製 

 短期間でCOL17ヒト化マウスのバックグラ

ウンドをNod-Scid化するために、スピードコ

ンジェニック法を用いてバッククロスを行

った。N2以降の毎世代でマイクロサテライト

マーカー（SSLPマーカー）を用いてゲノムス

クリーニングを行い、Recipient系統遺伝子

が多く伝達された固体を選抜し、次世代の作

出を行った。N5において、98.5-100%のNOD-S

cid化が進んだ個体が得られ、目標のレベル

に到達したと考えた。抗ヒトCOL17抗体を用

いて、皮膚におけるヒトCOL17タンパク発現

を確認した（図3）。 

 
（２）BP患者末梢血リンパ球の採取と応用 
 BP患者末梢血リンパ球から作製した抗COL

17 NC16A抗体を産生する不死化B細胞クロー

ンを、COL17ヒト化-NOD/scidマウスへ1×106 、

1×107 cells/ mouseの細胞数で移入したが、

移入後１、２、３週後の血清中に抗COL17 NC

16A抗体は確認できなかった。 

次に、抗ヒトCOL17-IgG4抗体を持続的に産

生するCHO細胞をCOL17ヒト化-NOD/scidマウ

スに5×106 cells / mouseの細胞数で移入し

たところ、移入後5週のマウス血清を3倍希釈

して測定したCOL17 NC16A ELISA値は0.33

(陽性コントロール:1.19, 陰性コントロー

ル:0.03)と陽性で、血清中に抗ヒトCOL17-Ig

G4の産生が確認された。蛍光抗体直接法にお

いて、移入後5週と16週のマウス皮膚におけ

るIgG4の沈着がみられた（図４上）。また、

蛍光抗体間接法において、移入後16週後のマ

ウス血清IgG4は陽性であった（図４下）。し

かし、マウスに明らかな皮疹の出現は見られ

なかった（図５）。現在、補体活性化の程度



 

 

や炎症細胞浸潤などを解析中である。本研究

はヒトIgG4抗体を用いたため、局所における

補体活性化が不十分である可能性が考えら

れた。また、NOD-Scid化したマウスを用いた

ことで補体活性化能が低く、病態に影響を与

えている可能性も考えられた。今後は、移入

する細胞数や投与経路などを再検討し、最適

化した条件のもとでｎを増やしていく予定

である。また、補体活性化を十分に解析した

うえで、補体の補充なども含め検討していく。 

 

（３）結語 

本研究で、COL17ヒト化マウスの免疫不全

化に成功し、抗体産生CHO細胞が長期間生着

可能であることを確認できた。今後は実際の

BP患者末梢血をCOL17ヒト化NOD-Scidマウス

に移植することで、リンパ球・抗体・抗原の

全てをヒト化した完全ヒト化アクティブBP

マウスモデルを作製し、病態メカニズム解明

や新規治療法の開発に応用していく予定で

ある。 
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