
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

プラスミンをターゲットとした水疱性類天疱瘡の発症機序解明

Elucidating roles of plasmin in blister formation of bullous pemphigoid

６０４３５９５６研究者番号：

中村　秀樹（Nakamura, Hideki）

北海道大学・医学（系）研究科（研究院）・助手

研究期間：

２５４６１６６１

平成 年 月 日現在２８   ５ １７

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、自己免疫性水疱症のなかで最も患者数の多い水疱性類天疱瘡（Bullous pe
mphigoid, BP）の水疱形成機序を解明し、診断と新規治療法開発へ応用することである。BPでは多数の水疱を生じるが
、患者水疱内容液にはBP患者自己抗体の標的となるCOL17を切断可能なプラスミンが豊富に存在する。本研究では、プ
ラスミンによるCOL17の切断部位を同定し、切断されたCOL17の切断部を特異的に認識する抗体を作製した。その結果、
一部のBP患者皮膚では、実際にプラスミンによってCOL17が切断されていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Bullous pemphigoid (BP) is an autoimmune blistering disease. The aim of this 
study is to address the pathogenic roles of plasmin, a protease present in blister fluids of BP, which is 
known to cleave COL17. We first identified cleavage sites of COL17 by plasmin, and based on this data, 
cleavage site-specific antibodies were generated. The antibodies revealed that COL17 is actually cleaved 
by plasmin in lesional skin of certain numbers of BP patients.

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（Bullous pemphigoid, BP）
は、自己免疫性水疱症患者の中で最も患者数
が多く、重症化した場合は死に至ることのあ
る疾患である。BP では、表皮真皮境界部接合
を担う表皮基底細胞のヘミデスモゾーム構
成成分のひとつである XVII 型コラーゲン
（COL17）に対する自己抗体を生じるが、研
究代表者らのグループは、自己抗原である
COL17 をヒト化した遺伝子改変マウスを作製
し、抗ヒト COL17 自己抗体が表皮真皮間接合
の脆弱化を誘導可能であることを以前に報
告している。(Nishie W, Nakamura H, et al. 
Nature Medicine 2007) 。しかし BP に特徴
的な臨床所見である“水疱”は動物モデルで
も再現しないため水疱の発症機序は未だ十
分に解明されていない。 
近年、BP 患者の水疱内容液が生理的切断部
位と異なる部位でCOL17を切断することが明
らかになっている。この切断酵素は未だ不明
だが、BP の病変部では“プラスミン”の発現
が亢進しており、プラスミン自体が COL17 を
切断可能であることから（Hofmann SC, et al. 
J Invest Dermatol 2009）、プラスミンが水
疱形成機序の主役である可能性が高い。しか
し、プラスミンによる COL17 の切断機構の詳
細は、ほとんど解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、BP の病態機序を解明し、
診断や新規治療法の手掛かりとなる新知見
を得ることであり、BP の水疱内容液に豊富に
存在するプラスミンがCOL17を切断可能であ
ることに着目した点が特徴である。具体的な
目的は、（１）プラスミンによる COL17 の切
断部位の同定、（２）プラスミン切断部位を
特異的に認識する抗体の作製、（３）切断部
特異抗体を用いた BP 患者皮膚の解析、の３
項目である。 
 
３．研究の方法 
（１）プラスミンによる COL17 の切断部位の
同定 
 HEK293 細胞を用い作製した全長のヒト
COL17 リコンビナントタンパク(Wada M, 
Nakamura H, et al. J Invest Dermatol 2006, 
文献 No.4)をプラスミンで切断し、切断され
たCOL17をマススペクトロメトリー(MS)で解
析し切断部位の同定を行う。MS を施行する際、
SDS-PAGE から切り出したバンドをトリプシ
ン処理する必要がある。プラスミンとトリプ
シンによる切断部とを見分けるために、リコ
ンビナントCOL17タンパクの遊離アミノ基を
全てアセチル化し、トリプシンによる切断部
を区別可能な状態にしておく（Nishie W, et 
al. J Immunol 2010）。 
 
（２）プラスミン切断部位を特異的に認識す
る抗体の作製 
 上記（１）で同定された COL17 の切断部位

から 8～10 アミノ酸のペプチドを合成し、野
兎へ免役する(Nishie W, et al. J Immunol 
2010)。免疫後、プロテイン G あるいは抗原
ペプチドを共有結合したセファロースビー
ズを用い抗体を精製する。 
 
（３）特異抗体の評価 
 上記（２）で作製した切断部特異抗体が、
全長のCOL17ではなくプラスミンで切断され
たCOL17を特異的に認識することを確認する。
ウェスタンブロット法で全長とプラスミン
切断したCOL17に対する反応性を確認するの
に加え、正常ヒト皮膚を基質に用い蛍光抗体
間接法で評価する。正常ヒト皮膚へ反応性が
見られなかった場合、事前にスライドグラス
上で作製した凍結皮膚切片を異なる濃度で
プラスミン処理し、反応性に違いが生じるか
について検討を行う 
 
（４）特異抗体による BP 患者皮膚の解析 
上記（３）で、特異抗体がプラスミンによっ
て切断されたCOL17を特異的に認識すること
を確認後、BP患者皮膚を基質に用いた蛍光抗
体間接法を施行し、病変部皮膚で実際にプラ
スミンによってCOL17が切断されているか確
認する。 
 
４．研究成果 
（１）プラスミンによる COL17 の切断部位の
同定 
 HEK293細胞で作製した全長のヒトCOL17リ
コンビナントタンパクをプラスミンで切断
し、SDS-PAGE 後にクマシー染色を行うと
120kDaと97kDaの細胞外領域ポリペプチドが
得られる（Nishimura M, Nakamura H, et al. 
Hum Mol Genet 2016, 文献 No.4）。遊離アミ
ノ基を全てアセチル化したリコンビナント
COL17 を同様にプラスミンで切断した結果、
120kDaと97kDaのタンパクを得ることができ
た（図１A）。それぞれをゲルから切り出し、
トリプシン処理後に LC-MS/MS 後、イオン化
したペプチド断片集団の分子量を Mascot 解
析した結果、508 番目のセリン(Ser508)が主な
N 末端で、プラスミンは COL17 の NC16A 領域
内で切断することが明らかとなった（図１B）。 
 
（２）プラスミン切断部位を特異的に認識す
る抗体の作製 
 プラスミンによる切断部（N末端 Ser508）は、
COL17 の三量体形成が障害された際、ゴルジ
でFurinによって分解される際に生じる断端
部と同一であった（Nishie W, et al, J Bio 
Chem 2012）。その際に抗体を作製した手法と
同様に、切断端から８アミノ酸のペプチド
（NH2-SILPYGDS）を合成し、２匹の野兎へ免
役した（図１B）。８週後の血清から免疫した
ペプチドを共有結合したセファロースビー
ズを用い、切断部位（Ab-SILP）を作製した。 
 



 
図1(A) プラスミンで切断しMS解析に用いた
COL17（矢印）（B）プラスミンによる切断部
位（赤矢印）と Ab-SILP の認識部位。 
  
（３）切断部位特異抗体 Ab-SILP の評価 
 全長のリコンビナントCOL17タンパクとプ
ラスミンで切断したタンパクを、切断部位特
異抗体Ab-SILPで免疫ブロットを施行したと
ころ、作製した抗体は全長 COL17 へは反応せ
ず、120kDa と 97kDa の細胞外領域へ特異的に
反応することが確認できた（図２A）。Ab-SILP
を 0.5g/ml、1.0g/ml 濃度で正常ヒト皮膚
を基質として蛍光抗体間接法を施行しても
表皮真皮境界部には反応しなかったが（図２
B）、正常ヒト皮膚を 0.0025、0.005mg/ml 濃
度のプラスミンで 30 分間反応後に染色した
ところ、表皮真皮境界部へ反応した（図２C）。 

図２ プラスミンによる COL17 の切断 
 
   以上の結果から、切断部位特異抗体
Ab-SILP はプラスミンあるいは同様のセリン
プロテアーゼで切断を受けたCOL17の細胞外
領域を特異的に認識可能であることが明ら
かとなった。しかし正常ヒト皮膚を
0.01mg/ml 以上の濃度のプラスミンで処理す
ると、Ab-SILP の表皮真皮境界部への反応は
消失した（図２C）。この結果は、強いプラス
ミン活性が生じると Ser508より C 末端側でも
COL17 が切断され、Ab-SILP の反応性が消失
するためと予測された。 
 
（４）特異抗体を用いた BP 患者皮膚の解析 
   上記（３）の結果を踏まえ、15 症例の水
疱性類天疱瘡患者皮膚をAb-SILPで染色した
ところ、4 名の水疱辺縁の表皮真皮境界部に

顆粒状あるいは一部線状の反応を認めた（図
３） 

図３ Ab-SILPを用いたBP患者皮膚の蛍光抗
体間接法（一部の症例を提示） 
表皮真皮境界部に陽性所見を認める（矢頭） 
 
本研究により、プラスミンがCOL17のNC16A
領域内の Ser508のアミノ末端で切断すること
が明らかとなった。同部位は生理的に切断を
受ける部位とは異なり、実際に正常ヒト皮膚
では、Ser508 のアミノ末端を標的とする
Ab-SILP は反応性を認めなかったことから、
プラスミンによるCOL17の切断部位は非生理
的部位に生じたことを示唆している。
Ab-SILP は BP 患者皮膚にも反応性を認め、BP
病変においてもプラスミンあるいは類似し
たセリンプロテアーゼで切断を受けている
ことが明らかとなった。一方、Ab-SILP は 15
症例中 11例の BP患者皮膚へは反応性を認め
なかったが、この結果は他の切断酵素の関与
のほか、強いプラスミン活性が病変部皮膚で
生じたため反応性が消失した可能性が想定
された。実際に正常ヒト皮膚をプラスミンで
前処理後、Ab-SILP を用い蛍光抗体間接法を
施行した結果では、高濃度のプラスミンを使
用すると反応性が消失していた。 
本研究によって、プラスミンあるいは類似の
セリンプロテアーゼが BP の水疱形成機序に
重要な働きを担っていることが明らかとな
った。今後 BP に対する新規治療法開発を検
討する際、セリンプロテアーゼを標的とする
薬剤の有用性が期待される。 
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