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要旨 

 
【背景と目的】水疱性類天疱瘡は最も頻度の高い自己免疫性水疱症である．

表皮基底膜部の類天疱瘡抗原である 17 型コラーゲン(type XVII collagen: 

COL17)と BP230 に対する自己抗体が産生され，表皮基底膜部が脆弱になる

ことで水疱が形成される．この類天疱瘡抗原に対する自己抗体産生に関連す

る因子について，因果関係が直接的に証明されたものはなかった．制御性 T

細胞は Foxp3 をマスター転写因子とし，末梢性免疫寛容に重要な働きをし

ている．この制御性 T 細胞の機能不全では，肺，腎臓，脾臓，肝臓，心臓，

そして皮膚に対して自己免疫応答が生じる．これまで類天疱瘡抗原に対する

免疫自己寛容の維持における制御性 T 細胞の役割は調べられていなかった．

本研究では，制御性 T 細胞の機能不全が類天疱瘡抗原への自己抗体産生を

誘導するかどうか，そしてその産生メカニズムを解明することを目的とした． 

 

【材料と方法】Foxp3 に変異を持つ制御性 T 細胞の機能不全モデルである

Scurfy (Sf)マウスと Immune dysregulation，polyendocrinopathy，enteropathy，

X-linked (IPEX)症候群の患者血清を使用した．蛍光抗体直接法で表皮基底膜

部に対する自己抗体の沈着を，蛍光抗体間接法で血清中の表皮基底膜部に対

する自己抗体を評価した．さらに 1M 食塩水剥離皮膚(Split skin 法)を用いた

蛍光抗体間接法で，Sf マウス血清中の自己抗体が表皮基底膜部の表皮側も

しくは真皮側のどちらに存在するタンパクに対するものであるかを評価し

た．またマウス COL17 と BP230 のリコンビナントタンパクを用いたウエス

タンブロット法で，Sf マウス血清中の類天疱瘡抗原に対する自己抗体の有

無を確認した．Sf マウスの血清から IgG を精製し新生仔マウスに Passive 

transfer することで，Sf マウスの血清中の自己抗体の水疱形成能を検証した．

Sf マウスの CD4＋T 細胞を T 細胞を欠損する T 細胞受容体欠損マウス(Tcrbd-

/-マウス)に Adoptive transfer することで，Sf マウスの CD4＋T 細胞が類天疱

瘡抗原に対する抗体の産生を誘導するかどうか確認した．II 型ヘルパーT 細

胞に重要である STAT6 を欠損した Sf (Stat6-/--Sf)マウスを作成し，類天疱瘡

抗原に対する抗体産生が STAT6 を介した経路で起こっているかどうかを確

認した．また STAT6 は濾胞性ヘルパーT 細胞にも重要な転写因子であるた

め，Stat6-/--Sf マウスの脾臓と皮膚所属リンパ節の濾胞性ヘルパーT 細胞数

をフローサイトメトリー法で測定し，Sf マウスの自己抗体産生に濾胞性ヘ

ルパーT 細胞が関与しているかを調べた．IPEX 患者血清中のヒト COL17 と
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BP230への自己抗体の有無を Split skinを用いた蛍光抗体間接法，ヒトCOL17

と BP230 を用いた Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)，ウエスタン

ブロット法で評価した． 

 

【結果】Sf マウスの蛍光抗体直接法および間接法では，IgM と IgG が表皮

基底膜部に線状に陽性であった．Split skin 法では表皮側に陽性であり，

COL17 や BP230 に対する自己抗体の存在が示唆された．表皮基底膜部に対

する IgM の沈着は生後 9 日目から生じており，生後 12 日では IgM に加え

て IgG が沈着し始めていた．Sf マウスの血清はウエスタンブロット法でマ

ウス COL17 と BP230 の特に Rod ドメインのリコンビナントタンパクに反

応したが，水疱形成に重要な病原性ドメインである COL17 の NC14A ドメ

インタンパクとは反応しなかった．Sf マウスの精製 IgG を Passive transfer

した新生仔マウスでは，皮膚に IgG が沈着したが水疱形成は見られなかっ

た．Sf マウスの CD4＋T 細胞を Adoptive transfer した Tcrbd-/-マウスは Sf マ

ウス様の表現型を呈し，蛍光抗体直接法では表皮基底膜部に線状に陽性で，

血清はマウス COL17 と BP230 に反応した．Stat6-/--Sf マウスでは Sf マウス

様の表現型は減弱し，マウス COL17 と BP230 に対する自己抗体産生も低下

していた．Stat6-/--Sf マウスの濾胞性ヘルパーT 細胞は，脾臓と皮膚所属リ

ンパ節いずれにおいても Sf マウスより減少していた．IPEX 症候群患者の血

清 IgG は Split skin を用いた蛍光抗体間接法で表皮側に陽性であり，ELISA

でヒト COL17 全長タンパクに，ウエスタンブロット法でヒト BP230 Rod ド

メインに反応した．このうちヒト COL17 全長タンパクの ELISA が強陽性の

症例は湿疹病変を呈していた． 

 

【考察】Sf マウスは，類天疱瘡抗原である COL17 と BP230 に対する自己抗

体を自然産生していた．この自己抗体は，病理組織学的に皮膚炎がほとんど

生じていない生後 9 日目から生じていたため，表皮基底細胞の破壊による

抗原露出ではなく，制御性 T 細胞の機能不全が引き起こしたものと考えた．

また生後 12 日以内に IgM から IgG にクラススイッチしていることが示唆さ

れた．さらにこの自己抗体は，病原性ドメインである COL17NC14A ドメイ

ンには反応しないことや，Passive transfer で水疱形成を誘導しなかったこと

から，水疱形成能が低いと考えられた．また，Adoptive transfer の実験によ

り，Sf マウスの CD4＋T 細胞が類天疱瘡抗原に対する自己抗体産生の誘導能

を持つことが示された．さらに，Sf マウスの自己抗体産生に STAT6 と濾胞

性ヘルパーT 細胞が重要な役割を持つことが示唆された．IPEX 症候群患者
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血清においても Sf マウスと同様に類天疱瘡抗原に対する自己抗体を認め，

ヒト COL17 に対する自己抗体と湿疹病変との関連が示唆された．以上から，

マウスとヒトいずれにおいても制御性 T 細胞の機能不全が類天疱瘡抗原へ

の自己抗体産生を引き起こすことが示された．  

 

【結論】制御性 T 細胞の機能不全は，Sf マウスと IPEX 症候群において類天

疱瘡抗原への自己抗体産生を誘導する．  
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緒言 

水疱性類天疱瘡について 
 

 水疱性類天疱瘡(Bullous pemphigoid: BP)は表皮基底膜部タンパクである

17 型コラーゲン(type XVII collagen: COL17)と BP230 に対する自己抗体によ

り表皮下水疱を生じる自己免疫性水疱症である．全身の皮膚に瘙痒を伴う浮

腫性紅斑と緊満性水疱を生じることが特徴である(図 1)．皮膚の表皮と真皮

は，表皮真皮境界部において，様々な基底膜を構成する構造タンパク質によ

って接着されており，類天疱瘡抗原である COL17 と BP230 はこれらの接着

タンパクの中で主要な役割を担っている(図 2)(Dreno et al., 1993)．そのため

類天疱瘡抗原に対する自己抗体により，表皮真皮間の接着が脆弱となり BP

を発症する．それを反映して，BP においては蛍光抗体直接法 (Direct 

immunofluorescence: DIF)と蛍光抗体間接法 Indirect immunofluorescence: IIF)

で表皮基底膜部に自己抗体の沈着を認め，病理組織学的に表皮下水疱を呈す

る(図 1)(Schmidt and Zillikens, 2013)．また COL17 の NC16A ドメインは主要

な病原性エピトープを含んでいる(Giudice et al., 1993)．この NC16A ドメイ

ンに対する抗体価は BP の病勢に相関する(Schmidt et al., 2000)．疫学的には

最も頻度の高い自己免疫性水疱症であり，60 歳以上の高齢者に多く，高齢

化に伴い患者数は増加している(Marazza et al., 2009)．治療は自己抗体産生を

抑制するための副腎皮質ステロイドホルモン内服が主体である(Dreno et al., 

1993)．しかし，高齢患者に投与されるため，治療の副作用としての感染症

や糖尿病により 1 年後の死亡率は 13％に及び予後は悪い(Holtsche et al., 

2018)．そのため副腎皮質ステロイド内服を使用しない新たな治療法の確立

が望まれている． 

 現在までに類天疱瘡抗原に対する自己抗体産生を引き起こす因子として

薬剤，放射線治療，紫外線治療，熱傷，外傷，感染症などが指摘されている

(Lo Schiavo et al., 2013)．しかし，因果関係が証明されているものはない．今

後の治療法の確立のために自己抗体の産生機序の解明が必要と考えられた． 

                                                                 

                                                                                                

 

 



6 

 

 
 

図 1．BP の臨床像，病理組織像，DIF 

(左)臨床的に浮腫性紅斑と緊満性水疱とを特徴とし，(右上)病理組織学的に

表皮下水疱を呈し，(右下)DIF では表皮基底膜部に線状の自己抗体沈着を認

める． 
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図 2．表皮真皮境界部における接着タンパク質の模式図  

表皮真皮境界部には様々な接着因子が存在する．その中で類天疱瘡抗原であ

る COL17 と BP230 は主要な役割を担っている．(McMillan et al., 2003) 
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制御性 T 細胞と自己抗体産生について 

 
免疫系においては外来性のウイルスや細菌に対して防御反応を示す必要

がある一方で，内在性の組織に対しては反応せずに免疫寛容である必要があ

る．T 細胞の免疫寛容には，胸腺での中枢性免疫寛容の他に，末梢組織での

末梢性免疫寛容が重要であり，後者では制御性 T 細胞(Regulatory T cell: Treg)

が重要な役割を果たしている．Treg は自己反応性 T 細胞を抑制する(Fontenot 

et al., 2005; Sakaguchi et al., 1995)．そのマスター転写因子は FOXP3 と呼ばれ

Treg の分化に必須の転写因子である(Fontenot et al., 2003; Hori, 2003; Khattri 

et al., 2017)．Foxp3 の遺伝子変異を持つヒトでは Immune dysregulation，

polyendocrinopathy， enteropathy，X-linked (IPEX)症候群を，マウスでは

Scurfy(Sf)マウスを引き起こす(Bennett et al., 2001; Brunkow et al., 2001; Wildin 

et al., 2001)．Treg の機能喪失のために自己反応性 T 細胞が活性化し，IPEX

症候群，Sf マウスいずれにおいても肺，腎臓，肝臓，心臓，消化管，そして

皮膚に重度の自己炎症が生じる(図 3)(Chatila, 2005; Hadaschik et al., 2015; 

Nieves et al., 2004; Ujiie and Shevach, 2016)．これらの臓器に対して自己抗体

産生が引き起こされていることが想定され，過去に抗核抗体，リウマチ因子，

抗血小板抗体，抗ミトコンドリア抗体が報告されている(Aschermann et al., 

2013; Tsuda et al., 2010; Zhang et al., 2009)． 

皮膚に着目すると表皮基底膜部に炎症を生じ，同部位の構成タンパクであ

るケラチン 14 への自己抗体を産生していることがすでに示されている

(Huter et al., 2010)．しかし，ケラチン 14 への自己抗体に関連した自己免疫

性皮膚疾患は報告されていない．表皮基底膜部に炎症が存在するため，同部

位のタンパク質である類天疱瘡抗原に対する自己抗体が生じている可能性

が考えられた． 
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図 3．IPEX 症候群の臨床像 

生後から皮膚炎を自然発症する．(Nieves et al., 2004) 
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本研究の目的 

本研究の目的は，Treg の機能不全モデルである Sf マウスと IPEX 症候群

において，類天疱瘡抗原への自己抗体が生じているかを確かめ，またその産

生メカニズムを解明することである． 
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略語表 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである．  

 

BP: bullous pemphigoid  

BSA: bovine serum albumin 

COL17: type XVII collagen 

CXCR5: chemokine receptor 5 

DIF: direct immunofluorescence 

DNA: deoxyribonucleic acid 

DSG3: desmoglein 3 

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 

FOXP3: forkhead box P3  

HE: hematoxylin eosin 

HRP: horseradish-peroxidase 

IIF: indirect immunofluorescence 

IPEX: immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked 

PBS: phosphate buffered saline 

PCR: polymerase chain reaction 

PD-1: programmed cell death 1 

Sf: scurfy 

STAT6: signal transducer and activator of transcription 6 

TBS: tris buffered saline 

TCR: T cell receptor 

Tfh: follicular helper T 

Th: helper T 

Treg: regulatory T cell 

WT: wild type 
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実験方法  

 本研究はヘルシンキ宣言に則り，北海道大学病院倫理委員会の承認(承認

番号：自 015-0254)，および北海道大学大学院医学研究院の医の倫理委員会

の承認(承認番号：医 15-025)を得た．また可能な限り参加者全てから書面に

よる同意を得た．得られなかった参加者に関しては結果を公開発表すること

で対応した．臨床検体の取り扱いおよび臨床研究に関しては，北海道大学病

院自主臨床研究審査委員会の承認を受け，「北海道大学における臨床研究の

取り扱いに関する指針」に則した．動物実験は，「北海道大学動物実験に関

する規定」に則し，北海道大学の承認(承認番号：14-0152)を得た．遺伝子組

み換え実験は「北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規程」に則した． 

 

1. 動物 

 以下のマウスは全て C57BL/6J バックグラウンドの個体を北海道大学大学

院医学研究院附属動物実験施設の Specific pathogen-free 下で飼育し使用し

た．Foxp3 ヘテロ接合(X 染色体上の Foxp3 の機能喪失変異)のメスを Jackson 

Laboratories(アメリカ)から購入した．C57BL/6J マウス(Wild type マウス: WT

マウス)は日本クレア(日本)から購入した．これらを交配させ，ヘミ接合のオ

スの個体を作製した．この個体を Tregの機能不全マウスモデルである Scurfy

マウス(Sf マウス)として使用した．同時に産まれた WT マウスを同腹仔正常

コントロールとして使用した．TCRと TCRのダブルノックアウトマウス

である Tcrbd-/-マウスは Jackson Laboratories から購入し，WT マウスと交配

させ， TCRのノックアウトマウスである Tcrb-/-マウスを作製した．Foxp3

ヘテロ接合のメスと Tcrb-/-のオスを交配させ，T 細胞を欠損した Sf マウ

スである Tcrb-/--Sf マウスを作製した． Stat6-/-マウスのオスは Jackson 

Laboratories から購入し，Foxp3 ヘテロ接合のメスと交配し，Stat6 を機能喪

失させた Sf マウスである Stat6-/--Sf マウスを作製した．ジェノタイピング

は，アルカリ法を用いてマウスの尾から DNA を抽出し，GoTaq Green Master 

Mix(Promega 社，アメリカ)と特異的プライマーを用いて PCR 反応を行い，

アガロースゲル電気泳動で確認した．サンプリングは，産まれてから 1 日目

を postnatal day1(P1)とした． 

 

2. 皮膚組織学的評価と皮膚炎のスコアリング 

 皮膚炎の組織学的評価とスコアリングを行うためにマウスの耳と尾を使



13 

 

用した．いずれも安楽死後に 10%ホルマリン溶液(和光)で固定して脱水後に

パラフィンへ包埋したブロックを作成し，薄切して 5m 切片としヘマトキ

シリンエオジン(Hematoxylin eosin: HE)染色した(札幌総合病理研究所，日本)．

光学顕微鏡(NIKON，日本)で観察し画像を得た．皮膚炎の組織学的スコアは

正常を 0，形質細胞の浸潤のあるなしに関わらないリンパ球の少量の浸潤を

1，好中球の浸潤のあるなしに関わらないリンパ球と形質細胞の浸潤を 2，

部分的な表皮欠損または潰瘍を伴うリンパ球と形質細胞と好中球の浸潤を

3，部分的な表皮欠損と重度の潰瘍を伴うリンパ球と形質細胞と好中球の稠

密な浸潤を 4 としてスコアリングした(Mayer et al., 2014)． 

 

3. 蛍光抗体直接法 

 マウスにおける表皮基底膜部への自己抗体の沈着を評価するためにマウ

スの尾を使用した．安楽死後にマウスの尾をクリオモルド・プラスチック包

埋皿(桜ファンテックジャパン株式会社，日本)に入れ，クリオマウント(武藤

化学株式会社，日本)で充填した．ドライアイス上で急速に凍結し，クリオ

スタット(Leica MICROSYSTEMS，ドイツ)で薄切して 5m 切片を作成した．

インキュベーションチャンバー内で 10%の Bovine serum albumin (BSA)で室

温で 1 時間ブロッキングし FITC-conjugated anti-mouse IgG antibody (Jackson 

ImmunoResearch，アメリカ)，FITC-conjugated anti-mouse IgM antibody(Jackson 

ImmunoResearch) FITC-conjugated anti-mouse C3 antibody(MP Biomedicals，ア

メリカ)を Phosphate buffered saline (PBS)で 100 倍希釈したもので室温で 1 時

間反応させた．その後 PBS で 3 回洗浄し Permaflour aqueous mounting 

medium(Thermo fisher scientific，アメリカ)で切片を封入した．蛍光顕微鏡

(NIKON)で観察し画像を得た． 

 

4. 蛍光抗体間接法 

 マウス血清中における表皮基底膜部への自己抗体の有無を評価するため

にマウスの血清と WT マウスの尾を使用した．安楽死後にマウスの血清を

採取した．この血清を PBS で 50 倍に希釈した．基質には WT マウスの尾を

用いた．WT マウスの尾を 1M 食塩水に 4℃で 16 時間反応させ表皮と真皮を

分離した Split skin 法も同時に使用した．基質の作成においては，蛍光抗体

直接法と同様にクリオモルド・プラスチック包埋皿に入れ，クリオマウント

で充填した．ドライアイス上で急速に凍結し，クリオスタットで薄切して

5m 切片を作成した．インキュベーションチャンバー内で WT マウスの尾

の切片を 10%の BSA で室温で 1 時間ブロッキングした．50 倍希釈したマウ
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スの血清をその切片に反応させ，室温で 1 時間で反応させ，PBS で 3 回洗

浄した．FITC-conjugated anti-mouse IgG antibody を PBS で 100 倍希釈したも

のを室温で 1 時間反応させた．その後 PBS で 3 回洗浄し Permaflour aqueous 

mounting medium で切片を封入した．蛍光顕微鏡で観察し画像を得た． 

 IPEX 症候群の患者血清中の表皮基底膜部表皮側への自己抗体の有無を評

価するために IPEX 症候群の患者血清，健常人血清と健常人皮膚を使用した．

IPEX 症候群患者血清と健常人血清を PBS で 20 倍希釈した．基質の健常人

皮膚は 1M 食塩水に 4℃で 24 時間反応させ表皮と真皮を分離した Split skin

法を使用した．マウスの基質と同様の方法で切片を作成した．インキュベー

ションチャンバー内で健常人皮膚切片を-20℃のアセトンで 10 分ブロッキ

ングし，PBS で洗浄した．希釈した IPEX 症候群血清を切片に反応させ，37℃

で 40 分静置した．PBS で 3 回洗浄した．FITC-conjugated anti-human IgG 

antibody を PBS で 100 倍希釈したものを 37℃で 30 分反応させた．その後

PBS で 3 回洗浄し Permaflour aqueous mounting medium で切片を封入した．

蛍光顕微鏡で観察し画像を得た． 

 

5. リコンビナントタンパクの作成 

 マウス BP230，ヒト BP230 Rod ドメインリコンビナントタンパクは以下

の方法で作成した．クローニングはベクターおよびインサートを以下に記載

する制限酵素(New England Biolabs，アメリカ)で処理後に PCR purification 

kit(Quiagen，オランダ)で精製した．ベクターはマウス BP230 には pSeqTag2-

Hygro B(Thermo Fisher Scientific)を，ヒト BP230 Rod ドメインには pSeqTag2-

Hygro A(Thermo Fisher Scientific)を使用した．インサートに関しては，まず

WT マウスの皮膚と健常人皮膚から RNeasy Mini Kit(Qiagen，ドイツ)を使用

してトータル RNAを得た．cDNAは SuperScript® First-Strand Synthesis System 

for RT-PCR (Thermo Fisher Scientific)で合成した． 

 BamHI と NotI を含む BP230-3(5533-7833 塩基)を PCR 反応で増幅した．

塩基配列は Genbank(AF396877.1)と過去の報告を参照した(Leung et al., 2001)．

マウス BP230-1(1-3264 塩基)，BP230-2(3223-5562 塩基)に関しては pSeqTag2-

Hygro B(Thermo Fisher Scientific)にライゲーションを委託した (Eurofins 

MMG Operon，ドイツ)． 

 KpnI と XhoI を含むプライマーでヒト BP230 Rod ドメイン(2593-5619 塩

基 )を PCR 反応で増幅した．塩基配列は Natinal Center for Biotechnology 

Information Reference Sequence(NM_001723.5)を参照した．ベクターとこの

PCR 産物をそれぞれ N 末端と C 末端の制限酵素配列で制限酵素処理した．
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PCR 産物は以後インサートとして扱った．エタノール沈殿し 10l の滅菌水

に溶かした．ライゲーション時のベクターとインサートの比率を 1:9 と 1:4

として Ligation mix(nippon gene，日本)で 16℃で 30 分静置しライゲーション

反応した．コンピテントセル(TOP10)を使用してトランスフォーメーション

し LB 寒天培地プレート(アンピシリン濃度 50g/ml)に全量塗布し，37℃16

時間静置した．コロニーをピックアップし，LB 培地 (アンピシリン濃度

g/ml)で振盪培養した．QIAprepSpin Miniprep Kit(Quiagen)でプラスミド精

製した．制限酵素処理し，アガロースゲル電気泳動で目的のインサートが挿

入されていることを確認した後，シークエンスでインサートが正確にライゲ

ーションされていることを確認した．HEK293 細胞に Lipofectamine® 

2000(Thermo Fisher Scientific)でトランスフェクションし上清を回収した．ウ

エスタンブロット法で HRP-conjugated anti-His tag antibody を使用し目的の

分子量であることを確認した． 

 マウス COL17 全長リコンビナントタンパク，マウス COL17NC14A ドメ

インは過去に当研究室で作成したものを使用した (Nishie et al., 2015; 

Toyonaga et al., 2017)．マウス desmoglein3(DSG3)リコンビナントタンパクは

マウス Desmoglein3 ベクター(MR220716，Origene，アメリカ )を使用して

HEK293 細胞に Lipofectamine® 3000(Thermo Fisher Scientific)でトランスフェ

クションして発現したものを Anti-DDDDK-tag mAb-Magnetic Beads(MBL)で

FLAG tag 精製して使用した． 

 

6. ウエスタンブロット法 

 リコンビナントタンパクを 7%ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-

PAGE で分離し，ニトロセルロース膜(BioRad Laboratories，アメリカ)へ転写

した．2%スキムミルクは Tris buffered saline(TBS)で希釈したものを使用し

た．2%スキムミルクで室温 1 時間でブロッキングした．2%スキムミルクで

2 回洗浄後に一次抗体を 4℃で一晩静置した．2%スキムミルクで 2 回洗浄後

に二次抗体と室温で 30 分静置させた．一次抗体は，Sf マウスの血清(2%ス

キムミルクで 25 倍希釈)，WT マウスの血清(2%スキムミルクで 25 倍希釈)，

HRP-conjugated anti-His tag antibody(MBL，日本)(2%スキムミルクで 5000 倍

希釈)，Anti-FLAG M2 antibody(Sigma-Aldrich，アメリカ)(2%スキムミルクで

2000 倍希釈)，Anti-mouse COL17NC14 antibody(2%スキムミルクで 2000 倍希

釈)(Nishie et al., 2014)を使用した．二次抗体は，HRP-conjugated goat anti-rabbit 

IgG(2% スキムミルクで 5000 倍希釈 )(Thermo Fisher Scientific) ， HRP-

conjugated goat anti-rat IgG(2% ス キ ム ミ ル ク で 5000 倍 希 釈 )(Jackson 
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ImmunoResearch)を使用した．二次抗体の反応後に ECL-plus(GE Healthcare，

アメリカ)と室温で 5 分間反応させ，LAS-4000 mini(富士フィルム，日本)で

シグナルを検出し画像を得た． 

 

7. Sf マウス血清 IgG の Passive transfer 

 レシピエントには WT マウス P1 を使用した．Sf マウス P21-28 から安楽

死後に血清を集め，HiTrap Protein G HP Columns(GE Healthcare)で IgG を精

製した．IgG を PBS で希釈しマウス体重 1g 当たり 150g あるいはg と

なるように濃度調整し，それぞれ WT マウス P1 の腹腔内注射した．48 時間

後に皮膚脆弱性を用手的に評価した．また安楽死後に背部皮膚の水疱形成の

有無を HE で，DIF で IgG の沈着を評価した． 

 

8. Sf マウス脾細胞の Adoptive transfer 

 レシピエントはT 細胞，T 細胞を欠損した Tcrbd-/-マウスを使用した．

ドナーの Sf マウス P21 を安楽死後に脾臓を採取し，細胞数を測定して 39.5-

43.3x106 個の脾細胞を CD4+ T Cell Isolation Kit, mouse(Miltenyi Biotec，ドイ

ツ)を使用して autoMACS (Miltenyi Biotec)でソートし，negative fraction を採

取し PBS で 1.0x106 個/l に希釈した．レシピエントマウスに眼窩内投与

し，7 週後に表現型を確認した．安楽死させ耳，尾，血清を得た．耳の皮膚

炎を HE で，尾の皮膚基底膜部への自己抗体の評価を DIF で，血清中の類天

疱瘡抗原への自己抗体の確認をウエスタンブロット法で行った． 

 

9. フローサイトメトリー法 

 反応には 96 ウェルマイクロプレート V 底(アズワン，日本)を使用した． 

脾 臓 と 皮 膚 所 属 リ ン パ 節 を m FalconTM Cell Stainer(Thermo Fisher 

Scientific)でこした．10ml まで PMI Medium 1640(Thermo Fisher Scientific)を

加えて 1400rpm，4℃，5 分で遠心した．上清を取り除き Red Blood Cell Lysis 

Buffer(Sigma-Aldrich)3ml を加えた．軽くボルテックスして 3 分静置した．

10ml まで RPMI Medium 1640 加え，1400rpm，4℃，5 分遠心した．上清を取

り除きもう一度上記の作業を繰り返した．10ml まで RPMI Medium1640 でメ

スアップして細胞数を計測した．1400rpm, 4℃, 5 分遠心後 PBS で 1x106 個

/100l となるように希釈して 96 ウェルプレートの各ウェルに準備した．

FACS buffer は PBS に 2% Fetal bovine serum を加えたものを使用した． 

 Adoptive transfer 実験時の末梢血のフローサイトメトリーのための染色に

は以下の抗体を使用した．ウェル内はl の反応系とした．1400rpm，4℃，
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5 分遠心後デカントした．Anti-mouse TCRβ chain-PE/Cy7 (H57-597; BioLegend，

アメリカ)(100 倍希釈)，Anti-mouse CD4-PerCp/Cy5.5 (GK1.5; BioLegend)(100

倍希釈)，Anti-mouse CD8a-PE (53-6.7; BD Biosciences，アメリカ)(100 倍希釈)，

Anti-mouse CD19-FITC (1D3; BD Biosciences)(100 倍希釈)．暗所，4℃，20 分

静置し反応させた．FACS buffer を 200l までメスアップし 1400rpm，4℃，

5 分遠心後デカントした(この作業を洗浄 1 回とする)．FACS buffer 1ml を加

え CorningTM FalconTM Test Tube with Cell Strainer Snap Cap(Thermo Fisher 

Scientific)に入れて測定した FACSVerse (BD Pharmingen)を解析に使用した． 

 濾胞性ヘルパーT(follicular helper T: Tfh)細胞測定のための染色には以下の

抗体を使用した．ウェル内は 40l の反応系とした．抗体反応の前にゲーテ

ィング時の死細胞の除去のため LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain 

Kit, for 405 nm excitation(Thermo Fisher Scientific)(1000 倍希釈)と，非特異的

反 応 を 軽 減 さ せ る た め Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32(BD 

Pharmingen)(100 倍希釈)を使用した．暗所，4℃，20 分静置し反応させた．

1400rpm，4℃，5 分遠心後デカントした．Anti-mouse CD3e-FITC(145-2C11; 

BD Pharmingen)(200 倍 希 釈 ) ， Anti-mouse CD4-PerCP/Cy5.5 (GK1.5; 

BioLegend)(200 倍希釈)，Anti-mouse CXCR5-biotin (2G8; BD Biosciences)(20

倍希釈)，Anti-mouse PD-1-PE/Cy7 (RMP1-30; BioLegend)(8 倍希釈)は 4℃，60

分で反応させた．FACS buffer で 2 回洗浄した．その後は APC-streptavidin(100

倍希釈)は 4℃，20 分で反応させた．FACS buffer で 1 回洗浄し，FACS buffer 

1ml を加え CorningTM FalconTM Test Tube with Cell Strainer Snap Cap に入れて

測定した．FACSCantoII (BD Pharmingen)を解析に使用した． 

 

10. ELISA 

 ヒト COL17NC16A ドメインとヒト BP230(N 末端と C 末端を含む)の

ELISA Kit(MBL，日本)を使用した．ヒト COL17 全長 ELISA は当研究室で

作成されたものを使用した(Izumi et al., 2016)． 

 

11. 統計学的解析 

 統計学的解析は GraphPad Prism6(GraphPad Software，アメリカ)を使用し

た．解析結果は平均±標準誤差で示した．検定は Turkey 検定を使用した．P

値は 0.05 未満を統計学的有意差有りとし，*0.01≦p<0.05，

**0.001≦p<0.01，***0.0001≦p<0.001 で示した．  
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実験結果 

1. Sf マウス血清中には表皮基底膜部に対する自己抗体が生じている 

 Sf マウスは P21 で重篤な皮膚炎を生じた(図 4)．組織学的には表皮基底膜

部に空胞変性と表皮，真皮へのリンパ球，好中球，好酸球の浸潤を認めたが，

水疱形成は認めなかった(組織学的スコア 2.0±0.0，n=29)(図 5)． 

Sf マウスにおける表皮基底膜部への自己抗体沈着を証明するために，P21

の尾を用いて DIF を施行した．表皮基底膜部に IgG，IgM，C3 の沈着を認め

た(陽性数/全体数 IgG 18/29，IgM 5/5，C3 5/5)(図 6)．また表皮細胞間への

IgG 沈着を認めたものの頻度は少なかった(陽性数/全体数 1/29)(図 7)．Sf

マウス血清中の表皮基底膜部への自己抗体を確認するために，WT マウスの

尾を基質に IIF を施行し，表皮基底膜部に IgG の沈着を認めた(陽性数/全体

数 28/29)(図 8)．また表皮細胞間への IgG の沈着を認めたものの頻度は少な

かった(陽性数/全体数 3/29)．この表皮基底膜部への抗体沈着が表皮側・真

皮側のどちらのタンパクへの反応かを確認するために，1M 食塩水で基質を

処理した IIF(split skin 法)を施行した．この Sf マウス血清中の IgG 自己抗体

は表皮側への沈着を認めた(陽性数/全体数 9/11)(図 8)．上記の全ての DIF と

IIF において WT マウスをコントロールとしたが，すべて陰性であった(図 6-

8)． 

 Sf マウスにおいて，表皮基底膜部に対する免疫応答の開始時期を調べる

ために，P7，P9，P12 において組織学的に皮膚炎を評価し，DIF で表皮基底

膜部への自己抗体の沈着を確認した．P12 の Sf マウスですら外観では皮膚

炎を呈していなかったが(図 9)，組織学的には P7 から皮膚炎を生じる個体

があり(組織学的スコア negative から minimal，0.25±0.25，n=4)，P9(組織学

的スコア minimal から mild，1.3±0.18，n=7)，P12(組織学的スコア mild，2.0±0，

n=6)と徐々に組織学的スコアは上昇し，P12 はすべての個体で組織学的に皮

膚炎を生じていた(図 10)．次に，DIF で表皮基底膜部への自己抗体(IgM と

IgG)の沈着が始まる時期を調べた．P7 においては表皮基底膜部への自己抗

体沈着は確認できなかったが(陽性数/全体数 IgM 0/4，IgG 0/4)，P9 におい

て一部の Sf マウスで IgM から沈着を認め始め(陽性数/全体数，IgM 4/7，IgG 

0/7)，P12 においてはほぼ全ての Sf マウスで IgM と IgG の沈着を認めた(陽

性数/全体数 IgM 6/6，IgG 5/6)(図 9)．蛍光抗体法の結果のまとめを表 1 に示

す．以上の結果より，Sf マウスでは表皮基底膜部に対する自己抗体が産生

されており，それらの抗体は生後 9 日から IgM から生じ，生後 12 日以内に

IgG にクラススイッチが生じていることが示唆された． 
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図 4．Sf マウスの P21 で外観 

(左)Sf マウスの P21 で重篤な皮膚炎を生じた． 

(右)WT マウスの P21 では皮膚炎を生じなかった． 

 

 

図 5．Sf マウスの P21 での HE の病理組織像 

(左)Sf マウスの尾では表皮基底膜部に空胞変性と炎症細胞浸潤を伴う炎症

を生じた．(右)WT マウスの尾では皮膚炎は生じていなかった．Bar=100m． 
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図 6．Sf マウスの尾の DIF(基底膜部) 

(左)Sf マウスの尾の表皮基底膜部への(上)IgG，(中)IgM と(下)C3 の線状沈

着を認めた．(右)WT マウスの尾は陰性であった．矢印は陽性を，矢頭は陰

性を示す．Bar=100m． 
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図 7．Sf マウスの尾の DIF(表皮細胞間) 

(左)Sf マウスの尾の表皮細胞間への IgG の沈着を認めた． 

(右)WT マウスの尾は陰性であった．Bar=100m． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8．Sf マウスの血清の IIF 

(左)Sf マウスの血清は表皮基底膜部に IgG 線状沈着を認め，また，Split-skin

法で表皮側への IgG の線状沈着を認めた．(右)WT マウスの血清は陰性であ

る．矢印は陽性を，矢頭は陰性を示す．Bar=100m． 
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図 9．Sf マウスの P7，P9，P12 の外観，組織像，DIF(IgM，IgG) 

(左)P7 では外観では皮膚炎は認めないが，組織学的に皮膚炎を認め，DIF

は IgM，IgG ともに陰性であった． 

(中)P9 では外観では皮膚炎は認めないが，組織学的に皮膚炎を認め，DIF

は IgM が表皮基底膜部に陽性で，IgG は陰性であった． 

(右)P12 では外観では皮膚炎は認めないが，組織学的に皮膚炎を認め，DIF

は IgM，IgG ともに表皮基底膜部に陽性であった．矢印は陽性を，矢頭は陰

性を示す．Bar=100m． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10．Sf マウスの P7，P9，P12 の組織スコア 

P7，P9，P12 と組織学的に皮膚炎のスコアが上昇していた．検定は Turkey

検定を使用した．*0.01≦p<0.05，**0.001≦p<0.01 で示した． 
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表 1．Sf マウスの DIF，IIF の結果のまとめ 

 

  表皮基底膜部    マウス皮膚基質  

  IgG IgM C3   IIF Split-skin IIF 

Sf マウス 18/29 5/5 5/5  28/29 9/11 

WT コントロール  0/11 0/5 0/5  0/11 0/11 
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2. Sf マウス血清中の自己抗体はマウス BP230 リコンビナントタンパク

に反応する 

 表皮基底膜部を構成するタンパクのうち，Split skin 法で表皮側に存在す

る主なタンパクはプレクチン，BP230，インテグリン，COL17 である

(Schmidt and Zillikens, 2013; Zillikens, 1999)．プレクチンとインテグリン

を標的抗原とする自己免疫性水疱症は非常に稀である一方，BP230 と COL17

は主要な類天疱瘡抗原として知られている．このため本研究ではこれら 2 つ

のタンパクに焦点を当てた． 

 Sf マウス血清中の自己抗体のマウス BP230 への反応性の有無を調べるた

めに，マウス BP230 リコンビナントタンパクを 3 つのドメインに分割して

準備し，N 末端を BP230-1，Rod ドメインを BP230-2，C 末端を BP230-3 と

した(図 11)．10 匹の Sf マウス血清で，これらのリコンビナントタンパクを

基質としてウエスタンブロット法を施行し，BP230-1(陽性数 /全体数 

5/10)(図 12)，BP230-2(陽性数/全体数 9/10)には反応する個体があったが(図

12)，BP230-3(陽性数/全体数 0/10)には反応する個体は全くなかった(図 12)．

上記の全てのウエスタンブロット法において WT マウスをコントロールと

したが，反応する個体はなかった(n=5)．以上から，Sf マウスにおいて BP230，

特に Rod ドメインに対する自己抗体が自然に生じていることが明らかとな

った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11．マウス BP230 リコンビナントタンパクの概念図 

N 末端は BP230-1 としアミノ酸配列 1-1088 番目まで，Rod ドメインは BP230-

2 としてアミノ酸配列 1075-1854 番目まで，C 末端は BP230-3 として 1845-

2611 番目までとした．すべてのリコンビナントタンパクの C 末端に His tag
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配列を付した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12．マウス BP230 リコンビナントタンパクを基質としたウエスタンブ

ロット法 

(上)10 匹中 5 匹の Sf マウスの血清が BP230-1 と反応した． 

(中)10 匹中 9 匹の Sf マウスの血清が BP230-1 と反応した． 

(下)10 匹の Sf マウスの血清は BP230-3 と反応しなかった． 
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5 匹の WT マウスの血清はどの BP230 とも反応しなかった．矢印は陽性を

示す．陽性コントロールとして Anti-His tag antibody を使用した．  
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3. Sf マウス血清中の自己抗体はマウス COL17 リコンビナントタンパク

に反応する 

 次に，Sf マウスの血清中の自己抗体がもう一つの主要な類天疱瘡抗原で

あるマウス COL17 と反応するかどうかを確認するために，マウス COL17 全

長リコンビナントタンパクを準備した(図 13)．前述の BP230 と同様に 10 匹

の Sf マウス血清で，マウス COL17 リコンビナントタンパクを基質としてウ

エスタンブロット法を施行し，過半数の血清はマウス COL17 に反応するこ

とを確認した(陽性数/全体数 6/10)(図 14)．COL17 は BP における主要な標

的抗原である．しかし，Sf マウスは外観上も組織学的にも水疱を形成して

いない．マウス COL17NC14A ドメインはヒト COL1716A ドメインに相当

し，このドメインに対する自己抗体は水疱形成能が高いことが知られている

(Liu et al., 1993)．そこで次に， Sf マウス血清中の自己抗体がマウス

COL17NC14A ドメインと反応するかどうかを調べるために，マウス

COL17NC14A リコンビナントタンパクを基質として 10 匹の Sf マウスの血

清でウエスタンブロット法を施行し，反応しないことを確認した(陽性数/全

体数 0/10)(図 14)．以上より，Sf マウス血清中の自己抗体はマウス COL17 に

は反応するが，COL17NC14A ドメインには反応しないため，Sf マウスでは

水疱形成がみられないことが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13．マウス COL17 リコンビナントタンパクの概念図 

アミノ酸配列 498-573 番目は NC14A ドメインである．N 末端に FLAG tag 配

列を付した． 
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図 14．マウス COL17 リコンビナントタンパクを基質としたウエスタンブ

ロット法 

(上)10 匹中 6 匹の Sf マウスの血清が COL17 全長リコンビナントタンパクと

反応した．陽性コントロールとして Anti-FLAG M2 antibody を使用した． 

(下)10 匹の Sf マウスの血清は COL14A ドメインと反応しなかった．陽性コ

ントロールとして Anti-NC14A monoclonal antibody を使用した． 

5 匹の WT マウスの血清はどの COL17 とも反応しなかった．矢印は陽性を

示す． 
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4. Sf マウスの血清中の自己抗体はマウス DSG3 リコンビナントタンパ

クには反応しない 

 前述の通り DIF と IIF において，低い割合で表皮細胞間に沈着が認められ

た．表皮細胞間を構成する主要なタンパクは DSG3 であり，尋常性天疱瘡の

標的抗原である．そこで Sf マウス血清中の自己抗体がマウス DSG3 に反応

するか確認するために，マウス DSG3 リコンビナントタンパクを基質にし，

ウエスタンブロット法を施行した．Sf マウス血清はマウス DSG3 リコンビ

ナントタンパクには反応しないことを確認した(図 15)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15．マウス DSG3 リコンビナントタンパクを基質にしたウエスタンブロ

ット法 

10 匹の Sf マウスの血清と 5 匹の WT マウスの血清はマウス DSG3 に反応し

なかった．陽性コントロールとして Anti-FLAG M2 antibody を使用した． 
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5. Sf マウスの血清中の精製 IgG は新生仔マウスに水疱を形成しない  

 次に，Sf マウス血清中の自己抗体に水疱形成能があるか調べるために，

10 匹の Sf マウス血清から精製した IgG(体重 1g あたり 150g)を WT マウス

の新生仔マウス P1 に腹腔内投与した(n=3)．48 時間後に皮膚脆弱性を用手

的に確認したが，水疱は形成されなかった．そして，背部皮膚における DIF

で表皮基底膜部に IgG の線状沈着が認められたが，組織学的に水疱形成は

認められなかった(図 16)．更に濃度を高くした IgG(体重 1g あたり 680g)と

コントロールのマウス IgG(体重 1g あたり 2000g)を WT マウス腹腔内に投

与したが，同様の結果であった(図 17)．以上から Sf マウスの血清中のマウ

ス BP230 と COL17 への自己抗体は水疱形成能を有する抗体量が少ないか全

くないことが示唆された． 

 

 

図 16．Passive transfer 実験 1 回目 

(上)Sf マウスの血清から精製した IgG(体重 1g あたり 150g)を腹腔内投与し

たところ，皮膚脆弱性はなく，組織学的に変化なかったが，DIF で表皮基底

膜部に IgG の線状沈着を認めた． 

(下)PBS を腹腔内に投与したが，皮膚脆弱性はなく，組織学的に変化なく，

DIF は陰性であった． 

矢印は陽性を，矢頭は陰性を示す．Bar=100m． 
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図 17．Passive transfer 実験 2 回目(高用量投与) 

(上)Sf マウスの血清から精製した IgG(体重 1g あたり 680g)を腹腔内投与し

たところ，皮膚脆弱性はなく，組織学的に変化なかったが，DIF で表皮基底

膜部に IgG の線状沈着を認めた． 

(下)コントロールマウス IgG(体重 1g あたり 2000g)を腹腔内に投与したが，

皮膚脆弱性はなく，組織学的に変化なく，DIF は陰性であった． 

矢印は陽性を，矢頭は陰性を示す．Bar=100m． 
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6. Sf マウスの CD4+T 細胞はマウス BP230 と COL17 に対する自己抗体

産生を誘導する 

 Sf マウスの表現型は病的な Effector CD4+T 細胞によって引き起こされて

いることが示されていた(Blair et al., 1994)．そこで，Sf マウスの表皮基底膜

部への自己抗体産生が CD4＋T 細胞によるものか調べるために，Tcrb-/--Sf マ

ウスを作製した．この Sf マウスはT 細胞の発生に必須の TCR受容体を

欠損しているため，T 細胞を欠いている．Tcrb-/--Sf マウスは Sf マウスの

表現型を呈さず，組織学的に皮膚炎も生じず，DIF で表皮基底膜部への自己

抗体沈着も認めなかった(n=3)(図 18)．よって T 細胞は Sf マウスの表皮基底

膜部への自己抗体産生に必要であることが明らかとなった． 

次に Sf マウスの CD4＋T 細胞がマウス BP230 と COL17 への自己抗体産生

に必要であることを調べるために，ドナーの Sf マウスの脾臓から CD4+T 細

胞をソーティングし，レシピエントの Tcrbd-/-マウスに Adoptive transfer し

た．レシピエントの Tcrbd-/-マウスはT 細胞も γδT 細胞も欠損しているた

め，Adoptive trasnfer によりレシピエントにはドナーからの CD4＋T 細胞のみ

が存在する．7 週後にレシピエントは外観では Sf マウスと同様に重篤な皮

膚炎を生じ，組織学的には Sf マウス同様に表皮基底膜部に皮膚炎を生じた

(n=5)(図 19)．DIF ではレシピエントの表皮基底膜部への IgG の沈着を認め

た(陽性数/全体数 4/5)(図 19)．上記の実験で WT マウスの脾臓から CD4+T

細胞を Adoptive transfer したコントロールのレシピエントを作製したが，外

観に変化はなく，組織学的に皮膚炎を生じず，DIF での抗体沈着を認めなか

った(n=2)．いずれの群においても，脾細胞移入後 7 週間後の末梢血中に CD4

＋T 細胞が存在することを確認した(図 20)．次にレシピエント血清中の IgG

抗体がマウス COL17 と BP230 に反応するか調べるためにウエスタンブロッ

ト法を施行し，COL17(陽性数/全体数 2/5)(図 21)と BP230-1(陽性数/全体数 

2/5)に反応することを確認した(図 22)．BP230-2，BP230-3 には反応しなかっ

た．コントロールのレシピエントの血清中には COL17 と BP230 に反応する

自己抗体は存在しなかった．以上から，Sf マウスの CD4＋T 細胞が，レシピ

エントマウスのナイーブ B 細胞を活性化させて COL17 と BP230 に対する

抗体の産生を誘導することが示された． 
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図 18．Tcrb-/--Sf マウスの外観，組織，DIF 

Tcrb-/--Sf マウスは外観上は皮膚炎は認めず，組織学的に皮膚炎を認めず，

DIF は IgG は陰性であった．矢頭は陰性を示す．Bar=100m． 

 

 

図 19．Adoptive transfer 実験 

(上)Sf マウスの CD4+T 細胞を移植されたレシピエントは 7 週後に外観上は

Sf マウス様の皮膚炎を呈し，組織学的に表皮基底膜部に炎症を生じ，DIF

で表皮基底膜部に IgG の線状沈着を認めた． 

(下)WT マウスの CD4＋T 細胞を移植されたレシピエントは 7 週後に外観は

正常で，組織学的に皮膚炎を生じず，DIF は陰性であった．矢印は陽性を，

矢頭は陰性を示す．Bar=100m． 
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図 20．Adoptive transfer 実験における移植 7 週後のレシピエント末梢血の

フローサイトメトリー法 

(上)Sf マウスと WT マウスの CD4＋T 細胞を移植されたレシピエントの末梢

血中の TCR陽性細胞中の CD4＋陽性細胞と CD8＋陽性細胞を表した代表的

な Dot plot を示した． 

(下)Sf マウスと WT マウスの CD4＋T 細胞を移植されたレシピエント末梢血

中には CD4＋T 細胞が存在した． 
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図 21．Adoptive trasfer 実験のレシピエント血清を用いたマウス COL17 リ

コンビナントタンパクを基質としたウエスタンブロット法  

Sf マウスの CD4＋T 細胞を移植されたレシピエント 5 匹の血清中 2 匹分で

陽性となった．WT マウスの CD4＋T 細胞を移植されたレシピエント 2 匹の

血清は反応しなかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 22．Adoptive trasfer 実験のレシピエント血清を用いたマウス BP230-1

リコンビナントタンパクを基質としたウエスタンブロット法  

Sf マウスの CD4＋T 細胞を移植されたレシピエント 5 匹の血清中 2 匹分で

陽性となった．WT マウスの CD4＋T 細胞を移植されたレシピエント 2 匹の

血清は反応しなかった． 
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7. STAT6 は Sf マウスの類天疱瘡抗原への自己抗体産生に関与する  

 COL17 特異的 Th2 細胞は BP の抗体産生に重要なことが報告されていた

(Büdinger et al., 1998)．Sf マウスにおける Th2 細胞が抗体産生に与える影響

を評価するために，STAT6 を欠損させた Sf マウスである Stat6-/--Sf マウス

を作製し，P21 で評価した．外観では Sf マウスと同様の皮膚炎は Stat6+/--Sf

マウスには認められたが，Stat6-/--Sf マウスでは減弱していた(図 23)．組織

学的にも Stat6-/--Sf マウスの皮膚炎は減弱しており，耳の厚さは Stat6+/--Sf

マウスと比較し薄くなっていた(485±19.0m (n=6) vs 703±114m (n=5))(図

24)．DIF においても Stat6-/--Sf マウスの表皮基底膜部への自己抗体の沈着は

Stat6+/--Sf マウスよりも減弱していた(図 23)．IIF で血清中の表皮基底膜部へ

の IgG の抗体価をタイトレーションしたところ，Stat6+/--Sf マウスに比較し

て抗体価は低かった(160±65.3 (n=6) vs 832±372 (n=5))(図 25)．また Stat6-/--

Sf マウスの血清中のマウス COL17 と BP230 に対する自己抗体が減弱して

いるかどうかを調べるためにウエスタンブロット法を施行し，マウス

COL17 と BP230 への抗体価が低下していることを確認した(図 26)．以上の

実験には WT マウスをコントロールとして使用した．抗体価はマウス COL17

と BP230 に対していずれも低下していたが，マウス BP230 では検出感度以

下にまで低下していた．以上より，STAT6 が Sf マウスにおける類天疱瘡抗

原への自己抗体産生に重要な役割を果たしていることが示された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 23．Stat6-/--Sf マウスの外観，組織像，DIF(IgG) 
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(上)Stat6+/--Sf マウスは外観上で Sf マウス様の皮膚炎を呈し，組織像でも表

皮基底膜に炎症を生じ，DIF は表皮基底膜に IgG が沈着していた． 

(中)Stat6-/--Sf マウスは Stat6+/--Sf マウスと比較して外観の皮膚炎，組織像

の皮膚炎，DIF の IgG の沈着は減弱していた． 

(下)同腹仔コントロールは外観上は正常で，組織像で皮膚炎はなく，DIF

は陰性であった． 

矢印は陽性を，矢頭は陰性を示す．Bar=100m． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24．Stat6-/--Sf マウスの組織学的な耳の厚さ 

Stat6-/--Sfマウスは Stat6+/--Sfマウスと比較して耳の厚さは薄くなっていた．

検定は Turkey検定を使用した．*0.01≦p<0.05，***0.0001≦p<0.001 で示した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 25．Stat6-/--Sf マウスの抗表皮基底膜部抗体価(IIF) 

Stat6-/--Sf マウスは Stat6+/--Sf マウスと比較して表皮基底膜部への自己抗体

の力価は低下していた．検定は Turkey 検定を使用した．***0.0001≦p<0.001
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で示した． 

 

 

 

図 26．Stat6-/--Sf マウスの血清を用いたマウス COL17 リコンビナントタン

パクと BP230 リコンビナントタンパクを基質にしたウエスタンブロット法  

Stat6-/--Sf マウスと Sf マウスを比較すると，Stat6-/--Sf マウスの血清はすべ

てのリコンビナントタンパクとの反応が減弱していた． 

陽性コントロールとして Anti-FLAG M2 antibody と Anti-His tag antibody を

使用した． 
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8. 濾胞性ヘルパーT 細胞は Sf マウスの類天疱瘡抗原への自己抗体産生に関

与する 

 STAT6 は Tfh 細胞においても重要な役割をしており(Sahoo et al., 2015)，

さらに BP において抗体産生が Tfh 細胞と関係するという報告がある(Li et 

al., 2013)．Stat6-/--Sf マウスにおいて類天疱瘡抗原への自己抗体産生が減弱

していた原因として Tfh 細胞の関与が考えられた．そこで，Sf マウス，

Stat6-/--Sf マウス，WT マウスの脾臓と皮膚所属リンパ節の Tfh 細胞

(CD4+CXCR5+PD-1+)を測定した(図 27)．脾臓，皮膚所属リンパ節いずれに

おいても，Stat6-/--Sf マウスの Tfh 細胞は Sf マウスに比較して減少してい

た(脾臓：4.8%±0.66% (n=9) vs 8.1%±0.74% (n=14)；皮膚所属リンパ節：

4.4%±0.67%(n=9) vs 8.4%±1.3%(n=11))(図 28)．以上より，Sf マウスの類天

疱瘡抗原への自己抗体産生には Tfh 細胞が関与している可能性が明らかと

なった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 27．Stat6-/--Sf マウスおよび Sf マウスの脾臓と皮膚所属リンパ節のフロ

ーサイトメトリー法 
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(上)Sf マウスと Stat6-/--Sf マウスの脾臓の Tfh 細胞(CD3+CD4+CXCR5+PD-

1+)の代表的な Dot plot を示した． 

(下)Sf マウスと Stat6-/--Sf マウスの皮膚所属リンパ節の Tfh 細胞

(CD3+CD4+CXCR5+PD-1+)の代表的な Dot plot を示した． 

 

 

 

 

 

図 28．Stat6-/--Sf マウスと Sf マウスの脾臓と皮膚所属リンパ節のフローサ

イトメトリー法の解析 

(左)脾臓において Stat6-/--Sf の Tfh 細胞は Sf マウスと比較して減少してい

た． 

(右)皮膚所属リンパ節において Stat6-/--Sf の Tfh 細胞は Sf マウスと比較し

て減少していた． 

検定は Turkey 検定を使用した．*0.01≦p<0.05，**0.001≦p<0.01，

***0.0001≦p<0.001 で示した． 
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9. IPEX 患者血清中にはヒト BP230 と COL17 への自己抗体が存在する 

 最後に，Treg の機能不全によって生じる皮膚への自己免疫応答がヒトに

おいても同様に生じているのかどうかを調べるために，IPEX 症候群の患者

血清 5 例分を解析した(Kobayashi et al., 2001, 2011; Nieves et al., 2004)．患者

の皮疹と FOXP3 遺伝子変異の結果を示した(表 2)．まず健常人皮膚を 1M 食

塩水処理したものを基質として IIF(Split skin 法)を施行し，IPEX 症候群患者

血清は表皮側と反応することを確認した(図 29)．次にヒト COL17 全長タン

パク，ヒト COL17NC16A ドメイン，ヒト BP230(N 末端と C 末端を含む)の

ELISA を施行したところ，3 例の血清がヒト COL17 全長タンパクに強く反

応した(図 30，表 2)．一方，ヒト COL17NC16A ドメインとヒト BP230 には

それぞれ 3 例と 1 例で弱い反応がみられるのみであった．ヒト BP230 ELISA 

kit は Rod domain を含まないので，ヒト BP230 Rod domain リコンビナント

タンパクを作成しウエスタンブロット法を施行したところ，1 例で陽性とな

った(図 31)．以上，ヒトにおいてもマウス同様に Treg の機能不全によって

ヒト COL17 と BP230 に対する自己抗体が誘導されることが明らかとなっ

た． 

 

表 2．IPEX 症候群の皮疹，遺伝子変異，ELISA の結果 

症例  皮疹  FOXP3 変異  

Anti-COL17 

NC16A IgG 

(index)* 

Anti-full-

length 

COL17 IgG 

(index)** 

Anti-BP230 

IgG 

(index)*** 

1 なし  
c.1087A>G 

(I363V) 
9.67 22.35 1.62 

2 乾癬様皮膚炎  
c.1150G>A 

(A384T) 
9.37 3.84 2.83 

3 慢性湿疹  c.227delT 4.99 89.2 9.32 

4 慢性湿疹  c.1293_1294del 13.2 116.02 6.28 

5 なし  c.-23+1G>T 1.12 0 0.71 

 

*Cut off<9.0，**Cut off<5.25，***Cut off<9.0  
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図 29．IPEX 症候群血清を用いた IIF(split skin 法) 

(左)IPEX 症候群(症例 4)の患者血清は表皮側に反応した． 

(右)健常人血清は反応しなかった． 

矢印は陽性を，矢頭は陰性を示す．Bar=100m． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

図 30．IPEX 症候群の血清を用いた ELISA 

(左)3 例が強陽性であった．Cut off<4.64． 

(中)3 例が弱陽性であった．Cut off<9.0． 

(右)1 例が弱陽性であった．Cut off<9.0． 
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図 31．IPEX 症候群の血清を用いたヒト BP230-Rod ドメインのウエスタン

ブロット法 

5 例中 1 例(症例 4)が陽性であった． 

陽性を矢印で示している．陽性コントロールとして Anti-His tag antibody を

使用した． 
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考察 

 本研究では，Sf マウスと IPEX 症候群という Treg の機能不全により，類

天疱瘡抗原である COL17 と BP230 に対する自己抗体が自然に生じることを

明らかにした．Sf マウスの P9 に表皮基底膜部への自己抗体が生じ始めるが，

その時点では組織学的な炎症は軽度である．さらに，まず IgM 自己抗体が

産生され，次いで IgG 自己抗体が産生されることは，外来抗原への一般的な

免疫反応に類似している．これらのことは，この自己抗体産生が重篤な皮膚

炎による二次的な現象ではないことを示唆している．これらの結果は Treg

による末梢性免疫寛容が表皮基底膜部への自己抗体産生の抑制に重要な働

きをしていることを示している． 

 前述の通り，COL17 は BP の主要な自己抗原である(Schmidt and Zillikens, 

2013)．BP と関連する HLA-DQB1*0301 を持つ健常人は，末梢血中に COL17

に反応する自己反応性 T 細胞を有することが明らかにされている(Büdinger 

et al., 1998)．このことは，そのような健常人においては末梢性免疫寛容が BP

の発症を抑制している可能性を示唆している．悪性黒色腫や他の悪性新生物

の治療に用いられるようになってきている Programmed cell death 1 または

Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 に対する Monoclonal 抗体は免疫

チェックポイント阻害薬と呼ばれ，Treg を抑制する(De Simone et al., 2016; 

Twyman-Saint Victor et al., 2015)．これらの使用中に BP を発症した症例報告

が蓄積されてきている(Curry et al., 2017; Jour et al., 2016; Mochel et al., 2016; 

Naidoo et al., 2016)．さらに，過去に IPEX 症候群患者において，若年にも関

わらず BP の subtype である結節性類天疱瘡を発症した報告がある

(McGinness et al., 2006)．これらの知見は，BP を発症していない健常人にお

いては通常 COL17 や BP230 への反応性 T 細胞を Treg が抑制していること，

そして Treg が機能不全に陥ったり抑制されることで COL17 と BP230 への

自己抗体産生が誘導されうることを示唆している． 

 また，Adoptive trasfer 実験において，ドナーの Sf マウスの CD4＋T 細胞が

レシピエントの T 細胞欠損マウスに自己抗体産生を引き起こした．この実

験系においてレシピエントの T 細胞欠損マウスとして Tcrbd-/-マウスを使用

したのは，過去に同様の実験でレシピエントに Sf マウスの表現型を再現す

ることができていたからである(Ujiie and Shevach, 2016)．また T 細胞欠損マ

ウスとして Tcrb-/-マウスではなく Tcrbd-/-マウスを用いた理由として，過去

に γδT 細胞が Adoptive transfer 実験において Sf マウスのリンパ球が引き起
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こすレシピエントでの表現型を抑制することを示していたからである(Ujiie 

and Shevach, 2016)．Sf マウスの表現型は CD8+T 細胞ではなく，CD4+T 細胞

によって引き起こされており，B 細胞も重要な働きをしていることが示され

ている(Aschermann et al., 2013; Blair et al., 1994; Mayer et al., 2014)．Sf マウ

スの CD4+T 細胞を T 細胞を欠損する B6/nude マウスに Adoptive transfer す

ることで自己抗体産生と全身性エリテマトーデス様の表現型を呈すること

が報告されている(Hadaschik et al., 2015)．これらの知見は，Treg の機能不全

が Sf マウスの COL17 や BP230 反応性 CD4＋細胞を活性化させ，これらの T

細胞が内在性の B 細胞の自己抗体産生を促進させたことを示している． 

 CD4＋T 細胞はヘルパーT(Th)細胞とも呼ばれ，Th1 細胞，Th2 細胞，Th17

細胞，Tfh 細胞などに分類されている．Th2 細胞や Tfh 細胞は B 細胞を抗体

分泌能を有する形質細胞に分化させる．COL17 反応性の Th2 細胞が BP の

病態に重要であることは過去に報告されている(Büdinger et al., 1998)．Th1 系

(IFN-γ，TNF-)と Th2 系(IL-4，IL-5，IL-10)の双方のサイトカインが Sf マ

ウスの血清中では増加している(Lin et al., 2005)．Sf マウスにおける表皮基

底膜部に対する自己抗体産生に Th2 細胞系が重要であるかを調べるために

我々は Stat6-/--Sf マウスを作製した．このマウスでは Th2 系が大幅に減弱し

ていることが報告されている(Suscovich et al., 2012)．本研究では，Stat6-/--Sf

マウスでは Stat6+/--Sf マウスに比べて類天疱瘡抗原に対する抗体の産生が低

下することが明らかとなった．つまり，Sf マウスにおける類天疱瘡抗原へ

の自己抗体産生においては STAT6 を介した Th2 系が重要である．さらに，

STAT6 の欠損により Sf マウスにおける Tfh 細胞が減少した．これは STAT6

が Tfh 細胞にとって重要な転写因子であることに寄与していると考えられ

る(Sahoo et al., 2015)．これらの知見から，Treg の機能不全は STAT6 を介し

て自己反応性 CD4＋Th2 細胞と Tfh 細胞の活性化を引き起こし，類天疱瘡抗

原への自己抗体産生を生じさせることが示唆された． 

ヒト COL17NC16A ドメインに対する自己抗体は，BP における水疱形成

に主要な役割を果たしている(Nishie, 2014)．マウス COL17NC14A ドメイン

はヒト COL17NC16A ドメインに対応している．Sf マウスと IPEX 症候群で

は，いずれも COL17 に対する自己抗体は生じていたが，マウス COL17NC14A

ドメインやヒト COL17NC16A ドメインへの自己抗体は検出されなかった．

この結果は，Sf マウスや Sf マウス IgG を Passive trasfer されたマウス，そ

して IPEX 症候群患者で明らかな水疱形成がみられないことに合致する．抗

COL17 抗体は，BP のみならず慢性湿疹や皮膚瘙痒症の高齢者でも検出され

る(Feliciani et al., 2009; Meijer et al., 2015; Schmidt et al., 2014)．ヒト COL17
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全長リコンビナントタンパクを用いた ELISA で非炎症性(瘙痒と紅斑を欠

く)BP においてヒト COL17 の NC16A ドメイン以外の部位へ自己抗体を生

じていることが当研究室から報告されている (Izumi et al., 2016)．近年，

Dipeptidyl peptidase IV(DPP4)阻害薬が 2 型糖尿病治療に用いられるようにな

っており，この薬剤を服用している患者に生じる BP が注目を集めている

(Béné et al., 2016)．この DPP4 阻害薬関連 BP においては，COL17 の NC16A

ドメイン以外の部位への自己抗体が検出される頻度が高く，紅斑が少ない非

炎症型の病型をとる傾向がある(Izumi et al., 2016)．したがって，ヒト COL17

の NC16A ドメイン以外への自己抗体は病原性が低く，皮膚の痒みや非炎症

型 BP の発症に関与している可能性が高い．IPEX 症候群では 5 例中 3 例に

おいてヒト COL17 の NC16A ドメイン以外への自己抗体が認められた．そ

れらの 3 例のうち高力価の 2 例では慢性湿疹病変があり，低力価の 1 例で

は皮疹は認められなかった．Th17 の免疫応答と関連している乾癬様の皮膚

炎(van der Fits et al., 2009)が 1 例で認められ，ヒト COL17 への自己抗体はほ

とんど検出されなかった．IPEX 症候群においては慢性湿疹と乾癬様皮膚炎

は異なる病態であり，抗 COL17 抗体が瘙痒を引き起こし慢性湿疹形成に関

与している可能性が示唆された． 

 BP230 は BP におけるもう一つの主要な自己抗原である(Nishie, 2014)．し

かし，このタンパクは表皮基底細胞の細胞質に存在しているため，自己抗体

は直接的には作用できず病原性がないという考えがある(Ishiko et al., 1993)．

マウス BP230 の C 末端への抗体をマウスに投与しても水疱が形成されなか

ったという報告がある(Feldrihan et al., 2014)．対して自己抗体が細胞質内抗

原へ到達できるという学説もある(Ruiz-Argüelles et al., 2003)．マウス BP230

とヒト BP230 の相同性は 67%であるが，ヒト BP230 の C 末端への抗体をマ

ウスに投与すると水疱と紅斑を形成したという報告がある(Kiss et al., 2005)．

加えて，BP においてヒト COL17 への自己抗体が検出されず，ヒト BP230 へ

の自己抗体のみが検出された例が散見される(Hayakawa et al., 2016; Morita et 

al., 2015; Sasai et al., 2014)．Sf マウスにおいてマウス BP230 の N 末端と Rod 

domain に対する自己抗体が認められたが，Passive transfer 実験により水疱形

成能はない可能性が示唆された．しかし，Sf マウスの血清にはマウス BP230

と COL17 への自己抗体があるものの，低力価であるために水疱形成できな

かった可能性は否定できない．また BP230 においても COL17 と同様にエピ

トープが病原性に関与しており，Sf マウスにおける BP230 への自己抗体の

エピトープが水疱形成に関連していなかった可能性もある．Passive transfer

とは対照的に，Adoptive transfer においては，レシピエントは重篤な皮膚炎
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を生じた．この炎症は表皮基底膜部に対する自己抗体のみならず，自己反応

性の CD4＋T 細胞が直接表皮基底膜部を攻撃している可能性がある． 

 Sf マウスでは，P9 から表皮基底膜に自己抗体が生じていた．P7 から P9

にかけての弱い皮膚炎が表皮基底細胞の破壊を引き起こし，BP230 の抗原露

出をきたした可能性はある．しかし，組織学的に表皮基底膜部に皮膚炎を呈

する移植片対宿主病や扁平苔癬のような皮膚疾患では表皮基底膜部への自

己抗体産生は稀である(Cooper et al., 2005; Hofmann et al., 2010)．一方，本研

究では 90%に及ぶ Sf マウスにおいて BP230 への自己抗体が産生されてい

た．したがって，Treg の機能不全が細胞質内タンパクへの自己抗体産生を促

したと推測される． 

 マウスの Foxp3 に IPEX 症候群で認められる A384T というミスセンス変

異(本研究の IPEX 症候群症例 2 の変異に相当する)を導入した遺伝子改変マ

ウスを用いた研究で，このマウスにおいては組織に限局して Th2/Th17 に偏

った自己免疫応答が生じていることが報告されている(Hayatsu et al., 2017)．

患者 2 では Th2 に偏っているのならば，自己抗体が産生されていることが

想定されたが実際には検出されなかった．一方，乾癬様の皮膚炎が生じてい

たことは，免疫応答が Th17 に偏っていたことを示唆している．マウスの

Foxp3 に I363V というミスセンス変異(本研究の IPEX 症候群症例 1 の変異

に相当する )を生じさせると機能喪失変異となることが報告されている

(Hayatsu et al., 2017)．症例 1，3，4 は FOXP3 の機能喪失変異を有し，抗 COL17

抗体産生が認められた．したがって，IPEX 症候群において抗 COL17 抗体産

生は FOXP3 の機能喪失変異と関連している可能性が考えられた． 
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総括および結論 

本研究では以下の新知見を得た． 

・Sf マウスは表皮基底膜部の類天疱瘡抗原である COL17 と BP230 に対する

自己抗体を自然産生していることを証明した． 

・この自己抗体は病原性エピトープである COL17NC14A には反応せず，

Passive transfer で水疱形成を誘導しなかったことから，水疱形成能が低いこ

とが示唆された． 

・Sf マウスの CD4＋T 細胞が類天疱瘡抗原に対する自己抗体産生の誘導能を

持つことを証明した． 

・Sf マウスの自己抗体産生に STAT6 と濾胞性ヘルパーT 細胞が関与してい

ることを示した． 

・IPEX 症候群患者血清においても類天疱瘡抗原に対する自己抗体が存在す

ることを証明した． 

 

結論として，我々は Treg の機能不全である Sf マウスと IPEX 症候群におい

て類天疱瘡抗原への自己抗体が自然に産生されていることを示した．また

Sf マウスにおいて STAT6 と Tfh 細胞が自己抗体産生に関与していることを

示した．今後の水疱性類天疱瘡の発症機序の解明に大きく寄与する発見であ

ると考える． 
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