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緒言 

 

 自己免疫性水疱症は近年、増加傾向にあり 1、慢性に経過し全身に水疱・びらん

を生じるため、感染症などで重篤な状態となることも稀でない。自己免疫性水疱症

の病型は、表皮内水疱を形成する天疱瘡群と表皮下水疱を形成する類天疱瘡群に大

別され 2,3、類天疱瘡群には水疱性類天疱瘡（Bullous pemphigoid, BP）、粘膜類天

疱 瘡 （ Mucous membrane pemphigoid, MMP ）、 後 天 性 表 皮 水 疱 症

（Epidermolysis bullosa acquisita, EBA）などが含まれる 4。類天疱瘡群の自己抗

体は、皮膚の表皮真皮境界部あるいは粘膜上皮と粘膜固有層間に存在するヘミデス

モゾームを含む基底膜部タンパクを標的とし、臨床症状と自己抗原の種類等により

病型が決定される。一方、標的となる自己抗原が同一であっても、異なる臨床病態

（病型）となることも知られており、例えばヘミデスモゾーム構成成分の一つであ

る XVII 型コラーゲン（Type XVII collagen, COL17）は BP の主要な自己抗原であ

るが、時に MMP や線状 IgA 水疱性皮膚症（Linear IgA bullous dermatosis, LAD）

の主要な自己抗原ともなりうる。同一タンパクが標的となるにもかかわらず、異な

る病態を呈する詳細な機序はいまだ解明されていない。これまで異なる病態を呈す

る機序として、1）同一タンパクが標的となるが疾患により自己抗体の認識部位が異

なるため、2）タンパクの修飾に伴う構造変化（抗原性の変化）を認識する性質の異

なる自己抗体が出現するため、等の仮説が提唱されている。実際に、BP と MMP

では、COL17 に対する主要な抗体結合部位が異なるという報告や 5–7、線状 IgA 水

疱性皮膚症においては、生体内の酵素（プロテアーゼ）により切断され抗原性が変

化した COL17 を自己抗体が標的とすると推察されている 8–11。 

 

プロテアーゼによるタンパクの切断は主要な生理現象の一つであり、生体の機能

維持にきわめて重要である。実際に、哺乳類ではプロテアーゼに関する遺伝子は全

ゲノムの 2%近くにのぼるとされている 12。生理的なタンパクの切断に異常が生じ

ると、様々な疾患が生じることも明らかになっており、例えば、神経変性疾患であ

るアルツハイマー病では、アミロイド前駆体タンパクがαセクレターゼで切断され

ず、β および γ セクレターゼのみにより切断を受けると β アミロイドが産生される。

この異常な β アミロイドが脳に沈着するとアルツハイマー病が発症すると言われて

いる 13。またムコ脂質症 II 型（I-cell disease, mucolipidosis II）、TNF 受容体関連

周期性症候群なども異常なタンパク切断の結果により生じていることが近年の研究

で明らかになっている 12,14。これらの疾患からも、正常なタンパク切断の制御は哺

乳類に必要不可欠であることが伺える。一方、タンパクの切断と自己免疫疾患との

関連については十分解明されていないが、生理的あるいは病的に関わらず、タンパ
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クやポリペプチドには、切断や構造変化に伴い新たな抗体結合部分が出現すること

が知られており、このようなタンパクの切断により新たに生じた抗原エピトープを

neoepitopes（新規抗原エピトープ）と呼ぶ 15。Neoepitopes は、時に自己免疫疾患

における自己抗体の抗原となりうることが知られており、全身性エリテマトーデス

では、補体の C1q に対する抗体がしばしば検出されるが、自己抗体は流血中の C1q

には結合せず複合体を作った C1q に反応することから、C1q の構造変化に伴い生じ

た neoepitope を認識すると予想されている 16。線状 IgA 水疱性皮膚症では、

COL17 の生理的あるいは異常な切断によって生じた neoepitopes に対する自己抗体

が病態を引き起こす可能性が示唆されているが、詳細な機序は未だ不明である

8,9,17,18。 

 

 本研究では、プロテアーゼの一つであるプラスミンで切断した COL17 をマウス

へ免疫し、線状 IgA 水疱性皮膚症の自己抗体に類似した性質を有するモノクローナ

ル抗体（mAb）の作成を試みた。作成した mAb と、線状 IgA 水疱性皮膚症患者の

自己抗体を詳細に解析した結果、mAb と患者抗体はいずれも COL17 の C 末端部の

切断により生じた neoepitopes を標的とすることを解明した。さらに、C 末端部を

除いたリコンビナント COL17 を用いて、線状 IgA 水疱性皮膚症患者自己抗体を効

率的に検出する ELISA 法を確立した。 
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XVII 型コラーゲン（Type XVII collagen, COL17） 

ヒト XVII 型コラーゲン（COL17）は II 型膜貫通タンパクであり、15 個のコラ

ーゲン領域と 16 個の非コラーゲン領域から構成される。同一の 3 つのα鎖がホモ

三量体を形成する。COL17 は、1497 個のアミノ酸から構成され、分子量は約

180kDa である。アミノ末端（amino terminus, N 末端）が細胞質内、カルボキシ

ル末端（carboxyl terminus, C 末端）が細胞外に存在する（図 1）。COL17 は、イ

ンテグリン α6/β4 と共に細胞膜を貫通し表皮真皮結合の重要な役割を担うヘミデス

モソームを構成する（図 2）19–22 。 

 

 

 

 

 

図 1 17 型コラーゲン（COL17）の模式図 

COL17 は細胞内領域、膜貫通部位と細胞外領域より構成される。N 末端が細胞内に

存在し、C 末端が細胞外に位置する。C 末端から数えて 15 個のコラーゲン領域と、

それぞれの間に非コラーゲン領域が 16 個存在する。特に、最後の 16 番目非コラー

ゲン領域は細胞外領域 NC16A、膜貫通部位 NC16B、細胞内領域 NC16C に分類さ

れる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

N末端 C末端 
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図 2 ヘミデスモソームと周辺の構造 

あたらしい皮膚科学第 2 版（中山書店）より引用（表皮真皮境界部の電子顕微鏡写

真に模式図を組み合わせた写真）。 

表皮真皮境界部には、基底細胞と基底膜を接合するヘミデスモソームが存在する。

ヘミデスモソームは細胞膜を貫通する COL17 と α6/β4 インテグリン、細胞内の

BP230 など複数のタンパクにより構成される。  
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COL17 は遺伝性および自己免疫性表皮下水疱症に関わるタンパクであり 23–25、

COL17 をコードする COL17A1 の遺伝子異常に伴う発現低下や消失により、ヒトで

は先天性の接合部型表皮水疱症（junctional epidermolysis bullosa, JEB）の一型を

発症する 26。COL17 に対する自己抗体は、様々な自己免疫性表皮下水疱症で認めら

れ、水疱性類天疱瘡（ bullous pemphigoid, BP）、粘膜類天疱瘡（mucous 

membrane pemphigoid, MMP）、妊娠性類天疱瘡（pemphigoid gestationis）、そし

て線状 IgA 水疱性皮膚症 （linear IgA bullous dermatosis）の発症因子と考えられ

ている 4,19,20,27。本邦における自己免疫性水疱症の中で最も頻度の高い BP では、

COL17 の 16 番目の非コラーゲン（non-collagenous）領域である NC16A（non-

collagenous 16A）領域が、主要な標的エピトープであることが報告されている 28–31。 

 

ヒトの COL17 はコラーゲン領域が 15 か所存在するが、マウスでは 13 か所であ

り、BP の主要な標的エピトープである COL17 の NC16A は、マウス COL17 の

NC14A に相当する。ヒト COL17 NC16A 領域とマウス COL17 NC14A 領域のアミ

ノ酸配列の相同性は 60％程度であるため 32（図 3）、BP 患者の自己抗体はマウス

COL17 を認識することができない。このため BP 患者自己抗体を野生型マウスへ投

与しても、抗体はマウス COL17 を認識することが出来ず、水疱形成も生じない。

本研究では、この異なる種間に存在する相同性の問題を解決するために、マウスを

用いた病原性の評価実験は COL17 をヒト化したマウスを用いた 31。 

 

 

図 3 ヒト COL17 とマウス COL17 の相同性 

文献 29 を一部改変 BP の主要抗原部位である NC16A のアミノ酸配列は、ヒトと

マウスで約 60％の相同性である。赤字が異なるアミノ酸。  
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COL17 の切断にともなう neoepitopes 発現の可能性 

COL17 には NC16A 領域および NC4 領域の 2 か所に生理的切断領域が存在する

ことが明らかにされている 10,11,33–38（図 4）。NC16A 領域に存在する切断部位は、

セリンプロテアーゼの一つプラスミンや ADAM9/17 によって切断され、120kDa の

細胞外断片 LAD-1 が生じる 33–38（図 4）。このような現象は COL17 の ectodomain 

shedding（細胞外領域切断）として知られており、表皮基底細胞の遊走に関与して

いると推測されている 39。一方、120kDa の細胞外断片 LAD-1 は、さらに C 末端か

ら 23kDa 上流の NC4 領域内で切断を受け、97kDa の LABD97 の切断片が産生さ

れる 10,11（図 4）。NC4 領域の生理的切断部位に遺伝子変異が生じ、生理的な

COL17 の切断が阻害される JEB 症例では、基底膜が正常に構築できず、重層化を

来す 40。 

 

 

 

図 4 COL17 の切断により生じる LAD-1 と LABD97 の模式図 

COL17 は NC16A 領域で切断を受けて 120kD の断片（LAD-1）となり、さらに

NC4 領域付近の C 末端で切断を受けると 97kD の断片（LABD97）となる。本研究

に用いたリコンビナントタンパクは、精製や検出の目的に N 末端に DDDDK タグ

を付着した。 

 プラスミン切断部位 

DDDDK タグ 
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 COL17 の切断と自己免疫性水疱症との関係性は、neoepitopes の出現に着目した

研究がなされている。これまで線状 IgA 水疱性皮膚症の自己抗体は、COL17 の切

断された LAD-1 や LABD97 に反応する一方、全長の COL17 にはほとんど反応し

ないことが報告されている 8–11。この事から、COL17 の切断が neoepitopes の出現

と自己免疫性水疱症の発症に関与している可能性が示唆される。 

 

COL17 が NC16A 領域でプラスミンにより切断を受けると、切断領域付近の抗原

性が大きく変化し 37、線状 IgA 水疱性皮膚症の自己抗体の約 20%は、BP 同様に

COL17 の NC16A を標的とすることが報告されている 18。一方、線状 IgA 水疱性皮

膚症の自己抗体は NC16A 領域と 15 番コラーゲン領域の境界付近に結合する可能性

や 41、15 番コラーゲン領域が主な抗原部位であるとする報告もある 42。以上より、

COL17 の切断に伴い出現する neoepitopes は、予想よりも広い範囲で生じている可

能性が想定される。 
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線状 IgA 水疱性皮膚症（linear IgA bullous dermatosis） 

線状 IgA 水疱性皮膚症（linear IgA bullous dermatosis, LABD、同義語：線状

IgA 皮膚症、linear IgA dermatosis, 以下 LAD と略す）は、IgA クラスの自己抗体

が原因となる比較的稀な自己免疫性水疱症である。一般的には幼少期や青年期に発

症し 4,9,43、臨床症状は多彩であるが、BP と同様に紅斑と緊満性水疱を呈したり、

環状紅斑の辺縁に小水疱が集簇することが多い（図 5、上）。そう痒を伴うことが多

く、口腔内を主体とする粘膜症状も伴う症例も多い。病理組織学的には、表皮真皮

境界部に裂隙を形成し、真皮浅層から裂隙内に好中球を主体とした細胞浸潤を伴う

（図 5、中）。免疫学的検査では、蛍光抗体直接法にて表皮真皮境界部に IgA 自己抗

体が線状に沈着する点が特徴であり（図 5、下）、本疾患名の由来となっている。一

方、最も頻度の高い自己免疫性水疱症である BP では、IgG が表皮真皮境界部に線

状に沈着する点が異なる。血清中には表皮真皮境界部に対する IgA クラス自己抗体

が存在するが、標的となる自己抗原は COL17 だけでなく、IV 型コラーゲン、VII

型コラーゲン、ラミニン 332 といった種々の表皮真皮間結合構成タンパクや細胞外

マトリックスが報告されている 17,44。なかでも、COL17 が最も頻度の高い自己抗原

である。LAD の治療は自己抗体の産生抑制や好中球の機能を抑制する目的でダプソ

ンやステロイド内服が行われるが、多くの場合、慢性に経過する。 

 

BP では IgG クラス自己抗体が全長の COL17 を認識するに対し 45、LAD の IgA

クラスの自己抗体は、主に 120kD の LAD-1 や 97kDa の LABD97 など COL17 の

切断されたタンパク（図４）を選択性に標的とすることが明らかとなっている 8–

11,17,41。しかし、COL17 の切断が LAD における neoepitopes の出現にどのように

関与しているかの詳細は未だ不明である。 
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図 5 線状 IgA 水疱性皮膚症の臨床および検査所見 

（上）臨床的に紅斑と緊満性小水疱を認める。 

（中）HE 染色で基底膜部に裂隙形成と好中球主体の細胞浸潤する。 

（下）蛍光抗体直接法で基底膜部に IgA が線状に沈着する。

新しい皮膚科学第 2版 
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本研究の目的 

1) リコンビナント COL17 から LAD-1 と LABD97 タンパクを作成し、マウスに免

疫して LAD 患者自己抗体に類似する性質を持つ mAb を作成する。作成した

mAb を用いて、COL17 の切断に伴う neoepitopes の出現機序を解明する。 

 

2) LAD の発症機序を解明するため、作成した mAb を培養表皮基底細胞に添加、あ

るいは COL17 ヒト化マウスへ投与し病原性を検証する。 

 

 

3) 全長 COL17 と C 末端が切断された COL17 を ELISA の基質に用いて、LAD 患

者自己抗体の検出に応用する。 
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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とおりである。 

 

BP Bullous pemphigoid 

cDNA Complementary deoxyribonucleic acid 

C 末端 Carboxyl-terminus, C-terminus 

COL17 Type XVII collagen 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 

FBS Fetal bovine serum 

HRP Horseradish peroxidase  

JEB Junctional epidermolysis bullosa 

LABD Linear IgA bullous dermatosis 

LAD Linear IgA dermatosis 

mAb Monoclonal antibody  

MMP Mucous membrane pemphigoid 

N 末端 Amino-terminus, N-terminus 

NHEK Normal human epidermal keratinocyte 

NC Non-collagenous 

NC16A Non-collagenous 16A  

OD Optical density 

PBS Phosphate buffered saline 

PCR Polymerase chain reaction 

TBS Tris buffered saline 
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実験方法 

 

本研究はヘルシンキ宣言に則り、北海道大学大学院医学研究科医学倫理委員会の

承認を得た上で、参加者から書面による同意を得て施行した。臨床検体の取り扱い

は北海道大学病院自主臨床研究審査委員会に承認（15-025）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。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。またマウス実験は、ヘルシ

ンキ宣言と国際医学団体協議会の「医学生物学領域の動物実験に関する国際原則」

に即して行った。 

 

1 LAD および BP 患者の血清サンプルの採取 

LAD 患者（n=18）、BP 患者（n=16）から血清を採取した。LAD の診断は、臨

床的に掻痒を伴う紅斑と皮膚や粘膜の水疱もしくはびらん形成、病理組織学的に好

中球浸潤を伴う表皮真皮境界の裂隙、免疫学的に蛍光抗体直接法で表皮真皮結合部

への線状の IgA 沈着を診断の根拠とした 4。BP の診断は既報告の通り、臨床像、病

理組織学的所見および免疫組織学的所見から総合的に診断した 4。 

 

2 Normal human keratinocytes（NHEKs）の樹立および培養 

良性皮膚腫瘍の外科的切除によって得られた余剰な正常皮膚組織からnormal 

human epidermal keratinocytes （ NHEKs ）を作成した。採取した皮膚は

Phosphate buffered saline（PBS）で洗浄後に脂肪を除去し、ディスパーゼI（合同

酒精株式会社）2mlで一晩4°Cで静置した。表皮を剥離し、眼科剪刀で細かく刻んで

0.25%トリプシン2mlに浸し、37°Cで7分静置した。その後、激しくピペッティング

を行い、10% fetal bovine serum（FBS）含有PBS 8ml 加えた。セルストレーナ―

（BD Biosciences）で濾過後に遠心し、細胞成分をCnT-57（CELLnTEC）で溶解

し培養した。本研究で用いた細胞の継代数は4回以内とした。 

 

3 皮膚凍結切片の作成 

クリオモルド・プラスチック包埋皿（サクラファンテックジャパン株式会社）に

患者より採取した皮膚組織あるいは正常ヒト皮膚組織を入れ、クリオマウント（武

藤化学株式会社）で充填した。ドライアイス上で急速に凍結し、固定台に載せて 5

μm の厚さで薄切して切片を作成し、蛍光抗体染色で使用した。  
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4 ヒトCOL17リコンビナントタンパクおよびGST融合タンパクの作成 

4-1 全長ヒト COL17 の作成  

全長 COL17（NM_000494, Met1から Pro1497）リコンビナントタンパクを過去の

報告に基づき Flp-In-293 細胞（Invitrogen）に全長 COL17 を含むベクターをトラ

ンスフェクションして作成および精製した 45。 

 

4-2 C 末端を徐々に短くしたリコンビナントタンパの作成 

C 末端を徐々に短くした 4 つのリコンビナントタンパク、COL17（Δ1-2）（Met1

から Asp1340）、COL17（Δ1-6）（Met1 から Arg1174）、COL17（Δ1-10）（Met1 から

Pro977）、COL17（Δ1-14）（Met1から Met816）46（図 6）を全長 COL17 の作成に用

いたベクターを用いて過去の報告同様に作成および精製した 46。 

 

 

 

 

図 6 4 種類の C 末端を徐々に短くしたリコンビナントタンパクの模式図 
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 4-3 ヒト COL17 の 15 番コラーゲン領域の GST 融合タンパクの作成 

mAb hC17-ect15 のエピトープ同定のために、ヒト COL17 の 15 番コラーゲン領

域を含めた領域（Glu547から Gly827）を 40-50 アミノ酸ずつに分けて（図 7）、それ

ぞれのプライマーを作成した（表 1）。ヒト全長 COL17 の配列が組み込まれている

ベクターを鋳型にしそれぞれの配列を増幅したのち、pGEX6p-1 ベクター（GE 

Healthcare）に入れ、TOP10 大腸菌で増やし QIAprep Spin Miniprep Kit

（Qiagen）で精製した。精製したベクターをさらに BL21 大腸菌に入れ、GST 融合

タンパクを作成した。作成した 7 種類のタンパクをクマシーブルー染色と抗 GST 抗

体（ab9085，Abcam）を用いてウエスタンブロットでタンパク発現を確認した。 
 

 

 

図 7 ヒト COL17 の 15 番コラーゲン領域の N1-N7 のペプチド断片 

灰色：NC16A の途中からのアミノ酸配列 

黄色：15 番コラーゲン領域のアミノ酸配列 

緑：15 番非コラーゲン領域のアミノ酸配列 

紫：14 番コラーゲン領域の一部のアミノ酸配列 
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N1: (aa547-596) 

アミノ酸配列（上）、DNA 配列（下）： 

E    L   W   M   F   V    R    K    K    L   M   M   E    Q    E    N    G    N    L         

gga tcc gag ctc tgg atg ttc gtg agg aag aag cta atg atg gaa cag gaa aat gga aat ctc 

R   G    S    P G   P    K   G    D   M    G   S     P   G    P    K    G    D    R    G   F  

cga gga agc cct ggc cct aaa ggt gac atg gga agt cca ggc cct aaa gga gat cga ggg ttc  

P   G    T   P   G    I    P G    P    L   

cct ggg act cca ggt atc cct ggg ccc ttg gcg gcc gca ata 

    

プライマー： 

N1-F: 5’-cca gga tcc gag ctc tgg atg ttc gtg agg aag -3’ 

N1-R: 5’-tat tgc ggc cgc caa ggg ccc agg gat acc tgg -3’ 

 

 

N2: (aa591-632) 

アミノ酸配列（上）、DNA 配列（下）： 

G   I    P    G    P    L   G    H    P    G   P    Q    G     P    K    G    Q    K    G        

gga tcc ggt atc cct ggg ccc ttg ggc cac cca ggt cca caa gga cca aag ggt caa aaa ggc 

S   V    G    D  P   G   M    E   G    P   M   G    Q    R    G    R    E    G    P   M   G   

agc gtg gga gat cct ggc atg gaa ggc ccc atg ggc cag aga ggg cga gaa ggc ccc atg gga 

P  R 

cct cgt gcg gcc gct tat 

   

プライマー： 

N2-F: 5’-att gga tcc ggt atc cct ggg ccc ttg ggc cac -3’ 

N2-R: 5’-ata agc ggc cgc acg agg tcc cat ggg gcc ttc -3’ 

 

 

N3: (aa627-669) 

アミノ酸配列（上）、DNA 配列（下）： 

G   P   M   G    P   R    G    E    A    G    P    P    G    S    G    E    K    G    E         

gga tcc ggc ccc atg gga cct cgt ggt gag gca ggg cct cct gga tct gga gag aaa ggg gaa  

R    G    A    A    G    E    P    G    P   H    G    P   P    G    V    P    G    S    V    G    P           

aga ggg gct gct ggt gaa cca ggt cct cat ggc cca cct ggt gtc cca ggt tct gtg ggt ccc  

K   G   S 

aaa ggt tcc gcg gcc gca ata 

 

プライマー： 

N3-F: 5’- cca gga tcc ggc ccc atg gga cct cgt ggt gag -3’ 

N3-R: 5’-tat tgc ggc cgc gga acc ttt ggg acc cac aga -3’ 
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N4: (aa665-706) 

アミノ酸配列（上）、DNA 配列（下）： 

G   P   K   G    S    S    G   S    P   G   P    Q    G    P   P   G    P    V    G    L      

gga tcc ggt ccc aaa ggt tcc agc ggc tct cct ggc cca cag ggc cct cca ggt cct gta ggt ctc  

Q   G   L    R   G     E    V   G    L    P   G    V    K    G   D     K    G    P    M   G   P 

caa ggg ctc cga ggt gaa gta gga ctt cct ggt gtc aaa ggt gac aaa gga cca atg gga cca  

P 

cca gcg gcc gct ttt 

 

プライマー： 

N4-F: 5’-tat gga tcc ggt ccc aaa ggt tcc agc -3’ 

N4-R: 5’-aaa agc ggc cgc tgg tgg tcc cat tgg tcc ttt -3’ 

 

 

N5: (aa701-743) 

アミノ酸配列（上）、DNA 配列（下）： 

G   P    M   G    P    P    G   P    K    G   D    Q    G    E    K    G    P    R   G     

gga tcc gga cca atg gga cca cca gga ccc aaa ggt gac cag ggt gag aaa gga cct cga ggc 

L   T    G    E    P   G    M    R    G    L   P    G   A   V    G     E    P    G    A    K    G 

ctc aca ggc gag cct ggc atg aga ggt ttg cct ggt gct gtt ggt gag ccc ggg gct aaa gga 

A   M   G 

gca atg ggt gcg gcc gct cct 

 

プライマー： 

N5-F: 5’-tta gga tcc gga cca atg gga cca cca gga ccc -3’ 

N5-R: 5’-agg agc ggc cgc acc cat tgc tcc ttt agc ccc -3’ 

 

 

N6: (aa737-781) 

アミノ酸配列（上）、DNA 配列（下）： 

G   A    K    G    A    M   G    P    A   G    P    D    G   H    Q    G    P    R    G    

gga tcc ggg gct aaa gga gca atg ggt cct gct ggc cca gac gga cac caa ggc cca aga ggt 

E    Q    G   L    T    G   M   P    G     I    R   G    P    P    G    P    S   G    D    P    G     

gaa caa ggt ctt act ggg atg cct gga atc cgt ggc cca cca gga cct tct gga gac cca gga 

K   P    G    L   T 

aag cca ggt ctc aca gcg gcc gct ttt 

 

プライマー： 

N6-F: 5’-ctc gga tcc ggg gct aaa gga gca atg ggt cct -3’ 

N6-R: 5’-aaa agc ggc cgc tgt gag acc tgg ctt tcc tgg -3’ 
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N7: (aa776-827) 

アミノ酸配列（上）、DNA 配列（下）： 

G    K    P    G    L    T    G    P    Q    G    P    Q   G    L    P    G    T    P   G        

gga tcc gga aag cca ggt ctc aca gga ccc cag gga cct cag gga ctt ccc ggt acc cct ggc 

R   P    G    I     K    G    E    P    G    A    P    G    K    I     V    T   S    E    G    S    S 

cga cca gga ata aaa ggt gaa cca gga gct cca ggc aag atc gtg act tcg gag ggg tca tcg 

M   L   T    V   P   G    P    P   G    P    P   G 

atg ctc act gtc cca ggc ccc cca gga cct cct gga gcg gcc gct ttt 

 

プライマー： 

N7-F: 5’-ttt gga tcc gga aag cca ggt ctc aca gga ccc -3’ 

N7-R: 5’- aaa agc ggc cgc tcc agg agg tcc tgg ggg gcc-3’ 

 

 

 

表 1 ヒト COL17 の 15 番コラーゲン領域の DNA 配列とプライマー 

四角形：プライマーに対応する DNA 配列 

下線：制限酵素サイト BamH I 

点線：制限酵素サイト Not I 
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 4-4 15番コラーゲン領域を一部短縮したCOL17（Δ1-14)sの作成 

 mAb hC17-ect15 のエピトープ同定のために、15 番コラーゲン領域の一部を短縮

した COL17（Δ1-14)s（Met1 から Ala738）を作成した。4-2 で作成した、COL17

（Δ1-14）（Met1 から Met816）の配列が組み込まれたベクターを制限酵素 SmaI と

ClaI で処理した後、T4 DNA Polymerase （Takara） を用いて両端の末端平滑化し、

ライゲーションを行った。タンパクの作成と精製は全長 COL17 の作成および精製

法と同様な方法で施行した。 

 

5 プラスミン切断 COL17 リコンビナントタンパクの作成 

上記にて作成したヒト全長 COL17 をヒトプラスミン（ab90928, Abcam）0.01 

mg/ml、37℃、1 時間で処理し、120kDa の LAD-1 と 97kDa の LABD97 の切断タ

ンパクを作成した。 

 

6 COL17に対して異なる抗体結合部分を持つ抗体の作成（図8） 

上記で作成した全長の COL17、LAD-1、LABD97 を用いて完全フロイントアジ

ュバント（Sigma Aldrich）とともに皮下注射で免疫した BALB/cCrSlc マウス
40,41,45 の脾臓細胞を P3U1 細胞と融合させた 47。11 種類のハイブリドーマが得られ、

mAb hC17-ect15 と NC16A-4 を本研究に用いた。 

 

また、ヒト COL17 の NC16A 上の Asp522から Gln545を認識する mAb TS39-3 も

今回の検討に用いた 47。それぞれの mAb は Ab-capcher Extra （ProteNova）を用

いて、血清の含まない培地（Hybridoma-SFM, Gibco）から親和性精製した。生成

した抗体は、Amicon Ultra Centrifugal Filters（10 K, Millipore）を用いて濃縮し

た。加えて、NC16A の Gln545から Met557 を認識する mAb NC16A-311（フライブ

ルグ大学、Bruckner-Tuderman 教授から供与）、細胞外領域（Leu645 から Pro977）

を認識する mAb BMM6241（名古屋大学、平子先生より供与）、細胞内領域（Trp155

から Arg163）を認識する mAb 1A8c33 （名古屋大学、尾張部教授より供与）も今回

の検討に使用した。マウス COL17 の NC14A 領域（Glu499 から Arg573）を認識す

るウサギ由来のポリクローナル抗体 Mo-NC14A48を既報告に沿って作成した。 
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使用した抗COL17抗体の一覧 

抗体名 抗原種 エピトープ         

hC17-ect15 ヒト  15番コラーゲン領域（Glu645からLeu684） 

TS39–3 ヒト  NC16A  （Asp522 からGln545） 

BMM62 ヒト  細胞外 （Leu817からPro977） 

1A8c  ヒト  細胞内 （Trp155 からArg163） 

NC16A-3 ヒト  NC16A   （Gln545 からMet557） 

NC16A-4 ヒト  NC16A   （Asp522 からGln545） 

Mo-NC14A マウス NC14A   （Glu499 からArg573） ポリクローナル

抗体 

 

 

図 8 各種抗体の認識部位の模式図 
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7 全長のマウス COL17 の作成および精製 

ヒト全長 COL17 と同様にマウス全長 COL17 を作成した。 

RNeasy mini kit（Qiagen）を用いて野生型マウスの皮膚から mRNA を抽出し、下

記プライマーでマウス Col17a1 cDNA（NM_007732）を増幅した。 

5’-CCTGAATTCCATCCGAGGGAGGAAGAGAG-3’  

5’-TGAGACCAAATCACCCAGCGACACTAGT-3’  

（一本下線は EcoRI、二本下線は SpeI 特異的領域） 

PCR 産物を pBC SK(-) (Agilent Technologies)の EcoRI と SpeI 領域に挿入し、ク

ローニングした。マウス COL17 の DNA 配列の N 末端に DDDDK タグの配列を挿

入した合成遺伝子を作成した。合成遺伝子の N 末端に HindIII、C 末端に SbfI の制

限酵素サイトを付した。pBC SK(-)に入ったマウス COL17 を HindIII と SbfI で制

限酵素処理し、合成遺伝子を挿入した。続いて、HindIII と NotI でインサートを切

り出し、pcDNA5/FRT（Invitrogen）の HindIII と NotI 領域に挿入し、ベクター

（mCol17-pcDNA5/FRT）を作成した。mCol17-pcDNA5/FRT は Lipofectamine 

2000（Thermo Fisher Scientific）を用いて pOG44（Invitrogen）と共に Flip-In 

293 細胞（Invitrogen）にトランスフェクションした。トランスフェクションされ

た細胞は 10% FBS を含む DMEM（ Invitrogen）で培養し、 200 g/ml の

hygromycin B （Invitrogen）で選択を行った。細胞上清を収集する 24 時間前にア

スコルビン酸を最終濃度が 50 g/ml になるように添加した。培養細胞を Nonidet P-

40 （Nacalai Tesque）、25 mM Tris-HCl （pH7.4）、protease inhibitor cocktail

（Sigma-Aldrich）、10mM ethylenediaminetetraacetic acid を含む細胞溶解バッフ

ァーで処理することで細胞上清を作成し、最終的に DDDDK タグに対する磁化ビー

ズ含有抗体（M185-9,  MBL）でリコンビナントタンパクの精製を行った。 
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8 部分的ヒト化マウス COL17 の作成 

15 番コラーゲン領域のヒトとマウスの相同性を比較し、一部の相同性が低いこと

が判明した（図 9）。マウス COL17 の 14 番コラーゲン領域の一部（Asp652 から

Pro691）がヒト COL17 の 15 番コラーゲン領域の一部（Glu645から Leu684）に置き

換えられたリコンビナントタンパクを作成した。7 で作成したマウスの COL17 の

DNA が入ったベクター（mCol17-pcDNA5/FRT）内に、ヒトの COL17 の合成

DNA（表 2）を組み込んだベクター（Ph-mCol17-pcDNA5/FRT）を作成し、全長

マウス COL17 と同様にタンパクを発現させ精製した（図 10）。  

 

 

 

図 9 ヒト COL17 の 15 番コラーゲン領域のマウスとの相同性 

ヒト COL17 の 15 番コラーゲン領域に対応するマウス COL17 の 14 番コラーゲン

領域の相同性比較。ヒトとマウスで約 87％の相同性である。赤字が異なるアミノ酸。

四角部分は表 2 の灰色部分（本研究でヒト化した領域）に相当する。 
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GCGCATCGATCATATGCCGCTGACACCTGCCTGAAGGCAGATGTGAATGGAGACCTAAA

TACCGTGTCCACAAAGAGCAAGATGACCTCGGCAGAAAACCATGGCTACGACCGAGGTG

GCGGTGGTGGCAGAGGCAAAGGCGGAGGTGCTGGTGGTGGCGGTGGTGGCGGTGGCG

CCAGTGGCGGTGGAGGAGCATGGGGGGCTGCACCAGCCTGGTGCCCCTGCGGCTCCTG

CTGCAGCTGGTGGAAGTGGCTGCTGGGCCTGCTGCTCACCTGGCTGCTGCTGCTGGGT

CTGCTCTTCGGCCTCATTGCTCTGGCGGAGGAGGTAAGAAAGCTGAAGGCCCGCGTGG

AGGAGCTGGAAAAGACCAAGGTGCTATATCATGACGTCCAGATGGACAAAAGCAACAGG

GACCGCCTCCAGGCCGAGGCACCCAGCCTGGGACCTGGATTAGGCAAGGCTGAGCTGG

ACGGCTACAGCCAGGAGGCCATCTGGCTGTTTGTAAGGAACAAGCTGATGACCGAGCAG

GAGAACGGGAATCTCAGAGGAAGTCCTGGTCCAAAAGGTGACATGGGGAGTCAAGGAC

CTAAAGGAGACCGAGGCCTTCCTGGGACCCCAGGTATCCCTGGGCCCCTGGGCCACCCT

GGCCCGGAAGGACCAAAGGGACAAAAAGGCAGCATTGGAGATCCTGGCATGGAAGGAC

CCATAGGCCAGAGAGGACTAGCAGGCCCCATGGGACCTCGTGGTGAACCCGGGCCTCC

TGGGTCTGGAGAGAAAGGGGAAAGAGGGGCTGCTGGTGAACCAGGTCCTCATGGCCCA

CCTGGTGTCCCAGGTTCTGTGGGTCCCAAAGGTTCCAGCGGCTCTCCTGGCCCACAGGG

CCCTCCAGGTCCTGTAGGTCTCCAAGGGCTCCGAGGTGACGTGGGACTTCCTGGTGTCA

AAGGTGACAAAGGACTCATGGGACCACCAGGACCCAAAGGTGACCAGGGTGAGAAGGG

ACCCAGAGGCCTCACAGGGGAGCCTGGCATTCGAGGTTTGCCTGGAGCTGTGGGTGAA

CCCGGAGCCAAAGGCGCAATGGGTCCGGCTGGCGCTGATGGACAGCAAGGTTCCAGAG

GTGAACAAGGCTTGACAGGGATGCCTGGAACCCGGGGCCCCCCAGGACCCGCTGGAGA

CCCAGGAAAGCCAGGTCTCACAGGACCCCAGGGACCTCAGGGACTTCCTGGTAGCCCT

GGCCGACCAGGGACTAAAGGCGAACCCGGCGCTCCCGGCAGAGTCATGACTTCAGAGG

GATCATCAACAATCACTGTGCCCGGACCTCCCGGACCTCCTGGTGCCATGGGTCCCCCA

GGACCTCCAGGGACGCCAGGTCCAGCTGGCCCTGCTGGTCTCCCAGGACAACAAGGCC

CACGAGGGGAGCCAGGACTTGCTGGTGACTCATTCCTAAGCAGTGGCAGCTCCATCTCT

GAGGTCCTCTCTGCCCAAGGTGTTGACTTACGAGGTCCCCCTGGCCCACCTGGCCCACG

AGGGCCACCAGGGCCTTCCATCCCAGGCCCGCCAGGACCCAGAGGTCCACCAGGGGAA

GGCGTACCAGGCCCACCCGGGCCACCAGGATCCGCGGCCGCACCG  

 

表 2 部分的ヒト化マウス COL17（1,620 bp）の合成遺伝子配列 

制限酵素部位 ClaI：緑 、NdeI：青、BamHI：赤 、NotI：紫、ヒト化配列：灰色 
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図10 部分的ヒト化マウスCOL17 の作成方法 

（上）マウスCOL17の13番コラーゲン領域の一部（Asp652からPro691）をヒト

COL17の15番コラーゲン領域の一部（Glu645からLeu684）に置換。 

（下）部分的ヒト化マウスCOLO17ベクター（Ph-mCol17-pcDNA5/FRT）の作成

方法。 
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9 免疫染色 

正常ヒト皮膚、正常マウス皮膚（C57BL/6J）、COL17を欠損している接合部型

表皮水疱症患者（JEB）49 皮膚を用い、各種抗COL17抗体を一次抗体として免疫染

色を行った。5µmに薄切した凍結切片を一次抗体（4度・一晩）に反応させ、1000

倍希釈したFITC標識（ Jackson ImmunoResearch Laboratories）、もしくは 

Alexa488標識抗マウスIgG抗体（Invitrogen）を二次抗体（室温・1時間）として染

色した。また、作成したmAb hC17-ect15のIgGサブクラスを同定するために、一次

抗体の後に100倍希釈した抗マウス IgG1、 IgG2a、IgG2b、IgG3（BD Biosciences）

を二次抗体（室温・1時間）として用いて染色した。画像は蛍光顕微鏡（BX51, 

Olympus） もしくは共焦点レーザー顕微鏡 （FLUOVIEW FV1000-D, Olympus） 

を用いて撮像した。 

 

10 蛍光抗体直接法 

抗COL17抗体を投与したマウス皮膚を採取し、上記3のように凍結切片を作成し

た。投与した抗体の沈着を確認するために、1000倍希釈したAlexa488標識抗マウス

IgG抗体（Invitrogen）を用いて室温・1時間にて染色した。画像は蛍光顕微鏡

（BX51, Olympus）を用いて撮影した。 

 

11 SDS－PAGEおよびWestern blotting 

試料を 7% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動で分離し、ゲルをクマ

シーブルー染色もしくは、ニトロセルロース膜（Bio-Rad）への転写を行った。ニ

トロセルロース膜への転写後、メンブレンは室温で 30 分間 2% スキムミルクの入っ

た Tris Buffered Saline（TBS）でブロッキングし、一次抗体を 4℃で一晩反応させ

た。翌日、ニトロセルロース膜を TBS にて洗浄後、二次抗体にて室温で 1 時間反応

させた。一次抗体には COL17 の異なる部位を認識する複数の抗体、内部コントロ

ールの 500 倍希釈した抗 β tubulin 抗体（ab6046, Abcam）、および 100 倍希釈した

患者血清を用いた。二次抗体は 5000 倍希釈した horseradish perioxidase（HRP）

標識二次抗体（抗マウス IgG（Jackson ImmunoResearch Laboratories）、抗ヒト

IgG もしくは抗ヒト IgA（Invitrogen）を用いた。二次抗体との反応後、Clarity 

Western ECL Substrate（Bio-Rad）で発色しシグナルを LAS4000（富士フィルム）

にて検出した。 
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12 免疫沈降法 

mAb hC17-ect15、TS39-3、マウス IgG1（MBL）と全長の COL17 および 4 つ

の C 末端が切断されたリコンビナントタンパク COL17（Δ1-2）、COL17（Δ1-6）、

COL17（Δ1-10）、COL17（Δ1-14）との結合性を検証するために免疫沈降法を行っ

た。Dynabeads Protein G （Novex, Life Technologies）を結合させた複数の抗体

mAb hC17-ect15、TS39-3、マウス IgG1 と作成したリコンビナントタンパクを常

温にて 10 分間反応後、免疫沈降されたタンパクを SDS-PAGE で分離し、抗

DDDDK タグ抗体（M2, Sigma-Aldrich）を一次抗体として用い Western blotting

法を施行した。 

 

13  Enzyme linked immunosorbent assay （ELISA）  

11 種類の抗 COL17 抗体を産生するハイブリドーマの培地中に含まれる抗体を、

COL17 の NC16A を認識する市販 ELISA をキット（MESACUP BP180 ELISA kit, 

MBL）を用いて解析した。ハイブリドーマの培地は 10 倍希釈で室温にて 1 時間反

応させ、PBS にて洗浄後に 20000 倍希釈した HRP 標識抗マウス IgG 抗体を用いて

室温にて 30 分反応させた。 PBS にて洗浄後に基質溶液（ 3, 3', 5, 5'-

tetramethylbenzidine dihydrochloride/ hydrogen peroxide; TMB/H2O2 （KPL）を

用いて発色させた。発色反応は 0.12 M の塩酸で停止させ、マイクロプレートリー

ダー（TECAN Austria GmbH） を用いて 450nm の吸光度を測定した。COL17-

NC16A に反応のない mAb hC17-ect15、COL17-NC16A に反応する mAb NC16A-

4 を本研究に用いた。 

 

また、mAb hC17-ect15、TS39-3、NC16A-4、BMM62 のそれぞれの抗体を用い

て、全長ヒト COL17 および C 末端が切断された COL17（Δ1-6）、COL17（Δ1-10）、

COL17（Δ1-14）に対する反応性の違いを検証するために ELISA 法にて検証した。

4 種類のリコンビナントタンパクを各 1μg /well にて 96 ウェルプレート（Thermo 

Fisher Scientific）にコーティングバッファー（50mM carbonate buffer pH9.5）を

用いて一晩固定した。非特異的結合を低減する目的で 2%のウシ血清アルブミン含

有 PBS で室温、2 時間ブロッキング後、LAD 患者の血清を 100 倍希釈したものを

室温で 1 時間反応させた。反応後、各ウェルを PBS にてよく洗浄し、5000 倍希釈

した HRP 標識抗マウス IgG 抗体を室温で 1 時間反応させた。 

 

同様な方法で、LAD 患者血清と正常人血清の全長ヒト COL17 と COL17（Δ1-6）

に対する反応性を ELISA で検証した。その際、LAD 患者の血清を 100 倍希釈した

ものを室温で 1 時間反応させた後、5000 倍希釈した HRP 標識抗ヒト IgA 抗体を室

温で 1 時間反応させた。 
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13-1 タンパクコーティング量の決定 

タンパクのコーティング量を決定するために、それぞれのリコンビナントタンパ

クを段階希釈し 96-well プレートにコーティングした。DDDDK タグに対する抗体

を一次抗体として用い ELSIA 法で検出した。1well あたり 5μg/ml×100μl で

COL17（Δ1-2）以外の全長 COL17、COL17（Δ1-6）、COL17（Δ1-10）、COL17

（Δ1-14）の飽和に近づいていたためコーティング量は 5μg/ml×100μl と決定した

（図 11）。COL17（Δ1-2）は、濃度を上げても他のタンパクと同程度の吸光度が得

られないため除外することとした。 

 

コーティングタンパクは分子量が異なるため ELISA での反応性を比較測定する

ために、DDDDK タグに対する抗体の結果をもとに下記のように標準化を行った。 

 

例：全長 COL17 に対する COL17 抗体の OD 値の補正 

 

        〔全長 COL17 COL17 抗体 OD〕 

〔全長 COL17 DDDDK タグ OD〕 / 〔COL17（Δ1-14）DDDDK タグ OD〕 

  

 

COL17（Δ1-14）の抗 DDDDK タグ抗体の OD 値を基準値として各タンパクの抗

DDDDK タグ抗体による OD 値を補正。さらに、COL17 に対する抗体の OD 値を

補正した。 
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図 11 至適タンパクコーティング量の決定 

Bradford 法によるタンパク濃度結果に基づいて、各タンパクを段階希釈してコーテ

ィングし抗 DDDDK タグ抗体（一次抗体、10000 倍希釈）、HRP 標識抗マウス IgG

抗体（二次抗体、50000 倍希釈）にて ELISA を施行。  
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14 COL17 ヒト化マウスへの mAb の投与 

COL17 ヒト化マウスは、表皮に発現するマウス COL17 を欠失させ、代わりにヒ

ト COL17 を発現させたマウスである 31。このマウスの耳介皮下に、100 µg/50 µl 

の mAb hC17-ect15、50 µg/50 µl の TS39-3 および、100 µg/50 µl のマウス IgG1

抗体（コントロール）を投与し、48 時間後に弱い摩擦を加えて表皮の剥離を確認し

た 31,47,50。物理的せん断力は耳介の表皮を伸ばし、同じ研究者が 3 度繰り返して与

えた。表皮剥離の有無を評価した後、耳介を採取し蛍光抗体直接法にて抗体の沈着

を確認した。 

 

15 培養 NHEKs に対する mAb の反応性の確認 

40%コンフルエントの NHEKs を CnT-Prime 培地から 10%FBS を付加した

DMEM 培地に変更して 24 時間後に、2.5 μg/ml の mAb hC17-ect15、マウス IgG1

抗体、TS39-3 を投与しそれぞれ 1.5 時間後、3.0 時間後、 6.0 時間刺激した。その

後、細胞溶解液を回収して、Western blotting にて COL17 の量を定量した 50,51。 

 

16 統計学的解析 

統計学的解析はR version 3.1.2 (R Foundation for Statistical Computing, 

Vienna, Austria, http://www.R-project.org/) を用いた。全長COL17とCOL17

（Δ1-6）のELISAの光学濃度の比較検討にはWelchのt検定および、対応のあるt検

定を行った。P値は0.05未満を有意水準とした。  

http://www.r-project.org/
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実験結果 

 

1 プラスミン処理により全長 COL17 は切断を受ける 

作成した全長ヒト COL17 をプラスミン処理した。処理後、180kDa の全長 COL17

は、97kDa（LABD97）と 120kDa（LAD-1）に切断された（図 12）。 

 

          プラスミン処理   （-）  （+） 

 

 

            全長 COL17     

 

 

 

LAD-1 

 

 

              LABD97 

 

 

図 12 プラスミン処理による COL17 の切断 

プラスミン処理の前後で COL17 の分子量の変化を SDS-PAGE に流した後にクマシ

ーブルー染色した。 

180kDa の全長 COL17（左レーン）は、プラスミン処理により 120kDa の LAD-1

と 97kDa の LABD97（右レーン）に切断された。 
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2 LAD 患者自己抗体は COL17 をプラスミン処理した LAD-1 および LABD97 を

特異的に認識する 

LAD 患者自己抗体は、全長 COL17 には反応が乏しく、切断を受けた後の

COL17（LAD-1 および LABD97）に特異的に反応する 8–11,17,41。リコンビナント

COL17 をプラスミン処理した LAD-1 および LABD97 でも同様の所見が得られるか

を確認した。全長 COL17（180kDa）、プラスミン処理した LAD-1（120kDa）およ

び LABD97（97kDa）を SDS-PAGE で分離した後、LAD 患者 18 人、BP 患者 16

人の血清を一次抗体として用い、Western blotting にて反応性を確認した。 

 

18 人中 11 人の LAD 患者自己抗体がリコンビナントヒト COL17 から切断された

LAD-1 や LABD97 と反応し、全長 COL17 には反応しなかった。一方、16 人の BP

患者自己抗体は全長 COL17、LAD-1、LABD97 全てに反応性を示した（図 13）。

興味深い予想外の結果として、症例 2、5、7 および 10 の LAD 患者自己抗体は

LAD-1 より LABD97 に強い反応性を示したことが挙げられる（図 13）。LABD97

は LAD-1 の C 末端が更に切断され生じるタンパクであることから、COL17 の C 末

端部のプロセッシングが neoepitope の出現に関与することを示唆すると予想された。 
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図 13 LAD および BP の患者血清を用いた COL17 に対する反応性の違い 

Western blotting で分離した 3 つのタンパク（COL17、LAD-1、LABD97）に対す

る患者自己抗体の反応性を示す。症例 2、5、7 および 10 の LAD 患者自己抗体は

LAD-1 より LABD97 に強い反応性を示している。  
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3 mAb hC17-ect15 は、LAD-1 および LABD97 を特異的に認識する 

プラスミンで処理した COL17（LAD-1 および LABD97）にて免疫したマウスか

ら 11 種類のハイブリドーマを得た。この中から、NC16A の ELISA でスクリーニ

ングで反応のない mAb hC17-ect15 が neoepitopes を認識する抗体である可能性が

あるため本研究に用いた。まず、得られた抗体の COL17 に対する反応を Western 

blotting で検証したところ、LAD 患者自己抗体と同様に全長 COL17 には反応せず、

プラスミン処理した LAD-1 および LABD97 に特異的に反応した（図 14）。一方、

同じく細胞外領域を認識する mAb BMM62 は全長 COL17 およびプラスミン処理し

た COL17 いずれにも反応した。 

 

図 14 mAb hC17-ect15 を用いた COL17 に対する反応性の違い 

（左）全長 COL17 とプラスミン処理した COL17 により生じる LAD-1、LABD97

に対する mAb hC17-ect15 の反応。 

（中）mAb BMM62 の反応。 

（右）全長 COL17 とプラスミン処理した COL17 により生じる LAD-1、LABD97

のクマシーブルー染色。 
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4 mAb hC17-ect15 はヒト COL17 を特異的に認識するマウス IgG1 サブクラスで

ある 

mAb hC17-ect15 の染色性を正常人の皮膚、マウスの皮膚、JEB 患者の皮膚で確

認した。mAb hC17-ect15 は、正常人の皮膚では表皮真皮結合部に沿って染色を認

めたが、マウス皮膚あるいは COL17 を遺伝的に欠損している JEB 患者の皮膚では、

表皮真皮結合への染色は認められなかった（図 15）。以上から、mAb hC17-ect15

はヒト COL17 を特異的に認識する抗体であることが確認できた。 

 

     正常ヒト皮膚       野生型 C57BL/6J マウス皮膚    JEB 患者皮膚 

 

 

図 15 mAb hC17-ect15 のヒトおよびマウス皮膚に対する反応性 

マウスおよび JEB 患者図中の矢頭は表皮真皮境界部を示す。JEB 患者では表皮真

皮間結合が一部離開し、水疱（★）を形成している。mAb hC17-ect15 は正常ヒト

皮膚のみに反応している。スケールバー 100μm。 

 

正常人の皮膚を用いて二次抗体をマウス IgG サブクラスに対する抗体に変更して、

mAb hC17-ect15 のサブクラスを同定した。その結果、mAb hC17-ect15 は IgG1 サ

ブクラスであることが分かった（図 16）。 

IgG1       IgG2a                         IgG2b                           IgG3 

 

 

図 16 mAb hC17-ect15 のサブクラス同定 

二次抗体をマウス IgG サブクラスに変更した。IgG1 に対する二次抗体でのみ、表

皮真皮結合への mAb hC17-ect15 の染色を認める。スケールバー 100μm。  
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5 mAb hC17-ect15 が標的とする抗原は皮膚基底膜部のみに存在する 

  既報告では全長 COL17 は表皮真皮結合部（基底膜部）のみでなく、基底細胞の

側面や上面にも存在することが知られている 33,37。2 の結果で示したように切断さ

れた COL17 を特異的に認識する mAb hC17-ect15 と全長 COL17 を認識する mAb 

1A8c を用いて COL17 の染色性を詳細に比較検討したところ、既報告と同様、mAb 

1A8c は表皮真皮結合部に加えて、基底細胞の細胞質にも染色性を認めた。一方

mAb hC17-ect15 は、表皮真皮境界部にのみ線状の染色性を示した（図 17）。以上

の結果から、生理的に切断された COL17 は基底膜部のみに存在することが示唆さ

れた。 

 

図 17 mAb hC17-ect15 の正常ヒト皮膚における染色性 

正常人の皮膚を 1A8c および mAb hC17-ect15 を一次抗体として、免疫染色を行っ

た。上段のスケールバーは 50μm、下段のスケールバーは 15μm。 
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6 mAb hC17-ect15 はヒト COL17 の 15 番目コラーゲン領域を認識する 

6-1 mAb hC17-ect15 の抗体結合部位（エピトープ）を同定するため、全長

COL17 および C 末端が切断された 4 つのタンパクを用いて Western blotting を行

った。リコンビナントタンパクの細胞内ドメインの N 末端に付加されている

DDDDK タグに対する抗体は、5 つのタンパクすべてに反応したが、mAb hC17-

ect15 は全長 COL17 および COL17（Δ1-2）に対して反応せず COL17（Δ1-6）、

COL17（Δ1-10）、COL17（Δ1-14）と反応した。一方、mAb BMM62 は 15 番非コ

ラーゲン領域よりも C 末端に抗体結合部分を持つ抗体であり、全長 COL17 から

COL17（Δ1-2）、COL17（Δ1-6）、COL17（Δ1-10）まで同様の親和性を示した（図

18）。 

 

 

図 18 C 末端切断 COL17 に対する mAb hC17-ect15 の反応性 

全長 COL17、および C 末端が切断された 4 つのタンパクに対する Western 

blotting の結果を示す。DDDDK タグ抗体はすべてのタンパクに結合し、mAb 

hC17-ect15 は全長 COL17 および COL17（Δ1-2）には反応せず、COL17（Δ1-6）、

COL17（Δ1-10）、COL17（Δ1-14）と反応した。 
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6-2 ここまでの結果から、細胞内を欠損した LAD-1、LABD97 また C 末

端を欠損させた COL17（Δ1-14）に Western blotting で反応し、ヒト COL17-

NC16A ドメインに対する ELISA で反応しないことから mAb hC17-ect15 のエピト

ープが 15 番コラーゲン領域の可能性が高いことが推察された。そこで 15 番コラー

ゲン領域の断片を大腸菌で GST 融合タンパクとして作成した。GST 融合タンパク

は抗 GST 抗体を１次抗体としてタンパクの産生を確認したところ、N1 と N6 は発

現を確認できなかったが、N2, 3, 4, 5, 7 は発現されていた（図 19、左）。作成した

15 番コラーゲン領域を断片化した GST 融合タンパクを用いて Western blotting を

行った（図 19、中）。しかし、mAb hC17-ect15 は、いずれにも反応しなかった

（図 19、右）。この結果から mAb hC17-ect15 は、大腸菌由来のタンパクでは生じ

ない立体構造に伴うエピトープを認識している可能性を考えた。 

 

 

 

 

 

 

図 19 15 番コラーゲン領域のペプチド断片用いた Western blotting 

（左）大腸菌にて産生されたタンパクのクマシーブルー染色。    

GST のみ（約 25kDa）   GST 融合タンパク 

（中）各タンパクの抗 GST 抗体による Western blotting。 

（右）mAb hC17-ect15 は大腸菌にて作成した 15 番コラーゲン領域を断片化したタ

ンパクには反応しなかった。 
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6-3 合成ペプチドでは詳細なエピトープの同定ができなかったため、更に

15 番コラーゲン領域の 236 塩基（78 アミノ酸）に相当する部位を短くしたリコン

ビナント COL17（Δ1-14)s（Met1 から Ala738）を HEK293 細胞で作成した。

Western blotting では 15 番コラーゲン領域の一部を削っても、mAb hC17-ect15 は

反応を認めた（図 20）。ここまでの結果から、mAb hC17-ect15 のエピトープは

NC16A より C 末端の Gly567から Ala738の間にあると同定できた。 

        

 

 hC17-ect15                       M2(anti-DDDDK タグ) 

 

(Δ1-10)     (Δ1-14)s                     (Δ1-10)     (Δ1-14)s 

 

 

図 20 15 番コラーゲン領域の一部を短くした COL17 を用いた Western blotting 

（上）COL17（Δ1-14）からさらに C 末端を 236 塩基（78 アミノ酸）短くした

COL17 (Δ1-14)s を作成した。 

（下）COL17（Δ1-10）と COL17 (Δ1-14)s 両方に mAb hC17-ect15 は反応した。   
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6-4 ここまでの結果で mAb hC17-ect1 のエピトープは、15 番コラーゲン領

域の N 末端付近であることが示唆された。さらに詳細にエピトープの同定を試みた。

15 番コラーゲン領域のヒトとマウスの相同性を比較したところ、N 末端側の一部の

相同性が低いことが判明した（図 9）。そこでマウスの 13 番コラーゲン領域の一部

（Asp652 から Pro691）をヒトの 15 番コラーゲン領域の一部（Glu645 から Leu684）

と置き換えた部分的ヒト化 COL17 リコンビナントタンパクを作成した（図 10）。 

 

マウスの COL17 の NC14A を標的とする Mo-NC14A 抗体は、マウス COL17、

プラスミン処理した LAD-1 および LABD97 いずれにも反応を示した（図 21、左

上）。また、部分的ヒト化 COL17 に対してもプラスミン処理の有無にかかわらず認

識した（図 21、左下）。一方、mAb hC17-ect15 はマウス COL17 には一切反応せず

（図 21、右上）、部分的ヒト化 COL17 のプラスミン処理した LAD-1 および

LABD97 のみを認識した（図 21、右下）。このことから、置き換えられたヒト

COL17 の 15 番コラーゲン領域の一部分に mAb hC17-ect15 のエピトープが存在し

ていることが確認された。また、mAb hC17-ect15 は全長の部分的ヒト化 COL17

は認識せず切断された COL17 のみ認識する点は、これまでの実験結果と矛盾して

いなかった。  
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図 21 部分的ヒト化 COL17 を用いた Western blotting 

（上）マウス COL17 のプラスミン処理前後のタンパクを基質とし、Mo-NC14A と

mAb hC17-ect15 を用いた Western blotting。Mo-NC14A は全長マウス

COL17 およびプラスミン処理 LAD-1、LABD97 すべてに反応するが、mAb 

hC17-ect15 はマウス COL17 には全長、プラスミン処理いずれにも反応しな

い。 

（下）部分的ヒト化 COL17 およびプラスミン処理した場合、Mo-NC14A は同じく

全長マウス COL17 およびプラスミン処理 LAD-1、LABD97 すべてに反応す

るが、mAb hC17-ect15 はマウス COL17 には全長に反応せず、プラスミン

処理した LAD-1、LABD97 のみに反応した。 
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7  COL17 C 末端部の切断は 15 番コラーゲン領域に neoepitopes を生じる 

ここまでの結果から、mAb hC17-ect15 はヒト COL17 の 15 番コラーゲン領域の

（Glu645から Leu684）にエピトープがあることが証明された。 

6-1 と 6-2 の結果、切断端より離れた領域にエピトープが出現することおよび大腸

菌産生タンパクとは結合しないことから mAb hC17-ect15 は立体構造に伴うエピト

ープを認識している可能性が示唆された。しかし、一般的に SDS などの強い還元条

件下でタンパクは立体構造を失い、理論上 Western blotting で立体構造に伴うエピ

トープは検出できないと考えられる。 

 

7-1 そこで、立体構造が保持される免疫沈降法と ELISA 法にて検証した。

全長の COL17 および、C 末端が切断された 4 つのリコンビナントタンパク、

COL17（Δ1-2）、COL17（Δ1-6）、COL17（Δ1-10）、COL17（Δ1-14）に対して、

免疫沈降法と ELISA 法で mAb hC17-ect15 の親和性を確認し、Western blotting

との結果に相違があるかどうかを確認した。各 COL17 タンパクを mAb TS39-3、

hC17-ect15、mIgG1 で免疫沈降後、抗 DDDDK タグ抗体で沈降されたタンパクを

Western blotting にて検出したところ、mAb hC17-ect15 は、COL17（Δ1-6）、

COL17（Δ1-10）、COL17（Δ1-14）と効率の良い免疫沈降反応が見られた。一方、

全長 COL17 や COL17（Δ1-2）とは反応性は低かった（図 22）。一方、mAb TS39-

3 は、切断の有無に関わらずいずれのタンパクとも結合性を示した。 

 

また、結果 1 の LAD 患者自己抗体の検討で興味深いことに、No.2、5、7、10 の

LAD 患者自己抗体は LAD-1 に比べ、LADB97 により強い結合を示した。LABD97

は 120kDa の LAD-1 がさらに C 末端の NC4 で切断されたものであり 40、C 末端切

断されることにより neoepitopes が出現した。つまり、一部の LAD 患者自己抗体に

おいても mAb hC17-ect15 同様に、C 末端切断により生じた立体構造エピトープを

認識する可能性がある。 
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図 22 C 末端切断 COL17 を用いた免疫沈降法 

全長 COL17、C 末端を徐々に短くした COL17 に対して、mAb TS39-3、hC17-

ect15、mIgG1 で免疫沈降を行い、抗 DDDDK タグ抗体で Western blotting を行っ

た。 
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7-2 続いて、全長 COL17 と C 末端が切断されたタンパクを基質として

ELISA 法を行った。今回得られた 11 種類のハイブリドーマの中から、NC16A の

ELISA にて反応した mAb NC16A-4 と反応しない mAb hC17-ect15 を使用し、ま

た、mAb TS39-3 および BMM62 を比較のため用いた。免疫沈降法の結果同様に、

mAb hC17-ect15 は C 末端が切断されたリコンビナント COL17 で濃度依存性に高

い Optical density（OD）値を示し、全長 COL17 ではやや低い OD 値を示した

（図 23）。mAbs TS39-3 や BMM62 は、C 末端切断の有無に関わらず全長 COL17

に対する同様の親和性を示していた。一方、mAb NC16A-4 は全長にはある程度の

反応性を示したが、C 末端が切断された COL17 には明らかな反応性を認めなかっ

た。 

 

この結果は、C 末端切断により新たな抗体結合部分が出現する mAb hC17-ect15

のような抗体が存在する一方で、C 末端切断は抗体結合部分に一切影響を与えない

抗体 mAbs TS39-3、BMM62 のような抗体、さらに C 末端切断によってむしろ抗

体の親和性が著しく低下するような mAb NC16A-4 が存在することが明らかになっ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 23 C 末端切断 COL17 を用いた ELISA 法 

全長 COL17、C 末端を徐々に短くした COL17 に対して、mAb TS39-3、hC17-

ect15、NC16A-4、BMM62 で ELISA 法を行った。 
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8 LAD 患者自己抗体は C 末端切断により生じる neoepitopes を標的にする 

mAb hC17-ect15 は Western blotting で COL17（Δ1-6）、COL17（Δ1-10）、

COL17（Δ1-14）に対し強い反応を示したことは免疫沈降法でも同様に認められ、

これらの結果から、C 末端を切断した COL17 に対する Western blotting と免疫沈

降法の結果は相関性が認めた。このことは Western blotting においても C 末端の切

断にともなう構造変化が保持されていることが示唆された。 

 

そこで、LAD 患者の血清 6 名を用い COL17 のリコンビナントタンパクとの反応

性を Western blotting で確認した。自己抗体の反応性は全長 COL17 および、ほと

んどの C 末端が切断された COL17（Δ1-14）には非常に弱い反応しか見られなかっ

たのに対し、COL17（Δ1-2）、COL17（Δ1-6）、COL17（Δ1-10）には強い結合性を

示した（図 24）。これらの結果から、C 末端の切断により出現した neoepitopes が

LAD 患者自己抗体の標的となりうることが示唆された。 

 

図 24 C 末端切断 COL17 に対する LAD 患者自己抗体の反応性 

LAD に患者血清を用いた、全長 COL17、および C 末端が切断された 4 つのタンパ

クに対する Western blotting の結果。抗 DDDDK タグ抗体はすべてのタンパクに結

合し、正常血清はいずれとも反応しない。LAD 患者自己抗体は全長 COL17 に対す

る反応が低下し、COL17（Δ1-2）、COL17（Δ1-6）、COL17（Δ1-10）に強く反応す

る。  
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9 C 末端が切断された COL17（Δ1-6）-ELISA は全長 COL17-ELISA より効率的

に LAD の自己抗体を検出する 

これまでの結果から、C 末端が切断されたリコンビナント COL17 を用いた

ELISA は、LAD 患者自己抗体の検出に有用ではないかと仮説を立てた。 

 

そこで、全長の COL17（Met1から Pro1497）および C 末端が切断された COL17

（Δ1-6）（Met1 から Arg1174）を ELISA の基質として用い、LAD-1 もしくは

LABD97 に反応性を示した 9 人の LAD 患者血清と正常人の血清を対象として検証

した。その結果、LAD 患者血清は正常人の血清と較べ、全長 COL17、リコンビナ

ント COL17（Δ1-6）いずれにも高い反応性を示した（図 25、左と中）。LAD 患者

自己抗体の全長 COL17 への反応性と COL17（Δ1-6）への反応性を比較したところ、

COL17（Δ1-6）への反応性が有意に高かった（p=0.017）（図 25、右）。 

 

    

図 25 COL17（Δ1-6）と全長 COL17 を用いた ELISA 法による LAD 患者自己抗

体の検出 

LAD 患者血清は、健常人と比較していずれのタンパクを基質としても OD の上昇を

認めた（左：全長 COL17、中：COL17（Δ1-6））。 

（右）OD の上昇は、COL17（Δ1-6）を用いた ELISA で有意に高かった（p＝

0.017）。 
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10 mAb hC17-ect15 は NHEKs の COL17 発現量に影響しない 

作成した LAD 患者自己抗体と類似した性質を持つ mAb hC17-ect15 が、LAD 患

者自己抗体と同様に病原性を示すか in vitro と in vivo で検証した。 

 

10-1 mAb hC17-ect15 および TS39-3 の皮膚に対する染色性の違いを比較   

最初に、mAb hC17-ect15 および mAb TS39-3 の正常ヒト皮膚への反応性につい

て検証した。1 mg/ml のそれぞれの抗体を段階希釈し、蛍光抗体間接法にて抗体価

を測定したところ、いずれの抗体も 40000 倍希釈まで正常ヒト皮膚に反応した（図

26）。以上の結果からいずれの抗体も組織への沈着は同程度であることを確認した。 

 

 

 

図 26  hC17-ect15 および TS39-3 の正常皮膚に対する染色性 

一次抗体を段階希釈した mAb hC17-ect15 および mAb TS39-3 を用いて、二次抗体

を Alexa488 標識抗マウス IgG 抗体にて検出した。 

 

 

 

mAb hC17-ect15 

mAb TS39-3 
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10-2  mAb hC17-ect15 を培養 NHEKs へ投与しても COL17 発現量は変化

しない 

BP では、患者自己抗体を NHEKs に添加すると COL17 に結合後、細胞内に取り

込まれて分解され、COL17 の発現量が減少することが報告されている 50–52。この

COL17 の減少が BP の病態に関与していると考えられているため、mAb hC17-

ect15 を NHEKs に添加した際の COL17 発現量の変化を検証した。その結果、病原

性を有する NC16A を標的とする mAb TS39-3 は、添加から 1.5 時間から明らかな

COL17 の減少を認めた。一方、mAb hC17-ect15 は未刺激の NHEKs や正常マウス

IgG1 と同様に COL17 量に全く影響を与えなかった（図 27）。以上の in vitro の結

果から、mAb hC17-ect15 は病原性がない可能性が示唆されたため、続いて in vivo

での検証を行った。 

  

 

 

図 27 mAb hC17-ect15 刺激による NHEKs の COL17 量的変化 

40％コンフルエントの NHEKs に mAb hC17-ect15、TS39-3、正常マウス IgG1

（mIgG1）にて 1.5－3－6 時間刺激をした。細胞溶解液を回収し、Western 

blotting で COL17 の量を比較した。COL17 は NC16A-3 で検出、Tubulin：内部コ

ントロール。 
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11  mAb hC17-ect15 はマウスに投与しても病原性を示さない 

自己免疫性水疱症の自己抗体の病原性を確認する手段として、マウスに投与し皮

膚の脆弱性を確認する方法がある 31,47,53。しかし、mAb hC17-ect15 はヒト COL17

を特異的に認識するため、野生型マウス（C57BL/6J）に投与しても抗体が反応し

ない。そこで、COL17 ヒト化マウス 31 に投与して mAb hC17-ect15 の病原性を検

証した。 

 

11-1 至適抗体投与量の決定 

至適抗体投与量を検討するため、COL17 ヒト化マウスに 25-50-100μg の mAb 

TS39-3 抗体を耳介へ投与し脆弱性を評価した（図 28）。50μg で脆弱性が観察され

たため、投与量は 1 箇所あたり 50μg とした。 

 

 

 

図 28 陽性コントロール mAb TS39-3 の至適投与量の評価 

抗体投与後 48 時間において、50μg と 100μg 投与したマウスで明らかな皮膚の脆弱

性を認めた。 

 

 

 

  

TS39-3 (50μg) TS39-3 (100μg) TS39-3 (25μg) mIgG1 (25μg) 

48 時間後 
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11—2 mAb hC17-ect15 は皮膚脆弱性をきたさない 

決定した至適投与量に基づき mAb hC17-ect15 （mAb TS39-3 の倍量の 100 µg /

箇所）、TS39-3 （50 µg/箇所）、mIgG1 抗体 （陰性コントロール、50 µg/箇所）を

COL17 ヒト化マウスの耳介に皮下投与したところ、病原性を有する mAb TS39-3

のみ表皮の脆弱性を引き起こしたが 47、mAb hC17-ect15 では脆弱性は観察できな

かった（図 29、上）。マウスの耳介を採取して蛍光抗体直接法で抗体の沈着を確認

したところ、TS39-3 および mAb hC17-ect15 いずれも表皮真皮結合への線状の集

積が確認された（図 29、下）。マウスの IgG1 コントロール抗体でも陽性の反応が

見られたのは、既報告の通り抗体を局所に高圧で注入したことによるものと考えら

れた 54。このことから、mAb hC17-ect15 は組織に病原性を持たず、in vitro の結果

と一致した。 

 

 

図 29 mAb hC17-ect15 の病原性を COL17 ヒト化マウスで検証 

（上）mAb TS39-3 では皮膚の脆弱性が観察されたが、mAb hC17-ect15 では認め

なかった。 

（下）いずれも蛍光抗体直接法にて表皮真皮境界部に抗体の沈着を認めた（矢印）。

スケールバー：100μm。Epi：表皮。 
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考察 

 

本研究を通し、LAD 患者自己抗体が COL17 の C 末端部が切断され出現する

neoepitopes を標的とすることを明らかにした。LAD 患者自己抗体はポリクローナ

ル抗体であるため、過去の報告では COL17 の様々な領域を認識しうると報告され

ており、neoepitope の発生機序は殆ど解明されていなかった 18,41,42 。今回、LAD

患者自己抗体によく似た特徴を持つ mAb hC17-ect15 を作製したことで、NC16A

内の切断だけではなく、C 末端切断でも 15 番コラーゲン領域に neoepitopes が出現

しうることを初めて解明できた。特筆すべき点として、neoepitopes が生じた 15 番

コラーゲン領域は、NC16A や C 末端から遠く離れた部位であることが挙げられる。

この結果は、C 末端領域に生じた部分的な切断が、COL17 にダイナミックな構造変

化を引き起こし、広範囲に渡り neoepitopes を生じ得ることを示唆している。今回

の研究は、mAb hC17-ect15 と同じ 15 番コラーゲン領域の neoepitopes を標的とす

る LAD 患者自己抗体を特定するものではないが、LAD 患者自己抗体の主な抗体結

合部分が 15 番コラーゲン領域に存在しているという過去の報告と相違ない 42。 

 

LAD 患者自己抗体が、全長の COL17 より切断されたタンパクである LAD-1 や

LABD97 に対して高い親和性を示すことは、過去の Western blotting 法を用いた検

討で報告されている 8–11,17,41。免疫沈降法においては結合反応の段階では、ドデシル

硫酸ナトリウム（sodium dodecyl sulfate；SDS）を含まないため立体構造が保持さ

れていることは解釈可能だが、一般的な SDS-PAGE ではタンパク立体構造は消失

し、一本鎖のタンパクとして泳動されると理解されている。そのため当初、なぜ

LAD 患者自己抗体が Western blotting 法でも COL17 が切断され生じた LAD-1 と

LABD-97 により高い親和性を示すのか疑問に感じた。今回の研究では、免疫沈降法

だけでなく Western blotting 法でも mAb hC17-ect15 が C 末端切断を受けた

COL17（COL17（Δ1-6）、COL17（Δ1-10）、COL17（Δ1-14））に親和性を示すこ

とを発見した。同様に LAD 患者自己抗体も Western blotting 法で C 末端切断を受

けた COL17（COL17（Δ1-2）、COL17（Δ1-16）、COL17（Δ1-10））に親和性を示

していた。mAb hC17-ect15 は COL17 の 15 番コラーゲン領域にエピトープを持つ

ことから、少なくとも 15 番コラーゲン領域では構造依存性の neoepitopes が出現す

ると予想される。SDS-PAGE でも neoepitope を同定することが可能であった機序

の一つとして、ポリプロリン II ヘリックスのようなタンパク二次構造は、ジチオト

レイトール（dithiothreitol；DDT）や尿素、SDS といった強い還元条件下でも保

存されていることが挙げられる 55,56。ポリプロリン II ヘリックス様二次構造は、コ

ラーゲンで特徴的とされており 57、Western blotting においても一部タンパクにお
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いては、特にコラーゲンでは二次構造が保持されいる可能性が高い。従って、

COL17 の 15 番コラーゲン領域に生じた構造依存性の neoepitopes も還元条件下で

保持され、Western blotting で検出できたと考えられた。一方、mAb hC17-ect15

は、免疫沈降法や ELISA 法といった還元剤は使用しない実験において、全長の

COL17 に弱い反応性を示した。Western blotting では明らかな結合性は認めなかっ

たことから、mAb hC17-ect15 が標的とするエピトープは、SDS を含む強い還元状

態と自然な環境では若干異なることも予想された。 

 

mAb hC17-ect15 を用いた免疫沈降法および Western blotting 法の結果から、C

末端が切断された COL17 の neoepitopes が SDS-PAGE 下でも保存されているとい

う事実をつきとめた。この現象をもとに、LAD 患者自己抗体も同様に C 末端が切断

された COL17 に生じた neoepitopes を標的にすることを明らかにした。興味深い

ことに、LAD 患者自己抗体は mAb hC17-ect15 とは強い親和性を示さなかった

COL17（Δ1-2）とも強く結合していた。この結果は、mAb hC17-ect15 が認識する

部位とは異なる neoepitopes が C 末端切断によって生じていることを示唆している。

COL17 の 15 番コラーゲン領域は細胞外ドメインであることから 20、LAD 患者自己

抗体の標的となる他の neoepitopses も COL17 の色々な部分に生じている可能性が

ある。Neoepitopses に対する自己抗体産生機序の解明は、自己免疫疾患発症におけ

る免疫寛容の破綻がおきる機序の解明につながることが予想されるため、今後、詳

細に検討していきたい。 

 

本研究での画期的な臨床応用として、C 末端切断 COL17（Δ1-6）（Met1 から

Arg1174）を用いた ELISA 法により、効率よく LAD 患者自己抗体を検出できたこと

が挙げられる。これまで LAD 患者自己抗体の検出を目的として、HEK293 細胞で

産生した 120kDa の COL17 細胞外ドメイン（LAD-1 タンパク）を基質として用い

た ELISA 法の検討で、83.3%の LAD 患者自己抗体を同定可能であったと報告され

ている 58。しかし、本手法は未だ実用化には至っていない。一方、BP の診断ツー

ルとして市販化され、広く臨床応用されている COL17 の ELISA キットは、

NC16A 領域を標的とする自己抗体を同定するものである。LAD 患者自己抗体のな

かで NC16A 領域を標的とする割合は、約 20％程度と報告されており、大部分の患

者自己抗体の同定は困難である 18。さらに通常のキットは IgG 抗体を検出するもの

であるため、二次抗体を抗ヒト IgA 抗体に変更し条件検討を行う必要も伴う。

Western blotting での自己抗体検出も可能であるが、基質タンパクである LAD-1 お

よび LABD97 が必要となる上、特定の研究室でしか行えない検査法である。今回、

本研究で確立した C 末端欠損 COL17 タンパクを用いた ELISA 法は、これら多くの

問題点を解決するものであり、今後さらなる臨床応用と商品化も期待している。 
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LABD97 に対する IgA mAb を SCID マウスに移植したヒト皮膚の表皮基底層に

投与した過去の検討では、移植皮膚片の基底膜領域に IgA の沈着と炎症反応が確認

されているが 59、LAD 患者自己抗体の病原性については未だ不明である。LAD は

患者数が少ないため、実際に自己抗体を動物へ投与する実験は困難である。今回、

LAD 患者自己抗体と類似した特徴を有する mAb hC17-ect15 を得たため、本抗体の

病原性を in vitro と in vivo で評価した。In vitro の評価法として、病原性を持つ

BP 患者自己抗体を培養 NHEKs に加えると、細胞膜表面の COL17 と結合後に免疫

複合体として細胞内へ Macropinocytosis を介し取り込まれ、結果として COL17 発

現量の減少を引き起こすことが報告されており 51、この現象が表皮真皮境界部での

裂隙形成に関与すると考えられている 60。そこで mAb hC17-ect15 を培養 NHEKs

へ投与し COL17 の量的変化を経時的に観察したところ、COL17 の発現量には特に

有意な変化は認めなかった。COL17 の NC16A 領域を認識し病原性を有する mAb 

TS39-3 で刺激をした場合、COL17 の減少は観察されたため、in vitro での実験系

では mAb hC17-ect15 の病原性は否定的と予想された。続いて in vivo の病原性を

確認するために、mAb hC17-ect15 のマウスへの投与を検討したが、mAb hC17-

ect15 はヒト COL17 を特異的に認識する抗体であり、マウス COL17 には反応しな

い。ヒトとマウス COL17 間の相同性の問題を解決するために COL17 ヒト化マウス

を用いた 31。COL17 ヒト化マウスでは、皮膚基底細胞にマウス COL17 は発現せず、

ヒト COL17 を発現している。COL17 ヒト化マウスの皮下に mAb hC17-ect15 ある

いは mAb TS39-3 を投与したところ、mAb TS39-3 では表皮の脆弱性が観察された

一方、mAb hC17-ect15 は脆弱性や水疱形成といった病原性を示唆する所見は確認

されなかった。以上の結果から、mAb hC17-ect15 の病原性は否定的と考えられた。

しかし mAb hC17-ect15 は補体活性化能に乏しいマウス IgG1 mAb であるため、

LAD 患者自己抗体と同様、異なるエフェクター機能を有するサブクラス（例：IgA 

mAb）では病原性が異なる可能性も予想される。そこで現在、マウス IgG1 である

mAb hC17-ect15 を分泌するハイブリドーマを IgA へクラススイッチする目的で、

変異誘導物質である ICR19161 や CRISPR/CAS-962 を用い実験を進めている。今後、

IgA へクラススイッチさせた mAb hC17-ect15 の病原性の解明を目指していきたい。 
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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。 

 

1）LAD 患者自己抗体に類似した性質を持つ mAb hC17-ect15 の作製に成功し、こ

の抗体はヒト COL17 の 15 番目のコラーゲン領域にエピトープを有する。 

 

2）COL17 は C 末端部の切断に伴い、構造変化をきたし新たな抗原エピトープを生

じる。 

 

3）LAD 患者自己抗体は C 末端の切断をうけた COL17 に対して反応性を示し、切

断により生じた立体構造に伴うエピトープを標的とする。 

 

4）COL17 の C 末端を短縮したタンパクを用いた ELISA 法は、LAD 患者自己抗体

の検出に有用である。 

 

 

本研究では、COL17 の切断に伴い生じる新規エピトープが自己免疫疾患の発症に

関与することを証明した。COL17 は切断に伴い立体構造の変化をもたらし、切断部

位から離れた部位にも neoepitopes を生じうることを明らかとした。このことは、

自己免疫疾患発症における免疫寛容の破綻がおきる機序の解明につながることが予

想される。 

 

また、今回作成した C 末端を短くした COL17 を用いた ELISA 法は、現在簡便な

検出法のない LAD 患者自己抗体の検出システムとしての臨床応用が期待できる。 

 

今後の課題として LAD 患者自己抗体の病原性の解明が残されている。今回作成

した mAb hC17-ect15 抗体を更に応用し LAD の病態解明を進めていきたい。 
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