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要旨 
【背景と目的】類天疱瘡群は、組織学上表皮下水疱形成を特徴とし、その自己抗体

は、皮膚の表皮真皮境界部もしくは粘膜上皮と粘膜固有層間に存在する基底膜部タ

ンパクを標的とする。類天疱瘡群は類天疱瘡と後天性表皮水疱症に大別され、類天

疱瘡はその自己抗原と臨床症状により分類される。主な亜型として, 水疱性天疱瘡 
(bullous pemphigoid, BP) 、粘膜類天疱瘡 (mucous membrane pemphigoid, MMP)があ
る。 
BP、MMPにおいてはヘミデスモソーム(HD)タンパクである XVII型コラーゲン (Type 

XVII collagen, COL17) が主要な自己抗原となる。特に BP において、その自己抗体
の主要なエピトープは COL17の細胞外領域の非コラーゲン領域である 16A（NC16A）
ドメインであるため、大腸菌によって産生された NC16A ドメインのポリペプチドを利用
した enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) は診断に広く利用されている。近年、
本研究室では DDDDK-tag 付きリコンビナント全長 COL17 タンパク（recombinant 
COL17、rCOL17）を基質とする ELISA（rCOL17 ELISA）を確立した。rCOL17 ELISA
は、COL17のあらゆる領域を標的とする抗 COL17自己抗体が検出可能である。特に
dipeptidyl peptidase-IV阻害薬 (dipeptidyl peptidase-IV inhibitor、DPP4i)によって誘発
された BP (DPP4i-associated BP、DPP4i-BP) の検出に有用である。しかし、これらに用
いられているようなリコンビナントタンパクは、一般的に翻訳後修飾を欠くため、ネイテ

ィブな自己抗原と同等ではない。これらの違いは、リコンビナントタンパク質を利用した

アッセイにおける自己抗体検出の障害となり得る。そこで、内在性の自己抗原としてネ

イティブなCOL17を用いたアッセイ系の確立を行い、リコンビナントタンパクとの比較を
行うこととした。 
近年、clustered regularly interspersed short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-

associated protein 9 (CRISPR/Cas9) による遺伝子編集を利用して、内在性遺伝子座へ
のタグ配列のノックインにより、ネイティブなタンパクへのタグ付けが可能となった。この

付加したタグを利用することで生理的条件下に存在するネイティブなタンパクを取得

可能となる。自己免疫疾患の診断における自己抗体検出アッセイ系においては、従

来の過剰発現させたリコンビナントタンパクを用いた検出系と異なり、ネイティブなタン

パク利用したアッセイ系の構築が可能となる。 
よって、本研究ではネイティブな状態の COL17 として、不死化ケラチノサイトである

HaCaT 細胞が内在性に持つ COL17 を取得することを試みた。HaCaT の内在性
COL17に一般的なタグとして広く用いられている DDDDK-tagを付加し、タグを利用し
た免疫沈降法により精製を行い、取得したタンパクの解析を行うこととした。また、類天

疱瘡群の中には COL17 以外の HD タンパクを自己抗原とする疾患が存在し、特に
MMP患者はCOL17以外の様々なHD分子を標的とする自己抗体も有しているため、
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rCOL17 ELISA はすべての MMP 自己抗体を同定することはできない。そこで、内在

性のネイティブな状態の COL17を中心とした HDタンパクを一塊として取得し、その複

合体を固相化抗原として用いた新規 ELISA を作成し、MMP自己抗体の検出に有用
であるかどうかを検証する。 
 
【材料と方法】 CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子編集により、COL17A1 遺伝子座に

DDDDK-tagをノックインした HaCaT不死化ケラチノサイトを作製し、DDDDK-tagを用
いた免疫沈降法を行う。それによりネイティブな自己抗原複合体を単離し、含まれてい

るタンパクの解析を行う。次に、この複合体タンパク質を固相化抗原とした ELISA シス

テムを作成する。BP、MMPの診断をそれぞれ満たす症例と健常人血清を本研究のた

めに使用し、BP 血清と健常人血清を用いて、カットオフ値を決定する。BP、MMP 血
清で全長 COL17 ELISA との比較を行う。また、DPP4i 存在下で細胞培養を行い、薬

剤による内在性 COL17の抗原性の変化の有無について検討を行う。 
 
【結果】 CRISPR/Cas9による HaCaTの内在性 COL17へのタグ付けにより、ネイティブ
な COL17 だけではなく、COL17 結合タンパクである integrin α6β4などのタンパクを含

んだ自己抗原複合体を取得できた。また、このネイティブ COL17 の複合体には全長

の COL17のみではなく、生理的に切断されたと考えられる短い COL17断片も含まれ

ていた。その複合体を固相化抗原とした新規 ELISA（native COL17 ELISA、nCOL17 
ELISA）を作成し、BPと健常人血清から Receiver operating characteristic (ROC) 解析

を行い、カットオフ値を決定した。BP 症例を用いた ELISA ではリコンビナント COL17
を基質として用いた場合と大きな差は見られなかったが、nCOL17 ELISA 優位に反応

した血清も見られ、それらの中では COL17 断片に対して反応していた血清が見られ

た。また、55 例の MMP症例に対して nCOL17 ELISA を施行したところ、感度と特異

度はそれぞれ 70.9%と 86.7%であり、MMP自己抗体の検出において、従来の類天疱
瘡の自己抗体検出系と比較してはるかに優れたものであった。また、DPP4i 存在下で
細胞培養を行い、その有無による DPP4i-BP 血清の nCOL17 ELISA index 値の比較

を行ったが有意な差は見られなかったため、DPP4i は直接 COL17 の抗原性変化をも

たらしてはいないことがわかった。 
 
【考察】 本研究により、COL17を中心とした基底膜部タンパク複合体を一塊に取得可

能となった。MMPの自己抗体は様々な自己抗原に反応するため、この自己抗原複合

体を用いた新規 ELISA はリコンビナントタンパク単独の検出系よりも MMP の自己抗
体検出に有用であった。MMP のような自己抗体が様々な分子を標的とする自己免疫

疾患では、抗原とタンパク質の複合体を分離することがより良い診断系の確立に役立

つと考えられた。 
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CRISPR/Cas9 による HaCaT の内在性 COL17へのタグ付けによる自己抗原回収は、

他の内在性基底膜タンパクを回収する系と比較して、簡便でありタンパク精製可能で

あるため優れた系である。 
 
【結論】 
遺伝子編集により COL17を中心とした基底膜部タンパク複合体を一塊に取得可能と

なった。この自己抗原複合体を用いた新規 ELISAはMMPの自己抗体検出に有用で
あった。  
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略語表 
 
本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。  
 
BP  Bullous pemphigoid 
BMZ  Basement membrane zone 
BPDAI  Bullous Pemphigoid Disease Area Index 
cDNA  Complementary deoxyribonucleic acid 
CLEIA  Chemiluminescent enzyme immunoassay 
COL17  Type XVII collagen 
COL7  Type VII collagen 
CRISPR  Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
Cas9  CRISPR-associated protein 9 
C 末端  Carboxyl terminus, C-terminus 
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DPP4i  Dipeptidyl peptidase-IV inhibitor 
DPP4i-BP DPP4i-associated BP 
E-cad  E-cadherin 
ECM  Extracellular matrix 
ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay 
FBS  Fetal bovine serum 
FITC  Fluorescein isothiocyanate 
gRNA  Guide RNA 
HD  Hemidesmosome 
HRP  Horseradish peroxidase 
ITG  Integrin 
IP  Immunoprecipitation 
KC  Keratinocyte 
LABD  Linear IgA bullous dermatosis 
MMP  Mucus membrane pemphigoid 
nCOL17 Native COL17 
NC16A  Non-collagenous 16A domain 
NC16B  Non-collagenous 16B domain 
NC16C  Non-collagenous 16C domain 
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N 末端  Amino terminus, N-terminus 
OD  Optical density 
PBS  Phosphate buffered saline 
PCR  Polymerase chain reaction 
ROC  Receiver operating characteristic 
rCOL17  Recombinant COL17 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute 
ssDNA  Single-strand DNA  
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緒言 
 
自己免疫性水疱症は、全身に水疱やびらんを生じる難治性皮膚疾患である。自己

免疫性水疱症は、組織学上、表皮下水疱形成を特徴とする類天疱瘡群と表皮内水疱

を形成する天疱瘡群に大別される (Amber et al., 2018; Kershenovich et al., 2014)。類
天疱瘡群の自己抗体は、皮膚の表皮真皮境界部もしくは粘膜上皮と粘膜固有層間に

存在する基底膜部タンパクを標的とする。類天疱瘡群は類天疱瘡と後天性表皮水疱

症に大別される。そして類天疱瘡はその自己抗原と臨床症状によりさらに分類され、

主なサブタイプとして , 水疱性天疱瘡  (bullous pemphigoid, BP) 、粘膜類天疱瘡 
(mucous membrane pemphigoid, MMP) が存在し、その他にも線状 IgA水疱性皮膚症 
(linear IgA bullous dermatosis, LABD) 、妊娠性類天疱瘡、抗ラミニン γ1類天疱瘡など

がある (Egami et al., 2020; Schmidt and Zillikens, 2013)。 
BP、MMP、LABD、妊娠性類天疱瘡などにおいては XVII型コラーゲン (Type XVII 

collagen, COL17) が主要な自己抗原となる。特に BPにおいて、その自己抗体の主要
なエピトープは COL17 の細胞外領域の非コラーゲン領域である 16A（NC16A）ドメイ
ンであるため (Giudice et al., 1993)、大腸菌によって産生された NC16Aドメインのポリ
ペプチドを利用した enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) は診断に広く利用さ
れている (Kobayashi et al., 2002)。近年、本研究室では DDDDK-tag付きリコンビナン
ト全長 COL17 タンパク（recombinant COL17、rCOL17）を基質とする ELISA（rCOL17 
ELISA）を確立した (Izumi et al., 2016)。rCOL17 ELISAは、COL17のあらゆる領域を
標的とする抗 COL17自己抗体を検出することが可能である (Izumi et al., 2016)。特に
dipeptidyl peptidase-IV阻害薬 (dipeptidyl peptidase-IV inhibitor、DPP4i)によって誘発
された BP (DPP4i-associated BP、DPP4i-BP) の自己抗体は COL17の細胞外領域を
標的とすることが多いため有用である (Izumi et al., 2016)。このように自己抗体の検出
は、自己免疫疾患を正しく診断するために不可欠であり、様々な自己免疫疾患にお

いて、ELISA、chemiluminescent enzyme immunoassay (CLEIA) またはウェスタンブロ

ッティングの基質としてリコンビナント自己抗原が使用されてきた (Schmitt and Papisch, 
2002)。しかし、リコンビナントタンパクは、一般的に翻訳後修飾を欠くため、ネイティブ
な自己抗原と同等ではない (Doyle and Mamula, 2002)。これらの違いは、リコンビナン
トタンパク質を利用したアッセイにおける自己抗体検出の障害となり得る。そこで、内

在性の自己抗原としてネイティブな COL17を用いたアッセイ系の確立を行い、リコンビ
ナントタンパクとの比較を行うこととした。 
近年、clustered regularly interspersed short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-

associated protein 9 (CRISPR/Cas9) による遺伝子編集 (Ran et al. 2013) を利用して、
内在性遺伝子座へのタグ配列のノックインにより、ネイティブなタンパクへのタグ付けが



 

 8 

可能となった (Lackner et al., 2015)。この付加したタグを利用することで生理的条件下
に存在するネイティブなタンパクを取得可能となる。よって、自己免疫疾患の診断にお

ける自己抗体検出アッセイ系においては、従来の過剰発現させたリコンビナントタンパ

クを用いた検出系と異なり、ネイティブなタンパクを利用したアッセイ系の構築が可能と

なる。そこで、ネイティブな状態の COL17 として、不死化ケラチノサイトである HaCaT
細胞が内在性に持つ COL17 を取得するために、HaCaT の内在性 COL17 に一般的
なタグとして広く用いられている DDDDK-tag を付加し、タグを利用した免疫沈降法に

より精製を行い、回収したタンパクの解析を行うこととした。 
また、類天疱瘡群の中には COL17 以外のヘミデスモソーム（HD）タンパクを自己抗
原とする疾患が存在し、特にMMP患者は COL17以外の様々な HD分子を標的とす
る自己抗体も有しているため (Du et al., 2022)、rCOL17 ELISAはすべてのMMP自己
抗体を検出することはできない。そこで、内在性のネイティブな状態の COL17 を中心

とした HD タンパクを一塊として取得し、それを用いた検出系の確立により MMP自己
抗体の検出効率向上を試みた。 

まず、本章では、COL17、BP、DPP4i-BP、MMP について概説し、本研究の目的を

述べる。 
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XVII型コラーゲン (Type XVII collagen, COL17)   
 
皮膚は人体最大の臓器であり、外界とのバリア機能を担う重要な組織である。最外層

である表皮とその下層である真皮の間の、表皮基底膜部に存在する HDが表皮–真皮
境界部の接着に重要な役割を果たす(McMillan et al., 2003)。HD は多数の分子から

構成されるが、XVII型コラーゲン (Type XVII collagen, COL17) はその主要な構成分
子である (Diaz et al., 1990; Giudice et al., 1992; Nishie et al., 2007)。先天的には COL17
をコードする COL17A1 遺伝子変異により、表皮真皮間接合の脆弱性が生じ、外的刺

激で容易に水疱を形成する接合部型表皮水疱症を発症する (Condrat et al., 2019; 
Has et al., 2020; Nishie et al., 2007)。後天的には COL17に対する自己抗体により表皮

真皮間の接着が解離することで表皮下水疱を生じる自己免疫性水疱症である水疱性

類天疱瘡（bullous pemphigoid, BP）を発症する (Balding et al., 1996; Diaz et al., 1990; 
Hofmann et al., 2002; Labib et al., 1986; Oyama et al., 2006; Schmidt et al., 2001)。これ
らのことからも、COL17 が表皮真皮間の接着に重要な役割を担っていることが示唆さ

れる。 
COL17は膜貫通型コラーゲンファミリーに属し、分子量 180kDaの α 鎖が３本会合し

たホモ三量体である (Franzke et al., 2005; Hirako et al., 1996)。COL17 はアミノ末端

（amino terminus, N 末端）が細胞質内、カルボキシル末端（carboxyl terminus, C 末端）

が細胞外マトリックス (extracellular matrix, ECM) に存在する (Franzke et al., 2003; 
Giudice et al., 1992)。COL17は 16 個の非コラーゲン領域とそれに挟まれた 15 個のコ

ラーゲン領域から成る (図 1) (Giudice et al., 1992)。 また、COL17の三次構造は縦に

長く、in vivoでは C 末端に柔軟なループ構造を持つ (Nonaka et al., 2000)。 
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図 1．COL17の模式図 
 COL17 は細胞内領域、膜貫通領域、細胞外領域から構成される。N 末端が細胞内

に、C 末端が細胞外に存在する。非コラーゲン領域が 16 個と、それに挟まれた 15 個

のコラーゲン領域が存在する。C 末端側から数えて 16 番目の非コラーゲン領域は細

胞外領域 NC16A、膜貫通領域 NC16B、細胞内領域 NC16Cに分類される。 
 
COL17は、HDにおいて複数の結合パートナーが存在する。COL17は HDにおいて

integrin (ITG) α6β4 と同じく細胞膜を貫通し、その細胞内に存在する BP230 
(Hopkinson and Jones, 2000; Koster et al., 2003)、plectin  (Koster et al., 2003; Natsuga 
et al., 2017)および ITGβ4と相互作用する (Aho and Uitto, 1998; Hamill et al., 2011; 
Koster et al., 2003; Schaapveld et al., 1998)。また、COL17の細胞外ドメインは ITGα6  
(Hopkinson et al., 1995)、laminin-332 (Nishimura et al., 2016; Tasanen et al., 2004)や
ECM 中に存在する IV型コラーゲン (Kamaguchi and Iwata, 2019; Nishie et al., 2011)
と相互作用している（図 2）。 
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図 2．表皮基底膜部の構成分子 
(Nishie, 2014) から抜粋し、一部改変した。  
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水疱性類天疱瘡 (Bullous pemphigoid, BP)  
 
BP は本邦で最多の自己免疫性水疱症である (Egami et al., 2020; Schmidt and 

Zillikens, 2013)。BPは全身に浮腫性紅斑と緊満性水疱を呈し (図 3), 水疱部の病理

組織像は好酸球浸潤を伴う表皮下水疱を呈する (図 4) (Nishie, 2014) 。 BP自己抗体
は主に表皮基底膜部（basement membrane zone、 BMZ）を標的とするため、蛍光抗体

直接法にて表皮真皮境界部に沿った IgG の沈着を確認することができる （図 5) 
(Ishiko et al., 1993; Nishie, 2014)。BP自己抗体は、免疫学的には COL17、BP230の
いずれか一方あるいは両方を標的とする (Schmidt and Zillikens, 2013)。臨床症状、病

理組織学検査、及び免疫学的所見に基づいて BP の診断がなされる（表 1）(Ujiie et 
al., 2019a)。また重症度評価は水疱性類天疱瘡における皮膚病変の重症度スコアリン

グツールである Bullous Pemphigoid Disease Area Index (BPDAI) を用いる（表 2）
(Murrell et al., 2012)。免疫学的特徴としては、BP自己抗体の 80〜90％は、COL17の
細胞外領域の非コラーゲン領域である16A（NC16A）ドメインを認識する自己抗体を有

する (Kobayashi et al., 2002; Matsumura et al., 1996; Schmidt and Zillikens, 2013)。そ
のため大腸菌によって産生された NC16Aドメインのポリペプチドを利用した ELISAは
特に BP の診断に広く利用され、BP患者における NC16A ELISA の感度は 84.4%、
特異度は 98.9%となっている (Kobayashi et al. 2002)。 

 
 

 

図 3. BPの臨床像 
躯幹四肢に浮腫性紅斑を伴う水疱形成を認める。  
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図 4. BPの病理組織像 
表皮下裂隙を認め, 真皮に好酸球浸潤を伴う。  

 
 

 
 

図 5. BP患者皮膚における IgG自己抗体の沈着 
患者皮膚中の自己抗体沈着を検出する蛍光抗体直接法により, 表皮真皮境界部に
IgG自己抗体の線状沈着を認める。 
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表 1. BPの診断基準  
A症状 
1. 皮膚に多発する、瘙痒性紅斑.  
2. 皮膚に多発する、緊満性水疱及びびらん.  
3. 口腔粘膜を含む粘膜部の非感染性水疱及びびらん.  
B. 検査所見 
1. 病理組織学的診断項目 

1) 表皮下水疱を認める.  
2. 免疫学的診断項目 

1) 蛍光抗体直接法により、皮膚の表皮基底膜部に IgG、あるいは補体の沈着を

認める.  
2) 蛍光抗体間接法により、血中の抗表皮基底膜部抗体 (IgG) を検出する.  
あるいは、ELISA (CLEIA) 法により、血中の抗 BP180抗体 (IgG)、 
抗 BP230抗体 (IgG) あるいは抗 VII型コラーゲン抗体 (IgG) を検出する.  

C. 鑑別疾患 
以下の疾患を鑑別する.  
表皮水疱症、虫刺症、蕁麻疹様血管炎、ポルフィリン症、多形紅斑、薬疹、アミロイド

ーシス、水疱型エリテマトーデス.  
＜診断のカテゴリー＞ 
Definite: 以下の①又は②を満たすもの 
① ：Aのうち 1 項目以上かつ B-1かつ B-2のうち 1 項目以上を満たし、Cの鑑別す

べき疾患を除外したもの.  
② ：Aのうち 1 項目以上かつ B-2の 2 項目を満たし、Cの鑑別すべき疾患を除外し

たもの.  
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表 2. BPの重症度判定基準 
 びらん/水疱 膨疹/紅斑  皮膚：びらん/水疱 

部位 点数 点数  0 点＝ なし 
頭部・顔面 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  1 点＝ 1 ～ 3 個かつ長径 1cm 以上の皮疹はない 

頸部 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  2 点＝ 1 ～ 3 個かつ長径 1cm 以上の皮疹が 1 個以上 
胸部 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  3 点＝ 4 個以上かつ長径 2cm 以上の皮疹はない 

左上肢 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  5 点＝ 4 個以上かつ長径 2cm 以上の皮疹が 1 個以上 
右上肢 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  10 点＝ 4 個以上かつ畏径 5cm 以上の皮疹が 1 個以上 

手 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  または領域の全体に認める. 注：上皮化した部分は含まない 
腹部 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  皮膚：膨疹/紅斑 
陰部 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  0 点＝ なし 

背部・臀部 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  1 点＝ 1 ～ 3 個かつ長径 6cm 以上の皮疹はない 
左下肢 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  2 点＝ 1 ～ 3 個かつ長径 6cm 以上の皮疹が 1 個以上 
右下肢 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  3 点＝ 4 個以上あるいは長径 10cm 以上の皮疹が 1 個以上 

足 0・1・2・3・5・10 0・1・2・3・5・10  5 点＝ 4 個以上かつ長径 25cm 以上の皮疹が 1 個以上 
合計 /120 /120  10 点＝ 4 個以上かつ長径 50cm 以上の皮疹が 1 個以上 

    または領域の全体に認める. 注：炎症後の色素沈着は含まな

い 
粘膜 びらん/水疱   粘膜：びらん/水疱 
部位 点数   0 点＝ なし 
眼 0・1・2・3・5・10   1 点＝ 1 個 

鼻腔 0・1・2・3・5・10   2 点＝ 2 ～ 3 個 
頬粘膜 0・1・2・3・5・10   5 点 = 4 個以上または長径 2cm 以上の粘膜疹が 2 個以上 
硬口蓋 0・1・2・3・5・10   10 点＝ 領域の全体に認める 
軟口蓋 0・1・2・3・5・10   下記①～③でそれぞれ判定を行い，最も高い重症度を採用

する 
上歯肉 0・1・2・3・5・10   ①皮膚：びらん/水疱の合計スコア 
下歯肉 0・1・2・3・5・10    1．軽 症 ≦14 点 

舌 0・1・2・3・5・10    2．中等症 15 ～ 34 点 
口腔底 0・1・2・3・5・10    3．重 症 ≧35 点 
口唇 0・1・2・3・5・10   ②皮膚：膨疹/紅斑の合計スコア 

後咽頭 0・1・2・3・5・10    1．軽 症 ≦19 点 
外陰部 0・1・2・3・5・10    2．中等症 20 ～ 34 点 
合計 /120    3．重 症 ≧35 点 

    ③粘膜：びらん/水疱の合計スコア 
     1．軽 症 ≦9 点 
     2．中等症 10 ～ 24 点 
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DPP4阻害薬関連水疱性類天疱瘡（DPP4i-associated BP、DPP4i-BP） 
 
糖尿病治療薬として広く使用されている dipeptidyl peptidase-IV 阻害薬 (dipeptidyl 

peptidase-IV inhibitor、DPP4i) を投与された糖尿病患者における症例報告が 2012年
に Skandalisらにより最初になされ (Skandalis et al., 2012)、それ以来 DPP4iにより誘発
された BP  (DPP4i-associated BP、DPP4i-BP)の報告が様々な国から、使用可能な全て

の DPP4iについて多数報告されている (Arai et al., 2018; Tasanen et al., 2019) 。2016
年には、フランスの Pharmacovigilance Database を調査した研究では、DPP4i 内服と
BP発症との間に強い関連があると指摘された。 (Béné et al., 2016) 。また、DPP4i 製剤

の中でも 特に vildagliptin の投与が BP 発症の最も高いリスクを示した (Arai et al., 
2018; Kridin and Bergman, 2018; Kridin and Cohen, 2018; Ständer et al., 2021; 
Varpuluoma et al., 2018)  。 
 
興味深いことに、過去に我々や他のグループによって、日本人のDPP4i-BP患者は、

特有の臨床的・免疫学的特徴を示すことが明らかとなった (Horikawa et al., 2018; Mai 
et al., 2018; Ujiie et al., 2018)。典型的な BP患者が、NC16Aに対する自己抗体を持

つが (Kobayashi et al., 2002) 、DPP4i-BPの自己抗体は NC16A領域に反応しないこ

とが多く (Ujiie et al., 2018)、COL17細胞外領域の非 NC16A領域を標的とする傾向が

ある (Izumi et al., 2016; Mai et al., 2019)。 
 
さらに、典型的な BP患者は浮腫性紅斑を伴う緊満性水疱を呈するが、DPP4i-BPは

紅斑の乏しい臨床像を呈する傾向にあり(図 6)、病理組織学的にも表皮下裂隙の周

囲に浸潤する好酸球などの炎症細胞は乏しい  (Horikawa et al., 2018; Ujiie et al., 
2018)。BPDAI (Murrell et al., 2012)では、DPP4i-BP患者は典型的な BP患者と比べ

て、びらん/水疱のスコアに有意な差はないが、膨疹/紅斑のスコアが有意に低い 
(Horikawa et al., 2018; Ujiie et al., 2018) 。なお、COL17の非 NC16A領域を標的とす
る抗 COL17自己抗体を有する BP も非炎症性表現型を示す傾向がある(Izumi et al., 
2016)。このように DPP4i内服による BP発症リスクの増加や臨床的および免疫学的特

徴に関する多数の報告があるにも関わらず、DPP4i投与によるBP発症メカニズムにつ

いては未だ明らかになっていない。 
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図 6. DPP4i-BPの臨床像 
通常の BPと比較し、DPP4i-BPは浮腫性紅斑の乏しい臨床像を呈する. 
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粘膜類天疱瘡 (mucous membrane pemphigoid, MMP)  
 
粘膜類天疱瘡 (mucous membrane pemphigoid, MMP) は、以前は瘢痕性類天疱瘡 

(cicatricial pemphigoid) とも呼ばれていた稀な自己免疫性水疱症で、主として口腔粘

膜、眼球結膜、鼻腔、咽頭、喉頭、食道、肛門、外陰部などの開口部粘膜に病変を生

じる疾患であり、皮膚病変は全く認めないかごくわずかである (図 7) (Schmidt and 
Zillikens, 2013)。特に、結膜の瘢痕化はしばしば視力障害を引き起こし、失明に至る

こともある (Saw and Dart 2008) 。 
MMP自己抗体は、COL17 (Chan et al., 1991)、laminin-332 (Chan et al., 1997)、type 

VII collagen (COL7) (Chan et al., 2002)、ITGα6β4 (Rashid et al., 2006a)などの様々な

BMZ タンパク質を標的としており、標的抗原の多様性と血中の自己抗体価が低いこと

が正確な診断を困難としている。1 M 食塩水剥離皮膚蛍光抗体間接法（図 8）は、 患
者血清中の自己抗体が 1 M食塩水によって人工的に剥離された正常ヒト皮膚の表皮

側か真皮側に反応するかを調べることで、患者血清中の自己抗体の標的抗原を推測

する方法である (Gammon et al., 1984)。 表皮側に反応した場合は COL17、 BP230、 
ITGα6β4 などが標的抗原であり、真皮側に反応した場合は laminin-332、 COL7 など

が標的抗原である  (Schmidt and Zillikens, 2013)。これによりある程度自己抗原を絞り

込むことができる。  
MMP自己抗体の 75％は COL17と反応するが (Oyama et al., 2006)、主に COL17細
胞外ドメインの C 末端領域と反応する傾向がある (Hayakawa et al., 2014)。そのため、
COL17 NC16Aポリペプチドを用いた従来の ELISAでは、抗 COL17型MMP患者で

あっても 31%の自己抗体しか検出できない (Yasukochi et al., 2016)。Laminin-332（以
前は laminin-5 または epiligrin と呼ばれていた）は α3、β3、γ2のサブユニットで構成さ

れ、MMP患者の 25%が laminin-332 に対する自己抗体を持つ (Chan et al., 1997)。
BP230は、MMP 症例の 10-30%で報告されているが (Du et al., 2022) 、そのほとんど

は同時に COL17に対する自己抗体を有する (Inoue et al., 2016)。ITGα6β4はヘテロ

二量体の膜貫通型 HD 接着分子で、120 kDaの α6サブユニットと 205 kDaの β4サブ
ユニットから構成される。COL7 は、基底膜を裏打ちするアンカーリングフィブリルの主

成分で、laminin-332と真皮コラーゲンを繋いでおり、290 kDa の 3 本の α1 鎖からなり、
三重らせん構造を形成している。COL7はMMP の標的抗原としては稀であり、その自
己抗体はMMP 血清の約 4％で検出される (Cozzani et al., 2014)。 
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図 7．MMPの臨床像 
 
 
 

 
 
 
（左）表皮側に陽性、（右）真皮側に陽性 
 

  

図 8． 1 M 食塩水剥離皮膚蛍光抗体間接法 
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本研究の目的 
 

BP、DPP4i-BP、MMP の自己抗体検出について現在一般的に用いられている
ELISA は、リコンビナントタンパクを利用したものしかない。そのため本研究では、
CRISPR/Cas9 遺伝子編集技術による内因性タンパクへのタグ付け (Lackner et al. 
2015) を利用することで、ケラチノサイト（KC）の内在性 COL17A1 遺伝子に DDDDK-
tag を挿入してネイティブ COL17（native COL17、nCOL17）を複合体として単離するこ

とを試みる。単離した nCOL17 複合体の解析を行い、nCOL17 複合体を基質として用

いた新規 ELISAを確立し、その新規 ELISAを用い薬剤による COL17の抗原性変化

の検討や、特にMMP自己抗体を効率的に検出できるかについて解析を行う。 
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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試行した。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 (承認番号：015-025) 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. CRISPR-associated protein 9 (Cas9) 発現 HaCaT 
不死化した表皮細胞（keratinocyte、KC）である HaCaT (Boukamp et al., 1988) に

pLenti-EF1a-Cas9-Puroレンチウイルス（Applied biological materials Inc.）を感染させた。

HaCaT は 10%牛胎児血清（Fetal bovine serum、FBS）を含む Dulbecco's Modified 
Eagle Medium （DMEM）（Invitrogen）中で培養し、1 μg/mlのピューロマイシン（Thermo 
Fisher Scientific）下で抗生物質耐性クローンとして Cas９を安定発現している HaCaT 
(Cas9(+) HaCaT) を選択した。すべての培養は、5% CO2、37℃加湿インキュベーター

で維持した。タンパク質サンプルは、5×ローディングバッファー (0.25 M Tris-HCl; 8% 
SDS; 30% glycerol; 0.02% bromophenol blue; 0.3 M β-mercaptoethanol; pH 6.8) で 95℃、
5 分間変性させた。サンプルは 10% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE
電気泳動で分離し、0.2 µmのニトロセルロース膜（BioRad）に転写した。転写したニトロ

セルロース膜は、 トリス緩衝生理食塩水で希釈した 2％スキムミルクを用いて室温で 30
分間ブロックした。一次抗体としてウサギ抗 Cas9（632607、Clonetech、1：1,000希釈）、
ウサギ抗 beta-tubulin （ab6046, Abcam, 1：3,000希釈）を 4℃で 16時間インキュベート

した。二次抗体として、抗ウサギ IgG（Invitrogen）を 2％スキムミルク PBS で希釈 (1：

5,000) し、室温で 1時間反応させた。シグナルは Clarity Western ECL Substrate (Bio 
Rad) を用いて可視化し、LAS-4000 mini-Imager (Fujifilm)で検出した。 
 

2. gRNA と一本鎖ヌクレオチド鋳型の構築 
COL17A1ゲノム配列（NG_007069.1）の exon 2を標的とし、5’端に DDDDK-tagを挿
入するため、Optimized CRISPR Design (http://crispr.mit.edu/) により guide RNA
（gRNA)（5′-TCCTGCAGGTGGCTATGGTA-3′）を設計した。DDDDK-tag配列と 3′及
び 5′にホモロジーアームを有する一本鎖オリゴヌクレオチドは以下のように合成した

（System Biosciences）。 
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5′-
ACAATGATAAGTATGACTATCATGGTTTCTGATTTTTCCTGCAGGTGGCTGC
GGCCGCCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGGATGTAACCAAGAAA
AACAAACGAGATGGAACTGAAGTCACTGAGAGAA  
-3′ 
(下線部：NotI、太字部：DDDDK-tag）。 
RNAiMax（Thermo Fisher Scientific）を用いて、製造元のプロトコルにしたがって

gRNA と鋳型 single strand DNA（ssDNA）を Cas9(+) HaCaTに共導入した。導入後、
HaCaTは低密度でプレーティングし、単離したコロニーを得た。 
 
3. 免疫染色 
細胞をスライドチャンバー（ibidi）上で 48 時間培養した。細胞をリン酸緩衝生理食塩

水 (phosphate buffered saline、PBS) で洗浄し、4％パラホルムアルデヒドにより 10分間
室温で固定した。PBS 中の 0.1% Triton X-100を用いて室温で 20分間透過処理した
後、3%ウシ血清アルブミン含有 PBSで 30分間インキュベートし、10 mMグリシン含有

PBS で 1 回洗浄した。一次抗体抗として抗 DDDDK（FLAG-M2、Sigma-Aldrich、1：

500 希釈）および抗 COL17 NC16A（11-NC16A、最終濃度 1 μg/ml）(Natsuga et al., 
2012)を用いて室温で 1 時間インキュベートした。二次抗体として、ヤギ抗マウス IgG 
Alexa Fluor 546 (Invitrogen A11003, 1:1,000 希釈) およびヤギ抗ラビット IgG Alexa 
Fluor 488 (Invitrogen A21206, 1:1,000 希釈)を用いて室温で 1時間インキュベートした。

その後、細胞を PBSで 3 回、5分間の洗浄を行った。細胞核の染色のためDAPI (Life 
Technologies)を使用した。BX-51 正立顕微鏡 (Olympus)で写真撮影を行った。 
 

4. nCOL17、rCOL17の単離 
rCOL17は既報告の Flp-In 293 システム (Invitrogen) を用いて作製した (Izumi et al., 

2016)。HaCaT 細胞および HEK293TN 細胞（System Biosciences）をコンフルエントに

なるまで増殖させた。細胞溶解は、溶解バッファー（1％（v/v）nonidet P-40（Nacalai 
Tesque）、25mM Tris-HCL（pH7.4）、100 mM NaCl、10mM EDTA、1：100希釈プロテ

アーゼ阻害剤カクテル（P8340、Sigma-Aldrich））を使用して調製した。全細胞溶解液

を 13,00 0rpm、4 ℃で 20分間遠心分離し、抗 DDDDK-tag mAb-マグネティックビーズ
（MBL）で免疫沈降させ、続いて DDDDKペプチド（Sigma-Aldrich）で溶出させた。 
 
5. ウェスタンブロッティング及びクマシーブリリアントブルー染色 
タンパク質サンプルは、5×ローディングバッファー (0.25 M Tris-HCl; 8% SDS; 30% 

glycerol; 0.02% bromophenol blue; 0.3 M β-mercaptoethanol; pH 6.8) で 95℃、5分間
変性させた。サンプルは 7または 10% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGE



 

 23 

電気泳動で分離し、0.2 µmのニトロセルロース膜（BioRad）に転写した。転写したニトロ

セルロース膜は、 トリス緩衝生理食塩水で希釈した 2％スキムミルクを用いて室温で 30
分間ブロックした。一次抗体としてウサギ抗ヒト COL17抗体（Ujiie et al. 2014）、マウス

抗 DDDDK 抗体（FLAG-M2、Sigma-Aldrich、1：1,000 希釈）、ウサギ抗 ITGα6 抗体
（HPA012696, Cell Signaling, 1：1,000希釈）、マウス抗 ITGβ4抗体（sc-514426, Santa 
Cruz Biotechnology, 1：100希釈）またはウサギ抗 E-cad抗体（24E10, Cell Signaling, 1：

1,000 希釈）を室温で 2 時間インキュベートした。二次抗体として、HRP 標識抗マウス

IgG抗体（Jackson Immunoresearch）または抗ウサギ IgG抗体（Invitrogen）を 2％スキム

ミルク PBSで希釈 (1：5,000) し、室温で 1時間反応させた。シグナルはClarity Western 
ECL Substrate (Bio Rad) を用いて可視化し、LAS-4000 mini-Imager (Fujifilm)で検出
した。CBB 染色では、 7%もしくは 10% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-
PAGEでタンパクサンプルを分離した。ゲルを 50%メタノールと 10%酢酸を用いて室温

で 30 分間固定した。超純水で洗浄した後、 ゲルを 0.25%の Coomassie Blue R-250 
(TCI) 液中に浸し、室温で一晩染色した。 その後、 ゲルを 10％酢酸で脱色した。 超
純水で洗浄後、 GT-D1000 (EPSON) でゲルをスキャンして撮像した。 
 
6. 質量分析 
装置は、液体クロマトグラフィー（EASY-nLC, Thermo Fisher Scientific）に分析用カラ

ム （ NTCC-360/75-3-125, Nikkyo Technos ） を取 り付け 、 Thermo LTQ Orbitrap 
Discovery質量分析装置（Thermo Fisher Scientific）に連結した。サンプル 4 μlをカラ

ムに導入し、バッファ A（97.9% H2O、2%アセトニトリル、0.1%ギ酸）およびバッファ B
（10% H2O、90%アセトニトリル、0.1%ギ酸）の 2種類のバッファーを流速 300 nL/minで
用いた（0-20分：0-35% バッファーB；20-35分：35-95% バッファーB）。Orbitrapから400
から 1600 m/zの質量分析データを取得した。データは Proteome Discovererソフトウェ

ア(Thermo Fisher Scientific) で取得、処理した。 
 
7. BP、DPP4i-BP 、MMP症例の収集 
BPについては、他施設から当科へ rCOL17 ELISA の検査目的に送付された血清も

しくは当科を受診した患者の血清で、研究に使用する同意を得た症例のうち、臨床症

状、 病理組織学検査、 及び免疫学的所見に基づいた BPの診断 (表 1) (Ujiie et al., 
2019a) を満たした血清を使用した。本研究の BP症例は全て 1 M 食塩水剥離皮膚蛍

光抗体間接法で表皮側に反応することを確認した。また、BPの診断を満たし、BP発
症時に DPP4iを内服している症例を DPP4i-BPと定義した。 
MMPについては、他施設から当科へ rCOL17 ELISAの検査目的に送付された血清

もしくは当科を受診した患者の血清で、研究に使用する同意を得た症例のうち、粘膜
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症状が主体で直接蛍光抗体法もしくは 1 M 食塩水剥離皮膚蛍光抗体間接法 
(Gammon et al., 1984)で陽性を認めた血清 55 例を使用した。 
1 M 食塩水剥離皮膚を用いた蛍光抗体間接法では、 正常なヒト皮膚を 4℃の 1 M 
食塩水溶液に 48 時間以上浸漬した。その後、 Optimal Cutting Temperature  (Muto 
Pure Chemicals) を用いて瞬間凍結し、 5 µmの凍結切片を作成し、風乾後、PBSで 10
倍以上に希釈した患者血清と 37℃で 40 分間反応させた。PBS で 3 回洗浄した後、 
Fluorescein isothiocyanate (FITC) 標識した抗ヒト IgG 抗体 (希釈率 1:100) (Dako 
Cytomation) を用いて、 37℃で 30 分間反応させた。PBS で洗浄した後、 切片を

Fluoromount-G (SouthernBiotech) で封入した。蛍光画像は BX-51 正立顕微鏡 
(Olympus) で撮影した。 
 
8. ELISA 
rCOL17 ELISAは、 既報告の方法に若干の変更を加えて行った (Izumi et al., 2016)。 

96 ウェルプレート (Thermo Fisher Scientific) に 1 μg/wellのタンパクを 50 mM炭酸緩

衝液 (pH9.5) でコーティングした後、 Blocking Reagent for ELISA (Roche) を用いて室
温で 2時間ブロッキングした。PBSで 1:100に希釈した患者血清を室温で 1時間反応

させた。洗浄後、プレートを PBSで 1:10,000に希釈した HRP 結合抗ヒト IgG抗体と室
温で 1 時間インキュベートした。その後、プレートを基質溶液である 3, 3′, 5, 
5′tetramthylbenzidine dihydrochloride single solution (Thermo Fisher Scientific) と反応

させた。発色後、 0.12 N塩酸を加えて反応を停止させ、 相関波長を 620 nmに設定し

たマイクロプレートリーダー (Tecan Austria GmbH) で 450 nm の吸光度を測定した。

ELISA index 値は以下の式で定義した： index 値＝（被検血清の OD450 − 陰性コント
ロールの OD450）/（陽性コントロールの OD450 − 陰性コントロールの OD450）×100。
陽性コントロールは COL17の NC16Aドメインと反応する BPのプール血清、陰性コン

トロールは健常者の血清を用いた。抗 BP230 もしくは抗 COL7 自己抗体の検出は
BP230 ELISA kit (MBL)と COL17 ELISA kit (MBL) を用いた。 
 
9. リコンビナント ITGα6, ITGβ4 の作製 

ITGα6 の全コード領域を含 む complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) 
(NM_000210.2) を人工合成し pcDNA5/FRT (Invitrogen) 発現ベクターに挿入した。
ITGβ4 (NM_000213) cDNAを購入し、pcDNA3.1発現ベクターに乗せかえを行った。

ITGα6 と ITGβ4 は C 末端に DDDDK でタグ付けした。DDDDK-ITGα6 を有する
pcDNA5/FRT発現ベクターは、Lipofectamine 2000（Invitrogen）により Flp-In 293細胞
（Invitrogen）に pOG44（Invitrogen）と共にトランスフェクションした。DDDDK-ITGβ4 を
有する pcDNA3.1発現ベクターは、Lipofectamine 2000（Invitrogen）により HEK293TN
細胞（System Biosciences）にトランスフェクションした。これらの細胞のうち、DDDDK-
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ITGα6 または ITGβ4 を安定に発現するものを抗生剤によるセレクションを行い、安定

的に発現しているクローンを選択した。それらをコンフルエントになるまで培養し、溶解

し、免疫沈降した。サンプルは 7% gelで SDS-PAGEで行い、その後クマシーブリリア

ントブルー染色とウェスタンブロッティングを行った。転写後、膜を 2％スキムミルクでブ

ロックし、その後、ウサギ抗 ITGα6 IgG抗体またはマウス抗 ITGβ4抗体またはDDDDK 
IgG抗体と室温で 2時間インキュベートした。二次抗体は、HRP標識抗マウス IgG抗
体（Jackson Immunoresearch）または抗ウサギ IgG抗体（Invitrogen）を 2％スキムミルク

PBSで希釈 (1：5,000) し、室温で 1時間反応させた。 
 
10. 精製 laminin-332 ウェスタンブロッティング 
精製 laminin-332 は、資生堂ライフサイエンス研究センター天野博士より譲り受け使

用した (Amano et al., 1999; Tsunenaga et al., 1998)。サンプルは 7% gelで SDS-PAGE
で行い、その後ウェスタンブロッティングを行った。メンブレンへ転写後、2％スキムミル

クでブロックし、その後、ウサギ抗 laminin5抗体 (ab14509, abcam, 1:1,000) と室温で 2
時間インキュベートした。二次抗体は、HRP標識抗ウサギ IgG抗体（Invitrogen）を 2％

スキムミルク PBSで希釈 (1：5,000) し、室温で 1時間反応させた。 
 
11. DPP4i存在下での DDDDK-COL17 HaCaTの培養 

DDDDK-COL17 HaCaT細胞をコンフルエントになるよう培養後、DPP4阻害薬である
vildagliptin（Sigma-Aldrich）を添加し培養した。Vildagliptin の濃度は 100 μM とし 
(Asakura et al. 2016) 10% FBS 含有 DMEM（Invitrogen）中で 48時間培養した。上記

のように細胞ライセートから nCOL17を単離した。 
 
12. 統計解析 
すべての統計解析は，Graph Pad Prism 9.3（GraphPad Software）を用いて行った。非

BP 対照群と BP またはMMP患者を、Mann-Whitney検定により nCOL17 ELISA index
値および rCOL17 ELISA index 値で比較検討した。ROC 解析を行い、non-BPと BP ま

たはMMPの間のカットオフ値、特異度、感度を決定した。BP 血清の nCOL17 ELISA
と rCOL17 ELISA indexの関連性を Pearson’s correlation and linear regression analysis
で検討した。P 値は、0.05未満を有意差ありとみなし、 *: 0.01 < p < 0.05、 **: 0.001 < 
p < 0.01、 ****: p < 0.0001で示した。   
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実験結果 
 
1. HaCaTの COL17A1遺伝子への DDDDK-tag配列の挿入 
まず、レンチウイルスベクター系を用いて、Cas9 タンパク質を安定的に発現する

HaCaT 細胞（Cas9(+) HaCaT）の樹立を行った。選択したクローンについてウェスタン

ブロッティングにより Cas9の発現を確認し（図 9）、通常の KCの形態と同様の敷石状

の形態を有する Cas9(+)クローンを単離した（図 9）。 
 

 
図 9．Cas9発現 HaCaT 

（左）ウェスタンブロッティングによりピューロマイシン耐性によって選択されたCas9を安
定的に発現する HaCaT（Cas9(+) HaCaT）の Cas9発現を確認した。 
（右）単離された Cas9(+) HaCaT のうち、敷石状の様相を呈したものを選択した。スケ

ールバーは 500 μmを表す。 
 
 

Cas9(+) HaCaT に COL17A1遺伝子の exon 2を標的とする gRNAを導入し、Cas9に
よる DNAの二本鎖切断 (double strand break, DSB)を生じさせ、同時に左右それぞれ

50 bpのホモロジーアームで挟まれた DDDDK-tagを含む 1本鎖ヌクレオチドをドナー

テンプレートとして用いて Cas9(+) HaCaTにトランスフェクションし（図 10）、DNA修復
機構の一種である homology-directed repair (HDR) を利用して DDDDK-tagがノックイ
ンされた COL17を発現する 1クローン（DDDDK-COL17 HaCaT）を得た（図 11）。この
DDDDK-COL17 HaCaTでは、免疫染色で COL17と DDDDK-tagの共局在化が確認

された（図 12）。 
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図 10．CRISPR/Cas9による COL17A1の exon2への DDDDK-tagの挿入 
Cas9(+) HaCaTでの gRNAによる DNA二本鎖切断後に、ドナーテンプレート ssDNA
により遺伝子修復機構を利用することで COL17A1遺伝子のエクソン 2への DDDK-
tag配列のノックインを行った。 
 
 
 

 
図 11．DDDDK-COL17の発現を確認した 

DDDDK-tagを HaCaTの COL17A1遺伝子にノックインすることで HaCaTのネイティ
ブな COL17タンパクはウェスタンブロッティングにより、抗 DDDDK抗体と抗 COL17
抗体のいずれにも陽性を示した（No.12）。No.1-12はトランスフェクションしたクローン

を、CNTは Cas9(+) HaCaTを示す。 
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図 12．DDDDK と COL17の細胞膜での共局在 
HaCaTの免疫蛍光染色像。No.12は、COL17 NC16A と共局在する DDDDK シグナ

ルを示した。スケールバーは 50 μmを示す。  
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2. HaCaTからの nCOL17 複合体の単離 

DDDDK-COL17 HaCaT の樹立により、DDDDK-tag が付加されたネイティブな
COL17である nCOL17を免疫沈降法により精製することができた（図 13）。nCOL17の
CBB 染色では、180 kDaの COL17 だけでなく、さらに 250 kDa、160 kDa、130 kDa、
120 kDaの付近のバンドも確認された（図 13）。 
 
 

   
 

図 13．nCOL17自己抗原複合体 
（左）抗 COL17抗体を用いたウェスタンブロッティングで、Cas9(+) HaCaT と DDDDK-
COL17 HaCaT細胞ライセートの両方で内因性 COL17が検出された。抗 DDDDK抗
体で免疫沈降させた最終産物では、DDDDK-COL17 HaCaT にのみ陽性バンドが検

出された。 
（右）免疫沈降した DDDDK-COL17 HaCaTの CBB 染色では、180kDa バンドだけで

なく、さらに 250、160、130、120kDa付近のバンド（矢印）も確認された。 
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質量分析により、これらのバンドは、COL17 と ITGα6、 ITGβ4、desmoglein-1、
desmoglein-3、desmocolin-1、E-cadherin（E-cad）などの細胞接着分子であった（表 3）。 
 
表 3．nCOL17の質量分析 

 

 
質量分析で検出されたタンパクのうち、ITGα6、ITGβ4、E-cad はウェスタンブロッティン

グにより確認できた  (図  14）。しかし、ウェスタンブロッティングでは、BP230、
desmoglein-1、desmoglein-3、desmocolin-1、laminin-332 は検出できなかった。また、

興味深いことに、nCOL17 には抗 DDDDK-tag 抗体によって検出された 160 kDa と
120kDa付近の COL17の断片が含まれていたが、rCOL17ではほとんど検出されなか

った（図 14）。この短いタンパク質は、COL17 の C 末端を認識する抗体（Ujiie et 
al.2014）によっても同定され（図 14）、これらの短い COL17 バンドは COL17の切断型

もしくは短い転写産物バリアントであると示唆された。これらの COL17の断片は細胞ラ

イセートではバンドが目立たず、免疫沈降による濃縮により短いCOL17断片が検出可

能となったと考えられる（図 14）。 
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図 14．rCOL17 と nCOL17の含有タンパク質の比較 
nCOL17では、完全長 COL17（黒矢印）、切断された COL17（赤矢印）、ITGa6/b4、E-
cad（黒矢印）の複合体が確認された。 
 
 
これらの結果は、nCOL17 が KC において他の接着分子と複合体を形成しており、そ

の複合体は免疫沈降によりタンパク質複合体として取得できることを示すものである。 
 
3. BP自己抗体と HaCaT由来の nCOL17の反応 
我々は、nCOL17 とその複合体に含まれる結合分子を ELISA の基質として用いるこ
とで、全長 COL17のみを ELISAの基質とするよりも BPの診断感度を向上させると仮

定した。DDDDK-COL17 HaCaT由来のnCOL17自己抗原複合体を基質としたELISA
（以下：nCOL17 ELISA）を作製し、比較対照として、リコンビナント全長 COL17を基質
とした ELISAである rCOL17 ELISA (Izumi et al., 2016) を用いて検討を行った。BP患
者 30 名と年齢をマッチさせた非 BP 患者 30 名の血清を使用し、receiver operating 
characteristic（ROC）解析を行なった（図 15）。次に、同じサンプルセットを用いて、

nCOL17 ELISA を施行し、同様に ROC 解析を実施した（図 15）。ROC 解析の結果、

nCOL17 ELISAのカットオフ値は 10.25と決定し、感度 90.0%、特異度 86.7%であった。
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これらのデータは、nCOL17 ELISA が BP 自己抗体の検出においては、rCOL17 
ELISAと同等であるが優越性はないことを示している。 
 

 

 
 

 
 

図 15．rCOL17 と nCOL17 ELISAの ROC 解析 
（上）rCOL17 ELISA index 値の散布図と ROC 解析。 
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（下）nCOL17 ELISA index 値の散布図と ROC 解析。これにより cut-off 値を決定した。 
次に、nCOL17 複合体は rCOL17よりも多様な自己抗体を捕らえることができるのかと

いう仮説を立てた。この仮説を検証するために、別の BP 血清（n = 50）を用いて、
rCOL17 ELISA と nCOL17 ELISA を実施した。45/50 (88.0%) の血清が nCOL17 
ELISAで陽性、46/50 (92.0%) の血清が rCOL17 ELISAで陽性であり、図 16で示した

結果と合致する結果であった。また、nCOL17 ELISA index 値は rCOL17 ELISA index
値と有意に相関したが（R2 = 0.8531, p < 0.0001）、一部の血清は、rCOL17 よりも
nCOL17の方が高い ELISA index 値を示した（図 16）。 
 

 
図 16．BPでの rCOL17 ELISA vs. nCOL17 ELISA 

BP 血清（n = 50）の rCOL17 ELISA index 値と nCOL17 ELISA index 値の散布図。 
#1-8: ウェスタンブロッティングで使用した BP 血清 
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続いて仮説を検証するために、nCOL17 ELISA が rCOL17 ELISA よりも高い index

値を示した血清を使用して、ウェスタンブロッティングを行った（図 17）。これらの血清

の一部（#2、#5、#8）は、全長 COL17 だけでなく、短い COL17断片も標的にしていた

（図 17）。これらのデータは、nCOL17 複合体は 全長 COL17 以外のプロセッシングを

受けた又は転写バリアントに対する自己抗体を検出し得ることを明らかにした。 

 
図 17．nCOL17に強く反応する BP 血清でのウェスタンブロッティング 
nCOL17 ELISA 優位な BP 血清は、COL17の 180kDa（黒矢印）だけでなく、その他の

COL17の断片のバンド（赤矢印）にも陽性であることが確認された 
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4. DPP4i処理は COL17の抗原性に影響を与えなかった 
DPP4i は、BP を誘発することが知られている薬剤であるが、その作用機序はまだ解

明されていない。DPP4i-BP 自己抗体は、従来の BP とは異なるエピトープを標的とす
ることから (Izumi et al., 2016)、DPP4iは COL17の抗原性に特異的に作用するのでは

ないかと推測された。この仮説を検証するため、DDDDK-COL17 HaCaT を DPP4i で
ある vildagliptin存在下で培養し、細胞溶解液からネイティブな COL17を単離した。そ

の結果、11 例の DPP4i-BP 血清を用いた ELISAでは、vildagliptin処理 nCOL17、非
処理 nCOL17間で有意差は見られなかった（図 18）。これらの結果は、DPP4i の添加
が COL17の抗原性に直接影響しないことを示唆している。 
 

  
図 18．nCOL17 ELISA index 値の Vildagliptin処理の有無による比較 
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5. nCOL17 ELISAは rCOL17 ELISAに比べ、MMP自己抗体の検出において優

れている 
MMPは自己抗原の不均一性が大きいため、nCOL17は BPよりもMMPの診断感度

をより向上させる可能性があると考えた。55名のMMP 血清（28症例のフライブルグ大

学病院からの血清を含む）を用いた．興味深いことに、MMP 血清のうち 26/55（47.3%）
のみが rCOL17 ELISAで陽性となり、これは以前の当研究室の研究結果 (Izumi et al., 
2017)と一致したが、MMP 血清のうち 39/55（70.9%）は nCOL17 ELISAで陽性となり、
MMP 血清が rCOL17よりも nCOL17に有意に反応することが示された（図 19）。MMP
血清は、両 ELISA 法ともに陽性である群（r+n+）（n＝25）、nCOL17 ELISA のみ陽性

である群（r-n+）（n＝14）、rCOL17 ELISAのみ陽性である群（r+n-）（n＝1）、両 ELISA
法とも陰性である群（r-n-）（n＝15）の 4 群に分類された。nCOL17 および rCOL17 
ELISAの２つで高い ELISA 値を示したMMP (r+n+ MMP) の血清は、COL17 単体に

対する自己抗体を有していることが予想され、確かに図 16で得られた BP近似線に沿

って分布していた。一方で、14 症例の MMP は nCOL17 に対してより強く反応してお

り、nCOL17 ELISAは rCOL17 ELISAよりも MMP自己抗体の検出においてより優れ

ていることを示している。 
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図 19．MMP 血清での rCOL17 ELISA vs. nCOL17 ELISA 

MMP 血清の rCOL17 ELISA index 値と nCOL17 ELISA index 値の散布図（n＝55）。
BPの診断における各 ELISAのカットオフ値に基づき、緑色の領域は両 ELISA とも陽
性（r+n+）、赤色は nCOL17 ELISA のみ陽性（r-n+）、白色は rCOL17 ELISA のみ陽

性（r+n-）、青色は両 ELISAとも陰性（r-n-）を示す。 
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2つの ELISAの結果に従った 55のMMP症例の各グループの臨床的特徴を表 4に
示す（r+n-サンプルのデータは示していない）。各グループに特異的な臨床症状は明

らかではなかった。 
 
表 4．２つの ELISAによるMMP症例の分類 

r+n+：rCOL17 ELISA陽性、nCOL17 ELISA陽性。 
r-n+：rCOL17 ELISA 陰性、nCOL17 ELISA 陽性。 
r-n-：rCOL17 ELISA 陰性、nCOL17 ELISA 陰性。 
 
 
 
各MMP群の免疫学的特徴をさらに明確にするために、MMP 血清（n = 55）を用いて

nCOL17のウェスタンブロッティングを行った（図 20）。r+n+ MMP 血清の 23/25 (92.0%) 
は 180 kDa COL17と強く反応し、r-n+ MMP 血清の 7/14 (50.0%) と r-n- MMP 血清の

5/15 (33.3%) は比較的弱いバンドを示した。注目すべきは、180 kDa以外の様々な分

子量のバンドが多くの MMP 血清で観察されたことで、これらの MMP 血清はプロセッ

シングされたCOL17 や COL17以外の分子に対する自己抗体を持っていることが示唆

された。 

  
  N Age  

ELISA Involvement sites, n (%) 
rCOL17 

mean 
nCOL17 

mean 
NC16A  
n (%) oral ocular nasal pharyng

eal 
anogeni

tal 
other 
sites 

r+n+ 25 64.1 16.85 40.12 16 
(64) 

25 
(100) 

3  
(12) 

2  
(8) 

5 
 (20) 

1 
 (4) 

5 
 (20) 

r-n+ 14 69.2 1.14 26.89 4 
 (29) 

11 
(79) 

5 
 (36) 

0  
(0) 

1  
(7) 

0  
(0) 

6  
(43) 

r-n- 15 65.7 0.36 3.46 4  
(27) 

13 
(87) 

4 
 (27) 

0  
(0) 

0  
(0) 

1  
(7) 

3 
 (20) 
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6. nCOL17 と特異的に反応する MMP 自己抗体は、ITGα6β4 を標的としている可
能性がある 

単離された nCOL17 は ITGα6β4 と複合体を形成していることから（図 13、図 14）、
nCOL17 ELISAと優位に反応するMMP 血清は ITGα6β4と反応する可能性が考えら

れた。この仮説を検証するために、全長 ITGα6および ITGβ4 タンパク質の DDDDK-
tag付きリコンビナントを作製した（図 21）。 
 

 
 

図 21．リコンビナント ITGα6および ITGβ4 
リコンビナント ITGα6および ITGβ4のクマシーブリリアントブルー染色とウェスタンブ

ロッティング。紫矢印は全長 ITGα6、緑矢印は ITGβ4を示す。 
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これらのリコンビナントタンパクを用いたウェスタンブロッティングを全ての MMP 血清

を使用して行った（図 22、図 23）。15/55のMMP 血清（27.3%）が ITGα6（5 例）または

ITGβ4（10 例）と反応し、そのうち 10/15 例が nCOL17 ELISA陽性であり、5 例は r-n+ 
MMPであった。ITGβ4と反応した 10 例のうち 6 例が、図 21で緑矢印で示した 205kDa
付近にバンドがみられており、これは nCOL17に結合していた内在性の ITGβ4 と反応

していたものと考えられる。また、r-n+ MMPの血清#29はリコンビナント ITGβ4には反

応はみられなかったが、nCOL17のウェスタンブロッティングで緑矢印で示した205 kDa
付近にバンドがみられており、内在性の ITGβ4 にのみ反応したと考えられる。このよう

に、r-n+ MMPには、nCOL17に結合していた ITGα6β4に対して反応した症例が含ま

れていた。 
また、興味深いことに、リコンビナント ITGα6 または ITGβ4 と反応した MMP 血清のう

ち、9/15の MMP 血清は 180kDaの COL17にも陽性であり、複数の自己抗原に対す

る抗体を持つことが示された。 
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これらの nCOL17 ELISAと rCOL17 ELISAの結果からMMPは、1）COL17を主な標
的とする症例と、2）ITGα6β4 を含む他の分子を標的とする症例の 2 群に分類できるこ
とがわかった。rCOL17 ELISAと nCOL17 ELISAの組み合わせにより、これらのMMP
サブタイプの区別が可能である。 
自己抗原と表現型の相関については、血清中の ITG α6 に対する自己抗体は口腔

内病変と (Leverkus et al., 2001; Rashid et al., 2006a, 2006b)、ITG β4に対する自己抗

体は結膜疾患と関連する (Chan et al., 1999; Rashid et al., 2006a; Yeh et al., 2004)こと
が報告されている。しかし、本研究では、ITGα6β4 に対する自己抗体の有無と臨床所

見との間に関連は認められなかった（表 5、表 6）。 
 
 
表 5．ITGα6陽性のMMP5 例 

 
ウェスタンブロッティング 罹患部位 

COL17 oral ocular 皮膚 

#33 + – + – 

#34 + + – – 

#44 – + + – 

#48 + + – + 

#55 + + – – 

+: 陽性, –: 陰性 
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表 6．ITGβ4陽性のMMP10 例 

 
ウェスタンブロッティング 罹患部位 

COL17 oral ocular 皮膚 

#7 – + – – 

#10 + + + + 

#15 + + – – 

#21 – + – – 

#26 + + + – 

#31 – – + + 

#38 – + – + 

#39 + + – – 

#49 – + + – 

#51 – + – – 

+: 陽性, –: 陰性 
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7. MMPは複数の自己抗原を持つ 
MMPの自己抗原は nCOL17に含まれていない laminin-332 や BP230、COL7 も主
要な自己抗原として知られているため、MMP 55 例に対し、精製 laminin-332 を利用し
たウェスタンブロッティング (図 24) と BP230 ELISA、COL7 ELISA を行った。その結

果、BP230に対して 6/55 例、 COL7 に対して 3/55 例、laminin-332に対して 14/55 例

のMMPが陽性を示した（表 7）。nCOL17の結果とは相関はみられず、これはBP230、
COL7、laminin-332 は nCOL17 には含まれていないことと一致する。BP230 に対して

陽性を示した 6 例のMMPは、いずれの症例でもCOL17に対しても陽性であり、MMP
における BP230陽性症例は COL17に対する反応と関連するという以前の報告と合致

する (Inoue et al., 2016)。また、laminin-332陽性となったMMP症例のうち、3/14のみ

が laminin-332 単独陽性であり、それ以外の症例は 8 例が COL17にも反応し、5 例が

ITGα6β4にも反応し 3 例が BP230にも反応した。このことは laminin-332陽性のMMP
では laninin-332のみに反応するものと、複数の laminin-332以外の自己抗原に対して

反応する自己抗体をもつという報告と合致する (Qian et al., 2021)。 
 利用可能な自己抗体検出系での MMP自己抗体の検出を行った結果を表 7に示し

たが、nCOL17 ELISAは最も検出率が高いことが示された。 
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考察 
 
本研究では、遺伝子編集を利用して nCOL17 複合体を単離することに成功した。

nCOL17 複合体は、全長 COL17、プロセッシング COL17、ITGα6β4 を含む様々な自

己抗原を保持していた。我々の予想とは異なり、質量分析およびウェスタンブロッティ

ングでは、nCOL17 複合体中には BP230 や laminin-332が検出されなかった。このこと
は COL17 が生理的条件下において、ITGα6β4 とより強固に結合している可能性があ

る。また、他の一つの可能性として、nCOL17 複合体がHD 様構造を形成した後、不溶

化が進み、細胞溶解液からの免疫沈降が困難になった可能性が挙げられる。

ULTRARIPA kit for Lipid Raft (BioDynamics Laboratory Inc.) やアンモニア溶液を用

いて HD 様複合体の可溶化を試みたが、BP230 や laminin-332は検出できなかった。
nCOL17 複合体を BP230 と laminin-332 を含んだ状態で保持・精製するためには、さ

らなる条件検討が必要である。用いた MMP 血清について nCOL17 に含まれない

BP230、COL7、laminin-332をそれぞれ調べたところ、BP230は 6/55 (10.9%) 、COL7
は 3/55 (5.5%) 、laminin-332は 14/55 (25.5%) が陽性であり (表 7) 、その割合は既知

の結果と概ね合致した (Schmidt and Zillikens, 2013)。このように、今回精製し取得した

nCOL17に含まれなかった COL17 結合分子も MMP自己抗体のターゲットとなるため、
さらに複数の分子を含んだ COL17自己抗原複合体の取得は重要である。 
ネイティブな HDの単離は容易ではないが、Owaribe らは約 30年前にウシ角膜から

HDを豊富に含む画分を単離することに成功した (Owaribe et al., 1991)。最近では、培

養ヒト扁平上皮癌細胞株 DJM-1から HDに富む画分を単離する別の方法が報告され

ている (Hirako et al., 2014)。この方法では、DJM-1細胞を低カルシウム条件下で培養

し、アンモニア水処理により細胞層を除去し、培養皿に残った HD を SDS-PAGEサン
プルバッファーを用いて直接可溶化し回収する (Hirako et al., 2014)。どちらの方法で

も、回収された溶液には表皮基底膜部の主要成分であるCOL17, BP 230, Plectin, ITG 
β4, ITG α6, Laminin 332, COL17を含んでおり (Hirako et al. 2014; Owaribe et al. 1991) 、
類天疱瘡自己抗体検出アッセイの基質として価値があると言える。しかし、ウシ角膜を

用いる方法では角膜の取得は困難であり、また、HD 回収にはいくつかの煩雑な手順

を踏まなければならない。また、ヒト扁平上皮癌細胞株の培養細胞からHDを取得する
方法では、HDs関連タンパク質のみを分離できないため、ELISAの基質として使用す

ることは不可能であった。これに対し、今回開発した方法は、複雑な構造を形成するネ

イティブな自己抗原を簡便に取得し精製できる点で優れている。 
nCOL17 複合体を用いた新規 ELISA システムを確立し、他の自己抗体検出系との比

較を行ったところ、rCOL17 ELISAのみならず NC16A ELISA や 1 M食塩水剥離皮膚

蛍光抗体間接法などの既存の自己抗体検出系よりも MMP自己抗体の検出において
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最も優れており、この nCOL17 ELISAはMMPの診断に有用であることが示された。ま

た、rCOL17 ELISA と nCOL17 ELISAの結果から MMP を分類することができ、両者

が陽性のMMPは COL17型のMMP、rCOL17 ELISAのみ陽性のMMPは nCOL17
複合体に含まれる COL17 以外のタンパクに対して反応している場合があることが示さ

れた。 
   5/39 (12.8%) のMMP自己抗体が、nCOL17 ELISAでは陽性であったにもかかわら

ず、nCOL17 や ITGα6β4 に対するウェスタンブロッティングでは反応を示さなかった。

これら 5 例の血清のうち 2 例は、1 M食塩水剥離皮膚蛍光抗体間接法で表皮側に反

応したことから、nCOL17自己抗原複合体は COL17と ITGα6β4以外の未知の自己抗
原を含む可能性が示唆された。これまでの研究で、45kDa  (Smith et al., 1993) および

168 kDa (Ghohestani et al., 1996) のタンパク質がMMPと関連していることが示されて

いるが、これらのタンパク質がどの分子であるかは依然として不明である  (Du et al., 
2022)。このように未知の MMP 自己抗原の同定には、今後さらなる研究が必要である。 

MMP自己抗体は、COL17 や ITGα6β4を標的とすることに加えて、COL17 結合分子

である BP230 や laminin-332 (Schmidt and Zillikens 2013) も標的とするものがある。本
研究で用いた MMPにおいても、個々の MMP 血清は高い割合で複数の自己抗原に

反応しており、MMPは個々の患者においても複数の HD分子に対する自己抗体を産

生することが示された。興味深いことに、BP や MMPを含む自己免疫性水疱症ではエ

ピトープスプレディングが起こることが知られている (Didona and Di Zenzo, 2018)。エピ
トープスプレディングとは、エピトープの特異性が最初の標的から拡散し、同じ分子の

他のエピトープ（分子内エピトープスプレディング）や同じ組織内の他の分子（分子間

エピトープスプレディング）へ時間経過とともに広がり、抗体の抗原認識に多様性が生

じる現象である (Chan et al., 1998; Didona and Di Zenzo, 2018)。BPでは、NC16Aから
COL17 の他の領域のエピトープへの分子内エピトープスプレディングや、COL17 から
BP230への分子間エピトープスプレディングが知られている 
(Ujiie et al., 2019b; Di Zenzo et al., 2011)。COL17の C 末端と laminin-332は物理的
に相互作用するため（Yasukochi et al. 2016）、MMP では COL17 から laminin-332、
laminin-332からCOL17へのエピトープスプレディングが想定されている（Yasukochi et 
al. 2016）。このように、MMP の自己抗体の多様性は分子間エピトープスプレディング

と関連している可能性があり、nCOL17 の多数の自己抗原を含むという特性は、エピト

ープスプレディングした自己抗体を含めて検出できるという点でも優れている。MMP
のエピトープスプレディングについては、まだ解明されていない点が多く、nCOL17 は
その病態解明の一助となり得る。 
nCOL17 と rCOL17の顕著な違いは、前者が生理的環境下で HaCaTにおいて翻訳
後修飾されていることである。我々は、いくつかの BP 血清が rCOL17 ELISA よりも
nCOL17 ELISAに有意に反応し、全長 COL17 だけでなく、COL17の短型（約 160kDa）
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も認識することを見いだした（図 17）。これらのデータは、特異的 BP 自己抗体が
COL17 の切断された断片を標的とする可能性があると報告した以前の研究 (Franzke 
et al., 2002; Hofmann et al., 2009; Nishie et al., 2010)と一致し、nCOL17 ELISAが生理
的に修飾された COL17を標的とする自己抗体の検出に有用であることを示している。

すなわち、本研究は、生理学的に切断された COL17 の抗原性を指摘しており、これ
は、COL17のC末端切断がその抗原性に大きく影響するという我々の研究 (Toyonaga 
et al., 2017)とも一致する。今後、リン酸化やグリコシル化など他の翻訳後修飾の

COL17抗原性への関与について、我々の nCOL17 システムを用いて検討する予定で

ある。 
また、今回 DPP4iによる COL17の抗原性変化の検討を行った。nCOL17へのDPP4i
処理による COL17 の抗原性変化は見られなかったが、このように薬剤によるネイティ

ブな COL17 の変化を観察することができるため、本研究で確立したネイティブ自己抗

原取得方法はこの点においても非常に有用である。 
結論として、我々は、類天疱瘡疾患のネイティブな自己抗原複合体を分離するため

の新規かつ簡便な方法を開発した（図 25）。今回開発した nCOL17 ELISA では、
COL17 だけでなく、ITGα6β4を含む COL17 結合性自己抗原を標的とするMMP自己
抗体の検出が可能である。 
また、本法は他の自己免疫疾患への応用が期待される。例えば、天疱瘡の自己抗

体は、desmoglein-1/3、desmoplakin (Amagai et al. 1991; Koulu et al. 1984; Oursler et 
al. 1992) など、様々なデスモソームタンパク質を標的としている。また、これらの分子は

ヘミデスモソームタンパク質と同様に複合体を形成している (Delva et al. 2009) 。したが
って、本研究で行ったように、1つの遺伝子にタグを付けることによって、HaCaT KCsか
らネイティブなデスモソームタンパク質複合体を単離することが可能であると考えられ

る。 
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図 25．COL17に対する自己抗体を検出するための各種 ELISAの比較 
 
本研究で作製した nCOL17 ELISAと NC16A ELISA、rCOL17 ELISAの模式図。 
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結論 
本研究では以下の新知見を得た。 
 
・遺伝子編集を利用して内在性 COL17遺伝子座へのタグ配列のノックインにより、内
在性全長 COL17 を得ることに成功した。また内在性 COL17 だけでなく生理的プロセ

ッシングを受けた COL17 や COL17の結合分子である ITGα6β4を含む nCOL17 複合

体を単離することが可能となった。 
 
・DPP4i処理した内在性 COL17について、DPP4i-BP自己抗体の反応性に違いは見

られなかった。よって、DPP4iはそれ自体の作用では COL17の抗原性に変化をもたら

さないことが判明した。 
 
・BP 自己抗体には全長 COL17 だけでなく生理的プロセッシングを受けた COL17 に
対しても反応するものがあり、rCOL17 ELISAよりも nCOL17 ELISA 優位に反応する症

例がみられた。 
 
・MMPの自己抗原は複数存在するため自己抗原複合体を用いた nCOL17 ELISAは、
MMP の診断感度をより向上させた。他の自己抗体検出系と比較したところ、MMP の
自己抗体検出系において、最も優れた結果を示した。 
 
・MMPは個々の患者においても複数の自己抗体を持つことが確認された。 
 
本研究で確立した nCOL17 ELISAは特にMMPの診断において非常に有用な自己

抗体検出方法である。また、nCOL17 によって BP や MMP の特徴を明らかにしたこと
は、 今後の病態解明について重要な手がかりとなる。 
 
今後の課題として、laminin-332 や BP230など nCOL17に含まれてこなかったCOL17

結合分子を含んだ自己抗原精製方法の確立が望まれる。また、本研究で遺伝子編集

による内在性自己抗原を複合体として取得可能であることが示されたため、天疱瘡な

ど他の自己免疫性水疱症への応用が期待される。 
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