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尋常性天庖瘡モデルマウスを用いた病原性抗デスモグレイン3

モノクローナル抗体作製とエピトープ解析

内容の要旨

角 田

 尋常性天庖瘡(pemphigus vulgaris;PV)は 臓器 特異的 な自己免 疫

性 の水庖性疾 患で ある。皮膚 ・粘 膜角化細胞 の細胞接着 装置 であ る

デ スモ ゾー ムに存在す る、カ ドヘ リンタイプの細胞接 着因子 であ る

デスモ グ レイ ン3(desmoglein;Dsg3)に 対 して 自己抗体 が産 生 さ

れ ることによ り、細胞接着 障害が生 じ水癒が形成 され る。臨床 的に

皮 膚 ・粘 膜 に広範 囲な水癒 を形 成 し、治療 は免疫系全般 を抑制す る

方 法が一般的 であ る。天庖瘡 は臓 器特異 的 自己免疫 疾患の 中で も、

最 も解 明の進 んだ疾患 であるが、そ の水庖形 成機序 について はいま

だ明 らか にな されてい ない。最 近我々 は、Dsg3ノ ックア ウ トマ ウス

の脾 細胞 をRag2ノ ックア ウ トマ ウス(免 疫不全 マ ウス)に 移植 す る

方法 でPVモ デルマ ウスを作製 した。 このモデル マ ウス は移植 に よ り

生着 した免疫 担 当細胞が、病原性 を有す る抗Dsg3抗 体 を産生 しPVに

特徴的 な水庖形成 、IgGの 沈着 などの表現型 が誘導 され る。本研 究で

はPVモ デル マ ウス よ りDsg3に 特異 的 に反 応す る抗Dsg31gGモ ノ ク

ローナル抗 体(mAb)を 単離 し、その病原性 お よび エ ピ トー プを解

析 し、水庖形成機序 を明 らかにす る事 を 目的 とした。

 細胞融合 法に よ り8ク ロー ンの抗Dsg3 mAb(AKシ リー ズ)を 単

離 し、AK mAbの エ ピ トープ をDsg 1/Dsg3ス ワ ッピング分子 を用 いた

免疫 沈降法 で解析 した。 その結果 、Dsg3細 胞 外領域 のア ミノ末端領

域 、中央 部、カルボ キシ末端領域 を認識す る抗 体 に大 き く分類 され

た。各領 域 を認識す るmAbの ハイ ブ リ ドー マを免 疫不全 マ ウス腹腔

内に接種 し、PVの 表現型 誘 導の有 無 に よ り病 原性 を確 認 した とこ

ろ、ア ミノ末端領域 を認識す るAK23 mAbはPVの 表現型 を誘導す る

強い病原性 を有す る事 が確 認 された。そ こでAK23の 詳細なエ ピ トー

プ解析 を、Dsgl/Dsg3点 変異 蛋 白を用いた免疫沈降法でお こなった。

Dsg3の ア ミノ末端領域の ア ミノ酸配列 はDsglと の相 同性 が非 常に高

い。そ こでDsg1分 子 上にDsg3特 異的 なア ミノ酸V3、 K7、 P8、 D59を

導入 した点変異蛋 白を用 いた ところAK23は その点変異蛋 白に強 く反

応 した。 また、興味深 い事に、 これ ら4個 の ア ミノ酸 は最 近明 らか

になった クラッシ ックカ ドヘ リンの接着 面を形成す るア ミノ酸 とほ

ぼ同一で ある ことが判 明 した。以 上の結果 よ りAK23 mAbは カ ドヘ

リンの接 着に重要 なア ミノ酸 を認識 し、Dsg3の 接着機能 を直接的 に

障害す る ことによって水庖 を形成 して いる ことが明 らかに なった。

本研究 で得 られ た結 果は、細胞 間接 着機構 の解 明や抗原 特異的 な 自

己抗 体除去療法 な どの研 究 開発 、お よび臨床応 用にお いて有用 であ

る と考 え られ た。

和 之

論文審査の要旨

 尋常性天疸 瘡(以 下PV)は 臓器 特異的な 自己免疫性 の水庖性皮膚

疾患 である。皮 膚 ・粘膜角化 細胞 の細胞 接着装 置で あるデ スモ ゾー

ムに存在す る、カ ドヘ リン タイ プの細胞接着 因子で あるデ スモ グ レ

イ ン(以 下Dsg)に 対 して 自己抗体(抗Dsg3単 独 また はDsg3お よび

Dsgl抗 体)が 産 生 され るこ とが きっかけ とな り水庖 が形成 され る。

本研 究で は、PVマ ウスモ デル において、表現型の発現がT細 胞 とB細

胞 どち らの 自己寛容 の破綻 に よるか を検討 す ると ともに、水疸形成

機 序 を解 明す るために、PVモ デルマ ウスを用いてDsg3に 特異的 に反

応 す る抗Dsg31gGモ ノク ローナル 抗体(mAb)を 単離 し、その病原

性お よびエ ピ トープ を解析 した。その結果、PVモ デルマ ウスの表現

系の発現 にはT細 胞 とB細 胞 の両者 をDsg3-1一マ ウスか ら得 る必要 があ

り、T、 Bの 両方 において 自己寛容 の破 綻が必要 であ ることが示唆 さ

れた。次 に、PVモ デル マ ウス脾細胞 か ら、8ク ロー ンの抗Dsg3mAb

(AKシ リーズ)を 単離 し、その なか でア ミノ末端領 域 を認識 す る

AK23 mAbがPVの 表現型 を誘 導す る、最 も強い病原性 を有 す ること

を確認 した。つ いでAK23の 詳細 なエ ピ トープ解析 をDsgl/Dsg3点 変

異蛋 白を用いた免疫 沈降法 で行 った結果 、 このmAbが カ ドヘ リンの

接 着 に重要 なア ミノ酸 を認識 している ことが あき らか にな り、Dsg3

の接着機能 を直接的 に障害す る ことに よ り水癒 が形成 され る と考 え

た。

 審査で は、 まず 、Dsg3-/-T細 胞 とDsg3-/-B細 胞 コン ビネーシ ョン移

植 の系 で8匹 中3匹 に表現型 の誘 導がで きなかった理 由が質問 され

たが、おそ らく細 胞 の活性 低下 な ど技 術的 な問題 が原因 であ ると回

答 され た。 また、産生IgGが ヒ ト患者 ではlgG4で あ るのにモデルマ ウ

スではlgGI isotypeである理 由にっいて も明 らかではないが、いずれ

も補体 活性化 能 が乏 しい点 が類似 して い る と回答 された。AK19と

AK23と の病原性 の差につい てはaffinityの差 と回答 された。モデルマ

ウス のAK23mAbと 同 じエ ピ トー プ を認識 す る抗 体 がPV患 者 に存在

す るか につ いては可 能性 を示唆す る成績 は得 られ ているが、特異的

なエ ピ トープ を有す る点変 異蛋 白ELISAで は検 出 されてい ない と説

明 され た。 さ らに成熟マ ウスの腹水形成 法で表 現型 が誘導 された と

判 定 されたマ ウスで はIgG沈 着 が扁 平上皮 を有す る部位すべて に見 ら

れ る こと、ま た脱 毛の機序 にっ いては休止期 毛の係留 にDsg3が 関与

して い るこ とと関連 してAK23mAbの 接 着障 害 を考 える と説 明 され

た。最 後 に水庖 形成 と細胞 接着障 害 とシグナル伝達、炎症反応 の関

わ りにつ いては少 なく とも水庖形成 の初期段 階におい ては抗 体に よ

る細胞接着 障害を考 えたい との意見が述べ られた。

 以上の ご とく、本研究 は更な る検討 課題 はのこ して いるものの、

自己免疫性水庖 症で ある尋 常性天疸瘡 の水庖形成機 序 の解 明に寄与

す る有 意義な研 究である と評価 された。
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