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Conformational　 epitope　 mapping　 of　antibodies　 against　 desmoglein　 3　in　experimental

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　murine　 pemphigus　 vulgaris.

　　　　　　 (天疸癒モデルマ ウスにおけるデ スモ グレイン3抗 原 の3次 元エ ピ トープ解析)

内容の要旨

安　西

　 尋常性天疸唐(PV)は 、カ ドヘ リン型細胞接 着分子デ スモ グ レイ ン

3(D593)に 対す る18G自 己抗 体に よる 自己免疫性 水庖症 である。 ヒ

トPV想 者の抗Dsg31gG自 己抗 体の主要エ ビ トー プは、細胞間接着機

能上重要であ る細胞外N末 領 域(レ161)に ある事が既に示 され ている。

　 Dsg3に 対す る免疫寛容が成 立 していな いDsg34・マ ウス を、マ ウス

デスモグ レイン3(mDsg3)で 免疫す ると抗Dsg31gG抗 体 を産生す る。

このD零346マ ウスの脾細胞 を、D㎎3を 発環す る免疫不全マ ウスR鴫Z4・

マ ウスに移植す る と、持続的 に抗mDsg31gGi抗 体が産生 され 、　PVの 衷

現型(永 庖 ・び らん ・脱 毛等)を 呈する。Dsg34・マ ウス由来の非免疫

ナイーブ脾細胞 を移植 した場合 も、同様 のPVの 衷現型 を呈す る。本研

究では、免疫牌細胞 お よびナ イーブ脾細胞 を用い たPVモ デル マ ウス

にお ける抗mD583抗 体のエ ピ トープの 局在 と病原 性 を明 らか にす る

事を 目的 とした。

　 mDsg3と その類似分子mD58燗 の スワ ッピング分子を作成、これ ら

に対するpvモ デルマ ウス血滑の反応性 をCompetition　ELISAに よ り検

討 した。対象血清 は、免疫脾細胞 を用 いたPVxデ ル マ ウス53例 、ナ

イーブ脾細胞 を用い たPYモ デル マウス56例 と した。更 に、mDsg3細 胞

外領壊のN末 側及U℃ 末側に対す る抗体の病原 性 を比較す る為、N末側

ア ミノ酸残 基i-162及 びC末 側ア ミノ酸残X403・565に よ る免疫脾細胞

を用いたモデルマ ウスの表現型を比較検 肘 した。

　 その結果、mD5ρ 細胞外C末 領城(195・565)[こ 対す る抗体産 生が、

免疫脾細胞を用いたPVモ デルマ ウス53例 中St例(96.2%;)、 ナイー ブ

脾紹胞 を用いたPVモ デルマ ウス56例 中45例(80.4%)で 認め られ た。

一方
、N末領域(1・1627に 対 しては、免疫脾細胞 を用 いたPVモ デルz

ウス531中3例6.7%}、 ナイー ブ脾細胞 を用い たPVモ デルマ ウス56

例中8例(14.3%〕 で惣 められた。又、C末側 ア ミノ酸 残基に よる免疫

辟細胞を用いたモデルマ ウスでは、PVの 表 現型 と抗体産生がN末 側ア

ミノ酸残基の もの と同等 に成いは若干顕著 に認 められ た。

　 本研 究に よ り、PVモ デ ルマ ウスで は、 ヒ トPV患 轡 とは異 な り、

mDsg3細 胞 外C末 領域 に対 し抗 体産生が 高率 にseめ られ 、 これ らC宋

領城に対す る抗体 も水庖 形成 を誘導 し病原性が ある 可能性 が示唆 さ

れ た。

秀　美

論文審査の要旨

　 尋常性天庖 瘡{以 下PV)は 、カ ドヘ リン型 接着分子であ るデ スモ グ

レイン(Dsg)3に 対す るlgG自 己抗 体を主体 とす る自己免疫性水泡症

であn,そ のIgG自 己抗体の 主要抗原 エ ピ トー ブはDs33細 胞外領域N

末増側にあ ることが最 近の ヒ トDsgl/Dsg3N1の ス ワッピング分子用い

たeompnition　ELISAに よって示 され ている。本 研究では、本歓室で 自

己抗原 ノ ックア ウ トマ ウスを用いて 作成 され た2裡 のPVモ デルマ ウ

スにお けるDsg3の 三次 元エ ピ トーブの分子 上局在 とそ の細 胞外領域

C宋 側に対す る抗 体に病 原性が あるか否 かを検 討 した。その結果 、PV

モデルマ ウスにおいては ヒ トPV患 者 とは異 な り主 と してDsg3細 胞外

領域C末 側 に対す るlgG6`t体 が高率に産生 され てお り、これ らC末 側に

対す る抗体に も病原性が ある可能性が示唆 され た。

　 審査 ではまず実 験に便用 した2種 のモデル7ウ スの特性 やデ スモ

グレイ ンを含む細胞 接珊 分子ま たこれ までの 本研究に関連 した実験

デー タ更には ヒ ト天庖瘡 の抗体、水庖形成 と接着分子 な どについて基

本的な質問が あ り申請者 か ら明確な回答 があ った。ついでス ワッピン

グ分子 にお いて糖 鎖修飾の 有無 と抗原 性へ の影響 はないか との質問

にっい てはDsgの 機能 は糖鎖independrnlと いわれ てい るが、　N末 側に

糖鎖のサイ トが あるの で全 く独立 か否か について の証 明は え られ て

はいない と脱明 され 了解 された。また 、スワ ッピン グ分子 がDsgの 細 胞

外 ドメイ ンの切れ 目と一致 してい ない点 に関 して は ヒ トでの検肘 と

条件を合わせ たため と脱 明 され 了解 され た。す でに ヒ トPVの 自己抗

体の主 要抗 原エ ピ トー ブはDsg3のN末 側 にあ る とわか ってい るの に

モデルマ ウスの抗体 を検 索 した理由につ いては,新 たに作成 されたモ

デルマ ウス の免疫学 的 な性状 を明 らかにす るため であ った と説明 さ

れ た。今回の研究は患者お よびモデ ルマ ウスの多数例 の解 析に よる傾

向か らの考 察であ るが、患者におい てC末 側 と反応す る抗 体のみを有

す る症例が あるか との聞い に対 しては10%以 下の症例 に露 められ る

と回答 され た。 また キメラの コン ス トラク トが本 当に 三次元構造 を

保 ってい るか との質問には 、やは り構 造の変化す る可能性 は否 定でき

ない と回答 され 了解 された。Compeli[ion　ELISAの コン トロー ルの取 り

方、キメラの コンス トラ ク トで免疫 した場合 に得 られ る抗体 プ ロフ ィ

ルの分析結果 な どについて も質問が あった。申請者の観察 したモデル

マ ウスの抗 原エ ピ トー プの病期 によ る変 化 も興味深 い現 象であ ると

の指摘があ った。

　 以上の よ うに、本研 究は要検肘あ るい は改 善す ぺ き点をい くつか残
しているが、新 たな手法 を用い て作成 された、自己の成 分に対す る抗

体 を博続的 に産 生す るPVモ デルマ ウスにお ける三次元エ ピ トーブ を

解 析 しDsg3細 胞外 領域C末 側 に対す る抗 体の病原性 の 可能性 を初め

て検肘 した もので、今 後難治性疾患で あるPVの 解明、さらには 自己免

疫疾患の詳 細な発症機序解明へ 向けて、有意義な研究で ある と評価 さ

れ た。
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