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研究成果の概要（和文）： 
 本研究において口腔粘膜に生じる難治性自己免疫疾患である尋常性天疱瘡の自己抗体の解
析を行った。その結果、天疱瘡には様々な病原性を有する自己抗体が存在する事をモノクロー
ナルなレベルで確認した。また、自己免疫疾患における自己免反応性 IgM抗体の詳細を解析す
るために、IgMクラスの天疱瘡モノクローナル抗体を作製し、IgMクラスの自己抗体には明ら
かな病原性がないことを確認した。これらは天疱瘡発症機序を解明する上で重要な知見となる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Pemphigus vulgaris is an autoimmune blistering disease of oral mucosa. We analyzed 
pathogenic activity of pemphigus antibodies monoclonal level. In patient serum, the 
pemphigus autoantibody that has heterogenous pathogenicity was confirmed. We also 
analyzed the pemphigus IgM autoantibodies as monoclonal level. We confirmed that 
pemphigus IgM antibody did not have apparent pathogenic activity. 
These finding will dissect the pathophysiolosical mechanism of pemphigus. 
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１．研究開始当初の背景 
 粘膜・皮膚に生じる自己免疫性水疱形成疾
患である尋常性天疱瘡（PV）の自己抗原蛋白
は細胞間接着分子であるデスモグレイン
（Dsg）3で、Dsg3に対する病原性の抗 Dsg3
自己抗体が細胞接着障害を引き起こすこと
が明らかにされている。PVでは、ほぼ全例に
おいて病初期の段階で口腔粘膜のみに水疱、
びらん形成が生じるがその初期病変の重症
度は軽症から非常に重症な症例まで様々で

ある。また治療抵抗性の難治病変が口腔粘膜
に生じることはしばしばで、これらの現象は
抗 Dsg3抗体の病原性が深く関与しているも
のと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 PVの口腔粘膜症状の解析とその治療法の
開発を大きな目的として本研究を行った。こ
れまでに我々が作製した PVモデルマウス、
抗Dsg3モノクローナル抗体を用いてPV患者
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血清の質的解析を期間中に行い PVの口腔粘
膜病変の病態解析及び治療法開発の基礎デ
ータとする事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ELISA法を用いた自己抗体の病原性解析 
 これまでに我々が単離した、マウス抗Dsg3
モノクローナル抗体（AK mAbシリーズ）を用
いて、PV患者の自己抗体が認識するエピトー
プと口腔内病変の重症度の相関関係を解析
した。従来、天疱瘡の患者血清はポリクロー
ナル抗体で、その、モノクローナルなレベル
における抗Dsg3抗体の病原性については全
く不明であった。AK mAb（５クローン）はDsg3
とDsg1のスワッピング分子を用いたエピト
ープの解析より、Dsg3の細胞外領域の大きく
分けて、N末端領域、中央部、C末端領域を
認識する抗体であることが確認されている。
そこでこれらの異なるエピトープを認識す
るモノクローナル抗体を用いて、PVの口腔内
病変重症度と自己抗体のエピトープの相関
関係を解析した。 
(2) エピトープ依存的な患者血清中の自己
抗体の病原性の検討 
 AK mAbを利用して患者血清中の異なるエピ
トープを認識する自己抗体を精製し、in 
vitro dissociation assayを用いて解析した。
本アッセイはヒト培養角化細胞をもちいた
抗Dsg3抗体の病原性評価法で技術的に確立
されており、この結果は患者血清中のモノク
ローナルなレベルでの病原性を初めて示す
ことが可能である。 
(3) 病原性天疱瘡モノクローナル抗体を用
いた自己反応性IgM抗体の病原性解析 
 AK mAbの中でも強い病原性を有するAK23 
mAbの超可変部位を有するトランスジェニッ
クマウスを作製し、そのマウスの解析を行っ
た。更にトランスジェニックマウスより抗
Dsg3 IgMモノクローナル抗体を単離し、その
病原性をAK23 IgGと比較検討した。 
 
４．研究成果 
 ELISA法を用いた自己抗体の病原性解析で
は、ELISA法に必要な抗原蛋白およびモノク
ローナル抗体が大量に必要になる。そこで先
ず抗 Dsg3モノクローナル抗体（AK mAb）の
大量精製と組み換えDsg蛋白の作製、精製を
行った。PVモデルマウスより作製した複数の
AK mAbのハイブリドーマを大量に培養し、
r-protein A columnにて精製した。またELISA
法の抗原蛋白として使用するrDsg3蛋白をバ
キュロウィルス発現系にて作製し TALON 
affinity columnにて精製した。これらを用
いてヒト Dsg3組み換え蛋白を抗原とした
ELISA法により、PV患者血清中の抗 Dsg3自
己抗体の解析を行った。AK mAbはマウス、ヒ
ト Dsg3に交差反応性を有するクローンが存

在し、Dsg3細胞外領域のN末端領域を認識し
病原性を有するAK mAb（AK23）、中央部（AK18）
およびC末端領域（AK20）を認識し明らかな
病原性を有さない抗体に分類することが可
能である（図1）。 
 
 
 
 
 
 
これらの mAbを利用し、ヒト Dsg3を抗原と
して用いたELISA法にて各モノクローナル抗
体を１次抗体として反応させ、２次抗体とし
て患者血清を反応させた。また陽性コントロ
ールとして AK mAb単独での OD値を測定し、
両者間での競合率（ブロッキング率）を算出
した。その結果、活動期PV血清の約 70％で
AK23と競合するエピトープを認識する自己
抗体を有し、AK18、AK20のエピトープを認識
する自己抗体は約3割以下であることが確認
された。本来ポリクローナル抗体である PV
患者血清をモノクローナルなレベルで、解析
することが可能であった。 
 次に抗 Dsg3抗体のエピトープ依存的な病
原性の解析を行った。そのための方法として
In vitro dissociation assayを用いてPV自
己抗体の病原性の検討を行った。まず in 
vitro dissociation assayの条件を設定する
ために初代培養正常ヒト角化細胞を 24ウェ
ルプレートにてコンフルエントまで培養し
た後に、様々な濃度のカルシウムを添加し重
層化の度合いを比較検討した。そして抗Dsg3
抗体の病原性を評価するうえで Dsg1の接着
機能を調節する事が可能な exfoliative 
toxin Aの添加量を比較検討し詳細な条件設
定を行った。次にエピトープ依存的な患者血
清の病原性を評価する前段階として、臨床症
状と抗 Dsg3抗体価の相関関係を in vitro 
dissociation assayを行い、assayの妥当性
を評価した。その結果臨床症状が activeな
患者血清はそのdissociation scoreが高く、
また臨床症状が remissionの患者ではその
dissociation scoreが低いことが確認され、
本方法は抗 Dsg3自己抗体の病原性を定量的
な評価に適した方法であると考えられた。 
 さらに PV自己抗体の病原性解析を行う目
的で、PVモノクローナルIgG抗体(AK IgG mAb)
を用いて PV自己抗体のクラスの違いにおけ
る病原性解析を行った。以前に我々は非病原
性のAK7 IgG mAbの超可変部位を有するAK7 B
細胞トランスジェニックマウス（B-Tg）を作
製し、自己反応性IgM抗体を産生するB細胞
は抹消リンパ組織中に排除されることなく
存在していることを明らかにした。そこで本
研究期間中に強い病原性を有する AK23 IgG 
mAbの超可変部位を有するAK23 B-Tgを作製



した。AK23 B-Tgでは病原性を有する超可変
部位を有するにもかかわらず、AK7 B-Tgと同
様に自己反応性B細胞が抹消リンパ組織中に
排除されることなく存在し、さらには分泌さ
れた抗 Dsg3 IgM抗体の上皮細胞間への沈着
を認めるものの、明らかな PVの表現型は誘
導されなかった（図2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図2） 
 
そこでAK23 B-Tgより病原性超可変部位を有
するPVモノクローナルIgM抗体（AK23 IgM） 
を単離した。in vitro dissociation assay
による病原性解析では、AK23 IgMは明らかな
病原性を示さなかった。さらに AK23 IgMハ
イブリドーマを接種し腹水化したマウスの
口蓋粘膜の免疫電顕を実施しIn vivoにおけ
る AK23 IgMの病原性を観察した。その結果
AK23 IgMはデスモゾーム内に沈着することな
く、優位にデスモゾーム周囲に沈着している
像が観察された（図 3）。これは AK23 IgMは
膜上の Dsg3には結合するものの、デスモゾ
ームに組み込まれた Dsg3には結合していな
いためであると考えられた。そこでAK23 IgM
をペプシンで 消化しF(ab’)2化したところ、
in vitro dissociation assayにて病原性が
確認された(図4)。以上の事実よりPVでの水
疱形成においては、免疫グロブリンが病原性
を発揮するためにはデスモゾームに組み込
まれた Dsg3蛋白に IgGクラスの抗体が結合
する事が、一つの重要な因子であることが確
認され、発症機序の一端が明らかにされた。
（Tsunoda et al, American journal of 
pathology, in press）。 
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