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研究成果の概要（和文）：プロテオミクス手技を用いて、抗p200類天疱瘡の抗原がラミニンガン
マ１であることを証明し、そのリコンビナント蛋白を作成して、ELISA法を開発した。IEN型IgA
天疱瘡の自己抗原がKU8細胞に高発現していることを示し、この培養細胞とプロテインMセファロ
ースを用いた新しいIgA免疫沈降法を開発した。二次元電気泳動、免疫ブロット法、質量解析で
、IgA secretary component を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified the autoantigen for anti-p200 pemphigoid as laminin 
gamma-1 by proteomics technique, produced recombinant proteins of laminin gamma-1, and 
established novel ELISA.  We established new immunoprecipitation technique for IgA 
antibodies using protein M sepharose and cultured KU8 cells which were shown to produce 
plenty of autoantigen for IEN type IgA pemphigus.  We identified the autoantigen as IgA 
secretary component by two-dimensional gel electrophoresis, immunoblotting and mass 
spectrometric analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫性水疱症は抗表皮細胞膜抗体を

示す天疱瘡群と水疱性類天疱瘡を代表とす
る抗表皮基底膜部抗体を有する群に大別さ
れる。皮膚の最外層に存在する表皮の強固な
構築には、デスモソームとヘミデスモソーム
による強固な接着が重要である。最近の生化
学的・分子生物学的研究の進歩により、すべ
ての自己免疫性水疱症の抗原物質はデスモ
ソームとヘミデスモソームの構成蛋白であ
ることが明らかとなった。しかしながら、下
記に述べるように、約 10 疾患の自己抗原が

明らかとなっていない。 
自己免疫性水疱症は多彩な皮膚抗原に対

する自己抗体によって皮膚が障害され水疱
を形成する一連の皮膚疾患であり、現在異な
った抗原に反応する多数の病型が知られて
いる。天疱瘡群疾患では、通常、表皮細胞間
接着を失い表皮内水疱を生じる（棘融解）。
しかしながら、膿疱形成や表皮細胞壊死が著
明な疾患もある。抗表皮基底膜部抗体を示す
各種の疾患においては表皮と真皮間の接着
が傷害されて表皮下水疱を生じる。各種自己
免疫性水疱症の研究に関しても、分子生物学
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的手法の急速な発展により、ここ数年で急速
に変化してきており、多くの新しい自己免疫
性水疱症の病型が知られるようになった。以
下に各種自己免疫性水疱症の分類とその抗
原をまとめる。 
尋常性天疱瘡：粘膜優位型：Dsg3、粘膜・
皮膚型：Dsg1+Dsg3  
増殖性天疱瘡：Dsg1+Dsg3 
落葉状天疱瘡、紅斑性天疱瘡：Dsg1 
疱疹状天疱瘡：大多数 Dsg1 (一部 Dsg3) 
薬剤誘発性天疱瘡：未知、多様（？） 
PV・PF 移行型：Dsg1 and/or Dsg3 
腫瘍随伴性天疱瘡：Plectin, DPKI/II, 
BP230, EPL, PPL, 未知の p170, Dsg3, Dsg1 
IgA 天疱瘡：SPD (subcorneal pustular 
dermatosis)型：Dsc1、 
IEN (intraepidermal neutrophilic IgA 
dermatosis)型：未知、IgA PV：Dsg3、IgA 
PF：Dsg1 
IgA/IgG 天疱瘡：Dsc1 (Dsc2/Dsc3)、 
その他 
Endemic pemphigus （ Brazil, Tunisia,  
Colombia）  Dsg1 ほか  
水疱性類天疱瘡：230kD 類天疱瘡抗原
(BP230)：180kD 類天疱瘡抗原(BP180) 
妊娠性疱疹：180kD 類天疱瘡抗原(BP180) 
瘢痕性（粘膜）類天疱瘡：cicatricial 
pemphigoid (CP) 、  mucous membrane 
pemphigoid (MMP) 
BP180 型 MMP：180kD 類天疱瘡抗原(BP180) 
抗ラミニン 5 型 MMP：ラミニン５（エピリ
グリン） 
抗 p165 型 MMP：未知の p165        
眼瘢痕性類天疱瘡（Ocular CP）：未知、一
部、beta4 インテグリン(?) 
線状 IgA 水疱性皮膚症：lamina lucida 型：
97/120kD LAD1、sublamina densa 型：未知、
一部 VII 型コラーゲン 
後天性表皮水疱症、水疱性 SLE：VII 型コ
ラーゲン  
抗 p105 類天疱瘡：未知の p105 
抗 p200 類天疱瘡：未知の p200 
 
しかしながら、未だ、その自己抗原が明ら

かでないものも多くある。その例として、
（１）薬剤誘発性天疱瘡の自己抗原 
（２）腫瘍随伴性天疱瘡未知における p170
（３）IEN 型 IgA 天疱瘡の自己抗原 
（４）IgA/IgG 天疱瘡の自己抗原 
（５）Endemic pemphigus（Brazil, Tunisia,  

Colombia）における自己抗原 
（６）抗 p165 型 MMP における p165 
（７）眼瘢痕性類天疱瘡（ocular CP）の自

己抗原 
（８）sublamina densa 型線状 IgA 水疱性皮

膚症の自己抗原 
（９）抗 p105 類天疱瘡における未知の p105、

（１０）抗 p200 類天疱瘡における未知 
以上の p200 の１０種が未だに不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記の１０種の未同定の抗原

のうち、最も重要であり、かつ、私共の施設
で長期に渡って他施設に先駆けて研究して
い る 、 intraepidermal neutrophilic IgA 
dermatosis (IEN)型 IgA 天疱瘡の自己抗原と
抗 p200 類天疱瘡における未知の p200 の同定
を目的とする。今研究では、各種の最新の免
疫学的、生化学的、分子生物学的手法を用い
るが、特に、有効なセファロースを用いた新
規の免疫沈降法とプロテオミクスの技術を
用いた蛋白同定の手技が最も重要である。 
Intraepidermal neutrophilicIgA 

dermatosis (IEN)型の IgA 天疱瘡抗原の同定
を第一に試みる。IEN 型 IgA 天疱瘡は、臨床
的にひまわりの花様の異型の膿疱性病変を
示し、病理学的に表皮全層の膿疱形成を示し、
蛍光抗体法で表皮全層の表皮細胞膜に反応
する IgA 抗体を示す。抗原解析の第一歩とし
て、未だ困難な手技である IgA の免疫沈降法
を確立する。患者血清とジャカリンセファロ
ースを用いて、抗原蛋白の蛋白バンドを得る。
さらに、単離された蛋白バンドから蛋白を抽
出して、プロテオミクスの手技を用いて、マ
ススペクトロメトリーにより抗原蛋白を同
定する。蛋白が未知のものであるときは、そ
の cDNA を用いてリコンビナント蛋白を作成
し、ウサギに免疫して、特異的抗体を作成し、
その抗体が表皮の細胞膜に反応することを
確認し、さらに、免疫電顕で、デスモソーム
以外の部位に反応することを確かめる。さら
に、その抗体を新生マウスに投与することに
より、ヒトと同じ病変を作るかどうか検討す
る。 
次に、未解明の自己免疫病である抗 p200

類天疱瘡の責任抗原p200を同定する。抗p200
類天疱瘡は、1996 年に、私共が、第１例と第
２例を報告した自己免疫性水疱症である。臨
床的に尋常性乾癬に伴う水疱症を示す場合
が多く小水疱型類天疱瘡の臨床を示すこと
もある。1M 食塩水剥離ヒト皮膚切片を用いた
蛍光抗体間接法で真皮側に反応する IgG抗基
底膜部抗体を示す。真皮抽出液を用いた免疫
ブロット法で 200 KDa 蛋白と反応する。 
今回、我々は、当科で永年にわたり培った

水疱症研究の知見と、プロテオミクス解析に
用られる技術力とを武器に、p200 を分離、精
製し、一次構造の決定に挑む。すなわち、ま
ず、各種のカラムを用いて、真皮抽出液の抗
原を純粋化する。そのサンプルを用いた二次
元電気泳動において、蛋白染色と免疫ブロッ
ト法の２枚のゲルを用いて、抗原蛋白のスポ
ットを同定し、その部の蛋白を蛋白染色した
ゲルから切り出す。さらに、単離された蛋白



 

 

バンドから蛋白を抽出して、プロテオミクス
の手技を用いて、マススペクトロメトリーに
より抗原蛋白を同定する。蛋白が未知のもの
であるときは、その cDNA を用いてリコンビ
ナント蛋白を作成し、ウサギに免疫して、特
異的抗体を作成し、その抗体が表皮基底膜部
に反応することを確認し、さらに、1M 食塩水
剥離ヒト皮膚切片を用いた蛍光抗体間接法
で真皮側に反応することを確かめる。そして、
免疫電顕で、この抗体が lamina lucida と
lamina densa の境界部位に反応することを
確かめる。さらに、その抗体を新生マウスに
投与することにより、ヒトと同じ病変を作る
かどうか検討する。さらに、遺伝子改変動物
を用いた p200 の分子機能解析も視野に入れ
ている。すなわち、得られた cDNA を用いて、
この蛋白のゲノム DNA を単離し、それを用い
てターゲットベクターを作成し、そのベクタ
ーを用いて ES 細胞から、ノックアウトマウ
スを作成する。そのマウスの皮膚の脆弱性を
検索することにより、本蛋白が表皮基底膜部
の接着に重要な物であることを確認する。 
 
３．研究の方法 
2 種の自己免疫性水疱症に分けて研究を進

める。 
Intraepidermal neutrophilic IgA 

dermatosis (IEN)型の IgA 天疱瘡の抗原解析。    
私共は、以前、subcorneal pustular 

dermatosis (SPD)型の IgA 天疱瘡の自己抗原
が表皮のデスモソームの構成蛋白のひとつ
であるデスモコリン 1 であることを、COS-7
細胞—cDNA transfection法によって明らかに
した。しかしながら、もう一種の IgA 天疱瘡
である、intraepidermal neutrophilic IgA 
dermatosis (IEN)型の抗原は現在、全く、不
明である。現在までに、金コロイド標識抗体
を用いた postembedding 免疫電顕では、この
抗体が反応する抗原は、デスモソーム以外の
表皮細胞膜に存在していることが明らかに
なっている。このため、IEN 型 IgA 天疱瘡の
抗原は、現在まで知られているデスモソーム
蛋白以外の未知の蛋白であると考えられて
いる。 
このため、先ず、未固定のケラチノサイト

（KU-8 cell）の培養において、IEN 型 IgA 天
疱瘡の抗原が産生されていることを蛍光抗
体法で確認する。現在まで、ヒト表皮抽出液
や培養ケラチノサイトの抽出液を用いた免
疫ブロット法では、その抗原が検出できない
ことが判明している。その原因は、IEN 型 IgA
天疱瘡の抗原のエピトープ(抗原決定基)は、
高次構造依存性であり、免疫ブロット法にお
ける強い条件では消失してしまうと考えら
れた。また、IgG 抗体の抗原の解析に用いら
れるProtein Aは IgA抗体には応用できない。
そのため、新しい、IgA 抗体用の免疫沈降法

を開発する。すなわち、まず、ビオチンでケ
ラチノサイト細胞膜蛋白を標識し、その蛋白
を 1% Triton X-100 などの弱い条件で抽出し
たサンプルを用いて、IgA 抗体に特異的に反
応する、新しいジャカリンーセファロースを
用いた免疫沈降法を施行する。まず、Ku-8 細
胞を培養し、未固定の dish 内で細胞表面を
化学的にビオチンで標識する。その蛋白を 1% 
Triton X-100 を含んだ溶液で可溶化し、チュ
ーブ内で、ジャカリンーセファロースと反応
させる。遠心により６回、洗浄後、遠心した
サンプルにサンプルバッファーを加えて、煮
沸し、蛋白を解離する。そのサンプルを
SDS-PAGE 電気泳動で、蛋白を分離し、その蛋
白をニトロセルロース膜に転写する。そのニ
トロセルロース膜をスキムミルクブロック
し、peroxidase 標識 avidin と反応させ、沈
降蛋白を同定する。この研究によって IEN 型
IgA 天疱瘡の反応する蛋白の分子量を同定す
る。その後、プロテオミクスの手技を用いて、
抗原分子の同定を試みる。すなわち、回収分
画を 1次元電気泳動あるいは２次元電気泳動
で展開しクマシー染色を行う。 
一方、同様に電気泳動したゲルによりウエ

スタンブロット法で標的タンパクのバンド
を同定し、その標的となる蛋白バンドをクマ
シー染色ゲルから切り出す。十分量のタンパ
クが得られない場合は、ゲル濾過クロマトグ
ラフィで標的分子を含む分画を回収するこ
とも試みる。さらに、イオン交換クロマトグ
ラフィ、疎水結合クロマトグラフィによる分
画を追加することも考える。また、他動物種
での交叉反応が得られた場合、その動物の皮
膚から大量の材料を抽出し、同様に精製し、
ビオチン化も同様に行う。ゲルから切り出し
て分離した蛋白を、ゲル内でトリプシン処理
を行い、フラグメンテーションを行い、ペプ
チドを溶出する。マススペクトロメトリー解
析により得られたパターンについて、ヒトゲ
ノムデータベースから遺伝子のプロファイ
リングを行い、タンパクの１次構造を決定す
る。データベースから同定できない場合、ア
ミノ酸シークエンシングを行うことも考慮
する。 
次に、抗 p200 類天疱瘡の抗原解析を行う。

私共は、長年にわたり、尋常性乾癬に伴う水
疱症、小水疱型類天疱瘡様の水疱症、その他、
異型の水疱症について検索し、多くの血清が
1M NaCl split skin を用いた蛍光抗体間接法
で、真皮側に反応し、真皮抽出液を用いた免
疫ブロット法により、200kDa 抗原（p200）に
特異的に反応することを見出し、抗 p200 類
天疱瘡と名付けた。しかし、この p200 の性
質は未だ不明である。この抗原の同定のため
に、先ず、真皮抽出液を用いた免疫ブロット
法により、この血清を検索し、細胞外マトリ
クス蛋白に対する反応を比較することによ



 

 

り、候補となる蛋白を検出する。さらに、こ
の血清を用いて、ケラチノサイト cDNA ライ
ブラリーを免疫スクリーニングして、抗原の
cDNA を単離することを試みる。 
p200 に反応する多くの患者からなるべく

多くの血清を採取し-20 度で保存する。この
稀少な血清を、我々は既に十分量保有してい
る。次いで、皮膚科、形成外科の手術で生じ
た余剰皮膚を回収、保存し、真皮抽出物を作
成する。まず、2mM の EDTA-PBS 内で 24 時間
反応させ、表皮と真皮を分離する。真皮を 8M
尿素で 2 時間反応させ、真皮抽出液を得る。
そのサンプルを蒸留水で 48 時間透析し、そ
のサンプルを凍結乾燥する。水疱症の免疫学
的診断に用いるため、我々は既にこの手法を
技術的に確立している。真皮抽出物は凍結乾
燥したまま使用時まで冷凍保存する。実験時
には、真皮抽出物を解凍し緩衝液に溶解する。
このサンプルにサンプルバッファーを加え
て、加熱し、このサンプルを一次元 SDS-PAGE
電気泳動し、ニトロセルロース膜に転写後、
抗 p200 類天疱瘡患者血清を反応させ、洗浄
後、抗ヒト IgG ウサギ血清を反応させ、バン
ドを検出する。 
プロテオミクス手技を用いた p200 の同定

は以下の手技によって行う。すなわち、まず、
真皮抽出液を、アセトン沈殿による分画によ
り生成する。この方法で濃縮できない場合は、
尿素、EDTA 加緩衝液に対する可溶性による
分画等の手法で粗精製を行う。さらに、
SDS-PAGE 電気泳動、ウエスタンブロット法で
標的分子の精製度を確認しつつ条件を設定
する。限外ろ過膜で洗浄、等電点分画で標的
分画を回収する。回収分画を２次元電気泳動
で展開しクマシー染色を行う。一方、ウエス
タンブロット法で標的タンパクのバンドを
同定する。標的となるバンドを切り出す。十
分量のタンパクが得られない場合、ゲル濾過
クロマトグラフィで標的分子を含む分画を
回収する。さらに、イオン交換クロマトグラ
フィ、疎水結合クロマトグラフィによる分画
を追加する。また、他動物種での交叉反応が
得られた場合、大量の材料からの精製を同様
に行う。ゲルから切り出して分離したタンパ
クを、ゲル内トリプシン処理、フラグメンテ
ーションを行い、ペプチドを溶出する。マス
スペクトロメトリー解析により得られたパ
ターンについて、ヒトゲノムデータベースか
ら遺伝子のプロファイリングを行い、タンパ
クの１次構造を決定する。データベースから
同定できない場合、アミノ酸シークエンシン
グを行う。 
現在、免疫ブロット法・免疫沈降法、cDNA

クローニング、プロテオミクスに用いる各種
器具、各種のカラム、ELISA システム、サー
マルサイクラー、DNA シーケンサー、共焦点
レーザー顕微鏡、細胞分取機能を有する FACS

装置、超低温フリーザー、CO2 インキュベー
ターおよび超純水製造装置などほとんどの
実験に必要な主要設備は揃っている。 
 
４．研究成果 
まず、プロテオミクス手技を用いて、抗

p200 類天疱瘡の抗原がラミニンガンマ１で
あることを証明した。その後、ラミニンガン
マ１の C 末端部をコードする cDNA を PCR 法
で単離し、その cDNA を大腸菌発現系ベクタ
ーに組み込み、リコンビナント蛋白を作成し
た。そのリコンビナント蛋白に対する患者血
清の反応性を免疫ブロット法で確認し、この
リコンビナント蛋白を用いた ELISA法を作成
した。さらに、より免疫性の強い部位を得る
ため、ラミニンガンマ１の全長をコードする
cDNA を、３分割して、PCR 法で単離した。そ
の cDNAを大腸菌発現系ベクターに組み込み、
リコンビナント蛋白を作成した。それぞれの
リコンビナント蛋白に対する患者血清の反
応性を免疫ブロット法で確認した。その後、
これらのリコンビナント蛋白を用いた ELISA
法を作成し、現在、至適条件を検討中である。 
 IEN 型 IgA 天疱瘡の抗原解析に関しては、
まず、新しい IgA 抗体用の免疫沈降法を開発
した。各種の培養細胞を、蛍光抗体法で検討
し、KU8 細胞が最も多くの自己抗原蛋白を発
現していることを見いだし。この細胞を用い
ることを決定した。さらに、免疫沈降に用い
る IgA に特異的に結合する担体を多数検討し、
なかでもジャカリンセファロースとプロテ
イン Mセファロースについて詳細に検討した。
その結果、プロテイン Mセファロースが最も
特異的に IgA に結合することを見いだした。
さらに、ビオチン標識細胞による一次元電気
泳動を用いた免疫沈降法で、候補として、
75kDa 付近に２種の候補蛋白を検出した。し
かし、この方法では、免疫グロブリン蛋白と
分離できなかったため、２次元電気泳動法を
用いて展開した蛋白で免疫ブロット法を行
い、この蛋白スポットを質量解析で解析した。   
その結果、ひとつはトランスフェリン関連

膜蛋白であり、もうひとつは、IgA secretary 
component 関連蛋白であった。その後、この
２種の蛋白の cDNA を PCR 法で単離した。そ
の cDNA を有核細胞発現系ベクターに組み込
み、各種の培養哺乳細胞に導入した。現在、
発現した蛋白に対する、多くの患者血清の反
応を検討し、これらの蛋白が真の自己抗体で
ある可能性を検討中である。 
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