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研究成果の概要（和文）：本研究では、尋常性天疱瘡抗原・デスモグレイン3（Dsg3）に対する自己反応性T細胞を用い
て、疾患における役割とその免疫寛容機構を解析した。Dsg3反応性T細胞は、天疱瘡を誘導するのみならず、分化するT
hサブタイプによりInterface Dermatitis (難治性皮膚炎の一種)や、乾癬様皮疹も誘導することを明らかにし、難治性
皮膚炎病態解明に貢献した。また、Dsg3反応性T細胞は、胸腺において通常除去される(中枢性寛容)が、胸腺において
除去されないような状況においては、末梢において除去される(末梢性寛容)ことを明らかにした。将来、末梢性寛容の
仕組みを利用した治療法の開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the pathogenic roles of T cells specific f
or desmoglein 3 (Dsg3), the autoimmune target antigen in pemphigus vulgaris, and the mechanisms of toleran
ce to Dsg3 in vivo. Dsg3-specific T cells were able to induce not only pemphigus vulgaris, but also unexpe
ctedly interface dermatitis and psoriasis-like skin lesions. This model provides an important tool to diss
ect the pathophysiological mechanisms for interface dermatitis as experimental autoimmune dermatitis (EAD)
. While Dsg3-specific T cells are usually deleted in the thymus (central tolerance), it was demonstrated t
hat these T cells could be deleted solely in the periphery (peripheral tolerance) when thymic epithelial c
ells did not express Dsg3. Further dissection of the mechanisms for peripheral tolerance will lead us to d
evelop a novel therapeutic strategy for antigen-specific immune suppression.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 天疱瘡は、カドヘリン型細胞間接着因子デ
スモグレイン（Dsg）に対する IgG 自己抗体
により誘導される自己免疫性水疱性疾患で
ある。尋常性天疱瘡（PV）では、Dsg3 を標的
抗原とする。我々の研究グループは、天疱瘡
抗原の cDNA クローニング、Dsg 抗体を測定す
る ELISA 法の開発,天疱瘡（PV）モデルマウ
スの作成、Dsg3反応性T細胞クローニングと、
自己免疫疾患発症機序の解明を目指して、着
実に成果を蓄積していた。 
 中枢、および末梢免疫寛容の機序は、人工
抗原をケラチンプロモーターなどにより各
臓器に発現させる非生理的な系に基づいて
おり、生理的な自己抗原に対する新しい機序
が見いだされる可能性があった。また、尋常
性乾癬、扁平苔癬など多くの炎症性皮膚疾患
において T 細胞浸潤が認められるが、浸潤 T
細胞の標的抗原は不明であり、病態も未解明
なものが多い。 
 
２．研究の目的 
(1)Dsg3 反応性 T 細胞に対する中枢性、末梢
性免疫寛容機構の解明 
 Dsg3に対する免疫寛容機構を包括的に
解析するために、Dsg3反応性T細胞クロー
ンから分離したTCRα、β鎖cDNAを利用し
てT細胞受容体（TCR）トランスジェニック
（Tg）マウスを作成する。同マウス胸腺と
末梢リンパ組織におけるDsg3反応性T細胞
の動態を、Dsg3存在下、非存在下において
比較検討する。 
(2)Dsg3 反応性 T 細胞により誘導される病態
の検討 
 胸腺での負の選択を免れたDsg3反応性
CD4+T細胞が末梢組織で誘導する病態を検
討する。Dsg3反応性CD4+T細胞は、抗体産
生に関与するのみならず、直接表皮に浸潤
し、表皮細胞のapoptosisを誘導する可能
性につき検討し、未だ不明な点が多い細胞
傷害性T細胞による皮膚疾患の病態解明を
試みる。腫瘍随伴性天疱瘡においては、抗
Dsg3 IgG抗体による水疱形成が皮膚に起
こ る の み な ら ず 、 T 細 胞 浸 潤 に よ る
Interface Dermatitis、閉塞性細気管支炎
を併発する。皮膚に対する自己免疫疾患に
おいて肺傷害を起こす機序を検討する。 
(3)抗体産生および免疫寛容における樹状細
胞の役割の解明 
  Cre-LoxP システム等を利用して表皮のラ
ンゲルハンス細胞（LC）と真皮の樹状細胞を
それぞれ特異的に消去したマウスを確立し
た上で、PV モデルマウスのレシピエントとし、
どの皮膚樹状細胞サブセットが PV 表現型の
発症における役割を解明する。LC の自己抗原
獲得・提示能、Dsg3 に対する液性および細胞
性自己免疫反応における LC の役割を解析す
る。 
(4)胸腺に代わる免疫制御臓器としての新た

な皮膚機能の検討  
 本研究で開発したマウスを組み合わせ、皮
膚は Dsg3 を発現し、胸腺は Dsg3 を発現しな
い状況を作出し、末梢リンパ組織、皮膚にお
いて Dsg3 に対する T 細胞の免疫寛容が成立
するかを検討する。「皮膚が胸腺に代わる免
疫制御機能を有する」という仮説のもと、新
しい免疫学的概念を提唱することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)Dsg3 反応性 T細胞に対する中枢性、末梢
性免疫寛容機構の解明 
 同一の Dsg3 ペプチドを認識するが高親和
性（H）と低親和性（L）を示す TCR、および
別のペプチドを認識する TCR（M）の合計 3
つの TCRについて3種の Dsg3-TCR Tgマウス
を作成する。T細胞発生過程における TCR 発
現時期が生理的発現時期に近い Tg マウスを
選別する。作成された Dsg3 TCR Tg マウスの
骨髄細胞を、野生型マウス（Dsg3 存在下）
および Dsg3-/-マウス（Dsg3 非存在下）に移
植（BMT）し、Dsg3 反応性 T細胞の胸腺、末
梢リンパ組織における運命を検討する。 
(2)Dsg3 反応性 T細胞により誘導される病態
の検討 
 PVモデルマウスから単離されたDsg3反応
性T細胞クローンは、B細胞に作用し、抗Dsg3 
IgG 抗体を産生させるが、この T細胞が産生
するサイトカインプロファイルを変化させ
ることにより、Dsg3 反応性 T 細胞が誘導す
る病態の変化を詳細に検討する。また、
Dsg3-/-マウスに野生型皮膚を移植し、そのレ
シピエントマウスのリンパ球を Rag2-/-マウ
スに移入すると、Th1 型の抗体産生のみなら
ず、表皮にCD4+あるいはCD8+T細胞が浸潤し、
表皮細胞の apoptosis を誘導するか検討す
る。これらの細胞障害性 T細胞を詳細に解析
することにより、腫瘍随伴性天疱瘡、重症薬
疹（Stevens-Johnson 症候群）、扁平苔癬な
ど表皮を傷害する T 細胞の関与が考えられ
る皮膚疾患の病態を解明する。 
(3)抗体産生および免疫寛容における樹状細
胞の役割の解明 
 表皮樹状細胞であるランゲルハンス細胞
の経皮抗原感作における役割を検討する。細
胞特異的発現プロモーターとジフテリア毒
素（DTA）および受容体（DTR）の系を用いて、
ランゲルハンス細胞、真皮樹状細胞を特異的
に消失させたマウスを作成し、それぞれの樹
状細胞サブセットの抗体産生における役割
を解明する。LC の解析には、PV モデル、及
びDsg3反応性T細胞を用いたExperimental 
Autoimmune Dermatitis (EAD)モデルを用い
る。 
(4)胸腺に代わる免疫制御臓器としての新た
な皮膚機能の検討 



 胸腺における T 細胞免疫寛容のドグマは、
人工抗原を胸腺上皮に発現させたマウスに、
人工抗原に対する TCR Tg マウスの骨髄移植
を行い、その抗原に反応する T細胞が末梢に
おいて消失する実験結果に基づいている。と
ころが、人工抗原を胸腺上皮に発現させるた
めにケラチンプロモーターを用いており、胸
腺上皮のみならず、表皮細胞においても人工
抗原が発現されているが、皮膚組織による末
梢免疫寛容機構が検討されることはなかっ
た。胸腺における Dsg3 の発現様式を検討す
ると共に、Dsg3-/-マウスおよび野生型マウス
の胸腺をヌードマウスに移植し、Dsg3 反応性
TCR Tg マウスから骨髄移植を行い、胸腺上皮
における Dsg3 の発現の有無が Dsg3 反応性 T
細胞に及ぼす影響を検討する。さらに、末梢
免疫寛容に関与する分子機構を解明する。 
 
４．研究成果 
(1)Dsg3 反応性 T細胞に対する中枢性、末梢
性免疫寛容機構の解明 
Dsg3 ペプチド（Dsg3301-315）に対して高親和性
TCR から作成した Dsg3H1-TCR Tg マウスを
Rag2-/-マウスと交配し、すべての T 細胞が
Dsg3 ペプチドと反応する Dsg3H1-Rag2-/-マウ
スを作成した。Dsg3H1- Rag2-/-マウスから、
野生型マウスと Dsg3-/-マウスに骨髄移植を
行い、２ヶ月後のレシピエントマウスの末梢
血を見てみると、Dsg3H CD4+T 細胞は、Dsg3
非存在下（Dsg3-/-マウス）では末梢血に認め
られ、Dsg3 存在下（野生型マウス）では消失
していることが示され、Dsg3 に対する免疫寛
容機構が実在していることが確認された（図
１、未発表）。さらに、胸腺上皮細胞(mTEC)
が Dsg3を発現しており（Wada et al, J Invest 
Dermatol, 2011）、Dsg3H1 T 細胞の除去は主
に胸腺でおこることが確認された。この実験
結果により、免疫寛容機構を解析する重要な
ツールを確立することができた。 
 尚、低親和性 TCR Tg マウスの解析は、T細
胞の胸腺内分化が想定通り進まず、断念した。 

 
２）Dsg3 反応性 T 細胞により誘導される病
態の検討 
①自己反応性 T 細胞による Interface 
Dermatitis の誘導 

 Dsg3 非存在下で分化した、胸腺にて除去
されず末梢に存在する Dsg3H1 T 細胞を、
Dsg3-/-B 細胞とともに、Rag2-/-マウスに養子
移入すると、抗 Dsg3 IgG 抗体が産生される
のみならず、Dsg3 を発現する皮膚、粘膜上
皮への Dsg3H T 細胞の直接浸潤、上皮細胞の
apoptosis が 認 め ら れ 、 Interface 
Dermatitis が惹起されていた（図２）。
Dsg3H1 T 細胞による Interface Dermatitis
の誘導は、IFN-γを介していることが確認さ
れた。 

 Interface Dermatitis は、扁平苔癬、紅
斑性狼瘡、多型滲出性紅斑、薬疹など種々の
皮膚疾患で認められるが、浸潤している T
細胞の抗原は未同定であり、病態は未解明で
ある。我々は、Dsg3 に対する反応性を担保
している系を用いて、Dsg3 反応性 CD4+T 細胞
が Interface Dermatitis を誘導し得ること
を初めて示し、自己反応性 T細胞が、これら
の疾患において重要な役割をしていること
が示唆された。Th1 型の Dsg3H1 T 細胞によ
る Interface Dermatitis モデル系は、
Experimental Autoimmune Dermatitis (EAD)
としてさらなる病態解明の重要なツールと
なる（Takahashi et al, J Clin Invest 2011）。 
②自己反応性 T 細胞による乾癬様皮疹の誘
導 
 Dsg3H1 T 細胞を in vitro にて Th17 に分
化誘導し Rag2-/-マウスへ養子移入した。そ
の結果、レシピエントマウスにおいて鱗屑を
伴う激しい皮膚炎が誘導され、強い好中球の
浸潤を伴う尋常性乾癬様の病理所見を呈し、
乾癬と同様に IL-23, IL-17 が病態形成に重
要であることが示された（図３）。乾癬の皮
疹形成の早期に表皮抗原に対する自己反応
性 Th17 細胞が関与していることが示唆され、
乾癬の病態解明に寄与した（Nishimoto et al, 
J Immunol 2013）。 
③腫瘍随伴性天疱瘡における肺病変の病態
解明 
 重層扁平上皮に発現する Dsg3 に対する
自己免疫反応が病態の基本である腫瘍随



伴性天疱瘡において、なぜ閉塞性細気管
支炎という肺病変が誘導されるのか、不
明であった。野生型皮膚移植により免疫
した Dsg3-/-マウスのリンパ球を Rag2-/-マウ
スに移入する（PNP モデルマウス）と、明ら
かに PV モデルマウスより高い致死率を示し、
意外なことに肺にCD4+およびCD8+T細胞浸潤
を認めた(図４)。さらに、正常肺では認めら
れない Dsg3 の発現が同マウスの肺に認めら
れた。ナフタレン投与などにより気管支上皮
に傷害をあたえると、肺上皮の修復過程にお
いて Dsg3 の発現が認められた。腫瘍随伴性
天疱瘡の剖検例で、肺の扁平上皮化生は高頻
度に見つかる所見でもあった。本疾患では,
何らかの肺傷害に対する修復機転として発
現する Dsg3、あるいは他の皮膚抗原に対す
る自己免疫反応により、肺傷害が誘導される
ことが示唆され、臓器特異的自己免疫疾患に
おいて,臓器を超えて傷害を起こす新しい機
序を提唱することができた（Hata et al, J 
Immunol 2013）。 

３）抗体産生および免疫寛容における樹状細
胞の役割の解明 
 PV モデルマウス、および EAD マウスにおけ
る表皮ランゲルハンス細胞（LC）の役割を検
討した。Langerin-DTA (diphtheria toxin A) 
マウスは LC を恒久的に欠損する。このマウ
スを EAD におけるレシピエント（Rag2-/-背景）
とし、Dsg3H1 CD4+T 細胞を移入したところ、
野生型と比較して、EAD の表現型が顕著に悪
化した（未発表）。経皮的に獲得した外来抗
原に対して LC は Th2 型の液性免疫応答を誘
導するが、この実験で LC は Th1 型の細胞性
自己免疫応答を抑制することが明らかにな
った。また、PV モデルマウスにおいて LC を
欠損させると、LC による Dsg3 の抗原提示が
なくなるため、抗 Dsg3 自己抗体の産生が抑
制されることが予想されたが、逆に抗体産生
が増強した。さらに、PVでは観察されない T

細胞の表皮浸潤を認め、液性免疫と細胞性免
疫の混合した表現型が観察された（未発表）。
PV と EAD の両モデルにおいて LC がその病態
制御に重要な役割を果たしていることが示
された。本モデルにより、さらに詳細な分子
機序が解明されることが期待される。 
 また、ランゲルハンス細胞（LC）の抗体
産生における役割を検討している過程で、
外来抗原に対する経皮感作機序を解明す
る思いがけない展開があった。活性化した
LC は表皮タイトジャンクション（TJ）の外へ
樹状突起を延長し、外来抗原を捕捉する。ブ
ドウ球菌性熱傷様皮膚症候群(SSSS)を起こ
す黄色ブドウ球菌毒素（ETA）は Dsg1 を特異
的に切断し、水疱を誘導する。ETA を皮膚表
面に塗布した場合に TJ を超えて生体内に入
らない事を確認し、LC 樹状突起先端部からの
み捕捉されたETAに対して中和抗体が産生さ
れることを示した。LC は TJ の外側に存在す
る皮膚表面の細菌由来抗原をサンプリング
し、感染が生じる前に先制防御的な免疫反応
を担っていることが示された（Ouchi et al, 
J Exp Med 2011）。 
４）胸腺に代わる免疫制御臓器としての新た
な皮膚機能の検討 
 免疫寛容における中枢性機構と末梢性
機構の詳細な解析を行うため、胸腺と末梢
組織でDsg3の発現が異なる状況を構築し
た 。 胸 腺 を 欠 損 す る ヌ ー ド マ ウ ス
（ B6.Cg/NTac-Foxn1nu ） の 腎 被 膜 下 に
Dsg3-/-マウスの胸腺を移植することによ
り、胸腺でのみDsg3が欠失し、末梢組織に
はDsg3が存在するマウスを作出した。
Dsg3-/- 胸 腺 移 植 ヌ ー ド マ ウ ス に
Dsg3H1-Rag2-/-マウスから骨髄移植すると、
胸腺で負の選択を逃れたDsg3反応性T細胞
が末梢に分布するはずである。ところが、
末梢にはDsg3が発現するため、末梢性免疫
寛容機構が存在するのであれば、その影響
を受ける。そこでDsg3の発現が(a)胸腺+
皮膚+、(b)胸腺-皮膚+、(c)胸腺-皮膚-の3
種類のマウスを準備しDsg3特異的T細胞の
挙動を観察した (図５)。(a)胸腺+皮膚+
マウスにおいてDsg3H1 T細胞は胸腺内分
化の段階で負の選択により除去され、末梢
に出現しないのに対し、(c)胸腺-皮膚-マ
ウスでは自己抗原としてDsg3が存在しな
いため胸腺内で除去されることなく分化
し、末梢に出現する。この末梢Dsg3H1 T
細胞は病原性を有し、Rag2-/-マウスに移入
すると皮膚粘膜に浸潤し炎症を起こす（前
述図２）。興味深いことに、(b)胸腺-皮膚
+マウスではDsg3H1 T細胞は、胸腺内では
Dsg3が存在しないために除去されず分化
するが、末梢リンパ組織（脾臓）にはほと
んど出現しないことが観察された（未発
表）。また、皮膚炎を認めることもなかっ
た。この結果は、末梢組織において自己反
応性T細胞が除去されていることを示唆し
ている。胸腺において除去できなかった病



的T細胞を末梢組織において除去できる末
梢免疫寛容機構の存在が明らかになり、現
在その詳細な分子機構を解析している。 
 末梢免疫寛容機構の分子機序が解明さ
れれば、同定された分子、あるいは細胞亜
集団を操作することにより、抗原特異的に
免疫反応を抑制する治療法の開発の基盤
を提供することができ、自己免疫疾患全般の
克服につながる可能性を秘めている。 
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