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研究成果の概要（和文）：天疱瘡における抗Dsg3IgM抗体の詳細な解析を実施した。天疱瘡患者血清中では、病初期血
清中には明らかな抗Dsg3IgM抗体は検出されなかった。また天疱瘡モデルマウスでは、発症初期における抗Dsg3 IgM抗
体産生が確認されたが、抗Dsg3IgG抗体と比較すると有意な上昇ではなかった。ヒト培養角化細胞を用いたassayおよび
マウスを用いた天疱瘡における抗Dsg3IgM抗体の発症抑制と治療効果の検討を行い、現時点では両効果ともにコントロ
ールと比較して明らかな差は確認されていないが、今後評価系確立への条件検討が必要であると考えられた。本研究は
天疱瘡の発症機序解明、治療法開発に有用なデータになる。

研究成果の概要（英文）：e analyzed the anti-Dsg3 IgM antibody in pemphigus. In early stage of pemphigus pa
tient serums, apparent anti-Dsg3IgM antibody was not detected. In PV model mice, anti-Dsg3 IgM antibody pr
oduction in the early stage of the onset of PV was confirmed, however it was not significant than anti-Dsg
3 IgG antibody production.Furthermore, we conducted examination for in vivo and in vitro analysis. The in 
vitro dissociation assay using normal human culture keratinocyte and the passive transfer assay using mous
e were performed to confirm the preventive effect and therapeutic effect of the anti-Dsg3 IgM antibody. Th
ere are no apparent differences between subjects and controls for both effects. The detailed and continuou
s examination will be necessary in future. These results are useful for dissection of pathophysiology of P
V and development of therapeutic strategy of PV.
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１．研究開始当初の背景 
 尋常性天疱瘡（PV）は粘膜・皮膚に生じる
難治性の自己免疫性水疱形成疾患である。PV
自己抗原蛋白は粘膜上皮あるいは表皮の角
化細胞間の接着装置であるデスモゾームに
存在する、デスモグレイン 3（Dsg3）であり、
Dsg3 に抗 Dsg3 IgG が結合し細胞接着を阻害
することにより PV が発症すると考えられて
いる。 
 これまでにわれわれは、自己抗原ノックア
ウトマウスを用いた従来にない方法で PV モ
デルマウスを開発した。その表現型は角化細
胞表面へのIgGの沈着や基底層直上の水疱形
成など、ヒト PV の表現型と同一であった。
さらに PV モデルマウスから抗 Dsg3 IgG モノ
クローナル抗体（AK IgG シリーズ）を複数単
離し、それらのなかには明らかな病原性を有
さない複数の AK IgG 抗体や強い病原性を有
する AK23 IgG が存在し、AK23 IgG はハイブ
リドーマによる腹水形成法にて単独で PV モ
デルマウスと同様の表現型が誘導可能な非
常に強い病原性を有する事実が確認された。 
 続いて最近われわれは、この病原性 AK23 
IgG の超可変領域 cDNA を用いて、B cell ト
ランスジェニックマウスを作製した。このマ
ウスは全ての B 細胞上に AK23 IgG の超可変
部位を有する IgM のみを発現し、さらに血中
に分泌されるという特徴を有する。非常に興
味深いことにこのマウスでは抗 Dsg3 反応性
のB細胞が脾臓やリンパ節などの末梢リンパ
組織中にdeletionを受けることなく存在し、
さらには血中、組織中より抗 Dsg3 IgM 抗体
が検出されたにもかかわらず、PV の表現型を
認めなかった。そこで次に抗 Dsg3 IgM 抗体
の病原性を確認するためにトランスジェニ
ックマウスより抗 Dsg3 IgM モノクローナル
抗体（AK23 IgM）を単離した。その結果、AK23 
IgGでは腹水形成法にてPVモデルマウスと同
様の表現型の誘導が確認できたにもかかわ
らず、AK23 IgM では組織への IgM の沈着が認
められたものの表現型の誘導は認めなかっ
た。さらに AK23 IgM の詳細な検討を行った
結果、AK23 IgM は細胞膜上に発現した Dsg3
には結合するものの、明らかな病原性を示さ
ない事が確認された。これらのデータは天疱
瘡の発症および病態解明における新たな知
見となった。 
 一般的にIgM抗体は自然抗体としても知ら
れているが、いわゆる獲得免疫システムにお
いては IgG抗体産生は IgM抗体産生に引き続
いて起こるものと考えられている。しかし PV
においては抗 Dsg3 IgM クラス抗体の解析は
現在までに殆どなされておらず、病態形成に
おける役割は不明な点が多い。一方、IgM 欠
損マウスでは自己抗体を産生する事から、自
己免疫疾患発症に抑制的に働いている可能

性が考えられている。これまでの我々の研究
結果より、マウスにおいては抗 Dsg3 IgM 抗
体単独の状態での病原性についての検討は
なされたものの、抗 Dsg3 IgG と抗 Dsg3 IgM
の共存在下における評価はなされていない。
そこで本研究ではわれわれが単離した AK23 
IgM を用いて、PV の病態生理の解明および治
療の可能性について検討した。 
 
２．研究の目的 
 これまでに PV の発症には病原性を有する
IgG クラス自己抗体が関与し、その IgG クラ
ス自己抗体の解析を中心になされてきたも
ののIgMクラスの抗体に関する解析は殆ど行
われていない。そこで本研究では、最近われ
われが作製したIgMクラス天疱瘡モノクロー
ナル抗体を用いて天疱瘡の病態生理を解明
し、さらには天疱瘡の水疱形成における IgM
クラス自己抗体の影響について検討する事
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
in vivo および In vitro における解析を以下
の如く順次行った。 
（1）天疱瘡患者血清中の抗 Dsg3IgM 抗体の
解析 
 PVモデルマウスにおける抗Dsg3IgM抗体産
生について検討し、更に天疱瘡患者における
抗 Dsg3IgM 抗体の有無について確認を行う。
天疱瘡患者血清の中から PV 初期の血清を選
定し、ヒト組み換え Dsg 蛋白を抗原とした
ELISA法を用いてPV患者血清中の抗Dsg3 IgM
抗体の有無をスクリーニングする。 
（2）In vitro、In vivo 病原性評価系に用い
る PV 患者血清の解析 
 AK23 IgGと競合するエピトープを認識する
抗体を有する PV 患者血清を用いて初代ヒト
培 養 角 化 細 胞 を 用 い た in vitro 
dissociation assay を行う。すなわち培養し
た角化細胞シートに患者血清（抗 Dsg3 抗体）
を添加し反応させる。その後ピペッティング
による物理的なストレスを加えて細胞シー
トを断片化しカウントし、水疱形成能を数値
化した dissociation score を算出する。 
（3）In vitro、In vivo 病原性評価系におけ
る AK23 IgM の preventive effect の検討 
 in vitro dissociation assay の前処置と
して AK23 IgM を一次抗体として前処置を行
った後に、通常の in vitro dissociation 
assay を行う。 
 マウスを用いた in vivo における
preventive effect の検討 
 新生仔マウスへの抗体受動免疫法により
抗体の病原性が確認である可能ことがこれ
までに確認されている。そこで、AK23 IgG あ
るいは PV 患者血清を用いて受動免疫した群



をコントロールとし、さらに AK23 IgM をマ
ウス皮下に投与した後に AK23 IgG あるいは
PV 患者血清を注射し、24 時間後における水
疱形成の有無を観察し、コントロール群と肉
眼的及び病理組織学的に比較検討する。 
 免疫不全マウスの腹腔内にハイブリドー
マを接種し病原性を確認する、腹水形成法を
行う。AK23 IgM 産生ハイブリドーマを腹腔内
に接種した後に AK23 IgG 産生ハイブリドー
マを接種し、その体重の増減、生存率および
病理組織学的水疱形成を AK23 IgG 単独接種
のマウスと比較検討する。 
（4）In vivo 病原性評価系における AK23 IgM
の therapeutic effect の検討 
 AK23 IgG ハイブリドーマを Rag2-/-マウス
腹腔内に投与し、体重をモニタリングし体重
の減少が認められた時点において AK23 IgM
ハイブリドーマを接種する。その後の体重変
化と生存日数を測定し、AK23 IgG ハイブリド
ーマ単独接種群と比較検討する。 
 
４．研究成果 
 PV モデルマウスおよび天疱瘡患者血清中
における、抗 Dsg3IgM 抗体産生を ELISA 法を
用いて検討した。 
 先ず、天疱瘡患者血清中の抗 Dsg3IgM 抗体
の解析を中心に行った。先ず解析に使用する
ヒト組み換えDsg蛋白の大量作製を実施した。
さらに生成されたヒト組み換えDsg蛋白を抗
原とした ELISA プレート作製し、病初期の天
疱瘡患者血清における抗Dsg3IgM抗体の検出
を試みた。その結果病初期天疱瘡患者血清中
には明らかな抗Dsg3IgM抗体は検出されなか
った。これは実際に病気を発症している段階
においては既に IgMクラス抗体より IgGクラ
ス抗体へクラススイッチがおこなわれてい
るためであると考えられた。本現象を更に検
証するためには我々が作製した天疱瘡モデ
ルマウスにおける抗Dsg3IgM抗体産生の確認
が有用である可能性が考えられた。 
 次に我々が作製した天疱瘡モデルマウス
における抗 Dsg3 IgM 抗体産生について、組
み換え Dsg蛋白を抗原とした ELISA 法にて検
討を行った結果、天疱瘡モデルマウスの発症
初期における抗 Dsg3 IgM 抗体産生が確認さ
れたものの、抗 Dsg3IgG 抗体と比較すると有
意な上昇ではなかった（下図）。 
 

 
 
 

 
 
 

さらに病原性を有する抗 Dsg3 抗体である
AK23 IgGと競合するエピトープを認識する抗
体を優位に有する PV 患者血清を用いて、ヒ
ト 培 養 角 化 細 胞 を 用 い た in vitro 
dissociation assay を行った。その結果複数
の PV 患者血清が in vitro dissociation 
assay において病原性を有し、定量化が可能
であることが確認された。in vitro アッセイ
の結果をふまえ、マウスを用いた in vivo に
おける preventive effect と therapeutic 
effect の検討を行った。 
preventive effect を確認するために新生仔
マウスへの抗 Dsg3 IgM モノクローナル抗体
の受動免疫および、成体マウスでの抗 Dsg3 
IgM 抗体産生ハイブリドーマによる腹水形成
法を実施した。これらの結果をもとにして、
さらに In vivo における病原性評価を行うた
めに抗 Dsg3 IgM の therapeutic effect の検
討を行った。現時点ではpreventive effect、
therapeutic effectともにコントロールと比
較して明らかな差は確認されていないもの
の、今後さらにマウスｎ数および抗体量や期
間など、継続的に詳細な評価系確立への検討
が必要であると考えられた。 
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