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研究成果の概要（和文）： 
 天疱瘡は、皮膚の角化細胞同士の接着分子であるデスモグレイン（Dsg）に対する自己
抗体により生じる自己免疫疾患である。本研究では、ファージ提示法を用いたモノクロー
ナル抗体の単離を基礎技術として、Dsg 前駆体（preDsg）に対する自己抗体の解析と天疱
瘡における「病原性決定領域」の検討を行った。主な成果として、落葉状天疱瘡を風土病
とするチュニジアの一部で、健常人でも preDsg に対して自己抗体が産生されることを示
すことができたので、天疱瘡発症機序の解明につなげていきたい。 
研究成果の概要（英文）： 
Pemphigus is an autoimmune bullous disease caused by autoantibodies against 
desmoglein (Dsg), an adhesion molecule between keratinocytes. In this study, we tried 
to investigate autoantibodies against the precursor form of Dsg (preDsg) and the 
pathogenicity-determining regions in pemphigus using phage display. As a main 
achievement, we showed and analyzed anti-preDsg autoantibodies in healthy 
individuals in an area in Tunisia, where pemphigus foliaceus is endemic. Our detection 
may help to elucidate the development mechanism of pemphigus. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

交付決定額 3,200,000 960,000 4,160,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・皮膚科学 
キーワード：天疱瘡、自己抗体、自己免疫 
 
１．研究開始当初の背景 
 天疱瘡は、皮膚の角化細胞同士の接着分子
であるデスモグレイン（Dsg）に対する自己
抗体により生じる自己免疫疾患である。標的
抗原である Dsg の遺伝子がクローニングさ
れ、その cDNA から抗原の組み換え蛋白が作
られるようになって以来、ELISA 法の開発や
抗体エピトープの解析、天疱瘡モデルマウス
の開発など、天疱瘡の病態の解明が進んでい
る。しかし、自己抗体の具体的な作用につい
ては、天疱瘡患者の持つ抗 Dsg 抗体がポリク
ローナルであるため解析が困難であった。近
年、複数の方法で Dsg に対するモノクローナ

ル抗体（mAb）が単離されるようになり、
mAb ごとに異なる多様な抗原への反応性（エ
ピトープ、抗原への親和性、病原性など）を
利用して天疱瘡の病態を解明するためのア
プローチが可能になってきた。申請者らは、
ファージ提示法を用いて天疱瘡患者の末梢
血から Dsg に対する mAb を単離し、その性
質の解析を行ってきた。その成果をもとに、
1)Dsg の前駆体に対する自己抗体の解析、2)
天疱瘡における「病原性決定領域」の検討、
という 2 つの計画を立案した。 
 
２．研究の目的 

機関番号：32612 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2011～2012 

課題番号：23791291 

研究課題名（和文） ファージ提示法を基礎技術とした天疱瘡における自己抗体の解析 

  

研究課題名（英文） Analysis of autoantibodies in pemphigus using phage display 

  

研究代表者 

山上 淳 （YAMAGAMI JUN） 

慶應義塾大学・医学部・助教 

 研究者番号：80327618 

 
 



(1) Dsg 前駆体に対する自己抗体の解析 
 Dsg は、小胞体で前駆体（precursor Dsg: 
preDsg）として生成される時は、細胞内での
重合を避けるために N 末端に分子間の結合
を阻害するプロ配列が付着しているが、細胞
表面に輸送される間にゴルジ体でプロテア
ーゼの作用を受けてプロ配列の部分がはず
れて成熟タンパク（mature Dsg: matDsg）とな
り、デスモゾームを構成して細胞間接着に関
与する。申請者らは、天疱瘡患者から細胞表
面にある matDsg と細胞内にある preDsg の両
方に対する mAb が単離されることに着目し
て、健常人の末梢血リンパ球からもファージ
提示法を用いて preDsg に対する mAb が単離
されることを報告し、健常人においても
preDsg に特異的な B 細胞が存在して preDsg
に対する抗体を産生している可能性を示し
た。この preDsg 特異的 B 細胞は、患者が天
疱瘡を発症する（matDsg に対する抗体を産生
する）前の段階で、図 1 のように自己反応性
T 細胞に抗原提示するなどの重要な役割を果
たしている可能性が考えられた。本研究では、
天疱瘡発症前の段階におけるpreDsg特異的B
細胞および preDsg に対する自己抗体の解析
を進めることで、天疱瘡の発症における役割
を究明することをめざした。 

 
 
(2) 天疱瘡における「病原性決定領域」の検
討 
 Dsgの細胞外ドメインはEC1からEC5に分
かれており、特に EC1 は N 末端に位置し、
Dsg 同士の接着に最も寄与すると考えられて
いる。申請者が所属する研究室では、天疱瘡
モデルマウスから複数の Dsg3 に対する mAb
の分離に成功しており、その中でヒト Dsg3
に対しても強い病原性を発揮する mAb は、
EC1 の N 末端に結合することがわかった。C-
カドヘリンの結晶構造からは、この部分は向
かい合うカドヘリン同士の結合にとって鍵
と鍵穴のような構造になっていると推測さ
れ、同部に変異が起きると接着を保てなくな

ることから、カドヘリン同士の結合に不可欠
な部分とされている。Dsg の結晶構造はまだ
発表されていないが、アミノ酸配列上は鍵に
あたる部分のトリプトファンと鍵穴にあた
る部分の酸性アミノ酸を含むアミノ酸配列
は C-カドヘリンとの共通点が多く、Dsg にお
いてもこの部分の結合における重要性は一
致していると推測される。一方で、病原性の
ない抗体は Dsg3 の EC2 より C 末端側のエピ
トープを認識することが示され、病原性のあ
るmAbが結合するDsg3のEC1のN末端は、
患者の体内においても自己抗体が結合する
ことで水疱を起こす重要な部分 （“hot spot”）
である可能性が高いと考えている。 
 また申請者らは、ファージ提示法を用いて
複数の天疱瘡患者から分離した、病原性のあ
る Dsg に対する mAb の間に共通の構造が見
られることを示した。抗体の可変領域には、
多様性に富み抗原との結合性を左右する相
補性決定領域（complementarity determining 
region; CDR）があるが、病原性のある mAb
の間で、重鎖の CDR3 のアミノ酸配列（トリ
プトファンと酸性アミノ酸からなる配列）に
共通点が見られた。その配列の一部に変異を
加えて反応性の変化を観察すると、病原性の
ある mAb のごく一部を置換するだけで病原
性が失われることがわかり、特にトリプトフ
ァンが重要な役割を果たしていることが示
された。 
 以上のことから、抗原側、抗体側のいずれ
にも、「病原性決定領域」（“hot spot”）がある
ことが示唆されている。本研究では、この“hot 
spot”を追究することによる天疱瘡の病態解
明をめざした。 
 
３．研究の方法 
(1) Dsg 前駆体に対する自己抗体の解析  
 今まで用いられてきたDsg組み換えタンパ
クは、バキュロウィルス発現系を用いていた
ため preDsg と matDsg が混在しており、それ
ぞれのタンパクに対する抗体のみを評価す
るのは困難であった。本研究では、哺乳動物
細胞（CHO 細胞）によるタンパク発現系を用
いて、preDsg1 および matDsg1、preDsg3 およ
び matDsg3のみの組み換えタンパクを作成し、
より精密な検討を行った。特に天疱瘡発症前
の血清、健常人の血清から抗 Dsg1 抗体が検
出された報告のある地域の血清、preDsg が大
量に免疫系に暴露された可能性のある血清
などを中心に、preDsg に特異的な抗体のスク
リーニングを行った。 
(2) 天疱瘡における「病原性決定領域」の検
討 
 複数の天疱瘡患者の末梢血リンパ球から、
ファージ提示法を用いて病原性のある mAb
の単離を行った。 
 

 



４．研究成果 
(1) Dsg 前駆体に対する自己抗体の解析  
 落葉状天疱瘡（pemphigus foliaceus; PF）が
風土病であるチュニジアの一部では、しばし
ば健常人から Dsg1 に対する抗体が ELISA で
検出される。蛍光抗体法で PF に特徴的な表
皮細胞間の IgG 沈着を示さないことから、チ
ュニジアの健常人は preDsg1 に対する抗体を
持つと予測された（図 2）。 

 
 さらに PF発症前に見られる抗 Dsg1抗体の
特徴と意義を検討するため、CHO 細胞で作成
した preDsg1 と matDsg1 の組み換えタンパク
を用いて、チュジジア健常人（n=16）および
風土病型 PF 患者（n=9）、日本人の通常型 PF
患者血清（n=9）の反応性を免疫沈降法で評
価した。チュニジア健常人における抗 Dsg1
抗体は、preDsg1 のみに反応するか、preDsg1
に対してmatDsg1よりも強い結合性を示した。
一方で、すべてのチュニジア人および日本人
の PF 血清は、preDsg1 と matDsg1 に同等の反
応もしくはmatDsg1により強い反応性を示し
た（図 3）。 

 
 またチュニジア健常人における抗 Dsg1 抗
体のエピトープは、Dsg1 の C 末端に近い EC3
から EC5 が中心であったが、チュニジア人の
PF では細胞外ドメイン全体に広がっており、
発症時には N 末端の EC1 と EC2 にも反応性

が拡大していた（図 4）。 

 この結果から、近年の研究で示唆されてき
た健常人における preDsg 特異的 B 細胞の存
在を支持するとともに、状況により preDsg
に対する自己抗体も産生されうることを示
した点で意義深いと考えられた。またチュニ
ジア人の風土病型 PF で、発症時に Dsg1 分子
N 末端の EC1 と EC2 に反応性が拡大したの
に対して、日本人の通常型 PF では発症と同
時に Dsg1 の N 末端に対する自己抗体が出現
していたことから、通常型と風土病型の PF
では発症機序が異なる可能性が示唆された。 
 
(2) 天疱瘡における「病原性決定領域」の検
討 
複数の天疱瘡患者から末梢血リンパ球を分
離し、B 細胞表面に発現している膜型 IgG の
cDNA のライブラリーを構築した。現在、Dsg
に結合する mAb を選別中である。 
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