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研究成果の概要（和文）：　天疱瘡は、表皮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。本研究では、天疱瘡患者の末梢血中から、自己抗体産生に関わるB細胞の活性化および分化において重
要な役割を果たす濾胞ヘルパーT細胞（Tfh）の検出を試みた。未治療の天疱瘡患者11例の末梢血単核球からCD3およびC
D4陽性の細胞集団を展開して、CXCR5およびICOSを高発現している細胞をTfh様細胞として観察した。天疱瘡患者の末梢
血単核球では、Tfh様細胞は健常人に比べて有意に高かった。また病勢が制御された後は、末梢血中のTfh様細胞の割合
が有意に減少していた。

研究成果の概要（英文）：Pemphigus is an autoimmune disease caused by IgG autoantibodies against 
desmogleins (Dsgs). The mechanism of production of anti-Dsg autoantibodies in pemphigus has not been 
elucidated. In this study, we aimed to establish follicular helper CD4 T cells (Tfhs) that are considered 
as specialized providers of B cell help in the peripheral blood in pemphigus, We detected Tfh-like cells 
with high expression levels of CXCR5, PD-1 and ICOS (CD278) on the cell surface in the population of 
double positive for CD3 and CD4 using peripheral blood monocytes (PBMCs) from 11 patients with pemphigus. 
The percentage of peripheral Tfh-like cells in CD4+ PBMCs in pemphigus patients without treatment were 
significantly higher than those in PBMCs from healthy controls. After treatment, the ratio of Tfh-like 
cells decreased by more than 50% in 10 out of 11 cases with pemphigus, suggesting that the numbers of 
Tfh-like cells may reflect the disease activities.

研究分野： 皮膚科
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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（desmoglein; Dsg）に
対する自己抗体により、皮膚および粘膜に水
疱を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て以
来、ELISA 法の開発やエピトープ解析など、
患者血清中の自己抗体を用いた天疱瘡の病
態解明が進められてきた。しかし、天疱瘡患
者において自己抗体が産生される機構につ
いては、未だに明らかになっていない。申請
者は、天疱瘡における Dsg 特異的 B 細胞の研
究に従事してきたが（Yamagami et al. J 
Immunol 2009, Yamagami et al. J Clin Invest 
2010）、特定の B 細胞の解析をめざそうとす
ると、なぜ患者の体内で自己抗体が産生され
るのかという疑問に直面し、より上流のイベ
ントにあたるDsg特異的B細胞が活性化され
る機構を解明したいと考えた。 
 近年、抗体産生における B 細胞の活性化機
構が明らかにされてきた。二次リンパ組織は、
T 細胞領域とその外側の B 細胞領域（濾胞）
から構成されており、抗原刺激を受けた成熟
B 細胞は、樹状細胞からの抗原提示によって
活性化されて CXCR5 を発現した濾胞ヘルパ
ーT 細胞（follicular helper T cells; Tfh）と T/B
細胞の境界領域において反応する。Tfh の作
用を受けた活性化 B 細胞は、Bcl-6 を強発現
して胚中心 B 細胞へと分化し、可変領域に体
細胞超突然変異（somatic hypermutation）を
導入することで抗体に新たな多様性を誘導
する。この際に、抗原に対する親和性がより
強くなった抗体産生クローンの選択、定常領
域の IgMから IgGへのクラススイッチが起こ
る。さらに胚中心に移動してきた Tfh が産生
する IL-4 や IL-21 などに誘導されて、胚中心
B 細胞は形質細胞に分化して効率的に抗体を
産生するとともに、免疫記憶 B 細胞や長期生
存形質細胞に分化して、生体内のリンパ組織
や骨髄で長期間にわたり生存する（Nutt et al. 
Nat Immunol 2011）。 
 このように、胚中心の形成は抗体反応の活
性化と成熟に大きな貢献を果たしており、Tfh
を介したB細胞の分化異常が自己免疫疾患の
原因になると考えられている。天疱瘡におい
ても自己抗体産生に B 細胞と Tfh との相互作
用が関与していると予測されるが、以上の反
応はリンパ組織で起きているため患者検体
を使った観察が困難である。これに対して、
末梢血のリンパ球は比較的容易に解析する
ことができ、SLE などの自己免疫疾患におい
て血中自己抗体の上昇に呼応して、末梢血中
に CXCR5 を高発現する T 細胞の増殖が観察
されるなど、末梢血中で Tfh のように B 細胞
に作用できる Tfh 様細胞の研究は散見される
ようになってきた（Morita et al. Immunity 
2011, Simpson et al. Arthritis Rheum 2010）。 
末梢血中の CXCR5 高発現 T 細胞とリンパ組
織の濾胞における Tfh との関係は、依然とし
て明らかではないが、末梢血中の記憶ヘルパ

ーT 細胞が B 細胞反応を促進するという知見
は、自己免疫疾患において末梢血中から Tfh
の役割を果たす T 細胞（前駆細胞や分化途中
の細胞の可能性もある）が単離できる可能性
を示唆している。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、天疱瘡患者の末梢血 T 細胞の中
から Tfh の表面マーカーを持ったものを選別
し、Dsg 特異的 B 細胞との相互作用を観察す
ることで、末梢血中の T/B 細胞の相互作用が
自己抗体産生にどのような役割を果たすか、
その詳細を検討することが目的である。 
 また、ヒト試料を用いた研究を進めると同
時に、当研究室で開発された天疱瘡モデルマ
ウスにおいて、自己反応性 B 細胞と Tfh の関
係を解析することも計画した（Amagai et al. 
J Clin Invest 2000）。このモデルマウスは
Dsg3 欠損マウスを rDsg3 で免疫し、その脾
細胞を免疫不全マウス（Rag2 欠損マウス）
に移入することで作成される。純粋な自己免
疫発症モデルとして扱うことに関しては注
意が必要だが、これまでの Tfh の研究におい
てもB細胞の標的抗原が皮膚に存在し続ける
マウスの系は報告がなく、新しい知見を発信
できる可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
 天疱瘡患者末梢血単核球から、Tfh の表面
マーカーを持つ細胞（以下、Tfh 様細胞）を
単離する。フローサイトメトリーで CD4 陽
性細胞集団を展開して、CXCR5 および PD-1
を高発現している細胞を Tfh 様細胞として単
離する。ただし ICOS や他の表面マーカーを
用いる方法も考えられるので、至適条件の検
討を行った。同様に、申請者らが以前に行っ
た方法で、天疱瘡患者末梢血から Dsg 特異的
B 細胞の単離を試みた（Yamagami et al. J 
Dermatol Sci 2008）。末梢血 Tfh 様細胞 と
Dsg 特異的 B 細胞を反応させ、組み換え Dsg
を撒布したプレート上の ELISPOT で Dsg 特
異的B細胞の抗体産生が増強するか観察した。
Tfh 様細胞と Tfh の表面マーカーを持たない
末梢血 CD4 陽性 T 細胞群との比較、また Dsg
特異的 B 細胞と末梢血単核球中の全 B 細胞、
および全単核球との比較をそれぞれ行うこ
とで、B 細胞の活性化・分化・抗体産生にお
ける Tfh 様細胞の作用を検討することを試み
た。 
 また、B 細胞の活性化に必要なサイトカイ
ンとして、IL-4、IL-21 などが報告されている
の、この評価系で Dsg 特異的 B 細胞が活性化
された場合の、Bcl-6、ICOS、SAP などの転
写制御因子および Th1、Th2、Th17 それぞれ
の系のヘルパーT 細胞に関連するサイトカイ
ン、ケモカインの発現について RT-PCR で評
価した。また、T/B 相互作用に重要な分子を
予測し、その中和抗体存在下で B 細胞の活性
化がどのように変化するかの検討を立案し
た。T/B 相互作用時に Th バランスがどのよ
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