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研究成果の概要（和文）：尋常性天疱瘡の病態シグナル伝達機構を解明するために，培養表皮細胞に病因性の異
なる抗デスモグレイン３抗体を作用させ，プロテオ－ム解析を行った。得られた結果をタンパクレベルで確認し
た。結果，細胞骨格，細胞接着分子，小胞体ストレスに関連する分子の変動を認めた。
　臨床の現場では，非病因性抗体があることが知られている。しかし，自己抗体の病因性を検討する検査が実用
化されていない。今回われわれは，現行の検査法を改良して病因性抗体を検出する系を構築した。
　

研究成果の概要（英文）： We have performed differential proteomic analysis of cultured keratinocyte 
stimulated with pathogenic/non-pathogenic anti-desmoglein3 antibody. Proteomic analysis and 
westernblotting analysis showed a significant enrichment of biological processes related to cell 
attachment, cytoskeleton organization, and ribosomal biogenesis. 
 We established novel method to detect pathogenic anti-Dsg3 antibody. The conformational Dsg3 ELISA 
index reflected the pathogenicity of anti-Dsg3 antibodies more accurately than the conventional Dsg3
 ELISA index. Using both conventional and EDTA-treated ELISAs would be useful in monitoring the 
disease activity of PV.
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１． 研究開始当初の背景 
（1）GeLC-MS 法を用いた天疱瘡の病因抗体
によるシグナル経路の解析 
天疱瘡抗体には病因性抗体と非病因性抗体
があり、天疱瘡抗体刺激により p38MAPK
や RhoA などを介したシグナル経路を介して細
胞骨格に変化が生じること、同時にDsg3欠損デ
スモソームが形成され棘融解することが明らかに
されている。 
（2）落葉状天疱瘡におけるデスモグレイン１抗体
エピトープの病期による比較 
落葉状天疱瘡は表皮細胞間接着因子デスモ
グレイン(Dsg)１に対する自己抗体による自己免
疫性水疱症である。臨床症状が軽快するととも
に抗体価も減少し、治療の指標として活用され
ている。しかしながら、寛解期でも抗体価の高い
症例をしばしば経験する。これまでにわれわれ
はDsg抗原ELISAプレートを EDTA処理しカル
シウム依存性立体構造を変換（EDTA 処理
ELISA 法）することで、天疱瘡患者に検出される
抗 Dsg 抗体のエピトープを区別し、病因性を区
別できることを報告してきた。 
 
２．研究の目的 
(1)われわれは、病因シグナルを解析し，治療の
標的を見いだし，病因性抗体の検出系を開発
することを目的とした。 
(2)本研究では落葉状天疱瘡患者に検出される
抗 Dsg1 抗体の臨床的特徴を調べ、EDTA 処理
ELISA法がスクリーニング検査として使用可能か
検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)培養表皮細胞を病因性モノクロナル抗体
(mAb)AK23 と非病因性 mAbAK20 で刺激後可
溶化し、1Dゲルで分離後分子量ごとにゲルを切
り出し、消化後 LC-MS/MS でプロテオーム解析
を行う。得られた結果をもとに，培養細胞系で候
補分子の発現を確認する。 
(2)EDTA 処理 ELISA 法 
 Dsg1 リコンビナントタンパクを固層化し
た ELISAプレートのマイクロカップを 0.5 mM 
EDTA にて室温 30 分処理をし、その後、従来
の ELISA プロトコールに従い吸光度(OD450)を
測定した。 
 
４．研究成果 
(1)候補分子から実際に発現を確認できたも
のは，抗体は 40 種類に及ぶため、中で比較
的差がみられた2分子について分子名は明ら
かにできないが、報告する。 
 Ras 関連タンパク分子 X AK23 と AK20 ど

ちらでも増加していた。病変部位では、棘融

解を起こした細胞や水疱底の基底細胞の上

部に強く発現していた（図）。 

 

ミトコンドリア酸化還元調節因子 Y AK23 と
AK20 どちらでも増加していた。棘融解を起こ
している細胞で強く染色性が増強していた
（図）。 

今回差がみられた分子が棘融解に直接関与
しているかが検討課題である。天疱瘡培養モ
デル系で，質量分析法を用いて，分子の分解
系に着目したプロトマップ法による解析を
開始し，タンパクレベルで結果の再現性を見
当している。量と局在のみならず、機能解析
を組み合わせることにより、より中心的な役
割をする病因シグナル伝達経路を解析して
いきたい。 
(2)すでにエピトープのわかっているモノク

ロナル抗体を用いて、EDTA処理した

ELISAplateへの結合性を検討した。 

立体構造に結合する scFv抗体と直線構造に

結合する p23抗体を用いて検討した。 

 
 
 
 



EDTA処理した Dsg1 ELISAplateは、エピ

ープのスクリーニングに使用できることが

わかった。 

患者血清の検討 活動期（Ａ）の病因性の高

い抗 Dsg1 抗体と寛解期（Ｉ）の非病因性抗

Dsg1 抗体を含む患者血清を用いてエピトー

プをスクリーニングした。立体構造に結合す

る割合いを■直線構造に結合する割合いを

□に示す。下図に示すように、5 症例でいず

れの時期の血清も立体構造 EC1-3 に結合す

る抗体が主体であることが明らかになった。

病因性の違いが見いだされなかった。 

まとめ 落葉状天疱瘡では、寛解期に検出さ

れる抗 Dsg1 抗体のエピトープから病因性を

推定する目的でEDTA-Dsg1ELISA法を応用

することはできないことが明らかになった。 
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