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研究成果の概要（和文）：天疱瘡は粘膜と皮膚に生じる自己免疫性の水疱形成疾患である。尋常性天疱瘡患者は
全例で口腔粘膜に水疱を形成する。天疱瘡の病態には自己抗体の病原性が大きく関与しており、自己抗体価と病
勢には一定の相関関係が認められることが確認されている。しかし実際の臨床では抗体価と病気の重症度が一致
しない症例が数多く存在する。そこで本研究では天疱瘡自己抗体の新たな病原性評価法を開発し臨床応用を目指
すことを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Pemphigus is an autoimmune blistering disease of skin and oral mucosa. The 
all of patients with pemphigus vulgaris have a blister in oral mucosa. Many of cases, pathogenic 
activity of the autoantibody correlate with clinical phenotype of the pemphigus, and it is confirmed
 their correlation. However, there are many cases that severity of clinical phenotype does not 
correlate with antibody titers. Therefore, we tried to develop a novel system to measure the 
pathogenic activity of the pemphigus autoantibody in this study.

研究分野：口腔粘膜疾患
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１．研究開始当初の背景 
 天疱瘡は粘膜と皮膚に生じる難治性の自
己免疫性水疱形成疾患である。天疱瘡自己抗
原蛋白は粘膜皮膚角化細胞間の接着装置で、
デスモゾームに存在するデスモグレイン
（Dsg）であり、尋常性天疱瘡（pemphigus 
vulgaris; PV）抗原が Dsg3、落葉状天疱瘡
（pemphigus foliaceus; PF）抗原が Dsg1 であ
る。天疱瘡はこれらDsg 蛋白に対する IgG 自
己抗体が病原性を発揮することにより発症
する疾患であり、これまでに我々は自己抗体
の病原性の解析を行ってきた。まず PV 自己
抗原を遺伝的に欠損する Dsg3 ノックアウト
マウス（Dsg3-/-マウス）は Dsg3 蛋白が発現
していない為に、Dsg3 に対する免疫寛容が
成立していないという免疫学的特性を利用
して PVモデルマウスを作製した（Amagai M, 
Tsunoda K et al. J clin Invest. 2000）。次に PV 
モデルマウスより抗 Dsg3 モノクローナル抗
体を複数単離し、PV 自己抗体の認識するエ
ピトープが病原性に関与する事を明らかに
した（Tsunoda K et al: J Immunol. 2003）。さら
にモノクローナル抗体の特性を応用し、・天
疱瘡自己抗体の量、・アフィニティ、・抗体の
internalization、・免疫グロブリンクラスなどの
因子が病原性に関与している事を明らかに
してきた（Kawasaki H, Tsunoda K et al. J Invest 
Dermatol. 2006. Calkins CC, Tsunoda K et al. J 
Biol Chem. 2006. Tsunoda K et al. Am J Pathol. 
2011）。一方で実際の臨床においては PV の
診断と治療において重要な指標としては、一
般的に抗体価が重要視されている。保険収載
され頻用されている組み換え Dsg 蛋白を抗
原とした ELISA 法は、抗 Dsg 抗体価の測定
が可能であり、天疱瘡の診断のみならず抗体
価と病勢が相関するために治療においても
有用なツールである事が確認されている。し
かし実際の臨床ではELISA 法で｢抗体価が低
いにもかかわらず非常に重症な症例｣や、逆
に｢抗体価が高いにもかかわらず軽症な症
例｣がしばしば見られ、抗体価と臨床的重症
度の乖離現象が見受けられる。この現象は
ELISA 法では抗体の量を評価することは可
能であるが、抗体の質（病原性）を評価する
ことが困難であることに起因すると考えら
れた。そこで我々は正常ヒト皮膚初代培養角
化細胞を用いた in vitro dissociation assay を
開発し、患者血清中における抗 Dsg3 抗体の
病原性を定量化することに成功した（Ishii K 
et al: J invest dermatol. 2005）。これは正常ヒト
皮膚より角化細胞を単離し、その初代培養細
胞シートに PV 患者血清を反応させ、機械的
ストレス（ピペッティング）を加えた後に断
片数をカウントし定量化する手法である。し
かし本法では正常ヒト皮膚を採取し、培養す
る必要があり細胞の入手が容易ではないと
いう難点も挙げられる。またこれまでに粘膜
皮膚型 PV でも検出される、抗 Dsg1 抗体の
病原性を定量化する方法は無かった。 
そこで、本研究ではこれらの問題を解決する

事を目標とした。 
 
２．研究の目的 
 天疱瘡の病態には自己抗体の病原性が大
きく関与しており、自己抗体価と病勢には一
定の相関関係が認められることが確認され
ている。本研究では実臨床において応用が可
能な天疱瘡自己抗体の新たな病原性評価法
を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
1. Dsg3-/-マウスおよび Dsg3+/-マウスを交
配する事により、Dsg3-/-マウス、Dsg3+/-マウ
ス、および Dsg3+/+マウスが得られる。マウ
ス皮膚よりの角化細胞単離には被毛を有さ
ない新生仔マウス皮膚が適しているものと
考えられた。そこで交配した新生仔マウスの
尾を断尾し、genotyping を行い実験に使用可
能なマウスの選別を行った。 
2. ヒトおよびマウス組換え Dsg 蛋白にて
ELISA プレートを作製し、PV 患者血清中の
抗 Dsg 抗体価を測定した。 
各臨床表現型と抗体価の相関に関してグル
ープ分けを行い、マウス組み換え Dsg 蛋白を
抗原とした ELISA 法を用いて PV 患者血清
中の抗 Dsg3 抗および抗 Dsg1 抗体のマウス
Dsg 蛋白との交差反応性を確認し抗体（血
清）を選別した。 
3. 抗体解析を実施した血清を用いて、従来
法の正常ヒト皮膚角化細胞を用いた In vitro 
dissociation assayを実施した。 
4. Dsg3-/-および Dsg3+/+新生仔マウス皮膚
よりの表皮角化細胞単離と保存法を確立し、
同時に各 Dsg アイソフォーム及び接着装置
関連蛋白の発現を確認した。 
5. マウス初代培養角化細胞シートの作製と
in vitro dissociation assay 法の確立培養におけ
る諸条件を検討した。 
6.  マウス角化細胞を用いた in vitro 
dissociation assay により、予め解析を行った
天疱瘡患者血清を用いて病原性解析を実施。 
マウス Dsg3 と交差反応性を有する天疱瘡患
者血清（粘膜優位型 PV および粘膜皮膚型
PV）を対象として実施した。同じ血清を用い
て実施した正常ヒト皮膚角化細胞を用いた
In vitro dissociation assay の結果と比較し有用
性を検討した。さらに Dsg3-/-マウス初代培養
表皮角化シートを用いた In vitro dissociation 
assay にてマウス Dsg1 と交差反応性を有す
る天疱瘡患者血清（PF および粘膜皮膚型
PV）を用いて病原性を検討した。 
 
４．研究成果 
1. 本実験の実施に際しては Dsg3 を発現し
ないマウスの安定した供給と使用が必須で
あった。そのため Dsg3-/-と比較してさらに安
定した供給が可能である Dsg 3を発現しない
マウス（K5-Dsg1-Dsg3-/-; Hata et al. J Dermatol 
Sci. 63(1): 2011）を使用した。 



2. Dsg組換えタンパクを用いたELISA プレ
ートにて PV 患者血清中の抗 Dsg 抗体価を
測定し、各臨床表現型における｢抗体価と臨
床症状が相関する群｣と｢抗体価と臨床症状
が相関せずに乖離する群｣にグループ分けを
行った（各５例抽出）。 
マウス組み換え Dsg 蛋白を抗原とした
ELISA 法を用いて PV 患者血清中の抗 Dsg3 
抗および抗 Dsg1 抗体のマウス Dsg 蛋白と
の交差反応性を確認し抗体（血清）を選別し
た。 
3. K5-Dsg1-Dsg3-/-新生仔マウス初代培養角
化細胞シートの作製と in vitro dissociation 
assay 法の確立培養における諸条件（初代培
養時の培養液、サプリメント、細胞数、カル
シウム濃度、培養時間）を検討し至適条件を
確立した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
（図１）K5-Dsg1-Dsg3-/-新生仔マウス皮膚を
用いた in vitro dissociation assay。左：健常人
血清、右：陽性コントロールに使用した ETA
を反応させたウェルでは細胞断片を多数認
める。 
 
4. K5-Dsg1-Dsg3-/-新生仔マウス初代培養角
化細胞シートを用いた in vitro dissociationの
では抗 Dsg3 抗体のみを有する粘膜優位型天
疱瘡（PV-M）血清に比較して、Dsg１を特異
的に消化する ETA、抗 Dsg1 抗体のみを有す
る落葉状患者血清（PF）、抗 Dsg1抗体および
抗 Dsg3 抗体を有する粘膜皮膚型天疱瘡
（PV-MC）血清では断片数が多かった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図２）K5-Dsg1-Dsg3-/-新生仔マウス初代培
養 角 化 細 胞 シ ー ト を 用 い た in vitro 
dissociationの結果。縦軸に細胞断片数を示す。 
PV-M：粘膜優位型天疱瘡血清、PF：落葉状

天疱瘡血清、PV-MC:粘膜皮膚型天疱瘡血清。 
 
 本研究により、これまでに測定が困難であ
った抗 Dsg１自己抗体の病原性定量化が可能
になった。今後、抗 Dsg抗体を有する様々な
自己免疫性水疱症の自己抗体病原性解析へ
の応用が期待される。 
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