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研究成果の概要（和文）：落葉状天疱瘡（PF）は表皮細胞間接着因子であるデスモグレイン１（Dsg1）に対する
IgG自己抗体によって生じる。PF血中の抗Dsg1抗体は病的抗体と非病的抗体から構成されていること解明されて
いる。今回、抗Dsg1 mAb単独または複数の抗Dsg1 mAb混合物を器官培養皮膚を用いて水疱形成機序を比較検討し
た。病的抗体と非病的抗体の混合によるポリクローナル抗体では、p38 MAPK依存性にDsg1の凝集が起こり、デス
モソーム構造変化を促進することで病的抗体単独よりも細胞間接着阻害活性を増強した。非病原性抗体は病原性
抗体と協同して水疱形成に関与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Pemphigus foliaceus (PF) is an autoimmune blistering disease caused by 
autoantibodies (Abs) against desmoglein 1 (Dsg1). PF sera contain polyclonal Abs which are 
heterogeneous mixture of both pathogenic and non-pathogenic Abs, as shown by isolation of monoclonal
 Abs (mAbs).The purpose of study is to investigate how pathogenic and non-pathogenic anti-Dsg1 Abs 
contribute to blister formation in PF.　Using organ-cultured human skin, we compared the effect of a
 single pathogenic anti-Dsg1 IgG mAb, a single non-pathogenic anti-Dsg1 IgG mAb, and their mixture 
on blister formation as analyzed by histology, subcellular localization of IgG deposits and 
desmosomal proteins by confocal microscopy. We found a polyclonal mixture of anti-Dsg1 IgG 
antibodies enhances pathogenic activity for blister formation associated with p38MAPK-dependent Dsg1
 clustering and that not only pathogenic antibodies but also non-pathogenic antibodies coordinately 
contribute to blister formation in PF.

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、IgG 型の自己抗体を介する自己免
疫性水疱性疾患であり、尋常性天疱瘡（PV）と
落葉状天疱瘡（PF）の２型に大別される。その自
己抗原は、デスモゾームに存在するカドヘリン型
の 細 胞 接 着 因 子 で あ る デ ス モ グ レ イ ン ３
（desmoglein 3, Dsg3）と Dsg1 である。血清中の
抗 Dsｇ1・IgG または抗 Dsg3・IgG 自己抗体が表
皮細胞間接着阻害を誘導し、水疱形成すると理
解されている。デスモグレインは、膜貫通蛋白で
細胞外領域には、カドヘリンリピート領域が４つ
連なった分子構造をしており（EC1-4）、デスモゾ
ームにおいてデスモグレイン分子同士が向かい
合うデスモグレイン分子同士が、デスモグレイン
分子の先端に位置する EC1 領域でカルシウム
依存性に接着し、この構造がジッパー様に連な
っている構造をしていると考えられている。 

天疱瘡の水疱形成機序としては、自己抗体が
Dsg 分子接着面に結合することによる直接阻害、
細胞内シグナル伝達による酵素の活性化、エン
ドサイトーシスなどによるデスモゾームからの
Dsg3 分子の減少などが提唱されている。しかし
天疱瘡の水疱形成機序は未解決である。また、
最近、抗 Dsg3 モノクローナル抗体と PV 患者血
清中の抗Dsg3ポリクローナル抗体とでは水疱形
成機序が異なることが指摘され、抗Dsg3モノクロ
ーナル抗体では p38 MAPK 非依存的に水疱形
成が起こるのに対して抗 Dsg3 ポリクローナル抗
体は、p38 MAPK 依存性の Dsg3 の凝集とエン
ドサイトーシスを誘導し水疱形成することを示し
た。（Saito Met al, PLoS One 7(12):e50696, 
2012） 

落葉状天疱瘡の抗 Dsg1 抗体は Dsg１細胞外
領域 EC1-5 の様々なエピトープを認識する IgG
抗体で構成されたポリクローナル抗体であること
がわかっている。天疱瘡の病態解明を目的とし
て、我々はファージディスプレイ技術を用いて落
葉状天疱瘡患者から抗 Dsg1 モノクローナル抗
体を複数単離するのに成功しており、Dsg1 抗体
は病原性に多様性があり、水疱形成を誘導する
病原性のあるモノクローナル抗 Dsg１抗体と水疱
形成を引き起こさない非病原性抗 Dsg１抗体か
ら構成されていること明らかにした。しかし、個々
の抗 Dsg1 抗体がポリクローナルな状況下で水
疱形成にどのような役割を果たしているのか、非
病原性抗体は in vivo の状況下で水疱形成に全
く関与しないのかはまだ解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、モノクローナル抗体とポリクロー
ナル抗体による水疱形成機序の違いに着目し、
その相違点を明確にすることで落葉状天疱瘡の
水疱形成機序の解析を行った。 
 
３．研究の方法  
 
（1） 一本鎖抗Dsg１モノクローナル抗体とIgG型

の抗Dsg1モノクローナル抗体の精製 

ファージディスプレイ法を用いてPF患者末血
単球から複数のモノクローナル抗体を単離して
いる。病原性を有する抗Dsg１抗体（PF1-8-15）と
非病原性抗Dsg1抗体（PF1-2-6, PF1-2-22）が
複数単離されている。これらのモノクローナル抗
体は、重鎖、軽鎖の可変領域をリンカーで結合し
た一本鎖抗体の形で単離されている。患者血清
中の抗Dsg1抗体はIgG型の抗体であるので、一
本鎖抗Dsg1モノクローナル抗体をIgG型に変換
する必要がある。ヒトIgG１型の発現ベクターに重
鎖、軽鎖の可変領域を組み込み、発現プラスミド
を作成する。精製した抗Dsg1モノクローナル抗
体プラスミドを293FT細胞にトランスフェクションし、
回収した細胞培養液からprotein Aカラムを用い
てモノクローナル抗体を精製した。 
 
（2） 抗Dsg１モノクローナル抗体単独と抗Dsg1モ

ノクローナル抗体の混合物によるDsg1分子
の変化とその他デスモゾーム関連分子の変
化の差異の解析 
 

精製したIgG型抗Dsg1モノクローナル抗体によ
る水疱形成機序をヒト器官培養皮膚（ex vivo）を
用いて解析する。具体的には、正常ヒト皮膚を採
取し、至適濃度の抗体を真皮側から50μl皮内
注射する。その後、培養液を入れたトランスウェ
ル上で37℃で器官培養を行う。注射から22時間
後に回収し、HE染色、蛍光抗体法、電子顕微鏡
用固定、包埋後免疫電顕法の検体としてブロッ
ク作成を行う。注射するパターンは、コントロール
（PBS）、病原性モノクローナル抗体単独、非病原
性モノクローナル抗体単独、病原性モノクローナ
ル抗体と非病原性モノクローナル抗体の混合の
4種類を用いる。 

HE染色では棘融解の有無を確認する。蛍光
抗体法では表皮細胞間のIgG抗体の沈着の変
化を、Dsg1の細胞内分布、デスモゾーム関連分
子（デスモプラキン、プラコグロビン、デスモコリ
ン）を２重染色で観察する。電子顕微鏡ではデス
モソームの数、大きさの変化、ケラチン線維の変
化、細胞間離解の微細構造の変化を観察する。 

次に、抗Dsg1ポリクローナル抗体と抗Dsg1モノ
クローナル抗体単独の水疱形成機序の相違を
生じさせる因子を検討する。具体的には、エピト
ープの異なる複数のモノクローナル抗体の混合
物を投与する他、IgG型モノクローナル抗体と一
本鎖抗体の混合物をヒト器官培養皮膚に投与し、
前述と同様の手法を用いて棘融解、Dsg1の凝集、
デスモゾーム関連分子の局在の変化を検討す
る。 
 
（3） In vitro病的活性測定法を用いて抗Dsg1モ

ノクローナル抗体の複数混合物刺激により
細胞接着阻害活性が増強するかを確認す
る。 
 

Dispase based dissociation assay を用いて細
胞接着阻害活性の強度を確認する。具体的に
はヒトケラチノサイトを 12 ウェルの培養プレートで
培養し細胞シートを作成する。至適濃度の抗体



を添加しインキュベーションし、その後ディスパ
ーゼで細胞シートを剥離し、ピペッテングによる
機械的ストレスにより細胞シートが断片化するの
かを確認する。 
 
４．研究成果 
 
（1） 病原性抗体に非病原性抗体を加えると表

皮下層において IgG 及び Dsg1 の染色パタ
ーンが変化する。 
 

ヒト皮膚器官培養系を用いて病原性抗体、非
病原性抗体、その両者の混合物を注射し凝 22
時間後に、IgG の沈着パターン、Dsg1 の細胞内
分布を共焦点顕鏡で観察し、水疱形成の有無
を HE 染色で確認した。病原性抗 Dsg１モノクロ
ーナル抗体単独の場合、表皮浅層において裂
隙形成が観察され、IgGとDsg1の分布は表皮細
胞膜上に見られた。非病原性抗体単独の場合、
水疱形成は認めず、IgG と Dsg1 の分布が表皮
細胞膜上に見られた。一方、病原性モノクロー
ナル抗体と非病原モノクローナル抗体を混合し
た場合、表皮浅層において裂隙形成が観察さ
れ、IgG と Dsg1 の染色パターンが異なり表皮下
層に凝集している像が観察された（図１）。 

また、電顕で表皮構造を観察すると、コントロ
ールと比較して抗体を注射した検体では表皮細
胞間の離解がありデスモソームの長さが短くなっ
ていた。特に、モノクローナル抗体を混合した場
合は、Dsg１の凝集によってデスモソーム長がよ
り短くなっておりデスモゾームの分解促進してい
ることが推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

（2） ポリクローナル抗体による Dsg1 の凝集は、
p38 MAPK 依存性である。 

PV 血清、抗 Dsg３抗体を用いた実験系にお
いてp38MAPKはDsg3の凝集、エンドサイトーシ
スを介して水疱形成に重要な役割を果たしてい
るとの報告がある。そこで我々は、ヒト皮膚器官
培養系の実験において p38 MAPK 阻害剤で前
処置した皮膚を用いて水疱形成実験を行った。
P38 MAPK 阻害剤により Dsg1 の凝集は抑制さ
れたが水疱形成は抑制できなかった。したがっ
て、Dsg1 凝集は p38MAPK 依存性であるが、水
疱形成にとっては必須な因子ではないと考えら
れた。 
 
（3） 病原性抗体に非病原性抗体を加えると細

胞接着阻害活性が増強される。 
 

培養ケラチノサイトを用いて水疱形成能を半
定量的に解析した。非病原性抗体単独の場合、
水疱形成能はない。病原性抗体単独の場合、コ
ントロールに比して３倍の細胞接着阻害活性が
あった。病的抗体と非病的抗体の混合物は、病
的抗体単独のものより細胞接着阻害活性を増強
していた。（図２） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
考案 
 

モノクローナル抗 Dsg1 抗体と複数のモノクロ
ーナル抗体の混合物による水疱形成能を比較
検討することにより、ポリクローナル抗体であるこ
とも水疱形成能に関与していることが判明した。
単独では水疱形成能のない非病原性抗体が単
独で水疱形成能を持つ病原性抗体と一緒にな
ると水疱形成能を増強させた。本研究から推察
される水疱形成機序は、モノクローナル抗体単
独の場合、p38MAPK 非依存性に Dsg1 同士の
trans 結合阻害を起こし、水疱形成を誘導する。
ポリクローナル抗体の場合、病原性抗体による
trans 結合阻害に加えて、非病原性抗体が病原
性抗体と共同して p38MAPK 依存性 Dsg1 
clustering を誘導することでデスモソーム構造変
化を促進し、細胞間接着阻害を増強すると考え
られる。結論としては、落葉状天疱瘡では、病原
性抗体だけでなく、非病原性抗体も水疱形成に

図１．器官培養ヒト皮膚において病原性

抗体と非病原性抗体の混合物の投与によ

り Dsg1 の凝集が誘導された。 

図２. 病原性抗体と非病原性抗体の混

合物は、病原性抗体単独よりも細胞接着

阻害活性を増強させる。 



関与していることが解明された。 
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