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研究成果の概要（和文）：本研究では、デスモグレイン３（Dsg3）に対するIgG自己抗体による

尋常性天疱瘡をモデル疾患として、自己免疫発症機序の解明を目指した。Dsg3反応性T細胞に

は、自己抗体産生において病原性があるものとないものがあり、IL-4が病的抗体産生に重要で

あることが明らかにされた。また、ひとつのT細胞クローンが複数のB細胞に作用し、ポリク

ローナルな病的抗体を産生することが示された。病原性自己抗体による組織障害により、Dsg3

反応性B細胞が除去される新しいB細胞末梢免疫寛容機序の存在が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the mechanisms of peripheral 
tolerance using pemphigus vulgaris which is mediated by IgG autoantibodies against 
desmoglein 3 (Dsg3) as a model disease. Dsg3-specific T cells showed pathogenic 
heterogeneity in anti-Dsg3 IgG production and IL-4 was a key cytokine in this process. A 
single helper T cell clone was sufficient to commit polyclonal naive B cells to produce 
pathogenic IgG. Mature Dsg3-specific B cells were eliminated via a Fas-mediated process 
in a CD4+ T cell dependent fashion when tissue damages were induced by pathogenic IgG, 
suggesting a novel peripheral B cell tolerance mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 
 自己免疫性疾患は、21世紀を迎えた現在に
おいても、未だその発症機構が明らかにされ
ていない難治性疾患である。皮膚、口腔粘膜
に水疱、びらんを生じる尋常性天疱瘡

（Pemphigus Vulgaris, PV）は、最もその病
態が解明されている臓器特異的自己免疫疾
患のひとつであり、重層扁平上皮に特異的に
発現するカドヘリン型接着因子デスモグレ
イン３（Dsg3）に対するIgG自己抗体により
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誘導される致死的疾患である。 
 我々は、自己抗原ノックアウトマウスが欠
失した自己抗原に対して免疫寛容が成立し
ていない事実を利用して、新しい作成法によ
り天疱瘡モデルマウスを作成した。Dsg3を欠
失したマウス(Dsg3-/-マウス)の脾細胞を
Dsg3を発現するレシピエントマウス（Rag2-/-

マウス）に移植することにより、抗Dsg3 IgG
抗体が持続的に産生され、水疱、びらんを主
体としたPVの表現型が誘導された。さらに、
天疱瘡モデルマウスから、抗 Dsg3 モノクロ
ーナル抗体（mAb）を複数単離し、病的活性
を持つ（水疱を誘導する）抗体と持たない抗
体が存在することを示した。水疱を誘導でき
る AK23 mAb は、接着機能上重要であるＮ末
の細胞接着面に結合し、水疱を誘導できない
非病原性 mAb（AK7 mAb など）は、機能上あ
まり重要でない部位を認識していることを
明らかにし、エピトープの重要性を立証した。
さらに、これらのハイブリドーマ細胞から、
Ｈ鎖、Ｌ鎖可変領域のcDNAを単離し、抗Dsg3
抗体をＢ細胞膜表面に IgM として発現する
Ｂ細胞トランスジェニックマウスを作成し
た。非病原性抗体であるAK7 mAbの可変領域
を持つAK7-IgMマウスでは、骨髄のみならず、
脾臓、リンパ節などの末梢リンパ組織におい
ても、不活化されていない状態で AK7Ｂ細胞
が認められた。従って、Dsg3反応性Ｂ細胞の
少なくとも一部は、トレランスによる除去、
不活化を免れていることが示された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、自己免疫疾患における世界基
準となる独自の系を構築し、生理的条件下で、
臓器特異的自己免疫性疾患の標的抗原に対
する免疫寛容獲得機構を解明することを目
指す。 
（１）天疱瘡モデルマウスより、Dsg3反応性
Ｔ細胞クローンを単離し、ナイーブＢ細胞と
ともに Rag2-/-マウスに移植し、抗 Dsg3 IgG
抗体産生に関与するＴ細胞を同定する。病原
性抗 Dsg3 抗体を産生するＴ細胞の機能解析
をし、自己免疫反応抑制のためのＴ細胞の標
的を明らかにする。 
（２）臓器障害を誘導しない自己抗体の存在
は正常人においても知られている。Dsg3反応
性Ｂ細胞トランスジェニックマウスを用い
て、病原性、非病原性自己抗体投与により臓
器傷害のある状況とない状況を比較し、Dsg3
に対するB細胞末梢免疫寛容機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）Dsg3特異的T細胞株の樹立と抗体産生
に関与するT細胞の機能解析 
 組換えDsg3を抗原としてDsg3-/-マウスリ
ンパ球をin vitroで頻回に刺激して、Dsg3
反応性Ｔ細胞を樹立する。樹立した様々の

Dsg3特異的Ｔ細胞株とDsg3-/-Ｂ細胞を
Rag2-/-マウスに移植し、抗Dsg3抗体生産能を
検討し、天疱瘡を誘導するＴ細胞株を同定す
る。病原性および非病原性T細胞株のT細胞
エピトープ、MHC拘束性、T細胞受容体可変
領域、サイトカイン産生能を比較し、病原性
に重要な因子の候補を選択する。産生された
抗Dsg3抗体のエピトープを詳細に検討する
ことにより、病的抗体産生におけるＴ細胞-
Ｂ細胞相互作用の関係を解析する。 
（２）B細胞末梢免疫寛容機構の解析 
AK7-IgMマウスに、水疱形成を誘導する病的
抗体であるAK23 ｍAb,および水疱形成を誘
導しないAK7 mAbを投与し、末梢リンパ組織
におけるDsg3反応性Ｂ細胞の動的状態を解
析する。さらに、Dsg3反応性B細胞が除去さ
れた場合、その機序を解明する。 
 
４．研究成果 
（１）Dsg3特異的T細胞株の単離と抗体産生
に関与するT細胞の機能解析 
①Dsg3反応性T細胞株の樹立 
 T 細胞株を樹立するため、まずバキュロウ
イルス発現系で作成した Dsg3 細胞外領域組
換え蛋白を Dsg3-/-マウスの両足底に免疫し
た。1週間後に膝窩リンパ節と脾臓を摘出し、
単核球を調製した。次に大腸菌で作成した
種々のDsg3細胞外領域組換え蛋白を加え、T
細胞を複数回刺激後、限界希釈法により計59
個のT細胞株を樹立した。樹立されたT細胞
はすべて CD4 陽性細胞で、Dsg3 蛋白を MHC 
class II 拘束性に認識した。そのうち 20株
について、次のin vivoにおける病原性確認
実験を行った。 
②in vivo病原性評価系の確立 
 天疱瘡モデルマウス作成原理を応用し、
Dsg3反応性T細胞株のin vivoにおける病原
性評価系を考案した。天疱瘡モデルマウスで
はDsg3-/-マウス由来の脾臓のうち、T細胞と
B細胞のみをRag2-/-へ移植しても表現型が誘
導されることが分かっている。そこで、Dsg3-/-

マウス由来T細胞の代わりに、今回樹立した
T細胞株を磁気ビーズで分離したDsg3-/-マウ
ス由来 B 細胞と共に Rag2-/-マウスへ移植し、
Rag2-/-マウスに表現型が誘導されるか評価し
た（図1）。計20個のT細胞株のin vivo病
原性を評価した結果、7個の T 細胞株に病原
性があった。いずれも移植後、IgG型抗Dsg3
抗体の産生が確認され、蛍光抗体法により口
蓋粘膜のIgG沈着と病理学的には口蓋粘膜の
棘融解を認め、皮膚のびらん・脱毛を呈した。
残りの 13 個の T 細胞株については移植後 2
ヶ月以上観察しても抗 Dsg3 抗体産生や棘融
解像を認めることはなかった。さらにDsg3-/-

マウス由来B細胞のみを、あるいはOVA特異
的T細胞株とDsg3-/-マウス由来B細胞と一緒
に移植した場合でも PV の表現型は観察され



 

 

ず、この現象は Dsg3 特異的な反応と推測で
きた。以上の結果は、従来 PV の病態に重要
と考えられてきた Dsg3 反応性 T 細胞の中に
は、病原性を有するものと有さないものがあ
るという‘pathogenic heterogeneity’があ
ることを初めて明らかにした。 

 
図１ Dsg3 反応性 T細胞株により誘導され

た天疱瘡モデルマウス T細胞株（154#33）

およびDsg3-/-T細胞をDsg3-/-B細胞とともに

移植したマウスでは、抗体産生（口腔粘膜

上皮細胞膜におけるIgG沈着）が認められ、

水疱、びらん形成（矢印、病理像：矢頭）

が認められるが、T 細胞株（152#25）では、

天疱瘡の表現型は誘導されなかった。 

 
③Dsg3反応性T細胞株の特性と病原性規定因
子の同定 
 T細胞株をマイトジェンで3日間刺激後、T
細胞を回収し RT-PCR により遺伝子発現につ
いて検討し、病原性との関連を統計学的に解
析した。Dsg3反応性T細胞株がDsg3を認識
するために使用しているT細胞受容体は各種
のV遺伝子が使用されていたが、病原性との
関連は認めなった。また各種サイトカイン
(IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-, 
TGF-)およびケモカイン受容体（CCR7, CCR4, 
CXCR5, CRTH2, CXCR3）の発現もさまざまな
パターンを示したが、病原性と関連があった
のはIL-4とIL-10であった。 
 IL-4、IL-10、IFN-の可溶性受容体である
sIL-4R、sIL-10Ra、sIFN-  R1 を発現する
組み換えアデノウイルスを作成し、これを
Rag2-/-マウスに尾静脈から投与した。5 日後
に病原性を示した Dsg3 反応性 T 細胞株と
Dsg3-/-マウス由来B細胞をRag2-/-マウスに移
植した。これらマウスでは可溶性サイトカイ
ン受容体が一ヶ月間以上血中に存在するた

め、その間生体内のサイトカインと結合しサ
イトカインの機能が阻害される。その結果、
sIL-4Rを発現させたマウスで抗Dsg3抗体価
の減少や PV の表現型の抑制を認めたが、
sIL-10R、sIFN-  R1を発現させたマウスで
は明らかな抑制は認められなかった。以上の
結果から、IL-4はDsg3反応性T細胞株の病
原性規定因子の一つであり、IL-4が将来の新
規治療標的として期待された。 
④病的抗体産生におけるＴ細胞-Ｂ細胞相互
作用 
 ある特定の抗原に対する抗体産生におい
て、CD4+ヘルパーT細胞クローンとナイーブB
細胞クローンの数的関係は不明であった。す
なわち、ひとつのB細胞があるエピトープに
対する抗体を産生する際に、ひとつのT細胞
クローンで十分なのか(図2b)、あるいは複数
の同一抗原に対するT細胞クローンを必要と
するのか（図 2a）。あるいは、ひとつの T細
胞は複数のB細胞クローンに作用できるのか
(図2c)。1種類のT細胞クローン株をナイー
ブDsg3-/-B 細胞と移植し、レシピエントマウ
スにおいて産生される抗 Dsg3 IgG 抗体のエ
ピトープを、マウスDsg3/Dsg1スワッピング
分子4種を用いて検討した。その結果、マウ
ス血清は複数のスワッピング分子に反応し、
血清中には Dsg3 分子上の複数のエピトープ
と反応する抗体が存在することが明らかと
なった。従って、Dsg3反応性T細胞は１クロ
ーンで複数のＢ細胞クローンに作用するこ
とが可能であり、図 2c が正しいことが示さ
れた。患者血清中には、ポリクローナルな抗
Dsg3 抗体が存在することが知られているが、
抗体産生に関与するT細胞クローンは少数で
あることが示唆され、T 細胞クローンを標的
とする治療法により効率よく抗体産生を抑
制できる可能性が示された。 

図２ 抗体産生におけるT細胞クローンとB

細胞クローンの関係 

 
（２）B細胞末梢免疫寛容機構の解析 
 天疱瘡抗原（Dsg3）に対し病原性を有さな
いモノクローナル抗体AK7 mAbより作成した
AK7-IgM B 細胞トランスジェニックマウスで
は、末梢組織に Dsg3 が存在するにもかかわ
らず、Dsg3に反応するB細胞が脾臓、リンパ
節に存在し、不活化もされていない。ところ
が、AK7-IgMマウスに病原性を有する抗Dsg3



 

 

抗体（AK23 mAb）を投与すると、皮膚、粘膜
に水疱が誘導され、Dsg3反応性B細胞が、脾
臓、リンパ節から消失することが観察された。
病原性を有さないAK7 mAbあるいはAK9 mAb
を投与しても、B 細胞は除去されなかった。
AK7 B細胞を野生型マウスに移植しAK23 mAb
を投与すると、AK7 B 細胞が選択的に除去さ
れた。AK7 B 細胞を Dsg3-/-マウスに移植し
AK23 mAbを投与すると、AK7 B細胞は除去さ
れなかった。AK7 IgM- Rag2-/-マウスでは、AK23 
mAb による AK7 B 細胞の消失が著しく抑制さ
れた。さらに、AK7 IgM- Rag2-/-マウスに、野
生型 CD4+細胞をもどすと、AK23 mAb による
AK7 B 細胞の消失が復活するが、Dsg3-/-CD4+

細胞では、消失の復活は認められなかった。
AK7 IgM- Rag2-/-マウスに、FasL に変異があ
る gld マウス由来 CD4+細胞をもどしても、
AK23 mAbによるAK7 B細胞の消失の復活は見
られなかった。Bcl2を過剰発現するAK7 IgM- 
Bcl2 マウスでは、AK23 mAb による AK7 B 細
胞の消失が抑制された。 
 以上の結果より、非病原性を示す抗体を産
生している間は、そのような自己反応性B細
胞が存在していても免疫系は無視をしてい
るが、病原性を示す自己抗体が産生されると、
その標的臓器から何らかの危険信号が発せ
られ、抗原特異的にB細胞を除去する機序が
存在することが示唆された（図３）。この B
細胞除去の過程は、CD4+細胞依存性で、
apoptosis が関与することが明らかにされた。
病原性自己抗体による組織障害により、Dsg3
反応性B細胞が除去される新しいB細胞末梢
免疫寛容機構の存在が示唆された。 

図３ 組織障害により誘導される B 細胞末梢

免疫寛容機構 
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