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研究成果の概要： 
天疱瘡は、表皮細胞間接着構造であるデスモソームの構成成分であるデスモグレイン３に対す

る自己抗体により、表皮細胞間の接着が低下し全身の粘膜と皮膚にびらん水疱を形成する自己

免疫性水疱症である。抗体が表皮細胞に結合後細胞内で生じる細胞生物学的反応の解析を、

p120ctn関連キナーゼ（Src,EGF,RhoA,Fer,Fyn）に着目して解析した。結果 1,Srcキナーゼ
がデスモソーム構成分子の比率に影響を与えることが解明された。2.Dsg3の細胞外ドメインの
sheddingが生じMMP-9の関連が示唆された。3.Rho Aの活性型の増加が刺激直後に見られる
が、Dsg3の早期の分解には直接関与しないことが解明された。４．Dsg3の早期の分解過程に
p120ctnの結合性の変化が関与することが解明された。 
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１．研究開始当初の背景  
尋常性天疱瘡患者由来 IgGおよび抗デスモ
グレイン（Dsg）3モノクロナル抗体(mAb)
による表皮細胞内に生じる細胞内シグナル

伝達機構、特に Dsg3 の消失と Dsg3 欠損
デスモソーム形成に着目して研究を進めて

いた。Dsg3の消失と Dsg3欠損デスモソー

ム制御分子として p120ctnと p120ctn関連

キナーゼ（Src,EGF,RhoA,Fer,Fyn）に着
目して研究を行った。研究過程において、

Dsg3 が細胞外ドメインで分解することを
見いだしたので、Dsg3 の分解制御機構に
関する研究内容を追加し行った。 
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２．研究の目的  
Dsg3 細胞外ドメインにおける分解機構の解

明について：Dsg3 の分解調節機構に関与す

る分子機構を解明し、阻害することによって、

水疱形成を抑制する。 
 
３．研究の方法  
(１)免疫沈降法によるデスモグレイン

（Dsg）3 の分解産物の検出 

 培養細胞（DJM-1 細胞）を天疱瘡 IgG お

よび病原性の異なる AkmAb（0.3 mg/ml）で

刺激後、PBS で洗い、タンパク質分解酵素

阻害剤を加えた 1% Brij buffer(1% Brij 58, 

20m M Tris[pH7.8], 150 mM NaCl, 5m M 

iodoacetamide)で可溶化した。Dsg3 の c 末を

認識する抗体（AHP319）を結合した

proteinA ビーズで免疫沈降した。免疫沈降

物をウエスタンブロッティングで検討した。 

(２)使用抗体 抗 Dsg3 モノクロナール抗体

（AK シリーズ 慶應大学医学部皮膚科天

谷雅行教授より供与）, AHP319（serotech

社）Dsg3C 末端ポリクロナール抗体,BOS6

抗体(200-229AA で免役したポリクロナー

ル抗体を使用した。  

(３)Dsg3 と p120ctn の結合性の検討 

DJM-1 細胞をを天疱瘡 IgG および病原性の

異なる AkmAb（0.3 mg/ml）で刺激後、方法

１に記載した手法で、免疫沈降を行う際に

刺激に用いた IgG がプロテイン A ビーズに

吸着されるのを利用して、細胞膜上に発現

し、抗体の結合を受けた Dsg3 のみを回収し、

その細胞内ドメイン結合タンパク質を抗

p120ctn 抗体で検討した。 

４．研究成果 

我 々 は 本 年 度 、 候 補 分 子

（Src,EGF,RhoA,Fer,Fyn）の活性化や、
Dsg3との結合性、また阻害剤による Dsg3
の分解を検討した。その結果以下課題 1-4
に示すような知見が得られた。なお課題

(２)は既に投稿中であるが、課題 1,3,4は投
稿準備中もしくは継続して研究中のため結

果を示す図の掲載を控える。 
課題 1,Src キナーゼによるデスモソーム
構成分子の比率への影響。  
抗体刺激後に Srcキナーゼの活性化の報告
がある。さらに我々は培養表皮細胞に

wound scratchをすると細胞の消失した空
間に細胞が移動を開始した細胞で特異的に

Src の活性が観察され、天疱瘡抗体誘導
Dsg3 の分解が著明に増加することを確認
している。そこで、Src キナーゼの活性型
を表皮細胞に Transfectionして、デスモソ
ーム構成蛋白質の比率の変化を検討した。

結果 Dsg3は軽度減少、Dsg2が著明に減
少した。Dsg3と Dsg2の細胞外ドメインの
分解機構が異なることが示唆された。 
 
課 題 2.Dsg3 の 細 胞 外 ド メ イ ン の

shedding 機構。  

(１)異なるエピトープと病原性を持つ抗
Dsg3抗体による Dsg3の分解。 
 DJM-1 細胞をサブコンフレントの状態
に培養し、病原性の低い AK20, 18,病原性
の高い AK23mAbと天疱瘡(PV)IgGを 0.3 
mg/ml の濃度で 10 分間刺激した。細胞を
1% Brij buffer で可溶化し、Dsg3 の C 末を

認識する Dsg3 抗体を用いた免疫沈降法で

Dsg3 の分解産物を検出した。病原性の高い

AK23mAbと天疱瘡(PV)IgGで刺激したと
きだけ全長 Dsg3(130kDa)に加え 110kDa
の分解産物を検出した(Fig.1)。 
(２)AK23抗体刺激により誘導されるDsg3
の分解の時間経過における変化。 
 DJM-1 細胞をサブコンフレントの状態
に培養し、病原性の高い AK23mAb を 0.3 
mg/ml の濃度で 30 分間まで刺激した。細
胞を 1% Brij buffer で可溶化し、結果１と

同様に免疫沈降法で Dsg3 の分解産物を検



 

 

出した。AK23 刺激１分後から 110kDa の分

解産物が検出され 30 分の間分解産物の量

が増加し、全長 Dsg3 の量が減少していた

(Fig.2)。 

 
(３)AK23抗体によるDsg3の分解部位の検
討。 
 110kDa の Dsg3 分解産物を異なるエピ
トープをもつ(Fig.3 上)Dsg3 抗体でウエス
タンブロッティングした (Fig.3 下 )。
AK23,19,18mAb は 130kDa のみを認識し、
AK15mAb と BOS6pAb は 130kDa と
110kDaを共に認識した。 
 
 110kDaが細胞外EC2ドメインで切断さ
れるならば、EC1を含む断片が細胞培養中
に放出されると考え、DJM-1細胞を AK23
で刺激し培養液を AK23mAb で免疫沈降
を行い AK23mAb でウエスタンブロッテ
ィングを行った。未刺激時には約 30kDa

の短い断片が検出され AK23mAb 刺激に
より増加した。 

(４)MMP-9 阻害剤とチロシンキナーゼ阻
害剤(PP-1)は Dsg3 の分解を部分的に阻害
した。 
 これまでにアポトーシスの過程で Dsg3
が MMP9 によって切断されるという報告
があったので、AK23 によって誘導される
Dsg3 の切断に MMP-9 が関与するかどう
か確認した。培養 DJM-1 細胞の培地中に
MMP-9 阻 害 剤 を 加 え 1 時 間 後 に

AK23mAbで刺激した。同様に免疫沈降法
で Dsg3 の分解産物の産生を確認した。
MMP-9 阻害剤添加により 110kDa-Dsg3
の産生が部分的に抑制された。チロシンキ

ナーゼ抑制剤である genistein,PP-1前処理
後 PP-1 は部分的に分解を抑制したが
genisteinは抑制効果がなかった。 
(５)AK23mAb による MMP-9 の活性の時
間的推移。培養 DJM-1 細胞に AK23mAb 
(0.3 mg/ml)を加え 1 から 24 時間後の
MMP-9の活性を測定した。MMP-9の活性
は刺激後１時間以内では未刺激と差がなく

活性の増加はわずかで、24 時間後には
AK23mAb刺激により 1.0 ng/mlに活性が
増加し、未刺激サンプルに比較し有意な変

化であった(Fig.4) 



 

 

 

Fig4 

課題 3.Rho A と Dsg3 の早期の分解との
関連。  
 RhoA の関与に関する検討 抗体刺激後
１０から３０分後に RhoAの活性型が増加
し 120 分後に刺激前の状態に回復した。
Dsg3 の細胞膜からの分解に p120ctn が関
与し、p120ctnは RhoAを不活化すること
より、RhoA 活性を阻害した状態で抗体刺
激を加え Dsg3 の量を検討した。Dsg3 は
RhoA の活性の変化に拘わらず抗体刺激に
より分解した。さらに RhoAの野生型、活
性型、不活性型を細胞内に導入し RhoAの
活性の変化による Dsg3 の発現の変化を検
討したところ、不活性型 RhoAN19により
Dsg3 とβcatenin の発現低下を観察した。
RhoAの活性化はDsg3の分解に関与せず、
長時間の不活性化はアクチン細胞骨格のリ

モデリングの阻害を介してアドヘレンスジ

ャンクションとデスモソームに影響を与え

ている可能性が高い。これらの結果から、

デスモソームの形成分解に Srcと RhoAの
直接もしくは間接的な関与が示唆される。

さらに天疱瘡の新規治療開発に向け、解析

を続ける予定である。 
課題 ４． Dsg3 の早期の分 解過程に

p120ctn の結合性の変化が関与する。  

天疱瘡抗体結合後,細胞膜上に発現し抗体が

結合したDsg3のみを選択的にproteinAで回

収し、結合タンパク質を検討したところ、早

期に p120ctnの離解が観察された。現在、そ

の調節機構についてさらに詳細に解析中で

ある。 
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