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研究成果の概要（和文）：天疱瘡ではELISA法による抗体価のモニタリングが治療効果判定に実用化されている。現行E
LISA法の精度を上げるためにEDTA-ELISA法で非立体構造に結合する抗体を測定し、現行ELISA法との差を立体構造抗体
価とすることにより、より病勢を反映した検査法に改良した。本法は臨床症状との相関がより優れていた。寛解期の高
抗体価症例抗体の病因性を推定するためにも有用である。他、病因性抗体を培養細胞に添加後、プロテオ－ム解析を行
った。病因性抗体による棘融解誘導経路を解明したい。本疾患の自己抗体の病因エピトープや水疱形成機序を解明する
ことは新しい治療法の開発につながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Pemphigus is an intractable autoimmune blistering disease caused by IgG autoantibo
dies against the extracellular domains (ECs) of desmogleins (Dsgs). We have modified enzyme-linked immunos
orbent assay (ELISA) using ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) to detect only nonpathogenic anti-Dsg3 a
ntibodies against the non-calcium (Ca2+)-dependent epitopes. Using this method, anti-Dsg3 serum antibodies
 against the Ca2+-dependent epitopes can be obtained. In this study, we examined the reliability of the EL
ISA-determined activities of anti-Dsg3 serum antibodies against the Ca2+-dependent epitopes in clinical ca
ses and demonstrated a significant correlation between the ELISA-determined activities of anti-Dsg3 serum 
antibodies against the Ca2+-dependent conformational epitopes and the clinical disease activities of PV pa
tients. The conformational Dsg3 ELISA index showed improved correlation to the disease activity when monit
ored in individual cases.
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１．研究の学術的背景  

 尋常性天疱瘡は、表皮細胞間接着因子デス

モグレイン(Dsg)に対する自己抗体により発

症する自己免疫性水疱症である．全身にびら

ん水疱を形成し、ステロイド剤全身投与を主

体とする免疫抑制療法で年余にわたって治

療する必要があり、年間 300 人が新規に発症

し、うち 70%が入院加療をうけている。 

病因性抗体検査法 現在、Dsg 抗体価は天疱

瘡の重症度に基づく治療法選択および効果

判定の主要基準の１つである．一般的に重症

度と抗体価は相関するが例外も多く、その理

由の一つとして現行ELISA法は病因性を反映

しないことが挙げられ、抗体の病因性を評価

する検査法が臨床現場で求められている．天

疱瘡抗体の病因性に関与する因子の一つに

エピトープの位置が挙げられている．Dsg3 は、

カルシウム依存性立体構造を介して結合し、

この領域に結合する抗体は病原性が高いこ

とが確認されている．Dsg3 を EDTA 処理する

と Ca 結合が外れ立体構造が消失する． 

棘融解形成機序 表皮間結合の低下（棘融

解）は天疱瘡における疾患の本質でありその

程度が重症度を左右する．自己抗体が棘融解

を生じる機序には、直接阻害説（デスモソー

ムが抗体により分断されるという考え．）

Dsg3 欠損デスモソーム説（抗体が Dsg３の分

解消失を促進し、結合力の弱い Dsg3 欠損デ

スモソームを形成し、機械的な刺激や炎症に

よって棘融解が生じるという考え）、細胞内

シグナル伝達経路誘導説の 3説があり、長年

論争になっている．私達は，抗体が細胞内の

シグナル伝達機構を活性化し Dsg3 の選択的

な欠失により Dsg3 欠損デスモソームが形成

されることをはじめて明らかにした（Aoyama 

et al. J Invest Dermatol. 1999, Kitajima 

& Aoyama, Clin Rev Allergy Immunol. 2007, 

review）．これは「細胞接着分子の細胞外ド

メインに結合する自己抗体が表皮細胞内の

シグナル伝達系を介して細胞生物学的に細

胞接着を低下させる」という自己免疫性水疱

症の病態解明研究分野に全く新しい領域を

開くさきがけとなった．この１０年間に Dsg3

欠損デスモソームが形成されることは広く

認められてきたが、その詳細な機序と病的意

義について引き続き解明し発表する必要が

ある．天疱瘡の水疱形成機序/細胞内伝達機

構の解析結果は新たな表皮細胞の細胞接

着・運動・増殖分化機能制御機構を追求する

ことにつながる．さらにシグナル伝達を抑制

する新規治療法の開発にも繋がると考えら

れる． 

 

２．研究の目的 

1)病因性抗体検査法 検査方法の確立（抗体

病因性との相関性）、臨床検体を用いた検査

値と重症度との相関を検討する。病因性抗体

のエピトープの解析を行う。 

2)棘融解形成機序 病因性抗体による細胞

内シグナル伝達機構を解析する。非病因性抗

体の違いを比較検討する。 

３．研究の方法 

1)試料 天疱瘡患者血清(50 例) 非天疱瘡患

者で抗 Dsg 抗体が検出された 10 例（慢性関

節リウマチ(RA)6 例、健常人 1例、Bowen 病 1

例、類天疱瘡(BP)1 例、扁平苔癬 1 例）を対

象とした。 

2)病因性抗体検査法  

Dsg は細胞外ドメイン，1 回膜貫通ドメイ

ン，細胞内ドメインからなる．Dsg3 細胞外ド

メインには Ca2+依存性立体構造エピトープと

Ca2+非依存性構造エピトープが分布する。わ

れわれは，Dsg3 細胞外ドメインが固層化され

た Dsg3 ELISA プ レ ー ト を

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)処

理し，Ca2+をキレートすることで Ca2+依存性立



体構造を変換し（EDTA-treated ELISA），様

々なエピトープのモノクローナル抗体の結

合性を検討する． Dsg3 ELISA index value

と EDTA-treated Dsg3 ELISA index value の

差を算出することで得られる ELISA index 

value は，病因性の高い抗体のみを反映する

ELISA index value を計算値として得る． PV

の病勢をより鋭敏に反映し治療効果判定の

指標としての有用性を採血時の Pemphigus 

disease area index(PDAI)との相関を検討す

る。適切な症例を抽出して Dissociation 

assay で細胞接着力との関連性を検討する。

Dissociation assay は in vitro で PV 患者血

清中に含まれる抗体の病因性を評価する方

法である．まず，PV 患者血清より IgG 分画を

精製し(PV-IgG)，シート状に培養した DJM-1 

細胞(human skin squamous cell carcinoma 

cell line)に加え，抗体刺激をする．抗体刺

激後，シート状の培養細胞に物理的刺激を加

える．抗体刺激により細胞間接着力が低下す

ると，シート状に培養された細胞は物理的刺

激に対し脆弱になり断片化をおこす．その断

片数によって細胞間接着力低下能を評価し

病因性を比較検討する．病因性の高い PV-IgG

では細胞は細かく断片化される．これにより

抗体の病因性を定量する。 

3) プロテオ−ム解析：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。 

４．研究成果 

 EC1-2 に結合する Dsg3 モノクロ抗体と

EC4-5に結合するDsg3モノクロ抗体の抗体価

を検討した結果、EDTA 処理 Dsg3 ELISA 法の

抗体値は EC45 ドメインに結合する抗体価を

測定していることが明らかになり、従来法

Dsg3ELISA 値-EDTA-ELISA 値は、立体構造に

対する抗体価を示す。また、患者血清を用い

て 得 ら れ た 測 定 を 行 い 、 病 因 性 を

Dissociation assayで検討したところ病因性

を反映することが明らかになった。さらに、

採血時の PDAI のある 15 例 52 検体を用いて

Dsg3 立体構造抗体価を測定しさらに PDAI と

の相関を解析した。従来法と比較して立体構

造抗体はPDAIとの相関がより鋭敏になった。

寛解期で皮疹のない患者の血清抗体価を測

定する目的で簡便で有用な情報が得られる

ことがあきらかになった。 

 全国から、臨床的に皮疹が軽微か消失して

いる Dsg3 抗体価の高い症例の測定依頼を受

けている。結果的に、患者抗体の病因性抗体

価は治療方針の決定と、病態への理解を深め

る野に役立っている。今後、実用化する必要

を感じている。本研究は、臨床現場のニーズ

を満たす基礎研究として非常に意義がある。

JAMA dermatology2014 中で、従来 ELISA 法と

PDAI の解離を説明する論文として高い評価

を受けた。 

プロテオーム解析 得られたタンパクの

データを今後解析していく． 

代表的なデータを図 1に示す．病因性が低

い AK20 抗体（赤左で上）と病因性が高い AK23

抗体処理サンプル（青右で下）を各々比較し

ていく．図１に示すように発現量に差がある

ものは，刺激により産生量に差がある可能性

があり，分子量に差があるものは，刺激後に

分解経路が活性化されている可能性がある

ので，今後 候補分子のデータについてそれ

ぞれ解析を行っていく予定である．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

図 1 解析データの１例 
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