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研究成果の概要（和文）：難治性である腫瘍随伴性天疱瘡の病態解明を目的として、ファージディスプレイ技術を用い
て患者リンパ球より抗デスモグレイン３（desmoglein 3, Dsg3）モノクローナル一本鎖抗体を複数単離し自己抗体の詳
細な解析を行った。アミノ酸配列により単離された抗体は4群に分類された。抗体はDsg3の中央部のEC2－３領域を認識
していた。また、3つの抗体が細胞接着阻害活性を持っており、抗体により細胞接着阻害活性能に違いがあることが明
らかになった。単離されたモノクローナル抗体は患者血清中の抗体の特性を反映しており、腫瘍随伴性天疱瘡の病態解
明に役立つと考えられた。

研究成果の概要（英文）：To study the pathogenic mechanism of pareneoplastic pemphigus(PNP), we used phage 
display to clone monoclonal anti-Dsg3 antibodies from a PNP patient. We isolated 20 unique Dsg3-reactive m
Abs, which we classified into four groups according to amino acid sequence. Pathogenic assay showed that t
hree antibodies displayed pathogenic activity in blister formation with different potencies. Epitope mappi
ng showed that these pathogenic mAbs bound Ca(2+)-dependent conformational epitopes in the middle portion 
of the extracellular region of Dsg3. These mAbs reflect the unique polyclonal nature of anti-Dsg3 antibodi
es in PNP and represent an important tool for detailing the pathophysiological mechanisms of blister forma
tion in PNP.
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１．研究開始当初の背景 
 
天疱瘡は、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 、 そ れ ぞ れ デ ス モ グ レ イ ン ３
（desmoglein 3, Dsg3）と Dsg1 であり、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。また、新しく提唱された疾
患 群 と し て 腫 瘍 随 伴 性 天 疱 瘡
（paraneoplastic pemphigus, PNP）がある。
腫瘍随伴性天疱瘡は、悪性または良性の血液
系腫瘍（主にリンパ球系増殖性疾患）に伴い、
びらんを主体とする重篤な粘膜病変と多彩
な皮膚症状を呈し、その臨床経過は予後不良
のことが多い。デスモグレインおよびプラキ
ン分子に対する IgG 自己抗体を有する。 
申請者らは、自己抗体の詳細な解析を目的
として、ファージディスプレイ技術を用いて、
尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡患者リンパ球よ
りファージ抗体ライブラリを作成し、抗 Dsg3
および、抗 Dsg1・モノクローナル一本鎖抗体
を複数単離し、自己抗体レパートリを作成し
た。そして、天疱瘡抗体には多様性があり、
病的活性を持つ抗体、持たない抗体があるこ
とを証明した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では天疱瘡のもうひとつの亜型で
ある腫瘍随伴性天疱瘡に注目し、自己抗体の
詳細な解析を通じてこの難治性疾患の病態
解明を目的とする。 
具体的には１） 腫瘍随伴性天疱瘡のファー
ジ抗体ライブラリの免疫化学的特性と抗体
遺伝子解析２） 腫瘍随伴性天疱瘡患者の血
清を用いたエピトープマッピング３） 尋常
性天疱瘡、落葉状天疱瘡との比較を行う。以
上のことを施行することにより腫瘍随伴性
天疱瘡の発症機序が明らかになりより疾患
特異的治療の開発に役立つことが期待され
る。 
 
３．研究の方法 
 
１）腫瘍随伴性天疱瘡のファージ抗体ライブ
ラリの作成と抗デスモグレイン３モノクロ
ーナル抗体の単離 
 
腫瘍随伴性天疱瘡患者より単離した末梢血
単核球より mRNA を抽出、ファージディスプ
レイ技術をもちいてイムノグロブリンの重
鎖、軽鎖をリンカーで連結した一本鎖抗体を
ファージ表面に提示するファージ抗体のラ
イブラリを作成する。この抗体ライブラリを
Dsg3 ELISA プレートを用いて Dsg3 に反応す
るファージ抗体を単離する。 
 
２）ファージ抗体の免疫化学的特性と抗体遺
伝子解析 

 
ファージ抗体を可溶型の一本鎖抗体に変換
した後、個々のモノクローナル抗体の １． 
免疫化学的特性（デスモグレイン３上のエピ
トープなど） 2．病的活性 3．抗体遺伝子
の解析を行う。 
 免疫化学的特性は、ヒト皮膚、マウス皮膚
を用いた蛍光抗体法、Dsg3 ELISA 等で検討す
る。また、Dsg３上のエピトープマッピング
を Dsg1/Dsg3 ドメインスワッピング蛋白、ま
たは、点変異を導入した Dsg３蛋白を用いた
免疫沈降法を使って行う。これらの
Dsg1/Dsg3 ドメインスワッピング分子、点変
異を導入した Dsg1 蛋白は、バキュロウィル
ス発現系をもちいて作成する。病的活性は、
新生仔マウスに抗体を皮下注射、または、器
官培養ヒト皮膚に注射することにより水疱
形成が生じるか否かで判定する。抗体遺伝子
の解析は、得られたファージ抗体の phagemid
をシークエンスし胎児型免疫グロブリン遺
伝子断片の由来を解析する。 
 
４．研究成果 
 
（１）腫瘍随伴性天疱瘡患者より単離した末
梢血単核球より mRNA を抽出、ファージディ
スプレイ技術をもちいてイムノグロブリン
の重鎖、軽鎖をリンカーで連結した一本鎖抗
体をファージ表面に提示するファージ抗体
のライブラリを作成した。この抗体ライブラ
リを Dsg3 ELISA プレートを用いて Dsg3 に反
応するファージ抗体を 20 個単離した。 
 
（２）重鎖の CDR３のアミノ酸配列により単
離された抗体は、4 群に分類された。また、
抗体遺伝子の解析によると 3 つの抗体群は
VH1-46 を 1抗体群は VH1-2 遺伝子を使用し
ていることが明らかになった。尋常性天疱瘡
抗体のいくつかは同じ VH１－46 遺伝子由来
であることから、腫瘍随伴性天疱瘡抗 Dsg３
抗体においても限られた抗体遺伝子を利用
していることが判明した。 
 
（３）抗体の免疫化学特性、病的活性を検討
するためファージ抗体から可溶性一本鎖抗
体を作成し検討を行った。すべての抗体は
Dsg3 に反応した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１PNP モノクローナル抗体の蛍光抗体
法。血清と同様に表皮細胞表面に反応す
る。 



エピトープ解析をDsg2/Dsg3ドメインスワ
ップ蛋白を用いた免疫沈降法で解析を行っ
た。2 つの PNP 抗体は EC2 領域、1 つの PNP
抗体は Dsg3 の EC3 領域を認識していた。（図
2）この結果は、尋常性天疱瘡の病原性のあ
る抗体はアミノ末端のEC1領域を認識するこ
とと違っており、尋常性天疱瘡、腫瘍随伴性
天疱瘡の免疫応答の相違が明らかになった。 
 
 
 

 

 
（４）また、器官培養ヒト皮膚を用いた病的
活性測定法、また培養ケラチノサイトを用い
た病的活性測定法により3つの抗体が細胞接
着阻害活性を持っていることが判明した。定
量的に細胞接着阻害活性を測定すると、抗体
により細胞接着阻害活性能に違いがあるこ
とが明らかになった。尋常性天疱瘡抗体と比
較すると３種の腫瘍随伴性天疱瘡抗体の細
胞接着阻害活性は低いと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
これらの単離されたモノクローナル抗体
は腫瘍随伴性天疱瘡の患者血清中の抗体の
特性を反映しており、また、尋常性天疱瘡と
の自己免疫反応の相違を検討することが可
能となった。これらの抗体を用いて腫瘍随伴
性天疱瘡の病態解明、Dsg のより細胞接着機
能の解明に役立つと考えられた。 
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