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研究成果の概要（和文）：新しいヘミデスモソーム濃縮画分（プレクチン、BP230、BP180、ラミニン332、インテグリ
ンアルファ6、インテグリンベータ4を豊富に含む）を用いた免疫ブロット法において、眼型粘膜類天疱瘡患者血清はイ
ンテグリンベータ4に反応し、さらに、インテグリンベータ4のリコンビナント蛋白にも反応した。また、ラミニン332
型粘膜類天疱瘡患者血清はラミニン332の各鎖に反応した。以上から、眼型粘膜類天疱瘡患者血清はインテグリンベー
タ4に対する自己抗体を有していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：By novel immunoblotting using newly established hemidesmosome-rich fraction, in wh
ich BP230, BP180, laminin 332, integrin alpha 6, integrin beta 4 are concentrated, IgG antibodies in the s
era from patients with pure ocular mucous membrane pemphigoid (MMP) reacted specifically with integrin bet
a 4, as well as recombinant protein of integrin beta 4.  IgG antibodies in the sera from patients with ant
i-laminin 332 MMP reacted with 3 laminin 332 subunits in various patterns.  These results indicated that m
ajor autoantigen for pure ocular MMP is integrin beta 4.  In addition, the novel immunoblotting using newl
y established hemidesmosome-rich fraction should be a useful tool to detect various autoantigen present at
 epidermal basement membrane zone, including integrin beta 4 and laminin 332.
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１．研究開始当初の背景 

各種の自己免疫性表皮下水疱症は表皮ケ

ラチノサイトの表皮基底膜部構成蛋白を抗

原とする自己免疫疾患である。最も頻度の高

い自己免疫性表皮下水疱症である水疱性類

天疱瘡は BP180 と BP230 に反応する。また、

後天性表皮水疱症は、VII 型コラーゲンが自

己抗原である。その他の、多くの粘膜類天疱

瘡と線状 IgA水疱性皮膚症は BP180 に反応す

る。 

これに対して、一部の粘膜類天疱瘡はラミ

ニン 332 に反応することが知られ、また、最

近、私共はラミニンガンマ 1に反応する抗ラ

ミニンガンマ１（ｐ２００）類天疱瘡の存在

を示した。 

しかし、上記以外のラミニン鎖や各種のイ

ンテグリンに反応する自己抗体については

十分な研究がなされていない。 

 

 

２．研究の目的 

私共は近年、各種のラミニンとインテグリ

ンが新しい自己抗原になりうることを示し

てきた。特に、ラミニンガンマ１が抗ラミニ

ンガンマ１（ｐ２００）類天疱瘡の自己抗原

であることを世界に先駆けて証明し、インテ

グリンベータ４が眼型粘膜類天疱瘡の抗原

であることを示してきた。 

 本研究では、これらの抗体の存在を確認す

る検査法を確立するとともに、水疱形成機序

におけるこれらの自己抗体の病原性を検討

する。すなわち、ラミニン・インテグリン結

合が自己抗体により直接阻害される可能性

を、細胞生物学・生化学的に検討する。この

研究は、これらの新しい水疱性皮膚疾患の診

断と治療に重要であると同時に、表皮の接着

分子の機能の基礎的研究にも寄与するもの

である。 

 

 

３．研究の方法 

久留米大学医学部皮膚科学講座には多く

の自己免疫性水疱症の血清バンクがあり、抗

p200 類天疱瘡は 100 例以上、眼粘膜類天疱瘡

は約 40 例の血清を渉猟している。まず、ヒ

トケラチノサイト培養細胞から得られた新

しいヘミデスモソーム分画を単離する方法

を確立する。その後、このヘミデスモソーム

分画と患者血清を用いて免疫ブロット法な

どを施行し、多くのラミニン、インテグリン

に対するモノクローナル抗体との反応の比

較から、抗 p200 類天疱瘡、眼および口腔内

粘膜類天疱瘡患者血清が、ラミニンやインテ

グリンベータ４などに特異的に反応するこ

とを確認する。 

 次に、各種のラミニンやインテグリンの各

種のリコンビナント蛋白を作製し、そのリコ

ンビナント蛋白を用いた免疫ブロット法や

ELISA 法を確立する。 

 さらに、この患者血清および特異ウサギ抗

体と培養細胞を用いた ex vivo 実験、細胞

dissociation 法などで、各種ラミニン、イン

テグリンに対する自己抗体の病原性を検討

する。さらに、そのリコンビナント蛋白およ

び特異ウサギ抗体を用いたマウスモデルを

確立し、その解析から、さらに病態の解明を

進める。 

 

 

４．研究成果 

眼型粘膜類天疱瘡患者血清において、従来

の抽出液やリコンビナント蛋白を用いた免

疫ブロット法では自己抗体を検出すること

ができないことを踏まえ、まずヒトケラチノ

サイト培養細胞から、基底膜部のみを残す方

法を用いて、豊富なヘミデスモソーム蛋白が

濃縮している画分の単離法を確立した。この

抽出液は、ヘミデスモソーム構成蛋白である

プレクチン、BP230、BP180、ラミニン 332、

インテグリンアルファ 6、インテグリンベー



タ 4を豊富に含んでおり、特にインテグリン

アルファ 6、インテグリンベータ 4 への反応

を確認するのに有用な抽出液である。我々は、

患者血清とこの新たな基質を用いて免疫ブ

ロット法を施行し、半数以上の患者血清がイ

ンテグリンベータ4に反応することを見いだ

した。次に、同方法を用いて、眼粘膜類天疱

瘡以外の多くの天疱瘡、類天疱瘡群の患者血

清を用い免疫ブロット法を行ったが、少数の

BP180 型粘膜類天疱瘡とラミニン 332 型粘膜

類天疱瘡患者血清を除き、ほぼどの自己免疫

性水疱症においてもインテグリンベータ4と

の反応は見られなかった。 

 さらに、眼粘膜類天疱瘡患者血清がインテ

グリンベータ4のどのエピトープと反応して

いるか確認するため、ヒトケラチノサイト培

養細胞由来のインテグリンベータ4細胞内ド

メインのリコンビナント蛋白を作製した。こ

の細胞内ドメインのリコンビナント蛋白を

用いた免疫ブロット法で、6 割以上の患者血

清が反応を示したのに対し、追加して行った

インテグリンベータ4細胞外ドメインのリコ

ンビナント蛋白を用いた免疫ブロット法で

はほぼ反応は認められなかった。以上から、

眼型粘膜類天疱瘡患者血清はインテグリン

ベータ4の細胞内ドメインに対する自己抗体

を有していることが示唆された。以上から、

まず、インテグリンベータ４が眼型粘膜類天

疱瘡の主要な自己抗原であることを証明し

た。 

 次に、多くの抗ラミニン 332 型粘膜類天疱

瘡および抗ラミニンガンマ１（ｐ２００）類

天疱瘡の血清について、ヘミデスモソーム画

分および各種のラミニン鎖特異的リコンビ

ナント蛋白を用いた免疫ブロット法を施行

した。この研究により、特に、抗ラミニンガ

ンマ１（ｐ２００）類天疱瘡の一部が、ラミ

ニンガンマ 1に加えて、他のラミニン、特に

ラミニンアルファ２に効率に反応すること

を示した。この研究は、ラミニンアルファ２

が自己抗原になりうることを示した初の研

究であり、現在、さらに詳細に検討を進めて

いる。 
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