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研究成果の概要（和文）：TRAILは増殖する表皮細胞にアポトーシスを誘導し、活性化T細胞を抑制するため、炎症性皮
膚疾患に対する治療効果が期待される。本研究は、天疱瘡患者からクローニングされた非病原性抗体Px44とTRAILを結
合させた融合タンパクPx44TRAILを作製し組織特異的ドラッグデリバリーシステムによる治療モデルの開発を目的とし
た。Px44TRAILは活性化されたCD4陽性T細胞のIFN-g産生を抑制し、増殖する培養ヒト表皮細胞に細胞死を誘導し、分化
した表皮細胞には影響を与えなかった。Px44TRAILの皮膚組織特異的ドラッグデリバリーシステムによる炎症性皮膚疾
患治療の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：TRAIL is known to cause apoptosis of hyperproliferative keratinocytes and inhibit 
the effector function of activated lymphocytes. Since many skin diseases have these features, we 
developed a method of targeting TRAIL to the epidermis. Px44 is an anti-desmoglein (Dsg) non-pathogenic 
antibody (Ab) previously cloned from a pemphigus patient. We linked Px44 to TRAIL to produce Px44TRAIL 
fusion protein. PX44TRAIL inhibit IFN-g production of activated CD4+ T cells. When targeted to 
proliferating (in low Ca) cultured human keratinocytes, Px44TRAIL caused apoptosis of up to 50% of cells 
at 16 hrs, but did not cause apoptosis of differentiating (in high Ca) keratinocytes. Furthermore, 
soluble Dsg3 blocked the binding and pro-apoptotic activity of Px44TRAIL. AM3-13TRAIL (in which AM3-13 is 
an irrelevant Ab) was negative in these assays. These data show the feasibility of targeting TRAIL to 
skin lesions, and suggest such therapy may be useful for hyperproliferative and inflamed skin lesions.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
天疱瘡は表皮細胞間接着分子であるデスモ
グレイン（Dsg）に対する自己抗体により誘
導される自己免疫疾患である。これまでに天
疱瘡患者の B 細胞から自己抗体を構成する H
鎖、L 鎖をクローニングし、single-chain 
variable fragment (scFv)として発現させる
系が構築され、多くの scFv 抗体がクローニ
ングされてきた。これらの抗体のうち複数の
クローンは、表皮細胞間に結合するが、細胞
間接着を破壊せず、水疱形成も来さない非病
原性抗体であった。この非病原性抗体のうち
の一つ Px44 を green fluorescent protein 
(GFP)につなげた融合タンパクをマウスの皮
下に注射すると、GFP の表皮細胞間への誘導
が認められ、Px44 による表皮特異的ドラッグ
デリバリーシステムの開発が可能であると
考えられた。 
 
２．研究の目的 
TNF-related apoptosis-inducing ligand
（TRAIL）は腫瘍細胞に特異的にアポトーシ
スを誘導する癌抑制分子として知られてい
る。近年、種々の自己免疫疾患モデルマウス
に対して、TRAIL が炎症細胞を抑制すること
によって治療効果を示すことが報告され、さ
らに、増殖している表皮細胞に対してのみ、
選択的にアポトーシスを誘導することが報
告された。炎症細胞浸潤と表皮の肥厚（表皮
細胞の増殖）は種々の炎症性皮膚疾患の病理
における重要なファクターであり、これらを
抑制するTRAILは有効な治療薬になりうると
考えられた。本研究では Px44 を TRAIL に結
合した融合タンパク Px44TRAIL を作製し、皮
膚に対するドラッグデリバリーシステムに
よる選択的治療モデルの開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
Px44TRAIL が in vitro, in vivo で表皮細胞
に結合するかを調べた。また、増殖する培養
条件でヒト表皮細胞にアポトーシスを誘導
できるかを調べた。陰性コントロールとして
表皮に結合しない非特異的 scFv 抗体 AM3-13
を TRAIL と 結 合 し た 融 合 タ ン パ ク
（AM3-13TRAIL）を作製し、Px44TRAIL の治療
効果と比較することにより、抗 Dsg 抗体を用
いた表皮特異的な誘導の優位性を調べた。
TRAIL は３量体を形成した状態で生物活性を
有し、室温下では活性のある３量体を長く維
持できないことが知られている。バクテリオ
ファージ由来の Foldon 配列は融合タンパク
の３量体維持を促すことが知られており、
TRAILにこのFoldon配列をつなげた融合タン
パクを作製し、３量体の安定化を調べた。 
近年、Dsg3 が口腔扁平上皮癌（OSCC）におい
て高発現していることから、診断、治療にお
ける有用なバイオマーカーとして注目され
始めている。そこで、Px44TRAIL を６名の口
腔癌患者の原発巣および転移リンパ節巣か
ら樹立された OSCC に加えて、in vitro での

治療効果を検討した。 
 
４．研究成果 
①Px44TRAIL と AM3-13TRAIL をヒト培養表皮
細胞、マウス皮膚、マウスに移植したヒトの
皮膚に加えたところ、Px44TRAIL のみ表皮細
胞に結合した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１：ヒト培養表皮細胞に Px44TRAIL は結合
したが（左）、AM3-13TRAIL は結合しなかった
（右）。 
 
②Px44TRAILとAM3-13TRAILを低Ca条件下で
増殖しているヒト培養表皮細胞に加え、２時 
間後に洗浄し、１６時間後にアポトーシスを
調べたところ、Px44TRAIL のみ表皮細胞に結
合し、アポトーシスを誘導することができた。
さらにリコンビナントDsg3を競合的に加え、
Px44TRAIL の結合を阻害するとアポトーシス
は誘導されなかった。以上の結果から、
Px44TRAILはDsg3を標的として表皮細胞に結
合し、選択的にアポトーシスを誘導できるこ
とがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図２：Annexin V（横軸）PI（縦軸）で染色し

たFACS解析結果 
Px44TRAIL は増殖する培養表皮細胞に結合し、
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アポトーシスを誘導するが（左上図）、陰性
コントロールは AM3-13TRAIL は結合できず、
アポトーシスも誘導しなかった（右上図）。
リコンビナント Dsg3 を競合的に加えて
Px44TRAIL の結合を阻害するとアポトーシス
はおこらなかった（左下図）。 
 
 
③将来の治療応用を念頭に、生体内での
TRAIL の活性を維持するため、Px44TRAIL に
３量体維持配列 Foldon を結合させて新たな
融合タンパクPx44-foldon-TRAILを作製した。
３７℃の条件下で４８時間放置した後、アポ
トーシス誘導能を調べたところ、Px44TRAIL
は活性を失ったが、Px44-Foldon-TRAIL は活
性を維持することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３：Px44TRAIL（上図）と Px44-foldon-TRAIL
（下図）を３７℃の条件下で４８時間放置し
た後、Jurkat 細胞に加え、アポトーシス誘導
能を調べたところ、Px44TRAIL は活性を失っ
たが、Px44-Foldon-TRAIL は活性を維持する
ことができた。 
 
 
④Px44TRAIL と 陰 性 コ ン ト ロ ー ル
AM3-13TRAIL を OSCC 細胞に加え、２時間後に
洗浄し、１６時間後にアポトーシスを調べた
ところ、Px44TRAIL は OSCC 細胞に結合し、ア

ポトーシスを誘導することができた。陰性コ
ントロールではアポトーシスはおこらなか
った。６名の口腔がん患者の原発巣、転移リ
ンパ節巣から樹立された計１２種類の OSCC
細胞に対して同様の実験を行ったところ、９
種類の細胞でアポトーシスが認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図４：Annexin V（横軸）で染色したFACS解析

結果 
Px44TRAIL（左図）と AM3-13TRAIL（右図）を
OSCC 細胞に加え、２時間後に洗浄し、１６時
間後にアポトーシスを調べたところ、
Px44TRAIL は OSCC 細胞に結合し、アポトーシ
スを誘導することができた。 
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