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研究成果の概要（和文）：　天疱瘡は自己免疫性水疱症で、抗原であるデスモグレイン（Dsg）1、Dsg3、デスモコリン
（Dsc）1、およびDsc3の細胞外領域のEC（extracellular ）1からEC5の5つの領域に自己抗体が反応し、各Dsg（あるい
はDsc）間の表皮細胞間接着が失われ水疱を形成する。
　本研究ではバキュロウイルス発現系を発展させ、より生体に近い蛋白質である哺乳細胞からDsg（あるいはDsc）組み
換え蛋白質を用いて、患者自己抗体が反応するエピトープを簡便に検査できるELISA法の確立を目指した。その研究成
果の論文報告を行い、更に哺乳細胞発現系を用いたデスモコリンELISAを確立し論文報告した。

研究成果の概要（英文）：Pemphigus is autoimmune blistering disease caused by autoantibodies. 
Autoantibodies react with extracellular domains of desmoglein (Dsg) 1, Dsg3, desmocollin 1, and Dsc3 as 
antigens, and then cause blisters by abolished the adhesion between Dsg and Dsc proteins.
　We attempted to establish domain specific Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay for pemphigus using 
recombinant proteins expressed by mammalian cells, because recombinant proteins of mammalian expression 
system keeps higher-order structures of protein than baculovirus insect expression system. We released 
some interesting data about epitopes which autoantibodies reacted against Dsg EC domains in three 
reports, and have established of IgA ELISAs of mammalian recombinant proteins of human Dsc 1-3.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 自己免疫性水疱症には異なった自己抗原
に反応する多くの疾患が含まれ、それぞれ疾
患により治療法が異なるため確実な診断が
重要である。そのうちの一つである尋常性お
よび落葉状天疱瘡は、抗原 cDNA を用いた
ELISA 法が開発され、現在、保険収載され診
断、治療に広く用いられる。現在使用されて
いる天疱瘡診断用の ELISA 法は、バキュロウ
イルス発現系を用いたデスモグレインの細
胞外領域の組み換え蛋白質を基質として作
製されている。申請者は、過去にデスモグレ
イン 2 の各細胞外領域を、デスモグレイン 1
あるいは3の細胞外領域に置換した組み換え
タンパク質を作製し、詳細なエピトープ解析
を行い、論文報告を行った。 
 
２．研究の目的 
 
 デスモグレイン 2の各細胞外領域を、デス
モグレイン 1あるいは 3の細胞外領域に置換
した組み換えタンパク質は、バキュロウイル
スによる昆虫細胞発現系であり、時に適切な
翻訳後修飾を受けずに発現し、非特異時な反
応が起こりうる事がある点が完全に否定で
きない点に問題点があった。そこで、本研究
では、これらの組み換えタンパク質を新規に
哺乳類細胞発現系を用いて 25 種類作製し、
診断のみならず治療効果判定などに有意な
ツールとなる事が期待されるデスモグレイ
ンならびにデスモコリンの細胞外ドメイン
特異的 ELISA を作製する事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 バキュロウイルス昆虫細胞発現系用に設
計したヒトデスモグレイン（Dsg）2の EC1 か
ら EC5 の各細胞外ドメインを Dsg1(あるいは
Dsg3)の EC1 から EC5 の各細胞外ドメインに
置換した Dsg1 EC (あるいは Dsg3 EC)/Dsg2
組み換え蛋白の cDNA コンストラクトを哺乳
類細胞発現系用にサブクローニングを行う。 
 更に、同じ手法を用いて、Dsg2 の EC1 から
EC5 の各細胞外ドメインをデスモコリン
（Dsc1）(あるいは Dsc3)の EC1 から EC5 の各
細胞外ドメインに置換した哺乳類細胞発現
系用の Dsc1 EC (あるいは Dsc3 EC)/Dsg2 組
み換えタンパク質の cDNA のクローニングも
行う。cDNA を哺乳類細胞に形質転換し、組み
換えタンパク質を作製する。哺乳類細胞発現
系には、高次元構造を保つ組み換えタンパク
質を発現することが期待できる CHO（Chinese 
hamster ovary）細胞を用いる。その後哺乳
類細胞発現系による組み換えタンパク質と、
これまで我々が作製した昆虫細胞発現によ

る組み換えタンパク質を用いて、天疱瘡患者
血清が反応するエピトープを比較検討する。
哺乳類細胞発現系による組み換えタンパク
質の大量作製を行い、各種天疱瘡の自己抗体
が反応するエピトープの解析を行う。 
 Dsg1 EC1/Dsg2 、 Dsg1 EC2/Dsg2 、 Dsg1 
EC3/Dsg2、Dsg1 EC4/Dsg2、Dsg1 EC5/Dsg2、
Dsg3 EC1/Dsg2、Dsg3 EC2/Dsg2、Dsg3 EC3/Dsg2、
Dsg3 EC4/Dsg2、Dsg3 EC5/Dsg2、Dsc1 EC1/Dsg2、
Dsc1 EC2/Dsg2、Dsc1 EC3/Dsg2、Dsc1 EC4/Dsg2、
Dsc1 EC5/Dsg2、Dsc2 EC1/Dsg2、Dsc2 EC2/Dsg2、
Dsc2 EC3/Dsg2、Dsc2 EC4/Dsg2、Dsc2 EC5/Dsg2 
、 Dsc3 EC1/Dsg2 、 Dsc3 EC2/Dsg2 、 Dsc3 
EC3/Dsg2、Dsc3 EC4/Dsg2、Dsc3 EC5/Dsg2 を
基質として細胞外ドメインELISAシステムの
開発を行う。 
 
４．研究成果 
 
 バキュロウイルスによる細胞発現系と哺
乳細胞発現系による反応性の相違を確認す
るための前準備としてバキュロウイルス発
現系による各種組み換え蛋白質の大量作製
を試みたが、バキュロウイルス抗体価が著明
に低下しており、組み換え蛋白質の発現が非
常に少ない事が判明した。そのためにまず安
定した昆虫細胞組み換え蛋白質発現のため
にウイルス抗体価を上げる作業から始めた
ため、計画よりも進行が遅れた。 
 本研究では、哺乳動物系発現系にドメイン
特異的 ELISA の確立を行う予定であるが、ま
ずは、安定供給が可能となった昆虫細胞発現
系組み換え蛋白質を使用しドメイン特異的
ELISA の確立に計画を変更した。昆虫細胞発
現系組み換え蛋白質は、修飾語翻訳が不安定
で、組み換え蛋白発現に前駆体を生じ、本来
自己抗体が認識しないエピトープに反応す
る可能性があった。しかしながら、近年キレ
ート剤である EDTA で前処理し、昆虫細胞発
現系組み換え蛋白質の立体構造変化させる
ことで、非病原性自己抗体のみを検出する手
法が考案された。この手法を用いて、EDTA 未
処理と EDTA 前処理の ELISA 値を差し引く事
で病原性のある抗体のエピトープと非病原
性自己抗体のエピトープの解析を行う事が
可能となり、現在すでに保険収載されている
哺乳細胞発現系組み換え蛋白質から作製さ
れた全長 Dsg ELISA 法と組み合わせることで
より正確なエピトープ解析を行う事が可能
になると考えられる。 
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