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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  

 天疱瘡は、表皮細胞間接着因子であるデスモグレイン（Dsg）に対する IgG 自己抗体が Dsg の機能阻害を誘

導することにより、皮膚・粘膜に水疱、びらんを生じる致死的重篤な疾患である。本研究の目的は、天疱瘡を

モデル疾患とし、自己免疫疾患の発症機序を解明することにある。 

我々は自己抗原ノックアウトマウスを用いた新しい方法により尋常性天疱瘡モデルマウスを作成している。

このモデルマウスから、表皮細胞間接着障害を誘導できる抗 Dsg3 モノクローナル抗体を複数単離し、疾患誘導

活性を持つ抗体と持たない抗体の相違を検討する。さらに、ハイブリドーマ細胞から、Ｈ鎖、Ｌ鎖の cDNA を

単離し、抗 Dsg3 抗体をＢ細胞膜表面に発現するトランスジェニックマウスを作成する。Ｂ細胞トランスジェニ

ックマウスにおけるＢ細胞の運命を検討することにより、Dsg3 に対するＢ細胞免疫寛容獲得の機序を明らかに

する。また、天疱瘡モデルマウスより Dsg3 に特異的に反応するＴ細胞クローンを複数単離し、Ｔ細胞クローン

とナイーブなＢ細胞を Rag-2-/-マウスに移植することにより、病的抗体を誘導するＴ細胞を同定する。本研究

の特徴のひとつは、人工的な抗原を過剰発現させた従来の実験系でなく、実際の自己免疫疾患の自己抗原に対

するＢ細胞、Ｔ細胞の免疫寛容獲得の分子メカニズムを明らかにする点にある。 

 また、ブドウ球菌性熱傷様皮膚症候群（SSSS）において、黄色ブドウ球菌の産生する表皮剥奪性毒素（ETA）

が、落葉状天疱瘡抗原である Dsg1 を特異的に消化する蛋白分解酵素であることを明らかにした。このことによ

り、皮膚感染症と自己免疫疾患の接点が Dsg1 において認められたことになる。他の表皮剥奪性毒素（ETB など）

を含め、ETの作用機序を解明するとともに、ET 作用後の生体における Dsg1 に対する免疫応答を検討する。 
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⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  
１．天疱瘡モデルマウスより疾患誘導性抗 Dsg3 モノクローナル抗体の単離、およびそのエピトープ

解析 

 尋常性天疱瘡は、表皮細胞間接着因子デスモグレイン３（Dsg3）を標的とした IgG 自己抗体に

より誘導される。天疱瘡モデルマウスより、合計 8クローン以上の抗 Dsg3 mAb（AK シリーズ）を

単離した。これらの抗体はすべて in vivo において Dsg3 と結合することができるが、ハイブリ

ドーマ細胞をマウスの腹腔に接種したところ AK23 mAb のみ天疱瘡の表現型を誘導した。さらに、

AK23 のエピトープは Dsg3 のアミノ酸 V3、K7、P8、D59 に存在することを明らかにした。特筆す

べきことに AK23 のエピトープ（V3, K7, P8, D59）は、結晶構造から予想されるカドヘリン分子

接着面を形成する Dsg3 特異的アミノ酸に一致していた。他の疾患誘導性のない AK mAb は、機能

的にあまり重要と考えられないDsg3細胞外領域中央部あるいはＣ末の膜に近い領域を認識してい

た。これらの事実により、天疱瘡患者間における重症度の違いがみられる分子的機序のひとつと

して、抗体の認識するエピトープが関与することを初めて実証することができた。 

２．Dsg3 特異的Ｂ細胞トランスジェニック（B Tr）マウスの作成および Dsg3 に対するＢ細胞トレ

ランス獲得機序の解明 

 病原性を有さないモノクローナル抗体AK7 mAbより作成したB Trマウスでは、末梢にDsg3 が存

在するにもかかわらず、Dsg3 に反応するB細胞が脾臓、リンパ節に存在し、不活化もされていな

いことが示され、Dsg3 反応性Ｂ細胞は、トレランスによる除去、不活化から逃れることが明かと

なった。ところが、AK7 B Trマウスに、病原性を有するAK23 mAbを投与し、皮膚、粘膜に水疱を

誘導すると、Dsg3 反応性B細胞が、脾臓、リンパ節から消失するが、非病原性のAK7 mAbを投与し

てもB細胞の消失は観察されなかった。AK7 B Tr- Rag2-/-マウスの解析により、AK7 B細胞の消失

には、CD4+T細胞の存在が必要であることが示唆された。これらの事実により、標的抗原が機能障

害をうけると、同一抗原に反応するＢ細胞は、病原性を有さないものも含め、除去あるいは不活

化されるという、末梢自己抗原に対する新しい免疫寛容機序の存在が示唆された。 

３．天疱瘡モデルマウスにおける Dsg3 反応性 T 細胞の同定および解析  

 Dsg3-/-マウスからのDsg3 特異的T細胞クローニング法を確立し、その手法を用いて現在までに

Dsg3反応性T細胞株を5株樹立した。このうち、Th0型のT細胞クローンはDsg3-/-B細胞と共にRag2-/-

マウスに移入するとIgG抗Dsg3 抗体産生とともにPVの発現型を誘導したが、Th1 型のT細胞クロー

ンは病原性を示さなかった。現時点で解析したDsg3 反応性T細胞クローン数は少なく結論に至っ

ていないが、今回確立した動物モデルを用いた手法により病原性を規定する因子を明らかにする

ことが可能で、他の自己免疫疾患の病態解析や治療標的の選択に有用と考えられた。 

４．ブドウ球菌外毒素である表皮剥脱毒素 ETB、ETD の標的蛋白の検討 

 ETB 産生株より ETB 遺伝子を単離し、組換え ETB を作成した。ETB を新生仔マウスに投与後、皮

膚において E-Cad および Dsg3 の染色性は変わらないものの、Dsg1 の染色性は消失していた。組換

え Dsg1，Dsg3 蛋白と ETB を in vitro で反応させてみると、ETB は Dsg1 を特異的に、濃度依存性

に切断することが確認された。さらに、皮膚感染症から分離培養された黄色ブドウ球菌の遺伝子か

ら、ETA、ETB と相同性を示す ETD が単離された。ETD においても同様の検討を加えてみると、Dsg1

を特異的に消化することが明らかにされた。 

５．ET の Dsg1 消化における分子メカニズムの解明 

 ETA、ETB の結晶構造の解析から、セリンを活性中心に持つセリンプロテアーゼの一種であるこ

とが予想されていた。そこで、ETA、ETB の活性中心であるセリンをアラニンに変異させると、変

異 ET は Dsg1 に特異的に結合する結合活性は保っているものの、Dsg1 を切断する活性を完全に失

っていた。さらに、Dsg1 の切断端の配列を解析してみると、ETA、ETB、および ETD のすべての ET

が、EC３と EC4 の結合部付近にあるＮ末から 381 番目のグルタミン酸の直後で切断していることが

確認された。従って、ET は、Dsg1 特異的なセリンプロテアーゼであることが証明された。 

６．ブドウ球菌性熱傷様皮膚症候群（SSSS）感染後の Dsg1 に対する免疫応答 

ET産生黄色ブドウ球菌感染後にETによりDsg1が皮膚において分解され、血中に流出し、免

疫系に曝露されることが考えられる。SSSS罹患後の血清を経時的に検討すると、弱いなが

らも抗Dsg1 IgG抗体の産生が30例中6例（20％）の患児で認められた。皮膚感染症と自己免

疫疾患がDsg1において接点を作っていることが示された。  
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⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 
１）天疱瘡自己抗原分子上の病的ホットスポットの同定 

 天疱瘡に認められる自己抗体価は、同一患者では病勢と平行して推移する。しかし、異なる患者間で

比較した場合、抗体価は重症度を表す絶対的な指標とならない。すなわち、抗体価が高くても軽症を示

す例、抗体価が低くても重症を示す例が存在する。同じ自己抗原を認識する抗体間に、病的活性の違い

があるのであろうか。あるとすれば、その分子メカニズムは何であろうか。 

 本研究において、天疱瘡モデルマウスから、合計 8種の抗 Dsg3 IgG モノクローナル抗体（AK mAb シ

リーズ）を単離し、病的活性とエピトープの関係につき解析した。これらの抗体はすべて in vivo にお

いて Dsg3 と結合することができるが、ハイブリドーマ細胞をマウスの腹腔に接種したところ AK23 mAb

のみ天疱瘡の表現型を誘導した。AK23 のエピトープは、Dsg3 の接着機能上最も重要な、カドヘリン分子

間が接着する接着面に存在することが明らかとなった。病的活性を認めない他の AK mAb は、機能的にあ

まり重要と考えられない領域を認識していた。これらの結果により、エピトープの違いにより自己抗体

の病的活性が異なることを天疱瘡において初めて実証した（Tsunoda et al, J Immunol, 2003）。 

 今後、分子上の病的活性のホットスポットを同定することは、重症度の指標となりうる単一エピトー

プ ELISA 法の開発、あるいは重症な表現型を誘導する自己抗体のみを選択的に除去するエピトープ特異

的自己抗体除去法の開発につながる。 

２）Dsg3 特異的Ｂ細胞トレランスの解析 

 Ｂ細胞トレランスのドグマは、HEL(henn egg lyzozyme)あるいは MHC class I 分子に対する抗体遺伝

子より作成したＢ細胞トランスジェニックの解析をもとにしている。自己免疫疾患の実際の抗原に対す

るトレランスの成立機序を解析した例はない。今回、我々は、AK7 抗 Dsg3 抗体の遺伝子より、Dsg3 特異

的 B細胞トランスジェニックマウスを作成し、Dsg3 反応性Ｂ細胞の運命を解析した。予想に反して、Dsg3

反応性Ｂ細胞は、抹消リンパ組織であるリンパ節、脾臓においても認められ、不活化もされていなかっ

た(Ota et al, Int Immunol, 2004)。トレランスを逃れた Dsg3 反応性Ｂ細胞が、AK23 mAb 投与により

除去されることが明らかとなり、新しい B細胞トレランス機序が存在する可能性が示唆された。実際の

自己免疫疾患の自己抗原に対するトレランスメカニズムの解析は、人工的な抗原を使用したトランスジ

ェニックモデルにより得られた結果と異なる可能性が十分あり、自己免疫発症機序の解明に向けて新た

な展開を生み出すことが期待される。 

３）新規デスモグレイン、Dsg4 に対する自己免疫応答の発見 

 18番染色体上に存在するDsg gene clusterの遺伝子解析の結果、既報告の3種のアイソタイプ (Dsg1, 

Dsg2, Dsg3) に加え、新たな Dsg4 が同定された。天疱瘡患者血清中に、Dsg4 と反応性を示すものがあ

るが、Dsg4 のみを認識する自己抗体は存在せず、抗 Dsg1 抗体の一部が Dsg4 と交差反応することが示さ

れた。さらに、抗 Dsg4/Dsg1 交叉抗体は、直接水疱形成に関与していないことが示された(Nagasaka et 

al, J Clin Invest 2004)。Dsg4 は主に毛嚢上皮に発現されており、Dsg4 に対する自己免疫応答の存在

は、天疱瘡の発症機序を考える上のみならず、自己免疫性脱毛症の病態解明に新たな展開を生んだ。 

４）黄色ブドウ球菌・表皮剥奪性毒素(Exfoliative Toxin, ET)の作用機序の解明 

ブドウ球菌性熱傷様皮膚症候群（SSSS）及び伝染性膿痂疹（いわゆる“とびひ”）の基本的病態は、

1970年に黄色ブドウ球菌の産生するETの同定により明らかにされた。しかし、その後30年間、ETが表皮

に水疱を誘導する分子メカニズムは不明であった。我々は、2000年にETのうちETAが、表皮細胞間に重要

な役割をするDsg1を特異的に分解するプロテアーゼであることを発見した（Amagai et al, Nature 

Medicine, 2000）。本研究により、もう一つの血清型であるETBもETAと全く同様の機序で、Dsg1を消化

することを確認した（Amagai et al, J Invest Dermatol, 2002）。さらに遺伝子検索により、さらに多

くのET遺伝子が存在することが確認され、ETDを同定し、Dsg1の分解活性を確認した。これらのETはすべ

て、Dsg1のN末より381番目のグルタミン酸の後を切断し、ETの活性中心であるセリンをアラニンに変異

させると全く切断活性を失うことを確認した。従って、ETはすべてグルタミン酸特異的セリンプロテア

ーゼであることが明らかにされた（Hanakawa et al, J Clin Invest, 2002, Hanakawa et al, J Biol Chem, 

2004）。 

さらに、SSSS罹患後に一過性に抗Dsg1抗体が弱いながらも産生することが示された(Anzai et al, J 

Invest Dermatol, in press)。感染症により自己抗原が修飾を受け、その結果自己免疫反応が惹起され

る可能性が示唆され、感染症と自己免疫の新たな接点を提示することができた。これらの観察事項は、

自己免疫発症機序を解明する上で有用な知見を供する。 
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