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論 文 の 内 容 の 要 旨

天癌瘡はヒトや動物に認められる自己免疫性皮膚疾患で､その標的抗原は表皮細胞間接着装

置のデスモゾームを構成するデスモグレイン(Dsg)であると考えられてる｡天癌瘡は分子量

160kDaのDsglを標的抗原とする落葉状天癌瘡(PF)と分子量130kDaのD5g3を標的抗原

とする尋常性天痘瘡(PV)に大別される｡PFは臨床的に小水癌とびらん形成が皮膚に限局し

て発症し､血中に抗Dsgl抗体のみが出現する｡PVは弛緩性水癖と難治性びらんが口腔など

の粘膜上皮を主体に認められ､血中には抗Dsg3抗体が出現するが､PVではさらに粘膜のみ

ならず皮膚にも広範囲の病変が出現するタイプがあり､この場合は抗Dsg3抗体に加え抗Dsgl

抗体も出現する｡ヒトではこの様な抗体プロフィールを利用して､昆虫細胞を用いるバキュロ

ウイルス発現系により作製したDsglとDsg3の組換え蛋白を抗原とするEuSAが開発され､

鑑別診断に応用されている｡動物でも､臨床的にPFは皮膚病変､PVは粘膜病変を認め､イヌ

の天痘瘡抗原としてPFでは130kDa､PVでは160kDaの蛋白を認識する自己抗体が証明さ

れており､ヒトと同じく動物においても標的抗原はデスモグレインである七考えら･れている｡

特にイヌのPFは最も発生頻度の高い自己免疫性皮膚疾患として重要あるが､その標的抗原の

詳細な解析､免疫学的診断法の確立および特異的治療法の開発など､いくつもの課題を抱えて

いる｡この研究では､ヒトで作製に成功している組換えデスモグレイン蛋白を利用して､ヒト

デスモグレインの三次元エピトープ解析を行い､抗原特異的治療法の開発および病態発症機序
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の解明のために有挙な情報を得ることができた｡

従来のエピトープマッピング法は､抗原を様々な大きさの断片として､免疫

プロット法により抗原抗体反応をみるものであった｡しかし､この方法は抗原

蛋白の変性を伴うため､アミノ酸の立体構造を解析することができない｡天痘

瘡では､自己抗体が立体構造を有するデスモグレインを認識して病態が発現す

ることが分かっている｡病原性抗体がデスモグレインのどの部位を認識するの

か検索するために､DsglとDsg3のスワッピング分子を作製しPFおよびPV血清

のCompetition ELISAを施行する三次元エピトープマッピング法を行った｡

DsglとDsg3のアミノ酸配列は高い相同性を有しており非常に類似した分子構

造を持つと考えられているにもかかわらず､PFおよびPVゐ自己抗体はDsglと

Dsg3のそれぞれを特異的に認識することが分かっている｡そこで､D5glおよ

びDsg3の細胞外領域を様々な断片とし､欠損領域に対応するDsg3またはDsgl

の断片を補うことで細胞外領域全体の立体構造を保ちDsglまたはDsg3の一定

領域における抗原特異性も保存したスワッピング分子を計10種類作製した｡こ

れらを用いてPFおよびPV血清中の自己抗体の反応をELISAにて検討した｡まず､

DsglまたはDsg3の細胞外領域を3つの領域に分けて解析する4種類のスワッ

ピング分子を用いて広域な三次元エピトープマッピングを行ったところ､Dsgl

およびDsg3のどちらもN末端側1-161残基中に主要な三次元エピトープが局在

すると考えられた｡さらに､PF血清とDsglの1-161残基を含む分子とを競合反

応させた後に､新生仔マウスに投与すると水痘形成は認められなくなっていた

ことから､Dsglの1-161残基中の三次元エピトープを認識する自己抗体が病原

性を有することが示唆された｡次にDsglおよびD5g3のN末端側ト161残基をさ

らに制限した､新たなスワッピング分子を6種類作製してCompetition ELISA

を行い､より詳細な三次元エピトープマッピングを行ったところ､Dsglの26-87

残基､Dsg3の25-88残基に重要な三次元エピトープが局在すると考えられた｡

DsglおよびDsg3でのこれらの領域を比較すると､非常に相同性が高く､両者

の間でそれぞれのアイソトーブ特異的配列は主に6カ所のみであった｡つまり､

自己抗体はこの領域内のこれら6カ所の配列のいずれかを特異的に認識してい

ると考えられた｡そこで､Dsg3分子内の6カ所の特異的配列に､1カ所ずつDsgl

特異的配列を導入置換した6.種類の変異Dsg3分子を作製し､pF血清についてさ

らにCompetitionELISAを行った｡すると最もN末端側の特異的配列であった､

25､28および29残基にDsgl特異的配列を導入した変異Dsg3分子で最も高い抗

体吸収率が認められたことから､Dsglの重要な三次元エピトープがこの配列に

含まれると考えられた｡この配列がデスモグレインの立体構造上どの部位に相

当するのか特定するためには､デスモグレインの立体構造の廃明を待たなけれ
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ばならない｡しかし､同じカドヘリンファミリーであり結晶解析の進んでいるE-

カドヘリンの立体構造に照らし合わせてみると､25､28および29残基は細胞膜

上で隣接する分子がホモダイマーを形成し､向き合っている最もN末端側(遠

位)のドメインに含まれていることが分かった｡デスモグレインが同様の構造

であれば､この部位に自己抗体が結合することにより細胞間接着機能が障害さ

れ､水癌形成が誘導される可能性が考えられた｡

この研究により解明されたエピトープ局在部位の組換え分子を作製し､カラ

ムに充填すれば､抗原特異的血境交換療法などの新しい治療法開発が考えられ､

さらにこの結果をイヌで応用することにより､ヒトと動物の天痘瘡発症機序の

解析をより発展させることができると思われる｡

審 査 結 果 の 要 旨

天癌瘡はヒトや動物に認められる自己免疫性皮膚疾患で､その標的抗熟ま表皮細胞間接着のデス

モゾームを構成するデスモグレインのs∂であると考えられている｡天癌癒は分子量160kDaの
D喝1を標的抗原とする落葉状天痘瘡世のと分子量130kDaのDsg3を標的抗原とする尋常性天痘

瘡貯Ⅵに大別される｡PFは臨床的に小水癌とびらん形成が皮膚に限局して発症し､血中に抗Dsgl

抗体のみが出現する｡PVは弛緩性水痘と難治性びらんが口腔などの粘膜上皮を主体に認められ､

血中には抗Dsg3抗体が出現するが､PVではさらに粘膜のみならず皮膚にも広範囲の病変が出現

するタイプがあり､この場合は抗Dsg3抗体に加え抗Dsgl抗体も出現する｡ヒトではこの様な抗

体プロフィールを利用して､昆虫細胞を用いるバキュロウイルス発現系により作製したDsglと

Dsg3の組換え蛋白を抗原とするEuSAが開発され､鑑別診断に応用されている｡動物でも､臨床

的にPFは皮膚病変､PVは粘膜病変を認め､イヌの天痘瘡抗原としてPFでは130kDa､PVでは

160kDaの蛋白を認識する自己抗体が証明されており､ヒトと同じく動物においても標的抗原はデ

スモグレインであると考えられている｡特にイヌのPFは最も発生頻度の高い自己免疫性皮膚疾患

として重要あるが､その標的抗原の詳細な解析､免疫学的診断法の確立および特異的治療法の開発

など､いくつもの課題を抱えている｡この研究では紐換えデスモグレイン蛋白を用いて､ヒトデス

グレインの三次元エピトープ解析を行い､抗原特異的治療法の開発および病態発症機序の解明のた

めに有益な情報を得ることができた｡

従来のエピトープマッピング法は､抗原蛋白の変性を伴うため､アミノ酸の立体構造を解析する

ことができない｡天痘痕では､自己抗体が立体構造を有するデスモグレインを認識して病態が発現

することが分かっている｡病原性抗体がデスモグレインのどの部位を認識するのか検索するために､

DsglとDsg3のスワッピング分子を作製しPFおよぴPV血清のCompetitiohEuSAを施工する

三次元エピトープマッピング法を行った｡DsglおよびDsg3の細胞外領域を様々な断片とし､欠損

領域に対応するDsg3またはDsglの断片を補い､立体構造を保ち､抗原特異性を保存したスワッ

ピング分子を計10種類作製した｡これらを用いてPFおよびPV血清中の自己抗体の反応をEuSA

にて検討した｡DsglおよびDsg3のどちらもN末端側1･161残基中に主要な三次元エピトープが

局在すると考えられた｡さらに､PF血清とDsglの1･161残基を含む分子とを競合反応させた後

に､新生仔マウスに投与すると水泡形成は消失したためDsglの1･161残基中の三次元エピトープ

を認識する自己抗体が病原性を有することが示唆された｡次にD$glおよびDsg3のN末端側1･161

残基をさらに制限した分子で､より詳細な三次元エピトープマッピングを行ったところ､Dsglの

26-87残基､Dsg3の25増8残基に重要な三次元エピトープが局在すると考えられたDsg3分子内
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の6カ所の特異的配列に､1カ所ずつDsgl特異的配列を導入置換した6種類の変異Dsg3分子を

作製し､PF血清についてさらにCompetitionEuSAを行った｡すると25､28および29残基に

Dsgl特異的配列を導入した変異Dsg分子で最も高い抗体吸収率が認められたことから､Dsglの

重要な三次元エピトープがこの配列に含まれると考えられた｡

この研究により抗原特異的血紫交換療法などの新しい治療法開発が考えられる｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究

科の学位論文として十分価値があると認めた｡
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