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研究成果の概要（和文）：乾癬は、Th17細胞依存性の慢性炎症性角化症と考えられている。本研究では、イミキ
モド誘導性乾癬のマウスモデルを用いて、ストレス応答性MAPキナーゼp38の上流に位置するMAPキナーゼ、
Apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1)の乾癬病態形成における役割について検討を行った。その結
果、ASK1は、乾癬発症に抑制的と考えられる角化細胞の正常な分化誘導の維持に働いている可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Psoriasis is a helper T 17 cell-dependent chronic inflammatory skin disease 
characterized by thickening and redness of the skin with keratinocytes hyperproliferation, skin 
inflammation associated with inflammatory cell infiltration in the epidermis and dermis. Apoptosis 
signal-regulating kinase 1(ASK1) is a ubiquitously expressed serine/threonine mitogen-associated 
protein kinase kinase kinase (MAP3K) that activates p38 and JNK signaling pathways. In the present 
study, we investigated the role of ASK1 in the development of imiquimod-induced psoriasiform 
dermatitis by using ASK1 deficient mice. ASK1 deficient mice showed exacerbated psorisaiform 
dermatitis with increased expression of inflammatory cytokines such as TNF-α and IL-17 and 
proliferation of keratinocytes but decreased apoptosis of them. The present results suggest that 
ASK1 may play a role for supporting the normal differentiation of keratinocytes, which is presumed 
to be inhibitory against the development of psoriasis.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
 尋常性乾癬は、赤い発疹とその上に白色の
皮膚上皮の角質細胞が剥がれ落ちた鱗屑を
伴う発疹が出現する難治性の疾患である。近
年、関節リウマチなどと同様な IL-17や IL-22
を産生する炎症性ヘルパーT（Th）17細胞に
依存する慢性炎症性疾患の 1つで、表皮角化
細胞の最終分化阻害と増殖亢進によると考
えられ、TNF-αや IL-12/23p40、IL-17などの
炎症性サイトカインに対する抗体医薬によ
る治療効果が示されつつある。しかし、発症
の原因は未だに不明な点が多い。 
 興味深いことに、近年、乾癬炎症部位では、
ストレス応答性 MAP キナーゼ p38 発現が病
態変化と相関し、さらに、p38 阻害剤が炎症
抑制効果を示すことが明らかになってきた。
特に、尋常性乾癬の発疹では p38/ERKの活性
化が見られ、その病勢に p38の活性化が関与
していること（Johansen et al. Br. J. Dermatol. 
2005）や、アダリムマブ（抗 TNF-α抗体）投
与で臨床的な改善に先行し p38の活性化が抑
制されること（Soegaard-Madsen et al. Br. J. 
Dermatol. 2010）、乾癬患者の皮膚移植モデル
で p38活性阻害が病変部の進行を抑制するこ
と（Mihara et al. Br. J. Dermatol. 2010）などが
報告された。 
 JNK や p38 MAP キナーゼ経路を刺激する
MAP3K である ASK1 は、TNF-α 刺激で活性
化されアポトーシスを誘導する分子として
同定され、様々な環境ストレスに応答して細
胞の生死や分化をコントロールしている。さ
らに、ASK1 欠損マウスの解析より、ASK1
が酸化ストレスや小胞体ストレスによる細
胞死に必要なシグナル分子であり、TLRの下
流で主に p38 MAP キナーゼの活性化を選択
的に担うことにより自然免疫応答に必須の
働きをすることなども明らかになってきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、抗ウイルス薬イミキモド
（IMQ）を含むベルセナクリームの頻回塗布
により誘導するマウス乾癬モデルや ASK1欠
損マウスなどを用いて、乾癬発症や病態形成
における ASK1の役割を明らかにすることが
目的である。 
 
３．研究の方法 
(1)  IMQ誘導性乾癬モデルの作製 
 既報（Fits et al. J. Immunol. 2009）に従い、2
日前に背中の毛を剃った野生型 C57BL/6 マ
ウスおよび ASK1欠損マウス（東京大学一條
先生より供与）に、ベルセナクリーム（5%IMQ、
持田製薬より供与、30 mg/マウス）およびコ
ントロールのクリームとして、ワセリンを、
除毛した背中に 6日間連続で塗布した。既報
では、ベルセナクリーム 60 mgずつを塗布し
4日後に PBSを静注していたが、本研究では、
半分の量 30 mgを塗布し、PBS投与は省くこ
とにした。毎日、皮膚の紅斑、肥厚、鱗屑の
程度を観察し、体重を測定した。スコアーは、

0, none、1, slight、2, moderate、3, marked、4, very 
marked で表し、Cumulative score は、紅斑、
肥厚、鱗屑の各スコアーの総和で計算した。
6日後には、皮膚断片から RNAを抽出し、組
織学的解析のためのサンプルも調製した。 
 
(2) 組織学的解析 

IMQ 塗布１日後に、皮膚組織断片を OCT
コンパウンドに入れ凍結保存し、ミクロトー
ムで凍結切片を作製した。次に、TUNEL 法
によるアポトーシス検出キット（タカラバイ
オ）を用いて死細胞を検出した。また、細胞
増殖の指標で Ki67 発現は、抗 Ki67 抗体
（Spring Bioscience）を用いて VECTASTAIN 
Elite ABC Kit（Vector）で検出した。 

IMQ塗布 6日後には、皮膚組織断片をホル
マリン固定し、パラフィンブロックとその切
片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色を行った。表皮の厚さは、HE 染色画像
を画像解析ソフトに取り込み測定した。 
 
(3) リアルタイム RT-PCR解析 

IMQ 塗布 6 日後には、皮膚組織断片から
RNA精製キット（キアゲン RNeasy Mini Kit）
を用いて、トータル RNA を調製し、
SuperScript III逆転写酵素（Thermo Fisher）を
用いて cDNA を調製後、KAPA STBR Fast 
qPCR キットとサーマルサイクラー（タカラ
バイオ TP800）を用いて、リアルタイム
RT-PCR解析を行った。 
 
(4) マウス新生児角化細胞の分化誘導 
 プライマリー角化細胞は、マウス新生児の
皮膚を剥がし、Dispase IIを含む CnT-Prime培
地（CELLnTEC社）で一晩処理後、表皮シー
トを剥がし、TrypLE Select（Thermo Fisher）
で細胞をバラバラして、培養した。3 日後、
カルシウムの添加により、分化を誘導した。 
 
４．研究成果 
(1) ASK1欠損マウスでは乾癬症状が増悪化 
 野生型マウスでは、IMQ塗布後 3日目ぐら
いから皮膚の紅斑が見られ始めたが、ASK1
欠損マウスでは、2 日目ぐらいからでも紅斑
が見られるマウスが現れた。3、4 日後で、
ASK1 欠損マウスで紅斑や肥厚で有意に強く
見られ、鱗屑も 5、6 日後で有意に酷くなっ
た。 
 
(2) ASK1欠損マウスの皮膚では炎症増加 
 6 日後に、脾臓を取り出し重量を比較する
と、野生型マウスと ASK1欠損マウスで共に、
脾腫が見られ、両者の間では、脾腫の程度に
は差が見られなかった。組織学的解析により
HE 染色し皮膚の厚みを測定しところ、コン
トロールのクリームに比べ IMQ塗布により、
有意に表皮の厚みが増し、野生型マウスに比
べ ASK1欠損マウスでは、さらに厚みが増し
ていた。次に、その皮膚断片での種々の炎症
誘導に関与する遺伝子の発現をリアルタイ



ム RT-PCRにより解析すると、IMQ塗布によ
り野生型マウスに比べ ASK1 欠損マウスで、
TNF-や IL-17、CXCL1、S100A7の発現が有
意に増加し、IL-22 や GM-CSF の発現も増加
傾向にあった。 
 
(3) ASK1欠損マウスの皮膚では細胞死減少、
細胞増殖亢進 
 ASK1 発現欠損による乾癬症状の増悪化の
作用機序を調べるため、IMQ塗布 1日後の皮
膚での細胞増殖と細胞死の程度を、抗 Ki67
抗体による免疫組織学的に解析と TUNEL 染
色により、それぞれ検討した。その結果、
ASK1 欠損マウスでは、基底膜付近での角化
細胞の増殖の亢進と細胞死の減少傾向が見
られた。 
 
(4) プライマリー角化細胞でのASK1発現誘
導 
 最後に、マウス新生児のプライマリー角化
細胞をカルシウムで刺激し分化を誘導する
と、トランスグルタミナーゼ I やインボルク
リン、ロリクリンなどの分化マーカーの発現
の増大と共に、ASK1の mRNA発現も増加す
る傾向が見られた。 
 
(5) 本研究成果の意義と今後の展望 
 本研究の結果より、ASK1 は、正常な角化
細胞の増殖を制御し分化誘導を促進し、
ASK1 が欠失すると、未分化な角化細胞が増
えるため、乾癬症状が増悪化する可能性が示
唆された。同様に、ヒトのプライマリー角化
細胞を in vitroで C2セラミドで刺激すると、
角化細胞の分化誘導と共に ASK1発現が誘導
されることが、以前に一條先生らのグループ
より報告されている（Sayama et al. J. Biol. 
Chem. 2001）。即ち、ASK1は角化細胞の分化
誘導因子で、ASK1がないと、乾癬発症時に、
角化細胞の分化がより不十分で、未分化な角
化細胞が増え続けるため（不全角化）乾癬症
状が増悪化したと考えられる。興味深いこと
に、その論文では、健常人のヒト皮膚組織で
の免疫組織学的解析により、ASK1 発現が表
皮上方部で角化細胞の分化とパラレルに発
現があると指摘している。ところが、ASK1
欠損マウスで、皮膚に異常があるという報告
はないので、ASK1 は定常状態では必須では
なく、乾癬などの角化細胞の異常な状態時に、
正常な分化誘導状態に戻す働きがあるのか
も知れない。 
 実は、本研究を始める前に、同様な IMQ
誘導性乾癬の実験を、東京大学の一條先生の
研究室で予備的にやった際には、むしろ、
ASK1 欠損マウスで、乾癬症状が軽減される
傾向があった。この予備的結果は、最近指摘
されているマウスの飼育環境の違いによる
腸内細菌叢の違いが影響している可能性が
考えられる。さらに、ヒト乾癬患者 1例の健
常部と病変部の皮膚組織でのリン酸化 ASK1 
の発現をウエスタンブロット解析により調

べたところ、病変部でリン酸化 p38 と ASK1
の発現が増強していた。当初、ASK1 が増殖
や炎症性サイトカイン産生を増強する作用
も有していることから、乾癬病変部で ASK1 
発現が増強され病態を増悪化している可能
性も考えられたが、この予備的結果に、さら
に、本研究の結果、JBCの論文を考え合わせ
ると、乾癬発症において、体は ASK1発現を
誘導し、未熟な角化細胞の増殖を抑制し、角
化細胞の分化を促進（不全角化を阻害）する
ように働いているように考えるのが、一番妥
当ではないかと考えられる。ところが、これ
に矛盾して、前述の通り、乾癬の皮膚移植モ
デルで、p38 活性阻害が病変部の進行を抑制
することも報告されている（Mihara et al. Br. J. 
Dermatol. 2012）。 
いずれにしても、ASK1は、乾癬を増悪化す
る活性のみならず、反対に抑制する活性も有
しているので、その役割は、腸内細菌叢など
も含めた周りの環境にも影響される可能性
も高く、今後さらなる検討が必要である。 
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