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研究成果の概要（和文）：Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 (以下RIP1)は、TNF-
α、TRAIL、TLRs刺激下で恒常性維持に深く関与しているが、ヒト表皮細胞における機能は解明されていない。
本研究では尋常性乾癬病変部でRIP1の発現が低下しTRAIL刺激への感受性が増強していることを解明した。更に
イミキモド誘発マウス乾癬様皮膚炎モデルでは、TRAIL中和抗体が乾癬様皮膚炎を改善し、マウス皮膚における
TNF-αの発現を低下させた。以上より、TRAIL-RIP1シグナルが尋常性乾癬の増悪に関与していることを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Receptor-interacting protein kinase 1 (RIP1) regulate inflammatory signaling
 in response to stimuli, such as TNF-α, TRAIL, and TLRs, resulting in apoptosis, necroptosis and 
NF-κB activation. However, the physiological relevance in human epidermis remains elusive. 
In this study, we examined whether RIP1 is involved in the pathogenesis of psoriasis. In lesional 
psoriatic epidermis, RIP1-expression was decreased compared with normal epidermis. In addition, 
RIP1-knockdown enhanced TRAIL-mediated expression of psoriasis-related cytokines, such as IL-1β, 
IL-6, IL-8, TNF-α, in HEK. Moreover, TRAIL-neutralization in an imiquimod-induced murine psoriasis 
model remarkably improved skin phenotype, such as ear thickness, and TNF-α expression in lesional 
skin. Collecting these results, we conclude that TRAIL-mediated downregulation of RIP1 plays a 
critical role in the pathogenesis of psoriasis vulgaris via positive regulation of psoriasis-related
 cytokine-expression.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： RIP1　尋常性乾癬

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)RIP1 の学術的背景 
Receptor-interacting 

serine/threonine-protein kinase 1( 以下
RIP1)は TNF-α、TRAIL、LPS 刺激におけるア
ダプタープロテインとして炎症、細胞死を制
御している。RIP1 が関与する細胞死は、
Caspase に依存したアポトーシスと、カスパ
ーゼ非依存性で RIP1/RIP3 から MLKL のリン
酸化をおこすネクロプトーシスがあり、炎症
においては NF-κB の活性化を誘導する。申
請者は、重症薬疹における表皮細胞死が RIP1
シグナルによって誘導されるネクロプトー
シスであることを報告した（Saito N., Sci 
Transl Med 2014）。しかしこれ以外のヒト表
皮における RIP1 の機能は全く解明されてい
ない。更に上皮細胞に発現している RIP1 が
細胞死を制御し上皮の恒常性を維持してい
ることが報告された（Dannappel M et al., 
Nature 2014,）。すなわち、腸上皮細胞での
RIP1 ホモ欠損マウス（以下 KO マウス）は、
腸上皮細胞のアポトーシス、絨毛の減少、杯
細胞の減少を認め生後4週以内に致死となる。
一方、表皮細胞での RIP1KO マウスでは、生
後1週間で激しい皮膚炎を生じ表皮細胞のア
ポトーシスとネクロプトーシスを認め広範
囲に脱毛をきたす。申請者は、preliminary
なデータとしてヒト培養表皮細胞を用いた
RIP1、RIP3 の検討において RIP1、RIP3 が種々
の程度に発現していることを確認した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) 尋常性乾癬と RIP1 
尋常性乾癬は、慢性に

経過し鱗屑を伴う紅色
局面が多発する疾患で
ある（右図）。日本にお
ける尋常性乾癬の患者
総数は 10 万～20 万人、
人口の 0.1～0.2％と推
定される。尋常性乾癬の
発症要因には肥満やメ
タボリックシンドロームが関与しており患
者総数は徐々に増加傾向を示している。尋常

性乾癬の病態は、pDC や TIP-DC などの免疫学
的機序が解明されつつあるが、表皮における
乾癬のメカニズムについては不明な点があ
る。また、尋常性乾癬病変部で TRAIL の発現
が亢進していることが報告されているがそ
の病態形成における意義については解明さ
れていない（Zaba LC., JACI 2010）。申請者
は、予備実験で尋常性乾癬病変部に TRAIL 陽
性細胞が浸潤し、尋常性乾癬病変部表皮で
TRAIL receptor の発現が亢進し RIP1 の発現
が低下していることを確認した。 
以上の結果より RIP1 が上皮細胞の恒常性

維持に深く関与していることが示唆される
が、ヒト表皮細胞における RIP1 の機能の検
討は未だ報告がない。 
 

２．研究の目的 
(1) 本研究ではヒト表皮角化細胞を用いた
3D 培養表皮モデルを用い表皮の恒常性維持
における RIP1 の機能を解明し、更に外的刺
激時に RIP1 欠損が引き起こす免疫反応の機
序を明らかにし、表皮の恒常性維持や尋常性
乾癬の病態形成における RIP1 の機能を解明
することを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
(1)患者サンプル 
尋常性乾癬患者のサンプルを採取した。サン
プル採取は、旭川医科大学倫理委員会の承認
のもと、旭川医科大学病院に通院中で尋常性
乾癬と診断された患者を対象とし本研究の
参加にあたり十分な説明を受けた後、自由意
思により文書同意が得られた患者を対象と
した。 
 
(2)ケラチノサイトの培養と刺激実験 
ケラチノサイト（以下 NHK）は CELLnTEC から
購入し、CnT-PR 培地で培養した 4継代以内の
細胞を用いた。刺激実験では、recombinant 
human TRAIL, recombinant human IL-1β, 
recombinant human IL-17A, recombinant 
human IL-22, recombinant human IFN-γ, 
recombinant human TNF-α, recombinant 
LL37 を使用した。 
 
(3)siRNA transfection 
NHK に Nucleofection™（Lonza）を用いて RIP1
と si-control(Silencer○R  Select Negative 
Control No.1 siRNA, Ambion, Austin, TX)
の si- RNA を導入し 72 時間後に細胞を回し
実験を行った。 
 
(4)Quantitative real-time PCR 
Total RNA は、RNeasy Kit (Qiagen, Hilden, 
Germany)を用いて cDNA を合成した。PCR 反応
には LightCycler 480 Instrument (Roche, 
Basel Schweiz) ま た は  TaqMan gene 
expression assays (Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA)を用いた。 



 
(5)イミキモド誘発マウス乾癬モデルの作成 
6 週齢の C57BL/6J female mice をオリエンタ
ル酵母より購入し旭川医科大学動物実験委
員会の承認のもと実験を行った。マウスの背
部、耳に 0.5%イミキモドクリーム（背部：62.5
㎎、耳：31.25 ㎎）を 7 日間連日外用した。
コントロールはワセリンを使用した。また、
治療実験では mouse of anti-TRAIL (clone 
N2B2) or control rat IgG2a (Biolegend, San 
Diego, CA) を 250 μgずつ day0,2,4,6 に腹
腔内投与した。 
 
(6)3D 培養表皮モデル 
NHK4×10^5 cells/well をミリセルインサー
トに加え、インサート内外を CNT-PR で充満
し、インサートがコンフルエントになった時
点でインサート内外の培地を CNT-PR 3D に変
更し、16 時間後にインサート内の培養液を除
去し、インサート外のみに CNT-PR 3D 培地を
加えその後 12 日間培養した。 
 
４．研究成果 
(1) 尋常性乾癬病変部では RIP1 の発現が低
下している 
表皮における RIP1 の機能解析をするため、
正常皮膚、アトピー性皮膚炎、多形紅斑、尋
常性乾癬の病理組織で免疫染色を施行した
ところ、正常皮膚、アトピー性皮膚炎、多形
紅斑では表皮全層にRIP1の発現を認めたが、
尋常性乾癬では RIP1 の発現が有意に低下し
ていた（下図）。更に、尋常性乾癬病変部と
非病変部のサンプルを用いた western 
blotting では、健常コントロールに比較して
RIP1 の発現が有意に低下していた。RIP1 の
発現低下は、イミキモド誘発マウス乾癬モデ
ルにおいてもqRT-PCRでコントロールに比較
して 80％低下していた。そこで、NHK に乾癬
関連サイトカインを加え RIP1 の発現を
qRT-PCR で測定すると、IL-1β, IL-17A, 
IL-22, TRAIL, IL-17A+IL-22 を NHK に添加す
ると RIP1 の発現低下が誘導された。以上よ
り、RIP1 の発現低下が尋常性乾癬の病態に関
連していることが示唆され TRAIL と RIP1 の
機能解析を開始した。 

 
(2) 尋常性乾癬における表皮RIP1の発現低
下は TRAIL への感受性を増強する 
RIP1 は、TNF、TRAIL、TLRs 刺激のもと NF-κB, 
apoptosis, necroptosisへのシグナル伝達を
制御している。RIP1 の発現をコントロールに
比較して 15％程度にノックダウンした NHK 

（以下 RIP1-KD-NHK）に TRIIL 刺激を加えサ
イトカインの発現レベルをqRT-PCRで測定す
ると、コントロールに比較して RIP1-KD-NHK
で IL-1β, IL-6, IL-8, IL-20, IL-33, TNF-α
が 3-8 倍上昇していた 。更に、TRAIL 刺激下
で培養上清中のサイトカイン濃度を測定す
ると TNF-α, IL-1βの発現が上昇していた。
TRAIL 刺激下で NF-κB 阻害剤を使用すると、
RIP1-KD-NHK で IL-6, TNF-αの発現が有意に
低下した。これより、RIP1 の発現が低下した
表皮細胞は、TRAIL 刺激への感受性が増し
NF-κB を活性化し IL-1β, IL-6, IL-8, 
IL-20, IL-33, TNF-αを誘導することが判明
した。これらサイトカインは、尋常性乾癬の
病態形成において、dermal DC の活性化や表
皮における STAT3 の活性化、好中球の浸潤に
関わる重要な因子であり、表皮における RIP1
の発現低下とTRAIL刺激が病態の増悪に関与
していることが示唆された。 
 
(3) TRAIL 中和抗体はイミキモド誘発マウ
ス乾癬様皮膚炎を阻害する 
イミキモド誘発マウス乾癬モデルにおける
TRAIL シグナルを解明するため、TRAIL 中和
抗体を用いた治療実験を行った。イミキモド
誘発マウス乾癬モデルにTRAIL中和抗体およ
びコントロール IgG を投与すると、紅斑、浸
潤、鱗屑が著明に軽快し（下図）、病理組織
では表皮の acanthosis, hyperkeratosis, 
parakeratosis が改善された。更に、TRAIL
中和抗体を投与したマウス皮膚では RIP1 の
発現が回復しており、マウスの耳の肥厚も改
善していた。これらの症状改善は、TRAIL 中
和抗体による TNF-α 発現低下が寄与してい

ると考え
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(4) RIP1KD 表皮細胞を用いた 3D 培養表皮モ
デル 
NHK に Nucleofection™（Lonza）を用いて si- 
RNA を導入し RIP1 の発現を 15％まで抑制し、
RIP1-KD-NHK と control-NHK を 用 い て
air-liquid interface method で 3D 培養表皮
を作成することに成功した。RIP1-KD-NHK を
用いた培養表皮モデルは、コントロールと比
較して角層が肥厚し、顆粒層の肥厚が認めら
れた（下図）。 



 
以上の結果より、RIP1 が表皮の恒常性維持に
深く関与し、更に TRAIL-RIP1 シグナルが尋
常性乾癬の増悪に関与していることを明ら
かにした。本研究は、尋常性乾癬の更なる病
態の解明、新規治療法の開発につながると考
える。 
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