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研究成果の概要（和文）：ヒト皮膚三次元モデルにおいて細胞外ATPがEGFファミリー、PTGS2等の乾癬関連遺伝
子群を発現させることを明らかにした。また、EGFファミリー受容体下流のRas-ERK経路、PI3K-Akt経路の活性化
を確認した。さらに、上記経路とPTGS2の発現経路の関係性について解析を行ったところPTGS2の経時的発現が認
められた。本検討により、細胞外ATPが誘導するPTGS2の発現にはRas-ERK経路またはPI3K-Akt経路が関与してい
る可能性が示唆された。細胞外ATPによりこれらの細胞内イベントが制御されているという本研究成果は、乾癬
の病態形成や治療法を考える上で重要な知見であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Author revealed that extracellular ATP expresses psoriasis-related gene 
cluster such as EGF family, PTGS2 and IL-33 in human skin three-dimensional model. Furthermore, 
author demonstrated that time-dependent activation of Ras-ERK and PI3K-Akt pathway in downstream of 
EGF family receptor. Author next focused these intracellular signal transduction pathways on the 
effect of ATP treatment on the protein expression of the PTGS2. As the result, time-dependent 
expression of PTGS2 by ATP treatment of human skin three-dimensional model. These results suggest 
that activation of Ras-ERK or PI3K-Akt pathway may be involved in ATP-induced PTGS2. It is 
conceivable that the finding that extracellular ATP regulates these intracellular signal 
transductions is important for pathogenesis and therapeutic strategy of psoriasis.

研究分野：医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
 表皮細胞に物理的・化学的刺激が加わると
ATP が細胞外に放出される。ATP は、P2 受容
体を介してサイトカイン、ケモカインの産生
を促すことが報告されている Danger Signal
の一つである。これまでに、尋常性乾癬の悪
化に見られるケブネル現象に細胞外ATPが関
与していることを予測し、細胞外 ATP がヒト
表皮細胞において IL-6、IL-20 等の産生を誘
導する他、STAT3 の活性化を著しく促進させ
ることを世界に先駆けて明らかにしてきた
（Ohara et al, J. Dermatol. Sci., 2010）。
しかし、本成果は基底層をターゲットとした
ものであり、80%を占める上層における細胞
外 ATP の機能は不明である。 
２．研究の目的 
本研究では、より生体皮膚を反映した三次
元モデルヒト表皮を用い、細胞外 ATP が誘導
する新規バイオマーカー探索と同定により
尋常性乾癬の発症・悪化メカニズムの解明を
目的とする。 
３．研究の方法 
（1）細胞外 ATP が誘導する尋常性乾癬の発
症・悪化に関与するバイオマーカーの探索と
同定 
これまでの研究により確立された条件
（Ohara et al, J. Dermatol. Sci., 2010）
にて三次元モデルヒト表皮細胞をATP処理し
RNA の抽出・精製を行い DNA Microarray によ
る網羅的遺伝子解析により尋常性乾癬にお
けるバイオマーカー探索・同定を行う。 
（2）尋常性乾癬の治療法を指向した本疾患
の発症・悪化メカニズムの解明 
対照群と比較して発現差異の認められた
遺伝子のうち尋常性乾癬の発症・悪化に寄与
することが予測されるバイオマーカーを同
定し、定量 PCR、Immunoblot、ELISA 等によ
るバリデーションを行い細胞外ATPの関与を
評価し尋常性乾癬の発症・悪化メカニズムの
解明を試みる。 
４．研究成果 
 三次元モデルヒト表皮を用い、細胞外 ATP
が誘導する尋常性乾癬の発症・悪化に関与す
る新規バイオマーカーの探索と同定を試み
た。DNA microarray 法による網羅的遺伝子発
現解析の結果、延べ 291 遺伝子の有意な発現
上昇が認められた（図 1）。 

図 1. Clustering analysis of 
differentially expressed genes in 
ATP-treated 3D-NHEKs. 
 
さらに、従来のヒト表皮基底層との比較解

析により、HB-EGF、AREG、PTGS2 および IL-33
など、三次元モデルヒト表皮において細胞外
ATP が誘導する新規遺伝子群を明らかにした。
興味深いことに、従来の検討で高発現するこ
とが分かっている IL-6 の発現は、本検討に
おいて認められなかった。  
今回新たに見出した遺伝子群は、皮膚にお
ける細胞増殖、免疫応答およびアレルギーに
関与する因子として知られており、特に上皮
成長因子（EGF）ファミリーに属する HB-EGF、
AREG は表皮ケラチノサイトのオートクライ
ン増殖因子として機能する一方、尋常性乾癬
の病変部において高発現し、病態に深く関与
することが報告されている。さらには、EGF
受容体のtransactivationによるサイトカイ
ン産生が明らかになっており、EGF ファミリ
ーの炎症性疾患への寄与が分かっている。そ
こで次に、三次元モデルヒト表皮において
EGF ファミリーが惹起する炎症性サイトカイ
ンの発現を予測し、尋常性乾癬の憎悪因子と
して近年注目を集めているIL-33の誘導に着
目した。qRT-PCR 法を用いて HB-EGF、AREG お
よび IL-33 の経時的な mRNA の発現解析を行
った結果、HB-EGF、AREG ともに ATP 刺激後、
経時的に同一の変動を示し、有意な発現が認
められた（図 2）。 
  

 
 
 
 

図 2. The quantitative PCR verified the 
augmentation of mRNA expression in 
ATP-stimulated 3D-NHEK. 
The data represent the mean ± S.D. (n=3). 
Dunnett’s test, *P < 0.01 indicate a 
statistically significant difference in 
comparison to cells that were time 0. 
 
一方、IL-33 の発現は HB-EGF および AREG
の発現が消失した後に誘導されることが判
明した。これらの結果は、EGF ファミリーに
よるIL-33の発現誘導を引き起こす可能性を
示唆するものであり、細胞外 ATP が誘導する
HB-EGF、AREG および IL-33 は、尋常性乾癬の
発症・悪化メカニズム解明に有用な新規バイ
オマーカーになり得ると考えられる。 
 EGF ファミリーによって IL-33 の発現を誘
導することが示唆されたものの、現段階では
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飽くまで現象を捉えたに過ぎず、これらの関
連性の詳細は不明である。そこで次に、P2 受
容体、EGF 受容体およびその下流シグナル伝
達経路の解析に着手した。これまでの知見に
より、EGF受容体下流においてJAK-STAT経路、
Ras-ERK経路およびPI3K-Akt経路が見出され
ている。そこで、細胞外 ATP 処理三次元モデ
ルヒト表皮において活性化されるシグナル
伝達経路をimmnoblot法にて確認したところ、
Ras-ERK経路およびPI3K-Akt経路で時間依存
的な活性化を誘導した。一方、JAK-STAT 経路
の活性化は認められなかった。以前、ヒト表
皮の基底層のみをターゲットに細胞外ATPの
機能解析を行った際には主に JAK-STAT 経路
の活性化を認めたことから、三次元モデルヒ
ト表皮においては異なる経路を活性化する
ことが明らかとなった。次いで、同法にて
IL-33 および PTGS2 のタンパク質レベルでの
発現解析を行った。その結果、ATP 処理 2 時
間以降において PTGS2 の発現が認められた。
一方、IL-33 の発現差異を確認することはで
きなかった。IL-1ファミリーに属すIL-33は、
通常、核内に恒常的に存在しており、近年、
アトピー性皮膚炎や乾癬等の皮膚疾患への
関与が報告されている。本検討では、ATP 処
理 24 時間後における核タンパク質を試料と
して用いたが、mRNA の発現は処理後 2時間で
ピークを示していることから、24 時間後にお
ける発現差異を捉えることができなかった
可能性が考えられる。今後は詳細なタイムコ
ースをとることでその経時的発現変化を精
査していく予定である。 
 本検討により、PTGS2 の発現は ATP 処理後
時間依存的な亢進が認められたことから、
ATP が誘導する PTGS2 の発現には Ras-ERK 経
路または PI3K-Akt 経路の活性化が関与して
いる可能性が示唆された。PTGS2 は、PGE1, 2
等の各プロスタノイドの産生により炎症反
応や細胞増殖を惹起する作用を有しており、
乾癬の発症や病態悪化への関与が指摘され
ている。今後は阻害剤を用いた検討により、
これらの経路とPTGS2発現の関係性を追跡し
ていく予定である。Ras-ERK 経路および
PI3K-Akt 経路の活性化には細胞増殖や細胞
保護作用等が広く知られており、細胞外 ATP
によりこれらの細胞内イベントが制御され
ているという今回の成果は、乾癬や炎症性皮
膚疾患の病態形成を考える上で、重要な知見
であると考えられた。 
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