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研究成果の概要（和文）：mTORC1は細胞周囲の栄養状態やエネルギー状態を感知するシグナル伝達分子で、免疫
細胞の分化やサイトカインの発現に関わる。本研究では、アミノ酸-mTORC1シグナルが、マウス表皮角化細胞に
おけるGM-CSF発現制御に関与していることを明らかにした。また、乾癬と同様にGM-CSFが炎症増悪因子と知られ
る刺激性接触皮膚炎モデルを用いた解析から、アミノ酸処理が皮膚炎に対して治療効果をもつ可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：mTORC1 is a signal transduction molecule that senses nutritional and energy 
states around cells, and is involved in immune cell differentiation and cytokine expression. Here we
 show that the amino acid-mTORC1 signal is involved in the regulation of GM-CSF expression in mouse 
epidermal keratinocytes. In addition, we have revealed that the amino acid treatment may have a 
therapeutic effect on dermatitis, based on an analysis using an irritant contact dermatitis model in
 which GM-CSF is known to be an exacerbation factor for inflammation as well as psoriasis.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
mTORC1は様々な免疫細胞のサイトカイン発現制御に関わっていることが知られているものの、非免疫細胞におい
ては未解明な点が多い。本研究では、mTORC1および、その活性化物質であるアミノ酸が表皮角化細胞のGM-CSF発
現制御に関与することを明らかにし、アミノ酸処理による皮膚炎治療への足掛かりを示した。そのため、アミノ
酸-mTORC1シグナルは、皮膚免疫応答の人為的制御点の一つとして皮膚疾患の治療に応用できると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
セリン・スレオニンキナーゼとして知られる mTOR complex 1 (mTORC1) は、もともとアミノ
酸や成長因子などにより活性化し、細胞の増殖や代謝を促進する分子として考えられてきたが、
近年、我々を含め国内外の研究グループから免疫機能の調節に関する報告が相次ぎ、様々な疾患
の治療標的分子の一つとして注目されている（Weichhart T., Nat. Rev. Immunol. 2015）。我々
はこれまで、mTORC1 が樹状細胞の IL-12 産生を抑制して Th1 反応を抑えることや、IL-10 産生
を促進することで腸炎発症を抑えることを明らかにしてきた。また、予備的解析から、マウス表
皮角化細胞株 Pam212 において mTORC1 が炎症誘発物質刺激に伴う顆粒球・マクロファージコロ
ニー刺激因子 (GM-CSF) の遺伝子発現およびタンパク質発現を抑制することを見出した。 
 表皮角化細胞が産生する GM-CSF は乾癬やアトピー性皮膚炎といった炎症性皮膚疾患の病因の
一つと考えられている。乾癬は慢性の炎症性角化症で、表皮角化細胞の異常増殖や好中球や TH17
細胞の組織浸潤、GM-CSF や TNF-α、IL-23 といった炎症性サイトカインの過剰産生がみられる。
GM-CSF は好中球やマクロファージの遊走と活性化を促すことで炎症を増悪化させることから、
乾癬の治療標的の候補に挙げられている。現在、乾癬の治療法は角化細胞の増殖を抑えるビタミ
ン D3 外用薬と炎症を抑えるステロイド外用薬を用いるのが一般的で、病状によっては光線療法
や生物学的製剤が使われている。しかし、いずれも副作用や費用の点で問題があり、新規治療法
の開発が望まれている。 
mTORC1 は様々な刺激によって活性化されるが、特にアミノ酸のロイシン(Leu)やアルギンニン
(Arg)、グルタミン(Gln)は強い活性化を引き起こす。In vitro の予備的解析から、培地中の Leu、
Arg の量を増やすと Pam212 における GM-CSF 発現が抑制されることがわかっている。そのため、
アミノ酸を皮膚に作用させることで mTORC1 活性化させて GM-CSF 産生を抑制できれば、乾癬な
どの皮膚疾患の新たな治療法につながることが期待され、本研究を行うに至った。 
 
２．研究の目的 
マウス表皮角化細胞における（１）アミノ酸-mTORC1 を介した GM-CSF 遺伝子発現制御機構を
明らかにするとともに、（２）マウス皮膚へのアミノ酸塗布が GM-CSF 産生を抑制し、乾癬に対す
る治療効果を示す可能性について検証を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス表皮角化細胞におけるアミノ酸-mTORC1 シグナルを介した GM-CSF 遺伝子発現制御
機構の解明 
① マウス表皮角化細胞株 Pam212 を用いた解析から、炎症誘発物質刺激によって誘導される GM-
CSF プロモーター活性が mTORC1 阻害剤により増大し、そのプロモーター活性制御に転写因子
Tfcp2 が関与している可能性が示唆された。そこで、mTORC1 が Tfcp2 を介して GM-CSF 発現を抑
制しているのか否かを調べるため、Tfcp2 を強制発現させた後、レポーターアッセイにより GM-
CSF プロモーター活性を評価するとともに、ELISA によりタンパク質産生量を解析した。また、
Tfcp2 以外の転写因子の関与をレポーターアッセイにより調べた。 
② Pam212 にアミノ酸（Leu、Gln）を過剰添加すると GM-CSF 発現が低下した。そのため、逆に
アミノ酸を枯渇させた場合に GM-CSF 発現が増加する可能性について調べた。培地から三種類の
アミノ酸（Leu、Arg、Gln）を単独もしくは同時に枯渇させ、GM-CSF 遺伝子発現およびタンパク
質産生の量を real-time PCR および ELISA にて解析した。 
 
Pam212 でみられたアミノ酸-mTORC1 シグナルによる GM-CSF 発現制御について、より生理的条
件下に近い初代培養表皮角化細胞を用いて確認した。 
③ 初代培養表皮角化細胞にアミノ酸（Leu、Arg、Gln）を過剰添加し、炎症誘発物質刺激によっ
て誘導される GM-CSF 遺伝子発現を real-time PCR で調べた。また、アミノ酸過剰添加が mTORC1
活性化に与える影響を Western blotting により解析し、mTORC1 阻害剤を用いて GM-CSF 発現へ
の影響を解析した。 
 
（２）アミノ酸塗布による乾癬治療への応用検討 
④ 乾癬と同様に GM-CSF が炎症増悪因子と知られる皮膚炎で、解析が容易な刺激性接触皮膚炎
モデルを用い、皮膚炎に伴う GM-CSF 発現におけるアミノ酸処理の影響を解析した。三種類のア
ミノ酸（Leu、Arg、Gln）を混合した水溶液をマウスの耳に塗布した後、クロトンオイルを塗布
して刺激性接触皮膚炎を誘導し、皮膚の肥厚を測定した。また、皮膚中の GM-CSF mRNA 発現量を



real-time PCR で測定した。 
⑤ 皮膚への mTORC1 阻害剤処理が、アミノ酸処理がもたらす作用と反対に働くかを④と同様の
方法で検証した。 
 
４．研究成果 
（１）マウス表皮角化細胞におけるアミノ酸-mTORC1 シグナルを介した GM-CSF 遺伝子発現制御
機構の解明 
① Tfcp2 発現ベクターを導入した Pam212 では、コントロールベクターを導入した細胞と比べて
GM-CSF プロモーター活性が低下した。また、レンチウイルスベクターで Tfcp2 遺伝子を導入後、
Tfcp2 強陽性細胞をソーティングし、炎症誘発物質刺激に伴う GM-CSF の発現を調べたところ、
コントロールと比べてGM-CSFのmRNAおよびタンパク質の発現低下が観察されたことから、Tfcp2
が GM-CSF 発現を負に制御することが示唆された。今後、mTORC1 と Tfcp2 の相互作用を調べる必
要がある。一方、マクロファージや樹状細胞において、mTORC1 が転写活性に影響を与えること
が知られている NF-κB と AP-1 について、Pam212 細胞を用いてレポーターアッセイにより調べ
た。その結果、炎症誘発物質刺激に伴う NF-κB と AP-1 の転写活性は、mTORC1 阻害剤によって
増加がみられたことから、mTORC1 は Tfcp2 のみならず、NF-κB や AP-1 の転写活性を抑制する
ことで、GM-CSF 発現を負に制御している可能性が明らかとなった。 
 
② 培地中のアミノ酸（Leu、Arg、Gln）を枯渇させた培地下で、Pam212 細胞を炎症誘発物質刺激
して GM-CSF の mRNA 発現を調べたところ、枯渇しない場合と比べて著しく発現が増加した。その
程度は、三種類すべて枯渇で最も高く、Arg 単独もしくは Gln 単独枯渇でも同程度だったが、Leu
単独枯渇では他と比べて弱かった。また、GM-CSF のタンパク質発現においても同様の傾向がみ
られた。mTORC1 阻害剤で処理した場合は、2倍程度の発現増加であることから、アミノ酸シグナ
ルは mTORC1 依存・非依存的に GM-CSF 発現を負に制御していることが示唆された。 
 
③ 初代培養表皮角化細胞にアミノ酸（Leu、Arg、Gln）を過剰添加した後、炎症誘発物質刺激し
て GM-CSF の発現を解析した。その結果、Pam212 の結果とは対照的に、Leu 単独、Arg 単独、三
種類同時に添加した場合、GM-CSF の mRNA およびタンパク質発現は増加した。Arg 単独添加によ
る顕著な変化は認められなかった。mTORC1 の下流分子である p70S6K のリン酸状態は、Leu もし
くは Gln 添加によって亢進したが、Arg 添加では変化がなかった。また、mTORC1 阻害剤を用いた
解析から、アミノ酸過剰添加による GM-CSF 発現の正の調節は、mTORC1 依存的・非依存的経路な
経路を介していることが示唆された。 
 
（２）アミノ酸塗布による乾癬治療への応用検討 
④ マウスの耳にアミノ酸（Leu、Arg、Gln）混合溶液を 10 μlずつ 3回塗布した群と、リン酸
緩衝液を塗布した群に、クロトンオイルを塗布して刺激性接触皮膚炎を誘導した。その結果、炎
症に伴う耳の肥厚がアミノ酸処理で軽減しており、耳組織における GM-CSF mRNA 発現が抑制傾
向にあったことから、アミノ酸処理が GM-CSF 発現低下を介して皮膚炎の抑制に働く可能性が示
唆された。 
 
⑤ マウスの耳に mTORC1 阻害剤を塗布して、クロトンオイルによる刺激性接触皮膚炎への影響
を調べたが、阻害剤の有無による変化は観察されなかった。mTORC1 阻害剤が皮膚細胞の mTORC1
活性を抑制できているかを Western blotting および免疫組織染色で解析したが、mTORC1 阻害剤
の濃度を濃くしても、mTORC1 活性の抑制は認められなかった。そのため、アミノ酸処理による
GM-CSF 発現低下および皮膚炎抑制効果が mTORC1 を介しているかは明らかにできなかった。 
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