
山梨大学・大学院総合研究部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３５０１

若手研究

2020～2018

好中球と表皮細胞に起因した重症薬疹発症の機序解明と早期診断血清マーカーの確立

The elucidation of mechanisms underlying severe cutaneous adverse drug reactions
 induced by neutrophils and the establishment of early diagnostic markers

９０８１３７１７研究者番号：

木下　真直（Manao, Kinoshita）

研究期間：

１８Ｋ１６０２２

年 月 日現在  ３   ５   ７

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：重症薬疹である Stevens-Johnson症候群 (SJS)と中毒性表皮壊死症（Toxic 
Epidermal Necrolysis: TEN）は、全身の表皮壊死に加え多臓器障害を伴い、ときに致死的となる。我々は、活
性化した好中球が表皮内に浸潤し、Neutrophil extracellular traps (NETs) を形成することが、SJS/TENの病
態に関与していることを見出した。さらに、NETs により放出される抗菌ペプチド (LL37)が表皮に作用すること
で、ネクロプトーシスによる広範な表皮細胞死が惹起されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Stevens-Johnson syndrome/toxic epidermal necrolysis (SJS/TEN) are 
life-threatening mucocutaneous adverse drug reactions characterized by massive epidermal detachment.
 We found a mechanism by which neutrophils trigger inflammation during early phases of SJS/TEN. 
Skin-infiltrating neutrophils undergoing neutrophil extracellular traps (NETs) released LL-37, an 
antimicrobial peptide, which induced formyl peptide receptor 1 (FPR1) expression by keratinocytes. 
FPR1-expression rendered keratinocytes vulnerable to necroptosis. Necroptotic keratinocytes further 
released LL-37 to induce FPR1 expression on surrounding keratinocytes, which likely amplified the 
necroptotic response. This pathway may be leveraged to establish both early diagnostic markers and 
therapeutic targets.

研究分野：皮膚免疫
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬疹は内服薬や注射薬などの投薬により発症し、全身の皮膚粘膜に障害をきたす。特に重症薬疹である SJS/TEN
 は、全身の表皮壊死に加え多臓器障害を伴い、ときに致死的となる。仮に救命できても、失明など重篤な後遺
症を残す患者は多い。薬剤による健康障害としては、重症薬疹が最多である (医薬品医療機器総合機構の集
計)。
本来、治療目的で行われる投薬による医原性疾患であること、老若男女を問わず発症しうること、急激な転機で
致死的になり得ることから、その病態解明と治療確立は切迫した課題である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 薬疹は内服薬や注射薬などの投薬により発症し、全身の皮膚・粘膜に障害をきたす疾患である。

特に重症薬疹である Stevens-Johnson 症候群 (SJS) と中毒性表皮壊死症（Toxic Epidermal 

Necrolysis: TEN）は、全身の表皮壊死に加え多臓器障害を伴い、時に致死的となる。仮に救命

できても、失明など重篤な後遺症を残す患者は多い。さらに、薬剤による健康障害としては、重

症薬疹が最多である (医薬品医療機器総合機構の集計)。 

本来、他疾患の治療のための投薬による医原性疾患であること、老若男女を問わず発症しうる

こと、急激な転機で致死的になり得ることから、その病態解明と治療確立は切迫した課題である。 

SJS/TENの病態は、全身の広範な表皮細胞の壊死による生体バリアの崩壊にあるが、表皮細胞

死に至るまでの一連の分子機序は十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、患者末梢血細胞、血清や水疱内容液、ヒト表皮培養系、ヒト血液細胞培養系を用

いて、SJS/TENにおいて表皮細胞壊死に至るまでの一連の分子メカニズムを明らかにすること

を目標としている。特に、我々はこれまであまり注目されていなかった好中球が病態に関与して

いると仮説を立て、研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
【検体収集】 

まずは、SJS/TEN の病態において好中球がどの程度 皮膚病変中に観察されるのか、またその

好中球にどのような形態学的・機能的変化があるのかを検討すべく、SJS/TENの皮膚組織標本

を収集した。また、血清や、より病変局所を反映すると想定される水疱液を収集した。 

これらの検体は単独施設では十分なサンプル数を確保できないことから、新潟大学、北海道大

学、京都大学、慶應義塾大学、杏林大学の各施設から、倫理委員会の審査を経て、検体を収集す

ることにより、科学的妥当性を担保できるサンプル数を確保した。なお、対照疾患として、薬疹

類縁疾患（播種状紅斑丘疹型薬疹、多形滲出性紅斑、固定薬疹、薬剤性過敏症症候群）、好中球

性疾患（急性汎発性発疹性膿疱症、尋常性乾癬、汎発性膿疱性乾癬、壊疽性膿皮症、ベーチェッ

ト病、敗血症）、自己免疫性疾患（全身性エリテマトーデス、急性移植片対宿主病、粘膜類天疱

瘡、後天性表皮水疱症）などの組織標本と血清を収集し、解析した。水疱液に関しては、水疱性

類天疱瘡、尋常性天疱瘡、第Ⅱ度熱傷、帯状疱疹、外傷性水疱、虫刺症を対照疾患として収集・

解析した。 

さらにより急性病態を的確に捉えるため、急性期の SJS/TEN 患者の末梢血中の好中球、リン

パ球、抗原提示細胞なども採取・解析した。 

 

【解析手法】 

まず、組織切片中の好中球の存在やその形態変化についてヘマトキシリン・エオジン

（Hematoxylin Eosin）染色、電子顕微鏡などを用いて解析を行った。さらに、好中球を標識す

るため、抗 Myeloperoxidase, Neutrophil elastase, CD66b 抗体などを用いた免疫染色法によ

り、これらタンパク質発現の変化や形態学的変化を観察した。 

さらに、急性期の患者末梢血中の単核球、好中球、CD4 陽性リンパ球、CD8 陽性リンパ球、抗原

提示細胞の細胞数や表面マーカー発現をフローサイトメトリーで解析したり、これら細胞分画



を薬疹の原因薬や刺激薬剤の存在下に培養した状況での細胞上清や細胞におけるタンパク発現・

遺伝子発現をマススペクトロメトリー、enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)、Western 

Blot 法、Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)などにより検討した。 

加えて、患者血清や薬剤刺激細胞上清、各種研究試薬を添加した時の好中球や培養表皮細胞の

形態的変化や細胞死の状態を免疫染色法、細胞毒性アッセイ(LDH assay)などで評価した。 

 
４．研究成果 

（1） 元来、SJS/TEN は獲得免疫機序により発症すると説明され、好中球の病態への関与は注目

されてこなかった。事実、SJS/TEN の病変部において好中球が非常に多く浸潤していることは一

般的事実としてはあまり認知されていない。しかし、SJS/TEN 患者の病理標本を注意深く観察す

ると、表皮壊死が起こる前の発症初期において好中球が真皮上層から表皮に浸潤していること

が確認された。この好中球の浸潤は病初期の極めて短い期間(発症３日後がピーク)でのみ多く

観察され、その後は好中球自身の細胞死によって速やかに好中球形態を呈しなくなってしまう

ために、これまであまり注目されて来なかったと判明した。 

さらに、水疱液中でも非常に多くの好中球が検出されることをフローサイトメトリーにより確

認した。 

 

（2） 次にこの好中球の変化について免疫染色、電子顕微鏡観察などにより観察した。大変興味

深いことに、表皮内に浸潤している好中球は網目状にクロマチンや抗菌ペプチドを放出する 

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 形態を呈していることが判明した。これにより、抗菌

ペプチド LL-37 が多量に放出されていることが確認された。また LL-37 は SJS/TEN 病勢期の

血清や水疱液中でも上昇していることが確認された。 

さらに、SJS/TEN 患者血清や水疱液を正常な好中球に添加すると NETs が誘導されることが確

認された。この血清による NETs の誘導は、他の薬疹疾患（播種状紅斑丘疹型薬疹、多形滲出性

紅斑、固定薬疹、薬剤性過敏症症候群）や表皮壊死を呈するような類似疾患（固定薬疹、急性移

植片対宿主病）などでは見られず、SJS/TEN において特異的な現象であった。 

 

（3） 次に好中球の浸潤とその NETs 形成が、SJS/TEN の病態にどのように関与しているのか

検討した。NETs で放出される物質を培養表皮細胞に添加して、その表皮細胞の受容体発現を RT-

PCR 法ならびに、Western Blot 法などで検討した。 

NETs で放出される物質のうち LL-37 は、SJS/TEN にみられる表皮細胞死であるネクロプトー

シスの誘導に重要な N ホルミルペプチド受容体 1 (FPR1 受容体)の発現を惹起することを見出

した。この FPR-1 受容体は単球由来の Annexin A1 との相互作用によってネクロプトーシスを

誘導することが報告されており、NETs は表皮細胞に FPR-1 受容体の発現、ひいてはネクロプ

トーシスを誘導することに関与していることが判明した。 

 

（4） 最後に、この NETs がどのように誘導されるのか、について解析を行った。 

SJS/TEN 患者の末梢血中の単核細胞を単離し、原因薬剤で刺激後の細胞上清を正常好中球に添

加すると NETs が誘導された。SJS/TEN 患者の末梢血単核細胞は NETs 誘導物質を放出してい

ると考えられた。 

さらに、この NETs を誘導する物質の同定を試みた。 SJS/TEN、播種状紅斑丘疹型薬疹、

薬剤性過敏症症候群 などの既往患者から末梢血単核細胞を収集し、原因薬剤刺激した場合に放



出される物質を質量分析解析や ELISA 法により同定・定量した。このなかで SJS/TEN で特

異的に放出される物質を絞り込み、さらにその中から NETs 誘導能がある物質を同定した。加

えて、SJS/TEN 既往患者末梢血から CD4 陽性 T 細胞、 CD8 陽性 T 細胞、抗原提示細胞な

どの分画を抽出し、原因薬剤刺激下におけるどのような細胞から NETs 誘導能がある物質が放

出されるか検討した。これらの解析から、SJS/TEN 疾患特異的に、薬剤特異的 CD8陽性 T細

胞から NETs 誘導物質が放出され、それが SJS/TEN 病態の起爆剤となっている可能性が明ら

かとなった。この NETs 起爆物質によって一度 NETs が形成されると、その NETs からも さ

らなる NETs 誘導物質が放出されることも判明し、フィードフォワード制御により、 NETs 進

行が加速していくことが明らかになってきた。 
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