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研究成果の概要（和文）：STAT6に特異的な siRNAを用いてアトピー性皮膚炎の遺伝子多型の
みられる転写調節因子の STAT6 をターゲットとした核酸医薬剤を開発した。この STAT6 
siRNA を用いて接触アレルギーのモデルマウスおよびアレルギー性鼻炎のモデルマウスに試
みたところ、ともに炎症反応を抑制しうることを明らかにした。STAT6を制御する核酸医薬が
接触アレルギー、アレルギー性鼻炎の新規治療法となりうる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We established the gene therapy targeting for STAT6.  We 
demonstrated that gene siliencing of STAT6 with siRNA ameliorates both contact 
hypersensitivity and allergic rhinitis by using model mouse. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) アトピー性皮膚炎は、乳幼児に発症し、
消退をくり返して難治性の成人型アトピー
性皮膚炎と移行する疾患であり、まだその難
治化する機序は明らかにされていない。難治
化する機序として皮膚バリア機能の異常と
Th2細胞を介する異常の２面性がある。特に、
後者の Th2 細胞を介した IgE 抗体産生異常
に基づく病態形成については、環境アレルゲ
ンの検出と除去以外方法がなく、根本的な治

療法の確立が急務となってきている。今回、
本研究ではアトピー性皮膚炎の Th2 細胞を
中心とする免疫学的炎症反応の解析と Th2
による IgE産生異常をターゲットたした新し
い治療法を樹立することを目的とする。現在、
2%STAT6 decoy 軟膏を開発し臨床研究を施
行しているが重症アトピー性皮膚炎の顔病
変に有効であることが確認されている。 
２．研究の目的 
(1) 近年、干渉 RNA(siRNA)が核酸医薬剤と

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2007～2009 

課題番号：19591297 

研究課題名（和文） ｓｉＲＮＡを用いＳＴＡＴ６を標的とした皮膚アレルギー疾患の遺伝子

療法 

研究課題名（英文）Gene silencing of STAT6 with siRNA ameliorates contact hypersensitivity and 
allergic rhinitis 

研究代表者 

横関 博雄（YOKOZEKI HIROO） 

東京医科歯科大学・医歯学総合研究科・教授 

 研究者番号：90210608 



 

 

して種々の疾患の遺伝子療法として注目さ
れている。siRNAは配列特異的な遺伝子発現
阻害が得られ、悪性腫瘍など遺伝子発現に異
常を来す疾患に対する遺伝子療法として有
望であると考えられている。また siRNA は
コレステロール中で非常に安定することが
知られ外用剤での皮膚への導入が容易であ
る。今回、この STAT6に特異的な siRNAを
用いてアトピー性皮膚炎の遺伝子多型のみ
られる転写調節因子の STAT6 をターゲット
とした核酸医薬剤を開発して、アトピー性皮
膚炎のモデルマウスである IgE誘導性湿疹反
応、反復ハプテン塗布マウス、抗原特異的 IgE
遺伝子導入による慢性皮膚炎症反応に試み
ることにより、Th2タイプサイトカインであ
る IL-4、IL-13 の重要な転写調節因子である
STAT6 を制御する核酸医薬として開発した。
Th2 反応を抑制することによりアトピー性
皮膚炎の皮膚病変を遺伝子治療できる可能
性も検討した。 
(2)本研究では、すでに樹立された皮膚アレル
ギー疾患のモデルマウスを解析することに
より病態を解析するとともにこのモデルマ
ウスを用いてシグナル伝達因子、レセプター
などをターゲットとして核酸医薬である
siRNA の導入を用いた治療法を開発する目
的である。Th2型細胞を介する IgE産生異常
に基づいた炎症反応の遷延化にたいする治
療法を開発することは難治化した本疾患患
者の社会復帰を可能とすることで、国民の福
祉に寄与するものである。 
３．研究の方法 
(1) STAT6 抑制 siRNA の作成 
① リアルタイム PCR を用いた siRNA による
STAT6 抑制効果の検証 
実験に使用するsmall RNAであるSTAT6 siRNA
はハプロファーマ社（株）との共同研究によ
り作製した。強力かつ特異的な RNA 干渉を誘
導する理論 4を基盤として、BLAST Search を
行い、さらにこの mRNA の高次構造を予測を
することにより、siRNA の候補配列を決定し
た。 
② ウエスタンブロット法を用いた siRNA に
よる STAT6 抑制効果の検証 
マウス脾細胞においてすでにリアルタイム
PCR で抑制効果のみられた、siRNA をマウス
脾細胞に導入して蛋白レベルでも STAT6が抑
制できるか検証。細胞からのタンパク抽出後
に電気泳動し、Hybond-P 膜に転写。1次抗体
として、抗  -actin 抗体と抗 STAT6 抗体を用 
いた。 
③線維芽細胞による eotaxin (CCL11)、
eotaxin-3 (CCL26) 産生の誘導 
STAT6 siRNA 導入 24時間後に recombinant 
mouse IL-4 と recombinant mouse TNF-alpha
を添加（ヒト正常線維芽細胞では
recombinant human IL-4 のみ）。24時間後に

上清を回収。上清中の eotaxin (CCL11)、
eotaxin-3 (CCL26)濃度は ELISA 法により測
定した。 
(2)アトピー性皮膚炎モデルマウスを用いた
STAT6 siRNA 投与による遺伝子治療の開発 
我々はすでに確立したアトピー性皮膚炎の
モデルマウスとして湿疹反応が生じる抗原
特異的 IgE誘導性の遅発反応を用いて核酸医
薬である STAT6 デコイが有効であることは
すでに確認した。本研究では、さらにアトピ
 性皮膚炎のモデルマウスとして抗原特異的
IgE 遺伝子導入マウス、ハプテン連続塗布マ
ウスを用いて核酸医薬である STAT6 siRNA の
効果を解析する。さらに核酸医薬の siRNA 投
与により各種のアトピー性皮膚炎モデルマ
ウスの炎症反応が抑制ことが確認されてい
るため、この抑制機序の解析。 
 (3) STAT 6 siRNA の導入方法の確立  
STAT6 siRNA は線維芽細胞に導入した。
LipofectamineTM 2000 を OPTI-MEM I 245μL
と混合して、これを STAT6 siRNA と混合。さ
らに 20分間静置後に細胞に添加した。 
 (4) 接触皮膚炎モデルマウスを用いてに
siRNA の抑制効果の検討 
Day 0 に 5% 
2,4,6-trinitrochlorobenzene(TNCB)、0.5% 
2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB)、または
5% 
4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5
-one (Oxazolone) を塗布して感作した。そ
の後、Day 5 で耳介に 1% TNCB、0.2% DNFB、
または 1% Oxazolone をそれぞれ耳介に 20μL
塗布して惹起。接触過敏反応の指標として耳
介腫脹を測定した。この接触皮膚炎モデルを
用いて siRNA の効果を検証した。 
 (5) 鼻炎モデルマウスでの検証 
Days 0, 7, 14, 21に ovalbumin (albumin from 
chicken egg white, Grade V) (OVA) 0.1mg、
aluminum hydroxide 1mg (alum)を腹腔内投
与して感作。Days 21 から 27 にかけて
0.2mg/day の OVA を連日鼻腔内に吸入させて
惹起した。鼻炎の症状の指標として、Day 27
の最終惹起直後に5分間あたりのくしゃみと
鼻掻き行動の回数をカウントした。鼻炎モデ
ルマウスに siRNA を投与、抑制効果を確認し
た。 
 (6) siRNA 外用剤の開発 
各種の濃度の siRNA を親水ワセリン剤に 2%
に希釈後、アトピー性皮膚炎モデルマウスの
皮膚に外用。 
４．研究成果 
(1) マウス STAT6 siRNA が正常線維芽細胞の
STAT6 発現に及ぼす in vitro 効果 
今回作成を試みたマウスSTAT6 siRNA の候補
配列を以下に示す。3種類の候補、すなわち
STAT6 siRNA 1, 2, 3 の全てに線維芽細胞の
STAT6 蛋白発現を抑制する効果が見られた 



 

 

(Fig. 1A)。本研究では３種類の中で最も効
率よく STAT6 発現を抑制した STAT6 siRNA 3
を STAT6 siRNA として以後の検討に用いた。
まず線維芽細胞を IL-4/TNF- で刺激した際
の eotaxin (CCL11)産生に対する in vitro 効
果を観察した。その結果、STAT6 siRNA は強
い抑制効果を示した (Fig. 1B)。 
マウス STAT6 siRNA 1 
 
5’ - GCCGAGGCACCCUGUAUAUCC    sense 
strand 
GACGGCUCCGUGGGACAUAUA - 5’    
anti-sense strand 
マウス STAT6 siRNA 2 
5’ - CCUGGUUCUGUUAAGGAUUCA   sense 
strand 
GGGGACCAAGACAAUUCCUAA - 5’    
anti-sense strand 
 
マウス STAT6 siRNA 3 
5’ - CGAAUGUGAUACAACUGUAUC   sense 
strand 
GAGCUUACACUAUGUUGACAU - 5’   anti-sense 
strand 
Ａ 
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Figure 1： マウス正常線維芽細胞に対する
STAT6 siRNA の効果 
A) 候補 siRNA による STAT6 タンパク発現の
抑制を Western blot 法にて確認した。 

B) B) IL-4 (10ng/mL)と TNF-  (40ng/mL)
の共刺激により産生される eotaxin 濃度
を ELISA 法にて定量した。* p<0.01 

 (2) 接触過敏反応における STAT6 siRNA の
in vivo 効果 
TNCB による接触過敏反応は、STAT6 siRNA の
耳介への皮下投与により有意に抑制された 
(Fig. 2A)。同様の抑制は DNFB や oxazolone
に対する接触過敏反応においても認められ
た。TNCB に対する接触過敏反応を病理標本で
検討したところ、STAT6 siRNA は真皮浮腫と
細胞浸潤を顕著に抑制していた (Fig. 2B)。

そして単核細胞、好酸球、好中球、脱顆粒し
ている肥満細胞のいずれの細胞数も減少し
ていた (Fig. 3C)。 
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Figure 2： 接触過敏反応に対する STAT6 
siRNA の効果 
A) 各種ハプテンによるマウス接触過敏反応
に対する STAT6 siRNA の抑制効果。* 
p<0.05, ** p<0.01  B, C) TNCB 接触過
敏反応における病理組織学的検討。(ギム
ザ染色) * p<0.01 

 (3) STAT6 siRNA 含有軟膏の接触過敏反応へ
の効果 
次に STAT6 siRNA 含有軟膏を作成し、外用薬
としての効果を検討した。FITC で標識した
STAT6 siRNA 軟膏を塗布して惹起から 24時間
後の皮膚の観察により浸潤細胞への STAT6 
siRNA の取り込みを確認した (Fig.3A)。そし
て STAT6 siRNA 軟膏塗布による効果をみると
コントロール群と比較して耳介腫脹に有意
な抑制が得られた (Fig. 3B)。 
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Figure 3A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3： STAT6 siRNA 軟膏の in vivo 効果 
A) FITC 標識 STAT6 siRNA 軟膏の経皮吸収。

B) TNCB 接触過敏反応に対する STAT6 
siRNA 軟膏の抑制効果。* p<0.01 

 
(4) 鼻炎モデルに対する STAT6 siRNA の効果 
OVA感作マウスの鼻腔に Days 21 から 27にか
けて連日 OVA を吸入させて鼻炎反応を誘発。
そして、惹起開始翌日から 3 日間連続して 
(Days 22, 23, 24)PBSに溶解した STAT6 siRNA 
(3nmol/day)を鼻腔内に投与して、その治療
効果を検討した。その結果、STAT6 siRNA の
投与により、くしゃみと鼻かき運動の回数が
著明に減少した (Fig. 4A)。炎症反応の抑制
は好酸球を含めた細胞浸潤の減少によって
も確認された (Fig.4B)。さらに、鼻炎モデ
ルマウスの頸部リンパ節細胞を in vitro に
て OVAで刺激しサイトカイン産生を観察した
ところ、STAT6 siRNA 投与群で IL-4 と IL-5
産生が低下していた。一方、IFN- に関して
は有意な差は得られなかった (data not 
shown)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4： 鼻炎モデルマウスに対する STAT6 
siRNA の治療効果 
A) 鼻炎モデルマウスのくしゃみと鼻かき運
動回数。* p<0.00001  B) 鼻粘膜におけるギ
ムザ染色所見と浸潤好酸球数。*p<0.02 
（５）考案 
今回作成を試みたマウス STAT6 siRNA 配列
はいずれも in vitroで線維芽細胞の eotaxin産
生を抑制した。そして in vivoでも接触過敏反
応の惹起相を減弱させた。その際、耳介組織
における Th2型サイトカイン・ケモカイン産
生量も減少していた。このことは作成した
STAT6 siRNAがTh2型反応抑制に特異的であ
ったこと、さらに接触過敏症惹起相において
Th2 型サイトカインが重要であることを示し
ている。また、siRNA軟膏の経皮吸収が可能
であった理由は、ハプテンの溶媒 (アセトン
など)や惹起された炎症により角質層にダメ
ージが生じたためと推測される。アレルギー
性鼻炎患者病変部での STAT6 発現と症状が
相関することも確認されている。そこで OVA
を用いたマウスアレルギー性鼻炎モデルに
おける STAT6 siRNA の治療効果についても
検討を加えた。その結果、STAT6 siRNAの鼻
腔内投与は好酸球を含めた粘膜への細胞浸
潤を非常に有効に抑制した。さらに非常に興
味深いことに惹起 5分以内に生じるくしゃみ
や鼻掻き行動も顕著に抑制した。通常、くし
ゃみや鼻掻き行動は肥満細胞に由来するヒ
スタミンを介した反応とされており、STAT6
を介した経路とは直接の関連はないと考え
られる。しかし、STAT6 siRNAは炎症担当細
胞の浸潤を抑制することで、結果的にヒスタ
ミンなどのメディエーターに対する閾値の
低下を回避し、くしゃみや鼻掻き行動といっ
た症状を軽減したものと考えられた。 
以上の結果より、STAT6 siRNAの生体への局
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所導入が接触皮膚炎やアレルギー性鼻炎治
療の有用な手段になりうることが示された。
今後、アトピー性皮膚炎のモデルマウスであ
る抗原特異的 IgE誘導性遅発反応、第三相反
応を用いて STAT siRANの皮膚症状を改善で
きるか、さらに解析していく予定である。 
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