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研究成果の概要： 
iNOS は皮膚炎症に関与することが示唆されているが、そのメカニズムは明らかにされていな

い。そこで、代表的な炎症性皮膚疾患の１つである接触皮膚炎モデルを用いて、iNOS が皮膚

免疫応答において負に制御する因子であることを示す。iNOS 抑制剤を投与したマウスでは有

意に接触過敏反応が亢進した。その機序は皮膚樹状細胞のアポトーシス抑制や遊走能亢進を介

して起こることを明らかにした。こうした iNOS の樹状細胞調節機構解明の成果は炎症性皮膚

疾患制御への糸口となる。 
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１．研究開始当初の背景 

 

一酸化窒素（NO）や一酸化窒素合成酵素( 
NOS)の皮膚疾患への関与が示唆されている
ものの、NOや誘導型 NOS(iNOS)が、いかなる
メカニズムで皮膚炎症に関与するのかにつ
いては明らかにされていない。 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
(1)接触皮膚炎モデルにおける NO および
NOS のケラチノサイト、ランゲルハンス細
胞における役割の解明。 
(2) ケラチノサイト、ランゲルハンス細胞の
NOS 発現の包括的解明。 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
３．研究の方法 
(1) 抗 iNOS 抗体を用いて、マウスケラチノ
サイト、ランゲルハンス細胞を染色。 
次に、iNOS inhibitor 処理群と非処理群で以
下の検討を行った。 
(2)培養ケラチノサイト中のサイトカインを
ELISA 法で測定。 
(3)マウス接触過敏反応モデルを用いた耳翼
腫脹の解析。 
(4)FITC を用いたランゲルハンス細胞遊走能
の検討。 
(5)表皮細胞浮遊液中のランゲルハンス細胞
共刺激分子発現の検討。 
(6)ランゲルハンス細胞の CCL21 に対するケ
モタキシスアッセイ。 
(7)ランゲルハンス細胞のアポトーシスの検
討。 
(8)ハプテン塗布後のランゲルハンス細胞と
真皮樹状細胞の iNOS 発現の差異。 
 
 
４．研究成果 
 iNOS inhibitor投与群では接触過敏反応が
有意に亢進した（図１）。フローサイトメト
リにて、ケラチノサイトおよびランゲルハン
ス細胞の iNOS 発現を確認した（図２）。iNOS 
inhibitor は培養ケラチノサイト中の
TNF,IL-1α,GM-CSF の産生に影響を与えなか
った。接触過敏反応が亢進したメカニズムと
して、ランゲルハンス細胞の遊走能の亢進
（図３）（図４）が考えられた。但し、iNOS 
inhibitor は表皮細胞浮遊液中のランゲルハ
ンス細胞の共刺激分子発現には影響をおよ
ぼさなかった（図 5）。加えて、表皮細胞浮遊
液に LPS 添加下で、iNOS inhibitor 処理群で
は有意にランゲルハンス細胞のアポトーシ
スが減少した（図 6）。さらに、ハプテン塗布
後のランゲルハンス細胞と真皮樹状細胞の
iNOS 発現を検討したが、真皮樹状細胞でより
高発現であった(図７)。 
 以上の検討から，接触過敏反応において
iNOS はランゲルハンス細胞の遊走や生存に
関与し、免疫応答を負に制御する因子である
ことが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図１＞ 
DNFB で感作したマウス接触皮膚炎モデルに
おいて、iNOS inhibitor を投与すると、惹起
後、24 時間、48 時間とも有意に耳翼腫脹が
亢進した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図 2＞ 
ケラチノサイト、ランゲルハンス細胞とも
iNOS を発現し、ランゲルハンス細胞において
は、mature なランゲルハンスがより高発現で
あった。 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図 3＞ 
マウス腹部に FITC を塗布し、所属リンパ節
に遊走したランゲルハンス細胞と真皮樹状
細胞数を検討した。iNOS inhibitor 投与によ
りランゲルハンス細胞と真皮樹状細胞の遊
走が亢進した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図 4＞ 
iNOS inhibitor処理群ではランゲルハンス細

胞の CCL21に対するケモタキシスが有意に亢
進した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図 5＞ 
表皮細胞浮遊液に iNOS inhibitor を添加し
ても、ランゲルハンス細胞上の共刺激分子発
現や CCR7 発現には影響を及ぼさなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図 6＞ 
表皮細胞浮遊液に LPS を添加し、ランゲルハ
ンス細胞のアポトーシスについて調べた。 
LPS を添加することでランゲルハンス細胞数
が減少するが、iNOS inhibitor を加えること
で、その減少を抑制できる。そのメカニズム
としてランゲルハンス細胞のアポトーシス
が有意に抑制されたことが考えられた
（PI-AnnexinV+細胞数、図６B,C）。 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図 7＞ 
マウス腹部に FITC を塗布した。塗布後 24、
48、72 時間における、所属リンパ節に遊走し
たランゲルハンス細胞と真皮樹状細胞の
iNOS 発現を検討した。真皮樹状細胞において
iNOS 発現が高く、時間経過とともにその発現
は低下した。 
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