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研究成果の概要（和文）：細胞内情報伝達を制御する因子の１つであるホスホリパーゼ Cεによ

る炎症応答の制御の機構とその意義について、特にサイトカイン産生に着目して解析した。そ

の結果、ホスホリパーゼ Cεが接触性皮膚炎や腫瘍における炎症に、サイトカイン産生制御を

介して係ることが明らかとなった。また、表皮角化細胞でのホスホリパーゼ Cεの過剰産生は、

サイトカインの産生の亢進と、T 細胞浸潤や鱗屑の発生など乾癬に酷似した特徴を持つ皮膚炎

に繋がることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Phospholipase C・ (PLC・), an intracellular signaling molecule, 
was implicated in inflammation and tumorigenesis by our study of an experimental skin 
carcinogenesis model. The aim of this research was to investigate the mechanism of 
inflammatory reactions mediated by PLC・. This study showed that PLC・ plays an important 
role in regulation of cytokine production by non-immune cells, such as epidermal 
keratinocytes and dermal fibroblasts, thereby augmenting inflammation. In addition, 
keratinocyte-restricted overproduction of PLC・ in mice results in the development of 
dermatitis accompanied by the characteristic features seen in human psoriasis, such as 
helper T cell infiltration and the development of silvery adherent scales. 
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１．研究開始当初の背景 
ホスホリパーゼ C・（PLC・）は、低分子量
GTP 結合蛋白質であり ras 癌遺伝子産物であ

る Ras 蛋白質、およびそのファミリーに属す
る Rap 蛋白質の下流の標的蛋白質（エフェク
ター）として、研究代表者の所属する研究室



で同定されたホスホイノシチド特異的 PLCで
ある。これは、イノシトール 3リン酸 (IP3)、
ジアシルグリセロール (DAG) の二種のセカ
ンドメッセンジャーの産生を介して、細胞内
カルシウム動員、プロテインキナーゼC (PKC) 
活性化などに関与する。研究代表者らは、遺
伝子ターゲッティング法を用いて、PLC・の
PLC 活性を欠損したマウス（以下、ノックア
ウトマウス）を作成し、その生理的な機能の
解析を進めた。その結果、12-O-テトラデカ
ノイルホルボール-13-アセテート (TPA) を
プロモーターに用いた二段階皮膚化学発癌
においては、腫瘍の発生とその悪性進展が
PLC・ホモノックアウト (KO)マウスで著し
く抑制される事が分かり、発癌への PLC・の
強い関与が示唆された。解析を進めた結果、
PLC・KO マウスでは、TPA により誘導される
炎症性サイトカインの発現誘導（特にインタ
ーロイキン (IL)1-・・の mRNAレベルでの調
節）が抑制されることにより皮膚炎が抑制さ
れることが分かった。このことから、PLC・
が炎症促進とそれによる発癌プロモーショ
ンを介して癌化の促進に汎く関わると予想
され、その機構の解明が必要であると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
PLC・は、研究代表者らの研究により、以上
のように、炎症応答に関与する可能性、さら
には発癌プロモーションにおいて重要な役
割を果たす可能性を示した。このことから、
炎症応答における PLC・の機能を明らかにす
ることは、炎症応答の理解にとどまらず、腫
瘍生成と悪性化の機構の理解にも繋がると
考えられた。本研究では、炎症応答の制御に
関わる PLC・の機能について、個体レベルで
の解析（特に腫瘍悪性化に関わる炎症性の微
小環境形成）、および遺伝子改変マウス由来
の培養細胞や精製蛋白質等を用いたよる分
子機構の解析を行い、PLC・によるサイトカ
イン産生制御機構と炎症における役割を明
らかにする事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）腫瘍悪性化に関わる炎症への PLC・の
関与について解析する為に、新たに ApcMin
小腸腺腫モデルを導入した。このモデルマウ
スでは、癌抑制遺伝子 Apc にナンセンス変異
があり ras癌遺伝子の変異非依存的に小腸と
大腸に腺腫が自然に発生するので、ヒトの大
腸癌のモデルとして汎く用いられている。ま
た炎症と発癌との関係についても、このモデ
ルマウスではこれまでの研究の蓄積がある
ので、PLC・の炎症を介した発癌への関与の
機構を解析するには、好都合である。そこで、
ApcMinマウスと PLC・ノックアウトマウスと
の交配を繰り返すことで、異なる PLC・遺伝

子型を持つ ApcMin マウスを作出した。それ
らを用いて、PLC・欠損の腫瘍形成への影響
について、以下の方法により検討した。 
①PLC・欠損による癌死の抑制の有無につい
て解析した。 
②ApcMin マウスの大腸と小腸に形成する腺
腫の数を解析した。 
③小腸に形成した腺腫については、生後 5、8、
13 週の各時期で回収し、それらの悪性度によ
り 3つのグレード（低異型度良性腫瘍、高異
型度良性腫瘍、悪性腫瘍（アデノカルシノー
マ））に分類し、それぞれのグレードに属す
る腫瘍数を検討した。 
④低異型度、高異型度の良性腫瘍における、
炎症の程度、癌細胞の増殖と細胞死について、
組織切片をそれらのマーカーで染色するこ
とで解析した（炎症については、好中球マー
カーであるGr-1を、細胞増殖についてはPCNA
の免疫染色を、細胞死については TUNEL 法に
よる解析を実施）。 
⑤低異型度、高異型度の良性腫瘍における炎
症性サイトカインや血管新生因子の発現へ
の PLC・遺伝子型の影響を、組織切片の免疫
染色法と、組織から得られた RNA 標品を用い
た定量 RT-PCR 法による検討を行った。 
 
（２）皮膚炎における PLC・の役割について
明らかにする目的で、TPA 誘発性以外の皮膚
炎モデルとしてアレルギー性接触皮膚炎モ
デルを導入した。実験的接触性皮膚炎は、ハ
プテンとして 2,4-ジニトロフルオロベンゼ
ン（DNFB）を用いて誘導した。PLC・WT およ
び PLC・KO マウスの背中に DNFB を塗布する
ことでマウスを感作し、その 5日後に DNFB
を耳介に塗布することで皮膚炎を惹起させ、
以下の方法で解析した。 
①炎症応答の経時変化について、耳介の肥厚
を非侵襲的方法で測定するとともに、異なる
時間で耳介標本を作成し、ヘマトキシリン・
エオシン染色により炎症浸潤細胞を可視化
し、浸潤細胞数の計測を行った。 
②異なる時間で作成した耳介標本中のヘル
パーT細胞を、抗 CD4 抗体による免疫染色法
で可視化した後、この浸潤数を計測した。 
③惹起期の PLC・WT および PLC・KO マウスに
おける炎症性サイトカインの発現を、定量
RT-PCR、および免疫染色法で検討した。 
④炎症浸潤細胞における PLC・の発現の有無
について、免疫染色、および単離細胞由来細
胞抽出液のウェスタンブロット法で検討し
た。 
⑤DNFB で感作したマウスに由来するヘルパ
ーT細胞を未感作のマウスへ移植し、レシピ
エントに DNFB を塗布して皮膚炎の惹起を行
った。ドナーおよびレシピエントの PLC・遺
伝子型の影響を検討した。 
⑥PLC・WT および PLC・KO マウス真皮から調



製した線維芽細胞の初代培養を T細胞由来サ
イトカインで刺激し、サイトカイン産生への
PLC・遺伝子型の効果を検討すると共に、線
維芽細胞での PLC・・の・細胞由来サイトカ
イン刺激による活性化の有無を検討した。 
 
（３）PLC・を表皮角化細胞で過剰発現する
トランスジェニックマウスを新たに作成し、
そこで生じた炎症の機構について、以下の方
法で解析した。 
①トランスジェニックマウスの皮膚から組
織切片を作成し、そこの炎症浸潤細胞の数と
種類の同定を、それらの特異的マーカーに対
する染色により行った。 
②トランスジェニックマウスの皮膚で発現
している炎症性サイトカインなどを、定量
RT-PCR 法、および抗体染色法により同定した。 
③トランスジェニックマウス由来の角化細
胞を初代培養し、それらが過剰産生している
サイトカインなどを定量 RT-PCR 法と ELISA
法により同定・定量した。 
④トランスジェニックマウスの皮膚を抗炎
症薬で処理し、その効果を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）腫瘍悪性化に関わる炎症への PLC・の
関与については、ApcMin マウスと PLC・ノッ
クアウトマウスとの交配で得られた異なる
PLC・遺伝子型を持つ ApcMinマウスの解析の
結果、以下の結果を得た。 
①PLC・ 野生型背景のApcMinマウスが生後8
ヶ月以内にその 80％程度が死亡するのに対
して、PLC・ノックアウト背景の ApcMin マウ
スは 20％程度しか死亡しなかった。これは、
腫瘍形成と悪性化の抑制によるものと考え
られた。 
②ついで、ApcMin マウスの大腸と小腸に形成
する腺腫の数を解析した。その結果、PLC・
ノックアウト背景の ApcMin マウスでは、大
腸腺腫、小腸腺腫、ともに PLC・ 野生型背景
の半分以下であることが分かった。 
③小腸に形成した腺腫の悪性度の解析から、
PLC・ノックアウト背景の ApcMinマウスでは、
全てのグレードの腫瘍の数が PLC・ 野生型
背景と比べて減少していた。また、PLC・ノ
ックアウト背景のマウスから採取された腫
瘍は主に低異型度腺腫であることが分かっ
た。以上の事から、PLC・が低異型度腺腫の
形成過程とその後の悪性化の、少なくとも・
つのポイントで機能していることが示唆さ
れた。 
④腫瘍における炎症を検討したところ、低異
型度腺腫では、Gr-1 陽性炎症細胞は、PLC・
の遺伝子型に関わらず観察されなかった。一
方、PLC・ノックアウト背景で腫瘍細胞の細
胞死の増加と細胞増殖の低下が、PLC・野生
型背景と比較した場合、認められた。そこで、

血管内皮マーカー（CD・・）の免疫染色で検
討したところ、腫瘍血管形成が、PLC・ノッ
クアウト背景の腫瘍で抑制されていること
が分かった。また、高異型度腺腫では、Gr-1
陽性炎症細胞（好中球）が PLC・野生型背景
の腫瘍で多く観察されたが、ノックアウト背
景では野生型背景のそれと比べ、・分の・程
度に抑制されていた。 
⑤炎症性サイトカインや血管新生因子の発
現の解析の結果、低異型度腺腫では、腫瘍血
管形成に関わる VEGF-Aの発現増加が見られ、
それは PLC・ノックアウト背景の腺腫では著
しく抑制されていた。一方、高異型度腺腫で
は VEGF-A に加えて、COX-2、Cxcl-1 と Cxcl-2
など炎症に関わる因子の発現増加が見られ、
それは PLC・ノックアウト背景の腺腫では著
しく抑制されていた。さらに、VEGFと COX-2、
および PLC・について、腫瘍とその周辺組織
での発現部位の同定の結果、PLC・は腺窩の
上皮細胞には発現せず、絨毛の正常上皮細胞
に強く発現していた。腫瘍の異型度の上昇に
伴い、PLC・の発現の低下が見られた。低異
型度腺腫での VEGF の発現は、中等度に PLC・
を発現する上皮細胞に見られた。同様の傾向
は高異型度腺腫でも認められたが、VEGF と
PLC・の発現部位はあまり一致しなかった。
COX-2 は、高異型度腺腫において、PLC・陰性
と思われる間質細胞で発現していた。これら
のことから、PLC・による VEGF や COX-2 の発
現制御には、間接的なものが含まれることが
示された。 
 
以上の結果から、PLC・が炎症性サイトカイ
ンや血管新生因子の産生を介して腫瘍血管
形成と炎症の促進を引き起こし、腫瘍形成と
悪性化に関与することが明らかとなった。ま
た、PLC・を標的とする薬剤によって、炎症
や腫瘍血管形成の抑制を介する腫瘍の予
防・治療が出来る可能性が示された。 
   
（２）皮膚炎における PLC・の役割について、
接触皮膚炎モデルの解析により、以下の結果
を得た。 
①耳介の肥厚の測定から、PLC・ノックアウ
トにより皮膚炎が抑制される可能性が示唆
された。そこで、耳介標本を作成しヘマトキ
シリン・エオシン染色および抗 Gr-1 抗体に
よる免疫染色を行ったところ、好中球浸潤が
PLC・KO マウスで抑制されていることが分か
った。 
②接触性皮膚炎に関わることが知られてい
る CD4 陽性ヘルパーT細胞の浸潤数を計測し
た結果、ヘルパーT細胞の浸潤については
PLC・遺伝子型の違いによる差は全く見出さ
れなかった。耳介標本での CD4 mRNA の定量
でも、これを裏付ける結果が得られた。 
③惹起期の PLC・WT および PLC・KO マウスに



おける炎症性サイトカインの発現を、定量
RT-PCR、および免疫染色で検討した。その結
果、IL-1・、IL-1・、Cxcl-1、Cxcl-2、Ccl-20
などのサイトカインやケモカインの発現は、
PLC・ノックアウトの影響を受ける事が分か
り、これらの発現に PLC・が関与する可能性
が示唆された。また、これらの発現は、主に、
PLC・が本来発現している角化細胞と線維芽
細胞で認められた。一方、IL-17 など T細胞
に由来するサイトカインについては、PLC・
ノックアウトの影響が無かった。このことは、
②の結果を裏付ける結果となった。 
④炎症浸潤細胞における PLC・の発現は、T
細胞や好中球、マクロファージでは認められ
なかったので、PLC・はこれらの細胞の機能
調節には直接には関与しないことが明らか
となった。 
⑤DNFB感作マウス由来ヘルパーT細胞の移植
実験により、ドナー側ではなくレシピエント
側の PLC・がノックアウトされた場合に皮膚
炎の誘導の抑制が観察された。このことから、
ハプテンによる感作の過程とハプテン塗布
による T細胞の活性化過程への PLC・の関与
が無い事が証明されると共に、接触皮膚炎の
惹起期における PLC・の重要性が示された。 
⑥以上の in vivo の実験の結果は、PLC・が
表皮角化細胞、あるいは線維芽細胞で、・細
胞由来因子により活性化され、その結果、そ
れらの細胞でのサイトカイン産生を引き起
こすことを示唆するものである。そこで、
PLC・WT および PLC・KO マウス真皮から調製
した線維芽細胞の初代培養を T細胞由来サイ
トカインで刺激し、サイトカイン産生への
PLC・遺伝子型の効果を検討すると共に、線
維芽細胞での PLC・・の・細胞由来サイトカ
イン刺激による活性化の有無を検討した。そ
の結果、・細胞由来サイトカインによるこれ
ら皮膚細胞でのサイトカイン産生が、PLC・
をノックアウトすることにより減弱する事
が示され、PLC・がこれらの細胞でのサイト
カイン産生制御に関わることが示唆された。
しかし、これらの・細胞由来サイトカインは、
線維芽細胞における PLC・の活性化を誘導出
来なかった。 
 
以上の結果から、接触性皮膚炎において、ハ
プテン塗布部位に浸潤してくる・細胞に由
来する炎症性サイトカインが真皮線維芽細
胞を（そして、おそらく角化細胞をも）刺激
し何らかの因子をこれらに産生させ、その因
子が PLC・の活性化を引き起こし、IL-1 など
の炎症性サイトカインの産生に繋がるとい
う機構が考えられた。今後、PLC・の活性化
に繋がる因子の同定を目指す必要がある。 
 
（３）PLC・を過剰発現するトランスジェニ
ックマウスの作成と解析を行い、これが鱗屑

の発生を伴うヒト尋常性乾癬に酷似した皮
膚炎を発症することを、以下の結果により示
した。 
①トランスジェニックマウスの皮膚への炎
症浸潤細胞は、好中球、マクロファージ、各
種樹状細胞に加え、CD4 陽性 T細胞が認めら
れた。 
②皮膚炎を起こしているトランスジェニッ
クマウスの皮膚で発現している炎症性サイ
トカインは、IL-1 などに加え、IL-23、IL-22、
IL-17 などヒト乾癬との関わりが示唆されて
いるサイトカインであることが分かった。ま
た、病理切片の免疫染色による解析の結果、
浸潤している殆どの CD4 陽性細胞は IL-22 陽
性細胞であることが分かった。 
③トランスジェニックマウス由来の角化細
胞では、IL-1 などに加えて、IL-23 が発現し
ていることが分かった。IL-23 については初
代培養細胞を用いた解析から、PLC・を過剰
に発現する角化細胞からの分泌の亢進を確
認した。 
④皮膚炎を発症しているトランスジェニッ
クマウスの皮膚を、ステロイド剤、あるいは
FK506 で処理したところ、皮膚炎の治癒が認
められた。また、皮膚炎発症前のマウスを
FK506 処理することで、皮膚炎の発症を阻止
することが出来た。 
 
以上の結果から、角化細胞における PLC・を
介するシグナル伝達系の活性化が、角化細胞
での炎症性サイトカイン（特に、IL-23）の
発現上昇につながり、その結果、T細胞の浸
潤と活性化を引き起こし、乾癬によく似た皮
膚炎の発症に繋がることが示唆された。今後
は、角化細胞における IL-23 などのサイトカ
インの産生における PLC・の役割を明らかに
することが必要である。 
 
以上の（１）から（３）の結果から、PLC・
とそれを介するシグナル伝達系が角化細胞
や線維芽細胞など非免疫細胞でのサイトカ
イン産生の制御を通じて炎症応答に関わる
ことが示された。今後は、PLC・の活性化に
繋がる内在性の受容体とそのリガンドの同
定を行うとともに、ヒト疾患と PLC・とそれ
を介するシグナル伝達系の異常との関連性
を明らかにする必要がある。 
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