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研究成果の概要（和文）：培養表皮角化細胞をプロテアーゼ活性化受容体 2 (PAR2) のアゴニス

トペプチドの存在下に IL-1βあるいは TNF-αで刺激すると CXCL8産生が増強され、その作用は

テトラサイクリンによって有意に抑制された。また、アゴニストペプチドと IL-17 刺激では

CXCL1 の産生増強もみられ、その効果はシクロスポリン A，活性型ビタミン D3，コルチコステ

ロイドで有意に抑制された．以上より、PAR2の活性化は皮膚炎の促進にかかわるとともに，皮

膚炎抑制作用を有するこれらの薬剤は表皮角化細胞の PAR2 を介する炎症増幅システムを制御

することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：An agonist peptide for protease-activated receptor 2 (PAR2) 
enhanced the IL-1β- or TNF-α-induced production of CXCL8, which was markedly suppressed 
by tetracyclines in normal human epidermal keratinocytes (NHEK). The PAR2 agonist and 
IL-17 induced also CXCL1, which was significantly decreased by cyclosporine A, active 
forms of vitamin D3 and corticosteroids. These results suggest that the activation of 
keratinocyte PAR2 is involved in the potentiation of  pro-inflammatory reactions and this 
process is modulated by the drugs used for treatment of inflammatory skin disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 化 受 容 体
（Protease-activated receptor；PAR）ファ
ミリーは PAR1～4のメンバーを持つ 7回膜貫
通型、G 蛋白共役型受容体の一群である。そ
の活性化機構は、特定のリガンドが受容体に
結合して起こるのではなく、種々のセリンプ
ロテアーゼによって受容体の N-末端の細胞
外領域の一部が切断され、新しく生じた N-

末端アミノ酸配列がアゴニストとして自ら
に認識され下流へシグナルが伝達されると
いうユニークな機構である。乾癬や膿疱性乾
癬など、白血球が浸潤する皮膚疾患において、
白血球や表皮細胞から産生されるセリンプ
ロテアーゼは PAR2 の活性化を介して CXCL8
等のケモカイン産生を促し、皮膚炎の進展に
関わると考えられる。 
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２．研究の目的 
 角化細胞における PAR2 活性化の役割を明
らかにし、皮膚炎の病態と制御機構の解明に
新たな進展をもたらすことを目的として研
究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）材料 
 PAR2 アゴニストペプチドSLIGKV-NH2 はBa
chem社、サイトカインは Peprotech社、Dexa
methasone，clobetasol propionate はSigma
-Aldrich社より購入した。Cyclosporin A (C
yA) はNovartis Pharma社から、1α,24R-dih
ydroxyvitamin D3 (Tacalcitol) はTeijin社
から、それぞれ供与された。なお、ヒト由来
サンプルの使用については兵庫医大倫理委
員会の承認の下に提供者の同意を取得した。 
（２）培養細胞 
 培養正常ヒト表皮角化細胞 (NHEK) は
Cambrex BioScience 社から入手した。T75 フ
ラスコに 2×105 個を接種し、10 ml KGM2 培
地 (Kurabo社)中、37 ℃、5% CO2下で培養し
た。細胞密度が 75% 程度でトリプシン処理を
行い、12-wellプレートに 1.0×104個／㎠の
濃度で植え、72 時間培養後、添加物のない
KGM2 培地に交換し、薬剤を添加後 24 時間培
養した。つぎにサイトカイン／SLIGKV-NH2 を
添加、48 時間培養後に培地を集めELISAに、
細胞はRNA調製に供した。 
（３）CXCL1 /CLCL8の測定 
 Human CXCL8 ELISA Kit (Invitrogen社) と 
Quantikine Human CXCL1/GROα ELISA キッ
ト (R＆D systems社) を用いた。 
（４）トランスフェクションと PAR2 のノッ
クダウン 
 NHEK を 12-well プレートに接種し、72 時
間培養後、PAR2-特異的 small interfering 
RNA (siRNA) (Qiagen 社 )を TransIT TKO 
transfection reagent (Mirus Bio 社) を用
いて導入した。24 h 培養後、サイトカイン
／アゴニストペプチドを添加し、さらに 24 
時間培養後、培地をサンプリングした。 
（５）生細胞の測定 
 Cell counting kits (CCK-8) (Dojindo社) 
を用いて生細胞数をモニターした。 
（６）定量的 real-time PCR 
 NHEKから TRI-ZOL 試薬 (Sigma-Aldrich社
)を用いて全 RNA 抽出し、cDNA を TaqMan re
verse transcription reagents (Applied B
iosystems 社)を用いて合成した。ABI 7900H
T sequence detection system (Applied Bi
osystems社) を用いて定量的 real-time PCR
を実施した。内部標準とし glyceraldehydes
-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA
 を用いた。 
 
４．研究成果 

（１）ヒト表皮角化細胞における IL-1β、T
NF-α誘導性 CXCL8産生に及ぼす PAR2活性化
の影響 
 NHEKにPAR2 アゴニストペプチドSLIGKV-NH

2を作用させるとCXCL8 産生が濃度依存性に
誘導された。IL-1β、TNF-αそれぞれ単独で
もCXCL8 の産生が誘導されるが、SLIGKV-NH2

共存下では、さらに強い産生がみられた。こ
の効果はPAR2 特異的siRNAのトランスフェク
ションにより有意に抑制された。 
 以上の結果より、角化細胞の PAR2 活性化
は IL-1/TNF-αによる CXCL8 産生を増強する
ことによって炎症反応の増悪に関与するこ
とが示唆された。 
（２）サイトカインと PAR2 活性化による CX
CL8 産生に及ぼすテトラサイクリン誘導体の
効果 
 SLIGKV-NH2によって誘導されるCXCL8 は 5
および 10 μMのテトラサイクリン(TET)、ド
キシサイクリン(DOX)、ミノサイクリン(MIN)
によって有意に抑制された。IL-1βはSLIGKV
-NH2の存在下にCXCL8 の相乗的な増加を引き
起こすが、この相乗効果はDOXやMINで有意に
抑制された。TNF-αとSLIGKV-NH2によるCXCL
8 産生増加は 10μMのテトラサイクリン系抗
生物質により有意に抑制されたが、DOXやMIN
に比較してTETの抑制効果は弱かった。 
 以上の結果から、テトラサイクリン系抗生
物質は角化細胞のセリンプロテアーゼ-PAR2
-CXCL8 axis への抑制作用を通じて皮膚炎の
増悪を制御可能性が示唆された。 
（３）IL-17 によるケモカイン誘導に及ぼす
PAR2活性化の影響 
 乾癬や膿疱性乾癬など、白血球が浸潤する
皮膚疾患において、白血球や表皮細胞から産
生されるセリンプロテアーゼはPAR2 の活性
化を介してCXCL8、IL-6 等のサイトカイン産
生を促し、皮膚炎の進展に関わると考えられ
る。そこで、乾癬の病態に中心的な役割を果
たすIL-17 が培養角化細胞で誘導するケモカ
インCXCL8 とCXCL1 の産生に及ぼすPAR2 の役
割を検討した。IL-17 はNIEKにおいてCXCL8
とCXCL1 の産生を容量依存性に誘導した。こ
のIL-17 の作用は、SLIGKV-NH2存在下では増
強され、CXCL8 とCXCL1 の産生が強く誘導さ
れた。 
 以上の結果より、角化細胞の PAR2 活性化
は IL-17による CXCL8と CXCL1の産生を増強
することによって炎症反応の悪化に関与す
ることが示唆された。 
（４）IL-17/PAR2活性化によるケモカイン産
生誘導に及ぼすシクロスポリンA，活性型ビ
タミンD3, コルチコステロイドの作用 
 PAR2の活性化およびIL-17 単独、および両
者によって誘導されるCXCL8/CXCL1 産生は、
細胞毒性を示さない濃度範囲のカルシニュ
ーリン阻害薬シクロスポリンA(CyA)の添加



 

 

によって、容量依存性に強く抑制された。ま
た、乾癬の治療薬として用いられている活性
型ビタミンD3である 1α,24R-dihydroxyvita
min D3やコルチコステロイドdexamethasone，
clobetasol propionateによってCXCL1 の産
生は有意に抑制されたが、その効果はシクロ
スポリンAに比較して軽度であり、CXCL8産生
に対してはほとんど効果を示さなかった。 
 以上の結果から、表皮角化細胞において P
AR2 活性化によって増強される IL-17 の効果
関しては、薬剤ごとに抑制作用は異なること
が明らかになった。 
（５）膿疱性乾癬における PAR2 の発現の解
析と血中 IL-6の変動 
 好中球の表皮内浸潤を来す乾癬において P
AR2の発現を抗 PAR2抗体を用いた免疫組織化
学で検討した。PAR2 は正常表皮ではほとんど
顆粒層に局在し、弱く発現するだけであるが、
乾癬表皮では肥厚した有棘層に広範囲に発
現し、膿疱性乾癬表皮では膿疱周囲に強い発
現がみられた。 
 PAR2 のアゴニストペプチドを角化細胞に
作用させると、CXCL8とともに IL-6の産生も
誘導されるとの報告がある。そこで、IL-6が
膿疱性乾癬の病勢とどのように関係するの
か、膿疱性乾癬治療前後における IL-6 の血
中濃度を測定した。その結果、血清 IL-6 値
は膿疱性乾癬の治療開始とともに減少傾向
が認められ、IL-6はその病勢に関連して比較
的早期から変動することが判明した。 
 以上の結果から、乾癬表皮における PAR2
発現増加は皮膚炎の増幅を促進するととも
に、膿疱性乾癬では IL-6 などのサイトカイ
ンの産生増強、血中濃度の増加を介して疾患
病態に関与する可能性が示唆された。 
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