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研究成果の概要（和文）：細胞極性を制御するatypical PKC（プロテインキナーゼC）-PAR経路は、炎症経路の
制御の機能についても知られており、本研究では表皮特異的にaPKCλを欠損したノックアウト（ｃKO ）マウス
を用いて、aPKCが関わる炎症の調整がアトピー性皮膚炎（AD）の発症や増悪にどの程度影響しているかを検討し
た。2,4-dinitrofluorobenzene（DNFB）塗布による湿疹・皮膚炎誘発実験により、cKOマウスではそう破行動、
耳介塗布部の腫脹、真皮肥満細胞数がコントロールマウスと比べて有意に増悪しており、aPKCは炎症程度の調整
に深くかかわっていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The atypical PKC (protein kinase C)-PAR pathway, which regulates cell 
polarity, is also known to function in the regulation of inflammatory pathways. Eczema and 
dermatitis induced by 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB) application significantly exacerbated the 
scratching behavior, auricular swelling and dermal mast cell count in cKO mice compared to control 
mice, indicating that aPKC is closely involved in the regulation of inflammation. The results 
revealed that aPKC is deeply involved in the regulation of the degree of inflammation.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： プロテインキナーゼC　皮膚バリア機能　aPKCλ　アトピー性皮膚炎

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ADでの皮膚のバリア機能異常には、フィラグリン遺伝子変異以外の関連因子も関連する可能性があると考えられ
ているが、更なる有力な候補因子は明らかになっていない。今回表皮特異的にaPKCλをノックアウトしたマウス
の実験で湿疹・皮膚炎は増悪し、aPKCは炎症程度の調整に深くかかわっていることを明らかにした。aPKCおよび
その経路の顆粒の関連蛋白がADの発症・増悪に関与している可能性があり、さらに関与の程度を進めることによ
って新規治療薬開発への足がかりになると考えられる。

※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 

アトピー性皮膚炎（AD）は、皮膚バリア機能に障害があるという遺伝的素因に、免疫異常や様々
な環境要因など後天的因子が複合して発症すると考えられている。日本人 AD 患者におけるフ
ィラグリンをコードする遺伝子、FLG 変異保有率は 3 割であり、FLG 変異のない AD 患者の存
在や、FLG 変異があっても成長とともに症状が寛解する患者も多く、フィラグリン以外に皮膚
バリア機能関連因子が存在する可能性がある。バリア機能異常には FLG 変異以外の関連因子も
関与する可能性があると考えられているが、更なる有力な候補因子は明らかになっていない。 

プロテインキナーゼ C (PKC)のうち非定型 PKC: atypical PKC(aPKC)は、Par6、Par3 と複
合体を形成して哺乳類の単層上皮では頂端側のタイトジャンクションに局在して頂端基底極性 

を制御している細胞極性因子と知られているものである（Rosse, et al. Nat Rev Mol Cell Biol. 

2010.）が、aPKC は表皮のバリア形成にも関わっているという報告がある（Helfrich, et al., J 

Invest Dermatol. 2007）。aPKC-PAR 系は線虫のような原始的な生物から哺乳類まで、進化的
に保存された細胞の極性を制御する共通の機構であり、皮膚のバリア機能に強く関連している
可能性がある。さらに aPKC が制御する Wnt や JAK/STAT などの経路は、種々の炎症に関わ
っており、AD の発症や増悪に関わっている可能性がある。 

 

２．研究の目的 

上述のように、細胞極性を制御する atypical PKC-PAR 経路は、(1) 皮膚のタイトジャンクシ
ョンの機能、(2)炎症の経路の制御、の 2 つの機能が知られている。本研究では、aPKC が関わ
る①皮膚バリア機能への影響、② 炎症の調整が、AD の発症や増悪にどの程度影響しているか
を検討する。aPKC と aPKC が制御する経路は皮膚バリア機能に関与しているのか、さらに
aPKC で制御されているもうひとつの機能である炎症ともあわせて、aPKC が AD の発症およ
び増悪に関与しているのかを明らかにすることで、病態解明だけでなく、今後の AD の新たな治
療の標的を見つけ出せる可能性があると考えた。 

 

３．研究の方法 

（１）表皮特異的 aPKCλノックアウトマウスによる湿疹惹起実験 

表皮特異的に aPKC λを欠損したマウス（ aPKC λ cKO マウス）の耳介に 2,4-

dinitrofluorobenzene（DNFB）を週に 1 回、3 週にわたって計 3 回、塗布することにより皮膚
炎を誘発し、コントロールマウス群と比べて炎症の程度、重症度、病理組織学的所見等に違いが
あるかを検討した。 

具体的には、まず day1 に腹部を剃毛後、皮膚に 0.5%の DNFB25μl を塗布して感作させ、
その後 day5,day12,day19 に、週 1 回、合計 3 回耳介の皮膚に 0.15％DNFB を 20μl 塗布して
皮膚炎を惹起した。①DNFB を塗布する前、day5,day12,day19 で DNFB を塗布してからそれ
ぞれ 6 時間、24 時間、48 時間、96 時間後の、耳介の厚さをマイクロメーターにて測定した。ま
た day20（3 回目の DNFB 塗布後 24 時間）で耳介を採取し、組織切片での耳介の厚さを計測し
た。②塗布前、day5,12,19 での DNFB 塗布後 1 時間、5 時間、24 時間後で、15 分間あたりの
マウスの掻破行動の回数をそれぞれ計測した。③day20（DNFB を 3 回目塗布 24 時間後）で採
取した耳介の重さを計測した。④day20（DNFB を 3 回目塗布 24 時間後）で採取した耳介組織
での真皮肥満細胞数（トルイジンブルー染色）を計測した。 



 
４．研究成果 
（１）表皮特異的 aPKCλノックアウトマウスによる湿疹惹起実験 

①DNFB 塗布後の耳介の厚さ 
aPKCλcKO マウスでは、DNFB 塗布前と比べての、

DNFB 塗布 6 時間後、12 時間後、48 時間後、96 時
間後のそれぞれの耳介の厚さ（マイクロメーター
による実測値）の増加率が、コントロールマウス
と比べて有意に高かった（図 1）。また、2 回
（day12）、3 回(day19)と DNFB 塗布の回数を重ね
るごとに、塗布 6 時間後の耳介の厚さの増加率が
高くなる傾向があった（図 1）。aPKCλcKO マウス
ではコントロールマウスと比べて DNFB 塗布によ
り耳介の腫脹が強くなり、かつ塗布を繰り返すた
びにより腫脹が強くなる傾向があった。 
また、day20（DNFB3 回目の塗布後 24 時間）で耳

介を採取し、その組織標本での耳介の厚さを計測
したところ、aPKCλcKO マウスではコントロール
マウス、および溶媒を塗布したマウスと比べて耳
介の遠位部分（縁に近いところ）が有意に厚くな
っていた（図 2a,2b）。aPKCλcKO マウスでは DNFB
塗布により生じる炎症の程度が強いため、耳介の
遠位で特に表皮、真皮が厚くなったと考えられた。 

 
② DNFB 塗布後のマウスの搔破行動の回数 

DNFB 塗布後のマウスの搔破行動（15 分間）は、1 回目塗布（day5）1 時間後に aPKCλcKO マウ
スではコントロールマウスと比べて回数が有意に増えていた。その他の計測ポイントで有意差
はなかったが、aPKCλcKO マウスではコントロールマウスと比べて掻破行動の回数が多い傾向が
あった（図 3）。aPKCλcKO マウスでは DNFB 塗布によって生じた炎症が強いため、搔破行動の回
数が増えたと考えられた。 
 
③ DNFB 塗布
後の耳介の重
量 
 Day20（3 回目
の DNFB 塗布 24
時間後）に、耳
介を採取して
重さを計測し
たところ、採取
した耳介の重
さは aPKCλcKO
マウスとコン
トロールマウ
ス、また溶媒を
塗布したマウ
スとの間に有
意差はなかっ
た（図 4）。 
 



④ 耳介組織での真皮肥満細胞数（トルイジンブルー染
色） 

Day20（DNFB3 回目塗布 24時間後）に採取した耳介組織
の拡大像（HE 染色）では、aPKCλcKO マウスではコントロ
ールマウスおよび溶媒を塗布したマウスと比べて表皮が
厚くなり、真皮の浮腫、腫脹と炎症細胞浸潤の程度が強い
ことが分かった（図 5）。 
また、トルイジンブルー染色によりの真皮の肥満細胞

数を計測したところ、aPKCλcKO マウスでは CTL マウスと
比べて肥満細胞数が有意に増加していた（図 6a,6b）。
aPKCλcKO マウスでは DNFB塗布により、真皮の炎症細胞、
肥満細胞数浸潤が強くなることが分かった。 

 
上記の通り、aPKCλcKO マウスを用いた DNFB 塗布によ

る湿疹惹起実験により、cKO マウスでは搔破行動、耳介塗
布部の腫脹（実測値および組織学的）、真皮肥満細胞数が
コントロールマウスと比べて有意に増悪した。aPKCλは
炎症程度の調整に深くかかわっていることを明らかにし
た。AD の発症や増悪、aPKC が関わっている可能性がある
と考えられる。
aPKC およびそ
の経路の顆粒
の関連蛋白が
AD の発症・増
悪に関与して
いる可能性が
あり、さらに関
与の程度の検
討を進めるこ
とによって新
規治療薬開発
への足がかり
になると考え
られる。 
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