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研究成果の概要（和文）： 

代表者は m−キシレンをマウス皮膚に塗布した場合に 皮膚上皮組織でのthymic stromal 

lymphopoietin (TSLP)の産生が強く誘導されることを見いだし、その化学物質受容機序について

解析した。まず、m-キシレンの受容蛋白をm-キシレン-アフィニティービーズにより分画し、同

定した。そのうちの１つについて、Western blot法でリガンドへの特異的結合を確認した。また

TSLPの恒常的に産生する上皮細胞株において、TSLPの産生にはERK が大きく関与していることが

示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We found that xylene induces a allergy-inducing cytokine thymic stromal lymphopoietin 

(TSLP) production.  In this study, we prepared xylene-bound affinity gels and identified a 

candidate which selectively binds to xylene.  In addition, in an epithelial cell line, we 

found that ERK plays an important role in induction of TSLP. 
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１．研究開始当初の背景 

  近年、アレルギー性疾患を有する患者数
の増加が社会的問題となっている。私たちは
環境中の化学物質がアレルギー反応誘発、増
悪化に寄与しているのではないかと考えた。
化学物質が最初に反応する上皮細胞である
が、近年、上皮細胞が産生する thymic 

stromal lymphopoietin (TSLP)がアレルギ
ー反応の誘発を引き起こすためのマスター

スイッチであることが示唆されてきた。そこ
で、私たちは住環境中に存在する種々化合物
およびその誘導体をマウス耳介に塗布する
モデルを作製し、化学物質の TSLP 産生誘導
作用を解析した。その結果、m-キシレンなら
びに 1,2,4-トリメチルキシレンに強い TSLP

産生誘導作用があること、また塩化ピクリル
誘発接触皮膚炎モデルにおいて、m-キシレン
を塗布すると、Th1/Th2 免疫バランスが Th2
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優位へと変化し、アレルギー炎症の増悪化が
みられることを明らかにした。さらにこのア
レルギー性炎症増悪化作用はTSLP受容体ノ
ックアウトマウスにおいて減弱することか
ら、TSLP 産生を介するものであることが示
唆された。 

 さらに、キシレン類似化合物の TSLP 誘導
活性を比較したところ、TSLP 誘導活性は、
m-キシレンが最も強く、o-キシレンが最も弱
く、メチル基の位置により活性が大きく異な
ることから、メチル基の位置を認識する機構
すなわち受容体・認識蛋白質が存在すること
が考えられた。しかし、m-キシレンがどのよ
うな機序により認識され、TSLP の産生を誘
導するかについては明らかではない。少なく
とも、化学物質の受容体の一つであるアリル
ハイドロカーボン受容体刺激化学物質では
TSLP の産生は亢進しないことを確認してお
り、新規の受容機構があると推察された。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、m-キシレンを選択的に認識、受
容する蛋白質を同定し、さらに化学物質によ
るTSLP産生機構を明らかにすることを目的
とした。 

 

３．研究の方法 

1) アフィニティーゲルの調製 
 ECH Sepharose 4Bに 3,5-ジメチルアニリ
ン、3,4-ジメチルアニリン、2,5-ジメチルア
ニリンおよびアニリンを常法によりカップ
リングさせた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図１ アフィニティーゲルのリガンド 
 
2）結合蛋白質の分画と質量分析装置による
同定 
 マウス皮膚組織のホモジネート中の蛋白
質から上記アフィニティービーズを用いて
結合蛋白質を分画した。これを２次元電気泳
動により分画し、m-キシレン-アフィニティ
ービーズに多く結合する蛋白スポットを切
り出し、常法により質量分析装置で蛋白を同
定した。 
3) Western blot  
 m−キシレン結合ビーズおよびベンゼン結

合ビーズに結合した蛋白質を特異抗体を用
いて Western blotした。 
4)レポータージーンアッセイ 
 ヒト TSLPプロモーター領域(-4.3kBp)を含
むレポータージーンは理化学研究所 玉利
博士より譲与された。常法により dual 
reporter gene assayを行った。 
5) MAP キナーゼ阻害薬の効果 
 TSLPを恒常的に産生する細胞に各種阻害
薬を添加し、24時間培養後、培養上清中の
TSLP を ELISAにより測定した。 
 
４．研究成果 
1) m-キシレン結合蛋白質の分画と同定 
 m-キシレン—アフィニティー，２次元電気
泳動法により分画したところ、図 
２に示すように、m-キシレンに選択的に結合
する十数個のスポットが認められた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図２ 結合蛋白質の 2次元電気泳動 
 
 これらのスポットを切り出し、トリプシン
処理後、LC-MSにより蛋白質を同定した。 
 
3) Western blotによる確認 
 これらの蛋白分子の中には、アトピー性皮
膚炎患者において発現が低下していること
が報告されている蛋白質があった。アトピー
性皮膚炎患者の皮膚組織では TSLPの産生も
亢進していることが知られている。そこでこ
の蛋白質に注目し、Western blot 法により
そのリガンドへの結合を確認した。その結果、
TSLP産生誘導活性の強さは m-キシレン＞p−
キシレン＞o-キシレンの順であったが、本蛋
白質の結合量も同様であった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図３ 候補蛋白質の構造選択的結合 
 TSLP産生誘導の強さと結合量は相関した。 
 



 

 

現在、この蛋白質の酵素活性を m-キシレンが
抑制するかどうか解析中である。 
 
4) TSLP レポータージーンアッセイ 
 筆者らは TSLPを恒常的に高濃度に産生する
細胞を見いだした。TSLPの産生亢進に関わる
シグナル経路を明らかにするために、本細胞
と TSLPを恒常的には産生しないマウス上皮
細胞株 PAM212細胞において TSLPプロモータ
ー領域を含むレポータージーンアッセイを
行った。その結果、用いたプロモーター領域
(-4.3 kBp)では両細胞に差がみられなかった。
この結果は、用いたプロモーター領域外に
TSLPの恒常的産生に寄与する領域があるこ
とを示唆している。現在、TSLP産生増大に必
要な部位の特定を試みている。 
 
5) MAP キナーゼ阻害薬の効果 
 本細胞は、リン酸化蛋白アレイ法により
ERK, p38 MAP キナーゼ(p38 MAPK)、c-Jun 
N-terminal kinase(JNK)のリン酸化が亢進し
ていることが明らかになった。そこで TSLP
の産生における各種 MAP キナーゼの関与を
検討した。その結果、ERK の活性化を抑制す
る U0126 は強く TSLP の産生を抑制したが、
p38 MAPK や JNK の阻害薬は抑制しなかった
（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図４ MAPキナーゼ阻害薬の効果 
 
 以上の結果から、アトピー性皮膚炎の原因
と考えられる蛋白質が、m-キシレンと結合す
ることが示唆された。m-キシレンが本蛋白質
の活性を抑制しているかどうか現在検討中
である。また、TSLP産生のシグナル分子とし
て、ERK が寄与していることも明らかになっ
た。 
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