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研究成果の概要（和文）：ホスホリパーゼ C・（PLC・）は炎症性サイトカイン産生に関わる細

胞内シグナル伝達分子である。本研究で、T 細胞由来サイトカインの一つである腫瘍壊死因子

・刺激による角化細胞でのサイトカインの発現誘導に、PLC・が NF-・B 経路と協調して関与す

ることを見出した。また PLC・を表皮特異的に過剰発現するトランスジェニックマウスでは、

インターロイキン 23 の表皮角化細胞での発現上昇が皮膚炎発症に必須であることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：Phospholipase C (PLC) is an intracellular signal transmitter involved in 
regulation of inflammatory cytokine production. In this study, it was shown that PLC cooperates with 
the NF-B pathway to upregulate inflammatory cytokine production in epidermal keratinocytes. In the 
transgenic mice overexpressing PLC in the epidermal keratinocytes, the development of dermatitis 
requires the increased production of interleukin 23 by the keratinocytes.  
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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 癌遺伝子産物でもある
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、他の PLC と同様にイノシトー
ル 3 リン酸 (IP3)、ジアシルグリセロール 
(DAG) の二つのセカンドメッセンジャーの
産生を介して、前者は細胞内カルシウム動員

に、後者はプロテインキナーゼ C (PKC) や
Ras/Rap の活性化因子である RasGRP など
DAG の標的分子の活性化に関与する。PLC
の発現は、表皮角化細胞や真皮線維芽細胞な
どの非免疫細胞で見られるのに対して、顆粒
球やT細胞などの免疫細胞では認められない。
研究代表者は、PLCノックアウト (KO) マウ
スを作成し、それが、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耐性
を示すこと、TPA が誘発する炎症性サイトカ
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イン産生が低下していること、癌抑制遺伝子
Apc のナンセンス変異により腸管腺腫を自然
発症する ApcMin マウスにおける腫瘍形成と
悪性化の抑制が腫瘍周囲の炎症の抑制を伴
っていることなどを示し、PLCの炎症への関
与を明らかにした。さらに、PLCは、ジニト
ロフルオロオベンゼン（DNFB）をハプテン
とする接触性皮膚炎へも関与する。ここでは、
PLCは、皮膚炎発症に関わる CD4 陽性ヘル
パーT（Th）細胞の制御には関与せず、表皮
角化細胞と真皮線維芽細胞での Th1、あるい
は Th17 細胞に由来する炎症性サイトカイン
（インターロイキン(IL)-17、腫瘍壊死因子 
(TNF)、インターフェロン (IFN)、IL-4）の
刺激による炎症性サイトカインの産生制御
に関わることを明らかにしていた。また、こ
れらの Th サイトカインは直接には PLCを活
性化せず、Th サイトカイン刺激により真皮線
維芽細胞が産生した液性因子が、おそらく、
PLCの活性化を引き起こしていると思われ
た。また、角化細胞特異的に PLCを過剰発
現するトランスジェニックマウス（PLCTG
マウス）を作成したところ、CD4 陽性細胞や
好中球の浸潤を伴うヒト尋常性乾癬に酷似
した慢性皮膚炎を示すことを発見した。この
ように、PLCは、T 細胞には発現していない
にもかかわらず、個体においては T 細胞が関
与する炎症に関与することが示された。しか
し、その機構については不明であり、詳細な
解析によりこれを明らかにする必要があっ
た。 
 
２．研究の目的 
これまで述べたように、個体レベルでは、
PLCは T 細胞が関与する炎症に関与するこ
とが分かっていた。しかし、PLCは T 細胞に
は発現していない。本研究課題では、T 細胞
が関与する炎症における PLCの役割につい
て明らかにするために、分子レベルでの解析
が必要であった。そこで、特に、（１）Th サ
イトカイン刺激による真皮線維芽細胞／表
皮角化細胞での PLC依存的サイトカイン産
生機構、（２）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の乾癬様
皮膚炎の表現型の発現への Th サイトカイン
の関与とその産生機構について、解明をめざ
すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Th サイトカイン刺激による真皮線維芽
細胞／表皮角化細胞での PLC依存的サイト
カイン産生機構の解析： 
①真皮線維芽細胞でのサイトカイン産生機
構の解析は、PLCKO マウス新生児から調製
した培養細胞を用いた。PLC野生型、および
PLCKO の線維芽細胞を Th サイトカインで
ある IL-17 で刺激し、それにより発現が上昇

する炎症性サイトカインを定量的 RT-PCR 法
により定量し、PLC依存的に発現が誘導され
るサイトカインを確認した。また、IL-17 で
刺激した PLC野生型の線維芽細胞から得た
培養上清で、PLC野生型、および PLCKO
の線維芽細胞を刺激し、PLC依存的に発現が
誘導されるサイトカインを同定した。また、
IL-17 で刺激した PLC野生型の線維芽細胞か
ら得た培養上清中のサイトカインについて、
抗サイトカイン抗体メンブレンアレイを用
いて同定し、同定されたサイトカインの PLC
活性化への関与について、検討した。 
②表皮角化細胞で PLC依存的サイトカイン
産生の機構については、ヒト不死化角化細胞
株である PHK16-0b 細胞を用いた。PHK16-0b
細胞に PLC特異的 siRNA をトランスフェク
トし PLCの発現を低下（ノックダウン; KD）
させた。この細胞を Th サイトカインの一つ
である TNFで刺激し、発現誘導される種々
の炎症性サイトカインをコードする mRNA
の量を、定量的 RT-PCR 法を用いて定量し、
PLCKD により発現誘導の阻害がみられるサ
イトカインを同定した。さらに、同定された
サイトカインの発現に関わりうるシグナル
伝達系の活性化状態を、活性型特異的抗体を
用いたウエスタンブロッティング法と免疫
染色法により検討した。また、サイトカイン
誘導に関わる転写因子の活性化については、
ルシフェラーゼ・レポーター遺伝子アッセイ
により検討した。 
（２）PLCを表皮角化細胞で過剰発現する
PLCTG マウスの乾癬様皮膚炎の表現型の発
現への Th サイトカインの関与とその産生機
構の解析： 
①PLCTG マウスの皮膚で発現が上昇してい
る炎症性サイトカイン類を定量的 RT-PCR 法
と抗サイトカイン抗体を用いた免疫染色に
より同定した。 
②PLCTG マウス由来の表皮角化細胞を初代
培養し、それらが過剰産生しているサイトカ
イン類を定量的 RT-PCR法と ELISA 法により
同定・定量した。 
③PLCTG マウス表皮角化細胞で過剰産生さ
いれているサイトカインの内、特に PLCTG
マウスの表現型の発現に重要であると考え
られたサイトカインについては、それの中和
抗体をトランスジェニックマウスの皮下に
注射し、その影響を検討した。 
④PLCTG マウス表皮角化細胞でのサイトカ
イン過剰産生の機構について、初代培養角化
細胞を用いて解析した。 
（３）Th1 や Th17 以外の Th 細胞が関与する
炎症への PLCの関与：卵白アルブミンを抗
原とした気管支喘息モデル（Th2 細胞が関与）
を用いた解析を行い、DNFB をハプテンに用
いた接触皮膚炎（Th1）や PLC過剰発現によ
る皮膚炎との差異について、比較・検討を行



った。 
 
４．研究成果 
（１）Th サイトカイン刺激による真皮線維芽
細胞／表皮角化細胞での PLC依存的サイト
カイン産生機構の解析： 
①PLC野生型マウス、および PLCKO マウ
スから調製した真皮線維芽細胞を培養し、
IL-17 で刺激した。その結果、IL-1、CXCL2
（別名 MIP-2）などの発現誘導に PLC依存性
があることが確認できた。また、その PLC
依存的発現誘導は、時間的にゆっくりとした
ものであった。次に、IL-17 で刺激した PLC
野生型の線維芽細胞から得た培養上清で、
PLC野生型、および PLCKO の線維芽細胞
を刺激し、やはり、IL-1、CXCL2 などの発
現誘導に、PLC依存性が認められ、しかも、
IL-17 刺激とは対照的に、PLC依存的発現誘
導は、時間的に早く生じた。これらのことか
ら、IL-17 で刺激した PLC野生型の線維芽細
胞の培養上清中の何らかの因子が PLC依存
的サイトカイン発現誘導の本体になると予
想された。そこで、その因子の候補を培養上
清中から同定することを目的とし、抗サイト
カイン抗体メンブレンアレイを用いて検索
した。その結果、IL-6 などが IL-17 刺激細胞
の培養上清中に存在することが分かったが、
これらの PLC活性化への関与については、
現在のところはっきりしていない。 
②ヒト不死化角化細胞株 PHK16-0b 細胞を
TNFで刺激したところ、CXCL8（別名 IL-8）
を含む複数のサイトカインの発現誘導を
mRNA レベルで確認した。そこで、PLCの発
現を siRNA により KD したところ、サイトカ
イン CCL2（別名 MCP-1）の発現誘導が顕著
に抑制されることが分かった。一方、他の
CXCL8 などについては、特に PLCKD の影
響は認められなかった。PHK16-0b 細胞での
TNF刺激による CCL2 の誘導に、炎症性サ
イトカイン発現に関与する転写因子の一つ
である NF-B の活性化が必須であることが、
NF-B の上流因子である IKK に対する阻害
剤やプロテアゾーム阻害剤に対する感受性
から確認できた。しかし、PLCKD は TNF
による NF-B の細胞核への移行や IKK など
によるリン酸化、あるいは NF-B-ルシフェラ
ーゼ・レポーターの活性化に、何ら影響を与
えなかった。これらのことから PLCがNF-B
経路とは別の経路で NF-B 経路と共に CCL2
の発現誘導に関わることが示唆された。また、
本細胞における CCL2 遺伝子のプロモーター
領域の活性化機構の解明が、PLCによるサイ
トカイン産生制御機構の解明につながる可
能性が示唆された。 
（２）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の乾癬様皮膚炎の
表現型の発現への Th サイトカインの関与と

その産生機構の解析： 
①トランスジェニックマウス皮膚で発現が
上昇しているサイトカインとして、IL-1 に加
えて IL-22、IFN、IL-17などが、定量的RT-PCR
法と抗サイトカイン抗体による免疫染色で
確認された。また、IL-22、IFN、IL-17 が主
にPLCTGマウスの皮膚に浸潤しているCD4
陽性細胞で産生されていることを明らかに
した（図１）。また、角化細胞での IL-23 の産
生上昇を in vivo で認めた。 

②トランスジェニックマウス由来角化細胞
の初代培養において、IL-23 の mRNA レベル
の上昇を認めた。されに ELISA により培養上
清への IL-23 の分泌量の上昇を確認した。 
③IL-22 産生 CD4 陽性細胞の分化や安定性に
関わる IL-23 の必要性を検討した。皮膚炎を
発症している PLCTG マウスの皮下に抗
IL-23 中和抗体を注射すると、皮膚炎が解消
された。また、皮膚炎の解消とともに、皮膚
に浸潤している CD4 陽性細胞の数が減少し
た。特に、IL-23 依存性が高いと考えられて
いる IL-22 産生細胞数が著しく減少した。以

上のことから、PLCTG マウスでの皮膚炎発
症に、IL-23 が必須であることが分かった（図
２）。 
④IL-23 産生機構を検討した。データベース
に登録されている IL-23 遺伝子のプロモータ
ー領域の配列を確認したが、PLC過剰産生に
よる IL-23 発現亢進に関わりうる配列に、目
ぼしいものは見つからなかった。PLCが過剰
産生することによって生じた液性因子が、
PLCの発現量の大小とは無関係に IL-23 の発
現を上昇させると考えた。そこで、PLCTG



マウス由来角化細胞の培養上清を回収し、そ
れを用いて PLC野生型マウス由来の培養角
化細胞を刺激した。その結果、野生型マウス
由来細胞でも、PLCTG マウス由来細胞に匹
敵するレベルの IL-23 mRNA を検出した。こ
のことは、PLCの過剰産生によって生じた液
性因子の IL-23 産生への関与を示唆するもの
である（図３）。 

これらの結果から、PLC過剰発現により角
化細胞で IL-23 の産生が上昇し、それが皮膚

炎発症に繋がることが明らかとなった。 
（３）卵白アルブミンを抗原とした気管支喘
息モデルを用いた解析では、以下の結果を得
た。PLCKO マウスでは、感作成立後のアル
ブミン吸入による気管支炎が抑制され、さら
に野生型マウスで見られたメサコリン吸入
に対する気道過敏性の亢進が、PLCKO マウ
スにおいて顕著に抑制されていた。また、気
管支肺胞洗浄液の解析から、PLCKO マウス
では、各種炎症細胞（特に、好酸球と T リン
パ球）の浸潤が抑制されていた。気管支肺胞
洗浄液中のサイトカインの定量結果から、
IL-4 など Th2 サイトカインの上昇が PLCKO
マウスで抑制されていた。以上の結果は、
PLCの気管支喘息へ関与を示すものである。
さらに、PLCが、気管支喘息に代表される
Th2 反応を伴う炎症応答においても、重要な
役割を果たしていることを示唆するもので
ある。 
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