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研究成果の概要（和文）：PKCetaを分子標的とした、難治性炎症疾患に対する新規治療法の開発を行った。第一
に、炎症性皮膚疾患、特にアトピー性皮膚炎が、PKCeta特異的siRNAによって顕著に改善されることをモデルマ
ウスを用いて証明した。また、この実験を行うにあたり、PKCeta特異的･高効率に発現抑制可能なヒト及びマウ
スsiRNA配列の探索を行い、その発現を著明に抑制できる配列を見出した。これらの成果は、PKCη遺伝子発現阻
害siRNA及びそれを含む医薬品 として特許申請を行った。更に、全身性炎症性疾患モデルとしてApoEマウスを用
い、動脈硬化症に対するPKCeta遺伝子･ペプチド治療法の検討も併せて行った。

研究成果の概要（英文）：Our goal is to develop novel therapeutic methods for severe inflammatory 
diseases such as atopic dermatitis (AD) and arteriosclerosis targeting PKCeta.  We assessed the 
effects of siRNA and pseudosubstrate peptide for PKCeta on AD-like dermatitis in Nc/Nga mice, model 
for AD. Administration of PKCeta siRNA using some transdermal delivery systems suppressed 
deterioration of dermatitis including itching or fissure on the back skin and ear.  Moreover, novel 
siRNA sequences for PKCeta inhibiting its expression significantly were identified.  Furthermore, we
 examined the effects of PKCeta gene knockout in arteriosclerosis model mice; ApoE by ApoE/PKCeta 
double knockout mice.

研究分野： 細胞生物学　
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１．研究開始当初の背景 

Protein kinase C eta : PKCは、上皮組織

特異的に発現する PKC として我々が 1990

年に単離したＣキナーゼである。 

当初、その働きは正常扁平上皮細胞の最

終分化や細胞増殖抑制にあると考えられて

いた。しかし近年、PKCの活性を左右する

SNPs が 脳梗塞、慢性関節リュウマチや萎

縮性胃炎の罹患率を上昇させることが相次

い で 報 告 さ れ  （ Nature. Genet. 39:212 

2007, Atherosclerosis 199:340 2008, 

Gastric Cancer. 13(2):90, 2010）、ヒト疾患、

特に炎症性慢性疾患における PKCの重

要性が強く認識され始めた。また PKCトラ

ンスジェニックマウス（Tg）は、アトピー性皮

膚炎に類似した著しい炎症を皮膚異常所

見を示す。 

これらのことから、PKCの活性・発現上昇

が、様々な炎症性疾患の発生･進展に関与

することが示唆される。 

 
２．研究の目的 

Tgは、PKCを扁平上皮組織特異的に

高発現させたマウスである。Tgマウスの皮

膚は著しい炎症反応を呈し、真皮中への顆

粒球・T 細胞の遊走・浸潤が生じる。この際、

表皮から炎症性サイトカイン:IL-1, IL-6, 

TNFや GM-CSF、ケモカイン：Mip3、IL-8

が分泌される。さらに成長と共に IL-4 等の

Th2 誘導性サイトカインも放出され、その結

果、生後数ヶ月でアトピー性皮膚炎に類似

した病態が出現する。 

アトピーや乾癬等、炎症性難治皮膚疾患に

対する根本的治療法は未だ確立されておら

ず、社会的要請も非常に高い。本研究では、

PKCの酵素活性・発現を抑制することで炎

症性皮膚疾患を治癒する、新規分子標的治

療法の開発を目指す。特に前研究課題（基

盤研究（C）: 22590105）で得られた遺伝子治

療の成果をより発展させ、対象を皮膚に限

定せず、動脈硬化症等、より広範な内科的

疾患の予防･改善を含めた臨床応用につな

げることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

１）PKCを分子標的とした炎症性疾患の新

規治療法の開発 

遺伝子療法 

これまでに、PKCの酵素活性や発現を抑

制する、様々な遺伝子をアデノウイルスベクタ

ーに組み込み、ハプテン誘導型アトピーモデ

ルマウス：Nc/Nga に適用し、その効果を検討し

てきた。その結果、ドミナントネガティブ型

PKCや PKC shRNA が、炎症性病態を著

しく軽快することを見いだした。しかし、ウイ

ルスベクターによる遺伝子治療は安全性･倫理

性の観点から臨床応用に多くの困難が伴う。そ

こで本研究課題では、PKCsiRNA を各種の経

皮吸収剤を用いて皮膚内に導入、その抗炎症

効果を検証した。 

ペプチド治療法 

PKC は自身の酵素活性を阻害する、分

子種特異的な偽基質（psudosubstrate）配

列を有する。このペプチドや細胞膜透過性

を向上させるポリアルギニン配列を付加し

た偽基質ペプチドを合成、その抗炎症作用

を検討した。

２）PKCに対する新規阻害剤の探索 

PKCの持続的活性化は炎症性皮膚炎

を誘発するが、一過的活性化によっては発

毛誘導を促す（特許権、特許名：毛髪再生方

法,特許第４４７６７５４号, 登録日 平成22年3月

19日）。この知見を元に、これまでにPKC

の活性化剤を見出す目的で、放線菌や海

洋生物由来の化合物をシーズとした網羅的

スクリーニングを行ってきた。 

このスクリーニングを準用・継続し、抗炎症

作用を持つPKC阻害剤の発見を目指す。

その際、生細胞中のPKC活性や転写活性

を指標とするスクリーニング系を用いた。 

3）全身性炎症性疾患への応用  

上記研究で得られた抗炎症作用を示す核

酸等が、PKCが関与するとされる、全身性



の慢性炎症疾患にも応用可能か、疾患モ

デルマウスを用いて検証した。動脈硬化症

モデルマウス:ApoE-/-、リューマチモデルマ

ウス: DBA/1J に対して、PKC抑制核酸・ペ

プチド剤をドラッグデリバリ剤に包含して投

与、病理組織学的に解析を目指した。 

 
４．研究成果 

  PKCeta を分子標的とする難治性炎症疾患

の軽快・治癒を目指す新規治療法の開発を行

った。第 1 に、炎症性皮膚疾患に着目し、

PKCetaの発現や酵素活性を阻害する核酸阻害

剤を使用して、病態モデルマウスを対象に以下

の検証を行った。アトピー性皮膚炎モデルマウ

スとして、Nc/Nga を用いて、その背部及び外耳

皮膚に PKCeta 特異的 siRNA や PKCeta 偽基質

ペプチドを導入し、複数の臨床的所見：掻痒行

動、発赤･出血、浮腫、擦傷、痂皮形成を４段階

にスコア化することでその効果を評価した。更に、

免疫学的診断、病理学的診断の観点から検討

した。ハプテンとして Picryl Chloride (2, 4, 

6-trinitrochlorobenzene) 、

1-Fluoro-2,4-dinitrobenzene を反復塗布するこ

とで、皮膚炎の誘導を行った。 

PKCeta 特異的 siRNA は、リポソーム製剤、レシ

チン様経皮核酸導入剤や皮膚浸透性ペプチド、

イオントフォレーシス法などを用いて、皮膚内に

導入した。機能性ペプチドとしては、細胞透過

性ペプチド：Tat、タイトジャンクション開口作用を

持つペプチドを用いた。その結果、siRNA の導

入により、肥厚･発赤の改善、掻痒行動の低下

等、皮膚炎の臨床スコアは対象群と比較して有

意に低下し、皮膚炎の改善･軽快が認められた。

また、この実験を行うにあたり、PKCeta 特異的に

効率に発現抑制可能なヒト及びマウス siRNA 配

列の探索を行い、不死化ケラチノサイト HacaT

や ヒ ト 肺 腺 が ん 細 胞 株 に お い て 、 PKCeta 

mRNAレベルを80～95％程度抑制できる配列を

見出した。これらの成果は、ＰＫＣη遺伝子発現

阻害 siＲＮＡ及びそれを含む医薬品 (特願

2015-206380)として特許申請を行った。 

第 2 に 、 PKCeta 偽 基 質 配 列 ペ プ チ ド

（ TRKRQRAMRRRVHQVNG ） を 用 い た

PKCeta の活性阻害を試みた。皮膚への同ペプ

チドの導入のために、既存のミリストイル基付加

ペプチドに加えて、3～11 個のポリアルギニンシ

グナルを付加したペプチド誘導体、PKCetaの細

胞内局在部位である小胞体への移動シグナル

等を付加したペプチドを試験管内で複数合成し、

その効果を培養ケラチノサイト及びマウス個体で

検討した。しかしながら、ミリストイル基付加ペプ

チドを除いて、ケラチノサイトへの導入効率及び

PKCeta 活性抑制効果は低く、有効性は確認で

きなかった。またミリストイル基付加ペプチドも、

マウスへの経皮吸収効率は非常に低く、効果

が確認できなかった。他の修飾や皮膚特異的

ナノ粒子等のドラッグデリバリーシステムを検

討する必要があると考えている。 

 以上の成果を基に更に、全身性慢性炎症性

疾患への応用を検討した。特に、動脈硬化症へ

の作用を ApoE ノックアウトマウス(ApoE KO)を用

いて検討した。PKCeta siRNA を種々の導入試

薬と共に尾静脈投与し、そのデリバリ効果･持続

時間を検討した。その結果、特にコラーゲンベ

ース試薬の効果が高いことが示された。また、

PKCeta 遺伝子を欠損による動脈硬化への影響

を検討するために、PKCeta ノックアウトマウスと

ApoE KO とのダブルノックアウトマウスを作製し、

血液学的･組織病理学的な解析を行っている。 

以上のことから、アトピー性皮膚炎の分子標

的治療法として、PKCeta を標的とした核酸医

薬品の応用が考えられた。今回用いた siRNA は

非修飾 RNA であり、今後、安定性に優れた架橋

型人工核酸等の修飾 RNA の効果を検証し、ま

たより高効率な皮膚内デリバリーシステムを構築

することで臨床への応用へとつなげたい。 
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