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研究成果の概要（和文）：　胸腺間質性リンパ球新生因子 (TSLP)は上皮細胞が産生し、免疫応答のタイプを決定する
サイトカインである。本研究では、ある種の低・中鎖脂肪酸がTSLP産生誘導能が強く、特に吉草酸 (VA)ならびにイソ
吉草酸が強い活性を示すことを見いだした、これらの作用発現には既知の短・中鎖脂肪酸受容体や嗅覚受容体は寄与し
ない可能性と、ERK、Rho キナーゼおよびNF-κBの活性化経路が関与することが示唆された。VAにはHDAC阻害作用があ
るものの、HDAC阻害活性とTSLP産生の強さとは相関しなかった。以上の結果から、VAならびにイソ吉草酸は未知の受容
機構によりTSLP産生を誘導することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) is known as a master cytokine which is 
produced by, mainly, epithelial cells and induces allergic responses. In this study, we found that short- 
and medium-chain fatty acids, especially valeric acid (VA) and isovaleric acid, induced TSLP production 
in mouse keratinocyte cell line PAM212 cells. Pharmacological analysis suggested that VA-induced TSLP 
production was not mediated by FFAR2/3 and olfactory receptors. ERK, Rho kinase and NF-κB pathways were 
involved in the VA-induced TSLP production. We found that VA increased the acetylation of histone H4. 
Allthough histone-deacetylase (HDAC) inhibitor tricostatin A and sodium butylate also induced TSLP 
production, there was no relationship between TSLP-producing activity and HDAC-inhibitory activity. These 
results suggested that short- and medium-chain fatty acids including VA induced TSLP production through a 
novel recognition mechanism.

研究分野：医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
 ある種の抗原に対してアレルギーが誘発

されるかどうかの決定は、従来考えられてい

た抗原提示細胞やリンパ球ではなく、バリア

機能を担う上皮細胞が担当していることが

明らかにされ、上皮細胞が産生し、免疫応答

の方向を決定するサイトカインとして

thymic stromal lymphopoietin (TSLP)が同

定された。代表者は、アレルギーを増悪化す

る環境中の化学物質を探索する過程におい

て、いくつかの化学物質は抗原非特異的に

TSLP の産生を誘導し、他の外来抗原に対す

るアレルギーの誘発に寄与していることを

見出した。これらの化学物質の中で、天然由

来の石鹸などにも含まれるある種の低・中鎖

脂肪酸が特に TSLP 産生誘導能が強いことを

マウス耳介塗布モデルおよびマウス上皮細

胞株 PAM212 を用いた細胞系で見いだした。

TSLP 産生誘導能は脂肪鎖の長さによって増

減し、何らかの G蛋白質連関受容体を介した

反応であると考えられた。これまでに同定さ

れている脂肪酸受容体 (FFAR1-3, GPR120, 

GPR84）は本細胞ではほとんど発現しておら

ず、新たな脂肪酸受容体を介したものである

可能性が高い。皮膚ケラチノサイトのサイト

カイン産生に対する低・中鎖脂肪酸の作用は

これまで報告がなく、その受容機構の解明、

アレルギー炎症における役割を明確にする

ことは、特にアトピー性皮膚炎など皮膚にお

いて進展するアレルギー性疾患の新しい病

因、並びに治療概念の確立に発展することが

強く期待される。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究は、種々類似化合物、並びにシグナ

ル阻害薬を用いて、皮膚ケラチノサイトにお

ける短・中鎖脂肪酸による TSLP 産生に関わ

る受容体、受容機構を解析し、その薬理学的

特徴を明らかにする。これによりアトピー性

皮膚炎の新しい発症、増悪化機構、ならびに

新たな治療標的を提唱する。 

 

３．研究の方法 

 マウスケラチノサイト細胞株 PAM212 細胞

を用いた。PAM212 細胞 (Dr．S．H．Yuspa (NIH, 

USA) より供与)を用いた。 

 PAM212 細胞 1 x 105 cells/ml となるよう

に 10%FBS-MEMαに懸濁した。6, 12 あるいは

24- well cluster dish に播種し、種々の化

合物で刺激した。培養液中の TSLP 量は ELISA 

(R&D Systems)で測定し、TSLP mRNA レベルは

Real-time PCR (Takara)で解析した。NF—κB

のレポータージーンアッセイは、Pathdirect 

pNF-κB Luc Plasmid (Strategene)を用い、

Dual-luciferase reporter Assay System 

Promega)により実施した。アセチル化ヒスト

ンの検出は抗 acetyl-histone H4 (Upstate)

を用いて Western blot 法により検出した。 

 
４．研究成果 

1. 低・中鎖脂肪酸および類似化合物の TSLP

産生誘導作用 

 マウスケラチノサイト株 PAM212 細胞を

低・中鎖飽和脂肪酸である酢酸(C2)、プロパ

ン酸(C3)、ブチル酸(C4)、ペンタン酸

（Valeric Acid (VA), C5）、ヘキサン酸(C6)、

ヘプタン酸（C7）、オクタン酸(C8)、ノナン

酸(C9)、デカン酸(C10)およびドデカン酸

(C12)で刺激し、24 時間後の培養液上清中の

TSLP 量を測定した。その結果、ブチル酸なら

びに VA に TSLP 産生誘導活性が認められた 

(図１A)。VA の作用は濃度依存的で、1 mM 以

上で TSLP 産生を誘導した(図 1B)。 



 
図１．飽和脂肪酸による TSLP 産生 
(A) マウスケラチノサイト細胞株 PAM212 細胞を種々の
炭素鎖の飽和脂肪酸で刺激し、24 時間後の培養上清中の
TSLP 量を測定した。(B) Valeric acid(C５)の濃度依存
性。(*P<0.05, **P<0.01) 

 

 次に、最も活性が強かった VA と構造が類

似する化合物について同様に TSLP 産生誘導

活性を評価したところ、イソ吉草酸

(isovaleric acid, isoVA)に同程度の活性が

認められたが、図 2A に示すその他の構造類

似化合物には活性は見られなかった（図 2B）。 

 
図２．VA類似化合物の TSLP 産生誘導作用 
(A) 類似化合物の構造。(B) 各化合物 2mM で 24 時間刺
激したときの TSLP 産生量。(**P<0.01) 

 

2．FFAR2/3 作動薬の効果 

 短鎖脂肪酸受容体としては FFAR2(GPR43)

ならびに FFAR3(GRP41)，中鎖脂肪酸受容体と

して GPR84 ならびに FFAR1 (GPR40)が報告さ

れている。そこでまず、FFAR2 に対してアゴ

ニスト作用を示す tigric acid ならびに

angelic acid 、 FFAR3 の ア ゴ ニ ス ト

2-methylbutyric acid (MBA)、FFAR3 のアン

タゴニスト 3-hydroxybutyric acid (HB)(図

3A)の効果を検討した。その結果、FFAR2 のア  

図３．FFAR2 および 3 のアゴニスト、アンタゴニストの
作用 
(A) 用いた FFAR2 および 3のアゴニスト、アンタゴニス
トの構造式。(B)各種濃度の FFAR2/3 のアゴニストある
いは 2mMVA存在下で FFAR3アンタゴニストを加えた場合
の TSLP 産生量。 

 

ゴニストには全く活性がなく、FFAR3 アゴニ

スト angelic acid にはわずかに TSLP産生が

認められた。しかし FFAR3 拮抗薬である HB

によって VAのTSLP産生は抑制されなかった

（図３B）。従って、VA は FFAR2/3 を介して

TSLP 産生を誘導する可能性は極めて小さい

と考えられる。 

  

 また GPR40 アゴニスト troglitazone, 

GW9508 や GPR84 の ア ゴ ニ ス ト 

3,3’-diinodoylmethane にも TSLP産生誘導

活性は認められなかった。なお、ケラチノサ

イトに発現量が多い AhR のアゴニスト β

-naphthoflavone 刺激では高濃度でわずかに

TSLP 産生が認められた（図４）。 

 
図４．GPR40, GPR84, AhR アゴニストの作用 
各種刺激薬で PAM212 細胞を刺激し、24 時間後の培養液
上清中の TSLP 量を測定した。 

 

3. VA による TSLP 産生機構 



 まず、化学的刺激が TSLP 産生を誘導する

可能性を明らかにするために、化学的刺激で

ケラチノサイトから分泌される ATP の(0.01 

- 1 mM)で PAM212 細胞を刺激した場合には

TSLP 産生は認められなかった(data not 

shown) 。 ま た 、 抗 酸 化 剤 で あ る

N-acetylcysteine は抑制作用を示さず、非特

異的な酸化ストレスが引き金になっている

とは考えにくい(図 5D)。MAP kinase 阻害薬 

(ERK 活性化阻害薬 U0126, 1μM、p38MAPK 阻

害薬 SB203580、10μM、JNK 阻害薬 SP600125, 

30μM)並びに PI3K 阻害薬 wortmannin (100 

nM)の効果を検討したところ、U0126 のみが抑

制作用を示し(図 5A)、その作用は濃度依存的

だった(図 5B)。また PKC阻害薬である Gö6956

も濃度依存的に抑制作用を示し（図５C）、VA

による TSLP 産生には ERK ならびに PKC が関

与していることが示唆された。 

 

図５． VA による TSLP 産生に対する、各種阻害薬の効果 
各種阻害薬を VAとともに添加し、24 時間培養後の TSLP
産生量に対する効果を評価した。(**P<0.01) 
 

4. NF-κB の関与 

 VAによるTSLP産生にNF-κBが関与してい

るかどうか明らかにするために、IKKβの阻

害薬 TPCA-1 の効果を検討した。その結果、

TPCA-1 は濃度依存的に TSLP 産生を抑制した

(図 6A)。NF-κB のコンセンサスサイトを含

むレポータージーンアッセイによりVAはNF-

κB の転写活性を増加させることが示唆され

た(図 6B)。 

 

図６．VAによる TSLP 産生における NF-B の関与 
(A) VA による TSLP 産生に対する IKK 阻害薬 TPCA-1 の
効果 (**P<0.01)。(B) NF-B 転写活性に対する VA の効
果（レポータージーンアッセイ）。 

 

5．RhoK の関与 

 RHO-Rho kinase の関与について解析するた

めに、Rho kinase 阻害薬 Y27632 の効果を検

討した。その結果 Y27632 30μM は VA および

IsoVA による TSLP 産生を抑制した。また、VA

による TSLP mRNA 量の増大も Y27632 は抑制

した。さらに、Rho-Rho kinase を活性化する

ことが知られている TNF-αによる TSLP 産生

も Y27632 は抑制作用を示すことが確認され

た(図７)。 

 
図７．Rho kinase 阻害薬 Y27632 の効果 
Y27632 の VA による TSLP 産生(A)および TSLP mRNA 発現
（B）に対する効果。 

 

6. HDAC の関与 

 短鎖脂肪酸のナトリウム塩 sodium 

butylate はヒストン脱アセチル化酵素 

(HDAC)を抑制し、細胞分化などに影響を及ぼ

すことが知られている。そこで、VA に HDAC

阻害作用があるかどうか、また HDAC 阻害薬

にTSLP産生誘導作用があるか検討した。HDAC

阻害作用を持つ化合物として trichostatin A 

(TSA)ならびに炭素数４のブタン酸 (C4)を

用いた。TSA ならびに C4 には明確な HDAC 阻

害作用を示し、ヒストン H4 のアセチル化の

増大が認められた。C4 ほどではないものの、

炭素数3のプロパン酸(C3)やVAならびにiso 

VA にも HDAC 阻害活性が認められた。 MBA な

らびに TSLP 産生を弱く誘導する angelic 



acid には活性が認められなかった（図８）。 

また、ここで用いた濃度の TSA にも VA と同

程度の TSLP 産生活性が認められた。これら

の結果から、少なくとも VA ならびに iso VA

には HDAC 阻害活性があることが示唆された

が、その強さと TSLP 産生誘導能は一致しな

かった。 

 
図８．ヒストンアセチル化酵素阻害薬の TSLP 産生誘導
作用 
低鎖脂肪酸ならびに類似化合物、HDAC 阻害薬 TSA のヒス
トン H4 のアセチル化増大作用(A)と TSLP 産生誘導(B)。 

 

7. 嗅覚受容体 Olfr の寄与について 

VA 並びに isoVA は臭気があり、嗅覚受容体を

刺激する。ヒトではすでにこれらの嗅覚受容

体の一部が明らかにされている。IsoVA を認

識するヒトの嗅覚受容体のマウスホモログ

として olfr 749, 746, 745, 558, 641 など

がある．これらの遺伝子発現と、PAM212 細胞

を用いたマイクロアレイ法により網羅的に

的にケラチノサイトに発現している Olfr を

検索し、発現が高いと考えられたものについ

て Real-time PCR で解析したところ、いずれ

の発現も極めて小さいことが明らかに成っ

た(data not shown)。また、ヒトにおいてヘ

キサン酸の嗅覚受容体をブロックすること

が知られているambercoreの効果を検討した

が、TSLP 産生は抑制されなかった(図 9). 

 

 
 
図９．Olfr 拮抗薬の作用 
 Olfr 拮抗薬の VA による TSLP 産生に対する効果。 
 
 

8．Dexamethasone の効果 

 VA による TSLP 産生に対する dexamethasone

の効果を検討した。その結果 10-100 nM で濃

度依存的な抑制作用を示した。 

 
図 10.  Dexamethasone の TSLP 産生抑制作用 
Dexamethasone の VA による TSLP 産生に対する効
果(**P<0.01)。 

 

 以上の結果から、短鎖・中鎖脂肪酸のうち

特に VAならびに isoVA に TSLP 産生誘導活性

が認められ、その作用は構造のわずかな違い

を認識して生じるものであることが明らか

に成った。また、その作用機構の一つとして

HDAC 阻害作用もあることが示唆されたが、そ

れだけではTSLP産生誘導作用を説明できず、

既知の脂肪酸受容体とは異なる受容体の関

与が強く示唆された。 
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