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研究成果の概要（和文）：乾癬の病態については多くの知見が得られているが、皮膚局所における制御性T細胞
とTh17細胞の局在、それらの細胞間の作用機序についてはまだ解明されていないことが多い。そこで本研究では
乾癬患者の病変部におけるTregとTh17細胞の局在、また末梢血でのIL-17の割合がどのように皮膚症状に関わる
かを調べた。局所皮膚については、凍結標本をCD4,Foxp3,IL-17で染色し、蛍光顕微鏡にてその局在、数を調べ
た。また患者血清の各種サイトカイン濃度を測定し、乾癬の重症度のPASIに関わる因子を公式化した。PASI 
score=0.31×IL-17+1.62×TNF-α＋11.4 (p=0.028). 

研究成果の概要（英文）：Recently, a lot of study have been reported about the pathology of 
psoriasis. It remains unclear that the localization of Treg and Th17 cell in the local skin and the 
mechanism of action among these cells. Therefore, in this study, we examined how the localization of
 regulatory T cells and Th17 cells in the lesional skin of psoriasis patients and the proportion of 
IL-17 in the peripheral blood are related to psoriasis severity. Regarding local skin, skin biopsy 
was performed to prepare a frozen specimen, which was then stained with CD4, Foxp3, IL-17 and its 
localization and number were examined with a fluorescence microscope.The serum cytekine were 
determined by Cytometric Bead Array system. We analysed these factors using multiple regression 
analysis and finally obtained the formula: PASI score=0.31×IL-17+1.62×TNF-α＋11.4 (p=0.028).

研究分野： 皮膚免疫
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１．研究開始当初の背景 
 
当施設では、PUVAバス、ナローバンドUVB

他、多くの光線治療が行える設備が整ってお
り、毎年新規乾癬患者数は 100 例を超え、生
物製剤投与患者も非常に多い環境にある。こ
のため乾癬患者研究を行うには非常に望ま
しい環境であり、我々にとって乾癬の病態メ
カニズムを考えていくことは必須と考える。 

尋常性乾癬の病態として現在知られてい
ることとして、Th1 サイトカインである
IFN-γ がケラチノサイト増殖を認めないこと
から、IL-22 を産生する Th17 細胞がケラチ
ノサイト増殖に関わると考えられるように
なった。Th17 細胞は、もともと生体防御に
おいて重要な役割を果たすが、その機能が過
剰となると、IL-17 と IL-22 を産生し、ケラ
チノサイトに存在する IL-22 受容体に作用し、
STAT3 を活性化することでケラチノサイト
の増殖や、S100A、defensin、LL-37 などの
抗菌ペプチドの分泌に関わる。また Th17 細
胞の機能増殖維持には、IL-23 が重要であり、
こ れ ら は tumor necrosis factor-α and 
inducible nitric oxide synthetase-producing 
dendritic cell (TIP-DC) により産生される。
生物学的製剤の開発が進むことで、抗 TNF-α
抗体、抗 IL-12/IL-23p40 抗体が臨床的に効
果があることから、TNF-α、IL-12、IL-23 な
どのサイトカインが病態と関与が高いと考
えられるようになった。また自己免疫性疾患
を抑制し、末梢性の免疫寛容に重要とされて
いる制御性 T 細胞（Treg）は、IL-10 や TGF-β
などの抑制性サイトカインを分泌したり、細
胞間接着などにより抑制作用を示す、Foxp3
を転写因子とした population である。しかし
2011 年 Bovenschen らは、Foxp3 陽性制御
性 T 細胞が乾癬患者の局所皮膚において、
IL-17A 産生細胞へ分化することを報告して
いる。（Bovenschen et al. J Invest Dermatol 
131;1853-60, 2011） 

 
これまで我々は、PUVA バスによる免疫抑

制効果に関して、乾癬患者の末梢血において
FoxP3 陽性制御性 T 細胞を誘導し、この制御
性T細胞の誘導が患者の臨床症状と反比例し
ていることを明らかにした。（Saito C et al. J 
Dermatol Sci. 2008）またその後、光線療法
により末梢血中の Th17 細胞を減少させ、
Treg の機能を回復することも報告している。
（Furuhashi et al. Plos One 2013） 

 
次に、乾癬患者皮膚局所における Treg 細胞

の局在を調べるため、免疫染色を行った。ま
た二重染色にて CD4 中の Foxp3 陽性細胞の
割合も調べたところ、重症度スコアである
PASI スコアと逆相関を示すことがわかった。 

乾癬の皮膚局所において、制御性 T 細胞の
割合が健常皮膚に比べ増加している報告は
多くあるが、実際に乾癬の病態にどのように
作用するかについてはわかっていなない。 

２．研究の目的 
 
尋常性乾癬の病態については、近年様々な

分子メカニズムが報告される中、Th17 が注
目され、さらには IL-17 産生 γδ T 細胞が病
態形成に関わるとされている。本研究におい
ては、以前より研究を続けている乾癬患者の
病変部皮膚における Foxp3陽性細胞と IL-17
陽性細胞との相互関係を見出し、それら細胞
群のうち、どれが重症度と関連があるかを調
べる。そして末梢血での各細胞の同定を行う
ことで、局所から末梢での乾癬の病態の解明
を目的に研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）乾癬の病変部における Treg,Th17 細胞 
 
当院の外来もしくは入院中の尋常性乾癬患

者に対し、研究目的を説明の上、同意を得ら
れた患者から乾癬の病変部より皮膚生検を
行い、凍結標本を作製後、切片を、CD4，Foxp3、
IL-17 で蛍光染色し多重染色にも対応可能な
コンフォーカル顕微鏡を用いて分布をみる。 
 

（２）末梢血の IL-17 細胞 
 
当院の外来もしくは入院中の尋常性乾癬患

者に対し、研究目的を説明の上、同意を得ら
れた患者から採血を行う。20cc のへパリン加
採血を行い、ficoll-paque density gradient 
centrifugationによって末梢血単核球PBMC
を抽出し、MACS マイクロビーズ (Militenyi 
Biotec、Auburn、CA) を用いて CD3+ T cell
に分離した後、PMA、Ionomycine にて 2 時
間培養した後、brefeldin A (Golgistop、BD、
San Jose、CA) を注入し、2 時間培養する。
その後 anti-CD3 (BD Bioscience)、で染色し
た後、Cytofix / Cytoperm (BD Bioscience)、
anti-IL-17A (eBioscience、San Diego、CA) 
に て 細 胞 内 染 色 し 、 FACS に て
CD3+CD4+IL-17+T細胞の populationを解析
する。 
 
（３）血清 IL-17 の測定 
 
患者血清の IL-17, IL-10, IL-4, IL-2 and 
IFN-γ を BD™ Cytometric Bead Array 
system を用いて FACS にて解析する。 
 
４．研究成果 
 
（１） 
乾癬の病変皮膚を染色すると下記のように 2
重染色することができ、 
500×500μm あたりの CD4+Foxp3+細胞数を
カウントした。 
 
乾癬病変皮膚：CD4 (緑色) , Foxp3 (赤) 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また下図のように、CD4(緑色)、IL-17A（赤
色）でも染色は可能であったが、3 重染色を
することはできなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
乾癬患者 5 名の The Psoriasis Area Severity 
Index (PASI) と乾癬病変部の CD4 中の
Foxp3 T+細胞数は逆相関することが分かっ
た (r=-0.981). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また 
IL-17 においても同様に行ったところ、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

上記結果となり、PASI と CD4 中の IL-17 陽
性細胞数は逆相関することが分かった 
(r=-0.966). 
 
さらにFoxp3陽性細胞と IL-17陽性細胞の割
合は相関していた。（r=0.911） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２） 
次に乾癬患者の末梢血中の CD4 陽性細胞

中の Th17 細胞についても FACS を用いてそ
の割合を解析した。 
すると末梢血の IL-17細胞は PASI スコアと
相関を認めなかった。(r=0.166) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３） 
PASI スコアは血清 IL-17A と弱い相関を認

めた(r=0.348). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
他のサイトカインについては、下記のように
PASI と の 相 関 は み と め な か っ た 。
(r=-0.197,0.238,0.028, 0.063, 0.232). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

  



 
 
 
 
 
 
 
 
だが IL-17 と TNF-αについて重回帰分析を
行ったところ PASI を導くための下記公式を
得ることができた。 
PASI score=0.31×IL-17+1.62×TNF-α＋
11.4 (p=0.028). 
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