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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎における皮膚バリア破綻後の炎症の慢性化にS100A8/A9が重要と考
えた。S100A8は新規レセプターとしてneuroplastin-βを介して細胞増殖の作用を、S100A9はEMMMPRINを介して
炎症作用を示したが、S100A8/A9ヘテロダイマーに対しこれらレセプターもヘテロダイマーとして機能し、細胞
増殖と炎症の慢性化に寄与することでアトピー性皮膚炎の病態に重要な役割を果たす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Previously, we reported a positive feedback loop between S100A8/A9 and 
proinflammatory cytokines mediated by extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN), an 
S100A9 receptor. Therefore, we assumed that S100A8/A9 plays an important role in the chronic 
inflammation that arises from barrier disruption in atopic dermatitis. In this study, we identified 
neuroplastin-β (NPTNβ) as a novel S100A8 receptor. The S100A8-NPTNβ signal activated keratinocyte
 proliferation, while the S100A9-EMMPRIN signaling pathway induced skin inflammation. NPTNβ and 
EMMPRIN formed homodimers and a heterodimer. S100A8 and S100A9 were strongly expressed and 
co-localized with these receptors in the lesional skin of atopic dermatitis. These results indicate 
that NPTNβ and EMMPRIN form a functional heterodimeric receptor for S100A8/A9 and play a critical 
role in atopic dermatitis.

研究分野：皮膚科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 アトピー性皮膚炎にフィラグリン遺伝子
変異の関与が報告されて以降、皮膚バリア異
常がアトピー性皮膚炎の原因として注目さ
れるようになった。研究代表者らは、皮膚バ
リアの脆弱化とそれを引きがねとする炎症
の惹起と慢性化に着目し、そのメカニズム解
明がアトピー性皮膚炎の病態解明に重要で
あると考えた。 
これまでに、皮膚の慢性炎症に関わる因子
について検討してきた結果、共同研究者らに
より、S100A8/A9 がケラチノサイトに対し、
IL-8 や TNFをはじめとした一連の特異的な
炎症性サイトカインおよびケモカインの発
現を誘導し、かつ、これらの誘導された因子
がさらにケラチノサイトに作用すると
S100A8/A9 の発現を誘導するというポジティ
ブフィードバックの現象を見出した。このこ
とから、S100A8/A9 が炎症の慢性化に関与し
ているのではないかと考えた。そこで、
S100A8/A9 の炎症性サイトカイン誘導に関わ
るレセプターについて検討した結果、S100A9
の新規レセプターとしてEMMPRINを同定する
ことができた。また、S100A8 の新規レセプタ
ーとして Neuroplastin(NPTN)を同定した。 
さらに、S100A8/A9 により誘導される TNF
はフィラグリンやカスパーゼ-14 の発現を抑
制することが報告されている。カスパーゼ
-14 は表皮特異的に発現しており、研究代表
者らはこれまでに、カスパーゼ-14 がフィラ
グリンから天然保湿因子への分解過程に関
与していること、また、カスパーゼ-14 の前
駆体・活性化体各々を特異的に定量できる
ELISA 系を開発し、アトピー性皮膚炎では無
疹部でもカスパーゼ-14 が有意に低下してい
ることを報告した。さらに、カスパーゼ-14
が表皮の最終分化におけるケラチノサイト
の脱核にも関与することを報告した。すなわ
ち、カスパーゼ-14 の発現低下は不全角化の
原因の一つとなり得ると考えられる。
S100A8/A9により誘導されるTNFをはじめと
する一連の炎症因子によりもたらされる負
のスパイラルによるカスパーゼ-14 の発現低
下は不全角化をもたらし、バリア破綻に直結
してくると考えられる。 
以上のことから、S100A8/A9 は皮膚バリア
破綻によってもたらされる炎症の慢性化に
重要な役割を果たしていると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、S100A8/A9と新規レセプター
の相互作用を明らかにすることで、皮膚バリ
ア破綻に起因する炎症の慢性化に至るメカ
ニズムを解明し、慢性炎症性皮膚疾患の代表
であるアトピー性皮膚炎の病態解明を目指
すことを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 
（１）ケラチノサイトにおける S100A8, 
S100A9 とそれらのレセプターの発現の検証 
 
増殖期、分化後、空気暴露による分化刺激、
Ca2+刺激などの状態別に、培養ケラチノサイ
トにおける S100A8, S100A9, NPTN, EMMPRIN
の発現レベルについてqPCRなどで検討した。 
 
（２）S100A8/A9 とそのレセプターの信号系
の解析 
 
①S100A8-NPTN, S100A9-EMMPRIN の反応が細
胞内のどのアダプター蛋白と作用するのか、
細胞内ドメインとの相互作用を免疫沈降反
応で検討した。 
 
②MAPK を中心に、リン酸化抗体を用いて信号
系がどの様に影響を受けているか、S100 蛋白
刺激、レセプター分子のノックダウン、アダ
プター分子のノックダウンについてウエス
タンブロットで検討した。 
 
（３）S100A8, S100A9 とその新規レセプター
NPTN, EMMPRIN の相互作用の検討 
 
①ケラチノサイトにおける NPTN、EMMPRIN の
発現を siRNA で抑制し、S100A8, S100A9 で刺
激した際の細胞増殖の変化をフローサイト
メーターで比較した。 
 
②生体内ではS100A8/A9はヘテロダイマーと
して安定していると考えられていることか
ら、レセプターについてもオリゴマー形成し
ているのか、免疫沈降法や proximity 
ligation assay で検討した。 
 
（４）S100A8, S100A9 および NPTN, EMMPRIN
の局在の検討 
 
①S100A8, S100A9 および NPTN, EMMPRIN の局
在について、アトピー性皮膚炎の皮膚組織を
用いて免疫染色にて同定し、正常と比較を行
った。 
 
②S100A8, S100A9 と NPTN, EMMPRIN の相互作
用をアトピー性皮膚炎の皮膚組織を用いて、
proximity ligation assay にて確認した。 
 
③培養ケラチノサイトにおける NPTN と
EMMPRIN の局在についても共焦点顕微鏡にて
検討した。 
 
（５）S100A8 トランスジェニックマウスを用
いた薬剤刺激による検証 
 
インボルクリンプロモーターでドライブし
S100A8 が表皮特異的に過剰発現している
S100A8 トランスジェニックマウスを用い、



SDS、TNCB 等の薬剤を塗布することで、炎症
の持続や皮膚組織の肥厚の変化について、増
殖マーカーであるKi-67染色などにより検証
した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）培養ケラチノサイトにおける S100A8, 
S100A9 とそれらのレセプターの発現の検証 
 
 培養ケラチノサイトにおける S100A8, 
S100A9, NPTN, EMMPRIN の mRNA、蛋白レベル
での発現について、増殖期や分化刺激などの
状態別に検討した結果、S100A8および S100A9
は、分化刺激により発現亢進が認められた
（図１）。また、EMMPRIN は Ca2+による分化
刺激で発現の亢進が認められたのに対し、
NPTN は様々な状況下においてほぼ一定に
NPTNを主として発現が認められた。NPTN は
NPTNと NPTNの 2 つのバリアントが存在す
るが、S100A8 は NPTNとのみ相互作用が確認
されている。 
 

 
 
図 1  培養ケラチノサイトにおける 
S100A8, S100A9 の発現 

 
 
（２）S100A8/A9 の NPTN/EMMPRIN を介する信
号系 
 
 EMMPRIN と NPTN の細胞質ドメインには
TRAF 結合配列が存在し、さらに NPTN では SH3
ドメインが存在することから、NPTN および
EMMPRIN の細胞質ドメインと結合するアダプ
ター蛋白を検討した。その結果、EMMPRIN は
TRAF2 と、NPTN は GRB2 と結合が認められた。
さらに、培養ケラチノサイトにおいて
S100A8/A9 刺激を行うと ERK および p38 のリ

ン酸化が認められたが、NPTN を siRNA で抑制
することにより、S100A8/A9 により誘導され
る ERK のリン酸化が抑制され、一方、EMMPRIN
の発現を抑制するとp38のリン酸化が抑制さ
れた。また、GRB2 を抑制すると ERK のリン酸
化が抑制され、TRAF2 を抑制すると p38 のリ
ン酸化が抑制された。 
このことから、ケラチノサイトにおいて
S100A8/A9 刺激によりもたらされる細胞増殖
や炎症のシグナルは、NPTN および EMMPRIN を
レセプターとし、GRB2 および TRAF2 を介して
いることが示唆された。 
 
（３）S100A8, S100A9 とその新規レセプター
NPTN、EMMPRIN の相互作用の検討 
 
 ケラチノサイトに S100A8 を添加し 24時間
培養した際に、NPTN、EMMPRIN を siRNA でノ
ックダウンした場合での細胞増殖能の違い
を検討した。その結果、各レセプターを単独
でノックダウンした場合においても、S100A8
刺激による細胞増殖は抑制されたが、ダブル
ノックダウンした場合では、ケラチノサイト
の増殖抑制が顕著であった。また、S100A9 お
よび S100A8/A9による刺激でも同様の結果が
得られた。 
 そこで、S100A8、S100A9 は生体内でヘテロ
ダイマーを形成し安定化すると推定されて
いることから、これらのレセプターもオリゴ
マーを形成するか否か検討したところ、
NPTNおよび EMMPRIN はホモダイマーおよび
ヘテロダイマーを形成することが示された。
また、NPTNを抑制することで、S100A8, S100A9, 
S100A8/A9刺激により誘導されるCXCL1、TNF、
IL-8 などの炎症性サイトカインが抑制され、
EMMPRIN の発現を抑制した際にも、同様の結
果が得られた。 
 このことから、S100A8/A9 ヘテロダイマー
のレセプターとしてNPTN/EMMPRINヘテロダ
イマーは機能し、炎症性サイトカインの誘導
やケラチノサイトの増殖に働く可能性が示
唆された。 
 
（４）S100A8, S100A9,および NPTN, EMMPRIN
の局在 
 
S100A8, S100A9, NPTN, EMMPRIN の局在を
免疫染色で検討した結果、健常皮膚やアトピ
ー性皮膚炎の無疹部ではこれらの発現はほ
とんど認められなかったが、アトピー性皮膚
炎の皮疹部では、表皮上層に S100A8, S100A9
の発現が強く認められた。また、同部位に
NPTN, EMMPRIN の発現も認められ、NPTN は基
底層にも発現が確認された。S100A8/A9 ヘテ
ロダイマーを認識する抗体でも、表皮上層に
強い染色性が確認された。 
 さらに、proximity ligation assay により
リガンドとレセプターの相互作用を検討し
たところ、NPTN と S100A8, S100A8/A9 は顆粒
層と基底層において相互作用を認め、NPTN と

S100A8
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S100A9 も顆粒層で相互作用が認められた。ま
た、EMMPRIN は S100A8, S100A9 と顆粒層で、
S100A8/A9 とは基底層も含め相互作用が認め
られた。NPTN, EMMPRIN レセプター同士の相
互作用も、アトピー性皮膚炎において基底層
から表皮上層で確認され、表皮下層での反応
は特に表皮肥厚部位で認められた。さらに、
培養ケラチノサイトにおいても、NPTNと
EMMPRIN は細胞膜上で共発現を示しているこ
とが共焦点顕微鏡にて確認された。 
 
（５）S100A8 トランスジェニックマウスを用
いた薬剤刺激による検証 
 
 S100A8 は NPTNに結合し GRB2 を介した信
号伝達を行うことから、炎症に伴う細胞増殖
に関与するのではないかと考え、表皮特異的
に S100A8 を過剰発現しているトランスジェ
ニック（Tg）マウスを用いて検証を行った。     
SDS を 4 日間連続塗布した場合、wild type
のマウスでは炎症に伴う耳の肥厚はわずか
であったが、S100A8 Tg マウスでは 96 時間後
をピークに強い反応が認められた。また、
TNCB で感作の後、5日目に再刺激にて炎症惹
起したところ、刺激後 72 時間まで徐々に耳
の肥厚が強くなり、その後 wild type では炎
症が収束に向かったが、S100A8 Tg マウスで
は耳の肥厚が続き、炎症の遷延化が認められ
た（図 2）。 
皮膚組織染色でも、S100A8 Tg マウスでは
TNCB 刺激により表皮肥厚が認められ、Ki-67
染色陽性の細胞が基底層において顕著に増
加していることが確認された。 

 
図 2 S100A8 Tgマウスを用いた 
薬剤刺激の結果 

 

以上の結果から、S100A8、S100A9は NPTN、
EMMPRIN を介して各々の機能を有し、また
S100A8/A9 ヘテロダイマーのレセプターとし
てNPTN/EMMPRINもヘテロダイマーとして機
能し、細胞増殖と炎症の慢性化に寄与するこ
とによりアトピー性皮膚炎の病態に重要な
役割を果たす可能性が示唆された。 
 なお、上記の成果は J Invest Dermatol 誌
(Sakaguchi, Yamamoto, et al. (2016))に発
表された。 
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