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研究成果の概要（和文）：先行する研究において皮膚病原細菌S. aureusによる、経表皮的マウス感染症モデル
を樹立し免疫反応を明らかにしてきた。この系を発展させ、細菌・真菌を含めた“超個体”の理解基づく解析を
行うことで、皮膚微生物-宿主免疫解析法の確立を目指す。これまでに、我々の経表皮黄色ブドウ球菌感染モデ
ルにおけるIL-17の産生細胞を明らかにした。また、MyD88、IL-36、IL-1に焦点を当て、表現系を得ることに成
功した。また、C. albicansやM.furfurなどの病原真菌における皮膚炎発症モデルを確立した。

研究成果の概要（英文）：Microbiome analysis is widely performed in recent years in the intestinal 
tract, skin, etc., and the contribution of microbiome to the diseases is becoming clearer. When we 
analysis the microbe-immune response in the skin, we have to analyze not only the host immune 
responses and bacterial community, but also fungal and viral community. However, there was no good 
model for microbial immune response analysis targeting whole symbiotic microorganisms. Therefore, we
 aim to establish a new model for analyzing the microbe-immune response in the skin. In this study, 
we found that IL-17-producing cells in our S. aureus infection model were ILC3 and gdT cells. In 
addition, a phenotypic differences were obvious in keratinocyte-specific MyD88knockout and IL-1/36 
deficient mice.We also established a new inflammatory skin model with pathogenic fungi such as C. 
albicans and M. furfur.

研究分野：皮膚細菌学、免疫学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
病原微生物による皮膚炎発症のメカニズムについてはこれまで良い動物モデルがなく、詳細は明らかではなかっ
た。我々が先行研究で確立した経表皮的黄色ブドウ球菌感染マウスモデルを用いて皮膚の最外層における病原微
生物に対する宿主応答を検討することで、新たな病原微生物による皮膚炎発症のメカニズムを明らかにできたと
考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我々は近年、新規に S. aureus経表皮感染マウスモデルを確立し、S. aureusの産生する外毒
素δ-toxinが肥満細胞を刺激し、Th2型の皮膚反応を惹起するが、菌体は排除しない事を明ら
かにした（Nakamura, et al. Nature 2013）。この系は長い間不明であったアトピー性皮膚炎
（AD）の 1つの機序を病原微生物の側面から解明したが、一つの必要条件を示したに過ぎず、
AD における複雑な皮膚反応を説明できるものではない。特に、近年、アレルギー疾患である
ADや喘息において Th2のみならず、IL-17産生細胞の関与を示唆する報告が散見される。そ
こで、我々の経表皮 S. aureus感染マウスモデルにおいて IL-17サイトカインの産生を検討し
たところ、IL-17は有意に上昇し、Il17-/-マウスでは炎症反応は劇的に抑制された。この IL-17
依存性の皮膚炎症はケラチノサイト由来の IL-1, IL-36サイトカインがMyD88シグナルを介し
て誘導されていることがを更に明らかにした(未発表データ)。ごく最近の AD 患者検体を用い
た次世代 RNA-seq の結果では患者の皮膚で IL-1, IL-36 関連遺伝子群の発現上昇が報告され
(Suárez-Fariñas, et al. Clin Immunol 2015)、我々のマウスモデルのデータを支持するものと
して非常に興味深い。更に我々は、同様の経表皮感染モデルを代表的な皮膚真菌症である C. 
albicansを用いて検討した。興味深いことにS. aureusとは異なり、野生型マウスではS. aureus
と同様の表面マーカーを発現する IL-17 産生細胞が局所に誘導されるが、菌体は排除される。
更に、この反応はMyD88-IL-1, IL-36の経路には依存しない（未発表データ）。 
千葉大学小児科と共同で、乳児皮膚における S. aureusの定着とその後の ADの発症に関する
コホート研究で得られた菌株の全ゲノムシークエンスを行い、AD発症における S. aureus病
原因子の解析を行ったが、興味深いことに通常健常成人皮膚からは検出されない S. aureusが
半数近くの 6ヶ月乳児皮膚から検出される。また、その定着はその後の AD発症と相関関係に
あることがわかった（未発表データ）。ヒトは胎内という無菌の環境下から、出生後外界の様々
な刺激に暴露されるようになるが、この過程で正常細菌叢･真菌叢が構築されていき、その破綻
が「疾患」を招くと捉えることが出来る。近年、その破綻を招く原因として、「バクテリオファ
ージが環境ストレスにより優良な常在細菌内でより溶菌サイクルを引き起こし、病原性偏利共
生菌が有利になるという Dysbiosis サイクル」をバクテリオファージによる“Community 
Shuffling（群集改造）”という概念として提唱された (Mills, Gut Microbes 2013)。そこで、
我々はこうした「疾患」と「治療」を考えるうえで、我々ヒト“個体”を、共生微生物との集
合体すなわち“超個体（Superorganism）”として捉え、関係を統合的に理解することが必須
である。申請者らはこれまでに、病原微生物と常在細菌について先進的な研究を行ってきたが、
“超個体”という概念を当てはめた場合、現在広く解析が行われている細菌叢解析に留まらず、
細菌叢をコントロールしているファージ、真菌叢解析を包括的に行うことでのみ、宿主免疫-
共生･病原微生物のより複雑な恒常性制御機構を明らかにし、様々な皮膚疾患克服への正しい理
解を得られると考え、本研究を提案した。 
 
２．研究の目的 
常在細菌叢解析は腸管や皮膚などで、近年広く行われ、疾患への寄与が次々と明らかになりつ
つある。一方、近年、バクテリオファージウイルスによる細菌叢の“群集改造理論”の概念提
唱や、真菌叢解析の報告などが報告されるようになった。このような観点から皮膚における、
微生物-免疫応答の解析において、細菌叢のみの解析では、対微生物免疫応答の一面しか見られ
ていない可能性がある。しかしながら、依然、共生微生物全体を対象とした微生物免疫応答解
析モデルは確立していない。これまで申請者らは、先行する研究において皮膚病原細菌 S. 
aureus や皮膚病原真菌 C. albicans における、他に類のない経表皮的マウス感染症モデルを樹
立し、免疫反応を明らかにしてきた。この系を発展させ、細菌・真菌･ファージを含めた“超個
体（Superorganism）”の統合的理解基づく解析を行うことで、より本質的な恒常性の理解よる
皮膚微生物-宿主免疫解析法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
これまでの研究成果として，AD の発症に S.aureus のクオラムセンシングにより調節を受ける
δ-toxin の産生が関わること（Nakamura, et al. Nature 2013）を新規マウスモデルを用いて
明らかにした。また、その後の研究により、皮膚における IL-17 産生性細胞の表面マーカーは
ある程度共通ではあるものの、暴露される病原微生物により誘導機序が異なる事が判明した(未
発表データ)。着実に成果に繋がりつつあるこれらの先行研究を元に、 
 
（１）細胞内染色法や Il17aEGFP マウスを用いた flow cytometry の解析では、経表皮感染応答
時の IL-17 産生細胞は、γδT細胞と Lin(-)CD90(+)の ILC3 であり、これらの細胞の S. aureus
感染時と、C. albicans 感染時における性格性の違いがあるのかサイトカインの産生など解析
する。 



（２）我々の研究グループではマウス腸管および皮膚の細菌叢の解析体制をすでに確立してい
る。そこで、これまでの先行研究で得られたサイトカインシグナルや新規に関与が考えられる
宿主分子の各種遺伝子改変動物の細菌叢を野生型と比較解析する。 
 
（３）次に細菌叢解析で得られてきた遺伝子改変動物における細菌叢の異差に関わる細菌の全
ゲノム解析を行い、特徴的なファージ感染形態などにスポットを当て細菌叢のコントロールを
より上位からとらえる。 
 
（４）マウス皮膚における真菌叢の解析法は確立していないのでその安定した解析法の樹立を
目指す。 
 
（５）S. aureus および、C. albicans の炎症惹起や、C. albicans による菌体排除が IL-17 依
存性であることは明らかとなったが、微生物側の病原因子や、宿主の認識機構に関しては不明
である。そこで、病原微生物と宿主を包括して“超個体”として捉え、これまでに行って
きた生化学的手法、遺伝子改変微生物利用、遺伝子改変マウスモデルを“超個体”上で解
析することで既知のレセプターノックアウトマウスなどで得られなかった詳細な病原微生
物排除機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 これまでに、我々の経表皮黄色ブドウ球菌感染モデルにおける IL-17 の産生細胞を明らかに
した。また、MyD88、IL-36、IL-1 に焦点を当て、表現系を得ることに成功した。また、C. albicans
や M.furfur などの病原真菌における皮膚炎発症モデルを確立した(成果未発表)。病原微生物に
よる皮膚炎発症のメカニズムについてはこれまで良い動物モデルがなく、詳細は明らかではな
かった。我々が先行研究で確立した経表皮的黄色ブドウ球菌感染マウスモデルを用いて皮膚の
最外層における病原微生物に対する宿主応答を検討することで、新たな病原微生物による皮膚
炎発症のメカニズムを明らかにできたと考えている。 
 論文として報告した内容を以下に記述する。 
我々は表皮ケラチノサイトに着目した．Myd88はケラチノサイトのアラーミンである IL-1
ファミリーの受容体や、TLR のシグナル伝達に必須のアダプタータンパクであり、Myd88
欠損マウスでは、IL-1ファミリーのシグナルと TLRのシグナルが欠如する。S. aureus経表
皮感染 7日後、野生型と異なりMyd88欠損マウスでは、皮膚表面に感染した S. aureusの菌
数は維持されるもののほとんど皮膚炎は起こらなかった。この結果は、ケラチノサイトを
介さない皮下 S. aureus感染モデルにおいて、Myd88欠損マウスが野生型マウスに比べて重
篤な皮膚潰瘍および膿瘍形成を呈し、より多くの S. aureusが感染部位に見られる結果と相
反するものであった。この違いが表皮ケラチノサイトを介した現象であるのかを確認する
ため、表皮特異的 Myd88 欠損マウスを用いて、同様の実験を行った。注目すべきことに、
7日間の S. aureus表皮感染にて表皮特異的 Myd88欠損マウスも、全身の Myd88欠損マウ
スと同様に、皮膚炎が抑制された。これらの結果から、S. aureus表皮感染モデルにおいて、
特にケラチノサイトにおけるMyd88を介したシグナルが、皮膚炎の惹起に重要であること
が示された。前述したように、Myd88 は TLR/IL-1 ファミリー受容体などの複数の受容体
を介した炎症性シグナルの伝達に必須なタンパクである。 
 次に我々は、Myd88の上流においてどの受容体が重要かを明らかにするために、TLR2/4
二重欠損マウスおよび IL-18欠損マウスの表皮に S. aureusを感染させたが、野生型マウス
と同様の重篤な皮膚炎を示した。一方，IL-1受容体欠損マウスでは皮膚炎が中等度抑制さ
れ， IL-1受容体欠損マウスに IL-36受容体中和抗体を投与し IL-1と IL-36の両方を阻害し
たところ、野生型マウスに比べて劇的に皮膚炎が抑制された。これらの結果から、IL-1受
容体と IL-36受容体を介したシグナルの両方が皮膚表面の S. aureus感染における皮膚炎の
誘導に重要であることが明らかになった。 IL-1 受容体シグナルは、Th17細胞の誘導に重
要なサイトカインである。実際に、S. aureus表皮感染マウスの皮膚病変部から細胞を回収
し，フローサイトメトリーを使用して解析すると、S. aureus感染させた野生型マウスの皮
膚では、IL-17Aの産生細胞数が劇的に増加しており、IL-17Fおよび IL-22の産生細胞数も
増加していた。さらに、皮膚炎局所の IL-17A および IL-17Fの産生をタンパクレベルで確
認したところ、S. aureusを表皮に感染させた野生型マウスと比較して、表皮特異的Myd88
欠損マウス、IL-36受容体中和抗体を投与した IL-1受容体欠損マウスにおいて IL-17Aおよ
び IL-17Fが有意に減少していた。また、IL-17A/F二重欠損マウスでは皮膚炎、組織への好
中球浸潤が有意に抑制された。これらの結果から、表皮に感染した S. aureusは主にケラチ
ノサイトのMyd88シグナルを介した IL-1ファミリーサイトカインを誘導し、下流で IL-17
の産生を促して、皮膚炎惹起に関与していることが示された。皮膚炎が起きている皮膚組



織を、フローサイトメトリーで解析したところ、CD45陽性細胞中の、真皮T 細胞と、3
型自然リンパ球が IL-17Aを産生していることがわかった。また，T細胞欠損マウスでは
野生型マウスと同等の皮膚炎を呈した。一方、T 細胞欠損マウスに抗 CD90 抗体を投与
して、T 細胞だけでなく 3 型自然リンパ球も欠損させたマウスでは、野生型マウスに比
べて有意に皮膚炎が抑制された。以上の結果から、T 細胞および 3 型自然リンパ球の両
者から産生される IL-17が、S. aureus表皮感染モデルにおいて重要な役割を果たしている
ことがわかった。 
 更に我々は，S. aureusからの PSMによる初代培養ケラチノサイト刺激が、アラーミン
である IL-1と IL-36の放出を促していることを突き止めた。また、in vivoで、PSM欠損
株を感染させた群では、皮膚炎が劇的に抑制されることがわかった。以上の結果から、S. 
aureus 由来の PSMが、ケラチノサイトからのアラーミン放出を誘導し、皮膚炎を惹起す
るのに重要な病原因子であることがわかった。 
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