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研究成果の概要（和文）：（１）表皮角化細胞特異的TRAF6欠損マウスでは、ランゲルハンス細胞特異的TRAF6欠
損マウスと比較し、定常状態におけるmBD14発現レベルが低下していた。この結果は、定常状態の表皮でのmBD14
の発現における表皮角化細胞のTRAF6の重要性を示唆する。
（２）黄色ブドウ球菌によるmBD14の発現上昇反応が、ランゲルハンス細胞特異的TRAF6欠損マウスでは維持され
たが、表皮角化細胞特異的TRAF6欠損マウスでは抑制された。この結果は、黄色ブドウ球菌の経皮的侵入による
mBD14発現誘導における表皮角化細胞のTRAF6の重要性を示唆する。しかし、より安定性の高い実験系で再現性を
確認する必要が有る。

研究成果の概要（英文）：(1)In the keratinocyte-specific TRAF6-deficient mice, the mBD14 expression 
level in the steady state was decreased as compared with that in the Langerhans cell-specific 
TRAF6-deficient mice. This result suggests the importance of keratinocyte TRAF6 in the expression of
 mBD14 levels in epidermis in steady-state.
(2)The S. aureus-induced upregulation of mBD14 mRNA expression was maintained in Langerhans 
cell-specific TRAF6-deficient mice, but was suppressed in keratinocyte-specific TRAF6-deficient 
mice. This result suggests the importance of TRAF6 in keratinocytes but not Langerhans cells in 
induction of mBD14 expression in response to transcutaneous invasion of S. aureus. However, it was 
found that more reliable experimental system should be conducted to conclude the result.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 抗菌ペプチド　TRAF6
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研究成果の学術的意義や社会的意義
表皮角化細胞のTRAF6が、黄色ブドウ球菌に対する皮膚の防御反応において重要な蛋白質である抗菌ペプチドの
発現誘導において重要な分子で有る可能性が示された。本研究によって、様々な皮膚の炎症性疾患の病態におい
て重要な、皮膚における抗菌バリア機能の機序の一端が明らかになろうとしている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
皮膚には様々な常在菌から構成される皮膚細菌叢が形成されており、皮膚の恒常性維持に不可
欠である。近年、皮膚で産生される defensin などの抗菌ペプチドが何らかの原因で減少する皮
膚細菌叢の多様性が失われ、黄色ブドウ球菌（S.aureus）の割合が増えることでアトピー性皮膚
炎（AD）が増悪することが明らかになった。従って、皮膚における defensin の発現調節機構の
解明は重要であるが、未だその詳細は不明であった。defensin はα,β-defensin の 2 種に分類
されるが、皮膚に存在するのはβ-defensin であり、3 種類のβ-defensin の中でも hBD-3 は
何らかの炎症刺激により発現が誘導され、グラム陽性菌を含む幅広い抗菌性を示す。AD を含む
炎症性皮膚疾患の発症には、S.aureus や化膿レンサ球菌（S. pyogenes）などのグラム陽性菌が
関連していることから、本疾患の病態解明と制御法の確立には hBD-3 の発現制御機構の解明が
不可欠であった。 

表皮角化細胞は、TLR(Toll 様受容体)1/2,TLR2/6 
を介してグラム陽性球菌のリポペプチドを認識し、
抗菌ペプチドを産生することが知られている。TLR 
は細胞内分子 TRAF6 によりシグナルを伝達するこ
とから、我々は、ヒトケラチノサイト細胞株である
HaCaT 細胞の TRAF6 遺伝子を CRISPR/Cas シス
テムによりノックアウトした（図１）。 
続いて野生型及び TRAF6 欠損 HaCaT細胞を黄色

ブドウ球菌菌体（S.aureus）で刺激し、hBD3mRNA 
の発現を real time PCR 法で解析したところ、hBD3 
がケラチノサイトで TRAF6 依存的に誘導されるこ
とを見出した（図２）。一方、グラム陽性菌成分
（ Pam2CSK4,Pam3CSK4）で刺激を加えたところ、
TLR2/6 のリガンドである Pam2CSK4 の刺激で
hBD3 が誘導されることも発見した(図２)。さらに、
hBD3 は炎症性サイトカインである TNF-αや IL-1

βの刺激でも誘導され、これらの誘導は IL-4 の添加で抑制されることが明らかになった。 
これらの予備検討の結果から、生体内の皮膚組織における hBD3 の誘導機序を分子レベルで解

明するため、マウスの hBD3 オーソログである mBD14 の発現誘導機構を組織特異的 TRAF6 欠損マウスを用いて解析しようとい
う着想に至った。mBD14（マウス遺伝子）は、hBD3（ヒト遺伝子）との相同性が 68%以上あ
り、hBD3 同様に炎症により誘導され幅広い抗菌性を示す抗菌ペプチドである。また、生体内で
はケラチノサイトのみならずランゲルハンス細胞などの抗原提示細胞も TLR を介して病原体
成分を認識し、抗菌ペプチドや炎症性サイトカインを産生する。 
 
２．研究の目的 
組織特異的 TRAF6 欠損マウスに S.aureus 感染させ mBD14 誘導能を明らかにすることを目
的とする。具体的には、ケラチノサイト特異的に TRAF6 を欠損する K5Cre-TRAF6Flox マウ
スと、ランゲルハンス細胞特異的に TRAF6 を欠損する CD11cCre-TRAF6 Flox マウスを用い
て、S.aureus の皮膚感染実験を行い、感染部位の mBD14 の発現誘導を realtime PCR 法で明
らかにする。 
３．研究の方法 
TRAF6flox/flox マウスと K5Cre マウス・InvolucrinCre マウス・CD11cCre マウスとを交配さ
せコンディショナルノックアウトマウスを作製した。その野生雌性 BALB/c、ケラチノサイトや
ランゲルハンス細胞に特異的 TRAF6 欠損マウスの背側皮膚を剃毛・脱毛後にテープストリッピ
ングを行い、TEWL を 80g/（m2・h）程度にした。当該皮膚に 6.4×109cfu/50μl の S,aureus を
浸み込ませたフィンチャンバーを貼付した。コントロール群においては PBS を浸み込ませたフ
ィンチャンバーを貼付した。24 時間後に皮膚を採取し、mBD14 の発現を解析した。実験は全部
で３回行った（実験１～３）。ABP1 においては被試験皮膚を腹部に、実験 2・実験 3 において
は、被試験皮膚を背部に変更して行った。 
 
４．研究成果 
≪実験１～３共通して認められた結果≫ 
コントロール群（PBS 群）における皮膚組織内の mBD14 の mRNA の発現レベルは、ケラチノサイ
ト特異的 TRAF6 欠損マウス（K5-CreTRAF6）において、コントロールマウスやランゲルハンス細
胞特異的 TRAF6 欠損マウス（CD11c-CreTRAF6）と比較して低かった。 
 
≪実験１のみで認められた結果≫ 
実験１においては、S.aureus による mBD14 の mRNA 発現上昇反応が、CD11c-CreTRAF6 では維
持されていたが、K5-CreTRAF6 ではその反応が抑制されていた。 
 
≪実験 2 と 3 での結果≫ 



実験 2 と 3 においては、コントロールマウス、K5-CreTRAF6 と CD11c-CreTRAF のいずれのマウ
スにおいても S.aureus による mBD14 の発現誘導が確認できず、S.aureus による mBD14 の発現
増強に関して再現性を得ることができなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（成果のまとめ） 
S.aureus 非塗布、則ち PBS 塗布群での比較において、K5-CreTRAF6 における mBD14 発現レベ
ルが、コントロールマウスや CD11c-CreTRAF6 と比較し低いレベルであった点は、定常状態にお
ける皮膚の mBD14 レベルの発現におけるケラチノサイトの TRAF6 の重要性を示唆している。一
方、本研究では剃毛やテープストリップというバリア（主に角層透過性バリア）傷害操作を実施
した後に mBD14 の mRNA 発現レベルを解析している点に留意する必要がある。mBD14 は外傷や
バリア破壊によっても上昇することが知られており、今回認めた K5-CreTRAF6 における mBD14
発現レベルの低値は、外傷やバリア破壊による反応性の mBD14 発現誘導にケラチノサイトにお
ける TRAF6 が関与している可能性を示唆するのかもしれない。耳介など、剃毛の要しない組織
での発現レベルの解析やテープストリッピング後の発現レベルの経時的変化などの解析により
明らかになると考えられる。 
実験１で得られた結果が事実であれば、S.aureus の経皮的侵入に対応した mBD14 発現誘導に

おけるケラチノサイトの TRAF6 の重要性が示唆される。一方、実験２と実験３では、同様の結
果が再現できなかった。実験１で得られた結果が事実でないか、実験２ と実験３の実験条件が
不適切であったかのいずれかと考えられる。特に、実験２と実験３では、PBS 塗布と比較した
S.aureus 塗布によるｍBD14 発現誘導が観察されていない点が問題である。尿・便汚染や傷によ
る影響あるいは PBS 内での細菌の繁殖などにより S.aureus 塗布効果が観察出来なかったのか
もしれない。尿・便汚染を防ぐため、実験３では貼付部位を腹側から背側へ変更したが、尿・便
汚染が阻止できているとは言えなかった。一方、実験１における尿・便汚染の程度がどの程度で
あったかの記録がないが、S.aureus 塗布によるｍBD14 発現誘導が観察されていることから、実
験１の信頼性が高い可能性がある。本研究は、尿・便汚染の影響を無視できる耳介などで施行す
ることや PBS の無菌性をより確実にする等の工夫を行い、S.aureus 塗布によるｍBD14 発現誘
導が明確に観察可能な実験系を確立した上で、再度、実施する必要性があると考えられた。 
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