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研究成果の概要： 

本研究は、活性化 STAT3 が乾癬病変の形成に重要な役割を果たすことから、STAT3 を活性化す
るEGF familyの機能を明らかにすることにある。表皮において重要であるEGF Familyの HB-EGF
と Amphiregulin の遊離型と膜型の遺伝子誘導マウスをそれぞれ開発し、乾癬のモデルマウスと
して有用か否かについて検討した。これらのマウスにドキシサイクリンを投与し、自
然発症乾癬モデルマウスとなり得るか現在観察中である。また、創傷刺激を与
えて乾癬病変が誘導できるか否かについての実験を準備中である。 
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１．研究開始当初の背景 
乾癬は皮膚科領域を代表する疾患であり、表
皮の過増殖、炎症性細胞浸潤を特徴とし、さ
らには血管内皮の過剰増殖も報告されてい
る。乾癬の発症機序に関しては大別して二つ
の考え方に分類される。１番目の説は、表皮
細胞の異常が原因であるという考え方（表皮
説）であり、もう一つの説は、免疫異常によ
り惹起されるとの考え方（免疫説）である。
表皮説は、乾癬では表皮の過増殖を起こす異
常がその発症に関係するとの考え方である。
表皮はその最下層である基底細胞層のみで

分裂増殖するが、実際、乾癬の基底細胞層で
は表皮角化細胞の DNA 合成が亢進し、cyclin 
D などの増加もみられる。また、分化も異常
を呈しており、その病態は創傷治癒過程の増
殖している表皮に近似しているといわれて
いる。しかし、一方乾癬病変部では、活性化
T 細胞の浸潤、好中球の表皮への浸潤などが
みられることより、これらの免疫異常がまず
起こり、これに伴って表皮の過増殖が引き起
こされるのではないかとの考えが提唱され
るようになった。TNF-alpha の機能を阻害す
るバイオロジクスの投与により乾癬の病態
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が改善されることが知られており、乾癬にお
ける免疫異常が存在することは確実であろ
う。しかしながら、このような状況下で、表
皮説を裏付ける報告が相次いだ。まず、
Wagner らのグループは、転写因子 AP-1 の構
成因子である JunB の表皮特異的欠損マウス
を作製したところ、このマウスでは、乾癬に
類似した皮膚病変が出現したのみならず、関
節病変も出現した。乾癬病変の出現に先行し
て、白血球遊走因子である S100A8 と S100A9
の増加をみられることから、これらが免疫系
の異常につながる可能性が指摘されている。
一方、Sano らは、STAT3 の表皮細胞における
異常が乾癬の発症に関連することを報告し
た。即ち、持続活性型の STAT3 を表皮特異的
に強制発現したトランスジェニックマウス
を作製したところ、自然発生的にあるいは創
傷誘発的に乾癬病変が出現し、T 細胞の活性
化を伴ったことを報告している。これらの報
告は、表皮説を強く支持するものであり、乾
癬病変発症における表皮内シグナル伝達機
構の重要性を示唆している。STAT3 は転写調
節因子であり、様々な刺激により活性化され
る。表皮細胞においてはサイトカイン受容体
は細胞内ドメインに会合した JAK型チロシン
キナーゼを介してシグナルを送り、JAK によ
り STAT がリン酸化され２量体化し核へ移行
して直接遺伝子の発現を制御する。表皮角化
細胞における JAK型チロシンキナーゼ受容体
の代表的なものが EGF receptor である。乾
癬は表皮の過増殖状態であることが示され
ており、その病態は創傷治癒過程に近似して
いる。EGF receptor を活性化する因子は上皮
細胞成長因子群、すなわち EGF family であ
り、表皮の増殖、恒常性の維持に重要な役割
を果たしている。EGF family のなかで表皮角
化細胞自身が産生するものは TGF-alpha, 
HB-EGF, amphiregulin, epiregulin であり、
これらの因子はお互いに産生を誘導するメ
カニズムを備えていることを報告した
（Shirakata et al: JBC）。乾癬において
TGF-alphaの産生が亢進していることが 1990
年に報告され、amphiregulin, HB-EGF の産生
も更新していることが報告された。また、
Epiregulin も同様に乾癬表皮において産生
が亢進していることを見いだしている
（Shirakata et al: JDS）。すなわち、乾癬
発 症 機 序 に お け る 表 皮 説 で は EGF 
family-STAT3 の経路が異常亢進しているこ
とは容易に推察できることである。実際、角
化細胞において EGF family が STAT3 を活性
化し、表皮角化細胞の遊走に重要な役割を果
たしていることを我々は報告している
（Tokumaru et al: ）。表皮における EGF フ
ァミリーの発現については TGF-alpha, 
amphiregulin, HB-EGF, epiregulin が発現し、
オートクリン因子として働くばかりでなく、

お互いの発現を増幅する機構を有し、少量の
刺激ですべての EGFファミリーの産生が角化
細胞に於いて増強することを示してきた
（Shirakata, JBC, 2000）。これらの研究の
過程において HB-EGF は様々な刺激により急
速に、かつ最も産生が誘導されることに気づ
いた。HB-EGF のノックアウトマウスは胎性致
死となる場合が多く、表皮における特異的な
機能を解析するためにケラチン５プロモー
ターを用いた cre/loxP システムにて表皮特
異的 HB-EGFノックアウトマウスを作製した。
このマウスの皮膚は一見正常であったが、創
傷治癒が遅延していることが明らかとなっ
た（Shirakata, JCS, 2005）。では逆に表皮
において HB-EGF を過剰に発現させると過増
殖状態である乾癬に近いモデルが得られる
のではないかと考え、K5 promoter で HB-EGF
を強制発現するマウスの作製を試みたが、表
皮特異的 HB-EGF発現マウスは通常生まれず、
体外受精にてわずかに１系統のみしか生ま
れてこず、系統維持ができなかった（白方未
発表データ）。１系統の HB-EGF 強発現マウス
は表皮の肥厚が認められ、乾癬に近い病態を
示すことが示唆されたが詳細な解析は不可
能であった。そこで、出生後に HB-EGF を強
発現するマウスを開発することにより乾癬
モデルとしての可能性、ならびに乾癬発症機
序における EGF family, 特に HB-EGF の関与
について詳細に検討を加えることができる
のではないかと考え本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、活性化 STAT3 が乾癬病変の
形成に重要な役割を果たすことから、STAT3
を活性化する EGF family の機能を明らかに
することにある。本質的に EGF family すべ
てが乾癬発症に重要な役割を果たしている
のか、はたまた一つの因子のみが重要である
のかについては混沌としており、その解答を
得るには至っていない。本研究においては
EGF Family 因 子 で あ る HB-EGF と
Amphiregulin の遺伝子誘導マウスを開発し、
乾癬のモデルマウスとして有用か否かにつ
いて明らかにする。同時に EGF family のな
かで、HB-EGF と Amphiregulin のどちらが重
要な役割を果たしているかについてマウス
モデルで比較検討する。 
 
３．研究の方法 
Tet-On遺伝子誘導発現ベクターの作製 
過去の実験により、表皮特異的HB-EGF発現
マウスは通常生まれず、体外受精にてわず
かに１系統のみしか生まれてこず、系統維
持ができなかった。これは着床に問題があ
ると解釈している。そのため、遺伝子発現
誘導マウスを用いる必要がある。現在タモ
キシフェン誘導型とドキシサイクリン誘導



 

 

型が主に用いられているが、リークが少な
いドキシサイクリン誘導型を採用した。
Clontech社製のTet-On Advanced Inducible 
Gene Expression Systemを用いてベクター
を作製した。Tetシステム発現ベクターであ
る pTRE-Tight vector に HB-EGF cDNA 、
Amphiregulin cDNAを組込み、E. Coliにト
ランスフェクションを行った。アンピシリ
ンにてセレクションを行い大量に増幅後精
製を行い凍結保存した。 
K5 promoter rtTA-Advanced vectorの作製 
表皮特異的に遺伝子発現をさせるためにK5 
promoterによるrtTAを発現するベクターを
作製した。上記と同様に Clontech社の
pTet-on-Advanced vectorを用いた。この
vectorはCMVプロモーターにより転写が制
御されているため、表皮特異的に発現させ
るためにK5 promoterと置換した。上記と同
様にE. Coliにトランスフェクションを行い、
アンピシリンにてセレクションを行い大量
に増幅後精製を行い凍結保存した。 
Tet-onによる遺伝子発現の確認 
表皮角化細胞にpTRE-Tight vector/HB-EGF, 
pTRE-Tight vector/Amphiregulin と
K5/pTet-on-Advanced vector を そ れ ぞ れ
co-transfectionを行った。Transfection後
24-48時間後にドキシサイクリンを含む培
養液に交換し、経時的にRNAを回収した。得
られたRNAをテンプレートとして、real time 
PCRを行い、HB-EGF, Amphiregulinの遺伝子
発現が誘導されているかを確認した。同様
の方法にて線維芽細胞へトランスフェクシ
ョンを行い、24-48時間後にドキシサイクリ
ンを含む培養液に交換し、経時的にRNAを回
収した。得られたRNAをテンプレートとして、
real time PCRを行い、HB-EGF, Amphiregulin
の遺伝子発現が誘導されないことを（K5 
promoterが作用しているかについて）確認
した。 
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製 ：
pTRE/HB-EGF, pTRE/Amphiregulin, 
K5/pTet-on のプラスミドをマウス ES 細胞へ
マイクロインジェクションを行い、トランス
ジェニックマウスを作製した。 
 
４．研究成果 
Tet シ ス テ ム 発 現 ベ ク タ ー で あ る
pTRE-Tight vector に遺伝子変異を入
れ た HB-EGF と Amphiregulin の
soluble form と uncleavable formn
の cDNA を組込み E.coli にトランスフ
ェ クシ ョン を行 い増 幅と 精製 を行っ
た。表皮特異的に上記遺伝子を発現す
るために、K5 promoter による rtTA
を 発現 する ベク ター を作 製す る必要
が あ る 。 Clonthech 社 の
pTet-on-Advavnced vector の CMV プ

ロモーター領域を K5 プロモーターと
置換したベクターを作製した。同様に
E.coli にトランスフェクションを行
い、アンピシリンにてセレクションを
行い、増殖、精製した。これらのベク
ターをマウス ES 細胞にマイクロイン
ジェクションを行い、トランスジェニ
ックマウスを作製した。HB-EGF-sol, 
HB-EGF-uc, AREG-sol, AREG-uc のそ
れぞれについて 3-4 系統のマウスが
生まれた。それぞれの genotype を PCR
にて確認し、トランスジェニックマウ
スが作製できていることを確認した。
C57/BL6 マウスと 3 回バッククロスを
行い、系統維持を行った。マウスは順
調に繁殖し、germline にのっている
こ と を 確 認 し た 。 一 方 、 K5-rtTA-TG
マウスは 2 系統生まれ、genotype を
PCR にて確認し、トランスジェニック
マ ウス が作 製で きて いる こと を確認
した。現在までに 2 回 C57/BL6 マウス
とバッククロスを行い、系統維持を行
っ た 。 マ ウ ス は 順 調 に 繁 殖 し 、
germline にのっていることを確認し
た。さらに amphiregulin の c 末端を
数塩基欠失させ、c 末端が核移行でき
な い変 異体 を発 現す るト ラン スジェ
ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 し 、 同 様 に
genotype を PCR にて確認した。pTRE- 
HB-EGF-sol, HB-EGF-uc, AREG-sol, 
AREG-uc, AREG-deltac マ ウ ス と
K5-rtTA-TG マウスを各々交配し、テ
ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 型 表 皮 特 異 的
HB-EGF-sol, HB-EGF-uc, AREG-sol, 
AREG-uc, AREG-deltaC マウスが完成
した。これらのマウスにドキシサイク
リンを投与し、自然発症乾癬モデルマ
ウスとなり得るか現在観察中である。
また、創傷刺激を与えて乾癬病変が誘
導 でき るか 否か につ いて の実 験を準
備中である。 
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