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研究成果の概要：体の表面を覆う皮膚は、体を外敵から守る重要な臓器である。その最も外側

にある表皮の大部分を占める表皮角化細胞には、物理的に体を守るバリアとしての働き以外に

も、病原微生物の成分を認識する自然免疫の働きがあることが分かって来た。本研究にて、表

皮角化細胞の受容体の発現は、病原微生物成分の刺激を受けて亢進することが分かった。従来

免疫担当細胞として認識されていなかった表皮角化細胞においても、これらの受容体が機能し

ており、病原体を排除するための生体反応の引き起こすことが分かった。さらに、ヒスタミン

が、表皮角化細胞の自然免疫活性化に影響を与えることが分かった。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目： 内科系臨床医学・皮膚科学・皮膚感染症    
キーワード：表皮ケラチノサイト、β-glucan,  白癬菌、 ヒスタミン、自然免疫 
 
１．研究開始当初の背景 
皮膚は、身体の最も外側を覆い、外界から
の防護壁としての役割を果たしている。物
理的、化学的刺激からの防御はもちろんの
こと、外敵である病原体の侵入も防ぐため
に免疫学的な機能も併せ持っている。皮膚
は感染防御の最前線にあるため、自然免疫
が発動されていることが容易に想像され、
特に最表層に存在する角層、表皮に自然免
疫が強く発動されていると考えられる。こ
れまでにもすでにβ-defensin をはじめとす
る抗菌ペプチドの存在、Toll-like receptor 

(TLR) が表皮ケラチノサイト（KC）にも発
現していることが報告されている。ショウ
ジョウバエにおける Toll receptor の発見
の経緯から、当然ヒトの表層に感染する真
菌に対する防御機構の上でも TLR が関与
していると予想される。 

 



 

 

 
２．研究の目的 
 
真菌成分で刺激をおこない、 
 

(1) 表皮ケラチノサイトからのサイトカ
イン、ケモカイン産生およびその変動
をみる。 

(2) 表皮ケラチノサイトにおける innate 
immune protein の発現の有無、また
その変動をみる。 

 
３．研究の方法 

(1)真菌成分を添加した培養ケラチノサイ

ト(KC)産生サイトカイン・ケモカインの検

討 

 正常ヒト表皮ケラチノサイト (NHEK) 

を培養し、培養液中にTrichophyton rubrum, 

T. mentagrophytes由来の、各濃度のトリコ

フィチン液および精製β-glucanを添加す

る。得られた培養上清中のIL-1α, TNF-

α,IL-6, IL-8, IP-10, Mig, I-TAC, MDC, 

RANTES をELISAにて測定する。 

また、TLR２のリガンドとされている ペ

プチドグリカン、MALP-2も刺激物として使

用する。 

 

(2)真菌成分を添加した培養KCにおける

TLR2の発現 

同じ培養系で得られたKCのTLR1,TLR2, 

TLR6, NOD2, Dectin-1,β-defensinにつ

いてmRNAの発現量を調べる。また、細胞

表面または細胞内を抗TLR2抗体で染色し、

フローサイトメトリー解析を行う。また、

シート状に培養したKCを、蛍光抗体法で

染色し、発現したTLR2の局在を共焦点レ

ーザー顕微鏡で解析する。 

 

４．研究成果 
 
（１） β-glucan で KC を刺激すると、

IL-1α, IL-8 の産生が亢進した。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、トリコフィチン液で刺激した際には、
IL-8 の産生が亢進した。 
 

 

Trichopyton 
rburm, 

T.mentagrophytes 由来のトリコフィチン
液を用いたが、2 種間の差を特徴的づける結
果は得られなかった。 
 
β-glucan に着目し、TLR2 を刺激する他の病
原微生物成分であるペプチドグリカン、
MALP-2 についても検討したところ、やはり
IL-1α, IL-8 の産生が亢進した。 
 
この、サイトカイン、ケモカイン産生はヒス
タミンを同時に添加する事により、その産生
量が相乗的に増加する事が分かった。 



 

（２）Real-time PCR による解析にて、KC の 
TLR1, TLR2,  TLR6, NOD2, Dectin-1, β

 

それぞれの刺激によりこれら mRNA の発現量
に増減したが、特にβ-glucan の刺激により、
Dectin-1, β-defensin2 の発現が亢進した。 -defensin2 の mRNA 発現量の変動をみた。 
 
この mRNA 発現は、ヒスタミンを加える事に
より相乗的に亢進した。 
 
 
次にフローサイトメトリー解析により、TLR
２の発現量をみたところ、細胞内の TLR2 を
染色した方が、発現量の変化をより捉えやす
い事が分かった。 
 

 
 
共焦点レーザー顕微鏡を用いて、TLR２の局
在を可視的に捉えたところ、やはり、細胞内
の方が細胞表面より発現量の変化を捉えや
すい事が分かった。 
 

 
 
これらの結果より、 
表皮ケラチノサイトの自然免疫関連受容体
は、TLRs だけでなく、NOD, dectin も発現し
ており、これらは機能的であることが分かっ
た。このことから、表在性皮膚真菌症のよう
な、皮膚の表面に菌が存在し、いわゆる免疫
担当細胞との接触がなくとも、表皮ケラチノ
サイト自身が病原体を認識し、排除機構を働
かせる事が説明できる。 
また、表皮ケラチノサイトの自然免疫発動に
は、ヒスタミンの存在が重要であることも分
かった。 
さらに、表皮ケラチノサイトでは、細胞表面
の受容体数の変動は微小であることが分か
った。この事は、体表に存在し、常に微生物
と接触している上皮細胞が、過剰に自然免疫
を発動しない理由の１つとして考えられる。 
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