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研究成果の概要（和文）：皮膚が産生するβ―デフェンシンと LL-37 以外に psoriasin、dermcidin

と catestatin などの殺菌物質を産生することが知られている。本研究では、上記の殺菌物質がヒ

トケラチノサイトやマスト細胞の様々な機能の活性化を調節することを見出した。従って、皮

膚が産生する殺菌物質は体内で単に殺菌物質として働くだけでなく、皮膚の細胞を活性化する

ことによって皮膚の感染防御、炎症反応と自然免疫に関与する可能性があると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：In addition to human β-defensins and LL-37, the cutaneous tissue also 
generates other antimicrobial agents, including psoriasin, dermcidin and catestatin. In this study project, 
we found that above antimicrobial agents activate and regulate various functions of human keratinocytes 
and mast cells. Thus, besides their microbiocidal properties, skin-derived antimicrobial agents might 
also participate in cutaneous host defense, inflammation and innate immune system. 
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１． 研究開始当初の背景： 

（１）人間の皮膚は常に種々の病原微
生物に曝されているが、皮膚の微生物
叢の数と構成は生理的な状態で一定
に保たれている。それは皮膚の物理的
なバリアだけではなく、皮膚の上皮細
胞が産生する殺菌物質による自然免
疫作用である。近年、上皮組織由来殺
菌物質の中で、強い抗菌作用を持つ低
分子性殺菌ペプチドであるヒトβ－
デフェンシン（human β-defensin、hBD）

と cathelicidin LL-37 が注目されている。
これらのペプチドが皮膚、気道、腸管
などにおいて発現していることが明
らかにされ、上皮組織の感染防御にお
ける hBD と LL-37 の働きが注目され
ている。さらに、hBD と LL-37 が創傷
や数多くの皮膚疾患において多量に
発現していることが報告され、創傷治
癒とこれら皮膚疾患の病態に hBD や
LL-37 が関与する可能性が示唆されて
いる（Crit Rev Immunol 26: 545-76, 
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2006）。 
 
（２）最近、皮膚が hBD と LL-37 以
外に Psoriasin や Dermcidin などの殺菌
物質を産生することが報告された。こ
れら殺菌物質が正常皮膚に発現し、さ
らに創傷、乾癬やアトピー性皮膚炎な
どの皮膚疾患に関与していることは
明 ら か に な っ た （ J Leukoc Biol 
77:476-86, 2005; Cell Mol Life Sci 
63:469-86, 2006）。PsoriasinやDermcidin
を含めてヒト殺菌物質においては、今
までに使用されている抗生物質より
抗菌範囲が広く、低濃度で作用を示す
こと知られている。これらの殺菌物質
は抗生物質様作用を持つ新しい物質
として注目を浴びている。しかし、こ
れまでに Psoriasin と Dermcidin が、殺
菌作用以外の機能は詳細な検討はな
されていない。 
 
（３）申請者は、hBD と LL-37 が殺
菌作用の他に、マスト細胞、好中球や
ケラチノサイトを活性化し、自然免疫、
炎症反応とアレルギー反応に関与し
ていることを見だしており（Eur J 
Immunol 31:1066-75, 2001; Int Immunol 
14:421-6, 2002; Immunology 106:20-6, 
2002; Eur J Immunol, 37:434-44, 2007; J 
Invest Dermatol 127:594-604, 2007, Crit 
Rev Immunol 26:545-76, 2006; J 
Immunol 175: 1776-84, 2005）、Psoriasin
や Dermcidin が同様の作用を有する可
能性がある。 

 
２．研究の目的： 

（１）ケラチノサイトが創傷、乾癬や
アトピー性皮膚炎の病態に関与して
いることは、Psoriasin や Dermcidin が
ケラチノサイトに作用していると考
えられる。Psoriasin や Dermcidin がケ
ラチノサイトに作用し、創傷治癒と皮
膚の恒常性に対する効果の詳細な検
討をするために、これら殺菌物質の正
常ヒトケラチノサイトに対する①炎
症性サイトカイン、ケモカインと成長
因子の産生、②遊走作用、増殖と分化、
③Psoriasin や Dermcidin の創傷治癒過
程における直接的関与、④ケラチノサ
イトにおける Psoriasin や Dermcidin の
発現パターン、作用メカニズムと特異
的な受容体の有無とその同定、⑤
Psoriasin や Dermcidin 以外の上皮細胞
由来殺菌物質（RNase 7、Elafin、
Adrenomedullin 、 Neutrophil 
Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL)、
Secretory Leukocyte Protease Inhibitor 
(SLPI)）のケラチノサイトに対する作
用と、⑥他の殺菌物質との相乗的効果
の検討。⑦また、マスト細胞と好中球
が皮膚疾患の病態に関与しているこ
とを知られているので、Psoriasin や
Dermcidin のヒトマスト細胞と好中球
における発現、活性化とそのメカニズ
ムについて検討する予定。以上のこと
から、上皮組織が産生する殺菌物質は
体内で単に殺菌物質として働くだけ
でなく、幅広い生物活性を生体内で示
すことによって感染防御、炎症反応や

自然免疫に関与する可能性が考えら
れる。 
 
（２）従来、Psoriasin や Dermcidin な
どの殺菌物質は殺菌蛋白として感染
防御に役立つとされてきた。本研究は、
これらの殺菌物質がケラチノサイト
を刺激し、炎症性のサイトカイン、ケ
モカインや成長因子の産生を引き起
こすことによって、自然免疫に関与す
る可能性を示す点で独創的である。ま
た、創傷治癒、乾癬やアトピー性皮膚
炎の病変部位における Psoriasin や
Dermcidin の役割について検討するこ
とは、創傷治癒の過程とこれらの疾患
における皮膚病変形成メカニズム、さ
らに、皮膚の恒常性の解明に新たな手
がかりを与える。さらに、上皮組織が
産生する殺菌物質の相乗作用を調べ
ることによって、皮膚における未知の
感染防御機構を証明することが期待
される。 

 
３．研究の方法： 
（１） Psoriasin や Dermcidin の刺激による
サイトカイン、ケモカインや成長因子産生
作用 
正常ヒトケラチノサイトを培養し、
Psoriasin や Dermcidin で刺激する。ケラ
チノサイトが産生する①サイトカイン
②ケモカインや③成長因子（の産生を特
異的な ELISA キットを用いて調べる。
さらに、これらのサイトカイン、ケモカ
インや成長因子の産生経路を検討する。 
 

（２）Psoriasin や Dermcidin のケラチノサ
イトに対する遊走作用 
①培養した正常ヒトケラチノサイトの遊
走 能 は chemotaxis microchamber 
(Boyden’s chamber)を用いて、Psoriasin や
Dermcidin に対する遊走活性として測定
する。②Psoriasin や Dermcidin の特異的
抗体を用いて、これらの殺菌物質がケラ
チノサイトに直接作用するかどうかの検
討を行う。③Psoriasin や Dermcidin の遊
走作用とケラチノサイトの分化との関連
性を調べる。④Psoriasin や Dermcidin の
ケラチノサイトの遊走メカニズムを、ケ
ラチノサイトをG蛋白とホスホリパーゼ
C のそれぞれ阻害剤で処理することによ
り、明らかにする。 
 

（３）Psoriasin や Dermcidin のケラチノサ
イトに対する増殖と分化に及ぼす影響 
①細胞増殖は、5-bromo-2-deoxy-uridine 
(BrdU) 取り込みで解析する。培養した正
常ヒトケラチノサイトを Psoriasin や
Dermcidin で刺激した後、BrdU とインキ
ュベーションし、BrdU を取込んだ細胞を
抗 BrdU 抗体で検出し、その陽性細胞数
を顕微鏡で計測する。さらに、②Psoriasin
や Dermcidin がケラチノサイトの分化を
誘導するかどうかを調べるために、ケラ
チノサイトをこれら殺菌物質とインキュ
ベーションし、Keratin 1、Keratin 10、
Keratin 14、Loricrin、Filaggrin、Involucrin
などのケラチノサイト分化マーカーの
mRNA と蛋白発現の変化を調べる。 
 



 

 

（４） Psoriasin や Dermcidin の創傷治癒に
及ぼす影響 
ケラチノサイトを細胞培養ディッシュで
confluent になるまで培養し、ピペットチ
ップを用いて、直径 1～2.5 mm の円形創
傷を作る。Psoriasin や Dermcidin を培地
中に加えった後、さらに培養し、顕微鏡
下で経時的に観察・記録し、その創傷面
の変化を画像解析装置で計測する。さら
に、その作用メカニズムを調べる。 
 

（５）ケラチノサイトにおける Psoriasin
や Dermcidin の発現 
ケラチノサイトを PMA、Butyrate、炎症
性サイトカインあるいは Toll-Like 
Receptor (TLR) の ligand で刺激し、
Psoriasin や Dermcidin の発現パターンを
Real-Time PCR と Western blot ありは免疫
染色法で解析する。また、TLR の役割を
調べるために、それぞれの TLR の SiRNA
を用いて検討する。 
 

（６） Psoriasin や Dermcidin に対する特
異的レセプター検索と同定 
①Psoriasin や Dermcidin を、Na125I を用い
て 標 識 す る 。 ② 125I-Psoriasin と
125I-Dermcidin のケラチノサイトへの結
合。Scatchard 解析を用いて、受容体数や
結合部位を同定する。③Psoriasin あるい
は Dermcidin 結合蛋白質の同定：Psoriasin
あるいは Dermcidin を固定したアフィニ
ティカラムを用いて、ケラチノサイトの
細胞膜からそれぞれの結合蛋白質を分離
する。得られた蛋白質をアミノ酸配列分
析などで解析することにより、Psoriasin
や Dermcidin に対する受容体を同定する。 
 

（７）他の皮膚由来殺菌物質のケラチノサ
イトに及ぼす影響 
①培養したヒトケラチノサイトを RNase 
7 、 Elafin 、Adrenomedullin 、 Neutrophil 
Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL)、
Secretory Leukocyte Protease Inhibitor 
(SLPI)で刺激し、サイトカイン、ケモカ
インや成長因子の産生を ELISA キット
を用いて調べる。さらに、これら殺菌物
質の作用メカニズムを検討する。また、
② RNase 7、Elafin 、Adrenomedullin 、
Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin 
(NGAL) 、 Secretory Leukocyte Protease 
Inhibitor (SLPI)は Psoriasin や Dermcidin
とのケラチノサイトに対する効果は相乗
的であるかどうかを調べる。 
 

（８）Psoriasin や Dermcidin のヒトマスト
細胞や好中球などの細胞に対す作用 
①培養したヒトマスト細胞（LAD2 cell 
line）及び正常ヒト好中球を用いて、
Psoriasin や Dermcidin の発現を Real-Time 
PCR と Western blot（ELISA あるいは免
疫染色法）で解析する。また、②Psoriasin
や Dermcidin がヒトマスト細胞や好中球
の活性化（炎症性メディエーターの放出、
殺菌物質と ROS 産生、サイトカインやケ
モカインの産生、遊走とそのメカニズム）
について調べる。 
 
（９）他の皮膚由来殺菌物質のヒトマス

ト細胞や好中球に対す作用 

①ヒトマスト細胞（LAD2 cell line）及び
正常ヒト好中球を RNase 7、Elafin、
adrenomedullin、neutrophil 
gelatinase-associated lipocalin (NGAL)、
secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI)
で刺激し、これらの殺菌物質のマスト細
胞や好中球に対する作用とそのメカニズ
ムを調べる。また、②RNase 7、Elafin、
Adrenomedullin、Neutrophil 
Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL)、
Secretory Leukocyte Protease Inhibitor 
(SLPI)は PsoriasinやDermcidinとのマスト
細胞や好中球に対する効果は相乗的であ
るかどうかを調べる。 
 

４．研究成果： 
（１）先ず Dermcidin のヒトケラチノサイ
トに対する効果を調べたところ、その結果、
Dermcidin 由来ペプチド DCD-1L や DCD-1
が、G 蛋白受容体や MAP キナーゼ p38 と
ERK の経路を介して、ケラチノサイトのサ
イトカインやケモカイン（ IL-8, TNF-α, 
IP-10 と MIP-3α）の蛋白産生を誘導した。
しかし、これらのペプチドが IL-1β, IL-6, 
IFN-γ, MCP-1 と RANTES に対する作用は
なかった。また、DCD-1L や DCD-1 がケラ
チノサイトの MAP キナーゼ p38 と ERK の
リン酸化を誘導することがわかった。最後
に、DCD-1L や DCD-1 がケラチノサイトの
NF-κBの活性化を誘導することがわかった。
（Br J Dermatol 160:243-9, 2009）。 
 
（２）次に、ケラチノサイトにおける
Dermcidin 由来ペプチドの mRNA 発現と蛋
白発現を検討したが、これらペプチドがケ
ラチノサイトに発現しないことがわかった。
また、Dermcidin や Psoriasin が創傷治癒に
対する影響はほとんどないことが確認した
（未発表結果）。さらに、ケラチノサイトに
Dermcidin や Psoriasin に対する受容体の有
無を確認ところ、これらのペプチドに対す
る特異的な受容体が存在しないことがわか
った。皮膚由来抗菌物質の更なる機能を検
討するために、hBD と LL-37 のヒトマスト
細胞に対する作用を調べた。hBD と LL-37
が in vitro や in vivo でヒトとラットマスト
細胞からの IL-31 などの数多くの痒み誘導
因子の放出を増強することを見出した。ま
た、乾癬やアトピー性皮膚炎由来皮膚マス
ト細胞が IL-31 の蛋白を過剰に発現するこ
とが確認した（J Immunol 184: 3526-34, 
2010）。 
 
（３）また、皮膚の上皮細胞が産生する抗
菌物質の更なる新免疫調節機能を検討する
ために、神経内分泌性の抗菌物質である
catestatin のヒトマスト細胞に対する作用を
調べた。その結果、catestatin がマスト細胞
を脱顆粒させるだけでなく、脂質メディエ
ーター、サイトカインやケモカインの産生
を惹起することがわかった。さらに、
catestatin はマスト細胞に遊走作用も有する
ことが明らかとなった。catestatin によるマ
スト細胞の活性化を G タンパク質、ホスホ
リパーゼ C と MAP キナーゼの経路を介し
て、マスト細胞に作用することが明らかと
なった（Immunology 132:527-39, 2011）。ま
た、catestatin が MAP キナーゼの活性化を
介して、ヒトケラチノサイトの IL-8 の産生



 

 

を誘導することを見出した(J Dermatol Sci, 
61: 142-4, 2011）。よって、皮膚の障害によ
って放出される catestatin を介したヒトの
マスト細胞とケラチノサイト活性化機構が
神経—免疫相互作用による皮膚のアレルギ
ーなどの皮膚疾患の病態の形成に新たに関
与する可能性を示唆するものである。 
 
以上（１）、（２）、（３）の結果をまとめる
と、皮膚が産生する hBD、LL-37、psoriasin、
dermcidin と catestatin などの殺菌物質は体
内で単に殺菌物質として働くだけでなく、
皮膚の細胞を活性化することによって皮膚
の感染防御、炎症反応と自然免疫に関与す
る可能性があると考えられる。今回の研究
におけるアプローチの有効性が確認したこ
とによって、皮膚の創傷治癒、感染防御機
構、乾癬やアトピー性皮膚炎などの皮膚病
変形成メカニズムの研究の方向性にも大き
なインパクトを与えると考えられる。 
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