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研究成果の概要（和文）：表皮セラミド合成酵素欠損マウス（K5.SPT-KO）は表皮バリア機能の

破綻を生じ、同時にランゲルハンス細胞の活性化、および真皮に多数のγδ-17 細胞を認め、

発症した皮疹は乾癬様であった。IL-23/IL-17 軸の活性化があり、抗 IL-12/23p40 抗体の処理

によってγδ-17 細胞の減少および皮疹の軽減が認められた。以上の結果、表皮バリア破壊が

γδ-17細胞を含む皮膚免疫系を活性化し乾癬様の皮膚症状を誘導することを示す。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Here, we generated Sptlc2 targeted mice under control of the keratin 
5 promoter (referred to as K5-SPT-KO mice), by which their keratinocytes were devoid of 
SPT. These mice demonstrated lower water-holding capacity and barrier dysfunction. From 
2 weeks of age, they developed skin inflammation, showing psoriasis-like histopathologic 
changes. K5-SPT-KO mice showed increased numbers of γδ-T cells that produced IL-17 (γ
δ-17) in the skin lesion and lymph nodes and most of them also produced IL-22, similar 
to Th17 cells. In vivo administration of anti-IL-12/23p40 antibody ameliorated the skin 
lesions and reduced γδ-17 cells in K5-SPT-KO mice. Therefore, we conclude that ceramide 
deficiency in the epidermis results in the development of psoriasis-like lesions. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) アトピー性皮膚炎(AD)や乾癬などの慢
性皮膚炎症に表皮バリア破綻が認められる。
逆に、フィラグリン遺伝子変異がアトピー性
皮膚炎の原因になりうると明らかになった
ように、表皮バリアの破綻によって外来性ハ

プテン抗原の侵入を許しアレルギー性皮膚
炎が誘導されやすい事実も知られている。し
かし、1 次性表皮バリア破綻が如何にして皮
膚の免疫系を活性化させるか不明であった。
そこで、我々は表皮バリア破綻マウスモデル
として表皮セラミド合成酵素欠損マウス
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(K5.SPT-KO)を利用した。 
 
(2) セラミドを含むスフィンゴ脂質生合成
の律速酵素である serine palmitoyl-CoA 
transferase (SPT) の遺伝子を Cre-loxP シ
ステムによって表皮角化細胞特異的に破壊
したノックアウトマウス(K5.SPTKO)を作成
し報告してきた(日本研究皮膚科学会 2001年、
2002 年、2006 年、2007 年；米国研究皮膚科
学会 2002 年、2007 年；欧州研究皮膚科学会
2006 年)。このマウスは顆粒層表皮細胞の
lamellar body(LB)に層板構造の異常が認め
られ、２週令以降 LB の数は低下し同時期よ
りバリア破綻、表皮肥厚、脱毛、そして皮膚
炎を自然発症した。 
 
 
２．研究の目的 
(1) このセラミドノックアウトマウスの表
皮細胞とランゲルハンス細胞のクロストー
ク、およびランゲルハンス細胞の所属リンパ
節への遊走、その結果惹起される T 細胞性免
疫応答を検討することにより皮膚炎発症の
機序を明らかにする。 
 
(2) バリア破綻をきたす表皮の遺伝的要因
に引き続いて AD のみならず気管支喘息など
アトピー体質が惹起される可能性がある。AD
ではセラミドが減少していることよりこの
ノックアウトマウスが AD の動物モデルとな
り得、その皮膚症状を解析することによって
バリア破綻による全身性免疫変調に帰結す
る動物モデルを構築できる。すなわち、本研
究において T細胞免疫変調に関わる表皮バリ
ア破綻からの樹状細胞への異常シグナル導
入の可能性を明らかに出来る。これは AD 研
究の分野では国内外に例を見ないものであ
り、明らか出来る知見は世界中で希求されて
いる AD の新たな治療法への道筋をつけるも
のである。 
 
 
３．研究の方法 
(1) K5.SPT-KOマウスの作製 
sptlc2遺伝子をクローニングし３、４番目イ
ントロンに loxP を挿入した遺伝子を ES に
transfect しホモロガス組み替えによる常法
にしたがって sptlc2-floxアレルをもつマウ
スを作製した。このマウスと K5-Cre トラン
スジェニックマウスと交配し、角化細胞特異
的に sptlc2 遺伝子 exon4 を欠損したマウス
を作製した(K5.SPT-KO)。このマウス角化細
胞には SPT遺伝子発現および蛋白の発現が欠
損していることをそれぞれ RT-PCR および免
疫染色法により確認した。 
 
 

(2) 皮膚保水量、バリア機能の測定 
それぞれ skicon および tevameter を用いて
測定した。 
 
(3) 皮膚病理組織、免疫組織化学法 
マウスの皮膚病理組織はヘマトキシリンエ
オジン染色、および各種抗体を用いた免疫組
織化学染色を行った。 
 
(4) real-time RT-PCR 
マウス皮膚、およびリンパ節を用いて各種遺
伝子発現を real-time RT-PCR 法により検討
した。 
 
(5) FACS 解析 
マウス皮膚およびリンパ節より調製した細
胞の細胞表面抗原および細胞内サイトカイ
ンの多重染色を施行、FACS解析を行った。 
 
(6) in vivo 抗体処理 
抗マウス IL-12/23p40 モノクロナル抗体(セ
ントコア社より供与)を 500µg 腹腔内に投与
した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 新生仔 K5.SPT-KO マウスの皮膚症状 
セラミド生合成の律速段階酵素 SPTを表皮角
化細胞特異的に欠損させたマウスはメンデ
ル則に従って誕生するが、皮膚は全体的に乾
燥している(図１)。保水量は対照に比べて有
意に減少している(図２)。 
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図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

(2) 表皮バリアの破綻と皮膚症状の顕在化 
transepidermal water loss(TEWL)は生後約
10 日より上昇し表皮バリア機能が破綻して
くることが明らかになった(図３)。この頃よ
り、表皮の角化、炎症など乾癬に類似する皮
疹を呈してくる。やがて脱毛もきたし、鱗屑
をともなう角化性紅斑が顕在化する(図４)。
病理組織では過角化、表皮肥厚、炎症細胞浸
潤、血管増生など、乾癬様を呈する(図５)。 
 
図３ 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 
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(3) K5.SPT-KOマウス皮疹の遺伝子発現 
生後 15日の皮疹部より real-time RT-PCRを
施行、Th17 サイトカインおよび S100A8,9 や
beta-defensin のレベルが高いことが示され
た(図６)。一方、IL-4遺伝子は上昇していな
いことより、ADのような Th2 シフトは認めら
れない。以上の結果は、乾癬の遺伝子発現と
類似するものである。 
 
図６ 
 
 
 
 
 
 

(4) IL-17を産生するγδT 細胞(γδ-17)の
増加 
このマウスは皮疹出現とともに皮膚所属リ
ンパ節においてγδ-17 細胞が増加すること
が FACS 解析により明らかになった(図７)。
一方 Th17(CD4+, IL-17+)細胞も対照にくらべ
増加している。また、これらの細胞は多くが
IL-22 も共発現している。 
 
図７ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 真皮樹状細胞に発現する IL-23および抗
IL-12/23p40 の皮疹発症におよぼす効果 
K5.SPT-KOマウスの皮疹において、IL-23p19, 
IL-12/23p40の遺伝子発現は高いが IL-12p35
は上昇していなかった(図８)。免疫組織学的
検討により真皮 CD11c+細胞が IL-23を分泌す
ることが確認された(図８)。皮疹形成におけ
る IL-23 の働きを確認するために抗マウス
IL-12/23p40 抗体を腹腔内に注射して、効果
を検討した。抗体処理により皮疹の程度は著
明に軽減する(図９)と共に皮疹部のγδ-17
細胞数も有意に減少した(図１０)。以上の結
果より、γδ-17 細胞は IL-23 により活性化
をうけ増殖し皮疹形成に寄与していること
が示唆され、これは乾癬における Th17 細胞
の役割と類似する。 
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