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研究成果の概要（和文）：本研究では、尋常性白斑において、メラノサイトの消失に関与する分子の同定を試み
た。メラノサイト抗原の１つであるgp100に特異的なCD8+T細胞の様々なエフェクター分子を欠損させ、尋常性白
斑モデルマウスを作製した結果、メラノサイト抗原特異的CD8+細胞では、従来言われていたIFN-γに加え、FASL
がメラノサイトの消失に関わることを明らかにした。また、メラノサイト側の重要な分子を探す目的で、表皮全
層と表皮上層のRNA-seq解析を行なった結果、表皮顆粒層を含む表皮上層において、ヘモグロビンαが発現し、
酸化ストレスを軽減する役割があることを思いがけず見いだし、新たな皮膚バリア機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to determine molecules involved in melanocyte 
clearance in vitiligo. We generated multiple vitiligo mouse models by injecting melanocyte-specific 
CD8+ T cells lacking single effector molecules, such as IFN-γ, TNF-α, and FASL. We found that FASL
 is involved in melanocyte clearance in vitiligo in addition to IFN-γ. Furthermore, we performed 
RNA-seq analysis of the whole epidermis and upper epidermis to determine candidates for unidentified
 molecules expressed in the epidermis that contribute to melanocyte clearance in vitiligo. During 
this process, we unexpectedly identified that hemoglobin α (HBA), which serves as an oxygen carrier
 in erythroid cells, was expressed in the upper epidermis keratinocytes and hair follicle 
keratinocytes in the isthmus region. Functional analysis revealed that HBA in keratinocytes is 
induced by oxidative stress and plays a role in reducing the oxidative stress of keratinocytes, 
contributing to the skin barrier function.

研究分野： 皮膚バリア、メラノサイト

キーワード： 尋常性白斑　CD8+T細胞　FASL　IFNγ　ヘモグロビンA　ケラチノサイト　酸化ストレス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
最近、尋常性白斑に対し、欧米でJAK阻害薬が認可されたが、過半数の症例は治療に奏効せず、より有効な治療
法の開発のため、更なる尋常性白斑の病態機構の解明が望まれている。我々は、尋常性白斑モデルマウスの解析
からIFNγに加え、CD8＋T細胞に発現するFASLが治療標的となることを明らかにした。また表皮の解析を通じ
て、ヘモグロビンA（HBA）が、紫外線などの酸化ストレスにより表皮上層のケラチノサイトに誘導され、酸化ス
トレスを軽減することで皮膚バリアの一端を担うことを発見した。尋常性白斑の病態に酸化ストレスが関与され
ていることが知られているが、そこにHBAがどのように関与するか更なる解析が望まれる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
1．研究開始当初の背景 

尋常性白斑は、メラノサイト抗原特異的 CD8+T 細胞により、メラノサイト
が減少し、白斑が形成されていく自己免疫性皮膚疾患である。治療とし

て、ステロイド外用や光線療法が行われるが、奏効率は 20〜55%と高く
ない。故に、より治療効果の高い新規治療が望まれている。 
 
患者検体やモデルマウスの解析から、尋常性白斑は、（1）メラノサイト
抗原特異的 CD8+T 細胞はケモカイン受容体 CXCR3 を発現し、メラノ
サイト抗原を認識して IFN-γを産生する、（2）IFN-γが角化細胞の IFN-γ
受容体に結合すると、JAK1/2-STAT1シグナル経路が活性化され、角化
細胞は CXCR3 のリガンドの CXCL10 を産生する、（3）その結果、メラノ
サイト抗原特異的 CD8+T 細胞の皮膚浸潤が促進され、さらに多くの
IFN-γ が産生されるというポジティブフィードバックにより、白斑が拡大し
ていくことが明らかにされた （Rashighi M, et al. Dermatol Clin 2017）
（図 1）。そして JAK 阻害剤は、角化細胞の CXCL10 の産生を抑制し、
メラノサイト抗原特異的CD8+T細胞の皮膚浸潤を減少させることで、 白
斑を再色素化させることがマウス・患者で示され、新規治療法として注目

されるようになった（Rosmarin D, et al. Lancet 2020）。しかし、JAK阻
害薬は、皮膚に浸潤し、また循環に戻るメラノサイト抗原特異的 central memory CD8+ T細胞（TCM）を
減少させるが、皮膚に留まるメラノサイト抗原特異的 resident memory CD8+T細胞 （TRM）は減少させ
ず、一定数のメラノサイト抗原特異的 CD8+TRMが存続する白斑は、JAK 阻害剤により再色素化は得ら
れないことが明らかにされた（Azzolino V, et al. J Invest Dermatol 2020, Liu LY, et al. J Am Acad 
Dermatol 2017）。治療効果の高い治療を提供するためには、さらに、メラノサイトの消失に関わる分子
を阻害する治療の開発が必要であることが示唆された。 
 
メラノサイト抗原特異的 CD8+T細胞が角化細胞に及ぼす作用が明らかになった一方で、尋常性白斑
におけるメラノサイト消失機構は明らかになっていない。その原因として、メラノサイト消失機構を解明す

るために必要な、（1）メラノサイトおよびメラノサイト抗原特異的CD 8+T細胞を可視化・定量化でき、（2）
メラノサイト抗原特異的 CD 8+T 細胞特異的に遺伝子を欠失させることが可能な尋常性白斑モデルマ
ウスが存在しないことが挙げられる。 
 
申請者らは、表皮基底層にメラノサイトが分布する K14-Scf マウス
に、Thy 1.1陽性の gp100（メラノサイト抗原の１つ）特異的CD8+T細
胞（PMELs）の静注、5Gyの放射線照射、IL−2の腹腔内投与の複合
治療からなる adoptive T cell therapy （ACT）と BMDCを gp100ペ
プチドでパルスして作製した DCワクチン（DC-gp100）の静注を行うこ
とで、5〜7週後にヒトの尋常性白斑に酷似した病理像を呈し、耳・鼻・

足底・尾などに白斑を形成するマウスの作製に成功した（尋常性白斑

DCモデル, Riding RL, Fukuda K, et al. Pigment Cell Melanoma 
Res, 2020））（図 2）。そこで本研究は、この in vivoの系に、IFN-γな
どの細胞傷害性分子の遺伝子を欠失させた PMELs の輸注を行う。

あるいは、K14-Scfマウスの代わりに、メラノサイトが蛍光プローブを発

現するK14-Scfマウスを作製する。そして、これらのマウスに免疫学的

解析やライブイメージングを行い、尋常性白斑におけるメラノサイト消

失機構を解明し、新規治療戦略を考案することを目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究では、尋常性白斑においてメラノサイトが消失して行く過程を可視化し、メラノサイトの消失に関

与する分子の同定、そして、それらの分子を標的とした治療の効果の検証を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1） 尋常性白斑のメラノサイト消失に関わるメラノサイト抗原特異的 CD8+T細胞の分子の同定 
CD8＋T 細胞が全て PMELs である Pmel マウスと IFN-γ、TNF-α、FASL、パーフォリン（PERF）など
の細胞傷害性分子の遺伝子が欠損したマウスを交配し、IFN-γ、TNF-α、FASL、PERF 欠損（KO）
Pmel マウスを作製した。そして、これらのマウスの脾臓から、MACS を用いて細胞傷害性分子 KO 
PMELs を分取し、尋常性白斑 DC モデルに導入した。7週後、耳・鼻・足底・尾の白斑スコアの評価お
よびフローサイトメトリーを用いた尾の皮膚に浸潤した細胞傷害性分子 KO PMELs の免疫学的解析を
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行った。そして、コントロールの野生型 PMELs 群と比較することで、尋常性白斑のメラノサイト消失に関
与するメラノサイト抗原特異的 CD8+T細胞の分子の同定を試みた。 
 
（2） 尋常性白斑のメラノサイト消失に関わる表皮の分子の同定 
尋常性白斑部のメラノサイトは、健常部のメラノサイトと比較し、酸化ストレスに対して脆弱であることが

知られている（Frisoli ML, et al. Ann Rev Immunol 2020）。故に、尋常性白斑では、表皮の酸化ストレ
ス防御機構に異常が生じている可能性が推察される。我々は、尋常性白斑のメラノサイト消失に関わる
表皮の分子を同定するため、Exofoliative toxin Aの酵素処理によりシート状に顆粒層（最終分化層）を
含む表皮上層を分離する技術を用いて、ヒト皮膚の表皮上層を単離し、Dispase 処理により分離した表
皮全層と比較し、表皮上層および表皮下層に特異的に発現する遺伝子群を、RNA-seq を用いて網羅
的に発現解析を行った。そして、酸化ストレスの防御に関わる分子の候補を探索した。さらにマウス耳の
表皮検体を用いた Single-cell RNA解析で、注目遺伝子が表皮のどの細胞で発現しているか確認した。
最後に、注目遺伝子を発現している細胞で欠損させたヒト 3D 培養皮膚を作製し、尋常性白斑のメラノ
サイト消失に関与する表皮の分子であるか検証を試みた。 
 
４．研究成果 
（1） 尋常性白斑のメラノサイト消失に関わるメラノサイト抗原特異的 CD8+T細胞の分子の同定 
尋常性白斑のメラノサイトの消失に関与するメラノサイト抗原特異的 CD8+T 細胞の分子を同定するた
め、野生型 PMELsや IFN-γ、TNF-α、FASL、PERFが欠損（KO）した PMELsを尋常性白斑DCモデ
ルに導入した。その結果、IFN-γ または FASL欠損 PMELs投与群は、有意に尋常性白斑の発生率お
よび白斑スコアが野生型 PMELsと比較して減少していた。PMELs投与 7週間後に尾の表皮に浸潤し
た PMELsの数をフローサイトメトリーで測定したところ、IFN-γ KO PMELs投与群 （N=13, p=0.002）, 
FASL KO PMELs 投与群 （N=12, p=0.014）は野生型 PMELs 投与群 （N=25）と比べ、有意に表皮
に浸潤した PMELsの数が少なかった。一方、TNF-αKO PMELs投与群、PERF KO PMELs投与群
は、尋常性白斑の発生率・白斑スコア・表皮に浸潤した PMELs の数において、野生型 PMELs 群と差
を認めなかった。従来から知られている IFN-γ に加え、メラノサイト抗原特異的 CD8+細胞の FASL が
尋常性白斑におけるメラノサイトの消失に関わることが示唆された。 
 
（2） メラノサイトの消失・維持に関わる表皮（ケラチノサイトまたはメラノサイト）の分子の同定 
申請者らは、先行実験にて Ifngr-/- K14-Scfマウス（IFN-γ受容体欠失マウス）を用いて尋常性白斑DC
モデルの作製を試みるも、白斑は形成されないことを発見した（Riding RL, Fukuda K, et al. Pigment 
Cell Melanoma Res, 2020）。一方で、Ifngrflox/flox;Tyr-Cre；K14-Scfマウス（メラノサイト特異的に IFN-γ
受容体が欠失した K14-Scf マウス）を用いて、尋常性白斑 DC モデルを作製したところ、K14-Scf マウ
スと同等の白斑スコアの尋常性白斑が認められた。さらに （1）の実験より、IFN-γ KO PMELs投与群で

は、野生型 PMELs 群と比較して、有意に表皮に浸潤する PMELs 数が減少することを発見した。以上

の結果から、メラノサイト抗原特異的 CD8+T 細胞が産生する IFN-γ は、PMELs が皮膚に浸潤するた
めに必要だが、メラノサイトに直接作用して白斑形成に関与しないことが示唆された。また、尋常性白斑

におけるメラノサイト消失機構は、単純にメラノサイトの IFN-γ 受容体経路の活性化だけで説明がつくも

のではないことも示唆された。 
 
尋常性白斑部のメラノサイトは、健常部のメラノサイトと比較し、酸化ストレスに対して脆弱であることが

知られている（Frisoli ML, et al. Ann Rev Immunol 2020）。そこで、申請者らは、尋常性白斑では、表
皮の酸化ストレス防御機構に異常が生じていると考え、Exofoliative toxin Aの酵素処理により単離した

ヒトの表皮上層と、Dispase 処理により分離したヒト表皮全層の RNA-seq を行い、、ヒト表皮上層・下層

に特異的に発現する遺伝子群の中に、未同定の表皮における酸化ストレス防御に関わる分子がないか

探索した。その過程で、ヘモグロビン α（HBA）のmRNAが、ヒトとマウスの表皮上層に高発現しているこ

とを発見した。続いて、マウス表皮検体を用いた Single-cell RNA解析を行い、HBA mRNA が表皮上

層（有棘層と顆粒層）の角化細胞で発現していることを明らかにした。さらに、ヒトとマウスの皮膚切片に

対して、抗 HBA抗体を用いた免疫染色を行 cv。HBA タンパク質は、毛包間表皮の表皮上層およびメ 
ラノサイトおよび毛包幹細胞が存在する毛包峡部の表皮に発現することを確認した（図 3, 4）。 
 

図 3 HBA はヒトおよびマウス皮膚の表皮上層に発現していた。 
 
 



最後に、皮膚特異的な酸化ストレスである紫外線の照射

を正常ヒト初代培養表皮角化細胞やその 3 次元培養皮

膚に対して行ったところ、いずれおいても HBAのmRNA
発現が誘導された。そして、正常ヒト初代培養表皮角化

細胞において siRNAを用いて HBA mRNAをノックダウ

ンすると、ネガティブコントロール用の siRNA を導入した

群と比較して、紫外線照射後の活性酸素の産生量が増

加した。 
 
以上の結果から、HBAは角化細胞において、紫外線な

どの酸化ストレスによって誘導され、酸化ストレスから防

御することで、皮膚バリア機能の一端を担っていることが

示唆された（Tahara U, Fukuda K et al. J Invest 
Dermatol, 2023）。メラノサイトはメラニン合成を行う細胞

で、メラニン合成には、酸素が必要であることが知られて   

いる。しかし、メラノサイトに、酸素が供給されるのか、そ

のメカニズムは不明である。今回の結果は、毛包峡部の

ヘモグロビンによって酸素がメラノサイトに供給される可能性を示唆した。今後、毛包峡部のケラチノサ

イトまたはメラノサイト特異的に HBAが欠損したコンディショナル KOマウスを用いて尋常性白斑 DCモ
デルを作製し、尋常性白斑における HBAの役割を検証して行きたい。 

図4 HBAは、毛包幹細胞が存在する
毛包峡部の表皮にも発現していた
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