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研究成果の概要（和文）：PKCηを分子標的とした新規抗炎症治療法の開発を目標とし、その基

礎的実験を行った。特に難治性皮膚疾患であるアトピー性皮膚炎を対象とした。アトピーモデ

ルマウスの病態は、ドミナントネガティブ型 PKCηにより PKCη活性を抑制することで著しく改

善された。また PKCηの遺伝子発現を極めて有効に抑制しうる siRNA配列を見出した。更に、PKCη
活性化の上流シグナルとして、創傷刺激や活性酸素刺激が存在することを見出し、これらの刺

激が PKCηを介して、アトピー性皮膚炎等の皮膚炎症性疾患の増悪に関与していることが推定さ

れた。 
 
研究成果の概要（英文）：My goal is to develop a novel therapeutic method for severe skin 
inflammatory diseases including atopic dermatitis(AD) targeting PKCη.  Inhibition of 
PKCη activity by using the dominant negative type of PKCη improved the symptom such 
as erosiom and fissure on the back skin of AD model mice.  Moreover, novel siRNA 
sequences for PKCη, which significantly repress the PKCη gene expression, were found. 
Furthermore, Stimulus by wound and reactive oxygen species existed as an upstream 
signal of PKCη, suggesting that these signals enhance AD symptom via the increase of 
PKCη activity.    
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１．研究開始当初の背景 

 Protein kinase C eta : PKCηは、上
皮組織特異的に発現する PKC として我々
が単離したＣキナーゼである。近年、
PKCηの活性を左右する SNPs が、脳梗塞

や慢性関節リュウマチの罹患率を数倍 
上昇させることが報告され  （ Nature. 
Genet. 39:212 2007, Atherosclerosis 
199:340 2008, J Histo. Cytochem. 55:495 
2007）、ヒト疾患における PKCηの重要性が
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認識され始めた。 
また PKCηトランスジェニックマウスは著
しい炎症を生じ、アトピー性皮膚炎に類似
した異常所見を示す（図１）。これらの疾患
に共通するのは炎症というキーワードであ
り、PKCηの活性・発現上昇が、様々な炎症
性疾患の発生･進展に関与することが示唆
される。 
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図１(a) Tgηマウス背部皮膚のアトピー様所見 
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(b）同マウスでの炎症性サイトカイン分泌上昇 

    
 Tgηは、PKCηを扁平上皮組織特異的に高発現
させたマウスである。Tgηマウスの皮膚は著
しい炎症反応を示し、真皮中への顆粒球・T
細胞の遊走・浸潤が生じる。この際、表皮か
ら炎症性サイトカイン:IL-1α, IL-6, TNFαや
GM-CSF、ケモカイン：Mip3、IL-8が分泌され
る。さらに成長と共に IL-4 等の Th2 誘導性
サイトカインも放出され、その結果、生後数
ヶ月でアトピー性皮膚炎に類似した病態が
出現すると推測される。 
 
２．研究の目的 
アトピーや乾癬等、炎症性難治皮膚疾患に

対する根本的治療法は未だ確立されておら
ず、社会的要請も非常に高い。上記の結果を
踏まえ、PKCηの酵素活性や発現を抑制する
ことによって炎症性皮膚疾患を治癒する、新
規分子標的治療法の開発を目指した。 
 具体的には、１）PKCηの活性や発現を抑
制することにより、抗炎症効果を発揮する新
規遺伝子治療法の開発を進める。２）PKCη
を分子標的とした低分子化合物のスクリー
ニングを行い、新規抗炎症薬の発見を目指す。
３）培養細胞や PKCηトランスジェニックマ
ウス（Tgη)を用いて、PKCηによる炎症誘導
のメカニズムを詳細に解明し、その知見を基

に、より有効性の高い治療法の開発につなげ
る。 
 
３．研究の方法 
(１) PKCηを分子標的とした炎症性疾患の
新規治療法の開発 
PKCηの酵素活性や発現を抑制する種々の遺
伝子を挿入したアデノウイルスベクターを
構築し、ハプテン誘導型アトピーモデルマウ
スに対して適用し、その効果を検討する。候
補遺伝子として、 
１）キナーゼ活性欠損（ドミナントネガティ
ブ）型 PKCη（D/Nη）２）PKCηshRNA、
３）PKCη偽基質配列があげられる。 
（２）新規 PKCη活性抑制剤の網羅的探索 
 放線菌や海洋生物由来の天然有機化合物
を材料として、PKCηの酵素活性や mRNA 転写
活性を指標として、新規活性化剤の探索を行
った。 
 酵素活性の測定には FRET 法を利用した細
胞内での酵素活性変化をモニターするシス
テムを用いた。また転写活性の測定には、ヒ
ト PKCηpromoter 配列を挿入したルシフェラ
ーゼレポーターシステムを利用した。 

従来の PKC阻害剤の探索は、組み換え蛋白
質を用いた試験管内反応系のため、細胞内で
の効果が予見できず、有効な物質を見逃した
り in vivoでは効果を持たない物質を捉える
危険性があった。本法は生体内で有効な作用
を持つ物質を簡便・迅速に探索できる優れた
系である。 
(３)PKCηによる炎症発生の分子メカニズム
の解明 
PKCηによる炎症性病態発生の分子機構を解
明するために、PKCηの上・下流シグナルを明
らかにする。予備的実験から上流シグナルと
して、１）創傷刺激・酸化ストレス、２）
typeI-interferon、３）相互作用因子 14-3-3
が候補として考えられている。下流シグナ
ルとしては、１）JNK,p38等の MAPKシグナル、
２）STAT3、３）Rho/Rac/cdc42 があげられる。 
 
４．研究成果 
(１) PKCηを分子標的とした炎症性疾患の
新規治療法の開発 
 非増殖性アデノウイルスベクターは染色
体への組み換えがないため安全で、また広汎
な細胞種に高効率に遺伝子導入が可能な優
れた特質を持つ。このベクターに下記の遺伝
子を挿入し、PKCeta の酵素活性を特異的に抑
制するベクターを構築（Ｋ384 をアラニンに
置換したキナーゼ活性欠損型 PKCηベクター）
し、ハプテン誘導性にアトピー性様皮疹を生
じるマウス：NC/Nga マウス皮膚に導入した。 
その効果を１）臨床的診断（掻痒行動、皮膚
症状スコアリング：Leung の clinical skin 
condition scoreを使用）、２）免疫学的診断
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（血漿 IgE 値、好酸球数）、３）病理学的診
断（HE染色、ＬＴＢ染色、各種マーカー抗原
を利用した白血球、肥満細胞等の免疫組織染
色）の観点から検討した。 
その結果、投与後数日で形態的･臨床的に皮
膚の炎症状態が改善され、また病理的解析の
結果、著しい炎症の抑制が、HE 染色や炎症マ
ーカーに対する免疫組織染色により明らか
となった(図２)。 
 
また RNA 干渉 (RNAi)を利用した遺伝子発現
抑制による治療法も検討した。PKCη内の適切
な配列を選択し、shRNA 発現レンチウイルス
ベクターを構築した。培養ケラチノサイトに
おいて、PKCηmRNA/蛋白質の発現が抑制され
ることを確認した。 
 
図２ D/Nηアデノウイルスベクター導入による、

びらんと紅斑の軽快 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このベクターを NC/Ngaマウス皮膚に導入し、
その効果を同様に検討した。しかしながら、
レンチウイルスベクターの皮膚への感染・浸
透性はアデノウイルスベクターに比べて非
常に低く、効果的な in vivo での遺伝子発現
抑制が認められなかった。また、レンチウイ
ルスは染色体への挿入が生じるため、臨床
上・倫理上の問題も伴う。従って、レンチウ
イルスベクターによる抗炎症療法の試みは
中止した。 
 次に PKCη siRNA を用いた遺伝子発現抑制
効果を検討した。複数の動物埋め込み用 drug 
delivery 基材（メドジェル粒 P19, E50 等）
に siRNA を加え、皮膚患部へ接触させること
で siRNA 導入を試みた。しかしながら、その
効果は限定的であった。今後、効果的な siRNA
導入法の確立を目指し、抗炎症治療法を確立
させたい。 
（２）新規 PKCη活性抑制剤の網羅的探索 
特に遺伝子発現変化を指標とした系を用

いて、PKCηの発現減少を誘導する分子の探索
を行った。しかしながら、効果的な候補分子
は現在のところ、見いだせていない。今後、

さらに検索対象を拡大し、抗炎症効果を有す
る試薬の同定を行いたい。 
(3) PKCηによる炎症発生の分子メカニズムの
解明 
培養細胞、及びトランスジェニックマウスを
用いた解析から、PKCηを活性化する上流シグ
ナルとして、創傷刺激・活性酸素シグナルが
考えられた。これらの刺激により、AP-1, NFkB
の転写因子の活性化やそれに引き続いて、
HB-EGF, GMCSF 等の転写活性と蛋白量の増加
が誘導されるが、これらの現象が PKCηの発現
や活性を抑制することで阻害された。 
これらの結果から、アトピー性皮膚炎に伴う
掻痒により生じる創傷刺激が PKCηの活性化
とそれに引き続く炎症性サイトカインの発
現上昇につながり、病状の悪化を引き起こす
可能性が示唆された。 
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