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研究成果の概要（和文）：Thymic stromal lymphopoietin (TSLP)は表皮角化細胞 KC 由来の AD

の病態を形成する最も重要なケモカインの一つとして位置づけられているが、どのような刺激

が TSLP を誘導するかについては未解明であった。本研究では AD の KC において小胞体スト

レス応答が起こり、TSLP が産生されていることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) is one of the most important 
chemokine for pathogenesis of atopic dermatitis (AD), which is secreted by keratinocytes. However, 
which kinds of stimuli induce TSLP is not unidentified well. In this study, we suggested the unfolded 
protein response in keratinocytes induce TSLP.  
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１．研究開始当初の背景  

アトピー性皮膚炎(AD)ではフィラグリン

の遺伝子変異が病気の発症リスクを大いに

上昇させることが報告されてから間もなく、

私たちは本邦の AD においてもフィラグリン

の遺伝子変異が病気の発症に関係があるこ

とを初めて報告した（Nomura T et al, J Allergy 

Clin Immunol 2007）。さらに、本邦では約 27%

もの高頻度の AD の患者にフィラグリンの遺

伝子変異が存在することを明らかにし、報告

した（Akiyama M. Br J Dermatol 2010, Nomura 

T, Akiyama M, et al, J Invest Dermatol 2009）。 

フィラグリンの遺伝子変異により、ADの表

皮に存在する変異フィラグリンの発現量は

健常人の発現量より減少し、ケラトヒアリン

顆粒は減少する。フィラグリンの遺伝子変異

がなぜ AD を引き起こすかという問いに対し

ては 2つの仮説がある。1)バリア機能異常に

より外界からのアレルゲンが侵入しやすく

なり、免疫亢進が起こり、アレルギー炎症が

発症する。2）バリア機能障害を補おうとし
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てプロテアーゼの活性が亢進し、引き続いて

表皮角化細胞（KC）からサイトカインが分泌

されて、アレルギー性炎症を引き起こす。し

かし、この問題は未解明のままであった。 

Thymic stromal lymphopoietin (TSLP)は

ADのKCから分泌されるサイトカインで、

ランゲルハンス細胞を刺激して、Th2 ケモ

カインであるCCL17とCCL22を放出させ

て、Th2細胞をリクルートさせる。このTh2

細胞は IL-10 を産生せず TNF-αを産生す

る炎症性 Th2 細胞とよばれ、AD の病態を

形成する。このように TSLP は KC 由来の

AD の病態を形成する最も重要なサイトカ

インの一つとして位置づけられているが、

どのような刺激がTSLPを誘導するかにつ

いては未解明であった。 

 

２．研究の目的 

小胞体ストレス応答（UPR）とは、小胞体

内に折りたたみ異常蛋白質が蓄積したとき

に生じる小胞体から核へのシグナル伝達シ

ステムである。私たちは KC における UPR の

研究を行っている過程で UPR が TSLP を誘導

することを発見し、フィラグリンの折りたた

み異常が UPR を介して TSLP を誘導するとい

う仮説を持つに到った。 

本研究は ADの KCにおいてフィラグリンの

遺伝子変異が小胞体ストレス応答（UPR）を

引き起こし、TSLP を産生することを証明する

ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

Flaky tail mouse とフィラグリンの遺伝子

変異が有る AD 患者それぞれの KC において

UPR経由でTSLPが産生されるか否かを検討し

た。次に、Flaky tail mouse 個体皮膚に対し

て UPR誘導剤や阻害剤を用いて、それぞれが、

AD に対して増悪作用や治療効果があるか否

かを検討した。 

(1) Flaky tail mouse の組織を用いた研究 

①Flaky tail mouse の表皮におけるフィラ

グリンと TSLP の発現について、コントロー

ルのマウスと比較検討した。 

i. 免疫組織化学法にてフィラグリンと

TSLP の発現を検討した。 

ii. 組織表皮のフィラグリンと TSLPをリア

ルタイム PCR（遺伝子レベル）とウエス

タンブロット（タンパク質レベル）にて

検討した。 

②Flaky tail mouse の組織中の KC における

UPR マーカーの発現について、コントロール

マウスと比較検討した。 

i.  免疫組織化学法にて UPR マーカーであ

る Bip、CHOP、GRP94、PDI 等の発現を検

討した。 

ii.  組織表皮の UPR マーカー、Bip、CHOP、

GRP94、PDI、XBP-1 等の発現をリアルタ

イム PCR（遺伝子レベル）とウエスタン

ブロット（タンパク質レベル）にて検討

した。 

③Flaky tail mouse の KC を培養して、電子

顕微鏡にてコントロールマウスの培養 KC と

比較して小胞体が膨張しているか否か検討

した。小胞体の膨張は小胞体ストレスが小胞

体にかかっていることを形態学的に証明す

ることになる。 

④Flaky tail mouse の KC を培養して、フィ

ラグリン、TSLP と UPR マーカーの発現につい

てコントロールマウスの培養 KC と比較検討

した。 

i.   無刺激下でフィラグリン、TSLP、UPR マ

ーカーである Bip、CHOP、GRP94、PDI、

XBP-1 等の発現をリアルタイム PCR（遺

伝子レベル）とウエスタンブロット（タ

ンパク質レベル）にて検討した。 

ii.   UPR 誘導物質であるツニカマイシン、



タプシガルギン、ブレフェルディン A等

を添加したときに上記 i.)に記した分子

の発現を検討した。 

iii. UPR 阻害剤である TUDCA、4PBA 添加し

たときに上記 i.)に記した分子の発現を

検討した。 

(2)AD 患者の組織を用いた研究 

①AD の患者のフィラグリン遺伝子変異を検

査する。患者口腔内粘膜上皮の genomeより、

フィラグリン遺伝子変異を検査した。 

②AD の皮膚組織を対象にした免疫組織化学

法 フィラグリンの遺伝子変異を有する KC

を培養してフィラグリン、TSLP と UPR マーカ

ーの発現について正常培養 KC と比較検討し

た。 

③フィラグリンの遺伝子変異を有する KC を

培養して、電子顕微鏡にてコントロールマウ

スの培養 KC と比較して小胞体が膨張してい

るか否か検討した。小胞体の膨張は小胞体ス

トレスが小胞体にかかっていることを形態

学的に証明することになった。フィラグリン

遺伝子変異部位の違いにより、小胞体ストレ

スの強度に違いがあるか否か検討した。 

④フィラグリン、TSLP および UPR マーカーで

ある Bip、CHOP、GRP94、PDI 等の発現を検討

した。フィラグリンの遺伝子変異を有する KC

を培養してフィラグリン、TSLP と UPR マーカ

ーの発現について正常培養 KC と比較検討し

た。フィラグリン遺伝子変異部位の違いによ

り UPR の強度や TSLP の発現量に違いがある

か否か検討した。 

i.  無刺激下でフィラグリン、TSLP、UPR マ

ーカーである Bip、CHOP、GRP94、PDI、

XBP-1 等の発現をリアルタイム PCR（遺

伝子レベル）とウエスタンブロット（タ

ンパク質レベル）にて検討した。 

ii.  UPR 誘導物質であるツニカマイシン、タ

プシガルギン、ブレフェルディン A等を

添加したときに上記 i.)に記した分子の

発現を検討した。UPR阻害剤である TUDCA、

4PBA添加したときに上記 i.)に記した分

子の発現を検討した。 

(3)Flaky tail mouse 個体を用いた研究 

①Flaky tail mouse に UPR 誘導物質を外用し

て、皮膚炎が悪化するか否かをコントロール

外用と比較した。 

i. 皮疹を NC/Nga マウスのスコアにならっ

て、掻痒、紅斑、浮腫、びらん、とりん

せつについて無し、軽症、中等症、重症

の４段階に分けて、スコア化して、その

合計を臨床スコアとしてつけた。 

ii. 背部皮疹の病理組織を HE染色にて検討

する。トルイジンブルーにて肥満細胞を

染色し肥満細胞の個数を計算した。 

iii. フローサイトメーターにて腋窩とそ

径部リンパ節のリンパ球を計測する。

CD4 陽性細胞と CD8 陽性細胞の割合を比

較検討した。 

iv. 血中総 IgE 抗体とダニ特異的 IgE 抗体

を ELISA にて計測比較した。 

v. 皮膚バリア機能について検討した。 

ア）Inside to outside バリア機能の評

価のために、経皮水分蒸散量測定装置

にて経皮水分蒸散量を計測した。 

イ）Outside to inside バリア機能の評

価のために、FITC 等の蛍光色素でラベ

ルした様々な分子量のデキストラン

あるいは nanoparticle をマウス皮膚

に塗布した。皮膚を外から内へ通り抜

けた色素標識した物質の量を、皮膚樹

状細胞を介して所属リンパ節内に移

動した蛍光色素陽性皮膚樹状細胞数

として flow cytometry で定量的に評

価した。 

vi. 掻破行動について検討した。 

②Flaky tail mouse に UPR 阻害物質を外用し



て、皮膚炎が悪化するか否かをコントロール

外用と比較検討した。 

 

４．研究成果 

20 人の AD の患者において、フィラグリン遺

伝子変異を検討し、8 人にフィラグリン遺伝

子の変異を検出した。 

フィラグリン遺伝子変異を有する KC は小胞

体ストレス応答を引き起こし TSLP が産生さ

れていることを示唆する所見を得た。 
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