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研究成果の概要（和文）：イヌのアトピー性皮膚炎の新規治療法の開発を目的として、EGFファミリーに着目した。本
研究では、EGFファミリーの中でも特に、表皮において主に発現が認められるHB-EGFを中心に研究を展開した。本研究
において、HB-EGF mRNAの部分的クローニングに成功した。また、イヌケラチノサイト細胞株に炎症性サイトカインを
添加したところ、HB-EGF発現は変化しなかった。

研究成果の概要（英文）：We focused on EGF family in order to develop a novel therapy for canine atopic 
dermatitis. In this study, we studied about HB-EGF which mainly expresses in epidermis. We succeeded 
partial cloning of canine HB-EGF mRNA. In addition, the HB-EGF expression in canine keratinocytes cell 
line didn't change after stimulation with inflammatory cytokine.

研究分野： 臨床獣医学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 イヌの 10頭に 1頭が、ADに罹患してい
るといわれている。しかしながら、病態に
基づいた信頼性の高い診断法や治療法は未
だ確立していない。そのため応募者は、イ
ヌ ADにおける免疫病態を解明することに
より、新規治療法を確立することを最終目
標としている。イヌ AD 病変部には
CD4+CCR4+細胞の浸潤が認められ[1, 3]、
これらの細胞が病変部において炎症性サイ
トカインを産生することによって、アレル
ギー炎症が生じると考えられている。その
ため、CD4+CCR4+細胞の病変部への浸潤
を抑制することによって、AD の治療が可
能となるものと考えられる。CD4+CCR4+
細胞の選択的浸潤は、AD 病変部において
基底層ケラチノサイトから産生される
TARC/CCL17 によって誘導されている[2]。
したがって、CCL17の産生を制御すること
ができれば、CD4+CCR4+細胞の皮膚への
遊走の阻止が可能となるものと考えられる。
これまでの研究から、①ハウスダストマイ
トが外界から表皮に侵入すると、②ケラチ
ノサイトから TNF-αが産生され、③オート
クライン機構によってケラチノサイトが活
性化し、④ケモカインである CCL17が産生
され、⑤CCL17の受容体である CCR4を発
現するリンパ球が皮膚に遊走する。⑥CCR4
陽性細胞から IL-4 や IL-5 などの Th2 サイ
トカインが産生されると、⑦肥満細胞や好
酸球が活性化され、アレルギー炎症が生じ
ると考えられている（図 1）。 

図 1.	 アレルギー発症のメカニズム 
 
	 これまでの研究から、イヌケラチノサイ
トにおける CCL17 転写はおもに TNF-α に
よって誘導され、p38 によって正に、ERK
によって負に調節されていることが明らか
となった。このことから、p38および ERK
がイヌアトピー性皮膚炎治療のための標的
分子となりうることが示唆された。具体的

には、p38 阻害剤によって p38 活性化を阻
害あるいは、ERK 活性化剤によって ERK
活性化を誘導することによって、ケラチノ
サイトからの CCL17 産生を制御すること
ができると考えた。 
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２．研究の目的 
 
	 研究代表者は、ERK 活性化剤として、
EGFファミリーに着目した。EGFファミリ
ーとしては EGF, TGF-α, Amphiregulinおよ
び HB-EGFが挙げられるが、ケラチノサイ
トにおいて主に発現している分子は
HB-EGF であるといわれている。そこで、
HB-EGF を軸として、イヌアトピー性皮膚
炎に対する新規治療法の確立に向けた基礎
データを集積することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）イヌ HB-EGF mRNAのクローニ
ング 

 
	 イヌ HB-EGF mRNA のクローニング
を目的に、GenBank からイヌ HB-EGF 
mRNA の予測配列である XM_843521 の
塩基配列を入手し、これを基にオリゴヌク
レオチドプライマーを設計した（表１）。こ
のプライマーを用いて、イヌケラチノサイ
ト細胞株である CPEK から抽出した total 
RNAから逆転写して作製した cDNAから、
イヌ HB-EGF cDNAを増幅した。PCR条
件は 94℃を 2 分、98℃を 10 秒・62℃を
30秒・72℃を 1分として 40サイクル、72℃
を 8分、実施した。PCR産物をアガロース
ゲル電気泳動し、検出されたバンドを切り
出して精製し、シーケンサーにて塩基配列
を解析した。 

 
（２）イヌケラチノサイト細胞株 CPEK
における HB-EGF発現 

	 	 
	 CPEK を 80%コンフルエントになるまで
の培養し、24時間、無血清培地にて気が培
養をおこなった。その後、CPEK の培養上
清中に炎症性サイトカインである TNF-α



を添加して、0,	 5,	 15,	 30,	 60,	 90分後
に細胞からタンパクを抽出した。抽出した
タンパクを用いて SDS-PAGEを実施後、ヒ
ト HB-EGF抗体を用いて、ウエスタンブロ
ッティングをおこなった。 
 
４．研究成果	 
	 
（１）	 イヌ HB-EGF mRNAのクローニ
ング 
	 
	 イヌ HB-EGF mRNAの予測配列である
XM_843521は全長 987bpであり、コーデ
ィングリージョン（CDS）はそのうち
627bp と予測されている。bases というヒ
トHB-EGFとの CDSにおける一致率は塩
基では 89%、アミノ酸では 88%であり、相
同性はそれぞれ 89%、98%であった。この
ことから、イヌとヒトの HB-EGF の相同
性は高かった。 
	 表１に示すオリゴヌクレオチドプライマ
ーを用いて、RT-PCR を実施したところ、
図２のようなバンドが得られた。これらを
切り出して精製し、ダイレクトシーケンス
を実施したところ、CDS における 250bp
分の部分塩基配列を決定することができた。	 
	 
表１．イヌ HB-EGF クローニングに用いた
プライマー配列	 
	 

	 

	 
図２.	 RT-PCRによるHB-EGF mRNAの検出 
	 
	 
（２）CPEKにおける HB-EGF発現	 
	 
	 CPEK における HB-EGF の経時的な発現
量の変化を検討した結果、今回実施した刺
激時管では、TNF-αによる影響を受けない
ことが示された（図３）。 
 

	 図３.	 HB-EGF発現の経時的変化 
 
	 本研究より、CPEKにおいて、TNF-αに
よる短期的な刺激では、HB-EGF の発現量
は変化しないことが示された。今後、炎症
性サイトカインによる長期的な刺激による

HB-EGF 発現量の変化を検討することによ
り、炎症状態が HB-EGF発現に及ぼす影響
を評価することができる。 
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