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研究成果の概要（和文）：　アトピー性皮膚炎の病変表皮で高発現するサイトカインTSLPに応答する皮膚樹状細胞サブ
セットの同定を行い、ヘルパーT（Th）細胞の機能分化における役割、TSLPの発現により産生されたTh細胞由来サイト
カインが表皮の性状変化におよぼす影響について検討した。成果として、TSLPに応答する樹状細胞サブセットは少なく
とも５集団存在する可能性が示唆され、一部はTh2サイトカインを産生するTh細胞への分化を促進する作用を持つこと
が明らかになった。また、Th2サイトカインの産生は、表皮ケラチノサイトでいくつかの転写因子の発現の誘導や活性
化をもたらすことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）： In this study, I have been identifying subsets of dendritic cells that were 
capable of migrating into skin-draining lymph nodes from the skin where a cytokine thymic stromal 
lymphopoietin, TSLP, was expressed. The results indicated that at least five subsets of TSLP-responsive 
dendritic cells could potentially exist. The co-culture between TSLP-responsive subsets of dendritic 
cells and TSLP-receptor deficient naive helper T cells resulted in the finding that one subset of 
dendritic cells could prime helper T cells into Th2 cytokine-producing Th2 cells. The cytokines produced 
by these helper T cells could induce the expressions and/or activation of transcription factors in 
epidermal keratinocytes, the events that may be associated with disruption of homeostasis of epidermis of 
atopic dermatitis.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 アトピー性皮膚炎、喘息、アレルギー性鼻
炎、アレルギー性結膜炎などのアレルギー疾
患は、Th2 サイトカインの産生亢進を共通の
特徴とする。なかでも、アトピー性皮膚炎で
は乾燥と掻痒を伴う皮膚病変を認めるが、表
皮ではその構造や性状がTh2サイトカインに
よって変化することが明らかになりつつあ
る。アトピー性皮膚炎の病態形成には、様々
な免疫細胞の関与が報告されている。しかし、
皮膚に暴露された抗原を樹状細胞がいかに
認識し、所属リンパ節へと移動して Th2 サイ
トカインを産生するヘルパーT（Th2）細胞へ
の機能分化を誘導するかについては不明な
点が多い。皮膚には複数種の樹状細胞サブセ
ットが存在する。皮膚の樹状細胞サブセット
の機能に関してはマウスの実験モデルを用
いて明らかにされつつあるが、統一された分
類のストラテジーはなく研究グループによ
って様々である。 
 アレルギー疾患の局所で高発現を呈する
サイトカインのひとつとして、TSLP が知られ
ている。アトピー性皮膚炎患者の病変表皮で
は TSLP が高発現し、TSLP を表皮で発現させ
た遺伝子改変マウスにおいてはTh2サイトカ
インの産生亢進を伴う皮膚炎が起こる。TSLP
の標的細胞として樹状細胞が既知であるこ
とから、本研究では、“TSLP 応答性の特定の
皮膚由来樹状細胞サブセットが皮膚所属リ
ンパ節へと移動して、Th2 サイトカイン産生
細胞の集積を誘導する”という仮説を立て研
究を行った。実際、本研究申請当初に行った
予備実験では、表皮および真皮に存在する樹
状細胞の表面マーカーを発現する樹状細胞
が、TSLP の発現と共に皮膚所属リンパ節へ集
積することが確認された。しかし、TSLP 応答
性の樹状細胞サブセットがどのような表面
マーカーにより分類可能で、どのサブセット
がTh2サイトカインの産生亢進をもたらすか
については未知であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、（１）アレルギーの増悪因子
であるサイトカイン TSLP に応答してリンパ
節へと移動する樹状細胞サブセットの同定
と作用機序、（２）TSLP 応答性樹状細胞によ
って誘導されうる Th 細胞の機能分化、（３）
Th 細胞由来サイトカインによってもたらさ
れる表皮ケラチノサイトの性状変化につい
て明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 目的（１）については、①TSLP を表皮で高
発現する遺伝子改変マウス（K5-TSLP Tg マウ
ス）を用いて、TSLP 発現以降の皮膚由来樹状
細胞サブセットの経時的分布解析を行った。
また、②野生型マウスおよび TSLP 受容体欠
損マウスにタンパク抗原投与を行い、TSLP 受
容体依存的に皮膚所属リンパ節へと移動し
た樹状細胞サブセットの同定、③野生型マウ

スおよび TSLP 受容体欠損マウスへの蛍光ハ
プテン塗布後、TSLP 受容体依存的に皮膚所属
リンパ節へと移動した樹状細胞サブセット
の同定をフローサイトメトリーにより行な
った。 
 目的（２）については、TSLP 応答性の樹状
細胞と、特定のタンパク抗原特異的な T細胞
受容体を発現した TSLP 受容体欠損ナイーブ
Th 細胞をそれぞれ磁気分離装置およびセル
ソーターを用いて純化し、両者をタンパク抗
原の存在下で一定期間共培養した。抗原特異
的な Th 細胞の機能分化誘導能は、細胞増殖
とサイトカイン産生により評価した。 
 目的（３）については、TSLP の高発現によ
り産生される Th 細胞由来サイトカインのう
ち、IL-4 および IL-13 が惹起する表皮ケラチ
ノサイトの性状変化に着目し、プロテオミク
スによる①IL-4あるいはIL-13応答性のシグ
ナル分子の同定と、②IL-4 および IL-13 共通
の標的転写因子と会合するシグナル分子の
同定を試みた。また、同定した分子について、
③siRNA によるノックダウンを表皮ケラチノ
サイトで行い、IL-4 および IL-13 によってお
こる表皮ケラチノサイトの性状変化との関
連性を検証した。性状変化の指標としては、
先行研究の成果として 2014 年に出版した
KRT1遺伝子およびKRT10遺伝子を対象とした
（ M. Omori-Miyake et al.; J Invest 
Dermatol）。さらに、IL-4 および IL-13 共通
の標的転写因子が直接的に KRT1 遺伝子およ
びKRT10遺伝子の発現を調節している可能性
を検討するために、④in silico 解析による
発現調節部位候補の検索と⑤クロマチン免
疫沈降を行った。 
 
４．研究成果 
（１）①K5-TSLP Tg マウスではドキシサイク
リン投与によりTSLPの発現を誘導できるが、
２週間以上のドキシサイクリン投与を行う
と血中に TSLP が循環してしまう。一方、皮
膚に常在する樹状細胞サブセットは、投与す
る抗原の種類やサブセットによりリンパ節
への移動のタイミングが様々であることが
報告されている。本研究では、４、７、１０
日間のドキシサイクリン投与を検討し、最終
的に７日間のドキシサイクリン投与を行っ
た K5-TSLP Tg マウスを用いて、フローサイ
トメトリーによる樹状細胞サブセットの存
在頻度をコントロールマウスと比較するこ
ととした。その結果、TSLP の表皮での発現に
伴って少なくとも５つの樹状細胞サブセッ
トが皮膚所属リンパ節に集積することが明
らかになった。また、②蛍光標識したタンパ
ク抗原の皮下投与後に蛍光を発する樹状細
胞を皮膚所属リンパ節で解析したところ、少
なくとも２つのサブセットが TSLP 受容体依
存的に増加していることが明らかとなった。
③蛍光ハプテン塗布後に蛍光を発する樹状
細胞を皮膚所属リンパ節で解析したところ、
少なくとも２つのサブセットが TSLP 受容体



依存的に増加していることが明らかとなっ
た。また、本研究で分類した樹状細胞サブセ
ットには少なくとも５色以上の多重染色が
必要であることがスペックの異なるフロー
サイトメーターを用いた解析により明らか
になった。 
（２）解析に用いた皮膚所属リンパ節の TSLP
応答性樹状細胞サブセットの頻度は１％未
満と低いため、磁気分離装置により樹状細胞
全体（約３％の存在頻度）をエンリッチした
後、セルソーターで純化することとした。樹
状細胞サブセットを効率的に分取する方策
として、ドキシサイクリ投与した K5-TSLP Tg
マウスを用いることとした。共培養に供した
集団はいずれも抗原提示に必要なMHCクラス
II を比較的高く発現しているにも関わらず、
一部のサブセットでのみ Th 細胞の増殖と培
養上清中へのサイトカイン産生を認めた。サ
イトカイン産生の定量はマルチプレックス
キットを用いて行い、Th 細胞に関連する１３
項目（IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, 
IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, 
IFN-gamma, TNF-alpha）を検討したが、検討
した集団では、Th2 細胞に関連する IL-4, 
IL-13, TNF-alpha および Th1細胞に関連する
IFN-gamma の発現を認めた。一方、Th17 細胞
および Th22 細胞に関連するサイトカイン産
生は検出できなかった。 
（３）表皮における TSLP がもたらした Th2
サイトカイン産生細胞が皮膚へ浸潤した際
に担いうる役割として、表皮ケラチノサイト
の増殖・分化・細胞死について検討する予定
であったが、先行研究において、Th2 細胞由
来サイトカインによる表皮ケラチノサイト
の構造分子の発現低下と細胞間連携の脆弱
化という作用が見出されたことから、分化途
上で発現する構造分子 Keratin-1 および
Keratin-10 に特に着目して、検討することと
した。まず、Th2 サイトカインである IL-4 あ
るいはIL-13により発現が増加するシグナル
分子の探索を行った。①サイトカインで刺激
した表皮ケラチノサイトからタンパク質を
抽出し、２次元電気泳動により分離した。無
刺激な表皮ケラチノサイトから抽出したタ
ンパク質の泳動パターンと重ねることによ
り、IL-4 あるいは IL-13 が発現を増加させる
タンパク質断片をゲルから切り出し
nanoLC-MS/MS により同定した。マスコットサ
ーチにより候補となったタンパク質に対す
る抗体を用いてウエスタンブロットで発現
を確認した結果、SerpinB3 であることが判明
した。②先行研究において、IL-4 あるいは
IL-13によるKeratin-1およびKeratin-10の
発現低下は、IL-4 および IL-13 受容体シグナ
ルの下流に位置する転写因子STAT6依存的に
起こることが明らかになった。よって、STAT6
と会合するシグナル分子の探索を続けて行
った。IL-4 で一定時間刺激した表皮ケラチノ
サイトから抽出したタンパク質を、STAT6 に
対する抗体を用いて免疫沈降し、１次元電気

泳動したバンドを切り取り nanoLC-MS/MS に
より同定した。その結果、二つのタンパク質
が同定され、確かに STAT6 と会合することが
確認された。③siRNA により SerpinB3 の発現
をノックダウンして、KRT1 遺伝子および
KRT10遺伝子のIL-4による発現低下における
関連性を検討した。その結果、SerpinB3 は関
連していないことが示唆された。②の同定で
候補となったタンパク質はいずれも表皮ケ
ラチノサイトで恒常的に発現するタンパク
質であったことから、siRNA によるノックダ
ウンは未試行である。④転写因子STAT6はDNA
結合部位を含むタンパク質であり、リン酸化
すると核内移行することが知られているこ
とから、核内移行した STAT6 が DNA に結合し
KRT1遺伝子およびKRT10遺伝子の発現を直接
的に制御する可能性を検討するために、in 
silico 解析を行った。重要なゲノム情報は種
を超えて保存されていることが多いため、
様々な進化段階の動物から Krt1 遺伝子およ
び Krt10 遺伝子周辺のゲノム情報を入手し、
動物間で比較したところ、複数の保存されて
いるゲノム領域が見出された。⑤ ④の結果
を参考にしつつ、報告されている何通りかの
STAT6の結合モチーフからKRT1遺伝子および
KRT10 遺伝子周辺に位置する DNA 結合部位の
候補を絞り込み、STAT6 に対する抗体を用い
てクロマチン免疫沈降により結合の可能性
を検討した。その結果、結合の可能性のある
箇所がいくつか見出された。 
 
 研究設備環境の都合で期間内に検討でき
なかった項目が一部あり、現在なお進行中の
研究もあるが、一連の研究を通して、本研究
の仮説とした“Th2 細胞分化を誘導する TSLP
応答性樹状細胞サブセット”は確かに存在す
るであろうことが示唆された。TSLP 応答性樹
状細胞サブセットの Th 細胞への作用機序が
明らかになれば、Th2 サイトカインの産生亢
進を伴うアレルギー反応を制御できる可能
性が生まれる。また、皮膚に集積した Th2 サ
イトカイン産生細胞によって起こる表皮の
構造的脆弱化の機構が明らかになれば、破綻
した局所の細胞の性状を正常化できさらな
る外来抗原の侵入を防ぐことができるかも
しれない。本研究の各項目を収束させるべく、
今後も研究を進行する予定である。 
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