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略語表 
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AOO  acetone:olive oil 

BMDC bone marrow-derived DC 

CCR CC chemokine receptor 

DC dendritic cell 

DN αβ T cell αβ-TCR
+
 double negative T cell 
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Stat3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3 
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TCR T cell receptor 

TEM cell effector memory T cell 

TLR Toll-like receptor 

TNF-α tumor nectrosis factor α 
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Tc17 T cytotoxic 17 

Th1 T helper 1 

Th2 T helper 2 

Th17 T helper 17 

Tip-DC  TNF-α and iNOS-producing DC 
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序論 

 

皮膚は，体の中で最も広い面積をもつ臓器であり，体温調整や水分調整を行うとともに，外

部からの様々な刺激から体を保護する重要な役割を担っている．特に，皮膚は体の中でも免疫

機能の高い部位であり，皮膚における免疫機能の働きによって，細菌や有害物質などの異物を

認識し体内への侵入を防ぐことが可能となっている．皮膚に異常をきたす皮膚疾患は非常に種

類が多く，専門医が詳細に分類すると 400種類にもなると言われている．主な症状には，痛み，

痒み，灼熱感などの自覚症状をはじめ，発疹などの皮膚表面の変化のほか，発熱や血液，尿の

変化などの全身症状が起こることもある． 

皮膚炎 (湿疹) は，多種類ある皮膚疾患のなかでも，皮膚科医にかかるおよそ 3分の 1を占

めるほどに身近な皮膚疾患である．代表的な皮膚炎としては，接触性皮膚炎，アトピー性皮膚

炎，脂漏性皮膚炎などがよく知られており，全般的に共通の原因としては，皮膚のバリア機能

が外部からの何らかの刺激により破壊され，侵入してきた刺激から身を守るための免疫反応が

皮膚内部で活性化され，種々の生理活性物質が放出されて炎症が引き起こされる．なかでもア

トピー性皮膚炎は最もよくみられる慢性の炎症性皮膚疾患であり，ISAAC (International Study of 

Asthma and Allergies in Childhood) 調査によれば全世界における小児の推定有病率は 7～8%であ

り [1]，先進国ではさらに多く，日本でも，厚生労働省の 2014年患者調査の結果によれば 45.6

万人が罹患している．患者の半数は思春期までに治るが，症状が生涯続く人もおり，症状が悪

化すると強い掻痒感により夜も眠れず，生活の質 (QOL; quality of life) の低下や社会生活の障

害をきたしている．一般に，アトピー性皮膚炎の治療には，原因除去などの生活改善が重要と

されるが，抗炎症作用を目的としたステロイド系抗炎症薬や，痒みを標的とした抗ヒスタミン

薬が処方される．しかし，近年では，これらの薬剤に抵抗性を有する難治性のアトピー性皮膚

炎患者も急増し，問題となっている． 

また，アトピー性皮膚炎と並ぶ二大慢性炎症性皮膚疾患として乾癬がある．特に欧米におい

て発症者が多く，有病率は 2～3%と言われている [2-4]．日本でも，認知度は低いものの，第

二次世界大戦以降，生活習慣の変化とともに患者数が増加し続けており，厚生労働省の 2014

年患者調査の結果によれば国内の患者数はおよそ 12.5万人と推定されている．表皮の細胞増殖

亢進と分化不全を特徴とする炎症性皮膚疾患であり，一度発症すると長期にわたって寛解と増

悪を繰り返す完治が難しい疾患であるため，日常生活の中で精神的な苦痛や悩みを抱えている

患者が多い． 

このように，皮膚疾患に苦しむ患者は多く，精神的負担が問題となっている状況であるにも
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関わらず，病態の詳細な解析とこれに連動する根治療法の開発は大幅に遅れていた．しかし，

近年，アトピー性皮膚炎や乾癬においては，抗サイトカイン抗体などの生物学的製剤の登場に

よって病態解明が進展し，両疾患ともに T細胞の機能異常が原因で，アトピー性皮膚炎は 2型

ヘルパーT (Th2; T hlper 2) 細胞応答，乾癬は 17型ヘルパーT (Th17) 細胞応答の過剰な活性化が

病態発症に大きく関与していることが明らかとなり，生物学的製剤の開発とともに高い効果が

期待できる治療が可能となってきた．そして現在も，より利便性に優れ，安全かつ強い効果を

発揮する新薬の開発に向けた創薬研究が活発に進められている． 

創薬研究においては，薬効評価や疾患機序の解明を目的として，適切な疾患モデル動物の開

発が不可欠である．現在までに，皮膚疾患の有用な非臨床評価モデル動物として，①ハプテン

やアレルゲンなどの外的因子により皮膚炎を誘導するモデル動物 [5,6]，②炎症関連遺伝子トラ

ンスジェニック動物 [7,8]，③自然発症モデル動物 [9,10] が存在する．これらには，それぞれ

に特徴的な表現型，様々な特性や利点，ヒト病態との相違点が存在し，個々の創薬標的に応じ

て適した疾患モデル動物を選択することで，創薬の成功確率をあげることにつながると考えら

れる．しかしながら，皮膚疾患のモデル動物における病因や病態に関して，特に免疫学的観点

から詳細に検討された報告は十分ではなく，不明な部分が多い．このことは，皮膚疾患を対象

として免疫細胞を標的とした創薬研究を行ううえで，評価のための疾患モデル動物の選択を困

難にしている． 

そこで，本論文では，3 種類の皮膚疾患モデル動物について，それぞれの病因および病態に

関連する免疫学的特性を明らかにする目的で解析した．第 1章では，オキサゾロン誘発ラット

耳介炎症モデルを構築し，病変部皮膚に浸潤するエフェクターメモリーT (TEM; effector memory 

T) 細胞の寄与について解析した．第 2章では，イミキモド誘発乾癬モデルを構築し，樹状細胞

に着目して病態発症メカニズムの解析を行った．第 3章では，活性型 Stat3 (Signal Transducer and 

Activator of Transcription 3) を恒常的に表皮に発現させたトランスジェニックマウスを用いて

K14.Stat3C マウス TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) 誘発乾癬モデルを構築し，病態に

寄与する T細胞ポピュレーションについて解析した． 
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第1章 オキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルにおける病態発症メカニズムの免疫学的解析 

 

第 1節  緒言 

炎症性皮膚疾患を対象とした治療薬開発において，開発候補品の薬効を評価可能な簡便な疾

患モデル動物としてハプテン誘発アレルギー性接触性皮膚炎 (ACD; Allergic Contact Dermatitis) 

モデル動物が汎用されている． 

接触性皮膚炎は，外来性の刺激物質や抗原が皮膚に接触することによって発症する湿疹性の

炎症反応であり，大きく刺激性とアレルギー性に分類される．このうち，アレルギー性接触皮

膚炎は，ハプテンと呼ばれる分子量 1,000 以下の化学物質が接触アレルゲンとなり，感作相と

惹起相を経て，皮膚炎が発症する [11]．感作相においては，ハプテンが皮膚表面から表皮内を

通過して蛋白と結合し，皮膚樹状細胞 (ランゲルハンス細胞) がこれを捕獲して所属リンパ節

に遊走し，その物質を特異的に認識する T細胞を誘導し増殖させる．惹起相においては，感作

が成立した個体に再び接触アレルゲンが表皮に侵入すると，ランゲルハンス細胞から抗原特異

的 T細胞に速やかに情報が伝達され，炎症性サイトカイン，ケモカインが放出され，紅斑，細

胞浸潤，浮腫などの炎症反応が引き起こされる [11-13]．アレルギー物質が表皮に侵入後 1～3

日に明らかな反応が認められることから，遅延型アレルギー反応ともよばれている． 

近年，自己免疫疾患，乾癬や ACD などの炎症性皮膚疾患において，病態に寄与する T 細胞

として TEM細胞が注目されている．活性化されたエフェクターT 細胞は，抗原がいなくなると

その大半がアポトーシスにより死滅するが，一部がメモリーT 細胞として残存し維持される．

メモリーT 細胞は，リンパ節へのホーミングに必要なケモカイン受容体 CCR (CC chemokine 

receptor) 7の発現によって，CCR7陽性のセントラルメモリーT (TCM; central memory T ) 細胞と，

CCR7 陰性の TEM細胞に分類される [14,15]．TCM細胞は分裂能が高く，二次リンパ組織内で長

期免疫記憶を担っているのに対し，TEM 細胞はサイトカイン産生の即時応答性が高く，末梢組

織において即応免疫に重要な役割を果たしている [14,15]．TCM細胞と TEM細胞は，抗原刺激後

の活性化状態の維持に働くカリウムチャネルの種類によってもそれぞれ特徴づけられる．T 細

胞が T 細胞受容体 (TCR; T cell receptor) 刺激を受けると細胞内カルシウム濃度が増加するが，

それに伴ってカリウムチャネルが開口し，カリウムを細胞外へ流出させることにより膜電位の

過分極が引き起こされ，これによって持続的なカルシウム流入が可能となり，T 細胞の活性化

が維持される [16-18]．ナイーブ T 細胞および TCM細胞の活性化時には，カルシウム活性化型

カリウムチャネル IKCa1 (intermediate conductance Ca
2+

-activated K
+
 channel) の発現が亢進し機

能するのに対し，TEM細胞の活性化時には電位依存性カリウムチャネル Kv1.3 の発現が亢進し
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主に機能する [18,19]．すなわち，Kv1.3 は，通常の T 細胞免疫応答に影響を及ぼすことなく，

炎症に寄与するT細胞のみを狙った安全性の高い免疫治療薬の創薬標的として期待されている

分子である． 

本章では，炎症性皮膚疾患の治療薬として TEM細胞を標的とした創薬研究を実現するために，

ハプテン誘発 ACD モデル動物としてオキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルを構築し，本モ

デル動物の有用性を検証した．ACDにおいてはインターフェロン (IFN; interferon) -γを産生す

る CD8 T細胞が病態発症に重要であるが [11,20,21]，ACDモデルラットにおいて，Kv1.3を発

現する CD8 T細胞が病変部皮膚に浸潤していること，Kv1.3阻害剤の投与により病態発症が抑

制されることがこれまでに報告されている [22,23]．これらの知見は，ACD モデルラットにお

いて Kv1.3 機能をもつ TEM細胞が病因および病態に寄与していることを示唆している．しかし

ながら，炎症組織中に浸潤する T 細胞を詳細に解析し，TEM細胞の機能的な関与を直接的に示

した報告はない．本研究では，オキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルにおいて病変部皮膚に

浸潤する T細胞を単離して ex vivo解析を実施することにより，Kv1.3の機能をもつ TEM細胞の

関与についてさらに詳細に調べた． 
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第 2節  実験材料および方法 

 

1. 実験動物 

実験には 6-9週齢の雌性 Lewisラット (日本チャールズリバー，横浜) を使用した．動物は，

温度 23±1℃の環境下で飼育し，固形試料および水道水を自由摂取させ，1週間以上予備飼育し

た後，実験に使用した．全ての動物実験は塩野義製薬株式会社の「動物実験委員会 (IACUC; 

Institutional Animal Care and Use Committee) による動物実験の適正な実施の為の規定」 に準拠

して行った． 

 

2. オキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルの作製 

AOO (acetone:olive oil＝4:1) に 1%の濃度で溶解させたオキサゾロン (Sigma, St. Louis, MO, 

USA) 溶液を，剃毛したラットの腹部に 300 μL滴下し，感作した．7日後に，60 μLの 0.3%オ

キサゾロン AOO溶液を両耳に滴下し，オキサゾロン誘発耳介炎症モデルを作製した． 

 

3. 化合物投与 

既報の方法 [23] で合成した Kv1.3阻害剤 PAP-1を落花生油に溶解させ，オキサゾロン誘発

の 28, 20および 4時間前に 100 mg/kgの用量で経口投与した．対照群には，同じ容量の落花生

油を投与した． 

 

4. 耳介厚の測定 

オキサゾロン誘発の直前と 6 および 24 時間後に，ダイヤルシックネスゲージ (株式会社テ

クロック，長野，型式 SM-112) を用いて耳介の厚さを測定し，誘発前後の耳介厚の差を耳介腫

脹として算出した． 

 

5. 耳介組織中サイトカイン測定 

オキサゾロン誘発 6あるいは 24時間後に，ラットを CO2チャンバー内に置き，安楽死させ

た．耳介組織を採取し，リン酸緩衝生理食塩水 (PBS; phosphate buffered saline) 中で破砕後，遠

心分離し，得られた上清中の IFN-γ 量を ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (BD 

Biosciences, San Diego, CA, USA) にて測定した． 
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6. 耳介組織中の IFN-γ産生細胞の検出 

オキサゾロン誘発 24時間後に，ラットを CO2チャンバー内に置き，安楽死させた．耳介組

織を採取し，細かく切り刻んだ後，2.7 mg/mL コラゲナーゼ IV (Worthington Biochemical, 

Lakewood, NJ, USA)，1 mg/mL DNase I (Sigma)，0.25 mg/mLヒアルロニダーゼ (Sigma) を含む

RPMI培地 (10 mM HEPES含有，Life Technologies, Grand Island, NY, USA) に懸濁し，37℃で 1

時間反応させた．100 μmストレイナー上でシリンジプランジャーを用いて組織をすりつぶし，

通過画分を回収して単細胞浮遊液を得た．細胞培養培地 (1%ウシ胎児血清 (Equitech-Bio Inc., 

Keeville, TX, USA) およびペニシリン-ストレプトマイシン (Life Technologies) を含む RPMI培

地) で洗浄後，1x10
6
 cells/mL の濃度になるように懸濁し，Leukocyte Activation Cocktail (BD 

Biosciences) を添加して 37℃で 4時間反応させた．Stain Buffer  (BD Biosciences) で洗浄後，蛍

光標識抗ラット CD3抗体 (クローン 1F4，BD Biosciences)で染色し，続いて BD Cytofix/Cytoperm 

Kit (BD Biosciences) を用いて固定・膜透過処理後，蛍光標識抗ラット IFN-γ抗体 (クローンDB-1，

BD Biosciences) で細胞内染色した．得られた細胞を，FACS Aria (BD Biosciences) を用いてフロ

ーサイトメトリー解析した． 

 

7. 耳介細胞の培養 

オキサゾロン誘発 24時間後に耳介を採取し，既報の方法で耳介細胞浮遊液を調製した [24]．

すなわち，耳介組織をピンセットを使って内側と表側の二枚のシートに引き裂き，真皮側を 1%

トリプシン溶液 (Life Technologies) に浸した．37℃で 40 分反応後，耳介シートを氷上の 80%

ウシ胎児血清 (HBSS (Life Technologies) で希釈) 中に置いた 100 μmストレイナー上に移して

反応を停止させ，シリンジプランジャーを用いて細胞を押し出した．通過画分を回収して遠心

し，細胞培養培地に懸濁した． 

得られた耳介細胞を，3 μg/mLの抗ラット CD3抗体 (クローン G4.18，BD Biosciences) を固

相化させた 96穴平底プレートに 1穴あたり 1x10
5細胞となるように播種し，Figure 1-3, 1-4に

示す終濃度の薬物存在下で培養した．PAP-1はジメチルスルホキシドに溶解させて 10 mM溶液

を調製，Psora-4 (5-(4-phenylbutoxy) psoralen)，clotrimazole，Cyclosporin Aは Sigmaから購入し

同様に 10 mMのジメチルスルホキシド溶液を調製，ShK (Stichodactyla helianthus K channel toxin) 

はペプチド研究所 (大阪) から購入し蒸留水で 10 μM水溶液を調製後，細胞培養培地で希釈し

て添加した．24時間後の培養上清中の IFN-γ量を ELISA (BD Biosciences) にて測定した． 
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8. 耳介細胞中の T細胞ポピュレーション解析 

7の方法で調製した耳介細胞の一部を取り，Stain Bufferで洗浄後，蛍光標識された抗ラット

CD3抗体，CD8a抗体 (クローン OX-8，BD Biosciences)，CD45RC抗体 (クローン OX-22，BD 

Biosciences) で染色した．得られた細胞を，FACS Aria (BD Biosciences) を用いてフローサイト

メトリー解析した． 

 

9. リンパ節細胞の培養 

オキサゾロン誘発 24時間後にリンパ節を採取し，100 μmストレイナー上でシリンジプラン

ジャーを用いてすりつぶし，通過画分を回収して細胞培養培地に懸濁した．同ラットの脾臓か

ら同様に単細胞懸濁液を調製し，Pan T Cell MicroBeads (Miltenyi Biotec，Bergisch Gladbach, 

Germany) を用いて T細胞を除去後，25 μg/mLマイトマイシン C (ナカライテスク，京都) 存在

下で 37℃で 30 分反応させた．得られたリンパ節細胞とマイトマイシン C 処理脾臓細胞を，3 

μg/mLの抗ラット CD3抗体 (クローン G4.18，BD Biosciences) を固相化させた 96穴平底プレ

ートに，それぞれ 1 穴あたり 1x10
5細胞となるように播種し，図に示す終濃度の薬物存在下で

培養した．24時間後の培養上清中の IFN-γ量を ELISA (BD Biosciences) にて測定した． 

 

10. 統計学的解析 

実験成績は，平均値±標準誤差で示した．有意差検定はWelch's t-testを用いて行い，有意水

準は 5%とした．
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第 3節  実験成績 

 

1. オキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルの構築 

Lweis ラットの腹部にオキサゾロンを塗布することにより感作処置を行い，7 日後にオキサ

ゾロンを耳介に塗布して炎症を惹起した．その結果，オキサゾロン誘発 6および 24時間後に，

経時的な耳介腫脹が観察され (Figure 1-1A)，これに連動して耳介組織中の IFN-γの産生増加も

確認された (Figure 1-1B)． 

 

Figure 1-1  Time course of oxazolone-induced ear swelling and IFN-γ production in inflamed 

lesions. Lewis rats were sensitized with oxazolone on the abdomen 7 days before being challenged on 

both ears. Ear swelling responses (A) and IFN-γ production in the ear (B) were measured at 0, 6 and 24 

hour after challenge. The values represent the mean ± SEM for 5 rats. **P < 0.01 compared with the 0 

hour group. 

Ueyama et al. Clin. Exp. Dermatol. 2013, 38, 899. 

 

2. オキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルにおける Kv1.3阻害剤の効果 

本モデルにおいて Kv1.3機能をもつ TEM細胞の寄与を確認するために，Kv1.3阻害剤である

PAP-1の効果を評価した．オキサゾロン誘発の前日から PAP-1を 100 mg/kgの用量で 3回投与

した後，炎症を惹起させたところ，対照群と比較して耳介腫脹の有意な抑制が確認された 

(Figure 1-2A)．このとき，耳介組織中の IFN-γ産生も抑制されていた (Figure 1-2B)．さらに，耳

介組織中に浸潤する IFN-γ 産生細胞についてフローサイトメトリー解析したところ，炎症惹起

により増加した IFN-γ 産生細胞の割合が，PAP-1 投与により有意に抑制されていることも確認

した (Figure 1-2C)． 
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Figure 1-2  PAP-1 suppresses oxazolone-induced ear swelling by reducing IFN-γ production from 

infiltrating T cells. Lewis rats sensitized with oxazolone were treated with vehicle, peanut oil, or 100 

mg/kg PAP-1 by oral gavage three times before challenge. Rats were challenged on both ears with AOO 

(control) or oxazolone (vehicle, PAP-1). Twenty four hours after challenge, ear swelling (A) and IFN-γ 

production in ears (B) were measured and the proportion of IFN-γ-producing T cells relative to the total 

number of cells was analyzed by flow cytometry (C). The values represent the mean ± SEM for 6 rats. 

*P < 0.05, **P < 0.01 compared with the vehicle-treated controls. 

Ueyama et al. Clin. Exp. Dermatol. 2013, 38, 900. 

 

3. 炎症皮膚組織中 TEM細胞の解析 

次に，炎症皮膚組織において Kv1.3機能をもつ TEM細胞の関与を直接的に調べるため，炎症

惹起後の耳介組織をトリプシン処理することにより浸潤細胞を単離し，in vitro機能解析を実施

した．まず，単離した浸潤細胞についてフローサイトメトリー解析したところ，CD3陽性 T細

胞は約 2.5%含まれており，そのほぼ全てが CD45RC 陰性のメモリーT 細胞であった (Figure 

1-3A)．この耳介細胞を抗 CD3 抗体存在下で一晩刺激培養すると，培養上清中に IFN-γ が速や

かに産生された (Figure 1-3B)．このとき，Kv.13 阻害剤を作用させると，評価した 3種類の薬

剤 (PAP-1，Psora-4，ShK) いずれも，濃度依存的に有意な IFN-γ産生抑制効果を示した．これ

に対し，IKCa1 阻害剤である Clotorimazole によっては，IFN-γ 産生は抑制されなかった．すな

わち，本モデルの皮膚組織においては，Kv1.3機能をもつ TEM細胞が，病態発症に重要な IFN-γ

産生に大きく寄与していることが示された． 
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Figure 1-3  Effect of Kv1.3 blockers on IFN-γ production from TEM cells isolated from inflamed 

ears. (A) T cell populations isolated from ears of a rat model of oxazolone-induced ACD. Rats were 

sensitized on day 0 and ear-challenged at day 7 with oxazolone. Ears were harvested 24 hour after 

challenge, pooled by group (n = 5 to 10), and single cell suspensions were prepared. Ear cells were 

stained with anti-CD3, CD8 and CD45RC antibodies and analyzed by flow cytometry. The results of one 

experiment are shown, which is representative of three independent experiments. (B) Ear cells prepared 

from oxazolone-induced ACD rats were stimulated with anti-CD3 with or without the indicated 

concentration (nM) of PAP-1, Psora-4, ShK, clotrimazole (Clot) or cyclosporin A (CsA). After 24 hours 

of culture, the levels of IFN-γ in cell supernatants were measured by ELISA. Data represent the mean ± 

SEM from four to six experiments. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with the controls. 

Ueyama et al. Clin. Exp. Dermatol. 2013, 38, 901. 
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4. リンパ節中ナイーブ T / TCM細胞の解析 

最後に，Kv1.3阻害剤の創薬標的としての特性を検証する目的で，リンパ節中に含まれるナ

イーブ T / TCM細胞への作用を調べた．ACDラットの耳介組織，および，所属リンパ節から単

細胞浮遊液を調製し，抗 CD3抗体刺激 IFN-γ産生への各種薬剤の効果を比較評価した．その結

果，Kv1.3阻害剤である PAP-1，Psora-4は，リンパ節細胞 (ナイーブ T / TCM細胞) には影響せ

ず，耳介細胞 (TEM細胞) からの IFN-γ 産生のみ抑制した (Figure 1-4)．これに対し，IKCa1 阻

害剤である Clotorimazoleは，耳介細胞 (TEM細胞) への効果は弱く，リンパ節細胞 (ナイーブ T 

/ TCM細胞) からの IFN-γ産生を強く抑制した．一方，免疫抑制剤である Cyclosporin Aは，いず

れの T 細胞機能も強く抑制した．以上の結果から，Kv1.3 阻害剤は，炎症組織中の TEM細胞の

機能のみを選択的に抑制することが示された． 

 

Figure 1-4  Kv1.3 blockers preferentially suppress IFN-γ production from TEM cells in inflamed 

tissue. Ear cells and LN cells prepared from oxazolone-induced ACD rats were stimulated with 

anti-CD3 with or without PAP-1, Psora-4, clotrimazole (Clot) or cyclosporin A (CsA). After 24 hours of 

culture, the levels of IFN-γ in cell supernatants were measured by ELISA. The values represent the mean 

± SEM of triplicate wells.  

Ueyama et al. Clin. Exp. Dermatol. 2013, 38, 901. 
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第 4節  考察 

 

本章では，ACDモデル動物としてオキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルを構築し，本モデ

ルの病態に寄与する細胞として，Kv1.3の機能をもつ TEM細胞に着目し解析した． 

ACD の病態においては IFN-γ を産生する CD8 T 細胞が重要であること [11,20,21]，ACD モ

デルラットの病態においては Kv1.3 が寄与していること [22,23] が報告されている．まず最初

に，オキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルにおいても，これらが再現されているかを検証し

た．その結果，オキサゾロン誘発による耳介腫脹とともに，耳介組織中に IFN-γの産生増加と，

IFN-γ産生細胞の浸潤が観察され (Figure 1-1)，また，Kv1.3阻害剤投与による病態発症の抑制

も認められた (Figure 1-2A) ことから，既報通りの ACDモデル動物が構築できていることが確

認された． 

次に，本モデル動物における Kv1.3 陽性 TEM細胞の関与について，さらに詳細な解析を実施

した．まず，Kv1.3 阻害剤を投与したラットの病態について詳しく調べたところ，耳介組織中

の IFN-γ産生と，浸潤する IFN-γ産生細胞の割合が有意に抑制されていた (Figure 1-2B, C)．す

なわち，Kv1.3 阻害剤による病態抑制効果は，IFN-γ 産生 T 細胞の抑制によるものであること

が示唆された．続いて，本モデルの炎症皮膚組織における Kv1.3 機能亢進 TEM細胞の関与を直

接的に調べるため，炎症惹起後の耳介組織から浸潤細胞を単離し，in vitro機能解析を実施した．

その結果，耳介に浸潤する T 細胞はほぼ全て CD45RC 陰性のメモリーT 細胞であり，抗 CD3

抗体刺激による IFN-γ 産生は，IKCa1 阻害剤によっては抑制されず，Kv1.3 阻害剤によって抑

制された (Figure 1-3)．ACD の病態においては IFN-γ がエフェクターサイトカインとして大き

く寄与していることが抗 IFN-γ 抗体投与や IFN-γ 受容体欠損動物を用いた実験から示されてい

る [25, 26] ことから，以上の実験成績によって，本モデル動物の病態には，Kv1.3機能を持つ

TEM細胞が重要であることが直接的に示されたものと考える． 

TEM細胞における Kv1.3 の機能については，ヒト自己免疫疾患患者由来，あるいはラット由

来の T細胞を繰り返し抗原刺激して活性化させ，長期培養して得た TEM細胞株でよく研究され

ている．これら TEM細胞株においては，末梢血や二次リンパ組織由来のナイーブ T / TCM細胞に

比べて Kv1.3の発現や機能が亢進していること，TCR刺激による増殖応答が Kv1.3阻害剤によ

り強く抑制されることが報告されている [19,27-29]．また，in vitro誘導 T細胞株だけでなく，

in vivo炎症組織由来のプライマリーT細胞に関する知見としては，リウマチ患者の滑液より採

取した病変部浸潤 T 細胞が CCR7 陰性の TEM細胞であり，Kv1.3 の発現と機能亢進が認められ

ること，Kv1.3 阻害剤により増殖およびサイトカイン産生応答が強く抑制されることが示され
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ている [30]．しかしながら，疾患モデル動物の炎症組織由来プライマリーTEM 細胞における

Kv1.3の機能を直接的に示したのは本研究が初めてである． 

オキサゾロン誘発ラット耳介炎症 ACD モデルにおいて炎症皮膚組織に浸潤している T 細胞

は，ヒト自己免疫疾患患者の病変部 T 細胞と同様に，Kv1.3 機能が亢進している TEM細胞であ

った．これに対し，本モデルの所属リンパ節中に含まれるナイーブ T / TCM細胞においては，

IKCa1の機能が優位に働いており，Kv1.3の寄与が小さいことを示した (Figure 1-4)．一方，免

疫抑制剤である Cyclosporin Aは，TEM細胞に対してもナイーブ T / TCM細胞に対しても強い機能

抑制効果を示した (Figure 1-4)．本研究において Cyclosporin Aや IKCa1阻害剤の in vivo薬効評

価は未検討であるが，Cyclosporin Aと同様の作用メカニズムを持つ FK506が OXA誘発ラット

耳介炎症モデルにおいて病態抑制効果を発揮することが報告されており [31]，また，IKCa1阻

害剤も，少なくともリンパ節においては T細胞機能を抑制することから，本モデルにおいて病

態抑制効果を発揮する可能性は考えられる．しかしながら，これら薬剤とは異なり，Kv1.3 阻

害剤は，炎症組織中の TEM細胞の機能のみを選択的に抑制することによって，免疫機能全般へ

の影響は少なく，病態抑制効果を発揮し得ることが示された． 

本章では，オキサゾロン誘発ラット耳介炎症 ACDモデルは，TEM細胞を標的とした創薬研究

の簡便な評価モデル動物として適していること，また，Kv1.3 阻害剤は，病態に寄与する T 細

胞のみを選択的に抑制する安全性の高い創薬標的になり得ることを明らかにした． 

 

  



14 

 

第 5節  小括 

 

本章では，アレルギー性接触性皮膚炎モデルとしてオキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルを構築

し，病態に寄与する T細胞について詳細に解析し，次の知見を得た． 

 

1. 本モデルの病変部皮膚において Kv1.3 機能をもつ TEM 細胞が浸潤し，病態発症に重要な

IFN-γ産生に大きく寄与していることが示された． 

 

2. Kv1.3 阻害剤は，T 細胞機能全般を抑制する免疫抑制剤とは異なり，炎症組織中の病態に

寄与する TEM細胞機能のみを選択的に抑制する安全性の高い治療薬となり得る可能性が示

された． 
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第 2章 イミキモド誘発乾癬モデルにおける病態発症メカニズムの免疫学的解析 

 

第 1節  緒言 

特に欧米において発症者が非常に多い皮膚疾患として乾癬がある．表皮の細胞増殖亢進と分

化不全を特徴とする慢性の炎症性皮膚疾患であり，典型的な症状として，皮膚表面にわずかに

盛上がった境界明瞭な赤い発疹 (紅斑) ができ，その表面に乾燥した白銀色の厚い角質が付着

し (鱗屑)，ポロポロとはがれ落ちる (落屑) [32]．乾癬の根本的な原因は未だ不明であるが，近

年，表皮の角化異常は二次的なもので，T 細胞の機能異常，特に Th17 経路の過剰な活性化が

病態発症に大きく関与していることがわかっていきている [33-36]．Th17 細胞は，1 型ヘルパ

ーT (Th1) 細胞や Th2細胞とは異なるサブセットとして 2005年に新たに見出された CD4陽性

のヘルパーT細胞サブセットである [37]．多発性硬化症やリウマチなどの自己免疫疾患への関

与 [37,38] や，感染防御における重要性 [39] が報告されたが，乾癬においても，Th17 細胞か

ら産生されるインターロイキン (IL; interleukin) -17や IL-22などのサイトカインが表皮角化細

胞に作用して炎症性ケモカインの産生や過増殖を引き起こすこと [40-42] や，乾癬患者の末梢

血や病変部皮膚において Th17細胞が増加しているなどの報告 [43,44] が相次ぎ，Th17 細胞の

関与が注目されるようになった．Th17細胞の分化と増殖維持には IL-23が重要であるが，IL-23

の主な産生源として Tip-DC (TNF-α (tumor nectosis factor α) and iNOS (inducible nitric oxide 

synthetase) -producing DC) と呼ばれる樹状細胞 (DC; dendritic cell) が乾癬患者の病変部皮膚に

存在し，Th17経路の活性化に働くことも明らかにされてきた [34,45-47]．そして，近年，サイ

トカインを標的とした生物学的製剤による乾癬の治療研究が進み，臨床において IL-12/23p40

分子に対する抗体製剤 (ウステキヌマブ) や，IL-17あるいは IL-17受容体に対する抗体製剤 (イ

キセキズマブ，セクキヌマブ，ブロダルマブなど) が著効を示したことから [36,48-50]，乾癬

病態において IL-23/Th17経路が確かに重要な役割を担っていることが証明された． 

乾癬の治療薬開発研究においては，安価で簡便に作製可能なイミキモド誘発乾癬モデルマウ

スが，疾患モデル動物として汎用されている．イミキモド (IMQ; Imiquimod) は，日光角化症

や表在型基底細胞癌の治療薬として臨床で使用されている Toll 様受容体 (TLR; Toll-like 

receptor) 7アゴニストであるが [51,52]，乾癬の既往歴のある患者に IMQを塗布すると乾癬を再

発することが知られている [53-56]．マウスにおいても IMQを塗布すると乾癬様の皮疹を発症

することが 2009年に報告され [57]，さらに，IL-17や IL-23の欠損マウスを用いた検討から，

IMQ 塗布により誘導される皮膚炎症はヒト病態と同様に IL-23/Th17 経路を介していることが

明らかとなり [57-59]，乾癬の疾患モデル動物としての有用性が示された．しかしながら，IMQ
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の処置によって，どのようにして Th17 経路の活性化が誘導され病態発症につながるのか，そ

のメカニズムは未だ不明であった． 

本章では，IMQ誘発乾癬モデルにおいて，IMQによって Th17経路の誘導を介した乾癬様病

態が惹起されるメカニズムを明らかにする目的で，TLR7を発現する DCに着目して IMQの作用

を免疫学的に解析した． 
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第 2節  実験材料および方法 

 

1. 実験動物 

実験には 8 週齢，雌性の野生型 C57BL/6 マウス (日本クレア，東京) および TLR7 欠損

C57BL/6マウス (オリエンタルバイオ，東京) を使用した．動物は，温度 23±1℃の環境下で飼

育し，固形試料および水道水を自由摂取させ，1 週間以上予備飼育した後，実験に使用した．

全ての動物実験は塩野義製薬株式会社 医薬研究センターの「動物実験委員会 (IACUC) による

動物実験の適正な実施の為の規定」 に準拠して行った． 

 

2. IMQ誘発乾癬モデルの作製 

剃毛したマウスの背部皮膚に，市販の IMQ クリーム (5%ベセルナクリーム; 持田製薬，東

京) 62.5 mgを，2日に 1回，6日目まで塗布し，IMQ誘発乾癬モデルを作製した．6日目の最

終誘発 4 時間後に，イソフルラン (エスカイン吸入麻酔液，ファイザー，東京) 麻酔下で頸椎

脱臼により安楽死させた後，皮膚サンプルを採取した．対照群には剃毛のみを施したマウスを

用いた． 

 

3. 病理組織学的評価 

皮膚組織を採取し，10%中性緩衝ホルマリン溶液 (和光純薬，大阪) に浸して固定後，パラ

フィン包埋した．薄切し，脱パラフィン処理後，ヘマトキシリン－エオジン (H&E) 染色を行

った．表皮の厚さを Image-Pro Plus画像解析ソフト (Media Cybernetics Inc., Rockville, MD, USA) 

を用いて測定し，測定値は 5カ所の平均値とした． 

 

4. 皮膚組織中サイトカイン測定 

皮膚組織を摘出し，直径 8 mmの皮膚組織 3つを Protease Inhibitor Cocktail (Life Technologies) 

を添加した T-PER Tissue Protein Extraction Reagent (Life Technologies) 中で破砕後，遠心分離し，

得られた上清中のサイトカインを測定した．IL-17A，IL-22，IL-23はELISAキット (R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA) を用いて測定し，IL-12/23p40，IL-6，IL-1β，TNF-αは Procarta Immunoassay 

Kit (Affimetrix, Santa Clara, CA, USA) を用いて測定した． 
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5. 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 (RT-PCR; Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) 

RNAを Qiagen RNeasy Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) を用いて抽出し，QuantiTect Reverse 

Transcription Kit (Qiagen) を用いて逆転写の後，SYBER PreMix Ex Taq II (タカラバイオ，草津) 

を用いてリアルタイム PCRを実施した．PCRサイクルは，95℃ 10分を 1サイクルの後，95℃ 

5秒，60℃ 34秒を 40サイクル行った．GAPDH遺伝子をハウスキーピング遺伝子とし，ΔΔCt

法により各遺伝子の発現を相対定量した． 

用いたプライマーセットは以下の通りである． 

 

GAPDH Forward primer 5'-TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA-3' 

 
Reverse primer 5'-TTG CTG TTG AAG TCG CAG GAG-3' 

IL-6 Forward primer 5'-CCA CTT CAC AAG TCG GAG GCT TA-3' 

 
Reverse primer 5'-GCA AGT GCA TCA TCG TTG TTC ATA C-3' 

IL-1β Forward primer 5'-TCC AGG ATG AGG ACA TGA GCA C-3' 

 
Reverse primer 5'-GAA CGT CAC ACA CCA GCA GGT TA-3' 

IFN-α Forward primer 5'-GAG GAA ATA CTT CCA CAG GAT CAC TGT-3' 

 
Reverse primer 5'-GAC AGG GCT CTC CAG ACT TCT GCT CTG-3' 

TNF-α Forward primer 5'-TAT GGC CCA GAC CCT CAC A-3' 

 
Reverse primer 5'-GGA GTA GAC AAG GTA CAA CCC ATC-3' 

iNOS Forward primer 5'-TAG GCA GAG ATT GGA GGC CTT G-3' 

 
Reverse primer 5'-GGG TTG TTG CTG AAC TTC CAG TC-3' 

 

6. 脾臓由来形質細胞様樹状細胞 (pDC; plasmacytoid DC) の調製 

無処置マウスから脾臓を採取し，2 mg/mL コラゲナーゼ (和光純薬) と 15 μg/mL DNase I 

(Sigma) を含む RPMI培地 (Life Technologies) (2%ウシ胎児血清 (Equitech-Bio Inc)，ペニシリン-

ストレプトマイシン (Life Technologies) 含有) 中で細かく切り刻んだ後，37℃で 60分反応させ

た．70 μmのセルストレイナーを通し，赤血球の除去後，Plasmacytoid Dendritic Cell Isolation Kit 

(Miltenyi Biotec) を用いたネガティブセレクションにより pDCを得た．フローサイトメトリー

解析により，mPDCA-1陽性の pDCは約 70%の純度であることを確認した． 

 

7. 骨髄由来樹状細胞 (BMDC; bone marrow-derived DC) の誘導 

無処置マウスから大腿骨および脛骨を採取し，細胞培養 RPMI培地 (10%ウシ胎児血清，2.5 
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mM HEPES (Life Technologies)，5 mM グルタミン (Life Technologies)，55 μM 2-メルカプトエタ

ノール (Life Technologies)，ペニシリン-ストレプトマイシン含有) を入れた注射器で骨髄細胞

を押し出し，赤血球の除去後，70 μmのセルストレイナーを通し，細胞浮遊液を得た．10 ng/mL 

GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating gactor; R&D system) と 1 ng/mL IL-4 (R&D 

system) を含む細胞培養 RPMI培地に 2x10
6
 cells/mLの濃度で懸濁し，100 mmデッシュに 15 mL

ずつ播種して 37℃ 10% CO2下で培養した．培養開始 3，6，9日目に，ピペッティングにより

非接着細胞を回収し，遠心後，GM-CSFと IL-4を含む新たな細胞培養 RPMI培地に懸濁して再

播種した．10日目に非接着細胞を回収し，CD11c MACSビーズ (Miltenyi Biotec) を用いたポジ

ティブセレクションにより BMDCを得た．CD11c陽性の樹状細胞は 95%の純度であった． 

 

8. フローサイトメトリー解析 

脾臓由来 pDCと BMDCを Stain Buffer (BD Biosciences) に懸濁し，抗マウス CD16/32抗体 

(mouse BD Fc Block，クローン 2.4G2，BD Biosciences) を添加して 4℃で 5分反応後，蛍光標識

された以下の抗体を種々の組み合わせで添加し，さらに 4℃で 30分反応させた．用いた蛍光標

識抗体は以下の通りである． 

以下の抗体は eBiosciences (San Diego, CA, USA) より購入した． 

抗マウス PDCA-1抗体 (クローン eBio927)  

以下の抗体は BD Biosciencesより購入した． 

抗マウス CD11c抗体 (クローン HL3) 

抗マウス CD11b抗体 (クローンM1/70) 

抗マウス B220抗体 (クローン RA3-6B2) 

抗マウスMac-3抗体 (クローンM3/84) 

抗マウス I-A/I-E抗体 (クローン 2G9) 

抗マウス CD86抗体 (クローン GL1) 

抗マウス CD40抗体 (クローン 3/23) 

Stain Bufferで洗浄後，FACS Aria (BD Biosciences) を用いてフローサイトメトリー解析した． 

 

9. 樹状細胞からのサイトカイン産生測定 

脾臓由来 pDCと BMDCを細胞培養 RPMI培地にて 3x10
5
 cells/mLの濃度でプレートに播種

し，1 μg/mLのリポ多糖 (LPS; lipopolysacharide，Sigma)，3 μMの CpG (Invivogen, San Diego, CA, 

USA)，1 μM あるいは 10 μMの IMQ (Sequoia Research Products, Pangbourne, UK)，10 ng/mLの
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IFN-αA (PBL InterferonSource, Piscataway, NJ, USA) 存在下あるいは非存在下で培養した．24時

間培養後，培養上清中の IFN-αをELISAキット (Life Technologies) を用いて測定し，IL-12/23p40，

IL-23p19，IL-6，IL-1β，TNF-αを Procarta Immunoassay Kit (Affimetrix) を用いて測定した． 

 

10. 樹状細胞からの一酸化窒素 (NO; nitric oxide) 産生測定 

BMDC を 10%ウシ胎児血清よびペニシリン-ストレプトマイシン含有 DMEM 培地 (Sigma) 

にて同様に LPS，IMQ，IFN-αA 存在下あるいは非存在下で 24 時間培養した．NO 産生量とし

て培養上清中の亜硝酸塩の濃度を Nitrate/Nitrite Colormetric Assay Kit (Cayman, Ann Arbor, MI, 

usA) を用いて測定し，細胞ライセート中の iNOS量を PathScan Total iNOS Sandwich ELISA Kit 

(Cell Signaling, Danvers, MA, USA) を用いて測定した． 

 

11. 統計学的解析 

実験成績は，平均値±標準誤差で示した．有意差検定はWelch's t-testを用いて行い，有意水

準は 5%とした． 
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第 3節  実験成績 

  

1. IMQ誘発乾癬モデルにおける IL-23/Th17経路および TLR7の関与 

マウスの背部皮膚に IMQクリームを繰り返し塗布したところ，既報の通り [57]，皮膚の肥

厚，紅斑，鱗屑を特徴とする乾癬様の症状が観察され，病理組織像からは表皮の肥厚と炎症性

細胞浸潤も確認された (Figure 2-1A, B)．病変部の皮内サイトカインを測定した結果，Th17関

連サイトカイン IL-17，IL-22，IL-23の増加も確認された (Figure 2-1C)．TLR7欠損マウスにお

いては，これらの皮膚症状，組織学的変化，皮内 Th17 関連サイトカイン産生の全てが抑制さ

れていた (Figure 2-1A-C)． 

 

Figure 2-1  IMQ-induced skin inflammation and activation of IL-23/Th17 pathways are mediated 

via TLR7. Wild-type (WT) or Tlr7-/- C57BL/6 mice were treated every second day with IMQ cream on 

the shaved back skin. On day 6, samples from the back skin were collected. (A) Skin sections were 

stained with H&E. (B) The epidermal thickness was measured. (C) Levels of IL-17A, IL-22, IL12/23p40 

and IL-23 in homogenized skin tissue were measured using ELISA or a Procarta Immunoassay Kit. 

Values are shown as the mean ± SEM for groups of four to five animals. * p < 0.05 and ** p < 0.01. 

Ueyama et al. J. Dermatol. 2014, 41, 137. 
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続いて，DCが産生する他の炎症性メディエーターの発現について解析した結果を Figure 2-2

に示す．形質細胞様樹状細胞 (pDC; plasmacytoid DC) からよく産生される IFN-α，Tip-DC由来

の炎症性メディエーターである TNF-αと iNOS，そして IL-23とともに Th17経路の誘導に関わ

るサイトカイン IL-6と IL-1βが，本モデルの病変部皮膚において増加していることが確認され

た．また，これらの応答は全て，TLR7欠損マウスでは認められなかった． 

 

 

 

Figure 2-2  Expression of pDC- or Tip-DC-related inflammatory mediators and Th17-inducing 

cytokines in IMQ-treated skin of wild-type or Tlr7-/- mice. IMQ was applied every second day to 

wild-type or Trl7-/- mice. After 6 days, (A) protein levels and (B) mRNA levels of IL-6 and IL-1β 

(Th17-inducing cytokines), IFN-α (pDC-related cytokine), TNF-α and iNOS (Tip-DC-related 

inflammatory mediators) in the skin homogenates were measured. Values represent the mean ± SEM for 

groups of four to five animals. * p < 0.05 and ** p < 0.01. 

Ueyama et al. J. Dermatol. 2014, 41, 138. 
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2. pDCに対する IMQの作用解析 

マウスの脾臓から pDCを調製し，pDCに対する IMQの作用を in vitroにて解析した結果を

Figure 2-3に示す．IMQ刺激によって pDCから IFN-αの産生誘導が確認された．さらに，IL-23，

IL-6，TNF-α産生も誘導された．一方，TLR7欠損マウス由来 pDCにおいては，TLR9アゴニス

トである CpG の応答性は野生型と同等であったのに対し，IMQ 刺激によるこれらサイトカイ

ンの産生誘導は認められなかった． 

 

 

 

Figure 2-3  Effect of IMQ on cytokine production in splenic pDCs from wild-type and Tlr7-/- 

mice. Splenic pDCs were prepared from wild-type (A) or Tlr7-/- (B) mice and stimulated with CpG (3 

µM) or IMQ (1 µM) for 24 hours. Supernatants were analyzed for the indicated cytokines using an 

ELISA or a Procarta Immunoassay Kit. Values represent the mean ± SEM of duplicate wells. * p < 0.05 

and ** p < 0.01. 

Ueyama et al. J. Dermatol. 2014, 41, 139. 
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3. Tip-DC様 BMDCの誘導 

次に，Tip-DC に対する IMQ と IFN-α の作用を調べるために，マウスの骨髄から Tip-DC 様

の細胞誘導を試みた．Xu らの報告によると，マウス骨髄細胞を in vitro にて GM-CSF と IL-4

存在下で培養すると，Tip-DCに類似した特徴をもつ細胞を誘導可能であることが示されている 

[60]．同様の手法で骨髄細胞を培養後，CD11c陽性の BMDCを精製した．そのフェノタイプを

解析した結果を Figure 2-4 に示す．細胞表面マーカーの発現は MHC (major histocompatibility 

complex) II 
high，CD11b 

high，B220－，CD86
high，MAC-3＋であった．また，高い TNF-αおよび NO 

/ iNOS産生能も有していた．すなわち，既報の通り，Tip-DCに類似した特徴をもつ BMDCを

誘導できたことが確認された． 

 

Figure 2-4  Tip-like DC features on GM-CSF/IL-4 cultured BMDCs. (A) BM-derived DCs cultured 

in the presence of GM-CSF/IL-4, as described in the Methods, were harvested and stained with 

monoclonal antibodies. Cells were gated on the CD11c+ population and expression of the indicated cell 

surface markers was determined using flow cytometry. The dotted line represents the background 

staining using an isotype control antibody. (B) Highly purified CD11c+ DCs were incubated with or 

without LPS (1 μg/mL) for 24 hours, and TNF-α and NO production in supernatants, and iNOS 

production in cell lysates, were measured. Values represent the mean ± SEM of duplicate wells. * p < 

0.05 and ** p < 0.01. 

Ueyama et al. J. Dermatol. 2014, 41, 140. 
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4. Tip-DC様 BMDCに対する IMQおよび IFN-αの作用解析 

誘導した Tip-DC様 BMDCを用いて，IMQおよび IFN-αの作用を解析した結果を Figure 2-5

に示す．IMQを作用させると，弱いながらも NO / iNOS，TNF-α，IL-23，IL-6，IL-1βの産生が

誘導された．IFN-α は，単独で作用させてもいずれのサイトカイン産生も誘導しなかったが，

IMQと共刺激させると劇的な相乗作用がもたらされ，NO / iNOS，TNF-α，IL-23，IL-6，IL-1β

はいずれも，IMQ 単独に比べて強い産生亢進が認められた．これらの応答は全て TLR7 欠損

BMDCではほとんど認められなかった． 

 

 

 

Figure 2-5  Synergistic effect of IMQ and IFN-α on production of TNF-α, iNOS and 

Th17-inducing cytokines from BMDCs. Purified BMDCs derived from wild-type (A) or Tlr7-/- (B) 

mice were stimulated with LPS (1 μg/mL), IFN-α (10 ng/mL) and IMQ (10 μM). After 24 hours, iNOS 

production in cell lysates, and production of NO and the indicated cytokines in supernatants, were 

measured. Values represent mean ± SEM of duplicate or triplicate wells. * p < 0.05 and ** p < 0.01. 

Ueyama et al. J. Dermatol. 2014, 41, 141. 
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次に，Tip-DC様BMDCを IFN-α単独で処理した後のTLR7発現を解析した結果をFigure 2-6A

に示す．IFN-α刺激 3時間後には TLR7発現が上昇し，24時間後にはさらに約 7倍まで発現上

昇した．すなわち，IMQ と IFN-α の相乗効果は，IFN-α によって TLR7 発現が誘導されたため

と考えられた．さらに，IMQ 誘発乾癬モデルマウスにおける TLR7 発現も調べた結果，Figure 

2-6Bに示すように，IMQ処置によって病変部皮膚における TLR7発現の上昇が認められた． 

 

 

 

Figure 2-6  Upregulation of TLR7 expression in vitro and in vivo. (A) IFN-α-induced TLR7 

expression in BMDCs. Purified BMDCs derived from wild-type mice were incubated with or without 

IFN-α (10 ng/mL). After 3 or 24 hours, total RNA was extracted and Tlr7 gene expression was analyzed 

by RT-PCR. Data represent mean ± SEM of triplicate wells. ** p < 0.01. (B) TLR7 upregulation in the 

IMQ-treated mouse skin. IMQ was applied every second day to wild-type mice. After 6 days, mRNA 

levels of TLR7 in the skin homogenates were measured. Values represent the mean ± SEM for groups of 

four to five animals. * p < 0.05. 

Ueyama et al. J. Dermatol. 2014, 41, 141. 
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第 4節  考察 

 

IMQ による乾癬様病態の発症には IL-23/Th17 経路が重要であることが報告されている 

[57-59]．本章で構築した IMQ 誘発乾癬モデルマウスにおいても，Th17 関連サイトカインの発

現上昇が認められた (Figure 2-1)．さらに，TLR7 欠損マウスにおいてはこれら Th17 関連サイ

トカインの発現上昇も皮膚症状も減弱していた (Figure 2-1) ことから，本モデルにおいては，

TLR7 活性化による IL-23/Th17 経路の活性化が乾癬様病態の発症をもたらしていることが示唆

された． 

これまでの研究報告から，ヒトの皮膚において TRL7 を発現する pDC が存在し，IMQ は最

初にこの pDCに作用して I型インターフェロンの産生を誘導することが示唆されている [53]．

しかし，乾癬における I 型インターフェロンの役割は不明であり，IL-23/Th17 経路を誘導する

メカニズムは明らかとなっていない．一方で，近年，IL-23/Th17 経路の誘導において鍵となる

細胞として，Tip-DCが IL-23の主な産生源となり乾癬病態に深く関与していることが知られて

きている [34,45-47]．IMQ誘発乾癬モデルマウスにおいても，病変部皮膚に pDCと IL-23を産

生する CD11c陽性細胞が浸潤していることが報告されている [58,61,62]．本研究において構築

した IMQ 誘発乾癬モデルマウスにおいて，これら DC の存在を直接的には確認していないが，

pDC から産生される IFN-α の発現上昇，および，Tip-DC 由来の炎症性メディエーターである

TNF-αおよび iNOSの発現上昇が観察された (Figure 2-2) ことから，pDCと Tip-DCが病態に関

与している可能性が示唆された．そこで，IMQ塗布によって IL-23/Th17経路が活性化され乾癬

様病態が誘導されるメカニズムを解明するため，in vitro にて pDC と Tip-DC に対する IMQ の

作用を解析した． 

まず，脾臓から pDCを調製し，IMQの作用を解析した (Figure 2-3)．その結果，IFN-αの産

生が誘導され，また，TNF-αの明らかな産生も確認された．TNF-αは，表皮角化細胞や種々の

炎症性細胞に作用して様々な炎症反応を引き起こすが，Tip-DCの活性化と維持にも働く重要な

サイトカインである．さらに興味深いことに，IMQの作用によって pDCから，IL-6とともに，

IL-12/23p40 と IL-23p19 の産生誘導も認められた．IL-23 は Tip-DC から主に産生されることが

知られていたが，乾癬の病態が形成される初期の段階においては，pDCが最初に IL-23を産生

し，IL-6 とともに Th17 経路の誘導に働いている可能性が示唆された．さらに，IMQ 刺激によ

るこれら全ての応答は，TLR7欠損マウス由来 pDCでは消失していたことから，IMQは TLR7

を介して pDCを活性化させ，IFN-α，IL-23，IL-6，TNF-αの産生を誘導することが示された． 

pDC から産生される IFN-α が乾癬の病態発症に関与していることは報告されているが [63]，
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前述したように，その発症メカニズム，すなわち IL-23/Th17経路を誘導するメカニズムについ

ては，明らかとなっていない．そこで，次に，Tip-DC様の特徴をもつ BMDCを誘導し (Figure 

2-4)，IMQと IFN-αの作用を解析した (Figure 2-5)．その結果，IMQ単独あるいは IFN-α単独の

作用によっては，サイトカイン産生応答は弱い，あるいは全く認められなかったが，IMQ と

IFN-α を共刺激させると，TNF-α と iNOS，そして IL-23 を含む Th17 分化誘導サイトカインが

強く産生された．すなわち，IMQと IFN-αが相乗的に働いて Tip-DCを活性化させ，Th17分化

に働くサイトカインの産生を誘導する可能性が示された．そのメカニズムとして，IFN-α が

Tip-DC 様 BMDC における TLR7 発現を誘導することを示し (Figure 2-6)，これにより IMQ の

効果が増強されたと考えられた． 

以上のように，本研究から得られた知見をもとに考えられる，IMQによる IL-23/Th17経路の

活性化メカニズムを Figure 2-7に示した． 

 

 

Figure 2-7  Mechanism of pathogenesis of imiquimod-induced skin inflammation  

 

ところで，本研究で構築した IMQ 誘発乾癬モデルは， TLR7 欠損による完全な病態抑制は

示さなかった．これは，IMQ 誘発に用いたベセルナクリームに含まれる基剤成分が影響し， 

TLR7 非依存的な応答を惹起したためと考えられる．ベセルナクリームと同じ組成を有する

Aldaraを用いて IMQ誘発乾癬モデルについて検討した最近の論文報告において，基剤クリーム

のみの処置で Aldara処置と同等の皮膚炎症が惹起されることが示されている [64]．この報告に

おいては，Aldara により誘発される病態は TLR7 にも I 型インターフェロンにも依存しないこ

とが示されている．しかしながら， IMQクリーム塗布によって TLR7を介して pDC / IFN-α経

路が誘導されることを示す論文もいくつか報告されている [59,65]． おそらく，マウス系統や

IMQクリームの塗布量，誘発タイミング等の実験条件の違いによって，IMQによって誘導され
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る TLR7を介した pDC / IFN-α経路の寄与度が異なるのではないかと考えられる．本研究で構

築した IMQ 誘発乾癬モデルにおいては， TLR7 欠損によって完全ではないが明らかな病態抑

制が認められたことから，少なくとも部分的には， TLR7を介した pDC / IFN-α誘導に始まる

IL-23/Th17経路の活性化メカニズム (Figure 2-7) が働いている可能性があると考えられる． 

ヒト乾癬患者の病変部皮膚においては，LL37 と呼ばれる陽イオン性の抗菌ペプチドが多量

に存在していることが知られている [66]．LL37は障害を受けた細胞から放出される自己 RNA

と結合し，pDC 上の TLR7 を活性化して IFN-α の産生を誘導することが報告されている [66]．

すなわち，自然発症するヒト乾癬病態においても，IMQ による TLR7 を介した pDC の活性化

から引き起こされる IL-23/Th17経路の誘導と同様のメカニズムが，LL37-自己 RNA複合体がト

リガーとなって働き，発症原因となっている可能性が考えられる． 

本研究の成果から，未だ解明されていない部分の多い乾癬病態の研究において発症メカニズ

ム解明につながるひとつの重要な知見を得ることができた．また，IMQ誘発乾癬モデルマウス

は，ヒト乾癬病態と同じ発症メカニズムを模倣している可能性が示され，新規創薬研究におけ

る評価モデル動物としての有用性を示すことができた． 
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第 5節  小括 

 

本章では，IMQ 誘発乾癬モデルにおける病態発症メカニズム解明を目的とし，本モデルの病態

解析，ならびに，樹状細胞を用いた in vitro解析を実施し，以下の知見を得た． 

 

1. 本モデルにおいては，TLR7活性化による IL-23/Th17 経路の活性化が乾癬様病態の発症を

もたらしている可能性が示された． 

 

2. 乾癬病態形成の初期段階においては，IMQによって TLR7を発現する pDCが活性化され，

IFN-α と TNF-α が産生されるとともに，IL-23 や IL-6 も産生され，最初の Th17 経路の誘

導に働いている可能性が示された． 

 

3. pDCから産生される IFN-αは IMQと相乗的に働いてTip-DCを活性化し，IL-23を含むTh17

分化誘導サイトカインや種々の炎症性サイトカインの産生をさらに誘導する可能性が示

された．この相乗効果は，IFN-αが Tip-DC上の TLR7発現を誘導するためと考えられた． 
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第 3章 K14.Stat3Cマウス TPA誘発乾癬モデルにおける病態発症メカニズムの免疫学的解析 

 

第 1節  緒言 

 

乾癬は，近年特に患者数の増加が著しい皮膚疾患のひとつである．患者の QOL を著しく低

下させる疾患であり，根治が難しく，アンメット・メディカルニーズが高い．利便性が高く，

安全かつ強い効果を発揮する新薬の開発が望まれており，新規治療薬の開発研究が活発に進め

られている． 

乾癬の非臨床評価モデルとしては，ヒト乾癬病態に類似した特徴をもつモデル動物が数多く

報告されているが，なかでも，安価で簡便に作製可能な IMQ誘発乾癬モデルマウスが最もよく

汎用されている．IMQ 誘発乾癬モデルマウスの病態には，ヒト乾癬患者と同様に IL-23/Th17

経路が重要であり [57-59]，第 2 章で示したようにその発症メカニズムもヒトと同じである可

能性が示唆された．しかし，本モデルでは，IL-17を産生する細胞として γδ T細胞の寄与が非

常に大きいことが知られており [58,59]，この点がヒト乾癬病態と異なっている可能性がある． 

IL-17 を産生する細胞として最初に同定されたのは CD4 陽性の Th17 細胞であり [37]，乾癬

患者の末梢血や病変部皮膚において Th17細胞の増加が報告されている [43,44]．しかし，その

後の研究から，IL-17を産生するのは CD4陽性 Th17細胞のみではなく，CD8陽性の 17型細胞

障害性 T (Tc17; T cytotoxic 17) 細胞，γδ T細胞，3型自然リンパ球 (ILC3; innate lymphoid cell 3) 

など，種々の細胞サブセットが IL-17 を産生し得ることが明らかとなり，これら全てが乾癬病

態に関与していることが報告されている 67-71]．これらの知見から考えると，γδ T細胞のみが

IL-17を産生し病態に大きく寄与している IMQ誘発乾癬モデルは， IL-17産生細胞を標的とし

た創薬研究には適していない可能性が考えられた． 

そこで，よりヒト乾癬病態を模倣した疾患モデル動物を得るために，活性型 Stat3 を恒常的

に表皮に発現させたトランスジェニックマウスに着目した．乾癬は，表皮角化細胞の増殖抗進

による著明な表皮の肥厚と炎症細胞の浸潤を特徴とし，表皮細胞と免疫細胞間のサイトカイン

ネットワークの異常が病因のひとつとして指摘されている．表皮角化細胞における Stat3 の活

性化はヒト乾癬患者病変部皮膚でも観察されており，ケラチン 5 (K5) プロモーター下で活性型

Stat3を表皮に発現させたトランスジェニックマウス (K5.Stat3C-Tgマウス) が創傷刺激や TPA

刺激によって乾癬様の皮疹を発症することが 2005 年に報告された [72]．本モデルマウスは，

乾癬様の外的所見と病理学的所見を示すとともに，免疫学的観点においても，活性化 T細胞の

関与と IL-23/Th17 経路の重要性が示されており [72-75]，ヒト乾癬患者と類似した病態を有し
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ていることが期待された． 

そこで本章では，ケラチン 14 (K14) プロモーター下で活性型 Stat3 を発現させた

K14.Stat3C-Tgマウスを作製して TPA誘発乾癬モデルを構築し，どのような IL-17産生細胞ポピ

ュレーションが病態に寄与しているのかを詳細に解析した． 
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第 2節  実験材料および方法 

 

1. 実験動物 

IMQ誘発乾癬モデルの実験には，8週齢，雌性の野生型 C57BL/6マウス (日本チャールズリ

バー) を使用した． 

K14.Stat3C トランスジェニック FVB/N マウスは塩野義製薬株式会社で作製した．導入遺伝

子は，Figure. 3-1に示すように，ヒト K14プロモーター，ニワトリ β-アクチンのイントロン，

恒常的に活性化される変異型の STAT3C，Flag タグ，および，ウサギ β-グロビンの ポリ A シ

グナル配列を連結することにより構築した．K14 プロモーターは pG3Z-K14 ベクター (ATCC, 

Manassas, VA, USA) 由来のものを使用した．Stat3Cは，Stat3 cDNAの Open Reading Frame断片

に，部位特異的変異導入 PCRにより A661Cと N663Cの変異を導入して作製した．トランスジ

ェニックマウスは，構築した DNA 断片を FVB/N マウス受精卵前核にマイクロインジェクショ

ンすることにより作出した．作出した動物は油日事業所で自家繁殖し，実験には，8-12 週齢，

雌性のヘテロ K14.Stat3Cトランスジェニックマウスを使用した． 

動物は，温度 23±1℃の SPF 環境下で飼育し，固形試料および水道水を自由摂取させ，医薬

研究センターに輸送して 1週間以上予備飼育した後，実験に使用した．全ての動物実験は塩野

義製薬株式会社 医薬研究センターの「動物実験委員会 (IACUC) による動物実験の適正な実施

の為の規定」 に準拠して行った． 

 

 

 

Figure 3-1  Generation of K14.Stat3C transgenic mice. Schematic diagram of the transgenic 

construct used to generate K14.Stat3C mice. Stat3C, a constitutively active form of Stat3 containing 

A661C and N663C mutations. AI, Chicken β-actin intron. pA, polyadenylation signal.  

Ueyama et al. J. Dermatol. Sci. 2016, 85, 28. 

 

2. IMQ誘発乾癬モデルの作製 

剃毛したマウスの背部皮膚に，市販の IMQクリーム (5%ベセルナクリーム; 持田製薬) 62.5 

mg を，2日に 1回，6 日目まで塗布し，IMQ 誘発乾癬モデルを作製した．6 日目の最終誘発 4

時間後に，イソフルラン (エスカイン吸入麻酔液，ファイザー) 麻酔下で頸椎脱臼により安楽

死させた後，皮膚サンプルを採取した．対照群には剃毛のみを施したマウスを用いた． 
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3. ウェスタンブロット解析 

無処置マウスの背部皮膚から表皮を採取し，Total Protein Extraction Kit (Millipore, Billerica, 

MA, USA) と Tissue Lyser (Qiagen) を用いてタンパク成分を抽出した．タンパク量を揃えて，4

～12%勾配のBis-Tris ゲル (Thermo Scientific) を用いたドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリル

アミド電気泳動を行った後，ポリビニリデンジフルオライド膜に転写した．Blocking One (ナカ

ライテスク) にて 1 時間，室温で反応することでブロッキングを行った後，Cell Signaling 

Technology (東京) より購入した以下の抗体を用いて 4℃，一晩にて一次抗体反応を行った． 

ウサギ抗 DYKDDDDK Tag抗体  1000倍希釈 

ウサギ抗 Stat3抗体   2000倍希釈 

ウサギ抗 Phospho-Stat3 (Tyr705) 抗体 1000倍希釈 

TBS-T (Tris Buffered Saline with Tween 20) で洗浄後，西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギ

抗体 (GE Healthcare, Pittsburgh, PA, USA) を 6000倍希釈にて室温，1時間にて二次抗体反応を

行った．内部標準タンパク質 GAPDHの検出には，西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗 GAPDH

抗体 (Cell Signaling Technology) を 40000倍希釈にて 4℃，一晩にて抗体反応を行った．TBS-T

で洗浄後，Luminata Forte Western HRP substrate  (Millipore) を用いて発色させ，ImageQuant 

LAS4000mini (GE Healthcare) を用いて検出した． 

 

4. 免疫組織染色 

無処置マウスの足底から皮膚組織を採取し，マイルドホルム (和光純薬工業株式会社、大阪、

日本) で 4℃，一晩、浸漬固定した．エタノールによる脱水後，パラフィン包埋を行い，5 μm厚の

切片を作製した．脱パラフィン処理し，下記の通り抗体に応じた抗原賦活化処理の後，3% 過酸化

水素水にて内在性のペルオキシダーゼ活性を阻害し，Avidin/Biotin kit (Vector Laboratories, California, 

USA) を用いて内在性のビオチンを阻害した．5%あるいは 1.5%のヤギ血清にて室温，30 分のブロ

ッキング処理後，室温，1 時間にて一次抗体反応を行った．用いた一次抗体と，対応する抗原賦活

化処理およびブロッキング処理条件は，以下の通りである． 

ウサギ抗DYKDDDDK Tag抗体 (Cell Signaling Technology) 

抗原賦活化処理； クエン酸緩衝液にてマイクロウェーブ処理，5分 

ブロッキング処理； 1.5%ヤギ血清にて室温，30分 

抗体希釈倍率； 1000倍希釈 

ウサギ抗 Phospho-Stat3 (Tyr705) 抗体 (Cell Signaling Technology) 

抗原賦活化処理； 1 mM EDTA溶液にて 90℃，20分 
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ブロッキング処理； 1.5%ヤギ血清にて室温，30分 

抗体希釈倍率； 400倍希釈 

ウサギ抗 Phospho-Stat3 (Ser727) 抗体 (Cell Signaling Technology) 

抗原賦活化処理； クエン酸緩衝液にて 90℃，20分 

ブロッキング処理； 5%ヤギ血清にて室温，30分 

抗体希釈倍率； 50倍希釈 

PBSで洗浄し，Vectastain Rabbit IgG Elite ABC HRP Kit (Vector Laboratories).を用いてビオチン標識抗

ウサギ抗体 (GE Healthcare) を室温，1時間にて二次抗体反応を行った後，ABC reagentを室温，30

分反応させた．洗浄後，DAB基質 (Roche, Dubai, UAE) を用いて発色させた．対比染色にはメチル

グリーンを用い，Entellan new (Merck, Darmstadt, Germany) にて封入後，透過顕微鏡にて撮像した． 

 

5. K14.Stat3Cマウス TPA誘発乾癬モデルの作製 

剃毛した K14.Stat3Cマウスの臀部皮膚に，2 nmol TPA (Sigma) アセトン溶液 100 μLを 2日 1

回，12～14 日目まで塗布し，K14.Stat3C マウス TPA 誘発乾癬モデルを作製した．最終誘発 3

時間後あるいは 24 時間後に，イソフルラン麻酔下で頸椎脱臼により安楽死させた後，皮膚お

よびリンパ節を採取した．対照群には剃毛のみを施した K14.Stat3Cマウスを用いた． 

 

6. 抗体投与 

TPA誘発開始 0, 4, 8, 12日目の K14.Stat3Cマウスに，20 μgの抗マウス IL-12/23p40抗体 (ク

ローン C17.8; BioLegend, San Diego, CA, USA) あるいはアイソタイプコントロール抗体 (ラッ

ト IgG2aκ; BioLegend) を皮下投与した． 

 

7. スコアリングによる外的所見の重症度評価 

誘導された皮膚症状の重症度を判定するために，臨床試験で標準的な指標として使用されて

いる PASI (Psoriasis Area and Severity Index) を考慮したスコアリングシステムを構築した．紅斑，

鱗屑，皮膚の硬さの 3 項目についてスコア 0－4 に分類し (0; 所見なし，1; 軽度，3; 中等度，

4; 重度)，合計を全体臨床スコアとして算出した． 

 

8. 病理組織学的評価 

最終誘発 3 時間後に皮膚組織を採取し，10%中性緩衝ホルマリン溶液 (和光純薬) に浸して

固定後，パラフィン包埋した．薄切し，脱パラフィン処理後，ヘマトキシリン－エオジン (H&E) 
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染色を行った． 

 

9. 皮膚組織中サイトカイン測定 

最終誘発 3時間後に皮膚組織を摘出し，直径 8 mmの皮膚組織 3つを採取し，Protease Inhibitor 

Cocktail (Life Technologies) を添加した T-PER Tissue Protein Extraction Reagent (Life Technologies) 

中で破砕後，遠心分離した．得られた上清中の IL-17A，IL-22，IL-23 を ELISA キット (R&D 

systems) を用いて測定した． 

 

10. 皮膚組織からの単細胞浮遊液の調製 

最終誘発 24時間後に皮膚組織を採取し，細かく切り刻んだ後，2.7 mg/mLコラゲナーゼ IV 

(Worthington Biochemical)，1 mg/mL DNase I (Sigma)，0.25 mg/mLヒアルロニダーゼ (Sigma) を

含む無血清 RPMI培地 (10 mM HEPESおよびペニシリン-ストレプトマイシン含有，全て Life 

Technologies) に懸濁し，37℃で 1時間反応させた．100 μmストレイナー上でシリンジプランジ

ャーを用いてすりつぶし，通過画分を回収して細胞培養 RPMI 培地 (10%ウシ胎児血清 

(Equitech-Bio Inc)，55 μM 2-メルカプトエタノール (Life Technologies)，ペニシリン-ストレプト

マイシン含有) で洗浄し，単細胞浮遊液を得た． 

 

11. リンパ節からの単細胞浮遊液の調製 

最終誘発 24時間後に鼠蹊リンパ節を採取し，100 μmストレイナー上でシリンジプランジャ

ーを用いてすりつぶし，通過画分を回収して細胞培養 RPMI培地に懸濁し，単細胞浮遊液を得

た． 

 

12. フローサイトメトリー解析 

皮膚細胞あるいはリンパ節細胞を，PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) + IOM (Ionomycin) 

刺激の場合は Leukocyte Activation Cocktail (BD Biosciences) 存在下で 37℃で 4-6時間，IL-23刺

激の場合は 100 ng/mL マウス IL-23 (R&D Systems) および BD GolgiPlug (BD Biosciences) 存在

下で 37℃で 6時間反応させた． PBSで洗浄後，Fixable Viability Dye (eBioscience) を添加して 4℃

で 30分反応させた．続いて，Stain Buffer  (BD Biosciences) で洗浄し，抗マウス CD16/32抗体 

(mouse BD Fc Block，クローン 2.4G2，BD Biosciences) を添加して 4℃で 5分反応後，細胞表面

分子 CD45，TCRβ，TCRγδ，CD8，NK1.1，CCR6 に対する抗体を種々の組み合わせで添加し，

さらに 4℃で 30分反応させた．Transcription Factor Buffer Set  (BD Biosciences) を用いて固定・
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膜透過処理後，細胞内あるいは核内の CD4，IL-17，IFN-γ，RORγt (retinoic acid-related orphan 

receptor gamma t) を染色した．用いた蛍光標識抗体は以下の通りである． 

以下の抗体は BD Biosciencesより購入した． 

抗マウス CD45抗体 (クローン 30-F11)  

抗マウス TCRγδ抗体 (クローン GL3)  

抗マウス CD4抗体 (クローン RM4-5)  

抗マウス CD8抗体 (クローン 53-6.7)  

抗マウス NK1.1抗体 (クローン PK136)  

抗マウス CCR6抗体 (クローン 140706)  

抗マウス RORγt抗体 (クローン Q31-378)  

以下の抗体は BioLegendより購入した． 

抗マウス TCRβ抗体 (クローン H57-597) 

抗マウス IL-17抗体 (クローン TC11-18H10) 

抗マウス IFN-γ抗体 (クローン XMG1.2) 

得られた細胞を FACS Aria (BD Biosciences) を用いてフローサイトメトリー解析した． 

 

13. 統計学的解析 

実験成績は，平均値±標準誤差で示した．有意差検定は Student’s t-test を用いて行い，有意

水準は 5%とした． 
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第 3節  実験成績 

 

1. IMQ誘発乾癬モデルにおける IL-17産生細胞の解析 

IMQ 誘発乾癬モデルマウスを作製後，皮膚組織から単細胞浮遊液を調製し，PMA+IOM 刺

激後，細胞内 IL-17を染色してフローサイトメトリー解析した結果を Figure 3-2に示す．CD45

陽性の生細胞に解析ゲートを設定し，IL-17 産生細胞の割合を算出したところ，IMQ 誘発によ

る IL-17産生細胞の増加が確認できた．IL-17産生細胞サブセットを同定するために，種々の細

胞表面マーカーと多重染色して解析した結果，IMQ誘発によって増加した IL-17産生細胞のほ

とんどが真皮 γδ T細胞 (中程度の TCRγδ発現細胞; TCRγδ+ mid) であった． 

 

Figure 3-2  Dermal γδ T cells are the predominant IL-17-producers in IMQ-induced skin 

inflammation. (A) Skin cell suspensions of non-treated C57BL/6 mice were prepared and stained by 

CD45, TCRβ, TCRγδ, CD4 and CD8. (B-C) Skin cell suspensions from IMQ-treated C57BL/6 mice 

were stimulated with PMA+Ionomycin and analyzed for intracellular IL-17 expression by flow 

cytometry. Cells were gated on live CD45+ leukocytes and percentages of each  IL-17
+
 cells were 

determined. (B) Representative flow cytometric data of skin cells are shown. (C) Percentages of each 

IL-17
+
 cells in the lesional skin were analyzed from groups of four animals. Values represent the mean ± 

SEM. * p < 0.05. 

Ueyama et al. J. Dermatol. Sci. 2016, 85, 34. 

Supplementary data;  http://dx.doi.org/10.1016/j.jdermsci.2016.10.007 
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2. K14.Stat3C-Tgマウス TPA誘発乾癬モデルの構築 

次に，K14.Stat3C-Tgマウス TPA誘発乾癬モデルの構築を試みた．まず，K14プロモーター

下で表皮角化細胞特異的に恒常的活性化型 Stat3 を発現するトランスジェニックマウスを作製

した．ウエスタンブロット解析および免疫組織染色により，作製した K14.Stat3C-Tg マウスの

表皮基底膜層において Stat3 およびリン酸化 Stat3 の発現が亢進していることを確認した 

(Figure 3-3)． 

 

Figure 3-3  (A) Westernblot analysis of transgene expression in the epidermis from back skin of 

K14.Stat3C mice. (B) Immunohistochemical staining of transgene expression in foot pad skin from 

K14.Sta3C mice. 

Ueyama et al. J. Dermatol. Sci. 2016, 85, 28. 

 

作製した K14.Stat3C-Tgマウスの剃毛した臀部皮膚に TPAを繰り返し塗布すると，皮膚の肥

厚，紅斑，鱗屑を特徴とする乾癬様の症状が惹起された．その外的所見と病理組織像を Figure 

3-4A,Bに示す．病理組織像からは，表皮の肥厚，T細胞や好中球などの炎症性細胞浸潤が観察

された．さらに，病変部皮膚において，Th17関連サイトカインの産生増加も確認された (Figure 

3-4C)．病態における IL-23/Th17経路の寄与を確認する目的で，抗 IL-12/23p40抗体の評価を実

施した結果を Figure 3-4D,Eに示す．抗 IL-12/23p40 抗体の投与により，皮内 IL-17産生抑制と

ともに，乾癬様皮膚症状の完全な抑制が確認された． 
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Figure 3-4  Psoriasis-like skin inflammation is induced in TPA-treated skin of K14.Stat3C mice 

via the IL-23/Th17 axis. The shaved back skin of K14.Stat3C mice was treated with TPA every second 

day over 12-14 consecutive days. (A) Representative macroscopic view. (B) Skin sections were stained 

with hematoxylin and eosin. (C) Levels of IL-23, IL-17A and IL-22 in homogenized skin tissues were 

measured by ELISA. (D-E) mAb against mouse IL-12/23p40 or isotype control IgG were administered. 

Scoring severity index (D) and levels of IL-17A in homogenized skin tissue measured by ELISA (E). 

Values are shown as the mean ± SEM for groups of four to six animals. * p < 0.05 and ** p < 0.01.  

Ueyama et al. J. Dermatol. Sci. 2016, 85, 30. 
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3. K14.Stat3C-Tgマウス TPA誘発乾癬モデルにおける IL-17産生細胞の解析 

K14.Stat3C-Tgマウス TPA 誘発乾癬モデルにおいて，病態に寄与する IL-17 産生細胞サブセ

ットを同定するために，炎症皮膚組織から単細胞浮遊液を調製し，PMA+IOM刺激による IL-17

産生細胞をフローサイトメトリー解析した結果を Figure 3-5に示す．CD45陽性の生細胞に解析

ゲートを設定し，IL-17産生細胞の割合を算出したところ，TPA処置していない K14.Stat3C-Tg

マウスと比較して，TPA 処置したマウス皮膚において，IL-17 産生細胞の有意な増加が確認で

きた．リンパ節においても，同様に IL-17産生細胞の有意な増加が確認された． 

 

Figure 3-5  IL-17-producing cells are significantly increased in lesional skin and draining lymph 

nodes of TPA-treated mice. Cell suspensions prepared from the skin and the draining LNs of 

TPA-treated K14.Stat3C mice were stimulated with PMA+IOM and analyzed for intracellular IL-17 

expression by flow cytometry. (A) Cells were gated on live CD45
+
 leukocytes and the percentage of 

whole IL-17
+
 cells was determined. Representative flow cytometric data of skin cells are shown. (B, C) 

Percentages or numbers of total IL-17
+
 cells in the skin and the draining LNs from groups of four 

animals were analyzed.  

Ueyama et al. J. Dermatol. Sci. 2016, 85, 31. 
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続いて，IL-17 産生細胞サブセットを同定するために，種々の細胞表面マーカーと多重染色

して解析した結果を Figure 3-6に示す．TPA誘発皮膚組織において，CD4陽性 Th17細胞，CD8

陽性 Tc17細胞の増加が確認された．また，真皮に常在する γδ T細胞 (中程度の TCRγδ発現細

胞; TCRγδ+ mid) も，TPA処置による増加は認められないが，定常状態から PMA+IOM刺激に

よる IL-17 産生能を有していた．さらに，ILC を含むと考えられる TCR 陰性細胞からの IL-17

産生も観察された．さらに，TPA 誘発により病変部皮膚において増加するもうひとつの IL-17

産生細胞サブセットとして，CD4陰性 CD8陰性の DN αβ T (αβ-TCR
+
 double negative T) 細胞の

存在が確認された． 

 

Figure 3-6  IL-17-producing T cell subsets involved in TPA-induced skin inflammation in 

K14.STAT3C mice are heterogeneous and DN αβ T cells are also responsible for IL-17 production. 

To determine the source of IL-17 production, multi-color analysis in combination with antibodies for 

various T cell surface markers was performed. (A) Representative flow cytometric data of skin cells are 

shown. Percentages or numbers of each IL-17
+
 cell subset in the lesional skin (B) and the draining LNs 

(C) were analyzed from groups of four animals. Values represent the mean ± SEM. * p < 0.05 and ** p < 

0.01.  

Ueyama et al. J. Dermatol. Sci. 2016, 85, 31. 
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4. IL-17産生 DN αβ T細胞の解析 

K14.Stat3C-Tgマウス TPA誘発乾癬モデルにおいて同定された IL-17産生 DN αβ T細胞につ

いて，詳細な解析を実施した結果を Figure 3-7に示す．まず，DN αβ T細胞は無処置マウスの

皮膚においても存在が確認され，その割合自体は，TPA誘発による乾癬様病態の発症に伴って

増加しなかった (Figure 3-7A)．病変部皮膚においては，DN αβ T細胞の約 30%が PMA+IOM刺

激により IL-17を産生したが，IFN-γを産生する細胞はほとんど検出されなかった (Figure 3-7B)． 

CD4陰性 CD8陰性の T細胞として，NK T細胞 (natural killer T cell) やMAIT 細胞 (Mucosal 

associated invariant T cell) も IL-17産生能をもつことが知られている．そこで，FVB/N系統マウ

スにおいてこれらの細胞にみられるNK細胞系マーカーNK1.1の発現を調べた．その結果，IL-17

産生 DN αβ T細胞において NK1.1陽性細胞はほとんど検出されなかった (Figure 3-7C)．すなわ

ち，この IL-17産生 DN αβ T細胞は NK T細胞でもMAIT細胞でもないことが示された． 

続いて，RORγt (retinoic acid-related orphan receptor gamma t) と CCR6の発現を調べた．TPA

誘発した病変部皮膚において，IL-17 産生細胞のほぼ全てが RORγt 陽性 (Figure 3-7D) および

CCR6陽性 (Figure 3-7E) であり，DN αβ T細胞ポピュレーション中にもこれら分子の陽性細胞

が確認されたことから，IL-17産生 DN αβ T細胞も RORγtと CCR6を発現していることが示唆

された． 
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Figure 3-7  Characterization of IL-17-producing DN αβ T cells in lesional skin. (A) Skin cell 

suspension of non-treated or TPA-treated K14.Stat3C mice were prepared for surface staining of CD45, 

TCRβ, TCRγδ, CD4 and CD8, and percentages of each cell population were analyzed. (B-E) Cell 

suspensions from TPA-induced skin lesions were stimulated with PMA+Ionomycin, and the expression 

of intracellular IFN-γ (B), cell surface NK1.1 (C), intranuclear RORγt (D) and cell surface CCR6 (E) 

were examined. Representative flow cytometric data are shown and the bars represent the mean ± SEM 

for groups of four animals.  

Ueyama et al. J. Dermatol. Sci. 2016, 85, 32. 
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5. IL-23に応答する IL-17産生細胞の解析 

最後に，病変部皮膚に浸潤する IL-17産生細胞の IL-23応答性について調べた．K14.Stat3C-Tg

マウスの皮膚および所属リンパ節から単離した細胞を IL-23 存在下で 6 時間刺激培養し，同様

にフローサイトメトリー解析した結果をFigure 3-6に示す．TPA処置したマウスの皮膚のみで，

IL-23に応答して IL-17を産生する細胞が観察された (Figure 3-8A,B)．細胞サブセットを詳細に

解析すると，PMA+IOM刺激により IL-17を産生した細胞サブセットの全てが，IL-23にも応答

して IL-17を産生していた (Figure 3-8C)．真皮 γδ T細胞は，無処置マウスにおいても PMA+IOM

刺激による IL-17産生能は示したが，IL-23に応答するのは病態発症したマウスにおいてのみで

あった．そして，IL-17産生 DN αβ T細胞も，他の IL-17産生細胞と同様に IL-23応答能をもつ

ことが確認され，しかもその割合は Th17細胞や Tc17細胞よりも多かった． 
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Figure 3-8  All IL-17 producers including DN αβ T cells in TPA-induced skin lesions of 

K14.STAT3C mice respond to IL-23 stimulation. Cell suspensions prepared from the skin and the 

draining LNs of TPA-treated K14.Stat3C mice were stimulated with PMA+IOM or IL-23, and analyzed 

for intracellular IL-17 expression by flow cytometry. (A) Percentages of whole IL-17
+
 cells were 

determined. Representative flow cytometric data of skin cells are shown. (B) Percentages or numbers of 

total IL-17
+
 cells in the skin and the draining LNs from groups of four animals were analyzed. (C) 

Percentages of each IL-17
+
 cell subset following IL-23 stimulation were analyzed from groups of four 

animals. Values represent the mean ± SEM. * p < 0.05 and ** p < 0.01.  

Ueyama et al. J. Dermatol. Sci. 2016, 85, 33. 
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第 4節  考察 

乾癬においては，Th17細胞，Tc17細胞，γδ T細胞，ILC3などの種々の細胞サブセットが IL-17

を産生し，病態形成に関与していることが示唆されている [67-71]．しかし，乾癬の非臨床動

物モデルとして汎用されている IMQ 誘発乾癬モデルにおいては，主に真皮 γδ T 細胞のみが

IL-17 を産生しており，他の細胞サブセットの寄与が少ないことが知られている [49,50]．我々

が構築した IMQ誘発乾癬モデルにおいても同様の現象が確認された (Figure 3-2)．すなわち，

IMQ誘発乾癬モデルは，病態形成に関与する細胞サブセットがヒト乾癬病態とは異なっており，

IL-17産生細胞を標的とした創薬研究には適していない可能性が考えられた．そこで本章では，

よりヒト乾癬病態に類似した疾患モデル動物を得るために，活性型 Stat3 を恒常的に表皮に発

現させたK14.Stat3C-Tgマウスを作製してTPA 誘発乾癬モデルを構築し，病態に寄与する IL-17

産生細胞ポピュレーションを詳細に解析した． 

まず，既報の K5.Stat3C-Tgマウスと同様に [72-75]，作製した K14.Stat3C-Tgマウスの臀部皮

膚に TPAを繰り返し塗布すると，皮膚の肥厚，紅斑，鱗屑を特徴とする乾癬様の症状が惹起さ

れた (Figure 3-4)．データは示していないが，WTマウスに TPAを処置した場合も皮膚炎症の惹

起は認められたが，その程度は弱く，K14.Stat3C-Tgマウスにおいてよりヒト乾癬患者と類似し

た外的所見および病理組織像が観察された．表皮角化細胞における Stat3 の活性化はヒト乾癬

患者病変部皮膚でも観察されている [72] ことから，K14.Stat3C-Tgマウスで惹起された病態は

メカニズム的にもヒト乾癬病態に類似していると言える．また，臨床において抗 IL-12/23p40

抗体であるウステキヌマブが著効を示す [36] が，本モデルにおいても抗 IL-12/23p40抗体の投

与によって病態発症が完全に抑制されたことから，ヒト乾癬病態と同様に IL-23/Th17経路を介

していることが確認できた． 

次に，病態に寄与する IL-17 産生細胞ポピュレーションを調べるために，構築した

K14.Stat3C-Tg マウス TPA 誘発乾癬モデルの病変部皮膚から単細胞浮遊液を調製し，フローサ

イトメトリー解析を実施した．まずは， IL -17産生能を持つ細胞を検出するために，一般的な

手法である PMA+IOM刺激を行い，解析した．その結果，IMQ誘発乾癬モデルとは異なり，本

モデルにおいて IL-17 産生能を有する細胞サブセットは単一ではなく，Th17 細胞，Tc17 細胞，

γδ T細胞，ILC3全てが IL-17を産生し得ることが示された (Figure 3-6)．さらに，病変部皮膚

においてこれら全ての細胞サブセットは，IL-23で刺激した際にも IL-17を産生した (Figure 3-8)．

IL-23は Th17経路の活性化に働くサイトカインで，ヒト乾癬病態においても本モデル病態にお

いてもその重要性が示されている．すなわち，IL-23応答性を示した IL-17産生サブセットであ

る Th17細胞，Tc17細胞，γδ T細胞，ILC3全てが本モデルの病態形成に寄与している可能性が
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示された． 

IMQ誘発乾癬モデルにおいて，なぜ真皮 γδ T細胞のみが IL-17産生に大きく寄与するのかは

明らかとなっていないが，真皮 γδ T細胞は，IMQの受容体である TLR7を発現しており，TLR7

リガンド刺激により活性化され炎症性サイトカインを産生することが知られている [76-78]．

さらに，TLR7リガンドと IL-23の共刺激により IL-17産生が相乗的に誘導されることも報告さ

れている [58]．一方で，第 2章で示したように，IMQは pDCと Tip-DCに作用して IL-23をは

じめとして Th17 経路の誘導に働く炎症性メディエーターの産生を誘導する．すなわち，IMQ

は，DC活性化による IL-23/Th17経路の誘導に加えて，真皮 γδ T細胞への直接的な活性化作用

によって，真皮 γδ T細胞のみが強く応答する病態を形成するのではないかと考えられる．これ

に対して，K14.Stat3C-Tgマウス TPA 誘発乾癬モデルにおいては，表皮角化細胞における Stat3

の活性化によって乾癬関連の炎症性サイトカインやケモカインが産生され [75]，これが炎症性

DC の皮膚への遊走と活性化を促し，IL-23/Th17 経路の誘導をもたらすと考えられる．この表

皮角化細胞の活性化，DC 活性化，IL-23/Th17 経路誘導の増幅機構は，ヒト乾癬病態において

も働いていると考えられ，このような機構が働いた場合には，ヒトにおいてもマウスにおいて

も，種々の細胞サブセットが IL-23 に応答して IL-17 を産生する能力を獲得し，乾癬病態の誘

導に働くものと推察される． 

本研究では，さらに，TPA 誘発により病変部皮膚において増加するもうひとつの IL-17 産生

細胞サブセットとして，CD4陰性 CD8陰性の DN αβ T細胞の存在を発見した (Figure 3-6)．CD4

陰性 CD8陰性の T細胞としては，NK T細胞やMAIT 細胞も IL-17産生能をもつことが知られ

ているが，NK細胞系マーカーNK1.1の発現は陰性であった (Figure 3-7C) ことから，これらと

は異なる細胞である．IL-17を産生する DN αβ T細胞については，ヒトおよびマウスモデルに

おいて，細菌感染や全身性エリテマトーデスなどの自己免疫疾患への関与が報告されているが 

[79-83]，乾癬への関与を示した知見は本研究が初めてである．Figure 3-2に示すように，DN αβ 

T 細胞は野生型 C57BL/6 マウスの皮膚にも存在していたが，C57BL/6 マウスを用いた IMQ 誘

発乾癬モデルにおいては IL-17を産生しなかった．これに対し，K14.Stat3C-Tgマウス TPA誘発

乾癬モデルにおいては，皮膚に存在する DN αβ T 細胞の約 30%が IL-17 産生能を有していた 

(Figure 3-7B)．他の IL-17 産生細胞と同様に，Th17 細胞の分化と機能を制御するマスター転写

因子 RORγtと，乾癬病態において炎症皮膚組織への遊走に働くケモカイン受容体 CCR6の発現

も確認された (Figure 3-7D, E)．そして，IL-23応答能も確認された (Figure 3-8C)． 

DN αβ T細胞は，健常人および健常マウスの末梢リンパ組織において 1%程度存在している

ことが知られている [84, 85] が，その機能や特徴についてはあまり詳細な解析はされていない．
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その起源としては，CD4陽性の前駆細胞由来 (MHC class II拘束性) と CD8陽性の前駆細胞由

来 (MHC class I 拘束性) のいずれも存在し，繰り返し活性化刺激を受けることによって CD4

あるいは CD8 分子の発現が低下し最終分化した T 細胞サブセットであることを示唆する知見

も報告されている [86-94]．機能的には，炎症誘発性と制御性の 2 種類のサブセットの存在が

示されている [79-84,95,96]．本研究で見出された IL-17産生 DN αβ T細胞については，病態惹

起の過程で，CD4あるいは CD8陽性 T細胞から分化誘導されたのか，皮膚に常在していた DN 

αβ T 細胞が活性化されたのかは不明であるが，IL-23 に応答して IL-17 を産生したことから，

CD4や CD8に補助された TCR刺激は介さずにエフェクター機能を発揮し得る炎症誘発性の細

胞サブセットであると考えられる．K14.Stat3C-Tg マウス TPA 誘発乾癬モデルの病変部皮膚に

おいて，IL-23に応答する IL-17産生 DN αβ T細胞の割合は Th17細胞や Tc17細胞よりも多かっ

た (Figure 3-8C) ことから，本モデルにおいて DN αβ T細胞の病態への寄与は高い可能性が示

された． 

以上より，新たに構築した K14.Stat3C-Tgマウス TPA 誘発乾癬モデルは，ヒト乾癬患者と同

様に IL-23/Th17経路に強く依存しており，さらに，病態に寄与する IL-17産生ポピュレーショ

ンも類似していたことから，よりヒト乾癬病態を反映した有用なモデルであることが示された．

そして，乾癬病態に寄与する IL-17産生サブセットとして，新たに DN αβ T細胞の存在も見出

した．IL-17産生 DN αβ T細胞は，ヒトにおいても，細菌感染や全身性エリテマトーデスなど

の自己免疫疾患への関与が示されており [79-83]，末梢血や炎症組織における存在が確認され

ている [82] ことから，ヒト乾癬病態においても関与している可能性が十分に考えられる．本

研究で構築した乾癬モデルと，新たに見出された知見から，今後の創薬研究や新たな乾癬病態

メカニズム解明につながることが期待される． 
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第 5節  小括 

 

本章では，K14.Stat3C-Tgマウス TPA誘発乾癬モデルを構築し，病態に寄与する IL-17産生細

胞ポピュレーションを詳細に解析し，以下の知見を得た． 

 

1. 本モデルは，ヒト乾癬患者と類似した外的所見および病理組織像を示し，IL-23/Th17経路

がその病態発症に重要であることが示された． 

 

2. 本モデルにおいて病態に寄与する IL-17 産生細胞サブセットは単一ではなく，ヒト乾癬病

態と同様に，Th17細胞，Tc17細胞，γδ T細胞，ILC3全てが IL-17産生し病態形成に関与

している可能性が示され，よりヒト病態を反映した有用なモデルであることが示された． 

 

3. 病変部皮膚において IL-17産生する新たなサブセットとして，DN αβ T 細胞の存在も見出

した．RORγtと CCR6を発現し，高い IL-23応答性が確認され，乾癬病態への寄与度が高

い可能性が示された． 
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総括 

 

多くの疾患，特に慢性疾患は，1つの遺伝子や蛋白質の異常のみで病態を形成するのではな

く，様々な原因が複雑に絡み合い，生体恒常性の調節不全が基となって発症する．また，同一

疾患であっても，多様な表現型を含むため，病態や治療を一括りにすることは難しい．疾患モ

デル動物は，このように複雑多岐にわたる慢性疾患の発症原因や分子メカニズム解明の糸口と

なり，さらには，予防や治療法の開発に重要な役割を担っている．一方で，全てにおいてヒト

の病態を正確に反映した疾患モデル動物を実現することは困難であるため，様々な疾患モデル

動物の特性や利点，ヒト病態との相違などを理解し，研究目的や個々の創薬標的に応じて適し

た評価モデルを選択することが重要である．本論文では，アトピー性皮膚炎や乾癬をはじめと

する慢性の炎症性皮膚疾患を対象とした創薬研究に汎用される皮膚疾患モデル動物において，

それぞれのモデルの病態発症メカニズムを免疫学的に解析した． 

 

第1章  オキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルにおける病態発症メカニズムの免疫学的解析 

アレルギー性接触性皮膚炎モデルとしてオキサゾロン誘発ラット耳介炎症モデルを構築し，病

変部に浸潤する T細胞について詳細に解析した． 

その結果，Kv1.3機能をもつ TEM細胞が病態形成に寄与していることを示した．ハプテン誘

発皮膚炎モデルは，炎症性皮膚疾患を対象とした創薬研究において簡便に作製可能なモデルと

して汎用されているが，急性モデルであることから慢性皮膚疾患とは表現型が異なり，特に

IFN-γが関与する Th1型病態である点が，Th2型であるアトピー性皮膚炎病態や Th17型である

乾癬病態とは大きく異なる．しかし，TEM細胞は，疾患によらず炎症組織中において強く機能

する T細胞であることから，本モデル動物は，Kv1.3をはじめとして TEM細胞を標的とした創

薬研究においては，治療薬のコンセプト検証や，候補化合物の簡便な評価モデルとして適して

いると考えられた． 

 

第 2章  イミキモド誘発乾癬モデルにおける病態発症メカニズムの免疫学的解析 

乾癬モデルとして汎用されている IMQ誘発乾癬モデルの病態発症メカニズム解明を目的と

して，本モデルの病態解析，ならびに，樹状細胞を用いた in vitro解析を実施した． 

その結果，IMQによって Th17経路が誘導され乾癬様病態が惹起され得るメカニズムのひと

つを明らかとした．すなわち，IMQによって TLR7を介して最初に pDCが活性化されて IFN-α

の産生と Th17誘導サイトカインが産生され，続いて IFN-αと IMQが Tip-DCに相乗的に働き，
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TLR7を介してさらに強く Th17誘導サイトカインが産生され，これにより Th17経路の活性化

と病態発症につながる可能性が示唆された．ヒト乾癬患者においても，TLR7アゴニストとし

て働く LL37-自己 RNA複合体がトリガーとなって，同様のメカニズムで病態が引き起こされて

いる可能性が考えられ，特に DCを標的とした乾癬の治療薬開発研究において，本モデル動物

は有用であると考えられた． 

 

第 3章  K14.Stat3Cマウス TPA誘発乾癬モデルにおける病態発症メカニズムの免疫学的解析 

K14.Stat3C-Tgマウス TPA誘発乾癬モデルを構築し，病変部皮膚に浸潤する IL-17産生細胞

ポピュレーションを詳細に解析した． 

その結果，本モデル動物の病態に寄与する IL-17産生細胞サブセットは単一ではなく，ヒト

乾癬病態と同様に，Th17細胞，Tc17細胞，γδ T細胞，ILC3全てが IL-17を産生し，病態形成

に関与していることを明らかにした．さらに，乾癬病態に寄与する IL-17産生サブセットとし

て，新たに DN αβ T細胞の存在を見出した．乾癬モデルとして広く活用されている IMQ誘発

乾癬モデルは，真皮 γδ T細胞のみが IL-17を産生しており，他の細胞サブセットの寄与が少な

い点がヒト乾癬病態と異なっている懸念がある．これに対し，K14.Stat3C-Tgマウス TPA誘発

乾癬モデルは，病態に寄与する IL-17産生ポピュレーションがヒトと類似しており，T細胞を

標的とした乾癬の治療薬開発研究への有用性が示された． 

 

以上より，本研究では 3種類の皮膚疾患モデル動物における病態発症メカニズムについて検

討し，免疫学的特性を明らかにするとともに，ヒト病態との類似点を明確に示した．また，そ

れぞれのモデル動物の病態解析を通して，Kv1.3阻害剤の創薬標的としてのコンセプトの実証，

未だ不明な部分の多い乾癬の病態発症メカニズムの解明につながる知見，乾癬病態に寄与する

新たな IL-17産生細胞サブセットの同定など，新たな研究成果も得ることができた．これらの

知見は，研究の目的や個々の創薬標的に応じて最適なモデルを選択するうえで有用であり，ま

た，皮膚疾患の病態解明や新薬開発の一助となり，今後の創薬研究にとって有用な情報になり

得ると考えられる． 
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