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論 文 の 内 容 の 要 旨

ケモカインはさまざまな細胞から産生され,組織への白血球の遊走を特異的あるいは選

択的に制御している｡ケモカイン受容体は､ヘルパーT細胞のサブセットであるThl細胞

およびTh2細胞に特異的に発現している｡Thl細胞はCXCR3およびCCR5を,Th2細胞はCCR3

およびCCR4をそれぞれ発現しているが,これらのケモカイン受容体の中でも,CCR4はア

トピー性皮膚炎(AD)病変部におけるTh2細胞の選択的浸潤に重要な役割を果たしている

と考えられている｡AD患者の末梢血および皮膚病変部では,CD4陽性細胞における CCR4

発現が増加しており,病勢に相関していることが報告されている｡また,CCR4陽性細胞の

遊走は,CCケモカインのひとつであるCCL17/TARCによって誘導されることが明らかにな

っている｡Kakinumaらは,血賠中のCCL17レベルがヒトADにおいて増加していることに
加え,病勢に相関していることを報告した｡これらの結果から,CCR4およびCCL17がヒト

ADの病因として不可欠な役割を果たしていることが示唆された｡

イヌにおいて､CCR4およびCCL17遺伝子はそれぞれ2001年と2002年にクローニングさ

れた｡これらは主にAD雁患イヌの皮膚病変部で発現していることが報告されている｡加え

て,イヌADにおける末梢血CD4陽性細胞中のCCR4陽性細胞数は,健康なイヌより有意に

高値を示した｡これらの結果は,CCR4およびCCL17はヒトだけでなくイヌにおいてもAD

の病因となることを示唆している｡過去の研究により,イヌにおけるCCL17の主要産生細
胞はケラチノサイトであることが報告されている｡しかしながら,イヌケラチノサイトに

おけるCCL17の発現誘導メカニズムは不明なままである｡したがって本研究では,イヌケ

ラチノサイトにおけるCCL17mRNA転写の制御メカニズムを明らかにするために一連の研究

を行った｡
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第2章では,イヌケラチノサイト細胞株であるCPEEの表現型解析を実施した｡ケラチノ

サイトには,皮桐疾患において重要な役割を果たすと考えられる炎症性メディェ一夕ーを

産生する能力がある｡したがって,イヌケラチノサイト細胞株は元アブ加でのケラチノサ

イト研究に有用であると考えられる｡しかしながら,イヌケラチノサイト細胞株の表現型

を適切に解析した報告はない｡本章では,ケラチノサイトとの表現型の類似性を評価する

ために,成大の表皮から分離された細胞株であるCPEKの表現型解析を行った｡その結果,

CPEKはサイトケラチン14,C16インテグリンおよびPCNAといった基底層ケラチノサイトマ

ーカーを発現していることが示された｡今回の知見から,CPEKはADの病因に果たすケラ

チノサイトの役割を研究する上で有用な細胞株であ畠ことが示唆された｡
第3章では,イヌケラチノサイトによるCCL17およびCCL28の誘導因子を同定するため

に,TNF-CL,II:16あるいはIFN-Yによる刺激徽 CPEKにおけるCCL17およびCCL28mRNA

発現変化を検証した｡ケラチノサイトは,さまざまな炎症性メディェ一夕ーを産生する｡

その中でもCCL17およびCCL28は,イヌADにおけるリンパ球の病変への遊走に重要な役割

を果たしていると考えられている｡しかしながら,イヌケラチノサイトにおいてCCL17お

よびCCL28転写の制御メカニズムは報告されていない｡本章では,イヌケラチノサイトに

おけるCCL17およびCCL28転写がTNF-CL,IL-16あるいはIFN-Yによって誘導されるかど

うかを検証した｡その結果,CCL17mRNA転写はTNF-uのみによって誘導され,CCL28mRNA

レベルは全てのサイトカインによって増強されることが明らかになった｡TNF-q,IL-1Bあ

るいはIFN-Yといった炎症性サイトカインが,AD羅患イヌの皮膚病変部におけるCCL17お

よびCCL28産生にとっての重要な誘導因子であることが示唆された｡

第4章では,CPEKにおけるTNトcL介在性CCL17mRNAの伝達経路を解明した｡イヌケラ

チノサイトにおいて,CCL17mRNA転写は主にTNF-αによって誘導される｡しかしながら,

その制御メカニズムは明らかにされていない｡本章における研究目的は,イヌADのケモカ

インをターゲットとした治療法の開発を導くための,ケラチノサイトにおけるTNトα誘導

性CCL17mRNA転写の制御メカニズムを明らかにすることであった｡CPEKにおいて,TNF-

αによる刺激はNF-tCBの活性化のみならず,p38およびJNEのリン酸化を誘導した｡ERK
はTNF-αに影響されなかったが,恒常的なリン酸化を認めた｡CCL17mRNA転写レベルは

p38阻害剤によって有意に減少し,JNK阻害剤やNF-J{B阻害剤には影響されなかった｡驚
いたことに,ERK阻害剤はCCL17mRNAの転写レベルを増加させた｡加えて,ERKの活性化
を誘導するEGFは,CCL17mRNA転写を抑制した｡これらの結果は,CPEKにおけるTNトα

誘導性CCL17mRNA転写はp38によって正に,ERKによって負に調節されていることが示唆

された｡

本研究より,イヌケラチノサイトにおけるCCL17mRNA転写は主にTNF-αによって誘導

され,p38によって正に,EREによって負に調節されると結論付けられる｡今回の結果は,

p38およびERKがイヌAD治療の標的分子となりうることを示唆している

審 査 結 果 の 要 旨

申請者はイヌケラチノサイトにおけるCCL17mRNA転写の制御メカニズムを明らかに

することを目的に,一連の研究を実施した｡まず初めに,加vか0実験系を確立するために,

イヌケラチノサイト細胞株であるCPEKの表現型解析を実施した｡CPEKはサイトケラチ

ン14,α6インテグリンおよびPCNAといった基底層ケラチノサイトマーカーを発現してい

ることが示された｡今回の知見から,CPEKはADの病因に果たすケラチノサイトの役割

を研究する上で有用な細胞株であることが示唆された｡

次に,イヌケラチノサイトによるCCL17およびCCL28の誘導因子を同定するために,

TNF-α,IL-1βあるいはIFN-γによる刺激後,CPEKにおけるCCL17およびCCL28mRNA

発現変化を検証した｡CCL17mRNA転写はTNF-αのみによって誘導され,CcL28mRNA

レベルは3種全てのサイトカインによって増強されることが明らかになった｡以上より,

mトα,Ⅰし1βあるいはIFN-†といった炎症性サイトカインが,AD雁患イヌの皮膚病変部
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におけるCCL17およびCCL28産生にとっての重要な誘導因子であることが示唆された｡

最後に,CPEKにおけるTNF昭介在性CCL17mRNAのシグナル伝達経路を解明した｡

CPEKにおいて,TNF-aによる刺激はNF-KBの活性化のみならず,P38およびJNKのリン

酸化を誘導した｡ERKはTNF咄に影響されなかったが,恒常的なリン酸化が認められた｡

CCL17mRNA転写レベルはp38阻害剤によって有意に減少し,JNKBR害剤やNF-KB阻害

剤には影響されなかった｡また,ERR阻害剤はCCL17mRNAの転写レベルを増加させた｡

加えて,ER且の活性化を誘導するEGFは,CCL17mRNA転写を抑制した｡これらの結果

から,CPEKにおけるTNF-α誘導性CCL17mRNA転写はp38によって正に,ERKによっ

て負に調節されていることが示唆された｡

以上の成績は,イヌケラチノサイトにおけるCCL17mRNA転写は主にTNF-αによって

誘導され,p38によって正に,ERRによって負に調節されると結論付けられる｡今回の結

果は,p38およびERKがイヌAD治療の標的分子となりうることを示唆している｡

以上について,審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論

文として十分価値があると認めた｡
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