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1．緒言 
 

 アトピー性皮膚炎（AD）は、痒みを主要症状とする代表的な慢性皮膚疾患であり、皮膚のバ

リア機能障害、2型炎症を特徴とする[1]。慢性的な痒みは、絶えず掻きたいという強い欲求を

引き起こし、これが「痒み―掻きむしりサイクル」、すなわち”itch-scratch cycle”を引き起こす

[2]。”itch-scratch cycle”は皮膚の炎症とバリア機能障害の悪循環を増強し[3]、抗原や微生物など

の組織への浸潤を容易にする。 

多くの研究により、皮膚バリアの異常がADの発症や悪化に重要な役割を果たすことが示さ

れている。特に、皮膚バリア機能に重要な遺伝子であるフィラグリン（FLG）の変異は、AD発

症の危険因子であることが再現性を持って報告され[4], [5]、皮膚バリアの重要性に注目が集ま

ってきた。皮膚は生物の体表面を覆っている組織であり、表皮（上層）と真皮（内層）を含め

た複数の層で構成される。表皮ケラチノサイトは皮膚の最外層の表皮に存在する主要な細胞で、

タイトジャンクションを形成することによって皮膚の構造を維持するだけでなく、さまざまな

炎症性メディエーターや抗菌ペプチドの分泌など、免疫機能も有している。一方で、真皮は表

皮の内側にあり、コラーゲンやエラスチン等の線維成分を産生する線維芽細胞や血管内皮細胞

から成り、表皮を支えその形や弾力を保つことで機械的ストレスや損傷から体を保護する役割

を担っている。興味深いことに、胸腺及び活性化調節ケモカイン（TARC）やペリオスチンな

どの AD の血清バイオマーカーは[6] [7]、表皮ケラチノサイトよりも線維芽細胞や血管内皮細

胞など、真皮細胞から大量に産生されることが報告されている[8] [9]。従って、真皮細胞は結

合組織としての役割に加えて、アレルギー性炎症に必須な分子の重要な細胞源として、AD の

病態に重要な役割を果たしている可能性が予想される。 

表皮ケラチノサイトの可溶性画分をマウスへ皮下注射することにより、Th2免疫応答を介し

て血清 IgE レベルの増加を誘発したと報告されており[10]、この結果は表皮ケラチノサイトの

破砕成分が、Th2 依存性免疫系の活性化を誘発させる可能性を示唆している。私は、AD にお

ける”itch-scratch cycle”の分子メカニズムとして、掻破により損傷した表皮ケラチノサイト由来

の物質が、ダメージ関連分子パターン（DAMPs）またはアラーミンとして、表皮ケラチノサイ

ト自体または真皮細胞に作用して皮膚炎の悪化を引き起こす可能性があると仮定した。本研究

では、培養正常ヒト表皮ケラチノサイト（NHEK）の可溶画分（epidermal keratinocyte homogenate: 

EKH）を、正常ヒト皮膚線維芽細胞（NHDF）、およびヒト皮膚血液微小血管内皮細胞（HMVEC-

dBl）に添加して刺激する実験系を、in vitroの”itch-scratch cycle”モデルとして確立した。次に、
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EKH刺激による胸腺間質リンホポイエチン（TSLP）、IL-33、IL-6、IL-8などのAD関連サイト

カイン/ケモカインの発現変化を調べた。以前の研究では、FLGの機能喪失型変異を有するAD

患者の角質層では恒常的に IL-1αおよび IL-1β発現レベルが高いことが報告されている[11]。

さらに、最近の動物モデルを用いた研究は、皮膚の損傷やFLG機能欠損は、ケラチノサイトか

らの IL-1α放出を引き起こし、マウスの慢性的な皮膚炎を惹起することを示した[12]。そこで、

本研究で確立した in vitroの”itch-scratch cycle”モデルにおいても、EKH内の IL-1αが炎症惹起に

関与している可能性を明らかにするために、IL-1R1 特異的 siRNA トランスフェクションの効

果を調べた。さらに、コルチコステロイド、タクロリムス、JAK1阻害剤などのAD治療薬の、

本モデルにおける抗炎症効果を比較した。なお、本学位論文は以下の論文を元に作成された。 

 

論文１ Shokei Murakami, Kyoko Futamura, Kenji Matsumoto, Yuichi Adachi, and Akio Matsuda.  

Epidermal keratinocyte homogenate induces T2 and proinflammatory cytokine expression in skin dermal 

cells (submitted). 
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2．方法 
 

試薬 

Recombinant human IL-1α は PeproTech 社から購入した。デキサメタゾン (DEX)、タクロリムス

(FK506) は、Sigma-Aldrich社、JAK1阻害薬 (ABT494)はSelleck Chemicals社より購入した。 

 

表皮角化細胞破砕物(EKH)の調整 

新生児正常ヒト表皮角化細胞(NHEK-neo)は Lonza 社から購入し、専用培地である KGM-Gold 

BulletKit (Lonza)を使用して、37℃、湿度100%、5% CO2環境下において、T-225フラスコでコンフ

ルエント状態まで培養した。培養した細胞を PBS で洗浄した後、線維芽細胞専用基礎培地と血管

内皮細胞専用基礎培地を等量混ぜた培地 10ml にセルスクレーパーで細胞を掻き取って回収した。

回収した細胞は、BIORUPTOR (コスモ・バイオ社)を用いて高出力で30秒×5 cycle、氷上で超音

波破砕し、4℃で 1 分間 10,000 g で遠心した。遠心後の上清の蛋白濃度を BCA Protein Assay 

Reagent Kit ( Thermo Fisher Scientific)を用いて定量し、3 mg/mLに調整後、表皮角化細胞破砕

物(epidermal keratinocytes homogenate: EKH)として-80℃で保存した。この研究のために 3つの

異なるドナー由来のNHEK を購入し、それぞれEKHを作成したが、実験結果はすべてのロットの

NHEKで再現された。 

 

細胞培養 

NHDF、HMVEC-dBl は Lonza 社から購入し、それぞれ専用培地である FGM-2 BulletKit (Lonza)、

EBM-2MV BulletKit (Lonza)を使用して、37℃、湿度100%、5% CO2環境下で培養した。細胞が70-

80％コンフルエントになるまで培養した後、EKH刺激を行った。 

本研究のすべての実験は、継代数が 2回以内の細胞を使用した。さらに、すべての実験は細胞の

ドナー間の遺伝的、環境的背景の違いによる影響を排除するため、同様の実験を２つ以上の異なる

ドナー由来の細胞を用いて行ったが、全て再現性のある結果を得た。 

 

刺激 

本研究の細胞刺激は全て、300 μg/mL EKHを用い、刺激後37℃で48時間まで培養した。いくつ

かの実験では、EKH 刺激の30 分前にDEX、FK506、またはABT494 で処理した。DEX、FK506、 

ABT494 はそれぞれ 1 μM、100 nM、50 nM の濃度で使用した。HMVEC-dBl の専用培地には、培
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養の最適化のためにヒドロコルチゾンが含まれているが、本研究において、HMVEC-dBl を用いた

すべての実験は、DEXの効果を適正に評価するために、少なくとも刺激の3時間前にヒドロコルチ

ゾンのみを抜いた培地に置き換えて実施した。 

 

ELISA 

細胞上清中の IL-6、IL-8、TSLPタンパク質の濃度は、各ELISAキット (R＆D Systems)を用いて、

各操作マニュアルに従って測定した。 

 

qPCR 

各細胞の total RNAは、RNeasy (QIAGEN) を使用して抽出し、cDNAは iScript cDNA Sythesis Kit 

(BioRad) で合成した。定量PCR (qPCR)はThunderbird SYBR qPCR Mix (TOYOBO社)を用いてBio-

Rad CFX96 qPCRシステムを用いて行った。以下の6種類のプライマーセットをFasmac社に依頼し

合成した：IL-6 (sense, 5’-CAA TAA CCA CCC CTG ACC CA-3’; antisense, 5’-GCG CAG AAT GAG ATG 

AGT TGT C-3’), IL-8 (sense, 5’-GTC TGC TAG CCA GGA TCC ACA A-3’; antisense, 5’-GAG AAA CCA 

AGG CAC AGT GGA A-3’), TSLP (sense, 5’-GCC CAG GCT ATT CGG AAA CT-3’; antisense, 5’-CGA CGC 

CAC AAT CCT TGT AAT T-3’), IL-33 (sense, 5’-TCA GGT GAC GGT GTT GAT GG-3’; antisense, 5’-CCT 

GGT CTG GCA GTG GTT TT-3’), IL-1R1 (sense, 5’-TCA CCG GCC AGT TGA GTG AC-3’; antisense, 5’-

CAA TTA CTG ACC CAT TCC ACT TCC-3’)  および β-actin (sense, 5’-CCC AGC CAT GTA CGT TGC 

TAT-3’; antisense, 5’-TCA CCG GAG TCC ATC ACG AT-3’)。サンプル中の目的遺伝子(IL-6、IL-8、TSLP、

IL-33、IL-1R1 および β-actin)の正確なコピー数を算出するため、コピー数が既に分かっているそれ

ぞれの精製したPCR産物を段階希釈し、検量線として用いた。目的遺伝子 (IL-6、IL-8、TSLP、IL-

33、IL-1R1)のmRNA発現レベルは、各サンプル中の内部標準遺伝子 (β-actin)の発現量で補正した。  

 

Small interfering RNA (siRNA) トランスフェクション 

 SilencerTM Select Pre-designed siRNA for IL-1R1および SilencerTM Select Non-target Negative Control #1 

siRNAはThermo Fisher Scientific社より購入した。NHDFはqPCRおよびELISA 用に24well-plateに

5 x 104 cells/well、ウエスタンブロッティング(WB)用にはT-25フラスコに10 x 104  cells/flaskで播種

した。siRNA の細胞への導入は LipofectaminTM RNAiMAX トランスフェクション試薬 (Thermo 

Fisher Scientific)を使用し、5 nMの濃度で siRNAをトランスフェクションした。トランスフェクショ

ンした細胞はさらに24時間培養した後、300 μg/mL EKH で48時間刺激した。 
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核画分の抽出 

T-25 フラスコで培養したNHDF の核画分はNE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents 

(Thermo Fisher Scientific)を用いて抽出した。蛋白濃度はBCA Protein Assay Reagent Kitを用いて定量

した。 

 

WB 

NHDFから調製した2 µgの核抽出液をSDS-PAGE (5-15% Ready Gels J, Bio-Rad)を用いて電気泳動

分離後、PVDF膜 (Trans-Blot®TurboTM Transfer System, Bio-Rad)にタンパク質を転写した。WBは、

以下の抗体を用い、各製造会社の使用説明書に従って行った。一次抗体：ポリクローナルウサギ抗

ヒト IL-33 抗体 (MBL)、ポリクローナルウサギ抗ヒストンデアセチラーゼ 2 (HDAC2) 抗体, Cell 

Signaling Technology)。二次抗体はペルオキシダーゼ結合抗ウサギ IgG Ab (Cell Signaling Technology)

を用いた。 

 

統計解析 

すべてのデータは、3つのサンプルの平均 ± SDとして表した。 2群間の比較はStudent’s t-testで

行い、3 群以上の比較は、一方向分散分析法 (one-way ANOVA)で解析し、有意差があった場合

Bonferroni’s post hoc test で検定した。P < 0.05の場合に有意とした。 
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3．結果 
 
EKHは、真皮線維芽細胞および微小血管内皮細胞の IL-6および IL-8発現を誘導する。 

 まず、EKHが皮膚構成細胞の炎症性サイトカイン/ケモカイン発現を誘導するか検討した。その

結果、EKH は、NHDFとHMVEC-dBlの両方で IL-6および IL-8 mRNA 発現、およびタンパク質

産生を誘導した (Fig.1A, 1B)。NHDFの IL-6および IL-8はいずれも6時間のピークを有する一過

性のmRNA誘導を示したが、HMVEC-dBlのmRNAはEKH刺激後48時間まで増加した。培養上

清中の IL-6および IL-8タンパク産生量はmRNA発現量に一致してNHDFよりもHMVEC-dBlに

おいて顕著であった (Fig.1)。 

 

EKHは、真皮線維芽細胞のTSLPおよび IL-33発現を誘導するが、微小血管内皮細胞では誘導し

ない 

 NHDFでは、EKHによるTSLPおよび IL-33 mRNA発現誘導は IL-6、IL-8と同様の経時的変化

（6時間をピークとする一過性発現）で観察された (Fig.2A)。一方、EKH はHMVEC-dBlのTSLP

および IL-33 mRNA発現は全く誘導しなかった (data not shown)。TSLPタンパク質は、EKH刺激

を行ったNHDFの培養上清で検出された (Fig.2B)が、IL-33は検出されなかった (data not shown)。

IL-33タンパク質のN末端部分には核局在化配列が含まれていることが知られているが[13]、EKH

刺激したNHDFでは刺激後6時間でNHDFの核画分中に一過性に検出された (Fig.2B)。 

 

EKH由来 IL-1αは、真皮線維芽細胞におけるEKH誘導サイトカイン発現に部分的に関与してい

る 

 EKH中の炎症誘導因子としてダメージ関連分子パターン（DAMPs）分子である IL-1αタンパク

質の関与を予想し、EKH 中の IL-1α濃度をELISA で測定した結果、約10 ng/mL含まれているこ

とが分かった。そこで次に、EKHに含まれる IL-1αがNHDFのサイトカイン誘導に機能している

ことを検証する目的で、NHDFに IL-1R1および陰性対照 siRNAをトランスフェクションして IL-

1R1発現をノックダウンさせた。その結果、EKH刺激後48時間時点での IL-1R1 mRNA発現は陰

性対照群と比較して90%以上抑制された (Fig.3A)。この条件下では、EKH により誘導される IL-

6、IL-8、TSLP、および IL-33のmRNAおよびタンパク質の発現が部分的に抑制された (Fig.3B)。

これらの結果により、EKHに含まれる IL-1αが、NHDFの IL-6、IL-8、TSLP、IL-33発現誘導に

部分的に関与していることが示唆された。 
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EKH誘導サイトカイン発現に対するAD治療薬の効果の比較 

 局所ステロイド外用、タクロリムス外用はAD治療の主力となっているが[14]、JAK１阻害剤は

最近ADの新しい治療薬として注目されている[15] [16]。これらの薬剤が、真皮細胞におけるEKH

誘導サイトカイン発現を直接阻害できるかどうかを調べた。NHDFにおいて、DEXは、EKH 誘導

サイトカイン発現をほぼ完全に抑制した。一方、JAK1阻害剤であるABT494は、NHDFのEKH

誘導サイトカイン発現を部分的に抑制した。FK506はNHDFのEKH誘導サイトカインを全く抑制

しなかった (Fig.4)。 

 一方で、HMVEC-dBl に対しては、ABT494はDEXよりもEKH誘導サイトカイン発現をより有

効に抑制したが、FK506はHMVEC-dBlに対しても影響を与えなかった（Fig. 5）。 
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4．考察 

 
 ”Itch-scratch cycle”は臨床的によく知られた AD の増悪要因の一つであるが、その

分子メカニズムは完全には明らかになっていない。本研究は AD における”itch-

scratch cycle”の分子メカニズムを明らかにする目的で、皮膚組織細胞の培養系を応用

し、in vitro の”itch-scratch cycle”モデルを作成し、掻破により破壊された表皮から漏

れ出た分子が皮膚構成細胞、特に真皮細胞に対する炎症促進作用の検証とその原因物

質の同定を試みた。また、このモデルにおける AD 治療薬の効果を比較し、”itch-

scratch cycle”による病態悪化に対する適切な治療介入方法について考察した。本研究

の結果、表皮ケラチノサイト破砕物（EKH）は真皮細胞（真皮線維芽細胞: NHDF）

に対して 2 型サイトカインを含む炎症性サイトカイン（TSLP、IL-33、IL-6、IL-8）

を誘導する活性を有することが判明した。さらに、NHDF に IL-1R1 特異的 siRNA

トランスフェクションすることで、EKH により誘導されるサイトカイン発現が部分

的に抑制されたことから、EKH 中に含まれる IL-1αが、AD の”itch-scratch cycle”を

介した炎症増悪に部分的に寄与している可能性が示唆された。本研究では、ケラチノ

サイトのロットによる実験条件を合わせる目的で、セルスクレーパーで搔き集めた細

胞懸濁液を、破砕条件を一定に下した超音波処理を施し EKH を作成した。 しかし、

セルスクレーパーで引っかいただけで超音波破砕しない細胞懸濁液の上清も、超音波

処理した EKH に匹敵する炎症誘発性活性を示した (data not shown）。そのため、

AD 患者が痒みでほんの少し表皮を引っ掻くだけで、ケラチノサイトの細胞内に貯蔵

された IL-1αを放出して皮膚炎を悪化させる可能性がある。確かに最近の動物モデル

を用いた研究では、FLGの機能不全や皮膚の損傷がケラチノサイト内の IL-1α放出を

引き起こし、それがマウスの慢性的な皮膚炎を惹起することが示されている[12]。 

 興味深いことに、EKH は NHDF からの IL-6 や IL-8 などの炎症性サイトカイン/

ケモカインの産生に加えて、TSLP や IL-33 などのアレルギー性炎症に不可欠な 2 型

サイトカインを誘導した(Fig. 1, 2)。多くの研究により TSLP と IL-33 は、AD を含む

アレルギー疾患の病態に必須な上皮細胞由来のサイトカインであることが示されて

いる[17]。さらに、TSLP と IL-33 はどちらもマウスの皮膚感覚ニューロン活性化を

介して引っ掻き行動を誘導することが報告されている[18, 19]。痒みにより表皮ケラ
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チノサイトを破壊することによって、真皮線維芽細胞がかゆみ関連サイトカインを誘

導し、かゆみをさらに増幅するという悪循環につながる可能性がある。TSLP は EKH

刺激で分泌される一方で、IL-33 は細胞外には検出されず（data not shown）核内に

局在している (Fig. 2)。しかし、真皮まで破壊するほど掻きむしった場合には、真皮

線維芽細胞に誘導された IL-33が漏れ出て近傍の皮膚感覚神経に作用する可能性はあ

る。一方で、炎症部位を掻きむしることによりしばしば内皮細胞の破壊による出血を

伴ことがある。出血後数分以内に、血小板が活性化され止血のプロセスが開始され、

その後、炎症段階に移行する。私の研究グループは以前、血小板には活性を有する IL-

33 が含まれており、アレルギー炎症に関与していることを報告した[20]。皮膚の掻破

による出血で活性化された血小板の IL-33 は、近傍の皮膚感覚神経に作用してさらに

痒みを増幅させる可能性があるが、この点については今後の検証が必要である。 

 以前、私の研究グループから線維芽細胞や平滑筋細胞などの間葉由来細胞が、肺の

上皮細胞よりも大量の TSLP を産生することを報告した[21]。 ケラチノサイトと免

疫細胞が皮膚炎症の原因であると考えられてきたが、最近の研究では、皮膚線維芽細

胞や血管内皮細胞などの非免疫組織細胞が組織の炎症に積極的に関与していること

が明らかになっている[22, 23]。 実際、NHDF と HMVEC-dBl の両方が、TARC[8]

やペリオスチン[9]など、AD の病態や病勢を反映する重要な分子を有意に産生するこ

とが以前に示されている。真皮細胞からのこれら TSLP, TARC, ペリオスチンとい

った AD 関連サイトカイン産生量は、NHEK よりもはるかに大きいことも[8]、真皮

細胞の AD 炎症における重要性をさらに支持している。 

本研究において、EKH は HMVEC-dBl における TSLP および IL-33 発現を誘導し

なかったが、48 時間の EKH 刺激による IL-6 と IL-8 の産生量は、NHDF よりも 10

倍以上多かった（Fig. 1）。これは、NHDF におけるこれらサイトカインの mRNA 発

現が EKH 刺激後 6 時間をピークとした一過性であったのに対して、HMVEC-dBl で

は EKH 刺激後 48 時間まで継続的に NHDF における最大コピー数よりもさらに上昇

し続けたことに起因したと思われる。これらの結果は、掻破によるケラチノサイト由

来 IL-1αが線維芽細胞に作用するよりも血管内皮細胞に作用した場合の方が、炎症応

答が長時間継続する可能性を示唆している。以前、私の研究グループからアレルギー

性炎症における血管内皮細胞の重要性について報告した。 血管内皮細胞は、アレル

ギー性疾患の発症に決定的な役割を果たす IL-33 の作用標的細胞であり[24]、TARC
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やペリオスチンなどのアレルギー性バイオマーカーの重要な細胞源であることを示

した[8, 9]。 気道の血管内皮細胞も血小板由来 IL-33 に反応し、IL-6 および IL-8 の

発現を誘導するため、出血中に活性化された血小板由来 IL-33 は、IL-6 およびその他

の物質の産生を誘導する可能性があり、またそれは皮膚の内皮細胞についても同様で

ある。注目すべきは、アレルギー性炎症に関与するほとんどすべての内皮細胞の反応

と機能が、コルチコステロイドによって抑制されないことである。これらのコルチコ

ステロイド抵抗性の内皮細胞応答や機能には、TNF-αによる血管新生[25]、白血球の

接着[26]、IL-33 を介した反応[24]、ペリオスチンや TARC の産生などがある[8, 9]。

したがって、内皮細胞のこれらのユニークな応答と機能は、様々なアレルギー疾患の

病態、特にその難治性のプロセスに重要に関与している可能性がある。これまでの観

察と同様に、NHDF における EKH 依存的サイトカイン発現は、DEX 処理によって

ほぼ完全に抑制された一方で（Fig. 4）、HMVEC-dBl における EKH 依存的サイトカ

イン発現に対する DEX の効果は部分的であった（Fig. 5）。特に痒みのトリガーとな

る線維芽細胞における TSLP や IL-33 発現は、DEX によってほぼ完全に抑制するこ

とができたので（Fig. 4）、itch-scratch cycle の痒みの遮断にはステロイド薬が有効で

あることが示唆された。 

アトピー性皮膚炎の病因にはヤヌスキナーゼ/シグナル伝達物質および転写活性化

因子（JAK / STAT）経路が関与しており、近年、アトピー性皮膚炎の治療研究の重要

な焦点になっている[27]。実臨床でも JAK 阻害剤が AD の治療薬として使われ始め

てきた[16]。本研究にて選択的 JAK1 阻害薬は、線維芽細胞では DEX ほどではない

ものの部分的に EKH によるサイトカイン発現を抑制した（Fig.4）。一方で、血管内

皮細胞に対しては、ステロイド薬よりも JAK1 阻害薬は有意な炎症抑制を示した。

我々の細胞培養システムから、特にケラチノサイト破砕に起因する真皮の炎症の中で

も、ステロイド薬は線維芽細胞の炎症抑制を得意とし、JAK1 阻害薬は線維芽細胞よ

りも血管内皮細胞の炎症抑制に効果的である可能性が示唆された。今回、免疫細胞を

含まない in vitro の検証であったため、特に T 細胞の抑制効果が期待される FK506

の EKH 誘導性炎症に対する効果は見られなかった。このことは実臨床においても薬

剤のより効果的な使い分けや併用の有効性の可能性を示唆する結果であるが、分子メ

カニズムを根拠とした適切な使用につなげるためには in vivo のモデルも含めたさら

なる知見の蓄積が必要と考える。 
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5．図 
 

 
 

Figure 1 EKH刺激によるNHDF, HMVEC-dBlの IL-6および IL-8発現誘導 

（A）NHDFおよび（B）HMVEC-ｄBlをEKHで48時間刺激した。IL-6および IL-8のmRNA発

現を qPCR で、48 時間後の培養上清中のタンパク質濃度を ELISA でそれぞれ測定した。全てのデ

ータは、3つのサンプルの平均 ± SDとして示した。**p < 0.01 vs コントロール（Student’s t-test） 
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 EKH刺激によるNHDFのTSLPおよび IL-33発現誘導 

NHDF を EKH で 48 時間刺激した。（A）TSLP および IL-33 の mRNA レベルを qPCR で測定し

た。（B）48時間後の培養上清中のTSLPのタンパク質濃度をELISA で測定した。EKH刺激6時間

および48時間後のNHDEから核画分を抽出し、1レーンあたり2 μgの核抽出液をSDS-PAGEにか

け、IL-33およびhistone deacetylase 2 (HDAC2: loading control)発現をウエスタンブロッティングで検

討した。全てのデータは、3 つのサンプルの平均 ± SD として示した。**p < 0.01 vs コントロール

（Student’s t-test） 
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Figure 3 NHDF の EKH によるサイトカイン発現に対する IL-1R1 の siRNA による遺伝子抑制の

影響 

NHDFに IL-1R1 特異的 siRNA または non-target siRNA を 24 時間トランスフェクションした後、

EKH で 48 時間刺激した。（A）IL-1R1、および（B）TSLP、IL-33、IL-6、IL-8 の mRNA レベルを

qPCR で測定した（折れ線グラフ）。48 時間後の培養上清中の TSLP、IL-6、IL-8 のタンパク質濃度

を ELISA で測定した（棒グラフ）。全てのデータは、3 つのサンプルの平均 ± SD として示した。

**p < 0.01（ANOVA with Bonferroni's post-hoc test；non-target siRNA vs IL-1R1 siRNA 

EKH刺激後6時間のNHDFから核画分を抽出し、核内の IL-33とHDAC2 (Loading control)の発現

をWB 法で検討した。1 レーンあたり 2 μg の核抽出液を SDS-PAGE にかけ、IL-33 およびHDAC2 

(loading control)発現をウエスタンブロッティングで検討した。 
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Figure 4 EKH刺激によるNHDFのサイトカイン発現に対するAD治療薬の効果  

NHDFにDEX、FK506、ABT494を加え、30分後にEKHで24時間刺激した。IL-6、IL-8、TSLP

および IL-33 の mRNA レベルを qPCR で測定した（折れ線グラフ）。24 時間後の培養上清中の IL-

6、IL-8およびTSLPのタンパク質濃度をELISA で測定した（棒グラフ）。全てのデータは、3つの

サンプルの平均 ± SD として示した。**p < 0.01 vs EKH刺激グループ（ANOVA with Bonferroni's post-

hoc test）。グラフ中の”ns”は“not significant”を意味する。 
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Figure 5 EKH刺激刺激によるHMVEC-dBlのサイトカイン発現に対するAD治療薬の効果  

HMVEC-dBl に Dex、FK506、ABT494 を加え、30 分後に EKH で 24 時間刺激した。IL-6 および

IL-8 の mRNA レベルを qPCR で測定した（折れ線グラフ）。24 時間後の培養上清中の IL-6 および

IL-8 のタンパク質濃度を ELISA で測定した（棒グラフ）。全てのデータは、3 つのサンプルの平均 

± SDとして示した。*p < 0.05, **p < 0.01 vs EKH刺激グループ（ANOVA with Bonferroni's post-hoc test）。

グラフ中の”ns”は“not significant”を意味する。 
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