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第1章 概要

[目的]

アトピー性皮膚炎は、増悪・寛解を繰り返す、掻痒のある湿疹を主病変とする疾患と定義される。主
に若年期に発症し、ときに成人型アトピー性皮膚炎に移行し慢性化する。佐賀大学の布村、富山大学の
北島らのグループは、主に胎生期の中枢神経系の形成過程で発現するNestinの promoter/enhancer制
御下にCre遺伝子を発現し、炎症を司るNF-κBパスウェイの中核を担う IKK2を特異的に knock-out

した NestinCre;Ikk2FL/FLマウスを作成し、同マウスが生後 1ヶ月以内にアトピー性皮膚炎に酷似し
た顔面皮膚炎を呈し、激しい掻痒行動を示すことを示し、Facial atopic dermatitis with scratching

（FADS）マウスと命名し報告した。
本研究では、このNestinCre;Ikk2FL/FLマウスを用いて、生後 3、6日の若年期および生後 28日の成

熟期における皮膚炎症状の病態と発症機序について、組織学的および Cap analysis of gene expression

(CAGE)法を用いた転写開始点レベルにおける網羅的遺伝子発現を検討した。

[方法]

NestinCre;Ikk2FL/FLマウス (KOマウス)はメスの Ikk2FL/FLマウスとオスのNestinCre; Ikk2FL/+

マウスとの交配により作成した。NestinCre; Ikk2FL/+ マウスを controlとした。
生後 3日目、6日目、7日目、28日目、35日目の KOマウスと controlマウスをイソフルラン麻

酔下で放血し、顔部皮膚、背部皮膚を採取した（各群 n=3）。JAK阻害薬トファシチニブ（#5001,

Selleck Chemicals, Houston, TX, USA）塗布群は、0.05%(w/vol)を生後 9日から 27日まで隔日塗
布し、生後 28日目に皮膚組織を採取した。
生後 3日目、7日目、35日目の皮膚組織は、ホルマリン固定後、パラフィン標本を作成し、ヘマト

キシリン・エオジン（HE）染色および抗 CD11b抗体、抗 Vimentin抗体等を用いた免疫組織化学染
色を行った。光学顕微鏡下で観察し、組織学的評価に用いた。
生後 3日目、6日目、28日目のマウスから採取した皮膚組織は、採取後すぐに－ 80°Cで凍結し、RNA

を回収した。採取した RNAからライブラリを調整した後、CAGE法を用いてシークエンシング、
マッピングを行い、転写開始点ごとの遺伝子発現量を計測した。遺伝子発現群の変化は、Metascape

を用いエンリッチメント解析をおこなった。遺伝子発現量は一般化線形モデルを用いた尤度比検定
で検定し、FDR <0.01を有意水準と定めた。

1



[結果]

KOマウスは生後 6・7日目という比較的幼若な時期から皮膚炎症状を示し、真皮にはM2マクロ
ファージが集簇した炎症像が観察され、生後 35日目には真皮乳頭の延長や真皮肥厚など慢性炎症像
が観察された。組織学的所見に加え、CAGE法による主成分分析、機能的アノテーションにより、生
後３日目からすでに炎症に関わる遺伝子群がエンリッチされており、若年期から炎症が誘導されてい
ることが示唆された。また、3日目の遺伝子発現変動では炎症にかかわる多数の遺伝子発現が上昇し
ているにもかかわらず、Ubiquitin conjugating enzymeの一種であるUbiquitin conjugating enzyme

D2（Ube2d2）遺伝子発現が減少していた。そこで、転写開始点レベルでの発現変動を検討したとこ
ろ、Ube2d2遺伝子の第 4,5転写開始点での発現が、Control群では上昇しているにも関わらず KO

群で低下しているという特異な変化が確認できた。一方で、アトピー性皮膚炎患者に対して炎症を緩
和させる効果が期待されている JAK阻害薬トファシチニブを塗布することにより、Ube2d2の第 5

転写開始点での遺伝子発現が再び増加へ転ずることが明らかになった。Ube2d2の発現変動がKOマ
ウスの皮膚炎症に関わる病態に関与している可能性が示唆されたことから、同マウスでの炎症発生機
序にNuclear factor kappa-B (NF-κB)関連分子のユビキチン化が関与している可能性が示唆された。

[総括]

アトピー性皮膚炎モデルマウスである FADSマウスの皮膚炎発症機序に対して、組織学的および
経時的な遺伝子発現を解析した。皮膚病巣部位における炎症誘導や JAK阻害薬トファシチニブの塗
布による炎症軽減過程において、Ube2d2遺伝子の転写開始点での増減が関与していることを明らか
にした。

[key words]

CAGE法、NestinCre;Ikk2FL/FLマウス、FADSマウス、NF-κB、転写開始点、Ube2d2、Ubiquitin

conjugating enzyme、ユビキチン-プロテオーム系、トファシチニブ、JAK阻害薬
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第2章 研究背景

アトピー性皮膚炎は、増悪寛解を繰り返す、掻痒のある湿疹を主病変とする疾患として定義され
る [1,2] 。主に乳児期・小児期に発症し、年齢が進むにつれて患者数は減少するとされているが、一
部の患者では成人型アトピー性皮膚炎に移行し、難治化する。
アトピー性皮膚炎の病態解明のために、アトピー性皮膚炎様の症状を呈するモデルマウスが複数報

告されている [3]が、それぞれのマウスは、ヒトのアトピー性皮膚炎とは異なった症状を示す場合も
多い。特に、アトピー性皮膚炎の定義にも含まれている掻痒を示すマウスはほとんど報告されていな
かった。

Nuclear factor kappa-B（NF-κB）は炎症をコントロールする中心的な分子として働き、刺激がない
状態では不活性化されて細胞質内にとどまるが、刺激によって活性化されると核内に移行し、種々の
炎症性サイトカイン等の転写因子として働く [4]。この転写因子を活性化する分子が欠けると免疫不
全を起こし、逆に過剰になると自己免疫疾患や癌を発症する。実際に、NF-κBの活性化は、アトピー
性皮膚炎、関節リウマチなど異常な炎症や免疫関連の疾患を引き起こし、病態を悪化させることが指
摘されている。NF-κBを活性化するシグナル伝達経路には、主に Canonical pathway、Alternative

pathway、Atypical pathwayの 3種類が知られている。いずれの経路も、inhibitor of NF-κB（IκB）
をリン酸化する酵素である IκBキナーゼ（IκB kinase, IKK）複合体の活性化が関与する [5] 。今回、
我々が解析のターゲットとしている IKK複合体の構成成分である IKK2は主に Canonical pathway

において IκBのリン酸化に働き、IL-1βや TNF-α、LPSなどの刺激に反応して、NF-κBの核移行を
調整する。
これらのパスウエイを理解する方法として標的遺伝子の knock-outは有効な手段であるが、NF-κB

は生体内で種々の分子の発現を調整しているため、IKK2 を始めとした NF-κB に関連する分子の
knock-outは容易に胎生致死を引き起こす [6]ためConditional knock-outマウスの作成が必要不可欠
である。Manolis Pasparakis らは 2002年に、Cre/loxPシステムを用いてケラチン 14（K14）存在下
に Ikk2を knock-outする Conditional knock-outマウスを作成し、K14依存的な Ikk2の knock-out

が皮膚炎症状を呈することを示した [6]。またM. Schmidt-Supprianらは、IKK2複合体の構成要素
の一つである NF-κB essential modulator (NEMO)を knock-outしたマウスが皮膚炎症状を呈する
ことを報告している [7] 。
佐賀大学の布村、富山大学の北島らの研究グループは、炎症のレギュレーターである NF-κBの

働きを調べるモデルマウスを作成していく中で、胎生期の中枢神経前駆細胞に発現する Nestin の
promoter/enhancer制御下に Creを発現させた Nestin-Creを用いて Ikk2を Conditional knock-out
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したマウス、すなわち NestinCre;Ikk2FL/FLマウス（FADSマウス）が、掻痒を伴う皮膚炎を呈する
ことを発見し報告した [8,9]。本マウスでは、生後 10日前後からアトピー性皮膚炎に酷似した顔面皮
膚炎が出現し始め、早期から頻繁なひっかき行動を示すことが特徴的であった。さらに特筆すべきこ
とに、このマウスで発現上昇・低下を示す遺伝子はヒトのアトピー性皮膚炎患者の遺伝子発現と高い
一致率を示す。遺伝子発現のレベルでも、アトピー性皮膚炎の病態をよく反映していると報告して
いる。
先に示した通り、アトピー性皮膚炎を含む皮膚炎症状の中には、幼少期、小児期で発症するものも

少なくないが、若年期から皮膚炎症状を呈するモデルマウスは少なく、若年期の皮膚炎モデルマウ
スに対する報告は少ない。先行研究 [8,9]でも、解析対象となっているのは生後２～４ヶ月の成熟し
たマウスが対象であり、若年期のマウスの動態については解明されていなかった。近年の分子生物
学の発展に伴って、生体内の反応について、分子レベルでの解析や理解が進んできている。特に次
世代シーケンサー（Next generation sequencer, NGS）を用いた網羅的な遺伝子解析の技術革新は著
しく、単純に DNAの変異や RNAの発現を捉えるのみならず、プロモーターやエンハンサーといっ
た転写調節単位のレベルでの解析や、１細胞レベルでの解析、あるいは空間的・形態的情報とシー
クエンス情報を統合した Spatial transcriptome解析など、応用分野は多岐にわたっている。加えて、
DNA, RNA, タンパク質に関する大規模データベースの整備がますます進んできており、各々のシー
ケンスデータだけでなく、各データと公開データベースの情報とを総合的に解釈することも盛んに行
われるようになってきた [10–12] 。
今回解析に用いた Cap analysis of gene expression (CAGE)法は、RNA全体をシークエンスする

のではなく、RNAの転写開始点から 50塩基程度の範囲を集中的に、しかしながらすべての RNAの
転写開始点について解析できるという点に特色を持つ検出方法である。これによって、RNAがどの
転写開始点から転写されているかを解析することができ、そこから転写を制御するプロモーターやエ
ンハンサーを解析することができる。Haverie v.らは 2014年に、ゼブラフィッシュの初期胚の解析
により、プロモーター配列１つに対して 2つの転写制御メカニズムが独立に作用する転写制御の仕組
みを報告した [13] 。その後の研究で、プロモーター配列の多くは複数の転写開始点を制御すること
がわかり、特に疾患などによって転写開始点が変化すること（Promoter shift）が観察され、転写開
始点とプロモーターの変化が疾患構造に関与していることが明らかになってきた [14,15]。
本研究では、生後３日、６日の若年マウスと、比較のため生後 28日の成熟したマウスを解析対象

とし、幼弱なマウスでの Ikk2 knock-outによる皮膚炎症状の病態について、組織学的、分子生物学
的に解明することを目的とした。特に、分子生物学的な検討では、CAGE法を用いて、各遺伝子の
発現を転写開始点のレベルでより詳細に分析した。加えて、近年アトピー性皮膚炎の経皮治療薬とし
て用いられるようになった JAK阻害薬 [16,17]を塗布し、JAK阻害薬塗布による影響と分子生物学
的な機序について考察した。
この論文は Plos Oneに投稿中である。

4



第3章 実験方法

3.1 動物実験
動物実験は、富山大学動物実験委員会の承認を受けて実施した。（動物実験番号：A2017MED-10）

3.2 モデルマウスの作成
3.2.1 NestinCre;Ikk2FL/FLマウスの作成

NestinCre;Ikk2FL/FLマウスの作成法については、布村らの報告に従った [8]。ここでは簡潔に knock-

outマウス作成法を記す。
NestinCreマウス、Ikk2FL/FLマウスはそれぞれDr. Gail R. Martin博士およびDr.　Manolis　

Pasparakis博士より提供を受けた。遺伝子改変マウスはいずれも C57BL/6Jより作成され、通常飼
料によって飼育した。
NestinCre;Ikk2FL/FLマウス（以下、KOマウスとする）はメスの Ikk2FL/FLマウスとオスのNestinCre;

Ikk2FL/+マウスの掛け合わせにより作成した。NestinCre; Ikk2FL/+マウスをコントロールマウスと
して用いた（以下、Controlマウスとする）。NestinCreマウス、Ikk2FL/FLマウスは富山大学動物実
験センターで、Specific pathogen freeの条件下で飼育した。マウスは 1ケージあたり２～５匹を入
れ、12時間ごとの昼夜サイクルとし、水および飼料を ad libitumで与えた。生後 3、6、7，28、35

日目のマウスを解析対象とした。

3.2.2 Genotyping

採取した尾組織を 1.5ｍ Lチューブに入れ、25 µLの Lysis solution(0.1 mg/mL proteinase K)を
加え、55°C で 2時間インキュベートし、組織を溶解した。溶解液に 500 µLの蒸留水を加え、95°C

で 10分間インキュベートし、15000 rpmで 10秒間遠心してDNAを得た。得られたDNAを用いて
PCRを実施し、Genotypingを行った。用いたプライマーおよび PCR条件を Table 1、Table 2に
示す。

Name Forward primer Reverse primer Tm (°C )

Cre TTACGGCGCTAAGGATGACT TTGCCCCTGTTTCACTATCC 55
IKK-Flox TCCTCTCCTCGTCATCCTTCG ACAGTGACACACCCCATTCCA 55

IKKb GTTCAGAGGTTCAGTCCATTATC TAGCCTGCAAGAGACAATACG 58

Table 1: PCR primer
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Temp (°C ) Time Cycle

95 10 min 1
95 30 s 40
60 1 min 40
95 1 min 1
55 30 s 1
95 30 s 1

Table 2: PCR条件

3.3 皮膚組織の採取
生後３日目、６日目、7日目、28日目、35日目の KOマウスと Controlマウスをイソフルラン麻

酔下で放血し、顔部皮膚、背部皮膚を採取した。（各群 n=3）
生後３日目、7日目、35日目の皮膚組織は、ホルマリン固定後、パラフィン標本を作成し組織学

的評価に用いた。生後 3日目、6日目、28日目のマウスから採取した皮膚標本は 1.5 mLのサンプル
チューブに入れ、採取後すぐに－ 80°C で凍結した後、別に記載する RNA抽出法に従い、RNAを
回収した。

3.4 組織学的、免疫組織学的評価
採取した皮膚組織をホルマリンで固定した後、70% エタノール、80% エタノール、90% エタノー

ル、100% エタノールで順次脱水し、パラフィンに包埋し、4 µm厚の薄切切片を作成した。切片は
脱水後、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色した。
免疫組織標本は、脱パラフィン後、クエン酸緩衝液（pH6.0）にて賦活化し、一次抗体として抗好中

球抗体Anti-neutrophil antibody (Rat monoclonal, Abcam, Cambridge, UK)、抗CD11b抗体 Anti-

CD11b antibody (Rabbit monoclonal, Abcam, Cambridge, UK )、抗Vimentin抗体 Anti-vimentin

antibody (Rabbit monoclonal, Cambridge, UK)、抗 CD86抗体 Anti-CD86 antibody (Mouse mon-

oclonal, Abcam, Cambridge, UK）、抗 Iba-1抗体 Anti-Iba-1 antibody (Rabbit monoclonal, Abcam,

Cambridge, UK）、抗 Liver arginase抗体 Anti-Liver arginase antibody（Goat monoclonal, Abcam,

Cambridge, UK）、抗 α-SMA抗体 Anti-alpha smooth muscle actin antibody（Rabbit monoclonal,

Abcam, Cambridge, UK）を用い、４ °C で一晩反応した。
二次抗体として biotin conjugated rabbit IgG antibody（ヒストファイン：（株）ニチレイバイオサ

イエンス、東京）あるいはGoat anti rat IgG H & L(HRP) (Abcam, Cambridge, UK)を用い、DAB

基質キット（ヒストファイン: (株)ニチレイバイオサイエンス、東京、日本）にて発色し、ヘマト
キシリンにて核染色を行った。染色した組織は Leica DMRBE顕微鏡（Leica, Wetzler, Germany）、
DP73 system (Olympus Co.東京、日本)および CellSense(Olympus Co.東京、日本)を用いて撮影、
観察した。
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3.5 RNA抽出
凍結した組織に対し ca.15ビーズを 0.35 g/tube加え、RNAiso Plus(Takara,Japan)を 1 mL加え

た。遠心機で 5000 rpm, 30秒遠心し、氷上で 1～２分静置した。この遠心と氷上静置を 3回繰り返
し、完全に組織を破砕した後、室温で 5分間静置して細胞を破壊した。
この後の操作の簡便のため、1.5 mLチューブ 2本に分注した。分注したチューブを 4°C 、15000

rpmで 10分間遠心し、上清を新しい 1.5 mLチューブに移した。クロロホルムを開始容量（500 µL）
の 0.2倍量 (100 µL)加え、転倒混和してから室温で 5分インキュベートし、4°C 、15000 rpmで 15

分遠心した。上清を除き、開始容量の 0.5倍（250 µL）のイソプロパノールを加え、転倒混和し、室
温で 10分間インキュベートした後に 4°C 、15000 rpmで 10分遠心した。上清を捨ててから、開始
容量と等量（500 µL）の 75%エタノールを加えて洗浄した。4°C 、15000 rpmで 20分遠心した後、
上清を捨て、室温で 10分間乾燥させた後に 100 µLのDEPC treated waterに溶解し、RNAを得た。
得られた RNAは RNeasy mini kit (# 74104, Qiagen, Hilden, Germany)を用いて精製した。精

製したRNAをNano drop One（Thermofisher scientific, Waltham, USA）にて計測し、RNA濃度、
吸光度（A260/280, A260/230）を求めた。採取した RNAの総量の平均は、48.38 µg、A260/230値
の平均が 2.15, A260/280値の平均が 2.12であった。

3.6 Cap analysis of gene expression (CAGE) 法
CAGE法は、理化学研究所が中心になって開発された網羅的な RNA解析法の一つで、真核生物

のmRNAの 5’末端にある 5’-cap構造を特異的に捉える手法（Cap trapper法）を用いて、mRNA

の５’末端から 20－ 70ヌクレオチド (nt)を特異的にシーケンシングする技術である [18,19]。5’末
端の RNA配列を選択的に捉えることにより、転写開始点での遺伝子発現をより詳細に捉えることが
でき、1塩基の精度で転写開始点のシフトを検出できることが特徴である。

CAGE法では、ランダムプライマーを用いて鋳型となるmRNAから cDNAを複製する点はRNA-

Seqと共通しているが、CAGE法では５’末端から得られた cDNA断片のみを解析対象とすることで、
得られたmRNAとシーケンスする cDNAが 1：1に対応するため、定量性に優れている [20]。一方、
CAGE法では RNA-Seqと違ってmRNA全体の配列をシークエンスすることがないので、Splicing

variantや融合転写物といったmRNAの構造を評価することはできない [21]（Figure 1）。
CAGE法によるライブラリ調整、シークエンシング、マッピングは株式会社ダナフォーム（横浜）に

て実施した。RNAの品質はBioanalyzer (Agilent)を用いて評価し、RNA integrity number (RIN)が
7.0以上であり、A260/280比およびA260/230比が 1.7以上であることを確認した。得られた cDNA

より 5’キャップ領域の RNAを転写し、転写された cDNA配列に、識別用の CAGEバーコードタグ
配列を付与し、Illumina/Solexa 次世代シーケンサーにてシーケンスを行った。得られたキャップ配
列のシークエンス結果からシーケンス精度が低く正確にシーケンスできていないと考えられるなど
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マッピングに適さない配列を除去し、BMA software (v.0.5.9)を用いてマウスmm9参照配列にマッ
ピングし、CAGE transcription start sites (CTSS)を同定した。

Figure 1.

Figure 1. CAGE法概略
ランダムプライマーによって逆転写を行う点は RNA-Seqと共通だが、その後に一本鎖
RNAの消化、Cap trapを行う点が異なっている。また、Cap trapされるのは 1転写産
物につき１つの領域のみなので、転写産物と cDNAが 1：1に対応し、定量性に優れる。

3.7 発現解析
3.7.1 発現解析

得られた CTSSの発現量を FANTOM5 project [11,12]で得られた CAGE peakデータにマッピン
グし、各転写開始点の発現量を得た。報告されている 158,966の転写開始点のうち、発現量がいずれ
の個体においても 10 counts per million (CPM)以下である発現量の少ないものを除き、また、有意
変動を示さないもの（False discovery rate: FDR 0.01以上）を除いて、7,970の転写開始点を解析対
象とした。

得られた転写開始点の発現量に基づいて主成分分析を行い、第１，第２主成分についてプロット

した。また、各マウスの転写開始点ごとの遺伝子発現量に基づいて、Spearmanの相関係数から類

似度を計算し、マウス間の距離とした。求めたマウス間の距離を基に平均距離法で階層的クラスタ

リングを行い、デンドログラムを作成した。さらに、KO群と Control群との発現量の差について、

MA-plotを作成した。MA-plotは日齢ごとに KO群と Control群の遺伝子発現量の平均発現量と発
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現変動量を比較するものであり、縦軸に遺伝子の発現量比（M: minus in the log scale）、横軸に遺伝

子の平均発現量（A: average in the log scale）を取った。Mおよび Aを以下のように定義した。

M = log2
KO

Control
= log2KO− log2Control

A =
1

2
(log2KO + log2Control)

KOおよび Controlはそれぞれ KO群と Control群での、各転写開始点での遺伝子発現量である。

3.7.2 発現変動解析

発現変動とは knock-outなどの処理によりどれだけ遺伝子の発現が変化するかを表したものであ

る。ここでは、KO群と Control群との発現量の比率を Fold change (FC)と定義し、解析の対象と

した。得られた転写開始点の発現量について、edgeR（ver. 3.34.1）[22,23]を用いてマウスの日齢、

Ikk2 knock-outの有無について実験群を分け、一般化線形モデルを用いて尤度比検定を行った。発現

変動量について log fold change (logFC) , False discovery rate (FDR)と p-valueを計算した [24,25]。

logFCは次式で表される量である。

log FC = log2 FC = log2
KO

Control
(= M)

FDR <0.01以下の転写開始点を有意変動した転写開始点とし、発現変動解析の対象とした。

3.8 トファシチニブ塗布による治療効果
トファシチニブは JAK1/JAK2/JAK3阻害薬として、主に関節リウマチなどの治療に用いられる

薬剤で、JAK-STAT pathwayに起因する炎症を抑える効果を持つ。0.05% (w/vol)のトファシチニ
ブ（#5001, Selleck Chemicals, Houston, TX, USA）をアセトンDMSO(9:1)混合物に溶解した。ア
セトン DMSO混合物を Vehicle controlに用いた。Ikk2 knock-outマウスに、生後 9日から 27日ま
で隔日塗布し、生後 28日目で麻酔下に放血し、皮膚組織を採取した。

3.9 統計解析
発現変動解析を含む統計解析は主に統計解析向けプログラミング言語であるR（ver.3.6.3）[26]と、R

の統合開発環境であるRstudio(ver.1.2.1335) [27,28]を用いて行った。発現解析には edgeR(ver.3.34.1)
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[22,23,29]を用いた。発現量の検定は尤度比検定による多重検定を行い、FDRによる多重補正を行っ
た。FDR < 0.01以下の発現変動量を示す転写開始点を有意変動を示す転写開始点とした。
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第4章 結果

4.1 組織学的検討
生後 3日目（Day3）, 7日目 (Day7)および生後 35日目 (Day35)のKOマウスの皮膚について、組

織学的な検討を行った（Figure 2）。
Day3のKOマウスでは、特に表皮 (Ep)には形態的な変化が認められないが、真皮層 (Der)に多く

の紡錘状の細胞の集積が観察された（Figure 2-A: 1,1-1）。この紡錘形細胞は Vimentin (+) (Figure

2-A: 2-1))、CD11b (−) (Figure 2-A: 3)、Nestin (−) (Figure 2-A: 4)、α-SMA (−)であった (Figure

2-A: 5) 。
Day7のKOマウス皮膚の HE像では急性期の炎症像が観察された。真皮中層～浅層、表皮にかけ

て、炎症細胞浸潤が著しく (Figure 2-B: 1 矢印)があり、表皮では角化が亢進していた（Figure 2-B: 1

両矢印）。免疫組織化学染色では、表皮内の浸潤細胞は抗好中球抗体 (−)、Vimentin (+)、CD11b(+）、
CD86（−）、Iba-1(−)、Liver Arginase(±)（Figure 2-B: 2,3,5,6,7 黒矢印） だが、真皮層の浸潤細
胞は抗好中球抗体 (−)、Vimentin (+)、CD11ｂ (+）、CD86 (−）、Iba1 (+)、Liver Arginase (+)

であった（Figure 2-B: 2, 3,5,6,7 赤矢印）。真皮から表皮にかけて存在する浸潤細胞は、好中球では
なく、単球・マクロファージ系の細胞が主体であった。

Day35では中期～慢性期の皮膚炎像が観察された。表皮への炎症細胞の集簇よりは痂皮を伴う表
皮障害（Figure 2-C ②）が顕著であり、真皮乳頭の延長（Figure 2-C ③）を認めた。免疫組織化学
染色では、Day7と比べて CD11b (+)の細胞が表皮、真皮ともに著しく減少した。
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Figure 2-A: Day3
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Figure 2-B: Day7
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Figure 2-C: Day35

Figure 2. KOマウス皮膚の組織学的検討
Figure 2-A: Day3 KOマウスの皮膚所見

1 H-E染色像

1-1 1の枠内の拡大像。表皮直下の真皮に紡錘状の細胞（矢印）が多数存在してい
るのが確認された。

2 Vimentin による免疫染色: 表皮直下に集族して Vimentin (+) 細胞が散在性に存在
した。
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2-1 2の枠内の拡大像。表皮直下の真皮に存在する細胞。すべて Vimentin (+)で
ある。

3 CD11bによる免疫染色: 真皮層に存在する紡錘状の細胞は CD11b (−)である。

4 Nestinによる免疫染色: 真皮層に存在する紡錘形の細胞は Nestin (−)である。

5 α-SMAによる免疫染色: 毛包周囲の細胞は α-SMA (+)だが、真皮層に存在する紡錘
状の細胞は α-SMA (−)である。

Figure 2-B: Day7 KOマウスの皮膚所見

1 H-E染色像

2 抗好中球抗体による免疫染色: 表皮および真皮に存在する浸潤細胞は抗好中球抗体 (−)

であった。

3 CD11bによる免疫染色: 表皮および真皮に存在する浸潤細胞はいずれも CD11b (+)

である。

4 Vimentinによる免疫染色: 表皮および真皮に存在する浸潤細胞はいずれも Vimentin

(+)である。

5 Iba-1による免疫染色: 表皮に存在する浸潤細胞は Iba-1 (−)、真皮に存在する細胞は
Iba-1 (+)であった。

6 CD86による免疫染色: 表皮および真皮に存在する浸潤細胞はいずれも CD86 (−)で
あった。

7 Liver arginase (LA)による染色: 表皮に存在する浸潤細胞は LA (−)、真皮に存在す
る浸潤細胞は LA (+)であった。

8 α-SMAによる染色: 血管や立毛筋は (+)だが、その他の紡錘形細胞は (−)であった。

Figure 2-C: Day35 KOマウスの皮膚所見

1 H-E染色像

1-1 1の枠内の拡大像。表皮では角化が亢進していた。

1-2 抗好中球抗体による免疫染色: 染色像は観察されなかった。

1-3 CD11bによる免疫染色: 表皮にも真皮にも陽性細胞はほとんど存在しなかった。

1-4 Vimentinによる免疫染色: 真皮層に Vimentin (+)の細胞が存在した。

2 H-E染色像。①と比較し、②の領域において表皮（Ep）の肥厚、角質層の肥厚、痂皮
の形成、真皮乳頭の延長（③）が観察された。
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4.2 遺伝子発現量のクラスタリング
転写開始点の遺伝子発現量に基づく主成分分析（Figure 3-1）およびデンドログラム（Figure 3-2）

を用いクラスタリングした。
転写開始点ごとの発現量を主成分分析で分類した結果、第 1主成分（PC1）の寄与率は 44.15％、

第 2主成分（PC2）の寄与率は 21.72％であり、PC1,PC2の累積寄与率は 65.87％であった。主成
分分析によるプロットをみると、各サンプルはDay3、Day6、Day28の日齢ごとに大きく分類された
(Figure 3-1)。

knock-outの有無による遺伝子発現量を明確にするために、各マウス個体の遺伝子発現量をデンド
ログラムで表記した (Figure 3-2)。Day3、Day6、Day28の各群は明瞭に区別された。しかし、各群
内での KOマウスと Controlマウスを比較すると、Day28のマウスでは明瞭に区別されたが、Day3

およびDay6のマウスではKOマウスとControlマウスが同一のグループに分類される場合とされな
い場合とがあり、マウス間での分類が不明瞭であった。
さらに遺伝子発現量をMA-plotで表すと、Day3では、発現変動が少なく、Day6では発現変動が

上昇する傾向が強く、Day28では多く発現量が増加するとともに発現変動も増加する傾向があった
（Figure 3-3）。

Day3

Day6

Day28
Figure 3-A.

Figure 3. 遺伝子発現量に基づく解析
Figure 3-1.各マウスの遺伝子発現量に注目した主成分分析
各マウスでの発現遺伝子量に基づいて主成分分析を行い、二次元グラフ上に図示した。
PC1の寄与率は 44.15% 、PC2の寄与率は 21.72% であり、PC1, PC2の累積寄与率は
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65.87% である。各マウスは日齢ごとに明確にグループ分けされている。

Figure 3-B

Figure3-2.　デンドログラムを用いた階層的クラスタリング
各マウスの遺伝子発現の特徴を距離として計算し、デンドログラムで示した。Day3, Day6,

Day28の各マウスは、日齢ごとのクラスターに明確に分類されている。日齢ごとの群内で
は、Day28ではKO群とControl群が別のグループに分類されている (青枠部)が、Day3,

Day6では KOマウスと Controlマウスが同一のグループに分類される場合と、別のグ
ループに分類される場合とがあり、分類が不明瞭である（緑枠部）。
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M: 発現比
A:  平均発現量

赤 : FDR < 0.01 かつ logFC ≧ 2
青 : FDR < 0.01 かつ logFC ≦ -2

Figure 3-C.

Figure3-3　Day3、Day6、Day28マウスのMA-Plot

Day3, Day6, Day28で発現変動している転写開始点をMA-Plotを用いて表す。縦軸（M）
は転写開始点ごとの発現変動比 (Minus in the log scale）を示し、横軸（A）は転写開始
点ごとの発現量の平均（Average in the log scale）を示す。Day3では変動している転写
開始点が少ないが、日齢が進むごとに変動する転写開始点が増えている。

4.3 発現変動遺伝子の傾向
Control群に対するKO群の遺伝子発現の比率、すなわち発現変動についてヒートマップを作成し、

さらにMetascapeを用いたエンリッチメント解析を行った結果を示す。Day3, Day6および Day28

で発現変動している遺伝子が明確に区別でき、Day28の前後で遺伝子の発現パターンが変化してい
ることがわかった（Figure 4）。
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Figure 4. 　発現遺伝子のヒートマップ
Day3, Day6, Day28 の発現変動遺伝子をクラスタリングして図示した。発現遺伝子は
FDR＜ 0.001以下の遺伝子を抽出した。Day28と Day3, Day6の間で発現している遺伝
子に明確な違いが見られる。

4.4 エンリッチメント解析
Day3, Day6とDay28 とでどのような遺伝子群が変化しているのかを解析するため、特に発現変動

の目立つ遺伝子を抽出しMetascape [30]を用いてエンリッチメント解析をおこなった。エンリッチ
メント解析した遺伝子を機能的アノテーションに基づいてヒートマップにより分類した（Figure 5）。
Figure 5-AはFigure 5-Bで示したエンリッチされた遺伝子を、より上位のBiological process(top-level

Gene Ontology)によって分類したものである。
まず、Day6で最も多彩な遺伝子が変動しており、特に炎症細胞浸潤に関わる遺伝子 (Figure 5-B.

上段赤枠)は Day6で主にエンリッチされていた (Figure 5-B.上段矢印)。一方、炎症のパスウェイ
に関わる遺伝子群は Day3からすでにエンリッチされてきており (Figure 5-B中段矢印、中段赤枠)、
遺伝子発現のレベルでは、生後 3日目から炎症が起こっていることがわかった。また、Day28には
角化に関連する遺伝子群がエンリッチされており（Figure 5-B.下段矢印、下段赤枠）、角化を示す組
織像と合致していた。
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Figure 5-B.

Figure 5.　発現変動遺伝子のエンリッチメント解析
Day3, Day6, Day28の発現変動遺伝子を Metascapeを用いてエンリッチメント解析し
た。Aは Bのより上位の分類（top-level Gene Ontology）を示す。Day6では Cellular

response to cytokine stimulusや Neutrophil migrationなど、炎症細胞浸潤に関わる遺
伝子がエンリッチされている（中段赤枠および青矢印）。また、Day28では、角化に関わ
る Formation of the cornified envelopeに分類される遺伝子がエンリッチされている（下
段赤枠および青矢印）。

4.5 発現変動遺伝子ごとの解析
これに基づき、日齢による遺伝子発現変動の関係をみた (Figure 6-１. A,B)。Day3と Day6での

発現変動に注目すると、IL24や Chi3l4, Fgf23などの炎症に関与する遺伝子が、Day3、Day6の双方
で上昇していた。しかし、Ubiquitin conjugating enzyme D2（Ube2d2、Ubch5）の第 5転写開始点
での発現が、Day3で大きく低下し、Day6で変動していないという特徴があった。（LogFC= -8.966,

FDR = 2.790 e-38）また、Day6とDay28の遺伝子発現変動を見ると、主にはDay6、Day28の双方
で上昇している遺伝子が目立ったが、FGFR1 oncogene partner (Fgfr1op)はDay6で上昇し、Day28
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で低下するという特徴を示していた。
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Figure 6-1.

Figure 6.　発現変動遺伝子ごとの動態
Figure 6-1. 日齢ごとの発現変動遺伝子の関係
多くの遺伝子が Day3、Day6の双方で上昇する一方で、Ube2d2の第５転写開始点での
遺伝子発現が大きく低下している。また、Day6と Day28の関係ではよりばらつきが大
きくなるものの、Fgfr1opが Day６で上昇し、Day２８で低下していた。

この発現変動遺伝子のうち、特に変動幅が大きく、Day3で特異的に減少している Ube2d2の 発
現変動について、Day3、Day6、Day28のKO群と Control群での転写開始点での発現量を比較した
（Figure 6-2）。
第 4，第 5転写開始点での発現が、Day3の Control群でのみ著明に上昇し、KO群ではほとんど

発現がみられなかった。Day6、Day28では、Control群、KO群にかかわらず、いずれも第 4、第 5

転写開始点での発現は低下していた。しかし、第 8転写開始点での発現は、Day28の Control群で
は上昇していなかったが、KO群では上昇していた (Figure 6-2,3)。このように、Ube2d2の発現開
始点での遺伝子発現は、マウスの日齢の違い、処置の違いにより変化した。
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Figure 6-2.

Figure 6-2. Ube2d2の転写開始点ごとの発現変化
Ube2d2の転写開始点ごとの遺伝子発現量（CPM）を示す。第 4、第 5転写開始点での
発現が、Day3の Control群では上昇しているが、KO群では抑制されている (第 4転写
開始点: logFC = -7.909, FDR = 2.755 e-04, 第 5転写開始点: logFC = -8.966, FDR =

2.790 e-38)。第 4、5転写開始点の発現上昇は Day3のみで見られる現象であり、他の日
齢では認めなかった。一方、第 8転写開始点での発現はDay28のKO群でのみ上昇を認
めていた (logFC = 1.257, FDR = 2.070 e-16)。
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Figure 6-3. Ube2d2のGene structureと転写産物
Ube2d2の転写開始点ごとの発現を Reference genome上にマッピングした。Bは Aの
黒枠内の拡大を示す。CAGE tag の情報は FANTOM5 データベース [10] による。第
４転写開始点 (TSS_4) は chr18:35931228..35931253,+、第５転写開始点 (TSS_5) は
chr18:35931365..35931395,+、第８転写開始点 (TSS_8)は chr18:35931264..35931269,+

に位置する。

4.6 トファシチニブ塗布による変化
Day3, Day6, Day28およびトファシチニブ塗布群（Treat）の遺伝子発現変動の結果を示す（Figure

7）。
変動している遺伝子をMetascapeを用いてエンリッチメント解析すると、Day3、Day6、Day28で

発現している炎症に関わる遺伝子群がほとんどエンリッチされていない（Figure 7-A. 青枠部）。一
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方、ユビキチン・プロテオソーム系に関わる遺伝子がエンリッチされていた (Figure 7-A. 上段赤枠
部)。Ube2d2の転写開始点レベルでの発現をトファシチニブ塗布群で比較すると（Figure 7-C）、第
8転写開始点での発現はKO群では上昇するのに、トファシチニブ塗布群では変化せず、第５転写開
始点での発現の上昇が顕著であった（logFC ＝ 8.307 , FDR = 7.902 e-03）。

Treat vs Non_Treat

M

A

Treat
Day6
Day28
Day3

Figure 7.

Figure 7. トファシチニブ塗布による変化
Figure 7-A. トファシチニブ塗布群を含めたエンリッチメント解析トファシチニブ塗布
群とDay3、Day6、Day28群の遺伝子についてのエンリッチメント解析。トファシチニブ
塗布群では炎症のパスウェイ (中段赤枠)や炎症細胞浸潤（下段赤枠）に関する遺伝子群
はほとんどエンリッチされておらず（青枠）、ユビキチン・プロテオソーム系がエンリッ
チされている（青矢印、上段赤枠）

Figure 7-B. トファシチニブ塗布群のMA-plot
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トファシチニブ塗布群の Ikk2 knock-out マウスの遺伝子発現量と基材塗布群 (vehicle

control)の Ikk2 knock-outマウスの遺伝子発現量を比較し、MA plotを作成した。logFC

>2の転写開始点を赤、logFC < -2の転写開始点を青で示す。-2 < logFC <2の変動の
少ない転写開始点でばらつきが大きいが、発現量が多く、変動幅も大きい遺伝子群も観
察された。

Figure 7-C.　トファシチニブ塗布群のUbe2d2転写開始点での発現変化
トファシチニブ塗布群を含めた、Ube2d2の転写開始点ごとの発現を示す。生後 28日目
の KOマウスや基剤塗布群では第 5転写開始点での発現上昇がほとんど認められなかっ
たが、トファシチニブ塗布群では第 5転写開始点が発現上昇している。
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第5章 考察

5.1 Ikk2 knock-outのターゲットとなっている細胞
本マウスは、Rat nestin promoter/enhancer制御下に Creを発現させた NestinCreマウスの雄と、

Ikk2を loxP配列で挟んだ Ikk2FL/FLマウスの雌をかけ合わせることで作成している [8,31]。Nestin

は神経外胚葉の前駆細胞に特有の中間径フィラメントであり、神経幹細胞、神経前駆細胞（Neural

stem cell, neural progenitor cell）に発現するが、成熟したNeuronやAstrocyteでは発現しない。マ
ウスの発生においては、顔面の大部分（真皮と皮下組織）は頭部神経ヒダの縁から鰓弓へと遊走して
きた神経堤細胞に由来する [32]ことが報告されている。神経堤細胞には nestin陽性細胞が存在し、胚
内の特定の場所に遊走し、さまざまな構造物に分化する特殊な細胞集団である。このことから、KO

マウスの顔面皮膚病変が、顔組織を構成する第一鰓弓由来の Nestinを発現する未分化間葉系細胞が
関与していると考えられる。今回実験に使用した KOマウスの Nestin-Creは、胎生期における中枢
神経細胞で発現が確認されている [31]。
布村ら [8]は、NestinCre;Ikk2FL/FLにさらにLacZを発現させたマウスNestinCre;Ikk2FL/FL; Rosa26LacZ

を作成し、Ikk2が knock-outされている細胞の分布を確認した。X-Gal染色ではLacZは真皮間葉系細
胞で染色され、顔の皮膚では強発現するが、胸部の皮膚では弱発現を示していた。表皮 kerationcyte、
肥満細胞、好中球では染色されなかった。また、Ikk2の免疫染色では顔の Dermal fibroblast、つま
り顔の真皮に存在する線維芽細胞（真皮間葉系細胞に属する）において Ikk2 が knock-out されて
おり、好中球、好酸球、肥満細胞などの血球系細胞、kerationocyteでは knock-outされていなかっ
た。以上の結果から、本マウスでは生後は、顔の Dermal fibroblastで Nestinが強く発現して Ikk2

が Conditional knock-outされた、つまり NestinCre;Ikk2FL/FL マウスでターゲットとなっている細
胞は、顔の Dermal fibroblastであることが示唆された。本研究においても、Day3の KOマウスで
Vimentin陽性の紡錘状の細胞が真皮に集簇して存在しているのが観察されており、この紡錘形細胞
と上述の Dermal fibroblastとの関係について、今後より詳細な検討が求められる。

5.2 組織学的考察
Day７の組織では、Vimentinに強陽性で、抗好中球抗体陰性の細胞が表皮内および真皮内に多数浸

潤している像が観察された。細胞浸潤が著しいものの、抗好中球抗体が陰性であることから、本浸潤
は細胞などの感染ではないと判断された。表皮内に浸潤する細胞は CD11b (+)、CD86 (−)、 Iba-1

(−)、 Liver arginase (±)であり、真皮内の浸潤細胞は CD11b (+)、CD86 (−)、Iba-1 (−)、Liver
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arginase (+)であった。免疫染色により、浸潤細胞はM1型マクロファージのマーカーである CD86

が陰性で、M2型マクロファージのマーカーである Liver arginaseが弱陽性あるいは陽性であること
から、これらの細胞はM2型マクロファージ系の細胞であることが示唆された。M2型の浸潤細胞が
あることはアトピー性皮膚炎の特徴であるが、マクロファージの表現型は多彩である [33, 34]ため、
さらなる検討が必要である。

Day35のマウスでは、表皮への細胞浸潤はほとんど見られず、真皮乳頭の延長や表皮の肥厚など
が観察されたことから、痂皮を伴うなど掻痒に伴う修飾はあるものの、慢性皮膚炎の組織像と判断さ
れた。

Day3マウスの幼若な組織所見では、Day7、Day35とは異なって、表皮の構造は保たれ、表皮内へ
の細胞浸潤を認めなかった。しかし、表皮直下の真皮層では Vimentin陽性の紡錘形細胞が散在性に
集族して存在するなど、急性炎症とは断定できない、非典型的な組織像を示しており、Ikk2 knock-out

の影響が現れている可能性が考えられた。

5.3 遺伝子発現からの考察
遺伝子発現の面からみると、Day6の多様な遺伝子がエンリッチメントされている状況とは異なる

ものの、炎症のパスウェイに関わる遺伝子はすでに Day3からエンリッチされており、Day3におけ
る遺伝子発現のレベル変化が炎症を誘導していることが示唆された。発現変動遺伝子に注目すると、
Day3でのみ、Ube2d2の第 4、第５転写開始点での発現が Control群で上昇し、KO群で低下してい
た。その後、この転写開始点の発現遺伝子は Contorol群、KO群共に変化しない。

Ube2d2はUbiquitin conjugating enzyme D２をコードする遺伝子であり、Ubiquitin conjugating

enzyme（E2）は、Ubiquitin Ligase（E3）がタンパク質にユビキチンを付加するのを助ける働きを
持つ。NF-κBの活性化には inhibitor of NF-κB(IκBα)や p100の分解が関わっているが、この分解
にユビキチン化が深く関与している [35, 36]。Figure 8に NF-κBパスウェイの概略を示す [4]。
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Figure 8.

　
Figure 8. NF-κB パスウェイ概略図
NF-κBの主要な活性化経路の概略を図示した。図はKEGG pathway database [37] より
作成した。

NF-κB は免疫応答や細胞の生存など多彩な生命現象に関与しており、リウマチ・アレルギー疾
患、がんなどでその活性が亢進していることから、この因子を抑制すれば、炎症を抑制する事ができ
ると考えられていた。NF-κBは大きく分けて、Canonical pathway, Alternative pathway, Atypical

pathwayという 3つの活性化経路を持っており、その活性経路は複雑である。
Canonical pathwayは、Toll-like receptor(TLR)スーパーファミリーへの LPSなどのリガンドの

結合や、TNF受容体へのリガンド（TNF-α）の結合などにより始まる。これによって受容体の細胞
内ドメインに Tumor necrosis factor receptor associated domain (TRAF)などのアダプタータンパ
ク質が細胞膜上に誘導され、さらにこのアダプタータンパクが IKK複合体を誘導する。Canonical

pathwayでは、IKK複合体は IKKα（IKK1）、IKKβ（IKK2）のホモダイマーもしくはヘテロダイ
マーと、NF-κB essential modulator (NEMO)と呼ばれるスカフォールドタンパクから構成される。
NF-κBに結合している IκBは IKK複合体によってリン酸化され、プロテアソーム系によって分解
される [6]。IκBが分解されて活性化した NF-κBダイマーは核内への移行が可能となり、核内移行
した NF-κBは様々なターゲット遺伝子の発現を誘導する。
一方、Alternative pathwayはリンフォトキシン β（Lymphotoxinβ）や B cell activating factor

belonging to the tumor necrosis factor family (BAFF)によって刺激され、リンパ器官の発生にお
いて機能するとされているが、それだけでなく細胞表面受容体にリガンドが結合すると、 NF-κB

inducing kinase (NIK)が活性化され、IKK複合体をリン酸化する。
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Atypical pathwayは 2010年に土屋らによって報告された第 3の NF-κB活性化経路であり、UV

による NF-κB活性化の機序とされ、IκBがリン酸化を介さずに誘導性に分解されるという機構を持
つ [38]。このパスウェイにおいて、IKK2はキナーゼとして働くのではなく、後述する β-Transducin

repeat Containing Protein (β-TrCP)と IκBとの会合を介在するアダプタータンパク質として働く。
Ube2d2 によるユビキチン化は、複数の経路で NF-κB の活性化に関与することが報告されてい

る [35,39]。
Canonical pathwayでは、Ube2d2は β-TrCPを誘導して、IκBにK48型ポリユビキチン鎖を付加

する。K48型ポリユビキチン鎖が付加された IκBαはプロテオソーム系によって分解され、NF-κB

の p50/p65サブユニットが核内に移行し、転写因子として働けるようにする。
Alternative pathwayでは、Ube2d2に誘導された β-TrCPは p100に K48型ポリユビキチン鎖を

付加し、p100の限定分解を促し、p52サブユニットを作る。p52サブユニットは RelBと二量体を作
り、核内に移行して転写因子として働く。

Atypical pathwayでは、Ube2d2に誘導された β-TrCPは IκBのリン酸化を介さずに IKK2と複
合体を形成する。この複合体が IκBαと会合し、IκBαのユビキチン化、プロテオソーム分解を誘導
する。
以上のように、Ube2d2は NF-κBの 3つの主要なパスウェイのすべてに関与し、プロテオソーム

系を介したタンパク質の分解に関与する。さらに、Ube2d2はTRAF2, TRAF5, cellular inhibitor of

apoptosis protein 1(c-IAP1), c-IAP2, Linear ubiquitin assembly complex (LUBAC)などのユビキ
チンリガーゼと協同して、K63型ポリユビキチン鎖、直鎖型ポリユビキチン鎖、K11型ポリユビキチ
ン鎖などを作って TGF-β activated kinsase 1 (TAK1)、IKKの活性化に関わり [35]、プロテオソー
ム系を介さない NF-κBの活性化にも関わる。

LUBAC は直鎖型ユビキチン鎖を選択的に形成するユビキチンキナーゼであり、Heme-oxidized

IRP2 ligase 1L (HOIL-1L, RBCK1)、HOIL-1 interacting protein (HOIP, RNF31)、SH3 and multiple

ankyrin repeat domains protein (SHANK) -associated RH domain-interacting protein (SHARPIN）
の３つのサブユニットからなる。LUBACは CD40, TNF-αなどの刺激に反応して、NEMOに直鎖
型ポリユビキチン鎖を付加することで NF-κBを活性化させる [39–41]。
つまり、Ube2d2はK48型ポリユビキチン化によって、プロテオソーム系を介した NF-κB活性化

に関与するだけでなく、直鎖型ポリユビキチン化や K63型ポリユビキチン化、K11型ポリユビキチ
ン化などの、プロテオソーム系を介さない経路での NF-κB活性化にも関与していることが明らかに
なってきた。
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Figure 9.

Figure 9. KOマウスにおけるNF-κBパスウェイ関連分子の発現変動
KOマウスの NF-κBパスウェイでの発現変動を図示した。赤は発現上昇している遺伝
子、青は発現低下している遺伝子を示す。白は有意変動を示さない遺伝子を表す。

本研究において KOマウスでの遺伝子発現を、NF-κBパスウェイ上で検討すると (Figure 9)、ま
ず、Ube2d2の遺伝子の発現は、Day3の Control群では上昇しているが、KO群では低下していた。
また、Ikk2を knock-outしているので Canonical pathwayに関わる TAK1や IκBαの遺伝子発現は
低下しているが、逆に Alternative pathwayと Atypical pathwayでの遺伝子発現が上昇していた。

Day28での NF-κB関連分子の発現と併せて検討すると [8]、皮膚病変部位では、Ikk2の著明な発
現低下は維持されているものの、Ikk1、p100は高発現しており、Alternative pathwayに関わる遺伝
子はすべて発現上昇していた。さらに生後 28日では、皮膚組織全体で、p65と p50の遺伝子発現が
上昇し、炎症が増強していた。Ikk2の knock-outにより Canonical pathwayは働かないものの、代
償的に Alternative pathway、Atypical pathwayが活性化されていることがわかった。

Ube2d2は Day3の Control群で上昇し、KO群で低下していたことから、本来であれば Ube2d2

を介した NF-κBパスウェイの活性化が起こらなければいけない時期（日齢）に Ube2d2が低下して
おり、そのことがNF-κBパスウェイに起因する炎症を惹起している可能性が示唆された。NF-κBの
canonical pathwayはその活性が増加すると　 IκBの発現が誘導され、NF-κB活性化抑制（オート
レギュレーション）が誘導され、生理学的に自律性が確立される。Ikk2の knock-outによってその
自律性が破綻され、NF-κBの Canonical pathwayの遮断により、補完的に Alternative pathwayが
強く活性化され、炎症が誘導された可能性が推定された。IKK1を介するリン酸化やユビキチン化に
対する解析をすすめ、この分子機序を明らかにすることは、重要な課題である。
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5.4 トファシチニブ塗布による影響
Figure 10.

Figure 10. トファシチニブ塗布によるNF-κBパスウェイ関連分子の発現変動
トファシチニブ塗布後のNF-κBパスウェイ、JAK-STATパスウェイを示す。JAK、PI3K、
AKT、STATの発現が上昇している。一方、NF-κBパスウェイは、Canonical pathway,

Alternative pathway, Atypical pathwayの 3系統とも発現低下していた。

トファシチニブ塗布による発現変動への影響を Figure 10に示した。
トファシチニブを塗布したマウスでは、Ube2d2の発現は上昇しており、Canonical pathway, Al-

ternative pathway, Atypical pathwayのすべての系統が抑えられていた。これと KO群での遺伝子
発現とを合わせて考えると、Ikk2の knock-outが Ube2d2の遺伝子発現に何らかの影響を与えてお
り、Ube2d2の発現変動と関連して、Atypical pathwayや Alternative pathwayの発現上昇がもたら
されている可能性が示唆された。

JAK-STAT系は JAK-STAT-AKT pathwayを介して IKK2を活性化し、NF-κBによる炎症を惹
起する。本マウスでは、JAK-STAT系のシグナルも活性化され、皮膚免疫染色で皮下炎症組織や集
簇している炎症細胞に STAT6のリン酸化が生じていることが報告されている [8]。トファシチニブ
塗布群の実験では、NF-κBの上流の JAKを阻害することによって NF-κBパスウェイが抑えられて
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いると推察できるが、皮膚炎に対する治療効果は限定的で約 50% 程度の炎症抑制効果であった。
JAK-STAT阻害薬は、JAKの ATP結合部位に阻害薬が会合し、シグナル伝達を抑制するという

効果を持つ。トファシチニブ塗布後に JAK-STAT系に関連する遺伝子（JAK1/2、STAT1/3/4/5/6）
の発現が上昇しているが、その下流にある JAK-STAT-AKTパスウェイの発現が抑えられ、NK-κ
Bパスウェイの遺伝子発現が抑えられていることから、JAK-STAT系遺伝子の発現上昇は JAK阻害
によるフィードバックの可能性が考えられた。

NF-κBパスウェイではCanonical pathway, Alternative pathway, Atypical pathwayの 3系統で部
分的な遺伝子発現が抑えられていることは認められたため、詳細なNF-κBシグナル系と JAK-STAT

系のクロストークに関わる遺伝子群を明らかにすることで JAK阻害薬の作用分子が明らかになると
考えられる。
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第6章 結語

　今回の解析結果から、Controlマウス（正常マウス）で Ube2d2の第 4、5転写開始点が時期特
異的に上昇していることが明らかになった。また、KOマウスではその上昇が抑えられていたことか
ら、時期特異的なUbe2d2の抑制が、その後の皮膚炎症状の生成に関与している可能性が示唆された。
トファシチニブ塗布により炎症の軽減がみられ、トファシチニブ塗布群ではUbe2d2の転写開始点

での発現が上昇していたが、この第５転写開始点での発現上昇が、炎症の抑制や治癒に作用している
可能性が考えられた。FANTOM5プロジェクトの大規模データから、Ube2d2の第 4、5、8転写開
始点での発現はMacrophageや T cell, B cell, megakaryocyteなどで多いことがわかっており、本研
究での転写開始点での発現変化は、Macrophageや T cellといった免疫細胞の動きを反映している可
能性がある。

CAGE法では、RNAの Isoformや Splicing variantそのものを検出することはできないが、Ube2e2

の第 4、5転写開始点での発現の違いが、RNA isoformや Splicing variantを反映している可能性も
あり、Isoformの存在の有無と炎症の関連性などについても今後さらに研究する必要がある。
生後 3日目、6日目、28日目の KOマウスを CAGE法で解析することにより、Ube2d2遺伝子の

第 4、5転写開始点の発現がある日齢で特異的に上昇し、Ikk2のKOによって、その上昇が抑制され
ることがわかった。また、若年期にUbe2d2の発現が抑制されることで皮膚炎症状が惹起されうるこ
とが示された。JAK1/JAK2/JAK3阻害薬のトファシチニブは、この Ube2d2の第 5転写開始点で
の発現低下を改善させ、炎症を抑えうることがわかった。
これらの知見は CAGE法を用いた網羅的な転写開始点の解析によって初めて明らかになったもの

であり、CAGE法を用いた解析が、種々の疾患の病態解明に大きく寄与する可能性が示された。
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