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略語一覧 

 

atRA all-trans retinoic acid 

CRABP-2 Cellular retinoic acid binding protein 2 

CYP26A1 Cytochrome P450 26A1 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

HA Hemagglutinin 

IgE Immunoglobulin E 

IgG Immunoglobulin G 

IL-1β Interleukin 1β 

OVA Ovalbumin 

PBS Phosphate-buffered saline 

PBT 1 % Tween 20-PBS 

qRT-PCR Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

RAR Retinoic acid receptor 

RXR Retinoid X receptor 

Th Helper T 

TNF-α Tumor necrosis factor α 

TSLP Thymic stromal lymphopoietin 

TSLPR-KO TSLP receptor knock out 
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1. 序論 

 

過去、感染症は人類にとって最大の死の要因であり、現在でも感染症は人類の死因の

上位に位置する (1)。たとえば、20世紀における天然痘の流行は、3億人から 5億人の

死をもたらしたとされ、過去 1000 年間に世界人口の 1 割程度を死亡させたと見積もら

れている (2)。加えて、中世ヨーロッパにおけるペストの流行は当時の人口の 4 分の 1

から 3分の 1程度を死亡させたとされている (3)。また、近代になって発生したスペイ

ン風邪の流行は、当時の世界人口の約半数に感染し、数千万人の死者を出したとされて

いる (4)。このように、感染症の流行は、医学的・健康上の不利益のみならず、大きな

社会的悪影響を及ぼしてきた。近代になり、抗生物質や抗ウイルス薬の開発が進み、先

進国においてはこれらの感染症によって命を落とす危険は大きく減少した。しかし、発

展途上国においては今もなお、感染による下痢性疾患や下気道感染による死者が、死因

の大多数を占めているのが現状である (5)。また先進国においても、新興・再興感染症

などの脅威は存続している。近年では、重症急性呼吸器症候群 (SARS)、新型インフル

エンザの発生、結核の再流行などが報道されている。これらの感染症を予防する有効な

手段の一つに、ワクチンがある。しかしワクチンは十分量の供給が困難な場合があるこ

と (6, 7)、ワクチンに残存する感染性や、その起炎性などによる様々な副作用が医学的

問題となるほか (8, 9)、特に日本においては副作用による訴訟が相次ぎ、製薬企業が研

究開発に消極的になるなどの、社会的制約を受ける場合が多くある。これらの理由より、

安全かつ有効な新たなワクチンを開発するための方策を示すことが求められている。 

 従来のワクチンにおいては、弱毒化あるいは不活化した病原体そのものが使用されて

いる。最初期のワクチンとされる牛痘の接種はもとより、カルメット・ゲラン桿菌の生

菌より調製される BCG、麻疹・風疹などの、現在使用されている各種ワクチンも、病

原体の全成分を含む製剤として生産され、広く利用されている。これらのワクチンの成
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分は、機能的に大きく二つに分けることができる。一つは抗原性を示すタンパク質であ

り、これに対する免疫記憶が形成され、当該病原体による感染に対して免疫が獲得され

る。もう一つは、免疫反応を増強する病原体成分である。Lipopolysaccaride、ウイルス 

DNA などの病原体構成成分は免疫反応を増強する。たとえばインフルエンザワクチン

に含まれるウイルス RNA は toll-like receptor 7 の活性化を介して、内因性の免疫増強

剤（アジュバント）として機能することが報告されている (10)。このように、各種免

疫増強成分は自然免疫系を活性化して、感染防御に重要な抗原に対する免疫の獲得を促

す。しかし、これらのワクチンはその感染性や、接種部位への炎症・発赤・疼痛などの

副作用をしばしば引き起こす。また、インフルエンザワクチンのように発育鶏卵を使用

して抗原となる病原体を精製する場合、迅速に、十分量を供給できないことが問題とな

る。 

 この問題を解決するため、近年研究・開発が進みつつあるのが、純粋なリコンビナン

ト抗原のみを用いた成分ワクチンである。これらは感染防御に重要な抗原のみを使用し

たワクチンで、自然免疫系を活性化する余分な病原体成分を含まないため、これまで問

題となっていた感染性・起炎性などの副作用が大きく軽減されている (11)。また、培養

細胞などを用いて抗原を生産・精製するため、インフルエンザのパンデミック時などに、

必要な抗原を迅速に精製し、ワクチンを生産することができる。たとえば、リコンビナ

ントインフルエンザヘマグルチニンを主な成分としたワクチンである Flublock
®
 は、米

国で実際に使用されている成分ワクチンの一種である (12)。その一方で、一般にこの

ような成分ワクチンは抗体産生誘導能が弱く、十分な免疫を獲得するためにはアジュバ

ントの添加を必要とする (13)。現在、アジュバントとしては、抗原を吸着して局所に

とどめ、また各種サイトカインの発現を高めて免疫反応を増強する、アルミニウムゲル

が広く用いられている。また、インフルエンザなどの一部のワクチンでは、アルミニウ

ムゲルと toll-like receptor 4 作動薬を組み合わせてアジュバントとしているものもある 
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(14, 15)。しかし、これらのアジュバントもまた、病原体成分と同様に、非選択的な炎

症性サイトカインの誘導・自然免疫系の活性化などを引き起こすため (16-18)、従来の

ワクチンと同様の問題が生じうる。これらの問題より、より有効かつ安全なワクチンを

開発するため、新たなアジュバントを開発する必要があると考えられる。 

 近年、新たなアジュバントとしての利用が試みられているものに、免疫系を制御する

タンパク質である、サイトカインがある。たとえば、腫瘍壊死因子 (TNF) ファミリー

のサイトカインである、TNF-α, a proliferation-inducing ligand (APRIL), TNF-like protein 1A 

(TL1A) は、抗原とともにマウスに経鼻投与した際に、抗原に対する抗体産生量を高め

ることが報告されており、この反応が脾臓からの IL-4 などの Th2 サイトカインの発

現上昇を介している可能性が示唆されている (19)。また、１型インターフェロン (IFN) 

である IFN-α/β は、マウスへのトリ γ グロブリンの感作において、同様に抗体産生を

高めることが報告されており、この反応に IFN-α/β による樹状細胞の活性化が関与し

ている可能性が示唆されている (20)。さらに、免疫制御サイトカインである thymic 

stromal lymphopoietin (TSLP) は、マウスにおいて、HIV 抗原に対する血清中 IgG や粘

膜中 IgA 発現を増強する効果があることが明らかになっている (21)。このように、複

数のサイトカインで、アジュバント効果が認められることが示されている。 

 TSLP は interleukin-7 (IL-7) 様サイトカインの一種で、当初胸腺で産生される B 細

胞の増殖・活性化を促す因子として見出された (22)。この TSLP は、その後の研究に

より、主に皮膚・気道・腸管などの上皮細胞より、化学物質・物理的刺激・サイトカイ

ンなどの各種刺激によって産生されること、樹状細胞の活性化を介して Th2 型免疫反

応を誘導する因子であることが示された。TSLP 受容体 (TSLPR) は IL-7 受容体 α 鎖

と複合体をなしており (23, 24)、下流の Signal transducer and activator of transcription 5 

(STAT5) の活性化を介してシグナルを伝える。TSLP シグナルにより活性化した樹状細

胞は、OX40 ligand (25) や CD80/CD86 (26) などの、T 細胞の活性化や抗原提示に重要
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な分子を発現し、リンパ節へ遊走する。その後、樹状細胞は OX40 ligand/OX40 相互作

用を介して naïve CD4 陽性 T 細胞を刺激し、ケモカイン受容体 CXCR5 発現上昇によ

る B 細胞濾胞への遊走・胚中心形成、プロテインキナーゼ B 活性化による生存促進、

c-jun n-terminal kinase (JNK), activator protein 1 (AP-1) の活性化などを起こし、T 細胞の 

Th2 分化、IL-4 などの Th2 サイトカイン発現、抗体産生などの反応を誘導する (27-29)。

この他、TSLP は好塩基球を刺激し、major histocompatibility complex (MHC) Ⅱ 分子の

発現誘導を介して、好塩基球に抗原提示細胞としての働きを発現させる可能性が示唆さ

れている (30)。このように、TSLP は抗原提示細胞の抗原提示および、それに続く T 細

胞の分化・活性化に重要な因子であることが知られている。 

 本研究においては、サイトカインを新たなアジュバントとして実用化するにあたり、

この TSLP に注目した。その理由は、TSLP のアジュバントとしての使用が炎症反応を

起こさず (21)、また皮膚への様々な低分子化合物の塗布によって発現誘導されること

が知られているからである。炎症性サイトカインである TNF-α や IFN-α/β をアジュバ

ントとして使用する場合、投与局所で炎症を起こすことが懸念される。加えて、TSLP タ

ンパク自身をワクチンのアジュバントとして利用する場合、タンパク質であるがゆえに、

保存・調製において温度・湿度など厳しい取り扱い条件を要求される可能性がある。ま

た、大量生産が困難で、コスト的にも効果となることが予想される。そこで本研究では、

TSLP 発現を誘導する低分子化合物で、TSLP タンパク質を代替することに着目した。

当研究室では、これまでの研究により、12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA), 

m-xylene, nonanoic acid などの低分子化合物に、マウス皮膚において TSLP 発現を誘導

する作用があることが明らかになっている (31-33)。また、他の研究者らの報告により、

ビタミン D アナログである MC903 や、ビタミン A の活性代謝物である all-trans 

retinoic acid (atRA) を連続投与することで、マウス皮膚において TSLP 発現が誘導され

ることが示されている (34, 35)。 
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 このように、様々な低分子化合物による TSLP の発現誘導が報告されているが、本

研究ではこの中でも、atRA に着目した。その理由は、TPA や nonanoic acid には皮膚

に対する明らかな起炎性があり (31, 33)、m-xylene や MC903 も外用剤としての使用実

績がない一方で、atRA をはじめとする各種レチノイドは、外用剤としての長期の使用

実績があるからである。通常、レチノイド外用剤は尋常性痤瘡や角化疾患などの各種皮

膚疾患に使用され、表皮基底層の増殖亢進・角質減少などの生理作用を示す。副作用と

して、長期の投与において紅斑・掻痒感・皮膚の乾燥などの副作用が見られる (36-39)。

しかし、安全性に対する長期の使用実績があることより、他の低分子化合物より安全な 

TSLP 誘導剤として使用できることが見込まれた。 

 atRA をはじめとするレチノイドは、多くの場合、retinoic acid receptor (RAR) に結合

してその効果を発揮する (40)。RAR には RARα, RARβ, RARγ の、大きく 3つに分け

られるサブタイプが存在し、いずれも retinoid X receptor (RXR) とのヘテロダイマーと

なり、転写因子として機能する。これらの転写因子は DNA 上の retinoic acid response 

element (RARE) に結合する。この RARE はいくつかの種類があり、ヒト・マウスとも

に TSLP 遺伝子の promoter 上に、direct repeat (DR) 1, 2 と呼ばれるいくつかの RARE 

があることが示されている (34)。Ganti らの報告によれば、通常 RARγ-RXR 複合体は 

DNA 上で TSLP promoter を不活性状態にしているが、atRA 刺激下で共刺激因子と結

合し、TSLP promoter を活性化するとされている (41)。このように、atRA の TSLP 発

現誘導における分子機構についても、様々な報告がなされている。 

 これまで述べたとおり、atRA にはマウス皮膚において TSLP 発現を誘導する作用が

あり (34, 35)、TSLP には抗体産生を増強する作用があることが報告されている (21)。

そこで本研究では、有効かつ安全な新たなワクチンアジュバントを開発する一環として、

atRA が TSLP 産生を介してアジュバント効果を示すかを検討した。そして、「TSLP 発

現を誘導する低分子化合物の経皮アジュバントとしての利用」という、新たなワクチン
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開発の戦略を構築することを目的とした。 
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2. 実験材料 

 

2-1. 実験動物 

 

ICR 雄性マウス 

BALB/c 雌性マウス 

C57BL/6 雄性・雌性マウス 

日本エスエルシー株式会社 

日本エスエルシー株式会社 

日本エスエルシー株式会社 

TSLPR-KO マウス (C57BL/6 back ground)  

Dr. Warren J. Leonard (米国 NIH) より供与 

 

 動物実験のプロトコルは東北大学環境安全委員会動物実験専門委員会において了承

され（2017 薬動-003、2016 薬動-014-1）、「国立大学法人東北大学における動物実験等

に関する規定」に基づき行った。 

 

2-2. 試薬 

 

Acetic acid 和光純薬工業株式会社 

Acetone 和光純薬工業株式会社 

Albumin, from bovine serum (BSA) SIGMA-ALDRICH 

Albumin, from chicken egg white (OVA) SIGMA-ALDRICH 

Alexa Fluor
®
 488 Thermo Fisher 

AlK(SO4)2・12H2O 和光純薬工業株式会社 

all-trans retinoic acid (atRA) SIGMA-ALDRICH 

Al(OH)3 和光純薬工業株式会社 
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2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol (Tris) 和光純薬工業株式会社 

Anti-Ovalbumin IgG1 (mouse) ELISA standard Cayman 

anti-TSLP rabbit polyclonal IgG Santa Cruz Biotechnology 

BMS189961 Axon Medchem 

BMS195614 Tocris 

BMS753 SIGMA-ALDRICH 

Can Get Signal
®
 Immunostain TOYOBO 

chloroform 和光純薬工業株式会社 

4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 同人化学研究所 

Diethylpyrocarbonate (DEPC) SIGMA-ALDRICH 

ELISA POD基質 TMBキット ナカライテスク 

Eosin Y MERCK Japan Inc. 

Ethylendiamine-N,N,N’,N’,-tetraacetic acid, disodiumsalt, dihydrate (EDTA・2Na・2H2O) 

 同人化学研究所 

Ethanol 和光純薬工業株式会社 

Goat-anti-mouse IgE Southern Biotech 

Hematoxylin MERCK Japan Inc. 

H3PO4 和光純薬工業株式会社 

Isoflurane 和光純薬工業株式会社 

KCl 和光純薬工業株式会社 

KH2PO4 和光純薬工業株式会社 

MM11253 Tocris 

Mouse IL-1β/IL-1F2 ELISA kit R＆D Systems 

Mouse IgG HRP Linked Whole Ab SIGMA-ALDRICH 
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Mouse TNFα ELISA Ready-Set-Go! eBioscience 

Mouse TSLP ELISA kit R＆D Systems 

NaCl 和光純薬工業株式会社 

Na2CO3 和光純薬工業株式会社 

NaHCO3 和光純薬工業株式会社 

Na2HPO4・12H2O 和光純薬工業株式会社 

O.T.C. compound サクラファインテック 

Ovalbumin, Biotin labeled Nanocs 

Paraformaldehyde 和光純薬工業株式会社 

Phosphoric acid (H3PO4) 和光純薬工業株式会社 

Polyoxiethylene (20) sorbiton monooleate 和光純薬工業株式会社 

PrimeScript
® 

RT Master Mix (Perfect Real Time) タカラバイオ株式会社 

2-propanol 和光純薬工業株式会社 

Protease Inhibitor Cocktail for General Use ナカライテスク 

Recombinant influenza hemagglutinin (HA)   

 

株式会社 UNIGEN より提供  

A/California/7/2009 (H1N1) 

B/Brisbane/60/2008 

RNA iso plus タカラバイオ株式会社 

Sodium iodide 和光純薬工業株式会社 

SYBR
® 

Premix Ex Taq
TMⅡ (Tli RNaseH Plus) タカラバイオ株式会社 

m-Xylene 和光純薬工業株式会社 

大塚生食注 大塚製薬株式会社 
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2-3. Primers 

 

・mGAPDH 

Forward: 5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’ 

Reverse: 5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’ 

・mTSLP 

Forward: 5’-AGCTTGTCCTGAAAATCGAG-3’ 

Reverse: 5’-AGGTTTGATTCAGGCAGATGTT-3’ 

・mTNF-α 

Forward: 5’-CCTCCCTCTCATCAGTTCTA-3’ 

Reverse: 5’-ACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’ 

・mIL-1β 

Forward: 5’-GAAGAAGAGCCCATCCTCTG-3’ 

Reverse: 5’-TCATCTCGGAGCCTGTAGTG-3’ 

・mCYP26A1 

Forward: 5’- AGAGCAAGGGCTTACTTTGC-3’ 

Reverse: 5’- CCTGGAACCGGAGGATTCAA-3’ 

・mCRABP-2 

Forward: 5’-ACCTCCACCACTGTGCGAAC-3’ 

         Reverse: 5’-CGGAAGTCGTCTCAGGCAGT-3’ 

以上、株式会社 FASMAC 
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2-4. 試薬の調製 

 

・10 × Phosphate-buffered saline (PBS) 

NaCl 40 g 

Na2HPO4・12H2O 14.5 g 

KCl 1.0 g 

KH2PO4 1.0 g 

MilliQ 水 500 mL 

調製後、オートクレーブ滅菌（121 ℃、15 分間）を行った。適宜、MilliQ 水で 10 倍

に希釈して 1 × PBS とし、再度同様にオートクレーブ滅菌を行った。 

 

・40 mM atRA acetone 溶液 

atRA 100 mg 

Acetone 8.35 mL 

これを原液とし、用時 acetone で希釈して各種濃度として使用した。 

 

・5 mM BMS195614 

BMS195614 10 mg 

Acetone 4.4 mL 

 

・5 mM BMS189961 

BMS189961 10 mg 

Acetone 5 mL 

 



15 

 

・5 mM BMS753 

BMS753 5 mg 

Acetone 2.8 mL 

 

・5 mM MM11253 

MM11253 10 mg 

Acetone 4.4 mL 

 

・4 % パラホルムアルデヒド 

パラホルムアルデヒド 2 g 

PBS 10 mL 

以上を分注して凍結保存し、用時融解し、PBS で 5 倍希釈して用いた 

 

・Hematoxylin staining solution 

Ethanol 5 mL 

Hematoxylin 1 g 

AlK (SO4)2・12H2O 25 g 

Sodium iodide 0.2 g 

Glycerin 100 mL 

 

・Eosin concentrate solution 

Eosin Y 5 g 

Acetic acid 1 mL 

IEW 100 mL 
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・Eosin staining solution 

Eosin concentrate solution 100 mL 

80 % Ethanol 300 mL 

 

・5 % BSA-PBS 

BSA 5.0 g 

PBS 100 mL 

 

・PBT 

PBS 50 mL 

Tween 20 0.5 mL 

 

・DEPC 水 

DEPC 1 mL 

MilliQ 水 1 L 

よく混合し、室温に一晩おいた後 121 ℃ で 40 分間オートクレーブ処理を行った。 

 

・75% Ethanol 

Ethanol 30 mL 

DEPC 水 10 mL 
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・逆転写反応溶液（1サンプル当たり） 

PrimeScript
® 

RT Master Mix (Perfect Real Time) 2 µL 

MilliQ 水 3 µL 

希釈済み抽出 RNA 溶液 5 µL 

必要に応じて適宜スケールアップした。 

 

・Quantitative real-time PCR 反応溶液（1サンプル当たり） 

SYBR
® 

Premix Ex Taq
TMⅡ (Tli RNaseH Plus) 5 µL 

Forward primer 0.05 µL 

Reverse primer 0.05 µL 

MilliQ 水 3.9 µL 

逆転写済み cDNA 溶液 1 µL 

 

なお、primer は以下の TE buffer で溶解し、 100 µM としたものを用いた。 

 

・1 M Tris 

Tris 6.06 g 

IEW 50 mL 

5 M HCl で pH 8.0 とした。 

 

・0.5 M EDTA 

EDTA・2Na・2H2O 9.31 g 

IEW 50 mL 

5 M NaOH で pH 8.0 とした。 
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・10 × TE buffer 

1 M Tris 10 mL 

0.5 M EDTA 2 mL 

IEW 88 mL 

121 ℃ 15分間のオートクレーブ処理後、用時、IEW で 10 倍希釈して用いた。 

 

・逆転写反応溶液（1サンプル当たり） 

PrimeScript
® 

RT Master Mix (Perfect Real Time) 2 µL 

MilliQ 水 3 µL 

希釈済み抽出 RNA 溶液 5 µL 

必要に応じて適宜スケールアップまたは逆転写後に MilliQ 水で希釈した。 

 

・Quantitative real-time PCR 反応溶液（1サンプル当たり） 

SYBR
® 

Premix Ex Taq
TMⅡ (Tli RNaseH Plus) 10 µL 

Forward primer 0.05 µL 

Reverse primer 0.05 µL 

MilliQ 水 7.9 µL 

逆転写済み cDNA 溶液 2 µL 

 

・組織ホモジナイズ用 buffer 

適宜必要量の PBS に対し、1/200 量の Protease Inhibitor Cocktail for General Use を加え

たものを用いた。 
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・1 % BSA-PBS 

BSA 5.0 g 

PBS 500 mL 

 

・25 × PBS 

NaCl 100 g 

Na2HPO4・12H2O 36.25 g 

KCl 2.5 g 

KH2PO4 2.5 g 

MilliQ 水 500 mL 

 

・25 × wash buffer 

Polyoxiethylene (20) sorbiton monooleate 6.25 mL 

25 × PBS 500 mL 

用時、IEW で 25 倍に希釈して使用した。 

 

・1 M H3PO4 

H3PO4  

MilliQ 水  

 

・OVA 溶液 

OVA 20 mg 

大塚生食注 1 mL 

上記溶液を適宜、大塚生食注で 1 または 3 μg/50 μL となるよう希釈して使用した。 
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HA 溶液 (A/California/7/2009 (H1N1)) 

A/California/7/2009 (H1N1) (536.5 μg/mL) 100 μL 

大塚生食注 1690 μL 

 

HA 溶液 (B/Brisbane/60/2008) 

B/Brisbane/60/2008 (760.8 μg/mL) 100 μL 

大塚生食注 2440 μL 

 

なお、HA 抗原原液は、-80 ℃ に保存していたものを 30 ℃ の水浴で融解し、on ice に

て希釈した。 
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3. 実験方法 

 

3-1. マウス耳介への薬物投与 

 

3-1-1. マウス処置 

 マウスを isoflurane 麻酔下、各種薬物を記載の用量 (acetone 20 μL に溶解) で耳介皮

膚に塗布した。記載の時間の経過後、マウスを頸椎脱臼にて致死させ、耳介組織を回収

した。ELISA 用のサンプルに関しては、重量も測定した。また、必要に応じて、投与

および致死させる直前に耳介組織の厚さを  gauge (DIAL THICKNESS GAUGE G, 

PEACOCK) にて測定した。 

3-1-2. ELISA 用サンプル処置 

 回収した耳介組織に、組織ホモジナイズ用 buffer 500 μL/sample を加え、クラッシュ

用ビーズ (直径 5 mm) を用いて、5000 rpm で 30 秒間ホモジナイズした。続いてこれ

らを 21600 xg, 4 ℃ で 20分間遠心分離した。その後、上清を回収し、ELISA 法による

測定サンプルとした。 

3-1-3. ELISA 法によるタンパク質の測定 

 ホモジネート上清中の TSLP, TNF-α, IL-1β の測定は、各測定キットの取り扱い説明

書に従って行った。TSLP の測定に際しては、発色基質として ELISA POD基質 TMBキ

ットを使用した。発色反応の停止液には、いずれの場合も 1M H3PO4 を用いた。なお、

組織ホモジネート中のタンパク質濃度は、Satou の方法 (32) に従って計算した。 

3-1-4. RNA 抽出 

 回収した耳介組織に、RNA iso plus 500 μL/sample を加え、3-1-2 と同様に crash した。

続いて chloroform 100 μL/sample を加え、よく振り混ぜたのちに遠心分離 (21600 xg, 

4 ℃, 15 min) を行った。この上清を回収し、2-propanol 250 μL/sample を加え、ボルテ
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ックスして 10 分静置した。これを再度同様に遠心分離し、沈殿した RNA ペレットを 

75 % ethanol 500 μL/sample で 2回洗浄した。洗浄後のペレットは乾燥させたのち、DEPC 

水で 50 ng/μL となるように溶解した。 

3-1-5. 逆転写反応 

 96 well PCR plate (WATSON) を用いて逆転写反応溶液を作製し、PCR Thermal Cycler 

Dice
®
 Gradient （タカラバイオ株式会社）を用いて、以下の条件で逆転写反応を行っ

た。 

 37 ℃ 85 ℃ 4 ℃  

 15 min 5 sec ∞  

3-1-6. qRT-PCR  

 8 連  PCR チューブ（日本ジェネティクス）を用いて  2-4 の通り  Quantitative 

real-time PCR 反応溶液を作製し、Thermal Cycle Dice
TM

 Real Time System （タカラバイ

オ株式会社）を用いて、以下の条件で PCR を行った。 

 Hold 2 Step PCR Dissociation  

 95 ℃ 95 ℃ 60 ℃ 95 ℃ 60 ℃ 95 ℃  

 30 sec 5 sec 60 sec 15 sec 30 sec 15 sec  

  40 cycles     

3-1-7. qRT-PCR の解析 

 各サンプルの threshold cycle (Ct) 値は 2nd derivative maximum 法により算出し、各遺

伝子の発現量は各々のサンプルの GAPDH mRNA 発現量で補正し、コントロールの値

を 1.0 として表記した。 

3-1-8. 凍結切片の作成 

 回収した耳介組織を液体窒素で凍結した。これを O.T.C. compound 中へ投入し、液体

窒素で compound を凍結させて包埋した。この凍結組織を、クリオスタットを用いて 
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10 μm の厚さに薄切し、APS コートのスライドグラス（松浪硝子工業）に張り付け、

凍結切片とした。張り付けた切片は、4 % paraformaldehyde 溶液で 15分間処理して固定

した。 

3-1-9. ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色 

固定処理した試料を hematoxylin 染色液に7分間浸し、水道水で軽く水洗した後 IEW 

に 10 分間浸し、色出しを行った。次いで eosin 染色液に 2 分間浸し、水道水で軽く水

洗した。そして 70 % ethanol（1 回）、100 % ethanol（2 回）、xylene（3 回）の順に浸

し、脱水処理を行った。その後、カバーガラスを用いて封入処理を行った。皮膚組織は

光学顕微鏡にて、倍率 200 倍で観察した。 

3-1-10. 免疫染色 

 Paraformaldehyde 処置後の試料を、PBS で 3回洗浄した。続いて、5 % BSA-PBS で

スライドグラスを 1時間処置し、blocking を行った。その後、can get signal で 1000 倍

希釈した anti-TSLP rabbit polyclonal IgG でスライドグラスを処置し、4 ℃ で一晩イン

キュベートした。翌日、PBT で 3回洗浄したのち、室温遮光条件下で、can get signal で

2000倍希釈した Alexa Fluor
®
 488 で 1時間処置した。さらに PBT で 3回洗浄後、5 % 

BSA-PBS で 1000倍希釈した DAPI 溶液で、遮光して室温で 15分処置した。そしてカ

バーグラスで封入し、共焦点顕微鏡 (Carl Zeiss) で観察した。 

 

3-2. マウスへの抗原感作実験 

 

3-2-1. マウスへの OVA 感作実験 

 まず第 0 日に、マウスを isoflurane 麻酔下、背部皮膚を剃毛した。そして剃毛部に 

acetone または記載用量の atRA (acetone 40 μL に溶解) を塗布し、24時間放置した。続

いて、第 1日に、atRA を投与した部位と同じ部位に、記載量の OVA を 50 μL の大塚
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生食注に溶解したものを皮内投与した。感作後は 7 日ごとのケージ交換を行った。第

21 日に、マウスを isoflurane 麻酔下、頸動脈を切断して血液を回収後、致死させた。

回収した血液は 860 xg, 4 ℃ で 15分間遠心分離し、上清を回収し、– 20 ℃ に保存し

た。 

3-2-2. OVA-IgG の測定 

 まず、bicarbonate buffer (0.1 M Na2CO3 と 0.1 M NaHCO3 を 3:7 で混合) で 10 

mg/mL OVA 液を 1000倍希釈し、96 well plate の各 well へ 100 μL ずつ加え、室温で

一晩インキュベートした。翌日、wash buffer で 3回洗浄し、1 % BSA-PBS を各 well に 

300 μL 加え、室温で 1時間インキュベートして blocking を行った。Blocking 後、wash 

buffer で 3回洗浄し、血清サンプルを 1 % BSA-PBS で適宜希釈して各 well に 100 μL 

ずつ加え、室温で 2時間インキュベートした。続いて wash buffer で 3回洗浄後、1 % 

BSA-PBS で 6000倍希釈した Mouse IgG HRP Linked Whole Ab を 100 μL ずつ分注し、

室温で 1時間インキュベートした。さらに wash buffer で 3回洗浄し、ELISA POD基質

TMB 溶液を 100 μL ずつ加えて遮光し、室温で 20分間インキュベートした。最後に 1 

M H3PO4 100 μL ずつ加えて反応を止め、450 nm の吸光度を測定し、Anti-Ovalbumin 

IgG1 (mouse) ELISA Standard を用いて作成した検量線をもとに、各サンプルの 

OVA-IgG 濃度を計算した。 

3-2-3. OVA-IgE の測定 

 まず、bicarbonate buffer (0.1 M Na2CO3 と  0.1 M NaHCO3 を  2:3 で混合 ) で

Goat-anti-Mouse IgE を 500倍希釈し、96 well plate の各 well に 100 μL ずつ加え、4 ℃ 

で一晩インキュベートした。翌日、wash buffer で 4回洗浄し、1 % BSA-PBS を各 well 

へ 100 μL ずつ加え、室温で 1時間インキュベートして blocking を行った。Blocking 後、

wash buffer で 1 回洗浄し、血清サンプルを 1 % BSA-PBS で適宜希釈して各 well に 

100 μL 加え、室温で 2時間インキュベートした。続いて wash buffer で 4回洗浄後、1 % 
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BSA-PBS で 10000倍希釈した ovalbumin, Biotin labeled を各 well へ 100 μl ずつ加え、

室温で 1時間インキュベートした。さらに、wash buffer で 4回洗浄したのち、avidin-HRP 

液を各 well に 100 μL ずつ加え、室温で 30 分間インキュベートした。そして、wash 

buffer で 4回洗浄したのち、ELISA POD基質 TMB 溶液を各 well へ 100 μL ずつ加え

て遮光し、室温で 20 分間インキュベートした。最後に 1 M H3PO4 100 μl を各 well へ

加えて反応を止め、450 nm の吸光度を測定し、Anti-Ovalbumin IgG1 (mouse) EIA Kit に

含まれる Anti-Ovalbumin IgG1 (mouse) EIA standard を用いて作成した検量線をもとに、

各サンプルの OVA-IgE 濃度を計算した。 

3-2-4. マウスへのリコンビナント HA 感作実験 

 まず第 0 日に、マウスを isoflurane 麻酔下、背部皮膚を剃毛した。そして剃毛部に 

acetone (40 μL) または記載用量の atRA (acetone 40 μL に溶解) を塗布し、24時間後に、

atRA を投与した部位と同じ部位に、記載量の HA を 50 μL の大塚生食注に溶解した

ものを皮内投与した。感作後は 7日ごとのケージ交換を行った。また、第 20日と 21 日

に、それぞれ atRA の投与と HA の感作をそれぞれ再度行った。第 35日に、マウスを 

isoflurane 麻酔下、頸動脈切断により血液を採取後、致死させた。採取した血液は 860 xg, 

4 ℃ で 15分間遠心分離し、上清を回収し、-20 ℃ に保存した。 

3-2-5. 抗 HA抗体価測定 

 赤血球凝集抑制 (HI) 法による抗 HA 抗体価の測定は、株式会社 UMN ファーマに

依頼した。 
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3-3. 統計処理 

 

 各データは 平均値±標準誤差 で示した。ただし、抗 HA 抗体価は幾何平均値を

示した。全数値に対して棄却検定を  Thompson’s F-test にて行い、有意差検定は 

Student’s t-test または Student-Newman-Keuls test により行った。 
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4. 結果 

 

4-1. atRA による TSLP 発現の誘導 

 

4-1-4. TSLP 発現に対する atRA の作用 

 

 記載の用量の atRA を ICR 雄性マウスの耳介皮膚に塗布し、24 時間後の TSLP 発

現を検討した。その結果、atRA は ICR マウス耳介組織注中の TSLP mRNA およびタ

ンパク質レベルをともに用量依存的に増加させた (Fig. 1)。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. atRA induces TSLP expression in ears of mice. 

Indicated amount of atRA was applied on the ear lobes of ICR male mice. Twenty-four hours 

later, the mice were sacrificed and their ears were collected. The mRNA and protein levels of 

TSLP in the ear homogenate were measured by qRT-PCR and ELISA respectively. Expression 

levels of mRNA were standardized against Gapdh mRNA expression in the same sample and 

the mean value of acetone-group at time 4 h was set at 1.0. Data are shown as mean ± 

S.E.M. from 6-8 ear samples. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. atRA (-) group. 
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4-1-2. atRA の TSLP 発現誘導のマウス系統差 

 

 マウス耳介皮膚における atRA による TSLP 発現誘導が、ICR マウス以外の系統の

マウスでも見られるかを検討した。ICR, BALB/c および C57BL/6 マウスの耳介皮膚に、

2 nmol/ear の atRA を塗布し、24時間後の TSLP タンパク質発現量を測定した。その

結果、強さに差はあるものの、いずれの系統のマウスでも、atRA による TSLP 発現の

誘導が認められることが示された。すなわち、atRA による TSLP 誘導の強さは、ICR マ

ウスにおいて最も強く、C57BL/6 マウスにおいて最も弱かった (Fig. 2)。そこで、以下、

特に記載しない場合は、最も TSLP 産生量が高かった ICR マウスを用いた。 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. atRA induces TSLP expression in ICR, BALB/c, and C57BL6 mice. 

Two nmol/ear of atRA was applied on the ear lobes of ICR, BALB/c, and C57BL/6 male mice. 

Twenty-four hours later, the mice were sacrificed and their ears were collected. The protein 

levels of TSLP in the ear homogenate were measured by ELISA. Data are shown as mean ± 

S.E.M. from 6-8 ear samples. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs. corresponding atRA (-) group. 



29 

 

4-1-3. atRA による TSLP 発現の経時変化 

 

 マウス耳介皮膚に atRA を塗布した場合の TSLP 発現誘導の経時変化を検討した。

ICR 雄性マウスの耳介に 2 nmol/ear の atRA を塗布し、4, 8, 12, 24, および 48時間後

の耳介組織中の TSLP 発現を検討した。その結果、TSLP mRNA 発現は atRA 塗布後

12 時間、TSLP タンパク質発現は atRA 塗布後 24 時間をピークとして上昇することが

明らかになった (Fig. 3)。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Timecours of TSLP expression by atRA. 

Two nmol/ear of atRA was applied on the ear lobes of ICR male mice. Four, 8, 12, 24, and 48 

hours later, the mice were sacrificed and their ears were collected. The mRNA and protein 

levels of TSLP in the ear homogenate were measured by qRT-PCR and ELISA respectively. 

Expression levels of mRNA were standardized against Gapdh mRNA expression in the same 

sample and the mean value of acetone-group at time 4 h was set at 1.0. Data are shown as mean 

± S.E.M. from 4-8 ear samples. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs. corresponding atRA (-) group. 
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4-1-4. atRA の炎症誘発作用の評価 

 

マウス皮膚への atRA の塗布が、炎症反応を誘導するかを検討した。2 nmol/ear の 

atRA を ICR 雄性マウス耳介に塗布し、4, 8, 12, 24, および 48 時間後の耳介組織中の

炎症性サイトカインの発現を解析した。その結果、代表的な炎症性サイトカインである 

TNF-α、IL-1β の mRNA、およびタンパク質は、いずれも atRA による有意な上昇を示

さなかった (Fig. 4A)。また、皮膚の炎症所見の指標の一つとして、各時間における耳

介組織の厚さを計測したところ、acetone および atRA 両群間での有意な差は認められ

なかった。加えて、atRA 投与後 24時間時点での耳介組織切片を作製し、HE 染色像を

観察したところ、atRA 塗布群においても明らかな細胞浸潤の増加、組織の肥厚などの

炎症所見は認められなかった (Fig. 4B, C)。 
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A TNF-α IL-1β 

   

   

B   

 

 

 

C Acetone atRA 
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Figure 4. Topical atRA did not induce inflammation. 

(A) Two nmol/ear of atRA was painted on ear lobes of ICR male mice. Mice were sacrificed 

4, 8, 12, 24, and 48 h after painting, and their ears were excised and homogenized. The 

mRNA and protein levels of major inflammatory cytokines (TNF-α and IL-1β) were measured 

using qRT-PCR and ELISA respectively. Expression levels of mRNA were standardized 

against Gapdh mRNA expression in the same sample and the mean value of acetone-group at 

time 4 h was set at 1.0. (B) Ear thickness was measured before and 4, 8, 12, 24, and 48 h after 

2 nmol/ear of atRA application. (C) ICR male mice were treated with acetone or 2 nmol/ear 

atRA on their ear lobes. Twenty-four hours later, ears were collected, sectioned, and stained 

by H&E. Sections were observed at 200-fold magnification. The scale bars indicate 40-μm 

portions. Data are shown as mean ± SEM from 4-8 ear samples (A, B) and the pictures are 

representative pictures (C).  
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4-1-5. atRA により誘導された TSLP タンパク質の局在 

 

 マウス耳介に、2 nmol/ear の atRA を塗布し、その 24時間後の TSLP の局在を、抗 

TSLP 抗体を用いた免疫染色法により検討した。その結果、TSLP は主に表皮組織に局

在していることが明らかになった (Fig. 5)。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Localization of atRA-induced TSLP. ICR male mice were treated with acetone or 2 

nmol/ear of atRA on their ear lobes. Twenty-four hours later, mice were sacrificed and ears 

were collected. The frozen sections of ears were prepared and TSLP was immunostained. 

Sections were observed at 200-fold magnification and scale bars indicate 100-μm sections. (A 

and E) TSLP-immunostiaining, (B and F) DAPI staining, (C and G) differential interference 

contrast image, (D and H) merge. The experiments were performed twice independently and 

representative pictures are shown. Brightness was increased by 10 % in all pictures. 
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4-1-6. atRA による TSLP 誘導に関与している受容体 

 

 atRA による TSLP 発現誘導における、RAR の各サブタイプの関与を、各受容体の 

antagonist を用いて検討した。なお、また、皮膚組織には RARα および γ が発現し、

RARβ はほとんど発現していないことが報告されているため  (42)、RARα および 

RARγ の関与についてのみ検討した。 

 その結果、atRA による TSLP 発現誘導は、RARα antagonist の BMS195614 (43) に

より有意に抑制された。一方で、RARγ antagonist とされる MM11253 (44) は atRA に

よる TSLP 発現誘導を、有意に増強した。また、MM11253 は単独でも TSLP 発現を

誘導した (Fig. 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Effect of RARα and γ antagonists on atRA-induced TSLP production. 

Acetone solution (200 nmol/ear each) of BMS195614 (RARα antagonist), and MM11253 

(RARγ antagonist) was administered in combination with acetone or 2 nmol/ear atRA on 

ear lobes of ICR male mice. Twenty-four hours after administration, mice were sacrificed 

and the ears were excised and homogenized. The TSLP protein levels were measured using 

ELISA. Data are shown as mean ± SEM from 4-8 ear samples. ** p < 0.01 vs. control 

group, # p < 0.05, ## p < 0.01 vs. corresponding atRA (-) group. 
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4-1-7. TSLP 産生における RARα と RARγ の協働作用 

 

 RARα agonist の BMS753 および RARγ agonist の BMS189961 (43) を用いて、両受

容体の TSLP 産生に対する作用を検討した。その結果、BMS189961 は単独で TSLP 発

現を上昇させた。BMS753 は単独では TSLP 発現を有意に変化させなかったが、

BMS189961 による TSLP 発現誘導を増強することが示された。BMS195614 は単独の

場合も BMS189961 と併用した場合も、TSLP 産生に有意な変化を及ぼさなかった (Fig. 

7)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Effect of RARα and γ on TSLP production. 

Agonists and antagonists of RARα and RARγ, (100 nmol/ear each), were administered on ear 

lobes of ICR male mice in the described combination. Twenty-four hours after administration, 

mice were sacrificed and the ears were excised and homogenized. The TSLP protein levels were 

measured using ELISA. Measurements are shown as mean ± SEM from 7-8 ear samples. ** p < 

0.01 vs. control group and ## p < 0.01 vs. BMS189961 only group. 
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4-1-8. MM11253 の RARγ agonist 活性 

 

 4-1-6 および 4-1-7 の結果より、RARγ agonist の BMS189961 および antagonist と

される MM11253 とも、TSLP 発現を誘導することが示された。ここで、MM11253 が

単純な RARγ の antagonist ではなく、agonist 活性も持つ可能性が考えられたため、両

試薬をマウス耳介皮膚に塗布したときの、TSLP 発現および RARγ 活性のマーカー遺

伝子である CYP26A1 および CRABP-2 (45) 発現を検討した。その結果、BMS189961, 

MM11253 とも TSLP タンパク質、 CYP26A1 および CRABP-2 mRNA の発現を有意

に上昇させ、かつその活性は前者の方が強かった。この結果より、MM11253 は純粋な 

RARγ antagonist ではなく、少なくとも部分的な agonist 活性を持つことが示された 

(Fig. 8)。 
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Figure 8. Agonistic activity of MM11253 on RARγ 

RARγ agonist (BMS189961) and antagonist (MM11253) were administered on ear lobes of 

ICR male mice. Twenty-four hours after administration, mice were sacrificed and the ears 

were excised and homogenized. The TSLP protein levels were measured using ELISA. The 

mRNA levels of Cyp26a1 and Crabp-2 were measured using qRT-PCR. Their mRNA levels 

were then standardized against Gapdh mRNA expression in the same samples; the mean 

value of control group was set at 1.0. Measurements are shown as mean ± SEM from 7-8 ear 

samples. ⃰ p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 vs. control group. 
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4-2. atRA のアジュバント効果 

 

4-2-1. atRA の抗 OVA 抗体産生増強作用 

 

 atRA が TSLP 発現誘導を介して、安全なアジュバントとして機能する可能性が考え

られた。そこで、atRA の皮膚への投与が、マウスへの OVA 感作実験において、抗 OVA 

抗体の産生を増強するかを検討した。 

 まず、ICR 雄性マウスの背部皮膚に 4~40 nmol/site の atRA を塗布した。TSLP 発現

がピークとなる 24時間後、背部皮内に 1 または 3 μg/mouse の OVA で感作し、21 日

間飼育した。21日後、マウスから血液を採取し、血清中の OVA 特異的 IgG (OVA-IgG) 

および OVA 特異的 IgE (OVA-IgE) 量を ELISA 法により測定した。その結果、マウス

あたり 3 μg の OVA で感作した場合、12 nmol 以上の atRA を前処置することにより、

OVA-IgG 産生が有意に上昇し、また、 4 nmol の atRA でも増加する傾向が認められ

た (Fig. 9A)。この時、OVA-IgE 産生量も同時に測定したところ、atRA 4 nmol では有意

な上昇は見られず、12 nmol 以上で有意な上昇または上昇傾向を示すことがわかった 

(Fig. 9B)。また、OVA の投与量がマウスあたり 1 μg の場合、やはり OVA-IgG 産生は 

atRA 4 nmol 以上で有意な上昇、または上昇傾向を示すことがわかった (Fig. 9C)。この

時、OVA-IgE はいずれの群でも検出されなかった。 
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Figure 9. atRA enhances antibody production during OVA sensitization. 

On day 0, ICR male mice were painted with the indicated dose of atRA on their dorsal skin. 

Twenty-four hours later, the mice were administered saline or 1 or 3 μg/mouse of OVA 

intradermally. On day 21, the mice were sacrificed and their blood was collected. Serum 

OVA-IgG and OVA-IgE levels were measured using ELISA. Measurements are shown as mean 

± SEM from 5-6 samples. ** p < 0.01 vs. control, # p < 0.05, ## p < 0.01 vs. OVA alone. 
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4-2-2. atRA の抗 hemagglutinin (HA) 抗体産生増強作用 

 

 atRA が HA 感作実験においても、OVA 感作実験と同様に抗原に対する抗体産生を

増強するかを検討した。本実験では、HA 感作実験において一般的に使用されている

BALB/c 雌性マウスを使用した  (46, 47)。BALB/c 雌性マウスの背部皮膚に  40 

nmol/mouse の atRA を塗布し、24 時間後に記載の用量の HA （A カリフォルニア株

または B ブリスベン株）を皮下注射した。HA は抗原性が低いため、初めの感作から

20 日後と 21日後に、再度 atRA の塗布と抗原感作をそれぞれ行った。初めの感作から

35 日後、マウスから血液を採取し、血清中の抗 HA 抗体価を HI 法により測定した。

その結果、 A カリフォルニア株を感作した場合、atRA 40 nmol/mouse を抗原感作の 24

時間前に投与することで、HA に対する抗体価は有意に上昇または上昇する傾向を示し

た。一方、B ブリスベン株の場合、絶対的な抗体価が A カリフォルニア株より低く、

atRA 前処置による有意な変化は得られなかったが、全体的に atRA の前処置により抗

体価が上昇する傾向が見られた (Fig. 10A)。続いて、A カリフォルニア株 HA を用い、

抗原用量を 0.003 μg/mouse/time に固定し、抗体産生量に対する atRA の用量依存性を、

同様の方法で検討した。その結果、atRA の用量に依存して、抗体価は有意に上昇また

は上昇する傾向を示した (Fig. 10B)。 

 通常、抗 HA 抗体価は 40 以上で十分な感染防御能を示し、抗体価が陽性に転換し

たと判定される (48, 49)。データは示していないが、上記の実験において、atRA を前

処置することにより、抗体価の陽性転換率も向上することが確認された。 
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Figure 10. atRA enhances antibody production during HA sensitization 

(A) On day 0, BALB/c female mice were administered 40 nmol/mouse of atRA on their dorsal skin. 

Twenty-four hours later, the described dose of recombinant HA (A/California/7/2009(H1N1) or 

B/Brisbane/60/2008) was administered subcutaneously at the same site. These treatments were 

repeated after 20 days. On day 42, mice were sacrificed and their blood was collected. (B) On day 0, 

BALB/c female mice were administered a described dose of atRA on their dorsal skin. Twenty-four 

hours after this, 0.003 μg/mouse recombinant HA (A/California/7/2009(H1N1)) was administrated 

subcutaneously at the same site. These treatments were repeated after 20 days. On day 42, mice were 

sacrificed and their blood was collected. Serum HA-neutralizing antibody levels were measured by 

HI-test. Results are shown as the geometric mean ± SEM from 5 samples. (A) * p < 0.05 vs. 

corresponding atRA (-). (B) * p < 0.05 vs. atRA (-). 
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4-3. atRA のアジュバント効果の特性 

 

4-3-1. TSLPR-KO マウスにおける atRA による TSLP 産生誘導とアジュバント効果 

 

 TSLPR-KO マウスにおいて、atRA の TSLP 産生誘導作用とアジュバント効果がどの

ように変化するかを検討した。本実験では、TSLPR-KO マウスの系統に合わせて、

C57BL/6 マウスを使用した。まず、耳介に 2 nmol/ear の atRA を塗布し、24時間後の

組織中 TSLP 産生量を検討したところ、wild type より弱いものの、TSLPR-KO マウス

においても atRA による TSLP 発現誘導が認められた(Fig. 11A)。続いて、TSLPR-KO 

マウスにおける atRA のアジュバント効果を調べるため、4-2-1 と同様の実験を行った。

その結果、野生型 C57BL/6 マウスでも atRA のアジュバント効果は ICR マウスと同

様に見られたが、TSLPR-KO マウスにおいてはこのアジュバント効果はほぼ完全に消

失した (Fig. 11B)。 
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Figure 11. Adjuvant effect of atRA is canceled in TSLPR-KO mice. 

(A) C57BL/6 wild type and TSLPR-KO mice were treated with acetone or 2 nmol/ear of atRA 

on their ears. Twenty-four hours later, their ears were collected and homogenized. The TSLP 

levels in the homogenate were determined by ELISA. (B) C57BL/6 wild type and TSLPR-KO 

mice were treated similarly as described in 4-2-1. Acetone or 4 nmol/mouse atRA plus 1 

μg/mouse OVA was administered to all mice. Serum OVA-IgG levels were measured using 

ELISA. Measurements are shown as mean ± SEM from 5-6 samples. ** p < 0.01 vs. 

corresponding atRA (-), ## p < 0.01 vs. corresponding wild-type. 
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4-3-2. atRA のアジュバント効果は投与局所に限定している 

 

 atRA により皮膚において産生誘導された TSLP が、どの程度全身に拡散するかを検

討した。ICR マウス耳介皮膚に記載の用量の atRA を塗布し、24 時間後の耳介組織中

および血清中の TSLP 濃度を測定した。その結果、耳介皮膚への atRA の投与は、血

清中 TSLP 濃度を有意に増加させるものの、その絶対的な濃度は耳介組織中と比べて

はるかに低いことがわかった (Fig. 12A)。 

続いて、経皮投与した atRA のアジュバント効果が、局所的なものなのか、全身性の

ものなのかを検討した。本実験では、acetone または atRA を背部皮膚あるいは左耳に

塗布し、24 時間後に OVA を背部皮内に注射した。これまでの OVA 感作実験と同様

に処置したのち、血清中の OVA 特異的 IgG 濃度を測定した。その結果、atRA と OVA 

の投与部位を同一にした群 (Same site) ではこれまで通り atRA のアジュバント効果が

認められたが、投与部位が異なる群 (Separated site) では atRA のアジュバント効果は

認められなかった (Fig. 12B)。 
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Figure 12. The adjuvant effect of atRA is limited in local site. 

(A) ICR mice were treated with acetone or 2 nmol/ear of atRA on their ears. Twenty-four hours 

later, their ears were collected and homogenized. Their serum was also collected at this time. 

The TSLP levels in the homogenate and serum were determined by ELISA. (B) ICR mice were 

treated with acetone or 40 nmol/mouse of atRA on their dorsal skin (Same site group) or left ear 

(Separated site group). Twenty-four hours later, 3 μg/mouse of OVA was injected intradermally 

on their dorsal skin. Twenty-one days later, the mice were sacrificed and the serum was 

collected. Serum OVA-IgG levels were measured by ELISA. Measurements are shown as mean 

± SEM from 4 samples. *** p < 0.001 vs. corresponding atRA (-). 
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4-3-3 m-Xylene のアジュバント作用についての検討 

 

 m-Xylene は atRA と同様に、マウス皮膚への塗布で塗布後 24 時間をピークとして 

TSLP 発現を誘導することが明らかになっている。そこで、他の TSLP 誘導剤が atRA 

と同様にアジュバント効果を示すかを検討する一環として、m-xylene がアジュバント

効果を示すかについて検討した。Acetone 40 μL に溶解した atRA 40 nmol または同容量

の m-xylene をマウス背部皮膚に塗布し、これまでの OVA 感作実験と同様にマウスを

処置したのち、血清を回収し、血清中の OVA-IgG 濃度を測定した。その結果、m-xylene 

にも atRA と同様に、OVA-IgG 発現を上昇させる効果が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. m-Xylene also works as an adjuvant. 

ICR mice were treated with acetone, 40 nmol/mouse of atRA, or 40 μL/mouse of m-xylene on 

their dorsal skin. Twenty-four hours later, 3 μg/mouse of OVA was injected intradermally on 

their dorsal skin. Twenty-one days later, The mice were sacrificed and their serum was 

collected. Serum OVA-IgG levels were measured by ELISA. Measurements are shown as mean 

± SEM from 3-4 samples. * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. acetone group. 
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5. 考察 

 

新興・再興感染症による健康被害や、発展途上国における感染症に起因する死を防ぐ

ため、新たなワクチン開発の戦略を確立することが求められてきた。本研究では、皮膚

への atRA の塗布が、TSLP 産生を介して、同部位に投与された抗原に対する抗体産生

を増強することが示された。このことは、atRA がワクチンアジュバントとして機能す

ること、さらには TSLP 発現を誘導する低分子化合物が効果的な化学アジュバントと

して使用できる可能性を示すものである。 

 

・atRA と他の TSLP 誘導剤の比較 

 本研究では、atRA は皮膚に塗布することで、皮膚組織中で TSLP 発現を誘導した。

これ以外にも、皮膚中 TSLP 発現は、様々な低分子化合物を皮膚に塗布することで誘

導されることが報告されている (31-35)。TSLP は主に皮膚などの上皮細胞で産生・検

出される (50)。この性質が、低分子化合物の塗布による局所的な TSLP 産生を誘導す

ることを可能にしていると考えられる。本研究室ではこれまでに、TPA, m-xylene, 

nonanoic acid などに、皮膚における  TSLP 発現誘導作用があることを示している 

(31-33)。しかし、TPA や nonanoic acid は、皮膚に対する明らかな起炎性があり (36, 38)、

外用の TSLP 誘導薬としては不適切である。また、m-xylene は単回投与における起炎

性はほとんどないものの、高濃度で使用しなければ効果が得られず (32)、外用で使用

する際に、用量の調節が困難である可能性がある。本研究では、atRA はマウス皮膚に

おいて、用量依存的に TSLP 産生誘導作用を示した (fig. 1)。このことは、外用の TSLP 

誘導剤として使用する際に、用量・TSLP 産生誘導量の調節が容易であることを示して

いる。 
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・atRA の外用における副作用についての考察 

 本研究では、atRA は外用剤として使用している。atRA をはじめとするレチノイドは

外用剤としての長期の使用実績があり、単回で適切な用量を使用する限りは安全である

と考えられる。しかし、他のグループらの先行研究において、レチノイドの連続投与が

皮膚で TSLP 発現の上昇を起こすこと、また皮膚に紅斑などの炎症様の副作用を起こ

すことが報告されている (36-39)。さらに、表皮特異的 TSLP トランスジェニックマウ

スや、TSLP を過剰発現する表皮特異的 RXR 欠損マウスを用いた検討より、TSLP の

皮膚における過剰な発現が、重篤な皮膚の炎症を起こす可能性が示唆されている (51, 

52)。そこで本研究では、atRA が皮膚に対して、単回投与で起炎性を示すかを検討した。

その結果、単回投与の atRA は TSLP 発現は有意に上昇させたものの、炎症性サイト

カイン発現の上昇、皮膚の肥厚、細胞浸潤などの明らかな炎症所見は示さなかった (fig. 

3, 4)。これらのことより、本研究で用いた用量の atRA を皮膚に単回投与する限りでは、

炎症反応を起こさず、TSLP 発現を誘導できる可能性が示された。 

 atRA をはじめとするレチノイドは、生体内に普遍的に存在する物質である。しかし

その過剰な摂取は、上で述べた皮膚炎様症状のみならず、頭痛、悪心嘔吐などの副作用

のほか、妊婦においては胎児に催奇形性を示すことが知られている (53)。特に催奇形

性はレチノイド製剤を使用する上で最も重大な副作用であり、内服・外用問わず多くの

レチノイド製剤が妊婦への使用を禁忌とされている。通常妊婦に対する1日 5000 IU (約 

5 μmol) 以上のレチノイド内服は禁忌とされている (54)。また、尋常性痤瘡に対して使

用される、合成レチノイド外用剤であるディフェリン®ゲルは、外用であっても妊婦に

対する使用は禁忌である (55)。しかし、本研究で用いた atRA の用量は、5000 IU より

も少ない 4~40 nmol/site (約 4~40 IU/site) である。また、外用レチノイドの全身性の影

響は内服よりもはるかに少ないこと (56)、臨床研究においても妊婦への外用レチノイ

ドが奇形の発生率を有意に変化させなかったこと (57, 58) などが報告されている。こ
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れらを考えると、本研究で使用した用量のように、適切な用量の atRA を決定して使用

するならば、妊婦に対しても催奇形性等のリスクをもたらさずに使用できるものと考え

られる。 

 

・atRA による TSLP 産生誘導機構 

 Mihály らの先行研究においては、RARγ agonist がマウス皮膚において TSLP 発現を

誘導し、RARα agonist は誘導しないことが報告されている (35)。本研究においても、

RARα agonist および RARγ agonist をそれぞれ単独で使用した場合、これと同様の結果

が得られた。しかし、本研究では新たな知見として、atRA による TSLP 産生誘導が 

RARα antagonist で抑制されること、RARγ agonist による TSLP 発現誘導が RARα 

agonist の共刺激により増強されることがわかった (fig. 6)。このことは、レチノイドに

よる TSLP 産生制御に、RARγ のみでなく、 RARα も関与していることを示す結果で

あるとともに、RARα と RARγ が TSLP 産生において協働的に作用することを示す初

めての知見である。通常、RARα は全身の細胞に発現している一方で、RARγ は表皮組

織に発現しているとされる (42)。この共同作用が表皮細胞内で起きているものか、あ

るいは表皮と他の細胞の間で起こっているものかは不明である。Ganti らの報告によれ

ば、マウスケラチノサイトにおいては RARγ-RXRβ 複合体が TSLP 遺伝子のプロモー

ターに結合しており、レチノイド刺激によって TSLP 遺伝子の転写を活性化すること

が示されている (41)。このことより、atRA はマウスの皮膚においても、表皮組織中の 

RARγ 刺激を介して TSLP 産生を誘導しているものと推測される。マウス皮膚での 

RARγ による TSLP 産生誘導に対する、RARα の作用機構に関する仮説の一つとして、

heparin-binging epidermal growth factor-like growth factor (HB-EGF) の関与の可能性が挙

げられる。HB-EGF は epidermal growth factor (EGF) ファミリーの一種で、RARα への

刺激により、表皮基底上層において産生され (59)、EGF 受容体を刺激することが報告
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されている (60)。加えて、EGF 受容体への刺激は皮膚や気道の上皮細胞において、TSLP 

発現を誘導することが示されている (61, 62)。この HB-EGF を介した反応機構が、

RARα による TSLP 産生増強効果に関与している可能性がある。しかし、この仮説だ

けでは RARα 刺激単独で TSLP 産生が起こらないことは説明できないため、TSLP 産

生に対する RARα および RARγ の作用機構について、今後さらなる検討が必要である

と考えられる。 

 

・atRA の抗体産生誘導効果 

 本研究では、atRA のアジュバント効果を検討するため、atRA をマウス皮膚に投与し

た 24時間後に、同部位の皮内または皮下に抗原を投与した。これは、atRA による TSLP 

発現が投与後 24時間をピークとして上昇し (fig. 3)、またその TSLP が表皮組織にとど

まっていると考えられたためである (fig. 5)。本研究では 4~40 nmol/mouse の atRA を

使用し、TSLP 発現を誘導したが、fig. 9, 10 の結果より、この用量の atRA は抗原に対

する抗体産生を増強するに十分な量の TSLP 発現を誘導したと考えられる。その一方

で、Fig. 12B の結果より、atRA によるアジュバント効果は atRA と同部位に抗原を投

与しなければ得られなかった。このことより、atRA の皮膚への投与は血清中の TSLP 

濃度もわずかながら上昇させるものの (Fig. 12A)、アジュバント効果を示すために十分

な量の TSLP 発現は、atRA を投与した局所でしか得られないものと推測される。また、

TSLPR-KO マウスを用いた検討より、atRA のアジュバント作用は、TSLPR に大きく

依存していることが示された。TSLPR-KO マウスにおいては、atRA を投与しない群に

おいても、 wild type マウスと比べて抗原特異的 IgG 産生量が著しく低かった (fig. 11)。

TSLP は樹状細胞における CD80/CD86 分子などの、抗原提示に重要な補助刺激分子の

発現を誘導する作用が報告されている (26)。TSLPR-KO マウスにおいては、この働き

が失われて、抗原提示による T 細胞の活性化ができなかったことが、抗体産生量が大



51 

 

きく低下した理由の一つであると考えられる。また、他の TSLP 誘導剤である m-xylene 

を atRA の代わりに用いた場合も、atRA と同様に抗原特異的 IgG 産生の増加が認め

られた (fig. 13)。この結果は、TSLP がアジュバント効果の発現に寄与していることを

強く示唆するものである。同時に、皮膚に塗布することで TSLP 産生を誘導する低分

子化合物は、一般的に経皮アジュバントとして利用できる可能性が示唆された。 

 

・atRA の使用による IgE 産生誘導とアレルギー反応のリスク 

 Th2 サイトカインの一種である TSLP は、抗原に対する IgE 抗体の産生を増強する

こと (63)、TSLP シグナルを遮断することで抗原特異的 IgE 発現が減少することが報

告されている (64)。これらの知見より、TSLP のアジュバントとしての利用には、抗原

特異的 IgE 産生の誘導による、アレルギー反応の誘発が予想され、懸念の一つとなる。

しかし、Van Roey らの報告では、HIV タンパクを抗原として使用した場合は、アジュ

バントとして TSLP を使用しても抗原特異的 IgE の産生誘導は認められなかったと

述べられている (21)。本実験においても、抗原特異的 IgE 産生が誘導されるよりも少

ない atRA・抗原の用量で、抗原特異的 IgG の産生のみが誘導されることが認められ

ている (fig. 9)。IgE 発現誘導を含む TSLP による Th2 反応の誘導は、TSLP により樹

状細胞上の OX40 ligand の発現誘導を介した T 細胞の活性化によって起こる。一方で、

TSLP を介したアジュバント作用の少なくとも一部は、樹状細胞上の CD80、CD86 な

どの、抗原提示における補助刺激分子の発現を誘導することによるものであると推測さ

れる。本実験においては、低用量の atRA で抗原特異的 IgG 発現のみが増加する傾向

が見られ、より高用量の atRA では抗原特異的 IgE 発現も上昇する傾向が見られた 

(Fig. 9A, B)。このことより、樹状細胞に対して、低濃度の TSLP は CD80/86 発現のみ

を誘導して抗原特異的 IgG 産生のみを起こすが、より高濃度の TSLP は OX40L 発現

も誘導して Th2 反応を誘導して抗原特異的 IgE 産生も増強する、という可能性が推測
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される。TSLP 濃度による樹状細胞の反応の違いについては明らかではなく、さらなる

検討が必要である。しかし、この仮説に従うとすると、atRA や抗原の用量を適切に設

定することで、抗原特異的 IgE の産生誘導、およびそれによるアレルギー反応を起こ

さず、抗原特異的 IgG 産生のみを誘導することが可能であることを示している。 

 

・atRA を用いたワクチンの実用化に向けての展望と問題点 

 本研究においては、atRA を投与した 24 時間後に抗原を投与した。しかしこの方法で

は、被接種者を少なくとも 2回処置する必要があり、ワクチンとして実用化する際に大

きな負担になると考えられる。一方で、atRA と抗原を同時に投与する場合、atRA によ

る TSLP 発現の有意な上昇には少なくとも12時間かかるため (fig. 3) atRA のアジュバ

ント効果が得られなくなることが懸念される。この問題を解決する方策として、製剤学

的アプローチによる抗原の局所への保持時間を向上し、atRA と抗原の同時投与を可能

にすることがあげられる。たとえば  Wilson らは、 poly (dicarboxylatophenoxy) 

-phosphazene の使用により、その正電荷が負電荷を持つ抗原タンパク質を吸着し、抗原

の局所への保持時間が延長することで、抗原特異的抗体の産生を増強することを示して

いる (65)。また、もう一つの方策として、ハイドロゲルパッチ (66) との併用がある。

ハイドロゲルパッチは皮膚に貼付する方式の非侵襲的なワクチン投与方法であり、パッ

チからの抗原の溶出速度を調節することで、atRA を塗布した直後にハイドロゲルパッ

チを貼付するという形で、atRA と抗原の同時投与を可能にすると期待できる。また、

一般にハイドロゲルパッチは皮内投与と比べて大量の抗原が必要になるため、atRA と

の組み合わせは抗原使用量を減らすことにも寄与するかもしれない。これらの技術と組

み合わせ、抗原の保持時間または溶出速度を制御することで、atRA と抗原の同時投与

が可能になり、接種時の負担を減らすことができるものと期待される。 

atRA をアジュバントとして利用することにはいくつかの利点がある。まず、低分子



53 

 

化合物であるために、タンパク質と比べて取り扱いが容易であるということである。リ

コンビナント TSLP タンパク質自身をアジュバントとして使用する場合、温度・湿度・

保存期間など、より厳重な条件で保存する必要がある。また、調製時もこれらの条件を

守る必要がある。さらに、不適切な条件で保存・調製された場合、タンパク質の変性を

起こし、投与時に変性 TSLP が抗原性を示して、TSLP に対するアレルギーを起こす危

険性も予想される。一方で、低分子化合物である atRA は一般的なタンパク質と比べる

と安定な化合物である。光による異性化、および酸素による酸化の可能性はあるが、褐

色アンプルに遮光、密封して供給し、開封後すぐに使用することを徹底することで、タ

ンパク質のような変質の危険性なしに、容易な取り扱いができることが期待される。も

う一つの利点は、atRA は安価に、大量に、安定的に生産することが容易であるという

ことである。純粋な低分子化合物である atRA は、ワクチン 1回あたりの必要な抗原量

を減らすことができる可能性があり、リコンビナント抗原と組み合わせることで、感染

性・起炎性等の副作用も減らすことができるとともに、パンデミック時などに迅速にワ

クチンを生産・供給することに寄与すると考えられる。 

 

 本研究では、atRA がマウス皮膚において TSLP 発現を誘導し、アジュバントとして

機能することを見出した。この結果は、「TSLP 発現を誘導する低分子化合物のアジュ

バントとしての利用」という形で一般化できる可能性があり、有効かつ安全な次世代の

ワクチンを開発するためのアジュバント開発戦略の一端を担うものと期待される。 
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