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2. 要約 

乳房外 Paget病（Extramammary Paget’s disease：EMPD）は、外陰部、肛門

周囲に好発するアポクリン起源の稀な皮膚腺癌である。進行するとリンパ節、

骨、肝臓などに転移をきたし予後不良となる。浸潤性 EMPDに確立された治療は

未だ存在せず開発が求められている。芳香族炭化水素受容体（aryl hydrocarbon 

receptor：AhR）は、環境中の様々な化学物質をリガンドとして認識するリガン

ド活性化転写因子である。AhRはまた組織の恒常性維持において重要な役割を担

っており、乳癌など多くの腫瘍の発癌過程に関わることが知られている。AhRリ

ガンドには、環境汚染物質である 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-para-dioxin 

（TCDD）や、多環芳香族炭化水素（polycyclic aromatic hydrocarbon：PAH）、

紫外線由来の 6-formylindolo [3,2-b] carbazole（FICZ）、微生物由来物質など

が知られる。皮膚の共生真菌として知られるマラセチア属真菌は、その代謝産物

が AhRリガンドを産生することが報告されている。そこで真菌感染を伴うことが

多い EMPDにおいて、マラセチア由来 AhRリガンドが発癌に関与するのではない

かと仮説を立てた。また AhRリガンドは Th17 細胞優位の炎症を引き起こすこと

が報告されており、さらに同じアポクリン起源である乳癌を中心として Th17型

炎症が腫瘍の促進や転移に関わるとする報告が多いため、EMPDにおいても腫瘍

形成に Th17型炎症が関与するのではないかと考えた。 
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本研究では、マラセチア由来 AhRリガンドによる免疫調節効果を調べ、EMPD

における Th17型炎症を中心とした免疫環境を明らかにし、EMPD形成にどのよう

に関わるかを調べることを目的とした。まず免疫組織化学分析により、EMPD病

変組織の表皮ケラチノサイトにおいて AhR活性化の指標となる cytochrome P450 

family 1 subfamily A polypeptide 1（CYP1A1）の発現亢進を確認した。これに

より EMPD病変部における AhR活性化が示された。次に正常ヒトケラチノサイト

（normal human keratinocytes：NHKCs）を培養し、マラセチア由来 AhR リガン

ドであるインジルビン、トリプタンスリンで刺激した。結果、CYP1A1の他、

EMPDの発症に関わる matrix metalloproteinase7（MMP7）や腫瘍部位に Th17細

胞を動員する chemokine (c-c motif) ligand 20 （CCL20）の産生が誘導され

た。さらに、組織学的に病変部表皮ケラチノサイトにおける CCL20、Paget 細胞

と骨髄由来細胞におけるインターロイキン（interleukin：IL）-23、骨髄由来細

胞における IL-17の発現の亢進を確認した。これにより EMPDにおいて Th17優位

の免疫微小環境が形成されていることが示唆された。IL-17陽性細胞に関して

は、二重免疫蛍光染色により、少なくとも CD4 陽性 T細胞が IL-17を産生してい

ると考えた。さらに EMPD患者 32人の血清を用いて解析すると、血清 CCL20 タン

パク量は健常ドナーと比較して有意に増加していた。また EMPDでは、悪性黒色

腫や皮膚有棘細胞癌と同様に、M2型腫瘍随伴性マクロファージ（tumor-

associated macrophages：TAMs）が多数浸潤しており、豊富な腫瘍促進性サイト
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カインや腫瘍増殖因子を産生していることが知られる。血清可溶性（soluble：

s）CD163量は TAMs活性化の指標であり、実際 EMPD患者血清で有意に高値であ

った。さらに血清 sCD163量は腫瘍切除後に有意に減少したため、EMPD の腫瘍病

勢のマーカーとなり得ることが示唆された。しかし、AhR、Th17細胞と TAMsの

直接的な関わりについて示すことはできなかった。 

まとめると、EMPD の表皮ケラチノサイトにおいて AhRが活性化しており、マ

ラセチア由来 AhRリガンドによる影響が考えられた。さらに EMPD病変部におい

て Th17細胞優位の免疫微小環境を形成していることが示唆され、この免疫環境

が腫瘍の発生、維持に関わるのではないかと推測された。本研究は、AhR リガン

ドと EMPDの関連、EMPD における Th17型炎症について言及した初めての研究で

ある。今後 EMPDの腫瘍細胞株やモデルマウスが開発されることで、AhR、Th17

細胞を含めた腫瘍免疫環境のさらなる理解が得られるものと期待される。将来的

には、マラセチア属真菌の除菌や、AhRや IL-23、IL-17を標的とした治療が腫

瘍の進行を予防する有望な戦略となり得るのではないかと考える。 
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3. 基礎論文 

3.1. 基礎論文 

Sato Y, Fujimura T, Aiba S et al. Malassezia - derived aryl 

hydrocarbon receptor ligands enhance the CCL20/Th17/soluble CD163 

pathogenic axis in extra-mammary Paget's disease. Exp Dermatol 

2019;28:933-939.  
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4. 略語一覧 

⚫ AhR: Aryl hydrocarbon receptor 

⚫ Arnt: AhR Nuclear Translocator 

⚫ CCL: chemokine (c-c motif) ligand  

⚫ CYP1A1: cytochrome P450 family 1 subfamily A polypeptide 1  

⚫ ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 

⚫ EMPD: extramammary Paget’s disease  

⚫ FICZ: 6-formylindolo [3,2-b] carbazole 

⚫ IF: Immunofluorescence 

⚫ IHC: Immunohistochemistry 

⚫ IL: interleukin 

⚫ ILC: innate lymphocyte 

⚫ MMP: matrix metalloproteinase 

⚫ NHKCs: Normal human keratinocytes 

⚫ PAH: polycyclic aromatic hydrocarbon 

⚫ RANK: receptor of activator nuclear factor kappa B  

⚫ RANKL: receptor of activator nuclear factor kappa B ligand 

⚫ sRANKL: soluble RANKL  

⚫ RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 
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⚫ TAMs: tumor-associated macrophages 

⚫ TSLP: thymic stromal lymphopoietin 
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5. 研究の背景 

5.1. 乳房外 Paget 病 

乳房外 Paget病（Extramammary Paget’s disease：EMPD）は、一般的にアポ

クリン分布領域である外陰部、肛門の周囲に発症するアポクリン腺起源の稀な皮

膚腺癌である 1。人種によって発症頻度や性差が異なる。発症部位のアポクリン

分布領域は湿潤環境となるため、二次性に湿疹や真菌感染症をきたすことが多

い。EMPDの多くは表皮内にとどまるが、進行すると浸潤性 EMPDとなり、リンパ

節や骨、肝臓などに転移をきたし予後不良となる 1。現在のところ、浸潤性 EMPD

に対する確立された治療はないため、開発が求められる。 

 

5.2. EMPD の発症機序 

EMPDの発症機序はまだはっきりしていない。Kangらにより、RAS/RAF および

PI3K/AKT経路の構成的活性化に関連する遺伝子変異体が EMPDの病因に関与する

のではないかとする報告 2があるが、まだ十分に理解されていない。 

 

5.3. EMPD の腫瘍微小環境 

悪性黒色腫、有棘細胞癌、皮膚血管肉腫を含む様々な皮膚悪性腫瘍において、

腫瘍随伴性マクロファージ（tumor-associated macrophages：TAMs）が浸潤し、

腫瘍微小環境を形成していることが知られる 3-6。さらにこの TAMs のほとんどが
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CD163陽性、CD206陽性で示すことのできる M2 型 TAMsであり、豊富な腫瘍促進

性サイトカインや増殖因子を産生している。Kambayashi らは、EMPD患者の病変

部にも M2型 TAMsが浸潤しており、さらに Paget 細胞において、receptor 

activator for nuclear factor-kappaB ligand（RANKL）および matrix 

metalloproteinase7（MMP7）の発現が亢進しており、この MMP7が膜結合 RANKL

を切断して可溶性（soluble：s）RANKLを形成すると報告している 7。さらに

Fujimuraらは、sRANKL が TAMsに作用し、CCL17 の産生を促進して Th2 細胞有意

の免疫抑制性微小環境を形成すると報告している 7,8（図 1）。 

RANKLに関しては、浸潤性 EMPD患者において骨粗鬆症に対して使用した抗

RANKL抗体デノスマブにより予後が改善した症例を経験しているが、症例数が少

なく報告には至っていない。また、進行期原発性皮膚アポクリン癌は予後不良と

して知られるが、陰嚢に生じた症例において、カルボプラチン、パクリタキセル

を用いた化学療法および放射線療法にデノスマブを併用し、長期生存を得た症例

を報告している 9が、一例報告であり、疾患も異なるため十分なエビデンスは得

られていない。 

このように、RANKL や MMP7、CD163陽性 M2 型 TAMsが EMPD発症に関わる可能

性があるものの、MMP7 や RANKLがどのような機序で発現してくるのか、TAMsは

どのように誘導されるのかは具体的にはわかっていなかった。これらのことから

EMPDの慢性炎症環境を含めたさらなる病態の理解が、EMPDの治療発展に必要で
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ある。 

 

5.4. 芳香族炭化水素受容体 

芳香族炭化水素受容体（AhR）は、2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-para-dioxin 

（TCDD）や、多環芳香族炭化水素（polycyclic aromatic hydrocarbon：PAH）な

どの環境中の様々な化学物質をリガンドとして媒介することで知られるリガンド

活性化転写因子である。AhRリガンドは、これらの環境汚染物質の他、6-

formylindolo [3,2-b] carbazole（FICZ）や、微生物由来物質など様々である。

AhRはさまざまな細胞の細胞質内に発現しており、通常不活性状態にあるが、

AhRリガンドが結合すると細胞の核内に移動し、AhR Nuclear Translocator

（Arnt）とヘテロ二量体を形成して cytochrome P450 family 1 subfamily A 

polypeptide 1（CYP1A1）などの AhR標的遺伝子を活性化させ、これらの化学物

質の解毒などに作用する 10（図 2）。このように CYP1A1は AhR標的遺伝子として

AhRシグナルにより活性化するため、AhR活性化の指標として広く用いられてい

る 11。 

また AhRは、生体異物の解毒の他、組織の恒常性の維持において重要な役割を

担っている 12。最近では、多くの腫瘍の発癌過程において様々なリガンドが関与

していることが報告されている 12。表 1に、腫瘍促進性に関わると報告されてい

る AhRリガンドについてまとめた。例えば肺腺癌においては、TCDD、PAHsやタ
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バコの煙に含まれる微粒子が AHRリガンドとして AhRを恒常的に活性化し腫瘍を

促進させることが知られる 13。皮膚癌においては、皮膚有棘細胞癌は日光暴露に

より誘発されることはよく知られるが、日光暴露によって表皮ケラチノサイトで

生成される FICZが、AhRリガンドとして有棘細胞癌の発症に関わることが報告

されている 14。悪性黒色腫においては、正常ヒトメラノサイトおよび A2058 など

の複数の悪性黒色腫細胞株において AhR、Arnt が発現しており、これらの細胞株

に TCDDで刺激すると A2058や SK-MEL-2悪性黒色腫細胞株で CYP1A1の産生が有

意に上昇したと報告している 15。さらに TCDD が MMP2や MMP9の発現を亢進し、

A2058細胞の浸潤を誘導したとしている。このような報告もあるが、AhR リガン

ドとして報告されている物質は多岐にわたり中には創薬も含まれる。また AhRリ

ガンドに依存した AhR 活性化作用には、腫瘍促進だけではなく抑制にも作用する

ことも報告されている 12。 

 

5.5. マラセチア 

マラセチア属真菌は哺乳類の皮膚において最も豊富にみられる真菌群であり、

微生物叢の一部を構成し、共生菌全体の 90％以上を占める 16, 17。マラセチア属

真菌群は 17種が知られており、そのうち 10種がヒトの皮膚部位で同定されてい

る 18。マラセチア属真菌は、頭皮や顔面、背部、体幹などの皮脂の豊富な領域で

よくみられるが 19、生殖器を含むその他の皮膚からも分離される 20。よって、
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EMPDの発症部位においてもマラセチアが何らかの影響を与えている可能性があ

るが、マラセチアが EMPDの発症に関わるとする報告は過去にない。 

さらにマラセチア属真菌は、正常皮膚の他、アトピー性皮膚炎、脂漏性皮膚

炎、癜風などの炎症性皮膚疾患の皮膚においてコロニーを形成し病原性を示す

21。また、これらの疾患や尋常性乾癬 22といった炎症性皮膚疾患自体の悪化にも

関与することが知られる 19,23,24。EMPD病変部は湿潤環境で二次的に湿疹を伴うこ

とが多いため、共生真菌であるマラセチア属真菌が EMPDのアポクリン領域に関

与して炎症を悪化させている可能性がある。 

マラセチア属真菌は、ヒトの汗中の L-トリプトファンを基質として、マラセジ

ン、インジルビン、トリプタンスリン、indolo [3,2-b] carbazole（ICZ）、FICZ

などを誘導することが知られる 25。これらはいずれも、AhRを活性化するリガン

ドであることが報告されている 26。Vlachosらは、インジルビンとトリプタンス

リン双方が、AhRを介して単球由来樹状細胞の成熟を阻害し、CYP1A1発現を誘導

すると報告している 11。また、Magiatisらは、インジルビンとトリプタンスリン

がヒトのケラチノサイトにおいて AhRを活性化して CYP1A1の発現を増加させる

としている 26。これの報告があるが、マラセチア属真菌が AhRを産生する生物学

的意味についてはよくわかっていない。最近の研究では、脂漏性皮膚炎の病巣か

ら単離された Malassezia furfur は、正常な皮膚から単離されたものと比較して

より多くの AhRリガンドを産生することが報告されている 27。マラセチア属真菌
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は慢性炎症のもとでは、より多くの AhRリガンドを産生する可能性がある。 

これらのことから、EMPDの病変部位であるアポクリン領域において共生してい

るマラセチア属真菌が炎症の悪化を引き起こすなど影響を及ぼすだけでなく、紫

外線やその他の環境物質に通常さらされないアポクリン領域において、マラセチ

ア由来代謝産物が AhR リガンドとして作用して EMPD発症に関わるのではないか

と推測される。このマラセチア属真菌と EMPD、さらに AhRと EMPDとの関連につ

いて報告した論文は今までにない。 

 

5.6. AhR 活性化による Th17 細胞性炎症 

以前に Hidakaらは、Ahr fl/fl Krt5-Creマウスを用いた実験により、AhRリ

ガンドである PAHの慢性的曝露が AhRを介したアトピー性皮膚炎様表現型を誘導

することを示している 28。彼らは、ケラチノサイトにおける AhRの慢性的特異的

な活性化が、神経栄養因子アルテミンの発現や thymic stromal lymphopoietin

（TSLP）、IL-33、IL-4、IL-13の発現増加を介して、アロキネシスなどのヒト AD

症状を誘発するとしている 28。 

その一方で、慢性炎症アトピー性皮膚炎モデルを用いた研究で、主要な PAHで

あるベンゾピレンが IL-5、IL-13、IL-17の発現を増加させることが報告されて

いる 29。さらには、AhR の活性化が、Th17細胞優位の炎症を引き起こし、Th17

細胞の分化や IL-22産生を増強するという報告もある 30,31。このように、慢性的
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な AhR活性化は、Th2 型炎症だけでなく Th17 型炎症を誘発する可能性が示唆さ

れている。 

 

5.7. Th17 型炎症と癌 

Th17細胞は、CD4陽性ヘルパーT細胞のサブセットの一つである。Th17 細胞

は、細胞外細菌や真菌排除に働き、また尋常性乾癬や関節リウマチなどの多くの

自己免疫疾患に関連することが知られる。その一方で、創傷治癒、発癌への関与

も指摘されている 32。 

昨今、Th17細胞に関連するサイトカインやケモカインが、腫瘍の発生や促進

に関与するという報告が散見されている。表皮ケラチノサイトや腫瘍細胞が産生

する炎症誘発性ケモカインの一つである chemokine (c-c motif) ligand 20

（CCL20）は、腫瘍部位に Th17細胞を動員するケモカインの一つとして知られて

いる 33。また、腫瘍部位に発現する CCL20が、CCL20のレセプターである C-C 

chemokine receptor type 6（CCR6）を発現する抑制性 T細胞を引き寄せること

で癌が発生、促進することも報告されている 34,35。さらに Leeらは、乳癌組織に

おいて CCL20が高発現しており、CCL20が乳癌と骨芽細胞の RANKL/オステオプロ

テゲリン（OPG）比を増加させ乳癌の骨転移を増加させると報告している 36。ま

た Marsiglianteらは、CCL20が乳房上皮細胞の上皮間葉転換を誘発し腫瘍細胞

の増殖や浸潤に関わることを報告している 37。 
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また、Th17細胞への分化や増殖に関わるサイトカインとして知られる 38IL-23

が、乳癌の腫瘍微小環境で過剰発現していることが報告されている 39。IL-23

は、血管新生やマクロファージの誘導、好中球浸潤などの炎症環境を導くが、こ

れは感染防御機構としてだけではなく腫瘍促進性に働く可能性が指摘されている

40。さらに、IL-23は MCF-7乳癌細胞のアポトーシスを阻害し、腫瘍の進行を促

進することが報告されている 41。IL-23および IL-23レセプターの発現量は、腫

瘍の大きさ、腫瘍節転移段階、および乳癌の転移と正の相関があり、IL-23 は乳

癌の病因において重要な役割をもつことが示唆されている 41。 

また Benevidesらは、Th17から産生されるサイトカインである IL-17 が転移

性乳癌細胞において CCL20産生を促進し、Th17 細胞を腫瘍細胞に引き寄せ腫瘍

進行を促進すると推測している 33。この IL-17 の高発現が浸潤性乳管癌における

無病生存率の低下、予後不良と関連し得ることも示されている 33。さらに、癌種

は異なるが、前立腺癌において IL-17が MMP7 の発現を増加させ腫瘍を促進する

という報告もある 42。 

EMPDはアポクリン起源の腫瘍であり進行期には乳癌と似た動態をとるため、

我々は、EMPDにおいても発症や腫瘍促進に、CCL20や IL-23/Th17/IL-17 経路が

関連しているのではないかと推測した。現在のところ、EMPDと Th17との関連を

示した報告はなされていない。 
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5.8. sCD163 と皮膚癌における予後予測 

浸潤性 EMPDは、リンパ節転移や骨転移などをきたし予後不良となるため 1、

予後予測因子の同定は極めて重要である。EMPD では、様々な皮膚悪性腫瘍と同

様に M2型 TAMsの浸潤が確認されている。患者血清中の可溶性（soluble：s）

CD163量は M2型 TAMs の指標となるため、sCD163 量が皮膚癌における腫瘍病勢の

マーカーとして有用であると指摘されている 43,44。EMPDにおける sCD163 量は今

までに検討されていなかったが、腫瘍の切除前後で、高値であった sCD163 量が

有意に低下するようであれば、sCD163量が EMPD の腫瘍病勢のマーカーとなり得

るのではないかと推測した。 
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6. 研究の目的 

EMPDにおける AhR の活性化について調べ、マラセチア由来 AhRリガンドによ

る EMPDの腫瘍微小環境への影響について検討する。  



19 

 

7. 研究方法 

7.1. 試薬 

免疫組織化学染色、免疫蛍光染色およびウェスタンブロッド法に使用した抗体

を表 2にまとめた。 

 

7.2. 組織サンプル採取、免疫組織化学染色、および免疫蛍光染色 

東北大学病院皮膚科にて治療を受けた EMPD 患者から得た病変組織をホルマリ

ン固定し、パラフィン包埋皮膚切片と凍結切片を作成した（表 3）。全患者から

インフォームド・コンセントを得た。本研究は、東北大学大学院医学研究科倫理

委員会（2017-1-1044、2017-1-431）の承認を得て、ヘルシンキ宣言ガイドライ

ンに従って実施した。パラフィン包埋皮膚切片の免疫組織化学染色および凍結切

片の免疫蛍光染色を行った。免疫組織化学染色は、作成したパラフィン包埋皮膚

切片をキシレンおよびエタノールで脱パラフィンし、0.3% 過酸化水素を加えた

メタノールで内因性ペルオキシダーゼを除去した。その後表 2に示す方法でそれ

ぞれ抗原賦活化し、一次抗体を添加し 4℃で一晩インキュベートした。翌日、動

物種の対応する二次抗体（シンプルステイン MAX－PO）を添加し、シンプルステ

イン AEC溶液で発色した。発色後、マイヤーヘマトキシリン液で対比染色し、水

溶性永久封入剤で封入した。凍結切片は、各サンプルを最適切断温度包埋媒体中

で凍結し、6 µm切片を冷アセトンで 30分間固定し、IF緩衝液（PBS、5% ウシ血



20 

 

清アルブミン）でブロックした。その後、IL-17抗体を添加し、37℃で 2時間イ

ンキュベートした。ビオチン標識抗ヤギ IgG抗体を添加し 15分インキュベート

した後に、抗 CD4抗体または抗 CD56抗体、および二次抗体を添加し 37℃で 1時

間インキュベートした。切片は DAPI Fluoromount-G（Southern Biotech、

Birmingham、AL）で核染色し封入した。撮影は、キーエンス蛍光顕微鏡 BZ-X800

または、Zeiss LSM 700 顕微鏡を用いた。 

 

7.3. 細胞培養と刺激 

正常ヒト表皮ケラチノサイト（Normal human keratinocytes：NHKCs）

（Kurabo、Osaka、Japan）を、インスリン（10 µg/ml）、human Epidermal 

Growth Factor（0.1 ng/ml）、ヒドロコルチゾン（0.5 µg/ml）、ゲンタマイシン

（50 µg/ml）、アムホテリシンＢ（50 µg/ml）、ウシ胎児血清（0.4% ｖ/ｖ）

（Kurabo）を添加した HuMedia-KG中で培養した。細胞を 5% CO2中 37℃で培養

した。80% confluence に達した時点で、細胞をインジルビン（Sigma-Aldrich、

St. Louis、MO）（10 nM）、トリプタンスリン（Sigma-Aldrich）（1 µM）、または

ケトコナゾール（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation、Osaka、Japan）

（1 µg/ml）で 4、8または 48時間処理した。 

 

7.4. RNA 抽出、RNA 品質の評価、および定量的 reverse transcription-polymerase 
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chain reaction （RT-PCR） 

RNeasy Microキット（Qiagen、Courtaboeuf、France）を製造元の指示に従っ

て使用して、全 RNAを抽出した。RNAを 4 µl の RNaseフリー水を用いて溶出し

た。抽出した RNAを DNase I（RNase-Free DNase Set; Qiagen）で処理すること

により、汚染ゲノム DNAを除去した。SuperScript VILO cDNA合成キット

（Invitrogen）を用いて逆転写を行った。増幅反応は、Mx 3000 P定量 RT-PCR

システム（Stratagene、Tokyo、Japan）を用いて行った。ポリメラーゼ活性化の

ために 95℃で 3分間、95℃で 5秒間、60℃で 20秒間の 40サイクルを行った。

PCR産物は 4℃に維持した。ΔΔCt法を用いて、グリセルアルデヒド 3-リン酸デ

ヒドロゲナーゼ（GAPDH）mRNAの発現に対する正規化後の各遺伝子および各時点

について相対的 mRNA 発現量を計算した。少なくとも 3つの独立した実験からの

平均値を示した。 

 

7.5. サイトカイン酵素免疫測定法（ELISA） 

2017年 1月〜2018 年 12月までの東北大学病院、鹿児島医療センター、筑波大

学付属病院、京都大学医学部付属病院、和歌山医科大学付属病院で加療した、

EMPD患者 32名（表 4）および対照として健常ドナー10名からの血清を用いて、

製造元のプロトコルに従って sCD163（DY1607、R&D Systems）、CCL17（DY364、

R&D Systems）、CXCL5（DY254、R&D Systems）、CXC10（DY266、R&D Systems）
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CCL20（DY360、R&D Systems）量を、enzyme-linked immunosorbent assay 

（ELISA）法を用いて測定した。 

 

7.6. ウェスタンブロッド法 

NHKCsを 12ウェルプレートに播種し、上記のように培養した。細胞を収集

し、溶解緩衝液（Cell Signaling Technology、Boston、MA）中で破砕した。そ

れぞれのタンパクを 35 µg/wellとなるように調整した。SDSサンプルバッファ

ーとして、Cell Lysis Buffer（#9803、Cell Signaling Technology）を添加し

た後、溶解物を 10～20% ポリアクリルアミドゲル（ATTO Corp.、Tokyo、

Japan）上で電気泳動的に分離した。タンパク質をポリビニリデンジフルオリド

膜（Bio-Rad、Hercules、CA）に電気泳動的に転写した。室温で、メンブレンを

0.1% Tween20を含む Tris Buffer Saline（TBST）を用いて 5% 脱脂粉乳中で１

時間ブロックした。TBST で数回洗浄した後、メンブレンをマウス抗ヒト MMP7抗

体（1:1000希釈）またはウサギ抗ヒト β-アクチン抗体（1:1000希釈）と 4℃で

一晩インキュベートした（一次抗体）。メンブレンを TBSTで数回洗浄した後、西

洋ワサビペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス IgG二次抗体を添加し 1時間インキ

ュベートした（二次抗体）。LumiGLOの化学発光試薬と過酸化物（#7003、cell 

signal technology）を用いて化学発光法により検出した。Image Quant LAS 

4000 mini（GE Health care）を用いて撮影した。 
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7.7. 統計学的解析 

2群間の比較のために Student’s t検定を用いた。p < 0.05を有意水準と判定

し、*：p < 0.05、**：p < 0.01、n.s.：not significant としてアスタリスクブラ

ケットを用いた。グラフのエラーバーには標準偏差を用いた。 
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8. 実験結果 

8.1. EMPD 病変皮膚の表皮ケラチノサイトで CYP1A1 が発現している。 

我々は表 3に示す EMPD患者から得た病変皮膚サンプルを用いて CYP1A1 の免疫

組織化学的染色を行った。結果、Paget細胞および表皮ケラチノサイトにおいて

CYP1A1が発現していた（図 3 A、B）。さらに EMPD患者の非病変皮膚においても

表皮の上層でわずかに CYP1A1が発現していた（図 3 C）。なお非露光部の色素性

母斑および皮膚線維腫組織の非病変部についても同様に染色したが、CYP1A1 の

発現は見られなかった（図 3 D、E）。よって、EMPD病変の表皮ケラチノサイトで

の AhRの活性化が示された。 

 

8.2. AhR リガンドは、NHKCs においても AhR を活性化し、CCL20、MMP7、IL-36γ 産

生を誘導する。 

EMPDの表皮ケラチノサイトで AhRの活性化が示されたので、次に NHKCsを培

養し、AhRリガンドで刺激した影響について調べた。インジルビンとトリプタ

ンスリンは、ヒトのケラチノサイトにおいて CYP1A1の発現を増加させること

が報告されている 25ため選択した。ケトコナゾールは、抗真菌外用薬として広

く用いられているイミダゾール系抗真菌薬であるが、強力な AhR活性化因子と

して知られているため 45、陽性コントロールとして用いた。そして、CYP1A1

は、AhR標的遺伝子の一つであるため、AhR活性化の指標として今までに多く
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の報告で広く用いられている 11。よって、CYP1A1 の mRNA産生量を測定した。

CYP1A1の mRNA産生量は各刺激の 4、8または 48時間後に測定した。結果、い

ずれの時点でもインジルビン、トリプタンスリン、ケトコナゾール処理後に有

意に CYP1A1 mRNA産生が増加していたが、特に 4、8時間後に顕著であった

（図 4 A）。これによりマラセチア由来 AhRリガンドは、NHKCsへの刺激におい

ても AhRの活性化を示した。 

次に、背景で述べたように、AhR活性化と癌促進との関連や、AhR活性化に

よる Th17型炎症の誘導、さらには Th17型炎症と癌との関連について多くの報

告がされているので、Th17細胞に関連する項目について同様に mRNA 発現量を

調べた。CCL20はケラチノサイトで産生され、Th17細胞を腫瘍部位に動員する

ことが知られるケモカインであり 33、IL-36γ は Th17型炎症をきたすことで知

られる尋常性乾癬において IL-23の強力な誘発因子として知られるサイトカイ

ンである 44ため測定した。さらに MMP7は当教室において EMPDでの発現を確認

しているため 7、また MMP14、ADAM10は MMP7 と同様の傾向を示すことがあるた

め同様に測定した。 

結果、NHKCsへの各刺激の 4 時間後、インジルビン刺激群では CCL20、MMP14

の産生を増加させた。トリプタンスリン刺激群では CCL20、MMP7、MMP14、IL-

36γ mRNAの産生を増加させた（図 4 B）。 各刺激の 8時間後では、インジル

ビンは MMP7、MMP14、IL-36γ mRNAの産生を増加させ、トリプタンスリンは
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CCL20 、IL-36γ mRNA の産生を増加させた（図 4 B）。また、NHKCsへのケトコ

ナゾールの刺激の 4、8時間後の両方において、MMP7、MMP14、CCL20、IL-36γ 

mRNAの産生の増加が観察された（図 4 B）。以上より、NHKCsにおけるマラセチ

ア由来 AhRリガンドにより AhR が活性化し、さらに MMP7、MMP14、CCL20 mRNA

の産生を誘導することが観察された。 

 

8.3. AhR リガンドは、NHKCs における CCL20 タンパク産生も増加させる。 

マラセチア由来 AhR リガンドは、特に、EMPD の発症に関わる MMP7 や、腫瘍

部位に Th17細胞を動員することが知られる CCL20の mRNA産生量を有意に増加

させた。CCL20はケラチノサイトで産生されるケモカインであり、EMPD 病変部

である皮膚に AHRリガンドが作用した際に発現が亢進することが予想されたた

め、CCL20の産生についてさらにタンパクレベルで確認することにした。また

MMP7は、すでに EMPD での発現を確認しているため、同時に解析した。 

まず NHKCsに対してインジルビン、トリプタンスリン、ケトコナゾールで処

理した 48時間後の培養上清を用いて、ELISA 法により CCL20タンパク産生量を

測定した。 

結果、CCL20の産生は、トリプタンスリン刺激群で有意に増加した。しかし

インジルビン刺激群では有意差が得られなかった（図 5 A）。 MMP7に関して

は、ウェスタンブロッド法により、わずかではあるが MMP7のバンドを確認し
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た（図 5 B）。以上より、タンパクレベルでも少なくとも CCL20、MMP7 を産生し

ていることが確認できた。 

 

8.4. EMPD 患者の病変皮膚の表皮ケラチノサイトで CCL20 が発現しており、Paget 細

胞および直下の骨髄由来細胞で IL-23の発現が亢進している。 

インジルビンおよびトリプタンスリンは、NHKCsにおける CCL20、IL-36γの

産生を増加させた（図 4、5）。次に我々は、CCL20や Th17型炎症に関わる IL-

23、IL-17、IL-36γの発現について、EMPD皮膚切片を用いて免疫組織化学的染

色により評価した。 

結果、CCL20は表皮上層を主体として表皮ケラチノサイト全層にわたって発

現していた（図 6 A）。また病変周囲の正常皮膚では、表皮ケラチノサイトにお

いてわずかに発現がみられた（図 6 B）。IL-23染色では、真皮上層の骨髄球系

細胞と Paget細胞の両方で IL-23の発現が亢進していた（図 6 C）。なお病変周

囲の正常皮膚では IL-23産生細胞は検出されなかった（図 6 D）。また、IL-36

γ染色ではケラチノサイトでわずかな染色がみられるのみであった（図 6 E）。 

これらの結果から、EMPD病変のケラチノサイトで CCL20が発現しており、ま

た Paget細胞および腫瘍微小環境中で IL-23 の発現が亢進していることが分か

り、EMPD病変皮膚において Th17 細胞優位の炎症を引き起こしている可能性が

示唆された。  
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8.5. EMPD 病変皮膚における IL-17 産生細胞 

さらに、病変罹患皮膚における IL-17染色では、Paget細胞の直下の真皮浅

層において IL-17陽性を示す細胞を多数認めた（図 7 A、B）。 なお病変周囲の

正常皮膚では IL-17 産生細胞は目立たなかった（図 7 C）。IL-17産生細胞を特

定するために、EMPD 病変の凍結切片を作成して、抗 IL-17抗体と抗 CD4 または

抗 CD56抗体で二重免疫蛍光染色を行った。 

結果、CD4陽性細胞は Paget 細胞を含むケラチノサイトの直下で多数見られ

たが、CD56陽性細胞はほぼ認めなかった（図 7 D、E）。再度抗 IL-17 抗体、抗

CD4抗体を用いて二重免疫蛍光染色し、拡大を上げ観察すると、いくつかの

IL-17陽性細胞が CD4 も陽性を示すことが示され、少なくとも CD4陽性 T細胞

は IL-17を産生していると考えられた（図 7 F、対照：図 7 G）。 

 

8.6. EMPD 患者血清 CCL20、sCD163 量は高値を示す 

次に、EMPD患者の血清 CCL20 量を評価した。我々は、表 4に示す多施設から

得た 32人の EMPD患者血清を使用して、血清 CCL20量を ELISA法により測定し

た。EMPD患者では、健常人と比較して血清 CCL20 量は有意に高値を示した（図

8）。続いて、sCD163 を含む関連するケモカインの血清中タンパク量に関して

も、同様に評価した。CXCL5は、好中球、CXCR2 陽性骨髄由来抑制細胞、単球
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を誘導するとされるケモカインである 46。CXCL10 は、Th1細胞および Th17細胞

の誘導を促進することで知られるケモカインである 47,48。CCL17は、Th2 細胞や

制御性 T細胞の遊走に関与することで知られるケモカインである。 

結果、EMPD患者では、健常人と比較して血清 sCD163、CXCL5、CXCL10 量が有

意に高かった。また血清 CCL17 量は健常人と比較して有意差はなかった（図

8）。 

 

8.7. EMPD 患者の血清 sCD163 量は EMPD の腫瘍病勢のマーカーとなり得る 

さらに我々は、EMPD の腫瘍切除前後での血清 sCD163量を調べることにし

た。表 4に示す 32 人の患者のうち、腫瘍切除前後での血液検体を採取した 10

人の EMPD患者について、切除前後での血清 sCD163ならびに CXCL5、CCL20量

を評価した。なお、CXCL10に関しては、患者血清が不足したため実施できなか

った。 

結果、血清 sCD163 量は、EMPD 皮膚病変の切除後に有意に減少した。しかし

血清 CXCL5、CCL20 量に有意差はなかった（図 9 A、B）。以上より、腫瘍切除前

後での血清 sCD163 量は、EMPD の腫瘍病勢のマーカーとなり得ることが示唆さ

れた。 
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9. 考察 

9.1. NHKCs に対するマラセチア由来 AhR リガンド刺激による免疫環境への影響 

マラセチア属真菌は、皮膚の炎症を誘発する AhRアゴニストであるインジルビ

ンやトリプタンスリンなどを誘導することが知られ、ヒトのケラチノサイトにお

いて AhRを活性化させ、CYP1A1の発現を誘導させることが報告されている 7,17。

このことから我々は、マラセチア由来 AhRリガンドとしてインジルビン、トリプ

タンスリンを選択し NHKCsに対する刺激実験を行ったところ、我々の研究におい

ても CYP1A1 mRNAの発現が増加することを確認することができた。マラセチア属

真菌はまた、脂漏性皮膚炎を代表する皮膚炎悪化に関わることが報告されている

18。本来マラセチア属真菌はすべてのヒトとの共生真菌として存在するが、皮膚

炎発症との因果関係の理解は不完全なままであった。そこでマラセチア属真菌

は、炎症環境において過剰な AhRリガンドを産生することにより病原性を示し、

皮膚炎を悪化させるのではないかと推測した。 

また、NHKCsに対するインジルビン、トリプタンスリン刺激により、CCL20や

MMP7の発現を増強させることを示した。CCL20 は、腫瘍部位に Th17細胞を動員

することで知られるケモカインで 33、特に乳癌の腫瘍増殖、浸潤、骨転移に関わ

るとする報告が多数存在する 36,37。また MMP7 は EMPDで発現が亢進しており腫瘍

形成に関わることが知られている 7。 

なお、ELISA法を用いたタンパク定量解析では、NHKCs培養上清中の CCL20タ
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ンパク量はトリプタンスリン投与群のみで有意に高値であり、MMP7に関しては

ウェスタンブロッド法を用いた解析でわずかな MMP7タンパクの存在を確認する

ことができるのみであった。これは、我々の In vitroの実験系において、MMP7

タンパクはタンパクの合成とゴルジ体内の輸送のどこかに欠陥があり、わずかな

検出にとどまった可能性があり今後の検証が必要である。しかし、機能的タンパ

クの放出という意味では CCL20に関しては特に重要な意味をもつと考えられる。 

また各因子による刺激間において、mRNAの発現誘導効果に相違がみられている。

この点に関して、Hidaka らは、マウスに対する AhR リガンド刺激実験として、

7,12-Dimethylbenz（a）anthracene（DMBA）と FICZを慢性的に暴露しアルテミン

の発現量を比較しているが、DMBA投与群のみ有意差があり、FICZの急速な代謝に

よる分解を原因として挙げている 28。我々の実験においても、リガンドごとに発

現誘導効果が異なるのは、各リガンドの代謝速度の違いや、AhR 活性化の不安定

性が関与していると考えられた。また、各リガンドの受容体への結合能や、下流

のシグナルや転写制御の相違、EMPD病変部位での各リガンド存在量の違いについ

ては、現在のところ EMPD における AhR リガンドが特定できていないので不明で

あり、今後の検討が必要と考える。 

 

また、ケトコナゾールはイミダゾール系の合成抗真菌薬で、現在本邦では外用

剤が用いられている。ケトコナゾールは AhRアゴニストとして作用すること知ら
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れているが、最近の報告ではケトコナゾールの不純物が AhRを活性化するのでは

ないかと推測されている 45。実際に我々の研究では、NHKCsへの刺激で CYP1A1

の発現を増加させた。マラセチア属真菌を含む真菌感染を制御することが AhR活

性化を抑え、最終的に EMPD発症を抑制できる可能性が推測されるが、外用ケト

コナゾールの使用に関しては AhR活性作用についてはまだ解明されていないた

め、アポクリン領域への使用の是非についての見解はまだない。 

 

9.2. EMPD における Th17 型炎症を中心とした免疫環境 

以前に報告されているように、皮膚における AhRの慢性的な活性化は、Th2

細胞だけではなく Th17 細胞による炎症誘発性サイトカインの発現を増加させ

る可能性がある。本研究では、マラセチア由来 AhRリガンドの NHKCs への刺激

により、CCL20発現が増強していることがわかり、EMPDにおいても、ケラチノ

サイトにマラセチア由来 AhRリガンドが作用して AhRを活性化し、CCL20 の発

現を増強することで Th17細胞を腫瘍部位に動員している可能性が推測され

た。このことから、EMPDにおいて Th17細胞を中心とした免疫環境の解析をす

べきと考えた。 

背景に述べたように、Th17 型炎症は、特に乳癌の発症、増殖に関与するとい

う報告が多数存在する。このことから、乳癌同様アポクリン腺起源である EMPD

においても、CCL20 が Th17細胞を腫瘍に動員し、Th17細胞を中心とした炎症
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が腫瘍の発症、増殖に関わるのではないかと推測した。実際に、EMPD の病変部

表皮ケラチノサイトにおいてびまん性に CCL20 が発現しており、Paget 細胞お

よび直下の骨髄由来細胞の多くで IL-23が強く発現していた（図 6）。 

IL-23産生細胞に関しては、樹状細胞などの骨髄由来細胞が知られている。

今回我々の実験では、Paget細胞でも IL-23 が発現しており、想定していない

発見であった。Paget 細胞が何らかの形で IL-23の産生機能を獲得したのだろ

うが、現在のところ機序は不明であり、今後の解析を要する。 

IL-17は、Th17、γδT細胞、ナチュラルキラー細胞などの免疫細胞から産

生され 49、多くの炎症性疾患や自己免疫疾患において重要な役割を果たす炎症

誘発性サイトカインである 50。尋常性乾癬では、TNF-αにより IL-23 が産生さ

れ、Th17細胞を刺激して IL-17 を産生し、この IL-17がケラチノサイトに作用

し、尋常性乾癬の皮疹形成に強く関わることがよく知られている 51,52。実臨床

において、IL-23や IL-17を標的とした治療が尋常性乾癬に対して行われてい

る。また慢性炎症はさまざまな癌と関連があるとされ、IL-17は、皮膚癌、乳

癌、前立腺癌、大腸癌、肺癌、膵癌の発症を促進することが知られている

42,53。 

以上のことから、EMPDに関して、慢性炎症、特に Th17細胞を中心として

IL-17が腫瘍形成に関わっているのではないかと仮説を立てた。今回、EMPDの

腫瘍微小環境中には IL-17陽性細胞が多数浸潤しており、病変凍結切片を用い
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た二重免疫蛍光染色によって、多くの IL-17 産生細胞は CD4陽性であった（図

7）。Th17細胞が IL-17を産生することは知られているため、EMPDにおいて

Th17細胞が IL-17を産生していると考えた。 

我々の報告の後に Sparberらは、共生真菌であるマラセチア属真菌がマラセ

チア属真菌を感染させたマウス皮膚から早期に単離したリンパ球のフローサイ

トメトリーを用いた解析により、IL-17産生細胞としてγδT細胞、αβT細胞

と、わずかな innate lymphocyte（ILC）を同定している 54。今回 EMPD とマラ

セチア由来 AhRリガンドの関与を推測しているが、EMPDの腫瘍微小環境中にみ

られる IL-17もまた、γδT細胞、ILCも産生している可能性は考えられる。 

MMP7は、以前に報告されているように、Paget細胞で強く発現しており、膜

関連 RANKLを切断して血中に sRANKLを放出し、腫瘍微小環境の TAMs を刺激し

て CCL17産生細胞を誘導して免疫抑制環境を構築すると考えられている 7,8。

MMP7の発現増加は前立腺癌でもみられ、マウスにおいて、IL-17が MMP7 発現

増加と腫瘍増殖を促進すると報告されている 42。よって EMPDにおいても同様

に、IL-17が MMP7発現を増加させ腫瘍増殖を促進する可能性が推測される。 

IL-36γは、IL-1 サイトカインファミリーの一つで、ケラチノサイトやラン

ゲルハンス細胞で主に発現し、感染防御機構に関わる。IL-36γは尋常性乾癬

やアレルギー性接触皮膚炎などの炎症性皮膚疾患のバイオマーカーとされる。

さらに、皮膚炎において、表皮の alarmin機能を増強することが報告されてい
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る 55。IL-36γは乾癬細胞における IL-23の強力な誘発因子として報告されて

おり 40、乾癬形成に関わる IL-23/Th17/IL-17 経路の上流で関与する 56-58。この

ことから、EMPDの炎症環境にも関係しているのではないかと推測したが、EMPD

組織ではケラチノサイトでわずかに IL-36γ の発現がみられたのみであった

（図 6 E）。NHKCsに対するマラセチア由来 AhR リガンド刺激では IL-36γ産生

が増加した（図 4）が、有意差がわずかであったことに加え、IL-36γ のタン

パク量を解析していないので、IL-36γと EMPD の関係については今後さらなる

検討を要する。 

 

9.3. EMPD 患者血清と腫瘍病勢マーカーとしての sCD163   

EMPD患者血清においても、CCL20タンパク量が健常人と比較して高値を示し

た。これは先に述べてきたように、EMPD患者において Th17細胞を中心とした炎

症が惹起されているということを示唆する。また EMPD患者において、血清

CXCL5、CXCL10、sCD163 量は有意差をもって高値を示したが、Th2細胞や制御性

T細胞の遊走に関与する CCL17の血清量には有意差がなかった。特に CXCL10

は、Th17細胞の誘導を促進することが知られており 47,48、EMPD患者において Th2

細胞や制御性 T細胞よりも Th17細胞を有意とする炎症環境を形成していること

を補足する結果となった。 

また、皮膚癌における TAMsの主な集団は CD163 陽性 M2マクロファージであ
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り、sCD163は TAMが活性化し膜型 CD163が細胞外に放出された結果として血清

中に現れる TAMsマーカーである 59。さらに sCD163 は、血管肉腫や悪性黒色腫に

おける腫瘍病勢のマーカーとしての有用性が指摘されている 43,44。我々は、

sCD163量がアポクリン由来の腺癌である EMPD 患者からの血清中でも増加すると

仮説を立てた。 

実際血清 sCD163量は、この研究で調べた大部分の EMPD患者において増加して

いた。そしてこれらの量は外科的処置後に有意に減少した。これは sCD163 が

EMPD患者における腫瘍病勢のマーカーとなり得ることを示唆する。なお、CCL20

に関して有意差は得られなかったが、症例を増やしてさらに病期を分けて検討す

ることで、有意差が得られる可能性があると考えられた。 

また Fujimuraらは、進行期悪性黒色腫患者へのニボルマブによる治療開始前

と開始後早期で血清 sCD163量を測定し、sCD163 量が増加した群において有意に

完全寛解・部分寛解が得られたと報告している 44。これにより、進行期皮膚悪性

黒色腫に対するニボルマブ治療前後での血清 sCD163量の増加が、ニボルマブの

効果予測マーカーとなり得ると指摘している 44。本研究の EMPDにおける結果と

は意味合いが異なるが、悪性黒色腫と同様に、CD163が腫瘍微小環境の形成に関

与していることが示唆された。 

 

9.4. まとめと今後の展望 
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本研究の結果から、表皮ケラチノサイトにおけるマラセチア由来の AhR シグナ

ル伝達が EMPD発症に関与する可能性が示唆された。まとめると、表皮ケラチノ

サイトにおいて、マラセチア由来 AhRリガンドにより AhRを活性化し、CCL20の

産生を誘導する。この CCL20が腫瘍部位に Th17 細胞を動員する。さらに、IL-23

が Paget細胞または骨髄由来細胞で発現しており、Th17細胞の分化、誘導を促

進する。さらに、Th17 細胞により少なくとも産生されている IL-17陽性細胞

が、EMPDの腫瘍微小環境中に多数存在している。また、IL-17は CCL20 や MMP7

の発現を亢進することも推察される。以上より、マラセチア由来の AhR 活性化に

より、EMPD病変部において Th17細胞を中心とした炎症が引き起こされ、腫瘍を

増殖させることが推測された（図 10）。実際に、EMPD病変部における CCL20、

IL-23、IL-17発現は EMPD非病変部と比較して亢進しており、Paget細胞が炎症

性微小環境の構築に必要であることが示唆された。 

また Kambayashiらが以前に示したように、Paget細胞が産生する MMP7 が膜型

RANKLを切断し血中に sRANKLを放出し、これが TAMsを刺激する 7。その結果

sCD163が血中で増加するが、今回用いた 32人の血清についても sCD163 が増加

し、腫瘍病勢のマーカーとなり得ることが示された。この経路に関して、Th17

細胞自身もまた TAMs の増加に関わっているのではないかと推測したが、今回の

研究ではこの直接的関わりについては明らかにならなかった。 

今後 EMPDの腫瘍細胞株を樹立し、その後腫瘍細胞に対して、マラセチア AhR
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リガンドで刺激を加えることができれば、実際に AhRの刺激により IL-23腫瘍細

胞からの産生を確認できる可能性がある。これらの開発が進むことにより、AhR

や Th17細胞を含めた EMPDの腫瘍免疫環境をより解明できるのではないかと期待

される。 

現在尋常性乾癬に対して、抗 IL-23p19抗体、抗 IL-17抗体などの Th17 型炎症

を標的とした製剤が盛んに使用されている。EMPD に対して将来的に、抗 RANKL

抗体に加え、IL-23、IL-17を標的とした治療が局所免疫抑制や腫瘍進行を予防

する有望な治療戦略として行われるようになるのではないかと期待する。AhRの

阻害も EMPDの腫瘍抑制に働く可能性があるが、AhRの作用は、腫瘍促進性にも

抑制性にも働くことがあるので、さらなる解析研究が必要である。 

マラセチア属真菌の EMPDとの関連に関しては今までに報告はない。マラセチ

ア由来 AhRリガンドが EMPD発症に関わる可能性が考えられたため、マラセチア

属真菌自体の除菌も EMPDに対して制御的に働く可能性は推測されるものの、実

際に最盛期の EMPD 3 症例の病変部からの培養ではいずれもマラセチア属真菌は

培養されなかった。このことから、マラセチア属真菌は EMPDの成立過程で重要

であり、腫瘍の進展との関与は希薄である可能性が推測されたが、本研究では、

菌学的な解析は行っておらず、症例数を増やして EMPD病変部における微生物

叢、真菌感染の有無について解析する必要がある。 

また、EMPDにおいて、RAS/RAFおよび PI3K/AKT 経路の構成的活性化の関連が
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報告されていたが、これらの経路とマラセチア由来リガンドとの関連については

調べ得る限りではわからなかった。さらに、AhR シグナルとのクロストークにつ

いても報告はなく不明であった。 

 

9.5. 本研究の限界 

EMPD組織における AhR発現量については、本研究では定量的な解析は行って

いない。また過去の報告もなく、他の癌との比較は困難である。背景で述べたよ

うに、悪性黒色腫のように腫瘍細胞株があれば、恒常的 AhRの活性化や、AhRリ

ガンド刺激による CYP1A1 の発現量が測定可能だろう。 

MMP7に関しては、mRNAやウェスタンブロッド法によりタンパクレベルで検出

しているものの MMP7 の activated formを検証していないために、今回我々が考

察したような EMPDにおける MMP7の本当の役割という意味では研究の追加が必要

である。ただし今回の研究の趣旨からは外れるために将来の研究としたいと考え

る。 

また、CD4陽性 IL-17陽性細胞を提示したが、非特異的染色を疑う染色や DAPI

陽性細胞の割合が高すぎることなどについて、本研究の精度を再検証する必要が

ある。特に、IL-17産生細胞としては、CD4陽性で示すαβT細胞の他にγδT細

胞、ILCなどが考えられるが、本研究では実証できていない。しかしながら、

EMPDは当施設での年間症例数が 5例程度の稀少癌であるため、症例蓄積が今度
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の課題である。 

また本研究は EMPD の動物モデルや細胞株がないために、マウスでの生体内で

の実験はできなかった。そのために、Th17が TAMsの誘導に作用しているであろ

うことを証明できていない。CYP1A1陽性率と血清 CCL20、sCD163濃度の相関を

調べることがより直接的に我々の仮説を証明できる可能性があるが、今後の研究

として、これらの相関についてさらに症例数を増やして統計学的に処理すること

が重要と考える。ただし、EMPDは稀少癌であるため症例の蓄積に困難があるの

が実情であり、症例の蓄積と検体採取が今後の重要な課題となると考える。 

さらに AhR活性化が発症に関わることや Th17 細胞が発症、病態に関与するこ

とに関する検証が必要だが、現在のところ、EMPD の細胞株や動物モデルがない

ため直接的にエビデンスを得ることが難しいのが現状である。他の癌種も含めて

AhRと Th17が皮膚悪性腫瘍への影響について検証していくことを今後の目標と

したい。 
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10. 結論 

 本研究により、アポクリン領域の表皮ケラチノサイトにおいて、マラセチア由

来の AhRリガンドが AhRを活性化させ、EMPD 発症に関わることが推測された。

また AhR活性化により CCL20産生が誘導され、IL-23/Th17/IL-17軸を中心とし

た腫瘍免疫環境を形成することが示唆された。 
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14. 図説 

図 1. 

AhR の古典的作用 

AhRは、様々な細胞に発現しており、通常不活性状態にある。そこに、TCDD、

PAHs、FICZ、微生物由来物質などの AhRリガンドが結合すると核内で AhR Nuclear 

Translocatorとヘテロ二量体を形成し、CYP1A1などの AHR標的遺伝子を活性化さ

せ、解毒などに作用する。 

 

図 2. 

EMPD では、Th2 細胞優位の免疫抑制性微小環境を形成している（既報告事項）。 

EMPDでは、M2型（CD163 陽性、CD206陽性）TAMs が浸潤しており、豊富な腫瘍促

進性サイトカインや増殖因子を産生している。Paget 細胞で産生される MMP7 が膜結

合 RANKLを切断し、血中に sRANKLを放出し、TAMs を刺激して CCL17陽性細胞を腫瘍

部位に動員する。これにより Th2細胞優位の免疫抑制性微小環境を形成すると考え

られている。 

 

図 3. 

EMPD 病変部の表皮ケラチノサイトで AhR が活性化している。 

免疫組織化学染色により、病変部皮膚切片に対して抗 CYP1A1抗体を用いて染色し
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た。表 1に示す 19例の EMPD（A、B、C）およびコントロールとして 3症例の色素性

母斑（D）、3症例の皮膚線維腫（E）の分析からの代表的な画像を示した。（B）赤線

部分は CYP1A1陽性部分を示しており、顆粒層直下の表皮ケラチノサイトで病変部お

よび病変の周辺正常皮膚で陽性であった。なお、正常組織では CYP1A1の発現は陰性

であった（D、E）。（A）病変部（200倍）、（B）病変部（400倍)、（C）病変の周辺正

常皮膚（200倍）、（D）色素性母斑症例の臀部正常皮膚(200倍)、（E）皮膚線維腫症

例の上背部正常皮膚（200 倍）。 スケールバー：100 µm。 

 

図 4. 

NHKCsに対し、マラセチア由来 AhR リガンドで刺激すると、AhR を活性化し、

CCL20、MMP7、IL-36γmRNA の発現を増強する。 

NHKCsを培養し、インジルビン（10 nmol/L）、トリプタンスリン（1 µmol/L）また

はケトコナゾール（1 µg/mL）で処理した。刺激の 4、8、48時間後に、CYP1A1 mRNA

発現量を測定した。結果、いずれの時点でも各刺激後に有意に増加していたが、4、

8時間後に顕著であった（A）。その他の因子について各刺激の 4、8時間後に同様に

mRNA発現量を測定すると、それぞれの時点において刺激群で CCL20、MMP7、MMP14、

IL-36γ mRNA量が有意に増加していた（B）。mRNA 発現量は、各因子の未処理細胞に

対する mRNA発現量をグリセルアルデヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼに対して正規化

して示し、二群間の比較に Student’s ｔ検定を用いた（*：p < 0.05）。 
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図 5. 

NHKs に対するマラセチア由来 AhR リガンドの刺激により、CCL20、MMP7 のタンパク

産生もみられる。 

（A）NHKCs培養上清を回収し、ELISAによって分析した。NHEKsの培養上清中

CCL20量は、トリプタンスリン刺激群で有意に増加していた。各ドナーからのデータ

は 3回の独立した実験から求め、その平均値および SD値を算出した。二群間の比較

に Student’s ｔ検定を用いた（*：p < 0.05）。（B）MMP7産生は、ウェスタンブロ

ッド法によって分析した。30 k Da付近に、わずかに MMP7タンパクのバンドを認め

た。 

 

図 6． 

EMPD の病変部表皮ケラチノサイトでびまん性に CCL20 の発現が、また Paget 細胞お

よび腫瘍微小環境中の骨髄由来細胞で IL-23の発現が亢進している。 

免疫組織化学染色により、病変部皮膚切片を、抗 CCL20抗体（A-B）、抗 IL-23抗

体（C-D）、IL-36γ抗体（E）を用いて染色した。陰性対照として二次抗体であるマ

ウス IgG抗体のみを用いて染色した（F）。表 1に示す 19例の EMPDの分析から代表

的な画像を示した。（A）赤線は、CCL20陽性領域を示し、表皮ケラチノサイトでびま

ん性に陽性を示した。（B）周辺正常皮膚では、わずかに染色がみられるのみであっ
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た。（C）IL-23は、Paget 細胞および腫瘍微小環境中の骨髄由来細胞で陽性であっ

た。主な IL-23陽性部位を赤矢印で示した。（D）周辺正常部は染色されなかった。

（E）IL-36γはケラチノサイトでわずかな染色が見られるのみであった。（A）病変

部（200倍）、（B）病変周辺の正常皮膚（200倍）、（C）病変部（200倍）、（D）病変周

辺の正常皮膚（200倍）、（E）病変部（100倍）、（F）病変部（100倍）、スケールバ

ー：100 µm。 

 

図 7. 

EMPD において、腫瘍微小環境中の骨髄由来細胞で IL-17 の発現が亢進しており、発

現細胞の一部は CD4 陽性細胞である。 

免疫組織化学染色により、病変部皮膚切片を、抗 IL-17抗体を用いて染色した

（A-C）。表 1に示す 19例の EMPDの分析から代表的な画像を示した。（A）病変部の

真皮内に IL-17を発現する細胞を多数認めた。（B）赤矢印は、主な陽性部位を示

し、腫瘍微小環境中の骨髄由来細胞で陽性であった。（C）周辺正常皮膚では陽性細

胞はごく少数であった。（A）病変部（200倍）、（B）（A）の拡大(400倍)、（C）病変

の周辺正常皮膚（200倍）。スケールバー：100 µm。 

さらに、表 1に示す EMPD 4症例の凍結切片を用いて二重免疫蛍光染色を行い、4

例からの代表的な画像を示した。（D-E）抗 IL-17 抗体（緑色）、抗 CD4または CD56

抗体（赤色）、DAPI（青色、核）を用いた。CD4陽性細胞は複数みられた（D）が、
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CD56陽性細胞はほぼ確認できなかった（E）。（F）改めて CD4、IL-17の二重免疫蛍光

染色を行った。（G）陰性対照として、抗 CD4抗体に対して isotype対照 IgG1 抗体、

IL-17 に対しては二次抗体のみを用いた。これらの結合画像が図右下（Merge）であ

り、緑と赤の結合部位が黄色で示されており、IL-17産生細胞の一部は CD４陽性細

胞であった。主な細胞を赤矢印で示した。（D、E：200倍、スケールバー：100 µm、

BZ-X800で撮影）（F、G：630倍、スケールバー：20 µm、LSM700で撮影）。  

 

図 8. 

EMPD 患者において、血清 CCL20、sCD163、CXCL5、CXCL10 量は高値を示す。  

（A）EMPD 患者 32 人および 10 人の健常人の血清を用いて ELISA法のより算出した

血清 CCL20、sCD163、CCL17、CXCL5、CXCL10量を示した。（*：p < 0.05、**：p < 0.01、

n.s.：not significant）。 

 

図 9.  

EMPD 患者において、腫瘍切除後に血清 sCD163 量は減少する。 

（A）ELISA 法により測定した EMPD 患者 10 人の腫瘍切除前後での血清 sCD163、

CXCL5、CCL20量を示した。二群間の比較に Wilcoxon signed-rank検定を用いた（*：

p < 0.05、**：p < 0.01、n.s.：not significant）。  

(B)EMPDの腫瘍切除前後で血清を採取した患者の血清 sCD163、CXCL5、CCL20 タンパ
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ク量の患者別データを示した。 

 

図 10.  

マラセチア由来 AhR リガンドによる EMPD 発症機序の考察 

マラセチア由来 AhRリガンドが表皮ケラチノサイトに作用し、CYP1A1を発現し

AhRを活性化させる。その結果、表皮ケラチノサイトで CCL20の発現を亢進させる。

CCL20は、Th17細胞を腫瘍部位に動員させる。また、Th17細胞の分化誘導に関わる

IL-23が Paget細胞、骨髄由来細胞で発現亢進しており、実際に Th17細胞から産生

される IL-17が、腫瘍微小環境中に多数浸潤している。このように、EMPD では Th17

細胞優位の免疫微小環境を形成している。IL-17は CCL20や MMP7の増殖に作用する

ことが推測される。MMP7 はすでに報告されているように、膜結合型 RANKL を切断し

て血中に sRANKLを放出し、TAMsを刺激し、血中に放出される sCD163は腫瘍病勢の

マーカーとなる可能性がある。今回の実験で示した項目を青実線矢印で示し、今回

の実験から推測した項目に関しては、青点線矢印で示した。 
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15. 図 
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図 5 

 

*：p < 0.05 
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図 6 
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図 7 
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図 8 

 

*：p < 0.05、**：p < 0.01、n.s.：not significant 
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図 9 

 

 

*：p < 0.05、n.s.：not significant 
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図 10 
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16. 表 

表１ 
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表 2 抗体一覧 

 



75 

 

表 3 免疫染色を行った患者の基本情報１ 
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表 4 血清を得た患者の基本情報（表 3と重複あり） 

 


