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はじめに
　ハチ毒は紅斑，水膨れ，浮腫，痛み，かゆみなどの皮
膚の炎症を誘導する一方，抗炎症作用，抗ガン作用など
ももちさまざまな民間療法に利用されてきた。しかし病
原体認識受容体の一種である TLR を介した免疫応答と
の関係については，抑制性作用の報告があるもののまだ
定かではない。われわれはハチ毒が，合成二本鎖RNA・
poly（I：C）に対するヒト皮膚角化細胞の TLR3 を介す
る免疫応答を増強することを見出した。またこの増強作
用は，ハチ毒構成成分の一つである分泌型 PLA2 による
ものであることが分かった。PLA2 は細胞膜グリセロリ
ン脂質をリゾリン脂質と遊離脂肪酸とに加水分解する酵
素である。われわれはハチ毒 PLA2 がヒト皮膚角化細胞
での poly（I：C）の細胞内取り込みを増強させ，NF—κB
や MAPKs のリン酸化を増強し，その結果角化細胞に
よるIL—8産生量を増加させることを示した。さらにわれ
われはハチ毒 PLA2 の酵素活性が poly（I：C）の細胞内

取り込み増強に必要であることを明らかにした。これら
の結果から PLA2 が角化細胞の細胞膜の構造を修飾し角
化細胞への poly（I：C）取り込みを増強させたことが考
えられた1）。本稿では以上の結果を紹介し PLA2 による
角化細胞の免疫応答増強機構や臨床応用に関して考察
する。

1．Poly（I：C）による皮膚免疫活性化機構
　皮膚は，さまざまな外敵から体を守る重要な器官であ
る。皮膚の外層は主に角化細胞から成り立っている。角
化細胞は外壁バリアとして機能するだけでなく TLR な
どを介するサイトカイン産生など，皮膚の免疫応答にも
積極的に参加している。サイトカインのなかでもIL—8は
好中球を炎症部位に遊走させる CXC ケモカインファミ
リーに属し，自然免疫応答の誘導や調整を中心的に行
う。IL—8 産生量の増減は角化細胞活性化の鋭敏なセン
サーにもなりうる。
　Poly（I：C）は合成二本鎖 RNA で，TLR3 や retinoic 
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acid inducible gene—I—like receptors（RLRs）などの受
容体を介して宿主細胞に認識される。TLR3 はエンド
ソームに局在しエンドライソソームで二本鎖 RNA を認
識する。一方で RLRs は retinoic acid inducible gene—I

（RIG—I）や melanoma differentiation—associated gene 5
（MDA5）などの受容体から成る細胞質局在センサーで
ある。これら TLR および RLRs の下流では NF—κB や
MAPKs，Interferon regulatory factor（IRF）3／7 など
のシグナルが活性化され，IL—8 やⅠ型インターフェロン
などの炎症性サイトカインが誘導される。Poly（I：C）
は IL—8 産生を誘導し創傷治癒を促進することが最近報
告されている2）。また TLR3 や poly（I：C）の創傷治癒
促進作用も報告されている3）。

2．ハチ毒の構成成分と作用について
　ハチ毒はメリチンやアパミンといったペプチドや，
PLA2，ヒアルロニダーゼなどの酵素や，ヒスタミン，
エピネフリン，アミンなどのさまざまな構成成分から成
る。ヒスタミンはアレルギー反応誘導物質として知られ
ている。メリチンは26個のアミノ酸から成る抗菌ペプチ
ドで，ハチ毒の 40～50％を占める主要な溶血毒成分であ
り，抗細菌作用や抗炎症作用のような多彩な作用をもつ。
　PLA2 は生体膜主要成分であるグリセロリン脂質を加
水分解し，遊離脂肪酸とリゾリン脂質を産生する酵素群
の総称である。PLA2 はハチ毒のみならずわれわれ哺乳
類も産生し，30 種類以上の分子種が認められ構造や局
在，進化などから細胞質型，細胞外分泌型など複数のグ
ループに大別される。最大の PLA2 サブグループである
分泌性 PLA2（sPLA2）には細胞分布や基質リン脂質に
対する選択性の違いから哺乳類では 10 種類の活性型分
子種が存在する。ハチ毒 PLA2 は分泌型 PLA2 のグルー
プⅢに分類され，ハチ毒の 10～12％を占める主要なアレ
ルゲンとされている。PLA2 酵素で誘導される加水分解
反応は細胞膜の構築を修飾し，細胞膜の形や脂質含有量
や結合タンパクの量を変えることによって膜の機能に影
響を与える。

3． ヒト皮膚角化細胞株HaCaT細胞における
ハチ毒の作用

　皮膚での TLR を介する免疫応答へのハチ毒の影響を
明らかにするため，まずはヒト皮膚角化細胞株 HaCaT
細胞にハチ毒を添加し，同時に TLR リガンドを加えて
刺激し産生される細胞上清中の IL—8 の量を ELISA で測
定した（図 1A）。ハチ毒のみでわずかに IL—8 産生が誘
導されたが，TLR4（LipidA）および TLR7 リガンド（Gar-
diquimod）のみによる IL—8 産生はほとんど認めず，こ
れらは以前の報告と同様 HaCaT 細胞においては TLR4
や TLR7 が発現していない可能性が考えられた。TLR9
リガンド（CpGDNA）刺激では IL—8 産生はわずかに認

めるものの明らかなハチ毒添加による産生増強は認めな
かった1）。いっぽう TLR1／2 リガンド（Pam3CSK4）お
よび TLR2／6 リガンド（FSL—1）刺激による IL—8 産生に
関してはハチ毒添加で少し増強することが分かった。さ
らに TLR3 リガンド（poly（I：C））刺激ではハチ毒添加
により2倍以上のIL—8産生増強を認め最も高い増強作用
が認められた（図 1A）。ハチ毒添加量を増やすと増強作
用も強まることから，ハチ毒は明らかに poly（I：C）刺
激による HaCaT 細胞の IL—8 産生量を増やすことが分
かった。

4． IL‒8産生増強にかかわるハチ毒構成成分
の検討

　次にわれわれは，ハチ毒のどの成分が poly（I：C）刺
激の増強効果を生じたのか調べることにした。ハチ毒成
分からメリチンやヒスタミン，PLA2がその候補と考え，
それぞれを HaCaT 細胞に添加し poly（I：C）刺激に対
する増強効果が生じるかどうか IL—8 産生量で調べたと
ころ，PLA2 で最も高くなることが分かった1）。この作用
は HaCaT 以外のヒト皮膚角化細胞でも認められたが，
ヒト末梢血単核球（PBMC）では認めなかったため皮膚
角化細胞特有であることが考えられた。さらに poly（I：
C）以外の TLR リガンド刺激においても，ハチ毒添加時
同様 PLA2 添加で TLR1／2 および TLR2／6 リガンド刺激
で軽度の，TLR3 リガンドである poly（I：C）刺激で最
も強い増強作用が示された（図 1B）。以上の結果から，
IL—8産生増強作用はハチ毒内のPLA2によるものである
ことが考えられた。さらに PLA2 の酵素活性がこの増強
作用に関係するかどうか調べるため，PLA2 の代わりに
熱処理して酵素機能を失わせた PLA2 を添加したり，
PLA2 の活性部位を直接阻害する PLA2 インヒビター

（MJ33）を PLA2 と混合して加えたりして poly（I：C）
刺激を行ったところ（図 1C），いずれも IL—8 産生増強作
用は消失あるいは低下したことが分かった。以上より
PLA2 の酵素活性が poly（I：C）刺激による IL—8 産生の
増強作用に必要であることが判明した。

5． PLA2が増強させる poly（I：C）刺激経路
の検討

　前述のように poly（I：C）はエンドソームに局在する
TLR3や細胞質内に局在するRIG—IやMDA5などのRLR
に結合する。RIG—I は短い種類の poly（I：C）に結合し，
MDA5 は長い種類の poly（I：C）に結合する。今回使用
した poly（I：C）は長い種類の poly（I：C）であったた
め MDA5 および TLR3 に対する抗体を用いて蛍光顕微
鏡でどちらの受容体と標識 poly（I：C）とが共局在する
か検討した。まず MDA5 と poly（I：C）との共局在は
検出できなかった。また TLR3 に関しては抗体による
TLR3 の局在が明らかにできずそのため共局在も検出で
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きなかった。しかしライソソームマーカーである Lyso 
Tracker と標識 poly（I：C）との共局在は認められ，ハ
チ毒 PLA2 によりその共局在が経時的に増強したことか
ら，少なくとも poly（I：C）の一部はエンドライソソー
ム認識受容体である TLR3 に認識されることが考えら 
れた1）。
　また PLA2 がどのような活性化シグナルを増強させる
のか調べたところ，PLA2 および poly（I：C）刺激では
poly（I：C）単独よりも Erk，JNK，Ikkα/β，IκBαの
増強が認められたため，PLA2 添加により poly（I：C）
刺激で誘導されるMAPKやNF—κBの活性化シグナルが
増強されることが分かった1）。

6． Poly（I：C）刺激増強における PLA2酵
素作用の必要性

　標識 poly（I：C）は PLA2 添加により細胞内に経時的
に取り込まれていくことが分かったため，熱処理した
PLA2 や前述の PLA2 インヒビターを用いて PLA2 の酵
素作用が poly（I：C）取り込み増強に必要かどうかを共
焦点顕微鏡やフローサイトメトリーにて調べたところ，
いずれも PLA2 酵素作用が必要である結果を示した

（図 2A，図 1D）。さらにハチ毒 PLA2 添加により細胞膜
から細胞上清に分泌される脂肪酸（C18：1，オレイン酸）
の量を LC／MS で測定比較したところ，PLA2 添加で増
加し，熱処理後の PLA2 では増加しないことが分かった

（図2B）。以上よりハチ毒PLA2添加により細胞膜のリン
脂質が分解され，それに伴い同時添加した poly（I：C）

図　1　 ハチ毒（BV）およびハチ毒 PLA2（BV‒sPLA2）添加による角化細胞での免疫応答への影響
　　　�角化細胞に各種 TLR リガンドおよびハチ毒（A）あるいはハチ毒 PLA2（B）を添加し，

産生される IL—8 の量を ELISA で測定した。ハチ毒あるいはハチ毒 PLA2 添加によりとく
に Poly（I：C）刺激による IL—8 産生が増加した。さらに Poly（I：C）添加と同時に，PLA2
インヒビターを PLA2 と混合後角化細胞に添加し，IL—8 産生量を ELISA で測定したり（C）
標識 Poly（I：C）の角化細胞取り込みをフローサイトメトリーで測定したりした（D）。
Poly（I：C）による IL—8 産生量は PLA2 添加により増強するが，PLA2 インヒビター添加
検体では PLA2 による増強作用が抑制された。標識 Poly（I：C）の角化細胞取り込みも
PLA2 添加により増強するが，PLA2 インヒビター添加検体では PLA2 による取り込み増強
作用が抑制された。以上より Poly（I：C）の角化細胞への取り込みや IL—8 産生の増加には
PLA2 の酵素活性が必要であることが分かった。（NS：P≥0.05，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01， 
＊＊＊P＜0.005）（文献1）を引用，Oxford University Press より使用許諾取得済み）
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の細胞内取り込みが上昇し，エンドライソソームに局在
する TLR3 により認識されて活性化シグナルが上昇し
IL—8 産生が上昇したことが分かった。

7． PLA2酵素によるヒト皮膚角化細胞での免
疫応答増強機構

　われわれは熱処理した PLA2 や PLA2 特異的インヒビ
ターを用いて，poly（I：C）刺激による免疫応答活性化
にハチ毒 PLA2 の酵素作用が必要であることを示した。
PLA2酵素は細胞膜のグリセロリン脂質のsn—2位置を切
断することで細胞膜の形態や構成脂質の量や質，あるい
は結合タンパクを変え細胞膜機能に影響を及ぼす。ハチ
毒 PLA2 は角化細胞上清中の脂肪酸の中のオレイン酸

（C18：1）を増やしたがこれは細胞膜が加水分解された
ことを示唆している。この細胞膜の変化が poly（I：C）
の角化細胞内取り込みを促進させた可能性がある。オレ
イン酸分泌レベル上昇とハチ毒 PLA2 による poly（I：

C）の角化細胞内取り込み上昇とは相関し，熱処理後の
PLA2 ではこのレベルは減少していた。これは PLA2 酵
素が触媒する加水分解反応が細胞膜構築修飾を誘導した
ことを示唆している。以前の報告によれば，ホスホリ
パーゼの一種であるスフィンゴミエリナーゼが細胞膜の
スフィンゴミエリンの加水分解を誘導し素早いエンドサ
イトーシスを誘導したことが示されている4）。さらなる
調査が必要ではあるが，PLA2 による加水分解反応もエ
ンドサイトーシスを誘導した可能性が考えられる。さら
にほかの報告によれば，細胞膜内膜側に素早く侵入でき
る C6—リン脂質添加により内膜側に脂質量が増加するよ
うな膜の非対称が生じ，これがエンドサイトーシスを誘
導したという報告がある5）。この報告では内膜側の脂質
量増加ではエンドサイトーシスが促進され，いっぽう外
膜側の脂質量増加によりエンドサイトーシスが抑制され
ることが示されている。これらの報告から考えると，
PLA2 添加で分泌された細胞上清中のオレイン酸濃度上

図　2　 ハチ毒 PLA2添加による細胞上清への脂肪酸（オレイン酸・C18：1）分泌
促進と Poly（I：C）細胞内取り込み上昇との関連

　　　�A：角化細胞に PLA2 あるいは熱処理して活性を失った PLA2 を加え，標識
Poly（I：C）の角化細胞取り込みを共焦点顕微鏡で調べた。酵素活性がある
PLA2 添加の場合で最も取り込みが上昇し，それに対して熱処理後の PLA2
では取り込みが大きく減少していた。B：角化細胞に PLA2 あるいは熱処理
して活性を失った PLA2 を加え，細胞上清に分泌されるオレイン酸量を調べ
た。酵素活性がある PLA2 添加の場合のみオレイン酸分泌上昇がみられた。
以上よりハチ毒 PLA2 添加による角化細胞の細胞膜の変化が，Poly（I：C）
細胞内取り込みを誘導し活性化シグナル上昇や IL—8 産生増加を来したこと
が考えられた。（NS：P≥0.05，＊P＜0.05，＊＊＊P＜0.005，†P＜0.001）（文献1）

を引用，Oxford University Press より使用許諾取得済み）
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昇からは角化細胞外膜側の脂質量減少が考えられ，内膜
側脂質量の相対的な増加となり poly（I：C）のエンドサ
イトーシスを誘導したと考えられる。リゾリン脂質添加
では内膜側へ侵入できないためエンドサイトーシスを誘
導できず，poly（I：C）刺激増強作用もみられなかった1）。
　さらにPLA2によるlipid raft形成促進を介した増強作
用も考えられる。豚の膵臓の分泌型 PLA2 は脂質の構成
を変えたり lipid raft 形成を促進したりすることが以前
報告されている6）。また Raftlin という細胞内 lipid raft タ
ンパクはヒト樹状細胞や上皮細胞における poly（I：C）
細胞内取り込みに必要であることも報告されている7）。
これらの報告を勘案すると，PLA2 による細胞膜の脂質
構成要素の変化が lipid raft 形成を促進し Raftlin 依存性
のエンドサイトーシスを介して poly（I：C）刺激による
活性化を増強させた可能性も考えられる。
　PLA2 による増強作用は TLR1／2 や TLR2／6 リガンド
応答においても認められた。最近の報告によれば TLR2
はマクロファージのlipid raftでTLR1やTLR6と共局在
する。ハチ毒 PLA2 は lipid raft の総量を増やすことで細
胞表面 TLR を介した活性化に影響を及ぼしているかも
しれない。総合するとハチ毒 PLA2 はその酵素活性によ
り細胞膜の修飾に影響を及ぼし，TLR を介した免疫応答
に影響している可能性がある。
　われわれの研究は潜在的な臨床応用の可能性を含んで
いる。TLR3 欠失マウスでは創傷治癒が著しく遅れるこ
とや3），poly（I：C）がヒトおよびマウスの皮膚で IL—8
産生により白血球の集積を強め創傷治癒を促進すること
などが近年報告されてきている2）。IL—8 は生体レベルで
も創傷治癒を増強させるような角化細胞の遊走を誘導す
るので，ハチ毒 PLA2 はさまざまな皮膚の状況に対する
治療に有効である可能性が考えられる。ハチ毒 PLA2 と
poly（I：C）との相乗効果を介して角化細胞での IL—8 産
生を増加させることで創傷治癒を促進することが考えら
れる。

おわりに
　われわれはハチ毒 PLA2 が TLR リガンドで誘導され

るヒト皮膚角化細胞活性化反応を増強させることを示し
た。この過程は PLA2 により触媒される加水分解反応に
よる膜の修飾がエンドサイトーシス頻度や lipid raft 形
成を促進することを示唆している。これらの結果は将来
的に皮膚の創傷に対する新しい治療方法開発に有用であ
る可能性が考えられた。
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