
序　　　文

　抗真菌薬の内服あるいは外用はアトピー性皮膚炎患者

の治療に有効であることが報告されている1）. この現象

については, マラセチア等, 皮膚常在の真菌がアトピー

性皮膚炎患者においてアレルゲンとして作用しており2）,

抗真菌薬で真菌が除去されることにより, アレルギー反

応が抑制されるとの作用機序が想定されていた. しか

し, 近年抗真菌薬は真菌に関係なく, 直接の免疫修飾作

用を示すことが明らかになり3）, 抗真菌薬が直接アト

ピー性皮膚炎患者のアレルギー反応を調節する可能性が

示唆されている.

　アトピー性皮膚炎患者の T 細胞はアレルゲンに対し, 

IL-4, IL-5 等 Th2 系のサイトカインを優位に産生し, 一

方, IFN-γ等の Th1 系サイトカインの産生は抑制されて

いることが報告されている4）. IL-4は B 細胞の IgE 産生

を促進し, IL-5 は好酸球の分化を誘導する一方, IFN-γ

は IL-4 に拮抗して IgE 産生を抑制する5）. したがって, 

アトピー性皮膚炎患者における Th2 偏位はアトピー性

皮膚炎の病変形成において重要な役割を果たしていると

考えられる. 抗真菌薬のアトピー性皮膚炎患者への有効

性から, 抗真菌薬がアトピー性皮膚炎患者における Th2

偏位を是正する可能性が示唆される.

　本研究ではアトピー性皮膚炎患者末梢血 T 細胞の, 抗

CD3, CD28 抗体刺激による Th1（IL-2, IFN-γ）, Th2（IL-

4, IL-5） 系サイトカイン産生に対する各種抗真菌薬の

作用を検討した.

材料および方法

　患者および健常者 T 細胞の培養: 15人のアトピー性皮

膚炎患者および 12 人の健常者より採血し, T 細胞を分

離した6）. T 細胞は各種抗真菌薬と 30分間培養後, 抗 CD3, 

CD28 抗体をコートしたプレート内で抗真菌薬の存在下

に 48 時間培養し, 培養上清のサイトカイン濃度を ELISA

（Biosource, Camarillo, CA） で測定した. 細胞内 cAMP

濃度は ELISA （Amersham, Arlington Heights, IL） で測

定した. T 細胞の protein kinase A の活性は  ELISA （MBL

社, 名古屋） で測定した. 細胞抽出物の cyclic nucleotide 

phosphodiesterase 活性あるいは細胞膜成分の adenylate 

cyclase 活性は 3H-cAMP あるいは 32P-ATP を基質とし

て反応させ, 水解あるいは産生される cAMP 量を定量

化することにより測定した7, 8）.

　プラスミドおよび導入  : pCAT3 basic vector （Promega, 

Madison, WI） の CAT reporter の上流に IL-2 （－541/＋42 

bp）9）, IFN-γ （－337/＋64 bp）10）, IL-4 （－418/＋50 bp）11）, 
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IL-5 （－511/＋4 bp） promoter12）をクローニングし, pIL-2-

CAT, pIFN-γ-CAT, pIL-4-CAT, pIL-5-CAT vector を

それぞれ作成した. これらの vector を DEAE-dextran 

（Pharmacia, Uppsala, Sweden） を用いて Jurkat T 細胞

に導入し, 24 時間後, 抗真菌薬と 30 分間培養した後, 抗

真菌薬の存在下に抗 CD3, CD28 抗体をコートしたプ

レート内で細胞を培養した. 16 時間後, 細胞を融解し, 

CAT の発現を ELISA （Roche Diagnostics, 東京） で測

定し, 総蛋白量で補正した.

結　　　果

　アトピー性皮膚炎患者 T 細胞による IL-4, IL-5 の産生 ：

アトピー性皮膚炎患者では, T 細胞の抗 CD3, CD28 抗

体刺激による IL-4, IL-5 の放出量は健常者と比較して

高かった （Fig. 1）. IFN-γ, IL-2 の放出量に有意差はな

かった.

　抗真菌薬による IL-4, IL-5 放出の抑制 : アゾール系抗

真菌薬ケトコナゾール, イトラコナゾール, ミコナゾー

ル, 非アゾール系抗真菌薬テルビナフィン, トルナフ

タートはアトピー性皮膚炎患者 T 細胞において抗 CD3, 

CD28 抗体刺激による IL-4, IL-5 の放出を濃度依存性に

抑制し, 1μM が示適濃度であった （Fig. 2）. アゾール

系抗真菌薬の抑制作用は非アゾール系抗真菌薬より強力

であった. これら抗真菌薬は IFN-γ, IL-2 の放出は抑制

しなかった （Fig. 3）. 健常者の T 細胞においても同様

の結果が得られた （結果非表示）.

　抗真菌薬による IL-4, IL-5 promoter 活性の抑制 : 

Jurkat T 細胞においてケトコナゾール, テルビナフィ

ン, トルナフタートは抗 CD3, CD28 抗体に誘導される

IL-4, IL-5 promoter の活性を抑制したが, IFN-γ, IL-2 

promoterの活性には影響を与えなかった （Fig. 4）. ケト

コナゾールの抑制作用はテルビナフィン, トルナフター

トより強力であった. イトラコナゾール, ミコナゾール

もケトコナゾールと同程度の抑制作用を示した （結果非

表示）.

　cAMP アナログによる抗真菌薬の作用の解除 : アト

ピー性皮膚炎患者Ｔ細胞の抗 CD3, CD28 抗体刺激によ

る IL-4, IL-5 の放出はケトコナゾールにより抑制され

るが, この作用は cAMP アナログである dibutyryl 

cAMP の添加により解除された （Fig. 5）. 抗 CD3, CD28

抗体刺激による IL-4, IL-5 の放出は cAMP 依存性の

protein kinase （protein kinase A） の抑制剤である H89

により強力に抑制されるため, IL-4, IL-5 の放出には

cAMP/protein kinase A シグナル伝達系の活性化が必要

であることが示唆される. また H89 で cAMP/protein 

kinase A シグナル伝達系を抑制した状態では, ケトコナ

ゾールはこれ以上の IL-4, IL-5 産生抑制作用は示さな
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Fig. 1.  Anti-CD3/CD28-induced IL-4, IL-5, IFN-γ, and IL-

2 secretion in T cells from atopic dermatitis (AD) patients 

and normal donors.

*: p < 0.05 versus normal.

Fig. 2.  The inhibitory effects of various antimycotics on anti-CD3/CD28-induced IL-4 and IL-5 secretion in T cells from 

patients with atopic dermatitis.

　　*: p < 0.05 versus controls.



いため, ケトコナゾールによる IL-4, IL-5 の放出抑制に

は cAMP/protein kinase A シグナル伝達系が関与する

ことが示唆される. ケトコナゾールによる IL-4, IL-5 

promoter 活性の抑制も, cAMP アナログの添加により

解除された （結果非表示）. 他のアゾール系, 非アゾール

系抗真菌薬でも同様の結果が得られた （結果非表示）.

　抗 CD3, CD28 抗体刺激による cAMP 濃度の増加, 

protein kinase A の活性化に対する抗真菌薬の作用 :

アトピー性皮膚炎患者 T 細胞において, 抗CD3, CD28

抗体刺激の 5 分後, 細胞内 cAMP 濃度は一過性に上昇

Jpn. J. Med. Mycol. Vol. 45 （No. 3）, 2004 139

Fig. 3.  The effects of various antimycotics on anti-CD3/CD28-induced IFN-γ and IL-2 secretion in T cells from patients 

with atopic dermatitis.

Fig. 4.  The effects of antimycotics on anti-CD3/CD28-induced IL-4, IL-5, IFN-γ, and IL-2 promoter activities in Jurkat 

T cells.

*: p < 0.05 versus anti-CD3/CD28 alone. KC, ketoconazole; TR, terbinafine; TL, tolnaftate.

Fig. 5.  cAMP analog-mediated reversal from ketoconazole(KC)-induced inhibition on IL-4 and IL-5 secretion.

*: p < 0.05 versus anti-CD3/CD28 alone, †, p < 0.05 versus anti-CD3/CD28 plus KC. Bt2cAMP, dibutyryl cAMP.



し, これと平行して protein kinase A の活性も増強し

た （Fig. 6）. アゾール系, 非アゾール系抗真菌薬は抗

CD3, CD28 抗体刺激による cAMP 濃度の増加, protein 

kinase A の活性化を抑制した. アゾール系抗真菌薬の抑

制作用は非アゾール系抗真菌薬より強力であった. ケト

コナゾール （Fig. 7a） イトラコナゾール, ミコナゾール 

（結果非表示） は cAMP を産生する adenylate cyclase の

活性を抑制し, 一方, テルビナフィン, トルナフタート

は cAMP を分解する cyclic nucleotide phosphodyesterase

の活性を増強した （Fig. 7b）. 健常者の T 細胞および

Jurkat T 細胞においても同様の結果が得られた （結果

非表示）.

　IL-4, IL-5 産生能と cAMP シグナルとの相関 : T 細胞

の抗 CD3, CD28 抗体刺激後の細胞内 cAMP 濃度およ

び protein kinase A 活性の増加量はいずれもアトピー性

皮膚炎患者において健常者より高かった （Fig. 8）. 抗

CD3, CD28 抗体刺激後の細胞内 cAMP 増加量は, アト

ピー性皮膚炎患者, 健常者いずれの T 細胞においても IL-

4, IL-5 放出量と正の相関を示し, 特にアトピー性皮膚

炎患者において, より強い相関がみられた （Fig. 9）.
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Fig. 6. The intracellular cAMP level (a) and protein kinase A activity (b) at 5 min after anti-CD3/CD28 stimulus in T 

cells from patients with atopic dermatitis.

*: p < 0.05 versus controls, †, p < 0.05 versus anti-CD3/CD28 alone. KC, ketoconazole; IC, itraconazole; MC, 

miconazole; TR, terbinafine; TL, tolnaftate.

Fig. 7.  The effects of antimycotics on adenylate cyclase (a) and cyclic nucleotide phosphodiesterase (b) activities in T 

cells from patients with atopic dermatitis.

*: p < 0.05 versus controls.

Fig. 8. The increases of cAMP level (a) and protein kinase 

A activity (b) after anti-CD3/CD28 stimulus in T cells 

from atopic dermatitis (AD) patients and normal 

donors.

*: p < 0.05 versus controls.



考　　　察

　抗真菌薬は T 細胞において抗 CD3, CD28 抗体刺激に

よる IL-4, IL-5 の産生を抑制した. この作用は遺伝子転

写レベルで生じると考えられる. T 細胞表面の CD3, 

CD28 分子の刺激により phospholipase C が活性化さ

れ, diacylglycerol, inositol-1,4,5-triphosphate が産生さ

れるが, 前者は protein kinase C を活性化し, 後者は細

胞内 Ca2＋の mobilization を誘導する. protein kinase C

および Ca2＋/calmodulin 複合体はいずれも adenylate 

cyclase を活性化するため, cAMP シグナルが誘導され

る13,14）. cAMP は転写因子 NF-IL-6 あるいは GATA3 の

活性化を介してそれぞれ IL-4 あるいは IL-5 の転写を促

進することが報告されている15, 16）. 本研究の結果から, 

アトピー性皮膚炎患者では健常者と比較して, 抗 CD3, 

CD28 抗体刺激で誘導される cAMP シグナルが強力で

あるため, IL-4, IL-5 の産生能が亢進していることが

推察される. この原因として, アトピー性皮膚炎患者と

健常者とでは adenylate cyclase, protein kinase C また 

adenylate cyclase を調節する guanine nucleotide-binding 

protein のサブタイプが異なることなどが考えられ, 今

後の検討が必要である.

　本研究では adenylate cyclase を抑制するアゾール系

抗真菌薬の方が, cyclic nucleotide phosphodiesterase を

活性化する非アゾール系抗真菌薬より, 強力に IL-4, IL-

5 産生を抑制したが, これは前者の方がより強力に cAMP

シグナルを遮断したことと相関している. In vitro の抗

真菌薬の示適濃度は 1μM であったが, これは常用量の

イトラコナゾールの血中のピーク時の濃度 （0.71－0.85 

μM） にほぼ匹敵する17）.　したがって抗真菌薬は  in vivo

でも生理的濃度で IL-4, IL-5 の産生を抑制すると考え

られる. IL-4, IL-5 等, Th2 系サイトカインはアトピー

性皮膚炎の急性期の炎症を惹起し, 一方, 慢性期では

IFN-γを産生する Th1 細胞が炎症の増幅を司っている

と考えられている5, 18）. したがって抗真菌薬はアトピー

性皮膚炎患者において, すでに起こっている炎症を鎮静

化するのではなく, 新たな炎症性病変の新生を抑制する

と考えられる. 今後はアトピー性皮膚炎患者に抗真菌薬

治療を行った場合, 治療により T 細胞の Th2 偏位が是

正されるか否かについても検討する必要がある.
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Antimycotics Suppress Interleukin-4 and Interleukin-5 Production in Anti-CD3

plus Anti-CD28-Stimulated T Cells from Patients with Atopic Dermatitis
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　It is reported that antimycotic agents are effective for the treatment of patients with atopic dermatitis （AD）. We 

studied in vitro effects of antimycotics on T helper-1 and T helper-2 cytokine production in anti-CD3 plus anti-CD28-

stimulated T cells from AD patients and normal donors. The amounts of interleukin-4 （IL-4） and IL-5 secreted by anti-

CD3/CD28-stimulated T cells were higher in AD patients than in normal donors. Azole derivatives, ketoconazole, 

itraconazole, miconazole and non-azole terbinafine hydrochloride and tolnaftate reduced IL-4 and IL-5 secretion without 

altering that of IFN-γ and IL-2 in anti-CD3/CD28-stimulated T cells from both AD patients and normal donors. The 

azole derivatives were more inhibitory than non-azole antimycotics. These antimycotics reduced the anti-CD3/CD28-

induced mRNA expression and promoter activities for IL-4 and IL-5. The cAMP analogue dibutyryl cAMP reversed the 

inhibitory effects of the antimycotics on IL-4 and IL-5 secretion, mRNA expression, and promoter activities. Anti-

CD3/CD28 transiently （≤ 5 min） increased intracellular cAMP in T cells, and the increase was greater in AD patients 

than in normal donors. The increase of cAMP by anti-CD3/CD28 correlated with IL-4 and IL-5 secretion by anti-

CD3/CD28. The transient cAMP increase was suppressed by antimycotics, and azole derivatives were more suppressive 

than non-azoles. Azole derivatives inhibited the activity of cAMP-synthesizing adenylate cyclase while terbinafine 

hydrochloride and tolnaftate enhanced the activity of cAMP-hydrolyzing cyclic nucleotide phosphodiesterase in AD and 

normal T cells. These results suggest that the antimycotics may suppress IL-4 and IL-5 production by reducing cAMP 

signal, and strengthen the concept of  their potential use for the suppression of T helper-2-mediated allergic reactions.
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トピックス－皮膚真菌症の病態と抗真菌薬の新展開－” において発表されたものです.


