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緒論 

 

アトピー性皮膚炎（atopic dermatitis、AD）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であり、患者の多くはアトピー素因を持つ」と定義されている（1）。

AD の罹患率は小児では 10～20%、成人では 1～3%と報告され（2）、特に先進国ではここ

30 年間で罹患率が 2～3 倍に増加しており、都市部において罹患率が高い傾向にある（3）。

このように生活環境によって罹患率に差があることから、AD の発症には環境要因が関与す

ると考えられている。また、AD は一般的に乳幼児・小児期に発症し、加齢とともにその患

者数は減少し、一部の患者が成人型 AD に移行する（4, 5）。 

AD の病態形成には角層の異常に起因する皮膚の生理機能異常と環境抗原に対するアレ

ルギー反応が関与する（6, 7）。皮膚は外界からの様々な刺激や細菌などの外敵から体を守

るとともに、体内の水分が蒸散しないようにして生体の恒常性を維持する。皮膚の中でも、

表皮は物理的および化学的バリアとしての皮膚の機能に必須であり、そのバリア機能を担

っているのが表皮の最外層である角質層である（8）。AD 患者の皮膚は病変部だけでなく、

非病変部でも経皮水分蒸散量（transepidermal water loss、TEWL）が多く（9）、細胞間脂質で

あるセラミドの合成経路の異常に起因するセラミド量の低下により角質層の水分保持量が

少なくなり、ドライスキン状態になる（10, 11）。また、表皮の接着構造に関与する酵素発現

の変化や角質層中のプロテアーゼ活性の上昇と AD 患者の皮膚バリア機能異常との関連も

示唆されている（12-14）。さらに、バリア機能の形成や水分保持に重要なタンパク質をコー

ドするフィラグリン遺伝子の変異が AD 患者で認められる（15, 16）。このような皮膚バリア

の異常は、外界からのアレルゲン（ハウスダスト、ダニ、細菌、食物など）の皮膚内への

侵入を容易にするとともに、種々の物理刺激（掻破、衣服の擦れなど）あるいは化学刺激

（石鹸、シャンプーなど）に過敏な状態を引き起こす結果、AD の発症・増悪を誘導する。 

上述したような皮膚バリアの機能異常により皮膚内に侵入したアレルゲンに対して生体



4 
 

はそれを排除するために免疫反応を誘導する。AD 患者では T 細胞やランゲルハンス細胞と

いった免疫細胞の異物に対する反応が亢進しており、各種サイトカインやケモカインが過

剰に産生されて皮膚炎を引き起こす（7, 17）。また、T 細胞の皮膚への遊走は慢性炎症に関

与するメディエーターの複雑なネットワークによって起こる。病変部における炎症性細胞

およびケラチノサイトはケモカインを高発現しており（17, 18）、ケラチノサイトから産生

された thymic stromal lymphopoietin（TSLP）は樹状細胞を介して T 細胞の分化を誘導すると

ともに、樹状細胞からの thymus and activation-regulated chemokines や macrophage-derived 

chemokine の産生を誘導し（19, 20）、局所への T 細胞の遊走を促進することで、皮膚炎は増

悪・維持される。 

 これまでに報告された多くのアレルゲンの中で、特にハウスダストに含まれるダニは生

活環境に広く存在し、アレルギーの主な原因と考えられている。室内塵中のダニの中では

チリダニ科のヒョウヒダニが最も多く生息しており、その中でもコナヒョウヒダニ

（Dermatophagoides farirnae）とヤケヒョウヒダニ（Dermatophagoides pteronyssinus）が代表

的である（21-23）。ダニの虫体破片や排泄物の中には非常に多くのアレルゲンが含まれてお

り（24, 25）、コナヒョウヒダニおよびヤケヒョウヒダニ由来のアレルゲンは非常に高い相

同性を有している（25）。ダニによる室内環境の汚染の程度を寝具塵中におけるダニアレル

ゲンの検出率で比較すると、ダニアレルゲンの検出率は米国や欧州よりも日本で高く、日

本ではほぼ全家屋から検出される（26）。AD 患者では血中のダニ特異的 immunoglobulin E 

（IgE）が高値を示し（27）、皮疹の重症度とダニ特異的 IgE の検出率が相関すること（28）、

ダニ特異的な T 細胞が AD 患者の血中で検出されること（29）、AD 患者の多くがパッチテ

ストでダニに対して陽性反応を示すこと（30）から、ダニは AD の主要なアレルゲンである

と考えられている。また、数種のダニアレルゲンはプロテアーゼ活性を有し（25）、TEWL

の上昇やバリア機能回復の遅延を誘導する（31, 32）。これは AD の原因、増悪因子であるダ

ニがアレルギー反応を誘導するだけでなく、皮膚バリア機能の破壊にも関与する可能性を
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示唆している。 

 AD は遺伝的素因も含んだ多病因性の疾患であるが、その治療は病態に基づいて、皮膚の

生理機能異常に対するスキンケア（保湿）と炎症反応の抑制を目的としたステロイド外用

剤あるいはタクロリムス軟膏による薬物療法が基本となる。また、外用剤に加えて、止痒

作用および一部抗炎症作用を期待して、補助的に抗ヒスタミン薬あるいは抗アレルギー薬

の内服が行われる。AD 患者の多くがステロイド外用剤とタクロリムス軟膏の使用により炎

症をコントロールできるが、皮膚萎縮や灼熱感などの副作用のため、両薬剤の使用が制限

される場合がある（33-36）。また、抗ヒスタミン薬や抗アレルギー薬もその効果が弱く、掻

痒を十分コントロールできない場合がある（37）。したがって、AD の治療現場においては

十分な薬効を示し、副作用のない新規治療薬が求められており、新規治療薬の薬理作用の

解析には AD の病態を反映した動物モデルが必要となる。 

 AD の動物モデルとしては、ovalbumin、ダニ抗原または oxazolone などの感作物質の塗布

により皮膚炎を発症させるモデル、interleukin (IL) -4、IL-31 または TSLP などのサイトカイ

ンを過剰発現あるいはアスパラギン酸プロテアーゼであるカテプシン E などを欠損させた

遺伝子改変モデル、NC/Nga や DS-Nh マウスなど皮膚炎を自然発症するモデルがこれまでに

報告されている（38）。これら動物モデルはいずれも AD に類似した病態を形成するものの、

各研究においてはそれぞれの特徴を踏まえて動物モデルが選択される（39, 40）。例えば、

抗原を塗布するモデルは、簡便かつ短期間に再現性のよい皮膚炎を作製でき、マウスの系

統や外的因子の種類により表現型をコントロールし易いという特徴を有する。遺伝子改変

モデルは、単一因子に起因する病態であることから、AD の発症・増悪に関わる分子の同定

に利用されるが、入手が難しいなどの問題点がある。自然発症モデルは、人為的な操作を

加えていないため、病態の経時的な変化の究明に利用できるが、一般的に皮膚炎の発症に

要する期間が長く、飼育環境により発症率にばらつきが生じる。上述した動物モデルの中

でも、NC/Nga マウスは AD 患者の主要なアレルゲンであるダニによって皮膚炎を発症する
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ことから、AD 患者の病態に即した動物モデルとして様々な検討に用いられている。 

 そこで、本研究は NC/Nga マウスの AD 様皮膚炎の解析を通し、AD の病態解明、特に痒

みの発症機序の解明を目的とした。第 1 章では、NC/Nga マウスモデルの免疫学的、組織学

的特徴を明らかにするとともに、掻痒行動回数の経時変化について検討した。第 2 章では、

モデル動物の掻痒行動の機序を明らかにするため、種々の薬物を用いて、より詳細な検討

を実施した。第 3 章では、ヒト由来のケラチノサイトを用いて、AD の痒みの発症機序に対

するケラチノサイトの関与について検討した。 
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第 1 章 ダニ抗原誘発慢性皮膚炎モデルのプロファイル 

 

第 1 節 緒言 

 

AD の動物モデルとして汎用される NC/Nga マウスは、specific pathogen-free（SPF）環境

下では皮膚炎を発症せず、conventional 環境下で飼育すると、生後 6～8 週で AD に類似した

皮膚炎を自然発症し、血中 IgE 値の上昇および真皮への炎症性細胞の浸潤とともに激しい掻

痒行動が認められる（41-43）。また、このマウスの皮膚にダニ抗原抽出物を反復経皮投与あ

るいは皮内投与することで、SPF 環境下においても短期間に再現良く掻痒を伴う皮膚炎を発

症させることができる（44-46）。さらに、コナヒョウヒダニ（D. farinae）虫体由来成分を含

有するダニ抗原含有軟膏の反復塗布でも、同様の皮膚炎が発症すると報告されている（47, 

48）。ダニ抗原含有軟膏に含有されるコナヒョウヒダニは AD 患者の主要なアレルゲンであ

ることから、ダニ抗原含有軟膏の反復塗布によって誘導される皮膚炎モデル（本モデル）

は AD の病態解明に有用な動物モデルであると考えられる。 

本モデルに関しては、NC/Nga マウスの自然発症モデルと同様、これまでに AD 様の皮膚

炎の発症とともに、血中 IgE 値の上昇や病変部皮膚における炎症性細胞の浸潤、リンパ節に

おける T helper（Th）1 サイトカイン（interferon（IFN）-γ）および Th2 サイトカイン（IL -5、

IL-13）発現や掻痒行動回数の増加が報告されている（47, 48）。しかしながら、その他の

Th1/Th2 サイトカインの産生やダニ抗原含有軟膏の塗布によって誘導される掻痒行動回数

の経時変化については不明なままである。そこで、本モデルにおける Th1/Th2/Th17 サイト

カインの産生プロファイル、掻痒行動回数の経時変化および病変部皮膚における神経伸長

について明らかにするために、腋窩リンパ節における Th1/Th2/Th17 サイトカイン（IFN-γ、

IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-17A および tumor necrosis factor (TNF) -α）産生量、ダニ抗原含

有軟膏塗布直後から 24 時間の掻痒行動回数、皮膚における神経伸長因子および神経退縮因
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子の発現変化について検討した。  
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第 2 節 実験材料および方法 

 

2.1 実験動物 

実験には 7 週齢の雌性 NC/Nga マウス（Charles River Laboratories Japan, Kanagawa, Japan）

を使用した。動物は室温 23 ± 3°C、湿度 50 ± 20%、12 時間ごとの明暗サイクル（照明時間

7:00～19:00）による人工照明の環境下で飼育し、放射線滅菌固型飼料 CRF-1（Oriental Yeast, 

Tokyo, Japan）および紫外線滅菌した水道水を自由摂取させた。また、明暗サイクルを逆転

（照明時間 19:00～7:00）させ、掻痒行動回数に対する明暗サイクルの影響を検討した。す

べての動物実験はマルホ株式会社動物実験倫理委員会の承認を受け、動物実験実施規程に

準拠して実施した。 

 

2.2 皮膚炎の惹起 

AD 様の皮膚炎は山本らの報告（47, 48）に従い、NC/Nga マウスの背部に発症させた。す

なわち、day 0 に、イソフルラン吸入麻酔下で、動物の背部全面をバリカンで毛刈りし、除

毛クリームを 10 分間塗布した。その後、除毛クリームを拭き取り、直ちにダニ抗原含有軟

膏（Biostir® AD, Biostir, Kobe, Japan）100 mg を背部に塗布して感作した。Day 3、7 および

10 にはまず、イソフルラン麻酔下で 4 w/v% sodium dodecyl sulfate（SDS）水溶液 150 µL を

背部に塗布し、ドライヤーの冷風で乾燥させ、2 時間以上放置した後、ダニ抗原含有軟膏

100 mg を同部位に均一に塗布して皮膚炎を惹起した。対照動物にはダニ抗原含有軟膏の代

わりに親水ワセリン（Nikko Pharmaceutical, Gifu, Japan）を同様に塗布した。 

Day 14 には、2.3 に示す皮膚炎スコアの判定基準に基づき、I. 出血・痂皮形成、II. 乾燥

および III. 皮膚肥厚・丘疹のスコアの合計が 5 以上の動物を慢性皮膚炎モデルとして選別

した。その後、4 w/v% SDS 水溶液およびダニ抗原含有軟膏を塗布した。また、day 17 にも

同様の処置を繰り返した。さらに、自発的な掻痒行動回数を測定するため、day 21 または
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22 までマウスを飼育した。 

 

2.3 皮膚炎スコアの判定 

イソフルラン吸入麻酔下で、表 1 に示す皮膚炎スコアの判定基準に従い、背部の I. 出血・

痂皮形成、II. 乾燥および III. 皮膚肥厚・丘疹の程度をそれぞれ採点した。それらの合計を、

各個体の皮膚炎スコアとした（最高評点 9）。皮膚炎スコアの判定日は、day 0、3、7、10、

14 および 17 とし、各日の除毛後または SDS 水溶液塗布前に実施した。 

 

表1 皮膚炎スコアの判定基準 

I. 出血・痂皮形成 （背部の出血および痂皮形成を観察する） 

0 無症状 背部に出血および痂皮が認められない状態 

1 軽度 背部に小さな点状出血あるいは痂皮が局所的に認められる状態 

2 中等度 背部に点状出血あるいは痂皮が散在的に認められる状態 

3 重度 背部に点状出血あるいは痂皮が全体的に認められるか、大きな出血が認められる状態 

   

II. 乾燥（背部の乾燥症状を観察する） 

0 無症状 背部に乾燥症状なし 

1 軽度 背部に細かな角質の剥離が認められる状態 

2 中等度 背部に明らかな角質剥離があり、白色化が認められる状態 

3 重度 背部に明らかな角質剥離があり、重度の白色化が認められる状態 

   

III. 皮膚肥厚・丘疹 （背部皮膚の肥厚および丘疹を観察する） 

0 無症状 触診にて背部に厚みが感じられない状態 
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1 軽度 触診にて背部にわずかな厚みが感じられる、あるいは数個の丘疹が認められる状態 

2 中等度 触診にて背部に明らかな厚みが感じられる、あるいは丘疹が散在的に認められる状態 

3 重度 
触診にて背部に明らかな厚みがあり、硬さも感じられる、あるいは連続的な丘疹形成

が認められる状態 

 

2.4 血漿中総 IgE 値の測定 

Day 0、7 および 13 にマウスの尾動脈よりヘパリン処置したパスツールピペットを用いて

血液を採取した。採取した血液をチューブへ移し、遠心（5,000×g, 10 分間, 4°C）により血

漿を分取し、超低温下（-80°C 以下）で保管した。総 IgE 値の測定は Mouse IgE enzyme-linked 

immunosorbent assay（ELISA）Quantitation Set（Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA）の

マニュアルに従い、450 nm の吸光度をマイクロプレートリーダー（Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, USA）で測定した。 

 

2.5 組織学的検討 

ダニ抗原含有軟膏の最終塗布翌日（Day 18）に背部皮膚を採取し、4%パラホルムアルデ

ヒド・りん酸緩衝液中で室温、一晩固定した。固定したサンプルのパラフィンブロックを

作製し、4 µm の厚さで薄切した。薄切した組織をスライドガラスに展開し、乾燥させた。

最後に、脱パラフィン、ヘマトキシリン・エオジン（hematoxylin and eosin, HE）またはトル

イジンブルー（toluidin blue, TB）染色した後、脱水・透徹、エンテラン封入を行った。 

作製した HE 染色標本を用いて、表皮厚を測定した（倍率 100 倍）。任意に選択した 5 カ

所を顕微鏡デジタルカメラで撮影し、各写真からさらに任意に選択した 3 カ所の表皮厚を

画像解析（cellSens imaging software, Olympus, Tokyo, Japan）により測定した（1 標本につき

15 カ所測定）。これら測定値の平均値を各個体の表皮厚とした。 

作製した TB 染色標本を用いて、肥満細胞数を測定した（倍率 200 倍）。任意に選択した
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10 カ所を顕微鏡デジタルカメラで撮影し、各視野における真皮中の肥満細胞数を測定した。

これら測定値の平均値を 1 視野あたりの肥満細胞数とした。 

 

2.6 掻痒行動の測定 

マウスの掻痒行動回数は無人環境下で MicroAct（Neuroscience, Tokyo, Japan）を用いて測

定した。Day 8 または 9 に、イソフルラン吸入麻酔下でマウスの両後肢皮下（甲側）に掻痒

測定用マグネット（直径 1 mm, 長さ 3 mm）を埋め込んだ。Day 14 では、ダニ抗原含有軟

膏の塗布（塗布時刻 12:00）直後から掻痒行動回数を 24 時間測定した。なお、掻痒行動回

数の測定前には、マウスをスクラッチ測定ユニット（直径 11 cm, 高さ 18 cm）内で 1 時間

以上馴化した。また、自発的な掻痒行動回数を測定するため、day 21 または 22 に掻痒行動

回数を 24 時間測定した。 

 

2.7 免疫染色 

Day 18 に採取した皮膚サンプルを 4% パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液中で 4°C、3

時間以上固定した後、30% sucrose を含有する phosphate-buffered saline（PBS）で 4°C、一晩

浸漬した。翌日、OCT コンパウンド（Sakura Finetek, Torrance, CA, USA）に包埋し、薄切す

るまで超低温下（-80°C 以下）で保管した。クリオスタット（CM1950, Leica Biosystems 

Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany）を用いて、20 µm の厚さで薄切した後、切片をスライド

ガラスに張り付け、超低温下（-80°C 以下）で保管した。 

 薄切した切片を 0.3% Triton X-100（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）含有 PBS で洗浄した

後、1% bovine serum albumin（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）含有 PBS でブロックし、

rabbit anti-protein gene product 9.5 （PGP 9.5） antibody（100 倍希釈, UltraClone, Isle of Wight, 

UK）とともに室温で 2 時間インキュベートした。その後、0.3% Triton X-100 含有 PBS で洗

浄し、Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit antibody（100 倍希釈, Molecular Probes, Eugene, OR, 
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USA）とともに室温で 1 時間インキュベートした。染色切片の画像は共焦点レーザー顕微

鏡（LSM510, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena, Germany）を用いて撮影し、表皮における

神経線維の面積を Image-Pro Plus software（Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA）で測

定した。 

 

2.8 皮膚中 nerve growth factor（NGF）および semaphorin 3A（Sema3A）量の測定 

Day 18 に採取した皮膚サンプル（直径 5 mm）に protease inhibitor cocktail set III（Calbiochem, 

San Diego, CA, USA）を含有する PBS 150 µL を加え、シェイクマスター（Biomedical Sciences, 

Tokyo, Japan）でホモジネートした後、遠心分離（10,000×g, 10 分間, 4°C）した。上清を分

取し、NGF および Sema3A 量をそれぞれ ChemiKineTM NGF Sandwich ELISA kit（Chemicon 

International, Temecula, CA, USA）および mouse Sema3A ELISA kit（Cusabio, Wuhan, China）

を用いて測定した。 

 

2.9 腋窩リンパ節細胞数、増殖能、サイトカイン産生量の測定 

Day 14 に腋窩リンパ節を採取し、シリンジの内筒を用いて組織を破砕し、リンパ節細胞

を得た。細胞懸濁液を 70 µm セルストレイナーに通し、遠心分離（1,300 rpm, 5 分間, 4°C）

した。上清を除去した後、リンパ節細胞を 10% fetal bovine serum（MP Biomedicals, Santa Ana, 

CA, USA）、55 µM β-mercaptoethanol（Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）、100 U/mL 

penicillin および 100 μg/mL streptomycin（Nacalai Tesque）を含有する RPMI-1640 培地（Life 

Technologies）に再懸濁し、コールターカウンター（Beckman Coulter, Brea, CA, USA）を用

いて細胞数をカウントした。その後、リンパ節細胞を 4×105 cells/well で 96 well マイクロ

プレートに播種し、ダニ抗原抽出物（終濃度 10 µg/mL, Biostir）で刺激し、37°C で 24 時間

培養した。培養終了後に上清を回収し、各種サイトカインの測定まで超低温下（-80°C 以下）

で保管した。 
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ダニ抗原刺激後のリンパ節細胞数は、Cell Count Reagent SF（Nacalai Tesque）を用いて、

細胞の WST-8 還元能を指標に測定した。すなわち、上清を回収した後、RPMI-1640 培地お

よび Cell Count Reagent SF を添加して、2 時間培養した。その後、マイクロプレートリーダ

ーを用いて吸光値（OD450-650）を測定した。 

回収した培養上清中の TNF-α、IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-17A および IFN-γ量は mouse 

Th1/Th2/Th17 cytometric bead array kit（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）および FACS 

Calibur flow cytometer（Becton Dickinson, San Jose, CA, USA）を用いて測定した。 

 

2.10 統計解析 

データは平均 ± 標準誤差で示した。皮膚炎スコアは 2 群間で Wilcoxon の順位和検定を行

った。その他の 2 群間の比較では F 検定を行い、等分散の場合は Student’s t-検定、不等分散

の場合は Aspin-Welch’s t-検定を行った。統計学的有意水準は 5%未満とした（P < 0.05, 両側

検定）。 
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第 3 節 結果 

 

3.1 皮膚炎スコアおよび血漿中総 IgE 値 

ダニ抗原含有軟膏の塗布で day 3 より乾燥に次いで、出血・痂皮形成および肥厚・丘疹が

認められ、皮膚炎スコアは徐々に上昇した。一方、親水ワセリンを塗布した対照動物では

皮膚炎スコアはほとんど変化しなかった（Fig. 1a）。Fig. 1b に親水ワセリンまたはダニ抗原

含有軟膏を塗布した背部皮膚（day 17）の写真を示す。また、モデル動物の血漿中総 IgE 値

は対照動物と比較し、day 13 に有意に上昇した（Fig. 2）。 

 

 

 

Figure 1 Time course of dermatitis score after repeated topical application of an ointment 

containing Dermatophagoides farinae body (Dfb) extract in NC/Nga mice. 

Dfb ointment (100 mg) was applied topically on the dorsal skin after disruption of the skin barrier 

with a depilatory cream on day 0 and with 4% SDS (150 μL) on days 3, 7, 10, 14 and 17. Control 

animals (petrolatum) were treated with hydrophilic petrolatum instead of Dfb ointment. (a) 

Dermatitis score. **P < 0.01, compared with control mice (petrolatum). (b) Representative skin 

features on day 17. Each data represents the mean ± SEM (n=5).  
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Figure 2 Time course of plasma total IgE level after repeated topical application of Dfb 

ointment in NC/Nga mice. 

Dfb ointment (100 mg) was applied topically on the dorsal skin after disruption of the skin barrier 

with a depilatory cream on day 0 and with 4% SDS (150 μL) on days 3, 7, 10, 14 and 17. Control 

animals (petrolatum) were treated with hydrophilic petrolatum instead of Dfb ointment. Total IgE 

levels in plasma were measured by ELISA. Each data represents the mean ± SEM (n=8-9). **P < 

0.01, compared with control mice (petrolatum). 

 

3.2 病変部皮膚の組織学的評価  

 モデル動物では表皮の肥厚および真皮における炎症性細胞（リンパ球、好酸球）の浸潤

が認められた（Fig. 3a）。対照動物と比較し、病変部皮膚では表皮厚が有意に増加した

（Fig. 3b）。また、真皮における肥満細胞数の有意な増加が認められた（Fig. 3c, d）。 
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Figure 3 Histological changes of the dorsal skin after repeated topical application of Dfb 

ointment in NC/Nga mice. 

Dfb ointment (100 mg) was applied topically on the dorsal skin after disruption of the skin barrier 

with a depilatory cream on day 0 and with 4% SDS (150 μL) on days 3, 7, 10, 14 and 17. Control 

animals (petrolatum) were treated with hydrophilic petrolatum instead of Dfb ointment. The dorsal 

skin excised on day 18 was stained with (a) HE and (c) TB. Bars in photographs: 50 μm. (b) 

Epidermal thickness measured in HE-stained sections at a magnification of ×100. (d) The number of 

mast cells counted in TB-stained sections at a magnification of ×200. Each data represents the mean 

± SEM (n=5). **P < 0.01, compared with control mice (petrolatum). 
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3.3 掻痒行動 

 掻痒行動回数の経時推移を確認するため、12 時間の明暗サイクル（照明時間 7:00～19:00）

環境下でダニ抗原含有軟膏塗布（塗布時刻 12:00）後から 24 時間の掻痒行動回数を測定し

た。その結果、ダニ抗原含有軟膏塗布後に掻痒行動回数は 2 相性に増加した（Fig. 4a）。す

なわち、ダニ抗原含有軟膏塗布 1 時間後に有意に増加し（1 相目）、その後、一旦減少した

が、4 時間後付近より再び増加し、その増加は 24 時間後まで維持した（2 相目）。また、明

暗サイクルを逆転させた環境下（照明時間 19:00～7:00）においても、掻痒行動回数は 2 相

性に増加した（Fig. 4b）。さらに、自発的な掻痒行動を測定するため、ダニ抗原含有軟膏を

塗布せずに掻痒行動回数を 24 時間測定した。その結果、モデル動物で 24 時間通して慢性

的に掻痒行動回数が増加していた（Fig. 4c）。 
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Figure 4 Time course of the number of scratching behavior in AD-like mice.  

The number of scratching behavior (events) was measured for 24 hours from day 14 to day 15 after 

topical application of Dfb ointment (application time 12:00) under (a) a 12-hours light/dark cycle 

(lights on from 7:00 to 19:00) and (b) the reversed light/dark cycle (lights on from 19:00 to 7:00). (c) 

The number of spontaneous scratching behavior (events) was measured for 24 hours on day 21 or 

day 22 without application of the Dfb ointment. The white and black bars indicate the light and dark 

periods in the animal room, respectively. Each point represents the mean ± SEM (n=4-8). *P < 0.05, 

**P < 0.01, compared with control mice (petrolatum). 
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3.4 病変部皮膚における神経伸長 

対照動物では PGP9.5 陽性神経はほとんど認められなかったのに対し、モデル動物では真

皮における PGP9.5 陽性神経の増加および表皮への伸長が認められた（Fig. 5a）。また、表皮

における PGP9.5 陽性神経の面積は有意に増加していた（Fig. 5b）。 

対照動物と比較して、モデル動物で病変部皮膚における NGF 量の有意な増加および

Sema3A 量の有意な減少が認められた（Fig. 5c, d）。 
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Figure 5 Increases in PGP9.5-positive nerve fibers and contents of NGF and Sema3A in the 

lesional skin of AD-like mice.  

(a) The dorsal skin excised on day 18 was stained with anti-PGP9.5 antibody (original magnification, 

×200). White broken line indicates the border between the epidermis and dermis. Bar: 50 μm. (b) 

The area of PGP9.5-positive nerve fibers was quantified in the epidermis using image software. (c) 

NGF and (d) Sema3A levels in the skin on day 18 were measured by ELISA. Each column 

represents the mean ± SEM (n=5). *P < 0.05, **P < 0.01, compared with control mice (petrolatum). 
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3.5 腋窩リンパ節細胞数、増殖能、サイトカイン産生量 

モデル動物の腋窩リンパ節細胞数は、対照動物と比較して、有意に多かった（Fig. 6a）。

また、モデル動物のリンパ節細胞では、非刺激時と比較して、ダニ抗原刺激で有意に高い

細胞増殖が認められ、この細胞増殖は対照動物のリンパ節細胞のそれと比較しても有意に

高かった（Fig. 6b）。また、モデル動物のリンパ節細胞をダニ抗原で刺激した結果、培養上

清中の TNF-α、IL-2、IL-6、IL-10、IL-17A および IFN-γ量の増加が認められた（Fig. 6c）。

一方、対照動物のリンパ節細胞では、これらサイトカインの増加は認められなかった。な

お、培養上清中の IL-4 量はいずれのサンプルにおいても検出限界値未満であった。 
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Figure 6 Increases in cell number, cell proliferation and cytokine levels in axillary lymph 

node cells isolated from AD-like mice.  

Axillary lymph nodes were isolated on day 14 and homogenated to make a single cell suspension. 

(a) The number of lymph node cells was counted using a Coulter counter. (b) The cell proliferation 

and (c) cytokine levels in the culture supernatant of the lymph node cells were measured 24 hours 

after stimulation with 10 μg/mL Dfb extract by WST-8 assay and cytometric bead assay, respectively. 

The cell proliferation is expressed relative to those in the lymph node cells from control mice 

without stimulation with Dfb extract, which are normalized as 100%. Each column represents the 

mean ± SEM (n=5-6). **P < 0.01, compared with control mice (petrolatum). $$P < 0.01, compared 

with control mice (petrolatum) with Dfb stimulation. ##P < 0.01, compared with Dfb 

ointment-applied mice without Dfb stimulation. N.D.: Not detected. 
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第 4 節 考察 

 

 本章では、コナヒョウヒダニ虫体由来成分を含有するダニ抗原含有軟膏を NC/Nga マウス

の背部皮膚に反復塗布することで皮膚炎を発症させ、本モデルの免疫学的、組織学的特徴

を明らかにする目的で、腋窩リンパ節におけるサイトカインプロファイルおよび病変部皮

膚における神経伸長因子・神経退縮因子の発現変化について検討した。また、ダニ抗原含

有軟膏塗布後から 24 時間の掻痒行動を測定し、掻痒行動回数の経時変化について検討した。 

 まず、臨床的な特徴として、本モデルでは乾燥に次いで、出血・痂皮形成および肥厚・

丘疹が認められ、モデル動物で血中 IgE 値が増加した。組織学的には、表皮の肥厚、真皮へ

の炎症性細胞の浸潤、真皮における肥満細胞数の増加が認められた。 

 AD 患者では、皮膚バリア機能の指標の一つである TEWL が病変部だけでなく、非病変部

でも増加しており、皮膚の乾燥が認められる（9）。また、AD における炎症は血中 IgE 値の

上昇と表皮の肥厚、炎症性細胞の浸潤を伴う（7）ことから、本モデルは AD 患者の臨床的、

組織学的特徴を反映したモデルであると考えられる。 

 本モデルの掻痒行動はダニ抗原含有軟膏塗布の 1 時間後および 4 時間後以降に 2 相性に

増加した。2 相性の掻痒行動回数の増加は明暗サイクルを逆転させた環境下においても同様

に認められたことから、この反応は動物のサーカディアン・リズムに依存しないと考えら

れる。また、モデル動物ではダニ抗原含有軟膏を塗布しなくても自発的に掻痒行動回数が

増加していた。したがって、本モデルの掻痒行動回数は皮膚炎の発症後に慢性的に増加し

ており、ダニ抗原含有軟膏の塗布がさらなる掻痒行動回数の増加を誘導しているものと考

えられる。 

AD 患者の病変部皮膚では健常人と比較して、表皮への神経伸長が報告されており、これ

が末梢における痒み閾値の低下につながると考えられている（49-51）。また、神経伸長因子

である NGF や神経退縮因子である Sema3A はケラチノサイトで産生される（52-54）。つま
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り、皮膚における痒み過敏はケラチノサイトによって産生される NGF といった神経伸長因

子と Sema3A といった神経退縮因子のアンバランスによって生じる（51）。本モデルでは病

変部皮膚における NGF の増加と Sema3A の減少に伴う表皮への神経伸長が認められた。し

たがって、本モデルにおいても表皮への神経伸長による痒み感覚の異常が掻痒行動の増加

に関与している可能性が示唆された。 

環境抗原に対する T 細胞反応によって産生された Th1 および Th2 サイトカインは AD に

おける炎症反応の惹起および維持に関与する。実際、AD 患者の末梢血単核細胞をダニ抗原

で刺激すると、ダニ抗原特異的な T 細胞の増殖が誘導され、その程度は AD の重症度と相

関する（55）。また、急性期の病変部皮膚では Th2 細胞優位であるのに対し、慢性期の病変

部皮膚では Th1 および Th2 細胞の両方が存在する、あるいは Th1 細胞優位であると報告さ

れている（56）。また、Th2 サイトカイン（IL-4、IL-10）および Th1 サイトカイン（IFN-γ、

IL-2）の発現が同一患者の病変部皮膚で報告されている（57, 58）。Th17 サイトカインであ

る IL-17 も AD の病態形成に関与すると考えられており、AD 患者の末梢血中における Th17

細胞の割合は AD の重症度と相関する（59）。さらに、健常人と比較し、AD 患者では血中

IL-2、IL-5、IL-6、IL-10、IL-17A および IFN-γ量が増加している（60）。本モデルでは腋窩リ

ンパ節細胞数の増加、細胞増殖の亢進、サイトカイン（TNF-α、IL-2、IL-6、IL-10、IL-17A

および IFN-γ）産生量の増加が認められ、モデル動物でリンパ節細胞からの IFN- γ量が増加

するという過去の報告（47）と一致する結果が得られた。したがって、AD 患者と同様に、

本モデルではダニ抗原特異的な T 細胞が Th1、Th2 および Th17 サイトカインの産生を介し

て慢性皮膚炎の発症および維持に関与すると考えられる。 

以上の成績をまとめると、ダニ抗原含有軟膏の反復塗布により NC/Nga マウスの背部で

AD 様の皮膚炎が誘導され、モデル動物の臨床的、組織学的、免疫学的な特徴は AD 患者の

それと類似していた。また、本モデルで掻痒行動回数は慢性的に増加し、ダニ抗原含有軟

膏の塗布によって 2 相性に増加することを明らかにした。本モデルにおける掻痒行動のメ
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カニズムを解析することは、AD の病態解明だけでなく、新規治療薬の探索に繋がると考え

られる。 
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第 2 章 ダニ抗原誘発慢性皮膚炎モデルの掻痒行動のメカニズム 

 

第 1 節 緒言 

 

 AD は皮膚バリア機能障害と種々の環境抗原に対する免疫反応の異常によって特徴づけ

られる慢性炎症性皮膚疾患である（3）。多くの AD 患者が激しい掻痒感に苦しんでおり、掻

痒は掻破を誘発して皮膚症状を悪化させ、さらに痒みが増強するという悪循環（itch-scratch 

cycle）を招く（7）。また、健常人と比較して、AD 患者の皮膚では神経の伸長が認められる

ため、痒み閾値の低下が起こっており、僅かな刺激で掻痒が誘導されると考えられている

（49, 50, 61）。経口抗ヒスタミン薬は 10 年以上に亘って AD に伴う掻痒に対して処方されて

いるが、その効果は必ずしも十分でない（37）。したがって、神経ペプチド、神経伝達物質、

サイトカイン、プロテアーゼ、アラキドン酸代謝物などの他の内因性起痒物質が AD の痒み

に関与すると考えられている（61）。 

Proteinase-activated receptor-2（PAR-2）は G タンパク共役型受容体であり、プロテアーゼ

が作用すると細胞外の N 末端領域の特定部位が切断され、新しく露出した N 末端が自らの

細胞外第 2 ループに結合して、細胞内に情報が伝達される（62, 63）。皮膚では特にケラチ

ノサイトで PAR-2 の発現が認められる（63-65）。コナヒョウヒダニなどは AD の病態形成に

関与する主要アレルゲンであり、プロテアーゼ活性を有する種々のアレルゲンを含有する

（24, 25）。また、ダニ抗原由来セリンプロテアーゼはケラチノサイトに発現した PAR-2 を

活性化し、サイトカイン産生を誘導する（66）。さらに、AD 患者の病変部皮膚では知覚神

経における PAR-2 発現の増加が認められており、PAR-2 アゴニストの皮内投与は痒みを惹

起することから、PAR-2 は AD 患者の痒みに関与すると考えられている（67）。上述の報告

は、ダニ抗原由来のプロテアーゼが PAR-2 の活性化による皮膚炎の増悪と掻痒の誘導を介

して AD の病態形成に関与する可能性を示唆している。 
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 NC/Nga マウスはダニ抗原含有軟膏の反復塗布により、自発的な掻痒行動回数の増加、血

中 IgE 値の上昇、病変部皮膚における炎症性細胞の浸潤、リンパ節細胞における Th1 およ

び Th2 サイトカイン産生の増加を伴って、皮膚炎を発症する（47, 48）。第 1 章では、本モ

デルの臨床的、組織学的、免疫学的特徴は AD 患者のそれと類似しており、ダニ抗原含有軟

膏塗布後に 2 相性に掻痒行動回数が増加することを確認した。しかしながら、1 相目および

2 相目の掻痒行動のメカニズムについては不明なままである。 

 そこで、第 2 章では、掻痒行動に関与するメディエーターを特定するために、ダニ抗原

含有軟膏塗布 1 および 24 時間後の病変部皮膚における内因性痒み関連因子の産生量につい

て検討した。また、本モデルの掻痒行動に対する即時型アレルギー反応および PAR-2 活性

化の関与について検討した。 

  



31 
 

第 2 節 実験材料および方法 

 

2.1 実験動物 

実験には 7 週齢の雌性 NC/Nga マウス（Charles River Laboratories Japan）を使用した。動

物は室温 23 ± 3°C、湿度 50 ± 20%、12 時間ごとの明暗サイクル（照明時間 7:00～19:00）に

よる人工照明の環境下で飼育し、放射線滅菌固型飼料 CRF-1（Oriental Yeast）および紫外線

滅菌した水道水を自由摂取させた。すべての動物実験はマルホ株式会社動物実験倫理委員

会の承認を受け、動物実験実施規程に準拠して実施した。 

 

2.2 試薬 

 SDS および chlorpheniramine maleate（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）は超純

水に溶解した。Evans blue dye（Nacalai Tesque）、cromoglycate （Sigma-Aldrich）、gabexate 

mesylate（Sigma-Aldrich）および anti-PAR-2 antibody（SAM-11, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

TX, USA）は生理食塩液に溶解した。 

 

2.3 皮膚炎の惹起 

第 1 章に示す方法で皮膚炎を惹起し、day 14 に慢性皮膚炎モデルを選別した。その後、

4 w/v% SDS 水溶液およびダニ抗原含有軟膏を塗布した。また、day 17 にも同様の処置を繰

り返した。 

 

2.4 皮膚炎スコアの判定 

第 1 章に示す方法で皮膚炎スコアを判定した。 
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2.5 掻痒行動の測定 

第 1 章に示す方法で day 14 および 17 に、ダニ抗原含有軟膏の塗布直後から掻痒行動回数

を 24 時間測定した。なお、掻痒行動回数の測定前には、マウスをスクラッチ測定ユニット

内で 1 時間以上馴化した。 

 

2.7 薬物投与 

Chlorpheniramine（10 mg/kg, p.o.）、cromoglycate（100 mg/kg, s.c.）、gabexate（10 mg/kg, s.c.）

および anti-PAR-2 antibody（0.2 mg/kg, i.v.）はそれぞれ day 17 の掻痒行動の測定の 60 分前、

10 分前、30 分前および 60 分前に投与した。対照動物には溶媒を 10 mL/kg の容量で投与し

た。 

 

2.8 血管透過性の評価 

Day 17 の親水ワセリンまたはダニ抗原含有軟膏の塗布直前にイソフルラン吸入麻酔下で

動物に 0.5% Evans blue 生理食塩溶液 0.25 mL を尾静脈内投与した。その 1 時間後にマウス

を頸椎脱臼し、親水ワセリンまたはダニ抗原含有軟膏を塗布した背部皮膚を採取した。採

取した皮膚片は細かく裁断しながら、1 N KOH 0.7 mL の入ったチューブに加え、37°C で一

晩放置して組織を溶解させた。その後、9.3 mL のリン酸アセトン混液を加えて全量を 10 mL

とし、激しく振盪した。析出した不溶物をセルストレイナーで濾去し、濾液の 620 nm にお

ける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。Evans blue 含有 1 N KOH に同様の処

置をして作製した検量線から、各個体の皮膚における色素漏出量（µg/site）を算出した。  

  

2.9 内因性痒み関連因子の測定 

ダニ抗原含有軟膏の塗布 1 および 24 時間後に採取した皮膚サンプル（直径 5 mm）に

protease inhibitor cocktail set III を含有する PBS 150 µL を加え、シェイクマスターでホモジネ
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ートした後、遠心分離（10,000×g, 10 分間, 4°C）した。上清を分取し、皮膚中の各種メデ

ィエーター量をヒスタミン、5-hydroxytryptamine（5-HT）、gastrin releasing peptide（GRP）

（Cusabio Biotech）、substance P（SP）（Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA）、IL-31（USCN 

Life Science, Wuhan, China）、TSLP、prostaglandin（PG）E2、endothelin（ET）-1、periostin（R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA）の ELISA キットを用いて測定した。 

 

2.10 免疫染色 

Day 18 に採取した皮膚サンプルを 4% パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液中で 4°C、3

時間以上固定した後、30% sucrose を含有する PBS で 4°C、一晩浸漬した。翌日、OCT コン

パウンドに包埋し、クリオスタットを用いて、20 µm の厚さで薄切した後、切片をスライド

ガラスに張り付け、超低温下（-80°C 以下）で保管した。 

 薄切した切片を 0.3% Triton X-100 含有 PBS で洗浄した後、1% bovine serum albumin 含有

PBS でブロックし、goat anti-PAR-2 antibody（50 倍希釈, Santa Cruz Biotechnology）とともに

室温で 2 時間インキュベートした。その後、0.3% Triton X-100 含有 PBS で洗浄し、

rhodamine-conjugated anti-goat antibody（100 倍希釈, Santa Cruz Biotechnology）とともに室温

で 1 時間インキュベートした。染色切片の画像は共焦点レーザー顕微鏡で撮影した。 

 

2.11 統計解析 

データは平均 ± 標準誤差で示した。2 群間の比較では F 検定を行い、等分散の場合は

Student’s t-検定、不等分散の場合は Aspin-Welch’s t-検定を行った。統計学的有意水準は 5%

未満とした（P < 0.05, 両側検定）。 
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第 3 節 結果 

 

3.1 内因性痒み関連因子の変化 

2 相性の掻痒行動回数の増加に関与するメディエーターを探索するため、ダニ抗原含有軟

膏塗布 1 または 24 時間後に背部皮膚を採取し、皮膚中の内因性痒み関連因子を測定した。 

肥満細胞の脱顆粒によって分泌されるヒスタミンおよび 5-HTはダニ抗原含有軟膏塗布の

1 時間後に病変部皮膚において有意に増加した。また、5-HT 量の有意な増加は 24 時間後ま

で持続した（Fig. 7a, b）。知覚神経に含有される神経ペプチドである SP および GRP は軟膏

塗布 1 時間後に有意に増加した（Fig. 7c, d）。一方、IL-31 はダニ抗原含有軟膏塗布 24 時間

後に有意に増加した（Fig. 7e）。PAR-2 の活性化によってケラチノサイトから産生される

TSLP および PGE2量は軟膏塗布 1 および 24 時間後において有意に増加した（Fig. 7f, g）。ま

た、ET-1 および periostin 量の有意な増加はいずれの時点においても認められた（Fig. 7h, i）。 
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Figure 7 Increased contents of endogenous pruritogens in the lesional skin after topical 

application of Dfb ointment.  

The dorsal skin was excised 1 or 24 hours after topical application of Dfb ointment. (a) histamine, 

(b) 5-HT, (c) SP, (d) GRP, (e) IL-31, (f) TSLP, (g) PGE2, (h) ET-1 and (i) periostin contents in the 

skin were measured by ELISA. Each column represents the mean ± SEM (n=5-6). *P < 0.05, **P < 

0.01, compared with control mice (petrolatum) at each point.  
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3.2 掻痒行動に対する即時型アレルギー反応の関与 

 本モデルではダニ抗原含有軟膏の反復塗布により血漿中総 IgE 値の上昇が認められる。感

作が成立した個体では、環境抗原の刺激によって肥満細胞は脱顆粒し、ヒスタミンなどの

ケミカルメディエーターが遊離される結果、抗原曝露から数分以内に血管透過性の亢進が

誘導される。そこで、ダニ抗原含有軟膏塗布による血管透過性の亢進を指標に、本モデル

における即時型アレルギー反応の関与について検討した。その結果、モデル動物に親水ワ

セリンを塗布した場合の色素漏出量は対照動物と比較して、有意に増加した（Fig. 8）。ま

た、モデル動物にダニ抗原含有軟膏を塗布すると、親水ワセリンを塗布した場合と比較し

て、色素漏出量は有意に増加した（Fig. 8）。 

 次に、本モデルの掻痒行動における肥満細胞の関与を明らかにするため、chlorpheniramine

（抗ヒスタミン薬）および cromoglycate（抗アレルギー薬）を投与し、ダニ抗原含有軟膏塗

布後 24 時間の掻痒行動回数を測定した。その結果、chlorpheniramine および cromoglycate

は 1 相目の掻痒行動回数の増加を抑制したが、2 相目の掻痒行動回数の増加には影響を及ぼ

さなかった（Fig. 9, 10）。 
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Figure 8 Vascular permeability increase in the lesional skin induced by topical application of 

Dfb ointment.  

Dfb ointment (100 mg) was applied topically on the dorsal skin after disruption of the skin barrier 

with a depilatory cream on day 0 and with 4% SDS (150 μL) on days 3, 7, 10 and 14. Control 

animals were treated with hydrophilic petrolatum (Petro) instead of Dfb ointment. Evans blue 

solution was intravenously injected immediately before topical application of Dfb ointment or 

hydrophilic petrolatum on day 17. Increase in vascular permeability was evaluated by measuring the 

amount of extravasated Evans blue dye in the dorsal skin excised 1 hour after topical application of 

Dfb ointment. Each column represents the mean ± SEM (n=5-6). *P < 0.05, compared with control 

mice treated with hydrophilic petrolatum. ##P < 0.01, compared with Dfb ointment-applied mice 

treated with hydrophilic petrolatum.  
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Figure 9 Effects of chlorpheniramine on scratching behavior in AD-like mice. 

Chlorpheniramine (CPA; 10 mg/kg, p.o.) was administered 1 hour before the last topical application 

of Dfb ointment on day 17. The number of scratching behavior (events) was measured for 24 hours 

after topical application of Dfb ointment on day 17 (a). The total number of scratching behavior was 

counted in 0-1 hour (b) and 4-24 hours (c) after topical application of Dfb ointment. Each data 

represents the mean ± SEM (n=5-6). *P < 0.05, **P < 0.01, compared with petrolatum + vehicle 

groups. #P < 0.05, compared with Dfb + vehicle groups. 
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Figure 10 Effects of cromoglycate on scratching behavior in AD-like mice. 

Cromoglycate (CG; 100 mg/kg, s.c.) was administered 10 minutes before the last topical application 

of Dfb ointment on day 17. The number of scratching behavior (events) was measured for 24 hours 

after topical application of Dfb ointment on day 17 (a). The total number of scratching behavior was 

counted in 0-1 hour (b) and 4-24 hours (c) after topical application of Dfb ointment. Each data 

represents the mean ± SEM (n=5-6). *P < 0.05, **P < 0.01, compared with petrolatum + vehicle 

groups. #P < 0.05, ##P < 0.01, compared with Dfb + vehicle groups.  
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3.3 掻痒行動に対する PAR-2 の関与 

AD の主要アレルゲンであるコナヒョウヒダニは非常に多くのアレルゲンを含有してお

り、その多くはプロテアーゼ活性を有する酵素である。PAR-2 はプロテアーゼが細胞外 N

末端側ペプチド鎖を切断することで活性化される受容体である。したがって、ダニ抗原含

有軟膏中のプロテアーゼによる PAR-2 の活性化が本モデルの掻痒行動に関与している可能

性が考えられる。そこで、本モデルにおける PAR-2 の関与を明らかにするため、病変部皮

膚における PAR-2 の発現を免疫染色で確認した。その結果、対照動物の表皮では PAR-2 の

発現は弱かったのに対し、モデル動物の表皮では PAR-2 発現の増強が認められた（Fig. 11）。 

 次に、他の動物モデルにおいて掻痒行動を抑制する用量（68, 69）の gabexate（セリンプ

ロテアーゼ阻害薬）および anti-PAR-2 antibody を投与し、ダニ抗原含有軟膏塗布後 24 時間

の掻痒行動回数を測定した。その結果、gabexate は 1 相目および 2 相目の掻痒行動回数の増

加を抑制し、anti-PAR-2 antibody はこれらの掻痒行動に対して抑制傾向を示した（Fig. 12, 13）。  
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Figure 11 Increased PAR-2 expression in the lesional skin of AD-like mice.  

The dorsal skin excised on day 18 was stained with PAR-2 antibodies (original magnification, ×200). 

White broken line indicates the border between the epidermis and dermis. Bar = 50 μm.  
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Figure 12 Effects of gabexate on scratching behavior in AD-like mice. 

Gabexate (GX; 10 mg/kg, s.c.) was administered 30 minutes before the last topical application of 

Dfb ointment on day 17. The number of scratching behavior (events) was measured for 24 hours 

after topical application of Dfb ointment on day 17 (a). The total number of scratching behavior was 

counted in 0-1 hour (b) and 4-24 hours (c) after topical application of Dfb ointment. Each data 

represents the mean ± SEM (n=5). *P < 0.05, **P < 0.01, compared with petrolatum + vehicle 

groups. #P < 0.05, compared with Dfb + vehicle groups.  
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Figure 13 Effects of anti-PAR2 antibody on scratching behavior in AD-like mice. 

anti-PAR-2 antibody (0.2 mg/kg, i.v.) was administered 1 hour before the last topical application of 

Dfb ointment on day 17. The number of scratching behavior (events) was measured for 24 hours 

after topical application of Dfb ointment on day 17 (a). The total number of scratching behavior was 

counted in 0-1 hour (b) and 4-24 hours (c) after topical application of Dfb ointment. Each data 

represents the mean ± SEM (n=5). *P < 0.05, **P < 0.01, compared with petrolatum + vehicle 

groups. #P < 0.05, compared with Dfb + vehicle groups.   
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第 4 節 考察 

 

 本章では、ダニ抗原誘発慢性皮膚炎モデルの病変部皮膚における内因性痒み関連因子の

産生量およびダニ抗原含有軟膏塗布後に認められる 2 相性の掻痒行動のメカニズムについ

て検討した。 

抗原が肥満細胞の表面に発現する high-affinity IgE receptors（FcεRI）に結合した IgE 抗体

を架橋すると、FcεRI の凝集が誘導される。その結果、一連のシグナル伝達を介して肥満細

胞の脱顆粒が起こり、ヒスタミンなどのケミカルメディエーターが遊離される。感作が成

立した個体では、上記の即時型アレルギー反応は抗原曝露から数分以内に誘導され、血管

拡張や血管透過性が亢進する（70）。第 1 章では、ダニ抗原含有軟膏の反復塗布により、本

モデルでの血中 IgE 値の上昇と真皮における肥満細胞数の増加を確認した。第 2 章では、親

水ワセリンまたはダニ抗原含有軟膏の塗布 1 時間後に組織中に漏出した色素量を測定した。

その結果、対照動物と比較して、親水ワセリンを塗布したモデル動物の皮膚で色素漏出量

の増加が認められたことから、モデル動物では抗原刺激しなくても病変部皮膚において血

管透過性が亢進していると考えられる。また、モデル動物の皮膚では血管透過性の亢進に

よる色素漏出量が親水ワセリンよりもダニ抗原含有軟膏の塗布で増加した。さらに、ダニ

抗原含有軟膏塗布 1 時間後の皮膚でヒスタミンおよび 5-HT 量の増加が認められたこと、1

相目の掻痒行動回数の増加は即時型アレルギー反応の反応時間と一致して抗原塗布の 1 時

間後に誘導されること、chlorpheniramine（抗ヒスタミン薬）および cromoglycate（抗アレル

ギー薬）が 1 相目の掻痒行動回数の増加を抑制したことから、1 相目の掻痒行動回数の増加

には即時型アレルギー反応が関与すると考えられる。 

これまでに PAR-2 が AD の痒みに関与する可能性が示唆されており、ケラチノサイトに

おける PAR-2 の活性化は TSLP や PGE2の産生を誘導する（71, 72）。つまり、プロテアーゼ

活性を有するアレルゲンは PAR-2 依存的なメカニズムを介して掻痒行動を誘導する可能性
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が考えられる。AD 患者の表皮で PAR-2 が発現するという報告（64, 65）と同様に、本モデ

ルにおいても病変部の表皮で PAR-2 発現の増加が認められた。また、病変部で TSLP およ

び PGE2 量は増加しており、gabexate（セリンプロテアーゼ阻害薬）は 1 相目および 2 相目

の掻痒行動回数の増加を抑制し、anti-PAR-2 antibody はこれら掻痒行動回数の増加に対して

抑制傾向を示した。 

PAR-2 はケラチノサイト以外に肥満細胞や知覚神経に発現すると報告されており、PAR-2

アゴニストは肥満細胞からの起痒物質の遊離を促進する（73）。また、知覚神経における

PAR-2 活性化も AD 患者の痒みの惹起に関与する（67, 74）。これら PAR-2 活性化による肥

満細胞の脱顆粒あるいは知覚神経の活性化はダニ抗原含有軟膏の塗布直後に誘導されると

考えられる。つまり、gabexate および anti-PAR-2 antibody によって掻痒行動回数が減少した

ことは、本モデルの 1 相目の掻痒行動回数の増加に PAR-2 の活性化が関与する可能性を示

唆している。 

近年、PAR-2 アゴニストである合成ペプチド（SLIGRL）は PAR-2 だけでなく、Mas-related 

G-protein-coupled receptor（Mrgpr）C11 も活性化し得ると報告されている（75）。また、SLIGRL

はPAR-2よりもむしろMrgprC11を介して掻痒行動を誘導する可能性が示唆されている（75）。

一方、本モデルの皮膚炎惹起にはプロテアーゼ活性を有する複数のアレルゲンを含有する

ダニ抗原含有軟膏を使用した。さらに、ダニ抗原由来セリンプロテアーゼは PAR-2 の N 末

端領域の特定部位を切断することが明らかになっている（76）。したがって、ダニ抗原含有

軟膏に含まれるダニ抗原由来のプロテアーゼによる PAR-2 の活性化が本モデルの掻痒行動

回数の増加に関与していると考えられる。 

 AD の痒みには神経ペプチド、神経伝達物質、サイトカイン、プロテアーゼ、アラキドン

酸代謝物など種々のメディエーターが関与する（61）。本モデルの掻痒行動に関与するメデ

ィエーターを探索した結果、AD 患者と同様に病変部皮膚において内因性痒み関連因子の増

加が認められた。本モデルにおいて皮膚中 SP および GRP 量はダニ抗原含有軟膏塗布の 1
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時間後に増加していた。知覚神経から遊離される SP などの神経ペプチドは痒み感受性の亢

進や神経原性炎症に関与すると考えられている（61, 77）。したがって、ダニ抗原含有軟膏

が表皮に伸長した知覚神経を直接的もしくは他のメディエーターを介して間接的に活性化

した結果、神経末端から神経ペプチドが遊離され、1 相目の掻痒行動を引き起こしたと考え

られる。GRP の皮内注射はマウスの掻痒行動を誘発するが、その反応には肥満細胞に発現

する BB2 bombesin 受容体の活性化および肥満細胞の脱顆粒が関与すると考えられている

（78）。近年、GRP 発現神経がヒトの皮膚で確認されており、その大部分が SP を共発現し

ている（79）。これらの報告は知覚神経の末端から遊離した GRP が 1 相目の掻痒行動に関与

する可能性を示唆している。 

 対照動物の皮膚ではヒスタミンや SP など数種の痒み関連因子の産生量が親水ワセリン塗

布 1 時間後よりも 24 時間後で高値を示した。その原因は明確ではないが、対照動物におい

ても親水ワセリンを背部に塗布することでわずかに掻痒行動回数が増加する。この掻痒行

動回数の増加が対照動物の皮膚におけるヒスタミンおよび SP 産生量に影響を及ぼしたと推

察される。 

 IL-31 はヒトにおいて皮膚プリックテストにより痒みを惹起すると報告されている（80）。

また、IL-31 を過剰発現させたトランスジェニックマウスは掻痒行動を伴う皮膚炎を発症す

る（81）。本モデルではダニ抗原含有軟膏塗布の 24 時間後に皮膚中 IL-31 量の増加が認めら

れたことから、IL-31 は 2 相目の掻痒行動回数の増加に寄与している可能性が考えられる。 

 TSLP は胸腺、扁桃、気管、皮膚、消化管などの上皮細胞で産生されるサイトカインであ

り、AD 患者では特にケラチノサイトで TSLP の発現が増加している（19）。また、マウス

のケラチノサイトに TSLP を過剰発現させると、AD 様の皮膚炎を発症する（82, 83）。近年、

TSLP は知覚神経に直接作用し、掻痒行動を引き起こすと報告された（71）。また、PGE2も

健常人および AD 患者において痒みを惹起する（84, 85）。ヒトに PGE2またはヒスタミンを

皮内投与した時と比較して、PGE2 とヒスタミン混合液の皮内投与で惹起される痒みの持続
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時間は相乗的に増加することから、PGE2 はヒスタミンによる痒みを増悪させると考えられ

ている（86）。ET-1 の皮内投与はヒトでヒスタミン非依存的なメカニズムを介して痒みを惹

起する（87）。また、ET-1 はマウスで ETA受容体を介して濃度依存的に掻痒行動を誘導する

（88）。本モデルではこれら TSLP、PGE2および ET-1 量がダニ抗原含有軟膏塗布の 1 および

24 時間後の病変部皮膚において増加していた。したがって、これらメディエーター量の増

加が 1 相目および 2 相目における掻痒行動回数増加の原因の一つであると考えられる。 

 PeriostinはADの増悪と慢性化において重要な役割を担う細胞外マトリックスタンパク質

である。Th2 細胞から産生された IL-4 や IL-13 は線維芽細胞を刺激し、periostin が産生され

る。Periostin はインテグリンを介してケラチノサイトを刺激し、TSLP などのサイトカイン

の産生を誘導する結果、さらに Th2 型の免疫反応を増幅させる。このような悪循環が AD

の慢性化、遷延化につながっていると考えられている（89）。本モデルにおける皮膚中

periostin 量はダニ抗原含有軟膏塗布の 1 時間後に増加し、24 時間後においても維持されて

いた。したがって、periostin は TSLP 産生を介して間接的に本モデルの掻痒行動回数の増加

に関与すると考えられる。 

 これまでに、ヒスタミン、5-HT および compound 48/80 の皮内投与はマウスの掻痒行動を

誘導すると報告されている（90, 91）。また、トリプシンまたはトリプターゼは PAR-2 の活

性化を介して掻痒行動を誘導する（68, 92）。これらの起痒物質の皮内投与では 1 時間以内

に掻痒行動回数が増加すると報告されているが、その後に続く掻痒行動に関しては十分に

検討されていなかった。また、肥満細胞の脱顆粒および PAR-2 活性化の両方が掻痒行動回

数の増加に関与する慢性 AD モデルはこれまでに報告されていない。したがって、本モデル

はダニ抗原含有軟膏の塗布によって 2 相性に掻痒行動回数が増加し、そのメカニズムに肥

満細胞の脱顆粒と PAR-2 活性化が関与する初めての AD モデルである。 

以上の成績をまとめると、第 2 章では AD のモデル動物における 2 相性の掻痒行動メカニ

ズムを解析し、1 相目および 2 相目の掻痒行動回数の増加に関与すると考えられるメディエ



48 
 

ーター量の変化を明らかにした。さらに、本モデルの掻痒行動に肥満細胞の脱顆粒による

即時型アレルギー反応およびプロテアーゼによるPAR-2活性化が関与する可能性を示した。 
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第 3 章 ダニ抗原刺激によるケラチノサイトからの痒み関連因子の産生 

 

第 1 節 緒言 

 

ケラチノサイトは表皮を構成する主な細胞であり、皮膚のバリア機能の維持において重

要な役割を担っている。皮膚バリア機能の障害によりケラチノサイトは外的刺激に曝され

ることで、活性化される。活性化したケラチノサイトは種々のサイトカインおよびケモカ

インを産生することで AD の病態形成に関与する（17, 18）。 

ダニは室内塵中に存在する主要なアレルゲンであり、その機能や配列相同性、分子量に

基づいて、10 以上のグループに分類されている（24, 25）。ダニ由来アレルゲンの中でも、

グループ 1 アレルゲンはシステインプロテアーゼ活性を、グループ 3、6 および 9 はセリン

プロテアーゼ活性を有すると報告されている（24, 25）。 

 AD 患者の病変部皮膚で PAR-2 は表皮のいずれの層においても発現が増加している（64, 

65）。ダニ抗原由来プロテアーゼはケラチノサイトに発現する PAR-2 を活性化し、IL-8 や

granulocyte-macrophage colony-stimulating factorといったサイトカインの産生を誘導する（66）。

また、ケラチノサイトにおける PAR-2 の活性化は、知覚神経に直接作用して掻痒行動を引

き起こす TSLP の産生を誘導する（71）。Matrix metalloproteinase（MMP）は細胞外マトリッ

クスの分解により神経伸長に関与するメディエーターであるが、精製されたセリンプロテ

アーゼであるトリプシンは PAR-2 の活性化を介してヒトのケラチノサイトからの MMP 産

生を誘導する（93）。これらの報告は、ダニ抗原由来プロテアーゼによるケラチノサイトの

PAR-2 活性化が炎症性サイトカインとともに内因性の痒み関連因子の産生を誘導し、AD 患

者における炎症の増悪と掻痒の惹起に関与する可能性を示唆している。しかしながら、AD

患者の掻痒の惹起におけるケラチノサイトの役割については十分解明されていない。 

 AD において痒みを惹起する種々のメディエーターがこれまでに報告されているが（61）、



50 
 

ET-1 は 21 個のアミノ酸から成り、G タンパク質共役受容体である ETAおよび ETB受容体を

活性化する（94）。ET-1 は強力な血管収縮因子として同定されたが、その後の研究でヒトに

おいて痒みを惹起することが明らかになった（87）。また、AD 患者の表皮では ET-1 の発現

が増加している（95）。さらに、in vitro でヒトのケラチノサイトでの ET-1 の合成および遊

離が確認されている（96）。これらの報告はケラチノサイトにおける ET-1 発現の増加が AD

患者の痒みの惹起に関与する可能性を示唆している。 

 MMP ファミリーに属する MMP-9 の産生は起痒物質やサイトカインで刺激したケラチノ

サイトで誘導される（97, 98）。アレルギー性接触皮膚炎患者の表皮や AD 患者病変部皮膚の

洗浄液を解析した報告では、各サンプルにおけるMMP-9レベルの上昇が確認されている（99, 

100）。また、MMP-9 は NGF による神経の伸長を促進する（101）。MMP-2 も同様に in vitro

で表皮基底膜での神経伸長に関与する（102）。AD 患者の病変部皮膚では健常人と比較して、

表皮への神経伸長が報告されており、これが末梢における痒み閾値の低下につながると考

えられている（49-51）。これらの報告は MMP-2 および MMP-9 が AD 患者の病変部での神

経伸長を促進し、痒みの惹起に関与している可能性を示唆している。 

 そこで、第 3 章では、AD の病態形成、特に痒みの惹起にケラチノサイトが関与するか明

らかにするため、システインおよびセリンプロテアーゼ活性を有するアレルゲンを含有す

るコナヒョウヒダニ抽出物でケラチノサイトを刺激し、ET-1、MMP-2 および MMP-9 が産

生されるか否かについて検討した。さらに、ケラチノサイトにおいて上記のメディエータ

ー産生に PAR-2 が関与するか検討した。 
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第 2 節 実験材料および方法 

 

2.1 試薬 

 コナヒョウヒダニ（D. farinae）抽出物（house dust mite, HDM）の凍結乾燥品は COSMO BIO

（Tokyo, Japan）から購入した。システインプロテアーゼ阻害薬およびセリンプロテアーゼ

阻害薬として、それぞれ[(2S, 3S)-3-Carboxyoxirane-2-carbonyl]-L-leucine (4-guanidinobutyl) 

amide hemihydrate（E-64, Peptide Institute, Osaka, Japan）および 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl 

fluoride hydrochloride（AEBSF, Sigma-Aldrich）を使用した。ダニ由来セリンプロテアーゼ

（mite-derived serine proteases, MDSP）および選択的 PAR-2 アンタゴニスト（ENMD-1068）

はそれぞれ Indoor Biotechnologies（Charlottesville, VA, USA）および Enzo Life Sciences から

購入した。 

 

2.2 細胞培養 

 ヒト表皮角化細胞（ケラチノサイト, Life Technologies）は 37°C、5% CO2 の条件下で

10 μg/mL insulin 、 0.1 ng/mL human epidermal growth factor 、 0.67 μg/mL hydrocortisone 

hemisuccinate、50 μg/mL gentamycin、50 ng/mL amphotericin B および 0.4% bovine brain pituitary 

extract を含有する HuMedia-KG2（Kurabo Industries, Osaka, Japan）で培養した。HuMedia-KG2

に浮遊させた細胞を 2×104 cells/well となるように 24 well マイクロプレートに播種し、一

晩培養した。翌日、gentamicin および amphotericin B を含有する HuMedia-KB2（Kurabo 

Industries）に培地交換し、さらに一晩培養した。翌日、細胞を HDM（0.3, 1, 3 μg/mL）また

は MDSP（0.3, 3, 30 μg/mL）で 1、3、6、24 または 48 時間刺激した。培養終了後に培養上

清を回収し、痒み関連因子の測定を行った。また、lipopolysaccharide（LPS）ELISA Kit

（Cloud-clone Corp., Houston, TX, USA）を用いて、HDM および MDSP 中の LPS 含量は検出

限界値未満であることを確認した。プロテアーゼ阻害薬を用いた検討では、HDM 中のプロ
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テアーゼ活性を不活性化するために、HDM を E-64（50, 500, 5000 µM）または AEBSF（5, 50, 

500 µM）存在下で 37°C、15 分間インキュベートした。また、PAR-2 アンタゴニスト（0.1, 1, 

10 mM）は HDM 刺激の 6 時間前に添加した。 

 

2.3 痒み関連因子の測定 

2.2 で示した方法で回収した培養上清中の ET-1、MMP-2 および MMP-9 量を Quantikine 

ELISA kit（R&D Systems）を用いて測定した。これら ELISA kit における ET-1、MMP-2 お

よび MMP-9 の検出限界値はそれぞれ 0.087 pg/mL、33 pg/mL および 156 pg/mL であった。 

 

2.4 細胞生存率 

細胞生存率は生細胞のテトラゾリウム塩（WST-8, 4-[3-(2-methoxy-4-nitrophenyl)- 

2-(4-nitro-phenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate sodium salt）還元能を利用した比色定

量法（Cell Count Reagent SF, Nacalai Tesque）により評価した。 

 培養上清を回収した後、各 well に 10% WST-8 を含有する HuMedia-KB2 を添加し、CO2

インキュベーター内で 30 分間培養した。また、ブランクとして、空 well に HuMedia-KB2

および WST-8 を同様に添加した。30 分後にマイクロプレートリーダーを用いて 450 nm の

吸光度を測定した。なお、各 well の吸光値は、ブランク well の平均吸光値を差し引いて求

めた。 

各 well の生存率（%）を次式により算出した。各種刺激条件において生存率の平均値が

80%未満となった場合は、細胞障害性があると判断した。 

 

生存率（%）= 
各 well の吸光値 

× 100 
無刺激条件の平均吸光値 

 



53 
 

2.5 統計解析 

データは平均 ± 標準偏差で示した。2 群間の比較では F 検定を行い、等分散の場合は

Student’s t-検定、不等分散の場合はAspin-Welch’s t-検定を行った。3群以上の比較ではDunnett

の多重比較検定を行った。統計学的有意水準は 5%未満とした（P < 0.05, 両側検定）。 
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第 3 節 結果 

 

3.1 HDM 刺激によるケラチノサイトからの ET-1 および MMP-9 産生 

 HDM 刺激がケラチノサイトからの痒み関連因子の産生を誘導するか否か検討するため、

ケラチノサイトを 0.3、1 および 3 μg/mL HDM で刺激し、48 時間後の培養上清中の ET-1、

MMP-2 および MMP-9 量を測定した。その結果、MMP-2 産生量はいずれの刺激濃度におい

ても検出限界値未満であった（data not shown）。一方、ET-1 産生量は、無刺激時と比較し、

0.3 および 1 μg/mL HDM 刺激で有意かつ濃度依存的に増加したが、3 µg/mL HDM 刺激では

ET-1 産生を誘導しなかった（Fig. 14a）。また、1 µg/mL HDM 刺激による MMP-9 産生量は無

刺激時と比較して有意に高かったが、0.3 および 3 µg/mL HDM 刺激による MMP-9 産生の増

加は認められなかった（Fig. 14b）。 

 細胞障害性は 0.3 および 1 μg/mL HDM 刺激では認められず、3 µg /mL HDM 刺激条件にお

いて細胞障害性が認められた（data not shown）ことから、3 µg/mL HDM 刺激における ET-1

および MMP-9 産生量の低下は細胞障害性によるものと考えられる。したがって、以下の検

討では HDM の刺激濃度を 1 µg/mL と設定した。 
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Figure 14 ET-1 and MMP-9 production after stimulation with HDM extract in human 

epidermal keratinocytes.  

Human epidermal keratinocytes were stimulated by HDM extract for 48 hours. (a) ET-1 and (b) 

MMP-9 levels in the culture supernatants were measured by ELISA. Each column represents the 

mean ± SD (n=4). *P < 0.05, **P < 0.01, compared with vehicle-treated cells (control). 
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3.2 HDM 刺激による ET-1 および MMP-9 産生量の経時変化 

ケラチノサイトにおける ET-1 および MMP-9 産生量の経時変化を確認するため、ケラチ

ノサイトを HDM（1 μg/mL）で刺激し、1、3、6、24 および 48 時間後の培養上清中の ET-1

および MMP-9 量を測定した。その結果、HDM 刺激による ET-1 産生量は刺激時間に依存し

て増加し、48 時間刺激で無刺激時と比較して、ET-1 産生量の有意な増加が認められた

（Fig. 15a）。一方、HDM で 1、3 および 6 時間刺激した場合では、MMP-9 産生量が検出限

界値未満であったのに対し、24 および 48 時間刺激では MMP-9 産生量が刺激時間に依存し

て増加し、無刺激時と比較して、48 時間刺激では有意な差が認められた（Fig. 15b）。 

細胞障害性はいずれの刺激時間においても認められなかった（data not shown）。したがっ

て、ケラチノサイトにおける ET-1 および MMP-9 産生のメカニズムを検討するために、HDM

による刺激時間を 48 時間とした。 
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Figure 15 Time-course of ET-1 and MMP-9 production after stimulation with HDM extract 

in human epidermal keratinocytes.  

Human epidermal keratinocytes were stimulated by HDM extract for 1, 3, 6, 24 or 48 hours. (a) ET-1 

and (b) MMP-9 levels in the culture supernatants were measured by ELISA. Each column represents 

the mean ± SD (n=4). N.D.: not detected. The dotted line indicates the lower limit of detection 

(156 pg/mL) in MMP-9 ELISA kit. *P < 0.05, **P < 0.01, compared with vehicle-treated cells 

(control) at each point.  
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3.3 ET-1 および MMP-9 産生に対する HDM 中のプロテアーゼの関与 

HDM刺激によるケラチノサイトからの痒み関連因子の産生におけるプロテアーゼの関与

を明らかにするために、E-64（システインプロテアーゼ阻害薬）または AEBSF（セリンプ

ロテアーゼ阻害薬）で前処置した HDM でケラチノサイトを 48 時間刺激した。その結果、

E-64 による前処置は、HDM 刺激による ET-1 および MMP-9 産生量の増加に対して影響を及

ぼさなかった（Fig. 16a, b）。一方、AEBSF による前処置は、ET-1 産生量の増加を濃度依存

的に減少させ、非前処置時と比較して、有意な差が認められた（Fig. 16c）。また、AEBSF

による前処置は HDM 刺激による MMP-9 産生量の増加に対しても有意な抑制作用を示し、

50および500 μMの前処置ではMMP-9産生量は検出限界値未満であった （Fig. 16d）。なお、

いずれの培養条件においても細胞障害性は認められなかった（data not shown）。 
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Figure 16 ET-1 and MMP-9 production after stimulation with HDM extract pre-treated with 

E-64 or AEBSF in human epidermal keratinocytes.  

Human epidermal keratinocytes were stimulated by HDM extract pre-treated with (a, b) E-64 

(cysteine protease inhibitor) or (c, d) AEBSF (serine protease inhibitor) for 48 hours. (a, c) ET-1 and 

(b, d) MMP-9 levels in the culture supernatants were measured by ELISA. Each column represents 

the mean ± SD (n=4). N.D.: not detected. The dotted line indicates the lower limit of detection 

(156 pg/mL) in MMP-9 ELISA kit. **P < 0.01, compared with vehicle-treated cells (control). #P < 

0.05, ##P < 0.01, compared with HDM-stimulated cells (AEBSF, 0 μM). 
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3.4  ET-1 および MMP-9 産生に対するダニ抗原由来セリンプロテアーゼの関与 

 3.3 においてダニ抗原中のセリンプロテアーゼが ET-1 および MMP-9 産生に関与する可能

性が示唆された。そこで、ダニ抗原由来セリンプロテアーゼがこれらのメディエーターの

産生を誘導するか否かをより直接的に確認するため、ケラチノサイトを 0.3、3 および

30 μg/mL MDSP で刺激し、1、3、6、24 および 48 時間後の培養上清中の ET-1 および MMP-9

量を測定した。その結果、MDSP は刺激濃度および時間依存的に ET-1 および MMP-9 産生

を誘導した（Fig. 17a-d）。なお、いずれの培養条件においても細胞障害性は認められなかっ

た（data not shown）。 
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Figure 17 ET-1 and MMP-9 production after stimulation with mite-derived serine proteases 

(MDSP) in human epidermal keratinocytes.  

Human epidermal keratinocytes were stimulated by MDSP for 48 hours, and (a) ET-1 and (c) 

MMP-9 levels in the culture supernatants were measured by ELISA. **P < 0.01, compared with 

vehicle-treated cells (control). Human epidermal keratinocytes were stimulated by MDSP for 1, 3, 6, 

24 or 48 hours, and (b) ET-1 and (d) MMP-9 levels in the culture supernatants were measured by 

ELISA. Each column represents the mean ± SD (n=4). N.D.: not detected. The dotted line indicates 

the lower limit of detection (156 pg/mL) in MMP-9 ELISA kit. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with 

vehicle-treated cells (control) at each point. 
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3.5  ET-1 および MMP-9 産生に対する PAR-2 の関与 

 HDM刺激による PAR-2 の活性化が ET-1 および MMP-9 産生に関与するか否かを検討する

ために、ケラチノサイトを ENMD-1068（選択的 PAR-2 アンタゴニスト）存在下で 6 時間培

養した後、HDM で 48 時間刺激した。その結果、ENMD-1068 による前処置は、ET-1 および

MMP-9 産生の増加をいずれも濃度依存的に抑制し、非前処置時と比較して、有意な差が認

められた（Fig. 18a, b）。なお、いずれの培養条件においても細胞障害性は認められなかった

（data not shown）。 
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Figure 18  ET-1 and MMP-9 production after stimulation with HDM extract in human 

epidermal keratinocytes pre-treated with ENMD-1068. 

Human epidermal keratinocytes were pre-treated with ENMD-1068 (PAR-2 antagonist) for 6 hours, 

and then stimulated by HDM extract for 48 hours. (a) ET-1 and (b) MMP-9 levels in the culture 

supernatants were measured by ELISA. Each column represents the mean ± SD (n=4). N.D.: not 

detected. The dotted line indicates the lower limit of detection (156 pg/mL) in MMP-9 ELISA kit. 

**P < 0.01, compared with vehicle-treated cells (control). ##P < 0.01, compared with HDM- 

stimulated cells (ENMD-1068, 0 mM). 
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第 4 節 考察 

 

 本章では、HDM 抽出物が PAR-2 依存的なメカニズムを介してケラチノサイトにおける

ET-1、MMP-2 および MMP-9 産生を誘導するか否かについて検討した。 

 ET-1 はヒトにおいてヒスタミン非依存的な痒みを惹起すると報告されている（87）。健常

人と比較して、AD 患者の表皮では ET-1 発現の増加が認められる（95）。また、AD 患者の

血中 ET-1 量は皮疹の重症度、痒みの程度および血中 IgE 値と相関する（103）。一方、MMP

は細胞外マトリックスや基底膜を分解するタンパク質分解酵素である（104）。MMP による

細胞外マトリックスの分解は細胞の遊走や組織リモデリングだけでなく神経伸長において

も重要な役割を担っている。NGF による神経伸長は MMP-9 存在下で促進される（101）こ

とから、MMP-9 は NGF と協働して神経伸長に関与する可能性が考えられる。また、AD 患

者の皮膚表面を洗浄したサンプル中で MMP-9 量の増加が報告されている（100）。さらに、

健常人と比較して、AD 患者の血中でも MMP-9 量は増加している（105）。AD 患者の病変

部皮膚では健常人と比較して、表皮への神経伸長が報告されており、これが末梢における

痒み閾値の低下につながると考えられている（49-51）。これらの報告は ET-1 および MMP-9

が AD の病態形成、特に痒みの惹起に関与する可能性を示唆している。つまり、第 3 章で得

られた結果はケラチノサイトがHDM抽出物の刺激に対してET-1およびMMP-9を産生する

ことで AD の病態形成に関与する可能性を示唆している。 

 一方、HDM 抽出物によるケラチノサイト刺激後の培養上清において MMP-2 は検出でき

なかった。アレルギー性接触皮膚炎の病変部皮膚では MMP-2 発現の増加が報告されている

が、その発現は MMP-9 よりも弱いものである（99）。さらに、AD 患者と健常人で皮膚洗浄

液中の MMP-2 量には差がない（100）。これらの報告はケラチノサイトでは MMP-9 と比較

して MMP-2 産生能が低いことを示唆しており、今回の検討において MMP-2 が検出できな

かった結果と一致する。 
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 プロテアーゼ活性を有する HDM 由来アレルゲンはケラチノサイトに発現する PAR-2 の

活性化を介してサイトカイン産生を誘導することで AD の病態形成に関与すると考えられ

ている（66）。HDM 由来アレルゲンはシステインプロテアーゼおよびセリンプロテアーゼ

活性を有する（25）。そこで、内因性痒み関連因子の産生に HDM 由来プロテアーゼ活性が

関与するか明らかにするために、システインプロテアーゼ、セリンプロテアーゼおよび

PAR-2 アンタゴニストの前処置がケラチノサイトにおける ET-1 および MMP-9 産生に影響

を及ぼすか検討した。その結果、システインプロテアーゼ阻害薬は ET-1 および MMP-9 産

生に対して影響を及ぼさず、セリンプロテアーゼ阻害薬は両メディエーターの産生を抑制

した。さらに、MDSP は ET-1 および MMP-9 産生を誘導した。したがって、HDM 由来のセ

リンプロテアーゼがケラチノサイトにおける ET-1 および MMP-9 産生に関与すると考えら

れる。また、PAR-2 アンタゴニストは ET-1 および MMP-9 産生を抑制したことから、HDM

由来セリンプロテアーゼによる PAR-2 活性化が ET-1 および MMP-9 産生に関与する可能性

が示唆された。ダニ由来セリンプロテアーゼであるグループ 3 および 9 アレルゲンは PAR-2

の N 末端領域の活性化部位を切断する（76）。したがって、今回使用した HDM 抽出物中の

セリンプロテアーゼが PAR-2 の N 末端領域を切断した結果、PAR-2 の活性化を誘導したと

推察される。 

 ET-1 はケラチノサイト自身が産生する自己分泌増殖因子としても知られている（106, 

107）。したがって、HDM 抽出物刺激でケラチノサイトから ET-1 が産生されるという結果

は、HDM 由来のアレルゲンが AD 患者の皮膚で認められるケラチノサイトの増殖亢進に関

与する可能性を示唆している。さらに、過去の報告（66, 108）から、PAR-2 活性化によって

産生された IL-8 が MMP-9 産生を誘導すると考えられる。したがって、HDM 由来セリンプ

ロテアーゼによる PAR-2 の活性化で産生されたサイトカインがケラチノサイトにおける

MMP-9 産生に関与すると推察される。 

 PAR-2 の発現は炎症部位の肥満細胞においても増加している（109）。また、PAR-2 の活性
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化は肥満細胞からのヒスタミンの遊離量を増加させる（73）。さらに、ヒスタミンはケラチ

ノサイトにおける NGF 発現を誘導する結果、神経伸長を促進する（110, 111）。これらの報

告は AD 患者の痒みに HDM 由来セリンプロテアーゼによる肥満細胞とケラチノサイトの

PAR-2 活性化が寄与する可能性を示唆している。 

 ケラチノサイトは表皮を構成する細胞であり、HDM など種々の外的刺激によって活性化

することから、AD の病態形成において重要な役割を担うと考えられている。第 3 章では、

HDM 刺激によってケラチノサイトから ET-1 および MMP-9 が産生されること、その産生が

セリンプロテアーゼ阻害薬およびPAR-2アンタゴニストによって抑制されることを示した。

これは HDM 由来セリンプロテアーゼによるケラチノサイトの PAR-2 の活性化が ET-1 およ

び MMP-9 産生を誘導し、AD の病態形成に関与する可能性を示唆するものである。 
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総括および結論 

 

 本研究では、AD の病態解明、特に痒みの発症機序を明らかにすることを目的に、AD の

動物モデルであるダニ抗原誘発慢性皮膚炎モデルの掻痒行動回数の経時変化、掻痒行動回

数増加の機序を検討するとともに、ヒト由来のケラチノサイトを用いて、AD の痒みの発症

機序に対するケラチノサイトの関与について検討した。 

 

 第 1 章では、ダニ抗原誘発慢性皮膚炎モデルの免疫学的、組織学的特徴を明らかにする

目的で、腋窩リンパ節におけるサイトカインプロファイルおよび病変部皮膚における神経

伸長・退縮因子の発現変化について検討した。また、ダニ抗原含有軟膏塗布後から 24 時間

の掻痒行動を測定し、掻痒行動回数の経時変化について検討した。その結果、本モデルで

は腋窩リンパ節細胞数の増加、細胞増殖の亢進、Th1/Th2/Th17 サイトカイン産生量の増加

が認められた。また、病変部皮膚における NGF の増加と Sema3A の減少に伴う表皮への神

経伸長が認められた。本モデルの掻痒行動はダニ抗原含有軟膏塗布の 1 時間後および 4 時

間後以降に 2 相性に増加し、この反応は明暗サイクルの影響を受けなかった。また、ダニ

抗原含有軟膏を塗布しない場合でも自発的に掻痒行動回数が増加していた。以上の成績よ

り、モデル動物の臨床的、組織学的、免疫学的な特徴は AD 患者に類似し、皮膚炎の発症後

に掻痒行動回数が慢性的に増加し、ダニ抗原含有軟膏の塗布によって 2 相性に増加するこ

とを明らかにした。 

 

 第 2 章では、ダニ抗原誘発慢性皮膚炎モデルの掻痒行動のメカニズムを解析する目的で、

ダニ抗原含有軟膏塗布 1 および 24 時間後の病変部皮膚における内因性痒み関連因子の産生

量および本モデルの掻痒行動に対する即時型アレルギー反応および PAR-2 活性化の関与に

ついて検討した。その結果、ダニ抗原含有軟膏塗布 1 時間後の皮膚ではヒスタミン、5-HT、
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SP、GRP、TSLP、PGE2、ET-1 および periostin 量の増加が、ダニ抗原含有軟膏塗布 24 時間

後の皮膚では 5-HT、IL-31、TSLP、PGE2、ET-1 および periostin 量の増加が認められた。ま

た、chlorpheniramine（抗ヒスタミン薬）および cromoglycate（抗アレルギー薬）は 1 相目の

掻痒行動回数の増加を抑制した。一方、gabexate（セリンプロテアーゼ阻害薬）は 1 相目お

よび 2 相目の掻痒行動回数の増加を抑制し、anti-PAR-2 antibody はこれら掻痒行動回数の増

加に対して抑制傾向を示した。以上の成績より、1 相目および 2 相目の掻痒行動回数の増加

に関与すると考えられるメディエーター量の変化を明らかにし、本モデルの掻痒行動に肥

満細胞の脱顆粒による即時型アレルギー反応およびプロテアーゼによる PAR-2 活性化が関

与する可能性を示した。 

 

 第 3 章では、AD の痒みに対するケラチノサイトの関与を明らかにする目的で、HDM 抽

出物の刺激によってケラチノサイトから ET-1、MMP-2 および MMP-9 が産生されるか否か

について検討した。また、上記のメディエーター産生における PAR-2 の関与について検討

した。その結果、ケラチノサイトで HDM 抽出物の刺激による MMP-2 産生は認められなか

ったが、ET-1 および MMP-9 産生量は HDM 抽出物の刺激濃度と刺激時間に依存して増加し

た。また、システインプロテアーゼ阻害薬は ET-1 および MMP-9 の産生に対して影響を及

ぼさなかったのに対し、セリンプロテアーゼ阻害薬は両メディエーターの産生を抑制した。

さらに、ダニ抗原由来のセリンプロテアーゼは ET-1 および MMP-9 産生を誘導した。また、

PAR-2 アンタゴニストは ET-1 および MMP-9 産生を抑制した。以上の成績より、ケラチノ

サイトはダニ抗原由来セリンプロテアーゼによる PAR-2 の活性化を介して ET-1 および

MMP-9 産生を誘導し、AD の痒みに関与する可能性を示した。 

 

 以上、本研究は AD の動物モデルであるダニ抗原誘発慢性皮膚炎モデルの掻痒行動および

ヒト由来ケラチノサイトからの痒み関連因子産生のメカニズムの解析を通し、AD の痒みの
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発症機序の一端を明らかにした。現在、AD の痒みに奏功する治療薬は存在しないことから、

本研究は AD の病態解明の一助になるとともに、新規治療薬探索への有用な情報を与えるも

のであり、AD 患者の生活の質の向上に寄与すると考えられる。 
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略語一覧 

 

5-HT  5-hydroxytryptamine 

AD  atopic dermatitis  

CG  cromoglycate 

CPA  chlorpheniramine 

Dfb  Dermatophagoides farinae body 

ET  endothelin 

FcεRI  high-affinity IgE receptors 

GRP  gastrin releasing peptide 

GX  gabexate 

HDM  house dust mite 

HE  hematoxylin and eosin 

IFN  interferon 

IgE  immunoglobulin E 

IL  interleukin 

LPS  lipopolysaccharide 

MMP  matrix metalloproteinase 

Mrgpr Mas-related G-protein-coupled receptor 

MSDS mite-derived serine proteases  

NGF  nerve growth factor 

PAR-2 proteinase-activated receptor-2 

PBS  phosphate-buffered saline 

PG  prostaglandin 
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PGP 9.5 protein gene product 9.5 

Sema3A semaphorin 3A 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

SP  substance P 

SPF  specific pathogen-free 

TB  toluidin blue 

TEWL  transepidermal water loss 

Th  T helper 

TNF  tumor necrosis factor 

TSLP  thymic stromal lymphopoietin 


