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研究成果の概要（和文）：本研究ではsatellite glial cell（SGC）が産生するリポカリン2 (LCN2)に着眼し、
アトピー性皮膚炎(AD)における末梢性かゆみ過敏のメカニズムの解明と治療法の開発を目指した。行動学及び薬
理学的解析から、SGC由来LCN2のかゆみ過敏の発症への関与は低く、その一方で皮膚炎の増悪に関与することが
示唆された。本成果は、LCN2を標的としたADの抗炎症薬の開発に繋がると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study was performed to reveal the roles of satellite glial cells (SGC) 
derived lipocalin-2 (LCN2) in the pathogenesis of atopic dermatitis (AD) using an AD model NC/Nga 
mouse. AD-like symptoms were induced by application of Dermatophagoides farinae body (Dfb) twice a 
week for 3 weeks. LCN2 mRNA and protein expressions in dorsal root ganglion (DRG) were higher in 
AD-NC/Nga- than control NC/Nga-mice. Immunohistochemically, LCN2 was co-localized with GLAST, a 
marker of SGC, in DRG. The number of LCN2-immunoreactive SGC was increased in the DRG of AD-NC/Nga 
mice. Expression level of LCN2 mRNA was increased faster in the DRG than the spinal cord during 
induction of dermatitis in NC/Nga mice. Intrathecally administrated anti-LCN2 antibody twice a week 
for 3 weeks reduced dermatitis score in AD-NC/Nga mice, but did not affect scratching behavior. 
Thus, SGC derived lipocalin-2 may be involved in the pathogenesis of dermatitis in AD-NC/Nga mice.

研究分野： 皮膚科学、生化学、かゆみ科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、世界的にアトピー性皮膚炎(AD)の有病率は上昇しており、本研究領域への国民の関心も非常に高い。この
ような背景において、後根神経節(DRG）とsatellite glial cell（SGC）の相互作用に着眼した本研究成果は体
性感覚分野の発展に役立つとともに、将来、『難治性かゆみの克服』と『QOL向上』に向けたADの新規治療法の
開発に結び付くことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 かゆみは『掻破したいという欲望を起こさせる不快な感覚』として定義される。近年では、
かゆみは病原体、昆虫、植物等の外部異物に対する自己防衛系であると共に、皮膚を含む全身
の異常を知らせるサインであると考えられている。なかでも、従来の治療法では解決できない
難治性のかゆみは、痛みと同様に患者の quality of life (QOL) を著しく低下させる深刻な社会問
題となっており、世界的に難治性かゆみの発症メカニズムの解明と新規治療法の開発に向けて
研究が進められている。 
難治性かゆみを伴う代表的な皮膚疾患としてアトピー性皮膚炎 (AD) がある。AD のかゆみ

の特徴として、1) かゆみ過敏状態 (alloknesis、hyperknesis)、2) 痛み刺激によるかゆみの惹起、
3) 抗ヒスタミン薬 (H1R 拮抗薬) に抵抗性を示すことが知られている。しかしながら、AD に
おけるかゆみ過敏や難治化の発症機序は現在においても尚、未解明のままである。 
このような背景から、これまで我々は難治性かゆみを伴う AD や乾皮症などドライスキンを

ベースとする皮膚疾患において、知覚神経線維 (主に C-線維) が表皮内に侵入し、増生するこ
とを見出してきた(Tominaga and Takamori, J Dermatol. 2014, 41: 205–212)。この増生した表皮内神
経線維は外部刺激により容易に興奮し、その興奮はかゆみ情報として脊髄―視床経路を介して
脳に伝達され、かゆみ感覚を引き起こす。注目すべきことに、本経路は代表的な起痒物質であ
るヒスタミンが関与していないために、かゆみ治療の第一選択薬であるヒスタミン H1 受容体 
(H1R) 拮抗薬が奏効しない。さらに我々は表皮内神経線維の増生が表皮角化細胞で産生される
神経伸長因子 (NGF、amphiregulin、artemin など) と神経反発因子(Sema3A、anosmin-1)の発現
バランスによって制御されていること、紫外線療法の PUVA (psoralen-ultraviolet A) が AD 表皮
における神経伸長因子と神経反発因子の発現バランスの異常を正常化し、表皮内神経線維を消
退させ、かゆみを抑制することを明らかにした (Tominaga et al., J Dermatol Sci. 2009, 55: 40–6; 
Kamo et al., J Dermatol Sci. 2011, 62: 91–97)。これらの成果に基づき、我々は神経線維を退縮させ
る神経反発因子 Sema3A に着眼し、AD の難治性かゆみに対するリコンビナント Sema3A 含有
軟膏の有効性を動物実験において明らかにした (Negi et al., J Dermatol Sci. 2012, 66: 37–43)。最
近では、ヒト表皮角化細胞における内在性 Sema3A 遺伝子の発現誘導因子として、転写因子
ROR及び抗菌ペプチド LL-37 を見出しており、これら Sema3A 誘導因子は AD やドライスキ
ンのかゆみに対する新規外用治療薬の候補として期待される(Kamata et al., J Dermatol Sci. 2015, 
79, 84–6; Umehara et al., J Invest Dermatol. 2015, 135, 2887–2890)。 
このように、これまで我々は神経ガイダンス分子に制御された表皮内神経線維の密度がかゆ

みの難治化に寄与することを明らかにしてきた。しかし、AD では末梢で開始された持続的な
かゆみ刺激が中枢神経系の生理学的・解剖学的変化を引き起こし、それがかゆみの慢性化の引
き金になると推定される。したがって、慢性のかゆみを治療するためには末梢と中枢の両方に
作用する薬剤が必要であり、その開発のためには末梢だけではなく、中枢での知覚異常に基づ
くかゆみ発生の分子機構を解明することが必要である。 
そこで近年、我々は後根神経節 (DRG) 及び脊髄後角に着目した研究を展開し、ヒスタミン

非依存性のかゆみ情報は少なくともグルタミン酸、サブスタン P (SP)、gastrin-releasing peptide 
(GRP)によって脊髄後角に伝達されることを in vivo 細胞外記録法を用いて明らかにした 
(Akiyama et al., Pain. 2014, 155, 80–92)。本研究成果から、グルタミン酸、SP、GRP の各受容体
の拮抗薬を併用することは、脊髄レベルでの難治性かゆみの治療法の開発に繋がると考えられ
る。さらに我々は、脊髄ミクログリアが AD の難治性かゆみの治療標的に成り得ることを発見
した(Torigoe et al., J Invest Dermatol. 2016, 136, 879–881)。このように、我々は DRG－脊髄後角を
標的とした難治性かゆみの治療法開発にも着手しており、その標的分子や細胞を見出しつつあ
る。 
これらの研究過程において、我々はコントロール NC/Nga マウス(Ctrl-NC/Nga)と比較して、

AD を発症した NC/Nga マウス(AD-NC/Nga)の DRG において発現増加するかゆみ関連受容体
(IL-31R、NK1R)を発見した (Ko et al., Acta Derm Venereol. 2016, 96, 624–629)。 
先行研究により、DRG や三叉神経節 (TG) では 1 次感覚ニューロンの周囲に satellite glial cell 

(SGC)と呼ばれるグリア細胞が存在しており、両者間にはギャップ・ジャンクションや液性因
子を介したシグナル授受機構による密接な連絡が痛覚過敏の発生に関与していることが明らか
にされている (Ji et al., Pain. 2013, 154 Suppl 1, S10-28)。 
さらに我々は予備実験により、Ctrl-NC/Nga マウスと比較して、AD-NC/Nga マウスの DRG

における GFAP （SGC マーカー）mRNA の発現が増加すること、また GFAP 陽性細胞数が増加
することを見出した。この結果から、SGC 由来の何らかの因子は DRG 細胞のかゆみ刺激に対
する応答性を変化させることにより、AD におけるかゆみ過敏を誘発している可能性が考えら
れた。 
以上のことから、本研究では DRG 細胞 (ニューロン)とその周囲に存在する SGC との相互作

用に着眼し、AD における末梢性かゆみ過敏のメカニズムの解明と難治性かゆみの新たな治療
法の開発を目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では DRG 細胞と SGC の相互作用に着眼し、AD におけるかゆみ過敏のメカニズムの

解明と難治性かゆみの治療法開発に向けて、1) AD 発症 NC/Nga マウスの DRG で発現が増加



するかゆみ増強因子の探索、2) リポカリン 2（LCN2）を標的とした AD 発症 NC/Nga マウス
における鎮痒及び抗炎症効果、3) LCN2 による皮膚炎増悪メカニズムの解明について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) AD 発症 NC/Nga マウスの DRG で発現が増加するかゆみ増強因子の探索 
① ダニ虫体成分(Dfb)含有軟膏を用いて、AD 様症状を NC/Nga マウスの特定部位に短期間（3

週間）で誘発するモデルを採用した(Yamamoto et al., Allergol Int 2007; 56:139-148)。4% SDS
溶液でNC/Ngaマウスの背部皮膚のバリアを破壊後、ビオスタAD軟膏を週 2回 100 mg/site
で塗布し、この操作を 3 週間行うことで AD 発症マウス(AD-NC/Nga)を作製した。また 4% 
SDS 溶液を週 2 回、3 週間反復塗布した NC/Nga マウスは、AD 未発症のコントロールマウ
ス(Ctrl-NC/Nga)として本研究に用いた。 

② AD-NC/Nga マウスの DRG におけるかゆみ関連受容体 (IL-31R、NK1R) 及び SGC マーカ
ー (GLAST、GFAP)の発現量を定量的 RT-PCR 法で解析し、コントロール群と比較検討し
た。 

③ Ctrl-NC/Nga 及び AD-NC/Nga マウスの DRG からタンパク質抽出液を調製し、AD-NC/Nga
マウスの DRG で発現増加するかゆみ増強候補因子をサイトカインアレイ法により探索し
た。また、この候補因子の DRG における発現量及び発現分布は、定量的 RT-PCR 法、ウ
ェスタンブロッティング及び免疫染色法により解析した。 

④ 上記②、③で発現量が増加した分子に着目し、Dfb 含有軟膏反復塗布による AD 誘発時の
DRG におけるかゆみ関連受容体と SGC マーカー遺伝子・タンパク質の経時的な発現変動
について定量的 RT-PCR 法及びウェスタンブロッティングにより解析した。 

 
(2) LCN2 を標的とした AD 発症 NC/Nga マウスにおける鎮痒及び抗炎症効果 
① 抗 LCN2 中和抗体（1 μg/5 μL）を Dfb 軟膏塗布の開始とともに週 2 回の頻度で 3 週間、

NC/Nga マウスの髄腔内に投与した。 
② 投与 3 週間後の NC/Nga マウスにおける掻破行動を SCLABA-Real で観察し、掻破行動回

数を control IgG 群と比較検討した。 
③ 抗 LCN2 中和抗体群の皮膚炎をスコア化し、control IgG 群と比較検討した。 
 
(3) LCN2 による皮膚炎増悪メカニズムの解明 
① NC/Nga マウスから DRG を採取後、器官培養し、LCN2 を添加した。LCN2 添加後、DRG

から mRNA 及びタンパク質を調製し、かゆみ関連受容体（IL-31RA、NK1R）及び LCN2
と複合体を形成する MMP-9 (matrix metalloprotenase-9)の発現変動を定量的 RT-PCR 法及び
ウェスタンブロッティングにより解析した。 

② Ctrl-NC/Nga 及び AD-NC/Nga マウスの DRG から mRNA 及びタンパク質を調製し、LCN2
及び MMP-9 の発現変動を定量的 RT-PCR 法及びウェスタンブロッティングにより解析し
た。 

③ ラット初代 DRG 細胞に LCN2 (0.3 μg/well)を添加し、DRG 細胞の神経突起伸長に対する影
響を溶媒コントロール群と比較検討した。 

④ AD 患者（16 名）から血液を採取し、血清に分離、調製後、ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay)にて、血清中における LCN2、MMP-9 及び LCN2-MMP-9 複合体量を
測定し、健常者（15 名）と比較検討した。 

 
４．研究成果 
(1) AD 発症 NC/Nga マウスの DRG で発現が増加するかゆみ増強因子の探索 
定量的 RT-PCR 解析により、Ctrl-NC/Nga マウスと比較し、AD 様病態を発症させた NC/Nga

マウス（AD-NC/Nga）の DRG ではかゆみ関連受容体（IL-31RA 及び NK1R）及び SGC マーカ
ーである GFAP 及び GLAST 遺伝子の発現量が有意に増加することが明らかとなった。 
次に、AD の DRG においてかゆみに関与する新規分子を同定することを目的に、Ctrl-NC/Nga

及び AD-NC/Nga マウスの DRG から抽出したタンパク質溶液をサイトカインアレイに供した。
その結果、分泌性糖タンパク質であり、自然免疫に関与するリポカリン 2（LCN2）が AD-NC/Nga
マウスの DRG において増加していることを見出した。 
免疫組織学化学法により DRG における LCN2 の発現部位を検討した結果、LCN2 は主に

GLAST（SGC マーカー）と共局在しており、SGC に発現していることが明らかとなった。ま
た Ctrl-NC/Nga マウスと比較して、AD-NC/Nga マウスの DRG では LCN2 陽性 SGC 数が有意に
増加していた。さらに、AD-NC/Nga マウスの DRG 細胞は、LCN2 受容体である 24p3R を発現
していた。 
近年、LCN2 は脊髄レベルで AD におけるかゆみの増強に関与していることが報告されてい

る。このことから、SGC 由来の LCN2 は、AD におけるかゆみの増強に関与している可能性が
考えられた。 
 
(2) LCN2 を標的とした AD 発症 NC/Nga マウスにおける鎮痒及び抗炎症効果  

H29 年度は前年度に同定した LCN2 に着目し、AD-NC/Nga マウスの皮膚炎及びかゆみ行動に



対する抗 LCN2 中和抗体の髄腔内投与の影響について検討した。 
Ctrl-NC/Nga マウスと比較して、ダニ虫体成分(Dfb)含有軟膏の反復塗布により AD 様病態を

発症させた AD-NC/Nga マウスの DRG では、AD 誘発 1 週目から LCN2 mRNA の発現量が増加
した。このため、抗 LCN2 中和抗体を AD 病態誘発と同時に髄腔内投与したところ、AD 誘発 3
週目の皮膚炎スコアが control IgG 投与群と比較して有意に低下することが明らかとなった。 
一方、掻破行動回数はいずれの投与時においても、抗 LCN2 中和抗体投与群及び control IgG

投与群の間において有意差は認められなかった。 
加えて、LCN2 を AD 未発症の NC/Nga マウスの髄腔内に投与しても NC/Nga マウスの掻破行

動及びアロネーシス行動は誘発されなかった。以上のことから、かゆみ感覚の変調に対する
LCN2 の関与性は低い一方、皮膚炎の増悪に関与することが示唆された。 
 
(3) LCN2 による皮膚炎増悪メカニズムの解明 
前年度の成果に基づき、H30 年度は LCN2 による皮膚炎増悪メカニズムの解明に向けて研究

を展開した。 
その結果、1) 器官培養したマウス DRG に LCN2 を添加したところ、かゆみ関連受容体であ

る IL-31RA 及び NK1R の発現量は変化せずに、matrix metalloproteinase (MMP)-9 の発現量が有
意に増加した。2) Ctrl-NC/Nga マウスと比較して、AD-NC/Nga マウスの DRG では、AD 誘発 2
週目から LCN2 及び MMP-9 タンパク質の発現量が有意に増加した。In vitro DRG 培養系を用い
た検討から、3) LCN2 は培養 DRG 細胞の神経突起伸長を有意に促進した。 
さらに、4) AD 患者の血清中の LCN2、MMP-9 及び LCN2-MMP-9 複合体量は、健常人と比較

して有意に高かった。AD 皮膚における神経線維の増加は神経を介した炎症、すなわち神経原
性炎症を引き起こす。したがって、SGC から分泌された LCN2 は、DRG 細胞の MMP-9 発現を
増加させ、神経線維の伸長を促すことで AD における皮膚炎の増悪に関与していることが示唆
された。 

 
総じて、本研究では DRG における LCN2 のかゆみへの関与は低く、その一方で皮膚炎の増

悪に関与している可能性を世界で初めて明らかにした。今後は、LCN2 及びその受容体を標的
とする AD の新規治療法の開発に向けて研究展開していく予定である。 
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