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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎（AD）は、外因性ADと血清IgE値が正常範囲内で金属に反応する内
因性ADに分けられる。スプラバシン (SBSN)は皮膚と上部消化管上皮細胞に発現し、上部消化管はニッケルNiな
どの金属の吸収部位である。血清SBSN値は内因性AD患者で低下していた。経口Ni負荷により血中Ni濃度を検討し
たところ、SBSN-/-マウスは野生型マウスに比べ上昇していた。SBSN-/-マウスにNiの接触皮膚炎を誘導・惹起し
たところ、Ni負荷なしのマウスに比べて皮膚炎反応が亢進していた。SBSN欠乏によってNiなど金属の吸収が高ま
り，血中濃度が上がり，金属アレルギーに関連することが想定された。

研究成果の概要（英文）：Suprabasin (SBSN) is expressed in epidermis and epithelial cells of the 
upper digestive tract where metals such as nickel are absorbed. SBSN level was decreased in the 
stratum corneum and serum of atopic dermatitis (AD) patients, especially in intrinsic AD, which is 
characterized by metal allergy. By using SBSN-null (Sbsn-/-) mice, we investigated the outcome of 
SBSN deficiency. Sbsn-/- mice exhibited skin barrier dysfunction on embryo, but after birth, their 
barrier function was not perturbed. Sbsn-/- mice showed rather lower contact hypersensitivity (CHS) 
responses to haptens than did wild-type mice. The blood nickel (Ni) level after oral feeding of 
nickel was significantly higher in Sbsn-/- mice, and CHS to Ni was elevated in Sbsn-/- mice under 
Ni-loading condition. The completely SBSN deficient mice retain normal barrier function, but harbor 
abnormal upper digestive tract epithelium that promotes Ni absorption and high CHS to nickel, 
sharing the features of intrinsic AD.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 皮膚科学　炎症学　アレルギー　免疫学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義として、病態が不明の内因性ADの原因の一つに、SBSN欠乏がある可能性を提起した。従来、内因性AD
は血清IgE値が高くないサブタイプとして不思議な存在であった。若い女性に多く、どういう訳か金属アレルギ
ーの頻度が高い。バリア機能も損なわれていない。これがSBSN欠乏によってもたらされる場合があることを示唆
した。これは社会的意義として、若い女性に多い内因性ADの解明に繋がることにより、患者の不安感を払拭し、
将来的な治療の開発に道を開いた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

 
１．研究開始当初の背景 
AD は代表的なアレルギー性皮膚疾患であり、現在までに皮膚バリア異常と免疫異常の二つを基本軸
として多くの臨床的・基礎的研究が行われてきた。AD は外因性と内因性に分けることができる (Tokura 
Y: J Dermatol Sci 58: 1, 2010.)。歴史的にはこの二大分別は、「mixed AD/pure AD」、「allergic AD/non-
allergic AD」、「classical AD/atopiform dermatitis」など種々の名前で呼称されてきた。外因性は血清 IgE
が高値で，皮膚バリア異常を背景とした通常のタイプである。一方、内因性 AD は血清 IgE が正常域で
あり、皮膚バリアの機能低下が外因性ほど顕著でない。内因性 AD は AD 全体の約 20%を占め、特徴的
に女性に多い。外因性 AD は、皮膚バリア障害に基づき、蛋白抗原に反応した Th2 細胞による通常の
タイプであり、フィラグリン遺伝子変異率が高い。一方、内因性 AD はフィラグリン遺伝子変異率が低く、
免疫学的には IL-4、IL-5、IL-13 の発現が外因性ほど高くない (Kabashima-Kubo R, Tokura Y, et al: J 
Dermatol Sci 67: 37, 2012.)。内因性 AD の末梢血は健常人より Th2 に変調しているものの，インターフ
ェロン-産生性の Th1 細胞や IL-17A 産生性の Th17 細胞割合が外因性 AD より高い (Kabashima-
Kubo R, Tokura Y, et al: J Dermatol Sci 67: 37, 2012.; Suárez-Fariñas M, et al: J Allergy Clin Immunol 
132: 361, 2013.)。 
(1) 内因性 AD における金属アレルギー 
外因性 AD では蛋白質抗原（アレルゲン）によって Th2 反応が引き起こされるのに対し、内因性 AD で
は非蛋白質抗原によって Th1 反応も誘導・惹起されることが想定されている。この非蛋白質抗原の重要
なものに金属がある。事実、血清 IgE 値が低い AD 患者においてニッケル (Ni) 、コバルト (Co)、クロム 
(Cr) のパッチテスト陽性率が高く，内因性 AD では金属アレルギーを有している患者が多い 
(Yanaguchi H, Tokura Y, et al: J Dermatol Sci 72: 240, 2013.)。 
(2) 内因性 AD 患者における高い汗中および血清中 Ni 濃度 
我々は既に内因性 AD 患者において汗中の Ni 濃度が高いことを示し、これが金属に感作されている患
者において発汗に伴い皮膚炎を惹起することを示唆してきた。そこで AD 患者に対して、カカオ豊富で
高Ni濃度のチョコレートを摂食負荷（通常１日摂食量と同等すなわち通常摂食と併せて２倍量の Ni）し、
血中濃度を測定する検討を行った。チョコレート負荷後、内因性 AD では外因性 AD に比し高い Ni 濃
度を示すことが確認されたが、驚くべきことに内因性 AD では負荷前から血清中 Ni 濃度が高いことが判
明した（Yamaguchi H, Tokura Y, et al: Allergol Int 64: 282, 2015）. すなわち内因性 AD の金属アレル
ギーはそもそも血中金属濃度が高いことに起因する金属アレルギー感作亢進による可能性もある。 
(3) AD 角層におけるスプラバシン (suprabasin, SBSN) の低下 
我々は非侵襲性に採取した角層から蛋白質を抽出し、Quadrupole-orbitrap mass spectrometer を用い
てプロテオーム解析し、400 種類以上の蛋白質を同定することができた。同定物質は、1)炎症関連物質、
2)角層バリア構造蛋白質、3)角層バリア関連酵素、4)抗菌ペプチド、5)汗関連物質のカテゴリーに分類
することが可能で、AD では血漿由来の炎症関連蛋白が増加、フィラグリンをはじめとするバリア構成蛋
白が低下、カリクレインが増加、抗菌ペプチド(dermcidin)が低下、汗関連物質 GCDFP-15 が低下してい
ることを見出した (Sakabe J, Tokura Y, et al. J Allergy Clin Immunol 134: 957, 2014). この研究成果に
は、スプラバシンが内因性 AD 患者の角層中で低下している事実も含まれる。また我々の予備実験にお
いて、AD 表皮でのスプラバシン発現の低下や培養表皮角化細胞での IL-4/IL-13 刺激下でのスプラ
バシン発現抑制も見出されている。表皮分化マーカーとして可能性がある一方、スプラバシンは上部消
化管にも発現している（Park GT et al: J Biol Chem 277: 45195, 2002）。金属が上部消化管で吸収され
ることを考慮すると、スプラバシン発現低下は金属の吸収を促進させ、内因性 AD を発症させる可能性
を示す 
 
２．研究の目的 
以上の事実は、スプラバシンの発現低下によって、未知の皮膚バリア障害が生じ、金属などが経皮吸収
され易くなり皮膚炎が惹起されることを示唆する。一方上部消化管での金属の吸収が上昇し、金属アレ
ルギーの感作が亢進することも想定させる。内因性 AD での Th1 細胞の活性化、高頻度の金属アレル
ギー、通常状態での高血中 Ni 濃度はこれに合致する。 
これらを明らかにするために、1) マウスモデル、2) AD 患者、3) 培養表皮角化細胞、以上の３対象系で
研究を推進した。1) マウスモデルでは、現在確立したばかりのスプラバシン・ノックアウト・マウスを用い、
消化管でも皮膚でもスプラバシン発現が低下の状態で、金属（とくに Ni）の血中濃度が上昇するか、Ni
に対する接触過敏反応は亢進するかを検討した。2) AD 患者では、外因性および内因性 AD 患者およ
び健常人の皮膚におけるスプラバシンの発現を免疫染色によって検討した。また内因性 AD を外因性
AD と対比させながら、Ni 以外の金属（Co, Cr, Al）の濃度を金属負荷前後において、血中および汗中
で測定した。3) ヒト培養角化細胞では、単層および三次元培養系におけるスプラバシンの発現と経表
皮吸収を、各種サイトカイン添加の影響とともに検討した。 
外因性 AD の機序は、例えばフィラグリン遺伝子変異に基づくバリア障害を起点にかなりの知見が得ら
れている。一方、内因性 AD の機序はまだその研究が緒に就いたばかりであり、何を起点として解析を
するかが明確になっていない。我々の申請課題は、内因性 AD の起点を具体的にスプラバシン発現障
害に置くものであり、独創的である。申請者はこれまで内因性 AD の機序解明を行ってきたが、本研究



ではスプラバシン・ノックアウトマウスを作製し、消化管と皮膚での発現の低下が内因性 AD を形成して
いくことを明らかにしようとした。 
 
３． 研究の方法 
(1) スプラバシン・ノックアウト・マウス (SBSN KO マウス)の作製 
SBSN KO マウスは、細菌の獲得免疫システムである CRISPR/Cas9 システムに由来する RNA guided 
endonuclease (RGEN)を利用した方法で作製し、我々の研究室で確立した。RGEN は、標的 DNA 配列
を認識する single guide RNA と二本鎖 DNA を切断する Cas9 エンドヌクレアーゼの二つの異なる分子
から成る。これらの分子をマウスの胚に注入すると Cas9 によって標的 DNA が切断される。そして切断さ
れた DNA が修復される過程で変異が導入され、機能的蛋白質の発現が阻止される。 
本研究では、SBSN KO マウスを得るために SBSN 遺伝子に対する sgRNA および Cas9 RNA を C57BL/6
マウスの前核期胚にマイクロインジェクションした。マイクロインジェクションした胚を偽妊娠マウスの卵管
に移植し、産子を得ている。sgRNA および Cas9RNA 発現ベクターの作製、マウス胚へのインジェクショ
ンはタカラバイオ（株）および日本エスエルシー（株）にそれぞれ委託した。得られた産子の尾から DNA
を抽出し塩基配列を調べたところ 53 匹中 3 匹のマウスで SBSN 遺伝子の片方の allele にそれぞれ一塩
基欠失、一塩基挿入、二塩基欠失の変異が導入されていることが確認された。これにより 3 種の遺伝子
変異のホモ接合体あるいはコンパウンドへテロ接合体のマウスを確立している。3 種類の SBSN 遺伝子
変異マウスを得ており、それぞれのホモ接合体マウスあるいはコンパウンドへテロ接合体マウスを作製し
た。こうしたマウスを用いることは本研究の目的を成就させるために、大きな特色となる。機序不明の内
因性 AD を解き明かす糸口になるだけでなく、スプラバシン発現を促進する薬剤を見出すことにより治
療への展望も開かれ、将来的な意義も大きい。 
(2) SBSN KO マウスでのスプラバシン発現 
野生型マウスと比較し SBSN KO マウスでのスプラバシンの発現を、皮膚（とくに表皮）、食道、胃、小腸、
大腸において確認する。とくにスプラバシンは上部消化管で発現し、下部消化管では発現しないため、
SBSN KO マウスの上部消化管での発現が野生型マウスと比較して認められないことを明らかにした。検
討方法としては、real-time PCR、ウエスタンブロット、免疫組織染色を用いた。 
(3) SBSN KO マウスでの血中金属濃度 
通常の飼料により飼育した SBSN KO マウスと野生型マウスから血液を採取し、血清中の Ni 濃度を測定
した。また Ni を食餌負荷したマウスでの採血も行った。血清中の Ni 濃度は、過去の論文（Yamaguchi H, 
Tokura Y, et al: Allergol Int 64: 282, 2015）で既に連携したように、plasma mass spectrometry (Mitsubishi 
Chemical Analytec Co. Ltd)を用いて連携研究者の平澤典保教授（東北大学医療薬学講座/生活習慣
治療薬学分野）が測定した。 
(4) AD 患者皮膚でのスプラバシンの発現 
我々は既に、角層プロテオーム解析にて内因性 AD 患者では、角層中のスプラバシンが低下しているこ
とを見出している(Sakabe J, Tokura Y, et al. J Allergy Clin Immunol 134: 957, 2014)。また皮膚免疫染
色を用いた予備実験において、AD 患者の表皮では健常皮膚よりスプラバシンが低下していることも検
討した。多数例の外因性および内因性 AD 患者生検皮膚を用いて、免疫染色によりスプラバシン発現
の低下をさらに明らかにした。この際、同時にフィラグリン、インボルクリンなど他の分化マーカーも同時
に染色した。 
(5) SBSN KO マウスでの金属・ハプテンによる接触過敏症 
SBSN KO マウスの皮膚ではスプラバシンが発現していないため、皮膚バリア機構が破綻し外来抗原の
経皮的侵入が亢進することが予想された。そこで、金属およびハプテンによる接触過敏症を SBSN KO
マウスと野生型マウスで比較した。硫酸 Ni 水溶液を浸み込ませたパッチ布を SBSN KO マウスと野生型
マウスの腹部に貼り、経皮感作した。7 日後に硫酸 Ni 水溶液を耳介に塗布し経皮惹起するか、あるい
は硫酸 Ni 水溶液を足蹠に皮内注射し非経皮的惹起を行った。これにより、経皮的感作・惹起でのスプ
ラバシン欠損の影響と、経皮感作でのスプラバシンの影響とを検討した。金属の対照としてのハプテン
による接触過敏症は、塩化ピクリル、ジニトロフルオロベンゼン（DNFB）、オキサゾロンを腹部に塗布し 4
日後に同抗原を耳介に塗布することにより誘導した。反応惹起後、マイクロメーターを用いて足蹠あるい
は耳介の厚さを経時的に測定した。また足蹠あるいは耳介の組織切片を作製し、組織学的変化を観察
した。 
最初の実験で、SBSN KO マウスが野生型マウスより反応が強ければスプラバシンの低下が金属の感作
あるいは惹起、あるいはその両方を促進することになると想定された。続く実験で、SBSN KO マウスが野
生型より反応が強ければスプラバシンの低下が金属の感作を促進することになる。さらなる実験で、
SBSN KO マウスが野生型より反応が強ければスプラバシンの低下がハプテンの感作あるいは惹起、あ
るいはその両方を促進することになる。金属とハプテンが同様の反応であるかを比べることにより低分子
物質に対するスプラバシンの影響をみることができると想定した。 
(6) SBSN KO マウス上部消化管からの金属吸収異常による口腔免疫寛容の破綻 
Ni を経口投与すると制御性 T 細胞 (Treg) が誘導されて免疫寛容状態となり、Ni に対する接触過敏症
が減弱することが知られている（Wu X, et al: Int Immunol 19: 965, 2007; Roelofs-Haarhuis K, et al: J 
Immunol 15; 173: 2004）。この経口免疫寛容は金属の量に依存して誘導されるという。SBSN KO マウス
では上部消化管のスプラバシン欠如により、金属の吸収に異常が生じていると考えられた。そこで SBSN 
KO マウスにおいて、Ni の経口投与による免疫寛容が正常に誘導されるか、あるいは破綻しているかを
調べた。塩化 Ni を含む飲水を SBSN KO マウスと野生型マウスに 4 週間与え、1 週間後に前述の方法



にて接触過敏症を誘導し、通常の飲水を与えたマウスと反応性を比較した。また、SBSN KO マウスにお
いて Treg が誘導されるか否かを調べるために、塩化 Ni を含む飲水を与えた SBSN KO マウスおよび野
生型マウスの脾臓から T 細胞を分離し、野生型マウスに移入した。レシピエントマウスに接触過敏症を
誘導し、反応性の低下により Treg の存在を評価した。 
(7) ３次元培養表皮角化細胞を用いた SBSN 発現の検討 
前段階研究において、単層培養表皮角化細胞を対象に SBSN の発現を調べたところ、培養時間、培養
細胞密度、培養液中の Ca 濃度の変化によって発現に大きな差が生じた。これは、SBSN が分化関連蛋
白質であり、こうした培養条件の違いによって角化に伴いその発現が顕著に影響されることを示した。従
って単層培養角化細胞は対象として不適切と考えた。そこで、３次元培養した角化細胞を用いて検討を
行い、有棘層から角層での発現をより生体に近い条件下で観察する方針とした。３次元培養皮膚にて
SBSN が正常皮膚に近い発現様式を示すことを免疫染色で確認している。さらに、SBSN を shRNA を用
いてノックダウンした３次元培養皮膚を作成し、角化細胞の分化についてコントロールとの比較検討を行
った。具体的には SBSN と filaggrin、involucrin、loricurin、CK1、CK5、CK10、CK14、E-cadherin、
Claudin-1、ZO-1 等の発現を調べた。shRNA を用いた３次元培養皮膚構築は、申請者らの研究室です
でに確立している。以上の検討は免疫染色、RT-PCR、ウェスタンブロット法を用い、定量的にも解析し
た。 
 
４．研究成果 
 
我々は、プロテオーム解析により角層中の SBSN は AD 患者で減少していることをすでに観察していた
（Sakabe J, et al. J Allergy Clin Immunol 2014）。そこで血清中の SBSN を測定したところ、内因性 AD 患
者の血中 SBSN は低下していることを見出した（Aoshima M et al. J Dermatol Sci 2019）。さらに三次元
培養皮膚を用いた検討で、SBSN をノックダウンした表皮ではアポトーシスが起こりやすく、それがタイプ
2 サイトカインである IL-4/IL-13 によって助長されることを観察した（Aoshima M et al. J Dermatol Sci 
2019）。 
そこで我々は SBSN ノックアウトマウス（SBSN-/-マウス）を CRISPR/Cas9 システムを用いて C57BL/6N
において作成し、このマウスでの SBSN 欠乏が皮膚バリア機能、経口ニッケル負荷による吸収、接触過
敏症に対して、どのような影響を与えるかを検討した。SBSN-/-マウスでは SBSN mRNA 発現は当然な
がら認められず、ウェスタンブロットにより皮膚の SBSN 発現は無いものの、ロリクリン、インボルクリン、フ
ィラグリンの発現は保たれていた。免疫染色でも、皮膚と食道・前胃での SBSN は発現していなかった。 
胎生期マウス day 16.5 では外界からの色素の皮膚透過性は亢進していたが、生後マウスでは表皮の構
造は電顕的に顆粒層の未成熟と角層の破綻が認められたものの、皮膚バリア機能は保たれていた。ハ
プテンや蛋白質アレルゲンに対する皮膚反応はむしろ SBSN-/-マウスで低下しており、バリア機能異常
以外の何らかの理由による現象と考えられた。 
経口ニッケル負荷により血中ニッケル濃度を検討したところ、14 日間の飲料負荷で SBSN-/-マウスはニ
ッケル濃度が野生型マウスに比べ有意に上昇していた。このニッケル濃度が上昇した SBSN-/-マウスに
ニッケルの接触皮膚炎を誘導・惹起したところ、ニッケル負荷なしのマウスに比べて、有意に皮膚炎反
応が亢進していた（Nakazawa S et al. Sci Rep 2020）。 
本研究により、SBSN 欠乏がニッケルの血中濃度を高め、金属の接触皮膚炎の亢進を誘導することが明
らかになった。SBSN 欠乏は内因性 AD の一つ の原因になっていることが示唆された。 
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