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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎（AD）の患者数は増加しており、なかでもその痒みは難治である。
本研究ではかゆみへの関与が未だ不明瞭である神経細胞と免疫細胞の相互作用に着眼し、かゆみにおける役割を
解明するために、ADモデルマウス及び患者皮膚を用いて研究を行った。炎症皮膚の特性化により、好酸球浸潤が
明らかとなった。AD皮膚に浸潤する好酸球は神経細胞に接触しており、相互に作用していることが示唆された。
以上のことから、好酸球を標的としたADの痒みの新規治療法の開発に繋がると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated that interaction between immune cells and 
sensory nerves, and to find new therapy targets for itch in atopic dermatitis (AD). As a result, B 
cells and regulatory T cells (Treg) number was decreased in NC/Nga mouse, an AD model. In addition, 
eosinophils migrated to lesional skin of AD model mice and patients. Moreover, eosinophils contacted
 to sensory nerves at eosinophils co-culture with sensory nerves. Therefore, this finding suggest 
that eosinophils may be new target for itch in AD.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： アトピー性皮膚炎　難治性痒み　好酸球　神経線維

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
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』として定義されており、近年では外部異物に対する
自己防衛反応や全身の異常を知らせる警告（アラーム）として考えられている。知覚異常としてのかゆみは、痛
みと同様にQOL(qualityoflife)を著しく低下させる。特に、既存治療が無効な難治性のかゆみは不眠、自殺率
（願望）の増加、労働・勉学障害等の一因となっており、世界中で難治性かゆみの新規治療法の開発が進められ
ている。
本研究成果により、ADにおける好酸球の新規制御法の開発及び好酸球を標的とした新規痒み治療法の開発に繋が
ると考えられ、大変意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
痒みは不快な感覚として定義されており、強い掻破行動と湿疹をもたらし、患者の QOL

（Quality of Life）を著しく低下させる。なかでもアトピー性皮膚炎（AD）における痒みは、
様々な遺伝及び環境因子が絡み合う複雑な機序で発症することから、その制御法も病態に応じ
て異なり、既存薬である抗ヒスタミン薬が奏功し難い『難治性痒み』と言われる。難治性痒み
を制御する方法は、我々の研究グループがその開発に携わった kappa-オピオイド受容体アゴニ
スト（ナルフラフィン）以外、ほとんど開発されていない。最近の世界的な透析の統計調査に
よると、痒みの強い透析患者はややうつ傾向で、睡眠障害が著しく、痒みの強さは生存率と負
の相関を示した（Pisoni et al. Nephrol Dial Transplant. 2006.）。難治性痒みを呈する疾患は AD の
ほか、乾癬、結節性痒疹、腎疾患、胆汁うっ滞性肝障害等があげられ、疾患横断的な難治性痒
みの新規予防法及び治療法の開発が求められている。また、AD をはじめとするアレルギー疾
患罹患率は年々増加傾向にあり、その病態解明と治療法の確立は急務である。 
 このような背景から、これまで申請者の研究グループでは AD における難治性痒みの発症機
序の解明を目指した研究を行ってきた。その過程で AD 炎症局所において、表皮内に感覚神経
が侵入していることが難治性痒みの原因の一つであることを明らかにし（Tominaga M et al. J 
Dermatol. 2014.）、皮膚バリア機能が破綻している AD 患者や乾皮症、またはそれらのモデル
マウスの皮膚において、神経伸長因子［Nerve Elongation Factor; NEF］（Nerve Growth F 
actor：NGF、Amphiregulin：AREG）の発現亢進並びに、神経線維を退縮させる神経反発因
子［Nerve Repulsion Factor; NRF］（Sema3A、anosmin-1）の発現低下を見出した（Tominaga 
et al., Exp Rev Dermatol, 2010, Kamo et al., J Dermatol Sci, 2011, Tominaga M et al. Biol 
Phrm Bull. 2013.）。以上のことから、神経線維の増生が起痒刺激の受容に繋がり、外部刺激に
よって表皮内神経線維が容易に興奮することが考えられる。 

AD の発症原因についても不明点は多いが、その原因因子の一つとして Interleukin（IL）-33
が注目されている。IL-33 が上皮細胞核内に発現し、様々なアレルギー疾患や自己免疫疾患に
関与する、IL-1 サイトカインファミリーの 1 つである。AD においては、ケラチノサイトから
放出された IL-33 が 2 型自然リンパ球（ILC2）に作用し、好酸球遊走性サイトカインである
IL-5 や IL-13 の産生を誘導する。これらのサイトカインにより AD の炎症局所に好酸球が浸潤
することから、ILC2や好酸球がADの病態形成に関与することが示唆されている（Imai Y et al. 
Proc Nat Acad Sci USA. 2013.）。近年我々は、IL-33 によって刺激されたマスト細胞が IL-2
を産生し、T 細胞に作用することで制御性 T 細胞（Treg）の分化・増殖を促進するという新規
Treg 誘導機構を発見した。また、この Treg は、IL-10 を産生することで ILC2 の分化・増殖
を抑制し、結果的に好酸球浸潤を抑制する（Morita H & Toyama S et al. Immunity. 2015.）。
以上のことから、AD 炎症局所においても IL-33 による炎症カスケード及び炎症抑制カスケー
ドが起こっていることが推定されるが、その詳細は不明瞭である。 
また、AD炎症局所に浸潤するとされる好酸球は、神経伸長因子であるNGFやAREGを産生す

ることから（Kobayashi H et al. Blood. 2002., Matsumoto K et al. Int Arch Allergy Immunol. 
2009.）、AD皮膚における神経線維の増生にも関与することが推測される。さらに我々は、セリ
ンプロテアーゼの1つであるPRSS33がヒト好酸球に恒常的かつ特異的に発現することを見出し、
プロテアーゼ活性化受容体-2（PAR-2）を介して他の細胞に作用することを報告している
（Toyama S et al. Allergol Int. 2017.）。マスト細胞が産生するプロテアーゼであるトリプテー
スが神経線維に作用し、起痒に繋がることは知られていることから（Ui H et al. Eur J Pharmacol. 
2006.）、好酸球由来PRSS33等プロテアーゼも同様に起痒に関与する可能性が考えられる。また
一方で、IgE依存的慢性アレルギー炎症（IgE-CAI）において重要な役割を果たす好塩基球は、マ
スト細胞同様に起痒因子であるヒスタミンを放出し(Borriello F et al. Handb Exp Pharmacol. 2017.)、
プロテアーゼを産生する（Iki M et al. Blood. 2016. , Tsutsui H et al. J Biol Chem. 2017.）ことから、
起痒に関与する可能性が示唆されている。以上のことから、AD炎症局所に浸潤する免疫細胞が
起痒に関わることが考えられるが、その詳細は未だ不明である。 
先行研究において、好酸球を標的とした抗 IL-5 抗体による AD 治療の検討が行われたが、皮

膚炎症状に対する効果は認められなかった（Oldhoff JM et al. Int Arch Allergy Immunol. 
2006.）。しかし、抗 IL-5 抗体は無効と言われてきた気管支ぜんそくにおいても、近年では血中
好酸球数が高値である重症患者に有効であり、抗 IL-5 抗体（メポリズマブ）である『ヌーカラ』
及び抗 IL-5 受容体α抗体（ベンラリズマブ）である『ファセンラ』は、重症気管支喘息への効
果及び効能が 2016 年及び 2018 年に日本においてもそれぞれ承認された。以上のことから、病
態ごとの治療法の選択が必要であり、AD においても好酸球を標的とした治療法の真の有効性
を検討することが必要である。 
このように、これまで AD における感覚神経線維あるいは免疫細胞各々に着目した研究は数

多く行われてきた。しかしながら、AD 病変部における免疫細胞の相互の関係性や神経細胞等
の非免疫細胞への作用等、詳細な役割に関する報告は断片的であり、特に痒みにおける役割は
不明瞭である。以上の背景から、感覚神経線維と免疫細胞は AD 炎症局所で接触し、相互に作
用している可能性が高いと仮説を立てた。好酸球をはじめとする免疫細胞が神経細胞の興奮及
び起痒に関与する可能性が考えられ、免疫細胞及びその分化・増殖を制御するサイトカインを
制御することが新たな治療法に繋がると考えられる。 



 
２．研究の目的 
これまで痒みにおける感覚神経線維及び免疫細胞それぞれの役割については研究されている

が、これらの相互作用に着目した痒み発症メカニズムについてはほとんど解明されていない。
これまでの背景から、我々は好酸球をはじめとする免疫細胞と神経線維が AD 炎症局所におい
て相互に作用していると考え、その結果、神経線維が興奮し、起痒に繋がると考えた。 
そこで本研究では、痒み発症の鍵となりえるこれらの相互作用に着目し、その詳細を解明す

るため、感覚神経線維と免疫細胞の相互作用の観点から、（1）AD モデルマウス皮膚病変部に
おける免疫細胞の特性化、（2）AD モデルマウス及び患者皮膚病変部における感覚神経線維と
免疫細胞の分布解析、（3）後根神経節（DRG）細胞と骨髄由来好酸球（BMEos）の共培養を行
い、AD における難治性痒みの発症メカニズムの解明と新規治療法・予防法の開発を目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
（1）AD モデルマウス皮膚病変部における免疫細胞の特性化 
① アトピー性皮膚炎の炎症局所に浸潤する免疫細胞の特性化を行うために、本疾患のモデル

動物である NC/Nga マウスを利用した。4％ SDS 溶液で NC/Nga マウスの皮膚バリアを破
壊後、にコナヒョウヒダニ虫体成分含有軟膏（ビオスタ AD）をマウスの背部に週 2 回 
100mg / site で塗布し、この操作を 3 週間行うことで AD モデルマウスを作製した。 

② AD モデルマウスから採取した皮膚をトリプシン処理（37℃ 45 分）にて表皮と真皮に分
離した。表皮はホモジナイザーにて破砕・ろ過をしたものを、真皮はコラゲナーゼ（Type 
2）及び DNase で処理した後に破砕・ろ過をしたものを単一細胞とした。採取した細胞を
細胞種のマーカー抗体にて染色し、フローサイトメトリーにて検出した。各細胞は、好酸
球 : Siglec-F+、好中球 : Gr-1+、好塩基球 : FcεRⅠ+c-kit-、マスト細胞 : FcεRⅠ+c-kit+、
樹状細胞 : CD11c+、マクロファージ : F4/80+、B 細胞 : B220+、T 細胞 : CD4+ or CD8+、
NK 細胞: CD49b+、Treg : CD4+CD25+Foxp3+、ILC2 : Lineage-KLRG1+sca-1+を検出した。 

 
（2）AD モデルマウス及び患者皮膚病変部における感覚神経線維と免疫細胞の分布解析 
① AD モデルマウスおよび患者の皮膚病変部サンプルを 4% パラホルムアルデヒドで固定し、

凍結切片（厚さ 20μm）を作製した。ヒト皮膚生検は、健常者および AD 患者の皮膚検体
（3 mm パンチ）を採取した。 

② 神経線維及び好酸球を視覚化するため、凍結切片は神経マーカーである抗 PGP9.5 と好酸
球マーカーである抗 Siglec-F 及び抗 Siglec-8 抗体で二重免疫染色を行った後、共焦点レー
ザー顕微鏡で観察し、皮膚での感覚神経と好酸球の分布を比較検討した。 

 
（3）マウス後根神経節（DRG）細胞とマウス骨髄由来好酸球（BMEos）の共培養 
① マウスから DRG 細胞を摘出し、酵素及びコラゲナーゼ（Type 2）処置を行った後、DRG

細胞を分散培養した。 
② 好酸球は、骨髄をマウスから採取し、リコンビナント（r）SCF 及び Flt3-Ligand 存在下で 4

日間、IL-5 存在下で 6 日以上培養することで誘導した（BMEos）。BMEos は rIL-33 存在下
で 15 分培養することで炎症部位に遊走した活性化好酸球を模倣した。 

③ 誘導した BMEos を PBS でよく洗浄し、分散培養した DRG 細胞と共培養を行い、72 時間
まで経時的に観察を行った。 

 
（4）ヒト iPS 細胞由来末梢神経細胞とヒト末梢血由来好酸球の共培養 
① 理研 BRC より提供を受けた 201B7 株を用い、iPS 細胞（hiPS）から神経堤（Neural Crest : NC）

細胞を誘導し、さらに hiPS-derived NC 細胞から末梢神経細胞を誘導した。 
② 好酸球は末梢血から比重遠心及び免疫磁気ビーズを用いて分離し、rIL-5 によって活性化さ

せた。 
③ 分離した好酸球をよく洗浄した後、誘導した末梢神経細胞と共培養を行い、72 時間まで経

時的に観察を行った。 
④ 共培養 72 時間後に上清を取り除き、PBS にて洗浄した後、0.5％トリパンブルーにて染色

を行い、顕鏡にて形態学変化を観察した。 
 
４．研究成果 
（1）AD モデルマウス皮膚病変部における免疫細胞の特性化 
これまで AD 皮膚病変には様々な免疫細胞が浸潤するとの報告がある。しかしながらこれら

の報告は断片的であり、網羅的に浸潤する免疫細胞を同定した研究はこれまでになかった。そ
子で本研究では、NC/Nga マウスの背部にビオスタ AD 軟膏（コナヒョウヒダニ虫体成分）を
反復塗布することで、AD 様症状を誘発した。誘導した AD モデルマウスは、コントロール群
と比較し、AD 様皮膚炎が認められ、掻破行動回数が有意に増加していた。また、血清中 IgE
レベル、経皮水分蒸散量の増加、表皮の肥厚が認められた。このマウスを用い、その病変部に
浸潤する免疫細胞の特性化を網羅的に行った。 



その結果、コントロール（4％ SDS 塗布）群では B 細胞が皮膚に浸潤しており、皮膚炎重
症度と負の相関を示した。一方で AD（4％ SDS + コナヒョウヒダニ塗布）群ではプラズマ細
胞マーカー（CD138）陽性細胞が増加しており、血清中 Total IgE 値も経時的に増加していた。
未処置マウスと比較し、コントロール群でB細胞数が増加することも踏まえ、以上のことから、
皮膚バリア破壊によって B 細胞が抗体を産生するために炎症局所に浸潤し、IgE 抗体産生に伴
い B 細胞からプラズマ細胞に分化する過程で B 細胞が減少するように見えると示唆された。 
また、コントロール群と比較し、AD 群では Treg の細胞数が減少していた。Treg 細胞数もま

た皮膚炎重症度及び掻破回数は負の相関を示した。また、これまでの報告にあった通り、AD
群ではコントロール群と比較して好酸球細胞数が増加しており、組織学的検討においても、AD
モデルマウス皮膚局所における好酸球の浸潤が認められた。 
我々のこれまでの研究から、ダニ等の抗原由来プロテアーゼによるバリア破壊により、上皮

細胞から IL-33 が活性を有した状態で放出され、マスト細胞を刺激することが明らかとなって
いる。IL-33 の刺激を受けたマスト細胞は、IL-2 を産生し、T 細胞に作用し、Treg に分化・増
殖することを見出している。また、IL-2 によって分化・増殖した Treg は IL-10 を産生し、ILC2
の増殖を抑制することで結果的に好酸球性炎症を抑制することを明らかにしてきた。また一方
で、自己免疫疾患では Treg が減少することが知られている。以上のことから、AD においても
同様に皮膚バリア破壊によって IL-33 をトリガーとする炎症が起こり、Treg が炎症局所に浸潤
するが、さらなる抗原の侵入によって免疫が破綻し、Treg 細胞数が減少すると考察された。ま
た、今回の結果から、IL-10 及び Treg を炎症局所に補充することで好酸球浸潤を抑制すること
ができると考えられ、AD の新規治療法となる可能性が示唆された。 

 
（2）AD モデルマウス皮膚病変部における感覚神経線維と免疫細胞の分布解析 
実験（1）の結果から、好酸球が AD 炎症局所に浸潤することが明らかとなった。好酸球は神

経伸長因子や、起痒因子となりあるプロテアーゼ等を産生することから、炎症局所で起痒に関
与することが考えられた。またこれまでの我々の研究から、AD 炎症局所において神経線維が
増生している。そこで感覚神経線維と好酸球が AD 炎症局所で近接している可能性が考えられ
たため、蛍光二重免疫染色法にて好酸球と神経線維を可視化し、共焦点レーザー顕微鏡にて観
察を行った。 
その結果、AD モデルマウス皮膚において、PGP9.5 陽性神経線維の稠密化が観察された。ま

た、Siglec-F 陽性好酸球の浸潤も認められ、この好酸球が神経線維に接触している染色像が確
認された。AD 患者皮膚においても同様に、PGP9.5 陽性神経線維の稠密化及び Siglec-8 陽性
好酸球の浸潤が認められ、神経線維と好酸球の接触が確認された。 
以上のことから、好酸球が AD 炎症局所に浸潤し、神経線維に接触して神経線維を興奮させ、

痒みを引き起こす可能性が考えられた。 
 
（3）マウス後根神経節（DRG）細胞とマウス骨髄由来好酸球（BMEos）の共培養 
実験（2）の結果から、AD 炎症局所において好酸球と神経線維が接触し、痒みに関与する可

能性が示唆された。しかしながら、好酸球が炎症により局所に浸潤し、神経伸長因子を産生す
ることで神経伸長が促され神経線維が稠密化し、起痒に繋がるのか、それとも神経線維の稠密
化が起こっている局所に好酸球が遊走し、神経線維に接近していくのか、またその作用点は不
明である。そこで本研究ではまず、好酸球と神経線維の直接的な接触がどのように起こるのか
を明らかにするため、in vitro において神経細胞（DRG）と好酸球（BMEos）の共培養系を確立
し、継時的に観察した。 
その結果、非活性型好酸球と神経細胞との共培養系では神経線維の伸長が認められるのに対

し、活性型好酸球と神経細胞の共培養においては好酸球が神経細胞に接触し、神経伸長が妨げ
られ、神経線維の形態の変化が確認された。 

 
（4）ヒト iPS 細胞由来末梢神経細胞とヒト末梢血由来好酸球の共培養 
我々はこれまで、ヒト iPS 細胞から末梢神経細胞の誘導方法の開発を行い、機能的な末梢神

経細胞の誘導に成功している（論文投稿中）。そこで、この細胞を用い、好酸球との共培養系を
確立した。 
その結果、実験（3）と同様に、非活性化好酸球と共培養した末梢神経細胞は伸長が認められ

るのに対し、活性化好酸球と共培養した末梢神経細胞は、神経線維の伸長が認められなかった。
また、共培養 72 時間後、活性化好酸球と共培養した末梢神経線維は、トリパンブルー陽性の死
細胞が増加していた。 
研究成果（3）及び（4）から、神経線維が伸長している AD 炎症局所に好酸球が浸潤し、神

経線維に直接接触して作用し、傷害することで神経線維の伸長を妨げ、退縮させることが示唆
された。近年、慢性化した AD や乾癬等の患者皮膚では、健常者よりも表皮内神経線維の数（密
度）が低下していることが報告されている（Tsutsumi et al. British Journal of Dermatology, 2016. , 
Tan et al. Journal of Investigative Dermatology, 2018.）。本研究の研究結果をふまえると、皮膚炎症
の慢性化により好酸球が炎症局所に浸潤し、神経伸長を退縮させるため、AD 等の慢性皮膚炎
症表皮では神経線維数が減少している可能性が示唆された。また、慢性皮膚炎では痒みが強い
ため、表皮を掻き崩している患者が多い。この時に真皮内神経線維に起痒因子が直接触れ、痒



みを引き起こしていることが考えられた。 
 
総じて、本研究では AD 炎症局所における免疫細胞の分布を網羅的に検討し、ILC2 を標的と

した Treg 及び IL-10 による好酸球性炎症の抑制機構を提言し、AD の新規治療法の開発に繋が
ると考える。また、好酸球と神経細胞が AD 炎症局所で相互に作用していることが示唆され、
好酸球を標的とした新規痒み治療法の開発に繋がる大変意義のある結果である。 
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