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研究成果の概要（和文）：本研究は、アトピー性皮膚炎（AD）類似表皮角化細胞及び三次元培養表皮モデルを確
立し、セマフォリン（Sema）3Aの発現変動機序を解明することを目的とした。その結果、正常ヒト表皮角化細胞
におけるSema3Aの発現はTh2サイトカインによって増加すること、FLGノックダウンはSema3Aの発現を減少させ、
上記サイトカインの作用も消失させること、三次元培養表皮モデルの角層バリア破壊実験ではバリア破壊後、一
過性にSema3Aの発現減少が認められることが明らかとなった。以上の結果より、AD病変部におけるSema3Aの発現
減少は、炎症よりも、表皮バリア機能低下の影響を強く受けることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanisms of change in semaphorin 3A 
(Sema3A) expression in lesional skin of atopic dermatitis. Sema3A expression in normal human 
epidermal keratinocyte (NHEK) was increased by interleukin (IL)-4, IL-13, and tumor necrosis factor 
(TNF)-α, but was not affected by the other cytokines tested. The combination of IL-4, IL-13, IL-22,
 and TNF-α significantly increased Sema3A mRNA expression. Meanwhile, filaggrin (FLG) silencing in 
NHEK suppressed mRNA expression of Sema3A. FLG silencing suppressed the upregulation of Sema3A by 
the above-mentioned cytokine combination. In addition, Sema3A expression was decreased in 
reconstructed human epidermis after barrier disruption by application of detergent. Collectively, 
these results suggest that the suppression of Sema3A expression is influenced by skin barrier 
defects, but not by cytokines. 

研究分野：皮膚科学、生化学

キーワード： セマフォリン3A　表皮角化細胞　アトピー性皮膚炎　かゆみ　表皮バリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
先行研究より、セマフォリン（Sema）3Aはアトピー性皮膚炎（AD）病態の鍵分子の一つであると考えられてい
る。本研究では、AD病変部におけるSema3Aの発現減少要因には炎症よりも表皮バリア機能異常が関与することを
明らかにした。本研究成果はSema3Aタンパク質軟膏に代わるSema3A発現調節剤の開発を加速させ、将来的にADの
難治性かゆみに苦しむ国民のQuality of lifeの向上につながることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
アトピー性皮膚炎（Atopic dermatitis：AD）の痒みは既存薬が奏功し難い難治性であり、不眠・
就労障害・抑うつなど患者の Quality of lifeを著しく低下させる。そのため、ADに対する鎮痒
薬の開発は必要不可欠であり、国民の関心も高い。AD 病変部の表皮角化細胞では神経軸索の
退縮に関与する神経反発因子（例：セマフォリン 3A［Sema3A］）が減少、神経軸索の伸長に関
与する神経伸長因子（例：nerve growth factor［NGF］, amphiregulin [AREG]）が増加することで、
神経線維が角層直感で伸長・増生し、外部刺激を受容しやすくなる（Tominaga and Takamori, J 
Dermatol, 41: 205-212, 2014）。表皮内に神経線維が増生すると、外部からの起痒刺激を受容しや
すくなり、引っかくことで知覚神経を興奮させ、さらに痒みを悪化させると考えられる。 
研究分担者らの先行研究では、AD に対する Sema3A タンパク質を配合した軟膏（以下、

Sema3A 軟膏）の有効性が示唆されたが、生産コストの面や長期連用による接触皮膚炎の可能
性など臨床応用に向けて多くの問題点が残されている。そこで我々は、AD 病変部で Sema3A
の発現を誘導できれば、Sema3A軟膏に匹敵する鎮痒効果を得られると考えた。そのためには、
「AD 病変部でなぜ Sema3A の発現が変動するのか」という疑問を解決する必要がある。これ
までの研究で、ヒト Sema3A遺伝子の転写開始点の上流に位置するプロモーター領域を解析し、
レチノイド関連オーファン受容体（ROR）αが Sema3Aの発現制御に関与すること（Kamata et al, 
J Dermatol Sci, 79: 84-86, 2015）、抗菌ペプチド LL-37が正常ヒト表皮角化細胞（NHEK）におけ
る Sema3Aの発現を促進することを報告した（Umehara and Kamata et al, J Invest Dermatol, 135: 
2887-2890, 2015）。これらの研究成果により、NHEKにおける Sema3Aの発現制御メカニズムの
一端が明らかになりつつある。しかし、AD 病変部で Sema3A の発現がなぜ変動するのか？ど
うすれば発現を正常化できるのか？発現を正常化すればかゆみと皮膚炎は治まるのか？という
疑問の解決には至っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒト AD 病変部における Sema3A 発現変動機序を解明し、内在性 Sema3A
の発現量を正常化することで、ADの痒みに対する新しい治療法を開発することである。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞培養 
正常ヒト表皮角化細胞（NHEK）は KGM-Gold Single Quots を添加した KBM-Gold（Lonza, 

Switzerland）を用いて、37℃、5% CO2存在下で培養した。 
三次元培養表皮モデルは LabCyte EPI-MODEL（J-TEC, Aichi, Japan）とキット付属のアッセイ培
地を用いて、37℃、5% CO2存在下で培養した。 
 
（2）リアルタイム PCR 

Total RNA は RNeasy Mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて抽出後、PrimeScript RT 
Reagent Kit（Takara, Shiga, Japan）を用いて cDNAに逆転写した。定量リアルタイム PCRは TB 
Green Premix Ex Taq II（Takara）と遺伝子特異的プライマーを用い、QuantStudio 5リアルタイム
PCRシステム（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）で解析した。mRNA量は ribosomal 
protein S18で補正後、対照群に対する相対比として示した。 
 
（3）タンパク質量の定量及び Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
タンパク定量は BCA protein assay kit（Thermo Fisher Scientific）を用いた。Sema3Aタンパク
質の定量は、Human Sema3A ELISA kit (Elabscience, Houston, TX, USA)を用いて行った。 
 
（4）サイトカイン添加による in vitro ADモデルの作製 
細胞密度が 70~80%の NHEKに各種サイトカイン（TSLP, IL-4. IL-13, IL-31, TNF-α, IFN-γ, 

IL-1β, GM-CSF, IL-22, IL-17A, IL-25など）10 ng/mLを単独または組合せて添加し、24時間後
に細胞から total RNA を抽出した。Sema3Aなどの軸索ガイダンス分子やフィラグリン（FLG）
などの発現はリアルタイム PCRで解析した。 
また、三次元培養表皮モデルの培地に上記サイトカインを組合せて添加し、24時間後に表皮
シートから total RNAを抽出した。Sema3Aなどの軸索ガイダンス分子や FLGなどの発現はリ
アルタイム PCRで解析した。 
 
（5）FLGのノックダウンによる in vitro ADモデルの作製 
①単層培養系 

40 nM siGENOME SMARTpool FLG siRNAまたはControl siRNA（Horizon Discovery, Waterbeach, 
UK）は Lipofectamine RNAi Max（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用いて、NHEKに導入した。
48時間培養後、total RNAを抽出、リアルタイム PCRで解析した。サイトカインを併用する実



験では siRNAを細胞に導入して 48時間後にサイトカインを組合せて添加し、その 24時間後に
total RNAを抽出した。 
 
②三次元培養系 

40 nM siGENOME SMARTpool FLG siRNA または Control siRNA（Horizon Discovery）は
Lipofectamine RNAi Max（Invitrogen）を用いて、LabCyte EPI-KITに付属している NHEKに導入
した。トランスフェクション後の NHEKをカルチャーインサートに播種し、アッセイ培地を 1
日おきに交換しながら培養を 10-14日間継続した。培養終了後に TEWLを測定し、バリア機能
を評価後、表皮シートを回収した。表皮シートの total RNAはリアルタイム PCR、タンパク質
抽出液は Sema3A ELISAに用いた。 
 
（6）三次元培養表皮の角層バリア破壊モデル 
三次元培養表皮は一晩、アッセイ培地中で前培養し、その翌日にバリア破壊処理を行った。
バリア破壊処理は三次元培養表皮の角層表面に界面活性剤 0.2% Triton X-100溶液を 25 µL滴下
し、15分間静置することで行った。15分経過後、リン酸緩衝生理食塩水で表皮モデルを洗浄し、
培養を継続した。一定時間経過ごとに、表皮シートを採取し、total RNA を抽出した。Sema3A
などの軸索ガイダンス分子や FLG などの発現はリアルタイム PCR で解析した。また、バリア
破壊前後で三次元培養皮膚水分蒸散量計 Tewitro24を用いて経表皮水分蒸散量（TEWL）を測定
し、バリア機能を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）サイトカイン添加による in vitro ADモデル 

NHEKに対し、単一のサイトカイン刺激を行った時、IL-4及び IL-13などの Th2サイトカイ
ン添加により Sema3Aの mRNA発現が増加した。これらのサイトカインに ADの急性病変及び
慢性病変で増加している他のサイトカインを組合せても、結果は同様であった。NGF や AREG
の発現も Th2サイトカインによって増加した。一方、FLGの発現は減少した。次に三次元培養
表皮モデルの培地にTh2サイトカインを組合せて加える実験も実施したところ、結果は同様で、
Sema3A mRNA発現は増加した。 
以上の結果から、Th2サイトカインは NGF や AREGなどの神経伸長因子の発現増加に一部関
与するが、神経反発因子 Sema3Aの発現減少機序には関与しない可能性が示唆された。 
 
（2）FLGノックダウンによる in vitro ADモデル 

NHEKに FLG siRNAをトランスフェクションし、FLGの発現をノックダウンさせた。この
FLGノックダウン細胞では Sema3Aの発現は減少した。前述のとおり、Th2サイトカイン存在
下で Sema3Aの発現は増加するが、FLG ノックダウンにより、Th2 サイトカインによる発現亢
進作用は消失した。次に三次元培養表皮の FLGノックダウンモデルを作製した。Control siRNA
または FLG siRNAをトランスフェクションした NHEKを重層化させ、10日後と 14日後に表皮
シートを回収した。培養 10~14日後では mRNAレベルで FLGノックダウン効率がかなり低下
していたが、Sema3Aタンパク質の発現は Control siRNA群と比べて、FLG siRNA群で減少して
いた。これらの結果より、FLG産生低下によるバリア機能異常が Sema3Aの発現減少機序に関
わる可能性を考えた。 
 
（3）三次元培養表皮の角層バリア破壊モデル 
界面活性剤で三次元培養表皮の角層表面を処理し、角層バリア破壊モデルを作製した。バリ
ア破壊処理後、経時的に表皮シートを回収し、リアルタイム PCRで Sema3Aやその他の分子の
発現を解析した。その結果、Sema3A mRNAの発現はバリア破壊後、一過性に減少し、24時間
後以降は増加に転じた。反対に NGF や AREGの mRNA発現は一過性に増加し、24時間後以降
は減少に転じた。FLG の発現は経時的な減少が認められ、クローディン－1（CLDN1）は経時
的に増加した。経表皮水分蒸散量を測定した結果、一過性にバリア機能が悪化して TEWLが増
加するが、再び減少傾向となり、バリアの回復が示唆された。以上のことから、AD 病変部に
おける Sema3Aの主な発現減少要因として、表皮バリア機能低下が大きく寄与していると考え
られた。 
 
以上の結果から、AD 病変部における Sema3A の発現減少は皮膚炎に伴うサイトカイン環境
の変化よりも、表皮バリア機能低下に伴って生じている可能性が考えられた。 
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