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研究成果の概要（和文）：本研究 (1)では、基底膜成分を分解するマトリックスメタロプロテアーゼ
（MMPs）に着眼し、神経線維の基底膜侵入メカニズムの解明を目指した。我々が考案したユニークな
ボイデンチャンバーを用いた後根神経節 (DRG) 細胞培養系により、NGF誘導性膜結合型MMP-2が
微小ドリルとして機能することで基底膜を局所的に分解し、AD における神経線維の基底膜侵入を可
能にすることが示唆された。本研究 (2) では、上述した DRG 細胞培養系により、間質コラーゲンを分
解する MMPs に着眼し、知覚神経線維の真皮内伸長・増生機序の解明を目指した。その結果、
MMP-8 が神経線維から分泌され、真皮の主要マトリックス成分であるコラーゲン分子を分解し、AD に
おける真皮内神経線維の増生に関与することが示唆された。 
研究成果の概要（英文）：This study was performed to investigate mechanisms of penetration of 
sensory nerve fibres into the basement membrane of the skin. A rat dorsal root ganglion neuron culture 
system consisting of Matrigel and a Boyden chamber containing a nerve growth factor (NGF) 
concentration gradient was used, and membrane-associated MMP-2 contributes to penetration of 
nerve fibres into Matrigel through modulation by axonal guidance molecules and/or extracellular matrix 
components. Another study was performed to investigate elongation mechanisms of dermal nerve fibers 
within interstitial collagen matrix. Our study using the neuron culture system suggested that MMP-8 is 
involved in sensory nerve growth within interstitial collagen matrix. 
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１．研究開始当初の背景 
アトピー性皮膚炎（AD）は増悪、寛解を繰り返す
痒みのある湿疹を主病変とする疾患であり、その
痒みの発生機序の解明および特異的治療法の
開発は社会的急務である。これまでヒスタミンが
痒みの主たるメディエーターとして考えられてい
たため、痒み治療には抗ヒスタミン薬（H1受容体
拮抗薬）が使用されてきた。しかし、臨床的知見
から抗ヒスタミン薬が奏功しない痒みがあることが
知られ、最近では抗ヒスタミン薬抵抗性の痒みは
難治性痒みと呼ばれている。この難治性痒みを
呈する皮膚疾患には、AD、乾皮症、乾癬、結節
性痒疹、腎疾患、胆汁うっ滞性肝障害などがあり、
難治性痒みの原因の１つに、知覚神経線維の表
皮内侵入・伸長による痒み閾値の低下が挙げら
れる。従って、表皮内神経線維の制御機構の解
明は、難治性の痒みを呈する皮膚疾患の新規治
療や止痒薬の開発に貢献することが期待される。

表皮内神経線維侵入は、ケラチノサイトが産生
する神経伸長因子 (nerve growth factor (NGF)、
amphiregulin (AR)、gelatinase)と神経反発因子
semaphorin 3A 、anosmin-1) の量的バランスよ
って制御される。しかし、知覚神経線維が表皮内
へ侵入するためには、表皮―真皮境界部に位置
する基底膜を何らかの方法で通過する必要があ
る。また、ADではNGFの作用により真皮内知覚
神経線維も増生する。真皮で神経線維が伸長・
増生するには、主にI型、III型コラーゲンで構成
される細胞外マトリックス(ECM) を分解することも
必要である。 
２．研究の目的 
本研究では、我々が考案したユニークな後根神
経節 (DRG) 細胞のボイデンチャンバー培養系
により、基底膜及び間質ECMを分解するマトリッ
クスメタロプロテアーゼ (MMPs) に着眼し、1) 
知覚神経線維の基底膜侵入機序及び 2) 真皮
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内神経伸長・増生機序の解明を目指した。 
３．研究の方法 
1) 知覚神経線維の基底膜侵入機序の解明 
1. DRG細胞を用いた基底膜侵入モデルの作製 
マトリゲルをボイデンチャンバーのメンブレン
（pore size 0.4 μm）にコートし、その上にラット
DRG細胞を撒いた。このボイデンチャンバーを24 
well plate に置き、ボイデンチャンバー内の培地
には0.1 ng/ml NGFを、well 内の培地には10 
ng/ml NGFを添加し、培養を行った。培養24時
間後にメンブレン上のDRG細胞を4% パラフォル
ムアルデヒド溶液で固定し、その後、ボイデンチ
ャンバーのメンブレンを切り出し、マトリゲルを通
過した神経線維を抗 Tau 抗体で染色した。染
色済みメンブレンは共焦点レーザー顕微鏡を用
いて観察した。さらに、本実験系でNGFとMMPイ
ンヒビター（GM6001）の両方を添加した培地を使
用し、神経線維のマトリゲル通過に対する影響に
ついて検討した。 
2. 基底膜分解に関与する神経細胞由来

MMP-2 の同定 
ラット DRG 細胞を用いて、NGF によって発現誘
導される MMPsを同定するために、ボイデンチャ
ンバー培養系で培養した DRG 細胞から RNA を
調製し、MMP-1、2、3、8、9 遺伝子に対する特
異的プライマーを用いて定量的 RT-PCR解析を
行った。また、MMP-2 インヒビターをボイデンチ
ャンバー培養系に添加することで、神経線維の
基底膜侵入に対するMMP-2の関与について検
討した。 
3. DRG細胞におけるMMP-2の局在検討 
免疫染色法、SDS-PAGE、ゼラチンザイモグラフ
ィー法、及びDQ-type IV collagenを用いたin situ 
ザイモグラフィー法により、ラットDRG細胞におけ
るMMP-2 蛋白及び活性の局在を解析した。 
4. DRG細胞におけるproMMP-2活性化分子群
の発現及び局在検討 

マトリゲルをコートしたボイデンチャンバ 
ー培養系において、DRG細胞でのproMMP-2 
の活性化に関与する分子群（MT1-MMP、 
MT5-MMP、TIMP-1、-2）の発現および局在 
を定量的RT-PCR、免疫染色法で検討した。 
5. 神経線維のマトリゲル侵入に対するSema3A
の影響 

NGFとSema3Aの両方を添加したボイデンチャン
バー培養系を用いて、マトリゲルを通過した神経
線維数を既述した方法で測定した。また、
Sema3AのMMP-2、MT5-MMP 発現に対する影
響について定量的RT-PCR法で検討した。 
6. ECM成分のMMP-2 発現に対する影響 
種々のECM成分でコートされたボイデンチャンバ
ー培養系で培養したDRG細胞からRNAを調製し、
MMP-2プライマーを用いて、定量的RT-PCRを
行った。 
2) 真皮内神経伸長・増生機序の解明 
1. DRG細胞を用いた真皮内神経線維伸長モデ

ルの作製 
ブタ由来I型コラーゲン(CoL1)をボイデンチャン
バーのメンブレン（pore size 0.4 m）にコートし、
その上にラットDRG細胞を撒いた。ボイデンチャ
ンバーは24 well plateに置き、ボイデンチャンバ
ー内の培地には0.1 ng/ml NGFを、well内の培地
には10 ng/ml NGFを添加し、培養を48時間行っ
た。神経細胞を4% パラフォルムアルデヒド溶液
で固定し、ボイデンチャンバーのメンブレンを切り
出し、CoL1ゲルを通過した神経線維を抗Tau抗
体で染色した。そのメンブレンは共焦点レーザー
顕微鏡を用いて観察した。さらに、本実験系で
NGFとMMP8インヒビターIの両方を添加した培地

を使用し、神経線維のCoL1ゲル通過に対する影
響について検討した。 
2. CoL1ゲル内神経線維伸長に関与する MMPs

の同定 
NGF濃度勾配によってDRG細胞で発現誘導され
るMMPsを定量的RT-PCR法で検討した。さらに、
DRG細胞の培養上清を回収し、培地中に分泌さ
れたMMP量をウェスタンブロッティングで検討し
た。 
3. DRG細胞におけるMMP-8の局在検討 
免疫染色法により、ラットDRG細胞における
MMP-8 蛋白の発現分布について検討した。 
4. 神経線維のCoL1ゲル侵入に対するSema3A
の影響 
NGFとSema3Aの両方を添加したボイデンチャン
バー培養系を用いて、CoL1ゲルを通過した神経
線維数を既述した方法で測定した。また、
Sema3AのMMP-8発現に対する影響について定
量的RT-PCR法で検討した。 
5. ECM成分のMMP-8発現に対する影響 
種々のECM成分でコートされたボイデンチャンバ
ー培養系で培養したDRG細胞からRNAを調製し、
MMP-8プライマーを用いて、定量的RT-PCR法
で検討した。 
４．研究成果 
1) 知覚神経線維の基底膜侵入機序の解明 
1. ボイデンチャンバー培養系において、プレー 
ト内培地への10 ng/ml NGF添加は、コントロール 
（0.1 ng/ml NGF）と比較し、マトリゲルを通過した 
神経線維数を有意に増加させた。一方、MMPイ 
ンヒビターGM6001添加はNGF濃度勾配による神 
経線維のマトリゲル通過を濃度依存的に抑制し 
た。 
2. 定量的RT-PCR解析の結果、NGF濃度勾配 
により、DRG細胞でのMMP-2 mRNAの発現が増 
加した。さらに、ボイデンチャンバー培養系に 
MMP-2インヒビターを添加すると、NGF添加によ 
る神経線維のマトリゲル通過を有意に抑制した。 
3. DRG細胞におけるMMP-2蛋白質の局在を 
免疫組織学的に検討した結果、DRG神経の先 
端（成長円錐）にMMP-2 蛋白質が局在するこ 
とが観察された。次に、SDS-PAGE ゼラチンザイ 
モグラフィー法で、ボイデンチャンバー培養系の 
培養上清中及び細胞可溶化物中のMMP-2活性 
を解析した。その結果、コントロール（0.1 ng/ml  
NGF）と比較し、10 ng/ml NGF添加条件では、培 
養上清中MMP-2 活性が低下し、細胞可溶化物 
中MMP-2 活性が増加することが明らかとなっ 
た。さらに、DQ-type IVcollagenを用いたin situ  
zymographyでは、typeIV collagenase 活性が 
DRG神経の成長円錐において検出された。 
4. NGFは、DRG細胞でのMT5-MMP、TIMP-2 
mRNAの発現を誘導した。また、これら分子はM 
MP-2とともにDRG細胞の成長円錐に局在した。 
5. ボイデンチャンバー培養系において、プレ 
ート内培地へのSema3A 添加は、NGFによって
誘導されたマトリゲル通過神経線維の数を有意
に減少させた。また、この培養系において、
Sema3AはDRG細胞でのMMP-2、MT5-MMP 
mRNAの発現増加を抑制した。 
6. ECMのMMP-2 発現に対する影響を定量 
的RT-PCRで検討した結果、NGFによるMMP-2 
の発現増加は、MMP-2 自身の基質であるCoL4、
ラミニン、フィブロネクチンにより増強された。一
方、ポリ-D-リジン、CoL1ではこのようなMMP-2
の発現増強は確認されなかった。 
2) 真皮内神経伸長・増生機序の解明 
1. ボイデンチャンバー培養系において、プレ 
ート内培地への10 ng/ml NGF添加は、コント 



 

 

ロール（0.1 ng/ml NGF）と比較し、CoL1ゲル 
を通過する神経線維数を有意に増加させた。 
2. 定量的RT-PCR解析の結果、NGF濃度勾配 
により、DRG細胞でのMMP-8 mRNAの発現が増 
加した。さらに、ボイデンチャンバー培養系に 
MMP-8インヒビターIを添加すると、NGF濃度勾 
配による神経線維のCoL1ゲル通過を濃度依存 
的に抑制した。 
3. DRG細胞におけるMMP-8蛋白質の局在を免 
疫組織学的に検討した結果、DRG神経及びその 
先端部（成長円錐）にMMP-8 蛋白質が局在し 
た。また、MMP-8産生するDRG神経は、NGF受 
容体であるTrkAを発現した。 
4. ボイデンチャンバー培養系において、プレ 
ート内培地へのSema3A 添加は、NGFによって
誘導されたCoL1ゲル通過神経線維の数を有意
に減少させた。また、この培養系において、
Sema3A はDRG 細胞での NGF で誘導される
MMP-8 mRNAの発現増加を抑制した。 
5. ECMのMMP-8発現に対する影響を定量的 
RT-PCRで検討した結果、NGFによるMMP-8の
発現増加は、それ自身の基質であるCoL1により
有意に増強された。また、CoL3はMMP-8発現に
対して増強傾向を示した。一方、ポリ-D-リジン、
フィブロネクチンではこのようなMMP-8の発現増
強は認められなかった。   
考察・結論               
1. NGF 誘導性 MMP-2 は、神経線維の成長円 
錐に局在し、活性型となる。この proMMP-2の活 
性化には、MT5-MMP、TIMP-2 が関与すること 
が示唆された。また、MMP-2 発現は、Sema3A 
および ECM 基質成分によって変調した。このよ 
うな複雑な制御下で、成長円錐の膜結合型 
MMP-2は基底膜を局所的に崩壊し、ADにおけ 
る神経線維の基底膜侵入を可能にすることが示 
唆された。 
2. Sema3A及びECM基質成分の制御下で、神経 
線維から分泌されるNGF誘導性MMP-8が真皮 
の主要マトリックス成分であるコラーゲン分子を 
分解し、真皮内神経線維の伸長・増生に関与す 
る可能性が示唆された。 
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