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研究成果の概要（和文）： 
アトピー性皮膚炎の痒みの発生機序は、未だ不明である。そこで、アトピー性皮膚炎皮膚に T
細胞が浸潤していること、また、その痒みにプロテアーゼが関与していることから、T 細胞が

産生するグランザイムに着目し、グランザイムの痒みへの関与に関して検討した。その結果、

11 種のグランザイムサブタイプの内、特にグランザイム A がプロテイナーゼ活性化受容体 2
を介して痒み反応を起こすことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The precious mechanisms of itch in atopic dermatitis are unclear. Since T cells infiltrate 
into the skin with atopic dermatitis and the proteases are also involved in the severe itch, 
we focused proteases produced by T cells for demonstrating the itch mechanisms in the 
dermatitis. It was demonstrated that granzyme A, which is one of 11 subtypes of 
granzymes, elicited itch through the activation of proteinase-activated receptor 2. 
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１．研究開始当初の背景 
皮膚科領域において、アトピー性皮膚炎は

難治性の慢性掻痒性皮膚疾患として位置づ
けられている。日本皮膚科学会では、2009
年にも「アトピー性皮膚炎診療ガイドライ
ン」を提示しているが、この内容は頻繁に更
新されており、年々アトピー性皮膚炎の羅漢
率が増加し、その症状が多様化していること
によるものと推察される。アトピー性皮膚炎
の症状には、皮膚炎、乾皮症と痒みが特徴的

である。特に、痒みを伴う患者の多くがかな
りのストレスを抱え社会生活に支障をきた
していることが報告されている。事実、患者
の多くが皮膚炎の治療より痒みの抑制を最
優先に望む。痒みは、ストレスを誘発するだ
けでなく、痒みによる皮膚及び眼への掻破は、
皮膚症状の更なる悪化及び白内障へと導く。
アトピー性皮膚炎患者に対し、手腕の物理的
拘束による掻破行動の抑制が皮膚症状を改
善し、さらには痒みも抑制することが臨床的
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に確認され、痒みの抑制（コントロール）が
皮膚炎の治療に有効であると考えられる。し
かしながら、アトピー性皮膚炎の痒みの抑制
に第一選択薬として従来痒みのメディエー
ターとして知られているヒスタミンの受容
体拮抗薬を処方するが、この様な慢性的な痒
みを抑制することが治療困難である場合が
多い。そこで、皮膚科医の多くが新規鎮痒薬
を求めているが、痒みの発生機序に関する詳
細な研究は、ほとんど進んでおらず、有用な
治療薬はほとんどないのが現状である。従っ
て、痒みの発生機序の解明並びに新規鎮痒薬
のターゲット分子を同定することは急務で
あり、また非常に重要である。 
古くからプロテアーゼ（トリプシン、キマ

ーゼ、パパイン、カリクレイン）のヒトへの
皮内注射により痒みを誘発することが報告
されている。その後 30 年以上、プロテアー
ゼと痒みに関する研究はなされていなかっ
た。最近、プロテイナーゼ活性化受容体
（PAR）の発見に伴い、ヒトでの実験で PAR2
の合成ペプチドアゴニストの投与により痒
みを誘発し、健常人よりアトピー性皮膚炎患
者の方がその作用が強いこと、PAR2 を活性
化する酵素の一つであるトリプターゼの遊
離がアトピー性皮膚炎患者の皮膚で顕著で
あることを報告した。従って、内因性のプロ
テアーゼが痒みの発生に関与する可能性が
示唆されるが詳細な検討はなされていない。
そこで、我々はアトピー性皮膚炎マウスモデ
ル（NC マウス）を用いて、その掻痒へのプ
ロテアーゼの関与を検討し【科学研究費若手
(B)：19790051（H19-H21）】、セリンプロテ
アーゼ並びにPAR2がアトピー性皮膚炎マウ
スモデルの痒み関与することを明らかにし
た。さらに、プロテアーゼに関する皮疹部皮
膚の解析により従来PAR2を活性化する酵素
として知られているマスト細胞由来トリプ
ターゼのほかに、セリンプロテアーゼのグラ
ンザイム A の発現が増加していることを新
たに突き止めた。グランザイムは、主に T 細
胞や NK 細胞などに発現しており、細胞死に
関与するプロテアーゼとしてヒトでは 5 種、
マウスでは 11 種報告されている以外は、そ
れ以外の機能はほとんど報告されていない。
そこで、アトピー性皮膚炎の痒みにおけるグ
ランザイムの役割を解析し、アトピー性皮膚
炎の痒みの発生機序の一端を解明するため
に本研究を立案した。 
 
 
２．研究の目的 
 アトピー性皮膚炎マウスモデルの痒みの
発生機序の解析により得られた研究成果を
基盤に、その機能がこれまで殆ど解明されて
いないグランザイムのアトピー性掻痒にお
ける役割をアトピー性皮膚炎マウスモデル

（NCマウス）を用いて、以下の点を中心に解
析する。 
 
(1) 11 種類のグランザイムの皮膚での発現

の比較（健常マウスと皮膚炎マウス）。 
 
(2) 発現の増加が認められたグランザイム

の皮膚内発現分布と発現細胞の同定。 
 
(3) 発現増加が認められたグランザイムの

掻痒への関与。 
 
(4) 掻痒関連グランザイムの掻痒発生機序

の解析。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 実験動物 
 

雄性の NC系マウスを用いた。NCマウス
は，微生物等制御された SPF 環境下での
飼育ではアトピー様皮膚炎及び痒みは
発症しない（健常マウス）が，微生物等
制御されていないコンベンショナル環
境下での飼育により皮膚炎及び痒みが
発症する特徴的な自然発症型のアトピ
ー性皮膚炎･掻痒モデルマウスである。 
 

(2) Reverse Transcriptase and polymerase 
chain reaction（RT-PCR） 

 
 マウス吻側背部皮膚より常法に従って
total RNAを抽出し、11種のマウスのグ
ランザイムに特異的プライマーを用い
て RT-PCRを行った。 

 
(3) 行動実験 
 

マウスを1時間行動観察用のアクリル板
で作製した観察用ケージに放置し、馴化
させた。その後、マウスの行動を無人環
境下にビデオ撮影した。撮影後、後肢に
よる掻き動作（痒み関連度ぬさ）をカウ
ントした。自発の掻き動作を評価する場
合は後肢による全身の掻き動作回数を、
痒み物質を皮内注射し痒み反応を惹起
する場合は皮内注射部位及びその近傍
への後肢による掻き動作回数をカウン
トした。マウスは一秒間に数回掻くので、
足を挙げて降ろすまでの一連の動作を
掻き動作の 1回としてカウントした。 
 

(4) 免疫染色 
 

マウスを麻酔下、リン酸緩衝生理食塩水
で脱血死させ、その後、４％パラホルム
アルデヒドで灌流固定し、常法に従い凍



結切片を作製した。後固定後、ブロッキ
ング処理を行い、各種抗体（PAR2、CD3、
CD4、CD8、グランザイム A）並びに蛍光
標識した 2 次抗体で凍結と反応させた。
その後、共焦点レーザー顕微鏡を用いて
蛍光シグナルを検出した。 

 
(5) グランザイム A 活性測定 

マウス皮膚より抽出したタンパク質、グ
ランザイムＡ特異的抗体、基質
N-(p-Tosyl)-Gly-Pro-Arg-p- 
Nitroanilideを反応させ、その活性を
405nm の吸光度で測定した。 

 
 
４．研究成果 
(1) アトピー性皮膚炎マウスモデルの書き

動作と薬物効果 
   
  健常マウスと比べると皮膚炎マウスは、

明らかに自発的掻き動作の増加が認め
られた。（1時間の掻き動作回数（25 週
齢各 16匹：健常マウス、約 10 回；皮膚
炎マウス、約 100回） 

   皮膚炎マウスの自発的掻き動作は、H1
ヒスタミン受容体拮抗薬テルフェナジ
ンでは抑制されなかったが、セリンプロ
テアーゼ阻害薬ナファモスタットメシ
ル酸塩並びに PAR2 受容体中和抗体によ
って抑制された。 

   以上の結果から、皮膚炎マウスの自発
的掻き動作にセリンプロテアーゼ及び
PAR2受容体が関与していることが示唆
される。 

 
(2) アトピー性皮膚炎マウスモデル皮膚で

のグランザイムサブタイプ mRNAの発現 
 
  マウスのグランザイムは 11 種ある。そ

こで、マウス皮膚でのグランザイム mRNA
の発現を調べた。健常マウス皮膚では、
グランザイム A、C 及び M mRNAの発現が
認められた。皮膚炎マウス皮膚では、グ
ランザイム A、B、C及び M mRNAの発現
が認められ、特にグランザイム A、B、及
び Cの発現が健常皮膚での発現と比べる
と有意に増加していた。したがって、グ
ランザイム A、B、及び Cが痒みの発生に
関与しているかもしれない。 

 
(3) グランザイムによる掻き動作 
   
  健常マウスにグランザイム A、B、D及び

K を吻側背部に皮内注射し、後肢による
注射部位及びその近傍への掻き動作回
数をカウントした。今回使用したグラン
ザイムの中では、グランザイム Aのみ用

量に応じて掻き動作回数の増加が認め
られた。この結果より、グランザイム A
が起痒物質の 1 つとして考えられる。今
回皮膚炎マウスで発現の増加が認めら
れたグランザイム Cは入手ができなかっ
たため本実験では検討できなかった。今
後の課題である。 

 
(4) グランザイム A誘発掻き動作と各種薬物

効果 
 
  グランザイム A 誘発の掻き動作は、μオ

ピオイド拮抗薬ナルトレキソンによっ
て抑制された。このことは、グランザイ
ム A誘発の掻き動作が痒みに関連した動
作であることを示唆する。 

   グランザイム A誘発の掻き動作は、さ
らに、セリンプロテアーゼ阻害薬ナファ
モスタットメシル酸塩や PAR2 中和抗体
によって抑制された。したがって、グラ
ンザイム Aによって誘発される掻き動作
が PAR2受容体を介して起こっているこ
とが示唆される。PAR2 の発現が、主に表
皮ケラチノサイトや一次感覚神経に認
められることから、グランザイム A 誘発
の掻き動作が、ケラチノサイト介する経
路と直接一次感覚神経に作用する経路
によって起っている可能性がある。 

 
(5) 皮膚でのグランザイム Aの活性 
 
  皮膚におけるグランザイム Aの活性に関

して調べた。健常マウスに比べ、皮膚炎
マウス皮膚から抽出したタンパク質中
のグランザイム Aの活性が増加していた。
この活性の増加は、皮膚炎皮膚でグラン
ザイムＡの発現増加によるかもしれな
い。 

 
(6) PAR2受容体及びグランザイム Aの皮膚

内発現と T細胞の皮膚内分布 
   
  健常マウスと皮膚炎マウス皮膚での

PAR2受容体及びグランザイム Aの皮膚
内発現と T細胞の皮膚内分布を免疫組織
学的に調べた。PAR2受容体は、両マウス
皮膚の特に表皮ケラチノサイトに発現
が認められた。以前の我々の報告におい
て後根神経節レベルでは PAR2 受容体の
mRNAの発現が認められているが皮膚内
での神経線維には免疫組織学的にその
発現は検出できなかった。ヒトでは、一
部の報告では、皮膚内の神経線維での発
現が検出されている。この違いは、抗体
によるかもしれない。したがって、グラ
ンサイム Aは、表皮ケラチノサイト並び
に一次感覚神経に作用するかもしれな



い。 
   グランザイム Aの皮膚では、おもに真

皮内の細胞でその発現が認められた。発
現細胞は、健常マウス皮膚ではほとんど
認められないが、皮膚炎マウス皮膚でそ
の増加が顕著であった。 

   T細胞に関しては、CD3、CD4及び CD8
それぞれの抗体を用いて調べたところ、
健常マウス皮膚に比べ皮膚炎マウスの
皮膚で発現細胞の増加が観察された。 

   グランザイム A 発現細胞に関しては、
T 細胞である可能性は高いが、現在どの
サブセットの T細胞で発現しているか解
析中である。 

 
 本研究では、11種のグランザイムサブタイ
プの内特にグランザイム Aがアトピー性皮膚
炎マウスモデルの痒み反応に関与すること
を明らかにした。現在、痒みとグランザイム
に関する報告はなく、今回の研究成果が最初
の報告となる。本研究では、グランザイム A
が特に痒みに関係しており、PAR2 受容体を介
して痒みが起こっている可能性を示した。ア
トピー性皮膚炎では、一般的に痒みの第一選
択薬である H1 ヒスタミン受容体拮抗薬が無
効である場合が多く臨床では、痒みの制御に
新たなアプローチの治療薬を求めている。今
回の結果から、グランザイム Aの活性抑制に
加え、PAR2受容体拮抗薬が今後の鎮痒薬の開
発のターゲット分子となることが示唆され
る。また、グランザイム Aは、酵素であるこ
とから、PAR2 受容体の活性化以外にも痒み因
子の前駆体タンパクの活性化を誘導して痒
みを起こす可能性も考えられることから、今
後研究を更に進めていく予定である。 
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