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研究成果の概要（和文）：円形脱毛症病変部の毛包周囲には著明なリンパ球浸潤が観察される。今回の実験を通して、
その機序が
Th1細胞、Tc1細胞の集合を誘引させるケモカインであるCXCL10が毛包周囲に強く発現し、また円形脱毛症ではそれに対
する細胞走化性が亢進していることが明らかになった。急性期のみならず慢性期でもCD8陽性Tc1細胞が持続的に浸潤し
ていた。この走化性を阻害することが治療につながると考えられるが、治療ガイドラインにて推奨されている抗ヒスタ
ミン薬にその阻害効果がみられることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Prominent accumulation of lymphocytes is seen in the lesion of alopecia areata. Th
ese infiltrated cells are composed by Th1 and Tc1 cells. Th1 and Tc1 chemokine, such as CXCL10, is promine
ntly expressed in hair bulbs of alopecia areata, and Th1 and Tc1 cells accumulate toward CXCL10 positive h
air bulbs. The accumulation of CD8+ T cells is found not only acute phase of alopecia areata but also chro
nic phase of alopecia areata lesions. Inhibition of chemotaxis against CXCL10 can be new candidate of the 
treatment of alopecia areata. The Japanese guideline of alopecia areata suggests anti histaminic drugs. In
 this study, we reported that anti-histaminic drugs possess anti-chemotactic effects. 
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1. 研究開始当初の背景 
円形脱毛症の病態として、毛包由来の

自己抗原に対する細胞障害性 T 細胞 
(CTL) の自己免疫反応により、アポト
ーシスが誘導され、脱毛症状がおきる。

病理学的には毛包周囲に著明な細胞

浸潤が観察され、いわゆる swarm of 
beesを称されている。なぜ円形脱毛症
の病変部毛包周囲に細胞浸潤がおき

るのか詳しい理由は不明であった。 
 
2. 研究の目的 
円形脱毛症病変部の毛包周囲への細

胞浸潤を抑制することによって治療

的な効果を上げることが示唆される。

そのため、この細胞浸潤の機序につい

て細胞走化性の面から検討すること

とした。また走化性を阻害するものに

ついても検討することで、将来の治療

開発につながるものと考えた。 
 
3.	
 研究の方法 
（１）検体： 
７名の健常ボランティア、７名の急性

期円形脱毛症患者、７名の慢性期円形

脱毛症患者 
（２）ヒト末梢血単核球の分離： 
Ficoll分離液を用いてヒト末梢血より
単核球を分離採取した。 
（３）ヒト頭皮組織 
3 名の急性期、3 名の慢性期円形脱毛

症患者、健常者から皮膚組織を採取し

た。 
（４）皮膚浸潤細胞の採取： 
得られた皮膚検体から浸潤リンパ球

を採取するため、3mm パンチバイオ

プシーで採取した組織を４分割し

IL-2、抗 CD3/CD28 抗体がコートし
たマイクロビーズで７日間培養した。

8日目に細胞を採取し、フローサイト
メーターにて解析した。 
（５）フローサイトメーター解析： 
分離したリンパ球の表面抗原を解析

した。 
（６）免疫組織化学的検討： 
頭皮切片にて CXCL10、CCL17、
TARC、CXCR3、CCR4、CD4、CD8、 
CXCR3 、CCR4 について染色を行っ
た。最後に AECにて発色した。 
（７）RT-PCR、real-time RT-PCR 
CXCL10の発現量を確認 
（８）リアルタイム細胞走化性検討 
リアルタイムに細胞走化性を観察す

るため、EZ-Taxiscanを利用した。 
（９）F-actin重合の検討 
末 梢 血 リ ン パ 球 に つ い て

Cytofix/Cytoperm 処理で穴をあけ、

FITC標識Phalloidinの細胞内染色を
行った。 
（１０）オロパタジン塩酸塩の細胞走

化性に対する影響の検討 
末梢血リンパ球をオロパタジンと８
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時間、共培養を行い、採取した後、

CXCL10、CCL17 に対する細胞走化
性について検討した。 
（１１）オロパタジン塩酸塩の

CXCR3発現への影響の検討 
オロパタジン塩酸塩と共培養した末

梢血リンパ球とコントロール群での

CXCR3 発現の変化について検討した。 
（１２）オロパタジン塩酸塩の細胞内

Ca濃度への影響の検討 
（１３）F-actin重合への影響 
オロパタジン塩酸塩で共培養したと

きの細胞内 phalloidin 発現について
フローサイトメーターで検討し、その

発現の変化についてコントロール群

と比較検討した。 
４. 研究成果 
（ １ ） CXCR3+CD4+ 細 胞 、

CXCR3+CD8+細胞は円形脱毛症急性
期において高頻度である。 
（２）Mean intensity 
CXCR3、CCR4の発現におけるMean 
intensity について検討した所、急性
期円形脱毛症では CXCR3、CCR4 の
M.I.が慢性期や健常比較群と比較し
て有意に高値であった。 
（３）急性期では Th1、Tc1細胞が毛
包周囲へ著明に浸潤していた。慢性期

においても Tc1 は持続的に浸潤して
いた。比較群では毛包周囲への細胞浸

潤は極めて稀であった。 
図３	
 毛包周囲への細胞浸潤比較 
 

（４）組織浸潤細胞の CXCR3、CCR4
発現の検討 
急性期皮膚病変部から採取した細胞

で は CXCR3+CD4+ 細 胞 、

CXCR3+CD8+ が 、 同 じ 患 者 の
PBMCsと比較してより高頻度であっ
た。CCR4+CD4+細胞、CCR4+CD8+
細胞はPBMCsと比較しても増加はみ
られなかった。 
（５）病変部での CXCL10発現 
円形脱毛症では CXCL10 が免疫組織
化学的検討や mRNA 発現において，
健常皮膚と比較して有意に高発現し

ていた。 
（６）急性期円形脱毛症の PBMCsは
CXCL10 に対する走化性が亢進して
いる。 
EZ-TAXIScan により CXCL10、
CCL17 に対する走化性について検討
した所、急性期 PBMCs は CXCL10
に対して、健常比較群と比較してより

早く直線的に遊走することが観察さ

れた。 
（７）オロパタジン塩酸塩による走化

性阻害効果 
オロパタジン塩酸塩で共培養した

CD4陽性の PBMCsは CXCL10に対
する遊走性について抑制効果を示し

た。 
（８）オロパタジン塩酸塩による

CXCR3発現の抑制 
オロパタジン塩酸塩と共培養した
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PBMCsでは CXCR3発現が有意に抑
制されていた。 
（９）アクチン重合抑制 
オロパタジン塩酸塩と共培養した

PBMCsにおける細胞内 Phallodin発
現は、健常比較群と比較して抑制され

ていた。 
（１０）細胞内 Ca濃度の変化 
オロパタジンではその上昇が抑制さ

れていた。 
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