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研究成果の概要（和文）：皮膚pHの上昇はセリンプロテアーゼKLK5の活性化を誘導し皮膚バリア破壊を起こす可能性が
指摘されている。アトピー性皮膚炎患者では皮膚のpHが上昇することが知られるが、pHと皮膚炎の発症や病勢との関連
には不明な点が多い。アトピー性皮膚炎モデルNC/Tndマウスを用いて、皮膚炎を発症しないSPF NC/Tndマウスの皮膚に
弱アルカリ性の溶液を塗布すると、KLK5が活性化しTSLPの産生が誘導されるとともに皮膚炎が誘導された。一方、皮膚
炎を発症するマウスに弱酸性の溶液を塗布すると皮膚炎が改善した。皮膚pHの変化は、KLK5/PAR2/TSLPを経由して、皮
膚炎を惹起する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Raised skin pH may result in enzymatic activation of kallikrein 5 (KLK5), a 
serine protease thought to play a crucial role in skin barrier destruction. Although skin surface pH is 
increased in patients with atopic dermatitis (AD), contribution of pH to initiation of AD has been 
unclear. By using NC/Tnd mice, a model for human AD, skin pH and transepidermal water loss (TEWL), as 
well as KLK5, protease-activated receptor 2 (PAR2), and thymic stromal lymphopoietin (TSLP) were 
measured. Acidification of the skin reduced KLK5 activity in the epidermis and ameliorated the eczema. In 
contrast, alkalization of the skin increased epidermal expression of KLK5 and TEWL, resulting in 
development of AD, even in SPF NC/Tnd mice without AD. Skin surface pH modulates KLK5 production, which 
might directly be responsible for barrier dysfunction, itch sensation, and allergic inflammation by 
activating a PAR2 and TSLP cascade in the epidermis.

研究分野： 臨床獣医学

キーワード： トランスレーショナルリサーチ　動物　酵素　ストレス
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１．	 研究開始当初の背景  

これまでのアレルギー研究では、宿主体内で
起こる免疫学的事象の解析に重点が置かれ  
ていた。しかしながら、近年では生体防御の
フロントラインでアレルギー反応の現場と
なる皮膚科学からの解析へと方向転換しつ
つある。皮膚の角質層は保湿成分や脂質、ケ  
ラチンなどに覆われ弱酸性を保っている。弱  
酸性の環境は、バリア機能を強固にして外部  
からの抗原物質の侵入や細菌の増殖に抵抗  
性を示す。正常な皮膚にはアルカリ中和能が  
あり、アルカリ性物質が触れると酸性物質が  
放出され、30 分程度で弱酸性に回復する。こ  
のことは、皮膚に  pH センサー機能が備わっ  
ていることを示唆するものであり、アルカリ  
中和能の弱い人は感作され易いという古い  
研究があるがその詳細は不明である。代表者  
らは、世界初の自然発症アトピー性皮膚炎  
（AD）モデル  NC/Tnd マウスを見出し、そ  
れを用いて  AD の病態解析を実施、多くの新  
知見を提供してきた。JAK3 シグナル系の活  
性化を通した  IgE の過剰産生や  IFN−γへの  
反応性の異常（J. Immunol. 1999, 2001）あ  
るいは皮膚炎症状への転写因子  NF-κB の関
与（J. Invest. Dermatol., 2007）などの免疫
学  的  解  析  や  、治  療  法  の  探  索  （  J. Invest. 
Dermatol., 2005, Exp. Dermatol., 2008 他多  
数）に関する研究を中心に、AD の病態解析  
を行ってきた。一方、皮膚科学的見地からは、  
肉眼的に臨床症状が顕著となる以前から皮  
膚バリア機能の低下（経皮水分蒸発量の上  
昇）が認められ、このとき皮膚の角層間脂質  
であるセラミドの合成酵素（酸性スフィンゴ  
ミエリナーゼ）の活性が下がり、結果として  
セラミド量が減少することを明らかにして  
いる（Br. J. Dermatol., 2001）。また、最近で  
は、刺激を受けた表皮細胞が  thymic stromal 
lymphopoietin (TSLP)を産生し樹状細胞の  
活性化を誘導するが、このとき核受容体であ  
る   peroxisome proliferator-activated 
receptor (PPAR)γが内因性抑制因子として  
機能することを明らかにしている（J. Allergy 
Clin. Immunol., 2011）。しかしながら、皮膚  
の生体防御調節機構には多くの疑問が残さ  
れており、研究は始まったばかりである。  
AD では、皮膚角層の  pH が上昇しているこ
とが知られている。酵素反応には至適  pH が  
あるため、pH が上昇すると角層細胞間脂質  
膜（皮膚バリア）の形成が阻害される可能性  
がある。これは前駆物質からセラミドを生成  
する酵素群、酸性スフィンゴミエリナーゼや  
βグルコセレブロシダーゼの活性が低下す  
るためである。さらに  pH が上昇すると、セ  
リンプロテアーゼが活性化し、酸性スフィン  
ゴミエリナーゼやβグルコセレブロシダー  
ゼの分解促進、protease-activated receptor 2 
(PAR2)の活性化、角層細胞の接着に重要なコ  
ルネオデスモソームの分解促進、活性型  
IL-1αの産生亢進、抗菌ペプチドの分解促進  
などが生じると考えられる。PAR2 の活性化  

は、角層顆粒層境界部における層板顆粒の分  
泌を阻害し、角層細胞間脂質膜の形成を抑制  
するだけでなく、Th2  型炎症を誘導する  
TSLP の産生を亢進させる。また知覚神経に  
作用して痒みを誘導する可能性もある。pH 
の上昇そのものが、皮膚での黄色ブドウ球菌  
の増殖を促進するという説もある。皮膚バリ  
アを構成するもうひとつの重要分子はフィ  
ラグリンである。表皮のケラトヒアリン顆粒  
に含まれるフィラグリンは、さまざまな酵素  
の作用により前駆体から単量体に分解され、  
最終的にはアミノ酸となって皮膚の保湿性  
保持成分となる。この酵素反応の過程にも弱  
酸性の  pH が至適で、pH の上昇は正常な酵  
素活性を低下させるのみならず、カリクレイ  
ンなどのセリンプロテアーゼを活性化して  
異常なフィラグリン分解を誘導する。しかし  
ながら、AD 発症の過程で何が  pH 変化の引  
き金を引くのかは不明なままである。このよ  
うな背景から、AD の皮膚組織の  pH 上昇や  
表皮細胞からの  TSLP 産生、あるいはかゆみ  
を誘導する機構の解明が  AD の局所病態の本  
質とそれに対応する新規治療法の創出を導  
くものと推察し、本研究プロジェクトを立案  
した。  
  

２．研究の目的  

表皮の角層の  pH は通常酸性に保たれてお  
り、このことが透過性の皮膚バリアとしての  
恒常性維持、整然たる角層の凝集力、微生物  
に対する抵抗性、あるいは初期免疫応答など  
を制御している。しかしながら、皮膚の異常  
は角層の  pH を上昇させること、アルカリ中  
和能の低下は感作を成立させやすいことが  
知られている。phospholipase A2 を介してリ  
ン脂質から合成される不飽和脂肪酸や表皮  
細胞のナトリウムープロトンチャンネル、フ  
ィラグリンの分解などが角層  pH の酸性化に  
寄与すると考えられているが、AD における  
このような恒常性維持機構の制御と破綻に  
ついては不明である。本研究では、皮膚の  pH 
変化が、前述の皮膚恒常性維持機構に与える  
影響を分子生物学的に検討し、AD の発症に  
繋がる皮膚バリア損傷初期～かゆみ惹起の  
分子メカニズムを解明する。  
  

３．研究の方法  

AD の発症に至る以前の、環境要因と皮膚バ  
リア機構の異常を、pH 変化に焦点を当てて  
詳細に解析する。まず、皮膚の  pH を変化さ  
せる環境要因を明らかにするために、さまざ  
まな皮膚ストレスを与えて  pH の変動を調べ  
る。次に、組織培養系を用いて、皮膚の  pH 
を人為的に変化させたときに、角層間脂質成  
分であるセラミドの合成や分解を制御する  
酵素の活性変化を解析する。また、細胞膜リ  
ン脂質から合成される不飽和脂肪酸につい  
て、pH 変化の影響を調べるとともに、その  
代謝産物であるプロスタノイドの生成プロ  
ファイルを分析する。さらに、皮膚バリアに  



タンパク成分を供給するフィラグリンの合  
成あるいは分解に関与する酵素活性につい  
て、pH 変化の影響を明らかにする。最終的  
には、皮膚に対するストレス因子を緩和し至  
適  pH を保つことで、初期病変の発症や進行  
を抑制する新しいスキンケア法を提唱でき  
る基礎的研究とすることを目的として以下  
の研究を実施した。  
（１）	 皮膚の  pH  を変動させる刺激の探索  
皮膚にさまざまなストレス刺激を加え、経時
的に  pH  の変化やアルカリ中和能を調べた。  
  

（２）皮膚の  pH  変化と皮膚バリア構成要素  
の関係  
皮膚の  pH  を変化させたときに、皮膚バリア  
構成要素であるフィラグリンや、表皮に局在  
するセリンプロテアーゼ、セラミド合成酵素  
（酸性スフィンゴミエリナーゼやβグルコ  
セレブロシダーゼ）あるいは分解酵素（セラ  
ミダーゼ）の活性の変化を調べた。  
  

（３）皮膚の  pH  変化と不飽和脂肪酸の合成  
リン脂質から合成される不飽和脂肪酸が  
PPARγの重要な内因性作動因子であること  
に着目し、AD  における皮膚の不飽和脂肪酸合  
成の異常と  PPARγの初期炎症抑制機能が低  
下することの因果関係を解析した。具体的に  
は、NC/Tnd  マウスを使用して、発症前から発  
症初期における皮膚  pH  の測定と不飽和脂肪  
酸の定量・定性を行うとともに、皮膚におけ  
る  PPARγの発現と活性化を解析した。  
  

（４）皮膚の  pH  変化とフィラグリン分解  
皮膚組織培養により培養の温度、湿度、およ  
び  pH  を変化させることで、皮膚におけるフ  
ィラグリンの分解や関連する酵素の活性を  
調べた。  
  

（５）皮膚  pH  の変化とかゆみの解析  
かゆみを媒介する受容体の活性誘導酵素（ト  
リプターゼなど）の作用と  pH  変化の影響を  
調べた。  
  

４．研究成果  

（１）NC/Tnd  マウスを用いた皮膚  pH  変動  
モデルの確立として、特定病原体フリー環境  
下（SPF）で飼育し皮膚炎を発症しない  NC/Tnd  
マウスにセロファンテープ着脱法を用いて  
皮膚ストレスを加え、皮膚  pH  およびアルカ  
リ中和能の変動を調べた。正常なマウスの皮  
膚  pH  は弱酸性であるが、皮膚バリアを繰り  
返し損傷することで、皮膚  pH  は上昇しアル  
カリ化した。同時に引っ掻き行動が誘発され  
た。バリア損傷が修復すると、皮膚  pH  は正  
常に復し、引っ掻き行動は収束した。アトピ  
ー性皮膚炎の発症に伴って、引っ掻き行動の  
増加と、皮膚  pH  の上昇が認められた。  
  

（２）NC/Tnd  マウスを用いた皮膚  pH  変動  
モデルにおける皮膚酵素発現の網羅的解析  

の一貫として、セリンプロテアーゼであるカ  
リクレインファミリーに着目して検出を行  
った。皮膚炎の発症とともに皮膚  pH  は上昇  
し、そのとき皮膚カリクレイン  5  の発現が亢  
進し、protease-activated  receptor（PAR）  
2  を活性化した。PAR2  の活性化により  Thymic  
stromal  lynphopoietin  (TSLP)の発現が亢進  
していた。TSLP  が樹状細胞の活性化を通して  
初期免疫応答を誘導することから、皮膚  pH  
の上昇は、アトピー性皮膚炎の初期病態形成  
に関与している可能性が示された。一方で、  
表皮に局在するカリクレイン７や１２は変  
動が認められなかった。  
  

（３）NC/Tnd  マウスを用いて、皮膚炎発症前  
後の皮膚  pH  の変化を解析した。正常なマウ  
スの皮膚の  pH  は  5.5  前後であり、ヒトと同  
様に弱酸性を示している。また週齢が若いほ  
ど  pH  は６に近く、週齢が高くなるほどより  
弱酸性になることが明らかとなった。NC/Tnd  
マウスは  SPF  環境で飼育するとアトピー性皮  
膚炎を発症しないが、このときの皮膚の  pH  
は  C57BL/6  マウスや  BALB/c  マウスと同様弱  
酸性であった。しかしながらコンベンショナ  
ル環境で飼育し皮膚炎を発症した  NC/Tnd  マ  
ウスでは病勢に依存して皮膚  pH  が上昇した。  
このとき皮膚に存在するセラミド合成酵素  
の活性は減弱しセリンプロテアーゼの活性  
が上昇していた。皮膚炎を発症していない  
SPF  NC/Tnd  マウスの皮膚の弱アルカリ性の溶  
液を塗布して皮膚の  pH  を上昇させる処置を  
すると、皮膚バリア機能が低下し、かゆみが  
惹起されるとともに、Th2  型のアレルギー性  
炎症が惹起された。一方で、皮膚炎を発症し  
ているコンベンショナル  NC/Tnd  マウスに弱  
酸性の溶液を塗布して上昇した皮膚の  pH  を  
下げる処置をすると、引っ掻き行動が減弱し  
て皮膚炎が改善した。  
  

（４）得られた知見に関して、皮膚  pH  と皮  
膚炎やかゆみの関係を調べるために、皮膚の  
組織培養法を用いて検討を行った。その結果、  
SPF  NC/Tnd  マウスから採取した皮膚組織を  
pH  8.3  に調整した培地で培養すると、表皮の  
カリクレイン５の活性化が上がり、TSLP  の産  
生が誘導された。ここに  PAR2  アンタゴニス  
トを処理すると、TSLP  の産生が阻害された。  
また、このときかゆみを誘導する  IL-31  の真  
皮での産生が亢進していた。TSLP  もかゆみを  
惹起するとの報告がある。これらのことから、  
pH  の上昇は、カリクレイン５の活性を介して  
PAR2  を開裂し、TSLP  の産生を誘導する結果、  
アレルギー性炎症やかゆみが惹起される可  
能性が示された。  
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