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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウスに黄色ブドウ球菌を塗布して膿痂疹モデルマウスを作成し、同マウスにお
ける黄色ブドウ球菌の経皮侵入機構について解析した。膿痂疹モデルマウスでは、まず好中球が表皮に侵入して角化細
胞間を離開させ、その後に黄色ブドウ球菌の表皮内侵入が認められることを示した。一方で膿痂疹の病原因子である表
皮剥脱毒素は、菌が表皮内侵入した後に角化細胞間をより開大させる役割を有することを示した。さらに本研究では、
イヌ再発性膿皮症の症例における皮膚の脂質構成の変化について解析を行い、症例犬では健常犬よりも角層セラミド量
が減少していることを示し、角層バリア機構の破綻が同症の病態に関与する可能性に初めて言及した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the pathophysiological mechanisms of 
intraepidermal invasion by staphylococci in a mouse model of impetigo, which was generated by topical 
application of S. aureus to the skin. This study revealed that S. aureus penetrate the inter-keratinocyte 
spaces created by skin-infiltrating neutrophils. Exfoliative toxin, a vilurence factor associated with 
impetigo contribute to further expansion of inter-keratinocyte spaces. In the next study, we compared 
lipid composition in the stratum corneum of dogs with recurrent pyoderma and healthy dogs. We revealed 
that intracorneal ceramides are decreased in dogs with this disease, suggesting that disrupted barrier 
function of the stratum corneum is associated with the pathophysiology of this disease.

研究分野：獣医学
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１．研究開始当初の背景 
 
膿皮症はヒトやイヌなどの哺乳動物に

発症する細菌性皮膚疾患である。とりわけ
イヌでは膿皮症の発症率が極めて高く、
アトピー性皮膚炎や脂漏症に続発する
症例が多いことが知られている。膿皮症
の治療にはこれまで抗菌薬の投与が行
われてきたが、近年では多剤耐性ブドウ
球菌による膿皮症が医学･獣医学分野で
急増していることから、抗菌薬の代替と
なる膿皮症の新規治療法の開発が急務
となっている。ブドウ球菌は本症の代表
的な原因菌であり、ヒトの病変部からは
Staphylococcus aureus が、イヌの病変部
からは S. pseudinter medius または S. 
schleiferi が主に分離される。 

S. aureus が発現する表皮剥脱毒素
（ET）は、デスモソームの接着蛋白で
あるデスモグレイン 1（Dsg1）を標的と
する外毒素である。既報告において、S. 
aureus が産生する ET には 3 種の型別 
（ETA, ETB, ETD）が存在することが示
されている。ET を皮下投与したマウス
では、Dsg1 による細胞間接着が傷害さ
れた結果、角化細胞間の離開が認められ
る。また S. pseudintermedius が保有する
する ET 遺伝子が過去に 2 種類同定され、
同遺伝子の組換え蛋白を皮下投与され
たイヌでは前述のマウスと同様の現象
が認められることが示されている。一方
で S. schleiferiがETを産生するかについ
ては、研究開始当初には報告されていな
かった。 
近年の報告において、S. aureus が産生

する ET は、表皮上層に存在するタイト
ジャンクションを通過できないことが
示された。このことから ET 産生能を有
するブドウ球菌株が、どのようにして角
層表面から皮膚に浸入するかについて
は、研究開始当初には不明のままであり、
病態解明が急務であった。 

 
２．研究の目的 
 

本研究では S. schleiferiからの et 遺伝子
の検出を試みたと共に、et 遺伝子を保有
するブドウ球菌がどのようにして表皮
内へと侵入するかを解析した。またブド
ウ球菌の角層通過機構について、特に角
層セラミドの発現量に着目して解析を
行った。 

 
３． 研究の方法 
 
(1) S.scleiferi 株のゲノム全塩基配列解析 

S.scleiferi 株のゲノム全塩基配列を次世
代シーケンサー（MiSeq System，Illumina, 
San Diego, CA, USA）を用いて実施した。 

 

(2) et遺伝子を保有する S. aureus株の経皮侵
入機構解析 
etb 遺伝子を保有する S. aureus 株

(#TY184, #N1, #N2)を、下記の手順により
マウス耳介前縁に塗布して膿痂疹モデル
マウスを作成した。 
まず Balb/C Cr Slc マウス（三協ラボサー

ビス、東京）の耳介前縁にテープストリッ
プ法を 7 回施し、角層の一部を除去した。
続いて 2 x 108 CFU の S. aureus 株を含むガ
ーゼを上述の部位に貼付した。一部のマウ
ス で は 、 前 述 の 処 置 を 施 す 前 に
cyclophosphamide 2 mg/head (CPA，エンド
キサン、塩野義製薬、大阪,)を 5 日連続で
腹腔内投与して白血球減少症を誘導した。
S. aureus 株の貼付から 30 分、2 時間、4
時間、6 時間後にマウスを安楽死したあと
に耳介を採取し、病理組織学的解析を実施
すると共に、抗 Staphylococcus ウサギ抗血
清（CH91, 動物衛生研究所、播谷亮先生
より譲渡）および抗ケラチンマウスモノク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ AE1+AE3, Progen, 
Heidelberg, Germany）を用いた二重免疫蛍
光染色により解析を行った。核染色には
Hoechst 33258 (Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA)を用いた。 
角化細胞間隙の基底膜単位長あたりに

おける頻度および面積、ならびに表皮内浸
潤した S. aureus の基底膜単位長あたりに
おける頻度の解析には、GraphPad Prism 6 
software (GraphPad Software, La Jolla, CA, 
USA)を用いた。 

 
(3) ET による表皮内膿疱形成機構の解析 

3 種の et 遺伝子をいずれも保有しない
S. aureus 株（#N3, #N4, #N5）の菌液を、
前述と同様の手法でマウス耳介前縁に貼
付した。貼付から 6 時間後に耳介を採取
し、前述と同様に病理組織学的解析及び
二重蛍光免疫染色による解析を実施した
とともに、角化細胞間隙の基底膜単位長
あたりにおける頻度および面積、ならび
に表皮内浸潤した S. aureus の基底膜単位
長あたりにおける頻度を etb 遺伝子保有
群と比較した。 

 
(4) イヌ再発性膿皮症の症例における角層細

胞間脂質分析 
再発性表在性膿皮症を自然発症したイ

ヌ 6 頭（疾患群）と、疾患群と犬種・年
齢・性別が合致した健常犬 6 頭（対照群）
を本研究に用いた。再発性表在性膿皮症
の定義は、過去に表在性膿皮症を 3 回以
上発症した履歴を有するイヌとした。ま
た健常犬には、表在性膿皮症の既往歴を
もたないイヌを用いた。試験への組入条
件として、試験の 5 日前より外用薬やシ
ャンプーの使用歴がないこととした。 
イヌの鼠径部にテープストリップ法を

施して角層を採取し、ヘキサンにテープ



を浸漬させて角層成分を抽出した。その
後クロロホルム/メタノール混合液を用
いて脂質を抽出した。脂質抽出物中の脂
質構成を、高速薄層クロマトグラフィー
により解析した。また同様に採取したテ
ープを 0.1N NaOH 水溶液に浸漬してタ
ンパク成分を抽出し、BCA Protein Assay 
Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA)を用いて角層中のタンパク量
を定量して、単位タンパク質あたりの脂
質量を定量した。 

 
４． 研究成果 
 
(1) S.scleiferi 株のゲノム全塩基配列解析 

培養上清がイヌ Dsg1 を消化する
S.scleiferi 株についてゲノム全塩基配列
解析を実施したが、et 遺伝子と相同性の
高い塩基配列は同定できなかった。 
 

(2) 膿痂疹モデルマウスの作出（図 1） 
etb 遺伝子を保有する S. aureus 株

(#TY184, #N1, #N2)の菌液をマウス耳介
前縁に貼付したところ、塗布後 6 時間目
には病理組織学的に膿痂疹と矛盾のない
表皮内膿疱が貼付部位に認められ、膿疱
内には好中球を混じていた。またグラム
染色を実施したところ、膿疱内にグラム
陽性球菌が認められた。 

図 1 膿痂疹モデルマウスの作出。H&E: 
Haematoxylin and eosin. 表皮内にグラ
ム陽性球菌を含む好中球性膿疱が認め
られる。二重免疫蛍光染色により、S. 
aureus の一部が表皮内裂隙に侵入する
像が認められる。 

 
二重蛍光染色法の結果、病変部ではケ

ラチン陽性細胞に囲まれた表皮内裂隙が
認められ、裂隙内には S. aureus が侵入し
ていた。以上の結果より、本研究では膿
痂疹の所見を再現したモデルマウスを作
出することに成功した。 

(3) 膿痂疹モデルマウスにおける膿疱形成機
序の経時的解析 

前述の膿痂疹モデルにおける膿疱形成
機序を経時的に解析した（図 2）。その結
果、S. aureus 菌液の貼付後 4 時間より好
中球が表皮内へと浸潤し始め（14/18 切
片）、6 時間後には全ての組織切片におい
て大型の表皮内膿疱が形成された（18/18
切片）。一方で S. aureus は菌液の貼付後 4
時間までは皮表で認められたのに対し、
表皮内に侵入する像は認められなかった
（0/18 切片）。しかしながら貼付後 6 時間
の時点では、全ての組織切片で表皮内裂
隙中に S. aureus が認められた（18/18 切
片）。 

図 2 膿痂疹モデルマウスにおける膿疱
形成機序の経時的解析。(A)病理組織学
的所見ならびに二重免疫蛍光染色所見。
好中球は菌液の貼付後 4時間で表皮内へ
と浸潤し、6 時間後には大型の表皮内膿
疱を形成している。一方で S. aureus は
菌液の貼付後 4時間までは表皮内に認め
られなかったのに対し、6 時間後には表
皮内裂隙中に S. aureus が認められる。
(B)基底膜単位長あたりの膿疱の頻度、
表皮内裂隙の面積および基底膜単位長
あたりの表皮内 S. aureus菌株数の経時
的推移。S. aureus は膿疱形成後に表皮
内へと侵入している。 

 
続いて S. aureus の表皮内浸潤における

好中球の役割について解析を行った。



CPA を腹腔内投与したマウス(n=6)の耳
介に S. aureus 菌液を貼付し、6 時間後に
おける組織学的変化を対照マウス（n=6）
と比較した（図 3）。その結果、CPA 投与
マウスでは菌液の貼付後 6 時間において
表皮への好中球浸潤が認められず、また
表皮内にグラム陰性球菌または S. aureus
が侵入する像も認められなかった（0/18
切片）。 

 

 
図 3 CPA 非投与マウスおよび投与マウ
スにおける菌液貼付後 6時間の組織学的
変化。非投与マウスでは好中球性膿疱お
よび S. aureusの表皮内侵入が認められ
るのに対し、投与マウスではいずれの所
見も認められない。両群における表皮内
裂隙の面積および基底膜単位長あたり
の表皮内 S. aureus 菌株数の比較を下グ
ラフに示す。投与マウスではいずれの個
体でも表皮内膿疱や表皮内 S. aureusが
認められない。 

 
 

以上の結果より、膿痂疹モデルマウス
における膿疱形成の初期においては、S. 
aureus は単独で表皮内へと侵入出来ず、
好中球性膿疱が形成された後に表皮内へ
と侵入出来ることが示された。この事実
は S. aureus が、好中球により形成された
角化細胞間の裂隙を介して表皮内へと侵
入する可能性を示唆する結果となった。 

 
(4) 膿痂疹モデルマウスにおけるETBの役割 

膿痂疹モデルマウスにおける ETB の
詳細な役割について検討するため、以下
の検討を行った。etb 遺伝子保有株（n=3）
と et 遺伝子非保有株（n=3）（図 4）の菌
液を、それぞれマウス耳介前縁に貼付し
て膿痂疹モデルマウスを作成し、形成さ
れた膿疱について比較検討を行った（図
5）。 

図 4 Multiplex PCR 解析による S. 
aureus et遺伝子の検出。 

 
その結果、etb 遺伝子保有株と et 遺伝

子非保有株のいずれも、菌液の貼付後 4
時間から表皮内裂隙を形成し（etb 遺伝子
保有株貼付群：14/18 切片、et 遺伝子非保
有株貼付群：12/18 切片）、貼付後 6 時間
では全ての組織切片で表皮内裂隙が認め
られ、裂隙内には S. aureus が認められた
（18/18 切片）。 

 



図 5  etb 遺伝子保有株貼付マウスお
よび et 遺伝子非保有株貼付マウスに
おける菌液貼付後 6 時間の組織学的変
化。(A)いずれの菌液を貼付したマウス
でも好中球性膿疱および S. aureus の
表皮内侵入が認められる。(B) 基底膜
単位長あたりの膿疱の頻度、表皮内裂
隙の面積および基底膜単位長あたりの
表皮内 S. aureus菌株数の菌株間比較。
etb遺伝子保有株貼付群では et遺伝子
非保有株貼付よりも表皮内裂隙の面積
が広い。 
 
菌液の貼付後 6 時間における表皮内裂

隙の面積については、etb 遺伝子保有株を
貼付した群では et 遺伝子非保有株貼付群
よりも有意に高値を示した（p<0.001）。
しかしながら基底膜単位長あたりの表皮
内裂隙の頻度や表皮内 S. aureus の菌株数
には、両群間で差が認められなかった
（p>0.05）。 

以上の結果より、etb 遺伝子保有株貼付
群では et 遺伝子非保有株貼付群よりも、
表皮内裂隙の面積が広いことが示された。
このことから ETB は、菌株が表皮内へと
侵入した後に、好中球による菌の貪食か
ら逃れるために細胞間裂隙を開大させる
役割を有する可能性が示唆された。 

 
(5) イヌ再発性膿皮症の症例における角層細

胞間脂質分析 
 

再発性膿皮症症例犬および健常犬の間
で、角層細胞間脂質である総セラミド
（CER）、遊離脂肪酸（FFA）およびコレ
ステロール（CHO）、ならびに皮脂成分で
あるコレステロールエステル（CE）、ワ
ックスエステル（WE）およびトリグリセ
リド（TG）の発現量を比較した。 

その結果、角層細胞間脂質のうち総
CER 量については、症例犬群で対象犬群
よりも有意に低値を示したのに対し
（p<0.01）、FFA 量および CHO 量につい
ては両群間で差は認められなかった
（p>0.05）（図 6，7）。 

 

図 6 薄層クロマトグラフィーによる CER, 
FFAおよび CHOの分画。 

 

図 7 対照犬及び症例犬における総 CER量、
FFA 量および CHO 量の比較。**：p<0.01。 

 
一方で皮脂を構成する CE, WE, TG 量

については、症例犬と対照犬との間で有
意な差は認められなかった（p>0.05）（図
8）。 

図 8 対照犬及び症例犬における CE量、
WE 量および TG量の比較。 

 
以上の結果より、イヌ再発表在性膿皮

症の症例では健常犬と比較して、角層細
胞間脂質の重要な成分であるセラミド
量が減少していることが示された。この
ことから本症の発症機序において、角層
における脂質バリア機能の低下が重要
な役割を示す可能性が示唆されたとと
もに、脂質バリアの補充が本症の予防に
有効となる可能性が示唆された。 
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