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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎では皮膚角層バリア機能が低下している。その原因に角質細胞間脂
質セラミドを構成する脂肪酸の長鎖/短鎖比率の低下がある。我々はこれまでにIFN-γが超長鎖脂肪酸セラミド
合成に重要な酵素ELOVLとceramide synthase（CerS）の発現を抑制することを培養表皮細胞で見いだしたが、今
研究では、マウスにダニ抗原またはイミキモドを反復塗布して誘発した皮膚炎を解析し、IFN-γの発現上昇とと
もに、ELOVL、CerSの発現低下、そして皮膚セラミドの長鎖脂肪酸/短鎖脂肪酸比率が低下することを示した。皮
膚炎におけるTh1サイトカインによる皮膚バリア機能低下機構の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ceramide plays an important role in the stratum corneum barrier functions as
 a major component of the intercellular lipid of corneocytes.  It has recently been shown that the 
average fatty acid (FA) chain length of ceramide correlates with the barrier function and is 
decreased in atopic dermatitis.  We have previously shown that the expression of elongase of very 
long-chain fatty acid (ELOVL) and ceramide synthase (CerS), the key enzymes in the long-chain FA 
ceramide synthesis, is decreased by IFN-γ in cultured keratinocytes.  In the present study, 
analysis of dermatitis caused by repeated exposure of mouse ear to mite antigen or imiquimod showed 
that increased expression of IFN-γ was correlated with decreased expression of ELOVL and CerS and 
decrease in long-chain FA ceramide.  These results strongly suggest that, in dermatitis where local 
expression of IFN-γ is increased, IFN-γ may disrupt skin barrier function by inducing 
compositional change in stratum corneum ceramide.

研究分野：皮膚アレルギー
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１．研究開始当初の背景 
 体内環境と外部環境のインターフェイス
にある皮膚のバリア機構は生体の恒常性維
持に必須であるが、特に角層バリア機能の低
下は経皮感作やアトピー性皮膚炎（AD）の発
症原因としても注目されている。角層バリア
機能は角質細胞コーニファイドエンベロー
プ、角質細胞内天然保湿因子と角質細胞間脂
質から成り立っている。セラミドは角質細胞
間脂質の主要成分で、AD では減少している
が、その化学的構造変化が角層バリア機能に
影響を与えることが明らかになりつつある。
つまり、セラミドはスフィンゴイド塩基と脂
肪酸から構成されるが、皮膚角層セラミドは
超長鎖脂肪酸の比率が高くそれが減少する
とバリア機能が低下することが示されてい
る 1)。そして AD ではこの超長鎖脂肪酸の比
率が低下していることが報告された 2)。 
我々は、超長鎖脂肪酸セラミド合成に重要
な二つの酵素、elongase of very long-chain fatty 
acid (ELOVL)と ceramide synthase (CerS)の発
現が IFN-γによって低下するが他のサイトカ
インでは影響されないことを培養ヒト正常
表皮細胞で見いだした。さらにヒト皮膚三次
元培養系において IFN-γは超長鎖脂肪酸セラ
ミドを減少させることを示した 3)。 

 
２．研究の目的 
 そこで、「皮膚炎局所で増加した IFN-γ は
ELOVL、CerS の発現低下を介してセラミド
の脂肪酸側鎖を短鎖化して角層バリア機能
を低下させる」という仮説をたてた。IFN-γ
は代表的な Th1 サイトカインである。一方
AD は Th2 疾患であるが、慢性皮疹部は Th1
細胞の浸潤もある。つまりこの仮説は「慢性
炎症（Th1）がバリア機能低下を引き起こす」
ことを意味するが、サイトカインバランスを
Th2から Th1に傾けることで ADは改善する
とも考えられている。この仮説を検証するこ
とで、ADにおける Th1の意義に迫ることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 上述した仮説をマウスを用いて in vivoで多
角的に検証した。 
（１）NC/Nga マウスにダニ抗原（mite fecal 
antigen: FAg）を反復塗布すると IFN-γ発現増
加を伴う皮膚炎を生じる 4)。このマウスを用
いて皮膚炎局所の IFN-γを含むサイトカイン
の発現、ELOVL、CerS の発現、さらに角層
セラミドの脂肪酸側鎖組成の変化を検討し
た。ダニ抗原はマウスの耳に週 2回、計 5回
塗布した。サイトカイン、酵素の mRNA発現
は quantitative RT-PCRで測定し、セラミドは
耳の表皮を分離し脂質抽出後、UPLC-ESI-MS
を用いた LC-MS にて ceramide [non-hydroxyl 
fatty acid and sphingosine] (CER[NS]) の脂肪
酸鎖長の解析、定量を行った。 
（ ２ ） BALB/c マ ウ ス に イ ミ キ モ ド
（imiquimod: IMQ）を反復塗布すると乾癬様

皮膚炎が生じるが、その際 IFN-γの発現増加
がないことが報告されているので 5)、このマ
ウスモデル系を用いて同様の検討を行った。
イミキモドは連日で計 8回塗布した。ダニ抗
原塗布実験と同様、サイトカイン、酵素、セ
ラミド[NS]分子種組成の解析を行った。 
（３）最後に、血中 INF-γの増加が ELVOL、
CerS発現、セラミド脂肪酸側鎖組成に与える
変化を、マウス IFN-γ 長期発現ベクター
pCpG-Muγ をマウスに hydrodynamic tail vein 
injection 法により単回投与し、肝細胞にとり
こませて IFN-γを発現させ、血中に持続的高
発現する方法 6)を用いて、耳皮膚で検討した。 
 
４．研究成果 
（１）FAg反復塗布による皮膚炎モデルでの
検証 

NC/Ngaマウスの耳に FAg を週 2回塗布す
ると、遅くとも 4回目までに皮膚炎を生じた。
5 回塗布後、耳の厚さの増加、血清 IgE の上
昇、経表皮水分蒸散量（transepidermal water 
loss:TEWL) の増加を確認した（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 

この炎症マウスの耳皮膚における各種サイ
トカインの発現を qRT-PCRで調べたところ、
IFN-γが 163倍に増加、TNFα、IL-17、IL-22
の発現も増加したが、IL-4、IL-5の発現量は
変化しなかった（図 2）。 



次に、ELOVL、CerS の発現を検討した。
ELOVLは 7つのアイソザイム、CerSは６つ
のアイソザイムが存在する。ELOVL4は超長
鎖脂肪酸セラミドの合成に必須なアイソザ
イムで、NC/Nga マウスでは最も多く発現し
ていた。CerSでは CerS4が最も多く発現して
いた。FAg 反復塗布で生じた皮膚炎では
ELOVL4 が 76.8%発現抑制され、2 番目に発
現の多い ELOVL6 は 89%の発現抑制がみら
れた。ELOVL3を除く他のアイソザイムも有
意な発現抑制がみられた（図 3）。 

CerSにおいても CerS4に加えて CerS1、CerS5
の発現が有意に減少したが、CerS2、CerS3は
軽度増加した（図 4）。 

 次に ELOVL、CerS の発現減少によりセラ
ミドの脂肪酸鎖長が変化するか検証した。
FAg反復塗布による皮膚炎では超長鎖脂肪酸
を有する CER[NS]、つまり C24-CER と
C26-CER が減少し、短鎖脂肪酸を有する
CER[NS]、つまり C14-、C16-、C20-CERの増
加が認められた（図 5）。 

 
（２）IMQ 反復塗布による乾癬様皮膚炎モデ
ルでの検証 

BALB/cマウスの耳に IMQを連日塗布する
と、5回目には皮膚炎を生じた。8回塗布後、
耳の厚さおよび TEWLの増加を確認した。 
FAg塗布と同様、各種サイトカインの発現を

qRT-PCRで調べたところ、TNFα、IL-17、IL-22
の発現が増加したが、IFN-γ は IL-4、IL-5 と
ともに有意な変化は認められなかった（図 6）。 

次に ELOVL、CerS の発現を検討した。
BALB/c マウスでも NC/Nga マウスと同様、
ELOVL4が最も多く発現し、ELOVL6がこれ
に続いた。CerSも同様で、CerS4の発現が最
も多かった。IMQ反復塗布で生じた皮膚炎で
は、ELOVL4 の発現に変化はなく、ELOVL6
の減少、ELOVL1の増加以外に変化はなかっ
た（図 7）。 

CerS では P<0.01 での有意な減少を示すア
イソザイムはなかった。一方 CerS3の発現が
顕著に増加していた（図 8）。 

IMQ 反復塗布による皮膚炎のセラミド分
析では、図 9に示すように CER[NS]の脂肪酸
側鎖の解析で C24の増加はみられたが、超長
鎖脂肪酸の有意な減少はみられなかった。 



（３）血中 IFN-γ高発現マウスでの検討 
 マウス IFN-γ 長期発現ベクターpCpG-Muγ
を hydrodynamic tail vein injection 法にて
NC/Nga マウスに単回投与したところ、血清
IFN-γは 24時間後には最高濃度 146 ng/mlに
達し、その後 2週間は 8 ng/ml前後の濃度を
維持した（図 10）。投与後 2 週間の時点で、
マウスの外観上の変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 FAg、IMQの実験と同様に投与マウスの耳
における ELOVL、CerS の各アイソザイムの
発現量の変化を qRT-PCRにて調べたが、いず
れのアイソザイムにおいても発現量に変化
はみられなかった（図 11、12）。 

 
 また、これらの結果に矛盾することなく、
CER[NS]の脂肪酸組成にも変化はみられなか
った（図 13）。 
 
 
 

 
（４）結果のまとめおよび結論 
FAg反復塗布による皮膚炎では IFN-γの発現
が増加し、長鎖脂肪酸セラミド合成に重要な
ELOVL、CerSのそれぞれ 7アイソザイム中 6
個、6 アイソザイム中 3 個のアイソザイムの
発現量の顕著な低下がみられ、そして超長鎖
脂肪酸セラミド（C24-と C26-CER）が減少す
ることが観察された。一方 IMQ反復塗布皮膚
炎では、IL-17の発現は増加したが IFN-γの発
現は増加しなかった。そして ELOVL、CerS
においては発現が有意に減少するアイソザ
イムは認められず、セラミドの脂肪酸組成も
不変であった。また、血中 IFN-γを高濃度に
維持しても、ELOVL、CerS、セラミド脂肪酸
組成は不変であった。 
 以上の結果から、皮膚局所での IFN-γ発現
の増加する皮膚炎においては、 IFN-γ は
ELOVL、CerS の発現減少を介してセラミド
脂肪酸組成を短鎖化し、バリア機能の低下に
関与することが強く示唆された。血中 IFN-γ
濃度の上昇で変化がなかったのは、表皮顆粒
層までは IFN-γの作用が及ばなかったと考え
られる。慢性期 ADでは Th1細胞の浸潤が見
られる事が知られている。一般にアレルギー
バランスが Th1に傾くとADは改善すると言
われているが、本研究によって、慢性期 AD
におけるTh1細胞の浸潤はむしろバリア機能
低下の原因のひとつとなっている可能性が
あることが示された。この可能性を検証する
ため、今後、実際の AD患者皮膚でのサイト
カイン環境を調べる方法を確立する必要が
あり、非侵襲的検査法の研究を開始している。 
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