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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎（AD）において表皮角層バリア異常は病態的に重要性である。バリア機構
は構造蛋白質によって構築され、プロテアーゼが調節するため、それらを同時に把握する必要がある。本研究では、AD
患者の角層を非侵襲性のテープストリッピング採取することにより得て、角層抽出蛋白質をプロテオーム解析し、炎症
関連血漿蛋白質、角層バリア機能に関わる蛋白質、角層バリア機能に関わるプロテアーゼ、抗菌ペプチド、汗関連蛋白
質に分けることができた。例えば、汗関連物質の中でGCDFP15がAD角層では減少していることを明らかにし、発汗状態
のマーカーになることを示した。

研究成果の概要（英文）：The significance of stratum corneum (SC) barrier has been strengthened in the 
pathogenesis of atopic dermatitis (AD). Many other SC constituents and proteases are also known to be 
involved in the barrier. Here, we sought to identify and quantify wide-ranging proteins by proteome 
analysis of SC samples obtained by using a noninvasive tape stripping technique. We categorized the 
representative substances into 5 groups: inflammation-associated substances, SC barrier constituents, SC 
barrier-related enzymes, antimicrobial peptides, and sweat-associated substances. Many substances were 
changed in their amounts in AD-SC compared with healthy control (HC) SC. For example, the amounts of 
GCDFP15 were significantly lower in AD than HC. The sweat samples from AD patients also had lower levels 
of GCDFP15 concentration. GCDFP15 in SC is a potential marker for dysregulated sweating in AD.
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１．研究開始当初の背景 
 
アトピー性皮膚炎（AD）は表皮角層バリアの
障害により、外来抗原の角層透過性が亢進し、
さらに抗原との接触や掻破が角化細胞、樹状
細胞、T 細胞の免疫系を促進することによっ
て発症する。表皮バリア機構はフィラグリン
（FLG）を始めとする構造蛋白質によって構
築され、それを分解するプロテアーゼとその
インヒビターが調節する。従来、バリア機能
を測定する方法として経表皮水分蒸散量、角
質水分量などが行われてきた。しかしバリア
機能を角層蛋白質の種類と量の変化で把握
できれば、バリア障害の直接的原因に迫るこ
とが可能である。しかしバリア状態は、併存
する炎症、発汗、抗菌ペプチド作働などと深
く関わっており、それらを同時に把握する必
要がある。 
 
２．研究の目的 
 
角層における蛋白質の種類とその量を包括
的に測定することにある。対象疾患としては、
外因性 AD、内因性 AD、尋常性魚鱗癬、健常
人である。 
 
３．研究の方法 
 
AD 患者、尋常性魚鱗癬患者、健常人の角層
を非侵襲性のテープストリッピング採取す
ることにより得た。角層より蛋白質を抽出し、
これらを Q-extractable orbitrap LC/MS/MS に
て解析した。 
角層採取から定量までは以下の方法によっ
て行った。 
(1) 角層採取テープをトルエンに浸漬 
(2) 溶解しないテープを除去  
(3) 遠心とトルエン洗浄 6 回  
(4) 角層蛋白抽出，乾燥，Tris-HCl containing 

1% SDS に溶解 
(5) 再構築 Urea and ammonium bicarbonate 
(6) 消化 In-solution tryptic digestion and 

guanidination kit  
(7) 溶解 formic acid solution 
(8) 解析 Q Exactive hybrid quadrupole-orbitrap 

mass spectrometer 
(9) 物質の同定 Mascot search engine against 

SwissProt database 
(10) 定量 proteome discoverer v.1.4 software 
 
４．研究成果 
 
440 の蛋白質を同定することができた。これ
らは、1）角層バリア機能に関わる蛋白質、2）
角層バリア機能に関わるプロテアーゼ、3）
抗菌ペプチド、4）汗関連蛋白質、5）炎症関
連血漿蛋白質、以上 5 群に分けることができ
た。これらの蛋白質の中には、健常人角層で
の量と有意に異なるもの、外因性と内因性
AD によって異なるものなどがあった。とく

に汗関連物質の中で GCDFP15 の角層抽出蛋
白質での定量を行い、AD 角層では減少して
いることを明らかにした。この GCDFP15 の
減少は、エクリン腺分泌部での減少と関連し
ていることを免疫組織学的染色で明らかに
した。以上のように様々なバイオマーカーと
成りうる分子を同定し、その一部をさらに掘
り下げて AD での病態関連分子として解析す
ることができた。 
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