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研究成果の概要（和文）： 

神経とマスト細胞の両者に発現する IgCAM型接着分子 CADM1は神経‐マスト細胞相互作用

を促進する。ハプテン誘導型アトピー性皮膚炎マウスモデルの病変皮膚及び正常皮膚から、レ

ーザーマイクロダイセクション法によりマスト細胞だけを選択的に採取した。RT-PCR によっ

て病変内マスト細胞における CADM1の発現上昇が検出された。従って、アトピー性皮膚炎で

は神経‐マスト細胞相互作用が増強し、マスト細胞の脱顆粒が誘発される可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Atopic dermatitis (AD)-like lesional and non-lesional mast cells were separately collected 

by laser capture microdissection. Increased expression of CADM1 in lesional mast cells 

appeared to be a cause of enhanced sensory nerve-mast cell interaction in AD. 
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１．研究開始当初の背景 

レーザーマイクロダイセクション（laser 

capture microdissection、以下 LCM）法は、

倒立顕微鏡の電動ステージ上のスライドガ

ラスに YAG（3倍高調波）レーザーのパルス

が集光する装置を使って、スライドガラス上

の組織切片から目的とする細胞或いは組織

のみを迅速に容易にかつコンタミネーショ

ンなく採取する実験手法である。この方法は

10年程前から医学・生物学の分野で繁用さ

れるようになり、これまでに多くの研究成果

が報告されている。LCM法を適用すれば、

細胞種ごとに分別的に採取することが可能

である。しかしながら今日までに病変内に

個々ばらばらに存在するような病態に責任

性或いは関連性を有する細胞（炎症細胞な

ど）自身を標的とした形で LCM法が応用さ

れた報告例は著しく少ない。その理由は主と

して採取後の検体処理方法・解析方法の限界

にあったと思われる。しかし、最近の分子生

物学分野におけるめざましい技術革新の結

果、１細胞からでも DNA、RNA抽出を可能

とするキットや、ごく微量（例えば pgオー

ダー）の DNA、RNAを各分子間の相対的な

存在比を変えることなく μgオーダーまで増

幅するキットなどが市販されるようになり、

実際に広く使用されている。また、遺伝子変

異や遺伝子発現を網羅的に検索するための

マイクロアレイ技術がここ5年の間に急速に

進化し信用性の高いデータが得られるよう

になってきた。これらの最新の技術を LCM

法と組み合わせれば、種々の病変内に存在す

る個々の病態責任細胞或いは病態関連細胞

について網羅的な遺伝子変異・遺伝子発現解

析を行うことが可能であると期待される。そ

こで本研究課題では、この可能性を実現し実

用化するためのモデルケースとして１つの

病変における１種類の細胞を実験対象に据

え実験手順の具体的なノウハウについて検

討する。 

 

２．研究の目的 

ヒトの疾患ではしばしば病態に責任性或い

は関連性を有する細胞が集まって１つの病

変を形成している。病変を構成する細胞にお

ける遺伝子発現や蛋白発現は従来 in situ ハ

イブリダイゼーションや免疫染色により対

象を限定して個別的に調べられてきたが、近

年の技術革新の結果、病変内の個々の細胞に

おける遺伝子発現を網羅的に解析できる可

能性が出てきた。本研究課題では、レーザー

マイクロダイセクション法を活用してこの

可能性が現実的なものかどうか検討する。モ

デルケースとしてハプテン誘導マウス皮膚

炎病変に多数出現するマスト細胞を解析対

象とする。 

 

３．研究の方法 

Ａ．ハプテン誘導マウス耳介皮膚炎モデルの

作出 本モデルは奈良県立医科大学皮膚科

学教室（主任教授 浅田秀夫先生）にて共同

研究として作出して頂く。罹患耳介と未処理

の耳介（陰性対照）は個体から切離したら直

ちに凍結切片作製用にマウント剤とともに

急速凍結し冷凍保存する。 

Ｂ．レーザーマイクロダイセクション法によ

るマスト細胞の採取と RNA 抽出 ①罹患耳

介及び対照耳介の凍結検体から凍結切片（5 

μm厚）を作製し、-80度にて保存する。②ス

ライドを１枚取り出し、トルイジンブルーで

素早く染色する。乾燥後、直ちに LCM法に

供する。メタクロマジーにより赤紫に染まっ

ているマスト細胞を選択的に採取する。他の

細胞や間質組織の混入が最小限に抑えられ、



かつマスト細胞が集簇している領域を切り

取るよう留意する。以上の操作を１切片ごと

に行い、採取した組織はすぐに凍結保存する。

同一病変について約２０～５０枚の凍結切

片からマスト細胞を採取する。③LCM法で

採取された組織専用のキット（例えば、

Macherey-Nagel社製 NucleoSpin カラム）

を用いて罹患耳介と対照耳介のそれぞれか

ら全 RNAを採取する。 

Ｃ．遺伝子発現の網羅的比較解析 ①計画Ｂ

で採取できる全RNAの量は高々pgオーダー

と見込まれる。絶対量が DNAマイクロアレ

イ解析に必要な最小限を下回る場合には、市

販品（例えば、Epicentre社製 TargetAmp 

aRNA Amplification Kit）を使えば、μg オ

ーダーまで増幅できるとされている。②DNA

マイクロアレイ解析の実施は大阪大学感染

症 DNAチップ開発センター（センター長 野

島博先生）との共同研究を予定している。取

得データは同センターが有する高度に洗練

された遺伝子発現ソーティングなどの解析

ソフトを使って解析する。③接着分子 cell 

adhesion molecule-1（CADM1）は過敏性皮

膚炎やアトピー性皮膚炎増悪因子の可能性

があるので、罹患耳介マスト細胞において発

現が上昇する遺伝子群の中に CADM1が含

まれないか注目する。 

 

４．研究成果 

①ハプテン誘導マウス耳介皮膚炎モデルに

おいて、病変部は炎症細胞の浸潤を伴って肥

厚していた。②アルシャンブルー染色によっ

て、病変部マスト細胞数（321.2±31.2/mm2）

は正常部（89.0±11.6/mm2）よりも有意に上

昇していることを明らかにした。③RNA 分

解を最小限に止める必要があるため、短い時

間で鮮明に染色できる方法としてアルシャ

ンブルー染色よりもトルイジンブルー染色

のほうが適していた。また、メタクロマジー

により赤紫に染まっているため、LCM 法に

よってマスト細胞だけを選択的に採取する

ことができた。④LCM 法によって採取した

マスト細胞から全 RNA を抽出後、RT-PCR

によって CADM1 の発現を比較したところ、

病変内マスト細胞における CADM1 の発現

上昇が検出された。 

以上の結果より、アトピー性皮膚炎など神経

原性炎症病変内のマスト細胞においては一

過性に CADM1の発現が上昇した結果、神経

-マスト細胞相互作用が増強し、マスト細胞の

脱顆粒が誘発される可能性が示唆された。ま

た、１つの病変における１種類の細胞を実験

対象に据えた実験手順を確立することがで

きた。 
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