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研究成果の概要（和文）：ハプテン誘導型アトピー性皮膚炎マウスモデルにおける神経-マスト細胞間相互作用の実態
とIgCAM型接着分子CADM1の役割を解析した。病変内のマスト細胞数は健常対照の約５倍で、病変内の各マスト細胞にお
けるCADM1 mRNA発現は健常対照の約３倍であった。マスト細胞と後根神経節細胞との共生培養系において、マスト細胞
と神経突起との接着力、及び神経脱分極に応答するマスト細胞の割合は、マスト細胞におけるCADM1の発現レベルと相
関した。アトピー性皮膚炎ではマスト細胞におけるCADM1の発現上昇の結果神経-マスト細胞相互作用が増強しているた
め、精神的なストレスによって症状が増悪する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neuroimmunological disorders are involved in the pathogenesis of atopic 
dermatitis (AD), partly through enhanced sensory nerve-skin mast cell interaction. Cell adhesion molecule 
1 (CADM1) is known to mediate nerve-mast cell interaction. In a hapten-induce AD mouse model, AD-like 
lesional mast cells expressed three-fold more CADM1 transcripts than non-lesional mast cells. In 
nerve-mast cell coculture, CADM1 overexpression in IC2 mast cells strengthened dorsal root ganglion 
neurite-IC2 cell adhesion and doubled the population of IC2 cells responding to nerve activation. 
Increased expression of CADM1 in mast cells appeared to be a cause of enhanced sensory nerve-mast cell 
interaction in a hapten-induced AD mouse model, and might be involved in stress-induced deterioration of 
human AD.

研究分野： 実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
 精神的なストレスが疾患の発症に深く関
わり、諸症状の悪化を招く要因となる疾患群
はストレス関連疾患と総称され、代表的なも
のにアトピー性皮膚炎や過敏性腸症候群、気
管支喘息、片頭痛、円形脱毛症等がある。ス
トレス関与の機序として神経系と免疫系と
のクロストークが重要視されているが、その
実態は依然不明な点が多い。しかしながら、
先に挙げた疾患で主たる罹患部となる皮膚
や消化管粘膜、気管支粘膜、硬膜は、いずれ
も生理的にマスト細胞が豊富に分布する組
織である点は注目に値する。マスト細胞は好
中球等の顆粒球と同じく骨髄幹細胞の子孫
で免疫担当細胞であるが、他の免疫細胞とは
異なり、皮膚や消化管粘膜などの末梢組織に
生理的に一定の密度で存在している。末梢組
織における分布は一見ランダムであるが、詳
細に観察すると、神経線維（無髄性 C 線維や
交感神経末梢線維など）のごく近傍に存在す
るマスト細胞がしばしば見出され、電子顕微
鏡での観察ではシナプス様の細胞膜-細胞膜
の接面形成が確認されている。この接点を介
して、神経とマスト細胞との間では双方向性
の刺激伝達が行われる（神経－マスト細胞相
互作用）と考えられている。実際、神経の損
傷や炎症によって神経が活性化するとその
支配領域（逆行性伝達）に炎症反応が惹起さ
れる現象、神経原性炎症では、神経とそれに
接するマスト細胞が炎症惹起の基本単位と
見なされている。ストレス関連疾患の病態へ
の関与についても文献的に示唆されている。
アトピー性皮膚炎（マウスモデル）や過敏性
腸症候群（臨床検体）では、神経線維に接す
るマスト細胞数の増加が示されており、特に
過敏性腸症候群では、このマスト細胞数が腹
痛等の諸症状の重篤度と相関すると報告さ
れている。消化管粘膜のマスト細胞活性化と
消化管上皮バリア機能の低下の関連性が注
目されているので、過敏性腸症候群では、神
経－マスト細胞相互作用が増強していると
考えられる。 
 研究者は、2003 年にマスト細胞の IgCAM
型接着分子 CADM1（cell adhesion molecule 
1）を単離・同定し、本分子が神経にも発現
していることから、神経－マスト細胞間の接
着は CADM1 のホモフィリックな結合によ
って媒介されていることを明らかにした[Ito 
et al, Blood, 2003]。CADM1には alternative 
splicing により４つのアイソフォーム（A, B, 
C, D）が存在し、神経に発現する CADM1 の
アイソフォームは発生時期特異的にダイナ
ミックに変化する。このアイソフォーム変化
は、神経－マスト細胞間の接着を強めるとと
もに、両者間の刺激伝達を促進することがわ
かった[Ito et al, J Immunol, 2005]。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、ストレス関連疾患の病変
部に出現するマスト細胞において、接着分子

CADM1 の発現実態（発現レベルの変化、特
異的アイソフォームの出現など）を明らかに
し、その発現実態が、神経‐マスト細胞間の
接着、及び機能的相互作用をどのように変化
させるのかについて共生培養系で解明する。
これにより、ストレス関連疾患ではマスト細
胞における疾患特異的なCADM1発現により神
経‐マスト細胞相互作用が促進されている
実態を詳らかにする。即ち、本課題の目的は、
ストレス関連疾患の病態形成に関与する分
子・細胞基盤の一端を解明することである。 
 具体的には以下の実験を行う。 
（１）皮膚や腸粘膜に存在するマスト細胞を
レーザーマイクロダイセクション法によっ
て選択的に採取し、高品質な全 RNA を抽出
する（技術面の開拓）。 
（２）アトピー性皮膚炎（マウスモデル、及
び臨床病理検体）や過敏性腸症候群（臨床病
理検体）の病変内に存在するマスト細胞と、
非罹患部のマスト細胞から抽出した全 RNA
を定量的 RT-PCR 法によって解析し、非罹患
部マスト細胞との比較によって、アトピー性
皮膚炎や過敏性腸症候群のマスト細胞に特
異的な CADM1 発現の実態（発現レベルの変
化、特異的アイソフォームの出現など）を明
らかにする。 
（３）細胞培養系において、培養液中にフェ
ムト秒レーザーを集光させると集光点に衝
撃力が発生し、その衝撃力は同心円状に伝搬
する（数 100μmの範囲内で）。本レーザーを
接着している２細胞の近傍に集光して両者
を乖離させることにより、細胞間接着力を力
積[力(Newton)×時間(sec)]単位で見積るこ
とが出来る[フェムト秒レーザー照射アッセ
イ；Hosokawa, Ito et al, PNAS, 2011]。（２）
の結果にて得られた疾患特異的な CADM1
発現を培養系のマスト細胞で再現し、神経細
胞と共生培養して、マスト細胞を神経突起に
接着させる。この共生培養系において、フェ
ムト秒レーザー照射アッセイを行い、(a)マス
ト細胞の神経突起への接着力、及び(b)神経
細胞に脱分極刺激を加えた時、神経の活性
化に対するマスト細胞の応答効率（応答す
る細胞の割合）が疾患特異的な CADM1 発
現によってどのように変化するかを明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
Ａ．マウスアトピー性皮膚炎モデルの作出 
（１）trinitrochlorobenzene（TNCB）によ
るハプテン誘導型皮膚炎モデル（Balb/c）を、
奈良県立医科大学皮膚科学教室と共同研究
にて作出する。（２）処理耳介（右）と未処
理の耳介（左；陰性対照）を各個体から切離
し、レーザーマイクロダイセクション用の凍
結切片を作製する。 
 
Ｂ．ストレス関連疾患病理組織の収集 
（１）アトピー性皮膚炎：奈良県立医科大学
皮膚科にて、アトピー性皮膚炎と診断された



症例に対して、病理組織診断、又は治療目的
にて皮膚生検を行う場合、検体の一部を凍結
切片作製用に保存する。陰性対照としては、
皮膚良性腫瘍（表皮嚢胞など）の摘出術に際
し切除された非罹患部の皮膚を用いる。（２）
過敏性腸症候群：東京厚生年金病院消化器科
にて、Roma II の判定基準に基づき過敏性腸
症候群と診断された症例に対して、病理組織
診断、又は治療目的にて下部消化管内視鏡検
査を行う場合、生検組織の一部を凍結切片作
製用に保存する。陰性対照としては、内視鏡
的大腸ポリープ切除術に際し切除された非
罹患部大腸粘膜を用いる。 
 
Ｃ．病変内マスト細胞の採取と RNA 抽出・蛋
白抽出 
（１）凍結切片をエタノール：酢酸（19:1）
にて固定後、トルイジンブルー（0.05%、pH 
7.0）にて染色する。風乾後、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
レーザーマイクロダイセクションにて選択
的に採取する。実験群ごとに 500～1000 個の
マスト細胞を採取する。（２）RNA・蛋白抽出：
RNA 抽出には、微量の組織に対応した専用の
スピンカラムを、蛋白抽出には、蛋白分解酵
素阻害剤を含む溶解バッファーを用いる。 
 
Ｄ．病変内マスト細胞における CADM1 発現の
実態解析 
 定量的RT-PCR法：上記Ｃ-(２)で得た全RNA
を、CADM1 の４種のスプライシング・アイソ
フォーム（A, B, C, D）が検出できるプライ
マーを用いて解析する。罹患部マスト細胞で
は、CADM1 の発現レベルが上昇しているか調
べる。 
 
Ｅ．神経‐マスト細胞間相互作用の解析 
（１）力学的側面：内在性の CADM1 を欠くマ
スト細胞株 IC2 を用いて、Ｄの結果にて得ら
れた疾患特異的なCADM1発現を遺伝子導入法
にて再現する。マウス新生児より上頸神経節
（交感神経）及び後根神経節（知覚神経）を
採取し、グリア馴化培地中で培養し、神経突
起のネットワークを樹立する。上述の IC2 細
胞を神経突起ネットワーク上に播種し、IC2
細胞を神経突起に接着させる。この共生培養
系において、フェムト秒レーザー照射アッセ
イを行い、マスト細胞の神経突起への接着力
が径時的にどのように変化するか調べる。
（２）機能的側面：神経‐マスト細胞共生培
養系を蛍光 Ca2+指示薬（Fluo-8 等）で負荷
した後、サソリ毒添加により神経細胞を特異
的に活性化（脱分極）させる。サソリ毒添加
前後におけるマスト細胞内 Ca2+濃度変化を
経時的にトレースすることにより、神経活性
化に応答するマスト細胞の割合（応答率）を
調べる。 
 
４．研究成果 
（１）技術面での開拓：凍結切片の組織内か

らマスと細胞のみをレーザーマイクロダイ
セクション法によって選択的に採取し、その
細胞から高品質の全RNAを抽出する方法の確
立に成功した（伊藤、木村「新遺伝子工学ハ
ンドブック 改訂第５版」羊土社）。 
 
（２）マウスアトピー性皮膚炎モデルの解析
結果：アルシアンブルー染色によると、本病
変内のマスト細胞数は健常対照の約5倍であ
った。レーザーマイクロダイセクション法に
より凍結切片内のマスト細胞を選択的に採
取し、RT-PCR に供したところ、病変内のマス
ト細胞における CADM1 mRNA（isoform C）発
現は健常対照の約 3倍に上昇していた。免疫
染色にても同等の結果が得られた。 
 マスト細胞株 IC2 と後根神経節細胞（DRG）
とを共生培養し、IC2 細胞の DRG 神経突起へ
の接着力と、DRG が脱分極した際に応答（細
胞内 Ca2+濃度が上昇）する IC2 細胞の割合（応
答率）を算出した。IC2 細胞に CADM1 を高発
現させると接着力、応答率ともに上昇し、共
生培養系に抗CADM1中和抗体を添加すると濃
度依存性に接着力、応答率ともに低下した。
アトピー性皮膚炎ではマスト細胞における
CADM1 の発現上昇の結果神経‐マスト細胞相
互作用が増強しているため、精神的なストレ
スによって症状が増悪する可能性が示唆さ
れた。 
 
（３）神経‐マスト細胞間接着力の径時的変
化：野生型マウス骨髄由来培養マスト細胞
（CADM1 を豊富に発現）、或いは CADM1 を外来
性に発現する IC-2 マスト細胞株を DRG 神経
突起に接着させた後、フェムト秒レーザー照
射により、１培養系に付き約 200 個のマスト
細胞の接着力を共生培養開始後 6時間、12 時
間、24 時間、36 時間の時点で測定した。接
着力のヒストグラム（度数分布）は 6時間の
時点ではガウシアン分布に従う単峰性の曲
線を描いたが、12 時間ではもう一つの山がよ
り接着力の強い側に出現し始め、24 時間の時
点で完全な 2峰性となった。即ち、神経－マ
スト細胞間の接着は平衡状態に達すると、弱
い接着と強い接着の2つの様式があることが
判明した。神経突起上での CADM1 の発現を免
疫染色にて調べたところ、強い接着を生じる
部位は、抗 CADM1 抗体による染色が非常に濃
かった。以上の結果より、接着強度の違いが
生じる背景にはCADM1分子の神経突起上での
集積が重要な役割を果たしていると考えら
れた（論文投稿準備中）。 
 
（４）臨床病理検体の解析結果：皮膚真皮内
及び腸粘膜内のマスト細胞を採取し、定量的
RT-PCR 法にて CADM1 の発現解析を行った。対
照群での発現レベルに大きなばらつきがあ
ることが判明し、罹患群（アトピー性皮膚
炎・過敏性腸症候群）と対照群との比較にて
有意な差を見出すことは出来なかった。 
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