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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎とその関連疾患（尋常性魚鱗癬, Netherton症候群、炎症型ピーリ
ングスキン病）の病態を角層細胞を用いて非侵襲的に解析し、各疾患に特徴的なパターンが得られ、炎症型ピー
リングスキン病のスクリーニング検査としても有用性と考えた。
角層細胞の接着分子であるコルネオデスモシンの異常による炎症型ピーリングスキン病の患者の遺伝子解析を行
い、遺伝子の完全欠損であることと、これが日本人患者に特有の創始者効果によることを解明した。
アトピー性皮膚炎で角層が肥厚している機序を研究し、細胞を剥離する酵素の分泌が不十分であることと、酵素
を阻害する分子の発現が亢進しているためと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Distribution patterns of desmosomal molecules in atopic dermatitis (AD) and 
related diseases (ichthyosis vulgaris, Netherton syndrome and the inflammation type peeling skin 
disease (IPSD)) were non-invasively analyzed. The characteristic pattern was obtained in each 
disease, and it seems to be a useful screening test for IPSD.
Gene analysis of an IPSD patient revealed a complete loss of the corneodesmosin gene due to a 
founder effect among Japanese patients.
The mechanism for thick AD stratum corneum was studied and incomplete secretion of a desquamation 
enzyme (KLK7) and increased expression of its inhibitor (LEKTI) were found.

研究分野： 皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 従来、Elias らのグループを中心として
表皮角層の構造と機能は煉瓦とモルタルに
例えて理解されてきた。すなわち角層細胞が
煉瓦に、その間を埋める脂質はモルタルに相
当するとの考えであった。しかし我々は角層
細胞同士の接着に最も重要なはたらきをし
ているのは角層デスモソーム（コルネオデス
モソーム）（以下、CD と略す）と考えており
専門家の間でも意見の食い違いがあった（下
図）。 

 

(2)我々の グループは CD 固有の成分である
コルネオデスモシン（CDSN）の欠損マウスが
致死的であり、CD の形態異常がおきること、
細胞間剥離が顆粒層と角層の境界部でおこ
ることを見いだしていた（Matsumoto  M, et 
al. Proc Natl Acad Sci, USA, 2008）。 
 
２．研究の目的 
(1) CDの形成や分解の仕組みの詳細を明らか
にする。 
 
(2)魚鱗癬やアトピー性皮膚炎（AD）におけ
る角層の剥離機能の異常の病態メカニズム
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 角層検体採取、角層水分量、経表皮水分
蒸散量（TEWL）測定 
文書による同意を得たのち、AD患者の皮疹部、
治療中で軽度に湿疹病変が残る部位 (AD 
under treatment)、無疹部(AD nonlesion)、
正常コントロールとして AD の既往のないボ
ランティア(normal control)から、粘着テー
プを用いて角層検体を採取した。同時に、角
層水分量と TEWLも併せて計測した。 
 
(2) 免疫染色 
診断目的で得られた AD lesion 及び normal 
control 検体はホルマリン固定後包埋した。
テープ剥離で得た角層検体は未固定で使用
した。一次抗体として抗デスモグレイン
（Dsg）1 抗体、抗デスモコリン（Dsc）1 抗
体、抗 CDSN抗体、抗 KLK7抗体、抗 LEKTI抗
体を用いた。二次抗体で染色後、共焦点レー
ザー顕微鏡を用いて観察、撮影した。テープ
剥離角層の CDSN 免疫染色像を用いて、角質

細胞表面の染色パターンを peripheral, 
dense diffuse, sparse diffuse, partial 
diffuseの 4種に分類し、AD lesionと normal 
control の染色パターンの比率を百分率で表
した。また、テープ剥離検体の Dsg1 免疫染
色像から角質細胞の面積を計測した。 
 
(3) 通常電顕及び免疫電顕 
 文書による同意を得て採取した normal 
control 及び AD lesion 検体を用い、通常電
顕は‘half-strength’ Karnovsk 固定液、四
酸化オスミウムで、免疫電顕は 2%パラフォル
ムアルデヒドで固定後包埋した。免疫電顕は
一 次 抗 体 に 抗 KLK7 抗 体 を 用 い
post-embedding 法で行った。KLK7 の層板顆
粒からの分泌を観察するため、最深部の角質
細胞を、細胞外、細胞質内、空胞内の 3か所
に分け、角質細胞の一定面積あたりの KLK7
を標識した金コロイドの数を計測した。 
 
(4) Western blotting  
診断目的で得られた AD lesion 及び normal 

control 検体はディスパーゼで表皮を分離し
た。テープ剥離で得られた角層検体は、テー
プごとトルエンにつけてテープと粘着剤を
除去した。それぞれの検体から抽出した蛋白
を電気泳動で分離し、Cdsn、KLK7、LEKTI

の発現を確認した。 

 

（5）in situ zymography 

テープ剥離角層検体に蛍光標識がついたカ
ゼインを反応させ、KLK 阻害剤のあるなし
でその角質細胞表面積当たりの輝度を求め
た。阻害剤のないものから阻害剤のあるもの
の輝度を差し引いた差を KLK の活性として
比較検討した。 

 

（６）天然保湿因子計測 

テープ剥離角層検体を用い HLPC/MS で角
層 中 の ア ミ ノ 酸 総 量 、
2-pyrrolidone-5-carboxylic acid (PCA) 、
urocanic acid (UA)を天然保湿因子として計
測、角層中のタンパク総量との比で標準化し
た。 

 

（７）遺伝子解析 

患者より同意を得た後、末梢血から DNA を
採取した。定量的 multiplex PCR short 

fluorescent fragment 解析、ハプロタイプ解
析、ゲノム配列解析を標準的な方法によって
行った。 

 

（８）統計学的解析 

AD lesion と normal control 群で、年齢、性
別、テープ剥離検体採取時の室温、湿度に有
意差がないことを確認し、KLK 活性につい
て Welich の t 検定で解析を行った。 

AD lesion と normal control それぞれの角質
細胞で、CDSN が dense diffuse パターンを
示す割合を目的変数として、CDSN 分解阻害



に関る説明変数の候補に角層中のアミノ酸
総量、PCA、UA、角質細胞表面積、年齢、
性別、角層水分量、TEWL、KLK 活性を用
いて重回帰分析を行い、P<0.05 を統計学的
に有意と判定した。 
 
４．研究成果 
(1) AD とその関連疾患（尋常性魚鱗癬, 
Netherton 症候群、炎症型ピーリングスキン
病）の病態の違いを非侵襲的にテープストリ
ップにより剥離した角層細胞をもちいる方
法で検討した。剥離細胞上の 3種のデスモソ
ーム構成分子の分布、細胞の大きさを比較し
たところ、疾患ごとに特徴的なパターンがみ
られ、臨床的有用性が示唆され、さらに炎症
型ピーリングスキン病では CDSN の欠損のス
クリーニング検査としての有用性を報告し
た(J Dermatol Sci, 2013 Oct;72:54)。 
 
(2) CD に特有の分子である CDSN の遺伝子異
常による疾患である炎症型ピーリングスキ
ン病の日本人患者の遺伝子解析を行い、遺伝
子の完全欠損によっていることをつきとめ
るとともに、本症における表皮剥離は層板顆
粒の分泌と同期して生じていることをつき
とめ（Exp Dermatol, 2014 Jan;23:60）、さ
らに他の地域の患者のハプロタイプと比較
することにより、この遺伝子欠損パターンは
日本人患者に特有の創始者効果であること
を発見して報告した（J Dermatol Sci, 2016 
May;82:134）。 
 
(3) ADにおける角層のコルネオデスモソーム
の分解異常の状態とそのームの主要な分解
酵素である KLK7の分泌不全ならびに、KLK の
阻害分子である LEKTIの発現亢進がおきてい
ることを突き止め J Invest Dermatol 誌に報
告した（2017 Feb;137:449）。 
 
(4) これまでの我々のこの分野の研究成果
とデスモソーム、CD に関する最新の情報と遺
伝性皮膚疾患との関係を下図のようになる。
こ れ ら は 総 説 と し て G Ital Dermatol 
Venereol 誌 に 発 表 し た （ 2017 
Apr;152:148-157）。 
 

 

正常表皮の顆粒層から角層にかけての構造

（a）の構造と、ネザートン症候群（b）、炎
症型ピーリングスキン病（c）、SAM症候群（d）、
魚鱗癬未熟児症候群（e）における病態のモ
デル図。 
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