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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎自然発症モデル・NC/Tndマウスを用いて皮膚炎発症と皮膚内環境の
変化、特に酸素濃度との関連性について比較、解析を行った。SPF環境下で飼育した皮膚炎未発症のNC/Tndマウ
スを対照として、皮膚炎を発症しているマウスに酸素濃度インディケーターであるpimonidazoleを注射したの
ち、それぞれのマウスの背部皮膚を採取して免疫組織化学染色を実施、発症初期の皮膚内酸素環境変化を解析し
たところ、とくに皮膚炎を発症したコンベンショナルマウスにおいて真皮層のpimonidazole陽性となる低酸素領
域が検出できた。この時皮膚のマスト細胞が、血管内皮成長因子を放出することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The relationship between the onset of dermatitis and changes in the 
intra-dermal environment, particularly oxygen concentration, was compared and analyzed using NC/Tnd 
mice, a spontaneous model of atopic dermatitis. The results showed that the hypoxic region in the 
dermis layer was positive for pimonidazole, especially in conventional mice that had developed 
dermatitis. The hypoxic region in the dermis layer was positive for pimonidazole. It was found that 
skin mast cells release vascular endothelial growth factor at this time.

研究分野：動物生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸素濃度の変化によってマスト細胞は脱顆粒を起こし、炎症性メディエーターを放出することを明らかにし、こ
の研究成果をもとに、マウスの相対的低酸素暴露モデルを作出し、アナフィラキシー様の症状を誘導することに
成功した。このモデルでは、相対的低酸素にさらされてすぐに、全身的なマスト細胞の脱顆粒が誘導され、血管
透過性の亢進や、血圧の低下、体温低下など、マウスにおける典型的なアナフィラキシー症状が誘導されること
を発見した。これは、抗原抗体反応によらない、新たなアナフィラキシー発症メカニズムの発見であり、高濃度
の酸素を投与する治療からの脱却プロセスなどに、一石を投じる研究成果となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 疾患の発症過程を有機的に捉えようとするとき、その発症する局所の細胞やそれを取り巻く
微小環境の変化を切り離して解析することは有効ではない。生体を構成する細胞は常に動き、形
態を変え、環境に応答する。一方で、細胞を取り巻く微小環境は常に外部あるいは内部の変動を
反映、または呼応して、可塑的な恒常性維持機能を媒介している。酸素や栄養は、細胞が正常な
機能を維持し、生体が恒常性を保つための極めて重要な要素である。そして、これらの要素が腫
瘍性疾患などにおいて正常な状態とは異なっていることが近年注目を集めている（Nature 
Reviews Cancer 2016;16:663-673., Trends Cell Biol.2017;27:863-875.）。全身性硬化症におけ
る皮膚局所の酸素濃度低下していること（J. Rheumatol. 2010；37:1968-1969.）、乾癬の皮膚に
おいて低酸素誘導因子の発現が亢進していること（J. Invest. Dermatol. 2007;127:2445-245）
などが報告されているが、発症との関連や組織の低酸素応答など、メカニズムの解析は全く行わ
れていない。また、リンパ球やマクロファージなど、代表的な免疫担当細胞が、低酸素培養を行
うことでサイトカイン産生などの機能が変化することが調べられているが、そのことと疾患発
症・増悪化との繋がりは不明なまま残されている。申請者らの研究グループは、組織の酸素環境
と免疫担当細胞のひとつであるマスト細胞の機能変化に早くから着目し、疾患モデルマウスを
用いて研究を行っていたところ、高濃度酸素飼育から正常酸素環境に戻された幼若マウスにお
いて、マスト細胞の過剰な脱顆粒や活性化が誘導され、網膜病態を形成する原因となるという知
見を見いだし、新たな新生児網膜症の病態機序を報告した（J. Clin. Invest. 2017;127:3987-
4000）。申請者らは、本研究でテーマとするアトピー性皮膚炎の病態解析にも多くの実績を有し
ているが、これまで組織酸素濃度に着目した解析研究は国内外でも行われていない。今回これま
での研究の中で発見した、疾患皮膚における組織酸素濃度の大きな変化とそれに呼応してプロ
ファイルを変える表皮や免疫細胞の機能に関する解析を連動・深化させ、アトピー性皮膚炎の新
たな病態解析と制御を展開する目的で本研究を立案した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、国際的な皮膚免疫・アレルギーの専門家である Dr. Arkwrightとの国際共同研究
を展開することで、アトピー性皮膚炎の病態発生機構に新たな知見を提供することを目的とす
る。研究代表者らは、モデル動物を駆使して、in vitroから in vivoまで幅広い研究をオーガナ
イズしてきた実績を有する。今回の研究で焦点を当てる組織酸素濃度について、アトピー性皮膚
炎での解析は全く行われておらず、疾患モデルを用いた研究とヒトサンプルでの解析を連動さ
せトランスレーション研究を推進することにより新たな治療戦略の提案が期待できる。Dr. 
Arkwright はマンチェスター大学内で遺伝子解析や組織学的分析のエキスパートとチームを構
成、疾患モデルを用いたトランスレーション研究の経験を積んだ代表者や若手研究者とタッグ
を組むことで、世界に先駆けて新奇性及び独創性の高い研究を進めることが可能となる。本研究
では、皮膚の微小環境における組織酸素濃度の変化が、表皮や真皮におけるアレルギー性炎症の
惹起や修飾、リモデリングに与える影響を詳細に解析することで、新たな病態発生メカニズムの
解明や治療戦略の提案につなゲルことを目的として研究を行なった。 
 
 
３．研究の方法 
１）皮膚の免疫組織科学的解析 
 8 週齢の C57BL/6J マウス、15 週齢のコンベンショナルおよび SPF NC/Tnd マウスから組織学
的サンプルを採取し、ホルマリン固定、パラフィン包埋を経て、薄切標本を作成した。低酸素領
域の可視化のため、マウスにはサンプリング前に pimonidazole hydrochloride を静脈内投与し
た。免疫組織化学的解析は、組織を一次抗体でインキュベートした後、Alexa Fluor 488 標識抗
ウサギ IgG 抗体または Alexa Fluor 647 標識抗マウス IgG 抗体でインキュベートした。マウス
肥満細胞の検出には、組織をアビジン-Texas Red で共染色し、4',6-diamidino-2-phenylindole
（DAPI）を含む Prolong Gold antifading reagent 中でマウントした。写真は BZ-9000 蛍光顕
微鏡を用いて撮影した。また免疫組織学的解析に際して、一次抗体として、抗ヒドロキシプロー
ブ-1、抗 HIF1、抗 VEGF、抗マスト細胞トリプターゼを用いた。 
 
２）培養細胞を用いた試験 
骨髄由来培養マスト細胞（BMCMCs）は、雄の NC/Tnd および C57BL/6J マウスの骨髄細胞から
作成した。これらは定法に則り、10% FBS および 10% pokeweed mitogen-stimulated spleen 
cell-conditioned medium を含むα-minimum essential medium (α-MEM) で培養し、マスト細
胞への分化を誘導した。LAD2 細胞は、10% FBS、抗生物質、および 100 ng/mL ヒト幹細胞因子
を添加したα-MEM で維持した。臍帯血由来培養マスト細胞（CBMCs）は、CD34 陽性臍帯血細胞
を利権バイオリソースセンターから入手し、10%FBS、およびヒト幹細胞因子とヒトインターロイ



キン 6を含む AIM-V 培地内で 6週間にわたり培養し誘導した。 
表皮細胞として PAM212、HaCaT、HEKa、線維芽細胞として NIH/3T3 についても定法に則って培
養し、インキュベータの酸素濃度を変化させた。。これらの細胞を用いて、インキュベータ内の
酸素濃度を変化させ、酸素応答性を qPCR やウエスタンブロット法、免疫染色法、ELISA 法など
で解析した。 
 
３）全身性アナフィラキシーモデル 
 致死的な経過をたどることもある I 型アレルギー病態であるアナフィラキシーショックにお
いて中心的役割を果たすマスト細胞に着目し、in vivo モデルを用いた酸素濃度応答性を解析し
た。C57BL/6J マウスを用いて、マウスを高酸素環境飼育から正常酸素環境飼育に移し替えるこ
とで、相対的低酸素暴露モデルを作出し、アナフィラキシー様の症状を誘導した。またこの時に
酸素センサーをして働く分子について、阻害剤のや KO マウスを用いて解析した。 
 
４．研究成果 
１）平成３０年度 
 ① 皮膚炎発症に伴う皮膚内環境変化の解析：アトピー性皮膚炎自然発症モデルである NC/Tnd
マウスを用いて皮膚炎発症と皮膚内環境の変化、特に酸素濃度との関連性について比較、解析を
行った。SPF 環境下で飼育した皮膚炎未発症の NC/Tnd マウスを対照として、皮膚炎を発症して
いるマウスに酸素濃度インディケーターである pimonidazole を注射したのち、それぞれのマウ
スの背部皮膚を採取して免疫組織化学染色を実施、発症初期の皮膚内酸素環境変化を解析した
ところ、とくに皮膚炎を発症したコンベンショナルマウスにおいて真皮層の pimonidazole 陽性
となる低酸素領域が検出できた 
② 低酸素環境における炎症性細胞の応答解析：表皮や真皮を構成する各細胞群の低酸素環境に
おける炎症性応答を in vitro にて解析した。具体的には PAM212, HaCaT, HEKa（いずれもケラ
チノサイト）、NIH/3T3（線維芽細胞）、LAD2, RBL-2H3（いずれもマスト細胞）、骨髄由来培養マ 
スト細胞、血管内皮細胞初代培養細胞などの培養細胞株および初代培養細胞を通常酸素条件下
および低酸素条件下で培養、経時的にサンプルを回収、細胞における TSLP、 TNF-alpha、IL-1、
IL-6 など、炎症性サイトカイン発現を中心に mRNA およびタンパク質レベルで解析するととも
に、とくにマスト細胞の脱顆粒や血管申請促進因子に関する検出を実施した。これらの解析によ
り、低酸素環境下での培養によって、炎症性サイトカインや血管誘導因子の産生が増強されるこ
とが明らかとなった。 
③ マンチェスター大学における研究の実施：2018 年度は研究代表者がマンチェスター大学を訪
問し、共同研究ミーティングを実施、とくにヒトサンプルでの解析について技術的な擦り合わせ
を行なった。 
 
２）令和元年度 
①低酸素環境における炎症性細胞の応答解析として、表皮や真皮を構成する各細胞群の低酸素
環境における炎症性応答を in vitro にて解析した。具体的には PAM212, HaCaT, HEKa（いずれ
もケラチノサイト）、NIH/3T3（線維芽細胞）、LAD2（ヒトマスト細胞）、マウス骨髄由来培養マス
ト細胞、血管内皮細胞初代培養細胞などの培養細胞株および初代培養細胞を通常酸素条件下お
よび低酸素条件下で培養、経時的にサンプリングを実施した。これら細胞における炎症性サイト
カインおよび血管新生因子の発現を中心に mRNA およびタンパク質レベルで解析した。 
②酸素濃度の変化によるマスト細胞の脱顆粒や血管内皮細胞の管腔形成など、炎症促進的には
たらく各細胞の機能面での差異が通常酸素・低酸素条件で変化するかについても beta-
hexosaminidase 試験や tube formation 試験により解析し、マスト細胞が低酸素に応答して VEGF
を産生すること、それが血管内皮細胞に対して管腔形成を誘導できることを明らかにした。 
③若手研究者の派遣として、2019 年度は 2020 年 1 月に１名を英国マンチェスター大学へ派遣
し、ヒト皮膚サンプルの解析に当たらせる予定であったが、新型コロナウイルス感染症の拡大に
より派遣ができなかった。この間、オンラインによって研究情報交換を継続し、学術論文の作成
と投稿を行った。 
 
３）令和２年度 
①低酸素環境における炎症性細胞の応答解析として、表皮や真皮を構成する各細胞群の低酸素
環境における炎症性応答を、引き続き in vitro にて解析した。今年度は特に、致死的な経過を
たどることもある I 型アレルギー病態であるアナフィラキシーショックにおいて中心的役割を
果たすマスト細胞に着目し、in vitro 及び in vivo モデルを用いた酸素濃度応答性を解析した。
これまでの研究から、酸素濃度の変化によってマスト細胞は脱顆粒を起こし、炎症時における組
織の低酸素状況において血管内皮成長因子などの炎症性メディエーターを放出することを明ら
かにしてきた。これらの研究成果をもとに、マウスを高酸素環境飼育から正常酸素環境飼育に移
し替えることで、相対的低酸素暴露モデルを作出し、アナフィラキシー様の症状を誘導すること
に成功した。このモデルでは、相対的低酸素にさらされてすぐに、全身的なマスト細胞の脱顆粒
が誘導され、血管透過性の亢進や、血圧の低下、体温低下など、マウスにおける典型的なアナフ
ィラキシー症状が誘導されることを発見した(Figure 1)。 



Figure 1 相対的低酸素状態に置いたマウスにおいて、体温低下およびエバンスブルーの血
管外漏出を伴うアナフィラキシー用症状を発現 
 
 
②ノックアウトマウスやインヒビターを用いた解析から、マスト細胞の酸素応答性には
transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1)チャネルが強く関与していることを明らか
にすることができた。この現象はマウスのみならず、ヒトマスト細胞を用いた in vitro の実験
系でも確認した。このことから、マスト細胞は生体内においても酸素濃度の急激な変化を TRPA1
チャネルで探知し、様々な炎症性メディエーターを放出、アナフィラキシー様症状の発現に関与
することが明らかとなった。これは、抗原抗体反応によらない、新たなアナフィラキシー発症メ
カニズムの発見であり、高濃度の酸素を投与する治療からの脱却プロセスなどに、一石を投じる
研究成果となった（Figure 2）。 

③前年度から続く新型コロナウイルス感
染症の拡大により、若手研究者の派遣は
できなかったが、この間、オンラインによ
って研究情報交換を継続し、定期的（毎月
１回）なオンラインセミナーを行った研
究成果発表を行うなど、両国研究者の研
究交流や討論の機会確保に努めた。 
 
 
Figure 2 マスト細胞欠失マウス（Cpa3Cre）
および TRPA1 欠失マウスにおける相対的
低酸素アナフィラキシーの非誘導 
 
 
 
 
４）令和位３年度 

① 皮膚炎発症に伴う皮膚内環境変化の解析：アトピー性皮膚炎自然発症モデルである NC/Tnd マ
ウスを用いて皮膚炎発症と皮膚内環境の変化、特に酸素濃度との関連性について比較、解析を行
った。SPF 環境下で飼育した皮膚炎未発症の NC/Tnd マウスにダニ抗原クリームを塗布すること
で皮膚炎症状を誘導し、クリーム塗布後経時的に酸素濃度インディケーターである
pimonidazole を注射したマウス皮膚を採取して免疫組織化学染色を実施、発症初期の皮膚内酸
素環境変化を解析したところ、皮膚炎の発症に伴い、円詳細細胞の浸潤が増加するのとほぼ同様
のタイミングで、Pimonidazole 陽性領域が広がっていくことが明らかとなった。とくに真皮層
の pimonidazole 陽性となる低酸素領域には、樹状細胞、マスト細胞、リンパ球など各種免疫担
当細胞が多く認められた。 
② 低酸素環境における炎症性細胞の応答解析：骨髄由来培養マスト細胞、血管内皮細胞初代培
養細胞などの培養細胞株および初代培養細胞を通常酸素条件下および低酸素条件下で培養し、
経時的に低酸素下における反応性の変化を確認したところ、マスト細胞の脱顆粒応答や血管内
皮細胞のチューブ形成能は低酸素環境で亢進した。マスト細胞においては特に、相対的低酸素
（高酸素下から平常酸素への変化）により、強く脱顆粒が誘導されることが明らかとなった。 
③ ヒトサンプルにおける解析：マンチェスター大学において、アトピー性皮膚炎患者を中心と



した皮膚生検サンプルの ex vivo 培養系の確立により、低酸素培養下における HIF-1αの発現や
炎症誘導性サイトカイン産生が亢進することを確認した。 
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