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研究成果の概要：第１に、ヒト皮膚の神経成長因子(NGF)の非侵襲的な測定方法としてテープスト
リッピング法と ELISA 法により角層中の NGF 量を測定すると、アトピー性皮膚炎(AD)患者の皮疹
部の角層内 NGF 量は、健常人や AD の無疹部と比べ有意に高値であり、皮疹スコア、瘙痒、好酸球
等の各種症状･検査指標とよく相関し、さらにステロイド外用薬や抗アレルギー薬の治療効果に一
致して有意に低下したことから、AD の痒みや AD の炎症を反映する有用な新規バイオマーカーと
なることが期待される。第２に、前述した NGF の作用により促進された知覚神経の突起伸張を抑
制する反発性軸索ガイダンス分子 Semaphorin 3A(Sema 3A)を、AD のモデルマウスの AD 様皮疹に
局注することで、掻破行動を抑え皮疹の著明な改善をもたらし、組織学的に表皮内に侵入伸張し
ている PGP9.5 陽性神経線維をほぼ正常皮膚レベルまで減少させ、真皮に浸潤している CD4+T 細胞
数や IL-4 産生細胞数が有意に減少したことから、痒みの強い AD 病変に対して将来有望な新規治
療薬となることが期待される。第３に AD のモデルマウス DS-Nh の血清 IL-18 値は AD 様皮疹スコ
アと有意に相関し、AD 患者の血清 IL-18 値も AD の皮疹スコアと有意に相関した。従って、AD の
発症と悪化においても DS-Nh の場合と同様に super Th1 細胞が関与している可能性が高く、
CD25+CD4+調節 T細胞はこの super Th1 細胞の誘導活性を免疫制御することが推定されるため、将
来 CD25+CD4+Foxp3+ 調節 T細胞の誘導による AD の新規免疫療法の開発が期待される。また AD 患
者やDS-Nhマウスの血清や皮膚において環境ストレスを抑える作用があるHemoxygenase(HO-1)が
増強し、DS-Nh マウスにおける AD 様皮疹の発症・悪化がこの HO-1 を誘導するヘミンの投与によ
り抑えられるため、AD に対してこうした環境ストレス治療薬の臨床応用が期待される。 
 
交付額                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
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年度  

年度  

  年度  
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研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・皮膚科学 

キーワード：(1)アトピー性皮膚炎(AD)、(2)痒みと掻破行動、(3)神経成長因子(Nerve growth 

factor;NGF)、(4)Semaphorin 3A(Sema3A)、(5)AD 自然発症モデルマウス、(6)Super Th1 細胞、

(7)IL-18、(8)調節 T細胞 

 
１．研究開始当初の背景 

(1) 近年、アトピー性皮膚炎(AD)とその痒
みの病態に関する研究は進展しているが、ま

だ不明な点も多く、ADの病勢や痒みを客観的
な指標となる検査法はまだ確立されていない。
そのため、ADの病勢判断と痒みの評価は、通



常の一般血液検査に加え、痒みなどの症状に
関する患者の主観的な訴えとその注意深い観
察しかなく、客観的で有用な新規バイオマー
カーの研究開発が求められている。 

(2) 痒みの治療としては、現在、痒みの
代表的メディエイターであるヒスタミンを
標的とした抗アレルギー薬と痒みの原因と
なる皮膚炎症を抑えるステロイド外用薬や
免疫抑制薬タクロリムス軟膏が知られるが、
従来の痒み治療薬に変わる根治的治療薬と
して、強い痒みを訴える皮膚病変の表皮内
に侵入･伸展し、痒みの閾値を低下させてい
ると考えられる末梢神経の表皮内侵入・伸
展を抑えるような全く新しいタイプの痒み
治療薬の研究開発が強く求められている。 

(3) ADはTh2優位の状態が病態形成の背景
になっているとされているが、近年慢性期
の病態形成にTh1細胞の関与が示唆され、血
清IgE値が高いextrinsic型と血清IgE値が
余り上昇しないintrinsic型に分類されて
いる。その点で、ADのモデルマウスDS-Nhは
血清総IgE値の軽度上昇を伴ってAD様皮疹
が発症し、ConA或いは黄色ブ菌の産生外毒
素staphylococcal enterotoxin B(SEB)によ
るリンパ節細胞の刺激培養ではIL-4でなく
IFN-γとIL-13の産生が亢進し、DS-Nの皮疹
スコアは血清中のIL-18値と有意に相関し
たことから、中西らが提唱している super 
Th1細胞によるAD自然発症のモデルマウス
に相当すると考えられる。即ち、中西らは、
皮表ダニの増加と血清総IgE値の高値を伴
うことで知られるADのモデルマウスの
NC-Ngaも、界面活性剤のSDS処理で皮膚バリ
アー機能を低下させた皮膚に連日黄色ブド
ウ球菌(黄ブ菌)由来のproteinA(SpA)を連
日塗布すると、皮表ダニの増加や血清IgE値
の上昇を伴うことなく血清IL-18値と血清
ヒスタミン値の上昇を伴ってAD様皮疹が発
症し、抗IL-18抗体でIL-18を中和するとAD
様皮疹の発症が抑制されたことから、黄ブ
菌のような局所の微生物が表皮角化細胞に
よるIL-18の産生を誘導しそのIL-18の作用
でIL-13やIFNγを産生するsuper Th1細胞が
誘導され、AD様皮疹が惹起されると報告さ
れている。さらにCD25+CD4+調節T細胞が自
己免疫疾患の発症抑制に中心的な役割を果
たしていることはよく知られているが、ア
レルギー疾患の発症抑制における役割は未
だ不明である。ADの自然発症モデルマウス
Ds-NhのCyclophosphamide(Cy)投与群では
Cy非投与群に比較すると、AD様皮疹は、皮
表黄色ブ菌数の顕著な増加を伴って、早期
発症し顕著に増悪したが、血清総IgE値は上
昇せず、同じくConAやSEBによる所属リンパ
節細胞の刺激培養でもIL-4でなくIFN-γと

IL-13の産生が顕著に上昇し、脾臓と所属リ
ンパ節のCD25+CD4+調節T細胞がCy非投与群
に比らべ著明に減少していたことから、AD
様皮疹の悪化にCD25+CD4+調節T細胞の関与
が推定される。 
 
２．研究の目的  

(1) 私達は、これまでの研究から粘着セロ
テープで非観血的に採取した角層蛋白質中の 
nerve growth factor(NGF) がアトピー性皮膚
炎（atopic dermatitis; AD）の皮膚症状や末
梢血好酸球数及び客観的に評価しにくい痒み
の程度にも相関し、アレルギー薬の治療効果
の指標となるという成績を得たため、本研究
では、引き続きこの研究を発展させると共に
、これまでの予備研究から皮膚の加齢度やAD
の炎症度を検出するものとしてスクリーニン
グされた角層蛋白質の中からfatty acid 
binding protein-5(FABP5)やsquamous cell 
carcinoma antigens 2(SCCA2)などの各種バイ
オマーカーを出来るだけ単純な操作で分析で
きる自動分析装置を開発し、被検者のADの皮
膚症状の状態を、正確かつ迅速に測定できる
新規バイオマーカーを開発する。 

(2) 反発性神経軸索ガイダンス分子とし
て知られる Semaphorin 3A(Sema 3A)が、予備
実験からモデルマウスの AD 様皮疹に対して
局所投与により瘙痒に対する掻爬行動が抑
制され、皮疹が改善するという成績を得たた
め、本研究では、引き続きこの研究を発展さ
せ、神経線維の表皮内侵入・伸張に対する効
果や浸潤細胞に対する免疫学的効果を検討
することにより、この Sema3A が将来瘙痒に
対する新規治療薬となるかどうか、その可能
性を探る。 

(3) ADは従来Th2細胞優位の疾患とされ
ていたが、近年慢性期の病態形成にTh1細胞
の関与も示唆されている。またADの病態の
多様性を示すものとして、ADには IgE産生
が顕著に亢進するextrinsic型とIgEが余り
上昇しないintrinsic型の亜型分類が提案
され、intrinsic型に類似したADのモデルマ
ウスではTh1/Th2サイトカインのいずれも
産生してsuper Th1細胞を誘導することが知
られるIL-18の重要性が注目されている。本
研究では、AD患者において血清IL-18とADの
重症度との関連を検討すると共に、角層中
の血清IL-18とAD皮疹の有無、皮疹スコア、
黄色ブドウ球菌叢との関連を検討すること
により、AD病態の亜型分類に有用な新規バ
イオマーカーとしての可能性を探る。また
TNCB接触感作前Cy処理DS-Nhマウスに無処理
マウスから採取したCD25+CD4+調節T細胞を
移入して、ADのモデルマウスDS-Nhにおける
TNCB接触感作に伴うADの早期発症と悪化を免



疫制御できるかどうかを検討し、この
CD25+CD4+調節T細胞を用いたADに対する新
規免疫療法の可能性を探る。また環境スト
レ ス を 抑 え る 作 用 が あ る
Hemoxygenase(HO-1)のADにおける働き解明
するために、AD患者やDS-Nhマウスの血清に
おけるHO-1を測定し、その臨床応用の可能
性について検討する。 

 
３．研究の方法 

(1) 私達は、末梢神経の伸張・成長を促す
神経成長因子(NGF)の非侵襲的な測定方法と
して、最近、テープストリッピング法と ELISA
法を用いて角層内の NGFを定量する方法を確
立したので、この方法で AD 患者と健常人の
肘窩付近の皮膚から角層蛋白質を採取して
角層内 NGF 量を測定し、AD患者と健常人の角
層内 NGF 量を比較検討すると共に、痒みなど
の各種症状スコア・検査値や治療効果と角層
内 NGF 量の関連を経時的に検討する。 

(2) NGF の作用とは逆に知覚神経の表皮内
侵入・伸展を抑制する反発性軸索ガイダンス
分子の Semaphorin 3A(Sema 3A)を AD のモデ
ルマウス NC/Nga に既に発症している項背部
の AD 様皮疹部に局所注射し(１日 2回、連日
5 日間)、注射開始と共に 11 日目まで局注さ
れた皮疹部に対する掻爬行動を１日１回ビ
デオで観察し、15 分当りの掻破回数としてカ
ウントし、掻破回数と皮疹スコアに対する効
果を観察し、11 日目の観察終了後に軽快した
皮膚病変を皮膚生検して、真皮上層とそこか
ら表皮内に侵入している神経線維の一定領
域内の PGP9.5 陽性神経線維数に対する減少
効果を観察すると共に、併せて表皮肥厚や真
皮上層の肥満細胞数に対する改善効果と真
皮に浸潤している CD4+T 細胞数や IL-4 産生
細胞数に対する減少効果を観察する。 

(3) ADのモデルマウスDS-NhにおいてTNCB
感 作 直 前 に Cy 無 投 与 マ ウ ス 由 来 の
CD25+CD4+T 細胞を移入することで、AD 様皮
疹の悪化と皮表黄ブ菌数の増加及び所属リ
ンパ節細胞の IFNγや IL-13 の産生に対する
抑制効果を観察すると共に、Cy 投与による脾
臓 や 腸 間 膜 リ ン パ 節 に お け る
CD25+CD4+Foxp3+調節 T 細胞の比率に対する
抑制効果を検討し、この Foxp3+調節 T細胞に
よる AD様皮疹の免疫制御について検討する。
また DS-Nh の血清 IL-18 値と AD 様皮疹のス
コアとの関連や AD 患者の血清 IL-18 値と AD
の皮疹のスコアとの関連を検討することに
より、ヒト AD の病態においても AD のモデル
マウス DS-Nh と同様に IL-18 誘導性の super 
Th1 細胞が関与している可能性について検討
する。また AD における環境ストレスを抑え
る作用がある HO-1 の役割を検討するために

AD 患者や DS-Nh マウスの血清を用いて HO-1
を測定する。 
 
４．研究成果 

(1) AD の痒みをはじめとした皮膚症状･病
勢を反映する新規バイオマーカーの開発研
究 

痒みの強い苔癬化等の湿疹病変では肥厚
した表皮内に多くの神経線維が侵入してい
ることから、こうした末梢神経の伸張・成長
を促す神経成長因子(NGF)が AD の病勢や痒み
に果たす役割が注目されているが、これまで
の NGF の測定は、血液、尿、唾液等を用いて
間接的に評価されたものがあるものの、皮膚
の NGF を直接測定する方法は、皮膚生検組織
検体を用いた免疫化学的染色法による測定
もしくは suction blister fluid 法による人
為的水疱内容の測定のようにいずれも侵襲
的な方法しかなかった。私達は、ヒト皮膚 NGF
の非侵襲的な測定方法として、最近、テープ
ストリッピング法と ELISA 法を用いて角層内
の NGF を定量する方法を確立し、この方法を
用いて AD 患者の皮膚角層内 NGF を測定する
と、AD 皮疹部の角層内 NGF は健常人皮膚や
AD患者非皮疹部の角層内NGFと比較して高値
であった（図１参照）。そこで、AD 患者の経
時的な角層 NGF 量の測定を行うことで、皮疹
や瘙痒の経過と NGF 量との関係について検討
し、更に、抗アレルギー薬 olopatadine が
NGF 産生に及ぼす影響についても検討した。
研究対象は、AD 患者 33 名 (M20/F13、平均
年齢 27.9±9.6歳)と非AD患者 9名(M 4/F5、
平均年齢 34.7 歳；23-50 歳)で、olopatadine 
内服前と内服開始 2週間後と 4週間後に前腕
屈側部(AD 患者では皮疹部)の皮膚からテー
プストリッピング法で角質層を採取し、角層
NGF を ELISA 法で測定した。その際、①皮疹
は全体として 0-4 段階で評価すると共に NGF
測定部位（前腕屈側部）の 紅斑・丘疹・落
屑/乾燥・糜爛/痂皮・苔癬化についてそれぞ
れ 0-4 段階で評価し、②痒みは visual 
analogue scale(VAS)と白鳥らの判定基準を
用いて日中・夜間につきそれぞれ 0-4 段階で
評価した。その結果、AD 患者における角層
NGF は対照健常人より顕著に上昇しているこ
とが再確認され、角層 NGF は、治療前に瘙痒
(白取らの基準)、測定部位の紅斑重症度、好
酸球と相関し、4週間の治療後に瘙痒(VAS 変
化率・白取らの基準)、皮疹重症度(ｸﾞﾛｰﾊﾞﾙ
重症度、測定部位の紅斑、丘疹、落屑・乾燥)、
血液検査値(好酸球数、LDH）と相関した。さ
らに抗アレルギー薬 olopatadine 内服療法は、
ステロイド外用薬との併用だけでなく、単独
投与によっても、測定部位の皮疹重症度(紅
斑、丘疹、落屑・乾燥、糜爛・痂皮)や LDH



が有意に低下し、それに一致して角層 NGF も
有意に低下した。そのため、角層 NGF は AD
患者の瘙痒および皮疹の状態を反映し、しか
も本法は非侵襲的で頻回の測定が可能であ
るため、AD 患者の病勢や治療効果の評価法と
して有用であることが示された。 

また同様に粘着セロテープで非観血的に
採取した角層蛋白質の分析により皮疹部の
FABP5 が AD の重症度スコアと、同じく皮疹部
のSCCA2が血清IgE 値やLDHや末梢血好酸球
数と、無疹部の albumin が AD の重症度スコ
アや経皮的水分喪失量と相関し、これらの蛋
白質成分もまた AD の炎症を反映する有用な
バイオマーカーとなることが期待される。 

(2) 知覚神経の突起伸張を抑制する反発
性軸索ガイダンス分子のSema 3Aを用いた AD
の痒みに対する新規治療薬の開発研究 

前述したように痒みの強い苔癬化等の湿
疹病変では肥厚した表皮内に多くの末梢神経
線維が侵入・伸張し、これを促す NGF 濃度が
表皮で高いことから、この NGF の作用とは逆
に知覚神経の表皮内伸張を抑制する反発性軸
索ガイダンス分子 Sema 3A は、さらに表皮肥
厚の抑制と免疫系や血管系に対する抗炎症作
用もあるため、それだけ掻破を強く抑制し、
痒みの新規治療薬として AD 病変を改善する
ことが期待される。高森らは Sema 3A の産生
が AD の皮膚病変で低下していると報告して
おり、私達は、Sema3A を AD のモデルマウス
NC/Nga の AD 様皮疹部に連日局所注射するこ
とにより掻爬行動が抑制され、皮疹が顕著に
軽快することを明らかにした。軽快した皮膚
病変では組織学的にも表皮肥厚の改善が見ら
れ、真皮の浸潤細胞においても肥満細胞を含
めてその有意な減少が認められた。さらに表
皮内に顕著に侵入していた PGP9.5 陽性神経
線維は正常皮膚とほぼ同じレベルまで減少し、
真皮に浸潤しているCD4+T細胞数やIL-4産生
細胞数も減少していた。図 2 は、Sema 3A が 
NC/Nga mice の AD 様皮疹を改善することを折
り線グラフで示したものである。Sema 3A の
AD 様皮疹部への局注開始 4 日後から AD 様皮
疹を有意に改善し、その効果は 5日間の局注
終了後少なくとも 6日間は観察された。 

従って、Sema3A は、図 3 に示したように反
発性軸索ガイダンス分子として神経線維の表
皮内侵入を阻害して痒みに伴う掻破行動を抑
える神経学的機序によるだけでなく、AD の
inducerやeffector となるT細胞の増殖や浸
潤を抑える免疫学的機序などにより AD 病変
を改善することから、痒みの強い AD 病変の将
来有望な治療薬となることが期待される。今
回は、AD 様皮疹部に連日局所注射することで
顕著な改善効果を得たものであり、実際の臨
床応用を考えると、今後は Sema3A やその関連

物質の外用で治療効果が得られるような
drug delivery system の検討が望まれる。 

(3) intrinsic 型 AD の病態研究；IL-18 刺
激 super Th1 細胞と CD25+CD4+Foxp3+ 調節 T
細胞が果たす役割に関する研究 

皮表黄色ブドウ球菌叢の増加と共に経皮
水分喪失量の上昇を伴って AD 様皮疹が自然
発症する AD のモデルマウス DS-Nh では、SEB
による所属リンパ節細胞の刺激培養で皮疹
の発症・悪化に伴い Th1 と Th2 のサイトカイ
ンである IFN-γと IL-13 の産生が上昇し、こ
れらのサイトカインを産生する super Th1 細
胞を誘導することが知られている IL-18の血
清値が AD 様皮疹のスコアと有意に相関して
上昇し、AD 患者の血清 IL-18 値も AD の皮疹
スコアと有意に相関して上昇しており、ヒト
AD の発症においても DS-Nh と同様に super 
Th1 細胞が関与している可能性が高いと考え
られる。またこの DS-Nh マウスでは TNCB 接
触感作前の Cyclophosphamide(Cy)投与群で
は無投与群に比べ SEB刺激所属リンパ節細胞
によるIFN-γやIL-13の産生上昇を伴ってAD
様皮疹が増強したが、血清IgE値は上昇せず、
TNCB 感作直前に Cy 無投与マウス由来の
CD25+CD4+T 細胞を移入することで、Cy 投与
による AD 様皮疹の悪化に対して抑制効果を
示しただけでなく、Cy 投与による皮表黄ブ菌
数の増加に対しても抑制効果を示し、Cy投与
により脾臓や腸間膜リンパ節における
CD25+CD4+T 細胞数が減少してその Foxp3 の
発現率が低下したことから、抑制活性のある
CD25+CD4+ Foxp3+ 調節 T 細胞は、恐らく IgE 
産生でなく CD25-CD4+ super Th1 細胞による
IFNγと IL-13 の産生を抑制して AD様皮疹発
症の免疫調節に関与していると考えられる。
この CD25+CD4+調節 T 細胞の免疫調節を受け
る super Th1 細胞によるアレルギー炎症は、
AD のモデルマウスだけでなくヒトの AD にお
いてもその発症と悪化に関与していること
が推定されるため、super Th1 細胞に対する
効果的なCD25+CD4+Foxp3+ 調節T細胞の誘導
による AD の新規免疫療法の開発が期待され
る。さらに、AD 患者や DS-Nh マウスの血清に
おいて環境ストレスを抑える作用がある
Hemoxygenase(HO-1)が増強し、DS-Nh マウス
における AD 様皮疹の発症・悪化がこの HO-1
を誘導するヘミンの投与により抑えられる
ため、AD に対してこうした環境ストレス治療
薬の臨床応用が期待される。 

 
 
 
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図 1. 角層中の NGF 量  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2. Sema 3A は NC/Nga mice の AD 様皮
疹を改善する  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3. AD の病態とその新規治療法の作用機
序に関する模式図 
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