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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎の痒み発生へのプロテアーゼの関与とその発生機序

の解明を行なった。本研究では、アトピー性皮膚炎の痒みの発生に tryptase などのセリンプロ

テアーゼとプロテアーゼの作用によって活性化される受容体（PAR）の中でも PAR2 が重要な役

割を担っていることを明らかにした。PAR2は、ケラチノサイトや一次感覚神経に発現しており、

特にアトピー性皮膚炎の痒みの伝達には、PAR2 発現一次感覚神経が重要である。 

 
 
研究成果の概要（英文）：In addition to the involvement of proteinases on the induction 
of itch in atopic dermatitis, the mechanisms were also investigated. This study 
demonstrated that serine proteinases, such as tryptase, and proteinase-activated 
receptor-2 (PAR2) played an important role on the induction of itch in atopic dermatitis. 
In addition to keratinocytes, PAR2 is expressed on primary afferents. Thus, PAR2-expressed 
primary afferent is important on the transmission of itch in atopic dermatitis. 
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１．研究開始当初の背景 
 皮膚科領域において、臨床上最も治療に長
期間を有する疾患に慢性掻痒性皮膚疾患が
挙げられる。この様な疾患の中でも、特にア
トピー性皮膚炎は、現代病の一つして位置づ

けられ年々その羅漢率は増加傾向にある。疫
学的調査によると日本人の実に 10%以上が程
度に差はあるがアトピー性皮膚炎に悩まさ
れている。アトピー性皮膚炎で最も重要なの
は、皮膚の痒みである。この様な痒みは、非



常に耐えがたく大部分の患者がかなりのス
トレスを抱え社会生活に支障をきたしてい
ることが報告されている。この様なアトピー
性皮膚炎の痒みによる皮膚及び眼への掻破
は、皮膚症状の更なる悪化及び白内障へと導
く。これまで、アトピー性皮膚炎に関する研
究では、皮膚炎そのものに関する研究が主に
行なわれており、本来最優先に行なわれるべ
き痒みに関する研究は行なわれていなかっ
た。この様に痒みの発生機序が解明されてい
ないため、痒みの抑制に第一選択薬として従
来痒みのメディエーターとして知られてい
るヒスタミンの受容体拮抗薬を用いるが、こ
の様な慢性的な痒みは本薬物ではコントロ
ールすることは非常に困難な場合が多い。従
って、痒みの発生機序の解明並びに新規鎮痒
薬のターゲット分子を同定することは急務
であり、また非常に重要である。 

ところで、1970 年代に健常人へのプロテア
ーゼ（トリプシン、パパイン等）の皮内注射
が痒みを誘発することが報告されている。し
かしながら、プロテアーゼと「痒み」に関す
る研究は、その後ほとんど行なわれていない。
近年 proteinase-activated receptor (PAR)
の発見により、プロテアーゼの研究が再燃し
てきている。その中で、ドイツの Schmelz ら
のグループ[J. Neurosci., 2003]は、ヒトで
の実験で PAR2 の合成ペプチドアゴニストの
投与により痒みを誘発し、健常人よりアトピ
ー性皮膚炎患者の方がその作用が強いこと
を報告した。我々は、これまでに世界に先駆
け動物を用いた痒みの評価法を確立し、また、
様々な痒み研究に有用な動物モデルを作出
してきた。その中で、マスト細胞脱顆粒促進
薬 compound 48/80 誘発の痒みに tryptase 及
び PAR2 受容体が関与していることを報告し
た[Ui, Andoh et al., Eur. J. Pharmacol., 
2005]。また、アトピー性皮膚炎・掻痒マウ
スモデル（NCマウス）を用いたジーンチップ
解析から皮膚において、多くのプロテアーゼ
の mRNA の増加が認められた[Andoh et al., 
2006., 未発表]。しかしながら、これまで動
物を用いた痒みの病態モデル及び痒みの評
価法がこれまで無かったことと、痒みの研究
がヒトで行われていた背景から、プロテアー
ゼと痒みの誘発に関する詳細な検討がなさ
れていない。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、自然発症アトピー性皮膚

炎マウスモデルを用いて、アトピー性皮膚炎
の痒みへのプロテアーゼの関与を明らかに
し、その関連プロテアーゼの同定とプロテア
ーゼを介した痒みの発生機構を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（1）実験動物 
 実験には、主に雄性 NC系マウスを用いた。
NC マウスは，微生物等制御された SPF 環境下
での飼育ではアトピー様皮膚炎及び痒みは
発症しないが，微生物等制御されていないコ
ンベンショナル環境下での飼育により皮膚
炎及び痒みが発症する特徴的な自然発症型
のアトピー性皮膚炎･掻痒モデルマウスであ
る。（以後、未発症コントロールマウスとし
ての SPF 環境下飼育 NCマウスを SPF-NC マウ
ス、コンベンショナル環境下飼育アトピー性
皮膚炎発症 NC マウスを CV-NC マウスを表記
する。）また、一部の実験では、ICR 系マウス
を用いた。 
 
（2）行動実験 
 マウス吻側背部に薬物を皮内注射する場
合は、実験前日に除毛した。実験当日、行動
観察 1時間前にマウスを行動観察用ケージ
（13×9×40 cm）に 1時間いれ、撮影環境に
馴れさせた。その後、皮内注射する場合は皮
内注射後直ちに観察用ケージにマウスを入
れ、また、そのまま撮影する場合は、そのま
ま観察用ケージに入れた。マウスの行動は、
無人環境下にビデオ撮影した。痒みの行動評
価は、ビデオの再生により行い、後肢による
注射部位あるいは全身の掻き動作（痒み関連
動作）の回数をカウントした。掻き動作回数
は、マウスが後肢を挙げて、降ろすまでの一
連の動作を掻き動作の 1回としてカウントし
た。 
 
（3）組織化学的染色 
①Toluidine blue 染色 
 マウスをペントバルビタール麻酔下、燐酸
緩衝液（PBS）で脱血後、ホルマリンで灌流
固定し、株式会社 BML に依頼しパラフィン切
片を作製した。切片は定法に従い、脱パラフ
ィンを行い、0.1%toluidine blueで染色した。
観察は、光学顕微鏡（AX80、オリンパス）で
行った。 
②免疫組織化学染色 
 マウスを麻酔下、PBS で脱血後、ホルマリ
ンで灌流固定した。摘出した組織をスクロー
ス置換後、O.T.C.コンパウンドで包埋し、
-80℃で凍結した。その後、切片をクリオス
タットを用いて作製した。免疫染色は、定法
に従い、0.1%Tween 20 を含む PBS（PBS-T）
で洗浄後、1.5%fetal bovine serum（FBS）
含有 PBS-T でブロッキング後、標的とするタ
ンパク質の1次抗体を4℃で1晩反応させた。
その後、PBS-T で洗浄し、蛍光標識された 2
次抗体を作用させた。一部の実験では 1次抗
体とともにビオチン化 IB4と反応させ、標的 1
次抗体に対する蛍光標識した 2次抗体ととも
に fluorescein avidin D を同時に作用させ
た。切片の観察は、共焦点レーザー顕微鏡



（Radiance 2100、Bio-Rad）で行なった。 
 
（4）逆転写反応および real-time PCR
（polymerase chain reaction）法 
①RNA の抽出 
 麻酔下マウスを生理食塩水で脱血し、組織
を摘出した。実験に用いるまで-80℃で保存
した。RNA は、TRIzol Reagent（Invitrogen）
及び GenEluteTM Mammalian Total RNA 
miniprep Kit（Sigma）を用いて行なった。
その後、NanoDrop（LMS）を用いて RNA を定
量した。 
②逆転写（RT）反応 
 RNA（1 g）を oligo dT16 primer および
Reverscript III 等々を用い、全 20 l で逆
転写反応させた。 
③Real-time PCR 
 RT 産物（1 l）と SYBR Pre mix Ex Taq お
よびそれぞれ標的の primer pair を混合し、
Mx3000P Real-time PCR system（Stratagene）
を用いて反応させた。データは、MxProTM Soft 
ware version 3.00 で解析した。使用した
primer は、以下の通りである：PAR2 (sense), 
5’-tttcccctcatcctcgatca-3’; PAR2 
(antisense), 
5’-aagccacaaatacaggcagt-3’; mMCP-6 
(sense), 5’-ccactggtctgcaaagtgaa-3’; 
mMCP-6 (antisense), 
5’-ggagccacacaatgcaacta-3’; mMCP-7 
(sense), 5’-gagaccttcccctcaggaac-3’; 
mMCP-7 (antisense), 
5’-agtggtggatccagtccaag-3’; GAPDH 
(sense), 5’-tcagaaggactcctatgtgg-3’; 
GAPDH (antisense), 
5’-tctctttgatgtcacgcacg-3’ 
 
（5）Western blotting 
①タンパク調製 
 麻酔下マウスを生理食塩水で脱血し、組織
を摘出した。実験に用いるまで-80℃で保存
した。摘出した組織に Lysis buffer [20 mM 
Tris-HCl (pH 7.5)，137 mM NaCl，1% NP-40，
10% glycerol，1 mM phenylmethylsolfonyl 
fluoride，10 g/ml aprotinin，1 g/ml 
leupeptin] を加えてホモジナイズした。ホ
モジナイズしたサンプルを遠心分離後、上清
を採取した。上清中のタンパク量を protein 
assay buffer（Bio-Rad）を用いて定量した。
その後、sample buffer [0.312 M Tris-HCl (pH 
6.8)，8.3% SDS，25% glycerol，25% 
-mercaptoethanol，0.01% bromophenol 
blue] を 1/5 量加えた。このサンプルを 95℃
で 5分間処理した。 
②Western blotting 
 調製したサンプルを 10%SDS-PAGEゲルにて
電気泳動を行って分離した。分離したタンパ
クは、Immuno BlotTM PVDF membrane（Bio-Rad）

に転写した。転写後、3% skim milk で 1時間
ブロッキングを行い、一次抗体を 4℃で 1晩
反応させた。Tween 20 含有 Tris-bufferd 
saline [TBS-T; 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 
mM NaCl, 0.1% Tween 20] で洗浄後、二次抗
体として horseadish peroxidase が結合した
抗体を用いて室温で 90 分間反応させた。
TBS-T で洗浄後、PVDF 膜を ECLTM Detection 
Reagents（Amersham Bioscience）と反応さ
せ、発生した化学発光は Fuji Medical X-ray 
Film（富士フィルム）を用いて検出した。定
量には NIH Image を用いて検討した。データ
は-actin の解析データで補正した。 
 
（6）Enzyme histochemistry（酵素組織化学） 

凍結切片を 0.1 M phosphate buffer（PB; pH 
6.5）で洗浄後、0.25 mg/ml Z-Gly-Pro-Arg- 
4-methoxy-naphtylamide（Bachem）および3 mM 
Fast Blue B 含有 PB 溶液を用いて、37℃で 1
時間反応させた。Tryptase 活性陽性細胞観察
後，0.1% toluidine blue 溶液で対比染色を
行った。 
 
（7）Tryptase 活性測定 
マウス吻側背部の皮膚を摘出し細断した。

10 mM Tris 溶液（pH6.1, 2 M NaCl 含有）を
加えてホモジナイズした。ホモジナイズ後、
細胞破壊のため超音波処理を 10 分間行い、
遠心分離した。上清を採取し、10 mM Tris 溶
液で希釈した。この溶液を enzyme solution
とした。0.06 M Tris 溶液（pH7.8, 0.4% DMSO, 
30 g/ml heparin 含有）を reaction buffer
とし，
N-p-Tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilide 
acetate salt を DMSO に溶解し、reaction 
buffer を用いて希釈したものを substrate 
solution をした。Reaction buffer に enzyme 
solution を加え、さらに substrate solution
と共に 37℃で 1時間反応後、420 nm におけ
る吸光度を測定した。 
 
（8）二次元電気泳動と Zymography 
①タンパク調製 
麻酔下マウスを生理食塩水で脱血し、皮膚

を摘出した。実験に用いるまで-80℃で保存
した。採取した皮膚組織は、60℃に温めた PBS
（0.13 g/L CaCl2 含有）で 30 秒反応後、表
皮を剥離した。剥離した表皮は液体窒素で凍
結させ、使用するまで-80℃で保存した。皮
膚サンプルは 2D-zymography 用 sample 
buffer [40 mM Tris, 8 M urea, 4%
（3-[(3-Cholamidopropyl)- 
dimethylammonil]-1-propanesulfonate）を
加えて，ホモジナイズした。ホモジナイズし
たサンプルを遠心分離後、上清を採取した。
上清中に，2D-zymography 用 sample buffer
を加えて，一定量に調整した。 



②等電点電気泳動 
調製されたサンプルを IPG ready strip（pH 

3-10）（Bio-Rad）に膨潤させ、Protean IEF 
Cell (Bio-Rad)で定法に従い等電点電気泳動
を行なった。終了後、2D-zymography 用平衡
化 buffer [50 mM Tris-HCl（pH 6.8）, 6 M 尿
素, 30% glycerol, 2% SDS]に strip を浸し、
室温で 30 分間平衡化を行った。 
③SDS-PAGE 

平衡化を行った IPG ready strip を 15% 
SDS-PAGE ゲルの上部に置き、0.5%低融点アガ
ロース (Bio-Rad) を流し込むことで IPG 
ready strip と SDS-PAGE ゲル間の隙間を埋め、
電気泳動を行って分離した。 
④Zymography 
 平衡化を行った IPG ready strip を
15%SDS-PAGE（1 mg/ml gelatin 含有）ゲルの
上部に置き、0.5%低融点アガロース
（Bio-Rad）を流し込むことで IPG ready 
strip と SDS-PAGE ゲル間の隙間を埋め、電気
泳動を行って分離した。電気泳動後，SDS を
取り除くために、再生buffer [50 mM Tris-HCl
（pH 7.5）, 0.1M NaCl, 2.5% Triton X-100] 
中に polyacrylamide ゲルいれ、室温で 90 分
間反応させた。再生後、反応 buffer [50 mM 
Tris-HCl, 10 mM CaCl2] に交換し、37℃で
48 時間反応させた。 
⑤タンパク染色 
 Coomassie brilliant blue R-250（CBB）
を 0.25%になるよう溶媒（エタノール:酢酸:
超純水 = 9:2:9）に溶解し、SDS-PAGE ゲル及
び zymography ゲルを 30分間室温で染色した。
CBB の脱色には、脱色液（エタノール:酢酸:
超純水 = 3 : 1 : 6）を用いて、スポットが
明瞭になるまで脱色した。 
⑥タンパクの同定 
 ゲル状の発現変化タンパクを摘出し、定法
に従い trypsin 処理し、脱塩・ゲルからの溶
出後、Matrix-assisted laser desorption 
ionization/ Time of flight mass 
spectrometry（MALDI-TOF MS）を autoflex
（Brukar Daltonics）を用いて行なった。な
お、得られたピークは Mascot（Matrix 
Science）を用いて NCBInr データベースから
検索し、タンパクの同定を行った。 
 
４．研究成果 
（1）アトピー性皮膚炎マウスモデルの自発
的痒み反応へのセリンプロテアーゼの関与 
 ヒトにおけるアトピー性皮膚炎の痒みへ
のセリンプロテアーゼの直接的な関与に関
する報告はこれまでになかった。我々は、ア
トピー性皮膚炎マウスモデル NC マウス
（CV-NC マウス）が非発症コントロールマウ
ス（SPF-NC マウス）より明らかに自発的痒み
反応が増加すること、また、皮膚でのセリン
プロテアーゼ活性が増加していることを見

出した。この様な皮膚におけるセリンプロテ
アーゼ活性の増加に加え、自発的痒み反応が、
セリンプロテアーゼ阻害薬 nafamostat 
mesilate（1-10 mg/kg）より用量依存的に抑
制された。したがって、アトピー性皮膚炎の
痒みへのセリンプロテアーゼの関与が明ら
かとなった。このことは、アトピー性皮膚炎
の痒みにセリンプロテアーゼ阻害薬が新規
鎮痒薬になる可能性がある。 
 
（2）マスト細胞と tryptase の関与 
 CV-NC マウス皮膚では、SPF-CV マウスに比
べて明らかに toluidine blue によって染色
される陽性細胞数（恐らくマスト細胞）の増
加が観察された。さらに酵素組織化学染色
（酵素活性組織染色）により、セリンプロテ
アーゼ活性陽性細胞の増加も観察され、その
大部分が toluidine blue 染色陽性細胞であ
った。したがって、マスト細胞から遊離され
るセリンプロテアーゼが痒みの発生に一部
関与していることが考えられる。マスト細胞
から遊離されるセリンプロテアーゼの中に
mMCP-6およびmMCP-7が知られている。mMCP-6
および mMCP-7 mRNA の発現が、SPF-NC マウス
皮膚に比べ、CV-NC マウスで有意に増加して
いた。mMCP-6 および mMCP-7 は、ヒト tryptase
に相当する。Tryptase の皮内注射が低用量で
マウスに痒み反応を誘発することと本研究
成果を勘案するとアトピー性皮膚炎の痒み
には、マスト細胞から遊離される tryptase
が関与すると示唆される。 
 
（3）Proteinase-activated receptor（PAR）
の関与 
 プロテアーゼで活性化する受容体として
これまでに PAR1-4の 4 つの受容体が報告され
ている。4つの PAR の活性化ペプチド（PAR1，
TFLLR-NH2 ； PAR2 ， SLIGRAL-NH2 ； PAR3 ，
SFNGGP-NH2；PAR4，AYPGKF-NH2）の皮内注射は、
ICR 系マウスでは PAR1、PAR2、および PAR4活
性化ペプチドで痒み反応が認められた。抗ヒ
スタミン薬を用いた検討からPAR1およびPAR4

活性ペプチド誘発痒み反応はヒスタミン（恐
らくマスト細胞を介して）を介して起ってい
ると考えられ、PAR2誘発の痒み反応は別の機
序で起っていることが明らかとなった。
SPF-NC マウスでは、PAR1-4のそれぞれの活性
化ペプチドの皮内注射では PAR2 活性化ペプ
チドでのみ痒み反応が認められた。 
 そこで、CV-NC マウスに PAR2に対する中和
抗体を作用させるとコントロール抗体投与
群と比べると有意に自発的痒み反応が抑制
された。したがって、CV-NC マウスの自発的
痒み反応には、PAR2が関与していることが示
唆される。 

 皮膚および後根神経節での PAR2 mRNA の発
現は、SPF-NC マウスに比べ CV-NC マウスでそ



れぞれ有意に増加、あるいは増加傾向を示し
た。PAR2抗体を用いた皮膚での免疫染色では、
表皮ケラチノサイトでのみその免疫活性が
認められた。後根神経節で PAR2 mRNA の発現
が認められたにも関らず、免疫染色ではその
発現が観察されなかった。現在、マウスの一
次感覚神経での PAR2 の染色に有用な抗体は
ないようである。しかし、ヒトでは、一次感
覚神経で、PAR2の発現が認められており、マ
ウス後根神経節初代培養への PAR2 活性化ペ
プチドの作用により細胞内 Ca2+イオンの増加
が観察されていることから、ケラチノサイト
以外にも一次感覚神経へのセリンプロテア
ーゼの直接作用が考えられる。 
 
（4）PAR2および H1 histamine 受容体 
 ヒトおよびマウスにおけるアトピー性皮
膚炎の痒みへは、H1 histamine 受容体拮抗薬
が無効である。一方、PAR2は、ヒトおよびマ
ウスの痒みへの関連が示唆されている。した
がって、PAR2および H1 histamine 受容体の発
現している一次感覚神経の分布が異なる可
能性が推測される。PAR2活性化ペプチドおよ
び histamine の皮内注射後、マウス脊髄後角
での Fos 発現（活性化神経の指標）分布を免
疫染色で調べた。PAR2活性化ペプチド皮内注
射では、脊髄後角の IB4陽性 laminaiの外側に
Fos 発現が認められえたが、histamine 皮内
注射では、IB4陽性 laminaiにその発現が認め
られた。このことは、PAR2および H1 histamine
受容体の発現している一次感覚神経の分布
が異なることを示唆する。したがって、アト
ピー性皮膚炎の痒みには PAR2 発現陽性一次
感覚神経が重要な役割を担っているかもし
れない。 
 
（5）その他、アトピー性皮膚炎の痒みへの
関連の可能性のあるプロテアーゼ 
 Kallikrein（KLK）はセリンプロテアーゼ
の一つである。現在までに 15 種類同定され
ているが、その中で、KLK１、5、7、11、お
よび 14 を比較したところ、それ自身投与に
よる痒み反応の誘発と CV-NCマウス皮膚での
発現から、KLK5 が痒み発現に重要であると考
えられる。 
 さらに NC マウス皮膚の二次元電気泳動お
よび zymography を組み合わせた方法からア
スパラギン酸プロテアーゼおよびその他セ
リンプロテアーゼが新たに見出されてきた。
今後、解析が必要である。 
 
（6）まとめと展望 
 本研究成果により、アトピー性皮膚炎の痒
みは、tryptase をはじめとするセリンプロテ
アーゼと PAR2 の活性化が重要であることが
明らかとなった。したがって、セリンプロテ
アーゼ阻害薬あるいは PAR2 拮抗薬が新たな

鎮痒薬となりうると考えられる。 
しかし、ケラチノサイト上の PAR2を介した

痒みの詳細な機序に加え、皮膚にはアスパラ
ギン酸プロテアーゼや新たなセリンプロテ
アーゼの発現増加が見出されており、今後そ
の痒みとの関連解析を詳細に検討すること
が、アトピー性皮膚炎の痒みの発生機序解明
に必要である。 
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