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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マウスおよびイヌを用いて、アトピー性

皮膚炎の局所病態発現におけるケラチノサイトの役割を検証した。その結果、ケラチノサイト

細胞増殖能の亢進および局所におけるケラチノサイトとマスト細胞とのクロストークが、病態

形成や臨床症状の発現に重要であることが明らかとなった。さらに、皮膚バリア機能を改善さ

せるための局所療法が、アトピー性皮膚炎の緩和に有効であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： The importance of keratinocytes in the development of atopic 
dermatitis was evaluated by using a murine model of atopic dermatitis and dogs.  We 
found that increased cell proliferation of keratinocytes and the local crosstalk between 
keratinocytes and mast cells in the skin were pivotal in the pathogenesis and clinical signs 
of atopic dermatitis.  We also revealed that improvement of skin barrier function could be 
effective for alleviating atopic dermatitis and would be a local therapeutic option. 
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１．研究開始当初の背景 
 

ケラチノサイトは外界と身体とのバリア
として機能するが、様々な免疫反応において
重要な役割を担っている。例えば、ケラチノ
サイトは外界の病原体を認識し、皮膚に存在
する樹状細胞を活性化することで、自然免疫

と獲得免疫の橋渡し役として機能する。痒み
を主徴とする慢性炎症性皮膚疾患であるア
トピー性皮膚炎は、ヒトおよびイヌにおいて
高頻度に認められ、医学および獣医学上克服
すべき重要疾患に位置づけられている。これ
までの研究から、アトピー性皮膚炎の病変部
においてケラチノサイトが増殖し、ケラチノ
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サイトからアレルギーに関与するサイトカ
インやケモカインが産生されることが明ら
かとなっている。このことから、アトピー性
皮膚炎の病態形成と痒みの発現において、ケ
ラチノサイトが重要な役割を果たしている
ことが示唆される。さらに、表皮ケラチノサ
イトを標的とした局所療法が、アトピー性皮
膚炎の臨床症状である痒みや皮膚炎を改善
させる治療法となることも期待できる。 

 
２．研究の目的 
 
 アトピー性皮膚炎自然発症マウスである

NC/NgaTnd マウスを用いて、アトピー性皮

膚炎の局所病態発現に及ぼすケラチノサイ

トの役割とその作用を解明するとともに、ア

トピー性皮膚炎を自然発症するイヌを用い

て、表皮ケラチノサイトを標的とした臨床応

用可能な治療法を確立することを目指して

研究を行った。具体的には以下の２つを解明

することを目的として研究を行った。 

 
（１）NC/NgaTnd マウスにおけるケラチノ
サイトの特性解析とアレルギーエフェクタ
ー細胞とのクロストークの解明 
 NC/NgaTnd マウスは、コンベンショナル環
境下で飼育するとアトピー性皮膚炎様症状
を自然発症し、痒みに伴う引っ掻き行動を示
す。さらに、皮膚炎の発症に伴い、アレルギ
ーエフェクター細胞であるマスト細胞が皮
膚において増加することが知られている。本
研究では、NC/NgaTnd マウスのケラチノサイ
トの特性を、in vitro および in vivo の両側面
から解析した。また、アトピー性皮膚炎局所
病態発現におけるケラチノサイトとマスト
細胞とのクロスークの重要性を解析した。 
 
（２）皮膚炎自然発症犬を用いた高純度軟化
水による皮膚炎改善効果の検証 
 これまでの研究から、表皮における低カル
シウムおよび低マグネシウム環境は、皮膚バ
リア機能を改善させることが明らかとなっ
ている。そこで、カルシウムおよびマグネシ
ウムを含まない高純度軟化水を用いて、皮膚
炎を自然発症したイヌの臨床症状（皮膚炎お
よび痒み）を改善させることができるか否か
を検証した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）NC/NgaTnd マウスにおけるケラチノ
サイトの特性解析とアレルギーエフェクタ
ー細胞とのクロストークの解明 
 NC/NgaTnd マウスをコンベンショナル環
境下で飼育し、アトピー性皮膚炎様症状を自
然発症させた。皮膚炎発症前から発症後にか

けて経時的に皮膚を採取し、表皮の肥厚を
H&E 染色により病理組織学的に評価した。
マウスケラチノサイトの培養方法を確立す
るため、生後 3 日以内の新生子マウスから表
皮細胞を分離し、ケラチノサイト培養用無血
清培地において培養した。NC/NgaTnd マウス
由来のケラチノサイトと、C57BL/6 マウスお
よび BALB/c マウス由来のケラチノサイトに
おいて、MTT 法により細胞増殖速度を比較し
た。次に、ケラチノサイトとマスト細胞のク
ロストークを解析した。マウス骨髄由来マス
ト細胞を分化させた後、IgE および抗原によ
り刺激し脱顆粒させた。その培養上清とケラ
チノサイトを in vitro で共培養した。Thymic 
stromal lymphopoietin （TSLP）などアレルギ
ー発症に関与することが報告されている因
子について、その mRNA 発現をリアルタイム
PCR 法により解析した。 
 
（２）皮膚炎自然発症犬を用いた高純度軟化
水による皮膚炎改善効果の検証 
外部寄生虫、細菌、真菌感染を除外した皮

膚炎および痒みを主症状とするイヌ 11 頭を
市販のイヌ用シャンプーを用いて週に１回、
１ヶ月間、高純度軟化水または水道水でシャ
ンプーした。被験犬を無作為に 2 つの群に分
類し、群１においては高純度軟化水によるシ
ャンプーを行い、その後一定期間を置いて水
道水によるシャンプーを行った。群 2 におい
ては水道水によるシャンプーを行い、その後
一定期間を置いて高純度軟化水によるシャ
ンプーを行った。試験前および試験終了後に、
獣医師が皮膚炎の重症度をアトピー性皮膚
炎皮膚重症度指数（CADESI スコア）で評価
し、飼い主が痒みの程度を痒みスコア（PVAS
スコア）で評価した。また、皮膚バリア機能
の指標として、経皮水分蒸発量（TEWL）を
測定した。シャンプーの際に使用した水の種
類は獣医師には明かされたが、飼い主には明
かされなかった。 

 
４．研究成果 
 
（１）NC/NgaTnd マウスにおけるケラチノ
サイトの特性解析とアレルギーエフェクタ
ー細胞とのクロストークの解明 

NC/NgaTnd マウスにおいては、アトピー性
皮膚炎様症状の発現に伴い、表皮ケラチノサ
イトが経時的に肥厚していくことを病理学
組織学的に確認した。その原因を明らかにす
るため、MTT 法によりケラチノサイトの細胞
増殖速度を比較した。その結果、NC/NgaTnd
マウス由来のケラチノサイトにおいて、他系
統のマウス由来ケラチノサイトよりも細胞
増殖速度が亢進していた。次に、ケラチノサ
イトとマスト細胞のクロストークを解析す
るため、ケラチノサイトをマスト細胞の脱顆



粒上清で刺激した。その結果、刺激したケラ
チノサイトにおいて、アトピー性皮膚炎や喘
息などの病態を開始させるために重要な
TSLP など様々な因子の mRNA の発現が上昇
していた。以上の結果から、NC/NgaTnd マ
ウスにおいては、内因性の要因によりケラチ
ノサイトの細胞増殖速度が亢進しているこ
とが明らかとなった。また、アトピー性皮膚
炎局所病態発現においては、ケラチノサイト
とマスト細胞のクロストークが重要である
ことが示唆された。 
 
（２）皮膚炎自然発症犬を用いた高純度軟化
水による皮膚炎改善効果の検証 

群1および群2において、一定期間高純度軟
化水または水道水を用いたシャンプーを行わ
なかったことによる持ち越し効果は認められ
なかった。また、群1および群2において、高
純度軟化水または水道水による試験前の2群
間のスコアおよびTEWLに有意差は認められ
なかった。そのため、群1と群2を統合し結果
を解析した結果、高純度軟化水によるシャン
プー療法により、CADESIスコア、PVASスコ
アおよびTEWLは有意に減少したが、水道水
によるシャンプー療法では、両スコアおよび
TEWLの有意な減少は認められなかった（図1、
図2、図3）。本研究結果から、皮膚炎および痒
みを主症状とするイヌに対して高純度軟化水
を用いたシャンプー療法を行い、表皮を低カ
ルシウムおよび低マグネシウム環境にするこ
とで、皮膚バリア機能が改善し、皮膚炎およ
び痒みが改善することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.  高純度軟化水および水道水を用いたシ
ャンプー療法試験におけるCADESIスコアの
変化。試験開始前および試験終了後に、獣医
師が被験犬の CADESI スコアを評価した。図
の棒グラフは、被験犬（n = 11）の平均値±標
準誤差を表している。* P < 0.05 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.  高純度軟化水および水道水を用いたシ
ャンプー療法試験における PVAS スコアの変
化。試験開始前および試験終了後に、PVAS
に基づいて飼い主が被験犬の痒みを 10 段階
で評価した。図の棒グラフは、被験犬（n = 11）
の平均値±標準誤差を表している。* P < 0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.  高純度軟化水および水道水を用いたシ
ャンプー療法試験における TEWL の変化。  
試験開始前および試験終了後に、獣医師が被
験犬の TEWL を測定した。図の棒グラフは、
被験犬（n = 11）の平均値±標準誤差を表して
いる。* P < 0.05 
 
 
 
 以上の研究成果より、ケラチノサイトにお
おける細胞増殖速度の亢進およびケラチノ
サイトとマスト細胞とのクロストークが、ア
トピー性皮膚炎局所病態発現において重要
な役割を果たしていることが明らかとなっ
た。さらに、表皮ケラチノサイトを標的とし
た局所療法が、アトピー性皮膚炎の臨床症状
を緩和するために非常に有効であることが
示された。本研究においては、マウスおよび
イヌを用いてアトピー性皮膚炎発症におけ
るケラチノサイトの重要性を検討したが、今
後は、人医療への展開を目指して、アトピー
性皮膚炎のヒトにおいて研究を推進してい
く必要性がある。 
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