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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎の痒みの発生に好塩基球並びにそこから遊離される因子に関与する
か、アトピー性皮膚炎マウスモデルを用いて検討した。アトピー性皮膚炎マウスモデル皮膚では、健常皮膚と比
べて好塩基球が増加していた。アトピー性皮膚炎マウスモデルへの好塩基球除去抗体の投与により自発的掻き動
作が減少した。好塩基球から遊離されるセリンプロテアーゼなど痒み反応を誘発したが、レチノイン酸などは痒
み反応を誘発しなかった。さらに、線維芽細胞から遊離されるエオタキシンが、好塩基球の遊走に寄与する可能
性を見出した。以上のことから、アトピー性皮膚炎皮膚において増加した好塩基球がその痒み寄与することが示
唆される。

研究成果の概要（英文）：Using a mouse model of atopic dermatitis, we investigated whether basophils 
and factors released from them are involved in the development of itching in atopic dermatitis. When
 compared with that of the skin in healthy mice, the number of basophils was significantly increased
 in the skin of mice with atopy-like dermatitis. An antibody for the depletion of basophils 
attenuated the spontaneous itch-related responses in mice with atopy-like dermatitis. Serine 
proteases released from basophils induced itching, but retinoic acid did not. Furthermore, we found 
the possibility that eotaxin released from fibroblasts contributes to the migration of basophils. 
Taken together, it is suggested that increased basophils and their mediators contribute to itching 
in atopic dermatitis.

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アトピー性皮膚炎は、慢性の炎症性皮膚疾患であり、その症状に非常に耐え難い「痒み」がある。痒みによる掻
爬は、皮膚炎のさらなる悪化に加え、不眠やそれに伴う労働生産性の低下などが問題となっている。したがっ
て、痒みの抑制は非常に重要であるが、古くから痒みの発生に関与するとされるマスト細胞からのヒスタミンに
対する抗ヒスタミン薬はアトピー性皮膚炎の痒みに無効である場合が多く、新規の痒み因子の探索が望まれてい
る。本研究により、アトピー性皮膚炎の痒みの発生機序に新たに好塩基球が重要であること、そこから遊離され
る因子が痒みの発生に寄与することを見出したことは、学術的にも社会的にも意義あるものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
アトピー性皮膚炎は、皮膚科領域において難治性掻痒性皮膚疾患として位置づけられている。
厚生労働省の 2014 年調査によると全国で約 46 万人のアトピー性皮膚炎患者が通院治療を受け
ており、通院していない患者も含めればそれ以上に多いと推定される。アトピー性皮膚炎患者の
症状は、主に痒みと皮膚炎，皮膚の乾燥が挙げられる。この中で、特に痒みに関しては、60%以
上の患者が非常に激しい痒みを訴え、睡眠障害、重度のストレスを与え、社会生活に支障（労働
生産性の低下）をきたしている。さらに、痒みはストレスを誘発するだけでなく、皮膚への搔爬
（そうは：掻くこと）は、皮膚症状の更なる悪化を導く。したがって、痒みの抑制は、アトピー
性皮膚炎の治療の最優先課題となっている。しかしながら、痒み治療の第一選択薬である抗ヒス
タミン薬は、アトピー性皮膚炎の痒みに対して抵抗性を示す場合が多く、マスト細胞―ヒスタミ
ン系以外の新たな痒みの発生機序並びに鎮痒薬開発のための標的因子の探索が急務となってい
る。 
好塩基球は、健常の血液中に 0～2%しか存在しないが、最近の研究ではアレルギー疾患に関し
て重要な役割を担っていることが報告されている。その一方で、好塩基球のアトピー性皮膚炎の
痒みへの関与に関しては、ほとんど知られていない。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 アトピー性皮膚炎マウスモデルの皮膚病理解析により、健常マウス皮膚と比べ、好塩基球が増
加していることをこれまで見出してきた。そこで、アトピー性皮膚炎の痒みへの役割が殆ど解明
されていない好塩基球の役割と痒みの発生機序の詳細をアトピー性皮膚炎マウスモデルを用い
て解明し，臨床における痒み治療への情報を提供することを目的とする。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
〔実験動物〕 
 実験には、雄性の NC系マウスを用いた。NC系マウスは、
微生物等制御された specific pathogen free（SPF）環境下で飼育
すると健常状態を保つ（健常 NCマウス）が、微生物等制御さ
れてない conventional環境下でダニを寄生させることで、アト
ピー様皮膚炎と激しいかゆみ反応を示すようになる（皮膚炎
NC マウス）。本実験動物を用いた実験は、富山大学並びに金
城学院大学動物実験委員会による承認を得て行った。 
 
〔行動実験〕 
 薬物を吻側背部に皮内注射する場合は、実験の前日までに
健常 NCマウスの吻側背部の毛を除毛した。実験当日には、マウスを 4つに区画された観察用ア
クリルケージ（13☓9☓35 cm/区画：1区画あたりマウス 1匹）に入れ、30分以上撮影環境に馴化
させた。その後、吻側背部に薬物を皮内注射し、観察用アクリルケージに入れ、無人環境下にマ
ウスの行動をデジタルビデオカメラで撮影した。ビデオの再生により、後肢による薬物注射部位
への掻き動作をカウントした。皮膚炎 NCマウスを用いた実験では、馴化をすることなくマウス
を観察用アクリルケージにいれ、デジタルビデオカメラで撮影した。ビデオの再生により、後肢
による全身への掻き動作をカウントした。マウスは、1秒間に数回掻くので足を挙げて降ろすま
での一連の掻き動作を掻き動作の 1回としてカウントした。 
 
〔皮膚組織の摘出〕 
マウスは、麻酔下、開胸後、右心房（右心葉）を切開し、左心室よりリン酸緩衝生理食塩水（PBS）
で灌流し、脱血死させた。その後、吻側背部を除毛し、皮膚を摘出し、一部は 4%パラホルムア
ルデヒドに浸した。その他の皮膚は、-80℃で保管した。 
 
〔組織染色〕 
 4%パラホルムアルデヒドに浸した皮膚組織は、30%スクロース溶液に数日浸した。その後、
OCTコンパウンドで包埋し、-80℃で保管した。続いて、クリアオスタットを用いて、切片を作
製した。その後、常法に従って、蛍光免疫組織化学染色並びにトルイジンブルー染色を行った。 



 
〔線維芽細胞初代培養〕 
マウスは、麻酔下、開胸後、右心房（右心葉）を切開し、左心室より PBSで灌流し、脱血死さ
せ、除毛後、皮膚を摘出した。皮膚は、常法に従って、ディスパーゼ並びにコラゲナーゼで処理
し、細胞を取得した。細胞は、10%牛胎児血清を含むダルベッコ改変イーグル培地を用いて培養
した。 
 
〔ウエスタンブロッティング〕 
 -80℃に保管していた皮膚並びに線維芽細胞初代培養より、各種プロテアーゼ阻害薬含有タン
パク質抽出液にて、タンパク質を抽出し、定量後、SDSポリアクリルアミドゲルにて電気泳動を
行った。その後、タンパク質を PDEF メンブランに転写後、常法に従って、1 次抗体並びに
horseradish peroxidase が結合した 2 次抗体と反応させ、Enhanced Chemiluminescence 溶液と反応
させ、生じた発光を検出した。 
 
〔リアルタイム PCR〕 
 スフィンゴシルホスホリルコリンで刺激した線維芽細胞初代培養より、常法に従って RNAを
TRIzol reagent （インビトロジェン）並びに NucleoSpin RNA（タカラバイオ株式会社）を用いて
抽出した。NanoDropを用いて定量後、Primer Script RT Master Mix（タカラバイオ株式会社）に
て cDNAを作製した。その後、SYBR Premix Ex TaqⅡ（タカラバイオ株式会社）を用いて、Mx3000P 
Real-Time QPCR Systemを用いてリアルタイム PCRを行った。使用したプライマーは、以下のと
おりである： 
Eotaxin: (sense) CCAAGGACTTGGCTTCATGTAG 
 (anti-sense) ATTCTGGCTTGGCATGGTAGC 
GAPDH: (sense) CCAAGGTCATCCATGACAAC 
 (anti-sense) TTACTCCTTGGAGGCCATGT 
 
 
 
４．研究成果 
 
〔皮膚炎 NCマウスの痒みへの好塩基球の関与〕 
 健常 NCマウスと比べ、皮膚炎マウスの皮膚において、マスト細胞数は 3倍の増加に対して、
好塩基球は 60倍増加していた。また、好塩基球のマーカータンパク質の発現も、健常 NCマウ
ス皮膚では検出されなかったが、皮膚炎 NCマウス皮膚において明らかな発現の増加が認められ
た。さらに、皮膚炎 NCマウスにおいて、好塩基球除去抗体の投与により、皮膚内の好塩基球の
減少に加え、自発的掻き動作が減少した。一方、好塩基球除去抗体は、マスト細胞数には影響し
なかった。以上の結果から、アトピー様皮膚炎を誘発する皮膚炎 NC マウスの自発的掻き動作
に、好塩基球が関与することが示唆される。 
 
 
〔好塩基球から遊離される因子と痒み反応〕 
 塩基球から遊離が想定される因子を健常 NCマウスの吻側背部に皮内注射することで、痒み反
応（掻き動作）が惹起されるか検討した。セリンプロテアーゼやセロトニンの健常マウスへの皮
内注射は、健常 NCマウスに痒み反応を惹起した。その一方で、ヒスタミン、レチノイン酸（及
びその関連代謝物）、ストローマ細胞由来因子は惹起しなかった。ヒスタミンは、代表的な痒み
因子として知られているが、健常 NCマウスでは掻き動作は惹起しなかった。また、皮膚炎 NC
マウスにおいても、抗ヒスタミン薬であるテルフェナジンは、自発的掻き動作を抑制しなかった。
このことは、本マウスの種では、痒み発生への重要な役割を担っていないと考えられる。これま
でに我々は、皮膚炎 NCマウスの自発的痒み反応にプロテアーゼ活性化受容体 2が関与している
ことを報告してきた。本受容体は、セリンプロテアーゼによって活性化される。したがって、好
塩基球から遊離されたセリンプロテアーゼがプロテアーゼ活性化受容体 2 を活性して痒み反応
を誘発した可能性がある。以上の結果から、セリンプロテアーゼ及びセロトニンが、少なくとも
アトピー性皮膚炎の痒みの発生に寄与している可能性が示唆される。 
 
 
〔皮膚炎 NCマウスの痒みへのセロトニンの関与〕 
健常 NCマウスへのセロトニンの皮内注射は、掻き動作を誘発した。また、皮膚炎 NCマウス
の自発的引っ掻きはメチセルジド（5-HT2受容体拮抗薬）によって抑制されたが、シプロヘプタ
ジン（5-HT2A受容体拮抗薬）やオンダンセトロン（5-HT3受容体拮抗薬）では抑制されなかった。
α-メチル-5-HT（5-HT2受容体アゴニスト）または BW723 C86（5-HT2B受容体アゴニスト）の健
常 NCマウスへの皮内注射は痒み反応を惹起したが、KM-212（5-HT2C受容体アゴニスト）では
惹起しなかった。以上の結果から、5-HT2B受容体が皮膚炎 NCマウスにおける自発的引っ掻きの
誘発に関与している可能性があることを示唆する。 



 
 
〔線維芽細胞とエオタキシン〕 
 エオタキシンは、好塩基球の遊走に寄与していることが知られている。そこで、皮膚炎 NCマ
ウス皮膚で増加している脂質異常代謝物であるスフィンゴシルホスホリルコリンが線維芽細胞
におけるエオタキシンの発現を増加させるか検討した。健常 NCマウス皮膚より単離した線維細
胞初代培養は、vimentinを発現していることで線維芽細胞であることを確認した。スフィンゴシ
ルホスホリルコリンの、マウス線維芽細胞初代培養への適用により、エオタキシン mRNA の発
現を増加させた。このことは、スフィンゴシルホスホリルコリンが好塩基球の集積に重要な役割
を担っていることを示唆する。 
 
 
〔まとめ〕 
 本研究では、アトピー性皮膚炎の痒みへの好塩基球の関与に関して、自然発症アトピー性皮膚
炎マウスモデルを用いて検討した。皮膚炎マウスモデル皮膚では、マスト細胞の増加に比べ好塩
基球の増加率が大きく、好塩基球除去抗体の投与は皮膚炎マウスの自発的掻き動作を減弱させ
た。また、好塩基球から遊離が想定されるセリンプロテアーゼやセロトニンの健常マウスへの皮
内注射は、痒み反応を惹起したが、ヒスタミンやレチノイン酸、ストローマ細胞由来因子は惹起
しなかった。さらに好塩基球の皮膚内集積に関しては、皮膚炎マウスの皮膚での増加が認められ
るスフィンゴシルホスホリルコリンの線維芽細胞への作用によるエオタキシンの産生増加が寄
与している可能性が示された。以上の結果（下図）は、アトピー性皮膚炎の痒みに好塩基球並び
にそこら遊離される因子が関与することを示唆する。したがって、これまで注目されていなかっ
た好塩基球やそこから遊離される因子が新規鎮痒開発や治療薬選択のターゲットとなりうると
考えられる。 
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