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研究成果の概要（和文）：セラミドなどのスフィンゴリン脂質は皮膚角質の主要成分として重

要な役割を担っている。アトピー性皮膚炎患者のセラミド含量が減少している。申請者は、細

胞中のセラミド(C16-、 C18-、C20-、C22-、C24- および C24:1-セラミド等)を定量するために質量分

析装置(LC-MS/MS、MALDI-TOF、LC/MS-IT-TOF)を用いた分析法を確立した。本測定法により、ア

トピー性皮膚炎の角質のセラミドを構成脂肪酸の長さにより分離分析できた。本バイオマーカ

ーはアトピー性皮膚炎に有用と考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： Sphingolipid metabolites such as ceramides, major lipids of 

the stratum corneum, are known to play critical roles in various epidermal functions. 

Patients with atopic dermatitis commonly show reduced ceramide contents of the skin.  

 We developed several mass spectrometry methods (LC-MS/MS, MALDI-TOF, and LC/MS-IT-TOF) 

for the rapid, simultaneous quantification of C16-, C18-, C20-, C22-, C24-, and C24:1-ceramide. 

This method was successfully applied to monitor the profiles of fatty acid lengths of 

ceramides in the stratum corneum. The profiles of fatty acid lengths of ceramides could 

be useful for the diagnosis of atopic dermatitis. 
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１．研究開始当初の背景 

 アトピー性皮膚炎(AD)は近年増加の一途

をたどっており、一部の症例は難治性で社会

生活に支障をきたすことから、その予防法や

根本的治療法の確立に向けた病態解明が待

たれる疾患である。 
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 AD は遺伝的なアトピー素因に、アレルギー

的・非アレルギー的な刺激が誘因となり発症

する慢性の湿疹である。近年、AD の評価のた

めに、高感度・高選択性のバイオマーカーが

臨床現場で待ち望まれている。スフィンゴリ

ン脂質代謝物(SL、セラミド(Cer)等)は、皮

膚バリア機能を担う主成分、表皮細胞の分化

増殖を司る細胞内情報伝達物質および炎症

誘発物質という多彩な機能を有し AD の病態

形成に深く関わる。SL から AD の病態を俯瞰

するとその機能は、①皮膚バリア機能:ドラ

イスキンによる角層のバリア機能障害は非

アレルギー素因とされる。AD 患者では表皮

の保湿機能に関わる Cer やその他の SL(スフ

ィンゴミエリンおよびグルコシルセラミド)

が減少している。②細胞内情報伝達物質: AD

患者では、バリア機能障害により痒みの知覚

神経終末が表皮内に伸長し、易刺激性による

痒みから掻破の悪循環に陥るとされている。

AD 患者の皮膚では、ケラチノサイトから分泌

される神経成長因子(NGF)が増加しており表

皮内への神経繊維の進展や表皮肥厚、T 細胞

活性化による種々のサイトカイン産生など

を介して AD の痒みに関与している可能性が

ある。NGF が S1P を活性化することから、表

皮の SLを介した AD 病態への関与が示唆され

ている。③炎症誘発因子:AD 患者角層では、

deacylase により生成する炎症誘発因子スフ

ィンゴシルホスホコリンが蓄積することが

報告されている。以上の SL プロファイルに

より、アレルギー的および非アレルギー的病

因を同時に把握することが可能となると考

えられている。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、AD の病態メカニズムを皮

膚のバリア機能を担う Cer 等の SL に着目し

て分子レベルで解明し、SL を新たな診断バイ

オマーカーとして AD の診断に臨床応用する

ことである。代表者は、高感度かつ高選択性

の質量分析装置(MS)を活用したリピドミク

スにより SL 分析測定系を開発する。本研究

で特定される新規 SL バイオマーカーは、AD

の病態解明と診断に極めて有用なものにな

ると考えられる。 

 

３．研究の方法 

従来、皮膚の SL 分析には TLC が汎用され

ていたが、その量的変化を正確に定量するこ

とは極めて困難であった。そこで申請者は、

MS 測定法を開発した。①MALDI-TOF/TOF によ

る網羅的リピドミクス：この段階では簡便な

試 料 前 処 理 で 高 い 質 量 精 度 を 有 す る

MALDI-TOF/TOF(UltraFlex (Bruker 社))を用

いる。引き続き、LC-MS では、②ion trap の

高い質量精度をと広いダイナミックレンジ

を有する分析系、③四重極質量分析装置

LC-MS/MS の MRM により、頑健な定量性を有す

る高感度分析系を開発する。MS 分析の特長か

ら C16-、C18-、C24-のアシル鎖毎に Cer を分析

できる。従って、AD の病態により変化する

Cer が、de nove 合成由来(C16-、C18-Cer)か、

スフィンゴミエリン由来(C24-Cer)かといっ

た情報を得ることが出来る。 

 

４．研究成果 

①MALDI-TOF/TOF を用いた測定法: 

 MALDI-TOF/MS の測定は Ultraflex TOF/TOF 

(ブルカー・ダルトニクス社)を用いた。

Bligh-Dyer 法に準じ、試料から抽出した SL

に、マトリックス溶液(2,5-ジヒドロ安息香

酸)を加え混和後、ターゲットプレート

(MTP384 target ground steel)にのせ測定し

た。測定はリフレクターモードで行い、測定

に用いた照射レーザーの波長は 337nmとした。

レーザーの照射位置を手動でかえながら約

200 回のスキャンを行い平均のスペクトルを

得た。文書同意を得た健常人の皮膚角質のセ

ラミドプロファイルを調べ、C16-、C17-、C18-、

C24-および C24:1-Cer が存在する事を明らかに

した。 

 

②LC-IT/TOF 測定法の開発: 

 以下に簡潔に方法を記す。Bligh-Dyer 法に

準じ、試料からスフィンゴ脂質代謝物を抽出

した(図 1)。LC装置は Prominence システム、

MS 検出器は LCMS-IT-TOF（島津製作所（株））

を用いた。ODS-C18カラムを用いた LC により

C16-、C17-、C18-、C24-および C24:1-セラミドを

分離後、MS 検出部に導入した。イオン化はエ

レクトロスプレーイオン化法、ポジティブイ

オンモードで検出した(図 2)。データ処理は

LC solution（島津製作所（株））を使用した。 

 
 



 

 

 
 

 

 
 
 C16-、C17-、C18-、C24-および C24:1-Cer は LC

により良好に分離され(図 3)、m/z は各々

538.52、552.54、566.55、650.65および 648.63

であった(図 4)。また、回収率および日間変

動も良好であった(図 5)。 

 
 

 
  

③LC-MS/MS 測定法の開発: 

 本研究が目指す最終成果物は、SL バイオマ

ーカーの臨床での有用性の実証である。試料

から SL 抽出を行い、LC-MS/MS(ABI 4000、

Applied Biosystems 社)により行う。C16-、C18-、

C24-セラミドの LC 分離には、LCMS-IT-TOF と

同様に C18 カラムを用いる。移動相は、水/

メタノールのグラジエント条件とし、MS/MS

検出は、ESI(+)で MRM トランジッションを設

定した。AD モデル細胞(ケラチノサイト)に

おいて、アシル基の炭素鎖長に基づきセラ

ミドのプロファイルを精査したところ、AD

モデル細胞では短鎖アシル鎖をもつセラミ

ド含量が多く、正常細胞では長鎖アシル鎖

を有するセラミド含量が多い知見を得た。

また、本法は、細胞内情報伝達物質として

の SL定量法として極めて有用であった。 

 本研究で特定される新規 AD 診断バイオマ

ーカーは、AD の病態解明と診断に極めて有用

なものになると考えられる。 

 

④動物実験によるアレルギー素因に着目し

た AD メカニズムの解明(共同研究者(稲垣直

樹)): 

 稲垣らは、NC/Nga マウスにダニ抗原溶液を

反復塗布することにより、IgE 上昇および激

しい掻破行動を伴う AD に類似した皮膚炎を

発症するモデルマウスを確立している。

NC/NgaマウスではTh1/Th2バランスがTh2有

意にシフトしておりIL-4 mRNA 発現が誘導さ

れていることを示している。 

 ハプテン(ジニトロフルオロベンゼン: 

DNFB)を反復塗布した BALB/c マウスの AD モ

デルにおいてステロイド剤デキサメタゾン

は全く掻破行動を抑制せず、それに対し、免

疫抑制薬タクロリムスは表皮への神経線維

の進入伸長および掻破行動を強く抑制する

ことを明らかにした。更に、タクロリムスに

よる掻破行動の抑制はタクロリムスによる

サブスタンス Pの減少を介する可能性を示唆

した。また、免疫抑制剤シクロスポリンも掻

破行動を抑制することを明らかにした。今後、

本病態モデルマウスでの SL プロファイルを

詳細に検討していく予定である． 
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