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研究成果の概要（和文）： 
	 アトピー性皮膚炎などの重篤なかゆみの治療薬の開発に有用な治療薬の開発を目的に、スト
レスによるかゆみの増悪化現象を示す慢性かゆみモデルマウスと、それを用いたアッセイ法の
構築を行った。本法は ddY 系マウスを卵白リゾチーム（HEL）で感作して作製する慢性かゆみモ
デルマウスに拘束ストレスを負荷した際の引っ掻き動作（＝かゆみ回避動作）回数の増悪化を
指標にしたものである。さらに、本法の応用として、プロテオーム解析によるかゆみ関連タン
パク質分子の探索、抗かゆみ活性を有する新たなシーズ植物と活性物質の探索を行った。	 
 
研究成果の概要（英文）： 
We established the efficient a model mouse and assay system for searching antipruritic 
substances from natural source for the therapeutic drug of serious itches such as atopic 
dermatitis. This method monitors the frequency of scratching behavior of the hen egg-white 
lysozyme (HEL)-sensitized mouse (= chronic itching model) which exposed restraint stress. 
HEL-sensitized ddY mouse, in contrast to ddY mouse, have shown worsened the itchiness by 
stress like humans' atopic dermatitis case. For the search of the protein itch-related factor, we 
performed proteome analysis. We screened the antipruritic activity of several natural sources 
and found new seeds and isolated the successively active substance. 
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１．研究開始当初の背景 
	 「痒み」はアトピー性皮膚炎患者などの多
くの掻痒性疾患において重大かつ深刻な症
状である。しかし、現状では満足な止痒薬が
無く、開発が急がれる。	 
	 痒みの研究が痛みに比べて遅れている原
因の一つとして、痒みが感覚的なもので、客

観的評価が難しく、有用な病態モデル動物が
いなかったことが考えられる。しかし、1995	 
年に倉石ら(参考文献 1)により、マウスが後
ろ足で皮膚を引っ掻く動作が痒み回避行動
であることが科学的に立証された後、動物モ
デルを用いた痒みの研究が本格化し、数種の
痒みモデルの確立と共に、痒みに関与するメ
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ディエーター、受容体、神経伝達機構が徐々
に明らかにされつつある(参考文献 2)。しか
し、多数の因子が複雑に関与する重篤な痒み
の本態の解明はまだ遠い。	 
	 申請者も、これまでに、先の本補助金によ
り、一過性および慢性のかゆみモデルの確立
とその応用からかゆみの因子やメカニズムに
関する検討と、天然資源からのかゆみ抑制物
質の探索を行ってきた。	 
	 アトピー性皮膚炎などの強いかゆみを伴う	 
かゆみ過敏皮膚（itchy	 skin	 ）ではアレルギ
ー、炎症細菌感染、神経線維異常伸長などの
複数の病態が併発して生じる末梢（皮膚）で
の多様な起痒因子、さらにはストレスや嗜癖
的引っ掻き（痒くないのに掻く）のような中
枢性の因子が相互に複雑にからみあって、痒
みの増悪や難治化が生じる可能性が推察され
ている。しかし、このような複数の病態や要
因の併発した深刻なかゆみのメカニズムはま
だ解明されておらず、それゆえ、有効な治療
薬も無い。	 
	 そこで、本申請では、先の成果をもとに
itchy	 skinの病態を反映する画期的な難治性
痒みモデルとアッセイ法の構築と応用から、
痒みの増悪や難治化メカニズムを解析し、独
創的メカニズムの痒み抑制薬の開発を目指す。	 
［参考文献］	 
1)Kuraishi	 Y.	 et	 al.,	 Eur.	 J.	 Pharmacol.,	 
275,	 229	 (1995).	 
2)Abstracts	 of	 “5th	 International	 
Workshop	 for	 the	 Study	 of	 itch”(2009).	 

 
２．研究の目的 
	 本申請では、以下の手順で、主として「ス
トレスによる痒みの増悪化、あるいは嗜癖的
引っ掻き動作（痒くないのに掻く）の増悪化
現象を示す病態モデルマウス」と、それを用
いた in	 vivo アッセイ法の構築を目指した。
さらに、その応用から、痒みの増悪・難治化
メカニズムを解析し、独創的メカニズムの抗
かゆみ物質を天然資源より探索し、抗かゆみ
薬の開発に繋げる。	 
(1) ストレスによる痒み増悪化の病態モデ

ルマウスの作製およびアッセイ法の構
築を行う。	 

(2) プロテオーム解析により痒みの増悪化
に関与する生体内因子の網羅的解析を
行う。	 

(3) in	 vivo	 アッセイ法を用いて、天然資源
からかゆみ抑制物質の探索を行う。	 

 
３．研究の方法 
(1)ストレスによる痒み増悪化の病態モデル
の作製およびアッセイ法の構築	 

① 一過性および慢性かゆみ病態モデルマウ
スへの直接床電撃刺激法によるストレス
負荷の影響 

下記の一過性および慢性かゆみモデルマ
ウスに直接床電撃刺激法によるストレスを
負荷後、かゆみを惹起し、ストレス負荷の
影響を検討した。 
・一過性かゆみモデル：	 
前報（参考文献3）と同様に、無処置（健
常皮膚）のddYマウスの首の後ろに脱顆
粒惹起剤である	 compound	 48/80（COM）	 
3	 mg/kgを皮下注射した後、マウスが後
ろ足で注射部位を引っ掻く回数を20分
間計測する。	 

・慢性かゆみモデル〉	 
前報（参考文献3）と同様に、マウスを
卵白リゾチーム	 (HEL)	 で感作する(０
日目)。９日後に、マウスの首の後ろに
COM	 (2	 mg/kg)を皮下注射し、マウスが
後ろ足で注射部位を引っ掻く回数を20
分間計測する。本モデルはHEL感作によ
るアレルギーの開始段階	 (induction	 
phase)での様々な免疫応答の活性化病
態を反映するほか（参考文献4）、末梢で
は瘀血に類似した微小循環障害を伴う
ことから、健常皮膚とは異なる起痒およ
び持続メカニズムを評価できる。	 

［参考文献］	 
3)	 Ueda	 Y	 et	 al.,	 Biol.	 Pharm.	 Bull.,	 28,	 
1786	 (2005).	 
4)	 Ishiguro	 K.	 et	 al.,	 FFF	 Journal,	 202,	 
13	 (2004).	 

 
② ストレス負荷法の検討 
	 前述の直接床電撃刺激法にくらべ、比較
的緩和なストレス負荷方法とされる下記の
ストレスを負荷したのち、同様にCOMを注
射し、引っ掻き動作回数を測定した。スト
レス未処置の場合と比較し、有意な増悪化
が見られるか否か、再現性、操作の簡便さ
などを検討した。 
・	 コミニュケーションボックスを用いた
精神的ストレス 

・	 はさみでひげを短く切る 
・	 過密飼育（１０匹用ケージで２０匹飼
育） 

・	 空気穴をあけたビニールチューブに拘
束する。 

	 
③ 感作時のHEL濃度の検討 
	 マウスにアレルギーの前段階を誘導する
ために行う感作のHEL濃度を、以下の３種
類に変更して、慢性かゆみモデルを誘導し
た。これに拘束ストレスを負荷し、最も緩
やかなアレルギー病態でストレスによる増
悪化が観察できる濃度を検討した。 
・	 HEL 50 µg／50％CFA 50 µl 

    (参考文献３と同じ) 
・	 HEL 25 µg/／50％CFA 50 µl 
・	 HEL 12.5 µg/／50％CFA 50 µl 



④ 一過性および慢性かゆみモデルマウスへ
の拘束ストレスの影響 

	 一過性およびHEL 12.5 µg/1匹で作製し
た慢性かゆみモデルマウスに、90分／day
または60分／dayの拘束ストレスを7また
は10日間負荷した後、COM 2mg／kgの皮
下注射で、かゆみを惹起し、引っ掻き動作
回数を計測した。 
	 
⑤ ストレスで増悪化する慢性かゆみモデル
マウスをもちいたアッセイ法の確立 
	 ①から④を総合して、操作の簡便さ、短
期間化、再現性、さらには動物への苦痛の
最小化を考慮しアッセイ法を確立した。 
	 
(2)かゆみの増悪化に関与する生体内因子
の探索	 
	 	 
	 	 増悪化の前後で増減する機能性タンパ
ク質分子をプロテオーム解析で網羅的に解
析する目的で、以下の検討を行った。	 
	 
① 腸粘膜組織の解析 
十分なタンパク質画分が得られるマウス

の腸粘膜組織を用いて、可溶性タンパク質
の抽出、精製、二次元電気泳動、タンパク
質スポットの検出法などの条件の確立と解
析を行った。 

	 
② 血液の解析 
	 マウスより全血採血した血液を3000gで
15分遠心分離して得た血清をサンプルとし
て、①と同様に解析した。	 
	 
	 
(3)新規アッセイ法を用いた痒み抑制物質の
探索	 

①	 新しいシーズ植物の探索	 
	 民間あるいは漢方で、	 痒み関連疾患への
適用が伝承されている天然資源の調査を行
い、それらの植物について、in	 vivoアッセ
イ法による一次スクリーニングを行い,新
しいシーズ植物を探索した。	 
	 
②	 活性物質の探索	 
	 見出したシーズから活性を指標に分画お
よび各種カラムクロマトによる精製を繰り
返し、活性物質の単離と構造解析を行った。	 
	 
	 
４．研究成果	 
(1)ストレスによるかゆみの増悪化病態モ
デルの作製とアッセイ法の構築	 

	 
① 一過性および慢性かゆみ病態モデルマウ
スへの直接床電撃刺激法によるストレス
負荷の影響 
	 一過性かゆみモデルでは直接床電撃刺

激法によるストレス負荷で、引っ掻き動作
が増加する傾向を示したが、有意差はなか
った。一方、慢性かゆみモデルにおいては
ストレス負荷で有意な増加が観られ、ヒト
のアトピー性皮膚炎と同様に、慢性かゆみ
においてストレスが悪化要因となること
を明らかにした。	 
	 
② ストレス負荷法の検討 
	 各種のストレス負荷方法を検討した結
果、空気穴を開けたビニールチューブ中に
拘束する方法で、慢性のかゆみモデルの引
っ掻き動作が有意に、再現性良く増悪化す
ることを見出した。これにより直接床電撃
刺激法のようにマウスに身体的刺激を行
うことなく、比較的緩和な条件でのモデル
の作製（苦痛の軽減化）が可能となった。	 
	 

③ 感作時のHEL濃度の検討 
	 感作に用いる HEL 濃度を検討した結果、
当初の HEL	 50 から 12.5	 µg に減じた緩和
なアレルギー病態でもストレスによるか
ゆみの増悪化が観られることが明らかと
なった。	 
	 

④ 一過性および慢性かゆみモデルマウスへ
の拘束ストレスの影響 

	 図１に示すように、一過性かゆみモデル
では拘束ストレス負荷（90 分／day を 10
日間）により、引っ掻き動作の増加傾向が
見られたが、有意差はなかった。一方、慢
性かゆみモデルにおいてはストレス負荷
で有意な増加が観られ、ヒトのアトピー性
皮膚炎と同様に、慢性のかゆみにおいてス
トレスが悪化要因となることを明らかに
した。一方、60分／day10~14日間連続の
拘束ストレスにおいては、一過性および慢
性かゆみモデル共に増悪化が観察されな
かった。そこで、拘束時間は 90 分／day
とし、日数の短縮化を検討したところ、7

 
図１：ストレス負荷によるかゆみモデルマ
ウスへの影響	 	 * p<0.05 (Student’s t- test) 



日間に 6 日負荷 (4 日目は無)で有意な増
悪化が見られることが明らかになった。 
 
⑤ ストレスで増悪化する慢性かゆみモデル
マウスを用いたアッセイ法の確立 
	 前述の①から④の結果を総合して、操作
の簡便さ、短期間化および再現性、さらに
は動物への苦痛の最小化を考慮し、アッセ
イ法を以下の様に確立した。 
 

	 
	 
(2)かゆみの増悪化に関与する生体内因子
の探索	 

	 
① 腸粘膜組織の解析 
	 免疫への関与が注目される腸粘膜組織
を用いて可溶性タンパク質の抽出法、精製
法、一次元および二次元電気泳動法を順次
検討し、以下に示す条件を確立した。また、
ゲル上のタンパク質スポットの検出方法
では、当初用いた銀染色法による解析では、
ゲル間のゆがみによる誤差で発現量の少
ないタンパク質の解析が困難であること
が判明した。そこで、次に CyDye	 DIGE	 
Fluors	 Minimal	 Dyes	 (GE	 Healthcare)
を用いる蛍光標識二次元ディファレンス
ゲル電気泳動(2D-DIGE)法による解析に変
更し、銀染色法では見出せなかった差異タ
ンパク質スポットの検出に成功した。現在、
一過性かゆみと慢性かゆみ病態モデルマ
ウスでの差異を検討中である。	 
	  
可溶性タンパク質試料調製の概略：臓器を
等量のサンプル調製液｛7 M urea、2M 
thiourea、4% [(cholamidopropyl) dimethyl 
ammonio] -1-propanesulfonate (CHAPS) 
を含む 30 mM Tris-HCl バッファー、pH 
8.5｝中で、ホモジナイザー  (GE 50, 
WARNING) を用いて破砕し、得られたホ
モジネートを 4℃、15,000 rpmで 15分遠
心分離し、上清をさらに、4 ℃、100,000 
rpmで 1時間超遠心分離し、得られた可溶
性画分をアセトン沈殿および 2-D	 Clean	 up	 

kit	 (GE	 Healthcare)	 により精製する。	 
二次元電気泳動（2-DE）法の概略：試料溶
液は等量のサンプルバッファー［7	 M	 urea、
2	 M	 thiourea、4%	 CHAPS、1%	 immobilized	 pH	 
gradient	 buffer 、 2%	 dithiothreitol	 
(DTT)	 ］を加えて 95℃で 5 分加熱した後、
膨潤液（7	 M	 urea、2	 M	 thiourea、4%	 CHAPS、
0.5%	 immobilized	 pH	 gradient	 buffer、2%	 
DTT）を加えて総タンパク質量 99μg/	 340
μL に調製後、固定化 pH3~10 勾配ゲル	 (18	 
cm,	 GE	 Healthcare)	 を装着したストリップ
ホルダーにアプライし、Ettan	 IPGphor	 II	 
(GE	 Healthcare)	 を用いて一次元目の等電
点電気泳動を行う。泳動したゲルは、DTT
またはヨードアセトアミドを含む 6	 M	 urea、
30%	 glyserol、2%	 SDS を含む 50	 mM	 Tris-HCl	 
バッファー	 (pH	 8.8)	 を用いて各々15 分平
衡化後、10	 -	 20%	 SDS グラジエントゲル	 (20
×20	 cm,	 Bio	 Improve)	 および泳動バッフ
ァー	 （192	 mM	 グリシン、0.1%	 SDS を含む
25	 mM	 Tris-HCl バッファー、pH	 8.4）を用
いて二次元目電気泳動を行う。	 
	 
② 血液の解析 
	 血中タンパク質に関して①	 の成果を元
に、2D-DIGE 法による解析を行ったが、主
要な（発現量の多い）スポットには差異が
見られなかった。今後は、より微量な血中
タンパク質、さらには皮膚のタンパク質に
ついての解析が必要であると考える。	 
	 
(3)In	 vivoアッセイ法を用いたかゆみ抑制
物質の探索	 

	 
①	 新しいシーズ植物の探索	 
	 マウスの引っ掻き動作を指標としたin 
vivoアッセイ法を用いTrifolium repens、
Sophora japonica、Arachis hypogaea、
Hypericum patulum 、 Camellia 
nitidissimaなど数種の天然資源について
抗かゆみ活性を一次スクリーニングした。
その結果、H. patulumの花弁およびC. 
nitidissimaの葉に新たに有意な活性を見
出し、シーズとしての有用性を示した。	 
	 
②	 活性物質の探索	 
	 見いだしたシーズより、活性を指標に数
種のトリテルペン類およびカテキン類を
単離、構造解析した。さらに、単離化合物
の活性評価を行い、新規抗かゆみ物質を見
出した。現在、作用機序についても検討中
である。	 
	 
５．主な発表論文等	 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	 
 

ストレス性で増悪化するかゆみへの
抑制効果の in	 vivo アッセイ法	 
	 

	 ddYマウスをHEL	 12.5µgで感作する。
感作の１時間前および感作の翌日より
90 分/day の拘束ストレスを 7 日間に 6
日負荷する。7 日目に 2	 mg/kg の COM
を皮下注射し、かゆみを惹起し、惹起
後20分間の引っ掻き動作回数をカウン
トしコントロールとする。これに対し、
評価物質を投与した場合を比較する。	 
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