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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎の要因として角質バリア障害が注目されている。だ

が、角質のバリア障害を観察評価する手段は限られており、角層内の物質分布を観察する方法

も同じく限られている。本研究では、TOF-SIMS(飛行時間型二次イオン質量分析)顕微鏡を用

い、角質内の物質分布の新しい可視化方法、角質バリア機能の新しい可視化方法を開発した。

その結果、角質層が３つの異なる性質を持った層に分けられることを発見した。フィラグリン

KO マウスでは、角質最内層のバリア機能が障害されていた。 
 
研究成果の概要（英文）：The stratum corneum (SC), the outermost barrier of mammalian bodies, 

consists of layers of cornified keratinocytes with intercellular spaces sealed with 

lipids. The insolubility of the SC has hampered in-depth analysis, and the SC has been 

considered a homogeneous barrier. Here, we applied time-of-flight secondary ion mass 

spectrometry to demonstrate that the SC consists of three layers with distinct properties. 

Arginine, a major component of filaggrin-derived natural moisturizing factors, was 

concentrated in the middle layer, suggesting that this layer functions in skin hydration. 

Topical application of metal ions revealed that the outer layer allowed their passive 

influx and efflux, while the middle and lower layers exhibited distinct barrier properties, 

depending on the metal tested. Notably, filaggrin deficiency abrogated the lower layer 

barrier, allowing specific metal ions to permeate viable layers. These findings elucidate 

the multi-layered barrier function of the SC and its defects in filaggrin-deficient atopic 

disease patients. 
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１． 研究開始当初の背景 
 角質構成蛋白フィラグリンの変異がアト

ピー性皮膚炎の発症要因として注目されて

いる。フィラグリン蛋白の減少がその分解産

物である天然保湿因子の減少を通じて角質

バリア障害を引き起こし、その結果として経

皮的な抗原暴露が慢性的に起こり、アトピー

性皮膚炎発症に至ると考えられていた。しか

し、フィラグリンの減少により角質バリアが

どのように変化するのかは、ほとんど判って

いなかった。これは角質バリア機能の評価方

法がごく限られていたためであった。物質の

浸透を観察するためには、その物質を可視化

しなければならないが、可視化するためのプ

ローブを付加すると浸透度が変わってしま

うために、その物質の浸透度を直接評価する

ことができない。そのため、FITC やトルイ

ジンブルーなどの色素そのものの浸透を観

察する方法や放射性物質をプローブとして

用いる方法、テープストリップにより表面か

ら順に剥いだ角質層各層のクロマトグラフ

ィー解析といった、ごく限られた方法でしか、

角質内への物質の浸透を観察することはで

きなかった。これは、角質バリア研究を進め

る上で大きな障害となっていた。 
 
２． 研究の目的 
 本研究では、① 飛行時間型二次イオン質量

分析顕微鏡（TOF-SIMS）を用いた皮膚切片

の観察方法を開発し、② アミノ酸の角質内分

布の可視化、③ 金属イオン（Ni, Cr など）の

角層への浸透の可視化、④ バリア障害時の角

層の構造変化、金属イオン浸透度変化の解析、

を行うことを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 近年、質量分析の技術が進み、顕微鏡と質

量分析の手法を組み合わせた質量分析顕微

鏡が登場し、生体観察に応用されつつある。

質量分析顕微鏡の強みは、プローブを用いる

必要がないため、物質そのものの分布を直接

観察できることと、一度の観察で様々な物質

を同時に解析できることである。MALDI を
用いたものは質量分解能には優れるが、解像

度が 50〜100μm と粗いのに対し、

TOF-SIMS（飛行時間型二次イオン質量分

析）は質量分解能には劣るが、１μm 以下の

解像度を誇る。TOF-SIMS はこれまで主に半

導体など無機物質の表面分析に用いられて

きた技術であり、生物試料への応用は始まっ

たばかりである。本研究では、TOF-SIMS を

角質のバリア構造・機能の可視化に応用する。

無機物質の検出に優れる TOF-SIMS の特徴

を生かし、重クロム酸カリウムや硫酸ニッケ

ルといった、金属アレルギーの原因となる物

質の角質への浸透を直接可視化することで、

角質バリア機能を評価する全く新しい手段

を開発した。 
 
４． 研究成果 
 TOF-SIMS により観察するのに適した皮

膚サンプルの作成方法、観察手法の最適化を

行った。マウス尻尾皮膚を TOF-SIMS を用

いて観察し、角質と生細胞層を分けて観察す

ることに成功した。角層はセラミドの分解産

物を多く含み、Na に富む領域として同定で

きた。また、フィラグリンの分解産物である

アルギニンの角層内分布を可視化すること

に成功した。これは、角層内における天然保

湿因子の分布を可視化した、世界で初めての

成果である。興味深いことに、アルギニンは

角質の中層に集積しており、角質層は、Khigh, 
Argininelowな上層、Klow, Argininehighな中層、

Klow, Argininelowな下層、の 3 つの層に分け

られることが明らかとなった（図１）。 
 
 
 
 

図１：マウス皮膚切片の TOF-SIMS 像。角質は、Nahigh, 

Ceramidehighな領域として同定できた。さらに、角層は 

Argininelow な上層（右側の模式図にて紫色）、Klow, 

Argininehigh な中層（同・緑色）、Klow, Argininelow な下

層（同・黄色）、の 3 つの層に分けられた。 

 

 次に、３層の機能の違いを解析した。上層

を水で洗うと、上層に含まれる Na, K は洗い

流された。また六価クロムは上層には容易に



浸透するが、中層には浸透しなかった。以上

より、角質上層はさまざまな低分子が容易に

出入りするスポンジのような構造を取って

いることが示唆された。また角質中層はバリ

アとして機能していた（図２）。 

図２：マウス皮膚への Fluorescein と K2Cr2O7溶液中の

Cr の浸透を、皮膚切片上で可視化した。Fluorescein と

Cr はいずれも角質上層には染み込んだが、角質中層には

染み込まなかった。アルギニンを豊富に含む角質中層が

バリアとして機能していた。 

 
さらに三価クロムの浸透性を評価したとこ

ろ、三価クロムは角質中層に浸透してアルギ

ニンを洗い流したが、角質下層には浸透しな

かった。以上より、角質の中層は天然保湿因

子に富み、水分保持に機能していることが示

唆されるとともに、角質の中層と下層がそれ

ぞれ異なる物理的性質を持ったバリアとし

て働いていることが明らかとなった。さらに、

フィラグリン欠損マウス皮膚を観察したと

ころ、角質下層のバリアが特異的に障害され 
ていることが明らかになった。質量分析顕微

鏡を用いることで、これまで知りえなかった

角質層の三層構造とそれぞれの機能の違い

を初めて明らかにした（図３）。 
 
 

図３：角質の３層構造とそれぞれのバリア機能の模式図。

フィラグリン欠損状態では、角質下層のバリア機能に異

常が観察された。 
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