
 
 

厚生労働科学研究費補助金 
 

難治性疾患克服研究事業(免疫アレルギー疾患予防・治療研究事業) 
 
 
 
 

アトピー性皮膚炎の難治性皮膚病変の病態解析と 
病態に基づいたピンポイントな新規治療の開発 

 

平成２５年度 総括･分担研究報告書 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究代表者 横関 博雄 
 
 

平成２６年（２０１４）年 ３月 

 



【目   次】 
 

I．平成２５年度構成員名簿 

 

   II．総括研究報告 
 
アトピー性皮膚炎の難治性皮膚病変の病態解析と病態に基づいたピンポイントな新規治療の開発 
                         --------------------------- ? 

      横関博雄 （東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科皮膚科学分野） 
 

   III．分担研究報告 

1. アトピー性皮膚炎モデルを用いた好塩基球の機能解析研究 
------------------------------ ? 

烏山 一 （東京医科歯科大学大学院免疫アレルギー学分野） 
2. アトピー性皮膚炎マウスモデルの自発的痒み関連動作への皮膚好塩基球の関与に関する研究 

---------------------------- ？ 
        安東嗣修 （富山大学大学院医学薬学研究部応用薬理学） 

3. アトピー性皮膚炎におけるインターロイキン17Aの果たす役割の検討 
---------------------------- ？ 

        宮地良樹 （京都大学医学研究科皮膚科学） 
4. アトピー性皮膚炎における外因性及び内因性の分別と金属アレルギー頻度の差異 

------------------------------ ? 
戸倉新樹 （浜松医科大学皮膚科学） 

5. アトピー性皮膚炎の難治性皮膚病変の病態解析と病態に基づいたピンポイントな新規治療の開発  
------------------------------ ? 

片山一朗 （大阪大学大学院医学系研究科皮膚科教室） 
室田浩之 （大阪大学大学院医学系研究科皮膚科教室） 

6. 痒疹マウスモデル作成と病態に関する研究－Th2型サイトカインの関与について－ 
---------------------------- ？ 

        横関博雄 （東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科皮膚科学分野） 
        佐藤貴浩 （防衛医科大学校皮膚科学講座） 

7. ヒトiPS細胞を利用してフィラグリン遺伝子変異が角化細胞に与える影響をin vitroで詳細に   
検討するシステム構築 

------------------------------ ? 
井川 健 （東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科皮膚科学分野） 

8. 生体皮膚への機能性高分子導入法の開発に関する研究   
------------------------------ ? 

金田安史 （大阪大学大学院医学系研究科遺伝子治療学講座） 
9. アトピー性皮膚炎の病型と難治性皮膚病変の関連に関する疫学調査   

------------------------------ ? 
野老翔雲 （東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科皮膚科学分野） 

 

  IV．研究成果の刊行に関する一覧表        -----------------------------  ？ 

 

V．班会議プログラム・議事録・抄録    

-----------------------------  ？ 



厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業） 

（総括）研究報告書 

 

アトピー性皮膚炎の難治性皮膚病変の病態解析と病態に基づいたピンポイントな新規治療の開発 

 

研究代表者 横関博雄 東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科皮膚科学分野 教授 

 
研究要旨  本研究は重症型アトピー性皮膚炎（ＡＤ）における難治性皮膚病変（痒疹、紅皮症、顔面紅斑）など
の発症頻度及びアトピー性皮膚病変の難治性皮膚病変の診療ガイドラインを作成して適切な標準的治療法の確立
を目指している。今年度はＡＤを内因性と外因性に分類して各病型における痒疹結節、難治顔面紅斑、紅皮症、異
汗性湿疹様病変の発症頻度を各班員の施設にてアンケート調査した。その結果、結節性痒疹、顔面紅斑、紅皮症、
脱毛などが外因性ＡＤに多く、手湿疹、亜急性痒疹が内因性ＡＤに多いことが明らかになった。また、２つの病型
間で金属アレルギーの陽性率を検討したところ有意差をもって内因性ＡＤが高率であった。さらに、内因性 ADの
汗中にニッケル、コバルトが外因性ＡＤの汗中より大量に含まれていることより内因性ＡＤの発症に、ニッケルと
コバルトアレルギーが深く関与していることが示された。ＡＤの難治性皮膚症状である痒疹は治療には非常に難渋
することが多い。IgE-CAIを持続させることによりマウスに痒疹類似病変を惹起出来る。その病態を解析した結果、
痒疹様反応は Th2 優位であるが、STAT6 シグナルは抑制的に作用していることが示された。さらに、好酸球欠損
dblGATAマウスにみとめられた IgE-CAI炎症の減弱は、好塩基球の異常に起因することが強く示唆された。また、
自然発症アトピー性皮膚炎マウスモデルを用いた研究から、健常マウス皮膚に比べ、皮膚炎皮膚において好塩基球
が増加していることまた、好塩基球から遊離されるmMCP-11がアトピー性皮膚炎の痒みの誘発に関与している可
能性が示唆された。今後の将来的展望として好塩基球をターゲットとした痒疹型ＡＤ病変の新規治療法の開発する
予定である。神経栄養因子アーテミンが熱痛覚過敏に与える影響をマウスによって確認した。IL-17A はマウスア
トピー性皮膚炎モデルにおける Th2誘導に促進的に作用した。アトピー性皮膚炎において IL-17Aは新規治療ター
ゲットとなることが期待される。遺伝子を導入するために開発した Sendai virus (hemaggutinating virus of Japan; HVJ)
を紫外線等で不活化した粒子に mild detergentと遠心で遺伝子や siRNAを封入し、膜融合作用によって直接細胞質
内に導入できるベクターである HVJ-Eベクターを一本鎖 IL12蛋白質と併用すると IFN-γが産生増強される。これ
を 1つのベクターで解決したのが IL12結合型 HVJ-Eであり、この IL12結合型 HVJ-Eは強力なアトピー性皮膚炎
の治療剤になりうる。さらに、ヒト iPS細胞を利用して、フィラグリンなどの遺伝子変異が実際の病態形成に与え
る影響について詳細に検討できるシステムの構築を作成中である。 
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A. 研究目的 

本研究は重症型アトピー性皮膚炎（ＡＤ）における

難治性皮膚病変（痒疹、紅皮症、顔面紅斑）などの発

症頻度及びアトピー性皮膚病変の難治性皮膚病変の

診療ガイドラインを作成して適切な標準的治療法の

確立を目指している。今年度はＡＤを内因性と外因性

に分類して各病型における痒疹結節、難治顔面紅斑、

紅皮症の発症頻度を明らかにするためのアンケート

調査を施行し検討する。さらに、各病型ＡＤの汗を解

析して金属の濃度を測定する。各種のＡＤの皮膚病変

のモデルマウス（痒疹モデルマウス、TNP 特異的 IgE

産生マウス、好酸球欠損マウスとして広く用いられて

いるdblGATAマウス、flaky tailマウス、IL-17欠損マ

ウス、雄性 NC系マウス）を用いてＡＤの発症機序を

解析する。何故 HVJ-Eが効果があるのか、その作用機

構を解明し、さらに適した治療剤へと改良することを

 

 

 



目的とする。また、ヒト iPS細胞を利用して、アトピ

ー性皮膚炎におけるフィラグリン遺伝子変異の影響

について検討を行なった。 

 

Ｂ．方法 

１）外因性•内因性アトピー性皮膚炎（ＡＤ）における

臨床症状、かゆみ関連因子の比較検討 

東京医科歯科大学、京大、阪大、浜松医大皮膚科通

院中の AD 患者において、以下の項目について調査•

検討した。（１）臨床症状重症度：SCORAD, VAS（か

ゆみ）、（２）特徴的臨床症状：Dennie-Morgan fold, 尋

常性魚鱗癬, palmar hyperlinearity、痒疹、顔面紅斑、異

汗性湿疹（３）合併症：アレルギー性鼻炎、喘息 

（４）一般血液検査：LDH, 総 IgE値, 特異的 IgE（Df, 

Dp）, TARC, 好酸球数、（６）先進的検査（倫理委員

会承認）：フィラグリン遺伝子変異, 血中 CCK8.（７）

金属パッチテスト：Ni, Co, Crなど 

２）浜松医大、神戸大学、産業医大の AD患者を内因

性 AD（31名）と外因性 AD（55名）の 2群に分別し

た。外因性 AD患者 12人と内因性 AD患者 5名の患者

の汗中のニッケルイオンを測定した。患者の前腕をビ

ニール袋で覆い、運動により発生した汗を回収し、ニ

ッケルイオン濃度を計測した。 

３）痒疹モデルの作成 

 TNP特異的 IgE産生マウス（TNP-IgEマウス）の耳

介皮内、あるいは背部皮内に TNP-OVA を反復して 3

回投与し、IgE-CAI を持続させた。STAT6 欠損マウス

を用いて解析した。 

４）IgE-CAIにおける好酸球の機能解析 

dblGATA マウスを IgE で受動感作した後に耳介皮膚

にアレルゲンを投与し、耳介腫脹ならびに浸潤細胞を

経時的に測定した。dblGATAマウスから骨髄、脾臓、

末梢血を採取し、好塩基球・好塩基球前駆細胞の数を

野生型マウスと比較検討した。 

５）ＡＤでみられる痒み過敏選択的な治療戦略の確立 

近年、神経栄養因子アーテミンの皮膚局所への蓄積

が全身皮膚の熱感受性を増感させることを見出した。

アーテミンが熱痛覚過敏に与える影響をマウスによ

って確認する。 

６）ＡＤマウスモデルの自発的痒み関連動作への皮膚

好塩基球の関与 

実験には，ＡＤマウスモデルである雄性 NC系マウス

を用いた。痒み反応の評価は， 8mm ビデオカメラで

その行動を撮影し，ビデオの再生により行った。一部

の実験では、mMCP-11 を SPF 飼育下健常マウスに皮

内注射して、注射部位への後肢による掻き動作回数を

カウントした。  

７）フィラグリン遺伝子に変異を有する flaky tailマウ

スの解析 

マウスアトピー性皮膚炎モデルを用いて IL-17A の

アトピー性皮膚炎において果たす役割を検討する。マ

ウスアトピー性皮膚炎モデルとして、ハプテン反復塗

布モデル、フィラグリン遺伝子異常を有する flaky tail

マウスを用いる。 

８）生体皮膚への機能性高分子導入法の開発に関する

研究 

HVJ-E(不活性化センダイウイルスエンベロープ）は

免疫細胞に作用してTh1シフトを起こすためアレルギ

ー疾患の治療に適していると考えられる。そこで、さ

らにその作用を強力にするために一本鎖 IL12 ポリペ

プチドと HVJ-Eを併用することにより、樹状細胞や脾

臓細胞からの Interferon-γ (IFN-γ)の産生が亢進するか

どうかを、ELISA法で測定した。 

９）iPS細胞を用いたフィラグリン遺伝子の役割解析 

① ヒト iPS 細胞において遺伝子ターゲティングをあ

る程度自在に行うために TALENs（TAL Effector 

Nucleases）を利用するシステムを構築。 

② ヒト iPS 細胞から表皮角化細胞を誘導する際のモ

ニタリングシステムとして、ケラチン遺伝子の発

現状況を可視化してモニターできるシステムを構

築。 

③ 上記システムを導入したヒト iPS 細胞においてフ

ィラグリン遺伝子に変異を導入する（TALENs）。 

④ ③のヒト iPS 細胞を角化細胞に分化させ、検討を

行う。 

 

C. 結果 

１）対象：168 名（男性 95、女性 73 ）で内因性ＡＤ

と外因性ＡＤに分類して臨床的な特徴を検討したと

ころ結節性痒疹、顔面紅斑、紅皮症、脱毛などが外因

性ＡＤに多く、手湿疹、亜急性痒疹が内因性ＡＤに多

いことが明らかになった。 

２）内因性 AD患者は、外因性 ADよりいずれの金属

に関してもパッチテスト陽性率は高いが、特に Ni と



Coに関して、内因性 ADのほうが有意差をもって陽性

率が高かった。今回の研究ではフィラグリン遺伝子変

異の有無でのパッチテスト陽性率に有意差を認めな

かった．内因性 AD患者の汗中のニッケル濃度の平均

は 333.8 (ng/g)であったのに対し、外因性 AD 患者では

89.4 (ng/g)であり、有意差を認めた(Yamaguchi H et al: J 

Dermatol Sci, in press）。 

３）TNP-OVAを耳介皮内に反復投与した STAT6欠損

マウスでは、耳介腫脹はWTマウスに比べて著明に増

悪していた。さらに、WTマウスの耳介に STAT6 siRNA

を投与すると、耳介腫脹は scramble siRNAに比べて増

悪した。 

次に、STAT6欠損マウスの背部皮膚に TNP-OVAを反

復投与して痒疹様病変を作成したところ、WT マウス

に比べて、表皮の肥厚や好酸球、好塩基球の浸潤が極

めて顕著となっていた。さらに、病変部では IL-4、 

IL-13 産生が著明に増加していた。STAT6 欠損マウス

の病変部には M2 マクロファージマーカーである

CD163(+)細胞、CD206(+)細胞はほとんど存在しなかっ

た。 

４）dblGATA マウスでは、IgE-CAI における耳介腫

脹が野生型マウスの 2/3 程度に減弱し、皮膚に浸潤す

る好塩基球数が正常マウスの 1/3-1/2と減少していた。

その原因を探るため、未処置のdblGATA マウスを解

析したところ、好酸球の欠損だけではなく末梢好塩基

球ならびに骨髄好塩基球前駆細胞の減少がみとられ、

in vitro での好塩基球生成も低下していた。さらに、

dblGATA好塩基球では、IgEとアレルゲンの刺激によ

って誘導される脱顆粒ならびにサイトカイン産生が

低下していた。dblGATA 好塩基球における GATA-1

発現を調べたところ、野生型好塩基球の約 1/4 であっ

た。さらに、野生型好塩基球に IL-4 siRNAを発現させ

るとサイトカイン産生の低下がみとめられた。 

５）アーテミンがヒトのアトピー性皮膚炎の皮膚病変

部真皮に蓄積していることが確認された。アーテミン

を皮下投与したマウスは 38 度の環境下で全身を

wiping する行動が確認された。ところが 42 度の環境

下では飛び跳ねるなどの異常な行動が確認された。３

８℃環境下でアーテミン投与マウスの脳の興奮状態

をMRIにて観察したところ、通常ではみられない脳の

興奮が確認された。 

６）健常 NCマウスと比べて、ＡＤ誘発 NCマウスで

は，明らかな皮膚炎及び自発的掻き動作が誘発した。

また，好塩基球から遊離される因子の1つに、mMCP-11

がある。健常マウスへの mMCP-11 の皮内注射は書き

動作を誘発した。一方、熱処理した mMCP-11 では、

掻き動作は誘発されなかった。 

７）Flaky tailマウスは、フィラグリン遺伝子異常を有

し、皮膚炎や血清中の IgE上昇を自然発症するマウス

である（Moniaga CS et al. Am J Pathol.2010）。IL-17A欠

損 flaky tailマウスは、flaky tailマウスと比較して、皮

膚炎の軽減や血清中の IgE産生の低下を認めた。 

８）HVJ-Eのみを樹状細胞やマウス脾臓細胞に加えて

も IFN-γ の産生はほとんど認められなかった。0.1 

ng/mlの sclIL12では IFN-γの産生は検出できなかった。

しかし sclIL12(0.1 ng/ml)と HVJ-E を併用すると

150~200 pg/mlの IFN-γが脾臓細胞から産生された。次

に sclIL12 と HVJ-E を併用する代わりに IL12 結合型

HVJ-E の機能について解析した。IL12 結合型 HVJ-E 

(1.5 x 107粒子)を脾臓細胞(2 x 105粒子)にかけると 24

時間後に 120~150 pg/mlの IFN-γの産生が検出された。 

９） （１）TALENsを利用するシステムの構築ならび

にケラチン遺伝子発現可視化システムの構築 

Voytasらにより確立しされているGolden Gate Methods

を modifyした方法を用いて、TALENsを作製するシス

テムを構築し、それを用いて、ヒト iPS細胞において、

K14 遺伝子の下流に eGFP 遺伝子をノックインするこ

とに成功した。 

（２）フィラグリン遺伝子変異挿入のための

TALENsの作製 

 同様に、上記システムを利用して、ヒトフィラグリ

ン遺伝子を切断する TALENsを作製した。 

 

D. 考察 

外因性ＡＤは重症型の発疹である紅皮症、結節性痒

疹、顔面紅斑、脱毛が多く見られた。IgE の関与する

外因性ＡＤの方が重症ＡＤの傾向が示された。内因性

AD の発症機序の一つの可能性として、摂取された金

属が汗を通じて経皮的に排泄され、正常な表皮バリア

をも通過することで、金属アレルギーを発症し、皮疹

が生じていると推測した。ヒトにおける痒疹について

は既に、病変皮膚において IL-4, 17, 22, 31の mRNA発

現が増加し、病変部の表皮核内に pSTAT3, pSTAT6が

局在していることが報告されている。今回作成した痒



疹モデルマウスの皮膚病変は、組織学的にも局所サイ

トカインプロファイルもヒト痒疹と類似していた。ま

た、STAT6欠損マウスを用いて同様の反応を惹起させ

たところ、意外なことに反応が増強した。この結果よ

り痒疹様反応は Th2優位であるが、STAT6シグナルは

抑制的に作用していることが示された。さらに、

GATA-1 が好塩基球の生成ならびに活性化に重要な役

割を果たしていることが明らかとなった。dblGATA

マウスでは好塩基球の減少症ならびに機能低下が存

在することが判明した。したがって、dblGATA マウ

スで認められた表現型を解釈する際には、好酸球だけ

でなく好塩基球の異常も考慮する必要がある。好酸球

欠損dblGATA マウスにみとめられた IgE-CAI 炎症の

減弱は、好塩基球の異常に起因することが強く示唆さ

れた。アトピー性皮膚炎では皮膚局所におけるアーテ

ミンの蓄積がなんらかの形で中枢神経を増感させる

ことによって痒みが誘導されるのではないかと考え

られた。アーテミンはアトピー性皮膚炎の痒みの治療

標的になりうると考えられた。また、ＡＤ誘発 NCマ

ウスでは，健常 NCマウスと比べると掻くことのでき

る皮膚炎発症部位において，好塩基球の増加が認めら

れた。好塩基球から遊離される mMCP-11 がアトピー

性皮膚炎の痒みの誘発に関与している可能性が示唆

される。IL-17Aはマウスアトピー性皮膚炎モデルにお

いて、病変部および所属リンパ節において Th2促進的

に作用することが示された。また、これらの部位での

IL-17Aの主な産生細胞は γδT細胞であった。HVJ-Eと

一本鎖 IL12 蛋白質の併用により脾臓細胞や樹状細胞

からの IFN-γ産生が、各々を単独で用いる時よりもは

るかに強く増強されることが明らかになった。このと

き HVJ-Eの膜融合能は必要なかったことから、HVJ-E

に含有されるウイルス RNA 断片が細胞質に導入され

て RIG-I/MAVSの経路を活性化するという可能性は否

定された。膜融合能のない HVJ-Eで IFN-γ産生増強が

おこり、HN蛋白質のない IL12結合型 HVJ-Eで同じく

IFN-γ の産生が増強されることから、HVJ-E の F 蛋白

質を認識する受容体が脾臓細胞の表面にあり、これが

刺激されて起こるシグナル経路によって産生された

因子が IL12と共存することにより IFN-γの産生を活性

化させることが示唆される。ヒト iPS細胞を利用して、

フィラグリンなどの遺伝子変異が実際の病態形成に

与える影響について詳細に検討できるシステムの構

築を作成中である。この iPS細胞を用いた３次元表皮

シートモデルにより遺伝子変が表皮全体の構築、サイ

トカインなどにどのような影響を与えるか明らかに

できる。 

 

E. 結論 

難治性皮膚病変の痒疹と外因性ＡＤ，内因性 AD、金

属アレルギーの関連が明らかとなった。マウスに

IgE-CAI を反復して惹起させることにより、ヒトの痒

疹と類似するマウスモデルを作成した。これを痒疹モ

デルマウスとして解析することで、STAT6シグナルは

抑制的に作用していることが示された。さらに、好酸

球欠損dblGATA マウスにみとめられた IgE-CAI 炎症

の減弱は、好塩基球の異常に起因することが強く示唆

された。また、アトピー性皮膚炎の痒みに好塩基球

―mMCP-11 系が関与している可能性があることも明

らかになった。IL-17Aはマウスアトピー性皮膚炎モデ

ルにおける Th2誘導に促進的に作用した。アトピー性

皮膚炎において IL-17A は新規治療ターゲットとなる

ことが期待される。 

その他、アーテミンもアトピー性皮膚炎の痒みの治療

標的になりうると考えられた。HVJ-E を一本鎖 IL12

蛋白質と併用すると IFN-γが産生増強される。これを

1 つのベクターで解決したのが IL12 結合型 HVJ-E で

あり、この IL12結合型 HVJ-Eは強力なアトピー性皮

膚炎の治療剤になりうる。本研究により、フィラグリ

ン遺伝子変異が与える影響を検討するシステムの構

築が完了した。今後、分化誘導して得られた表皮角化

細胞において、フィラグリン遺伝子変異の有無のみが

違う状況の比較検討をすることにより、アトピー性皮

膚炎においてフィラグリン遺伝子変異が存在するこ

との意味合いについて、これまでと違った面よりアプ

ローチができると考えられる。 

 

F.健康危険情報 

 なし 

 

G.研究発表 

１．論文発表 

1) Satoh T, Ikeda H, Yokozeki H. Acrosyringeal 

Involvement of Palmoplantar Lesions of Eosinophilic 

Pustular Folliculitis. Acta Derm Venereol. 



10;93(1).2013.  

2) Inoue R, Sohara E, Rai T, Satoh T, Yokozeki H, Sasaki 

S, Uchida S.Immunolocalization and translocation of 

aquaporin-5 water channel in sweat glands.J  

Dermatol.70(1):26-33.2013. 

3) Fujimoto T, Kawahara K, Yokozeki H.  

Epidemiological study and considerations of primary 

focal hyperhidrosis in Japan: From questionnaire 

analysis. J Dermatol. 40(11) 886–890.2013. 

4) Sakaguchi M, Bito T, Oda Y, Kikusawa A, Nishigori C, 

Munetsugu T, Yokozeki H, Itotani Y, Niguma T, 

Tsuruta D, Tateishi C, Ishii N, Koga H, Hashimoto T. 

Three Cases of Linear IgA/IgG Bullous Dermatosis 

Showing IgA and IgG Reactivity With Multiple 

Antigens, Particularly Laminin-332.JAMA Dermatol. 

2013 Nov 1;149(11):1308-13. 

5) Takehara Y, Satoh T, Nishizawa A, Saeki K, Nakamura 

M, Masuzawa M, Kaneda Y, Katayama I, Yokozeki H. 

Anti-tumor effects of inactivated Sendai virus particles 

with an IL-2 gene on angiosarcoma. Clin Immunol. 

2013 Oct;149(1):1-10. 

6) Higuchi T, Satoh T, Yokozeki H. Using CD40 Ligand 

Expression to Detect Antigen-specific T Cells in 

Patients with Drug Eruptions. Acta Derm Venereol. 

2013 May 27 

7) ○Saeki K, Satoh T, Yokozeki H. α(1,3) 

Fucosyltransferases IV and VII are essential for the 

initial recruitment of basophils in chronic allergic 

inflammation. J  Invest Dermatol. 2013 

Sep;133(9):2161-9.  

8) ○Kataoka N, Satoh T, Hirai A, Saeki K, Yokozeki H. 

Indomethacin inhibits eosinophil migration to 

prostaglandin D2 : therapeutic potential of CRTH2 

desensitization for eosinophilic pustular folliculitis. 

Immunology. 2013 Sep;140(1):78-86. 

9) ○Okiyama N, Sugihara T, Oida T, Ohata J, Yokozeki H, 

Miyasaka N, Kohsaka H.T lymphocytes and muscle 

condition act like seeds and soil in a murine 

polymyositis model. Arthritis Rheum. 64(11): 

3741-9.2012. 

10) Sekine R, Satoh T, Takaoka A, Saeki K, Yokozeki H. 

Anti-pruritic eddects of topical crotamiton, capsaicin, 

and a corticosteroid on pruritogen-induced scratching 

behavior. Exp Dermatol 21: 201-204.2012.  

11) Kanai Y, Satoh T, Igawa K, Yokozeki H. Impaired 

expression of Tim-3 on Th17 and Th1 cells in psoriasis. 

Acta Derm-Venereol 92: 367-371.2012. 

12) Kishi Y, Higuchi T, Phoon S, Sakamaki Y, Kamiya K, 

Riemekasten G, Akiyoshi K, Weigert MG, Tsubata T. 

Apoptotic marginal zone deletion of 

anti-Sm/ribonucleoprotein B cells. Proc Natl Acad 

Sci U S A. 2012 May 15;109(20):7811-6. doi: 

10.1073/pnas.1204509109. Epub 2012 Apr 30. 

13) Matsushima Y, Satoh T, Yamamoto Y, Nakamura M, 

Yokozeki H. Distinct roles of prostaglandin D2 

receptors in chronic skin inflammation. Mol Immunol. 

2011 304-310. 

14) Ugajin T, Satoh T, Kanamori T, Aritake K, Urade Y, 

Yokozeki H. FcεRI, but not FcγR, signals induce 

prostaglandin D2 and E2 production from basophils. 

Am J Pathol. 2011 179:775-82. 2011. 

15) Yamamoto Y, Otani S, Hirai H, Nagata K, Aritake K, 

Urade Y, Narumiya S, Yokozeki H, Nakamura M, 

Satoh T. Dual functions of prostaglandin D2 in murine 

contact hypersensitivity via DP and CRTH2. Am J 

Pathol 179:302-14. 2011  

16) 横関博雄、アクセサリーオーガンとオーラルケアの

香粧品学 エチケットのサイエンス 発汗の機序と

発汗異常を伴う疾患、日本香粧品学会誌、36巻 2号 

Page108-113、2012. 

17) 横関博雄、接触皮膚炎診療ガイドラインダイジェス

ト、 最新の疾患別治療マニュアル、19-20、2012 

18) 佐藤貴浩, 横関博雄, 片山一朗, 室田浩之, 新樹, 朴 

紀央, 椛島健治, 中溝 聡, 高森建二, 塩原哲夫, 三

橋善比古, 森田栄伸、日本皮膚科学会ガイドライン 

慢性痒疹診療ガイドライン： Source：日本皮膚科学

会雑誌 122： 1-16、2012. 

19) 横関博雄：【最新の膠原病診療-そのパラダイムシフ

ト】 ステロイド外用薬の使い方と留意点、日本医師

会雑誌：140、2331-2335、2012. 

20) 横関博雄：皮膚アレルギー疾患における核酸医薬療

法、Jpn J Clin Immunol,35(2)107-111,2012 

 

(2) 学会発表 



1） 横関博雄：「花粉症とアトピー性皮膚炎」公益財団法

人日本アレルギー協会 アレルギー研修会（賛助会

員向け）,2013年 3月 1日, 東京（講演） 

2） 横関博雄：「スギ花粉皮膚炎アップデート」千代田区

耳鼻科医会講演会, 2013 年 3 月 22 日, 東京（招

待講演） 

3） 横関博雄：「発汗異常を伴う皮膚アレルギー疾患：ア

ップデート」つくば皮膚フォーラム,2013年 4月 25

日, つくば市（招待講演） 

4） 横関博雄：「アトピー性皮膚炎の病態と新規治験法」

第 6 回 NAGASAKI DERMATOLOGY 

FORUM,2013年 7月 4日,長崎市（招待講演） 

5） 横関博雄：「ガイドラインに沿った接触皮膚炎の診

療・考え方」第 40回東三河皮膚科フォーラム,2013

年 9月 5日,豊橋市（招待講演） 

6） 横関博雄：「スギ花粉症皮膚炎の病態と治療」第 2

回日本眼科アレルギー講習会, 2013 年 10 月 5 日, 

東京 

7） 横関博雄：「発汗異常と皮膚アレルギー：アップデー

ト」第 43回名古屋しゃちほこ皮膚科セミナー,2013

年 10月 5日,名古屋市（招待講演） 

8） IGAWA K., HORIE K., YUSA K., YOKOZEKI H., 

KATAYAMA I., TAKEDA. J.: Efficient 

keratinocytes differentiation from transgene-free 

human induced pluripotent stem cell line: 

Implication for therapeutic application. 

International Investigative Dermatology. 8th - 

11th May 2013, Edinburgh, Scotland 

9） IGAWA K.:Efficient keratinocytes differentiation 

from transgene-free human induced pluripotent 

stem cell line: Implication for therapeutic 

application. 第 8 回 箱根カンファレンス 2013

年 8月 24、25日 淡路島. (招待講演) 

10） Saeki K., Satoh T., Yokozeki H.：Basophils 

require interaction with CD49b(+)/c-kit(+) cells 

through L-selectin for induction of 

immunoglobulin E-mediated chronic allergic 

inflammation. 第 42回日本免疫学会学術集会. 

2013.12.11. 千葉. (一般演題) 

11） 高山 かおる：職業性アレルギー性皮膚疾患の診療の

こつ  アレルギーの臨床 (0285-6379)34 巻 1 号 

Page98-99(2014.01) 

12） 高山 かおる：臨床と基礎のクロストークから生まれ

る接触皮膚炎の新世界 接触皮膚炎ガイドラインを

知っていますか? 活用方法について J EDCA 

(1882-0123)7巻 5号 Page379(2013.11) 

13） 高山 かおる, 横関 博雄, 戸倉 新樹, 松永 佳世子, 

片山 一朗, 池澤 善郎, 矢上 晶子：職業アレルギー

ガイドライン 2013 刊行記念シンポジウム 職業性

アレルギー皮膚疾患 日本職業・環境アレルギー学会

雑誌(1349-5461)21巻 1号 Page33(2013.06) 

14） 高山 かおる：接触皮膚炎診療ガイドライン. 日本

皮膚科学会第 76 回東京支部学術大会,2013 年 2 月

16-17日,東京 

15） 高山 かおる：接触皮膚炎診療ガイドラインを上手に

使おう. 第 112回日本皮膚科学会総会,2013年 6月

14-15日,横浜市（教育講演） 

16） 宇賀神つかさ：グローブアレルギー（Ⅰ型、Ⅳ

型）：キンバリークラーク株式会社.2013.9.6. 横

浜市.（講演） 

17） 西田圭吾、宇賀神つかさ、山崎哲、鈴木純子、三

田征治、久保允人、横関博雄、平野俊夫：亜鉛結

合蛋白は好塩基球のサイトカイン産生を調節す

る. メタロバイオサイエンス研究会 2013.9.26. 

静岡. 

18） 加藤恒平、西澤綾、佐藤貴浩、横関博雄：無汗性

外胚葉形成不全症患者に対するアンケート調査

－アトピー性皮膚炎の合併との関連について－．

第 21回日本発汗学会総会．2013.8.30，31．松本

市．（一般演題） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

1. 特許取得   なし 

2. 実用新案登録 なし 

3. その他 なし 

 



厚生科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業） 

（分担）研究報告書 

 

アトピー性皮膚炎モデルを用いた好塩基球の機能解析研究 

 

分担研究者 烏山 一 東京医科歯科大学大学院免疫アレルギー学分野 教授 

 

研究要旨 アトピー性皮膚炎のマウスモデルである IgE 依存性皮膚慢性アレルギー炎症（IgE-CAI）の責任

細胞は好塩基球であるが、好塩基球は皮膚浸潤細胞の 1-2%を占めるに過ぎず、好酸球が浸潤細胞の主体で

ある。そこで本研究では、好酸球欠損dblGATA マウスを用いて、IgE-CAI における好酸球の役割ならびに

好塩基球との相互作用を解析した。dblGATA マウスでは IgE-CAI 炎症の減弱が認められたが、この炎症減

弱はこれまで知られていなかったdblGATA マウスにおける好塩基球の機能異常に起因することが明らかと

なった。本研究によって転写因子 GATA-1 が好塩基球の発生・機能に重要な役割を果たしていること、

dblGATA マウスを用いたアトピー病態解析では好酸球だけでなく好塩基球の異常も考慮する必要があるこ

とが判明した。 

 

A. 研究目的  

 私たちのこれまでの研究により、アトピー性皮膚炎

のマウスモデルである IgE依存性皮膚慢性アレルギー

炎症（IgE-CAI）の責任細胞が、皮膚浸潤細胞のわず

か 1-2%を占めるに過ぎない好塩基球であることが明

らかとなった。一方、主たる浸潤細胞のひとつである

好酸球の役割ならびに好塩基球との相互作用に関し

ては不明である。そこで本研究では、好酸球欠損マウ

スとして広く用いられているdblGATA マウス（転写

因子GATA-1遺伝子のプロモーターに変異を入れた遺

伝子改変マウス）において IgE-CAIを誘発し、好塩基

球非存在下における IgE-CAI炎症ならびに好塩基球動

態を解析した。 

 

B. 研究方法 

 dblGATAマウスを IgEで受動感作した後に耳介皮

膚にアレルゲンを投与し、耳介腫脹ならびに浸潤細胞

を経時的に測定した。dblGATAマウスから骨髄、脾

臓、末梢血を採取し、好塩基球・好塩基球前駆細胞の

数を野生型マウスと比較検討した。さらに、骨髄細胞

をサイトカイン IL-３あるいは TSLPとともに培養し、

好塩基球の生成能を調べた。次に、dblGATA好塩基

球と野生型好塩基球を IgEとアレルゲンで刺激し、脱

顆粒ならびにサイトカイン（IL-4, IL-6）産生を比較し

た。野生型好塩基球に IL-4 遺伝子に対応する siRNA

を導入し、サイトカイン産生に対する影響を調べた。 

（倫理面への配慮） 

動物実験はすべて東京医科歯科大学動物実験指針

に則り、実験動物委員会の承認を得ておこなった。 

 

C. 研究結果 

  dblGATA マウスでは、IgE-CAI における耳介腫

脹が野生型マウスの 2/3程度に減弱し、皮膚に浸潤す

る好塩基球数が正常マウスの 1/3-1/2と減少していた。

その原因を探るため、未処置のdblGATA マウスを解

析したところ、好酸球の欠損だけではなく末梢好塩基

球ならびに骨髄好塩基球前駆細胞の減少がみとられ、

in vitro での好塩基球生成も低下していた。さらに、

dblGATA 好塩基球では、IgE とアレルゲンの刺激に

よって誘導される脱顆粒ならびにサイトカイン産生

が低下していた。dblGATA好塩基球におけるGATA-1

発現を調べたところ、野生型好塩基球の約 1/4であっ

た。さらに、野生型好塩基球に IL-4 siRNA を発現さ

せるとサイトカイン産生の低下がみとめられた。 

 

D. 考察 

 これまでの研究で、転写因子 GATA-1が赤血球、巨

核球、好酸球ならびにマスト細胞の分化・成熟に寄与

していることが報告されていたが、好塩基球における



役割は不明であった。本研究により、GATA-1 が好塩

基球の生成ならびに活性化に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、dblGATA マウ

スでは好塩基球の減少症ならびに機能低下が存在す

ることが判明した。したがって、dblGATAマウスで

認められた表現型を解釈する際には、好酸球だけでな

く好塩基球の異常も考慮する必要がある。 

 

E. 結論 

  好酸球欠損dblGATA マウスにみとめられた

IgE-CAI炎症の減弱は、好塩基球の異常に起因するこ

とが強く示唆された。 
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研究要旨  自然発症アトピー性皮膚炎マウスモデル（NCマウス）は、皮膚炎と自発的な痒み反応が認め

られる。これまでに本マウスモデルの炎症部位皮膚には、多数の好塩基球の浸潤が観察されることを明ら

かにしてきた。本研究では、痒み反応への好塩基球の関与を検討した。健常マウスの皮膚に比べ、皮膚炎

マウスの皮膚ではマスト細胞数は約 3倍の増加に対し、好塩基球は 60倍も増加していた。また、皮膚炎マ

ウスへの好塩基球除去抗体の処置により皮膚内好塩基球の減少と共に、自発的痒み反応が抑制された。こ

れらのことから、皮膚炎マウスの自発的痒み反応に好塩基球が関与していることが示唆される。好塩基球

より遊離される因子の 1つにセリンプロテアーゼの一つであるmMCP-11がある。健常マウスへのmMCP-11

の皮内注射により痒み反応は誘発され、熱処理し不活化した mMCP-11では、痒み反応は認められなかった。

以上の結果より、アトピー性皮膚炎の痒みに、好塩基球が関与しており、好塩基球から遊離される mMCP-11

が起痒因子の一つであることが示唆される。 

 

Ａ．研究目的 

アトピー性皮膚炎の痒みは、非常に耐え難く、QOL

の低下や、社会生産性の低下に繋がっている。また、

痒みによる掻破行動により、皮膚炎の更なる悪化に

加え、皮膚炎治療を妨げているのも事実である。こ

のようにアトピー性皮膚炎の痒みの制御は臨床的に

非常に重要な位置を占めている。しかし、痒みの第

一選択としての H1 histamine 受容体拮抗薬が無効で

ある場合が多く、有効な治療薬がないのが現状であ

る。そこで、新規鎮痒薬開発には、痒みの発生機序

を十分理解する必要があるが、未だその機序に関し

ては明らかになっていない。 

アトピー性皮膚炎の皮膚内には，様々な炎症性細

胞の浸潤が認められており，多くの研究がなされて

いる。最近、あまり機能がよく知られていなかった

好塩基球がアレルギー疾患の病態に重要な役割を担

っていることが明らかになってきた。これまで、我々

は、アトピー性皮膚炎マウスの皮膚炎部位で好塩基

球が増加していることを明らかにしてきた。そこで、

本研究では、アトピー性皮膚炎の痒みへの好塩基球

の関与を検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

1）実験動物 

 実験には、雄性 NC系マウスを用いた。NCマウス

は、NCマウスは、specific pathogen free（SPF）環境

下で飼育した場合は健常状態を維持するが、

conventional環境下で飼育した場合は、アトピー様の

皮膚炎と自発的な痒み反応（掻き動作）を示すよう

になる。 

2）実験試薬 

 好塩基球除去抗体として Ba103抗体を、コントロ

ール抗体として rat IgG2b を用いた。これら抗体は

尾静脈注射した。mMCP-11（R&D社）は、マウス吻

側背部に注射した。 

3）行動実験 

行動撮影ケージ（13×9×35cm/セル）にマウスを１

時間放置し、馴化した。その後、無人環境下にデジ

タルビデオカメラでその後の行動を撮影した。行動

評価は、ビデオの再生により、後肢による全身への



- 2 - 

掻き動作数をカウントした。mMCP-11を皮内注射し

た実験では、注射部位及びその近傍の後肢による掻

き動作数をカウントした。マウスは、1 秒間に数回

掻くので、足を挙げてから降ろすまでの一連の動作

を掻き動作の 1回としてカウントした。 

4）免疫組織化学染色 

 マウス皮膚凍結切片を作製し、1 次抗体として

TUG8抗体（好塩基球検出抗体）及び mMCP-7抗体

（マスト細胞検出用抗体）を用い、2 次抗体として

蛍光標識した 2次抗体を用いて染色した。 

 

Ｃ．研究結果 

1）皮膚炎マウスにおけるマスト細胞と好塩基球 

 マスト細胞数は、健常マウス皮膚に比べ、皮膚炎

マウス皮膚では、約 3 倍増加していた。好塩基球に

関しては、健常マウス皮膚では、ほとんど観察され

なかったが、皮膚炎マウス皮膚では明らかに観察さ

れた。特に、皮膚炎マウス皮膚では、健常マウス皮

膚と比べ、皮膚内の好塩基球数が約 60倍増加してい

た（図 1）。 
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図 1 健常マウス及び皮膚炎マウス皮膚でのマスト細胞並び

に好塩基球数 

2）皮膚炎マウスの自発的掻き動作に対する好塩基球

除去抗体 Ba103の効果 

 皮膚炎マウスへの好塩基球除去抗体の投与により、

投与後 2 日目より自発的掻き動作が減少していた。

除去抗体投与後 4 日目に皮膚免疫染色を行い、好塩

基球数を数えたところ、コントロール抗体投与マウ

スに比べ除去抗体投与マウスで有意に減少していた。 

3）健常マウスにおける mMCP-11皮内注射による掻

き動作 

健常マウス吻側背部へのmMCP-11の皮内注射は、

溶媒注射より明らかに後肢による注射部位及びその

近傍への掻き動作回数の増加を認めた。一方、熱処

理したmMCP-11の皮内注射による掻き動作回数は、

溶媒注射群と同程度であった。 

 

Ｄ．考察 

 本研究では、自然発症アトピー性皮膚炎マウスモ

デルの自発的掻き動作反応に、好塩基球が重要な役

割を担っていることを明らかにした。好塩基球から

は、マスト細胞と同様に、痒み因子の一つとされる

ヒスタミンが遊離されることが知られている。しか

し、本マウスモデルの自発的掻き動作反応には、H1

ヒスタミン受容体拮抗薬が無効であり、更に本マウ

スと同系の健常マウスにヒスタミンを皮内注射して

も痒み反応は誘発されない。これらのことは、本皮

膚炎モデルの痒み反応へのヒスタミンの関与は小さ

いと考えられる。 

 これまでに本皮膚炎マウスの皮膚ではセリンプロ

テアーゼ活性が増加していること、またセリンプロ

テアーゼ阻害薬により痒み反応が抑制されることを

報告してきた。そこで、好塩基球より産生遊離され

る因子の1つでセリンプロテアーゼであるmMCP-11

に着目した。mMCP-11の皮内注射により痒み反応が

認められたこと、また、熱処理した mMCP-11 では

痒み反応は認められなかったことから mMCP-11 の

酵素活性が痒みの発生に重要であることを示唆する。 

 

Ｅ．結論 

 アトピー様皮膚炎マウスでは、好塩基球-mMCP-11

系が痒みの発生重要な役割を担っていることが示唆

される。したがって、プロテアーゼ阻害薬が痒みに

抑制に有用であるかもしれない。 
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Fig. 1. 皮膚炎発症マウス皮膚における好塩基球 

皮膚炎発症マウスの炎症部位における好塩基球（矢

頭）の分布。Scale bar: 100 µm 
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研究要旨 フィラグリン遺伝子の発見以降、アトピー性皮膚炎（Atopic Dermatitis, AD）の病態において、バリア
破壊による刺激性皮膚炎の側面が注目されている。一方で、免疫細胞によるアレルギー性皮膚炎という側面も、
AD の病態を理解する上で非常に重要である。しかしながら、バリア破壊以降の詳細な起炎機序は不明であり、
Th2以外の T細胞サブセットや皮膚樹状細胞の関与が示唆されているものの、その詳細は未だ不明である。 
 インターロイキン 17A（Interleukin-17A, IL-17A）は主に Th17細胞から分泌される炎症性サイトカインの一つ
で、慢性関節リウマチや乾癬などの疾患の病態に関与している。我々はこれまでに、AD患者の末梢血中の Th17
細胞のパーセンテージが疾患重症度と相関すること、また急性期病変部における IL-17A 産生細胞が慢性期病変
部や健常皮膚と比較して増加していることを報告してきた（Koga et al. JID , 128, 2625–2630, 2008）。このことか
ら、IL-17Aは ADの病態に関与していることが示唆されるが、その詳細なメカニズムは不明であった。そこで、
本研究では ADにおける IL-17Aの果たす役割を検討することを目的とし、IL-17A欠損マウス、マウス ADモデ
ルを用いて検討を行った。 
 
 
A. 研究目的 
 アトピー性皮膚炎（Atopic Dermatitis, AD）は幼少期
に始まり、顔面などの特徴的な部位に皮疹を生じ、掻
痒を伴い慢性の経過をとる湿疹病変と定義される。近
年バリア異常による刺激性皮膚炎の側面が強調され
始めている一方、病変部での Th2の活性化による好酸
球増多・高 IgE血症を伴うことが多く、アレルギー性
炎症の性格も持ち合わせている。しかしながら、バリ
ア破壊以降の詳細な起炎機序は不明であり、Th2以外
のT細胞サブセットや皮膚樹状細胞の関与が示唆され
ているものの、その詳細は未だ不明である。 
 インターロイキン 17A （Interleukin-17A, IL-17A）は
主に Th17 細胞から分泌される炎症性サイトカインの
一つで、慢性関節リウマチや乾癬などの疾患の病態に
関与している。Th17細胞が病態の中核を成していると
される乾癬とは異なり、AD における Th17 細胞、
IL-17A産生細胞の関与については不明であった。我々
はこれまでに、AD患者の末梢血中の Th17細胞のパー
センテージが疾患重症度と相関すること、また急性期
病変部における IL-17A 産生細胞が慢性期病変部や健
常皮膚と比較して増加していることを報告してきた
（Koga et al. JID , 128, 2625–2630, 2008）。このことか
ら、IL-17Aはアトピー性皮膚炎の病態に関与している
ことが示唆されるが、その詳細なメカニズムは不明で
あった。 
そこで、本研究では AD における IL-17A の果たす
役割を、マウス AD モデルおよび IL-17A 欠損マウス
を用いて検討することを目的とする。 
 
 

B. 研究方法 
 IL-17A欠損マウスと野生型マウスにマウスADモデ
ルを適用し、IL-17Aの AD病態に果たす役割を詳細に
検討する。マウス ADモデルとしてハプテン反復塗布
モデル、およびフィラグリン遺伝子変異を有するFlaky 
tailマウスを用いる。 
（倫理面への配慮） 
 組換えDNA実験は、遺伝子組換え生物などの使用
の規制による生物多様性の確保に関する法律と京都
大学組換えDNA実験安全管理規定に従って行う。 
マウスを使用する実験は、ヘルシンキ宣言に従い、
日本実験動物協会が定める「実験動物の飼養及び保
管などに関する基準」に記載されている方法により、
また、京都大学動物実験及び飼育倫理審査にて承認
されたプロトコール（承認番号080150）に則り遂行
する。遺伝子改変動物の取り扱いにおいては、第二
種使用等拡散防止措置確認申請を行い、そのプロト
コールに従って研究を遂行する。  臨床検体を用
いる研究では、京都大学の医の倫理委員会に申請し
承認を得ており（承認番号E778番）、研究に参加し
ていただく作業者には文書および口頭で今回の研究
内容についての説明を行い、承諾書（検体の取り扱
い・個人情報の保護・解析結果の公表・解析後の検
体の取り扱い、協力した場合の利益・不利益などに
関する項目など）を得た後に研究を遂行した。 
 
 
 
 
 

 



 

C. 研究結果 
ハプテン反復塗布モデルにおいて、IL-17A欠損マウ
スは野生型マウスと比較して耳介腫脹の軽減を認め
た。さらに、IL-17A欠損マウスは、組織スコアの低下、
血清中の抗原特異的 IgE/IgG1産生の低下、所属リンパ
節での IL-4産生の低下を認めた（図 1-A、B、C）。IL-17A
欠損マウスの皮膚局所ではTh2誘導に重要なケモカイ
ンである TSLP（thymic stromal lymphopoietin）や CCL17
（TARC）の産生低下を認めた。IL-17Aは、in vitroに
おいて Th2細胞の IL-4産生を促進した。このことから
IL-17A がハプテン反復塗布モデルにおいて Th2 誘導
に促進的に作用していることが示唆された。さらに、
このモデルにおける IL-17A 産生細胞をフローサイト
メトリーにて解析したところ、所属リンパ節では Vγ4
陽性 γδT細胞が、また皮膚では真皮 γδT細胞がその主
な産生源であった。次に、IL-17A欠損マウスと flaky tail
マウス（C57BL/6にバッククロスしたもの）を交配し、
flaky tailマウスでの IL-17Aの果たす役割を検討した。
Flaky tail マウスは、フィラグリン遺伝子異常を有し、
皮膚炎や血清中の IgE上昇を自然発症するマウスであ
る（Moniaga CS et al. Am J Pathol.2010）。IL-17A欠損
flaky tailマウスは、flaky tailマウスと比較して、皮膚
炎の軽減やクリニカルスコアの低下、血清中の IgE産
生の低下を認めた（図 2－A、B）。 
 
D．考察 
 IL-17Aはマウス ADモデルにおいて、病変部および
所属リンパ節においてTh2促進的に作用することが示
された。In vitroにおいても IL-17Aは Th2細胞の IL-4
産生ならびに B 細胞の IgE 産生を促進した。また、
IL-17Aの主な産生細胞は γδT細胞であった。表皮での
IL-17A産生 γδT細胞は真皮 γδT細胞であったことから、
真皮 γδT 細胞が表皮に侵入し IL-17A を産生している
可能性が示唆された。 
 
E． 結論 

IL-17AはマウスADモデルにおいてTh2誘導に促進
的に作用した。IL-17Aは ADの新規治療ターゲットと
なり得ることが期待される。 
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図 1 

A ハプテン反復塗布モデルにおける耳介腫脹

の推移（□野生型マウス、■IL-17A欠損マウス） 

 

 

 

 

 

B 抗原特異的免疫グロブリン産生量（血清中） 

 

 

 

 

 

Cサイトカイン産生（皮膚・所属リンパ節） 

 

 

 

 

 

 

図 2 

A IL-17A欠損 Flaky tailマウスの臨床像と 

臨床スコア 

 IL-17A+/+     IL-17A-/- 

B 血清総 IgE産生量 
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Ａ．研究目的 

アトピー性皮膚炎（AD）は「内因性」「外因性」

と大別して捉えることができる。AD全体の約 20％

を占める「内因性」ADでは、表皮バリア機能は保た

れており、血清 IgEは上昇せず、ダニなどの抗原特

異的 IgEは有意には認められない。内因性 ADは、

女性に多く、金属アレルギーを有する患者が多い。

AD全体の約 80%を占める「外因性」ADを特徴付け

るのは、フィラグリンに代表される皮膚構造蛋白質

の異常、かゆみによる物理的掻破により生じる表皮

バリア機能の異常、それに伴う環境中のアレルゲン

に対する Th2型の免疫応答である。よって血清 IgE

高値、ダニなどの環境中の抗原特異的 IgE高値であ

る。内因性 AD患者および外因性 AD患者それぞれ

の末梢血単核球を分離し、PMAと Caイオノフォア

で刺激後、細胞内サイトカイン染色を行い、フロー

サイトメトリーで解析したところ、Th2サイトカイ

ン（IL-4，IL-5）産生細胞数に有意差は無く、Th1サ

イトカイン（IFN-γ）産生細胞割合は内因性 AD患者

で有意に高い。金属は Th1に変調した免疫応答を引

き起こすことから、汗を通じた金属の排出が内因性

ADの発症要因として密接に関与していると考えら

れる。本研究では、ADを内因性と外因性に分け、金

属アレルギーの陽性率を検討し、患者の汗中の金属

イオン濃度を測定することで、内因性 ADと金属ア

レルギーの関連を解明することを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

浜松医大皮膚科通院中の戸倉が診察した AD 患者に

おいて、以下の項目について調査•検討した。 

1) 臨床症状重症度：SCORAD, VAS（かゆみ） 

2) 特徴的臨床症状：Dennie-Morgan fold, 尋常性魚鱗

癬, palmar hyperlinearity 

3) 合併症：アレルギー性鼻炎、喘息 

4) 不安度：STAI（特性, 状態） 

5) 一般血液検査：LDH, 総 IgE値, 特異的 IgE（Df, 

Dp）, TARC, 好酸球数 

6) 先進的検査（倫理委員会承認）：フィラグリン遺

伝子変異 

以上のデータをもとに、AD 患者を内因性 AD（31

名）と外因性 AD（55 名）の 2 群に分別した。分別

の方法として、血清 IgE と日本人の AD 患者におい

研究要旨  アトピー性皮膚炎（AD）は外因性と内因性に分別することができる。外因性は IgE高値で、

AD の約 80%を占め、IgE 介在性のアレルギー機序によるタイプである。一方、内因性 AD は IgE が正常

域であり、IgE に依存しない反応に基づき、AD の約 20%を占め、女性が多い。外因性 AD はフィラグリ

ン欠乏などにより皮膚バリア機能が障害されており、内因性 ADは皮膚バリア機能が正常でフィラグリン

遺伝子変異頻度が高くない。外因性と内因性の AD において、金属パッチテストを行った結果、内因性

AD（31名）は外因性 AD（55名）に比べ、ニッケルとコバルトに有意に高頻度で陽性を示し、クロムも

その傾向があった。また、外因性 AD患者 12人と内因性 AD患者 5名の患者の汗中のニッケルイオンを

測定した結果、内因性 ADの汗中ニッケル濃度は外因性 ADに比べ、有意に高いことが判明した。以上の

ことから、内因性 ADの病態におけるニッケルあるいはコバルトアレルギーの関与が示唆された。 



て生活上身近で重要な抗原であるヤケヒョウダニに

対する特異的 IgEを使用した。血清 IgE 200（IU/ml）

未満、あるいは血清 IgE 200 （IU/ml）以上 400（IU/ml）

未満でダニ特異的 IgEが class 0または 1である群を

内因性 ADとした。血清 IgE 400（U/ml）以上、ある

いは血清 IgE 200（IU/ml）以上 400（IU/ml）未満で

ダニ特異的 IgEが class 2以上の群を外因性 ADとし

た。各患者に、ニッケル（Ni）、コバルト（Co）、ク

ロム（Cr）について金属パッチテストを施行し、そ

の陽性率を比較した。また、外因性 AD患者 12人と

内因性 AD 患者 5 名の患者の汗中のニッケルイオン

を測定した。患者の前腕をビニール袋で覆い、運動

により発生した汗を回収し、ニッケルイオン濃度を

計測した。 

 

Ｃ．研究結果 

内因性 ADを、「血清 IgE値 200 IU/L未満」また

は「血清 IgE値 500 IU/L未満かつ Dfまたは Dp特異

的 IgEが class 0または 1」と定義した。AD患者は、

48人の外因性ＡＤ（29.4±16.2歳、M:F 36:14、 ＶＡ

Ｓ 53.6、血清ＩｇＥ 13221±15249 IU/L、好酸球 

10.1%、ＬＤＨ 276 IU/L） 、14 人の内因性ＡＤ

（36.1±10.0 歳、M:F 4:10、 ＶＡＳ 52.3、血清Ｉｇ

Ｅ 136.7±151.7IU/L、好酸球  7.4%、ＬＤＨ 206 

IU/L）であった。 

 内因性 AD 患者は、外因性 AD よりいずれの金属

に関してもパッチテスト陽性率は高いが、特に Ni

と Coに関して、内因性 ADのほうが有意差をもって

陽性率が高かった（Ni陽性率は内因性 16.4% に対し

て外因性 41.9%、Co陽性率は内因性 38.7%に対して

外因性 10.9%、Cr 陽性率は内因性 22.6%に対して外

因性 12.7%。いずか 1 つ以上の金属に対して陽性を

示す割合は内因性 61.3%に対して外因性 25.5%）。ま

た、血清 IgEの値が 100以下の群と 400以上の群で

パッチテストの陽性率を比較したところ、特に血清

IgE 100以下の内因性 ADの群では、3種類の金属の

いずれか１つ以上に陽性を示す割合が 63.6%に及ん

だ。外因性 AD のいずれかの金属に対する陽性率が

25％であることを考慮すると、内因性 AD への金属

アレルギーへの関与が強く想定された。今回の研究

ではフィラグリン遺伝子変異の有無でのパッチテス

ト陽性率に有意差を認めなかった．内因性 AD 患者

の汗中のニッケル濃度の平均は 333.8 (ng/g)であった

のに対し、外因性 AD 患者では 89.4 (ng/g)であり、

有意差を認めた。 

 

Ｄ．考察 

内因性 AD の発症機序の一つの可能性として、摂取

された金属が汗を通じて経皮的に排泄され、正常な

表皮バリアをも通過することで、金属アレルギーを

発症し、皮疹が生じていると推測した。内因性 AD

が女性に多い理由に、日常生活上でピアスなどの装

飾品に含まれる金属に暴露される機会が男性に比べ

て多いことが挙げられる。表皮バリア機能正常の内

因性 AD においては、タンパク抗原は角層を通過し

にくく、ハプテンや金属が反応を誘発する。汗でイ

オン化した金属は、表皮細胞の MHC 分子のペプチ

ド結合溝に存在するオリゴペプチドとイオン結合を

生じ、ペプチドの立体構造を変化させることで抗原

性を獲得することは知られていた。金属が湿疹反応

を誘導する機序として、近年、Niイオンが抗原提示

細胞上の Toll-like receptor 4（TLR4）を直接刺激する

機序が示された。TLR4により刺激された抗原提示細

胞が IL-12を産生し、ナイーブ T細胞を Th1産生細

胞へと分化誘導し、アレルギー反応を誘導する可能

性が示されている。Coも同様に直接 TLR4を刺激す

る機序を有し、金属アレルギーを起こしうることが

提示されている。ニッケルの体内動態は、消化管か

ら約 1%が体内に吸収され、血中の Ni濃度は Ni含有

食品の摂取に影響を受ける。サプリメントをはじめ

とした健康食品や、一般的な食品（ピーナッツ，チ

ョコレートなど）にも金属を多く含む場合があり、

個人の習慣によっては過剰摂取になることも多いと

予想される。経口摂取に由来しない抗原としては、

体表に直接触れる金属は汗により大量に溶出するこ

とが知られており、汗により金属アレルギーが起こ

りやすくなっている可能性が考えられる。 

 

Ｅ．結論 

内因性 AD の発症に、ニッケルとコバルトアレルギ



ーが深く関与していることが示された。金属は汗を

通じて排泄されることを考えると、金属を多量に含

む汗により皮疹が悪化している可能性がある。 

 

Ｇ．研究発表 

1. 論文発表           

原著論文 

1) Ito T, Hashizume H, Shimauchi T, Funakoshi A, Ito N, 

Fukamizu H, Takigawa M, Tokura Y: CXCL10 

produced from hair follicles induces infiltrates of Th1 

and Tc1 cells in the acute phase of alopecia areata 

followed by sustained accumulation of Tc1 cells in 

the chronic phase. J Dermatol Sci 69: 140-147, 2013. 

2) Sawada Y, Nakamura M, Bito T, Sakabe JI, 

Kabashima-Kubo R, Hino R, Kobayashi M, Tokura 

Y: Decreased expression of acetylcholine esterase in 

cholinergic urticaria with hypohidrosis or anhidrosis. J 

Invest Dermatol (in press). 

3) Mori T, Kabashima K, Fukamachi S, Kuroda E, 

Sakabe J, Kobayashi M, Nakajima S, Nakano K, 

Tanaka Y, Matsushita S, Nakamura M, Tokura Y: 

D1-like dopamine receptors antagonist inhibits 

cutaneous immune reactions mediated by Th2 and 

mast cells. J Dermatol Sci 71: 37-44, 2013. 

4) Sakabe JI, Yamamoto M, Hirakawa S, Motoyama A, 

Ohta I, Tatsuno K, Ito T, Kabashima K, Hibino T, 

Tokura Y: Kallikrein-related peptidase 5 functions in 

proteolytic processing of profilaggrin in cultured 

human keratinocytes. J Biol Chem 288: 17179-17189, 

2013. 

5) Shiraishi N, Nomura T, Tanizaki H, Nakajima S, 

Narumiya S, Miyachi Y, Tokura Y, Kabashima K: 

Prostaglandin E2-EP3 Axis in Fine-tuning Excessive 

Skin Inflammation by Restricting Dendritic Cell 

Functions. PLos ONE (in press). 

6) Yamaguchi H, Kabashima-Kubo R, Bito T, Sakabe 

J-I, Shimauchi T, Ito T, Hirakawa S, Hirasawa N, 

Ogasawara K, Tokura Y: High frequencies of 

positive nickel/cobalt patch tests and high sweat 

nickel concentration in patients with intrinsic 

atopic dermatitis. J Dermatol Sci (in press). 

7) Sugita K, Nomura T, Ikenouchi-Sugita A, Sakabe 

JI, Nakahigashi K, Kuroda E, Uematsu U, 

Nakamura J, Akira S, Nakamura M, Narumiya S, 

Miyachi Y, Tokura Y, Kabashima K: 

Prostaglandin E2 is critical for the development of 

niacin-deficiency-induced photosensitivity via 

ROS production. Sci Rep (in press). 

8) Sakabe J-I, Umayahara T, Hiroike M, Shimauchi T, 

Ito T, Tokura Y: Calcipotriol increases hCAP18 

mRNA expression but inhibits extracellular LL37 

peptide production in IL-17/IL-22-stimulated 

normal human epidermal keratinocytes. Acta 

Derm Venereol (in press). 

9) Kubo A, Shiohama A, Sasaki T, Nakabayashi K, 

Kawasaki H, Atsugi T, Sato S, Shimizu A, Mikami 

S, Hideaki Tanizaki, Uchiyama M, Maeda T,1 Ito 

T, Sakabe J, Heike T,Okuyama T, Kosaki R, 

Kosaki K, Kudoh J, Hata K, Umezawa A, Tokura 

Y, Ishiko A, Niizeki H, Kabashima K, Mitsuhashi 

Y, Amagai M: Mutations in SERPINB7, encoding 

a member of the serine protease inhibitor 

superfamily, cause Nagashima-type palmoplantar 

keratosis. Am J Hum Genet 93: 1-12, 2013. 

10) Sawada Y, Nakamura M, Kabashima-Kubo R, 

Shimauchi T, Kobayashi M, Tokura Y: Defective 

epidermal induction of S100A7/psoriasis 

associated with low frequencies of skin-infiltrating 



Th17 cells in dermatophytosis-prone adult T cell 

leukemia/lymphoma. Clin Immunol (in press). 

11) Ito T, Fujiyama T, Hashizume H, Tokura Y: 

Antihistaminic drug olopatadine downmodulates T 

cell chemotaxis toward CXCL10 by reducing 

CXCR3 expression, F-actin polymerization and 

calcium influx in patients with alopecia areata. J 

Dermatol Sci (in press). 

12) Sugita K, Nomura T, Ikenouchi-Sugita A, Ito T, 

Nakamura M, Miyachi,Tokura Y, Kabashima K: 

Influence of Th2 cells on the hair cycle/growth after 

repeated cutaneous application of hapten. Clin Exp 

Dermatol (in press). 

13) Ito T, Bertolini M, Funakoshi A, Ito N, Takayama T, 

Biro T, Paus R, Tokura Y: Birth, life, and death of 

the MAGE3 hypothesis of alopecia areata 

pathobiology. J Dermatol Sci (in press). 
14) Fujiyama T, Kawakami C, Suigita K, 

Kubo-Kabashima R, Sawada Y, Hino R, Nakamura 

M, Shimauchi T, Ito T, Kabashima K, Hashizume H, 

Tokura Y: Increased frequencies of Th17 cells in 

drug eruptions. J Dermatol Sci (in press). 

総説 

15) Bito T, Sawada Y, Tokura Y: Pathogenesis of 

cholinergic urticaria in relation to sweating. 

Allergol Int 61: 539-544, 2012. 

16) Fujiyama T, Tokura Y: Clinical and 

histopathological differential diagnosis of 

eosinophilic pustular folliculitis. J Dermatol 40: 

419-423, 2013. 
2. 学会発表  

1) Tokura Y: Effects of Th17-derived cytokines on 

keratinocyte production of antimicrobial peptides in 

psoriasis and adult T cell leukemia / lymphoma. The 

23rd Annual Meeting of the Korean Society for 

Investigative Dermatology. 2013.3.22, 2013. Seoul, 

Korea.  

2) Tokura Y: Adult-cell leukaemia / Lymphoma: 

Impaired innate immunity of the skin. 

CUTANEOUS LYMPHOMAS (2nd World 

Congress of Cutaneous Lymphomas, 6th 

International Symposium on the Biology and 

Immunology of Cutaneous Lymphoma) 2013.2.7. 

Berlin, Germany. 

3) Tokura Y: Profilaggrin processing and metal allergy: 

Novel aspects of atopic dermatitis. International 

Immunodermatology Symposium(Post-IID 2013). 

2013.5.13. Heidelberg, Germany.  

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。） 

なし 
 



 

厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業） 

（分担）研究報告書 

 
アトピー性皮膚炎の難治性皮膚病変の病態解析と病態に基づいたピンポイントな新規治療の開発 

 
研究分担者 片山一朗 大阪大学大学院医学系研究科皮膚科 教授 

室田浩之 大阪大学大学院医学系研究科皮膚科 講師 

 

Ａ．研究目的 

「温もるとかゆい」は皮膚科の日常診療でよく聞か

れる訴えの一つであるとともに、経験的に制御困難

な症状でもある。アトピー性皮膚炎の痒み誘起因子

には引用可能な報告があり、アトピー性皮膚炎患者

の９６％は「温熱、発汗」が誘起因子と考えており

最大の誘因とされている。本研究は温熱が痒みを誘

発するメカニズムに着目した。 

アトピー性皮膚炎で見られる異常なかゆみ過敏が存

在する。このように通常はかゆみに感じられない刺

激をかゆみに感じる現象がアロネシスと表現され存

在することがしられている。実際にアトピー性皮膚

炎では通常疼痛に感じる熱刺激やアセチルコリン投

与でかゆみが誘発されると報告されている。しかし

これまでにアロネシスが生じるメカニズムは明らか

にされていない。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究ではアロネシスと増感因子が温もった時の痒

みを誘発するという仮説をもとに、申請者らが近年

見出した神経栄養因子アーテミンに焦点を当てた検

討を行う。アーテミンの発現メカニズムを in vitroの

細胞培養系で確認し、増感作用アーテミンが熱痛覚

過敏に与える影響を invivoにおける動物実験によっ

て確認する。またアーテミン投与と暑熱環境、熱刺

激が中枢神経の興奮に与える影響を MRI によって

検討した。 

 

Ｃ．研究結果 

アーテミンはサブスタンス P刺激によって真皮線維

芽細胞から発現誘導され、in vitroにおいて神経芽細

胞の増殖活性を亢進させることを見出した（図１）。

さらにアーテミンはアトピー性皮膚炎病変部真皮に

蓄積し（図２）、末梢神経の sprouting を誘導するこ

とを確認しており、 

アーテミンがヒトのアトピー性皮膚炎の皮膚病変部

真皮に蓄積していることが確認された。アーテミン

を皮下投与したマウスは 38 度の環境下で全身を

wipingする行動が確認された。ところが 42度の環境

下では飛び跳ねるなどの異常な行動が確認された

（図３）。 

アーテミンは背部皮膚に投与したにも関わらずマウ

スは全身の熱過敏を来したことから、皮膚への限局

的なアーテミンの蓄積が中枢神経の増感を介して全

身の温度過敏を誘導しているのではないかと考えた

（図３）。実際に背部皮膚限局的にアーテミンを投与

したマウスを室温あるいは暑熱環境下におき、脳の

興奮状態を MRI にて評価した（図４）。アーテミン

投与マウスは室温でも中枢神経が増感しており、そ

の興奮程度は暑熱環境下でより顕著になった。 

研究要旨  アトピー性皮膚炎において痒みは主要な症状の１つとして知られる。既存の痒み治療に抵

抗性を示す症例は多く、難治化メカニズムの解明と対策方法の立案が患者しいては社会に貢献できるも

のと期待される。アトピー性皮膚炎の痒み誘起因子には引用可能な報告があり、「温熱、発汗」が最大

の悪化因子とされている。本研究ではこれらの悪化因子が誘導する痒みを選択的に抑制するアトピー性

皮膚炎の新しい治療戦略確立を目的とする。 



 

Ｄ．考察 

アーテミンは皮膚の温度過敏および痒みの誘発に関

与すると考えられた。またアーテミンの皮膚におけ

る限局的な蓄積は中枢神経の増感を介して全身の

「温もるとかゆい」を来すものと想像された。 

 

Ｅ．結論 

アーテミンはアトピー性皮膚炎の痒みの治療標的に

なりうると考えられた。 

 

 
 

図１：真皮線維芽細胞からサブスタンス pによってアーテミ

ンが分泌される。 

 
図２：アトピー性皮膚炎病変部の真皮内にアーテミンの沈着

を認める。アーテミン皮膚投与マウスは全身の温度過敏をき

たすことから、アーテミンは中枢神経の増感を介して皮疹も

ないのに「温もると痒い」を引き起こす可能性が考えられた。 

 

 
図３：マウスの中枢の興奮の程度をMRIにて評価した。興奮

した領域は enhanceして確認できる。 
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研究要旨  C57BL/6 マウスを特異 IgE で繰り返し授動感作することによって IgE トランスジェニックマ

ウスと同様に痒疹病変を誘導することに成功した。また STAT6欠損マウスでは wild-type（C57BL/6）マウ

スに比して痒疹反応が増強した。反応の増強は wild-typeマウスに STAT6siRNAを投与することによっても

確認された。STAT6を介した Th2型サイトカインシグナルは病変形成に抑制的に作用していると思われる。 

 

 

Ａ．研究目的 

痒疹は代表的な難治性そう痒性皮膚疾患であり、

慢性的な痒みは患者のＱＯＬを大きく損なう。しか

しその病態は全く不明である。われわれは昨年 IgE

トランスジェニックマウス(IgE-Tg マウス)を用いて

痒疹モデルを樹立した。今回は wild-type (WT) マウ

スにおいて痒疹反応の誘導を試みるとともに、痒疹

病変における Th2型サイトカインの意義について解

析した。 

 

Ｂ．研究方法 

BALB/cマウスおよび C57BL/6、さらに STAT6 欠

損マウス(STAT6 (-/-))を TNP(trinitrophenyl)-特異 IgE

に て 繰 り 返 し 授 動 感 作 し 、 同 時 に

TNP-OVA(ovalbumin)を反復皮下（耳介）または皮内

（背部皮膚）投与した。 

 

Ｃ．研究結果 

Day 0, 3, 6に TNP-IgEを C57BL/6マウスの腹腔内に

投与し、TNP-OVAを Day 1,4,7に耳介に反復皮下投

与したところ持続性の耳介腫脹反応がみられた。組

織学的には表皮肥厚、単核球、好酸球、好塩基球の

浸潤からなっており、痒疹反応に相当すると思われ

たが、反応の強さは IgE-Tgマウスに匹敵するほどで

はなかった。また BALB/c マウスではさらに弱い反

応しか得られなかった。次に Th2型サイトカインの

関与を検討するため、STAT6(-/-)を用いて痒疹反応を

誘導したところ、意外なことにWT (C57BL/6)マウス

に比してその耳介腫脹は大きく増強していた。同様

の病変を背部皮膚を用いて行ったが、やはり STAT6 

(-/-)マウスでは WT マウスよりもより明瞭な結節性

病変が形成された。また WTマウスで誘導される痒

疹病変は STAT6siRNAの局所投与によっても増強し

た。 

 

Ｄ．考察 

今回の研究で、C57BL/6 マウスに特異 IgE の繰り返

し投与することで、IgE-Tgマウスの場合と同様に痒

疹反応を誘導することできた。痒疹反応モデルでは

Th2 型優位の免疫反応が起こっていることが昨年の

研究でわかっており、このことはヒト痒疹病変にお

いても確認されている。したがって当初われわれは

痒疹病変の形成に Th2型サイトカインが重要である

と予測した。しかし意外なことに STAT6(-/-)マウス

や STAT6siRNA投与時における皮膚反応は増強した。

このことは STAT6を介したTh2型サイトカインシグ

ナルは病変形成に対して抑制的に作用していること

を示している。同時に Th2型サイトカインを標的と

した治療法は病変を悪化させるリスクがあることを

示唆する結果となった。今後は Th2型サイトカイン

による炎症抑制作用の機序の詳細を検討する予定で

ある。 

 

 

 



Ｅ．結論 

マウス痒疹反応モデルにおいて Th2型サイトカイン

は抑制的に作用していると考えられた。 

 

Ｇ．研究発表 

１.論文発表 
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3) Furue M, Ebata T, Ikoma A, Takeuchi S, Kataoka Y, 
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２.学会発表 
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Internatinal Investigative Dermatology 2013. 



Edinburgh, 10, May 2013. 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業） 

（分担）研究報告書 

 

ヒト iPS細胞を利用してフィラグリン遺伝子変異が角化細胞に与える影響を 

in vitroで詳細に検討するシステム構築 

 

研究協力者氏名 井川 健 東京医科歯科大学皮膚科 講師 

研究責任者氏名 横関博雄 東京医科歯科大学皮膚科 教授 

 

研究要旨 アトピー性皮膚炎は多因子性の疾患と考えられるが、その中には遺伝的要因も含まれ

ていると考えられている。そのような遺伝的要因のひとつにフィラグリン遺伝子の変異がある。

本研究においては、その変異の有無によって角化細胞にどの様な変化が生じるのかを、ヒト iPS

細胞を利用して検討することを考え、その研究を行うためのシステムを構築した。 

 

Ａ．研究目的 

皮膚疾患の多くは多因子性の疾患であると考えられ、

遺伝的要因もそれに含まれると考えられる。これまで

もアトピー性皮膚炎におけるフィラグリン遺伝子の

変異などの報告がなされているが、それらの変異が実

際の病態形成にどのような役割を果たしているのか

をヒトの系で詳細に検討できるシステムはなかった。

そこで、我々は、ヒト iPS細胞を利用して、このよう

な遺伝子変異が実際の病態形成に与える影響につい

て詳細に検討できるシステムの構築を考え、まず、ア

トピー性皮膚炎におけるフィラグリン遺伝子変異の

影響について検討を行うこととした。 

 

Ｂ．方法 

目的を達成するために下記のような手順を踏むこと

とした。 

① ヒト iPS 細胞において遺伝子ターゲティングをあ

る程度自在に行うために TALENs（TAL Effector 

Nucleases）を利用するシステムを構築。 

② ヒト iPS 細胞から表皮角化細胞を誘導する際のモ

ニタリングシステムとして、ケラチン遺伝子の発

現状況を可視化してモニターできるシステムを構

築。 

③ 上記システムを導入したヒト iPS 細胞においてフ

ィラグリン遺伝子に変異を導入する（TALENs）。 

④ ③のヒト iPS 細胞を角化細胞に分化させ、検討を

行う。 

なお、使用するヒト iPS 細胞は研究協力者により、

piggybac トランスポゾンシステムを利用して作製し、

transgene-freeかつ mutation-freeであることが確認され

たものを使用する。 

 

Ｃ．結果 

① TALENs を利用するシステムの構築ならびにケラ

チン遺伝子発現可視化システムの構築 

Voytas らにより確立しされている Golden Gate 

Methodsを modifyした方法を用いて、TALENsを作

製するシステムを構築し、それを用いて、ヒト iPS

細胞において、K14遺伝子の下流に eGFP遺伝子を

ノックインすることに成功した。 

② フィラグリン遺伝子変異挿入のためのTALENsの

作製 



同様に、上記システムを利用して、ヒトフィラグリ

ン遺伝子を切断する TALENsを作製した。 

 

Ｄ．考察 ならびに Ｅ．結論 

本研究により、フィラグリン遺伝子変異が与える影響

を検討するシステムの構築が完了した。今後、分化誘

導して得られた表皮角化細胞において、フィラグリン

遺伝子変異の有無のみが違う状況の比較検討をする

ことにより、アトピー性皮膚炎においてフィラグリン

遺伝子変異が存在することの意味合いについて、これ

までと違った面よりアプローチができると考えられ

る。 

 

Ｇ. 研究発表 
 
1: Inoue T, Yamaoka T, Murota H, Yokomi A, Tanemura A, 
Igawa K, Tani M, Katayama I. Effective Oral Psoralen Plus 
Ultraviolet A Therapy for Digital Ulcers with 
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Venereol. 2013 Aug 8. 
 
2: Takehara Y, Satoh T, Nishizawa A, Saeki K, Nakamura 
M, Masuzawa M, Kaneda Y, Katayama I, Yokozeki H. 
Anti-tumor effects of inactivated Sendai virus particles 
with an IL-2 gene on angiosarcoma. Clin Immunol. 2013 
Oct;149(1):1-10. 
 
3: Saeki K, Satoh T, Yokozeki H. α(1,3) 
Fucosyltransferases IV and VII are essential for the initial 
recruitment of basophils in chronic allergic inflammation. J 
Invest Dermatol. 2013 Sep;133(9):2161-9.  
 
4: Hanafusa T, Matsui S, Murota H, Tani M, Igawa K, 
Katayama I. Increased frequency of skin-infiltrating 
FoxP3+ regulatory T cells as a diagnostic indicator of 
severe atopic dermatitis from cutaneous T cell lymphoma. 
Clin Exp Immunol. 2013 Jun;172(3):507-12.  
 
5: Kataoka N, Satoh T, Hirai A, Saeki K, Yokozeki H. 
Indomethacin inhibits eosinophil migration to 
prostaglandin D2 : therapeutic potential of CRTH2 
desensitization for eosinophilic pustular folliculitis. 
Immunology. 2013 Sep;140(1):78-86. 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業） 
（分担）研究報告書 

 

生体皮膚への機能性高分子導入法の開発に関する研究 

 

研究分担者 金田安史 大阪大学大学院医学系研究科遺伝子治療学講座 教授 

 

研究要旨 HVJ-E(不活性化センダイウイルスエンベロープ）は免疫細胞に作用してTh1シフトを起こすため

アレルギー疾患の治療に適していると考えられる。そこで、さらにその作用を強力にするために一本鎖IL12

ポリペプチドウイルス粒子表面に有する高機能型HVJ-Eの開発を行い、その作用機構を解析した。 

Ａ．研究目的 

HVJ-E(不活性化センダイウイルスエンベロー

プ）は免疫細胞に作用してTh1シフトを起こすため

アレルギー疾患の治療に適していると考えられる。

そこで、さらにその作用を強力にするために一本鎖

IL12ポリペプチドウイルス粒子表面に有する高機

能型HVJ-Eの開発を行い、その作用機構を解析した。 

 

Ｂ．研究方法 

一本鎖IL12ポリペプチドとHVJ-Eを併用するこ

とにより、マウス樹状細胞や脾臓細胞からの

Interferon-γ (IFN-γ)の産生が亢進するかどうかを、

ELISA法で測定した。次にIL12蛋白質をウイルス粒

子表面に有する高機能型HVJ-Eの構築を試みた。 

（倫理面への配慮） 

動物実験は、大阪大学医学系研究科で承認された実

験計画に基づいて行った。 

 

Ｃ．研究結果 

HVJ-Eのみを樹状細胞やマウス脾臓細胞に加えて

もIFN-γの産生はほとんど認められなかった。0.1 

ng/mlのsclIL12ではIFN-γの産生は検出できなかっ

た。しかしsclIL12(0.1 ng/ml)とHVJ-Eを併用すると

150~200 pg/mlのIFN-γが脾臓細胞から産生された。

細胞から産生されたHVJ由来のHVJ-E（膜融合活性

なし）と野生型のHVJ-E（融合活性あり）をそれぞ

れ別々にsclIL12とともに脾臓細胞に加えると、どち

らのHVJ-EでもIFN-γの産生増強を認めた。次に

sclIL12とHVJ-Eを併用する代わりに IL12結合型

HVJ-Eの機能について解析した。IL12結合型HVJ-E 

(1.5 x 107粒子)を脾臓細胞(2 x 105粒子)にかけると

24時間後に120~150 pg/mlのIFN-γの産生が検出され

た。マウス樹状細胞に加えると24時間で40 pg/mlの

IFN-γが分泌された。IL12結合型HVJ-Eに含まれる

IL12と同じ量のZZ-sclIL12やsclIL12ではIFN-γはほ

とんど検出されなかった。著明に抑制された。 

 

Ｄ．考察 

膜融合能のないHVJ-EでIFN-γ産生増強がおこり、

HN蛋白質のないIL12結合型HVJ-Eで同じくIFN-γの

産生が増強されることから、HVJ-EのF蛋白質を認

識する受容体が脾臓細胞の表面にあり、これが刺激

されて起こるシグナル経路によって産生された因

子がIL12と共存することによりIFN-γの産生を活性

化させることが示唆される。 

 

Ｅ．結論 

IL12結合型HVJ-Eは強力なアトピー性皮膚炎の治

療剤になりうる。 

 

Ｇ．研究発表 

１.論文発表 

1) Tanemura A, Kiyohara E, Katayama I, Kaneda Y. 

Recent advances and developments in the antitumor 

effect of the HVJ envelope vector on malignant 

melanoma: from the bench to clinical application.  

Cancer Gene Ther. In press.. 

２.学会発表 

1) 金田安史：第 19回日本遺伝子治療学会 理事長

講演 “What will be needed for gene therapy in 

Japan?” 2013/07/04岡山 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業） 

（分担）研究報告書 

 

アトピー性皮膚炎の病型と難治性皮膚病変の関連に関する疫学調査 

 

研究分担者氏名 井川 健   東京医科歯科大学皮膚科 講師 

研究協力者氏名 野老翔雲   東京医科歯科大学皮膚科 助教 

  

 

研究要旨 アトピー性皮膚炎(AD)は様々な遺伝的・環境的要因が複雑に絡み合って発症する疾患

であるが、近年いくつかの subgroupの集まりとする考え方が報告されるようになった。代表的には

血中 IgE値により分類する方法がある。今回我々はアトピー性皮膚炎を IgEの低い内因性と IgEの

高い外因性の病型に分類し、アトピー性皮膚炎でみられる皮膚症状、特に痒疹反応などを含めた難

治性皮膚症状との関連を詳細に検討した。Dennie-Morgan fold、紅皮症、頚部色素沈着、結節性痒疹

などの難治性皮膚症状は外因性 AD で多くみられ、今後それらの病変の発症メカニズムを検討して

いくことでターゲットを絞った新規治療法の開発につながっていくことが期待される。 

 

A． 研究目的 

アトピー性皮膚炎を IgEの低い内因性と IgEの高い外

因性の病型に分類し、 

アトピー性皮膚炎でみられる皮膚症状、特に痒疹反応

などを含めた難治性皮膚症状との関連を詳細に検討

する。本研究にはフィラグリン遺伝子変異の有無や皮

膚でのプロテアーゼ発現の有無についても含まれる。

このような検討を多施設にわたって大規模に行った

例はなく、今後アトピー性皮膚炎の病型と難治性皮膚

病変の関連が明らかになれば、そのような病変の発症

メカニズムを検討していく上で大きな利点となり、ひ

いては、ターゲットを絞った新規治療法の開発につな

がっていくことが期待される。 

 

B．研究方法 

日本皮膚科学会アトピー性皮膚炎ガイドラインの診

断基準を満たし、東京医科歯科大学、浜松医科大学、

京都大学、大阪大学、防衛医科大学の皮膚科外来通院

中の AD患者のうち同意が得られたものを対象とした。

ADを IgE≦200の内因性と IgE>200の外因性の病型に

分類し、痒疹等の難治性皮膚病変、血中 IgE抗体値な

どの各種検査値や金属アレルギー（Ni、Co、Cr）、フ

ィラグリン遺伝子変異の有無等について調査を行っ

た。 

 

C．研究成果 

対象は 168例が登録された。内因性 AD19例（男 5、

女 14）、外因性 AD149例（男 90、女 59）。難治性皮膚

症状としては Dennie-Morgan fold、紅皮症、頚部色素

沈着、結節性痒疹が外因性 ADに多くみられた。内因

性 ADでは金属パッチテスト陽性例が多くみられたが、

逆にフィラグリン遺伝子変異例は少なかった。 

 

 

D．考察 

IgE 値に基づいて内因性、外因性の病型に AD を分け



たとき、臨床症状に違いがみられた。それらの違いに

は金属アレルギーやフィラグリン遺伝子変異による

皮膚バリア機能が関係している可能性が予測され、今

後さらなる検討が必要である。 

 

E．結論 

Dennie-Morgan fold、紅皮症、頚部色素沈着、結節性痒

疹などの難治性皮膚症状は外因性 AD で多くみられ

た。今後それらの病変の発症メカニズムを検討してい

くことでターゲットを絞った新規治療法の開発につ

ながっていくことが期待される。 

 

G．研究発表 

１．論文発表 
1. Inoue T, Yamaoka T, Murota H, Yokomi A, Tanemura A, 

Igawa K, Tani M, Katayama I. Effective Oral Psoralen 
Plus Ultraviolet A Therapy for Digital Ulcers with 
Revascularization in Systemic Sclerosis. Acta Derm 
Venereol. 2013 Aug 8. 

2. Hanafusa T, Matsui S, Murota H, Tani M, Igawa K, 
Katayama I. Increased frequency of skin-infiltrating 
FoxP3+ regulatory T cells as a diagnostic indicator of 
severe atopic dermatitis from cutaneous T cell 
lymphoma. Clin Exp Immunol. 2013 
Jun;172(3):507-12.  

 

２．学会発表 

なし。 
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