
厚生労働科学研究費補助金 
（難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患等実用化研究事業 

（免疫アレルギー疾患等実用化研究事業 免疫アレルギー疾患実用化研究分野））） 

 

 

 

 

アトピー性皮膚炎発症機序の解明と 

皮膚バリアケアによる予防法の開発に関する研究 

 

平成２６年度 総括研究報告書 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究代表者 天谷 雅行 
 
 

平成２７（２０１５）年 ５月 
 



目  次 
 

 

Ⅰ．平成26年度総括研究報告 

アトピー性皮膚炎発症機序の解明と皮膚バリアケアによる予防法の開発に関する研究 

………………………… 1 

研究代表者 慶應義塾大学医学部 皮膚科学 教授 天谷 雅行 

  

Ⅱ．平成26年度分担研究報告   

スキンケアによる乳児湿疹・アトピー性皮膚炎予防に関する研究…………………………11 

(独)国立成育医療研究センター 副研究所長 斎藤 博久 

(独)国立成育医療研究センター生体防御系内科部アレルギー科 医長 大矢 幸弘 

(独)国立成育医療研究センター感覚器・形態外科部皮膚科 医長 新関 寛徳 

徳島大学疾患酵素学研究センター・酵素分子化学部門 特任教授 木戸 博 

広島大学大学院医歯薬保健学研究院 細菌学 教授 菅井 基行 

 

アトピー性皮膚炎診療ガイドラインの作成…………………………………………………14 

京都府立医科大学大学院医学研究科 皮膚科学 教授 加藤 則人 

 

微量検体による抗原量と抗原特異抗体の高感度定量法の開発、予防に向けた抗原affinity 

maturationの抑制………………………………………………………………………………17 

徳島大学疾患酵素学研究センター・酵素分子化学部門 特任教授 木戸 博 

 

アトピー由来黄色ブドウ球菌の皮膚定着能に関する研究…………………………………23 

広島大学大学院医歯薬保健学研究院 細菌学 教授 菅井 基行 

 

皮膚炎を自然発症するTmem79欠損マウスの樹立と皮膚炎発症機構の解明………………26 

慶應義塾大学医学部 皮膚科学 准教授 海老原 全 

慶應義塾大学医学部コーセースキンケア・アレルギー予防医学寄附講座 特任講師 佐々木 貴史 

 

アトピー性皮膚炎モデルマウスの作成と解析………………………………………………29 

慶應義塾大学医学部 皮膚科学 専任講師 久保 亮治 

 



角層バリア機能の微細構造解析によるアトピー性皮膚炎発症機序の解明…………………32 

(独)理化学研究所 統合生命医科学研究センター 皮膚恒常性研究チーム 上級研究員 松井 毅 

 

 

Ⅲ．研究成果の刊行に関する一覧表………………………………………………………35 

 



 

厚生労働科学研究費補助金 
（難治性疾患等克服研究事業（難治性疾患等実用化研究事業 

（免疫アレルギー疾患等実用化研究事業 免疫アレルギー疾患実用化研究分野））） 
総括研究報告書 

 
アトピー性皮膚炎発症機序の解明と 

皮膚バリアケアによる予防法の開発に関する研究 
 

研究代表者 天谷 雅行 慶應義塾大学医学部皮膚科学 教授 
 

研究要旨  
 本研究では、皮膚バリア機能障害による経皮的抗原曝露の亢進がアトピー性皮膚
炎をはじめとするアトピー性疾患（AD）を発症、増悪させるという観点から、アト
ピー性皮膚炎発症機序を解明する基礎研究と、バリアケアによる AD 発症、増悪の予
防法を確立するための疫学的臨床研究を行う。H26 年度において、基礎研究では、ア
トピー性疾患発症関連遺伝子として昨年新規同定された Tmem79 を欠損したマウス
（Tmem79 KO マウス）を作成し、モデルマウスを確立した。また、ヒト皮膚における
タイトジャンクション（TJ）バリアとランゲルハンス細胞（LC）の挙動を観察し、
アトピー性皮膚炎患者皮膚において認められる inflammatory dendritic epidermal 
cell (IDEC)は、LC よりも表皮内の深い場所に位置しており、その樹状突起を水平方
向に延ばし、TJ バリアとはドッキングしていなかいことを明らかにした。スキンケ
アによる乳児湿疹・AD 予防に関するランダム化介入試験においては、スキンケアが
AD の発症予防に有効であることが世界で初めて示された。ハイリスク新生児(両親兄
弟に AD がある)118 名を対象に、ランダムに介入群 59 名、コントロール群 59 名に割
り付けし、介入群には連日全身に乳液タイプの保湿剤を塗布し、32 週までの AD の累
積発症率をコントロール群(沐浴と乾燥時のみの保湿剤塗布)と比較した。コントロ
ール群では 28 名が発症しているのに対して、介入群では 19 名のみ AD を発症してお
り、介入群では AD の発症を 32％減らすことができた。本年度は、ここ数年の本研究
班での活動が大きな成果として形になった年であり、次年度以降の研究展開がさら
に期待される。

  
研究分担者 
斎藤 博久 （独）国立成育医療研究センタ

ー研究所 小児アレルギー学 
副所長 

木戸 博 徳島大学疾患酵素学研究セン
ター 酵素分子化学部門 特
任教授 

菅井 基行 広島大学大学院 
医歯薬保健学研究院 
細菌学 教授 

加藤 則人 京都府立医科大学大学院 
医学研究科 
皮膚科学 教授 

大矢 幸弘 （独）国立成育医療研究センタ
ー研究所 アレルギー科 
医長 

 
新関 寛徳 （独）国立成育医療研究センタ

ー研究所 皮膚科学 医長 
海老原 全 慶應義塾大学医学部 

皮膚科学 准教授 
松井 毅   （独）理化学研究所 統合生命

医科学研究センター（IMS）・
皮膚恒常性研究チーム  
上級研究員 

久保 亮治 慶應義塾大学医学部 
皮膚科学 専任講師 

佐々木貴史 慶應義塾大学医学部 
総合医科学研究センター 
特任講師 

 



 

Ａ．研究目的 
 本研究では、皮膚バリア機能障害による
経皮的抗原曝露の亢進がアトピー性皮膚
炎をはじめとするアトピー性疾患を発症、
増悪させるという観点から、アトピー性皮
膚炎発症機序を解明する基礎研究と、バリ
アケアによるアトピー性皮膚炎発症、増悪
の予防法を確立するための疫学的臨床研
究を行う。基礎研究では、フィラグリン以
外の新規アトピー性皮膚炎発症関連新規
候補遺伝子の探索、同定を行うとともに、
アトピー性疾患モデルマウスの作成、解析
を行い、発症機序の解明をめざす。臨床研
究では、H22 年度から開始された「適切な
スキンケア、薬物治療方法の確立とアトピ
ー性皮膚炎の発症・増悪予防、自己管理に
関する研究」を継続、発展させることによ
り、スキンケア、バリアケアによりアトピ
ー性皮膚炎の発症、増悪を予防することが
可能か、疫学的研究を行う。 
 
Ｂ．研究方法 
１)角層バリア機能障害を有するアトピー
性疾患発症関連新規候補遺伝子の同定 
 昨年度までの研究により、Flaky tail マ
ウスの皮膚炎原因変異が Tmem79 p.Y280*
である事を同定した。この Flaky tail マ
ウスは、CBA マウスコロニーから突然変異
体として分離され C57BL/6 と交配されたマ
ウスであるが、①７割程度しか C57BL/6 マ
ウスゲノムと置き換えられていない事、②
Tmem79 が存在する染色体上の近接領域に
FLG を含む皮膚分化に関与する遺伝子がク
ラスターする Epidermal Differentiation 
Complex 領域が存在し、皮膚の表現型にこ
の領域に含まれている未知の遺伝子変異
が寄与している可能性を否定できない事
から、Tmem79 ノックアウト（KO）マウスを
作製した。さらに、Tmem79KO マウスと
matted マウスの表現型の比較検討を行っ
た。 
２）アトピー性皮膚炎におけるタイトジャ
ンクションバリア（TJ）と表皮内樹状細胞
動態の解析 
 正常皮膚およびアトピー性皮膚炎患者
より採取した紅斑部皮膚より単離した表
皮シートを用いて、TJ 関連分子および各種

の表皮内樹状細胞マーカーを用いた whole 
mount 染色を行い、コンフォーカル顕微鏡
を用いた３次元観察により、TJ バリアと樹
状細胞の形態観察を行った。 
３）アトピー由来黄色ブドウ球菌の新たな
遺伝子改変法の開発及び病原因子候補遺
伝子の解析 
 これまでに、フィラグリンノックアウト
マウスを用いて、アトピー性皮膚炎患者由
来黄色ブドウ球菌（AD 株）がフィラグリン
KO マウスの皮膚に選択的に定着する事を
明らかにした。AD 株は常法による遺伝子改
変が不可能だったため、新たな遺伝子改変
法の開発を試みた。CRISPR/Cas9 技術を用
いた黄色ブドウ球菌用プラスミドを作製
し、本菌の宿主への固着に関わると考えら
れる関連遺伝子のノックアウト/ノックダ
ウンを試みた。また、AD 株が特異的に保有
するエンテロトキシン様タンパク毒素に
ついて、mRNA の発現量を AD 株と非 AD 株と
で比較した。 
４）スキンケアによる乳児湿疹・アトピー
性皮膚炎予防に関するランダム化介入試験 
 2010 年 11 月から 2013 年 11 月までの 3
年間にハイリスク新生児(両親兄弟に ADが
ある)118 名を対象に、ランダムに介入群
59 名、コントロール群 59 名に割り付けし
た。介入群には連日全身に乳液タイプの保
湿剤を塗布し、32 週までの AD の累積発症
率をコントロール群(沐浴と乾燥時のみの
保湿剤塗布)と比較した。また、皮膚バリ
ア機能（TEWL/SCH/pH）、抗原特異的 IgE
抗体価も比較した。 
５）アトピー性皮膚炎診療ガイドラインの 
作成 
 皮膚科診療を専門とする医師を対象と
して、新たに公表された臨床研究データと
既存のガイドラインとの関連性について
レビューし、これまでの推奨の根拠となっ
ているエビデンスをより強化するなど存
在するエビデンスギャップを埋める診療
ガイドラインを作成する。 
 
Ｃ．研究結果 
１）角層バリア機能障害を有するアトピー
性疾患発症関連新規候補遺伝子の同定 
 Tmem79 遺伝子の exon2,3 を欠失した



 

C57BL/6N ES 細胞の受精卵への注入により

キメラマウスを樹立し、C57BL/6N と交配す

る事により F１世代のマウスを得た。PCR

により Tmem79 exon2,3 を欠失するマウス

をスクリーニングし、さらに交配し Tmem79

欠損マウスを得た。Tmem79 欠失マウスでの

Tmem79 mRNA 及びタンパク質の発現を確認

した結果、matted マウスでは野生型マウス

と比較し mRNA が半減するが N 末側部分タ

ンパク質が検出されたのに対し、Tmem79 欠

損マウスでは Tmem79 mRNA 及びタンパク質

は確認されず、Tmem79 遺伝子が完全欠損し

ていた。樹立した Tmem79 欠損マウスは、

matted マウスと同時期に類似部位に皮膚

炎を発症することから、皮膚炎の程度を比

較するために Tmem79 欠損マウスと matted

マウスの skin severity score、掻爬回数、

TEWL などを詳細に比較した結果、同程度の

皮膚炎を発症していた。 

２）アトピー性皮膚炎におけるタイトジャ
ンクションバリアと表皮内樹状細胞動態
の解析 
 正常皮膚において、MHC class II が核周
囲に集積している定常状態のランゲルハ
ンス細胞は、常に TJ バリアの内側に存在
していた。一方 MHC class II が細胞膜表
面に移動した活性化 LC は、樹状突起を TJ
バリアとドッキングさせており、その樹状
突起の先端には langerin 分子の集積が観
察され、TJ バリア外からの抗原取得が活性
化していると考えられた。次に、アトピー
性皮膚炎患者の紅斑部皮膚の観察を行っ
た。アトピー性皮膚炎表皮には、LC の他に、
langerin 陰性の inflammatory dendritic 
epidermal cell (IDEC)と呼ばれる樹状細
胞が出現する。紅斑部では、TJ バリアのバ
リア機能が保たれた状態で、活性化して TJ
バリアと樹状突起をドッキングさせた LC
の数が増えていた。一方 IDEC は LC よりも
表皮内の深い場所に位置しており、周囲の
ランゲルハンス細胞が活性化した状態に
おいても、その樹状突起を水平方向に延ば
し、TJ バリアとはドッキングしていなかっ
た。LC と IDEC のいずれも、アトピー性皮
膚炎皮膚では IgE に対する高親和性 FceRI

レセプターを発現していた。活性化し TJ
とドッキングした LC において、langerin
が樹状細胞先端に集積したのに対し、
FceRI は細胞膜全体に均等に分布し、樹状
突起先端には濃縮していなかった。 
３）アトピー由来黄色ブドウ球菌の新たな
遺伝子改変法の開発及び病原因子候補遺
伝子の解析 
 作製したゲノム編集プラスミドを黄色
ブドウ球菌に導入することで Cas9 の mRNA
が発現することを確認した。このプラスミ
ドに icaA特異的 guideRNA の配列を組み込
み、目的の変異を含む一本鎖 DNA オリゴを
共導入することで、icaAのノックアウト株
が作製できたが、その効率は 2%以下と非常
に低かった。一方 CRISPRi は表層タンパク
遺伝子上流配列を guideRNA として組み込
むことで、RNA レベルで約 1/10、タンパク
レベルで検出限界以下までその発現が低
下し、菌の凝集能の低下を確認した。 
 AD 株では非 AD 株と比べ培養初期 (3h) 
での毒素の発現が高いことが明らかにな
った。また組換え毒素の投与群ではコント
ロール群と比べ、被験マウスの全身の皮膚
表面の血管の拡張と紅潮が認められた。さ
らに、興味深い事に、被験動物の全身にお
ける産毛の消失が認められた。 
４）スキンケアによる乳児湿疹・アトピー
性皮膚炎予防に関するランダム化介入試験 
 生後 32 週の時点で、介入群では 19 名が
AD を発症しているのに対し、コントロール
群では 28 名が発症しており、介入群では
アトピー性皮膚炎の発症を 32％減らすこ
とができた。(Log rank test p=o.o12) 卵
白抗原への感作率は両群で有意差は認め
られなかったが、皮疹のある群と無い群で
比較すると有意に皮疹のある群で感作率
が高いことが分かった。牛乳抗原の感作率
に有意差はなかったが、介入群が低い傾向
が認められ、特異的 IgE 抗体価は介入群が
有意に低かった。 
５）アトピー性皮膚炎診療ガイドラインの 
作成 
 本年度までに計 6回の作成委員会を開催
し、重要臨床課題を基に患者にとって重要
なアウトカムを改善するために必要な問
題を重要臨床課題として 20件程度設定し、
文献を検索し、エビデンスの評価と統合で



 

求められたエビデンスの強さ、益と害のバ
ランスのほか、患者の価値観の多様性、経
済学的な視点も考慮して、推奨とその強さ
を決定した。また、これらのエビデンスをも
とにした解説文を第I章として記載し、第Ⅱ
章には構造的抄録を付記した診療ガイドライ
ンを作成中である。 
 
Ｄ．考察 
 本年度、ヒト皮膚におけるタイトジャン
クション（TJ）バリアとランゲルハンス細
胞（LC）の挙動を観察し、アトピー性皮膚
炎患者における LC を含む表皮内樹状細胞
の動態を解析することで、TJ バリアと表皮
内樹状細胞がアトピー疾患の病態形成に
どのように関わるについて解析した。ヒト
表皮においても、マウスと同じく活性化し
た LCは TJ バリア外からの抗原取得を行う
と考えられ、外来因子に対する先制免疫の
獲得に役立つ一方で、外来抗原に対するア
レルギー感作を引き起こしていることが
考えられた。アトピー性皮膚炎皮膚では、
本機構が活性化することにより、更なるア
レルギー感作を促進し、皮膚炎のみならず
食物抗原などへの感作の拡大を引き起こ
しアトピーマーチの成立に関わる可能性
が示唆された。また、アトピー性皮膚炎患
者皮膚において認められる inflammatory 
dendritic epidermal cell (IDEC)は、LC
よりも表皮内の深い場所に位置しており、
その樹状突起を水平方向に延ばし、TJ バリ
アとはドッキングしていないことが初め
て観察された。LC と IDEC の 2 種類の樹状
細胞の挙動の相違点を明らかにすること
は、アトピー性皮膚炎発症機序の解明に重
要な知見を与えた。 
 スキンケアによる乳児湿疹・アトピー性
皮膚炎予防に関するランダム化介入試験
においては、スキンケアがアトピー性皮膚
炎の発症予防に有効であることが世界で
初めて示された。コントロール群では 28
名が発症しているのに対して、介入群では
19 名のみ AD を発症しており、介入群では
アトピー性皮膚炎の発症を 32％減らすこ
とができた。本介入試験において、成育医
療センターでは出生児に全員白色ワセリ
ンを 20g 配布しており、またコントロール

群でも倫理的な問題から保湿剤の使用を
禁止しなかった。そのためコントロール群
でも保湿剤を一部使用していたが、量は
0.101g/日と介入群(7.86g/日)に比較しわ
ずかな量であり、保湿剤使用群と非使用群
の比較として問題の無い量と判断した。保
湿剤を一切使用しないコントロール群を
設定することが可能であった場合は、介入
群との差はさらに顕著になったと想像さ
れる。卵白感作に関しては、保湿剤塗布で
は予防効果は認められなかったが、本研究
で使用した測定法は非常に感度の高い新
測定法であり臍帯血でも特異的 IgE 抗体が
検出されている。従って、必ずしも生後感
作を受けたとは限らないこと、また食物ア
レルギーの有無については負荷試験によ
る診断ができていないことから、さらなる
精査が必要であるが、スキンケアによる AD
発症予防が食物アレルギーの予防にもつ
ながる可能性は十分考えられた。 
 アトピー性皮膚炎ガイドラインの策定
は、アトピー性皮膚炎の患者が、その居住
する地域にかかわらず等しく科学的見地
に基づく適切な医療を受けることができ
るようにするために喫緊の課題である。今
後、アトピー性皮膚炎の診療の均霑化のた
めには、アトピー性皮膚炎の診療に携わる
すべての医師が用いることを想定した新
たなガイドラインの作成を視野に入れて
準備を進めていくことが重要と考える。 
 
Ｅ．結論 
 本年度は、皮膚炎発症に重要な役割をす
る表皮樹状細胞の実態が明らかにされ、ア
トピー性皮膚炎発症病態の解明に寄与し
たのみならず、ランダム化介入試験により、
スキンケア、バリアケアによりアトピー性
皮膚炎の発症、増悪を予防すること可能で
あることが示された。皮膚バリア機能を補
正することによりアトピー性疾患の発症、
アレルギーマーチを予防、抑制する方法論
を確立する上で大きな節目となる成果を
あげることができた。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 なし 
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研究要旨  
 小児アレルギー疾患の発症は、乳児期早期のアトピー性皮膚炎がその後の食物ア
レルギー等アレルギー疾患のリスクファクターであることがわかってきた。これま
で、アレルギー疾患発症予防に関して行われた臨床研究介入試験はいずれも発症予
防と明記した主要評価項目を達成したものはなかった。我々は、新生児期早期から
の保湿剤塗布による介入が生後32週までのアトピー性皮膚炎累積発症率を低下させ
るという主要評価項目を事前登録し、ランダム化比較試験を実施し、32%発症リスク
を低下させるという主要評価項目を満たす結果を世界で初めて得ることができた。 
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Ａ．研究目的 
 アトピー性皮膚炎(AD)発症の予防方法
は様々な研究が行われてきたが未だ確立
されていない。特に、経皮感作という概念
が生まれてからは、小児領域において AD
の予防が重要な課題となっていた。近年 AD
の病態解明が進み、皮膚バリア機能の破綻
が発症と増悪に関与していることが分か

ってきた。そこで AD を発症する前の新生
児期からバリア機能を補強するケアを行
うことで AD を予防できるのではないかと
考え、ハイリスク新生児を対象に新生児か
らの保湿剤塗布が AD の発症予防に有効か
をランダム化比較試験によって検証した。 
 
Ｂ．研究方法 
 2010 年 11 月から 2013 年 11 月までの 3
年間にハイリスク新生児(両親兄弟に ADが
ある)118 名を対象に、ランダムに介入群
59 名、コントロール群 59 名に割り付けし
た。介入群には連日全身に乳液タイプの保
湿剤を塗布し、32 週までの AD の累積発症
率をコントロール群(沐浴と乾燥時のみの
保湿剤塗布)と比較した。また、皮膚バリ
ア機能（TEWL/SCH/pH）、抗原特異的 IgE
抗体価も比較した。 



Ｃ．研究結果

 

 
 生後 32
AD を発症しているのに対し、コントロール
群では
アトピー性皮膚炎の発症を
とができた
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研究結果 
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32 週の時点で、介入群では
を発症しているのに対し、コントロール

群では 28 名が発症しており、介入群では
アトピー性皮膚炎の発症を
とができた(Log rank test p=0.012)
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認められなかったが、皮疹のある群と無い
群で比較すると有意に皮疹のある群で感
作率が高いことが分かった
究者の木戸らが開発した微量検体で測定
可能な高感度測定システムによる卵白特
異的
0.3
オッズ比
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に全員白色ワセリンを
またコントロール群でも倫理的な問題か
ら保湿剤の使用を禁止しなかった。そのた
めコントロール群でも保湿剤を一部使用
していたが、量は
回以下塗布したのみであり、介入群
(7.86g/
湿剤使用群と非使用群の比較として問題
の無い量と判断した。
 
ピー性皮膚炎発症後に感作が確認された
ことから、アトピー性皮膚炎が食物抗原感
作の引き金である可能性を示した国立成
育医療研究センターの出生コホート研究
など近年の観察研究を支持する結果であ
った。しかし、
認められなかった
ピー性皮膚炎を発症すると抗原の取り込
みが抑制できない可能性が示唆された。
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 卵白抗原への感作率は両群で有意差は
認められなかったが、皮疹のある群と無い
群で比較すると有意に皮疹のある群で感
作率が高いことが分かった
究者の木戸らが開発した微量検体で測定
可能な高感度測定システムによる卵白特
異的 IgE 抗体価
0.35 kUA/L以上を感作ありと判定した時の
オッズ比 2.86; 95% 
 

Ｄ．考察 
 国立成育医療研究センターでは出生児
に全員白色ワセリンを
またコントロール群でも倫理的な問題か
ら保湿剤の使用を禁止しなかった。そのた
めコントロール群でも保湿剤を一部使用
していたが、量は
回以下塗布したのみであり、介入群
(7.86g/日)に比較しわずかな量であり、保
湿剤使用群と非使用群の比較として問題
の無い量と判断した。
 卵白感作に関しては、
ピー性皮膚炎発症後に感作が確認された
ことから、アトピー性皮膚炎が食物抗原感
作の引き金である可能性を示した国立成
育医療研究センターの出生コホート研究
など近年の観察研究を支持する結果であ
った。しかし、
認められなかった
ピー性皮膚炎を発症すると抗原の取り込
みが抑制できない可能性が示唆された。
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究者の木戸らが開発した微量検体で測定
可能な高感度測定システムによる卵白特

抗体価 CAP-FEIA 
以上を感作ありと判定した時の

2.86; 95% 信頼区間

国立成育医療研究センターでは出生児
に全員白色ワセリンを
またコントロール群でも倫理的な問題か
ら保湿剤の使用を禁止しなかった。そのた
めコントロール群でも保湿剤を一部使用
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回以下塗布したのみであり、介入群
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作の引き金である可能性を示した国立成
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った。しかし、保湿剤塗布では予防効果は
認められなかったことより、いったんアト
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 本研究で使用した測定法は非常に感度
の高い新測定法であり臍帯血でも低親和
性の特異的 IgE 抗体が検出されている。従
って、必ずしも生後感作を受けたとは限ら
ないこと、また食物アレルギーの有無につ
いては負荷試験による診断ができていな
いことから、さらなる精査が必要であるが、
スキンケアによる AD 発症予防が食物アレ
ルギーの予防にもつながる可能性は十分
考えられる。 
 
Ｅ．結論 
 新生児期からの全身の保湿剤塗布でア
トピー性皮膚炎の発症を 32％減らすこと
ができた。皮疹がある群で有意に感作率が
高いことが分かり、皮疹が食物抗減感作の
リスクであることが確認された。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 保湿剤によると疑われる副反応は認め
なかった。 
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研究要旨 
 皮膚科診療を専門とする医師を対象として、新たに公表された臨床研究データと
既存のガイドラインとの関連性についてレビューし、これまでの推奨の根拠となっ
ているエビデンスをより強化するなど存在するエビデンスギャップを埋める診療ガ
イドラインを作成することを目指している。これまでに合計 6 回の作成委員会を開
催し、重要臨床課題を 20 件程度設定し、文献を検索し、エビデンスの評価と統合で
求められたエビデンスの強さ、益と害のバランスのほか、患者の価値観の多様性、
経済学的な視点も考慮して、推奨とその強さを決定した。また、これらのエビデン
スをもとにした解説文を第 I 章として記載し、第Ⅱ章には構造的抄録を付記した診
療ガイドラインを作成している。 
 
 

研究協力者 
佐伯 秀久 日本医科大学皮膚科学 
      教授 
中原 剛士 九州大学医学研究院 
     体表感知学講座准教授 
田中 暁生 広島大学大学院 
      医歯薬保健学研究院 
      皮膚科学助教 
椛島 健治 京都大学大学院 
      医学研究科皮膚生命科学 
      講座准教授 
菅谷 誠  東京大学大学院 
      医学研究科皮膚科学 
      准教授 
室田 浩之 大阪大学大学院 
      医学系研究科情報統合医学 
      皮膚科学准教授 
海老原 全  慶應義塾大学医学部 
      皮膚科准教授 
片岡 葉子  大阪府立呼吸器・アレルギー 
      医療センター皮膚科 
      主任部長 
相原 道子 横浜市立大学大学院 
      医学研究科環境免疫病態 
      皮膚科学教授 

 
江藤 隆史 東京逓信病院 
      皮膚科部長 
益田 浩司 京都府立医科大学大学院 
      医学研究科皮膚科学講師 
峠岡 理沙 京都府立医科大学大学院 
      医学研究科皮膚科学助教 
 
Ａ．研究目的 
 アトピー性皮膚炎は、科学的なエビデン
スに基づく治療によって自然寛解も期待
される疾患である。皮膚科診療を専門とす
る医師を対象として、新たに公表された臨
床研究データと既存のガイドラインとの
関連性についてレビューし、これまでの推
奨の根拠となっているエビデンスをより
強化するなど存在するエビデンスギャッ
プを埋める診療ガイドラインを作成する
ことを目的とする。 
 
Ｂ．研究方法 
 重要臨床課題を基に患者にとって重要
なアウトカムを改善するために必要な問
題を重要臨床課題として設定し、Medline, 



 

Cochrane Library, 医学中央雑誌を用いて
文献を検索し、エビデンスレベルの評価と
統合で求められたエビデンス総体として
のエビデンスの強さ、益と害のバランスの
ほか、患者の価値観の多様性、経済学的な
視点なども考慮して、GRADE システムを参
考にして推奨とその強さを決定したもの
を第Ⅱ章とする。メインアウトカムは、益
として皮疹（医師の評価、患者の評価）、
かゆみ、QOL、再燃回数、害として治療や
検査などによる有害事象と無治療による
有害事象とする。また、アトピー性皮膚炎
の診療に重要な項目の解説文を第 I章とす
る。 
 
Ｃ．研究結果 
 これまでに計 6回の作成委員会を開催し、
重要臨床課題を基に患者にとって重要な
アウトカムを改善するために必要な問題
を重要臨床課題として 20 件程度設定し、
文献を検索し、エビデンスの評価と統合で
求められたエビデンスの強さ、益と害のバ
ランスのほか、患者の価値観の多様性、経
済学的な視点も考慮して、推奨とその強さ
を決定した。また、これらのエビデンスを
もとにした解説文を第 I 章として記載し、
第Ⅱ章には構造的抄録を付記した診療ガ
イドラインを作成中である。 
 
Ｄ．考察 
 アトピー性皮膚炎の患者が、その居住す
る地域にかかわらず等しく科学的見地に
基づく適切な医療を受けることができる
ようにするためのリソースになるガイド
ラインを作ることは、喫緊の課題である。
今後、アトピー性皮膚炎の診療の均霑化の
ためには、アトピー性皮膚炎の診療に携わ
るすべての医師が用いることを想定した
新たなガイドラインの作成を視野に入れ
て準備を進めていくことが必要と考える。 
 
Ｅ．結論 
 新たに公表された臨床研究データと既
存のガイドラインとの関連性をレビュー
し、エビデンスギャップを埋めた診療ガイ
ドラインを作成している。 
 

Ｆ．健康危険情報 
 なし 
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研究要旨
 体内へ侵入する抗原による繰返しの感作によって、抗原特異的抗体の一連のクラ
ススイッチと、各抗体種で
アレルギー、アトピーの発症には、
病態を正確に把握するためにはどの時期に、どのような経路で抗原が体内に侵入す
るかについての検証と、体内に侵入した抗原量の定量、どのような
抗体種が体内に存在しているかを
は、遊離抗原と抗原―抗体複合体の抗原量を
本プロジェクトでは、
血液中の抗原量測定法の開発を試みた。その結果、臍帯血で発見された
IgE
に減少
らに母乳中の抗原量測定では、抗原―抗体複合体から抗原を遊離させ、すで
状態で存在している抗原と共に、ほぼ正確に抗原量を測定
イが有用と判定された。
 
 

研究協力
亀村 典夫
     
杉本 眞弓
     
 
Ａ．研究目的
 従来のアレルギー、アトピーに対する血
液検査は、血液中の抗原特異的
の依存度が高く、
状況、アレルギーの治療、さらにはアレル
ギーの予防を考察する上で必ずしも十分
とは言えない
みても、測定
の試みが近年なされている。またアレルギ
ー、アトピーの発症の基盤には、
すように、
の抗原特異的
SIgA、さらには抗原分子が関与しているこ
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微量検体による抗原量と抗原特異抗体の高感度定量法の開発、
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血液中の抗原量測定法の開発を試みた。その結果、臍帯血で発見された
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減少して High Affinity
らに母乳中の抗原量測定では、抗原―抗体複合体から抗原を遊離させ、すで
状態で存在している抗原と共に、ほぼ正確に抗原量を測定
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分担研究報告書

微量検体による抗原量と抗原特異抗体の高感度定量法の開発、
予防に向けた抗原
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体内へ侵入する抗原による繰返しの感作によって、抗原特異的抗体の一連のクラ
ススイッチと、各抗体種で Low から
アレルギー、アトピーの発症には、High Affinity IgE
病態を正確に把握するためにはどの時期に、どのような経路で抗原が体内に侵入す
るかについての検証と、体内に侵入した抗原量の定量、どのような
抗体種が体内に存在しているかを明らかに
は、遊離抗原と抗原―抗体複合体の抗原量を

Low から High Affinity IgE
血液中の抗原量測定法の開発を試みた。その結果、臍帯血で発見された

も見いだされる事、経口減感作療法では
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らに母乳中の抗原量測定では、抗原―抗体複合体から抗原を遊離させ、すで
状態で存在している抗原と共に、ほぼ正確に抗原量を測定
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微量検体による抗原量と抗原特異抗体の高感度定量法の開発、
予防に向けた抗原 affinity maturation
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High Affinity IgE
病態を正確に把握するためにはどの時期に、どのような経路で抗原が体内に侵入す
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らに母乳中の抗原量測定では、抗原―抗体複合体から抗原を遊離させ、すで
状態で存在している抗原と共に、ほぼ正確に抗原量を測定
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微量検体による抗原量と抗原特異抗体の高感度定量法の開発、
ffinity maturation
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体内へ侵入する抗原による繰返しの感作によって、抗原特異的抗体の一連のクラ
High Affinity へと成熟変換すると予想される。
High Affinity IgE が関与すると推定されるが、

病態を正確に把握するためにはどの時期に、どのような経路で抗原が体内に侵入す
るかについての検証と、体内に侵入した抗原量の定量、どのような

することが必要である。現状の
未だ正確に測定

High Affinity IgE 変換時期
血液中の抗原量測定法の開発を試みた。その結果、臍帯血で発見された

も見いだされる事、経口減感作療法では
量は減少する

らに母乳中の抗原量測定では、抗原―抗体複合体から抗原を遊離させ、すで
状態で存在している抗原と共に、ほぼ正確に抗原量を測定

とから、これら
病態を理解することが必要である。本研究
では、抗原特異的
と抗原を高感度に定量測定して、その生理
的、病態医学的解析を試みることを研究の
目標としている。

図１．アレルギー発症に関与する因子群
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るかを判定することは、アレルギーの予防
と治療を
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ススイッチの観点から調査した結果を示
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ゆで卵を食べれるように
(T1)、3
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した結果である。この間抗原特異的
IgE,IgG1, IgG2, IgG3, IgG4
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, IgA を
モニターすることが可能となった。これま

免疫応答性を
クラススイッチの観点からモニターした
例はほとんどない。今年度の研究で、経口

応答性をクラススイ
後の判定

を明らかにした。今後、
臍帯血と生後１年までの乳児期の血液を

High affinity 
IgG1, IgG2, IgG3, IgG4

すること
、アレルギー発症のメカニズムと、アレ

ルギー予防法が明らかになると期待して

体内に侵入した抗原量を高感度に定量
チップに抗原特異的

抗体を搭載したマイクロチップが開発さ
れた。このデバイスは、微量の生体材料を

測定にその威力を発揮する。一
感作で、一
から High 

の質的変化が起きて、その
過程でアレルギーが発症すると予想され

CP チップ
法と、その解析の有用性が初めて示された。 
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アトピー由来黄色ブドウ球菌の皮膚定着能に関する研究 

 
 

研究分担者 菅井 基行 広島大学大学院医歯薬保健学研究院 教授 
 

研究要旨 
 私どもは、アトピー性皮膚炎（AD）の増悪化に起因する黄色ブドウ球菌感染の意義を明ら

かにするために、これまでに種々の臨床検体から分離された菌株の皮膚付着性及び固着性の

比較解析から、AD 由来株は FLG-KO 新生児マウス皮膚に持続的に定着することを明らかにし

てきた。CGH 系統解析から抽出した臨床分離株のゲノムドラフトシークエンスを取得し、比

較解析を行った結果、AD 株に特徴的な遺伝子を抽出した。その中で特徴的な病原因子候補と

して、エンテロトキシンと相同性が高い遺伝子に着目し、組換え体をヘアレス FKO 成獣マウ

スに腹腔内投与したところ、全身の血管拡張および体毛の脱毛が観察された。黄色ブドウ球

菌臨床分離株の遺伝子改変はしばしば困難が伴う。当該の AD 由来株の病原因子候補遺伝子の

解析や皮膚への菌の固着性を詳細に解析する為に、遺伝子改変実験が必須だが、AD 由来株は

従来法の遺伝子改変が不可能であった。今回、私どもは新たなゲノム編集技術 CRISPR/Cas9

システムを導入し、本菌で利用可能な遺伝子改変用プラスミドの作成を試みた。 
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Ａ．研究目的 
 黄色ブドウ球菌はヒトと共生する病原
細菌の代表であり、極めて多様な病原性を
示すことで知られている。皮膚は黄色ブド
ウ球菌のレザバーとされているが、健常人
皮膚からの黄色ブドウ球菌検出率は極め
て低い。一方、アトピー性皮膚炎（atopic 
dermatitis, AD）患者患部皮膚の大多数か
ら黄色ブドウ球菌が検出される。しかしな
がら、AD の発症・増悪化における本菌感染
の位置付けは不確定である。本研究の最終
目標は AD の病態形成における黄色ブドウ

球菌感染の役割を明らかにすることであ
る。これまでに種々の臨床検体から分離さ
れた菌株の皮膚付着性及び固着性の比較
解析から、AD 由来株は FLG-KO 新生児マウ
ス皮膚に持続的に定着することを明らか
にてきた。並行して、様々な疾患から由来
株の比較ゲノム解析から、AD 株に特徴的な
病原因子の候補となりうる遺伝子を解析
している。AD 株の病原因子候補遺伝子や、
ヘアレス FKO マウス皮膚への菌定着性に寄
与する責任因子を解析する為に、遺伝子欠
損株の作製は必要不可欠である。しかしな
がら、臨床分離された AD 由来株は常法の
相同組換えに用いるプラスミドが使用不
可であった。そこで私どもは新たなゲノム
編集技術 CRISPR/Cas9 システムを導入し、
黄色ブドウ球菌で利用可能なプラスミド
を作製した。 
 

Ｂ．研究方法 
比較ゲノム解析による AD 株のゲノム特徴 
 日本全国から収集した種々の疾患由来



 

臨床分離株ライブラリ株のアレイによる
CGH 系統解析から、各クラスター選抜株を
イルミナシステムによりゲノム配列を取
得し、インシリコバイオロジー社の IMC ソ
フトにて比較解析を行った。 
 
S. aureus用 CRISPR/Cas9 plasmid の作製 
 大腸菌-黄色ブドウ球菌シャトルベクター
pKAT の MCS に、Addgene 社の pCas9 の Cas9
遺伝子、tracerRNA 及び guideRNA 挿入領域
を組み込んで作製した。黄色ブドウ球菌の
遺伝子改変するターゲット遺伝子として、
バイオフィルム形成に関わる icaオペロン
内の icaAに対して guideRNA 配列を設計し、
最終的にシーケンスにより変異を確認し
た。 
 
Ｃ．研究結果 
 これまでに様々な疾患由来株の CGH系統
解析から、疾患別ごとのそれぞれのクラス
ターから選抜 43 株のドラフトゲノム配列
と、このうち AD 株を含む 6 株の完全ゲノ
ム配列を取得し、比較ゲノム解析に用いた。
解析の結果、AD 株に特徴的な病原因子候補
の一つに、エンテロトキシンと相同性が高
い遺伝子が見つかった。この遺伝子の機能
を調べる為に、大腸菌にて組換え体を作製
した。ヘアレス FKO 成獣マウスに腹腔内投
与したところ、全身の血管拡張および体毛
の脱毛が観察された。今後、この遺伝子産
物の AD 病態形成への関わりを検討する必
要があり、そのためには遺伝子改変が必要
となる。従来、臨床分離株はしばしば遺伝
子改変が困難であることが知られ、AD 由来
株も従来法による遺伝子改変が不可能で
あることがわかった。 
 そこで、新たな遺伝子改変法の確立を目
指して、作製した黄色ブドウ球菌用
CRISPR/Cas9 プラスミドを検証した結果、
黄色ブドウ球菌では非相同性末端修復系
を欠く為に、修復による変異導入効率が極
端に低いことが判明した。並行して、mRNA
をターゲットに発現を抑制する CRISPRi 用
プラスミドを作製し、検証したところ、効
率良く目的タンパクの発現をオフにでき
ることがわかった。続いて、AD 由来株でゲ
ノム編集が可能であるのかを確認する実
験を行った。バイオフィルム形成は、菌の

消毒剤や抗菌薬への抵抗性増強や、菌の付
着・定着性に関わるよく知られた構造体で
ある。本菌のバイオフィルムは、成分の一
つに多糖類であるポリサッカライド PIAが
あり、合成に関わる icaオペロンが染色体
上にコードされている。AD 株のヘアレス
FKO の皮膚定着にバイオフィルム形成の
ica 遺伝子が機能しているのかを解析する
為に、ターゲット遺伝子として遺伝子改変
を試みた。そこで、icaA遺伝子内の３箇所
に guide RNA が結合する候補箇所を選択し、
変異導入の確認をシーケンスにて確認し
たところ、変異導入効率は極めて低いなが
らも、AD 由来株 TF3378 で ica 変異株が作
製できた。今後の予定として、ヘアレス FKO
マウスを用いて皮膚感染実験にて、菌の定
着性の解析を行う予定である。 
 

Ｄ．考察 
 ヘアレス FKOマウスの血管拡張や脱毛反
応が観察されたエンテロトキシン様因子
について、一般的に黄色ブドウ球菌の多く
のエンテロトキシンはスーパー抗原活性
により、種々のサイトカイン遊離を惹起す
る。この新規エンテロトキシン様因子も免
疫応答の惹起による生体反応を引き起こ
していることが考えられた。 
 一方、AD 由来株で CRISPR/Cas9 及び
CRISPRi による欠損株の作製が可能である
ことが確認できた。変異導入効率を向上さ
せるために、プラスミドの大きさのコンパ
クト化、遺伝子導入に用いる機材（エレク
トロポレーション）の特性、コンピテント
セルの調製方法によって大きく影響する
ことがわかってきた。 
 

Ｅ．結論 
 AD 由来株の遺伝子改変が可能となり、皮
膚定着性解析の菌側因子の詳細な解析が
可能となった。また、AD 株の新規エンテロ
トキシンの生物活性について、今後より詳
細な解析が必要である。今回の結果は
Atopy 性皮膚炎患者から分離される黄色ブ
ドウ球菌の病理学的意義を明らかにする
糸口になる可能性があると考えられる。 
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皮膚炎を自然発症する Tmem79 欠損マウスの樹立と皮膚炎発症機構の解明 
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研究要旨 
 皮膚炎を自然発症する突然変異マウス Flaky tail の原因変異は Tmem79 ナンセン
ス変異であったことから、我々は Tmem79 遺伝子欠損マウスの作出を試みた。その結
果、Flaky tail マウス同様に SPF 環境下でも皮膚炎を発症したことから、単一遺伝
子欠損で皮膚炎を発症する皮膚炎モデルマウスを樹立できた。Tmem79 欠損マウスの
皮疹部解析の結果、アトピー性皮膚炎患者にも見られる黄色ブドウ球菌の異常繁殖
が見られることが明らかになった。今後は Tmem79 欠損マウスの皮膚炎及び黄色ブド
ウ球菌繁殖を解明、及び、アトピー性皮膚炎との比較により、アトピー性皮膚炎の
皮膚炎発症機構解明の一端となることが期待される。 
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Ａ．研究目的 
 近年アトピー性皮膚炎(AD)患者からフ
ィラグリン(FLG)遺伝子の機能喪失変異が
疾病素因である事が疫学的に明らかにさ
れ、皮膚バリア機能障害が、アトピー性皮
膚炎の発症原因の一つとなる事が明らか
になった。Flaky tail マウスは、 Flg 
5303delA(Flgft)変異と matted (ma)変異を
有し血中 IgE 値上昇を伴う皮膚炎を自然発
症することから、AD モデルマウスとして注
目されている。我々は Flaky tail マウス
の自然発症皮膚炎の原因変異は Tmem79 の
ナンセンス変異である事を明らかにした。
Flaky tailマウスは突然変異マウスであり
遺伝背景が通常使われているマウスと異

なること、Tmem79 が存在する染色体領域に
は表皮分化に関与する遺伝子がクラスター
する Epidermal differentiation complex 
(EDC)に隣接しており、Flg変異と同様に皮
膚症状に関与する変異が連鎖している可
能性が排除できないことから、Tmem79を完
全欠損した Tmem79 欠損マウスを作出し、
詳細な皮膚炎発症機構の解明を試みた。 
 
Ｂ．研究方法 
 Tmem79 の exon2~4 を欠損した C57BL/6N
由来 ES 細胞を受精卵に注入をし、キメラ
マウスを作成した。キメラマウスと野生型
マウスを交配し、Tmem79欠損をヘテロに有
するマウスを得た。Tmem79 ヘテロ欠損マウ
ス同士を交配し、最終的に Tmem79 欠損マ
ウスを作出した。 
 作出した Tmem79 欠損マウスは、matted
マウスとの差を明らかにするために、皮膚
炎スコア、掻爬回数などを比較した。皮疹
部における黄色ブドウ球菌の繁殖を解析
するために、皮疹部 1cm2を滅菌 PBS につけ
た綿棒を用いて 10 回こすりとるスワブ法



 

により表皮細菌を回収し、黄色ブドウ球菌
の選択培地であるマンニット培地で培養
を行った。 
 
Ｃ．研究結果 
 キメラマウスのスクリーニングと交配
の結果、Tmem79 欠損マウスを樹立した。
mRNA 解析及び抗 Tmem79 抗体を用いた発現
解析により、Tmem79は完全欠損しているこ
とを確認した。Tmem79欠損マウスと matted
マウスを比較した結果、皮膚炎の発症時期、
発症部位など、多くの点で類似した皮膚炎
を発症していることから、Tmem79 欠損と
Tmem79 Y280*ナンセンス変異はほぼ同様の
皮膚炎を生じることが明らかになった。 
 皮疹部における黄色ブドウ球菌繁殖の
解析を行うために、4,8,32 週齢 Tmem79 欠
損マウスからスワブ法により細菌を採取
した結果、皮疹が強く見られる 32 週齢の
前胸部、頬部から黄色ブドウ球菌が検出さ
れた。 
 
Ｄ．考察 
 Tmem79 欠損マウスと Tmem79 Y280*ナン
センス変異を有する matted マウスは、ほ
ぼ類似した皮膚炎症状を示した。Tmem79は
Flg を含むマウス３番染色体 EDC に隣接す
るため、EDC 内に別の変異が存在した場合、
同様に分離できず、他の遺伝子変異の影響
による皮膚症状を区別できない可能性が
ある。また、Flaky tail は CBA と C57BL/6
との混合遺伝背景を有しており、交配によ
っては研究室ごとに遺伝背景の異なるマ
ウスになる可能性がある。さらに、matted
マウスでは Tmem79 ナンセンス変異よりも
前が部分タンパク質として発現している
ことが明らかになっていることから、解析
ではこの部分タンパク質の影響を考慮に
入れなければならなかった。今回、我々が
作出した Tmem79 欠損マウスは、均一な遺
伝背景を有する Tmem79 完全欠損マウスで
あることを確認できたことから、今後はこ
のマウスを用いて解析を行う予定である。 
 また、今回の解析で Tmem79 欠損マウス
は時期及び部位特異的に皮疹部に黄色ブ
ドウ球菌が検出されることが明らかにな
った。アトピー性皮膚炎の皮疹部では黄色

ブドウ球菌が高頻度に検出されることが
明らかになっているが、これが結果なのか
原因なのかは明らかになっていない。今後
は、Tmem79欠損マウスの解析によって、皮
疹部での黄色ブドウ球菌増殖機構が解明
されることが期待される。 
 
Ｅ．結論 
 Tmem79 を欠損する C57BL/6N の遺伝背景
を有するマウスを樹立した。Tmem79欠損マ
ウスはアトピー性皮膚炎患者と類似した、
時期・部位特異的に皮疹部に黄色ブドウ球
菌が検出されることが明らかになった。 
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アトピー性皮膚炎モデルマウスの作成と解析 

 
 

研究分担者 久保 亮治 慶應義塾大学医学部皮膚科学 専任講師 
 

研究要旨 
 皮膚表皮には、角質層バリアと顆粒層のタイトジャンクション（TJ）バリアの２
つの物理的バリアが存在する。これら２つのバリアの内側では、表皮内のランゲル
ハンス細胞、真皮樹状細胞などが、侵入してきた外来抗原を捕らえるべく待機して
いる。近年、先天的な角質層バリア障害により経皮感作が促進され、アトピー性疾
患の原因となることが明らかとなってきた。一方 TJ バリアと皮膚炎との関係につい
ては、不明な点が数多く残されている。本研究では、皮膚炎をプライマリに起こし
た時の皮膚バリア変化、フィラグリン欠損による角層バリア障害をプライマリに起
こした時の TJ バリア変化の解析を行った。結果、フィラグリン欠損のみでは TJ バ
リア障害は誘導されなかったが、ハプテン塗布皮膚炎モデルを作成したところ TJ バ
リア障害が誘導された。興味深いことに、この TJ バリア障害は分子量依存性で、低
分子は TJ バリアを通過するようになったが、分子量 30kD 以上の蛋白分子に対する
TJ バリア機能は保たれていた。TJ バリア破綻は角層形成異常・角層バリア異常を招
くことが既に分かっていることから、皮膚炎による TJ バリア破綻が角層バリア異常
を誘導し、アトピー性皮膚炎における悪循環を招いていることが予想された。 
 
 

研究協力者 
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Ａ．研究目的 
 皮膚表皮には、角質層バリアと顆粒層の
タイトジャンクション（TJ）バリアの２つ
の物理的バリアが存在する。これら２つの
バリアの内側では、表皮内のランゲルハン
ス細胞、真皮樹状細胞などが、侵入してき
た外来抗原を捕らえるべく待機している。
近年、先天的な角質層バリア障害により経

皮感作が促進され、アトピー性疾患の原因
となることが明らかとなってきた。一方 TJ
バリアと皮膚炎との関係については、不明
な点が数多く残されている。例えばフィラ
グリン変異による角層バリア障害により
TJ バリア障害は誘発されるのか、皮膚炎症
下で TJ バリアの性状はどのように変化す
るのか、逆に TJ バリア障害をプライマリ
に起こした時に皮膚にどのような変化が
生じるのか、本研究ではこれらの疑問に答
えるべく、角質バリア障害と TJ バリア障
害、皮膚炎との相互関連性を解析した。 
 
Ｂ．研究方法 
 角層バリア破綻モデルマウスとしてフ
ィラグリン KO マウスを、皮膚炎モデルマ
ウスとして DNFB の週一回の繰り返し塗布
マウスを用いた。表皮 TJのバリア機能は、
マウス耳へのトレーサー皮下注後にトレ
ーサーが表皮細胞間のどのレベルまで浸



 

透するかによって評価した。トレーサーと
して低分子（分子量 556 Da、1.5 kDa、5 kD）
の蛋白ビオチン化試薬と、分子量約 31 kDa
のブドウ球菌毒素 ETA、分子量約 32 kDa の
抗デスモグレイン 1 一本鎖抗体 scFv を用
いた。 
 
Ｃ．研究結果 
 フィラグリン欠損のみでは TJ バリア障
害は誘導されなかった。一方、ハプテン塗
布皮膚炎モデルでは、TJ バリア障害が誘導
された。興味深いことに、この TJ バリア
障害は分子量依存性で、5 kDa までの低分
子トレーサーは TJ バリアを通過するよう
になったが、分子量 30kD 以上の蛋白分子
に対する TJ バリア機能は保たれていた。
皮膚炎誘導時の表皮における TJ 関連遺伝
子の発現変化を mRNA レベルで解析したと
ころ、、TJ を構成する細胞膜貫通型接着分
子であるクローディン 1、クローディン 4
などの TJ関連蛋白の mRNA の発現減少を認
めた。また、クローディン 1のノックアウ
トマウスにおける表皮 TJ バリア破綻の分
子量依存性を検討したところ、皮膚炎モデ
ルマウスと同様の分子量依存性バリア破
綻を認めた。 
 
Ｄ．考察 
 フィラグリン欠損のみでは、TJ バリア破
綻は誘導されなかった。この結果は、フィ
ラグリン変異を持つヒトの基本的な表現
型が乾燥肌のみで皮膚炎を伴わない尋常
性魚鱗癬であることに対応していると考
えられた。一方、皮膚炎を人工的に起こす
と TJ バリア障害が誘導された。興味深い
ことにこの TJ バリア障害は、クローディ
ン 1ノックアウトマウスと同様に、分子量
依存性のバリア破綻であった。クローディ
ン 1ノックアウト表皮では角層の形成異常
と角層バリア機能の低下が誘導される。本
マウスにおいても角層の形成異常が観察
されており、皮膚炎を起点として、TJ バリ
ア破綻とそれに続く角層バリア異常が誘
導されることが考えられた。すなわち、一
旦皮膚炎が生じると、それが皮膚表皮のバ
リア異常を引き起こし、より炎症が起こり
やすい状態へと遷移することが想像され

る。本メカニズムは、アトピー性皮膚炎に
おける悪循環サイクルの１つと考えられ
た。 
 
Ｅ．結論 
 皮膚炎とそれに続く TJ バリア破綻・角
層形成異常は、アトピー性皮膚炎の悪化を
招く悪循環サイクルの１つであると考え
られた。 
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角層バリア機能の微細構造解析によるアトピー性皮膚炎発症機序の解明 
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研究要旨 
 アトピー性皮膚炎をはじめとするアトピー性疾患において、皮膚バリア機能障害
による経皮的抗原曝露の亢進が、疾患の発症・増悪をさせていることが明らかにな
りつつある。皮膚バリアの３大要素として、角質層バリア、顆粒層のタイトジャンクシ
ョン、ランゲルハンス細胞が存在する。しかし、表皮の顆粒層・角質層において、ど
のような微細構造レベルでの細胞生物学的現象が、皮膚バリア機能障害初期の兆候
として認められるのかは不明な点が多い。本研究では、皮膚バリア機能障害モデル
マウスの顆粒層・角質層における電子顕微鏡法による微細構造解析系の構築を行う。
本年度は、マウス表皮上層（顆粒層〜角質層）のサンプルを用いた加圧凍結・凍結
置換法による新しい顆粒層・角質層の電子顕微鏡観察系の構築を行った。 
 
 

研究協力者 
平林 愛 （公財）難病医学研究財団 
    リサーチレジデント 
 
Ａ．研究目的 
 皮膚の顆粒層・角質層において、どのよ
うな微細構造レベルでの細胞生物学的現
象が皮膚バリア機能障害初期の兆候とし
て認められるのかを、電子顕微鏡を用いて
マウスモデルから明らかにする。本年度は、
マウス表皮上層シートを用いた顆粒層・角
質層の微細構造観察に特化した電子顕微
鏡観察系を構築することを目標とした。 
 
Ｂ．研究方法 
 マウス表皮上層シートを用いて化学固
定法と加圧凍結・凍結置換法により電子顕
微鏡用試料作製を行った。化学固定は、
Half Kalnovsky 固定液にて固定した後に、
オスミウム酸固定液を用いて「後固定」を
行った。エタノールでの脱水後、エポキシ
系樹脂に包埋し、超薄切片（80nm）を作製
した。加圧凍結・凍結置換は、EMPACT 

(Leica)にて加圧凍結し、凍結置換装置
AFS(Leica)にて、−90℃から 0℃まで徐々に
温度を上昇させることで凍結置換溶液（2%
オスミウム/アセトン溶液）への置換を行
った。置換終了後、化学固定した試料と同
様に樹脂包埋し、超薄切片の作製を行い、
電子顕微鏡観察を行った。 
 

Ｃ．研究結果 
 低倍率で表皮上層シートの全体像を比
較すると、化学固定では細胞膜の湾曲が多
く認められた。また、各角層間が大きく開
き一方で、顆粒層同士は密着して細胞間隙
が狭くなっていた。次に特徴的な領域を高
倍率で観察した。核については、加圧凍
結・凍結置換の方が核内の電子密度が高く、
ヘテロクロマチン領域が明瞭に観察され
たことから、生体分子の流出が少ないと考
えられた。顆粒層のケラトヒアリン顆粒は、
化学固定では高電子密度の塊として観察
されたが、加圧凍結・凍結置換では繊維状
のアモルファス構造として認められた。ま
た、ケラチンは化学固定では凝集していた



 

が、加圧凍結・凍結置換では繊維状であっ
た。デスモソームについては、化学固定で
は顆粒層間の細胞間隙が狭いため観察さ
れた数が少なく、明瞭な構造が認められな
かったが、加圧凍結・凍結置換では分子構
造が明瞭であり、接着分子が重なり電子密
度が高い領域も観察された。角質層につい
ては、化学固定では角層間の開きが大きい
ためにコルネオデスモソームの数が少な
く、輪郭がぼやけていたが、加圧凍結・凍
結置換では明瞭なコルネオデスモソーム
が観察された。また、加圧凍結・凍結置換
では角質層内のケラチン繊維も明瞭に観
察された。以上の観察結果から、加圧凍
結・凍結置換法は、マウス表皮上層シート
の顆粒層・角質層における微細構造の保持
に適していることが明らかになった。 
 
Ｄ．考察 
 加圧凍結・凍結置換法は、化学固定法で
用いられるアルデヒド固定によるアーテ
ィファクトを受ける可能性がなく、生細胞
に近い状態で細胞内構造を観察できる手
法として注目されてきた。アトピー性皮膚
炎発症機序の解明には角層から顆粒層の
細胞構造学的現象を微細構造レベルで観
察することが重要である。今回用いた表皮
上層シートは、角層から顆粒層のみのシー
トであるが、厚みが約 20μm であるため、
加圧凍結により非晶質凍結することが可
能である。実際に、化学固定よりも顆粒層
内の核やケラチン、接着構造、角層間のケ
ラチンや接着構造等、微細構造の保持がよ
いことが明らかになった。 
 
Ｅ．結論 
 今回の観察より、表皮上層シートを用い
た加圧凍結・凍結置換法は、ケラトヒアリ
ン顆粒や接着構造、脂質二重膜、角層内の
ケラチンなど顆粒層・角質層における微細
構造の保持がよく、アトピー性皮膚炎発症
機序を解明するためのマウス表皮上層の
微細構造観察に適した方法であることが
明らかになった。 
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