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緒言 

 

 アトピー性皮膚炎は強い痒みを伴う、皮膚における慢性炎症をその病態とす

る湿疹・皮膚炎群の一疾患である（4）。アトピー性皮膚炎は表皮、なかでも角

層の異常に起因する皮膚の乾燥とバリア機能異常という皮膚の生理学的異常を

伴い、多彩な非特異的刺激反応および特異的アレルギー反応が関与して発症す

る（16）。近年、西洋型のライフスタイルへの変化とともに、他のアレルギー

疾患と同様にアジア各国でも増加してきた。アトピー性皮膚炎で最も問題とな

るのは、強い痒みである。痒みにより患者は自分の皮膚を掻破し、その掻破が

皮膚炎をさらに悪化させ、同時に痒みもさらに増加させてしまう。また、強い

痒みは集中力を削いで勉強や仕事に支障をきたし、快適な睡眠も妨害される。

このような生活の質の低下は、患者にさまざまなストレスを引き起こすが、ス

トレスがたまるとますます痒みが強くなる（12,34,38）。このような悪循環を断

ち切るために、痒みや掻破行動をいち早くコントロールすることは、アトピー

性皮膚炎の治療において非常に重要である。 

 痒みには末梢性の痒みと中枢性の痒みとがある（52）。末梢性の痒みは、表

皮と真皮の境界部に分布している神経繊維（無髄神経、C 繊維）の自由神経終

末が、さまざまな刺激によって活性化されて生じる（38,39）。痒みを誘発する

刺激には、電気刺激、機械的刺激、温度刺激のような物理的刺激とケミカルメ

ディエータによる化学的刺激がある。末梢性の痒みで最も重要な掻痒惹起物質

はヒスタミンである（16,50）。一方、中枢性の痒みは、内因性オピオイドペプ

チドがメディエータとして神経組織に存在するオピオイド受容体に作用するこ
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とで惹起される（52）。オピオイド受容体が関与する中枢性の痒みはアトピー

性皮膚炎患者の痒み、透析患者の痒み、肝硬変や慢性腎不全による皮膚掻痒症

などに関与する。このように、アトピー性皮膚炎の痒みにはオピオイド受容体

が関与しているため抗ヒスタミン薬では完全に痒みを抑えられない。また、ア

トピー性皮膚炎患者では、神経終末のプロテアーゼ活性化型受容体（protease-

activated receptor、PAR）-2 の発現が亢進していて、肥満細胞由来のトリプ

ターゼが PAR-2 を介して痒みを引き起こしているという報告もある（6）。 

 アトピー性皮膚炎の病態解析のため、本研究ではアトピー性皮膚炎自然発症

モデルである NC/Tnd マウスを使用した。NC/Tnd マウスは空気洗浄を行って

いない環境（コンベンショナル環境）では生後６〜８週齢頃から強い痒みを伴

う皮膚炎を発症する。また、血中 IgE レベルも上昇する（33）。しかし、空気

清浄を行った環境（SPF 環境）では皮膚炎を発症しない。NC/Tnd マウスに起

こる皮膚炎は、免疫学、病理学、皮膚科学および分子生物学的分析からヒトの

アトピー性皮膚炎に酷似していることが知られている（1,23,32,56）。 

 本研究では、ヒトのアトピー性皮膚炎における痒みのメカニズムの解析を目

的に、NC/Tnd マウスを用いて皮膚知覚神経刺激への反応性について解析した。

また、対照マウスとの反応性の違いについて、その分子メカニズムを検証した。

さらに、痛みと痒みの関係性に着目し、侵害受容器への刺激がアトピー性皮膚炎

の痒みと掻破行動におよぼす影響を解析した。 
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Ⅰ章 アトピー性皮膚炎自然発症モデル NC/Tnd マウスにおける知

覚神経刺激に対する反応性の検討 

 

[1] 序論 

 

 「痛み」および「痒み」は皮膚感覚の1つである。また、痛みや痒みは人体

の生体防御機構でもあり、皮膚疾患や全身疾患の警告症状である。痛みは皮膚

だけでなく体内でも感じるが、痒みは体内の臓器にはない感覚である。皮膚に

存在する痒みを知覚する神経は皮膚表面近くまで伸びており、皮膚炎が起こる

と神経を成長させる物質が皮膚表層から分泌され、神経線維がさらに伸びる事

で痒みを強く感じるようになると考えられている。痒みを引き起こす代表的掻

痒惹起物質の1つに、肥満細胞に含有されるヒスタミンがある。ヒスタミンは

H1受容体（histamine receptor 1）を介しC線維を興奮させる。この他にも、痒み

を誘発する物質として、セロトニン、アセチルコリン、アラキドン酸代謝物で

あるプロスタグランジンやロイコトリエン、神経ペプチドであるサブスタンス

P、interleukin（IL）-1 や tumor necrosis factor（TNF）-αなどの各種サイトカイ

ン、神経成長因子(nerve growth factor、NGF)、PAR-2を活性化する各種プロテア

ーゼ、そして一酸化窒素（Nitric oxide、NO）などが挙げられる（16,51）。 

 痛みには侵害受容器を介した侵害受容性疼痛、侵害受容器が侵害刺激を受け

ていないにもかかわらず末梢神経あるいは痛み伝達ニューロンの興奮が引き起

こされる神経性疼痛および心因性疼痛がある。また、侵害受容性疼痛には生理

的な痛みと炎症性の痛みがある。生理的な痛みは組織損傷を引き起こす可能性

のある侵害刺激（侵害性機械刺激、侵害性熱刺激、侵害性化学刺激）により侵
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害受容器が興奮して、Aδ線維やC線維を介した痛み情報伝達により生じる

（11,30）。炎症性の痛みは、組織破壊の結果、炎症部位で産生されるブラジキ

ニン、adenosine triphosphate（ATP）、酸（プロトン）などの発痛物質やプロス

タグランジン（prostaglandin、PG）などの感作物質により引き起こされる

（52）。 

 痛みと痒みは共にC線維を介して上位に伝達される知覚であるという類似点

がある一方、痛み刺激は痒みの伝達を抑制するが、痛みを抑制するオピオイド

は痒みを誘発するという逆説的な関係にもある（52）。アロディニア

（allodynia、通常痛みを誘発しない程度の刺激によって痛みを生じること）や

痛覚過敏（hyperalgesia、弱い痛み刺激でより強い痛みを起こすこと）は神経障

害性疼痛において頻繁に発生するが、痒みにおいても類似した現象であるアロ

ネーシス（alloknesis、本来痒みをもたらさない刺激により痒みが起こること）

やハイパーネーシス（hyperknesis、ヒスタミンなどの痒み刺激がより強い痒み

を生じさせること）が存在する（18,31）。アトピー性皮膚炎の患者では、電気

刺激誘発性の痒みには痒み過敏状態になっている報告がある（66）。これは、

末梢性および中枢性に感作が生じて掻痒閾値が低下した結果であるといえる。

アトピー性皮膚炎患者の皮膚病理標本では一次感覚神経の表皮内への伸展が認

められる。これはケラチノサイトから遊離されたNGFのチロシンキナーゼA

（tyrosinekinase A、TrKA）受容体を介した作用とされる（53）。 

 アトピー性皮膚炎の病態には、様々な痒み物質が関与しているが、それぞれ

の痒み物質に対する反応性がどのように変化しているかについての研究は不十

分である。また、重要な皮膚感覚の一つ、侵害性の痛みに対する反応性の報告
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も少ない。本章では、アトピー性皮膚炎自然発症モデルNC/Tndマウスを用い

て、痒みと痛み刺激への反応性について、対照マウスとの違いを解析した。痒

みの誘発には4種類の掻痒惹起物質を使用した。痛みに対する反応性の解析で

は機械刺激、熱刺激および化学刺激を行った。 
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[2] NC/Tnd マウスにおける痒み惹起物質に対する反応性 

 

1) 材料と方法 

 

1. 使用動物および飼育条件 

 実験にはSPF環境で飼育した6～8週齢のNC/Tndマウスを使用した。対照とし

て同週齢のBALB/cマウスおよびC57BL/6（B6）マウス（Japan SLC Inc.、

Tokyo、Japan）を使用した。マウスは室温23±2℃、湿度50±10％、12時間明暗

サイクルの動物室にて飼育した。食餌は固形飼料CE-2（Clea Japan Inc.、

Tokyo、Japan）および滅菌水道水を自由給餌した。動物の取り扱いは国立大学

法人東京農工大学実験動物論理委員会の承認を得て行った。 

2. 皮膚バリア破壊処置 

 痒み惹起物質を投与する前処置として、Acetone/ether（AE）水法によってマ

ウスの皮膚バリアの破壊を行った。まず、2～3%イソフルランによってマウス

に吸入麻酔をかけ、頸背部を剪毛した。乾燥綿をAcetoneとetherを１：１の濃度

で混合した溶液に浸し、マウスの頸背部に１分間静置した。AE溶液を拭き取

った後、蒸留水に浸した乾燥綿を1分間静置した。以上の処置を1日1回、3日間

繰り返した後、経皮水分蒸散量（Transepidermal water loss、TEWL）の測定によ

り皮膚バリアの破壊状況を確認した。 

3. 痒み惹起物質の投与および行動学的評価 

 痒み惹起物質にはhistamine、serotonin、choloroquine（CQ）、SLIGRL-NH2

（Sigma-Aldrich、Tokyo、Japan）を使用した。これらの痒み惹起物質をそれぞ
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れ10 μmol/mL、10 nmol/μL、25 mg/mL、1 mg/mLとなるように生理食塩水

に溶解し、各溶液30 μlをマウスの頸背部に塗布した。行動学的評価として、各

溶液を塗布する前と塗布した直後１時間の皮膚擦過回数と皮膚擦過持続時間を

SCLABA®-Realシステム（Noveltec Inc.、Kobe、Japan）を用いて測定した。 

4. 統計処理 

統計学的有意差の判定として、2群間での比較にはStudent’s T-testを用いた。3

群間での比較には、一元配置分散分析法および多重比較法を用いた。多重比較

としてはTukey法を使用した。危険率P＜.05を有意な差とした。 

 

2)  結果 

 

 A/E水法による皮膚バリア破壊を行う前のTEWLの値は、NC/Tnd、

BALB/c、B6マウスにおいて5 g/h/m2程度であり正常範囲内であったが、3日間

の処置後、TEWLの値はいずれのマウスにおいても25 g/h/m2前後に上昇した

（図１）。このことから、マウスに施したA/E水処置によりマウスの皮膚バリア

を軽度に破壊したことを確認した。 

 痒み惹起物質をマウスの頸背部に塗布すると、塗布前に比べて皮膚擦過回数

および皮膚擦過持続時間はすべてのマウスにおいて増加した。しかし、

NC/Tndマウスにおいては、BALB/cマウスやB6マウスに比べて皮膚擦過回数

および皮膚擦過持続時間の増加の程度は小さかった（図２）。特に、serotonin

およびCQ塗布後は、BALB/cまたはB6マウスに比べてNC/Tndマウスにおいて

皮膚擦過回数および皮膚擦過持続時間の増加の程度が有意に小さかった。 
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図１ 皮膚バリア破壊処置前後における皮膚バリア機能の評価 

 A/E水法により、TEWLは処置前と比べ、処置後に有意に上昇した。実験は

各群５匹のマウスについて行い、TEWLの平均値をグラフに示した。グラフの

バーは標準誤差を示す。* P < .05 vs untreated 
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図２ 痒み惹起物質投与後の行動学的評価 

 SCLABA®-Realシステムにより、擦過行動を解析した。痒み惹起物質塗布前

に比べて皮膚擦過回数および皮膚擦過持続時間はすべてのマウスにおいて増加

した。NC/Tndマウスにおいては、BALB/cやB6マウスに比べてNC/Tndマウス

において皮膚擦過回数および皮膚擦過持続時間の増加の程度は小さかった。実

験は各群４匹のマウスを用いて行い、擦過回数および皮膚擦過持続時間の平均

値をグラフに示した。グラフのバーは標準誤差を示す。* P < .05 vs B6 mice; # 

P < .05 vs BALB/c mice 
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3)  考察 

 

 今回使用した4種類の痒み惹起物質は、痒み誘発実験において頻繁に使用さ

れてきた。痒み惹起物質としてよく知られているhistamineは、histamine H1

受容体を介して痒みを伝達している（2）。serotonin誘発の痒みはホスホリパー

ゼCβに依存している（21）。抗マラリア薬の一種であるCQは、histamine非

依存性物質で、Gタンパク質共役受容体Mrgpr A3により痒みのシグナルを伝達

している（41）。SLIGRL-NH2はプロテアーゼ活性化受容体2（PAR2）のアゴニ

ストである（58）。 

痒み惹起物質の投与方法については、一般的な皮内注射ではなく、皮膚塗布

を選択した。注射は外部刺激の一種と考えられ、痒み以外の刺激をマウスに与

えてしまう可能性があるためである。痒み惹起物質を投与する前には、A/E水

法を用いてマウスの皮膚バリアを破壊した（14）。NC/TndマウスはBALB/cマ

ウスやB６マウスと比べ、それぞれの痒み惹起物質に対する反応性は鈍くなっ

ていた。アトピー性皮膚炎自然発症マウスであるNC/Tndマウスは、空気清浄を

行っていない環境で飼育すると7週齢頃より皮膚炎を発症し、皮膚擦過行動の

顕著な増加が観察される。今回の結果より、NC/Tndマウスにおける各痒み刺激

への反応性は、他のマウスと比較して低いことが判明した。つまり、アトピー

性皮膚炎を発症したNC/Tndマウスで認められる皮膚擦過行動の増加は、痒み刺

激に対する高反応性によるものではないと考えられる。 
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[3] NC/Tnd マウスにおける痛み刺激に対する反応性 

 

1) 材料と方法 

 

1. 使用動物および飼育条件 

 実験には、SPF環境で飼育したNC/TndマウスおよびBALB/cマウス、B6マウ

スを使用した。動物の取り扱いは国立大学法人東京農工大学実験動物論理委員

会の承認を得て行った。 

2. 熱刺激に対する反応性の評価（Hot plateテスト） 

 熱刺激に対する反応性を評価するために、Hot/Cold plate（Ugo Basile、

Varese、Italy）を使用した。マウスは透明な測定用ケージに入れ30分間馴化

した。ホットプレートを52℃に加熱し、ケージから取り出したマウスをホット

プレートの上に置いて、跳ぶ・足を振る・足を舐めるなどの回避行動を行うま

での時間を測定した。反応後、すぐにマウスをプレートから取り出し、15分間

隔で3回測定して平均値を計算した。 

3. 機械刺激に対する反応性の評価（Von Freyテスト） 

Dynamic Planter Aesthesiometer（Ugo Basile）を用いて機械刺激に対する

反応性の評価を行った。マウスは網目板の上に置いてある透明なケージに入

れ、30分間馴化した。網目の下からマウスの後肢足蹠に圧力（0～10 g）を掛

け、回避までの圧力を測定した。15分間隔で3回測定し、平均値を計算した。 
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4. 化学刺激に対する反応性の評価 

 化学刺激に対する反応性評価にはformalinおよびcapsaicinを使用した。マウ

スは事前に2～3%イソフルランを用いて吸入麻酔をかけ、左後肢と頭部右側に

それぞれ赤色と青色（B6マウスは黒色の体毛を持ち青色では認識しにくいた

め、青色の代わりに黄色を使用した）のマーカーをつけた。測定の直前に、マ

ウスを透明な測定用ケージに入れ30分間馴化した。Formalinは生理食塩水で

2.5％に希釈し、capsaicinは100%のジメチルスルホキシド (Dimethyl 

sulfoxide、DMSO)で溶かした後、生理食塩水で0.08 μg/μLに希釈した。マウ

スの左後肢足蹠にformalinまたはcapsaicinを20 μL注射し、ケージに入れた。

60分間の行動をデジタルビデオカメラで撮影した。撮影された画像は

SCLABA®システム（Noveltec Inc.）ソフトウェアで解析した。マーキングし

た赤色と青色（黄色）の接近をマウスの舐める行動として計測した。0～5分は

急性期、6～60分は慢性期として評価した。 

5. 統計処理 

 3群間での比較には、一元配置分散分析法および多重比較法を用いた。多重

比較としてはTukey法を使用した。危険率P＜.05を有意な差とした。 

 

 

2) 結果 

 Hot plateテストでは、NC/Tndマウスにおいて、熱刺激を受けてから回避す

るまでの時間がBALB/cマウスやB6マウスと比べ有意に長かった（図3 A）。こ

れは、熱刺激に対する痛みの反応性が他のマウスに比べ鈍いことを示してい
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る。Von Freyテストでは、機械刺激への反応性に各マウス間で有意な差は認め

られなかった（図3 B）。Formalinに対する反応性は、急性期においては各マウ

ス間で差はなかった。しかし慢性期における反応性は、NC/Tndマウス（黒カ

ラム）においてB6マウス（グレーカラム）と比べ半分程度だった（図3 C）。ま

た、特異的痛み物質であるcapsaicinに対し、BALB/cマウスおよびB6マウスで

は急性期に反応が見られたが、NC/Tndマウスでは急性期の反応がほとんど認

められなかった（図3 D）。慢性期ではすべてのマウスで反応が観察されたが、

NC/Tndマウス（黒カラム）はBALB/cマウス（白カラム）やB6マウス（グレ

ーカラム）と比べ1/5程度であった。 
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図３ 痛み刺激に対する反応性の評価 

 Hot plateテストによる侵害性熱刺激の解析で、NC/TndマウスはBALB/cマ

ウスやB6マウスと比べ痛みによる回避時間が有意に長かった（A）。Von Frey

テストによる侵害性機械刺激の解析では、各マウス間に有意な差はなかった

（B）。Formalinテストによる侵害性化学刺激の解析では、急性期各マウス間

で有意な差はなかったが、慢性期においてNC/Tndマウスの投与部を舐める行

動はB6マウスの半分程度だった（C）。Capsaicinテストによる侵害性化学刺激

の解析では、急性期および慢性期のNC/Tndマウスにおける投与部を舐める行

動が有意に減少した。実験は各群少なくとも４匹のマウスを用いて行い、痛み

による回避時間および痛みに対する舐める行動の回数の平均値をグラフに示し
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た。グラフのバーは標準誤差を示す。* P < .05 vs B6 mice; # P < .05 vs 

BALB/c mice 

 

3) 考察 

 

 強い痒みが惹起さているアトピー性皮膚炎の患者では、通常痒みを誘発しな

い程度の刺激によっても痒みが生じる、温度が高い環境で痒みが生じるなど、

皮膚知覚神経への反応性の変化が報告されている（15,20）。NC/Tndマウスは

熱刺激および化学刺激による痛みの反応性が鈍くなっていたことから、知覚神

経の反応性に変化が起こっている可能性がある。また、この痛みに対する低反

応性は皮膚擦過行動に関与していると考えられる。正常な皮膚では、虫刺され

などの外部刺激により掻爬が惹起されたとしても、痛みによりある程度以上の

掻爬が抑制される。しかし、アトピー性皮膚炎患者の皮膚では、皮膚炎による

様々な炎症性物質により痒みが惹起され掻爬行動が起こるが、痛みに対する反

応性が鈍いために、掻破行動が抑制されないことが示唆されている。したがっ

て、皮膚炎による掻爬行動の惹起、掻破行動の継続による皮膚バリアの破壊と

皮膚炎の悪化、更なる掻爬行動の惹起という悪循環が起こっている可能性が考

えられた。 
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[4] 小括 

 

 本章では、痒み惹起物質に対するNC/Tndマウスの反応性は、他のマウスと

比較して特別に高反応性ではないことが分かった。また、機械刺激への反応性

は他のマウスと同等程度であった。さらに、熱刺激および化学刺激に対する痛

みの反応性は、他のマウスに比べ鈍いことが判明した。このことから、アトピ

ー性皮膚炎患者では、痛みに対する低反応性による掻破行動の異常な持続が起

こっている可能性が示唆された。 
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Ⅱ章 アトピー性皮膚炎自然発症モデル NC/Tnd マウスにおける

TRPV１の発現量及び反応性の検討 

 

[1] 序論 

 

 痛みを惹起する侵害刺激は、温度刺激（熱刺激と冷刺激）、化学刺激、機械

刺激に大きく分けられる。侵害刺激の受容には神経細胞における陽イオンチャ

ネルが関与すると報告されている。侵害刺激によって陽イオンが細胞内に流入

し、神経細胞を脱分極させて電位作動性Na+チャネルの活性化から活動電位の

発生をもたらすと考えられている。侵害刺激を受容する陽イオンチャネルの多

くは、TRP（Transient receptor potential）スーパファミリーに属する（9,37）。

TRPチャネルは1つのサブユニットが6回の膜貫通領域を有するCa2+透通性の高

いチャネルであり、TRPスーパファミリーは哺乳類では大きくTRPC、TRPV、

TRPM、TRPML、TRPP、TRPAの6つのサブファミリーに分けられている。そ

のうち、TRPV、TRPM、TRPAのサブファミリーに属するTRPV1、TRPV2、

TRPM8、TRPA1は感覚神経細胞での発現が強く、侵害刺激受容または痛覚の軽

減に関わっていると考えられている（8）。 

 TRPV1は後根神経節（dorsal root ganglion, DRG）や三叉神経の小型ないし中

型細胞、脊髄後角表層（Ⅰ、Ⅱ層）において発現が確認されている

（27,28）。TRPV1はCa2+透通性の高い非選択性陽イオンチャネルであり、唐辛

子の成分であるcapsaicinや熱（43℃）、酸（プロトン）によって活性化する

（68）。TRPV1欠損マウスでは熱性痛覚敏感の減弱が観察されることから、
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TRPV1が炎症性疼痛の発生に深く関わっていることが示唆されている

（22,25）。 

 第１章の結果より、NC/Tndマウスでは熱刺激および化学刺激に対する低反応

性が認められたが、その反応性の減弱化にTRPV１が関与している可能性が考

えられる。そこで本章では、NC/Tndマウスおよび対照としてBALB/cおよびB6

マウスを用いて、TRPV1の発現量および反応性を検討した。 
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[2] 脊髄中 TRPV1 の発現量の検討 

 

1）材料と方法 

 

1. 使用動物 

 実験には、SPF環境で飼育したNC/TndマウスおよびBALB/cマウス、B6マウ

スを使用した。動物の取り扱いは国立大学法人東京農工大学実験動物論理委員

会の承認を得て行った。 

2. 組織学的解析 

NC/TndマウスおよびBALB/cマウス、B6マウスの脊髄を採取し、中性ホルマ

リン緩衝液にて固定した。パラフィン包埋した組織を6 μm厚に薄切して切片を

作製した後、脱パラフィン処置、水洗、二次抗体の免疫動物種の5％血清によ

る30分間のブロッキングを行った。一次抗体として、抗TRPV1抗体を4℃で一

晩反応させ、続いてビオチン標識二次抗体を1時間室温で反応させた。抗原を

可視化するためにhorseradish peroxidase-streptavidin（Dako, Tokyo, Japan）と

diaminobenzidine（Dako）を使用した。陽性細胞は任意に選んだ3視野をカウン

トし、その平均値を算出した。 

3. 統計処理 

 3群間での比較には、一元配置分散分析法および多重比較法を用いた。多重

比較としてはTukey法を使用した。危険率P＜.05を有意な差とした。 
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2）結果 

 

 TRPV1の発現量を調べるために、脊髄の免疫染色を行った。TRPV1は脊髄後

角表層（Ⅰ、Ⅱ層）に分布している（図4）。任意に選んだ3視野をカウント

し、その平均値を算出したTRPV1陽性細胞数をグラフ化した。NC/Tndマウスに

おけるTRPV1陽性細胞数はBALB/cやB6マウスと比べ差は認められなかった

（図4）。 
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図４ 脊髄中TRPV1の発現量の組織学的解析 

 脊髄の免疫染色法により、脊髄後角表層（Ⅰ、Ⅱ層）におけるTRPV1を検出

した（上図）。NC/TndマウスにおけるTRPV1陽性細胞数は、BALB/cやB6マウ

スと比べ差は認められなかった（下図）。実験は各群４匹のマウスについて行

い、脊髄のTRPV1陽性細胞数の平均値をグラフに示した。グラフのバーは標準

誤差を示す。 
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3）考察 

 

NC/Tndマウスの熱およびcapsaicin誘発性の痛みに対する低反応性の原因とし

て、TRPV1の反応性が低下している可能性を考慮し、実験を行った。TRPV1は

DRGや三叉神経の小型ないし中型細胞、脊髄後角表層（Ⅰ、Ⅱ層）に分布

しており、熱刺激誘発性の痛みに強く関与していると報告されている

（9,54）。また、capsaicinはTRPV1の選択的アゴニストであることから、

NC/Tndマウスの痛みに対する低反応性に関与している可能性が高いと考えられ

た。しかし、今回の実験結果から、NC/Tndマウスの脊髄におけるTRPV1の発現

量は、BALB/cマウスやB6マウスの脊髄におけるTRPV１の発現量と同程度であ

ることが明らかとなった。したがって、NC/Tndマウスで観察された熱や化学刺

激に対する低反応性は、TRPV1発現量が低下しているためではないと考えられ

た。 
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[3] TRPV1 の反応性の検討 

 

1) 材料と方法 

 

1. DRGニューロンの分散培養 

生後6-8週のNC/TndマウスおよびBALA/cマウス、B6マウスより胸腰髄レベル

のDRGを以下の手順で摘出した。まず、胸部から腰部までの脊椎を一塊として

切り出し、吻側から尾側に向けてはさみを入れ脊柱管を切り開いた後、脊髄を

除去した。実体顕微鏡を用いて神経節を確認し、精密ピンセットで1個ずつ摘

出してDulbecco's Modified Eagle Medium（D-MEM）培養液を満たしたディッシ

ュに入れた。ニューロンの回収率を上昇させるため、摘出した神経節を実体顕

微鏡下で観察しながら神経線維束を神経節に近い部位で切断して取り除いた。

振とう恒温槽を用いて、0.2%コラゲナーゼ（37℃、120分）による酵素処理の

後、充分にピペッティングした。PBS液で2回洗浄し、30%パーコールによる密

度勾配遠心分離（1,000回転、5分）により、ニューロンとミエリン、その他の

細胞とを分離した。この処理により、ニューロン以外の細胞やミエリンはその

大部分が上層に残る一方、ニューロンの多くは最下層に移り、ペレット状に沈

降する。回収したニューロンをウシ胎仔血清（Fetal Bovine Serum）入りの培養

液で２回洗い、ポリリジンコートした培養ディッシュに撒布した。細胞を撒布

したディッシュを37℃のCO2インキュベーターに入れ、24時間以内にCa2+イメ

ージングによる解析を行った。 
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2. Ca2+イメージング 

前項目でディッシュに撒布した細胞を回収し、Fura-2-acetoxymethylester

（Fura-2-AM）を添加した（1 M）。アルミホイルで遮光し、37℃のCO2インキ

ュベーターに入れ45分間培養した。その後細胞をPBSで2回洗浄し、分光蛍光光

度測定器F-2500（Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan）を用いて、capsaicin（100 μM）に

対する波長340nmと380nmの細胞内カルシウム濃度の変化を測定した。図5のよ

うに、測定開始後30秒の時点でcapsaicinを添加し、添加後90秒間の細胞内カル

シウム濃度の変化を計測した。 

 

3. 統計処理 

 3群間での比較には、一元配置分散分析法および多重比較法を用いた。多重

比較としてはTukey法を使用した。危険率P＜.05を有意な差とした。 

 

2) 結果 

 

TRPV1の反応性を評価するために、TRPV1のアゴニストであるcapsaicinを用

い、DRGニューロンの細胞内カルシウム濃度の変化を測定した。BALB/cマウ

スのニューロンでは、capsaicinを添加した後、カルシウム濃度は時間の経過と

ともに徐々に上昇し、最大4 nM程度にまで達した（図５）。B6マウスのニュー

ロンでは、capsaicinの添加後すぐに3 nM程度まで上昇し、その濃度を維持し

た。NC/Tndマウスのニューロンでは、反応が小さく、カルシウム濃度は最大2 

nM程度にしか上昇しなかった。各マウスのニューロンにおけるcapsaicinに対す
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るTRPV1の反応性を定量化するために、曲線下面積（area under the curve, 

AUC）を計算し、比較した。その結果、NC/TndマウスのDRGニューロンは

BALB/cマウスやB6マウスのDRGニューロンと比べ、capsaicinに対するTRPV1

の反応性が有意的に低かった（図５）。 
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図５ Capsaicinに対するTRPV１の反応性の評価 

 Ca2+イメージング法により、capsaicinを添加した後（30 sec）のDRGニューロ

ンにおける細胞内カルシウム濃度の変化を記録した（左図）。曲線下面積

（AUC）を計算したところ、NC/TndマウスのDRGニューロンはBALB/cマウス

やB6マウスのDRGニューロンと比べ、capsaicinに対するTRPV1の反応性が有意

に低かった（右図）。実験は 3 回行ない、その平均値をグラフに示し た。グ

ラフのバーは標準誤差を示す。* P < .05 vs B6 mice; # P < .05 vs BALB/c mice 
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3）考察 

 

前項で、NC/Tndマウスの脊髄には他のマウスと同程度のTRPV1が発現してい

ることが明らかとなった。しかし、TRPV1の発現量が同程度でも、その反応性

に違いがある可能性がある。そこで本項では、NC/TndマウスのDRGより採取し

たニューロンにおけるTRPV1の反応性について、BALB/cマウスおよびB6マウ

スとの比較を試みた。TRPV1はCa2+透通性の高い非選択性陽イオンチャネルで

あり、その反応性の解析には一般的にCa2+イメージング法が使用される

（25）。分光蛍光光度測定器を用いたCa2+イメージング法によってTRPV1の反

応性を検討したところ、NC/TndマウスのDRGニューロンはBALB/cマウスやB6

マウスのニューロンに比べ、capsaicinに対する細胞内Ca2+濃度の上昇が少な

く、TRPV1の反応性は有意に低いことが判明した。前項および本項の実験結果

より、NC/Tndマウスにおいて熱刺激や化学刺激による痛みに対する反応性が他

のマウスに比べて低いのは、TRPV1の発現量によるものではなく、その反応性

が低下していることが原因であると考えられた。このことから、アトピー性皮

膚炎患者では、TRPV1の反応性が低いために、掻破行動による痛みシグナルが

抑制されず、痒み-掻破の悪循環が起こっている可能性があると考えられた。 
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[4] 小括 

 

 本章では、NC/Tnd マウスの TRPV1 の発現量および反応性を他のマウスと比

較・検討を行った。その結果、NC/Tnd マウスにおける脊髄中の TRPV1 発現量

は BALB/c マウスや B6 マウスと比べ差は認められなかったが、capsaicin に対す

る TRPV１の反応性は低いことが判明した。このことから、NC/Tnd マウスにお

ける痛みに対する低反応性は TRPV1 の低反応性によるものであると考えされ

た。これらの結果から、アトピー性皮膚炎患者の異常な持続性掻破行動は、

TRPV1 の反応性が低下していることが原因となっている可能性が推察された。 
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Ⅲ章 アトピー性皮膚炎の痒みにおける TRPV1 の役割 

 

[1] 序論 

 

アトピー性皮膚炎の治療には正しい診断と重症度の評価を行った上で、原因

および悪化因子の探索と対策、スキンケア（異常な皮膚機能の補正）、薬物療

法を行なうことが基本である。薬物療法には、抗アレルギー剤の内服と皮膚へ

の局所塗布がある。現在利用可能な抗アレルギー剤はI型アレルギー反応（即

時型アレルギー反応）に対する抗アレルギー剤（ベシル酸ベポタスチン、塩酸

フェキソフェナジン、塩酸オロパタジン）であり、肥満細胞や好塩基球におけ

る化学伝達物質の合成および放出を阻害する作用や、放出された化学伝達物質

に拮抗する作用がある。またIgE抗体産生抑制作用を持つ薬（トシル酸スプラ

タスト）も最近開発されたが(65)、IV型アレルギー反応（遅延型アレルギー反

応）に対する効果はなく、内服用の抗アレルギー薬には現在のところ、補助的

な効果しか期待できない。皮膚の局所外用剤療法はアトピー性皮膚炎にとって

最も重要な治療である。主に使われているのはグルココルチコイド療法であ

る。グルココルチコイド外用薬は、効果の強さや形状（軟膏、クリームなど）

に基づいて、アトピー性皮膚炎の重症度に加え、個々の皮疹の部位や性状、年

齢に応じて選択するのが重要である。以上のような薬物療法には、注意すべき

副作用が存在する。抗ヒスタミン薬、抗アレルギー薬の副作用は、眠気、だる

さなどが主なものである（26）。グルココルチコイド外用薬の副作用として

は、皮膚の萎縮、血管拡張、毛嚢炎などである。特に顔面において発現しやす
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いので、顔面の症状に対する使用はできるだけ控えなければならない

（45,49）。以上のような状況の中、有効性が高く副作用が少ない薬の開発が

期待されている。 

 近年、capsaicinはsubstance Pを枯渇させる、または再蓄積を防ぐことで鎮痒

効果があることが明らかにされてきた（7,10）。また、capsaicinの外部投与は

ヒスタミン誘発性の痒みを抑制できることも報告されている（55）。そこで本

章では、TRPV1アゴニストであるcapsaicinを用いてTRPV1を活性化させ、アト

ピー性皮膚炎の痒みに対する鎮痒効果を評価した。In vivo実験として、コンベ

ンショナル環境で飼育し、皮膚炎が発症しているNC/Tndマウスを使用した。 
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[2] アトピー性皮膚炎における capsaicin の局所投与効果の検討 

 

1）材料と方法 

 

1. 使用動物および飼育条件 

 実験にはコンベンショナル環境で飼育した8～10週齢のNC/Tndマウスを使用

した。マウスは室温23±2℃、湿度50±10％、12時間明暗サイクルの動物室に

て飼育した。食餌は固形飼料CE-2（Clea Japan Inc.、Tokyo、Japan）および水道

水を自由給餌した。動物の取り扱いは国立大学法人東京農工大学実験動物論理

委員会の承認を得て行った。 

2. capsaicinの皮下投与の評価capsaicinの経皮投与の評価 

 2～3%イソフルランによってマウスに吸入麻酔をかけ、Hamilton syringe

（Reno, Nev, USA）を使用して、各マウスにcapsaicin（15 mg/kg）を20 μL

皮下注射した。24時間後、SCLABA®-Realを用いて1時間の皮膚擦過行動を評

価した。 

3. capsaicinの経皮投与の評価 

マウスはcapsaicin投与群とコントロール群各6匹ずつ使用した。まず、2～3%

イソフルランによってマウスに吸入麻酔をかけ、頸背部を剪毛した。0.025％

capsaicinを含んだ親水性軟膏、または親水性軟膏のみをマウスの頸背部に1日1

回7日間塗布した。塗布前と塗布後3、7日にSCLABA®-Realを用いて1時間の皮

膚擦過行動を評価した。 
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4. 統計処理 

 Capsaicin皮下投与前と投与24時間後の皮膚総擦過回数の統計学的有意差の判

定にはPaired t testを用いた。capsaicin投与前、投与３日目と投与７日目におけ

る皮膚総擦過回数の統計学的有意差の判定にはOne repeated measured ANOVAを

用いた。危険率P<.05を有意な差とした。 

 

2）結果 

 

 アトピー性皮膚炎の痒みに対するTRPV1の役割を明らかするために、TRPV1

アゴニストであるcapsaicinを皮膚炎が発症しているNC/Tndマウスに投与した。

15 mg/kgのcapsaicinを皮下注射し、24時間後の擦過行動を評価した。Capsaicin

投与前と比べ、1時間あたりの皮膚擦過回数が半分程度に減少した（図６）。次

に、capsaicin軟膏を皮膚に塗布する実験では、投与前1時間の皮膚擦過回数は

150回程度だったが、capsaicin軟膏を投与後、擦過回数は徐々に減少し、7日目

は80回程度に減少した。しかし、コントロール群では、皮膚擦過回数は下がら

ず、上昇傾向を示した（図７）。 
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図６ Capsaicin皮下投与による皮膚擦過行動回数の評価 

 capsaicin（15 mg/kg）を皮下注射することで、24時間後の皮膚擦過回数は

Capsaicin投与前と比べ有意に減少した。実験は各群４匹のマウスを用いて行

い、擦過回数の平均値をグラフに示した。グラフのバーは標準誤差を示す。* P 

< .05 vs pretreatment 
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図７ Capsaicin経皮投与による皮膚擦過行動回数の評価 

 NC/Tndマウスの頸背部に0.025% capsaicin軟膏を塗布したところ、7日目には

投与前と比べ皮膚擦過回数が有意に減少した。コントロール群では上昇傾向を

示した。実験は各群６匹のマウスについて行い、擦過回数の平均値をグラフに

示した。グラフのバーは標準誤差を示す。* P < .05 vs capsaicin pretreatment 
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3）考察 

 

第Ⅰ、Ⅱ章の結果から、NC/Tndマウスにおける熱および炎症性の痛みに対す

る低反応性は、TRPV1に対する反応性障害が原因となっていることが示唆さ

れ、その結果として擦過行動の増加に関与していると考えられる。本項の結果

より、低濃度のcapsaicinをアトピー性皮膚炎が発症している皮膚に投与して

TRPV1を活性化すると、擦過行動が著しく減少することが明らかとなった。こ

のことから、TRPV1の感受性を調節することで、アトピー性皮膚炎の痒みをコ

ントロールできることが示唆された。 

近年、新生仔のマウスやラットに高濃度のcapsaicinを皮下投与すると、3週齢

頃から強いかゆみのあるADに類似した皮膚炎を発症し、その症状は15週齢以

上になるまで続くと報告されている（3,5,13,59）。このことは、本項の実験デ

ータと矛盾するように思われるが、高濃度のcapsaicinはTRPV1の機能を破綻さ

せてしまうため、逆にTRPV1の反応性は低くなっていると考えられる

（22,29）。TRPV1の反応性が低いことで、痛みによる抑制機能が失われ、皮膚

の擦過行動が持続し、病変形成を促進したと考えられる。 
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[3] 小括 

 

 本章では、低濃度の capsaicin を投与し、TRPV1 を活性化させることで、アト

ピー性皮膚炎の痒みが改善することを明らかにした。このことから、TRPV1 の

活性化がアトピー性皮膚炎の新たな治療戦略となる可能性がある。 
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総括 

 

アトピー性皮膚炎は慢性で難治性の皮膚疾患である。昨今の気密性の高い住

宅の整備、スギ花粉など植物アレルゲンの曝露量の増加といった環境の変化に

伴い、アトピー性皮膚炎患者数は増えている。そして、慢性的に皮膚症状が再燃

を繰り返し、次第に悪化して難治性となった重症例が少なくない。アトピー性皮

膚炎の最も重要な臨床症状の一つは痒みである。アトピー性皮膚炎の痒みに伴

う掻破行動は二次的な皮膚病変を形成することから、その抑制が重要となる。掻

破は機械的侵害刺激であり、痛み刺激である。この痛み刺激は痒みを抑制するた

め、掻痒に対する欲求を充足するが、一方で痒み-掻爬悪循環（itch-scratch cycle）

をもたらす（15,63）。痒みによる掻破は皮膚バリアを破壊し、IL-1 や TNF-α な

どの炎症性サイトカインを放出させる（67）。また、軸索反射により神経細胞か

らサブスタンス P などの掻痒惹起物質を遊離させる。これらの物質は肥満細胞、

ケラチノサイト、ランゲルハンス細胞などに作用し、神経原性炎症と呼ばれる炎

症を増幅させ、さらに掻痒を増悪させる。これまでアトピー性皮膚炎患者におけ

る皮膚感覚の変化が多く報告されているが、具体的にどのような刺激への反応

性が変化しているのかなど、不明点が多い。本研究では、アトピー性皮膚炎モデ

ルである NC/Tnd マウスを用いて、皮膚の痒みおよび痛みに対する反応性の違

いを検討した。その結果、NC/Tnd マウスは痒み惹起物質に対する反応性は対照

マウスよりも低い傾向があり、弱い痒み刺激を強く感じているわけではないこ

とがわかった。一方、NC/Tnd マウスにおいては、熱刺激誘発性の痛みおよび

formalin や capsaicin 誘発性の炎症性疼痛に対する反応性が低下していた。こ
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のことは、掻爬により引き起こされる炎症性の痛みを感じにくく、いつまでも掻

爬を続けてしまう原因になっていると考えられる。 

また本研究では、NC/Tnd マウスにおける炎症性の痛みに対する低反応性は、

TRP チャネルが関与するという仮説のもと、そのメカニズムも検証した。TRP

チャネルは主として一次感覚神経に発現する陽イオンチャネルで、ここ十数年

で次々とクローニングされている。種々の化学物質刺激に加えて、温度刺激、侵

害刺激、機械刺激、浸透圧刺激などを感知することが判明している、これまで痛

みのターゲットとして注目されてきたが、痒みメカニズムにも関与する可能性

が示唆されてきている。本研究では、TRP チャネルの 1 つであり、capsaicin や

43°以上の熱刺激に反応する TRPV1 に注目し、NC/Tnd マウスにおける発現量

および反応性を確認した。その結果、NC/Tnd マウスの痛みに対する低反応性

は、TRPV1 の発現量ではなく、反応性が低下していることが原因であると考え

られた（図８）。 

 1999年から厚生労働省研究班や日本皮膚科学会によるアトピー性皮膚炎治療

ガイドラインが作成された。その中で、薬物療法としては主にステロイド剤の使

用が推奨されている。しかし、ステロイド剤の内服や外用には副作用があるた

め、安全にそして短期間で皮膚症状を改善させる治療が必要である。本研究によ

り、皮膚炎を発症している NC/Tnd マウスにおいて、capsaicin の皮下注射およ

び capsaicin 軟膏の塗布が、擦過行動を減少させる事を明らかにした。capsaicin

は辛味をもたらすアルカロイドであり、食物として一般的に摂取される物質で

ある。capsaicin の局所投与による掻痒感の減少を応用すれば、より安全性の高

い治療法が開発されると考えられる。 
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 本研究で得られた新知見は、アトピー性皮膚炎において重要な課題である

itch-scratch cycle のメカニズムを解析するための一助となる。さらに、アトピ

ー性皮膚炎の新規治療戦略を提唱するものである。 
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図８ 正常な皮膚およびアトピー性皮膚炎の皮膚知覚刺激への反応 

 本研究から考察された、正常な皮膚およびアトピー性皮膚炎の皮膚知覚刺激

への反応を示す。 
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