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略称一覧 

 

略称                  	 	 	 	 	 正式名称（英/和） 

AEBSF        4 -(2-Aminoethyl）benzenesulfonyl fluoride hydrochloride/ 

4-(2-アミノエチル)ベンゼンスルホニル 

cDNA         Complementary DNA/相補的 DNA 

Conv          Conventional/通常飼育環境  

EDTA         Ethylenediaminetetraacetic acid/エチレンジアミン四酢酸 

ELISA       	 	 Enzyme-linked immune sorbent assay/酵素免疫学的測定法 

FLG           Filaggrin/フィラグリン  

HPLC          High performance liquid chromatography/高速液体クロマトグラフィー  

HRP           Horseradish peroxidase/ホースラディッシュペルオキシダーゼ  

IFN-γ	         Interferon-gamma/インターフェロンガンマ 

IL             Interleukin/インターロイキン 

KLK5          Kallikrein-related peptidase5/カリクレイン関連ペプチド加水分解酵素 5 

LBA           Lactobionic acid/ラクトバイオン酸 

LEKTI         Lymphoepithelial Kazal-type5 serine protease inhibitor/ 

              リンパ上皮カザール型関連阻害因子 

MMP-9        Matrix metallopeptidase-9/マトリックッスメタロプロテアーゼ 9 

NF-κB         Nuclear factor kappa-B/核内因子κB 

NHE1         Sodium-Hydrogen Exchanger 1/ナトリウム−水素交換１型	  

nLBA         Neutralized 5％ LBA/中性 LBA 

NMF          Natural moisturizing factor/天然保湿因子 

nTMG         Neutralized 0.65％ TMG/中性 TMG 
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PHA          Polyhydroxyl acid/ポリヒドロキシル酸 

PAR2         Protease-activated receptor2/プロテアーゼ活性化受容体 

PBS           Phosphate-buffered saline/リン酸緩衝食塩水 

PCA          Pyrrolidone carboxylic acid/ピロリドンカルボン酸 

PVDF         Polyvinylidene fluoride/ポリフッ化ビニリデン樹脂 

RT-PCR       Reverse transcription and polymerase chain reaction/逆転写核酸増幅法 

SC           Stratum corneum/角質層 

SDS          Sodium dodecyl sulfate/ドデシル硫酸ナトリウム 

SPF          Specific pathogen free/特定病原菌除去 

sPLA2         secretory Phospholipase A2/分泌型ホスホリパーゼ A2 

TBS          Tris-buffered saline/トリス緩衝生理食塩水 

TEWL        Transepidermal water loss/経皮水分蒸散量 

Th2          T helper 2 

TMG         1,1,3,3-tetramethyl guanidine/テトラメチルグアニジン 

trans-UCA     trans-urocanic acid/ トランスウロカニン酸 

Tris           Tris(hydroxymethyl）-aminomethan/トリスヒドロキシメチルアミノメタン 

TSLP         Thymic stromal lymphopoietin/胸腺間質性リンパ球新生因子 
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緒言 

	 	 

 	 アトピー性皮膚炎は皮膚の乾燥、痒み、発赤を伴う慢性炎症性皮膚疾患であ

り、皮膚バリアの指標となる経皮水分蒸散量（transepidermal water loss, TEWL）

と血中 IgE の増加を特徴とする。その発生メカニズムに関して、遺伝的背景や

環境因子、皮膚バリアの損傷、免疫学的異常や痒みなどが複雑に関与すると考

えられているが、詳細はいまだ不明なままである（Johansson et al., 1998; 

Kabashima, 2013）。  

	 近年、皮膚バリアの機能異常はアトピー性皮膚炎の重要な原因であると考え

られている（Elias et al., 1999; Elias et al., 2001）。なかでも、角質層	 (Stratum 

corneum, SC) の主要構成タンパク質であるフィラグリン（filaggrin, FLG）は角質

の物理的張力と付着性に寄与し（Dale et al., 1985）、その欠乏は皮膚バリアの損

傷を誘発することから、アトピー性皮膚炎の重要な原因であると報告されてい

る（Palmer et al., 2006; Kawasaki et al., 2012）。また、分解されたフィラグリンは

天然保湿因子（natural moisturizing factor, NMF）となり、角質層の水分保持と皮

膚の弱酸性維持に重要な役割を果たしている（Rawlings and Harding, 2004）。  

	 皮膚バリアの損傷は外部からアレルゲンの侵入を許し、皮膚に存在する抗原

提示細胞や炎症関連細胞を活性化して、最終的に T helper 2（Th2）型免疫応答

を惹起する（Cork et al., 2009）。この過程で重要な役割を果たすのが胸腺間質性

リンパ球新生因子（thymic stromal lymphopoietin, TSLP）である（Ebner et al., 2007; 

Nakajima et al., 2012）。ケラチノサイトから産生された TSLPは、直接ランゲル

ハンス細胞を活性化する。活性化ランゲルハンス細胞はリンパ節への遊走し、

naïve CD4陽性 T細胞の CD4陽性 Th2細胞への分化を誘導して Th2型の炎症反

応を誘発する（Watanabe et al., 2004; Omori and Ziegler, 2007; Rochman et al., 2007）。

アトピー性皮膚炎患者の皮膚では、ケラチノサイトでの TSLP発現量が増加して

いること（Ziegler, 2010; Soumelis et al., 2002）、また皮膚内の TSLPの注入は知覚
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神経に直接作用して、激しいかゆみを誘発する可能性があることから（Wilson et 

al., 2013）、アトピー性皮膚炎における皮膚バリアの機能異常と TSLP産生との因

果関係が示唆されるが、そのメカニズムは明らかになっていない。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

	 皮膚のバリア機能のひとつに皮膚の弱酸性化が挙げられる。これは透過障壁

の恒常性や角質層の耐久性に働くとともに、抗菌作用の活性化などの自然免疫

に貢献する（Schmid-Wendtner and Korting, 2006）。また、細胞外脂質二重膜の脂

質間結合や（Gibbs et al., 1997）、セラミド産生酵素であるベタ−グルコセレブロ

シダーゼ（ β-glucocerebrosidase）、酸性スフィンゴミエリナーゼ（ acidic 

sphingomyelinase）の活性にも関与する（Hachem et al., 2010）。しかしながら、ア

トピー性皮膚炎患者では皮膚の pH が上昇することが知られており

（Eberlein-Königet al., 2000）、pH上昇による皮膚バリアの回復の遅れと角質層セ

リンプロテアーゼの活性化が報告されている（Mauro et al., 1998; Hachem et al., 

2005）。 

	 角質層の剥離を促すセリンプロテアーゼは、上皮組織の分化と皮膚バリア機

能に重要な役割を果たしている（Derian et al., 1997; Ekholm et al., 2000）。なかで

も、角質層トリプシン様酵素であるカリクレイン関連ペプチド加水分解酵素

（kallikrein-related peptidase, KLK）5は、角質層キモトリプシン様酵素の KLK7、

KLK14を活性化させるとともに（Brattsand et al., 2005; Stefansson et al., 2006;  

Caubet et al., 2004; Emami and Diamandis, 2008）、自己活性化も可能であることか

ら（Egelrud and Lundström, 1991; Egelrud, 1993; Ekholm and Egelrud, 1998）、角質

層におけるタンパク質分解カスケード反応の中心的な調節分子と考えられてい

る。一方、リンパ上皮カザール型関連阻害因子（ Lympho-epithelial 

Kazal-type-related inhibitor, LEKTI）は KLK5 に対する内因性阻害因子であり

（Deraison et al., 2007）、遺伝的な LEKTIの欠損症であるネザートン症候群（魚

鱗癬紅皮症）では KLK5の活性化やプロテアーゼ活性化受容体（protease-activated 

receptor, PAR）2、TSLP発現増加が認められる（Briot et al., 2009）。角質細胞と
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ケラチノサイトに発現する PAR2 は、炎症性皮膚疾患との関連が深いことから

（Santulli et al., 1995; D`Andrea et al., 1998; Steinhoff et al., 1999; 2005）、KLKの活

性化異常とそれに伴う皮膚バリアの機能不全が、皮膚の炎症やアレルギー反応

において重要な役割を果たすことが示唆されており（Descargues et al., 2005; 

Komatsu et al., 2007; Moniaga et al., 2013）、実際に皮膚炎症性疾患で KLKの発現

増加が報告されている（Komatsu et al., 2005; 2007）。そこで本研究では、ヒトア

トピー性皮膚炎モデルである NC/Tndマウスを用い、アトピー性皮膚炎の初期に

おける皮膚のバリア機能不全が起こるメカニズムを、とくに皮膚の pHに着目し

て詳細に検討した。 

	 日本で樹立された近交系マウスである NC/Tndマウスは、空気清浄を行わない

通常飼育環境下で維持すると、およそ 6−8 週齢で臨床病理学的にヒトアトピー

性皮膚炎と極めて類似した皮膚炎を自然発症する（Matsuda et al., 1997; Tanaka et 

al., 2012; Amagai et al., 2013）。2001年、Aioiら（Aioi et al., 2001）は、通常環境

で飼育した NC/Tnd マウスで皮膚のセラミドの減少を含む皮膚バリアの損傷が

認められることを報告した。また、特異的阻害剤を用いて NC/Tndマウスの皮膚

における核内因子κB（nuclear factor kappa-B, NF-κB）の活性を抑制すると皮膚炎

症状が緩和することが示された（Tanaka et al., 2007）。これは NC/Tndマウスの

アトピー性皮膚炎の免疫学的病態における NF-κB関連シグナルの重要性を示唆

している。一方で、アトピー性皮膚炎の初期に認められるの皮膚バリアの損傷

を誘導するメカニズムについては、未だ明らかになっていない。  

	 そこで、本研究ではヒト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 pHによる KLK5、PAR2、TSLPの変化とこれによる皮膚バリアと炎

症反応の関連性について検討した。 
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1章	 アトピー性皮膚炎モデルマウスでの皮膚バリアの損傷や皮膚 pHの関連性 

 

[1]	 序論 

 

	 ヒトの皮膚表面の pHは弱酸性を呈しており、これらは皮膚バリアと呼ばれる

角質層の機能に多くの影響を与える。角質層の代表的な機能では外部環境から

の刺激物質やアレルゲンなどの侵入を防ぐ作用がある。このような角質層の構

造的堅牢性を維持するために重要な役割を果たすのがコルネオデスモソーム

（corneodesmosome）である。 図 1 に示すように、角質層の構造はしばしば煉

瓦の壁（brick wall）に例えられる（Elias, 1983; Cork et al., 2006）。煉瓦となる角

質細胞（corneocyte）の周囲はセメントである脂質（lipid）によって満たされて

いる。また、コルネオデスモソームは煉瓦と煉瓦をつなぐ鉄心の役割を果たす。

さらに、角質細胞の細胞膜には不溶性のタンパク質が付着し、角質化された膜

（cornified envelope）を形成する。これによって角質細胞の張力と脂質の付着性

が強化され、皮膚バリアはさらに強固となる（Candi et al., 2005）。このような角

質化された膜の重要な構成成分の一つがフィラグリンである（Steinert and 

Marekov., 1995）。フィラグリンはケラチン繊維に付着して角質細胞をより扁平な

構造にする（Steinert et al., 1981）。また、複数のタンパク質分解酵素によって分

解され、天然保湿因子となり角質層における水分保持と皮膚の酸性化に関与す

る（Harding et al., 2000）。一方、フィラグリンの欠乏は角質層の水分保持力の減

少と、経皮水分蒸発量の増加につながる（Irvine et al., 2011）。したがって、フィ

ラグリンの遺伝的欠損、または機能的異常がアトピー性皮膚炎の原因の一つと

考えられている（Palmer et al., 2006; Kawasaki et al., 2012）。しかし、フィラグリ

ンの完全欠損マウスでは自然的にアトピー性皮膚炎が誘発されないし

（Kawasaki et al., 2012）、アトピー性皮膚炎患者とフィラグリン遺伝的欠損の一

致率は 20％程度であり（Morar et al., 2007）、この一致率も減少している状況で
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ある。このことから、フィラグリンがアトピー性皮膚炎の重要な病因であると

するのには議論の余地がある。  

 	 分化した角質細胞は皮膚表面のタンパク質分解酵素の働きによって剥離・脱

落する。適切な角質細胞の剥離は皮膚の恒常性維持に役立つ一方で、過度の剥

離・脱落は皮膚バリアを脆弱化させ、外部からの刺激物質やアレルゲンの皮膚

内侵入を容易にする（図 2）。したがって、私は本研究でアトピー性皮膚炎の病

態メカニズムにおける角質細胞の剥離亢進とタンパク質分解酵素の活性化異常

との相互作用に着目した。 	 

   角質細胞の剥離・脱落に関わるタンパク質分解酵素は、中性からアルカリ性

に至適 pHを有するセリンプロテアーゼであり、コルネオデスモソームを分解し

て皮膚の剥離を誘発する。上皮に発現するセリンプロテアーゼには、角質キモ

トリプシン様酵素である KLK7および KLK 14と、角質トリプシン様酵素である

KLK5 がある。 通常、これらの酵素はいずれも活性を持たない前駆体として角

質中に存在するが、KLK5 が KLK7（Caubet et al., 2004）、KLK14（Emami and 

Diamandis, 2008）を活性化することで機能を発現する。さらに、KLK5の自己活

性化（Ekholm and Egelrud, 1998）も報告されていることから、KLK5が KLKカ

スケードにおいて極めて重要な調節因子であることが示唆されている。しかし、

アトピー性皮膚炎でのセリンプロテアーゼの発現変化とセリンプロテアーゼに

よる皮膚バリアと炎症との関係については報告がほとんどない。 

 	 一方、KLK5、KLK7の強力な内因性阻害因子である LEKTIは serine protease 

inhibitor Kazal-type（SPINK）5遺伝子上にコードされ、皮膚の顆粒層で発現して

KLKの過剰な活性を抑制する（Derason et al., 2007）。遺伝的な LEKTI欠損症で

あるネザートン症候群では、LEKTI の欠失に起因する KLK5 の活性化亢進が認

められるとともに、PAR2の活性化や TSLP分泌の増加にも関与することが報告

さている（Briot et al., 2009）。  

 	 PAR2は角質細胞膜表面に発現し（Santulli et al., 1995; D`Andrea et al., 1998; 
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Steinhoff et al., 1999）、炎症性皮膚疾患のみならず損傷を受けた皮膚バリアの回

復にも関連することが報告されている（Steinhoff et al., 2005）。一方、TSLPは近

年注目されているサイトカインで、角質細胞をはじめとする上皮細胞に発現し、

皮膚に存在する樹状細胞の活性化を介して、アトピー性皮膚炎の炎症反応を惹

起することが報告されている	 (Rochman et al., 2007)。事実、アトピー性皮膚炎

患者の皮膚で TSLP発現が増加することが知られているが（Soumelis et al., 2002）、

TSLPと皮膚バリアとの因果関係はいまだ明らかになっていない。そこで本章で

は、ヒトアトピー性皮膚炎モデル NC/Tndマウスを用い、アトピー性皮膚炎にと

もなう皮膚 pHの変化と皮膚バリアとの関連性、そして皮膚 pH上昇によるセリ

ンプロテアーゼ、TSLPの変化について詳細に解析した。 
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図１	 皮膚バリアの構造 

	 角質層は皮膚の最外層に存在し、外部環境に対するバリアとして機能し、刺

激物質やアレルゲンなどの侵入を防止する。角質層は、ケラチノサイト

（keratinocyte）から分解された角質細胞（corneocyte）とその間隙を満たす脂質 

（ lipid）、そして角質細胞同士を連結させるコルネオデスモソーム

（corneodesmosome）によって構成される。 
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図 2	 皮膚バリアの損傷 

	 コルネオデスモソームの分解や脂質構成の異常は皮膚バリアの機能不全につ

ながる。皮膚バリアの損傷は外部環境からの抗原、アレルゲンなどの侵入を容

易にするのみならず、経皮の水分蒸散量（TEWL）を増加させ皮膚乾燥を引き起

こす。 このようなバリア機能の障害は、アトピー性皮膚炎の発症および増悪化

の過程で重要な役割を果たしている。   
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[2]	 臨床症状と経皮水分蒸散量の変化 

 

1）材料と方法 

 

１．使用動物および飼育条件  

	 動物は 5–12週齢のオス NC/Tndマウスを 5−6頭ずつ使用した。特定病原菌除

去（specific pathogen free, SPF）マウスは室温 23±2°C、湿度 40±10％、12時間

明期 12時間暗期の明暗条件を維持したSPF動物室にて飼育した。食餌は 30 kGy

放射線滅菌した固形資料 CE-2（CLEA Japan Inc., Tokyo, Japan）を用い、滅菌水

道水とともに自由給餌とした。空気清浄を行わない通常飼育（conventional, Conv）

マウスも同様の室温・湿度・明暗条件を維持した動物室で飼育し、固形飼料

CE-2 （CLEA Japan Inc., Tokyo, Japan）および水道水を自由給餌した。実験は

国立大学法人東京農工大学研究倫理委員会の承認を得て実施し、動物の取り扱

いはその規定に即して行った（No.24-94）。  

2. 臨床症状の肉眼的評価  

	 NC/Tndマウスにおける皮膚炎の重症度は、アトピー性皮膚炎に特徴的な臨床

症状である皮膚の乾燥/鱗屑、発赤/出血、浮腫、擦過傷やびらん、かゆみについ

て肉眼的観察を行い評価した。  

3. 経皮水分蒸散量（transepidermal water loss, TEWL）の測定  

	 皮膚のバリア機能は、背部の TEWL を測定して評価した。測定環境を一定に

保つため、測定30分前にマウスを恒温恒湿室（室温23±1°C、相対湿度40±10%）

に移動させて順化させた。マウスを 2−3%のイソフルランで吸入麻酔し、背部に

Multi probe adapter（CK Electronic, Cologne, Germany）のプローブを軽く接触させ

TEWLを測定した。測定は 3回行い、その平均値を算出した。  

4. 統計学的解析 

	 統計的有意差判定には、二元分散分析法および多重比較法を用いた。二元分
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散分析は、独立変数を飼育環境および週齢、従属変数を経皮水分蒸散量値とし、

各要因の主効果および交互作用を検定した。有意差の判定は F 境界値を用い、

分散比 F > F(1 − α)のとき危険率α = 0.05を有意な差とした。また、多重比較

法としては Tukey法を使用し、危険率 p < 0.05を有意な差とした。 

 

2）結果 

 

	 図 3Aに SPFおよび Conv NC/Tndマウスの各週齢における典型的な皮膚炎症

状を示す。SPF NC/Tndマウスは 5週齢と 12週齢の両者で皮膚炎症状が認めら

れなかった。一方、Conv NC/Tnd マウスでは 5 週齢では皮膚炎の臨床症状を発

症していないのに対し、12週齢では肉眼的に中等度の臨床症状（皮膚の乾燥/鱗

屑、発赤/出血、浮腫、擦過傷やびらん、かゆみ）を示す皮膚病変が観察された

（図 3A）。  

  図 3Bに TEWLの測定結果を示す。Conv NC/Tndマウスでは軽度のアトピー性

皮膚炎症状が現れる 7週齢から TEWLが有意に上昇し、その後は皮膚炎症状の

悪化に伴って増加した。一方、SPF NC/Tndマウスでは各週齢における TEWLの

有意な差は認められなかった（図 3B）。  
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図 3	 NC/ Tndマウスの週齢に伴う肉眼的皮膚炎症状と TEWLの変化 

 	 5および 12週齢の SPFと conventional NC/Tndマウスにおける典型的な皮膚

炎症状（A）と各週齢における TEWLの変化（B）を示す。SPF、conventioanl NC/Tnd 

マウスともに各週齢あたり 5–6頭のマウスを測定した。グラフは各群の平均値、

バーは標準誤差を示す。 *は、同じ週齢の SPF NC/Tnd マウスとの比較、＃は 5

週齢の conventional NC/Tndマウスと比較して、危険率 p < 0.05を示す。また、**

と##は危険率 p < 0.01を示す。 
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그림 3.#NC/Tnd#마우스에서의 주령에 따른 육안적 임상 증상과 경피 수분 증산량의 변화 #
5,#12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스의 육안적으로 피부염의 임상 증상 (A)과 5,#
7,#9,#12#주령의 경피 수분 증산량(B)을 확인 하였다. 각 군당 5>6 마리의 마우스를 측정 하였
다. 그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타낸다. *는 같은 주령의 SPF#NC/Tnd#마
우스와의 비교,##는 5주령의 conven4onal#NC/Tnd 마우스와 비교하여, 위험요소 p#<#0.05
를 나타낸다.# 또한 **,###는 위험요소 p#<#0.01을 나타낸다.#�
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3）考察 

	 NC/Tndマウスは、1955年名古屋大学の近藤恭司教授によって近交化され、現

在はヒトアトピー性皮膚炎の動物モデルとして世界中で使用されている	 

（Matsuda et al., 1997; Tanaka et al., 2012; Amagai et al., 2013）。通常飼育した conv 

NC/ Tndマウスは約 7週齢から皮膚の乾燥、かゆみ、発赤などのアトピー性皮膚

炎類似の臨床症状が現れる。また、ヒトアトピー性皮膚炎の特徴である血中 IgE

の増加や皮膚でのセラミド含有量の減少が報告されている（Matsuda et al., 1997; 

Aioi et al., 2001）。 

	 Conv NC/ Tndマウスで、臨床症状（発赤、かゆみ、浮腫、びらん、乾燥）の

発現に伴い、TEWLの増加が認められたことから、NC/Tndマウスではアトピー

性皮膚炎の発症とともに皮膚のバリア機能が障害されていることが示唆された。

このことから、Conv NC/Tnd マウスは、皮膚炎症状のみならず皮膚のバリア機

能不全という点においてもヒトアトピー性皮膚炎と極めて類似した病態を示し、

アトピー性皮膚炎と皮膚バリア障害との関連を究明する上で有用なモデル動物

であることが示された。 
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[3]	 皮膚フィラグリンの変化 

 

1）材料と方法 

 

１．ウエスタンブロッティング法	 

	 SPFおよび Conv NC/Tndマウスの皮膚におけるフィラグリンのタンパク質量

をウェスタンブロッティング法を用いて評価した。各群３頭のマウスから摘出

した皮膚組織を 5 mMの ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）を含む 50°Cの

phosphate-buffered saline（PBS）に 2分間浸漬して上皮と真皮を分離した後、氷

温の PBS で洗浄した。分離した上皮組織にプロテアーゼ阻害剤を添加した

urea/Tris bufferを加え破砕した。破砕液を遠心分離（13,000 xg, 20分, 4°C）して

不溶性分画を除去したのち、得られた上清を試料とした。BCA Protein assay

（Thermo Scientific, Waltham, MA）を用いて試料中のタンパク質濃度を定量し、

試料間のタンパク質濃度差がなくなるように urea/Tris bufferで希釈した。各試料

と等量の 2 × Laemmli sample buffer（20% glycerol, 10% 2-mercaptoethanol, 4% SDS: 

sodium dodecyl sulfate, 100 mM Tris：tris（hydroxymethyl）-aminomethan, 0.01% 

bromophenol blue, pH6.8）を混和し、95°Cで 7分間加熱した。4–12%の濃度勾配

ポリアクリルアミドゲル（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）を用いて電

気泳動により試料を展開し、Immobilom-P polyvinylidene fluoride 膜（PVDF; 

Millipore, Bedford, MA, USA）に転写した。非特異的反応の出現を防ぐために 5%

のスキムミルク（Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan）を含む 20 mM 

Tris-buffered saline（TBS）に 60 分間浸漬した後、各種一次抗体を添加し、4°C

で一晩反応させた。0.05％	 Tween-20を含む TBSで洗浄した後、ホースラディ

ッシュペルオキシダーゼ（horseradish peroxidase, HRP）で標識された二次抗体を

添加して室温で 45分間反応させた。再び TBSで洗浄した後、Immobilon Western 
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Detection Reagents（Milipore）を用いて発色させ ImageQuant LAS4000（Fuji film, 

Tokyo, Japan）を用いて可視化した。一次抗体はウサギ抗フィラグリンポリクロ

ーナル抗体（Covance, Priceton, NJ, USA）を、二次抗体は HRP標識抗ウサギ IgG

抗体（Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA）を使用し、希釈濃度は各抗

体の添付書類に従った。  

２．免疫組織化学法 	 

	 SPFおよび Conv NC/Tndマウスの皮膚におけるフィラグリンのタンパク質局

在を免疫組織化学法によって評価した。マウスから採取した皮膚組織を 10％	 

ホルマリンに浸漬して固定した後、脱水しパラフィンに包埋した。ミクロトー

ムを用いて厚さ 4 µmで皮膚組織を薄切し、スライドガラスに接着させた。キシ

レンに浸漬して脱パラフィン処理を行ったのち、エタノールを用いて水和させ

た。タンパク質の抗原性を回復させる目的で Liberate Antibody binding solution

（Polysciences, Warrington, PA, USA）を作用させた後、PBSで洗浄した。非特異

的反応を防ぐために 5%のヤギ血清を含む PBSに室温で 30分間反応させた後、

StreptAvidin/ Biotin blocking kit（Vectors Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用

いて、組織内の Avidin/ Biotinを除去した。各種一次抗体を添加した PBSに 4°C

で一晩反応させたのち、 PBS で洗浄した。内因性の HRP 活性を阻害するため

3%の過酸化水素に反応させ、再度 PBS で洗浄後、二次抗体と HRP-streptavidin

（Vectors）をそれぞれ室温で 45分間反応させた。その後、HRPの発色基質であ

るジアミノベンジジンを作用させて可視化した。  

	 一次抗体はウサギ抗フィラグリンポリクローナル抗体（Covance）、二次抗体

はビオチン標識抗ウサギ IgG抗体（Santa Cruz Biotechnology）を用い、希釈濃度

は各抗体の添付書類に従った。 

3. 高速液体クロマトグラフィー（High performance liquid chromatography, HPLC）	 

	 フィラグリンの分解によって生じたアミノ酸は、天然保湿因子として皮膚の

水分保持と酸性化の維持に寄与する。そこで、SPFおよび Conv NC/Tndマウス
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の角質層に含まれる天然保湿因子を解析するため、フィラグリン由来の主要構

成成分であるピロリドンカルボン酸（pyrrolidone carboxylic acid,	 PCA）ならび

にトランスウロカニン酸（trans-urocanic acid,	 trans-UCA）の濃度を HPLCを用

いて測定した。角質層の分離には、直径 14 mmの D-Squame stripping discsと呼

ばれる円形の粘着性フィルムを用いた。マウスの後背部皮膚の同一部位に

D-squameフィルムを圧着させて剥がす操作を連続 5回行い、角質層を採取した。

皮膚表面に残留するほこりや被毛などが多く存在する最初に採取した D-squame

フィルムを除いて、2回目から 5回目に採取した計 4枚のフィルムを HPLC分析

に用いた。角質層が付着したフィルムを 100 µLの 0.1 M水酸化カリウム（KOH）

溶液に 1時間浸漬して、その液体を回収した。過塩素酸（HClO4）を加えて中和

したのち、濾過して得られた濾液を試料とした。  

	 溶離液として 6 mM HCl、0.3 mM sodium octane sulfonate、1% acetonitrileを用

い、試料 50 µLを 250 × 3 mm reversed-phase synergi Polar-RP column（Phenomenex）

に注入した。流量は 0.4 mL/分、保持時間（Retention time）はそれぞれ PCAが

6.14 ± 0.45、trans-UCAが 8.37 ± 0.70であった。測定は 2回行い、平均値を得た。

さらに、Pierce Micro BCA protein assayを用いて試料中の総タンパク質量を定量

し、タンパク質 1 gあたりに含まれる PCAおよび trans-UCA量を算出した。 

4. 統計学的解析 

	 統計的有意差判定は、t検定を用い、危険率 p < 0.05を有意な差とした。 

 

（2）結果 

 

	 図 4Aにウェスタンブロッティング法の結果を示した。5週齢の NC/Tndマウ

スでは、フィラグリンタンパク質量に飼育環境の違いによる有意な差は認めら

れなかった。しかしながら、皮膚炎を発症していない SPF NC/Tndマウスでは、

週齢が上昇するにつれてフィラグリンタンパク質量が減少するのに対し、皮膚
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炎を発症する Conv NC/Tndマウスでは皮膚症状の悪化に伴ってタンパク質量が

増加し、9週および 12週齢のマウスでは SPF NC/Tnd マウスと比較して有意な

差が認められた（図 4A）。  

 12週齢の SPFおよび Conv NC/Tnd マウスから採取した皮膚を用いた免疫組織

化学法の結果を図 4Bに示した。フィラグリンタンパク質は、SPF NC/Tndマウ

スでは角質層に限局して発現が観察されるが、Conv NC/Tnd マウスでは角質層

のみならず顆粒層にも発現していることが明らかになった（図 4B）。  

	 図 5 には HPLC 方法を用いて測定した天然保湿因子の結果を示した。SPF 

NC/Tnd マウスと比較すると、フィラグリン由来の天然保湿因子である PCA、

trans-UCAならびに両者の合計量には、いずれにおいても Conv NC/Tndマウスの

角質層で有意な増加が認められた（図 4）。 
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図 4	  NC/Tndマウスにおけるフィラグリンタンパク質発現量の継時的変化  

	 5–12週齢の SPFおよび Conv NC/Tndマウスにおけるフィラグリンタンパク質

の発現レベル（A）を示す。写真は 3回の実験から得られた結果のうち、代表的

なバンドを示す。黒の境界線は、同じ膜で得られた結果であることを意味する。

グラフは各群の平均値、バーは標準誤差を示す。*は同じ週齢の SPF NC/Tnd マ

ウスと比較して、危険率 p < 0.05を示す。また、**は危険率 p < 0.01を示す。ま

た、免疫組織化学法を用いた 12週齢の NC/Tndマウスの皮膚におけるフィラグ

リンタンパク質の局在（B）を示す。バーは 100 µmを表す。 
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그림 4.#NC/Tnd#마우스에서의 주령에  따른 상피 조직에서의  필라그린 발현 변화#
웨스턴 방법을 이용하여 5,#7,#9,#12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스의 상피 
조직에서 발현하는 필라그린 단백질의 발현량을 내성대조 하였다 (A). 사진은 3번의 실
험에서 얻은 결과 중, 대표적인 밴드를 나타낸다. 또한 검은 테두리는 동일한 막에서 얻
어진 결과임을 의미한다.  그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타낸다. *는 같
은 주령의 SPF#NC/Tnd#마우스와 비교하여, 위험요소 p#<#0.05를 나타낸다.# 또한 **는 위
험요소 p#<#0.01을 나타낸다.# 또한 면역 염색 방법을 이용하여 12 주령의 SPF,#
conven4onal#NC/Tnd#마우스에서의 필라그린 단백질의 발현 위치를 확인하였다 (B). 바
는�100#μm를 나타낸다.# �
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図 5 	 NC/ Tndマウスの角質層におけるフィラグリン天然保湿因子の発現量  

HPLCを用いて、12週齢のSPFおよびConv NC/Tndマウスの角質層におけるPCA

（A）、tran-UCA（B）、PCA + tran-UCA（C）の含有量を測定した。測定は、各

群当たり 3 頭のマウスを使用して、２回測定の平均値を評価した。グラフは各

群の平均値、バーは標準誤差を示す。 *は SPF NC/Tndマウスと比較して、危険

率 p < 0.05を示す。また、**は危険率 p < 0.01を、***は危険率 p < 0.001を示す。  
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그림 5.#NC/Tnd#마우스에서의 각질층에서의 PCA,#tras>UCA의 발현 변화 #
#
HPLC#방법을 이용하여 12주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스의 각질층에서의 
PCA#(A),#tran>UCA#(B),##PCA+tran>UCA#(C)#의 농도를 측정 하였다.##
각 군당 3마리의 마우스를 사용하였다.##
그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타낸다. *는 SPF#NC/Tnd#마우스와 비교하
여, 위험요소 p#<#0.05를 나타낸다.# 또한 **는 위험요소 p#<#0.01를, ***는  위험요소 p#<#
0.001를 나타낸다.�
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（3）考察 

 

	 フィラグリンの遺伝的欠損はアトピー性皮膚炎の重要な危険因子であること

は広く知られている（Palmer et al., 2006; Kawasaki et al., 2012）。フィラグリンタ

ンパク質は、角化膜を形成してケラチノサイトを外部の刺激から保護するし、

様々なプロテアーゼによって分解され天然保湿因子を形成し、皮膚の水分保持

と酸性化維持に関与すると報告されている。Törmäら（Törmä et al., 2008）は、

健康なヒトの皮膚でラウリル硫酸ナトリウムのような洗剤による皮膚バリアの

損傷がフィラグリンの代償的な産生増加を誘発すると報告している。また、フ

ィラグリン欠損マウスでは皮膚バリアの損傷よって、外部の刺激に対して皮膚

の抵抗力が弱化され、抗原、アレルゲンが侵入しやすくなる（Kawasaki et al., 

2012）。しかしながら、フィラグリン遺伝子に異常がない人もアトピー性皮膚炎

を発症することから、フィラグリンの機能異常はアトピー性皮膚炎の病態メカ

ニズムの全てを説明するには不十分である。また、Coleら（Cole et al., 2014）に

よると、フィラグリンワイルドタイプのアトピー性皮膚炎患者で皮膚フィラグ

リンの産生は正常な人より増加する。本項で得られた結果では、SPF NC/Tndマ

ウスの皮膚では 7−12週齢にフィラグリンタンパク質の量が減少する一方、アト

ピー性皮膚炎が発現された conv NC/Tnd マウスの皮膚でのフィラグリンタンパ

ク質の量とその分解産物は有意に増加することを確認した。SPF NC/Tndマウス

の 7−12週齢にフィラグリンの量が減少することは、成長によって堅固な皮膚バ

リアが形成されるためフィラグリンの代償的役割が減るものと予想される。な

お、NC/Tndマウスで認められる皮膚炎はフィラグリンの異常ではなく、他の原

因によって引き起こされることを示唆している。さらに、皮膚炎の発症に伴っ

てフィラグリンとその分解産物の増加が認められたことは、フィラグリンワイ

ルドタイプのアトピー性皮膚炎患者と同一に皮膚バリアの損傷に対する代償作



26 
 

用と考えられる。  

[4]	 皮膚の pH変化とそれに伴うアトピー性皮膚炎の発症メカニズム 

 

1）材料と方法 

 

1. 皮膚表面の pH測定  

	 各群当たり 5−6 匹のマウスの後背部皮膚を測定部位として、皮膚表面おける

pH を評価した。測定環境を一定に保つため、測定 30 分前にマウスを恒温恒湿

室（室温 23 ± 1°C、相対湿度 40 ± 10%）に移動させて順化させた。マウスを 2−

3%のイソフルランで吸入麻酔し、背部に pH meter（HANNA Inc., Woonsocket, RI）

に接続したガラス表面電極（HANNA Inc.）を軽く接触させ pHを測定した。  

2. ウェスタンブロッティング法 

	 各群当たり 5−6匹の 5、12週齢の SPFおよび Conv NC/Tndマウスから採取し

た皮膚組織を用いて、既述の方法での表皮を分離した後、試料を調整した。12%

のポリアクリルアミドゲル（Bio-Rad Laboratories）を用いて電気泳動し、展開し

た試料を PVDF 膜（Millipore）に転写した。転写後の膜を 5%のスキムミルク

（Wako）を含む 20 mM TBSに 60分間浸漬した後、各種一次抗体に 4°Cで一晩

作用させた。洗浄後、HRPで標識された二次抗体を添加して室温で 45分間反応

させた。再び洗浄した後、発色基質 Immobilon western detection reagents（Milipore）

を作用させ、ImageQuant LAS4000（Fuji film）を用いて可視化した。一次抗体と

して、ウサギ抗 KLK5ポリクローナル抗体（Abcam, Cambridge, England）、ウサ

ギ抗LEKTIポリクローナル抗体、マウス抗PAR2モノクローナル抗体（Santa Cruz 

Biotechnology）を使用した。二次抗体は、一次抗体の動物種に応じて HRP標識

抗ウサギ IgG 抗体、もしくは HRP 標識抗マウス IgG 抗体（Cell Signaling 

Technology）を用い、希釈濃度は各抗体の添付書類に従った。  

3. 免疫組織化学法  
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前項で述べたように、パラフィン包埋した NC/Tnd マウスの皮膚組織を薄切し、

スライドガラスに接着させた。タンパク質の抗原性復帰処理を行ったのち、免

疫組織化学法によって目的とするタンパク質の発現解析を行った。一次抗体は

ウサギ抗 KLK5ポリクローナル抗体（Abcam）、ウサギ抗 LEKTIポリクローナル

抗体、マウス抗 PAR2モノクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology）、ヤギ抗

TSLPポリクローナル抗体（R&D Systems, Minneapolis, MN）を使用した。二次

抗体は、一次抗体の動物種に応じてビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体、ビオチン

標識抗マウス IgG抗体、ビオチン標識抗ヤギ IgG抗体（Santa Cruz Biotechnology）

を用い、希釈濃度は各抗体の添付書類に従った。  

4. 酵素免疫学的測定法（Enzyme-linked immune sorbent assay, ELISA）  

	 SPF および Conv NC/Tnd マウスの表皮に発現する TSLP を定量するため、

ELISAを実施した。マウスから採取した皮膚組織を 5 mM EDTAを含む 50°Cの

PBSに 2分間浸漬し、表皮と真皮を分離した。得られた表皮を氷温の PBSで洗

浄し、タンパク質分解酵素阻害剤を添加した CellLytic MT reagent（Sigma-Aldrich）

を加えて破砕した。破砕液を遠心分離して不溶性分画を取り除き、上清を試料

とした。BCA Protein assay（Thermo Scientific, Waltham, MA）法を用いて、試料

中のタンパク質濃度を定量し、全ての試料が同一濃度となるように CellLytic MT 

reagent（Sigma-Aldrich）で希釈した。実験にはMouse TSLP ELISA MAX Deluxe Kit

（BioLegend, San Diego, CA）を用い、添付書類にしたがって TSLPの定量を行っ

た。 

5. 統計学的解析 

	 統計的有意差判定には、二元分散分析法および多重比較法を用いた。二元分

散分析は、独立変数を飼育環境および週齢、従属変数を皮膚表面の pH、ウェス

タンブロッティング法による KLK5、PAR2、LEKTIタンパク質の相対的発現強

度、ELISA 法による TSLP 発現量として、各要因の主効果および交互作用を検

定した。有意差の判定は F境界値を用い、分散比 F > F(1 − α)のとき危険率α = 
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0.05を有意な差とした。また、多重比較法としては Tukey法を使用し、危険率 p 

< 0.05を有意な差とした。 

 

（2）結果 

 

	 図 6に皮膚 pHの測定結果を示した。5週齢の NC/Tndマウスでは、飼育環境

に関わらず皮膚表面は pH 6前後であった。しかし、Conv NC/Tndマウスでは皮

膚炎が発症する 7週齢で急激に pHが上昇し、SPF NC/Tndマウスと比較して有

意な差が認められた。また、このような Conv NC/Tndマウスの皮膚における高

pHは 12週齢まで維持された。一方、皮膚炎を発症しない SPF NC/Tndマウスで

は週齢が進むにしたがって pHは低下し、皮膚表面が酸性化する傾向が認められ

た（図 6）。  

	 KLK5 の至適 pH は中性からアルカリ性域に存在する。そこで、NC/Tnd マウ

スの皮膚 pHの上昇が KLK5に与える影響を検討した。図 7にウェスタンブロッ

ティング法および免疫組織化学法による KLK5 のタンパク質の解析結果を示し

た。5週齢の NC/Tndマウスでは、飼育環境による KLK5タンパク質のレベルに

差は認められなかった。一方、12週齢の Conv NC/Tndマウスでは SPF NC/Tnd

マウスと比較して KLK5タンパク質の量がおよそ 3.5倍に増加した（図 7A）。ま

た、KLK5タンパク質の局在も、12週齢の Conv NC/Tndマウスでは角質層から

顆粒層に渡って広範な発現が認められた（図 7B）。 

続いて、KLK5の内因性抑制因子である LEKTIの発現を図 8に示す。NC/Tnd

マウスの皮膚の飼育環境および皮膚炎の有無によるタンパク質のレベルの差は

認められなかった（図 8Aおよび図 8B）。  

Briotら（Briot et al., 2009）の報告から、LEKTI欠損に起因する KLK5の活性

亢進は PAR2の活性化や TSLP産生量の増加を誘発するだけでなく、炎症性サイ

トカインの産生・分泌をも惹起する。そこで、NC/Tndマウスにおける PAR2お
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よび TSLP の発現をそれぞれ図 9、10 に示す。PAR2 タンパク質のレベルは、5

週齢の NC/Tnd マウスでは飼育環境の違いによる差は認められなかったのに対

して、12週齢の Conv NC/Tndマウスでは SPFマウスと比較して約 5倍の顕著な

発現量増加が認められた（図 9A）。また、PAR2タンパク質の局在も Conv NC/Tnd

マウスでは角質層から顆粒層に渡る発現領域の拡張のみならず、真皮に存在す

る免疫担当細胞での発現も観察された（図 9B）。また、TSLP の産生量は、5 週

齢の Conv NC/Tndマウスでは SPFで飼育したマウスと比較して顕著な差が認め

られなかったのに対して、12週齢の Convマウスでは SPF NC/Tndマウスの約 3

倍量の TSLPが検出された（図 10A）。さらにその局在も、表皮全域から真皮に

かけて広範な TSLPタンパク質の発現が観察された（図 10B）。  
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図 6 	 NC/Tndマウスにおける皮膚表面 pHの継時的変化  

	 5–12週齢の SPFおよび Conventional NC/Tndマウスにおける皮膚表面の pHを

測定した。各群当たり 5–6 匹のマウスを使用した。グラフは各群の平均値、バ

ーは標準誤差を示す。 *は、同じ週齢の SPF NC/Tndマウスと比較したとき、＃

はそれぞれの飼育環境の 5週齢マウスと比較したとき、危険率	 p < 0.05を意味

する。また、**、##は危険率	 p < 0.01を示す。  
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그림 6.#NC/Tnd#마우스에서의 주령에 따른 피부 표면의 pH#변화 #
5,##7,#9,#12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/#Tnd#마우스의 피부 표면의 pH를 측정하였다. 각 
군당 5>6 마리의 마우스를  사용하였다. 그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타낸
다. *는 같은 주령의 SPF#NC/Tnd#마우스와의 비교,##는 각각의 5주령 마우스와 비교하여, 위
험요소 p#<#0.05를 나타낸다.# 또한 **,###는 위험요소 p#<#0.01을 나타낸다.#�

Conventional  SPF   
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図 7	  NC/ Tndマウスの皮膚における KLK5タンパク質量の変化  

	 5週齢および 12週齢の SPFと Conv NC/Tndマウスの表皮における KLK5タン

パク質の量をウェスタンブロッティング法により検出した（A）。写真は 3 回の

実験で得られた結果のうち、代表的なバンドを示す。また、黒枠は同一膜上で

得られた結果を意味する。グラフのカラムは 3 回の実験から得られた KLK5 タ

ンパク質の平均相対発現強度、バーは標準誤差を表す。 *は同じ週齢の SPF 

NC/Tndマウスと比較して、危険率	 p < 0.05を示す。また、免疫組織化学法を

用いて、12週齢の SPFと Conv NC/Tndマウスの皮膚における KLK5タンパク質

の局在を可視化した（B）。バーは 100 µmを示す。 
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그림 7.#NC/Tnd#마우스에서의 상피 조직의  KLK5 발현 변화#
웨스턴 방법을 이용하여 5,#12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스의 상피 조직에
서 발현하는 KLK5 단백질의 발현량을 내성대조 하였다 (A). 사진은 3번의 실험에서 얻은 
결과 중, 대표적인 밴드를 나타낸다. 또한 검은 테두리는 동일한 막에서 얻어진 결과임을 
의미한다.  그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타낸다. *는 같은 주령의 SPF#
NC/Tnd#마우스와 비교하여, 위험요소 p#<#0.05를 나타낸다.#또한 면역 염색 방법을 이용
하여 12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스에서의 KLK5 단백질의 발현 위치를 
확인하였다 (B). 바는�100#μm를 나타낸다.# �
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図 8 	 NC/Tndマウス皮膚における LEKTIタンパク質量の変化  

	 5週齢および 12週齢の SPFと Conv NC/Tndマウスの表皮における LEKTIタ

ンパク質発現をウェスタンブロッティング法により検出した（A）。写真は 3 回

の実験で得られた結果のうち、代表的なバンドを示す。また、黒枠は同一膜上

で得られた結果であることを意味する。グラフのカラムは 3 回の実験からえら

れた LEKTIタンパク質の平均相対発現強度、バーは標準誤差を示す。また、免

疫組織化学法を用いて、12 週齢の SPF と Conv NC/Tnd マウスの皮膚における

LEKTIタンパク質の領域を検出した（B）。バーは 100 µmを示す。  

 

 

 

SPF 12 wk 

Conv 12 wk 

0"

0.2"

0.4"

0.6"

0.8"

1"

1.2"

5"wk" 12"wk"

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f L

EK
TI
�

SPF"" conven0onal""

12 wk 5 wk 

Conv SPF   Conv SPF   

GAPDH 

LEKTI 

Conv�

A� B�

그림 8.#NC/Tnd#마우스에서의 상피 조직의  LEKTI 발현 변화#
웨스턴 방법을 이용하여 5,#12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스의 상피 조직에
서 발현하는 LEKTI 단백질의 발현량을 내성대조 하였다 (A). 사진은 3번의 실험에서 얻
은 결과 중, 대표적인 밴드를 나타낸다. 또한 검은 테두리는 동일한 막에서 얻어진 결과
임을 의미한다.  그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타낸다.#또한 면역 염색 
방법을 이용하여 12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스에서의 LEKTI 단백질의 
발현 위치를 확인하였다 (B). 바는�100#μm를 나타낸다.# �
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図 9	  NC/Tndマウスの皮膚における PAR2タンパク質量の変化  

	 ウェスタンブロッティング法を用いて、5 週齢および 12 週齢の SPF と Conv 

NC/Tndマウスの表皮に産生する PAR2タンパク質を検出した（A）。写真は 3回

の実験から得られた結果のうち、代表的なバンドを示す。また、黒の枠線は、

同一の膜で得られた結果を意味する。グラフのカラムは 3 回の実験で得られた

PAR2タンパク質の GAPDHタンパク質に対する平均相対発現強度、バーは標準

誤差を示す。 **は同じ週齢の SPF NC/Tndマウスと比較して危険率 p < 0.01を表

す。また、免疫組織化学法を用いて、12週齢の SPFと Conv NC/Tndマウスの皮

膚における PAR2タンパク質の領域を解析した（B）。バーは 100 µmを示す。  
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그림 9.#NC/Tnd#마우스에서의 상피 조직의  PAR2 발현 변화#
웨스턴 방법을 이용하여 5,#12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스의 상피 조직에
서 발현하는 PAR2 단백질의 발현량을 내성대조 하였다 (A). 사진은 3번의 실험에서 얻
은 결과 중, 대표적인 밴드를 나타낸다. 또한 검은 테두리는 동일한 막에서 얻어진 결과
임을 의미한다.  그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타낸다.#**는 같은 주령의 
SPF#NC/Tnd#마우스와 비교하여, 위험요소 p#<#0.01를 나타낸다.#또한 면역 염색 방법을 
이용하여 12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스에서의 KLK5 단백질의 발현 위치
를 확인하였다 (B). 바는�100#μm를 나타낸다.# �
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図 10 	 NC/Tndマウスの皮膚における TSLPタンパク質の産生変化  

	 5週齢および 12週齢の SPFと Conv NC/Tndマウスの表皮に発現する TSLPを

ELISAを用いて定量した（A）。グラフは 100 µgタンパク質に該当する TSLPの

濃度を示す。各群あたり 4−5 頭のマウスを使用した。グラフは各群の平均値、

バーは標準誤差を表す。 **は同じ週齢の SPF NC/Tndマウスと比較して、危険率	 

p < 0.01を示す。また、免疫組織化学法を用いて、12週齢の SPFと Conv NC/Tnd

マウスの皮膚における TSLPタンパク質を検出した（B）。バーは 100 µmを示す。 
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그림 10.#NC/Tnd#마우스에서의 상피 조직의  TSLP 발현 변화#
ELISA#방법을 이용하여 5,#12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스의 상피 조직에
서 발현하는 TSLP 단백질의 발현량을 내성대조 하였다 (A). 각 그룹당 4>5 마리의 마우
스를 사용하였다. 그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타낸다.#**는 같은 주령
의 SPF#NC/Tnd#마우스와 비교하여, 위험요소 p#<#0.01를 나타낸다.#또한 면역 염색 방법
을 이용하여 12 주령의 SPF,#conven4onal#NC/Tnd#마우스에서의 TSLP 단백질의 발현 
위치를 확인하였다 (B). 바는�100#μm를 나타낸다.# �

Conv SPF  
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（3）考察 

 

	 正常な成人の皮膚表面 pHは 4.5−5.5として弱酸性を呈している。しかし、新

生児の皮膚表面の pHは約 6.6で（Fluhr et al., 2004a）、成長によってナトリウム−

水素交換１型（Sodium-Hydrogen Exchanger 1, NHE1）、分泌型ホスホリパーゼ A2

（secretory phospholipase A2, sPLA2）、フィラグリンなどの内因性皮膚 pH恒常性

維持機構と汗腺、皮脂腺から分泌される自由脂肪酸や抗菌ペプダイドなどの外

因性皮膚 pH恒常性維持機構が作動することで、皮膚 pHはますます弱酸性化さ

れる（Behne et al., 2002; Fluhr et al., 2004b; Sakai et al., 2014）。このような皮膚表

面の弱酸性化の維持は皮膚の透過障壁の恒常性維持と堅牢性を強化し、病原体

の侵入を防ぐ抗菌作用とサイトカインの活性化の調節をする。SPF NC/Tndマウ

スでは週齢が増加するほど、皮膚 pH 恒常性維持機構が作用することで皮膚 pH

が弱酸性化したが、Conv NC/Tnd マウスでは、アトピー性皮膚炎の症状が発現

する 7 週齢からバリア機能の低下を示す TEWL の増加と共に皮膚表面の pH 上

昇が観察された。これは、皮膚 pHの上昇と皮膚バリア損傷の関連性が予想され

る。	 

	 2009年、Briotら（Briot et al., 2009）は、抑制されない KLK5が複数のサイト

カイン、特に TSLPの産生を誘導して炎症反応を誘発すると報告した。私は皮膚

pH の上昇が皮膚内に存在するセリンプロテアーゼである KLK5 を活性化させ

PAR2、TSLP を増加させることではないか仮説を立てた。それで、検討した結

果、進行した皮膚炎を有する 12 週齢の Conv NC/Tnd マウスの表皮では同じ週

齢の SPF NC/Tndマウスより KLK5、PAR2、TSLPのタンパク質の量が有意に増

加した。 しかし、KLK5の内因性抑制因子である LEKTIはタンパク質の量には

変化がなかった。 

	 この結果から、Conv NC/Tndマウスで観察された皮膚 pHの上昇が KLK5タン
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パク質の発現増加を引き起こし、それにともなって PAR2の活性化と TSLPの産

生を誘発したのではないかと推測できる。また、マウスの皮膚炎の発症および

症状の進行にともなってこれらの一連の変化が認められたことから、KLK5の発

現増加や PAR2の活性化、TSLP産生が皮膚バリアの損傷と関連すると考えられ

る。 
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[5] 小括 

 

	 健康な人の皮膚表面 pH は、4.5–5.5 で弱酸性を呈しおり、このような皮膚の

弱酸性化の維持は、皮膚透過障壁の維持と皮膚の堅牢性を強化し、抗菌作用に

非常に重要な役割を担う。通常の飼育環境で維持した Conv NC/Tndマウスでは、

アトピー性皮膚炎の症状が発現する 7 週齢から皮膚バリアの機能不全を示唆す

る TEWLの増加と皮膚表面の pH上昇が観察された。これは、NC/Tndマウスが

アトピー性皮膚炎の動物モデルとして皮膚バリアの損傷と皮膚 pH の上昇を伴

うことを示唆している。  

	 一方、角質層の構成要素であるフィラグリンは、皮膚の保湿と弱酸性の維持

に働くことから、その機能異常はアトピー性皮膚炎の重要な危険因子のひとつ

と考えられているが、NC/Tndマウスでは皮膚炎症状の発現に伴い、フィラグリ

ンのタンパク質とその分解産物が有意に増加した。この結果から NC/Tnd マウ

スはフィラグリン欠損マウスではないため、ワイルドタイプのアトピー性皮膚

炎患者と同様に、皮膚バリア損傷に対して代償的作用がはたらいためではない

かと推測される。  

	 次は、皮膚の pH上昇と関連する皮膚バリアの損傷原因について検討した。皮

膚に存在するセリンプロテアーゼは、中性—アルカリ性の環境で高い活性化を有

し、ケラチノサイトを結合するコルネオデスモソームを分解して、皮膚の堅牢

性を悪化させる。さらに、セリンプロテアーゼの一つである KLK5 のトランジ

ェニックマウスモデルでは TEWLの増加と炎症反応が発現された（Furio et al., 

2014）。また、KLK5によってケラチノサイトから TSLPを分泌する（Briot et al., 

2009）。 

 中等度の臨床症状を有する 12週齢の Conv NC/Tndマウスの表皮では KLK5、

PAR2、TSLP のタンパク質量が有意に増加し、その局在も角質層のみならず、

顆粒層にまで広く発現していることが観察された。KLK5は、中性からアルカリ
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性領域に至適 pHを有するタンパク質分解酵素であることから、皮膚 pHの上昇

にともなって KLK5の活性増加だけではなくタンパク質量の増加と、KLK5を介

した PAR2の活性化、TSLPの産生増加が惹起されると考えられた。この仮説の

検証は 3 章で行う。また、アトピー性皮膚炎患者で認められる皮膚バリアの損

傷に KLK5、PAR2、TSLP活性化が関与する可能性が示唆された。 
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Ⅱ章	 モデルマウスを用いた皮膚の弱酸性 pH維持による 

アトピー性皮膚炎の治療効果 

 

[1] 序論 

 

	 哺乳類の正常な角質層は、弱酸性（pH4.5−5.5）に保たれている。これは、透

過障壁の維持（Hachem et al., 2003）や、角質層の付着力の強化（Hachem et al., 

2003）、細菌感染に対する防御作用（Elias, 2007）、サイトカインの活性化（Hachem 

et al., 2010）を調節する上で重要である。一方、皮膚表面の pHは新生児、高齢

者で高く、また炎症反応によっても上昇することが知られている。皮膚表面の

弱酸性 pHの維持には、 NHE1、sPLA2、フィラグリン分解産物などの内因性因

子と皮脂腺、汗腺から分泌のする外因性因子が関与している（Fluhr et al., 2001; 

2004b; Behne et al., 2001; Kezic et al., 2009; Murota et al., 2014; Kim et al., 2006）。  

	 アトピー性皮膚炎患者の 90％以上で、黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）

等による二次的な細菌感染症が認められ（Ong et al., 2002）、アレルギー感作反

応や炎症反応を悪化させる。このような病原性細菌の感染を防御するために、

皮膚は抗菌ペプチドを生産する。分泌性抗菌ペプチドのひとつである cathelicidin 

LL-37は、皮膚の弱酸性化維持にも関与する（Reinholz et al., 2012）。すなわち、

アトピー性皮膚炎患者で認められる cathelicidin LL-37 の減少は病原性細菌に対

する抵抗性を減少させるだけでなく、皮膚表面の pH上昇を招き、細菌が繁殖し

やすい中性の環境を形成する。これによって皮膚の pHが維持できなくなると病

原性細菌の繁殖を誘発し、二次的細菌感染を惹起する。また、細菌感染によっ

て作り出される内毒素は、かゆみ物質や細菌毒素に対する特異的 IgE

（enterotoxin-specific IgE）の産生を惹起し、免疫学的異常を誘発する。  

 	 皮膚が損傷を受けると、修復のためグルコセレブロシド加水分解酵素である

ベタ-グルコセレブロシダーゼ（β-glucocerebrosidase）や、スフィンゴミエリン
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（sphingomyelin）を加水分解してセラミドを産生する酸性スフィンゴミエリン

ナーゼ（acidic sphingomyelinase）のような脂質生産酵素を増加させるとともに、

層板顆粒（lamellar body）の分泌を促進させ、セラミドの合成量を増加させる

（Holleran et al., 1991）。セラミド生産に関与するベタ-グルコセレブロシダーゼ

やスフィンゴミエリンナーゼは、皮膚の pHに対して鋭敏に反応する。これらの

酵素はそれぞれグルコシルセラミド（Glucosylceramide）、スフィンゴミエリンを

分解してセラミドを生成するが、至適 pHが弱酸性（pH 5）であることから、pH

が上昇するほどその活性は低下する。実際に、アトピー性皮膚炎患者の皮膚で

はセラミドが減少しているが（Chamlin et al., 2002）、これは、皮膚 pHがセラミ

ド生産を介して皮膚バリアの回復に関与していることを意味する。また、ヒト

とマウスを用いて、粘着テープの接着・剥離によって急性の皮膚バリア損傷モ

デルを作成した時、皮膚の pHを正常角質層程度の pHに下げた場合、皮膚バリ

アの回復力が増強することが報告されている（Hachem et al., 2010）。  

	 ポリヒドロキシル酸（Polyhydroxyl acid, PHA）は皮膚の弱酸性を維持する実験

に主に使われる物質として分子量が大きいことで、皮膚の浸透力が弱く、皮膚

に対する副作用が少ないことが知られている。この PHAを急性皮膚損傷マウス

モデルの皮膚に塗布したところ、角質層の酸性化や、皮膚の構造・機能に対す

る増強効果が認められた（Hachem et al., 2010）。また、接触性刺激性皮膚炎マウ

スモデルでも、PHA の塗布により皮膚 pH の正常化やバリア機能の強化が認め

られた（Hatano et al., 2009）。これをもとに、本章では PHAのひとつであるラク

トビオン酸（lactobionic acid, LBA）を使用し、皮膚 pHと皮膚バリア損傷後の回

復力について、NC/Tndマウスを用いて詳細に解析した。LBAは、主に角質除去

剤として化粧品に使用され、皮膚に対する刺激性はほとんどないことが知られ

ている。  

	 Ⅰ章において皮膚炎の発症とともに皮膚 pH の上昇が認められた  conv 

NC/Tndマウスに LBAを塗布して皮膚表面の pHを弱酸性に復帰させた場合の、
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皮膚バリアの回復力と炎症反応の緩和について検討した。また、皮膚の酸性化

に関与する分子的メカニズムについても検討した。
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[2] LBA塗布による皮膚表面の pH、表皮水分蒸散量、臨床症状の変化 

 

1）材料および方法 

 

1.	 試薬の調整  

	 LBA (Wako, Osaka, Japan）を蒸留水で希釈し、2.5%および 5％の LBA溶液を

作成した。LBA溶液の pHは、それぞれ 2.5% LBA溶液が pH 2.8、5%LBA溶液

が pH 2.6であった。また、陰性対照として 5% LBA溶液に NaOH加え pH 7.0に

調整した中和 LBA（neutralized 5% LBA, nLBA）を使用した。  

2.	 塗布実験  

	 実験には、中等度の皮膚炎症状を示す 12週齢の Conv NC/Tndマウスを使用し

た。各群 5−6頭のマウスの後背部の被毛を除去した後、5−6 cm2の範囲に蒸留水、

2.5%、5% LBA溶液、nLBA溶液をそれぞれ 100 µLずつ塗布した。塗布の回数

は 1日 2回、期間は 2週間とした。  

3.	 TEWLおよび皮膚 pHの測定  

	 皮膚のバリア機能を評価するため、LBA塗布部位の TEWLを測定した。測定

30分前に、マウスを恒温恒湿室（温度 23 ± 1°C、相対湿度 40 ± 10%）に移動さ

せ順化させた後、既述の方法により TEWLを測定した。また、LBA塗布部位の

皮膚 pHもマウス恒温恒湿室で順化させたのち、既述した方法にしたがって測定

した。 

4.	 臨床症状の評価  

	 皮膚炎の重症度は、臨床症状により評価した。アトピー性皮膚炎に特徴的な 5

つの臨床症状であるかゆみ、発赤・出血、浮腫、擦過傷・糜爛、乾燥・フケの 5

つの項目について、0点（なし）から 3点（非常に強い）の 4段階で評価し、そ

の総和を算出した（Matsuda et al., 1997）。 

5.	 擦過行動の測定  
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	 皮膚炎によって生じるかゆみの程度を定量化するため、NC/Tndマウスの擦過

行動を測定した。測定 30分前に、マウスを測定に使用する不透明な四角形の箱

に入れ順化させた。その後、30 分間に認められる擦過行動の回数と擦過時間を

SCLABA-Real system（Noveltec Inc., Kobe, Japan）を用いて測定した （Ishii et al., 

2008）。 

6. 統計学的解析 

	 統計学的有意差判定は、一元分散分析法および多重比較法を用いた。一元分

散分析は、独立変数を LBA の塗布、従属変数を同一の期間での皮膚表面の pH,	 

経皮水分蒸発量、肉眼的臨床症状の評価、擦過行動の回数と時間として、有意

差の判定は F境界値を用い、分散比 F > F(1 − α)のとき危険率α = 0.05を有意

な差とした。また、多重比較法としては Tukey法を使用し、危険率 p < 0.05を有

意な差とした。 

 

2）結果 

 

	 図 11に、LBA塗布による pHと TEWLの変化を示した。蒸留水（図中 Vehicle）

もしくは nLBAを塗布した対照群では、皮膚表面はおよそ pH 6.5に保たれ、塗

布による有意な変化は認められなかった。一方、2.5% LBAを塗布した群では pH 

5.3まで、5％ LBA群では pH 4.7まで皮膚表面の pHが低下したことから、LBA

塗布による皮膚の弱酸性化が確認された（図 11A）。このとき、対照群と LBA

塗布群で TEWLを比較すると、2.5%および 5% LBA塗布群では皮膚 pHが弱酸

性維持されると同時に TEWLも減少した。一方、蒸留水もしくは nLBAと塗布

した対照群では TEWLに顕著な変化は認められなかった（図 11B）。  

	 図 12Aに、肉眼的臨床症状の変化を示した。臨床スコア 11−12に相当する中

等度の皮膚炎症状を呈する Conv NC/Tndマウスに 2.5%、5% LBAを塗布したと

ころ、皮膚炎症状は徐々に緩和し、2.5% LBA塗布群ではスコア 7まで、5% LBA
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塗布群ではスコア 7.5まで臨床症状が改善した。しかしながら、蒸留水もしくは

nLBA を塗布した対照群では、その臨床症状に大きな変化は認められなかった

（図 12A）。図 12Bには、2週間の塗布実験終了時点における各群の典型的な皮

膚炎症状を示した。蒸留水もしくは nLBA 塗布群ではでは皮膚の発赤と出血、

引っ掻き行動による擦過傷や糜爛、皮膚の乾燥など重度の臨床症状が観察され

るのに対し、2.5%および 5% LBA塗布群では、対照群と比較して軽度の皮膚炎

症状であることが肉眼的に確認できた（図 12B）。  

	 図 13には擦過行動の変化を示した。アトピー性皮膚炎の重要な症状の一つで

あるかゆみが引き起こす擦過行動の回数と時間を、SCLABA-Real systemを用い

て、30 分間測定した。蒸留水もしくは nLBA を塗布した二つの対照群では、擦

過行動に顕著な変化は認められなかったのに対して、2.5%および 5% LBAを塗

布した群では擦過行動の回数と時間が有意に減少した（図 13Aおよび図 13B）。 
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図 11	  LBA塗布による Conv NC/Tndマウスの皮膚 pHと TEWLの変化  

中等度の皮膚炎症状を呈するConv NC/Tndマウスの後背部の皮膚にLBAを塗布

した後、皮膚表面の pH（A）と TEWL（B）を測定した。測定には、各群当たり

5–6頭のマウスを使用した。グラフは各群の平均値、バーは標準誤差を示す。 *

は蒸留水塗布群（図中 Vehicle）と比較、＃は nLBA群と比較して、危険率 p < 0.05

を示す。また、**、## は危険率 p	 < 0.01を、***、### は危険率 p < 0.001を示す。  
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그림 11. 아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른  피부 표면의 pH)변화
와 경피 수분 조산량의 변화  )
중등도의 임상 증상을 갖는 conven3onal)NC/)Tnd)마우스의 등 부분에 LBA)를 
도포 후  피부 표면의 pH(A)와 경피 수분 조산량(B)를 측정하였다. 각 군당 596 
마리의 마우스를  사용하였다. 그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타
낸다.)*는 vehicle군과 비교,)#는 nLBA군과 비교하여, 위험요소 p)<)0.05를 나타
낸다.) 또한 **,)##는 위험요소 p)<)0.01을,)***,)###는 위험요소 p)<)0.001을  나
타낸다.)�
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図 12	 LBA塗布による Conv NC/Tndマウスの皮膚炎臨床症状の変化  

中等度の臨床症状を有する Conv NC/Tndマウスの後背部皮膚に LBAを塗布し、

皮膚炎症状の変化を肉眼的に評価した（A）。実験には、各群当たり 5−6 頭のマ

ウスを使用した。グラフは各群の平均値、バーは標準誤差を示す。*は蒸留水塗

布群（図中 Vehicle）と比較、＃は nLBA塗布群と比較して、危険率 p < 0.05を表

す。また、塗布実験開始後 2 週間の時点における、各群の典型的な皮膚炎症状

を示す（B）。  
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그림 12. 아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른  육안적 임상 증상의 변
화 )
중등도의 임상 증상을 갖는 conven3onal)NC/)Tnd)마우스에 LBA)를 도포 하는 
동안,   임상 증상을 평가하였다.) 그리고 사진은  LBA)도포  2주 후 욱안적 임상 
증상의 변화를 나타내고 있다.))
각 군당 596 마리의 마우스를  사용하였다. 그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 
오차를 나타낸다.)*는 vehicle군과 비교,)#는 nLBA군과 비교하여, 위험요소 p)<))
0.05를 나타낸다.) �
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図 13	 LBA塗布による Conv NC/Tndマウスの擦過行動の変化  

中等度の臨床症状を呈する Conv NC/Tndマウスの後背部皮膚に LBAを塗布し、

擦過行動の回数（A）ならびに擦過時間（B）を測定した。実験には、各群当た

り 5−6頭のマウスを使用した。グラフは各群の平均値、バーは標準誤差を示す。
*は蒸留水塗布群（図中 Vehicle）と比較、＃は nLBA群と比較して危険率 p < 0.05

を示す。また、##は危険率 p < 0.01を示す。 
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그림 13. 아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른  스크래칭의 변화)
중등도의 임상 증상을 갖는 conven3onal)NC/)Tnd)마우스에 LBA를 도포하는 동
안, 스크래칭의 횟수 (A)와 시간 (B)을 측정하였다.)))
)각 군당 596 마리의 마우스를  사용하였다. 그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 
오차를 나타낸다.)*는 vehicle군과 비교,)#는 nLBA군과 비교하여, 위험요소 p)<)
0.05를 나타낸다.) 또한  ##는 위험요소 p)<)0.01을  나타낸다.)�
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3）考察 

 

	 角質層が弱酸性の pHに保たれていることは、様々な皮膚の生理機能に関与す

ることから（Hachem et al., 2005; 2010）、皮膚 pHの上昇は、皮膚バリアが障害さ

れた際の回復力を低下させるという報告がある。Ⅰ章で、アトピー性皮膚炎を

発症した Conv NC/Tndマウスでは皮膚バリアの損傷を示唆する TEWLの増加の

みならず、皮膚 pHの上昇や表皮における KLK5、PAR2、ならびに TSLPタンパ

ク質レベルの亢進が認められることを明らかにした。 

	 本項では、皮膚炎の発症に伴って上昇した Conv NC/Tndマウスを用いて、皮

膚の弱酸性化を維持による皮膚バリアの回復、病変の肉眼的変化、そして臨床

症状の改善を検討した。 皮膚の弱酸性化の維持のために 2.5%および 5%LBAを

使用しており、これに対する対照群には蒸留水を塗布した Vehicle 群と中性

5%LBAを塗布した nLBA群を比較した。その結果、皮膚 pHは 1日 2回 LBA塗

布によって弱酸性を維持し、TEWL が有意に減少し、肉眼的臨床スコアも改善

された。特に皮膚の乾燥症状が顕著に緩和された。そして、アトピー性皮膚炎

で重要な症状中の 1 つであるかゆみによる擦過行動が減少した。かゆみは、ア

トピー性皮膚炎患者で深刻なストレスであり、生活の質を低下させるもっとも

重要な症状である。かゆみによる擦過行動は皮膚への物理的刺激を与え、皮膚

のバリア機能ををさらに低下させる。本項で得られた結果から、アトピー性皮

膚炎に対する皮膚の弱酸性化は、皮膚バリアを回復させ、臨床症状を緩和させ

ることが明らかとなって。 次項では、これに関与するメカニズムを分析し、組

織学的評価を行った。 
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[3] 弱酸性の pH維持による皮膚炎緩和のメカニズム 

 

1）材料および方法 

 

1.	 ウェスタンブロッティング法 

	 皮膚の弱酸性の pH 維持による皮膚炎緩和のメカニズムを明らかにするため、

LBAを塗布した NC/Tndマウスの表皮を用いて KLK5、LEKTI、および PAR2の

タンパク質発現量をウェスタンブロッティング法で解析した。 

前述した方法で、各群のマウスの表皮を分離し、試料を調整した。12%のポリ

アクリルアミドゲル（Bio-Rad Laboratories）を用いて電気泳動により試料を展開

して Immobilom-P PVDF膜（Millipore）に転写した。非特異的反応の出現を防ぐ

ために 5％スキムミルク（Wako）を含む 20 mM TBSに 60分間浸漬した後、各

種一次抗体を添加し 4°Cで一晩反応させた。0.05% Tween-20を含む TBSで洗浄

した後、HRP で標識された二次抗体を添加し室温で 45 分間反応させた。再び

TBSで洗浄した後、発色基質 Immobilon western detection reagents（Milipore）を

作用させ、ImageQuant LAS4000を用いて可視化した。一次抗体は、ウサギ抗KLK5

ポリクローナル抗体（abcam）、ウサギ抗 LEKTIポリクローナル抗体、マウス抗

PAR2モノクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology）を使用した。二次抗体は、

一次抗体の動物種にあわせて HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体もしくは HRP 標識抗

マウス IgG（Cell Signaling Technology）を使用し、希釈濃度は各項ての添付書類

に従った。  

2.	 組織学的評価と免疫組織化学法  

	 特殊染色法および免疫組織化学法を用いて、酸性化した皮膚を組織学的に評

価した。LBAを塗布した Conv NC/Tndマウスから採取した皮膚を 10%の中性ホ

ルマリンで固定した後、パラフィン包埋した。厚さ 4 µmで薄切した組織をスラ

イドガラスに接着させ、キシレンで脱パラフィン処理した。皮膚組織中に存在
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する肥満細胞および好酸球を特異的に染色するため、それぞれトルイジンブル

ー染色液（pH 4）、コンゴレッド染色液を使用した。染色した皮膚組織を倍率 200

倍の顕微鏡下で観察し、無作為に選択した 4 視野内の肥満細胞もしくは好酸球

の個数を元に平均値を算出して、その個体における細胞数とした。  

 	 免疫組織化学法は、既述した方法にしたがって実施した。一次抗体は、ウサ

ギ抗 KLK5ポリクローナル抗体、ウサギ抗 LEKTIポリクローナル抗体、マウス

抗 PAR2モノクローナル抗体、ヤギ抗 TSLPポリクローナル抗体を使用した。二

次抗体は、一次抗体の動物種に合わせて、ビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体、ビ

オチン標識抗マウス IgG 抗体、またはビオチン標識抗ヤギ IgG 抗体を用い、希

釈濃度は各抗体の添付書類に従った。  

3. ELISA  

	 皮膚の酸性化に伴う TSLP産生量の変化を評価するため、ELISAを実施した。

LBAを塗布した Conv NC/Tndマウスの皮膚組織を採取し、5 mM EDTAを添加

した 50°Cの PBSに 2分間浸漬して表皮と真皮を分離した。氷温の PBSで洗浄

後、分離した表皮にタンパク質分解酵素を添加した CellLytic MT reagentを加え

て破砕した。不溶性分画を除去するため、破砕液を遠心分離し、得られた上清

を試料とした。BCA Protein assay法で試料のタンパク質濃度を定量し、同一濃度

となるように CellLytic MT reagentで希釈した。Mouse TSLP ELISA MAX Deluxe 

Kitを用い、添付書類にしたがって試料中の TSLP量を測定した。  

4. リアルタイム Reverse transcription and polymerase chain reaction（RT-PCR）法  

	 皮膚の酸性化による炎症性サイトカインの発現変化をリアルタイム RT-PCR

法を用いて検出した。LBAを塗布した Conv NC/Tndマウスの皮膚を採取し、液

体窒素で即座に凍結させた。マルチビーズショッカー（Yasui Kikai Co.,Osaka, 

Japan）を用いて、凍結皮膚組織を破砕した後、Isogen（Nippogene）を用いて全

RNAを抽出した。PrimeScript 1st strand cDNA synthesisキット（TAKARA BIO）

を用いて、逆転写反応により1 µgの全RNAから相補的DNA（complementary DNA, 
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cDNA）を合成した。得られた cDNAに、特異的プライマーと核酸染色薬 SYBR 

green があらかじめ添加された DNA ポリメラーゼ、SYBR Premix Ex Taq II

（TAKARA BIO）を添加し、PCR条件（50°Cで 2分間、95°Cで 10分間、95°C

で 15秒、60°Cで 1分間）を 40回繰り返し、DNAの増幅を行った。使用したプ

ライマーは表１の通りである。 

	 ABI Prism7000 Sequence Detector（Applied Biosystems, Tokyo, Japan）を用いて

DNA 増幅に伴う SYBR green の蛍光強度を継時的に計測した。サイクル比較法

を用いて、検出された蛍光強度から β-actinの mRNA発現量に対する各遺伝子の

相対的mRNA発現量を算出した。実験は 3回行い、その平均値を図 19に示した。 

5. 統計学的解析 

	 統計学的有意差判定は、一元分散分析法および多重比較法を用いた。一元分

散分析は、独立変数を LBAの塗布、従属変数をウェスタンブロッティング法に

よる KLK5、PAR2、 LEKTIタンパク質の相対的発現強度,	 ELISA法による TSLP

発現量、皮膚に浸潤した肥満細胞と好酸球の数、炎症性サイトカインの mRNA	 

の発現とした。有意差の判定は F境界値を用い、分散比 F > F(1 − α)のとき危険

率α = 0.05を有意な差とした。また、多重比較法としては Tukey法を使用し、

危険率 p < 0.05を有意な差とした。 

 

2）結果 

 

	 まず、皮膚を弱酸性に復帰させることで KLK5、LEKTI、PAR2、TSLPのタン

パク質量にどのような影響を与えるかを確認した。表皮組織での KLK5 タンパ

ク質の量を検出した結果、2.5％および 5％LBA 塗布によってタンパク質の量が

有意に減少することを確認した（図 14A）。また、免疫染色で局在を調べると、

二つの対照群では顆粒層まで KLK5 の陽性反応が認められた。一方で、2.5％お

よび 5％LBA 塗布群では、その陽性反応は減弱し角質層に限定されていた（図
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14B）。一方、KLK5の内因性抑制因子である LEKTは、LBA塗布によってタン

パク質の量および局在ともに大きな変化は認められなかった（図 15A および図

15B）。また、PAR2のタンパク質のレベルをウェスタンブロッティング法で確認

した結果、LBA塗布によって、その量が減少した（図 16A）。その局在も二つの

対照群では広い範囲に陽性反応が認められたのに対して、LBA 群ではその陽性

反応が制限されていた（図 16B）。同様に、TSLPの産生も LBA塗布によって減

少し、その局在も限定的となっていた（図 17）。  

	 続いて、皮膚組織での炎症反応の変化を評価するため、肥満細胞および好酸

球数を、それぞれトルイジンブルー染色法とコンゴレッド染色法で調べたとこ

ろ、肥満細胞数および好酸球数は 2.5% および 5% LBA 塗布群で有意に減少し

ていた（図 18A, B）。また、リアルタイム RT-PCRを用いた炎症性サイトカイン

の発現解析では、ケラチノサイトから分泌される炎症誘発性のサイトカインで

あるインターロイキン（Interleukin, IL）-33、初期炎症を誘導するサイトカイン

である IL-1β、Th2炎症を誘導するサイトカインである IL-4、樹状細胞の遊走に

関与するマトリックッスメタロプロテアーゼ-9（Metalloproeinase-9, MMP-9）、お

よび Th2細胞から分泌され、かゆみに関連する IL-31の有意な減少が確認された

（図 19）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 

 

 

 

 

図 14	 LBA塗布によるConv NC/Tndマウスの皮膚におけるKLK5タンパク質量

の変化  

ウェスタンブロッティング法を用いて、LBA 塗布によって酸性化した表皮に発

現する KLK5タンパク質を検出した（A）。写真は 3回の実験から得られた結果

のうち、代表的なバンドを示す。また、黒の枠線は、同一の膜で得られた結果

を意味する。グラフは各群の平均値、バーは標準誤差を表す。*は蒸留水塗布群

（図中 Vehicle）と比較、＃は nLBA群と比較して、危険率 p < 0.05を意味する。

**、##は危険率 p < 0.01を示す。また、免疫組織化学法を用いて、LBA塗布によ

る KLK5タンパク質の領域変化を確認した（B）。バーは 100 µmを示す。  
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그림 14.)아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 상피 조직의  KLK5 발현 변화)
웨스턴 블로팅 방법을 이용하여 아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 피부 산
성화에서 상피 조직에서 발현하는 KLK5 단백질의 발현량의 변화를 내성대조 하였다 (A). 
사진은 3번의 실험에서 얻은 결과 중, 대표적인 밴드를 나타낸다. 또한 검은 테두리는 동
일한 막에서 얻어진 결과임을 의미한다.  그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나
타낸다. *는 vehicle군과 비교,)#는 nLBA군과 비교하여, 위험요소 p)<)0.05를 나타낸다.) 
또한  **,##는 위험요소 p)<)0.01을  나타낸다)
또한 면역 염색 방법을 이용하여 LBA도포에 의한 )
KLK5 단백질의 발현 위치 변화를 확인하였다 (B). 바는�100)μm를 나타낸다.) �
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図 15	 LBA塗布による Conv NC/Tndマウスの皮膚における LEKTIタンパク質

量の変化  

ウェスタンブロッティング法を用いて、皮膚の酸性化に伴う LEKTIタンパク質

のレベルの変化を検出した（A）。写真は 3 回の実験から得られた結果のうち、

代表的なバンドを示す。また、黒の枠線は、同じ膜で得られた結果であること

を意味する。グラフは各群の平均値、バーは標準誤差を示す。また、免疫組織

化学法を用いて、LBA塗布による LEKTIタンパク質の領域変化を確認した（B）。

バーは 100µmを示す。 
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그림 15.)아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 상피 조직의 LEKTI 발현 변화)
웨스턴 블로팅 방법을 이용하여 아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 피부 산
성화 의한 상피 조직에서 발현하는 LEKTI 단백질의 발현량의 변화를 내성대조 하였다 
(A). 사진은 3번의 실험에서 얻은 결과 중, 대표적인 밴드를 나타낸다. 또한 검은 테두리
는 동일한 막에서 얻어진 결과임을 의미한다.  그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차
를 나타낸다.)또한 면역 염색 방법을 이용하여 LBA도포에 의한 )
LEKTI 단백질의 발현 위치 변화를 확인하였다 (B). 바는�100)μm를 나타낸다.) �

Vehicle 2.5% LBA 

nLBA 5% LBA 

B  
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図 16	 LBA塗布によるConv NC/ Tndマウスの皮膚における PAR2タンパク質量

の変化  

Conv NC/Tnd マウスの皮膚を酸性化した際に生じる PAR2 タンパク質の発現変

化をウェスタンブロッティング法を用いて評価した（A）。写真は 3 回の実験か

ら得られた結果のうち、代表的なバンドを示す。また、黒枠は同じ膜で得られ

た結果であることを意味する。グラフは各群の平均値、バーは標準誤差を表す。 
*は蒸留水塗布群（図中 Vehicle）と比較、＃は nTMG群と比較して、危険率 p < 0.05

を示す。**、##は危険率 p < 0.01を示す。また、免疫組織化学法を用いて、皮膚

の酸性化に伴う PAR2タンパク質の局在の変化を検出した（B）。バーは 100 µm

を示す。  
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그림 16.)아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 상피 조직의  PAR2 발현 변화)
웨스턴 블로팅 방법을 이용하여 아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 피부 산
성화 의한 상피 조직에서 발현하는 PAR2 단백질의 발현량의 변화를 내성대조 하였다 
(A). 사진은 3번의 실험에서 얻은 결과 중, 대표적인 밴드를 나타낸다. 또한 검은 테두리
는 동일한 막에서 얻어진 결과임을 의미한다.  그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차
를 나타낸다. *는 vehicle군과 비교,)#는 nTMG군과 비교하여, 위험요소 p)<)0.05를 나타
낸다.) 또한  **,##는 위험요소 p)<)0.01을  나타낸다)
또한 면역 염색 방법을 이용하여 LBA도포에 의한 )
PAR2 단백질의 발현 위치 변화를 확인하였다 (B). 바는�100)μm를 나타낸다.) �

Vehicle 2.5% LBA 

5% LBA nLBA 
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図 17	 LBA塗布による Conv NC/Tndマウスの皮膚における TSLPタンパク質量

の変化  

ELISAを用いて、LBAを塗布した Conv NC/Tndマウスの表皮に発現する TSLP

タンパク質を定量した（A）。実験には、各群当り 4−5 頭のマウスを使用した。

グラフは 100 µgタンパク質に該当する TSLPの濃度を示す。グラフは各群の平

均値、バーは標準誤差を示す。**は蒸留水塗布群（図中 Vehicle）と比較、##は

nLBA群と比較して、危険率 p < 0.01を示す。また、免疫組織化学法を用いて、

皮膚の酸性化に伴う TSLPタンパク質の領域の変化を検出した（B）。バーは 100 

µmを示す。  
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그림 17.)아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 )상피 조직의  TSLP 발
현 변화)
ELISA)방법을 이용하여 아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 상피 조
직에서 발현하는 TSLP 단백질의 발현량을 측정하였다 (A). 각 그룹당 495 마리
의 마우스를 사용하였다. 그래프는 각 군의 평균값, 바는 표준 오차를 나타낸
다.) **는 vehicle군과 비교,)##는 nLBA군과 비교하여, 위험요소 p)<)0.01를 나
타낸다)
)또한 면역 염색 방법을 이용하여 LBA도포에 의한 TSLP)단백질의 발현 위치 변
화를 확인하였다 (B). 바는)100)μm를 나타낸다.) �

Vehicle 2.5% LBA 

5% LBA nLBA 

A  B  
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図 18	 LBA塗布による Conv NC/ Tndマウスの皮膚における炎症性細胞の浸潤  

病変部における炎症性細胞浸潤の程度を評価するため、トルイジンブルー染色

により肥満細胞を（A）、コンゴレッド染色により好酸球を（B）それぞれ特異的

に検出した。実験には、各群あたり 4−5 頭のマウスを使用した。グラフは各群

の平均値、バーは標準誤差を表す。 **は蒸留水塗布群（図中 Vehicle）と比較、
##は nLBA群と比較して、危険率 p < 0.01を意味する。バーは 100 µmを示す。  
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그림 18.)아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 )mast)cell과 호산구의 
발현 변화)
Toluidine)blue) 염색과 congo)red 염색을 통해, 아토피 NC/Tnd)마우스에서의 
LBA)도포에 의한 피부 조직에서의 mast)cell)(A)과 호산구 (B) 수의 변화를 평
가하였다.))
각 그룹당 495 마리의 마우스를 사용하였다. 그래프는 각 군의 평균값, 바는 표
준 오차를 나타낸다.) **는 vehicle군과 비교,)##는 nLBA군과 비교하여, 위험요
소 p)<)0.01를 나타낸다.)바는)100)μm를 나타낸다.) �
)
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図 19	 Conv NC/Tndマウスの皮膚の酸性化に伴う炎症性サイトカインの発現変

化  

LBA 塗布によって酸性化した Conv NC/Tnd マウスの皮膚における炎症性サイ

トカインの mRNA発現をリアルタイム RT-PCR方法を用いて解析した。実験に

は、各群当り 4−5頭のマウスを使用した。グラフのカラムは、蒸留水塗布群（図

中 Vehicle）の mRNA発現量に対する各群の相対的発現量を、バーは標準誤差を

示す。*は蒸留水塗布群と比較、＃は nLBA塗布群と比較して、危険率 p < 0.05を

示す。また、**、##は危険率 p < 0.01を示す。 
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그림 19.)아토피 NC/Tnd)마우스에서의 LBA)도포에 따른 )피부에서의 염증성 사
이토 카인의 발현 변화 )
두 대조군과 LBA)도포군 피부 조직에서의 염증성 사이토카인의 발현 변화를 
real93me)RT)PCR)방법을 이용해 확인 하였다.))
각 그룹당 495 마리의 마우스를 사용하였다. 그래프는 vehicle)군의 평균값을 1로 
하여, 그것에 대한 비율을 각 군의 평균값으로 평가 하였으며,))바는 표준 오차를 
나타낸다.). *는 vehicle군과 비교,)#는 nLBA군과 비교하여, 위험요소 p)<)0.05를 
나타낸다.) 또한  **,##는 위험요소 p)<)0.01을  나타낸다)
)
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表 1 cDNA 増幅に使用したプライマー 

 

 

 

 

 

Target cDNA� Forward sequence� Reverse sequence�

Mouse Il-25� CTCAACAGCAGGGCCACTC� GTCTGTAGGCTGACGCAGTGTG�  �

Mouse Il-33� GATGAGATGTCTCGGCTGCTTG� AGCCGTTACGGATATGGTGGTC�  �

Mouse Il-1β� TCCAGGATGAGGACATGAGCAC� GAACGTCACACACCAGCAGGTTA�  �

Mouse Il-4� ACGGAGATGGATGTGCCAAAC� AGCACCTTGGAAGCCCTACAGA�  �

Mouse Il-13� CAATTGCAATGCCATCTACAGGAC� CGAAACAGTTGCTTTGTGTAGCTGA�  �

Mouse Ifn-γ� CGGCACAGTCATTGAAAGCCTA� GGCACCACTAGTTGGTTGTCTTTG�  �

Mouse Mmp-9� GCCCTGGAACTCACACGACA� TTGGAAACTCACACGCCAGAAG�  �

Mouse Il-31� AAACAAGAGTCTCAGGATCTTTATAACAAC� ACGGCAGCTGTATTGATTCGT�
��

 �

Mouse Tslp� CGAGCAAATCGAGGACTGTGAG 
�

GCAGTGGTCATTGAGGGCTTC 
�

Mouse β-actin� CATCCGTAAAGACCTCTAGCCAAC � ATGGAGCCACCGATCCACA 
�
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3）考察 

 

	 LBAの塗布による皮膚表面の pHを弱酸性に復帰させることでKLK5、PAR2、

TSLPのタンパク質のレベルが有意に減少していることが明らかになった。同時

に、これら因子の皮膚における発現範囲の縮小が認められた。KLK5の活性化亢

進による表皮の過度の剥離は外部因子の侵入や皮膚の水分蒸発を増加させる。

また、PAR2の活性化は未熟な層板顆粒の分泌を誘発し、皮膚の脂質形成に異常

をもたらす（Hachem et al., 2006）。さらに、TSLPは Th2炎症を惹起する最初の

トリガーとして樹状細胞の遊走に関与するとともに、Th2細胞の増殖と分化を誘

発する（Watanabe et al., 2004; Omori and Ziegler, 2007; Rochman et al., 2007）。近年

のWilsonら（Wilson et al., 2013）の報告によると、TSLPは感覚神経に直接的に

作用して、かゆみを誘発する作用がある。これは皮膚 pHの上昇が皮膚バリアの

機能不全のみならず、炎症反応にも関与する可能性を示唆している。  

本項では、皮膚炎を発症した Conv NC/Tndマウスの皮膚を弱酸性化すること

で、損傷した皮膚バリアの回復と炎症反応の緩和が認められることを明らかに

し、弱酸性化に伴い KLK5 の活性が低下することで、TSLP の産生が抑制され、

かゆみや皮膚炎症状が緩和する可能性が示される。また、本項で得られた知見

から、皮膚 pHの正常化がアトピー性皮膚炎の新規治療法となる可能性が示唆さ

れた。 
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[5] 小括	 	 

	 

	 接着テープの接触と解離による急性皮膚バリアの損傷とハプテン誘導の接触

性刺激性皮膚炎モデルでの皮膚 pH は正常マウスより有意に高い。Hachem ら

（Hachem et al., 2009）と Hatanoら(Hatano et al., 2009)は、急性皮膚の損傷モデル

と接触性刺激性皮膚炎モデルでの PHA塗布による皮膚表面の弱酸性化の維持は

皮膚バリアの回復力を上昇すると報告した。 

	 本章では、皮膚炎の発症に伴って皮膚 pH が上昇した Conv NC/Tnd マウスを

用いて、皮膚 pHの弱酸性化が皮膚バリアや炎症反応に与える影響について検討

した。初めに、2.5%および 5%に希釈した LBA を、マウスの後背部の皮膚に塗

布した。LBAの塗布によって皮膚の pHは弱酸性化（およそ pH 4−5）に回復し、

痛み等の副作用は観察されなかった。  

	 皮膚の酸性化により、バリア機能の指標である TEWL が減少し、臨床症状の

緩和が認められた。また、痒みによって誘発される擦過行動も有意に減少した。

組織学的には、炎症細胞である肥満細胞や好酸球の浸潤が減少し、IL-33、IL-1β、

IL-4、MMP-9 などの炎症性サイトカイン、ケモカインと痒み関連サイトカイン

である IL-31の発現も有意に減少した。  

	 皮膚の弱酸性化によって、表皮における KLK5、PAR2、TSLPの発現量も減少

したことから、これらの分子の発現量低下が皮膚の炎症反応の緩和と皮膚バリ

アの回復に深く関与している考えられる。もちろん、皮膚の弱酸性化によって

弱酸性環境で活性が増加するセラミド生産酵素の機能上昇や酸性環境で生存、

繁殖が困難な病原菌に対する殺菌効果が回復し、脂質の質が改善したことで、

損傷した皮膚バリアが回復した可能性もある（Hachem et al., 2010; Reinholz et al., 

2012）。しかし、今回、私は KLK5、PAR2、TSLPに着目して実験を行った。皮

膚の弱酸性化は、KLK5の発現亢進を抑制させることで、過剰な皮膚の剥離を防

ぎ、同時に PAR2や TSLP活性を抑制することで、炎症反応を緩和した。  
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	 本項で得られた知見から、皮膚のバリア傷害に付随して上昇した皮膚 pHを正

常化させると、皮膚のバリア機能回復や炎症反応の緩和を介して、アトピー性

皮膚炎を改善させる可能性が示唆された
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Ⅲ章	 皮膚 pHの上昇によるアトピー性皮膚炎の誘発 

 

[1] 序論 

 

	 石鹸や洗剤などの過度な使用、生活用水の硬度、住環境中のチリダニや食品

に含まれるアレルゲンに対する暴露など、環境的な要因とアトピー性皮膚炎の

病因には強い因果関係がある（Colloff, 1992; Lack et al., 2003）。シャワー頻度の

増加に伴って、石鹸を含む洗浄剤の使用量のみならず水の使用量が増加した

（Cork et al., 2002）。また、住居の構造や生活様式の変化、すなわち暖房器具の

使用による換気の低下や断熱材の使用などは、チリダニの生存に最適の環境を

作り出す（Cork et al., 2002）。また、生活用水の硬度に関して、硬水を使用する

地域では軟水を使用する地域より、アトピー性皮膚炎の発症率が高いと報告さ

れている（McNally et al., 1998）。また、石鹸や洗剤の過度の使用は刺激性接触性

皮膚炎を誘発する可能性があり、これはアトピー性皮膚炎の原因の一つと考え

られている（Meding and Swanbeck, 1987）。すなわち、石鹸や洗剤との接触は角

質細胞からの炎症誘発性サイトカインの分泌を惹起し（Wood et al., 1997）、経皮

水分蒸散量を増加させ（Cowley and Farr, 1992）、結果として皮膚 pHを上昇させ

る可能性がある（Mucke et al., 1993）。これは、皮膚 pHの上昇と皮膚のバリア機

能障害との因果関係を示唆する。  

	 損傷された皮膚に中性の pHを示す溶媒を作用させると、皮膚バリアの回復が

遅延する（Mauro et al., 1998）。また、皮膚 pHの調節に関与することが知られて

いる NHE1 や sPLA2の機能を阻害もしくは遺伝子欠損させたマウスでは、透過

障壁の恒常性維持が損傷され、角質層の抵抗性が弱体化した（Fluhr et al., 2001; 

Behne et al., 2001）。正常なマウスの角質層に非毒性の強塩基性物質を塗布した場

合でも、同様の変化が認められた（Hachem et al., 2003; 2005）。さらに、新生児

では皮膚の透過障壁が損傷を受けやすく、角質層は耐久性に乏しいことが知ら
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れているが、これは、皮膚の pH調節因子が未熟なことで、外部環境因子の影響

から、容易に皮膚 pHが上昇すると考えられる。  

	 角質層に存在するセリンプロテアーゼの活性化は、セラミド産生酵素である

ベタ-グルコセレブロシダーゼや酸性スフィンゴミエリンナーゼ、そして角質細

胞同士を強固に連結させ、角質層の堅牢性維持に働くコルネオデスモゾームの

分解を引き起こす（Hachem et al., 2005）。また、セリンプロテアーゼによる PAR2

の活性化は層板顆粒の分泌を減少させ、脂質の異常を誘発し、皮膚のバリア機

能障害を増悪化させる（Hachem et al., 2006）。さらに、角質層におけるセリンプ

ロテアーゼの活性化は、不活性型の IL-1β前駆体を活性型に転換させ、炎症反応

を惹起する（Nylander-Lundqvist and Egelrud, 1997）。  

	 本章では、人為的に皮膚の pHを上昇させたときの皮膚のバリア機能の変化と

炎症反応の誘発とこれに関連する分子的メカニズムについて注目、解析を行っ

た。  
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[2] テトラメチルグアニジン塗布による皮膚表面の pH、表皮水分蒸散量、	 	 	 

臨床症状の変化 

 

1）材料と方法 

 

1.	 試薬の製造  

	 テトラメチルグアニジン（1,1,3,3-tetramethyl guanidine, TMG）にプロピレンと

エタノールが 7対 3の割合で混合された溶媒（pH 7）を加え、0.65% TMG溶液

を作成した（pH 13）。陰性対照として、0.65％TMG 溶液に HCl を加えて pH 7

に調整した中和 0.65% TMG（neutralized 0.65% TMG, nTMG）を作成した。  

2.	 塗布実験  

	 実験には、7 週齢の皮膚炎を発症していない SPF NC/Tnd マウスを使用した。

各群当たり 5−6 頭のマウスの後背部の被毛を除去し、5−6 cm2の範囲に蒸留水、

0.65% TMG溶液、0.65% nTMG溶液をそれぞれ 1日 2回、4週間塗布した。  

3.	 TEWLおよび皮膚 pHの測定  

	 皮膚バリア機能を測定するために、TMG 塗布部位の TEWL を Multi probe 

adapter（CK Electronic）を用いて測定した。測定 30分前に、マウスを恒温恒湿

室（温度 23±1°C、相対湿度 40±10％）に移動させて順化させた。2−3%のイソ

フルランで吸入麻酔し、背部にプローブを軽く接触させて TEWL を測定した。

測定は 3 回行い、その平均値を算出した。また、皮膚表面の pH は pH meter 

（HANNA Inc.）に接続されたガラスの表面電極（HANNA Inc.）をマウス背中の

皮膚表面に軽く接触させて測定した。TEWLと皮膚 pHの測定は一週間に１回行

った。  

4.	 擦過行動の測定  

	 塗布実験によって起こるかゆみを定量化するため、擦過行動を測定した。測

定前に、マウスを測定に使用する不透明な四角形の箱に入れ、少なくとも 30分
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間順化させた。その後、30 分間に認められる擦過行動の回数と擦過時間を

SCLABA-Real system（Noveltec Inc.）を用いて測定した。擦過行動の測定は、一

週間に一度行った。  

5.	 組織学的評価と免疫組織化学法  

	 TMGを 4週間塗布したマウスを安楽殺したのち、塗布実験に使用した領域と

は異なる部位の皮膚組織を採取した。10％の中性ホルマリンで固定した後、パ

ラフィン包埋した。厚さ 4 µmで薄切した組織をスライドガラスに接着させ、キ

シレンで脱パラフィン処理した。このスライドガラスを用いて、表皮の厚さを

測定するためにヘマトキシリン・エオシン染色を、皮膚での肥満細胞の浸潤を

評価するためにトルイジンブルー（pH 4）染色を実施した。表皮の肥厚は染色

した皮膚組織を倍率 200 倍の顕微鏡下で観察し、無作為に選択した 5 箇所の上

皮の厚さを計測しその平均を算出して、その個体における計測値とした。皮膚

での肥満細胞の浸潤は倍率 200 倍の顕微鏡下で無作為に選択した視野内に認め

られる肥満細胞数を計測して評価した。一個体あたり無作為に 4 視野選択し、

その平均細胞数をその個体における測定値とした。  

6.	 リアルタイム RT-PCR法  

	 炎症性サイトカインの発現変化を評価するため、リアルタイム RT-PCR 法実

施した。TMGを塗布したマウスの皮膚を採取し、液体窒素で即座に凍結させた。

マルチビーズショッカー（Yasui Kika）を用いて皮膚組織を破砕し、Isogen

（Nippongene）を添加して全 RNA を抽出した。PrimeScript 1st strand cDNA 

synthesisキットを用いて逆転写反応を行い、全 RNAから cDNAを合成した。得

られた cDNAに IL-25、IL-33、IL-13、インターフェロンガンマ（Interferon-gamma、 

IFN-γ）、MMP-9、IL-31 および内在性対照であるβ-actin の特異的プライマー、

SYBR Premix Ex Taq II（TAKARA BIO）を用い、PCR条件（50°Cで 2分間、95°C

で 10分間、95°Cで 15秒、60°Cで 1分間）を 40回繰り返し、目的とする DNA

の増幅を行った。使用したプライマーは表 2の通りである。 
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  ABI Prism7000 Sequence Detector（Applied Biosystems）を用いて DNA増幅に伴

う SYBR greenの蛍光強度を継時的に計測した。サイクル比較法を用いて、検出

された蛍光強度からβ-actin の mRNA 発現量に対する各サイトカインの相対的

mRNA発現量を算出した。実験は 3回行い、その平均値を測定値とした。 

 7. 統計学的解析 

	 統計学的有意差判定は、一元分散分析法および多重比較法を用いた。一元分

散分析は、独立変数を TMGの塗布、従属変数を同一の期間での皮膚表面の pH,	 

経皮水分蒸発量、擦過行動の回数と時間、炎症性サイトカインの mRNAの発現、

皮膚で浸潤した肥満細胞、好酸球数として、有意差の判定は F 境界値を用い、

分散比 F > F(1 − α)のとき危険率α = 0.05を有意な差とした。また、多重比較

法としては Tukey法を使用し、危険率 p < 0.05を有意な差とした。 

 

2）結果 

 

	 図 20、21に、TMG塗布による SPF NC/Tndマウスと C57BL/6マウスの皮膚表

面の pHと TEWLの変化を示した。蒸留水（図中 Vehicle）もしくは nTMGを塗

布した対照群では、皮膚 pHと TEWLの有意な変化は認められなかった。一方、

TMGを塗布した群では皮膚 pHの有意な上昇と、TEWLの経時的な増加が観察

された（図 20および図 21）。 

	 SPF NC/Tndマウスでは TMG塗布によって皮膚 pHは 8.4以上に上昇するのに

対して、C57BL/6マウスでは TMG塗布による pHの上昇は緩やかで pH 7.6程度

であった（図 21A）。さらに、TEWLのレベルでも TMGを塗布した C57BL/6 マ

ウスより SPF NC/Tndマウスでもっと大きいな変化があった（図 21B）。  

	 続いて、図 22、23には TMG塗布にともなう SPF NC/Tndマウスと C57BL/6

マウスの擦過行動の変化を示した。30 分間の擦過行動の回数と時間を測定した

結果、SPF NC/Tndマウスは塗布期間が続くほど、擦過行動の回数と時間が有意
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に増加した （図 22A および図 22B）。しかし、C57BL/6 マウスでは有意な変化

が見られなかった（図 23Aおよび図 23B）。  

	 図 24に SPF NC/Tndマウスの皮膚における炎症性サイトカイン、ケモカイン

mRNA の平均相対発現量を示した。ケラチノサイトで発現する Th2 反応誘発性

サイトカインである IL-25、IL-33 と炎症誘発性サイトカインである IL-1β、Th2

サイトカインである IL-4、IL-13、Th1サイトカインである IFN-γ、樹状細胞の移

動に関与する MMP-9、および Th2 細胞から分泌され、かゆみを誘発する IL-31

の発現変化を測定したところ、IL-25 を除くサイトカインで TMG 塗布による有

意な mRNAの発現量増加が認められた（図 24）。  

	 最後に、組織学的評価を図 25、26に示す。ヘマトキシリン・エオシン染色の

結果から、TMGを塗布した SPF NC/Tndマウスの皮膚における炎症細胞の浸潤

と上皮の肥厚を確認した。また、トルイジンブルー染色の結果から TMG塗布部

位に対する肥満細胞浸潤の有意な増加が認められた（図 25Aおよび図 25B）。一

方、C57BL/6マウスでは TMG塗布による顕著な組織学的変化は観察されなかっ

た（図 26Aおよび図 26B）。  
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図 20	 TMG塗布による SPF NC/ Tndマウスの皮膚表面の pHと TEWLの変化  

 皮膚炎を発症していない 7週齢の SPF NC/ Tndマウスの後背部皮膚に蒸留水（図

中 Vehicle）、TMG、nTMGを 4週間塗布するうち、皮膚表面の pH (A)と TEWL (B)

の変化を測定した。実験には、各群当たり 5−6 頭のマウスを使用した。グラフ

は各群の平均値、バーは標準誤差を示す。*は蒸留水塗布群と比較、＃は nTMG

群と比較して、危険率 p < 0.05を示す。また、**、##は危険率 p < 0.01を示す。  
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図 21	 TMG塗布による C57BL/6マウスの皮膚表面の pHと TEWLの変化  

 7 週齢の C57BL/6 マウスの後背部皮膚に蒸留水（図中 Vehicle）、TMG、nTMG

を 4週間塗布するうち、皮膚表面の pH (A)と TEWL (B)の変化を測定した。実験

には、各群当たり 5–6 頭のマウスを使用した。グラフは各群の平均値、バーは

標準誤差を示す。*は蒸留水塗布群と比較して、＃は nTMG 群と比較して、危険

率 p < 0.05を表す。また、**、##は危険率 p < 0.01を表す。 
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図 22  TMG塗布による SPF NC/Tndマウスの擦過行動の変化  

皮膚炎を発症していない 7週齢の SPF NC/ Tndマウスの後背部皮膚に蒸留水（図

中 Vehicle）、TMG、nTMGを 4週間塗布うち、擦過行動の回数（A）と擦過時間

（B）を測定した。実験には各群当たり 5−6頭のマウスを使用した。グラフは各

群の平均値、バーは標準誤差を示す。*は蒸留水塗布群との比較、＃は nTMG 群

と比較して、危険率 p < 0.05を示す。また、**、##は危険率 p < 0.01を示す。  
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그림��2.#SPF#NC/Tnd#마우스에서의#TMG#도포에 의한 스크래칭 행
동의 변화 #
#
7#주령의�SPF#NC/Tnd#마우스의�피부�표면에 vehicle,#TMG,##TMG를 
중성화 시킨 nTMG를 4주동안 도포하여 그 기간 동안 스크래칭의 
회수 (A)와 시간 (B)을 측정 하였다.#각�군당�5;6#마리의�마우스를��
사용하였다.#그래프는�각�군의�평균값,#바는�표준�오차를�나타낸다.#
*는�vehicle#도포군과의 비교,##는�nTMG#군과 비교하여,#위험요소�
p#<#�0.05를�나타낸다.##또한���,###는�위험요소�p#<#0.01을�나타낸
다.##
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図 23	 TMG塗布による C57BL/6マウスの擦過行動の変化  

7週齢の C57BL/6マウスの後背部皮膚に蒸留水（図中 Vehicle）、TMG、TMG、

nTMGを 4週間塗布うち、擦過行動の回数（A）と擦過時間（B）を測定した。

各群当たり 5–6 匹のマウスを使用した。グラフは各群の平均値、バーは標準誤

差を示す。 *は蒸留水塗布群と比較、＃は nTMG群と比較して、危険率 p < 0.05

を示す。また、**、##は危険率 p < 0.01を示す。  
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그림��3.#C57BL/6#마우스에서의#TMG#도포에 의한 스크래칭 행동의 
변화 #
#
7#주령의�C57BL/6#마우스의�피부�표면에 vehicle,#TMG,##TMG를 중
성화 시킨 nTMG를 4주동안 도포하여 그 기간 동안 스크래칭의 회
수 (A)와 시간 (B)을 측정 하였다.#각�군당�5;6#마리의�마우스를��사
용하였다.#그래프는�각�군의�평균값,#바는�표준�오차를�나타낸다.#*
는�vehicle#도포군과의 비교,##는�nTMG#군과 비교하여,#위험요소�p#
<#�0.05를�나타낸다.##또한���,###는�위험요소�p#<#0.01을�나타낸다.##

B 
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図 24	 TMG 塗布によるSPF NC/Tndマウスの皮膚での炎症性サイトカインとケ

モカインの発現変化  

TMG塗布によって皮膚表面がアルカリ化された SPF NC/Tndマウスの皮膚にお

ける炎症性サイトカインとケモカインの mRNA発現をリアルタイム RT-PCR方

法を用いて解析した。実験には各群当り 4−5 頭のマウスを使用した。グラフの

カラムは蒸留水塗布群（図中 Vehicle）の mRNA発現量に対する各群の平均相対

的発現量を、バーは標準誤差を示す。*は蒸留水塗布群と比較、＃は nTMG 群と

比較して、危険率 p < 0.05を意味する。また、**、##は危険率 p < 0.01を表す。	 
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表 2	 cDNA 増幅に使用されたプライマー 

 

 

 

 

 

 

 

 

	 

	 

	 

	 

	 

Target cDNA� Forward sequence� Reverse sequence�

Mouse Il-25� CTCAACAGCAGGGCCACTC� GTCTGTAGGCTGACGCAGTGTG�  �

Mouse Il-33� GATGAGATGTCTCGGCTGCTTG� AGCCGTTACGGATATGGTGGTC�  �

Mouse Il-1β� TCCAGGATGAGGACATGAGCAC� GAACGTCACACACCAGCAGGTTA�  �

Mouse Il-4� ACGGAGATGGATGTGCCAAAC� AGCACCTTGGAAGCCCTACAGA�  �

Mouse Il-13� CAATTGCAATGCCATCTACAGGAC� CGAAACAGTTGCTTTGTGTAGCTGA�  �

Mouse Ifn-γ� CGGCACAGTCATTGAAAGCCTA� GGCACCACTAGTTGGTTGTCTTTG�  �

Mouse Mmp-9� GCCCTGGAACTCACACGACA� TTGGAAACTCACACGCCAGAAG�  �

Mouse Il-31� AAACAAGAGTCTCAGGATCTTTATAACAAC� ACGGCAGCTGTATTGATTCGT�
��

 �

Mouse Tslp� CGAGCAAATCGAGGACTGTGAG 
�

GCAGTGGTCATTGAGGGCTTC 
�

Mouse β-actin� CATCCGTAAAGACCTCTAGCCAAC � ATGGAGCCACCGATCCACA 
�
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図 25	 TMG塗布による SPF NC/Tndマウスの表皮の肥厚と炎症性細胞の蓄積  

皮膚炎を発症していない 7週齢の SPF NC/Tndマウスの後背部皮膚に蒸留水（図

中 Vehicle）、TMG、nTMGを 4週間塗布したあと、表皮の厚さ（A）と真皮に蓄

積した肥満細胞の数（B）を測定した。実験には各群当たり 5−6頭のマウスを使

用した。グラフは各群の平均値、バーは標準誤差を示す。 **は蒸留水塗布群と

比較、##は nTMG群と比較して、危険率 p < 0.01を意味する。バーは 100 µmを

示す。 
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그림��5.#SPF#NC/Tnd#마우스에서의#TMG#도포에 의한 상피 두께와 
mast#cell#침윤 정도의 변화 #
#
7#주령의�SPF#NC/Tnd#마우스의�피부�표면에 vehicle,#TMG,##TMG를 
중성화 시킨 nTMG를 4주동안 도포 한 후,  피부 조직에서의 상피으 
두께(A)와 mast#cell#의 침윤 정도(B)를 측정 하였다.#각�군당�5;6#마
리의�마우스를��사용하였다.#그래프는�각�군의�평균값,#바는�표준�오
차를�나타낸다.#**는�vehicle#도포군과의 비교,###는�nTMG#군과 비
교하여,#위험율�p#<##0.01를�나타낸다.###
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図 26	 TMG塗布による C57BL/6マウスの表皮の肥厚と炎症性細胞の蓄積  

7 週齢の C57BL/6 マウスの後背部皮膚に蒸留水（図中 Vehicle）、TMG、nTMG

を 4週間塗布したあと、表皮の厚さ（A）と真皮に蓄積した肥満細胞の数（B）

を測定した。実験には各群当たり 5−6 頭のマウスを使用した。グラフは各群の

平均値、バーは標準誤差を示す。バーは 100 µmを示す。 
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그림��6.#C57BL/6#마우스에서의#TMG#도포에 의한 상피 두께
와 mast#cell#침윤 정도의 변화 #
#
7#주령의�C57BL/6#마우스의�피부�표면에 vehicle,#TMG,##TMG
를 중성화 시킨 nTMG를 4주동안 도포 한 후,  피부 조직에서
의 상피의 두께(A)와 mast#cell#의 침윤 정도(B)를 측정 하였다.#
각�군당�5;6#마리의�마우스를��사용하였다.#그래프는�각�군의�
평균값,#바는�표준�오차를�나타낸다.##
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3）考察 

 

	 本項では、皮膚表面の pHを上昇させることで、皮膚のバリア機能や免疫系に

与える影響について検討した。実験には SPF 環境で飼育され皮膚炎を発症して

いない SPF NC/Tndマウスと、対照として C57BL/6マウスを使用した。  

	 TMGは塗布によって角質層の pHを上昇させるが（Hachem et al., 2003）、皮膚

に対する毒性や副作用は示さないことが知られている。TMG塗布によって、SPF 

NC/Tndマウスの皮膚表面の pHは 8.4以上に上昇し、同時にバリア機能の低下

を示唆する TEWLの増加、かゆみによる擦過行動の増加が観察された。さらに、

皮膚における炎症性サイトカイン、ケモカイン（IL-33、IL-1β、IL-4 、IL-13、

IFN-γ、MMP-9）とかゆみを誘発する IL-31の mRNA発現の増加も認められた。

組織学的変化としても表皮の肥厚と真皮での肥満細胞の蓄積増加が確認された。

一方、C57BL/6マウスでは、TMG塗布によって皮膚 pHの上昇と TEWLの増加

は認められたが、その変化は SPF NC/Tndマウスより弱かった。また、痒みによ

る擦過行動の増加や、皮膚における炎症性サイトカインとケモカインの mRNA

発現レベル、組織学的変化は観察されなかった。 

	 代表的な皮膚 pH 恒常性維持機構は二つに分けられる。まず、内因性皮膚 pH

維持機構としては、水素イオンとナトリウムイオンを細胞中と外に交換する

NHE1（Behne et al., 2002）、自由脂肪酸を生産する sPLA2（Fluhr et al., 2004b）、

そして酸性化の維持に寄与する PCAと trans-UCAの前駆体であるフィラグリン

（Fluhr et al., 2010）がある。外因性皮膚 pH維持機構は、汗腺や脂腺で生産され

る自由脂肪酸や抗菌ペプチドがある。特に、内因性 pH 維持機構の機能低下は、

外部の刺激に対して皮膚バリア回復を遅延させることが報告されている（Behne 

et al., 2002; Fluhr et al.,	 2004; Sakai et al., 2014）。	 

	 本実験では TMG 塗布に対する NC/Tnd	 マウスと C57BL/6マウスの反応の差

を確認した。この結果は NC/Tnd マウスでは皮膚 pH 恒常性維持器具の損傷と、
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炎症の発現を抑制するメカニズムの異常を示唆する。すなわち、NC/Tndマウス

は外部からの刺激に対する恒常性維持能力が低下し、負荷に応じて皮膚の pHが

上昇、それにより皮膚バリアの損傷や免疫学的異常が起こると考えられた。 
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[3]	 皮膚 pH上昇による皮膚炎誘発のメカニズム 

 

{1}皮膚 pHの上昇によるアトピー性皮膚炎の誘発とそのメカニズムの解析 

 

1）材料方法 

 

1.	 ウェスタンブロッティング法 

 	 皮膚の pH上昇による皮膚炎誘発メカニズムを明らかにするため、TMGを塗

布したマウスの表皮を用いて KLK5、LEKTI、および PAR2のタンパク質発現を

ウェスタンブロッティング法で解析した。 

既述した方法に従って、各群のマウスの表皮を分離し、試料を調整した。12%

のポリアクリルアミドゲル（Bio-Rad Laboratories）を用いて電気泳動により試料

を展開して Immobilom-P PVDF膜（Millipore）に転写した。非特異的反応の出現

を防ぐために 5％のスキムミルク（Wako）を含む 20 mM TBSに 60分間浸漬し

た後、各種一次抗体を添加した 5％のスキムミルクで一晩 4°C で反応させた。

0.05% Tween-20を含む TBSで洗浄した後、HRPで標識された二次抗体を添加し

て室温で 45分間反応させた。再びTBSで洗浄した後、発色基質 Immobilon western 

detection reagents（Millipore）を作用させ、ImageQuant LAS4000（Fuji film）を用

いて可視化した。一次抗体は、ウサギ抗 KLK5 ポリクローナル抗体（Abcam）、

ウサギ抗 LEKTIポリクローナル抗体、マウス抗 PAR2モノクローナル抗体（Santa 

Cruz Biotechnology）を使用した。二次抗体は、HRP標識抗ウサギ IgG抗体、も

しくは HRP標識抗マウス IgG抗体（Cell Signaling Technology）を使用し、希釈

濃度は各項ての添付書類に従った。  

2.	 免疫組織化学法  

	 前述した方法に従い、免疫組織化学法を行った。一次抗体は、ウサギ抗 KLK5

ポリクローナル抗体（Abcam）、ウサギ抗 LEKTIポリクローナル抗体、マウス抗
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PAR2モノクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology）、ヤギ抗 TSLPポリクロー

ナル抗体（R&D systems）を使用した。二次抗体は、一次抗体の動物種に合わせ

て、ビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体、ビオチン標識抗マウス IgG 抗体、もしく

はビオチン標識抗ヤギ IgG抗体（Santa Cruz Biotechnology）を使用し、希釈濃度

は各抗体の添付書類に従った。  

3. 	 ELISA  

	 皮膚表面のアルカリ化に伴う TSLP 産生量の変化を評価するため、ELISA を

実施した。TMGを塗布したマウスの皮膚組織を採取し、5 mM EDTAを添加し

た 50°Cの PBSに 2分間浸漬して、表皮と真皮を分離した。得られた表皮を氷温

の PBS で洗浄し、タンパク質分解酵素阻害剤を含む CellLytic MT reagent

（Sigma-Aldrich）を加えて破砕した。破砕液を遠心分離して不溶性分画を取り

除き、得られた上清を試料とした。BCA Protein assay（Thermo Scientific）を用い

て、総タンパク質濃度を定量し、同じ濃度になるよう CellLytic MT reagentで希

釈した。 Mouse TSLP ELISA MAX Deluxe Kit（BioLegend）を用いて、添付書類

に従って試料中の TSLP量を測定した。  

4.	 TSLPによる痒み誘発試験  

 	 試験実施の 2日前に、マウスを 2−3%イソフルランで吸入麻酔して、後背中の

被毛を除去した。擦過行動の測定に先立ち、マウスを測定に使用する不透明な

四角型の箱に移動し、30分間順化させた。後背中の皮内に 1 µgのレコンビナン

ト murine TSLP（R&D systems）を含む 20 µLの PBSを接種し、接種後 60分間

の擦過行動の回数と擦過時間を SCLABA-Real systemを用いて測定した。また、

対照群としては 20 µLの PBSを皮内投与したマウスの擦過行動を測定した。  

5. 	 統計学的解析 

	 統計学的有意差判定は、一元分散分析法および多重比較法を用いた。一元分

散分析は、独立変数を TMGの塗布、従属変数をウェスタンブロッティング法に

よる KLK5、PAR2、 LEKTIタンパク質の相対的発現強度,	 ELISA法による TSLP
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発現量とした。有意差の判定は F境界値を用い、分散比 F > F(1 − α)のとき危険

率α = 0.05を有意な差とした。また、多重比較法としては Tukey法を使用し、

危険率 p < 0.05を有意な差とした。一方、TSLP誘発性の擦過行動の統計的有意

差判定は、t検定を用い、危険率 p < 0.05を有意な差とした。 

 

3）結果 

 

	 皮膚表面の pH 上昇による皮膚バリアの損傷メカニズムを解析した。SPF 

NC/Tnd マウスの皮膚における KLK5 および LEKTI タンパク質のレベルの変化

を図 27に示した。SPF NC/Tndマウスでは、皮膚の pH上昇によって KLK5のタ

ンパク質の量が有意に増加した（図 27 A）。しかしながら、KLK5の内因性抑制

因子である LEKTI のタンパク質のレベルには大きな変化は認められなかった

（図 27B）。 

図 28に SPF NC/Tndマウスにおける PAR2および TSLPタンパク質のレベル

を示した。皮膚の pH上昇による KLK5の発現亢進に伴って、PAR2、TSLPのタ

ンパク質の量も有意に増加した（図 28Aおよび図 28B）。対照的に、C57BL/6マ

ウスでは、皮膚の pH上昇に伴う KLK5、LEKTI、PAR2、TSLPのタンパク質の

量に有意な差は認められなかった（図 29および図 30）。  

	 次に、SPF NC/Tndマウスに認められた皮膚の pH上昇に伴う TSLPの産生増

加が炎症反応のみならずかゆみを誘発する可能性を検討するため、TSLPを皮内

投与した時の擦過行動の変化を測定した。図 31 に示したように、TSLP 皮内投

与によって擦過行動の回数が有意に増加した。  

  

 

 

 



82 
 

 

 

 

図 27	 TMG塗布による SPF NC/Tndマウスの表皮でのKLK5および LEKTIタン

パク質の変化  

ウェスタンブロッティング法を用いて、SPF NC/Tndマウスにおける皮膚のアル

カリ化に伴う KLK5（A）と LEKTI（B）のタンパク質発現量の変化を検出した。

写真は 3 回の実験から得られた結果のうち、代表的なバンドを示す。また、黒

の枠線は、同一膜上で得られた結果であることを意味する。グラフは各群の平

均値、バーは標準誤差を示す。 *は蒸留水塗布群（図中 Vehicle）と比較、＃は

nTMG群と比較して、危険率 p < 0.05を示す。	 
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그림 �7.#SPF#NC/Tnd#마우스에서의 TMG#도포에 따른 상피 조직의  
KLK5과 LEKTI의 발현 변화 
웨스턴 블로팅 방법을 이용하여 SPF#NC/Tnd#마우스에서의 TMG#도
포에 따른 피부 알칼리화에서 상피 조직에서 발현하는 KLK5#(A)과 
LEKTI#(B)#단백질의 발현량의 변화를 내성대조 하였다 (A).#사진은 3
번의 실험에서 얻은 결과 중,#대표적인 밴드를 나타낸다.#또한 검은 테
두리는 동일한 막에서 얻어진 결과임을 의미한다.##그래프는 각 군의 
평균값,#바는 표준 오차를 나타낸다.#*는 vehicle군과 비교,##는 
nTMG군과 비교하여,#위험요소 p#<#0.05를 나타낸다#

B 
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図 28	 SPF NC/Tndマウスの TMG塗布に伴う表皮の PAR2および TSLPタンパ

ク質の発現変化  

ウェスタンブロッティング法を用いて、SPF NC/Tndマウスにおける皮膚表面の

アルカリ化に伴う PAR2 タンパク質の発現量の変化を検出した（A）。写真は 3

回の実験から得られた結果のうち、代表的なバンドを示す。また、黒の枠線は、

同一の膜上で得られた結果であることを意味する。また、ELISA を用いて皮膚

のアルカリ化による TSLP 発現量の変化を測定した（B）。グラフの縦軸は、総

タンパク質量 100 µgあたりに占める TSLPタンパク質量（pg）を表す。グラフ

は各群の平均値、バーは標準誤差を示す。*は蒸留水塗布群（図中 Vehicle）と比

較、＃は nTMG群と比較して、危険率 p < 0.05を意味する 。	 
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그림 �8.#SPF#NC/Tnd#마우스에서의 TMG#도포에 따른 상피 조
직의  PAR2과 TSLP의 발현 변화 
웨스턴 블로팅 방법을 이용하여 SPF#NC/Tnd#마우스에서의 
TMG#도포에 따른 피부 알칼리화에서 상피 조직에서 발현하는 
PAR2 단백질의 발현량의 변화를 내성대조 하였다 (A).#사진은 
3번의 실험에서 얻은 결과 중,#대표적인 밴드를 나타낸다.#또한 
검은 테두리는 동일한 막에서 얻어진 결과임을 의미한다.#
ELISA#를 이용하여 알칼리화에 의한 상피 조직에서의 TSLP 발
현 변화를 측정 하였다 (B).# 세로축은 100#μg#의 단백질 양에 
대한 TSLP#의 pg#을 의미한다.##
그래프는 각 군의 평균값,#바는 표준 오차를 나타낸다.#*는 
vehicle군과 비교,##는 nTMG군과 비교하여,#위험요소 p#<#
0.05를 나타낸다#
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図 29	 C57BL/6マウスの TMG塗布に伴う表皮の KLK5および LEKTIタンパク

質の変化  

ウェスタンブロッティング法を用いて、C57BL/6 マウスにおける皮膚のアルカ

リ化にともなう KLK5（A）と LEKTI（B）のタンパク質の量の変化を検出した。

写真は 3 回の実験から得られた結果のうち、代表的なバンドを示す。また、黒

の枠線は、同一の膜で得られた結果であることを意味する。グラフは各群の平

均値、バーは標準誤差を示す。  
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그림 �9.#C57BL/6#마우스에서의 TMG#도포에 따른 상피 조직의  KLK5
과 LEKTI의 발현 변화 
웨스턴 블로팅 방법을 이용하여 SPF#NC/Tnd#마우스에서의 TMG#도포
에 따른 피부 알칼리화에서 상피 조직에서 발현하는 KLK5(A)와#
LEKTI(B)##단백질의 발현량의 변화를 내성대조 하였다 (A).#사진은 3번
의 실험에서 얻은 결과 중,#대표적인 밴드를 나타낸다.#또한 검은 테두
리는 동일한 막에서 얻어진 결과임을 의미한다.#
그래프는 각 군의 평균값,#바는 표준 오차를 나타낸다.##
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図 30	 C57BL/6マウスの TMG塗布に伴う表皮の PAR2および TSLPタンパク質

の産生変化  

ウェスタンブロッティング法により、C57BL/6 マウスにおける皮膚のアルカリ

化に伴う PAR2 タンパク質の量の変化を検出した（A）。写真は 3 回の実験から

得られた結果のうち、代表的なバンドを示す。また、黒枠は同一の膜で得られ

た結果を意味する。また、ELISA により表皮に産生する TSLP の量を測定した

（B）。縦軸は 100 µgの総タンパク質に占める TSLPタンパク質量（pg）を表す。

グラフのカラムは各群の平均値、バーは標準誤差を示す。 
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그림 �0.#C57BL/6#마우스에서의 TMG#도포에 따른 상피 조직의  PAR2
과 TSLP의 발현 변화 
웨스턴 블로팅 방법을 이용하여 SPF#NC/Tnd#마우스에서의 TMG#도포
에 따른 피부 알칼리화에서 상피 조직에서 발현하는 PAR2 단백질의 
발현량의 변화를 내성대조 하였다 (A).#사진은 3번의 실험에서 얻은 결
과 중,#대표적인 밴드를 나타낸다.#또한 검은 테두리는 동일한 막에서 
얻어진 결과임을 의미한다.#
ELISA#를 이용하여 알칼리화에 의한 상피 조직에서의 TSLP 발현 변화
를 측정 하였다 (B).# 세로축은 100#μg#의 단백질 양에 대한 TSLP#의 pg#
을 의미한다.##
그래프는 각 군의 평균값,#바는 표준 오차를 나타낸다#
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図 31	 SPF NC/ Tndマウスにおける TSLP誘発性の擦過行動  

SPF NC/Tndマウスを用いて、後背部の皮内に 1 µgのTSLPまたは PBSを投与し、

投与後 60分間に観察された擦過行動の回数を測定した。グラフは各群の平均値、

バーは標準誤差を表す。 *は危険率 p < 0.05を示す。  
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소 p#<#0.05를 나타낸다#
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4）考察 

 

	 本項では、皮膚 pH上昇に伴う KLK5、PAR2、TSLPタンパク質の変化を解析

した。C57BL/6マウスでは、皮膚の pH上昇に伴い、これらのタンパク質の量に

では統計学的有意差は認められなかった。一方、NC/Tnd マウスでは、皮膚 pH

の上昇とともに KLK5、PAR2、TSLPのタンパク質発現量も有意に増加した。pH

の変化による KLK5、 PAR2、 TSLPタンパク質の増加は皮膚バリアの損傷や免

疫学的反応との関連性を示唆している。また、TSLPがかゆみを誘発することに

より、擦過行動によって皮膚バリアを物理的にさらに損傷することができる。  

	 同じ刺激に対する C57BL/6マウスと NC/Tndマウスの反応の違いは、pH調節

因子の異常に起因するものと推測される。すなわち、C57BL/6マウスでは pH調

節器具が正常に作用することで、皮膚 pHの上昇が制限されて、KLK5の活性化

亢進には至らない。一方、SPF NC/Tndマウスでは pH調節器具の異常によって

皮膚 pHの恒常性が維持できず、その結果として KLK5が活性化されるではない

かと考えられる。
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{2}表皮組織培養方法を使用したカリクレイン関連ペプチド加水分解酵素	 	 	 	 	 	 	 

（Kallikrein-related peptide5）とプロテアーゼ活性化受容体 2（Protease-activated 

receptor 2）-胸腺間質性リンパ球新生因子（Thymic stromal lymphopoietin）の 

関連性 

  

1）材料と方法 

  

1.	 動物  

	 実験には8−12週齢のC57BL/6、SPF NC/Tnd、original PAR-2 deficient（C57BL/6）、

PAR2-deficient NC/Tndマウスを使用した。  

2.	 表皮組織の分離と培養  

	 マウスを 2−3%のイソフルランで吸入麻酔し、後背中の被毛を除去した。その

後、マウスを頚椎脱臼方法で安楽死させ、ノルバサン洗浄剤で洗浄し、マウス

の体表面に付着した異物を除去した。マウスを 50%イソプロパノールに浸漬し

たあと、クリーンベンチ内で無菌的に表皮の分離・培養操作を行った。まず、

マウスの背中の皮膚を採取したあと、直径 6 mmの生検トレパンを用いて皮膚片

をトリミングした。0.25% トリプシン-EDTAに皮膚片を浮遊させ、37°Cで一時

間静置した。その後、ピンセットを用いて真皮と脂肪組織を除去し、分離した

表皮を keratinocyte serum-free medium（Life Technologies）で培養・維持した。  

3. 	 KLK5刺激  

	 分離・培養した表皮を 400 nMのレコンビナント murine KLK5（R＆D systems）

を含む keratinocyte serum-free medium（Life Technologies）に浮遊させた。  

4. 	 KLK5の活性化の抑制  

	 400 nMのレコンビナント murine KLK5を添加する一時間前に、1 mMの 4-(2-

アミノエチル )ベンゼンスルホニル (4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride 

hydrochloride, AEBSF)（Sigma-Aldrich）を含む keratinocyte serum-free medium（Life 
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Technologies）に浮遊させた。  

5.	 ウェスタンブロッティング法  

	 前述した方法に従って、分離・培養した表皮を用いて試料を調整した。一次

抗体は、マウス抗 PAR2モノクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology）を、二

次抗体は、HRP標識抗マウス IgG抗体（Cell Signaling Technology）を使用し、

希釈濃度は各項ての添付書類に従った。  

6. ELISA  

	 分離・培養した表皮にタンパク質分解酵素阻害剤を含む CellLytic MT reagent

（Sigma-Aldrich）を加え破砕したあと、遠心分離して不溶性分画を除去した抽

出液を得た。BCA Protein assay（Thermo Scientific）を用いて抽出液に含まれるタ

ンパク質の濃度を定量し、同一濃度となるよう CellLytic MT reagentで希釈した。

これを試料として、Mouse TSLP ELISA MAX Deluxe Kit（BioLegend）を用い、

添付資料に従って表皮に発現する TSLP量を測定した。  

 7. 	 リアルタイム RT- PCR  

	 既述した方法に従って、分離・培養した表皮から全 RNAを抽出し、逆転写反

応により cDNAを合成した。得られた cDNAに SYBR Premix Ex Taq (TAKARA 

BIO)と TSLP および内在性対照であるβ-actin の特異的プライマーを添加して、

PCR条件（50°Cで 2分間、95°Cで 10分間、95°Cで 15秒、60°Cで 1分間）を

40回繰り返し、DNAの増幅を行った。ABI Prism7000 Sequence Detector（Applied 

Biosystems）を用いて、DNA増幅に伴う SYBR greenの蛍光強度を継時的に計測

し、サイクル比較法を用いてβ-actin の mRNA 発現量に対する TSLP の相対的

mRNA発現量を算出した。実験は 3回行い、その平均値を測定結果とした。 

8.	 統計学的解析 

	 KLK5 刺激による PAR2タンパク質と TSLP mRNAの相対的発現強度の統計

学的有意差判定は、一元分散分析法および多重比較法を用いた。一元分散分析

は、独立変数を KLK5 の添加、従属変数をウェスタンブロッティング法による
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PAR2タンパク質の相対的発現強度、リアルタイム RT-PCRによる TSLP mRNA

の相対的発現程度とした。有意差の判定は F境界値を用い、分散比 F > F(1 − α)

のとき危険率α = 0.05を有意な差とした。また、多重比較法としては Tukey法

を使用し、危険率 p < 0.05を有意な差とした。 

一方、KLK5 刺激のよる TSLPタンパク質量の統計的有意差判定は、t検定を用

い、危険率 p < 0.05を有意な差とした。 

4）結果 

  

 	 まず、C57BL/6マウスの表皮に対する KLK5刺激による PAR2タンパク質の

経時的な変化を図 32 に示した。ウェスタンブロッティング法で解析した結果、

刺激時間に依存して PAR2タンパク質の量が増加し、刺激開始 6時間目以降で、

未刺激と比較した場合、有意な増加が認められた（図 32）。  

	 次は KLK5刺激による TSLPの mRNAとタンパク質のレベルの変化を、それ

ぞれリアルタイム RT-PCR と ELISA を用いて解析した。PAR2 と同様に TSLP

の mRNA発現量はKLK5の刺激時間依存性に増加し、刺激開始 6時間後以降で、

有意に増加することが認められた（図 33A）。また、TSLP のタンパク質の量も

KLK5刺激 24時間後には 3.3倍に増加した（図 33B）。  

	 次は PAR2と TSLPの相互作用を明らかにするため、PAR2欠損マウスを用い

て解析した。PAR2を欠損させた C57BL/6マウスと NC/Tndマウスを 20世代以

上交配させて PAR2欠損NC/Tndマウスを作出した。実験には、C57BL/6マウス、

PAR2欠損 C57BL/6マウス、SPF NC/Tndマウス、PAR2欠損 NC/Tndマウスを用

いて、それぞれのマウスから採取・培養した表皮を使用した。、内因性、外因性

の KLK5の活性を排除するために、KLK5を刺激させる前に 1 mM AEBSFを前

処理した。リアルタイム RT- PCRを用いて TSLPの mRNA発現を比較すると、

C57BL/6マウスと SPF NC/Tndマウスでは KLK5刺激による TSLP発現の増加が
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認められた。なお、KLK5の活性を抑制した場合、TSLPの mRNA量が減少した。

一方、PAR2欠損 C57BL/6マウスと PAR2欠損 NC/Tndマウスでは、KLK5刺激

および KLK5 抑制の有無に関わらず TSLP の発現増加は認められなかった（図

34）。
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図 32	 KLK5刺激による PAR2の発現変化  

培養した表皮シートに 400 nM のレコンビナント KLK5 を刺激したときの

PAR2タンパク質量の変化をウェスタンブロッティング法を用いて解析した。写

真は 3 回の実験から得られた結果のうち、代表的なバンドを示す。また、黒の

枠線は同一の膜で得られた結果であることを意味する。グラフは各群の平均値、

バーは標準誤差を示す。***は 0時間と比較して危険率 p < 0.001を示す。  
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그림 ��.#KLK5#자극에 의한 PAR2의 발현 변화  #
Epidermal#sheet#culture#를 이용해 recombinant#KLK5으
로 자극 시켰을때의 PAR2#의 활성화를 웨스턴블롯팅으로 
PAR2 단백질의 발현량의 변화를 내성대조 하였다 (A).#사진
은 3번의 실험에서 얻은 결과 중,#대표적인 밴드를 나타낸다.#
또한 검은 테두리는 동일한 막에서 얻어진 결과임을 의미한
다.그래프는�각�군의�평균값,#바는�표준�오차를�나타낸다.#
***는�0 시간과의 비교하여 �위험율�p#<##0.01를�나타낸다.###
#
#
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図 33	 KLK5刺激による TSLPの mRNAとタンパク質量の変化  

培養した表皮シートを用いて、400 nMのレコンビナント KLK5を刺激させたと

きの TSLP産生量の変化をリアルタイム RT-PCR法と ELISAで測定した。グラ

フ（A）は、0時間における発現量を 1としたときの相対的 mRNA発現量を表す。

グラフ（B）は総タンパク質量 100 µgに占める TSLPタンパク質量 (pg)を表す。

また、バーは標準誤差を示す。**は 0時間と比較して危険率 p < 0.01を、***は 0

時間と比較して危険率 p < 0.001を意味する。  
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그림 �3.#KLK5#자극에 의한 TSLP의 발현 변화  #
Epidermal#sheet#culture#를 이용해 recombinant#KLK5으
로 자극 시켰을때의 TSLP의 생성 변화를 Real;Jme#RT#PCR#
과  ELISA#방법으로 측정하였다.##(A)는 발현하는 mRNA#양
을 0 시간째를 1로 보아 그에 대한 비율로 축정하였으며,#(B)
는 상피조직에서  100 µg의 단백질에대한  TSLP 발현 농도
를 확인 하였다.# #
각�군의�평균값,#바는�표준�오차를�나타낸다.#**는�0 시간과
의 비교하여 �위험율�p#<##0.01를, ***는�0 시간과의 비교하
여 �위험율�p#<#�0.001를 나타낸다.##
#
#
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図 34	 KLK5による TSLP産生の PAR2の関与  

TSLP産生に KLK5-PAR2経路が直接的に関与していることを PAR2欠損マウス

を用いて確認した。C57BL/6マウス、NC/Tndマウス、PAR2欠損 C57BL/6マウ

ス、PAR2欠損 NC/Tndマウスの背中の皮膚組織を採取して、培養表皮シートを

作成した。それぞれの表皮組織に 400 nM のレコンビナント KLK5 を添加した

後、TSLP の mRNA 発現レベルをリアルタイム RT-PCR 法で解析した。また、

内因性および外因性 KLK5活性を排除するために、KLK5添加の 1時間前にセリ

ンプロテアーゼ阻害剤である AEBSFを前処理した。グラフのカラムは KLK5無

処理の対照群（図中 Cont）の 0時間で発現する mRNA量を 1とした場合の相対

mRNA 発現量を、バーは標準誤差を表す。*は KLK5 無処理の対照群と比較、＃

は KLK5処理群（図中 rKLK5）と比較して、危険率 p < 0.05を意味する。また、
**、##は危険率 p < 0.01を示す。 
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그림 �4.#KLK5에 의한 TSLP 생성에 PAR2의 관여 #
Epidermal#sheet#culture#를 이용해#
KLK5;PAR2;TSLP#경로가 직접적으로 관여하는지 PAR2#
deficient#mouse#를 이용해 확인 해 보았다.##
C57BL/6,#NC/Tnd#mice,#original#PAR2#deficient#mice,#
PAR2#deficient#NC/Tnd#마우스의 등 피부 조직을 체취하여 
epidermal#sheet#를 만들었다.##
#각각의 상피 조직에 recombinant#KLK5#을 자극 시킨 후 
TSLP#mRNA#발현랭을 Real;Jme#RT;PCR#방법으로 확인 하
였다.##
또한 내인성, 외인성 KLK5#의 활성화를 배제 하기 위해,#
serine#protease#inhibitor#인 AEBSF#를 한시간 전처리  한 
후,#KLK5을 자극 시켰다.##
아무것도 처리하지 않고 배양만 시킨 #control 군에서  발현
하는 mRNA#양을 0 시간째를 1로 보아 그에 대한 비율로 축
정하였다.# #
그래프는 각�군의�평균값,#바는�표준�오차를�나타낸다.#*는  
control군과 비교,##는 rKLK5군과 비교하여,#위험요소 p#<#
0.05를 나타낸다#
또한  **,##는 위험요소 p#<#0.01을  나타낸다#
#
#
#
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3）考察 

 

	 KLK5は PAR2を開裂、活性化させてケラチノサイト内のカルシウム分布の異

常を誘発して脂質分泌の異常と NF-kBの活性化を起こす（Stefansson et al., 2008; 

Hachem et al., 2006; Briot et al., 2009）。LEKTIの欠乏マウスでは KLK5の過活性

と PAR2の発現、TSLPの産生が増加しており（Briot et al., 2009）、PAR2と LEKTI

が同時に欠損されたマウスでは LEKTI のみ欠損されたマウスより皮膚の TSLP

の発現が減少した（Briot et al., 2010）。また、ケラチノサイトの PAR2抑制は炎

症性サイトカインと TSLPの発現を減少させた（Briot et al., 2009）。これらは、

PAR2 が TSLP の産生と炎症反応に重要な部分のことを示唆される。一方で、

KLK5トランスジェニックマウスでは皮膚のバリアの損傷と炎症症状の発現、そ

して皮膚の TSLP発現が急激に増加した（Furio et al., 2014）。これは PAR2と TSLP

の産生が直接関連していることおよびその経路に KLK5 が関連する可能性を示

唆している。	 

	 本研究では KLK5 刺激によって時間依存的に PAR2 の発現が増加すること、

PAR2 の発現とともに時間依存的に TSLP の mRNA とタンパク質の産生が増加

することが明らかになった。また、PAR2欠損マウスの皮膚を用いて KLK5刺激

による TSLPの生産に PAR2が不可欠であることを証明した。 

	 マウスの表皮組織のみを分離して KLK5刺激による TSLP mRNAの相対的な

量を比較した時、C57BL/6および NC/ Tndマウスでは KLK5刺激によって TSLP 

mRNA発現量が増加したが、AEBSFによってKLK5の活性を抑制させると TSLP

の産生が減少することを確認した。また、この KLK5刺激による TSLP産生の増

加は PAR2欠損マウスでは証明されなかった。この結果から、KLK5による PAR2

の活性化と TSLPの産生増加は、両者の直接的相互関係に由来すると推測される。

すなわち、皮膚における直接的な KLK5-PAR2-TSLP 経路の存在が示唆される。  
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4) 小括 

 

	 我々は日常生活の中で、常に様々な外部環境に現れている。その中には入浴

や石鹸、化粧品など、皮膚の pHを変化させる可能性を有する因子も含まれてい

る。本研究において使用した C57BL/6 マウスと SPF NC/Tnd マウスは、同じ刺

激に対して異なる反応を示した。すなわち、皮膚表面の pHを上昇させた時、そ

れに反応して pH を正常な弱酸性に回復させる力が異なっていた。SPF NC/Tnd

マウスでは、皮膚表面の pHを上昇させると弱酸性への回復が遅れ、経皮水分蒸

散量が増加し、皮膚の炎症反応が惹起されたが、同じ刺激でも C57BL/6 マウス

ではわずかに経皮水分蒸散量が増加したのみ皮膚炎は誘導されなかった。また、

C57BL/6では KLK5、PAR2、TSLP発現の変化がなかったのに対し、SPF NC/Tnd

マウスではこれら因子のタンパク質量が有意に増加した。また、組織学的な解

析により、表皮の肥厚、炎症性細胞の浸潤、そして炎症性サイトカインの発現

の増加が NC/Tndマウスでは顕著に見られることに対し、C57BL/6マウスではこ

のような組織学的な変化も認められなかった。これはアトピー性皮膚炎の素因

を有する NC/Tndマウスにおける皮膚表面の pH調節機能の低下によるものでは

ないかと考えられるが、現段階では不明であり、今後更なる研究を行う必要が

ある。  

	 また、KLK5-PAR2-TSLP 経路の直接的な関係については、PAR2 遺伝子欠損

マウスの皮膚を用いた ex vivo試験を導入して検討した。PAR2を欠損してない

野生型マウスでは、KLK5刺激によって TSLPの発現が増加したが、PAR2欠損

マウスの皮膚では KLK5 刺激による TSLP の発現増加起こってないことから、

KLK5は PAR2を介して TSLPの産生を誘導し初期のアレルギー性炎症の引き金

を引くことが明らかとなった。 
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総括 

 

	 石鹸、洗剤などのアルカリ性物質の接触、細菌やカビなどの病原体、そして

チリダニとの接触は皮膚表面の pHを上昇させ、皮膚バリアの損傷やセリンプロ

テアーゼの活性化を誘導する可能性が指摘されている（Hachem et al., 2005）。皮

膚の恒常性異常による皮膚表面の pH上昇は、皮膚バリアの損傷や炎症性皮膚炎

と関連すると考えられる。しかし、アトピー性皮膚炎において皮膚表面の pH異

常による皮膚バリアの損傷や免疫学的異常に関連するメカニズムはまだ明らか

になっていなかった。本研究では、アトピー性皮膚炎の自然発症モデルマウス

として世界的に知られている NC/Tndマウスを用いて、皮膚表面の pHと皮膚の

バリア機能やアレルギー性炎症の関連性を検証し、皮膚表面の pH 上昇は、

KLK5-PAR2-TSLP 経路を経由して、皮膚炎を誘発することを明らかにした。つ

まり、皮膚の pHの上昇が KLK5のタンパク質発現を上昇させ、KLK5の作用に

よって PAR2の活性化を介して、TSLPの産生を増強させ、皮膚バリアの損傷と

皮膚炎を誘発することが考えられた（図 35）。  

 	 NC/Tndマウスでは LEKTIの発現低下は認められなかったため、LEKTIの機

能不全により発症するネザートン症候群とは異なっている。PAR2 の活性化は

NF-κB経路によってTSLPを生産させることが知られており（Briot et al., 2009）、

TSLPも NF-κB経路依存的に以降の炎症反応を開始する。これはアトピー性皮膚

炎で NF-κBの重要性を強調している 2007年の Tanakaらの研究を裏付けるもの

である（Tanaka et al., 2007）。本研究では、皮膚表面の pH上昇が KLK5および

PAR2を介して TSLPの産生を誘導することが明らかになったが、これらの経路

に NF-κB が関与している可能性は高い。つまり皮膚表面の pH 上昇を防ぐこと

で、最終的に NF-κBを経由する強い炎症反応を回避できるかもしれない。アト

ピー性皮膚炎の原因因子のひとつと考えられるフィラグリンは、NC/Tndマウス

では発症に伴いそのタンパク質発現量および機能的低分子へのプロセシングが
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亢進した。これは皮膚バリアの損傷に対する代償的作用と考えられると同時に、

NC/Tnd マウスがアトピー性皮膚炎患者の約 80％に相当するフィラグリンの欠

失に依存しないアトピー性皮膚炎のモデルであることを示している。これらの

知見を基に、発症している Conv NC/Tndマウスの皮膚に LBAを塗布して正常な

状態と同じ弱酸性に復帰させると、皮膚バリア機能が回復して経皮水分蒸散が

抑制し、痒みが軽減するなど、アトピー性皮膚炎の症状が緩和された。このこ

とは、弱酸性の状況では KLK5 の活性が抑制され、KLK5 によって誘導される

PAR2の活性化や、連動する TSLPの産生が抑えられたと考えられる。 

	 SPF NC/ Tndマウスでの実験的皮膚 pHの上昇は KLK5、PAR2、TSLPタンパ

ク質発現量を増加させ、皮膚バリア機能の損傷と Th2 炎症反応を誘発した結果

に対し、C57BL/6 マウスではわずかに経皮水分蒸散量を増加の変化しかみとめ

られなかった。これは NC/Tndマウスの pH恒常性維持機能の異常を意味し、こ

れがアトピー性皮膚炎を誘発する原因のひとつと考えられるため、今後さらに

研究を行う必要がある。KLK5 は、中性からアルカリ性の環境で活性を発揮し

（Ekholm et al., 2000）、コルネオデスモソームを分解して剥離を誘発する（Caubet 

et al., 2004; Fortugno et al., 2011）。KLK5のトランスジェニックマウスでは皮膚バ

リアの損傷だけではなく、TSLP生産の増加と Th2炎症反応の誘導が観察されて

いる（Furio et al., 2014）。これらの知見から NC/Tndマウスでも皮膚表面の pHを

上昇させると、KLK5タンパク質の発現量が増加し、これにより皮膚バリアの損

傷と炎症反応が誘発されると考えられる。結果として産生された TSLPは、感覚

神経に存在する TSLP 受容体に直接作用してかゆみを誘発することが報告され

ており（Wilson et al., 2013）、TSLPによる痒みの惹起は本研究でも明らかになっ

た。TSLPは Th2細胞が産生する IL-31とともに、アトピー性皮膚炎の特徴的な

臨床症状である痒みの誘発に関与すると考えられる。  

	 本研究では、日常的に起こる皮膚表面の pHの変化が、素因を持つ個体に対し

てアトピー性皮膚炎を誘導しうる十分な刺激となることを明らかにした。この
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ことは一方で、皮膚表面の弱酸性の pHを保つことが、アトピー性皮膚炎の発症、

増悪化、あるいは慢性化を防ぐ重要な療法となることを提起するものである。 
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図 35 仮説  

	 アトピー性皮膚炎患者での pHの上昇はセリンプロテアーゼであるKLK5発現

を活性化させPAR2活性型に分解させてケラチノサイトからTSLP分泌を誘導す

る。ケラチノサイトから分泌された TSLP は Th2 細胞の活性化を誘導するだけ

でなく、かゆみに関与する。活性化した Th2細胞は Th2炎症性のサイトカイン

と IL-31を分泌して、Th2炎症反応やかゆみを誘発する。これによる痒みは擦過

行動を起こし、皮膚のバリアをさらに損傷させアトピー性皮膚炎を悪化させる。 
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