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〔目的〕 

 アトピー性皮膚炎（AD）は、痒みを主要症状とする代表的な慢性皮膚疾患であり、皮

膚のバリア機能障害および 2 型炎症を特徴とする。痒みと掻破の悪循環 ”itch-scratch 

cycle”は AD の皮膚炎悪化の重要な要素として臨床的によく知られた特徴であり、掻痒、

掻破行動、皮膚の炎症やバリア機能障害が悪循環を形成する。しかしながら、掻破が皮

膚炎症の増悪につながる分子メカニズムについては不明な点が多い。本研究では、「掻

破により破壊された表皮角化細胞由来物質が直接皮膚組織の 2 型炎症を誘導とする」と

の仮説を設定し、 in vitro の実験系で検証するとともに炎症誘導物質の同定を目的とし

た。  

 

 〔方法並びに成績〕 

【表皮角化細胞破砕物(EKH)の調整】  

新生児正常ヒト表皮角化細胞(NHEK-neo)を T-225 フラスコでコンフルエント状態まで培養し、

PBS で細胞を洗浄した後、10ml の基礎培地中にセルスクレーパーで細胞を掻き取って回収した。

回収した細胞は、BIORUPTOR を用いて高出力で 30 秒×5cycle で超音波破砕し、4℃で 1 分間 

10,000 g で遠心した。遠心後の上清を表皮角化細胞破砕物(epidermal keratinocytes homogenate: 

EKH)として使用するまで-80℃で保存した。 

【細胞培養と刺激】 

NHEK、ヒト皮膚線維芽細胞(NHDF)、ヒト皮膚微小血管内皮細胞(HMVEC-dBl)に EKH をそれ

ぞれ 300 μg/mL の濃度で加え、37℃で 48 時間まで培養した。いくつかの実験では、EKH 刺激

の 30 分前にデキサメタゾン(DEX)、タクロリムス(FK506)、または JAK1 阻害剤(ABT494)で処理

した。HMVEC-dBl の専用培地には、培養の最適化のためにヒドロコルチゾンが含まれているが、

本研究において、HMVEC-dBl を用いたすべての実験は、DEX の効果を適正に評価するために、

少なくとも刺激の 3 時間前にヒドロコルチゾンのみを抜いた培地に置き換えて実施した。 

【評価】 

IL-6, IL-8, IL-33, TSLP の mRNA 発現量、および IL-6, IL-8, TSLP の培養上清中のタンパク質濃

度はそれぞれ qPCR、ELISA 法で測定した。また NHDF の細胞質分画、核分画の IL-33 蛋白発現

はウェスタンブロッティングで評価した。NHDF および HMVEC-dBl の IL1R1 遺伝子発現は

siRNA 法によりノックダウンした。さらに、DEX、FK506、ABT494 の炎症抑制効果を比較検討

した。 

【結果】  

・EKH は、真皮線維芽細胞および微小血管内皮細胞の IL-6 および IL-8 発現を誘導する。 

 まず、EKH が皮膚構成細胞の炎症性サイトカイン/ケモカイン発現を誘導するか検討した。そ

の結果、EKH は、NHDF と HMVEC-dBl の両方で IL-6 および IL-8 mRNA 発現、およびタンパク

質産生を誘導した。NHDFの IL-6 および IL-8はいずれも 6 時間のピークを有する一過性の mRNA

誘導を示したが、HMVEC-dBl の mRNA は EKH 刺激後 48 時間まで増加した。培養上清中の IL-



6 および IL-8 タンパク産生量は mRNA 発現量に一致して NHDF よりも HMVEC-dBl において顕

著であった。 

 

・EKH は、真皮線維芽細胞の TSLP および IL-33 発現を誘導するが、微小血管内皮細胞

では誘導しない  

 NHDF では、TSLP および IL-33 の mRNA 発現誘導は IL-6、IL-8 と同様のキネティク

ス（6 時間をピークとする一過性発現）で観察された。一方、EKH は HMVEC-dBl の TSLP

および IL-33 mRNA 発現は全く誘導しなかった。TSLP タンパク質は、EKH 刺激を行っ

た NHDF の培養上清で検出された。IL-33 タンパク質は EKH 刺激後 6 時間で NHDF の

核画分中に一過性に検出された。  

 

・EKH 由来 IL-1αは、真皮線維芽細胞における EKH 誘導サイトカイン発現に部分的に

関与している  

 EKH 中の炎症誘導因子としてダメージ関連分子パターン（DAMPs）分子である IL-1α

タンパク質の関与を予想し、EKH 中の IL-1α 濃度を ELISA で測定した結果、約 10 ng/mL

含まれていることが分かった。そこで次に、EKH に含まれる IL-1α が NHDF のサイトカ

イン誘導に機能していることを検証する目的で、NHDF に IL-1R1 および陰性対照 siRNA

をトランスフェクションして IL-1R1 発現をノックダウンさせた。その結果、EKH 刺激

後 48 時間時点での IL-1R1 mRNA 発現は陰性対照群と比較して 90%以上抑制された。こ

の条件下では、EKH により誘導される IL-6、IL-8、TSLP、および IL-33 の mRNA および

タンパク質の発現が部分的に抑制された。これらの結果により、EKH に含まれる IL-1α

が、NHDF の IL-6、IL-8、TSLP、IL-33 発現誘導に部分的に関与していることが示唆され

た。  

 

・EKH 誘導サイトカイン発現に対する AD 治療薬の効果の比較  

 局所ステロイド外用、タクロリムス外用は AD 治療の主力となっているが、JAK１阻

害剤は最近 AD の新しい治療薬として注目されている。これらの薬剤が、真皮細胞にお

ける EKH 誘導サイトカイン発現を直接阻害できるかどうかを調べた。NHDF において、

デキサメタゾン (DEX)は、EKH 誘導サイトカイン発現をほぼ完全に抑制した。一方、

ABT494 は JAK1 阻害剤であり、NHDF の EKH 誘導サイトカイン発現を部分的に抑制し

た。FK506 は NHDF において EKH 誘導サイトカインを全く抑制しなかった。  

 ABT494 は DEX よりも HMVEC-dBl における EKH 誘導サイトカイン発現に対してよ

り顕著な抑制効果を示し、FK506 は HMVEC-dBl の炎症には影響を与えなかった。  

 

〔総括〕 

 本研究は AD における”Itch-scratch cycle”の分子メカニズムを明らかにする目的で、掻



破により破壊された表皮から漏れ出た分子が皮膚構成細胞、特に真皮細胞への炎症促進

作用の検証とその原因物質の同定を試みた。また、この”Itch-scratch cycle”による病態悪

化に対するより適切な治療介入方法について in vitro で検討した。本研究の結果、表皮ケ

ラチノサイト破砕物（EKH）は真皮細胞に対して 2 型サイトカインを含む炎症性サイト

カインを誘導する活性を有することが判明した。さらに、NHDF に IL-1R1 特異的 siRNA

をトランスフェクションすることで、EKH により誘導される TSLP、IL-33、IL-6、IL-8

の発現が部分的に抑制されたことにから、EKH 中に含まれる IL-1α が、AD の”itch-scratch 

cycle”を介した炎症増悪に部分的に寄与していることが示唆された。  

 また各種 AD 治療薬の検討では、NHDF においては DEX が TSLP、IL-33 を含む EKH

誘導サイトカインを完全に抑制した。TSLP と IL-33 は双方ともマウスの皮膚感覚ニュー

ロンを直接活性化し、ひっかき行動を誘発させることが報告されており、ステロイド薬

が掻痒に関連するサイトカインを抑制することにより掻破行動を直接抑制できる可能

性が考えられる。一方、HMVEC-dBl においては DEX よりも ABT-494 のほうがより EKH

誘導サイトカインを抑制した。HMVEC-dBl で EKH によって誘導されるサイトカインに

TSLP、IL-33 は含まれなかったが、NHDF よりも EKH によって誘導される IL-6 や IL-8

等炎症性サイトカインの発現持続時間が長かった。これらの特徴は、特に皮膚の微小血

管内皮細胞の炎症が、AD の病態、特にその難治性のプロセスに関与している可能性を

示唆している。今回、免疫細胞を含まない in vitro の検証であったため、特に T 細胞の

抑制効果が期待される FK506 の EKH 誘導性炎症に対する効果は見られなかったが、

NHDF と HMVEC-dBl 間でステロイド薬と JAK 阻害剤の炎症に対する機能の違いを観察

することができた。このことは実臨床においても薬剤のより効果的な使い分けや併用の

有効性の可能性を示唆する結果であるが、分子メカニズムを根拠とした適切な使用につ

なげるためには in vivo のモデルも含めたさらなる知見の蓄積が必要と考える。  
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