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NC ／Nga マ ウ ス に おけ る ア トピ ー 性皮膚炎様皮疹 の 誘発

皮膚バ リア 機能低 ドの 影響一
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　今回我々 は specific 　pathogen 　free 環境下 に お い て ， NC ／Nga マ ウス の 皮膚 を 3 種類 の試薬 （sodium ・

dodecylsalfate， エ タ ノール ， ア セ トン ・
エ
ー

テル 混合液）に て処理 した後 ， ア トピー性皮膚炎の発症 ・

増悪に 重要なア レ ル ゲ ン であるヒ ト ヒ ョ ウ ヒダニ 抗原を塗布し て ， NC ／Nga マ ウ ス の ア トピ
ー

性皮膚炎

様皮疹誘導に関する バ リア機能低下 の影響に つ い て検討 した．その結果 ，
バ リア 機能低下 処理 の み を行 っ

た すべ て の 群では，明 らかな皮膚 炎 は 発症 せ ず， 血漿 IgE 値も上 昇 し なか っ た．一
方 ，

バ リア 機能 の 低

下処理後 に ダニ 抗原を塗布 し た群で は ， 臨床的 か つ 組織学的に明 らかな皮膚炎を発症 し， 血漿 19E 値も

上 昇 し た．また試薬の 種類 ， 濃度 によ り皮膚 炎の程度 に は差 を認 めた．以上 の 結果よ り NC ／Nga マ ウス

は ，
バ リア機能低下処理後の 抗原塗布に対 して過敏に 反応 し， 高 IgE 血症 を伴 っ た皮膚炎を発症させ る

こ とが で きるこ と が 明 ら か に な り， 抗原による ア トピー性 皮膚炎様皮疹の発症に お け るバ リア 機能 の重

要性が示唆され た．

Key 　words ： atopic 　derrnatitis NC ／Nga 　mice
− ．

　 skin 　barrier

は じ め に

　NC ／Nga マ ウ ス （以 ドNC マ ウ ス ）は ア トピー性皮膚

炎 の マ ウ ス モ デ ル と して 注 目され u
−
6〕

， 現在様 々 な

検討が行われ て い る 7〕− 14）．し か し，従来の 報告で は 皮

膚 炎の 発症 の 頻 度は 70−−90％ で あ り 100％ と は な ら

ない 6〕．こ の よ うに NC マ ウ ス の 皮膚炎発症に ば らつ

きがある こ とは ， NC マ ウ ス を皮膚 炎症状 の 検討に利

用する 上 で 大 きな欠点 と なる．発症 率が ば らつ く原因

と し て は ， 皮膚炎を発症 さ せ る 要 因が い ま だ完全 に 特

定され て い ない こ とや ，免疫 ・ア レ ル ギ
ー

異常 が多因

子的に病態 に 関 7 し，皮膚炎症状 を発症す る た め と考

えら れ る．そ こ で 我 々 は NC マ ウ ス に お い て 種 々 の 検

討を行 う上 で ，確実 に 皮膚炎を発症す る 系が必 要 で あ

る と 考えた．

　 ヒ トの ア トピー性皮膚炎の 大 きな要因 として 免疫 ・

ア レ ル ギ
ー

の 異常 且5｝と皮膚 の バ リ ア機能 の 異
jM’161− IS｝

が あ る こ とか ら今同我 々 は，従 来 の ピ ク リル ク ロ ラ イ

ドな ど の ハ プ テ ン を用 い た人 r 抗原 に よる 皮膚炎の 誘

導系 1咽 とは 異な り，皮膚の 重要 な機能 で ある バ リア 機

能を数種類 の 薬剤 （界面活性剤 と有機溶媒） を用 い て

低下 さ せ た 後，ヒ トの ア トピー
性皮膚炎 に お い て 重 要

な発症因子 の ひとつ で あ る と考え られ て い る ヒ ョ ウ ヒ

ダ ニ 抗原 を 用 い て NC マ ウ ス に ア トピー性皮膚炎様の

皮疹 を誘 導す る とい う， よ りヒ トの ア トピー性皮膚炎

の 病態に即 し た皮膚炎誘導を行 い ，同時 に バ リ ア 機能

の 皮膚炎誘導に 及 ぼ す影響 も検討 した
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Ad 由 eviatio 囎 　： Dp 　　Derm ‘itOIJJ1agoideg．　1］terony．gsi 一

川 ｛5 ；LPS 　 lipopolysaccharide；ELISA 　 enzyme −

linked　immunosorbent　assay ；SDS 　 sodiumdodccyl −

salfate ； SPF 　 specific 　 pa 出 ogen 　 free ；TEWI ．

trans−epidermal 　water 　loss

材料及び方法

A ．実験材料

1．マ ウ ス

　実験 群 と し て 7週 齢，雌 の NC ／Nga マ ウ ス （日本

チ ャ
ー

ル ズ ・リ バ ー，横浜），また対照群と して 7週齢，
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雌 の BALB ／c マ ウ ス （日本 エ ス エ ル シー
， 静岡｝を 5

匹ず つ 用 い た ．

2．飼育環境

　飼 育 室 は，specific 　pathogen 　free （SPF ），温度 23

± 1．5℃，湿 度 60± 10％，照 明 12　h　on ／12　h　off で 管理

し，滅菌おが屑をひい たケ
ージ 内で滅菌飼料 を用 い て ，

1 ケ
ー

ジに つ き 5 匹ず つ 飼育 した．

3．試薬

a） ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （Dermatophngoides　pteronysb
’in−

ttS ：Dp ） 全虫体抽 出物水溶液 （1）p 抗原液）

　Arlian ら の 方法
19）−LPIIに 基 づ き ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ

（Dp ）よ り全虫体抽 出物水溶液 を作成 した．すなわ ち

Dp 全虫体 （埼玉県立衛生研究所高岡正敏先生 よ り供

与） 10g を デ ィ
ー

プ フ リ
ー

ザ
ー

（
− 80℃） にて 凍結

・

殺虫 し，無水エ チ ル エ ーテ ル 　10ml で 脱脂後 よ く乾

燥さ せ
， 超音波破砕器 （SUNIFIER 　250，　BRANSON ，

CT ）を用 い て物理的に破壊 した後，滅 菌精製水を Dp

全虫体 二滅菌精製水 ＝1 ；5 （wt ！voD の 割合 で 加 え て

よ く撹拌 し，そ の 後 1．5x ］03g，10　nlin ，4℃ に て 遠心

分離 し，得 られ た上清 をボ ア サ イ ズ 0．8 μm の フ ィ ル

ター
（Miller−PF，日本 ミ リ ポ ア，東京）を用い て 濾過

し，Dp 全虫体抽出物水溶液 （以 ドDp 抗原液）を得た ．

最終 タ ン パ ク質濃度は ，吸光度計に て 280nm 時 ，
　OD

値が 13 となる よ う滅 菌精製 水を加えて 調節 し，BCA

Protein　Assay　Kit（No．23225，
　PIERCE ，

　IL）を用 い て ，

albumin 換 算 で 4．5　mg ／ml と し た．また Dp 抗原液 中

の lipopolysaccharide（LPS）含有量 は リ ム ル ス ES−II

シ ン グル テ ス トワ コ
ー

（和 光純薬 ⊥ 業，大阪）にて 測

定 し，15．89 ± 3．16　endotoxin 　Unit／ml で あ っ た．　 Dp

抗原液は
一20℃ に て 凍結保存 ， 用時解凍 し実験 に供 し

た．

b）界面活性剤及 び有機溶媒

　 角層の バ リ ア 機能を低下 させ る ため に，以下  〜 

の 試薬 〔バ リア 機能低下用試薬） を作成 し，実験 に 供

した．

　   sodiumdodecylsalfate （SDS ）水溶液

　 2％ （wt ／vol ）（以下 2％ SDS ）と 4％ （wt ／vol）（以 ド

4％ SDS ）溶液を滅繭精製水を用 い て 調整 し た．

　   70％ エ タ ノール 水溶液

　 エ チ ル ア ル コ ー
ル を滅菌精製水 を用 い て 濃度70％

に調整 した （以 卜
’
エ タ ノ ール ）．

　   ア セ トン
・

エ
ーテ ル （＝1 ：1）混合液

　 ア セ トン 溶液 ，
ジ エ チ ル エ

ー
テ ル 溶液 を 1 ：1 （vol

／vol ＞に混和 し，ア セ ト ン ・エ ーテ ル 混合液（以下 ア セ

トン ・エ
ー

テ ル ）を調整 した．

B ．方法

1．実験期 間

　8 週間と した．

2．実験群

　実験群 は 以 下 の ご とく，各 バ リア 機 能低 下用試 蘂

（  ．  ，   ）の み を塗布す る 5 群 と，各バ リ ア 機能低

下用試薬 （  ，  ，   ）を塗布 した後に Dp 抗 原液を塗

布す る 5 群 の 全 10 群 に 分類 した．

a ） バ リ ア機能低 ド用試薬（  ，   ，   ）の み塗布す る群

（以 ra） バ リ ア機能の み低 ド群）

　 a
− 1）4％ SDS の み を塗布する 群

　　 （以下 4％ SDS 群）

　 a−2） 2％ SDS の み を塗布する 群

　　 （以 ド2％ SDS 群）

　 a−3） 70％ エ タ ノ ール の み を塗 布す る 群

　　 （以
．．
Fエ タ ノ

ー
ル 群）

　 a
−4） ア セ トン

・エ ーテ ル の み を塗布 す る 群

　　 （以下 ア セ トン ・エ
ー

テ ル 群）

　 a
−5）滅菌精製水の み を塗布する 群

　　 （以 ド精製水群）

b） バ リ ア 機能低下用試薬 （  ，  ，  ）及び Dp 抗原液

を塗布す る 群 （以 Fb ）バ リ ア 機能低下 ＋ Dp 抗 原液群）

　 b−1） 4％ SDS 及び Dp 抗原液を塗布す る 群

　　　 （以下 4％ SDS ＋ Dp 抗原液群）

　 b−2）2％ SDS 及び Dp 抗原液を塗布す る 群

　　　 （以下 2％ SDS ＋ Dp 抗原液群）

　 b−3）70％ エ タ ノール及び Dp 抗原液を塗布する群

　　　 （以下 エ タ ノ
ー

ル ＋ Dp 抗原群）

　 b−4） ア セ トン ・エ ーテ ル 及 び Dp 抗原液を塗布す

　　　 　る 塗 布群

　　　 （以 下 ア セ トン ・エ ーテ ル ＋ Dp 抗原液群）

　 b −．5）Dp 抗原液 の み を塗布す る群

　　　　（以 下 Dp 抗原液群）

3、実験 開始前処置

　 以 下 の 各実験を施行する際，各マ ウ ス に は ジ エ チ ル

エ
ー

テ ル 及 びハ ロ セ ン の 2 種類 の 麻 酔薬を投与 し， 余

分な苦痛を 与えない よ う留意 した。実験開始前に マ ウ

ス 用 バ リ カ ン を用 い
， 背 部全 面を丁寧に 毛刈 りした．

また実験開始後に も必要に 応 じて 皮膚に刺激 を
iJ”えな

い ように 注 意 して 毛刈 りを行 っ た ．

4．バ リ ァ機能低下用試薬 （  ，  ，  ）及び Dp 抗原

液塗布操作

　 a ）バ リ ア機能の み低下群 は マ ウ ス 背部の 毛 刈 りし
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　 Fig．1，　Changes　ofclinical 　skin 　condition 　score ，

　NC ／Nga　mice ：the　Inice 　coated 　with 　the 　barrier　destroying　solution 　and 　the　ex −

tracted　solution 　of　mite 　developed　severe 　dermatitis　（cl量nical 　skill　condition 　score 　of　7−

10．2points），But　the 　lnice 　coated 　nnly 　with 　the　barrier　destroying　solution 　showed

weak 　skhl 　lesion．　BALB ／c　mice ，　which 　are　emplQyed 　as　control ，　showed 　weak 　skin 　le−

sion 　（clinical 　skin 　condition 　score 　of　O−3．8　points ），

た部分全面 に ピペ ッ トマ ン を用 い バ リ ア 機能低 ド用試

薬 （  ，  ，   ）150μ1を滴下 しT 乾燥 させ る操作を連

日行っ た．b）バ リ ア 機能低下 ＋ Dp 抗原液群 に は バ リ

ア 機能低 下用試薬 （  ，  ，  ）を塗布 ・乾燥 させ た

後，さ ら に Dp 抗原液 150μ1を ピペ ッ トマ ン で 滴 ドし

細菌培養用の 棒で 塗り込む操作を追加 した．

5．皮膚症状 の 重症 度判定

　皮 膚 症 状 の ス コ ア リ ン グ に は Leung ら の clinical

skin 　condition 　scoreL2
）

（以下重症 度 ス コ ア ）を使用 し，

実験開始前及 び 実験 開始後 2週 間 ご と に 皮 膚症状 の ス

コ ア リ ン グ を行 っ た．O一無症状 ，1〜3＝軽 微 ， 4〜6
＝軽症 ， 7〜9＝中等症，10〜12＝重症，13〜15≡最重

症 と定義した．

6．rkL液検査所見

　実験 開始 前及 び 実 1験開始 後 2 週 間 ご と に 0．1％ ヘ パ

リ ン 水溶 液 に て 処理 したパ ス ツ
ール ピペ ッ トを用 い て

採血 を行っ た．血 液 は 採血後 2 時間以内 に 血漿を分離

し，− 20℃ に て 保存 ， 用時解凍 し測定に供し た．

i） 血漿 IgE 値の 測定

　ラ ッ ト抗 マ ウ ス igE モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 （No．77−1，

興和，名古屋）を用い ，サ ン ドイ ッ チ ELISA 法 に て 血

漿 lgE 値 を 測定 した ．

ii）好酸球数 の 測定

　面【液 10　plを ヒ ン ケ ル マ ン 氏液 で 10 倍に 希釈 し，

Neubauer 血 球計算板 を用 い て
， 顕微鏡下 に 血 中好酸

球数 を計測 した．

7．皮膚組織像

　皮膚組織像を検討する た め，実験開始後 2 週間 H ，

4 週問 H，8 週 間 目に 3mm パ ン チ バ イオプ シ
ー

を用 い

て 皮膚生検を行 っ た．採取 し た皮膚は 20％ ホ ル マ リ ン

緩衝液 （pH 　7，4）に て 固定した 後，パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク

を作 製 ， 3μm に 薄切 し ， 以下 の染色を行っ た．

i） ヘ マ トキ シ リ ン
・

エ オ ジ ン 重染色 （以 ドHE 染色）

　IIE 染色 に て 各 マ ウ ス の 皮 膚病理 組織像 を検討 し

た．

ii） ロ ン グ トル イジ ン ブ ル
ー
染色 （以 F

’
　LTB 染色）

　肥 満細胞同定の た め LTB 染色 を行 っ た．　 LTB 染色

につ い て は long　toluidin　blue液 （0．5％ toluidin　blue　in

O．5N −HCI ：pH 　O．5，　Merck ，　 Darmstadt）を用 い て ， 各

検体 を 20 時 間浸漬染色 した後 ， 定法 に 従 い 標本 を作

製，顕微鏡 ドに 肥満細胞数の 測定を行っ た．肥満細胞

数は光学顕微鏡 で O．2　mm2 の 範囲を 3視野測定 して ，

0．1mm2 あ た りの 数を算 出 した ．
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NCINgamice

BALB ！cmice

　 Fig．2．　 Skin　condition （after8weeks ）．

　A ：NC ／Nga　mice ，　a−1） 4％ SDS ：Slight　erythema 　with 　slight 　sca ［e　on 　the　back，

Woundof 　the　back　caused 　by　blopsy，

　B ：NC ／Nga 　mice ，　b−5）Dp 　solution ：Erythema 　withscale ，　crust 　and 　lichenificatlon

on 　the　back．

　C ：NC ／Nga　mice ，　b−1） 4％ SDS ＋ Dp　solution ：Severe　erythema 　with 　scale ，　crust

and 　licheni一且cation 　or 　erosion 　caused 　by　scrape 　on 　the　back．

　D ：BALB ／c　mice ，　a−1）4％ SDS ： no 　skinlesion

　E ：BALB ／c　mice ，　b−5） Dp　solution ：Slight　erythema 　on　the　back．　Wound 　of　the

back　caused 　by　biting　each 　other ．

　F ：BALB ／c　mice ，　b−1） 4％ SDS ＋ Dp 　solution ：Slight　erythema 　on 　the 　back．

8．統計学的検討

　Wiicoxonの 符号順位和検定 （ノ ン パ ラ メ トリ ッ ク検

定）に よ り有意差を評価 した．統計解析用 ソ フ トには

Stat　View （SAS ，
　 NC ） を用 い た．

結　果

A ．皮膚症状

　実験開始前 に は 実験群 （NC マ ウ ス 〉， 対照群 （BALB

／c マ ウ ス 〉の い ずれ の マ ウ ス も皮膚炎症状を示 さず ，

重症度ス コ ァ は o で あっ た （Fig．1）．塗布 8 週 目で NC

マ ウス の a＞バ リア 機能 の み低下群 で 重症度 ス コ ア は

1± 0．O〜3．8 ± 3．5 と軽微で あっ たが b）バ リ ア 機能低下

＋ Dp 抗原液群 で は重症 度 ス コ ア は 7 ± 2．8〜10．6 ± 1，8

と中等症〜重症 の 皮膚炎を発症し た （Fig．1，Fig．2）．平

均重 症 度ス コ ア は，b−1）4％ SDS ＋ Dp 抗原液塗布群 で

10．6 ± 1．8 と ， 最 も強 く皮 膚炎 を発症 した （Fig．　1，Fig．

2）．また，b−2）〜b−5＞の 各 b）バ リ ア 機能低 下 ＋ Dp

抗原液群 もそ れ ぞ れ重症度 ス コ ア は 7 ± 2．8〜8，4 ± 2．0

と 中等症 の 皮膚炎を発症 し，そ の 症状 の 強 さは b−4），

b−2）， b−5），
　 b−3）の 順で あっ た．

　
一
方 ， BALB ／c マ ウ ス で は a），　b）い ずれの 群 にお い

て も重 症 度 ス コ ア は O〜3．3 ± 1．3 と無 症 状〜軽 症 で
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　Fig，5．　 Histophatological　change 　of　NC／Nga　mice 　skin ．

　A ：a
−1）4％ SDS （HE ）；slight　hyperkeratosis，　slight 　acanthosis 　and 　slight　in且am −

matory 　cell　in丘ltration　of　dermis，

　B ；b−5）Dp 　solution （HE ）；hyperkeratosis，　acanthosis 　and 　inflammatory　ceit　infi1−

tration　in　dermis．

　C ；b−1）4％ SDS ＋ Dp　so 且ution 　（HE ）：severe 　hyperkeratosis，　acanthosis 　and 　in−
flammatory　ceU 　in趾 ration 　in　dermis．

　D ：a
−1）4％ SDS （LTB ）lno 　increase　of　mast 　cell，

E ：b−5）Dp　solution （LTB ）： slight 　increase　of 　mast 　cell　in　dermis　and 　a　part　of
mast 　cell　showed 　degranulation　and 　activatien．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ，

F ：b−1）4％ SDS ＋ Dp 　solution （LTB ）：increase　of　mast 　cell　in　derrnis　and 　the
mast 　cell　showed 　degranulation　and 　activation．

あ っ た （Fig．　1，
　Fig．2）．

B．血液検査所見

1．血漿 IgE 値 （Fig．　3）

　実験 開始前に は，すべ て の 群にお い て 血漿 IgE値は

正常範囲内 （400ng ／m1 以下）で あ っ た．塗布 8 週 目に

は NC マ ウ ス の a ）バ リ ア機能 の み低 下群 の 血漿 IgE

値は い ずれ も正常範囲内で あ っ たが ， b）バ リ ア機能

低下 ＋ Dp 抗 原液群 で 血漿 IgE値 は 有意な上昇 （p＜

0．05）を認めた．そ の 数値は，b−1）4％ SDS ＋ Dp 抗 原

液塗布群 で 10274．4 ± 632．1　ng ／ml ，
　 b−2）2％ SDS ＋ Dp

抗原液塗布群で 284Z3 ± 3038．3　ng ／ml で あ り，　 b−3）〜

b−5＞の b）バ リ ア 機能低 下 ＋Dp 抗 原液群 で も平均

1000ng ／ml を越 え る 有意 な 上 昇 （p＜ 0．05）を認 め ，
　 b−

3）〜 b−5）の順で 高値だ っ た．

　
一方，BALB ／c マ ウ ス に お い て は，　 a）バ リア 機能 の

み低下群の 血 漿 lgE 値は ，
い ずれ の 時期に お い て も正

常範囲内であ っ た．b） バ リ ア 機能低下 ＋ Dp 抗原液群

で は b−1）4％ SDS ＋ Dp 抗原 液群 で 853．7 ± 655．6　ng ／

mL 　 b−4）ア セ トン ・エ
ー

テ ル ＋ Dp 抗原液塗布群で

502．2 ± 333．9　ng ／ml と軽度上 昇 （p〈0．05）したが ，
　NC

マ ウ ス に 比 べ 有意に低値 （p〈 O．05）で あ っ た．また そ

れ以外 の 群 の 血 清 lgE値 は い ずれ も正常範囲 内で
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　Flg．6．　 Histophatological　change 　of 　BALB ／c　mice 　skin，

　A ：a
−1＞4％ SDS （HE ）：slight 　acanthosis ，

　B ：b−5＞Dp　soluton （HE ）：slight 　acanthosis 　and 　slight　inflammatory　cell　infiltra−
tion　in　dermis，

　C ：b−1）4％ SDS ＋ Dp 　sdution （HE ）；s且ight　hyperkeratosis，　acanthosis 　and 正nflam −

matory 　cell　infiltration　ln　dermis．
　D ：a

−1）4％ SDS （LTB ）：no 　increase　of　mast 　ceU ．

　E ：b−5）Dp 　solution （LTB ）：no 　increase　of　mast 　cell　in　dermis．
　F ：b−1） 4％ SDS ＋ Dp 　solution （LTB ）： slight 　increase　ef 　mast 　cell　in　dermis．

　　 蠶 ｝

繕 懸

あっ た （Fig．3）．

2．末梢血好酸球数

　末梢 血好 酸球数は NC マ ウ ス
，
　 BALB ／c マ ウ ス 共

に い ずれ の 群 にお い て も 9．2± 3．5〜168．8± 141．4個／
mm3 の 間で 上 下 し，

一
定の 傾向を示 さなか っ た （Fig．

4）．

C．皮膚組織像

1．HE 染色

　HE 染色 に おい て ，
　 NC マ ウ ス の a）バ リア機能の み

低下群 で は軽度の 表皮肥厚，真皮内の リ ン パ 球を主 体

と した細胞浸潤 を認めた．また b）バ リ ア機能低 下 ＋

Dp 抗原液群 にお い て は，　 a）バ リ ア 機能の み 低下群 に

比べ 強い 過角化 ， 表皮 肥 厚，真皮内の リン パ 球を主体

とした細胞浸潤を認 め，上 記所 見は時間の経過 に伴い

さらに増強 した （Fig．　5）．

　
一方，BALB ／c マ ウ ス で は ，

　 a−5）精製水群以外の各

群にお い て ， 軽度の表皮肥厚および真皮内の 細胞浸潤

を認めた（Fig，6）．また，ダニ 抗原液 の 塗布の 有無 に よ

る組織所見の 大 きな差異は認め ら れ なか っ た．

2．LTB 染色 （Fig．　5，　Fig．6，　Fig，7）

　LTB 染色 に お い て ，　 NC マ ウ ス の a ）バ リ ア 機能 の

み 低下群で は肥満細胞数 の 増加傾向を認 め なか っ た

が，b）バ リア機能低 下 ＋ Dp 抗原液群 で は 肥満細胞数

の 有意な増加 （p〈 o．05）を認め （Fig．5，
　Fig．　7）， そ の

数は時間の経過に伴い 増加 した．塗布 8 週 目で 肥満細

胞数 は b−1）4％ SDS ＋ Dp 高原液塗布群で は a） バ リ

ア機能 の み低下 群 の 約 3倍 ま で 上昇 した （p＜ 0．Ol）

（Fig．7），
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　 Fig．7，　Changes　of 　mast 　cell　count 　in　the　skin ，

　NC ／Nga 　mice 　coated 　the　barrier　destroying　sotution 　and 　the　Dp　so且ution 　showed 　in−

crease 　of　the　mast 　cell　count （p＜ 0．05＞，whereas 　NC ／Nga　mice 　coated 　only 　with 　the

barrier　destroying　solution 　 or 　All　of 　BALB ／c　 mice 　showed 　 no 　increase　of 　the 　mast

cel1．

　
一

方，BALB ／c マ ウ ス で はい ずれ の 群 に お い て も肥

満細胞数 の増加は認め ら れ なか っ た （Fig，6，　Fig，7），

考　察

　 ア ト ピー性皮膚炎は 皮膚 の バ リ ア 機 能異 常 L6国 8｝

や ，環境抗原等に対す る 免疫 ・ア レ ル ギ ー
反応の 異常 ，

環境因子など様 々 な要 因が関与す る多因子性 の 疾患 で

ある と考 えられ て い る ZLt）．中で も皮膚の バ リ ア 機能異

常は ア トピー
性皮膚 炎患者における皮膚炎発症 や ，症

状増悪 の 重要 な 要 因の ひ と つ と し て 注 目され て い る．

昨近 の 患者数 の 増加は，遺伝子的 なバ ッ ク グ ラ ン ドか

ら生 じる免疫 ・ア レ ル ギー的病態が 急激に 変化 した た

め と は考えに くく，バ リア 機能 に 影響 を及 ぼ す様 々 な

環境因子や生活習慣な どが変化 し，ア トピー性皮膚炎

の病態に影響を 及 ぼ して い る と考えた方が理解 しや す

い ．臨床 的 に も，石鹸 や シ ャ ン プー
な ど の様 々 な界面

活性剤 の 過 剰使用 や ，ナ イ ロ ン タ オル を用 い た洗い 過

ぎに よ るバ リア 機能 の 低
．
ドが指摘 され て い る．

　NC マ ウ ス は 1957 年に 近藤ら に よ り樹立 され た系

統で D ，1997 年 には松 田 らに よ りア トピー性皮膚炎の

マ ウ ス モ デ ル として 報告され た 2］．近年，さらに ア レ

ル ギ ーを起こ しやす い 性 質 を有す る こ とか ら ， ア ト

ピー
性皮膚炎 の み ならず ア ト ピー疾患全般 の マ ウ ス モ

デ ル と し て ，喘息モ デ ル や 食物 ア レ ル ギーモ デ ル 等

様 々 な方面 か らの 検討が な さ れ て い る 7卜 IP ．　 NC マ

ウ ス に お け る ア ト ピー
性皮膚炎誘導モ デ ル の 検討は ，

ピ ク リル ク ロ ラ イ ドの 塗布や ダ ニ 抗原 を皮内投与す る

系が報告さ れ て い る 415｝．しか しこ れ ら の 系は ，塗布す

る試薬が臨床的 に ア トピー性皮膚炎の 原 因物質 で はな

か っ た り，ア レ ル ゲ ン の 感作経路 が 臨床 に 即 して い な

い な ど，
ヒ トの ア ト ピー性皮膚炎の モ デ ル と考える に

は やや不適当である．そ こ で 今回 の 検討で は，ア トピー

性皮膚炎の 臨床に即 した実験系 ，す なわ ち臨床の場に

お い て も認 め られ る よう に，まず皮膚の 重要な機能で

あ る バ リ ア 機能 を低下 さ せ ，そ の 後 ヒ トと同種 の 抗原

を塗布す る こ と によ り NC マ ウ ス に 皮膚炎症状を誘導

す る とい う，よ りヒ トの ア ト ピー
性皮膚炎 の 病態に即

した 皮膚 炎誘導モ デ ル の 作成を試み ，そ の 検討を行 っ

た．

　角層の バ リア機能 の i三体 は，層板顆粒か ら放出さ れ

た セ ラ ミ ドを中心 とす る コ レ ス テ ロ ー
ル

・サ ル フ ェ イ

ト，遊 離脂肪酸， トリ グ リ セ リ ドなどか らな る細胞間

脂質で ある23｝
， 角層を透過する物質は ，あ る 程度 まで

濃度依存性 の 拡散に よ り皮膚内 に 移動す る と考えら れ
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て い る．しか し，そ れ 以外 に も角層の 透過し やすさ に

は ， そ の 物質の 分子量 ， 分子 の 形態 ， 溶媒あ る い は 角

層 の 構成性分との 親和性な ど種 々 の 要素が 影響す る．

実際に低分チの ハ プ テ ン は 容易に 角層 の バ リ ア を通過

し皮膚炎の 原因 とな りうる が ，分子量 の 大 きい ダ ニ 抗

原 や ハ ウ ス ダ ス トな どの 環境抗原は，角層を容易に は

通過 し得ない
23 ）。そ こ で 本実験系に お い て は ，分子量

の 大 きな ダ ニ 抗 原 が 角層 の バ リ ア を通過 で き る よ う

に ， 試薬 を用 い てバ リア 機能 を低下 させ る処理 を併用

した，バ リ ア 機能を低下 させ る 試薬に は，我 々 が 日常

使用 して い る石鹸 や シ ャ ン プー
に も含まれ て い る 界面

活性剤で あ る SDS ，又，代表的な バ リア 機能を低下 さ

せ る試薬 で あ る 70％ エ タ ノー
ル ，ア セ ト ン

・エ ーテ ル

混合液を用 い た．今回は皮膚炎 の 誘導に 焦点を当て た

た め検 討 を行 わなか っ た が，今後 本実験 系に お い て

transepidermal 　water 　Loss（TEWL ）な どバ リア 機能 の

生理学 的な検討 も必要 で あ る と思 わ れ た．

　我 々 は こ の 検討を行 うに際 し て ， 1．SDS の 濃度 ，

2．使用す る ア レ ル ゲ ン の 種類 や濃度，3．塗布方法，

4．試薬塗布期間に つ い て 予備実験を行 っ た （data　not

shown ）．LSDS の 濃 度は，　NC マ ウ ス の 背部 に 1％ ご

とに 1％〜5％ の 5段 階 の 濃 度 の SDS を 8 週 間塗 布

し，本実験 同様重症度 ス コ ア22）を用 い て検討 した．そ

の 結果，塗布 8 週 目の 重症度 ス コ ア は SDS の 濃度 に 比

例 して 増加 した．1％ SDS で は重 症度 ス コ ア は 0〜1

と 肉眼的 に 明 ら か な皮膚 炎 症 状 は ほ と ん ど 認 め ら れ

ず ， 2％ SDS と 3％ SDS で は重症度 ス コ ア は 1〜2 で，

両濃度 で の 重症度ス コ ア に は統計学的に有意な差 はな

か っ た ．4％ SDS で は 重症度 ス コ ア は 2〜3 で あ り，肉

眼 的 に 明 らか な皮 膚炎を誘導する 事が で きた。5％

SDS で は 重症度 ス コ ア は 3 以 ヒと強 く症状 が誘 発 さ

れ たが，組織学的 に表皮 の 壊死所見も認 め ら れ ，皮膚

炎症状に SDS の 毒性に よ る皮疹を も混 じて い る と考

え られた．以上 の 結果 よ り，本実験系で は軽微な バ リ

ア 機能異常 を起 こ す濃度 と し て 2％ SDS を，また確実

に バ リア 機能異常 を起 こ す こ と の で き る濃度 と して 4

％ SDS の 2 種の 濃度 を採 用 し た．2．塗布す る ア レ ル

ゲ ン の 種類 に つ い て は，NC マ ウ ス の 背面に 4％ SDS

を塗布，乾燥後，ア レ ル ゲ ン ・ヤケ ヒ ョ ウヒ ダ ニ
・エ

キ ス （鳥居薬品），ア レ ル ゲ ン ・ハ ウ ス ダ ス ト ・エ キス

（鳥居薬品），der　f抗原 （ア サ ヒ ビー
ル ）の 3 種の 市販

の ア レ ル ゲ ン 及 び 今回 の 検討 に 用 い た Dp 全虫体抽 出

物水溶液 （Dp 抗原液）をほぼ同
一

の タ ン パ ク 質濃度に

調 整 し
，
8 週間 塗 布 した ．そ の 結 果，ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ

・エ キ ス と Dp 抗原液で 臨床症 状 と血漿 IgE 値の 有意

な変化 が 観察 さ れ た．しか し両者 の 皮膚炎 症 状 に は 差

が み られなか っ たため，試薬供給の 点か ら Dp 抗原液

を ア レ ル ゲ ン と し て 採用 し た．3．SDS の 塗布方法に

つ い て は，カ ッ プ法の方が安定 した結 果が得 られる も

の の ，今回の 実験対象は マ ウ ス で ある ため カ ッ プ法は

困難と考え ， 洗浄 ・塗布法を採用した．マ ウ ス の 皮膚

は ラ ッ トに 比 べ 弱 くよ り物理 的刺激を受けやす い た

め ，紅斑 を出さない よ う注意深く塗布操作を行うこ と

と した．また，高濃度 の SDS による タ ン パ ク抗原 の 変

性を考慮 し，SDS と各抗原 は混合せ ず に ，
　SDS を塗布

した後に各抗原 を塗布す る こ と と した．4．塗布期間も

32週 まで 検討を行 っ た が ，各群 ともに 8 週 目まで に は

症状はほぼ完成し，以降 の 経過にお い て はあまり有意

な 症状の変化は認め ら れ なか っ たた め ，実験 期間は 8

週 と した．以上 の 予備実験 に基 づ き本実験系を組 み検

討を行っ た．

　そ の 結果 ， NC マ ウ ス にお い て a）バ リア 機能 の み低

ド群で は い ずれ の 群 に お い て も明らかな皮膚炎は誘導

されず ， 血漿 IgE値も上昇 しなか っ た ．一
方，　 b）バ リ

ア 機能低下 ＋ Dp 抗原液群 は，い ずれ の 群 に お い て も

重症度 ス コ ア は平均 7 を越 え，臨床 的 に もまた 組織学

的に も明らか な皮膚炎を発症 し， 血漿 IgE 値 も有意な

上昇 を認 め た（pく O．05）．重症度 ス コ ア に お い て ，b−5）

Dp 抗原液群よ り有意に高値 とな っ た群 は ，
　 b−1） 4％

SDS ＋ Dp 抗 原液群 の み で あ っ た （p〈 O．05）．　 b−1）4

％ SDS ＋ Dp 抗原液群は ， 8 週 目で 重症度 ス コ ア は 10．6

± 1．8 と最 も高 く，血 漿 IgE 値 も 8 週 目 で 10274．4 ±

632．l　ng ／ml まで 上 昇 した ．病理学的に も強い 皮膚炎像

を呈 し，組織 中の 肥満組織 数 も他 の 全て の 群に比 べ 有

意 に ヒ昇 して い た （p＜ O．01）．し か し b−2）2％ SDS

＋ Dp 抗原 液群，　 b−3）エ タ ノ
ー

ル ＋Dp 抗原液群，　 b−4）

ア セ トン ・エ ーテ ル ＋ Dp 抗 原 液群 と b−5） Dp 抗 原液

群 の結果 に は有意 な差はなか っ た，そ の 理 由と して ，

2％ SDS ，エ タ ノール ，ア セ トン ・エ
ー

テ ル に よるバ リ

ア機能低 ド処 理は ， 強 い 症状 を引 き起 こ す の に十分な

量 の Dp 抗原が マ ウ ス 角層を通過す る ため に は，不 卜

分 で あるた め と 考え られ た ．しか し，こ れ らの 弱い バ

リ ア機能低下処理 を行 っ た群 や バ リ ア 機能低下処理 を

併用 しなか っ た b−5）Dp 抗原液群 で も中等度の 皮膚炎

を誘導する こ とが で きた の は ， NC マ ウ ス に は BALB

／c マ ウ ス に 比 して 抗原 に対す る強い 反応 性が あ る た

め と考え られ た．

　 一方，対照群で ある BALBIc マ ウ ス で は b） バ リア
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機能低下 ＋ Dp 抗原液群に お い て，　 b−1）4％ SDS ＋ Dp

抗原液群 と b−・4）ア セ ト ン ・エ ーテ ル ＋ Dp 抗原液群 の

み で 血漿 lgE 値の 有意な上 昇を認め た が （尸くO．05），臨

床的 に は 全 て の 群で 重症度 ス コ ア は 0 ± 0〜3．3 ± 1．3 と

無 症状〜軽 度 で あ り，NC マ ウ ス に 比 し て 有 意に 低

か っ た （p〈 O．05）．以 Lの こ とよ り，本実験 系に お い て ，

マ ウ ス に確実 に皮膚炎を発症させ る条件 と し て，ア ト

ピー素因 （ア レ ル ゲ ン に対す る 易反応性 や IgE 抗体を

作 りやす い 性 質）を持 つ 個体 （NC マ ウ ス ）に十分な バ

リ ア機能の低
．．
ドを起 こ させ 抗原を負荷す る こ とが必要

で ある と考 えられた．

　今回我 々 は，NC マ ウ ス に 種 々 の 試薬 を用 い て 角層

の バ リア 機能 を低 ドさせ た後，ダ ニ 抗原 を塗布す る こ

と に よ り，ヒ トの ア トピー
性皮膚炎様 の 皮疹 を確 実に

誘導す る事に 成功 した．こ の 系は ，ア ト ピー性皮膚炎

におけ る ア レ ル ゲ ン の検討や バ リ ア機能異常を解析す

る の に 非常 に 有用 で ある と 考えた ．

　本稿 を終 る に あた り，ダニ 抗 原 に 関す る 有用 な示 唆 を い

た だ い た埼玉県 蹉衛 生研究所課長　高岡止 敏先生，興和株

式会礼興和総合科学研究所　中尾 裕史先生，順 犬 堂 大学医

学 部皮膚科学 講座　西村久美子先生並 び に組織染色 につ い

て 御助言，御指導 をい た だ い た順 天堂 大 学 医学 部 共 同病 理

研 究 室　横溝和 r先生 に深 謝 い た します．
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  INDUCTION  OF  ATOPIC  DERMATITIS-LIKE  SKIN  LESION  IN  NC/Nga  MICE
-The

 Infiuence of  the Skin Barrier Destroying Solution to the Induction of  Dermatitis-

Tetsushi  Unnoi}2)3), Hajime Sutoi}2), Takashi Yoshiike2]3),

         Hideoki Ogawai)2) and  Chisei RaZ)4)

            
i
 
;Department

 of Dermatology, Juntendo University Schoot Medicine

        
2)Atopy

 (Allergy) Research Center, Juntendo University School ofMedicine
              

3)Department
 ofDermatology. Juntendo lau-Nagaoka Hospital

`)Department
 ofMolecular Cetl Immunolagy  and  Atlergolagy, Nihon  University School ofMedicine

    NC/Nga  mouse  is well  known  as  a mouse  model  for atopic  dermatitis. In gencral, when  NC!Nga  mouse

are  raised  under  specific  pathogen  free (SPF) conditions  no  skin  lesions are  detected. but when  under  non-

filtrated (conventional> conclition,  atopic  dermatitis like skin  lesions appear  spontatneously.  However, this cler-
matitis  develops in 70ly90%  of  mice  (not 100%),  which  makes  it difficult to perform  reproducible  experiments

every  tlme.

    This study  was  perfbrmed  under  SPF  conditions,  using  the four solutions  (2% SDS, 4%  SDS, ethanoL  ace-

tone/ether) to destroy the skin  barrier function, and  thereafter, applying  the extracted  solution  of mite  : Der-
matophagoides  pteronyssint{s, which  is a  very  popular  antigen  in pathogenesis  of human atopic  dermatitis. The
extracted  soution  of mite  was  applied  repeatedly  on  the NCfNga  mice  with  a pretreatment  of barrier destroy-
ing solution  and  after  8 weeks  the mice  dcveloped severe  derrnatitis (clinical skin  condition  score  of 7-IO.2

points) with  marked  elevation  of plasma  IgE leveL whereas  mice  coated  only  with  the  barrier destroying solu-
tion showed  weak  skin  lesion with  no  elevation  of plasma  IgE leveL BALBIc  mice,  which  are  employed  as  con-

troL showed  weak  skin  lesion (clinical skin  condition  score  of O-3.8 points) and  slight elevation  of  plasma  IgE
level after  repeated  application  of  the extracted  solution  of mite  with  a  pretreatment  of the barrier destroying
solution,  whereas  mice  coated  only  wit.h  the barrier destroying solution  showed  wcak  skin  lesion and  the no

elevation  of plasma IgE level was  observed.

    In this study,  using  several  solutions  to disturb the skin  barrier function before applying  the antigen,  we

have found a suitable  conclition  and  types  of  solutions  in inducing dermatitis in NC!Nga  mice,
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