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略語一覧 

ANOVA  : analysis of variance  

AOM  : azoxymethane  

AP-1  : activator protein 1 

a.u.  : arbitrary unit 

COX  : cyclooxygenase 

DSS  : dextran sodium sulfate 

ELISA  : enzyme-linked immunosorbent assay 

HE  : hematoxylin and eosin 

IBD  : inflammatory bowel disease 

IgA  : immunoglobulin A 

IgE  : immunoglobulin E 

IgG  : immunoglobulin G 

IL-6  : interleukin 6 

iNOS  : inducible nitric oxide synthase 

L-NAME : N(G)-nitro-L-arginine methyl ester 

MMPs  : matrix metalloproteinases 

NO2
-
/NO3

-
 : Nitrite/Nitrate 

NSAIDs  : non-steroidal anti-inflammatory drugs 

PGs  : prostaglandins 

TEWL  : transepidermal water loss 

TNFR  : tumor necrosis factor receptor 

TNF-α  : tumor necrosis factor-α 

TRITC  : tetramethylrhodamine isothiocyanate 
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緒論 

 

皮膚は全身の状態を映しだす鏡であると考えられており，生体内で発症した

内科疾患が皮膚の性状を変化させていることが経験的に知られている。特に長

期間，内臓に疾患を患っている患者，例えば慢性肝疾患の患者や透析患者では，

皮膚において艶の減少や乾燥，弾性の低下などの症状が認められる 1-3)。しかし

ながら，内科疾患が皮膚の生理機能に影響を及ぼす詳細なメカニズムについて

は未だ明らかになっていない。 

 皮膚は人体で最も大きな臓器であり，人体を包み，外界からの様々な異物の

侵入を防ぐとともに，体の形を維持させる役割を担っている。さらに，発汗に

よる放熱や皮膚中の血流調節による外界との熱交換，経表皮水分喪失量

（transepidermal water loss: TEWL）の調節などによって生体機能を維持する役割

も有する。皮膚は上皮組織を形成する表皮，結合組織からなる真皮，さらに深

部に存在する皮下組織によって構成される。大気中に触れる最外層の表皮には

角化細胞が存在し，基底層で産生された角化細胞は 4 週間かけて後から分裂し

た細胞に徐々に外界に向かって押し上げられ，角層に到達し，最終的には垢と

なって剥がれ落ちていく。この一連の流れを角化と呼び，角化の過程では細胞

間脂質を構成するセラミドや角層細胞中の保湿を担う天然保湿因子なども産生

され，角層水分量を保ちつつ過剰な水分の蒸散を防いでいる。このように，表

皮は角化を繰り返すことによって角層のバリア機能を維持している 4)。一方，真

皮においてはコラーゲンを代表とする結合組織が豊富に存在し，エラスチンと

ともに皮膚の弾性を保っている。また，これらの結合組織の間隙にはヒアルロ

ン酸が蓄えられ，水分が一定量保持されている。コラーゲンやエラスチンは真

皮の線維芽細胞によって生成されている。線維芽細胞は常に新しい組織を作り

出しながら，一方では古くなった組織の分解を行っている。この分解を担う酵

素として代表的なものが matrix metalloproteinases (MMPs)である。皮膚の恒常性

を保つためにはこの MMPs が必須であるが，過剰な MMP の活性化，例えば紫

外線によるMMPの活性化は，コラーゲンやエラスチンなどの細胞外マトリック

スの分解を加速させ，皮膚の弾性の低下や皺の過剰形成へとつながる 5)。また，

真皮や皮下組織においては免疫反応に関与するマスト細胞も存在し，MMPs を

活性化することで炎症時の皮膚のリモデリングに関与している。さらに，マス
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ト細胞はヒスタミンや tumor necrosis factor-α (TNF-α) などの化学伝達物質を顆

粒内に保持しており，外部からの刺激を受けることで顆粒を放出し，アレルギ

ー反応を惹起させることで皮膚の防御機構を担っている 6)。皮膚はこのような機

能を維持しながら，生体恒常性を保っている。 

仮に内科疾患が皮膚の状態に影響を及ぼしているのであれば，表皮や真皮の

構造や機能に変化が生じていると考えられる。動物を用いた実験では，大腸刺

激性の緩下剤であるセンナをマウスに長期投与することで，便の性状の変化に

伴い，大腸ではマスト細胞の増加や蠕動運動の低下などが認められ，一方，皮

膚においては，表皮での免疫反応を担うランゲルハンス細胞の減少が認められ

ている 7）。ランゲルハンス細胞はアトピー性皮膚炎の病態下では炎症反応に伴う

免疫系のシグナルによってマスト細胞と同様に増加する。また，神経系のシグ

ナルを受けることによっても，その発現数に変化が生じる 8, 9）。センナの長期投

与による大腸への刺激が免疫系あるいは神経系のシグナルを介してランゲルハ

ンス細胞数を減少させ，皮膚の免疫状態を低下させた可能性が考えられる。実

臨床においてもセンナの長期投与によって大腸に刺激を与え続けることによっ

て急性汎発性発疹性膿疱症が発症した症例も過去に報告されていることから 10），

刺激を受けた大腸が皮膚の性状に変化をもたらすことが推察される。 

以上より，内臓の障害が何らかのシグナル伝達を介して，離れた臓器である

皮膚の状態に影響を及ぼしていることが示唆される。腸管は皮膚と同様に生体

内部と外環境との境界線を形成しており，免疫系が発達しているという共通点

を有することから，本研究では腸管に焦点を当てることとした。免疫系で重要

な役割を担うマスト細胞や，皮膚のバリア機能の指標となる TEWL や角層水分

量，皮膚組織中のコラーゲン等を調べることによって，腸管に生じた障害が皮

膚障害を引き起こすメカニズムを明らかにすることを本研究の目的とした。 

第 1 章では非ステロイド性消炎鎮痛薬であるインドメタシンによって小腸炎

を惹起させたマウスを用いて皮膚障害の検討を行った。また，第 2章では，dextran 

sodium sulfate (DSS) によって大腸炎を惹起させたマウスを用いて，第 3章では

azoxymethane と DSS を組み合わせることによって大腸癌を誘導したマウスを用

いて，それぞれ皮膚障害の検討を行った。これらの研究から得られた新しい知

見を以下に報告する。 
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第 1 章 皮膚の生理機能に対する小腸炎の影響 

 

第 1節 緒言 

 

非ステロイド性抗炎症薬 non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) は鎮

痛・消炎を目的として臨床上広く一般的に使用されている 11)。NSAIDs は

cyclooxygenase (COX) を阻害することによって prostaglandins (PGs) の生合成を

抑制する 12)。COX には COX-1 と COX-2 という 2 つのアイソフォームが存在す

ることが知られている 13-15)。COX-1 は様々な組織や臓器において恒常的に発現

しているが，COX-2 は炎症性細胞や炎症を惹起した組織において限局的に発現

している。NSAIDs は炎症部位において COX-2 を阻害することによって，炎症

反応が進行することを抑制する。しかし，インドメタシンのような COX非選択

性の NSAIDs においては胃粘膜に発現している COX-1 をも阻害し，その結果，

PGs 産生の抑制や胃粘膜への炎症や潰瘍などの障害を引き起こすとされている

16-18)。さらに，臨床上，NSAIDs を長期間投与された患者においては胃粘膜のみ

ならず小腸粘膜に障害を引き起こすケースがあることも知られている 19)。 

 NSAIDs による消化管粘膜障害のメカニズムについては現在も研究が進めら

れている。最近の報告では，インドメタシンによって惹起された小腸粘膜障害

が MMPs を誘導することを明らかにしている。インドメタシンによって誘導さ

れた MMPs は，炎症反応の一部分として細胞外マトリックスのリモデリングに

関与しており，腸管組織の修復や再生に必須の酵素である 20)。この MMPs は皮

膚においても恒常的に発現している。皮膚組織中の線維芽細胞はコラーゲンや

エラスチンなどの多量の細胞外マトリックス構成物を産生し，基底細胞は真皮

と表皮の境となる基底膜を作り出している。I 型コラーゲンは細胞外マトリック

スの主要な構成物であり，皮膚に弾力性を持たせる働きがある 21)。また，IV型

コラーゲンは基底膜に存在する重要な構成物であり，特に表皮と真皮の結合に

役立っている 22)。これら I 型コラーゲンや IV型コラーゲンは MMPs によって分

解されるが，主に I 型コラーゲンは MMP-1によって，IV型コラーゲンは MMP-9

によって分解されることが知られている 23, 24)。 

 炎症性メディエーターである TNF-α は，インドメタシンにより誘導される小

腸炎に関与しており 25, 26)，この現象には TNF-α によって誘導される MMPs の活
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性化が関与していることが示唆されている 27)。小腸炎の病態下では血中に多量

の TNF-α が放出され，全身を循環することから，この TNF-α が皮膚中のMMPs

を活性化している可能性が考えられる。また，MMPs はマスト細胞のトリプタ

ーゼによっても活性化される 24)。腸管の炎症時にはマスト細胞の脱顆粒によっ

て，炎症性メディエーターであるヒスタミンやトリプターゼ，キマーゼといっ

たプロテアーゼなども血中へ放出される。腸管障害時に発生したこれら炎症性

メディエーターやプロテアーゼなどが，皮膚の性状に影響を与える可能性が考

えられる。そこで，インドメタシン誘導小腸炎マウスを用いて，皮膚中の MMP-1

やMMP-9，トリプターゼ，I 型ならびに IV型コラーゲンの発現を調べ，皮膚の

生理機能に及ぼす小腸炎の影響について検討を行った。 
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第 2節 実験方法 

 

1. 実験動物 

 

 ヘアレスマウス Hos:HR-1，WBB6F1/J-KitW/KitWv マスト細胞ノックアウトマ

ウス，および WBB6F1/J-Kit+/Kit+ マスト細胞野生型マウス (7 weeks old, Japan 

SLC, Shizuoka, Japan) を温度 23±2°C，湿度 55±10%，照度サイクル 12時間 (light: 

8:00 – 20:00 h) の環境下，固形飼料および水を自由に摂取させ飼育した。1週間

の予備飼育後，マウスをランダムにコントロール群，インドメタシン群，イン

ドメタシン＋アトロピン群，インドメタシン＋ヘキサメトニウム群の 4 つの群 

(n = 10/each group) に振り分けた。インドメタシン群，インドメタシン＋アトロ

ピン群，インドメタシン＋ヘキサメトニウム群のマウスには，蒸留水に溶解し

たインドメタシン (40 mg/kg/day; Sigma, St Louis, MO, USA) を 4 日間連日経口

投与した。さらに，インドメタシン＋アトロピン群のマウスにはアトロピン (1 

mg/kg/day; Wako, Osaka, Japan) を，インドメタシン＋ヘキサメトニウム群のマウ

スにはヘキサメトニウム (10 mg/kg/day; Wako) を，それぞれインドメタシンを

投与する前に腹腔内に投与した。マスト細胞ノックアウトマウスとマスト細胞

野生型マウスはそれぞれランダムにコントロール群とインドメタシン群の 2 群 

(n = 6/each group) に振り分け，インドメタシン群はヘアレスマウスと同様の方法

でインドメタシンを投与した。コントロール群のマウスには同様のスケジュー

ルで蒸留水を投与した。5日間の試験期間後，ペントバルビタールナトリウムを

用いて深麻酔し安楽死させた。すべての動物実験は，鈴鹿医療科学大学動物実

験委員会による研究計画書の承認を得た後に，総理府の「実験動物の飼養及び

保管等に関する基準」，ならびに「鈴鹿医療科学大学動物実験指針」に従って実

施した。 

 

 

2. マウスの血液ならびに小腸と皮膚の組織の採取 

 

実験開始 5 日後，ペントバルビタールナトリウム (50 mg/kg, Nacalai tesque, 

Kyoto, Japan) を腹腔内投与してマウスに麻酔したのち，心臓穿刺により 1 mLの
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血液を採取した。また，脱血を行ったのちに小腸と皮膚の組織を採取し，凍結

保存した。 

 

 

3. 組織染色 

 

採取した小腸と皮膚の組織の一部は免疫組織化学に用いるため，パラホルム

アルデヒド溶液（4%, Wako）を用いて固定した。固定された小腸と皮膚の組織

を凍結した Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Tokyo, Japan) に包埋し，

5 μmの厚さで薄切を行った。ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色によって薄

切した切片を染色し，光学顕微鏡にて観察し，組織学的に傷害の検討を行った。

皮膚の組織切片はトルイジンブルー染色を行って，マスト細胞の評価を行った。

また，以下の 1 次抗体を用いて，免疫組織化学的な検討を行った。1 次抗体は，

ヤギ抗マスト細胞トリプターゼ抗体 (1:50; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa 

Cruz, CA, USA)，ウサギ抗MMP-1抗体 (1:50; Santa Cruz Biotechnology Inc.)，ウ

サギ抗MMP-9抗体 (1:50; Abnova, Taipei, Taiwan)，ウサギ抗 I 型コラーゲン抗体 

(1:40; EMD Chemicals Inc., Gibbstown, NJ, USA)，あるいはウサギ抗 IV型コラー

ゲン抗体 (1:100; Abcam, Cambridge, MA, USA) である。1次抗体で処理したのち，

2次抗体の処理を行った。2次抗体は，tetramethylrhodamine isothiocyanate で標識

された抗ヤギ immunoglobulin G (IgG) 抗体 (1:30; Dako Cytomation, Glostrup, 

Denmark)，もしくは fluorescein isothiocyanate で標識された抗ウサギ IgG 抗体 

(1:30; Dako Cytomation) を用いた。トリプターゼ，MMP-1，MMP-9，I 型コラー

ゲン，あるいは IV型コラーゲンは蛍光顕微鏡 BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) を

用いて免疫組織化学的に評価を行った。マスト細胞やトリプターゼ，MMP-1，

MMP-9 の陽性細胞数の計測には，Image J ソフトウェア (National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA) を用いた。無作為に 3か所のエリアを抽出して陽性

細胞の数を計測し，平均値を算出した。 

 

 

4.ウェスタンブロッティングによる皮膚組織中のタンパク質の発現解析 

 

 採取した皮膚組織 100 mg を剪刀で細かく刻んだのち，組織用懸濁試薬 
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(KURABO, Osaka, Japan) に浸漬し，氷上でハンドミキサー (POLYTRON PT 1200 

CL; Kinematica AG, Littau, Switzerland) を用いて，ホモジナイズ (20,000 rpm, 60 

sec) した。懸濁液を 8,000 × g で 10分間遠心分離したのち，上清を取り出し，解

析に用いるまで-80°Cで保存した。上清を溶解後，総タンパク質量 12.5 μg とな

るように調整したサンプルを，10%ポリアクリルアミドゲルを用いて 175Vの定

電圧で電気泳動を行った。電気泳動されたタンパク質を Immobilon membrane 

(Millipore, Bedford, MA, USA) に転写し，4°Cで一晩，5%スキムミルクでブロッ

キングを行った。ブロッキング後，25°C で 1 時間，1 次抗体としてウサギ抗 I

型コラーゲン抗体 (1:1,000, EMD Chemicals Inc., Gibbstown, NJ, USA)，ウサギ抗

IV型コラーゲン抗体 (1:1,000, Abcam, Cambridge, MA, USA)，あるいはマウス抗

β－アクチン抗体 (1:10,000, Sigma, St. Louis, MO, USA) で反応させたのち， 

horseradish peroxidase で標識された 2次抗体で処理を行った。免疫複合体は化学

発光試薬  (Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, USA) 処理したのちに，

lumino-image analyzer (LAS-3000, Fuji Film, Tokyo, Japan) 用いて検出した。 

 

 

5. 血中分子マーカーの濃度測定 

 

 血液サンプルを 4°C，10,000 × g で 10 分間遠心分離し，上清部分を採取し，

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) に用いた。血中の immunoglobulin E 

(IgE)，immunoglobulin A (IgA)，ヒスタミン，TNF-α の濃度は，それぞれの ELISA 

kit (IgE, Yamasa Shoyu Co., Ltd., Chiba, Japan; IgA, Abnova; Histamine, Bertin 

Pharma, Montigny le Bretonneux, France; TNF-α, R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA) を用いて測定した。測定にはマイクロプレートリーダー  (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA) を用いた。 

 

 

6. マウス背部皮膚の経表皮水分喪失量と角層水分量の測定 

 

 インドメタシンの投与終了後，ヘアレスマウスの背部皮膚の経表皮水分喪失

量（transepidermal water loss: TEWL）と角層水分量の測定を行った。マスト細胞
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ノックアウトマウスは背部の毛を剃った後に測定した。TEWL は皮膚から体外

へ蒸散する水分量を示すマーカーであり，皮膚のバリア機能を反映している。

Tewameter
®

 TM300 (Courage + Khazaka Electronic GmbH, Cologne, Germany)を用

いて 28)，実験開始 5 日後の TEWL を測定した。測定値は測定開始後およそ 10

秒程度が経過し，数値が安定した状態で読み取り，3回測定した値の平均値を算

出した。 

 皮膚の最も外側の層を形成する角層の水分量のレベルは，Corneometer
®

 

CM825 (Courage + Khazaka Electronic GmbH) を用いて測定した 29)。Corneometer
®

のプローブ部分を背部の皮膚に押し当てることによって，角層の水分量がキャ

パシタンスとして測定され，その数値は arbitrary unit で表される。実験開始 5 日

後，マウス背部皮膚の角層水分量を 3回測定し，平均値を算出した。 

 

 

7. 統計解析 

 

 全てのデータは平均値±標準偏差で示した。2 群間の比較には Student’s t-test

を用いた。危険率が 5%未満の場合を統計学的に有意と判断した。 
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第 3節 結果 

 

1. インドメタシン投与後の小腸ならびに皮膚の組織学的な検討 

 

 インドメタシンによるヘアレスマウスの小腸や皮膚への影響を確認するため

に，インドメタシンを 4日間連日，マウスに経口投与した。5 日目にマウスを安

楽死させた後，小腸と皮膚の状態を HE染色により評価した。その結果，インド

メタシンの投与によって病理組織学的に重篤な小腸の粘膜傷害の発現を認めた 

(Fig. 1Bの矢印)。コントロール群と比較して，インドメタシン群では小腸粘膜表

面が著明に傷害を受けており，部分的に粘膜の深部まで傷害を認めた。また背

部の皮膚においてもインドメタシン群では明らかな傷害を認めた。特に，真皮

の厚みが薄くなっており，結合組織の間隙の増大を認めた (Fig. 1D)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Histological observations of jejunum (A, B) and skin tissue sections (C, D) from 

hairless mice. Indomethacin (40 mg/kg, p.o.) was administered for four consecutive days. 

Arrows indicates the destruction of the jejunal epithelium. Scale bar = 100 μm. 
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2. 皮膚中のマスト細胞とMMPs の発現に及ぼすインドメタシンの影響 

 

トルイジンブルー染色の結果，コントロール群の皮膚中にはほとんどマスト

細胞を認めなかったが，インドメタシン群では皮膚中において多数のマスト細

胞が発現していることを認めた (Fig. 2A)。また，マスト細胞トリプターゼの免

疫組織化学の結果，トリプターゼを有するマスト細胞数がインドメタシン群の

皮膚中で，特に真皮において増加していることを認めた (Fig. 2B)。 

 インドメタシン投与によって，インドメタシン群の皮膚中のMMP-1とMMP-9

の発現量の増加が認められた (Fig. 2C, D)。主にMMP-1は真皮において，MMP-9

は表皮において増加した。 
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Figure 2. A) Toluidine blue staining of mast cells in skin sections from hairless mice and 

stained mast cell counts. B) Immunohistochemistry of mast cell tryptase in skin of hairless 

mice and tryptase positive cell counts. C) Immunohistochemistry of MMP-1 in skin of hairless 

mice and MMP-1 positive cell counts. D) Immunohistochemistry of MMP-9 in skin of hairless 

mice and MMP-9 positive cell counts. Indomethacin (40 mg/kg, p.o.) was administered for 

four consecutive days. Arrows indicates positive staining cells. Scale bar = 100 µm, *: p < 

0.05, **: p < 0.01. 
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Figure 3. Immunohistochemistry of type I (A) and IV (C) collagen in skin of hairless mice. Type I 

collagen/β-actin ratio (B) and type IV collagen/β-actin ratio (D) determined by western blotting. 

Indomethacin (40 mg/kg, p.o.) was administered for four consecutive days. Arrows indicates 

positive staining cells. Scale bar = 100 µm, *: p < 0.05. 

3. 皮膚中のコラーゲンの発現量に及ぼすインドメタシンの影響 

 

免疫組織化学とウェスタンブロット解析の結果から，インドメタシン群にお

いて皮膚中の I 型コラーゲンの発現量がコントロール群に比して有意に減少し

た (Fig. 3A, B)。また， IV型コラーゲンの発現量も同様にコントロール群に比

してインドメタシン群において有意に減少した (Fig. 3C, D)。 
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4. ELISAによる血中分子マーカーの解析 

 

4日間のインドメタシン連日投与終了後，血中の IgEや IgA，ヒスタミン，TNF-α

について，それぞれの ELISA kit を用いて測定を行った。コントロール群と比較

してインドメタシン群では，これらすべての分子マーカーの有意な上昇を認め

た (Fig. 4A-D)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Plasma IgE (A), IgA (B), histamine (C), TNF-α(D) concentrations in hairless mice. 

Indomethacin: indomethacin (40 mg/kg, p.o.) was administered for four consecutive days. *: p 

< 0.05, **: p < 0.01. 
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5. インドメタシン投与後の TEWL と角層水分量の測定 

 

インドメタシン投与前，インドメタシン群のマウス背部皮膚の TEWL はコン

トロール群と同程度であり，有意な差を認めなかった。インドメタシン投与後，

インドメタシン群の TEWLはコントロール群に比して有意な増加を認めた (Fig. 

5A)。また，インドメタシン投与前のインドメタシン群のマウス背部皮膚の角層

水分量はコントロール群と同程度であり，有意な差を認めなかった。インドメ

タシン投与後，インドメタシン群の角層水分量はコントロール群に比して有意

な減少を認めた (Fig. 5B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. TEWL (A) and skin hydration levels (B) on dorsal skin of hairless mice before 

(day 0) and after (day 5) indomethacin treatment. TEWL: transepidermal water loss, a.u.: 

arbitrary unit, *: p < 0.05. 
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6. アセチルコリン受容体アンタゴニストが及ぼす皮膚バリア機能への影響 

 

実験開始前のインドメタシン＋アトロピン群のマウス背部の TEWL はコント

ロール群と同程度であり，有意な差を認めなかった。実験終了後，インドメタ

シン＋アトロピン群の TEWL はコントロール群に比して有意な増加を認めた 

(Fig. 6A)。また，実験開始前のインドメタシン＋アトロピン群のマウス背部皮膚

の角層水分量はコントロール群と同程度であり，有意な差を認めなかった。実

験終了後，インドメタシン＋アトロピン群の角層水分量はコントロール群に比

して有意な減少を認めた (Fig. 6B)。 

また，実験開始前のインドメタシン＋ヘキサメトニウム群のマウス背部の

TEWL はコントロール群と同程度であり，有意な差を認めなかった。実験終了

後，インドメタシン＋ヘキサメトニウム群の TEWL はコントロール群に比して

有意な増加を認めた (Fig. 6C)。また，実験開始前のインドメタシン＋ヘキサメ

トニウム群のマウス背部皮膚の角層水分量はコントロール群と同程度であり，

有意な差を認めなかった。実験終了後，インドメタシン＋ヘキサメトニウム群

の角層水分量はコントロール群に比して有意な減少を認めた (Fig. 6D)。 
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Figure 6. TEWL (A) and skin hydration levels (B) on dorsal skin of hairless mice before (day 0) 

and after (day 5) indomethacin + atropine treatment. TEWL (C) and skin hydration levels (D) on 

dorsal skin of hairless mice before (day 0) and after (day 5) indomethacin + hexamethonium 

treatment. TEWL: transepidermal water loss, a.u.: arbitrary unit, *: p < 0.05. 
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7. マスト細胞ノックアウトマウスの小腸組織に及ぼすインドメタシンの影響 

 

 マスト細胞野生型マウスならびにマスト細胞ノックアウトマウスのコントロ

ール群の小腸粘膜は多数の絨毛が整然と並んでいることが確認された。一方，

インドメタシンが投与されたマスト細胞野生型マウスとマスト細胞ノックアウ

トマウスの小腸粘膜では，絨毛の傷害や絨毛数の著明な減少が認められた (Fig. 

7の矢印)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Histological observations of jejunum. Indomethacin (40 mg/kg, p.o.) was 

administered for four consecutive days, mast cell +/+: WBB6F1/J-Kit+/Kit+ wild-type 

control mice, mast cell -/-: mast cell deficient strain WBB6F1/J-KitW/KitWv. Arrows 

indicates the destruction of the jejunal epithelium. Scale bar = 100 μm. 
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8. マスト細胞ノックアウトマウスの皮膚バリア機能に及ぼすインドメタシンの

影響 

 

マスト細胞ノックアウトマウスとマスト細胞野生型マウスの TEWL と角層水

分量を調べた結果，マスト細胞野生型マウスにインドメタシンを投与した群で

は，コントロール群と比べて TEWLは有意に増加し，角層水分量は有意に減少

した。一方，マスト細胞ノックアウトマウスにおいては，インドメタシン投与

終了後の TEWL (Fig. 8A) や角層水分量 (Fig. 8B) はコントロール群と同程度を

示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. TEWL (A) and skin hydration levels (B) on dorsal skin of mast cell wild type (+/+) 

or deficient (-/-) mice after indomethacin administration (day 5). Indomethacin (40 mg/kg, 

p.o.) was administered for four consecutive days, mast cell +/+: WBB6F1/J-Kit+/Kit+ 

wild-type control mice, mast cell -/-: mast cell deficient strain WBB6F1/J-KitW/KitWv, 

TEWL: transepidermal water loss, a.u.: arbitrary unit, *: p < 0.05. 
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第 4節 考察 

 

本章では，インドメタシンによって小腸で起こった炎症反応が皮膚へと伝達

され，結果として皮膚障害を誘導し，その反応には皮膚中のマスト細胞が重要

な役割を果たしていることを明らかにした。マスト細胞の脱顆粒によって放出

されたトリプターゼは皮膚のコラーゲンを破壊し 24)，さらに種々の MMPs を活

性化させる 30)。MMPs は皮膚の細胞外マトリックスの分解やリモデリングにお

いてとても重要な役割を担っている酵素群である。MMPs の中でも特に MMP-1

やMMP-9は，トリプターゼ陽性のマスト細胞によって，タンパク質レベルある

いは遺伝子レベルで発現の制御がなされている 27)。マスト細胞による MMP-1の

産生は炎症反応部位において，細胞の浸潤や遊走に重要なプロセスと考えられ

ている 31, 32)。産生された MMP-1はトリプターゼによって活性化され，主に I 型

コラーゲンの分解を引き起こす。また，MMP-9 は，皮膚では特に基底膜を構成

する IV 型コラーゲンの分解を引き起こすことが分かっている 24)。したがって，

トリプターゼは皮膚の構造を直接的あるいは MMPs を介して間接的に破壊して

いると考えられる。 

 インドメタシン誘導小腸炎マウスの皮膚ではマスト細胞数やトリプターゼの

増加が認められた。さらに，MMP-1 や MMP-9 も皮膚組織中で増加したことか

ら，マスト細胞によって産生されたトリプターゼや MMP-1，MMP-9が，皮膚の

細胞外マトリックスを構成している重要なコンポーネントを分解へと導き，皮

膚障害が惹起されたと考えられる。 

本研究で用いた小腸炎マウスでは，IgE や IgA，ヒスタミンや TNF-α が放出さ

れ，血中濃度が上昇した。そこで，小腸炎によって増加したこれら炎症性メデ

ィエーターなどが皮膚に伝わり，皮膚組織中のマスト細胞を活性化させた可能

性が考えられる。IgE はマスト細胞が有する高親和性 IgE 受容体と高い親和性を

有しており，この受容体に結合することでマスト細胞を活性化させる代表的な

物質である。IgE が結合したマスト細胞は脱顆粒によってヒスタミンやトリプタ

ーゼ，ヘパリンなどを放出し，炎症反応を促進させる 33, 34)。しかしながら，イ

ンドメタシン誘導小腸炎マウスには特定の antigen が存在していないことから，

血中で増加した IgE が皮膚のマスト細胞の活性化を引き起こし，皮膚障害を惹

起させたとは考えにくい。ヒスタミンはマスト細胞の活性化にも関与しており，
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特にマスト細胞中の顆粒の成熟を促進させる作用を有している 35)。さらに，H4

受容体を介してマスト細胞を遊走させる能力も有する 36)。しかしながら，ヒス

タミンが直接マスト細胞の脱顆粒を誘導させるといった報告は認められない。

TNF-α は NSAIDs による腸管の炎症の病因の一つとして著明な分子マーカーで

ある。NSAIDsは PGsの生合成を阻害する。PGsの中でも，特に腸管に存在する

PGE2は TNF-α の合成を抑制することから，NSAIDs に起因する PGE2の発現レ

ベルの減少は，TNF-α 合成の促進を引き起こす 26)。TNF-α は主にマクロファー

ジによって産生されるが，マスト細胞によっても産生されることが報告されて

いる 37)。また，TNF-α はマスト細胞中において，MMP-9 mRNA の発現や MMP-9

のタンパク質レベルでの活性化を誘導する 27)。このように，MMP-9の活性化に

はマスト細胞やマクロファージから放出された TNF-α が関与していることが考

えられるが，TNF-α がマスト細胞の脱顆粒を誘導するという報告は認められな

い。IgAは腸管に広く分布している免疫グロブリンであり，腸管の感染に対して

免疫防御反応を担っているが，マスト細胞を直接活性化して脱顆粒を誘導する

といった報告は認められない。以上より，小腸炎マウスにおいて血中で増加し

た IgEや IgA, ヒスタミンや TNF-αが皮膚のマスト細胞を活性化した可能性は低

いと考えられることから，他の炎症性メディエーターを介したシグナル伝達経

路の存在が推察される。マスト細胞ノックアウトマウスを用いた検討により，

マスト細胞が皮膚障害の発現に必須であることが示唆されたが，現時点では，

腸管の障害がどのようなシグナル伝達経路を介して皮膚のマスト細胞に伝達さ

れているのかは明らかになっていない。 

近年，眼球への紫外線照射によって交感神経系が刺激を受けて，腸管粘膜の

マスト細胞産生が誘導され，腸管蠕動運動が抑制されることが報告された 38)。

この現象は，傷害されたある組織から生じたシグナルが，離れた別の組織に神

経系のシグナル伝達経路を介して影響を及ぼすという生体のメカニズムの存在

を明らかにしている。小腸炎マウスにおいても，小腸炎が神経系のメカニズム

を介してシグナル伝達を行い，皮膚のマスト細胞を活性化した可能性が考えら

れる。そこで，小腸炎マウスに対してアトロピンやヘキサメトニウムといった

神経節遮断剤を投与して検討を行ったが，皮膚障害の発現を抑制することはで

きなかった。この結果から，アトロピンやヘキサメトニウムによって遮断され

る神経伝達系以外の，他の神経系シグナルが関与している可能性もあると考え
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られる。 

 本研究では，インドメタシン誘導小腸炎マウスにおいて皮膚中のコラーゲン

減少や皮膚バリア機能低下を伴った皮膚障害が発現し，この障害には皮膚中の

活性化されたマスト細胞によって放出されたトリプターゼやトリプターゼによ

って活性化された MMP-1 や MMP-9 が関与していることを明らかにした。皮膚

中のマスト細胞の活性化には，体内に吸収されたインドメタシンが直接関与し

ている可能性は否定できないが，このマスト細胞の活性化には腸管と皮膚の間

に介在する免疫学的なメカニズムや非免疫学的なメカニズム，あるいは神経系

のメカニズムが関与していることも考えられる 39)。NSAIDsによる腸管障害と皮

膚中のマスト細胞とのシグナル伝達の詳細を明らかにするためには，今後，マ

スト細胞に影響を与える様々な因子を総合的に検討していく必要がある。イン

ドメタシンは世界中で広く使用されているが，使用している患者の中にはすで

に皮膚障害を発現している者も含まれる。アトピー性皮膚炎や老人性乾皮症は

皮膚のバリア機能が顕著に低下していることから 40, 41)，これらの患者に対して

インドメタシンを投与する際には，より皮膚の状態に注意を払う必要があると

考える。 
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第 5節 小括 

 

 第 1 章では，インドメタシン誘導小腸炎マウスを用いて，皮膚の生理機能

に対する小腸炎の影響について検討を行った。 

 

1. 小腸炎マウスの血中では，IgE や IgA，ヒスタミン，TNF-α の増加を認め，

皮膚組織ではマスト細胞数の増加や，MMP-1，MMP-9の増加，I型コラーゲ

ンと IV型コラーゲンの減少が認められた。 

2. 小腸炎マウスの皮膚はコントロールと比較して結合組織の間隙が大きく，皮

膚の厚みも薄くなった。 

3. TEWL の増加や角層水分量の減少といった皮膚バリア機能の低下を示すデ

ータが得られた。 

4. マスト細胞ノックアウトマウスに小腸炎を誘導したが，皮膚バリア機能に変

化が認められなかったことから，小腸炎マウスでは皮膚中のマスト細胞を介

した障害が惹起されることが示唆された。 

5. 皮膚のマスト細胞へのシグナル伝達に，ムスカリン受容体あるいはニコチン

受容体を介した経路が関与することは否定された。 

 

以上より，小腸炎マウスでは，マスト細胞を介した皮膚の障害が発現するこ

とを明らかにした。 
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第 2 章 皮膚の生理機能に対する大腸炎の影響 

 

第 1節 緒言 

 

アトピー性皮膚炎や老人性乾皮症といった代表的な皮膚疾患は，病態の進行

に皮膚のバリア機能障害を伴っている 42-44)。さらに，これらの原疾患が掻痒感

を誘発させ，痒みと掻破の悪循環 (itch scratch cycle) を引き起こし，さらなる症

状の悪化を招く事態を引き起こす。このように，皮膚疾患を原疾患として皮膚

病変が進行していくケースがある一方で，様々な組織や臓器に発症した障害が

皮膚の病態に関わってくることも知られている。例えば，慢性肝疾患や糖尿病

などの内臓疾患が皮膚の障害を引き起こすことが知られている 1-3)。また，第 1

章で述べたように，小腸炎マウスにおいて皮膚障害が誘導されるケースも認め

られた 45)。以上より，内臓疾患が離れた臓器である皮膚においても障害を引き

起こす可能性が示唆されるが，この内臓疾患による皮膚障害の詳細な発症メカ

ニズムについては明らかになっていない。 

 大腸は消化管の一部であり，経口で摂取された電解質や水分の吸収を担って

おり，生体にとって重要な臓器の一つである 46)。大腸に発症する代表的な疾患

の一つである炎症性腸疾患 inflammatory bowel disease (IBD) は活動期と寛解期

を慢性的に繰り返しながら，進行していく炎症性の腸疾患である 47)。この疾患

は炎症反応が活発化することで腸管の機能を障害するだけではなく，全身へ影

響を及ぼす点が特徴的である。例えば，IBD 患者では静脈血栓塞栓症の発症リ

スクが増加することが報告されており，特にその傾向は活動期において顕著な

ことが知られている 48-49)。IBD はその他にも皮膚 50-51)や関節，眼などの他の器

官 52)においても障害を引き起こすことが報告されているが，これらの詳細な発

症メカニズムについては解明されていない。 

 興味深いことに IBD病態下では tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) が大量に産

生されており，この TNF-α は大腸の炎症反応の進行に重要な炎症性メディエー

ターとなっている 53)。TNF-α はインターロイキン 6 (interleukin-6: IL-6) の産生を

促し，サイトカインのネットワークを活性化するとともに，白血球の遊走も誘

導し炎症反応を亢進させる。一方，TNF-α は皮膚疾患の一つである乾癬でも，

その病態の進行に深く関与している 54)。TNF-α は真皮の線維芽細胞に作用して
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コラーゲンの分解を誘導することから，過剰な TNF-α は皮膚の構造に変化をき

たす可能性が考えられる。また，IBD 病態下では TNF-α によって誘導された

inducible nitric oxide synthase (iNOS) 陽性細胞が増加している 55)。iNOSによって

産生された nitric oxide (NO) は酸化ストレスとして腸管の組織障害に関与して

いる 56)。この NO は TNF-α と共に皮膚で発現する炎症反応時に増加することが

認められている 57)。この TNF-α の増加は iNOS ノックアウトマウスでは認めら

れないこと，また，iNOSノックアウトマウスに TNF-α を投与しても炎症反応が

亢進しないことから，NO と TNF-α はお互いに影響しあいながら炎症反応を亢

進させる働きを持っていると考えられる。以上より，TNF-α や NO によって生

じた酸化ストレスが，大腸のみならず皮膚においても影響を及ぼしている可能

性が考えられる。そこで，第 2 章では dextran sodium sulfate (DSS) によって大腸

炎を誘導したマウスを用いて，皮膚の生理機能に対する大腸炎の影響について

検討を行った。  
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第 2節 実験方法 

 

1. 実験動物 

 

 ヘアレスマウス Hos:HR-1 (7 weeks old, Japan SLC, Shizuoka, Japan) を温度

23±2°C，湿度 55±10%，照度サイクル 12時間 (light: 8:00 – 20:00 h) の環境下，

固形飼料および水を自由に摂取させ飼育した。1週間の予備飼育後，マウスをラ

ンダムにコントロール群，DSS 群，DSS＋アトロピン群，DSS＋ヘキサメトニウ

ム群，DSS + N(G)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) 群，DSS＋抗 TNF-α 群

の 6つの群 (n = 5/each group) に振り分けた。すべての動物実験は，鈴鹿医療科

学大学動物実験委員会による研究計画書の承認を得た後に，総理府の「実験動

物の飼養及び保管等に関する基準」，ならびに「鈴鹿医療科学大学動物実験指針」

に従って実施した。 

 

 

2. DSS投与による大腸炎の誘発 

 

DSS群，DSS + アトロピン群，DSS + ヘキサメトニウム群，DSS + L-NAME

群，DSS + 抗 TNF-α 群の 5 つの群のマウスには，5.0% (W/V) DSS (molecular 

weight: 36,000-50,000 Da; MP Biomedicals, Solon, OH, USA) を給水ボトルに入れ

て摂取させ，大腸炎を誘発させた。コントロール群のマウスには給水ボトルに

水を入れて摂取させた。大腸炎誘発までの投与期間は，DSS + 抗 TNF-α 群は 21

日間，その他の群は 7日間であった。 

 大腸炎の発現をモニタリングするため，各マウスの体重と糞の状態を観察し

た。大腸炎の重症度は，マウスの体重，糞の状態，さらに大腸の長さに基づい

て評価した。糞の状態は，糞の硬さ (0 = normal; 1 = soft; 2 = very soft, but formed; 

3 = liquid) と出血の状態 (0 = negative; 1 = faintly blue; 2 = moderately blue; 3 = 

dark blue; 4 = blood visible using the guaiac paper test)の 2つのパラメーターを用い

て数値化し，その合計を算出して大腸炎スコアとした 58)。 

 DSS＋アトロピン群，DSS＋ヘキサメトニウム群，DSS + L-NAME 群のマウス

には，それぞれアトロピン (1 mg/kg/day; Wako, Osaka, Japan)，ヘキサメトニウム 
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(10 mg/kg/day; Wako)，L-NAME (20 mg/kg/day; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

USA)を既報に倣って 7日間連日腹腔内に投与した 44, 59)。DSS＋抗 TNF-α 群にお

いては，抗 TNF-α 抗体 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) が大腸炎の発症を

遅延させるため，発症までの投与期間が 21 日間と他の群と比して長くなった。

投与終了後，マウスをペントバルビタールナトリウム (50 mg/kg, i.p.) によって

麻酔をしたのち，実験に用いた。 

 

 

3. マウス背部皮膚の経表皮水分喪失量と角層水分量の測定 

 

マウス背部皮膚の経表皮水分喪失量 (transepidermal water loss: TEWL) と角層

水分量について，第 1 章と同様の実験手法を用いて測定を行った。実験開始前

と実験開始 7 日後（抗 TNF-α を投与した群は 21 日後）の TEWL ならびに角層

水分量を測定した。 

 

 

4. マウスの血液ならびに大腸と皮膚の組織の採取 

 

ペントバルビタールナトリウム (50 mg/kg, Nacalai tesque, Kyoto, Japan) を腹

腔内投与してマウスに麻酔したのち，心臓穿刺により 1 mL の血液を採取した。

また，脱血を行ったのちに大腸と皮膚の組織を採取し，凍結保存した。 

 

 

5. 組織染色 

 

 マウスから採取した大腸と皮膚の組織の一部は免疫組織化学に用いるため，

パラホルムアルデヒド溶液 (4%, Wako) を用いて固定した。固定された大腸と皮

膚の組織を凍結したTissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Tokyo, Japan) に

包埋し，5 μmの厚さで薄切を行った。ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色に

よって薄切した切片を染色し，光学顕微鏡にて観察し，組織学的に傷害の検討

を行った。表皮の厚みを評価するため，画像上でランダムに 10か所の平坦な部



 

28 

 

分を選出し，表皮の最外層から真皮との境目までの長さを測定し，平均値を算

出した。 

 皮膚の組織切片はトルイジンブルー染色を行って，マスト細胞の評価を行っ

た。また，以下の 1次抗体を用いて，免疫組織化学的な検討を行った。1次抗体

は，ヤギ抗マスト細胞トリプターゼ抗体 (1:50; Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Santa Cruz, CA, USA)，マウス抗 TNF-receptor 1 (TNFR1) 抗体 (1:100; Santa Cruz 

Biotechnology Inc.)，マウス抗 TNFR2抗体 (1:100; Santa Cruz Biotechnology Inc.)，

ウサギ抗 iNOS抗体 (1:100; Santa Cruz Biotechnology Inc.)，マウス抗ニコチン受

容体抗体 (1:100; GeneTex, Irvine, CA, USA)，ウサギ抗ムスカリン受容体抗体 

(1:100; Abcam, Cambridge, MA, USA) である。1 次抗体処理後， fluorescein 

isothiocyanate 標識抗マウス IgG 抗体，tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC)

標識抗ヤギ IgG抗体 (1:30; Dako Cytomation, Glostrup, Denmark)，あるいは TRITC

標識抗ウサギ IgG抗体 (1:30; Dako Cytomation) を用いて 2次抗体処理を行った。

タンパク質の発現は，蛍光顕微鏡 BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) を用いて免疫組

織化学的に評価を行った。iNOS 陽性細胞数の計測は，Image J ソフトウェア 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) を用いて，第 1章と同様の手法

で解析した。  

 

 

6. ウェスタンブロッティングによる皮膚組織中のタンパク質の発現解析 

 

 採取したマウスの皮膚組織 100 mg を剪刀で細かく刻んだのち，組織用懸濁試

薬 (KURABO, Osaka, Japan) に浸漬し，氷上でハンドミキサー (POLYTRON PT 

1200 CL; Kinematica AG, Littau, Switzerland) を用いてホモジナイズ (20,000 rpm, 

60 sec) した。懸濁液を 8,000 × gで 10分間遠心分離したのち，上清を取り出し，

解析に用いるまで-80°Cで保存した。上清を溶解後，総タンパク質量 12.5 μg と

なるようにサンプルを調整し，4-12% BIS-TRIS Bolt gel (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) を用いて 200Vの定電圧で電気泳動を行った。電気泳動後，

iBlot Western blotting system (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) を用いてニト

ロセルロース膜へタンパク質の転写を行い，4°C で一晩，5%スキムミルクでブ

ロッキングを行った。ブロッキング後，25°C で 1 時間，ウサギ抗 I 型コラーゲ
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ン抗体 (1:1,000, EMD Chemicals Inc., Gibbstown, NJ, USA)，ウサギ抗 IV型コラー

ゲン抗体  (1:1,000, Abcam)，マウス抗 TNFR1 抗体  (1:1,000; Santa Cruz 

Biotechnology Inc.)，マウス抗TNFR2抗体 (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology Inc.)，

ウサギ抗 iNOS抗体 (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology Inc.)，ヤギ抗マスト細胞ト

リプターゼ抗体 (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology Inc.)，あるいはマウス抗 β－ア

クチン抗体 (1:5,000; Sigma, St. Louis, MO, USA) を用いて 1次抗体処理した。膜

上の免疫複合体はhorseradish peroxidaseで標識された2次抗体 (Dako Cytomation, 

Glostrup, Denmark) で処理を行ったのち，ImmunoStar Zeta (Wako) で化学発光さ

せ，lumino-image analyzer (LAS-3000, Fuji Film, Tokyo, Japan) を用いて検出した。 

 

 

7. 血中 TNF-α と IL-6の濃度測定 

 

 血液サンプルを 4°C，10,000 × g で 10 分間遠心分離し，上清部分を採取し，

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) に用いた。血中の TNF-α と IL-6の濃

度は，それぞれの ELISA Kit (R&D Systems) を用いて測定した。測定にはマイク

ロプレートリーダー (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) を用いた。 

 

 

8. 血中の亜硝酸／硝酸とアセチルコリンの濃度測定 

 

 iNOSのサロゲートマーカーとして血中の亜硝酸／硝酸 (NO2
-
/NO3

-
) について，

NO2/NO3 Assay Kit-C II (Colorimetric) Griess Reagent Kit (DOJINDO Molecular 

Technolgies, Inc., Kumamoto, Japan) を用いて測定した。また，血中のアセチルコ

リン濃度について，Acetylcholine Assay Kit (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA) を

用いて測定した。 

 

 

9. 統計解析 

 

 全てのデータは平均値±標準偏差で示した。2 群間のデータの比較には
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Student’s t-test を用いた。3 群間以上のデータの比較には一元配置分散分析 

(one-way analysis of variance: one-way ANOVA) を用い，その後の多重比較には

Tukey の方法を用いた。危険率が 5%未満の場合を統計学的に有意と判断した。 
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第 3節 結果 

 

1. DSS投与後のマウスの体重や血中分子マーカーの濃度測定 

 

DSS 群のマウスにおいて下痢の発症と血便を確認した。コントロール群の大

腸炎スコアは 0であったが，DSS 群では 5.0 ± 0.8 と高値を示した。また，DSS

群では著明な体重の減少と大腸の長さの短縮が認められた (Fig. 9A, B)。DSS 投

与 7 日後，血中の TNF-α，IL-6，NO2
-
/NO3

-，アセチルコリンの濃度はそれぞれ

コントロール群と比して有意に増加した (Fig. 9C-F)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Analysis of body weight (A), colon length (B), plasma TNF-α concentration (C), plasma 

IL-6 concentration (D), plasma NO2
-/NO3

- concentration (E), and plasma acetylcholine 

concentration (F) after DSS treatment. Treatment groups: Control and DSS (Treated with 5.0% 

DSS for 7 consecutive days). *: p < 0.05, **: p < 0.01. 
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2. DSS投与後の小腸ならびに皮膚の組織学的な検討 

 

大腸の組織を HE染色で確認したところ，コントロール群では粘膜固有層にお

いて陰窩が整然と配列していた (Fig. 10A)。一方，DSS 群では粘膜下層の浮腫や

炎症性細胞の浸潤 (Fig. 10Bの四角の中) と陰窩膿瘍が認められた (Fig. 10Bの

矢印)。皮膚の組織を HE 染色で確認したところ，DSS 群では表皮が薄くなって

おり，真皮の結合組織の間隙が大きくなっていることが認められた (Fig. 10C, D)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Histological analysis of colon (A, B) and skin tissue sections (C, D). Treatment 

groups: Control (untreated) and DSS (Treated with 5.0% DSS for 7 consecutive days). Arrows 

indicates crypt abscess. The square area indicates immune cell infiltration and edema. Scale bar 

= 100 μm. 
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3. 皮膚障害の検討 

 

DSS群の皮膚中に発現している I型コラーゲンならびに IV型コラーゲンの発

現量は，コントロール群に比して有意に減少した (Fig. 11A)。また，DSSの処置

終了後，DSS 群の TEWL はコントロール群に比して有意に増加し (Fig. 11B)，

DSS群の角層水分量はコントロール群に比して有意に減少した (Fig. 11C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. (A) Expression of types I and IV collagen in the skin. Measurements of TEWL (B) 

and skin hydration (C) on the dorsal skin before and after DSS treatment. Treatment groups: 

Control and DSS (Treated with 5.0% DSS for 7 consecutive days). TEWL: transepidermal water 

loss. a.u.: arbitrary units. Scale bar = 100 μm. *: p < 0.05. 
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4. DSS投与による皮膚組織中の iNOSの発現 

 

 免疫組織化学による検討の結果，DSS群の皮膚組織中，特に真皮において iNOS

陽性細胞数の増加を認めた (Fig. 12A, B)。ウェスタンブロッティングによる検討

の結果，DSS 群の皮膚組織中の iNOSの発現量はコントロール群に比して有意に

増加した (Fig. 12C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Immunohistochemical analysis of iNOS (A) and stained iNOS positive cell counts in the 

skin (B). Western blotting analysis for iNOS in skin (C). Treatment groups: Control and DSS (treated 

with 5.0% DSS for 7 consecutive days). iNOS: inducible nitric oxide synthase. Arrows indicates 

positive staining cells. Scale bar = 100 µm. *: p < 0.05, **: p < 0.01. 
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5. 大腸炎マウスの体重や大腸の長さに及ぼす L-NAMEの影響 

 

 DSS 群の体重ならびに大腸の長さはコントロール群に比して有意に減少した。

NOS阻害剤である L-NAMEを投与された DSS + L-NAME群においても，体重な

らびに大腸の長さはコントロール群に比して有意に減少し，DSS 群と同程度で

あった (Fig. 13A, B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Analysis of body weight (A) and colon length (B) after treatment. Treatment groups: 

Control, DSS (treated with 5.0% DSS for 7 consecutive days) and DSS + L-NAME (treated with 

5.0% DSS and 20 mg/kg of L-NAME for 7 consecutive days). L-NAME: N(G)-nitro-L-arginine 

methyl ester. *: p < 0.05 (One-way ANOVA, post hoc Tukey’s test). 
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6. 皮膚バリア機能に及ぼす L-NAMEの影響 

 

 ウェスタンブロッティングの結果，DSS群の皮膚中における iNOSの発現量は 

コントロール群に比して有意に増加した。DSS + L-NAME群の皮膚中の iNOS の

発現量もコントロール群に比して有意に増加したが，その発現量は DSS 群に比

して有意に少なかった (Fig. 14A)。続いて，皮膚バリア機能を評価するため，

DSS + L-NAME 群の TEWLと角層水分量を測定した結果，これらの値は DSS 群

と同程度を示した (Fig. 14B, C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Plasma expression levels of iNOS after treatment measured by western blotting (A). 

Measurements of TEWL (B) and skin hydration (C) on the dorsal skin after treatment. Treatment 

groups: Control, DSS (treated with 5.0% DSS for 7 consecutive days), and DSS + L-NAME (treated 

with 5.0% DSS and 20 mg/kg of L-NAME for 7 consecutive days). L-NAME: N(G)-nitro-L-arginine 

methyl ester, iNOS: inducible nitric oxide synthase, TEWL: transepidermal water loss. a.u.: arbitrary 

units. *: p < 0.05, **: p < 0.01 (One-way ANOVA, post hoc Tukey’s test). 
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7. DSS投与による皮膚組織中の TNFRの発現 

 

 免疫組織化学による検討の結果，DSS群の皮膚中において TNFR1 の陽性細胞

の発現が認められた (Fig. 15Aの矢印)。一方，DSS群の皮膚中では TNFR2 の顕

著な増加は認められなかった。ウェスタンブロッティングによる検討の結果，

DSS 群の皮膚中の TNFR1 の発現量はコントロール群に比して有意に増加した。

一方，TNFR2の発現量はコントロール群と同程度であった (Fig. 15B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Immunohistochemistry (A) and western blotting (B) of TNFR1 and TNFR2 expression 

after DSS treatment. Treatment groups: Control and DSS (treated with 5.0% DSS for 7 consecutive 

days). TNFR: tumor necrosis factor receptor. Arrows indicates positive staining cells. Scale bar = 100 

µm. N.S.: not significant. *: p < 0.05. 
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8. 大腸炎マウスの体重や大腸の長さに及ぼす抗 TNF-α 抗体の影響 

 

 DSS 群の体重ならびに大腸の長さはコントロール群に比して有意に減少した。

抗 TNF-α 抗体を投与された DSS＋抗 TNF-α 群においても，体重ならびに大腸の

長さはコントロール群に比して有意に減少し，DSS 群と同程度であった (Fig. 

16A, B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. Analysis of body weight (A) and colon length (B) after treatment. Treatment groups: 

Control, DSS (treated with 5.0% DSS for 7 consecutive days) and DSS + Anti-TNF-α (treated with 

5.0% DSS and 3.0 µg/kg of antibody for 21 consecutive days). *: p < 0.05 (One-way ANOVA, post 

hoc Tukey’s test). 
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9. 皮膚バリア機能に及ぼす抗 TNF-α 抗体の影響 

 

 DSS 群の血中 TNF-α 濃度は，コントロール群に比して有意に増加した。DSS

＋抗 TNF-α 群の血中 TNF-α 濃度もコントロール群に比して有意に増加したが，

その発現量は DSS 群に比して有意に少なかった (Fig. 17A)。続いて，皮膚バリ

ア機能を評価するため，DSS＋抗 TNF-α 群の TEWL と角層水分量を測定した結

果，これらの値は DSS 群と同程度を示した (Fig. 17B, C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Plasma TNF-α concentration after treatment (A). Measurements of TEWL (B) and skin 

hydration (C) on the dorsal skin after treatment. Treatment groups: Control, DSS (treated with 5.0% 

DSS for 7 consecutive days), and DSS + Anti-TNF-α(treated with 5.0% DSS and 3.0 µg/kg of 

antibody for 21 consecutive days). TEWL: transepidermal water loss. a.u.: arbitrary units. *: p < 0.05, 

**: p < 0.01 (One-way ANOVA, post hoc Tukey’s test). 
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10. 皮膚中のマスト細胞の発現 

 

 皮膚中のマスト細胞についてトルイジンブルー染色を行った結果，コントロ

ール群に比して DSS 群の皮膚中ではマスト細胞数の増加が認められた (Fig. 

18A の矢印)。同様に，マスト細胞のトリプターゼを免疫組織化学によって検出

した結果，DSS 群の皮膚中ではコントロール群に比してマスト細胞数が増加し

た (Fig. 18Bの矢印)。ウェスタンブロッティングによってマスト細胞のトリプタ

ーゼの発現量を解析した結果，DSS 群の皮膚中ではコントロール群に比してマ

スト細胞トリプターゼの発現量が増加した (Fig. 18C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. Mast cell tryptase in skin after treatment. (A) Toluidine blue staining of mast cells 

in skin sections. (B) Expression of mast cell tryptase in the skin. (C) Western blotting 

analysis for mast cell tryptase. Arrows indicates positive staining cells. Scale bar = 100 µm. 

*: p < 0.05. 
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11. マスト細胞上に発現するアセチルコリン受容体 

 

 皮膚中に発現するマスト細胞について，アセチルコリン受容体の発現を検討

するため，免疫組織化学によってニコチン受容体，ムスカリン受容体，さらに

マスト細胞トリプターゼの染色を行った。コントロール群に比して DSS 群では

マスト細胞トリプターゼの陽性細胞が検出された (Fig. 19E, K)。また，DSS群の

皮膚中でニコチン受容体ならびにムスカリン受容体の発現も認められた (Fig 

19D, J)。これらの染色陽性細胞を組み合わせた結果，マスト細胞上でのニコチ

ン受容体の発現ならびにムスカリン受容体の発現が認められた (Fig. 19F, L)。 
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Figure 19. Immunohistochemical analysis of nicotinic acetylcholine receptor (A, D), 

muscarinic acetylcholine receptor (G, J), mast cell tryptase (B, E, H, K), and merged signal 

(C, F, I, L) expression in the skin. Treatment groups: Control, DSS (treated with 5.0% DSS 

for 7 consecutive days). nAChR: nicotinic acetylcholine receptor, mAChR: muscarinic 

acetylcholine receptor. Arrow indicates merged staining cells. Scale bar = 100 µm. 
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12. アセチルコリン受容体のアンタゴニストが及ぼす皮膚バリア機能への影響 

 

DSS 群の体重ならびに大腸の長さはコントロール群に比して有意に減少した。

アトロピンあるいはヘキサメトニウムを投与された DSS＋アトロピン群，DSS

＋ヘキサメトニウム群においても，体重ならびに大腸の長さはコントロール群

に比して有意に減少し，DSS群と同程度であった (Fig. 20A, B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TEWL と角層水分量を測定したところ，DSS＋アトロピン群の TEWL と角層

水分量はコントロール群と同程度の値を示した。一方，DSS＋ヘキサメトニウム

群の TEWLと角層水分量は DSS 群と同程度であった (Fig. 21A, B)。 

 

 

Figure 20. Analysis of body weight (A) and colon length (B) after treatment. Treatment groups: 

Control, DSS (treated with 5.0% DSS for 7 consecutive days), DSS + Atropine (treated with 

5.0% DSS and 1 mg/kg of atropine for 7 consecutive days), DSS + Hex (treated with 5.0% DSS 

and 10 mg/kg of hexamethonium for 7 consecutive days). L-NAME: N(G)-nitro-L-arginine 

methyl ester, Hex: hexamethonium. *: p < 0.05 (One-way ANOVA, post hoc Tukey’s test). 
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Figure 21. Analysis of TEWL (A) and skin hydration (B) on the dorsal skin after treatment. 

Treatment groups (n = 5 per group): Control, DSS (treated with 5.0% DSS for 7 consecutive 

days), DSS + Atropine (treated with 5.0% DSS and 1 mg/kg of atropine for 7 consecutive 

days), and DSS + Hex (treated with 5.0% DSS and 10 mg/kg of hexamethonium for 7 

consecutive days). Hex: hexamethonium. *: p < 0.05 (One-way ANOVA, post hoc Tukey’s 

test). 
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第 4節 考察 

 

本章ではDSSによる大腸炎マウスにおいて TEWLの増加ならびに角層水分量

の減少，さらには I 型コラーゲンと IV 型コラーゲンの減少を伴った皮膚の障害

について報告した。さらに，この障害の発現過程において，マスト細胞が重要

な役割を担っていることが示唆された。大腸炎では TNF-α の発現レベル 60)や

iNOSによって生じた酸化ストレスが増加していることから 61)，大腸炎によって

惹起される皮膚の障害には，これらの炎症性メディエーターが関与しているこ

とが考えられた。 

 TNF-α は細胞の表面に存在する TNFR1 と TNFR2 という二つの受容体を介し

て機能する。TNF-α による免疫調節プロセスはこれら 2 つの受容体によって拮

抗的，相加的，あるいは相乗的に制御されているが，どちらか 1 つの受容体単

独でも機能することが分かっている 62, 63)。TNFR1 と比較して TNFR2 は，IBD

の患者や大腸炎モデル動物において劇的に増加することが知られている 64, 65)。

そこで，DSS大腸炎マウスの皮膚中の TNFR2 の発現について検討を行ったとこ

ろ，皮膚組織においては TNFR2 と比較して TNFR1 の発現の方がより増加して

いることを認めた。TNFR1は TNF-α によって皮膚の炎症反応を誘導する作用を

有し 66)，また，慢性関節リウマチ 67)や多発性硬化症 68)などの疾患で主要なシグ

ナル伝達を担っている。大腸炎病態下での TNF-α と皮膚の障害との関連を明ら

かにするため，TNF-α の抗体を DSS 大腸炎マウスに投与したところ，皮膚障害

の発現を遅延させることはできたが，完全に抑制することはできなかった。こ

の結果から，大腸炎による皮膚の組織障害の発現には TNF-α の関与がそれほど

大きくないことが推察された。 

 iNOSによる NOの産生はアトピー性皮膚炎や乾癬といった皮膚の炎症病態下

において進行し，一酸化窒素に由来するフリーラジカルによる酸化ストレスは

皮膚の構造を破壊する 69, 70)。大腸炎マウスでは血中でNO2
-
/NO3

-の増加を認めた。

そこで，NOS阻害剤である L-NAMEを投与することで NOによる皮膚障害に対

する影響を検討したところ，TEWL の増加や角層水分量の減少を抑制すること

はできなかった。したがって，大腸炎マウスにおける皮膚障害には一酸化窒素

に由来する酸化ストレスの関与は低いことが推察された。以上より，TNF-α や

iNOSは大腸炎により引き起こされる皮膚障害を惹起するための重要な分子とは
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考えにくい。しかし，大腸炎の進行には TNF-α や iNOS 以外のシグナル伝達物

質も関与していることから，TNF-α や iNOSのノックアウト動物を用いたさらな

る実験によって，より詳細な皮膚障害発現への関与を検討する必要があると考

える。  

 インドメタシン誘導小腸炎マウスにおける皮膚障害の発現メカニズムには，

マスト細胞の脱顆粒が関与していることを第 1 章で述べた 44)。マスト細胞は，

獲得免疫応答や自然免疫応答を制御する役割について広く研究されてきた。DSS

大腸炎マウスでも皮膚においてマスト細胞の増加が認められたことから，皮膚

の状態を変化させるためにマスト細胞が何らかの関与をしていることが考えら

れる。しかしながら，大腸炎によって引き起こされるマスト細胞を介した皮膚

障害の詳細な発症メカニズムについては分かっていない。マスト細胞上にはニ

コチン受容体あるいはムスカリン受容体が発現しており 71)，これら受容体にリ

ガントが結合することによって脱顆粒が誘導されることが知られている 72)。DSS

大腸炎マウスの皮膚中のマスト細胞は実際にこれらの受容体を発現しており，

また，血中のアセチルコリンの濃度が上昇したことから，このアセチルコリン

がシグナル伝達物質として機能している可能性が示唆された。そこで，ムスカ

リン受容体のアンタゴニストであるアトロピンとニコチン受容体のアンタゴニ

ストであるヘキサメトニウム用いて検討を行ったところ，大腸炎マウスの皮膚

障害の発現はヘキサメトニウムでは抑制されなかったが，アトロピンによって

抑制された。したがって，マスト細胞の活性化にはムスカリン受容体を介した

コリン作動性シグナル伝達経路が関与していることが示唆された。一方で，マ

スト細胞だけがコリン作動性シグナル伝達経路を介したシグナルで制御されて

いるわけではなく，例えばマクロファージもムスカリン受容体を発現しており，

この受容体を介することで TNF-αや leukotriene B4などのメディエーターを放出

して炎症反応を制御している 73)。皮膚においては線維芽細胞や角化細胞もアセ

チルコリン受容体を発現しており，皮膚の基本的な機能の制御に関与している

74, 75)。それゆえ，これらの細胞も部分的に大腸炎マウスの皮膚障害に関与してい

ることが推察される。 

第 2 章では大腸炎によって皮膚障害が誘導されるという新しい可能性につい

て報告した。この結果から，皮膚は腸管の状態に大きく影響を受けていること

が推察される。また，大腸炎に起因する皮膚障害の治療のとして，皮膚中のマ
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スト細胞の活性化とアセチルコリン受容体を介したシグナル伝達がターゲット

になる可能性を見い出した。皮膚においてマスト細胞は stem cell factorやCD44，

ATP などの様々な因子によって影響を受けている 76-78)。その結果，マスト細胞

はその働きに多様性を獲得し，周囲の状況に応じて免疫システムを活性化ある

いは抑制させることが可能となった 79)。皮膚中のマスト細胞の活性化による皮

膚障害の発現メカニズムは，動物実験に加えヒトの組織や細胞などを用いるこ

とで，さらなる研究を進め，詳細を解明していく必要がある。 
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第 5節 小括 

 

第 2 章では，大腸炎マウスを作製し，皮膚の生理機能に及ぼす大腸炎の影響

について検討を行った。 

 

1. 大腸炎マウスでは，I 型コラーゲンおよび IV型コラーゲンの減少が認められ，

皮膚が薄くなっていることを認めた。 

2. 大腸炎マウスでは，TEWL の増加と角層水分量の減少を認め，皮膚バリア機

能が低下していることが示唆された。 

3. 大腸炎により，血中の TNF-α の濃度が増加し，皮膚中の TNFR1 の発現量も

増加したが，抗 TNF-α 抗体を用いて検討した結果，TNF-α の皮膚障害への

関与は低いことが示唆された。 

4. 大腸炎マウスの血中では NO2
-
/NO3

-の濃度が増加し，皮膚中では iNOS の発

現量も増加したが，iNOS 阻害剤を用いて検討した結果，NO の皮膚障害へ

の関与は低いことが示唆された。 

5. 大腸炎マウスの皮膚中のマスト細胞において，ムスカリン受容体とニコチン

受容体の共発現を認めた。また，血中のアセチルコリンの濃度の増加を認め

た。ムスカリン受容体のアンタゴニストを用いた検討の結果，ムスカリン受

容体を介したシグナル伝達経路によって皮膚障害が惹起されていることが

示唆された。 

 

以上より，大腸炎マウスではムスカリン受容体を介したマスト細胞の活性化

に伴う皮膚障害の発現機構が存在することを明らかにした。 
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第 3 章 皮膚の生理機能に対する大腸癌の影響 

 

第 1節 緒言 

 

 第 1 章と第 2 章ではそれぞれ小腸炎マウス，大腸炎マウスを用いた実験で，

腸管で炎症が生じた際に皮膚障害が発現することを報告した 44, 80)。これらの動

物実験の結果は，皮膚と腸管との間に密接な関連が認められることを示唆して

いる。小腸炎や大腸炎が誘導されたマウスにおいては，小腸粘膜や大腸粘膜の

全周に亘る炎症が連続して認められた。一方，代表的な大腸の疾患の一つであ

る大腸癌は，一般的に全周性の大腸の炎症を伴うことなく，大腸粘膜が癌化し，

粘膜下層への浸潤や遠隔臓器への転移という進展を遂げる。大腸粘膜は皮膚と

同様に体の内側と外側を分ける境目の働きを有している。この大腸粘膜は常に

内因性あるいは外因性の酸化ストレスに曝されており，酸化ストレスによる

DNA 鎖の損傷や DNA の点突然変異，染色体異常が大腸癌発生の原因の一つと

なっている 81)。活性酸素還元酵素である glutathione peroxidase が欠損したマウス

においては，酸化ストレスの亢進によって大腸癌の発生率が増加する 82)。酸化

ストレスの指標として用いられる 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) は

DNA を構成する塩基の一つである deoxyguanosine が酸化ストレスでヒドロキシ

ル化されることによって生成される。大腸癌においても 8-OHdG の増加が認め

られており，酸化ストレスが大腸癌の発生に関与していることを裏付けるもの

である 83)。一方，生体の最も外側に位置して，外界と生体との接点となってい

る皮膚組織も紫外線や放射線などの様々な外因性酸化ストレスに曝されている。

また，アトピー性皮膚炎や乾癬などの皮膚疾患では，皮膚の免疫システムに関

与するマスト細胞や好酸球などが産生する内因性の酸化ストレスが病態の悪化

を招いている 84）。 

 大腸と皮膚は互いに離れた臓器ではあるが，アトピー性皮膚炎の患者におい

て大腸癌の罹患率が低下することが近年報告された 85)。アトピー性皮膚炎患者

の亢進した免疫システムが大腸癌を潜在的に予防している可能性があることか

ら，大腸癌と皮膚との間にも相互に影響しあうシグナル伝達システムが介在す

ることが予想される。そこで，本研究では大腸癌の病態下において，発生した

酸化ストレスが免疫システムを介して皮膚の生理機能に影響を及ぼしているの
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ではないかと仮定した。第 3章では azoxymethane (AOM) と dextran sodium sulfate 

(DSS) の投与によって大腸癌マウスを作製し，皮膚の生理機能に及ぼす大腸癌

の影響について検討を行った。 
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第 2節 実験方法 

 

1. 実験動物 

 

 ヘアレスマウス Hos:HR-1 (7 weeks old, Japan SLC, Shizuoka, Japan) を温度

23±2°C，湿度 55±10%，照度サイクル 12時間 (light: 8:00 – 20:00 h)の環境下，固

形飼料および水を自由に摂取させ飼育した。すべての動物実験は，鈴鹿医療科

学大学動物実験委員会による研究計画書の承認を得た後に，総理府の「実験動

物の飼養及び保管等に関する基準」，ならびに「鈴鹿医療科学大学動物実験指針」

に従って実施した。 

 

 

2. 大腸癌マウスの作製 

 

マウスは 1週間の予備飼育後，ランダムにコントロール群，AOM + DSS群の

2つの群 (n = 5/each group) に振り分けた。AOM + DSS 群のマウスには，既報に

基づき，AOM (10 mg/kg; Sigma, St Louis, MO, USA) を腹腔内投与し，投与 1週

間後から大腸癌発現の促進剤として 2.0 % DSS (molecular weight: 36,000-50,000 

Da; MP Biomedicals, Solon, OH, USA) を給水ボトルに入れて 1週間自由摂取させ

た。その後は処置をせずにコントロール群と同様に 18週間飼育した 86)。コント

ロール群のマウスは 20 週間に亘り，給水ボトルに水を入れて自由摂取させた。

20 週間後，ペントバルビタールナトリウムで麻酔させた後，すべてのマウスを

深麻酔し安楽死させた。 

 

 

3. マウスの血液ならびに小腸と皮膚の組織の採取 

 

ペントバルビタールナトリウム (50 mg/kg, Nacalai tesque, Kyoto, Japan) を腹

腔内投与してマウスに麻酔したのち，心臓穿刺により 1 mL の血液を採取した。

採取した血液は 4°C，10,000 × gで 10分間遠心分離し，上清部分を採取し，凍結

保存した。また，脱血を行ったのちに大腸と皮膚の組織を採取し，凍結保存し
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た。 

 

 

4. 組織染色 

 

 採取した小腸と皮膚の組織の一部は免疫組織化学に用いるため，パラホルム

アルデヒド溶液（4%, Wako, Osaka, Japan）を用いて固定した。固定された大腸と

皮膚の組織を凍結した Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Tokyo, Japan) 

に包埋し，5 μmの厚さで薄切を行った。ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色

法によって薄切した切片を染色し，光学顕微鏡にて観察し，組織学的に傷害の

検討を行った。また，皮膚の組織切片を用いてトルイジンブルー染色によるマ

スト細胞の検出を行った。さらに，免疫組織化学によって皮膚中の酸化ストレ

スを検出するため，1 次抗体としてマウス抗 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine 

(8-OHdG) 抗体 (1:1,000, Abcam, Cambridge, MA, USA) を用いた。1次抗体で処

理したのち，2次抗体の処理を行った。2次抗体には fluorescein isothiocyanate 標

識抗マウス IgG抗体 (1:30; Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) を用いた。蛍光

顕微鏡 BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) を用いて蛍光を検出したのち，蛍光強度に

ついては，Image J ソフトウェア (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) 

を用いて無作為に 3か所のエリアを抽出して測定し，平均値を算出した。 

 

 

5. 血中 IL-6と亜硝酸／硝酸の濃度測定 

 

 血液サンプルを 4°C，10,000 × g で 10 分間遠心分離し，上清部分を採取し，

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) に用いた。血中インターロイキン 6 

(interleukin-6: IL-6) の濃度は，ELISA kit（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）

を用いて測定した。また，iNOS のサロゲートマーカーである亜硝酸／硝酸 

(NO2
-
/NO3

-
)

 の濃度は，NO2/NO3 Assay Kit-C II (Colorimetric) Griess Reagent Kit 

(DOJINDO Molecular Technolgies, Inc., Kumamoto, Japan) を用いて測定した。測定

にはマイクロプレートリーダー（Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA）を用い

た。 
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6. マウス背部皮膚の経表皮水分喪失量と角層水分量の測定 

 

マウス背部皮膚の経表皮水分喪失量（transepidermal water loss: TEWL）と角層

水分量については，それぞれ Tewameter
®

 TM300 (Courage + Khazaka Electronic 

GmbH, Cologne, Germany)と Corneometer
®

 CM825 (Courage + Khazaka Electronic 

GmbH) を用いて，第 1章と同様の手法によって測定した 44)。 

 

 

7. ウェスタンブロッティングによる皮膚組織中のタンパク質の発現解析 

 

 ウェスタンブロット解析は，第 2 章と同様の手法を用いて行った 80)。要約す

ると，採取した皮膚組織 100 mg を剪刀で細かく刻んだのち，組織用懸濁試薬 

(KURABO, Osaka, Japan) に浸漬し，ハンドミキサーでホモジナイズしたのち，

上清を採取した。総蛋白量が 12.5 μg となるように調整したサンプルを 4-12% 

BIS-TRIS Bolt gel (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) を用いて電気泳動を行

った。次いで，iBlot Western blotting system (Life Technologies, Carlsbad) を用いて

ニトロセルロース膜へタンパク質の転写を行い，4°C で一晩，5%スキムミルク

でブロッキングを行った。ブロッキング後，25°C で 1 時間，ウサギ抗 I 型コラ

ーゲン抗体 (1:1,000, EMD Chemicals Inc., Gibbstown, NJ, USA)，あるいはマウス

抗 β－アクチン抗体 (1:5,000; Sigma, St. Louis, MO, USA) を用いて 1次抗体処理

した。膜上の免疫複合体は horseradish peroxidase 標識された 2 次抗体 (Dako 

Cytomation, Glostrup, Denmark) で処理を行ったのち，ImmunoStar Zeta (Wako, 

Osaka, Japan) で化学発光させ，lumino-image analyzer (LAS-3000, Fuji Film, Tokyo, 

Japan) を用いて検出した。 

 

 

8. 統計解析 

 

 全てのデータは平均値±標準偏差で示した。2 群間の比較には Student’s t-test

を用いた。危険率が 5%未満の場合を統計学的に有意と判断した。 
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第 3節 結果 

 

1. AOM と DSSによる大腸癌の誘発 

 

20 週間の処置を終了したのち，血液と大腸組織のサンプルを採取した。大腸

組織の肉眼的所見では多数の結節性の腫瘍の形成を肉眼で確認できた（Fig. 22A

の矢印）。また，HE 染色の結果から，大腸粘膜において異常な粘膜形成が認め

られた (Fig. 22B)。IL-6は大腸粘膜が発癌へと進行するために必要なプロモータ

ーであるため 87)，血液サンプルを用いて，血中の IL-6 の濃度を測定した。その

結果，AOM + DSS群の血中 IL-6はコントロール群に比して有意に高い値を示し

た (Fig. 22C)。以上より，AOM + DSS 群において 20週間の実験期間で大腸癌を

誘発できることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. (A) Macroscopic view and (B) hematoxylin and eosin staining of colon tissue 

sections after treatment. (C) Plasma IL-6 concentrations in the induced colon carcinoma 

models. Treatment groups: Control, AOM + DSS (treated with AOM and 2.0% DSS). Scale 

bar = 100 µm. Arrows indicate colon carcinoma. **: p < 0.01.  
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2. 大腸癌マウスにおける血中の NO2
-
/NO3

-
 

 

AOM + DSS 群の血中の NO2
-
/NO3

-
 を測定したところ，コントロール群と比較

して有意に増加していることを認めた (Fig. 23)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23. Plasma levels of NO2
-/NO3

- after treatment. Treatment groups: 

Control, AOM + DSS (treated with AOM and 2.0% DSS). **: p < 0.01. 
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3. 皮膚中の 8-OHdG の発現 

 

 皮膚中の酸化ストレスマーカーである 8-OHdG を免疫組織化学によって検討

した結果，AOM + DSS群の皮膚中の 8-OHdGはコントロール群に比して有意に

増加した (Fig. 24)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24. Immunohistochemisty of 8-OHdG after AOM + DSS treatment. 8-OHdG: 

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine. Treatment groups: Control, AOM + DSS (treated 

with AOM and 2.0% DSS). Arrows indicate positive staining cells. Scale bar = 100 

µm. *: p < 0.05. 
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4. 皮膚中のマスト細胞の発現 

 

皮膚の組織切片をトルイジンブルーで染色した結果，AOM + DSS 群とコント

ロール群の皮膚組織中に発現しているマスト細胞の数は同程度であることが示

唆された (Fig. 25)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25. Toluidine blue staining of mast cells in skin sections after treatment. Treatment 

groups: Control, AOM + DSS (treated with AOM and 2.0% DSS). Arrows indicate 

positive staining cells. Scale bar = 100 µm. 
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5. TEWLと角層水分量の測定 

 

マウス背部の TEWL と角層水分量を測定したところ，AOM + DSS 群の TEWL

はコントロール群に比して有意に増加し (Fig. 26A)，角層水分量はコントロール

群に比して有意に減少していることを認めた (Fig. 26B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26. Analysis of TEWL (A) and skin hydration (B) on the dorsal skin after 

treatment. TEWL: transepidermal water loss. Treatment groups: Control, AOM + DSS 

(treated with AOM and 2.0% DSS). *: p < 0.05.  
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6. 皮膚中の I 型コラーゲンの発現解析 

 

AOM + DSS 群の皮膚中の I 型コラーゲンの発現量をウェスタンブロッティン

グによって解析したところ，コントロール群に比して有意に発現量が減少して

いることを認めた (Fig. 27)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27. Relative expression level of type I collagen in the skin. Treatment groups: 

Control, AOM + DSS (treated with AOM and 2.0% DSS). *: p < 0.05. 
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第 4節 考察 

 

大腸癌マウスを用いた検討によって，大腸癌という病態が皮膚中の I 型コラー

ゲンの減少や TEWL の増加，角層水分量の減少といった皮膚障害を引き起こす

ことが示唆された。さらに，その皮膚障害の発現過程には，NOから生じたフリ

ーラジカルに起因する酸化ストレスが関与している可能性も示唆された。過剰

な酸化ストレスは皮膚において細胞外マトリックスを分解することで皮膚障害

を惹起させる。酸化ストレスによる皮膚障害のメカニズムには，皮膚中に存在

する脂質の過酸化やタンパク質への傷害，さらには細胞核内の DNA鎖切断など

が関与している 88)。酸化ストレスは核酸塩基であるグアニンやアデニンに損傷

を与え，イミダゾール環の開裂や 8-OHdG の産生を惹起する。今回検討を行っ

た大腸癌マウスの皮膚中においても 8-OHdG が増加したことから，皮膚障害へ

の酸化ストレスの関与が考えられる。この酸化ストレスがどのようにして皮膚

障害を惹起したのかは今回の実験では明らかにすることができなかった。大腸

癌マウスの血中では NO の濃度が上昇したことから，大腸癌の病態が進行する

過程において生じた NO 由来の酸化ストレスが，皮膚において皮膚障害を惹起

させた可能性も考えられる。あるいは，大腸癌で生じた酸化ストレスが転写因

子を活性化させ，誘導されたメディエーターを介して皮膚障害が発現した可能

性も考えられる。大腸癌で生じたシグナルが皮膚へ伝達される経路の解明には，

さらなる検討が必要である。 

酸化ストレスによる皮膚障害の作用機序については，皮膚中の MMPs が関与

することが知られている。酸化ストレスは転写因子である activator protein 1 

(AP-1) の発現を誘導し，誘導された AP-1 は線維芽細胞や角化細胞において

MMPs の発現を引き起こす 89,90)。MMPs はコラーゲンやエラスチンといった細胞

外マトリックスの分解を惹起させる。また AP-1は TGF-β を阻害することによっ

てコラーゲンの産生を阻止する作用も有している 91)。また，別の転写因子であ

る nuclear factor-κB も酸化ストレスによって誘導され，MMPs の活性化を引き起

こす 92)。また酸化ストレスによる皮膚障害についてはカルボニルタンパクの関

与も報告されている。酸化ストレスが角層細胞のタンパク質をカルボニル化す

ることによって皮膚のバリア機能障害が生じる。さらに，バリア機能障害が生

じた皮膚は乾燥を来たし，この現象が線維芽細胞による MMP-1の産生を増加さ
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せ，真皮のコラーゲンの破壊が亢進することで皮膚構造の変化を惹起させる 93)。

したがって，大腸癌マウスの皮膚中でも，酸化ストレスが転写因子やカルボニ

ルタンパクを介して MMPs を誘導して皮膚障害が惹起された可能性も考えられ

る。 

 皮膚中においてマスト細胞は免疫反応や炎症反応に関する重要な役割を果た

している。マスト細胞による脱顆粒には酸化ストレスが関与しており，酸化ス

トレスがマスト細胞を活性化させて炎症反応を遷延化させる引き金となってい

る 94)。大腸癌マウスではマスト細胞数の増加は認められず，コントロール群と

同程度であった。この結果から，大腸癌マウスにおいて発現した皮膚障害には，

マスト細胞の活性化は関与していない可能性が示唆された。 

 第 3 章では大腸癌の病態下において皮膚障害が引き起こされるという新しい

知見を，大腸癌マウスを用いて明らかにした 95)。どのようなシグナルが大腸癌

と皮膚障害を結び付けているのか，より詳細な発現機構を解明することが今後

の課題である。 
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第 5節 小括 

 

第 3章では大腸癌マウスを用いて皮膚の生理機能について検討を行った。 

 

1. 大腸癌マウスでは，血中 NO2
-
/NO3

-の濃度の増加を認めた。また，皮膚組織

中において酸化ストレスのマーカーである 8-OHdGの増加を認めた。 

2. 大腸癌マウスの皮膚中において，I 型コラーゲン減少を認めた。また，TEWL

の増加と角層水分量の減少も認められ，皮膚バリア機能が低下していること

が示唆された。 

3. 大腸癌マウスの皮膚中のマスト細胞の数は，コントロールと同程度であった。 

 

以上より，大腸癌マウスでは皮膚障害が認められたものの，その発現にはマ

スト細胞の関与が低いことが示唆された。 
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結論 

 

本研究では，皮膚生理・機能に及ぼす腸管障害の影響について検討した。得

られた結果より，腸管の疾患として取り上げた小腸炎，大腸炎，大腸癌のいず

れのマウスにおいても TEWL の増加や角層水分量の減少，コラーゲン発現量の

低下を伴った皮膚障害が惹起された。しかしながら，その皮膚障害の発現メカ

ニズムについては，原因となる腸管の疾患によって差異が生じていることも示

唆された。例えば，小腸炎マウスや大腸炎マウスでは，皮膚中においてマスト

細胞数の増加を認めたが，大腸癌マウスでは増加を認めていない。また，大腸

炎マウスではムスカリン受容体を介したシグナル伝達経路が皮膚中のマスト細

胞の活性化に結び付いたことが示唆されたが，小腸炎マウスにおいては，この

ようなシグナル伝達経路の存在は否定的であった。したがって，皮膚障害の発

現機構は起因する腸管障害によって異なる可能性がある。また，皮膚中にはマ

スト細胞以外にも角化細胞や線維芽細胞，ランゲルハンス細胞などの様々な細

胞が存在し，お互いに情報交換をしながら皮膚の恒常性を維持している。腸管

障害がこれらの細胞にも影響を及ぼしている可能性は十分にある。したがって，

さらなる研究によってマスト細胞やこれらの細胞との相互作用を経時的に検討

することで，より詳細な皮膚障害の発現機構を明らかにすることが可能になる

と考える。 

皮膚の状態は加齢や環境などの因子によって影響を受けるだけでなく，腸管

障害によっても影響を受ける可能性を本研究は示唆しており，臨床の常識に新

たな提起をもたらした。腸管障害由来の皮膚障害の発現を念頭に入れた患者の

皮膚のケアの必要性という医療薬学の新たな着想点を築いたと考える。 
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