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テープストリッピングは皮膚基礎研究において表皮傷害を引き起こす手技であり、乾癖やアトピー性皮膚炎、

エリテマトーデスなどの疾患モデ、/レマウスや、乾癖患者にテープストリッピングを施行すると皮膚病変を生じる

こと(ケブネル現象)が知られている。しかし、テープストリッピングがこれらの反応を引き起こす機序は明らか

でない。一方、アデノシン三リン酸 (ATP) は傷害された細胞から放出される内在性アジュパントで炎症惹起作用

をもっ。特に danger signal としてインフラマソームを活性化し、インターロイキン (IL) -l ß や IL-18 の分泌を

誘導することが知られている。これまで、生体外 (in vi tro) における角化細胞からの ATP 放出は様々なストレス

モデ、/レにおいて観察されているが、生体内 (in vi vo) での放出を実証する報告は限られている。

細胞外 ATP(eATP) を生体内で視覚化し、その皮膚炎症への作用を調べるために、私たちは、緑色発光性ルシフェ

ラーゼ (Eluc) を樹脂により固相化し、拡散を防いだ固相化ルシフエラーゼ (Eluc-agarose) を開発した。

まず BALB/c マウス (8-12 週)の背部皮膚を剃毛し、ルシフェリンを腹腔内投与した後、 Eluc-agarose と ATP を

混合しごく浅く皮下注射したうえで IVIS ima即時 system (Xenogen) で観察したところ、安定した発光が観察で

きた。これにより Eluc-agarose の信頼性が確認された。次に我々は、マウス背部皮膚にテープストリッピング

を行った後に Eluc-agarose を皮下注射し、傷害された角化細胞から放出された eATP の観察を試みたところ、経

表皮水分損失 (TEWL)が 100~ 140g/m2h の範囲にまで上昇する程度のテープストリッピングを施行したとき、スト

リッピング後 1 分から約 20 分後にかけて強い発光が観察された。この発光はアデノシン・ジフォスファターゼ

であるアピラーゼの局所投与によって抑制された。興味深いことに、より多い回数のテープストリッピングを施
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行し、 TEWL が 140g/m旬以上となった部位で、は発光を認めなかった。病理組織学的検討を加えたところ、良好な

発光を観察した皮膚では角層への炎症細胞集積、表皮の残存、真皮への密な炎症細胞浸潤を認めた。アピラーゼ

を投与した部位では、この炎症細胞浸潤も抑制されていた。浸潤している炎症細胞の大部分は好中球で、あった。

一方、 TEWL が 140g/m2h 以上となった皮膚では角層への炎症細胞集積は認めず、表皮は壊死または消失し、真皮

浅層には炎症細胞浸潤を欠いていた。このことより、テープストリッピング後に放出された eATP により、炎症

細胞浸潤が起こっている可能性が示された。最後に我々は、マウスにおける好中球の代表的な走化因子である

CXCLl, 2, 3, 5 がテープストリッピングにより誘導されるかを定量 PCR により調べた。 TEWL が 100-140g/m2h とな

った皮膚では、 CXCLl， 2 ， 3 の発現が有意に上昇していた。 CXCL5 は変化しなかった。 TEWL が 140g/m2h 以上となっ

た皮膚で、は発現上昇を認めなかった。さらにアピラーゼ投与した後にストリッピングを施行すると TEWL が 100

-140g/m2h となっても発現上昇はみられなかった。このことは CXCLl， 2 ， 3 発現上昇が eATP の上昇に依存するこ

とを示すものである。

以上の結果より、 Eluc-agarose が生体内での ATP イメージングに有用なデ、パイスであること、 eATP がテープ

ストリッピング後の走化因子の誘導、および引き続いて起こる炎症細胞浸潤に重要な役割を果たすことが示され

た。
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審査結果 の要 ヒー
日

博士論文題目 1n vivo imaging demonstrates ATP release from murine keratinocytes and its 

involvement in cutaneous inflammation after tape"stripping 

(テープストリッピング後のケラチノサイトから放出される ATP の生体内イメージング

およびその皮膚炎症への作用)
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テープストリッピングは皮膚基礎研究において表皮傷害を引き起こす手技であり、乾鮮やアトピー性皮膚炎、エリテマトーデ

スなど、の疾患モデルマウスや、乾癖患者にテープストリッピングを施行すると皮膚病変を生じること(ケブネル現象)が知られて

いる。しかし、テープストリッピングがこれらの反応を引き起こす機序は明らかでない。一方、アデノシン三リン酸 (ATP) は傷

害された細胞から放出される内在性アジュパントで炎症惹起作用をもっ。特に danger signal としてインフラマソームを活性化

し、インターロイキン (IL) -lß や IL-18 の分泌を誘導することが知られている。これまで、生体外(in vi tro) における角化細胞

からの ATP 放出は様々なストレスモデルにおいて観察されているが、生体内(in vivo) での放出を実証する報告は限られている。

細胞外 ATP (eATP) を生体内で視覚化し、その皮膚炎症への作用を調べるために、私たちは、緑色発光性ルシブエラーゼ (Eluc) を

樹脂により固相化し、拡散を防いだ国相化ルシフエラーゼ (Eluc-agarose) を開発した。

まず BALB/c マウス (8-12 週)の背部皮膚を剃毛し、ルシフェリンを腹腔内投与した後、 Eluc-agarose と ATP を混合しごく浅く

皮下注射したうえで IVIS imaging system (Xenogen) で観察したところ、安定した発光が観察できた。これにより Eluc-agarose

の信頼性が確認された。次に我々は、マウス背部皮膚にテープストリッピング‘を行った後に Eluc-agarose を皮下注射し、傷害

された角化細胞から放出された eATP の観察を試みたところ、経表皮水分損失 (TEWL) が 100-140g/m2h の範囲にまで上昇する程

度のテープストリッピングを施行したとき、ストリッピング後 l 分から約 20 分後にかけて強い発光が観察された。この発光は

アデノシン・ジフォスファターゼであるアピラーゼの局所投与によって抑制された。興味深いことに、より多い回数のテープス

トリッピングを施行し、 TEWL が 140g/m2h 以上となった部位では発光を認めなかった。病理組織学的検討を加えたところ、良好

な発光を観察した皮膚では角層への炎症細胞集積、表皮の残存、真皮への密な炎症細胞浸潤を認めた。アピラーゼを投与した部

位では、この炎症細胞浸潤も抑制されていた。浸潤している炎症細胞の大部分は好中球で、あった。一方、 TEWL が 140g/m旬以上

となった皮膚では角層への炎症細胞集積は認めず、表皮は壊死または消失し、真皮浅層には炎症細胞浸潤を欠いていた。このこ

とより、テープストリッピング後に放出された eATP により、炎症細胞浸潤が起こっている可能性が示された。最後に我々は、

マウスにおける好中球の代表的な走化因子である CXCL1， 2, 3, 5 がテープストリッピングにより誘導されるかを定量PCR により調

べた。 TEWL が 100-140g/m2h となった皮膚では、 CXCL1， 2, 3 の発現が有意に上昇していた。 CXCL5 は変化しなかった。 TEWL が

140g/m2h 以上となった皮膚では発現上昇を認めなかった。さらにアピラーゼ投与した後にストリッピングを施行すると TEWL が
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lOO-140g/m2h となっても発現上昇はみられなかった。このことは CXCL1， 2, 3 発現上昇が eATP の上昇に依存することを示すもの

である。

以上の結果より、 Eluc-agarose が生体内での ATP イメージング、に有用なデバイスであること、 eATP がテープストリッピング

後の走化因子の誘導、および引き続いて起こる炎症細胞浸潤に重要な役割を果たすことが示された。

よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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