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アトピー性皮膚炎は,「増悪・寛解を繰り返す,そう庠のある湿疹を主病変とする疾患

であり,患者の多くはアトピー素因(気管支喘息,アレルギー性鼻炎・結膜炎,アトピー

性皮膚炎などの家族歴・既往歴があるか,またはlgE抗体を産生しやすい素因)を持つ」

と定義されている[1].強い庠みによる不眠や集中力の低下,また皮疹による外見の問題

などから,日常生活あるいは社会的活動に支障をきたし,患者の生活の質(QualiwofLlfe

QOL)が著しく低下する疾患である、

アトビー性皮膚炎の有病率は,小児では先進国において 15-20%[2],成人では調査によ

つて異なるが 1・10%と推定されている[3].日本では,平成 12年から平成17年度にかけ

て実施された全国のアトピー性皮膚炎有病率調査の結果から,4か月から6歳では12%前

後,20~30 歳代で9%前後の頻度で認められることが明らかになった(アトビー性皮膚炎

治療ガイドライン2008).厚生労働省の全国患者調査によると,平成8年から平成26年

までアトピー性皮膚炎の推計総患者数は増加する傾向にある

アトピー性皮膚炎の病態は,①皮膚バリア機能障害,②免疫・アンルギー反応,③庠

みの3つの要素が複雑に絡み合って進行すると考えられている[4].3つの要素については,

以下の通りである.①アトピー性皮膚炎の皮膚では角質間セラミドの低下,フィラグリ

ンの異常,抗菌ぺプチドの発現低下などが生じており,バリア機能の低下,水分保持能

の低下,庠みの閖値の低下,易感染性などの機能異常が認められる.②アトピー性皮膚

炎の急性期にはlnterleukin(1L)・4や丘、5などのサイトカインを産生する2型へルパーT

(Th2)細胞が優位な免疫応答によりlgE産生や好酸球浸潤が誘導され,慢性期には

Interferon(1則)γなどを産生する1型へルパーT(ThD 細胞が増加し,病態の形成に関与す

ることが知られている.近年,止、17やIL、22を産生する17型へノレパーT(Th17)細胞や22

型へルパーT(T地2)細胞,さらには抗原受容体を持たない自然りンパ球(m皿telym伽oid

Cen:止ののサブセットのうち,1L・5やIL・Bを産生する2型ILCσLC2)もまたアトピー性

皮膚炎の病態形成や炎症の悪化に関与していることが明らかになってきており[5-9],非

常に複雑な免疫反応が生じている.③庠みは,アトピー性皮膚炎の疾患の定義に含まれ

るほど主要な症状の1つである.庠みが掻破につながり,それがさらなる皮膚バリア機能

の低下や炎症の悪化を引き起こすといったltch・scratchcycle と呼ばれる悪循環に陥る.
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環境因子

Th2免疫応答

皮膚機能異常

アトピー性皮膚炎は遺伝要因(皮膚のバリア機能異常や免疫応答異常)に加えて環境

要因などが関与する多因子疾患であると考えられており,根治は困難であるが,現在の

般的な治療として,原因・悪化因子の除去,スキンケアおよび薬物療法が挙げられる.炎

症に対して主に用いられる治療薬は,ステロイド外用薬およびタクロリムス(カルシニュ

ーリン阻害斉D 軟膏であり,定の治療効果は得られている.しかし,ステロイド外用薬

には,毛細血管拡張,潮紅,ざ癒,皮膚萎縮や多毛などの局所性副作用や,患者のステロ

イド忌避によるアドヒアランスの低下というた問題がある.方,タクロリムス軟膏には,

廩煽や潰璃面に使用できない,薬効の強さに限界があるなど,ステロイド外用薬にはない

使用上の制約がある円.また,捧みに対して抗ヒスタミン薬およぴ抗アレルギー薬が使

用されるが,その治療効果は弱く,コントロールできない場合が多いことから[10-12],

アトビー性皮膚炎の治療満足度は十分であるとはいえない.平成20年に,免疫抑制薬で

あるシクロスポリンの内服が,既存治療で十分な効果が得られない重症患者を対象に保険

適応とな0た.現在,アトピー性皮膚炎を対象疾患として生物学的製剤の開発も進んでお

り,今後さらに治療の選択肢は増えると考えられる.しかし,生物学的製剤は,適応が重

症度の高い難治な患者に限られること,治療費が高額になることなどが予想される.以上

のことから,アトピー性皮膚炎治療薬として,副作用が少なく,有効性や利便性の高い薬

剤の開発が望まれる

カンナビノイドは,大麻(C抑nabissatiV幻の主成分であるど9、テトラヒドロカンナビ

ノール(tetrahydrocannabin01:THC)を中心とする連の化合物の総称である.生体内には

カンナビノイドが結合する, 1型カンナビノイド受容体(C卸Πabinoid wpe lreceptor: CB】

受容体)とⅡ型カンナビノイド受容体(C即nabinoid type 2 receptor: CB2受容体)の主に 2

種類の受容体が存在する.生体内で産生される主要な内因性カンナビノイドとして,アナ

ンダミド(arachidonoyleth卸olamide: AEA)【13]と 2・アラキドノイルグリセロール

掻破

'

Itch・$cratC血 Cycle

捧み

炎症の慢性化



(2・arachidonoylglycer01:2・AG)[14]が存在し,いずれも細胞膜のりン脂質に含まれるアラ

キドン酸から合成され,脂質メディエーターとして機能する.内因性カンナビノイド,受

容体(CBI,CB2),内因性カンナビノイドの合成酵素および分解酵素が働き(内因性カンナ

ビノイドシステム),神経系や免疫系などの様々な生体機能の制御に関わっている.大麻

は古くから民間薬として,痛み,瘻箪,不眠,喘息などに用いられており,カンナビノイ

ド受容体が創薬標的となることが示唆される.カンナビノイド受容体の特徴として, CBI

受奔体は主に中枢神経系に高レベルに発現し,記憶,運動および疹痛感覚などの脳高次機

能を調節していると考えられている[15].一方,CB2受容体は主に末梢神経ならびに免疫

系の臓器および細胞に分布し,精神機能への関与は少ないと考えられている[16]. CB2

受容体は,ヒト皮膚において感覚神経線維東,マスト細胞,マクロファージおよびケラチ

ノサイトに発現していることから,皮膚の炎症,庠みおよび痛みの調節に関与しているこ

とが示唆される[161.実際,動物モデルにおいてCB2受容体作動薬が炎症を抑制する[17ー

2U,あるいはヒトにおいてCB柁受容体作動薬であるHU210がヒスタミンにより惹起さ

れる庠みを抑制する[22]など, CBユ受容体作動薬が炎症や庠みを抑制することを示唆す

る報告が出されており, CB2受容体選択的作動薬は, CB1受容体に依存する中枢性の副作

用(向精神作用,鎮静作用,依存性など)の懸念が少ないアトピー性皮膚炎治療薬となる

ことが期待できる

本研究では,塩野義製薬により創製された CB2受容体選択的作動薬である S・フフ7469

(1・[[6・Ethyl-1・(4・auoroben筍゛,D・5・methyl・2・O×0-1,2・dihydropyridine・3・carbonyl]amino]・cyclohex

anecarboxylicacld)[23]のアトピー性皮膚炎治療薬としての可能性を検討した.新規治療

薬の創製のためには,その病態の特徴をよく反映した動物モデルが必要となる.そこで,

第1章では, NC小1部マウスを用いたダニ抗原誘発皮膚炎モデルのアトピー性皮膚炎モデ

ルとしての有用性について論述した.次いで第2 章では, S、フフ7469 の抗炎症効果につい

て,第3章では, S・フフ7469の抗そう庠効果について論述した.
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第1章 NC爪部マウスを用いたダニ抗原誘発皮膚炎モデルのアトピー性皮膚

炎治療薬評価における有用性

アトビー性皮膚炎治療薬の創製を目指す上で,適切な病態モデルを使用することは非

常に重要である. NCNgaマウスは,無菌(speci6Cpathogen丘ee:SPF)環境下では皮膚炎

を発症しないが,通常(convemi0憩D 環境下での飼育により皮膚炎を自然発症する.

NCN部マウスの皮膚炎は,掻破行動,血中lgE濃度の上昇および病変部の病理組織学的

特徴など,多くの点でアトビー性皮膚炎患者との類似性が報告されている[24,25]

NC小lgaマウスの自然発症モデノレや,ハプテン塗布モデルは,アトビー性皮膚炎の発症機

停解明や治療薬の薬効評価モデルとして汎用されている.しかし,前者はげっ歯類に寄

生するダニ(uyocoplesn1那CU1加加やU),ohiα揃船CUめによって誘発され[26,27],後者は

ハプテンによって誘発されるといった発症要因の点でヒトと異なっている.そこで塩野

義製薬株式会社では,これまでにこのNCN部マウスを用いて,ヒトの.アトビー性皮膚炎

の重要な原因抗原の1つであるダニの 1種,コナヒョウヒダニ(Der加α10phα宮oides/hrirπαe:

D0 の虫体抽出物を軟膏にして繰り返し塗布することにより, SPF環境下,3週間という

短期間でアトピー性皮膚炎様の慢性化した皮膚炎を発症するモデルを確立した[2釘.本

モデルでは,臨床所見,病理組織学的特徴およぴ免疫学的特徴がヒトのアトピー性皮膚

炎と類似していること,またアトピー性皮膚炎治療薬として用いられているステロイド

外用剤およびタクロリムス軟膏の薬効が認められることを確認している[2釘.しかし,

本モデルを作製するにあたり, NCN即マウス以外の系統を用いた検討は実施していなか

つたため,本研究ではICR, C57BL/6船よびBALB允マウスを用いて,ダニ抗原軟膏を塗

布することにより,NCN部マウス同様,皮膚炎を惹起することが可能かどうか検討した

アトピー性皮膚炎において,庠みは重要な臨床症状の 1 つであり,庠みに伴う掻破行

動が皮膚炎の悪化を招き,さらに庠みが増すといった悪循環(1tch、scratchcycle)が生じて

いることが知られている,そこで炊に, NCN即マウスを用いたダニ抗原誘発背部皮膚炎

モデルの病態と掻破行動の関係性を調べた.先ず,皮膚炎発症への掻破行動の関与を調

べるために,経時的に掻破行動を観察した.続いて,本モデルでは抗原誘発を止めても2

週問以上皮膚炎が維持されることから{2釘,マウスの後肢の爪を初除して掻破行動の影

響を阻害することにより,慢性化した皮膚炎の持続への掻破行動の関与を調べた

本論
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2.実験材料および方法

実験動物2.1

NCN部,1CR, C57BL/6 およびBALB允マウス(雌性,使用時11-15 週齢)は日本チャ

ーノレス・りバーより購入した.動物は,室温:20-260C,湿度:30.70%,照明時問:明暗

各 12時間(照明;6:00-1&0の,換気:10 回以上用寺に設定した動物飼育室内で飼育した

固形飼料および飲水は自由摂取させた.動物実験計画は,塩野義動物実験適正運用委員

会の審査を受けて承認された
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ダニ抗原軟膏

コナヒヨウヒダニ虫体(Der抗αmphα宮oidesjhr加αe body: Dfb)軟膏はビオスタより供与

された(Dfb軟膏 lg あたり,タンパク量: B6.4 mg,ダニ主要アレノレゲンDer a:234 μ底

およびDer飽:7μg を含む).

2.2

2.3.皮膚炎誘発

誘発初日Φay のにマウスの吻側背部をバリカンで刈り,除毛クリームを用いて短い

毛を丁寧に取り除いた.毛を刈った部位および耳介の表裏にDfb軟膏10omgあるいは基

剤(親水ワセリン)を塗布した.誘発2回目以降は,生えてきた毛をバリカン給よび電気

シェーバーを用いてメ1」り,4%ドデシノレ硫酸ナトリウム(sodium dodecylsulfate: SDS)を

150μL塗布することにより皮膚のバリアを破壊し,その約3時間後にDfb軟膏あるいは

基剤10omgを毛刈りした部位および耳介の表裏に塗布した.この一連の作業を 1週間に

2回,合計6回実施し, Day17 の最終抗原誘発後, Day21 あるいはDay31 に解剖し,免

疫学的および病理学的な変化を調べた.皮膚炎の重症度は,皮膚炎スコアを用いて評価

した.皮膚炎スコアは,発赤・出血,痴皮形成・乾燥,浮腫および擦傷・組織欠損の 4

項目について,それぞれ0(所見なし),1(軽度),2(中等度),3(重度)の4段階で評価し,

その合計とした. Day14およびDay21の2週連続で皮膚炎スコアが3以上に達したマウ

スについて,慢性化した皮膚炎を発症していると判断した.皮膚炎スコアの各項目の重

症度の基準は以下の通りである

①発赤・出血

0:発赤および出血が認められない状態

1:局所的に発赤および出血が認められる状態

2:散在的に発赤および出血が認められるか,局所的に連続的な擦傷に伴う出血が認め

られる状態

3:全体的に発赤および出血が認められるか,広範囲に連続的な擦傷に伴う出血が認め



られる状態

②痴皮形成・乾燥

0:癒皮形成浦よび乾燥が認められない状態

1:局所的に痴皮形成および乾燥が認められ,わずかに皮膚の白色化や角質の剥雛が認

められる状態

2:散在的に痴皮形成および乾燥が認められ,明らかに角質の剥眺が認められる状態

3:全体的に痴皮形成およぴ乾燥が認められ,明らかに角質の剥離が認められる状態

③浮腫

0:皮膚の肥厚が認められない状態

1:わずかに皮膚の肥厚が認められる状態

2:明らかな皮膚の肥厚および浮腫が認められる状態

3:明らかな皮膚の肥厚および浮腫が認められ,指で触れた時に硬さが感じられる状態

④擦傷・組織欠損

0:擦傷および組織欠損が認められない状態

1:局所的に擦傷が認められ,組織欠損は認められない状態

2:散在的に擦傷が認められるか,局所的に連続的な掻破行動に伴う擦傷が認められ,

組織欠損は認められない状態

3:全体的に擦傷が認められるか,広範囲に連続的な掻破行動に伴う擦傷翁よび組織欠

損が認められる状態

皮膚病理組織観察2.4

背部皮膚を採取し,10%中性緩衝ホルマリン液(和光純薬工業)に浸漬固定後,パラ

フィン包埋し,4μmの厚さの釖片を作製した.表皮肥厚の評価にはへマトキシリン、エオ

ジン(hematoxylin・eosin: HE)染色標本を,組織中マスト細胞数の評価にはトルイジンプ

ノレー(toluidinblue: TB)染色標本をそれぞれ用いた
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血清総lgEおよびダニ抗原特異的lgE測定2.5

エーテル麻酔下,心臓採血により血清を回収した.血清中の総lgE値はマウス 1gE測定

キット(ヤマサ)を用いて測定した,また, Dfb特異的 lgEは,雌性W謹er ラット(日本

エスエノレシー)をレシビエントとした受動皮膚アナフィラキシー反応(passivecutaneous

鯲aphy1餓isreactlon:PCA反応)によって評価した.すなわち,ラットの剃毛した背部皮内

に,血清の2倍段階希釈液50μLを注射し,24時間後にDfblmgとエバンスブルー 5m3

とを溶解した生理食塩水 0.5mLを静脈内注射し,30分後の色素漏出反応を調べた.皮膚



内面の青色斑が直径5mm以上の場合を陽陛反応とし,最大の希釈倍数をlgE抗体力価と

した

2.6.掻破行動

マウスを4つに仕切った観察用アクリルケージ(幅ゞ奥行き"高さ:12"21"50cm)

に 1 匹ずつ入れ,無人環境下,赤外線ランプを付けたビデオカメラを用いてマウスの行

動を夜間 U&00-02:0の撮影し,ハードディスクレコーダーに記録した.後日録画を再生

し,引っ掻き回数を計数した.引っ掻き回数は,一連の引っ掻き行動(後肢を上げて皮膚

炎誘発部位である左右耳介および背部皮膚を何度か引っ掻き,その後肢を下ろすまでの

行動)を 1回として数えた

2.フ.免疫組織化学染色

正常または皮膚炎を発症したΦay21) NCN部マウスの背部皮膚を摘出し,0.C.T.ニ

ンパウンド(sakuraFinetekJapan)で包埋後凍結し,クライオトームを用いて厚さ 5μmの

切片を作製した.組織如片は,内因性ぺルオキシダーゼのプロッキングのために0.3%過

酸化水素加メタノールで 15分間処理した後,非特異性ブロッキング試薬で 10分間処理

した.一次抗体として,ウサギポリクローナノレ抗 Protein gene product(PGP9.5)抗体

田iog肌esls Ltd;1:1000)を添加し,4゜Cで 1晩反応させた.続いて,ペノレオキシダーゼ標

識二次抗体で反応させた後、 DAB基質を添加し発色させた.その後へマトキシリンによ

り対比染色を行い,光学顕微鏡で観察した

2.8.爪切除

Day21以降,慢性化した皮膚炎を発症したマウスの後肢の爪の先端を,週に2回,は

さみを用いて切除し,爪やすりで整えた.

29.統計学的解析

結果は平均士標準誤差(S.E.)で示し,.二群間の有意差検定には Welch'st、test を,多群

間にはDunne廿'stest あるいはTukey・Kramertest を用いた.皮膚炎スコアは,反復測定分

散分析法を用いて検定した.いずれの検定においてもPく0.05 を有意とした

9



3.結果

3,1.各系統マウスにおける皮膚炎スコアの変化

ICR, C57BL/6 およびBALB/Cマウスを用いて, Dfb軟膏を繰り返し塗布することによ

リアトピー性皮膚炎様の病変が惹起されるかどうかを NCN部マウスと比較して評価し

た. NC小1部マウスにおいて,初回誘発から2 週間後には明らかな皮膚病変が認められ,

その変化は抗原誘発を中止しても Day31 まで維持されていた(Figurel).臨床所見とし

ては, NCN部マウスにおいて,紅斑,出血,丘疹,鱗屑,伽皮,苔癖化等が認められた.

一方,他の系統のマウスにおいては明らかな皮膚症状は認められなかった(Figure2).デ

ータは示さなかったが,皮膚バリア破壊後に軟膏基剤を塗布したコントロール群におい

ては,いずれの系統のマウスにおいても皮膚炎は惹起されなかった.
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C57BU6

F電Ⅱre 2. SMn fea加res ofeach mousestrain on Day21[29].

32.病理組織学的所見

Day21およびDay31に粉ける各系統マウスの背部皮膚の病理組織学的変化を調べた

HEおよびTBで染色した病理標本を観察し六結果, Day21のNC小1部マウスの病変剖H立

において,顕著な真皮粘よび表皮の肥厚,表皮突起の形成,過角化および錯角化が認め

られ,真皮中にはマスト細胞を含む炎症性細胞が多数浸潤していた(Figure3a,b).また,

これらの病理変化は, Day31 においても同様に認められた.一方,他の系統では, Day21

において,軽度の表皮の肥厚およびマスト細胞を含む炎症性細胞浸潤が認められたが

(Fi三Ure3a,b), Day31 にはほぼ正常状態であった(データは示さず).皮膚バリア破壊後に

軟膏基剤を塗布したコントロール群においては,いずれの系統のマウスにおいても病理

組織像の変化は認められなかった(データは示さず)
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33.血清総1号Eおよびダニ抗原特異的珸E

Day21およびDay31における各系統マウスの血清中総lgE量およびダニ抗原に対司、る

特異的lgE抗体価を測定した.その結果, Day21において,いずれの系統のマウスにお

いても正常マウスおよび=ントロール群と比較して, Dfb 軟膏塗布群において有意な総

IgE値の上昇およびダニ抗原特異的lgE抗体価の上昇が認められた. NCN部マウスにお

いては, Day31まで血中lgEの高い状態が維持されたが,その他の系統においては, Day

31 には明らかに低下していた(F地UN4a,b).
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3.4. NC小1即マウスにおける掻破回数および皮膚炎スコアの推移

NC小1部マウスにおいて,ダニ抗原軟膏を繰り返し塗布した際の掻破回数の変化を調べた.

その結果,ダニ抗原を塗布していない正常マウス(Dayのの掻破回数と比較して, Day6

において掻破回数の増加傾向が認められ, Day9以降有意な増加が認められた(F電Ⅲe5a).

皮膚炎症状は, Day7において,わずかに乾燥が認められる程度であったが,その後は掻

破回数の増加に伴い,顕著な増悪化が認められた(Fig山e5b).
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3.5.免疫組織化学染色

NC小1部ダニ抗原誘発皮膚炎モデルの皮膚病変部における神経線維の分布を明らかに

するために,主に神経に発現しているユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素である

PGP9.5 B01 に対する抗体を用いて免疫組織化学染色をhつた.正常マウスの皮膚では

PGP9.5陽性神経線維は,真皮内に認められ,表皮中にはほとんど存在しなかった.方,

皮膚炎を発症したマウスΦay21)の皮膚では,真皮,特に真皮上部における PGP9.5陽

性神経線維の明らかな増加および表皮内への神経伸展が認められた(Figure6).

Fi客Ⅱre 6.1mmⅡnohistochemicalstainin客 ofpcP9.5 in th● Skin [29].

In normal Ncn、1ga mice, some of pGP9.5・positive nerve fibers (bro、¥n)、¥ere obseNed in 小e

dermis, and f己W were located in the epidermis (a). Me即While, the neNe 6bers were clearly

increased in the dermis and sprouted into the epidermis in 小e established skin lesions ofNcn、1aa

mice on Day 21 (b). original magnification:× 200.



3.6.爪切除による皮膚炎への影

抗原誘発を止めても持続する皮膚炎症状に,掻破行動が関与しているかどうかを検討

する目的で, Day21の時点で慢性化した皮膚炎を発症したNCN部マウスの後肢の爪を

切除し,掻破1丁動による影響を阻害した.爪を切るとすぐに皮膚炎スコアの低下が認め

られ, Day31 まで下がり続けた(Fiaure7a).病理組織像を観察すると,爪切除の処置を

していないマウスと比較して,表皮の肥厚や真皮への炎症性細胞浸潤が明らかに改善し

た(Figure7b).また, Day31 の血清中 lgE を測定したところ,爪切除によって爪切除の

処置をしていないマウスと比較して,有意に低か0た(Figure7C).
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F電Ure 7. Effect oftippi昭 oftoenails on eS始blished dermatitis in NC劇宮a mice [29}.

The hind toenails of mice were trimmed on DayS 21,24, and 28 Without furthet antiaen

application.(a) Time course changes in dermatitis score ofmice withouttoenails and non・treated
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4.考察

塩野義製薬株式会社に船いて,アトピー性皮膚炎の病態モデルとして, NC小1部マウス

にダニ抗原Φ北)軟膏を繰り返し塗布することにより,アトピー性皮膚炎と類似した皮

膚炎を発症するモデルが構築されている P8].本研究では, NCN部マウスのダニ抗原誘

発皮膚炎モデルに関して,詳細な解析を実施した.最初に,本モデルの作製に使用する

マウスの系統について検討した. NCN部マウス以外の系統でも同様の皮膚炎を発症する

か確認するために,1CR, C57BL/6およびBALB/Cマウスを用いて,ダニ抗原軟膏を繰り

返し塗布した.その結果,いずれの系統のマウスにおいても,血中総 lgE 値の有意な増

加およびダニ抗原特異的 lgEの上昇が認められ,特にBALB允およびICRマウスでは,

NC小1即マウスと伺レベノレまで上昇していた.このように, Th2型の免疫応答が起こ0て

いると考えられるにもかかわらず,皮膚炎スコアの上昇や明らかな皮膚病理像の変化は

認められなかった. NC小lga マウスでは, BALB允マウスと比較して,止・12Rβ鎖の発現

不全によって interferon・γ(1FN・γ)が産生されにくいことが報告されており BU,他系統

のマウスよりも強い Th2偏向性の免疫異常が生じていると考えられる.また,皮膚の水

分保持やバリア機能に重要な役割を果たしているセラミドの合成酵素であるスフィンゴ

ミエリナーゼの活性が低く,皮膚バリア機能が障害されやすいことも知られている B2]

これらのことから, NC小1部マウスでは,ヒトのアトピー性皮膚炎の病態と同様に,環境

(抗原),免疫応答,バリア機能などの要因が複雑に絡み合って,皮膚炎を発症すると考え

られる. NC小1部マウス以外の系統において,さらにダニ抗原の塗布回数・期間など,皮

膚炎の惹起条件について検討する必要があるが,少なくとも本研究の条件では,ダニ抗

原誘発皮膚炎モデルを作製するために使用するマウスの系統として, NCN部マウスが適

していることが明らかになった

次に, NCN部マウスにおけるダニ抗原誘発皮膚炎モデルに対して掻破行動が与える影

響について検討した.本モデルにおいて,明らかな臨床所見が現れるのはDay14以降で

あるが,掻破回数はそれより前から有意に増加しており,掻破行動の増加に伴い,発赤,

出血,浮腫,乾燥,表皮剥磁や廩烱といった症状が観察されるようになった.さらに,

皮膚炎が慢性化しているマウス,すなわちDay14から21まで明らかな皮膚炎症状(皮膚

炎スコアが3以上)が認められたマウスでは,抗原曝露を中止しても 10日間以上皮膚炎

が持続するが,後肢の爪を切除したところ,劇的に皮膚炎症状が改善した.これらの結

果から,本モデルにおいて,皮膚炎の発症および慢性化状態の維持に,掻破行動が密接

に関与していることが示唆された. Hashimot0 ら B3]は, SPF 環境下,皮膚炎を発症し

たNCN部マウスとの同居飼育による自然発症モデルにおいて,後肢の爪を切除すると皮

膚炎が発症しないことを示している.その他のNC小1部マウスを用いた皮膚炎モデルにお

ける検討からも[34,3釘,皮膚炎の惹起方法に依存せず,皮膚炎の発症には掻破行動が非
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常に重要な役割を果たしていると考えられる.このことを確かめるために,今後本モデ

ルの皮膚炎発症過程における爪切除の影響を検討する必要がある.また興味深いことに,

NCN部マウスのダニ抗原誘発皮膚炎モデルにおいて,抗原曝露を中止しても,皮膚炎ス

コアと同様に,血中18E値の高い状態が維持されるが,後肢の爪を切除すると,血中lgE

値が有意に低下した.一方,1CR, C57BV6およびBALB允マウスにおいては抗原曝露を

中止すると,血中lgE値は維持されることなく低下した. BALB允マウスの表皮角化細胞

株である PAM212 の可溶性画分を同系マウスの皮下に投与すると,外来抗原がなくても

1三E産生を増強すること,所ν加0 でPAM212の可溶性画分をBALB/Cマウスの牌細胞培

養系に添加すると lgE産生増強およびlgEへのクラススィッチの引き金となるε・ge如line

tr飢Scriptlon を誘導することが報告されている B6,37].これらの報告から,掻破によっ

て表皮に物理的刺激が入ると,角化細胞から何らかの因子が産生され,その因子が抗原

刺激のない状況においても,血中lgE 値の高い状態を維持させている可能性が考えられ

る.以上より,掻破行動ば慢性皮膚炎の維持だけではなく,珸E産生の維持にも関与して

いることが示唆された

続いて,アトビー性皮膚炎患者の皮膚病理像では一次感覚神経の表皮内への伸展が認

められ,外部刺激に対して庠みを感じやすい状態になっているととが知られているとと

から B8,39], NC小1部マウスのダニ抗原誘発皮膚炎モデルにおいて,皮膚病変部の神経

線維の分布を確認した.その結果,正常皮膚と比較して, PGP9.5 陽性神経線維が真皮上

部と表皮内に増えており,持続的な掻破行動により,神経伸長が誘導されていると考え

られた.本研究において,1CR, C57BV6およびBALB允マウスでは,ダニ抗原誘発によ

つて皮膚炎を発症しなかったが,これらの系統では捧みが誘発されておらず,神経伸展

も生じていない可能性があるため,今後さらにNCN部マウス以外の系統における掻破行

動や神経伸展について検討する必要がある

庠みは,アトピー性皮膚炎の主要な症状の 1 つであり,睡眠障害や集中力の低下を引

き起こし,患者およびその家族にとって大きなストレスとなる B9].アトビー性皮膚炎

の庠みに対して抗ヒスタミン薬が処方されるが,奏効しない場合が多い.データには示

していないが, NC小1部マウスのダニ抗原誘発皮膚炎モデルの掻破行動に対して抗ヒスタ

ミン薬は明確な抑制効果を示さなかった.本モデルは,アトビー性皮膚炎の庠みのメカ

ニズム解明および抗そう庠薬の評価も可能であることが示唆される

以上より, NCN部マウスのダニ抗原誘発皮膚炎モデルにおいて,皮膚炎の発症および

慢性皮膚炎の維持に掻破行動が密接に関与しており,アトピー性皮膚炎患者同様,

Itch・scratchcycle様の現象が生じていることが示唆された.本モデノレは,ヒトのアトピー

性皮膚炎の病態との類似点が多く,アトピー性皮膚炎の病態解明や治療薬の開発に有用

であると考えられる.
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第2章 CB2受容体選択的作動薬であるS・フフ7469のマウス皮膚炎症に及ぽす

影響

1.緒言

カンナビノイドは,中枢神経系や免疫系などにおいて幅広い薬理作用を有して船り,

カンナビノイド系を標的とした薬剤は様々な病態に対して治療効果を発揮することが期

待されている[4042].実際,古来より,カンナビノイドを活注成分として含む大麻が,

鎮痛や食欲増進等の目的で使用されてきた.しかし,幻覚や記憶障害などの中枢性副作

用や依存性りスクから,現在では一部の国や地域を除き,大麻の医療目的での使用は禁

止されている.

カンナビノイドの受容体には主にCB1受容体とCB2受容体が存在し,いずれも7回膜

貫通型のGVG0タンパク質共役型受容体である.CB1受容体は中枢神経系に多く発現して

おり,記憶,運動および瘻痛感覚などの脳高炊機能を調節していると考えられている[15]

一方, CB2受容体は主に末梢の免疫系臓器α卑臓,肩桃腺,胸腺)および細胞(B りンパ

球,ナチュラルキラー細胞,単球・マクロファージ)に発現しており,免疫機能の調節に

関与することが示唆されている[43].実際,マウスにおいて, CB2受容体選択的作動薬

である HU・308 がアラキドン酸誘発耳介炎症を抑制することや[19],0-3223 がLPS誘発

の急性炎症を抑制することなど[20], CB2受容体選択的作動薬が抗炎症作用を有するこ

とを示唆する報告が出されているⅡ8,2U

カンナビノイド受容体への内因性りガンドとして, AEA および2、AG が存在するが,

Sugiura ら[4446]によって, AEA はCB1受容体に対して部分作動薬として作用するが,

CB2受容体にはほとんど作用しないこと,2・AGはCB1およびCBユ受容体に対して完全作

動薬として作用することなどが示され,2・AGが真の内因性りガンドであると考えられて

いる.2・AGはCB2受容体を介して,ヒト好酸球性細胞株EOL・1細胞,マクロファージ様

に分化させた HL・60 細胞,ヒト末梢血単核球,マウス胖臓細胞やマイクログリアといっ

た細胞の遊走を引き起こすことが報告されている[47-50].さらにmviv0では,2、AG船

よび CB2 受容体がマウスのハプテン誘発接触皮膚炎モデルや

12-0・tetradecatloylph0血01-13・acetate (TPA)誘発の急、性炎症に関与していること[51-531,

2・AG をマウスの耳介に投与すると炎症を惹起すること[5勺などが帳告されて浦り,

2・AG/CB2受容体は皮膚の炎症反応に粘いて重要な役割を果たしていると考えられる.

本研究では,塩野義製薬株式会社で合成されたCB2受容体選択的作動薬であるS・フフ7469

[23]の抗炎症効果を,マウスにおけるハプテン誘発耳介炎症モデルおよび第 1 章でアト

ピー性皮膚炎モデルとしての有用性を明らかにした NC八1部マウスのダニ抗原誘発皮膚
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炎モデルを用いて検討した.また,そのメカニズムを解明する目的で, S、フフ7469が2、AG

によ0て誘導されるEOL・1およびHL・60細胞の遊走に及ぼす影響を調べた
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2.実験材料および方法

2.1.実験動物

雌性BALB/CおよびNCNaaマウスは日本チャーノレス・りバーより購入した.動物は,

室温:20-260C,湿度:30-70%,照明時問:明暗各 12時間に設定した動物飼育室内で飼

育した.圖形飼料および飲水は自由摂取させた.動物実験計画は,塩野義動物実験適正

運用委員会の審査を受けて承認された

22.薬物および試薬

使用した薬物および試薬は,以下の通りである.S・フフ7469(塩野義製薬),1、フルオロ、2,4、

ジニトロベンゼン(1・auoro-2,4・dlnitrobenzene: DNFB)(ナカライテスク),プレドニゾロン,

アセトン(slama・Aldrich),オリーブオイノレ,メチノレセノレロース(methylce11Ulose:MC),酪

酸ナトリウム(sodiumn・buwrateX和光純薬工業),親水ワセリン(丸石製薬),2、アラキド

ノイノレグリセローノレ(2・AGxcaym肌 Chemical)

23. DNFB誘発耳介炎症モデノレ

予め毛刈りをしたBALB/Cマウスの腹部に2日間連続して 0.5%DNFB を30μL塗布す

ることによって感作しΦay0およびDayD,最初の感作から6日後および8日後に03%

DNFB を片倶Ⅱ0μLずつ両耳介に塗布して炎症反応を惹起した. DNFB は,アセトンと

オリーブオイルを 4:1 で混和した溶媒に溶かした.陰性対照群には,アセトン/オリーブ

オイル(4:D を塗布した. S、フフ7469およびプレドニゾロンは0.5%MC に懸濁して,最初

の反応惹起日Φayのから 1日 1回4日間,反復経口投与した.媒体(V曲icle)投与群に

は,0.5%MC を経U投与した.反応惹起日(Day6 およびDay8)には,薬物は DNFB塗

布後30分以内に投与した.耳介炎症の程度は耳介の厚さで評価した.耳介の厚さは,シ

ツクネスゲージ(SM・Ⅱ2;Teclock)を用いて測定し,左右の耳介の厚さの平均をその個体

の耳介厚とした.耳介厚はDay6からDayl0まで毎日測定し,反応惹起日はDNFB を塗

布する直前に測定した.

ダニ抗原誘発皮膚炎モデル2.4

誘発初日Φay のにマウスの吻側背部をバリカンで刈り,除毛クリームを用いて短い

毛を丁寧に取り除いた.毛を刈った部位翁よび耳介の表裏にDfb軟膏10omgを塗布した

Day3,フ,10,14,17 に,生えた毛をバリカンおよび電気シェーバーを用いて刈り,4%SDS

を 150μL塗布す、ることにより皮膚のバリアを破壊し,その約3時間後にDfb軟膏 10omg

を毛刈りした部位および耳介の表裏に塗布した.皮膚炎の重症度は,皮膚炎スコアを用
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いて評価した.皮膚炎スコアは,発赤・出血,痴皮形成・乾燥,浮腫および擦傷・組織

欠損の4項目について,それぞれ0(所見なし),1(軽度),2(中等度),3(重度)の4段階

で評価し,その合計とした.薬効評価には,皮膚炎が慢性化した個体として, Day14で

スコアが3以上かつDay21でスコアが5-10に達した個体(全体の約半数)を使用した、

S・フフ7469 は, Day21 に 1回投与後, Day22 から Day33 まで 1日 2 回経口投与した.プレ

ドニゾロンは, Day21から Day31まで 1日 1回経口投与した.マウスはDay34 に解剖

して皮膚病変部を採取し,病理組織学的評価を実施した.

S・フフ7469 の真皮内への好酸球浸潤に対する影響を調べる目的で, Day21 に再度, Dfb

軟膏による誘発を行った. S・フフ7469は, Dfb軟膏塗布の直前および16時間後の2回経口

投与した. contr01群はDay21の抗原誘発前に解剖,0.5%MC を投与したVehicle投与群

およびS・フフ7469投与群はDay22の抗原誘発24時間後に解剖した

皮膚病理組織観察2.5

背部皮膚を採取し,10%中性緩衝ホルマリン液(和光純薬工業)に浸漬固定後,パラ

フィン包埋し,4μmの厚さの切片を作製した.表皮肥厚の評価にはへマトキシリン・エオ

ジン(HE)染色標本を,組織中マスト細胞数の評価にはトルイジンブルー(TB)染色標

本を,好酸球数の評価にはダイレクト・ファースト・スカーレット(directf五StsC田let:DFS)

染色をそれぞれ用いた

表皮の厚さは,光学顕微鏡に接続したカメラΦXM1200; Nikon)を介して組織画像を

取り込み,解析ソフトσmage・pro plus; Media cybemetics)を用いて測定した.毛包を避

けて,無作為に 5 か所測定し,その平均を表皮の厚さとした.マスト細胞および好酸球

の評価は,表皮から脂肪層までlmm幅内に存在する細胞の数を,無作為に3か所数え,

その平均を測定値とした

22

2.6.2、AG による EOL、1およびHL、60細胞の遊走

EOL・1 およびHL・60 細胞の走化性を,24 ウェル培養プレートとケモタキセル(ポアサ

イズ5μm;クラボウ)を用いて検討した. EOL.1細胞は,0.5mM 酪酸ナトリウムと 5日

間培養(37゜C,5%炭酸ガス)することにより好酸球様に分化させ, HL・60細胞は,10onM

1,25・(OH)ユVit抑lnD3 と 6日間培養(37゜C,5%炭酸ガス)司、ることによって単球様に分

化させた[55,56].分化したEOL・1船よびHL・60細胞は,あらかじめ温めておいたCTバ

ツファー(0.5%fetalbovi畑SeNmおよび 10mMHEPES を含む即M11640培地)で3 回洗

浄し, CTバッファー 200μL にそれぞれ4ゞ105 個,2.5ゞ 106 個を懸濁し,ケモタキセ

ノレ内に播種した(upper welD.2・AG, S・フフ7469 あるいはジメチノレスノレホキシド(dimethyl



Sulfoxide: DMSO)は, CTバッファー 600 μL に混ぜて,培養プレートの各ウェノレに添加

した(10werwelD.4時間培養(37゜C,5%炭酸ガス)後に,叩PerweⅡから 10werweⅡに遊

走してきた細胞数を,粒子分析装置(CDA・500;sysmex)を用いて計測し,遊走の指標と

した.

2.フ.皮膚からの2・AG抽出

直径 8 mm のバイオプシーパンチ(生検トレパン;カイインダストリーズ)を用いて

マウスの背部皮膚をくり抜き,重量測定後,ただちに液体窒素で凍結した.皮膚サンプ

ルは,あらかじめ冷やした生理食塩水(サンプル重量の 9 倍量[μLD に入れて,組織破

砕装置(TissueLyser; Qiagen)を用いて,ホモジナイズ(25 HZ,5分間)した.ホモジネー

ト 50μL にアセトニトリノレ/メタノーノレ(1:D 混液を 200μL加え,ボルテックスにより 5

分聞混和した.遠心(25゜ C,12,ooorpm,5分間)後,上清を回収し,液体クロマトグラ

フィ」・、.タンデム質量分析(Ⅱquid chromatography・tandem mass speC廿ometw: LC・MSπYIS)

のための測定用サンプルとした.

2.8. LC・MS爪IS による 2・AGの測定

2・AG の LC・MS丸VIS による測定において,高速液体クロマトグラフィー(h喰h

Perfonnance liquid chromatography: HPLC) 1* prominence システム(島津建1イ乍沙〒), MS は

AP15000 トリプル四重極型質量分析装置(MDS・sciex)を用いた.2・AG測定の内部標準

物質として 2・AG・d8 を用い,い司'れも多重反応モニタリング(Multiple Reaction Monitoring:

MRM)にて検出を行った. HPLC条件およびMS条件は以下に示す.

HPLC条件

注入量

分析カラム

移動相

流量

分析カラム恒温槽設定温度

分析時間

オートサンプラー内設定温度

オートサンプラー洗浄液

10 μL

Cad伽Za cD・C18 (3 mm lD.ゞ 50 mm,5 μm,1mtakt)

アセトニトリノレ/水/ぎ酸混液(500:500:1)

0.5 mL/min

MS条件

60OC

約 14分

10゜C

メタノーノレ
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Detection mode

Declustering potential

C01ⅡSion Energy

MRM

2.9.統計学的解析

結果は平均士標準誤差(S.E.)あるいは平均士標準偏差(S.D.)で示した.二群間の有

意差検定には Welch'SI・test を,多群間には Dunne廿'stest あるいは Tukeytest を用いた.皮

膚炎スコアは,反復測定分散分析法を用いて検定した.いずれの検定においてもPく0.05

を有意とした.

electrospraylonization (ESD, positive

:91V

:19 ev

:2、AG

:2・AG・d8

; 1WZ 3792 > 287.0

, nvZ 387.2 > 2942
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3.結果

3.1. S・フフ7469のDNFB誘発耳介炎症モデルに対する効果

BALB允マウスを用い,ハプテンであるDNFB を感作Φay0およびDayl)ならびに誘

発Φaγ6およびDay8)することによって惹起される耳介炎症に及ぼすS・フフ7469 a,3

および10mψkg)の効果を検討した.対照物質としては,副腎皮質ステロイドであるプ

レドニゾロン a mg/kg)を用いた. Flaure8 に示すように,初回誘発後,陰性対照群と

比較して Vehicle(0.5%MC)投与群において,顕薯な耳介の肥厚が認められた. S、フフ7469

(3翁よび10mg/kg,1日1 回投与)は,投与開始の翌日から耳介の肥厚を有意に抑制し,

実験終了日まで抑制し続けた.また,その効果はプレドニゾロン(1m創ka,1日 1回投

与)と比較して同等以上であった.
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F電Ure 8. Effect ofs-フフ74690n DNFB・induced earsweⅡin三[5刀.

Mice were sensltized on days o and l by palnting 30 μL ofo.5% DNFB onto the shaved abdomen.

On dayS 6 and 8,the mice were cha11enged by applying l0 μL of03% DNFB onto both sUげ即es

Of the riaht and le丑 ears. The ne旦ative control mice were treated lvith acetone/olive oil (4:1).

S・フフ7469, prednls010ne, and the vehiC1巳(0.5% MC) were ora11y administered once daily from day

6 to day 9 (n =フ). Data are presented as the mea11士 S.E.燦P く 0.0I VS. negative contr01,、P く 0.05,

"P く 0.0I VS. vehicle (Tukey test).
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^ S・フフ7469 10mg/kg
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32. S・フフ7469のダニ抗原誘発皮膚炎モデルに対する効果

NCN部マウスの背部に週2回,計6回,ダニ抗原を繰り返し塗布することによ0て誘

発した慢性皮膚炎に対する S・フフ7469 U0および30 mg/ka)の効果を,1日2回 B 日間,

経口投与して検討した.対照物質として,プレドニゾロン(5m目kg,1日 1回投与)を用

いた.皮膚炎スコアの変化を経時的に観察すると共に,実験最終日に背部皮膚を採取し,

組織標本を作製して表皮肥厚および組織中マスト細胞数を計測し,薬物の効果を評価し

た. Fiaure9 に示すように, vehlcle投与群ではダニ抗原誘発を止めても, B 日間皮膚炎

スニアが持続したが, S、フフ7469 投与群では用量依存的に有意な皮膚炎スコアの低下が認

められ,プレドニゾロン投与群においても,有意な皮膚炎スコアの低下が観察された.

HE 染色像を観察すると, Figure l0 に示すように, vehicle 投与群において明らかな表皮

の肥厚および真皮内への炎症性細胞浸潤が認められた. S、フフ7469 の投与によって,有意

な表皮肥厚の抑制が認められ,その抑制率は,10mψkg:34%,30m号/kg:52%であった.

一方,プレドニゾロンは明らかな効果を示さなかった(Fiaureloa,の. S、フフ7469 は炎症性

細胞の真皮内への浸潤を抑制しており(HE染色),マスト細胞数を評価すると, S、フフ7469

投与群では, V伽icle 投与群に対して有意な抑制が認められ,その抑制率は,10 m創k豊

25%,30 m剖kg:40%であった(TB染色).同様に,プレドニゾロンもマスト細胞数の有

意な抑制効果を示し,その抑制率は24%であった(F電Urelob,の.

8

7

6

5

F地Ure 9. Effect ofs・フフ74690n m章e 訊nti琴en・induced dermatitisin NC爪三a mice [5刀.

S・フフ7469 印ld vehicle (0.5% MC) were administeNd twlce daily, atld prednis010ne was

administered once daily. The dennatitis score waS 巳νaluated on dayS 22,23,24,27,28,31,帥d 34

(n = 15). Each value represents the mean 士 S.E. The statistical analyses 、vere conducted using

Pairwise comparisons with the vehiC1巳・treated group based on repeated ANOVA 、¥ith a

mixed・e丘'ects model. MU1廿Ple comparisons were conducted usina Bonferronils procedure.
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Fig耻N I0. Effect of s・フフ74690n epidermalthichless and mast ceⅡ number in the dorsal

Skin ofthe m虻e 訊nti套en・induced dermat琵is mode1157].

S・フフ7469 卸d vehicle (0.5% MC) were administered twice daily, and prednis010ne 、Nas

administered once daily. on day B, hist0108ical charlges in the dorsal skin samples stained with

H&E (a) and toluidine blue (b), epidennalthickness (a, dotted line), arld the number ofmast ce11S

(b, ano、NS)、¥ere evaluated (C, d). Mast ce11S in a l mm section ftom the epidermis to the

Parlniculus adiposus 、vere counted. original magniacation:× 200 (a) arld X 400 (b). Each value

represents the mean 士 S.E. of lo mice in the normal group and 15 mice in the other 8roups.

P く 0.05, P く 0.0I VS. vehicle (Dunne廿's test).
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33. S・フフ7469のダニ抗原誘発皮膚炎モデルにおける好酸球浸潤に対する効果

さらにダニ抗原誘発皮炎モデルにおいて,皮内への好酸球浸潤に対するS・フフ7469の

効果を調べた.本モデルにおいて,ダニ抗原誘発によって好酸球が皮内に過性に浸潤

することから, Day21 に再度Dfb軟膏を塗布し,その 24時問後に評価した. S・フフ7469(1

および 10mg/kg)は抗原誘発の喧前および16時間後の2回経口投与した.最終抗原誘発

前の Contr01 群と比較して, vehicle 投与群において皮内への好酸球浸潤が認められた.

Contr01群およぴ Vehicle投与群の好酸球数はそれぞれ,32 + 72,58 +フ.5Ce11S/mm で

あった. S・フフ7469投与によって好酸球浸潤の抑制が認められ,その抑制率は, 1mgkg

29%, 10ma/k容:認%であり, 10 m創kg投与群で有意であっ六'(FigurelD.
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F電Ure 11. Effect of s・フフ7469 0n eosinophilin"耻ran0Ⅱ in 仙e m鮠e an廿套en-induced

dermat此is model[5η.
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Cha11enge.1n the control group, eosinophils 、¥ere counted prior to the last antigen cha11enge. The

eosinophils in a l mm section from the epidennis to the panniculus adiposus were counted.
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3.4.ダニ抗原誘発皮膚炎モデルにおける2・AG産生量

内因性CB2受容体りガンドである2・AGの慢性炎症への関与を確認する目的で,ダニ抗

原誘発皮膚炎モデルの皮膚病変部における2・AG量を測定したΦay2D. Fiaure12に示

すように,LC・MS爪ISで測定した結果,ダニ抗原誘発皮膚炎モデルの皮膚サンプル中2、AG

量は,正常マウスと比較して,有意に増加していた.
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Fi言Ⅱre 12.2・AG levelin the skin ofthe mite antigen-induced dermatitis model[57].
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*■

analyzed using LC-MS介Vls analysis (n = 10 and 16), Each value repNsentsthe mean 士 S.D. P く
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3.5. S・フフ7469の2・AG誘導細胞遊走に対する効果

2・AGがCB2受容体を介してヒト好酸球性白血病細胞EOL、1の遊走を誘導するととが級

告されていることから[4刀, S・フフ7469 が 2・AG によ0て誘導される EOL、1遊走を阻害す

るかどうか検討した.2・AG(0.5μM)は強力にEOL・1細胞の遊走を誘導し, S、フフ7469 はそ

の遊走を濃度依存的に阻害した(F培Ure 13a).阻害率は, S・フフ7469 の濃度が 4,20, 100

および500μM において,それぞれ 16,35,58 および訟%であった(F電Ure Ba).同様に,

S・フフ7469 は単球系に分化させたHL・60細胞の遊走も濃度依存的に阻害した.その阻害率

は, S・フフ7469 の濃度が 12,37,111,333 および 1,000 μM において,それぞれ 19,35,

釘,74 および 85%であった(Fi号Ure Bb).また,いずれの細胞においても, S・フフ7469 単

独では遊走を誘導しなかった(データは示さず).
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F電Ure 13. Effect ofs・フフ74690n 2・AG・induced EOL・1 and 111'・60 ce11m電ration [571.

EOL-1 Ce11S (4 " 105 CeⅡS) and HL・60 ce11S (2.5 × 106 Ce11S) suspended in cT・bU仟'er and 2・AG

(0.5 μM)、¥ere added to the lo、¥er and upper 、ve11, respectively. EOL・1 Ce11S or HL・60 ce11S 、¥ere

treated 、vith s・フフ74690r DMSO. ce11S that migrated from the upper we11to the lo、ver weⅡ Were

Counted. Each value represents the mean 士 S.D. P く 0.05, P く 0.0I VS.2.AG.treated contr01

(Dunn巳廿's test).
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4.考察

塩野義製薬株式会社で見出された S・フフ7469 は, CB1受容体に比べCB2受容体に対する

選択性が高く,向精神作用や依存性などの中枢性副作用の懸念が少ないと考えられる

[23].さらに S・フフ7469 の CBユ受容体に対する選択性を確認するために,カンナビノイド

受容体以外の各種受容体や炎症関連酵素に対する作用を検討したところ,データには示

していないが,オピオイド,化学伝達物質,神経伝逹物質ならびにケモカインなどの受

容体38 種,炎症反応に関連する酵素および神経伝逹物質の代謝に関連する酵素を中心に

Ⅱ種に対して, S・フフ7469a0μM)は明らかな阻害活性を示さなかった.本研究では, CB2

受容体選択的作動薬であるS・フフ7469の抗炎症効果について検討した

カンナビノイドは,免疫細胞のアポトーシス誘導,細胞増殖抑制,サイトカイン(加mor

necrosis f五Ctor・α, granulocyte・macrophage c010ny・stimulating factor,1FN・γ)産生1工'Ⅱ告Uならび

に制御性T細胞の誘導によって免疫抑制作用を示すととが知られており[5釘,これらの

作用はカンナビノイド受容体の 1つである CB2受容体を介していると考えられている.

また, CB2受容体活性化によって,動物の炎症モデル,例えぱアラキドン酸誘発耳介炎症

モデルⅡ9],カラゲニン誘発足浮腫モデル[18]や実験的自己免疫性脳脊髄炎モデル

[591 における炎症反応を抑制するといった報告がある.とれらのことから, CB2受容体

は炎症の調節において,重要な役割を果たしていると考えられる.そこで,2つのマウス

皮膚炎症モデノレを用いて, S・フフ7469 の抗炎症効果について検討した.最初に,皮膚の炎

症モデルとして汎用されているハプテン(DNFB)誘発耳介炎症に及ぽす S、フフ7469 の影

響を検討した.その結果, S・フフ7469はDNFB誘発耳介肥厚を用量依存的に抑制し,対照

であるプレドニゾロンも同様に有意な抑制効果を示した.このことから, S、フフ7469 は非

ステロイド性の抗炎症薬として皮膚炎症に明らかな抑制効果を示すことが明らかとなっ

た.続いて,第 1 章でアトピー性皮膚炎モデルとしての有用性を明らかにした NCN部

マウスのダニ抗原誘発皮膚炎モデルに対する S、フフ7469 の影響を調べた.その結果,

S・フフ7469 は,投与期間中(B 日間)継続して皮膚炎スコアを抑制し,皮膚病変部の表皮

の肥厚や炎症性細胞浸潤といった病理組織学的変化を改善した.次に, S・フフ7469 の抗炎

症効果のメカニズムを明らかにするために,ダニ抗原誘発皮膚炎モデルにおける内因性

カンナビノイドの関与,ならびに内因性カンナビノイドによる反応およびダニ抗原誘発

皮膚炎モデルにおける好酸球浸潤に及ぽすS、フフ7469の影響を検討した.まず,ダニ抗原

誘発皮膚炎モデルにおける 2・AG の関与を確認するために,皮膚病変部位に存在する

2・AG量を測定したところ,正常皮膚と比較して,有意な増加が認められた. DNFB誘発

耳介炎症モデノレに浦ける2、AG量は測定していないが, DNFBを処置したマウス耳介にお

いて,その増加を確認している殺告があり[51,60],同様に上昇していることが予想され

る.続いて, S・フフ7469 が2・AG の作用を阻害,、るかどうか検討した.その結果, S・フフ7469
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は, m ν加0で2・AGが誘導する好酸球様EOL・1細胞および単球様HL・60細胞の遊走を濃

度依存的に阻害した.S・フフ7469単独による細胞への影響は認められなかった.また,mwvo

では,ダニ抗原誘発皮膚炎モデルに船いて,S.フフ7469は抗原誘発から24時間後の皮内へ

の好酸球浸潤を用量依存的に抑制した

カンナビノイド受容体への主要な内因性りガンドとして, AEAおよび2,AGが存在する

が,真の内因性りガンドは2・AGであると考えられている[6U.2、AGに関して以下のよう

な報告が存在する.2・AGは, mWが0で, CB2受容体を介して好酸球やマクロファージ様の

細胞などの遊走を誘導する[47,4釘.ハプテンやTPAなどで惹起したマウス耳介炎症局所

には顕著な2・AG量の増加が認められ,これらの耳介炎症はCB2受容体括抗薬である

SR144528の投与によって,あるいはCB2受容体ノックァウトマウスにおいて抑制される

{51-53].2・AGをマウスの耳介に塗布すると耳介の肥厚を惹起する[54].これらの知見に

より, CB2受容体の関与する炎症反応において,2・AG が重要な役割を果たしていると考

えられる.一方で, CB2受容体選択的作動薬であるHU・308やCB地受容体非選択的作動薬

であるWin55212・2は,2、AGあるいはTPA誘発のマウスの耳介肥厚を有意に抑制するが,

HU・308やWin55212-2単独では耳介炎症を誘発しないことや, wm55212-2が2、AGによって

誘導されるHL・6畔田胞の遊走を阻害することが報告されている[54].このことから, CB2

受容体選択的作動薬が,2・AGによるCB2受容体を介した炎症反応に対して抑制的に働く

可能性が示唆される.これらの結果は, CB2受容体作動薬がまるで捨抗薬の様な働きをし

ており,非常に複雑な事象である. okaら[54]は, CB2受容体作動薬が2・AG誘導陛の反

応を阻害するメカニズムを解明するために, HL、60細胞を用いて,2、AGによって誘発さ

れる細胞内へのカルシウム流入に対するWm55212-2の影響を検討した. HL、60細胞を

2・AGで刺激すると,細胞内カルシウム濃度が急速に上昇するが,2・AGあるいは

Win55212・2によって前処理すると, CB2受容体の脱感作を引き起こし,その後の2、AG刺

激によるカルシウム流入が阻害される.この時,2・AGの前処理では,細胞は不応状態か

ら非常に短時間で回復するが, win55212-2の前処理では,2・AGに対する不応状態が比較

的長時問維持されることが明らかになった.このことから,遊走のような複雑な細胞応

答には2・AGによる連続的な刺激が必要であるが, win55212-2処置によ0て細胞が脱感作

するととで,その2・AGの作用力那且害される可能性がある.この結果から, wiれ55212-2と

同じ特徴を有する一部のCB2受容体作動薬は,2・AGによるCB2受容体を介した炎症反応に

対して抑制効果を示すと考えられる.未発表データに浦いて,S、フフ7469の前処理によって,

Win55212,2と同様に,その後の2、AG刺激によるHL.60細胞のカルシウム流入を長時間阻

害することを確認している.これまでの実験結果およびこれまでに得られている論文情

報を踏まえると, S、フフ7469はWln55212-2と同じメカニズムで,2、AGによって誘導される

炎症性細胞浸潤を抑制し,抗炎症効果を示すことが示唆された
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以上をまとめると, CB2受容体選択的作動薬であるS・フフ7469は,マウスDNFB誘発耳介

炎症モデルおよびNCN即マウスのダニ抗原誘発皮膚炎モデルの皮膚炎症を抑制した.そ

して,その抗炎症効果は,カンナビノイド受容体の内因性りガンドである2.AGがCB2受

容体を介して誘導する炎症反応を阻害するととによって発揮されると考えられた.これ

らのことから,S・フフ7469はアトピー性皮膚炎のような炎症性皮膚疾患の治療薬となる可能

性がある
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第3章 CB2受容体選択的作動薬である S・フフ7469のマウスおよびラットの掻

破行動に及ぽす影響

1.緒言

庠みは,「引っ掻きたくなるような不快な感覚」と定義され[62],アトビー性皮膚炎を

始めとする皮膚疾患,あるいは血液透析を必要とする慢性腎不全などの内臓疾患でも広

く認められる症状である

アトピー性皮膚炎における庠みは,患者のQOL を低下させる自覚症状の1 つであり,

疾患の定義にも含まれている.庠みによる掻破は,皮膚炎の悪化や感染症,眼合併症の

誘因ともなるため,そのコントロールは非常に重要である、アトビー性皮膚炎の庠みに

対してヒスタミン H1受容体捨抗薬(抗ヒスタミン薬)が広く用いられているが,その効

果は限定的であり,不十分である.抗ヒスタミン薬が奏功しない原因として,表皮内へ

の神経伸長, H1受容体以外のヒスタミン受容体の関与,ヒスタミン以外の庠み物質の関

与などが考えられる.アトビー性皮膚炎患者の皮膚病変では,感覚神経(C線維)が衣皮

真皮境界部を越えて表皮の角層直下にまで伸展しており,外部刺激に対して C線維が興

奮しやすい状態,すなわち通常では庠みを感じないような軽微な刺激に対しても庠みを

感じてしまう捧み過敏状態が生じている[63].また,ヒスタミンの受容体はHI~H4受容

体の4種類が同定されており, H1以外に H3やH4受容体の庠みへの関与も報告されてい

ることから[64,65],H1受容体を遮断するだけではヒスタミンによる捧みを抑制できない

可能性がある.さらに,ヒスタミン以外にも,マスト細胞,ケラチノサイト, T 細胞,

一次感覚神経などから産生・放出されるアミン(セロトニン),ペプチド(サブスタンスP,

エンドセリン・D,サイトカイン(1L・2,ル・31,胸腺間質性りンパ球新生因子(thymic

Stroma11ymph叩oietin: TSLP)),プロテアーゼ(トリプターゼ),脂質メディエーター(ロイ

コトリエンB4)など多くの末梢性の庠みメディエーターが存在する[66,6刀.以上のよう

に,庠みの感覚,特にアトビー性皮膚炎のような慢性皮膚疾患の庠みにおいて,その発

生原因は非常に複雑であり,庠みをコントロールすることは困難である.神経線維には,

その線維の太さや機能によっていくつかの種類(Aa~δ線維, B線維およびC線維)があ

るが,末梢陛の庠みを伝える神経は,求心性の無髄C線維であることが知られている[68-

70].また,鈍く遅い痛みもこの侵害受容線維によって伝えられる.従って, C 線維によ

る伝達を抑制することで,庠みやある種の痛みを制御することができると考えられる.

CB2受奔体は,ヒトやラットのDRGおよびヒトの皮膚感覚神経において発現が確認さ

れておりⅡ6,71,72],第2章で論じた皮膚炎症の調節の他に,捧みや痛みへの関与も示

唆される.実際,CB2受容体選択的作動薬が鎮痛作用を有していることが報告されている
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Ⅱ9,乃一7刀.また, CBν2受容体作動薬である HU210 が,ヒトにおいてヒスタミンにより

誘発される庠みを抑制するととが報告されており[22],カンナビノイド受容体が庠みの

調節にも関与することが示唆されている.そこで, CB2 受容体選択的作動薬である

S・フフ7469 の抗そう庠効果について検討した.庠みというヒトの主観的な感覚を動物で評

価することは非常に困難であるが,1995年に Kuraishiら[78]がマウスの引っ掻き行動を

指標としたモデルを報告した.現在では庠みの評価方法としてこの引っ掻き行動を指標

とした動物モデノレが汎用されていることから,各種起庠物質を用いて,マウスやラッ・ト

における S・フ力469 の抗そう庠効果を評価した.また,ヒスタミンによって誘導される神

経発火に対する S・フフ7469 の効果および脊髄後根神経節(dorsalroot 8anglion: DRG)にお

けるCB2受容体の発現を調べた
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2.実験材料および方法

実験動物2.1

雌性ICRマウスおよぴF344のU ラットは日本チャールス・りバーより購入した.雌性

JW/CSK ウサギは日本エスエノレシーより購入した.動物は,室温:20-260C,湿度:30-70%,

照明時間:明暗各 12時問(照明;8:00-20:0のに設定した動物飼育室内で飼育した.固形

飼料浦よび飲水は自由摂取させた.動物実験計画は,塩野義動物実験適正運用委員会の

審査を受けて承認された.

S・フフ7469の反復投与による影響

S・フフ7469(10 mg/kg)は,1日 2 回 7日間(最終日は 1 回)経口投与し,最終投与の 1時

薬物および試薬22

使用した薬物および試薬は,以下の通りである. S・フフ7469およびSR144528 は,塩野義

製薬の研究所にて合成し,フェキソフェナジン塩酸塩は,アレグラ錠(S帥ofl、Aventis)か

ら抽出した.ヒスタミン,ジメチルスルホキシド(DMSOXナカライテスク),コンパウ

ンド4別80,サブスタンス P,セロトニン,メチノレセノレロース(MC)(和光純薬工業), B、

アミノプロピノレ)トリエトキシシラン((3・如in叩ropyl)triethoxysilane :APTES)(Dako)
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23.掻破行動

掻破行動を誘発する2-5日前に,/Wカンを用いてマウスおよびラットの吻側背部の毛

刈りをした.生理食塩水に溶解した=ンパウンド 48侶0 (3 μgsite),ヒスタミン UO0

nmovsite),あるいはサブスタンス P(10onmovsite)を 40μL,マウスの背部皮内に投与す

ることにより,掻破行動を惹起した.ラットにおいては,セロトニン溶液を 100μL(200

μ創Site)皮内投与して掻破行動を惹起した.陰性対照(controD 群には生理食塩水を皮内

に投与した.各起庠物質投与後,直ちにアクリル製の観察ケージ(幅、奥行き、高さ

10.8ゞ 20.い 14.5Cm)に 1 匹司'つ入れ,30分間の引っ掻き回数を目視にて計数した

連の引っ掻き行動(後肢を上げて庠み惹起部位である吻側背部を何度か引っ掻き,その後

肢を下ろすまでの行動)を 1 回として数えた. S、フフ7469 およびフェキソフェナジンは,

0.5%MC に懸濁し,起捧物質を投与する 1時間前に経U投与した.SR144528 は,0.5%MC

に懸濁し, S・フフ7469 を投与する直前に経口投与した. vehicle投与群には,0.5%MC を経

口投与した.なお,引っ掻き回数の抑制率は以下の式より求めた.抑制率(%)=(vehicle

投与群の引っ掻き回数の平均値一薬物投与群の引っ掻き回数の平均イ向/(vehicle 投与群

の引っ掻き回数の平均値一C伽廿01群の引っ掻き回数の平均値)×100.
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間後にコンパウンド4別80(3μ創S辻e)を 40μL皮内投与して,庠みを惹起した

群は, S・フフ7469 をコンパウンド4別80投与の 1時間前に 1回投与した

2.5.神経発火

薬物投与の50分後に,マウスをウレタン a.5 gkg,腹腔内投与)麻酔下,背部皮膚を

切開して裏返し,感覚神経束を露出した.マウスは体温低下を防ぐために保温機能の付

いた台に置いた.双極電極(銀線)を神経束に接触させ、神経の電位変化を測定し,そ

の電位変化を増幅器(MEG・2100;日本光電工業)を用いて増幅し,この増幅された電気

信号(アナログ信号)をアナログ/デジタル変換装置(powerlab侶SP; ADlnst川ments)を用

いてデジタノレ信号に変換し,コンピューターのモニターで表記させた.データの記録用

チャートへの出力および発火頻度等の解析は,ソフトウェア(chad5;ADlnS廿Uments)を用

いて行なった.神経活動が安定してから,ヒスタミン溶液50μL02,5μmovS辻e)を神経支

配領域の皮内に投与し,30分間の神経発火の回数を測定した

2.6.免疫組織化学染色用ウサギ抗CB2受容体抗体の作製

グノレタチオン・S・トランスフェラーゼ(glutathione s・transfer闘e: GST)およびマノレトース

結合タンパク質(maltosebindin邑Proteln: MBP)タグを C 末端に付加した CB2受容体(アミ

ノ酸残基302-347)タンパク質を大腸菌発現系によって発現・精製した. GST、CB2およぴ

MBP・CB2融合タンパク質は,それぞれCB2受容体に対するウサギ抗血清の取得および抗

血清からのCB2受容体特異的抗体の精製のために用いた

3 羽のJW/CSK ウサギにGST・CB2を2週間おきに合計7回皮内投与した.最後の免疫

の 10日後に GST・CB2に対する抗血清を採取し,抗体価をビオチン標識した GST,CB2を

用いた競合酵素結合免疫吸着アツセイ(en弓me・1inked immunosorbentassay: ELISA)法に

よって測定した.最も高抗体価を示した抗血清から,CB2受容体特異的な抗体を単雛した.

MBPCB2 を固定した AminoLink coupling Resin (Thermo Fisher scient途C)を用いたアフィ

ニティークロマトグラフィーによって CB2受容体特異的な抗体を単眺し, ELISA およぴ

ウ=スタンブロットによって抗体の特異性を確認した.CB2受容体特異的抗体は,りン酸

緩衝生理食塩水(phosphatebU仔eredseline:PBS)にヌ寸して透析し,免疫組織染色に使用し

た

単回投与

2.フ.免疫組織化学染色

ペントバノレビタール麻酔下,1CRマウスの腹部大動脈より PBS を潅流させた後,固定

液として 4%パラホルムアルデヒド(parafonnaldehyde:PFA)を潅流した.潅流後, DRG
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を摘出した,固定したDRGをPBSでよく洗浄した後,エタノールを用いて段階的に脱水,

キシレンで透徹し,パラフィンに包埋した.厚さ5μmの切片を作製し, APTESでコーテ

イングしたスライドグラスに固定した.脱パラフィン処理し, PBS で 500倍希釈した正

常ヤギ血清で室温,30分のブロッキング処理後,作製したウサギ抗CB2受容体抗体 1.0

μg/mL (PBS)と加湿条件下で室温,30分反応させた. PBS洗浄後, PBS で200倍希釈し

たビオチン標識抗ウサギ抗体(vectorLaboratorles)と室温で,30分反応させ,再度洗浄し

た.続いて,アビジン・ビオチン・ペルオキシダーゼ複合体(vectorLaboratories)と室温

で,60分反応させた. DAB基質を添加し発色させた後,ヘマトキシリンを用いて対比染

色し,脱水後, Ente11annew(Merck)にて封入した.標本は明視野顕微鏡にて観察した

. 2.8.統計学的解析

結果は平均土標準誤差

間には Tukeytest を用いた

(S.E.)で示し,二群間の有意差検定には Welch'st・test を,多群

いずれの検定においてもPく0.05 を有意とした
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3、結果

3.1. S・フフ7469 の抗そう作用に対する CB2受容体捨抗薬の影響

これまでに,odan ら[23]がマウスのコンパウンド48侶0誘発引っ掻き行動を,S、フフ7469

が有意に抑制することを報告している. S・フフ7469 の抗そう庠効果が CB2受容体を介して

発揮されることを確認するために, CB2受容体枯抗薬である SR144528の存在下あるいは

非存在下で,S・フフ7469 の引っ掻き行動抑制作用を検討した.1CRマウスを用い,SR144528

(0.2,1 および5 mg/kg)を経口投与した直後に S・フフ7469 U mg/k邑)を投与し,マスト細胞

の活性化物質であるコンパウンド4別80 を皮内投与して誘発される引っ掻き行動に対す

る効果を検討した. SR144528 は引っ掻き行動惹起の 1時間前に投与した. F喰Ure14に示

すように, SR144528非存在下において S・フフ7469a m曾kg)は有意な引っ掻き行動抑制作

用を示した.一方, SR144528 (1 および5 mg/kg)存在下では, S・フフ7469 の引っ掻き行動

抑制作用は減弱し, vehicleΦ.5%MC)投与群との有意差が消失した. SR144528(5m副kg)

の単独投与はコンパウンド48侶0 誘発引っ掻き行動に影粋を及ぽさなかった.
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32. S・フフ7469の様々な起庠物質による掻破行動に及ぽす影響

S・フフ7469 の抗そう庠作用について,様々な起庠物質を用いて検討した.対照物質とし

て,抗ヒスタミン薬(H1受容体持抗薬)であるフェキソフェナジンを使用した.最初に,

ヒスタミン(10o nmovslte)を,1CR マウスの背部に皮内注射した際に認められる引っ掻

き行動に及ぼす影響を確認した. S・フフ7469(03,1,3および 10m剖kg)あるいはフ=キソ

フェナジン U,3,10 および30mg/kg)は,ヒスタミン誘発の 1時間前に経口投与した.

F槍Ure15a に示すように,ヒスタミン投与によって明らかな引っ掻き行動が惹起された.

この反応に対して, S・フフ7469は用量依存的な抑制効果を示し,その効果は10m剖kgの投

与量で有意であった.各用量における抑制率は,03mg/kg:28%,1mg/kg:55%,3m副kg

59%船よび10m創k宮:69%であった.また,フェキソフェナジンも用量依存的な抑制作用

を示し,その効果は 10 mぎk名以上の投与量で有意であった.各用量における抑制率は,

Img/kg :43%,3 mg/k底:52%,10 mgkg :74%および30 m創kg :80%であった.

次に,起捧物質としてヒスタミンの代わりにサブスタンス P(10onmovsite)を用い,同

様の方法にて S・フフ7469 の引っ掻き行動打噺1作用を評価した. S、フフ7469(03,1,3 および

10mg/kg),あるいはフェキソフェナジン(30mψkg)を引っ掻き行動惹起の 1時間前に経

口投与した. Figure15bに示司一ように,サブスタンス P によって惹起される引っ掻き行動

をS・フフ7469は用量依存的に抑制し,その効果は3 m副kg以上の投与量で有意であった.

各用量における抑制率は,03 mg/k底:23%,1 m島/kg:37%,3 mg/kg:43%および 10 mgkg

48%であった.一方,フェキソフェナジン(30mg永宮)は明らかな抑制作用を示さなかっ

た(抑制率:12%).

さらに, S・フフ7469 の安全性試験ではげっ歯類動物としてラットを使用しているため,

ラットにおける抗そう庠効果を確認した.ラットにおいてセロトニンの皮内投与によっ

て引っ掻き行動が惹起されるという報告があることから[80], S、フフ7469 のセロトニン誘

発引っ掻き行動に対する作用を調べた. F3叫のUラットを用い,セロトニン(200μgsite)

を背部に皮内注射した際に認められる引っ掻き行動を 30分間にわたり計測した.

S・フフ7469(03, 1,3 および 10mgkg)あるいはフェキソフェナジン(30 mgka)は,セロ

トニンによる引っ掻き行動惹起の 1時間前に経口投与した. Figure15C に示すように,

S・フフ7469 の経口投与によって用量依存的な引っ掻き行動抑制作用が観察され,その効果

は 10mg/k三の投与量で有意であった.各用量における抑制率は,03mg/kg:14%,1mgkg:

15ツ0,3 mgkg:30%および10mg/kg:33%であった.一方,フェキソフェナジン Gomgkg)

は抑制作用を示さなかった.データには示していないが,マウスにおけるセロトニン(30

nmovslte)誘発引っ掻き行動に対しても, S・フフ7469(10mg/k邑)は43%の有意な抑制作用を

示したが,'フェキソフェナジン(30m創kg)は明らかな抑制作用を示さなかった.
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33.掻破行動に対する S・フフ7469の反復投与による影響

慢性的な庠みを治療するためには,長期的に薬物を摂取する必要がある.そこで,

S・フフ74的を反復投与しても,その抗そう拝効果が維持されるかどうかを検討した.

S・フフ7469(10mgk菖)を 1日 2回7日間(最終日は 1 回)反復経口投与した後に,1CRマウ

スにおける=ンパウンド4別80 誘発引っ掻き行動に対する作用を検討した.最終投与は

引っ掻き行動惹起の 1時間前に実施した.同時に,S・フフ7469(10mg/kg)の単回経口投与(1

時間前処置)の効果も検討した. Fiaure16 に示すように, S・フフ7469(10 m創kg)の単回投

与は,コンパウンド4剖80誘発引っ掻き行動を有意に抑制した.また,7日間反復投与後

に船いてもS・フフ7469は単回投与と同程度の有意な抑制効果を示し,薬効の減弱は認めら

れなかった.
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Figure 16. Effect of s・フフ7469 0n compound 48侶0・indⅡCed scratcb血三 behavior in mice

after single or repeated adminiS廿ation [79].
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before the in廿ade如alinjection ofcompound 48/80.1n the sin名le adminlstration group, S・フフ7469
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A11 data represent the mean 士 S.E. cont: Negative contr01, veh: vehicle, S・10: S・フフ7469 10
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3.4. DRGにおけるCB2受容体発現

CB2受容体のDRGニューロンにおける局在を確認するために,免疫組織染色を実施し

たところ, CBユ受容体が主に小型(直径く20μm)のDRGニューロンに発現しており,

すべてのDRGニューロンのおよそ半分以上がCB2受容体陽性であっ六.方, CB2受容

体は直径が20μm以上のサイズの DRG ('は検出されなかっ六(Figure17).

Fi套Ⅱre 17. Expression ofcBlreceptors in DRc neⅡrons [79].

Immunohistochemistry sho、vingcB2receptors immunoreactivity in sma11(< 20 microm diameteo

DRG neurons (top right) atld in lar琴e (> 20 microm diameter) DRG neurons (b0廿om right)・ CB2

receptors were expressed primarily in sma11er・diameter neurons (arro、NS).

Le介: Lower、magnification view. Right: Hi旦her・magnification view ofa circle area・

Scale bar:100 μm (1em, and 20 μm (ri8ht).

◆

、

'゛

ι

..

、

,
、
、
"

゛
.
一

、
、

羊
゛
゛

゛

、
鴫



3.5. S・フフ7469の神経活動に及ぼす影

S・フフ7469 が抗そう庠作用を示すメカニズムを明らかにするために,引う掻きh動との

関連がある神経活動に対する S・フフ7469の影を調べた.ヒスタミンを皮内に投与すると

投与局所領域を支配する感覚神経の発火が生じた. S、フフ7469Uo m創k容)はヒスタミンの

刺激による神経発火数を有意に抑制した(Fiaure18).
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F電ⅡN 18. E寵ect ofs-フフ74690n hist訊mine・indⅡCed nerve firin琴 in mice [79].

Cutaneous neNe actiV北γ Was recorded fbr 30 min a丑er intradermalinjection ofhistam伽e. Total

number of spikes was counted to determine the neNe activity (a), and the wpical data of nerve

nrina in vehicle・treated 8roup (b) and s・フフ7469・treated group 、¥ere sho、¥n. Histamine was

injected at a dose of 12.5 μmovsite as indicated by an anow.

A11 data represent the me飢士 Sε. cont: Negative contr01, veh: vehicle, S・10: S・フフ7469 10

mg'k8.削P く 0.0l vs contr01(welch'S I・test), P く 0.ol vs vehicle (welch'S I・test). n B 15.
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4.考察

慢性の庠みは,アトピー性皮膚炎などの皮膚疾患を含む様々な疾患に給いて認められ

る症状であるが,庠みに奏効する治療薬はこれまでに存在しない.庠みの病態は非常に

複雑であり,数多くの分子が庠みに関わる神経に作用していると考えられている[17,66,

81].カンナビノイド受容体の作動薬が,ヒトにおいてヒスタミン誘発の庠みを抑制する

ことや,尿毒症の庠みおよびアトビー性皮膚炎に対して治療効果を示すことが報告され

ていることから[22,82-841,カンナビノイドが庠みの伝達を調節する可能性が考えられ

た.カンナビノイドの受容体には主に, CB1受容体翁よびCB2受容体が存在するが, CBI

受容体は中枢神経系に多く発現しているのに対し,CB2受容体は末梢神経や免疫細胞に多

く発現している n5,85-88].これらのことから, CB2受容体選択的な作動薬は, CB1受容

体を介した中枢性副作用(向精神作用,鎮静作用,依存性など)の懸念が少ない末梢性の

抗そう庠薬となることが期待できる.本研究では, CB2 受容体選択的作動薬である

S・フフ7469 の抗そう庠効果について検討した.

はじめに,S・フフ7469が各種起庠物質で惹起する庠み関連行動[78]に及ぽす影響を調べ

た. S・フフ7469 はコンパウンド 4別80 で惹起した掻破行動を抑制し,この抑制作用が CB2

受容体括抗薬である SR144528によって阻害されたことから, CB2受容体を介した作用で

あると考えられた.続いて,その他の起庠物質によって惹起される掻破行動に対する

S・フフ7469 の効果を,抗ヒスタミン薬であるフェキソフェナジンを対照にして調べた.フ

エキソフェナジンは,マウスにおいてヒスタミン誘発掻破行動を抑制したが,サブスタ

ンス P や,ラットに羚けるセロトニン誘発掻破行動は抑制しなかった.フェキソフ=ナ

ジンの薬理作用から考えて,妥当な結果である.一方, S・フフ7469 はいずれの起庠物質に

よる掻破行動も有意に抑制した'しかし, S、フフ7469 はマウスのホルマリンテストや,ラ

ツトの尾をピンセットで挟む機械刺激によって生じる痛み関連行動には影響を及ぼさな

かった(データは示さず)、また, S.フフ7469がヒスタミン,サブスタンス Pおよびセロト

ニンの受容体に対する佶抗活性を有していないこと,ラットにおいて20oom創kgまで投

与しても一般状態や一般行動に影響しないことを確認した(データは示さず).これらの

ことから, CB2受容体選択的な S・フフ7469 が起捧物質の種類に関係なく引っ掻き行動を広

く抑制する機序として,庠みの神経伝達を抑制することが考えられ,次にこの点につい

て検討した

カンナビノイドが庠みの伝達に関与している可能性を有していることはすでに殺告が

ある[17,81].また, CB2受容体はヒトやラットの DRG およびヒトの皮膚感覚神経に諮

いて発現が確認されており[16,71,72], CB2 受容体作動薬がカプサイシン刺激による

DRGニューロンの細胞内カルシウム濃度上昇を抑制することや,電気刺激によるC線維

の活性化を抑制することが報告されている[72,89].これらのことから,マウスの DRG
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におけるCB2受容体発現およびS・フフ7469の神経活動に対する作用を確認した.免疫組織

化学染色による検討の結果,CBユ受容体はAδ線維の一部やC線維の細胞体である小型の

DRGニューロンに主に発現していた.種々起捧物質の庠みをCB2受容体選択的作動薬が

抑制する機序を明らかにするためには,すでにDRGに発現することが報告されているヒ

スタミン,サブスタンスPおよびセロトニンの受容体である HI・H4受容体,ニューロキ

;=、ン 1(neuroklnin l: NKI)受谷体および5・ヒドロキシトリプタミン(5・hydroxytryptamlne

5・HT)2受容体四0-92]と, CBユ受容体との共発現を今後確認する必要があると考えてい

る,さらに,マウスに粘いて,皮膚に起庠物質を投与して誘発される神経発火と引っ掻

き行動の関連性が示されていることから[93],ヒスタミンによって誘発される神経発火

に対する S・フフ7469の影響を確認したところ, S、フフ7469 は神経発火を有意に抑制した.デ

ータには示していないが,セロトニン誘発神経発火についても S、フフ7469(10m創k底)が抑

制するというデータを取得している.とれらの結果から, S、フフ7469 は庠みを伝える一次

感覚神経の興奮を抑制することにより,様々な起庠物質によって生じる掻破行動を抑制

すると考えられる.また, CB2受容体作動薬(AM・1241およびし、768242)がカプサイシン

刺激によるラット脊髄スライスからのカルシトニン遺伝子関連ぺプチド(calcitonin

g帥e・relatedpeptide: CGRP)の遊艇を濃度依存的に抑制するという殺告がある[94].この

ことから, S・フフ7469 は神経伝達物資の遊既を抑制することによって庠みを制御する可能

性が示唆されるが,庠みに対する反応を抑制する一方で,痛みに対する反応を抑制しな

いメカニズムの解明も含め,さらなる検討が必要である

慢性的な庠みの治療を考えた場合,長期的に薬剤を摂取する必要があるが,CB2受容体

作動薬によって持続的にCB2受容体を活性化すると,CB2受容体が細胞膜表面から細胞内

に移動(内在イヒ:intema11Zation)することが報告されており[95,96], CB2受容体作動薬を

長期投与すると耐性が生じる可能性が考えられる.そのため,マウスにおいて S、フフ7469

を反復投与し,抗そう庠効果が維持されるかどうかを検討した.その結果,少なくとも7

日間の反復投与において単回投与の場合と同様に有意な抑制効果が認められ,反復投与

後も薬効が減弱しない,すなわち耐陛が生じないことが示唆された、 S、フフ7469 の刺激に

よって細胞の不応答が生じることを未発表データにおいて確認しており,S、フフ7469はCB2

受容体の内在化を引き起こすことが示唆される. ANood ら[9刀は, CB2受容体作動薬

には, CB2受容体の内在化を起こす作用が強いものと弱いものがあることを示しており,

S・フフ7469 は後者である可能性がある.また別の可能性として,δオビオイド受容体の作

動薬に関して,受容体の内在化が起きた後,受容体がりサイクルされる(再度細胞膜上に

発現する)までの時間が,耐性の生じやすさに影響することが報告されている[9釘. CB2

受容体に船いても同様の仮説が成り立つとすると, S、フフ7469 の刺激でCB2受容体が内在

化を起としてもすぐに回復することによって,耐性が生じにくいということが考えられ
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るが,今後立証する必要がある、

以上より, S・フフ7469 は庠みのシグナル伝達を抑制することによ0て,起庠物質の種類

に関係なく,広く抗そう庠効果を示すと考えられる, S・フフ7469 は,皮膚において様々な

庠みのメディエーターが関与しているアトピー性皮膚炎のような慢性皮膚疾患の庠みに

対して有効性を示す可能性がある.今後さらに,第 1 章で論じたアトピー性皮膚炎と類

似した特徴を有するNC小1部マウスのダニ抗原誘発皮膚炎モデルを用いて S、フフ7469 の抗

そう庠作用を確認したい
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アトピー性皮膚炎は,庠みを伴う湿疹が慢性的に繰り返す疾患であり,強い庠みによ

る不眠やストレス,皮疹による外見の悩みなど,日常生活および社会生活に支障をきた

すことから,患者とその家族のQOLを著しく低下させる.アトピー性皮膚炎では,その

特徴の 1 つである庠みが掻破行動を引き起こし,皮膚を損傷することにより炎症反応が

増悪し,さらに強い庠みが生じるといった悪循環(itch・scratch・cycle)が生じて疾患を難治

化させている.アトピー性皮膚炎の患者の数は年々増える傾向にあり,成人重症例も増

大している.治療にはステロイド外用薬およびタクロリムス軟膏が一定の効果を示し,

広く使用されているが,副作用や使用上の制限などから,より安全で有効性の高い薬物

の開発が望まれている.また,補助的にアトピー性皮膚炎の庠みに対して抗ヒスタミン

薬が用いられているが,その効果は不十分であることから,庠みを標的にする薬物が開

発されれぱ,さらに薬物療法の幅が広がると考えられる

カンナビノイドは,中枢神経系や免疫系などにおいて幅広い薬理作用を有しており,

カンナビノイド系を標的とした薬剤は様々な病態に対して治療効果を発揮することが期

待されている[4042].カンナビノイド受容体のCB1受容体は,中枢神経系に多く発現し

ており,脳の高次機能に関与している一方,CB2受容体は免疫組織や末梢神経に発現して

おり,免疫機能や痛み・庠みの調節に関与していると考えられる. CB2受容体選択的作動

薬は抗炎症・抗そう庠効果を示すことが期待され,向精神作用,鎮静作用や依存性など

の中枢性副作用懸念の少ないアトピー性皮膚炎治療薬となる可能性がある

本研究では,アトピー性皮膚炎治療薬を評価・開発する上で重要となる病態モデルマ

ウスの詳細な解析粘よび塩野義製薬により見出された新規 CB2受容体選択的作動薬であ

るS・フフ7469の抗炎症作用船よび抗そう庠作用について検討した

第1章では, NC爪部マウスのダニ抗原誘発皮膚炎モデルについて,アトピー性皮膚炎

の病態モデルとしての有用性を明らかにした.アトピー性皮膚炎は非常に複雑な病態(免

疫異常,バリア機能異常,庠み)を呈する疾患であり,新薬の評価や開発の為には,その

病態をなるべく反映したモデルを用いる必要がある.本モデルは,週 2回3 週間,背部

皮膚のバリア破壊およびダニ抗原軟膏塗布によって,慢性化した皮膚炎を発症する

NCN部以外の系統のマウス(1CR, C57BL/6およぴBAL別C)でも同様の処置により皮膚

炎の惹起を試みたが,明らかな皮膚炎は発症しなかった. NCN部マウスにおいて,抗原

誘発開始以降,掻破行動と皮膚炎スコアのタイムコースを確認したところ,掻破行動の

増加に伴って皮膚炎スコアの上昇が認められた.また慢性化した皮膚炎は,抗原誘発を

止めても 10旧間以上維持され,血中laE値についても高い状態が維持された.しかしな

がら,爪を切除することによって掻破の影粋を減らすと,皮膚炎の顕薯な改善と血中lgE

総括
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値の低下が認められた.と.れらのことから,本モデルにおいて,皮膚炎の慢性化および

その維持に掻破行動が重要な役御1を果たしており, 1tch、scratchcycle の現象が生じている

と考えられた.さらに,本モデルの皮内の神経線維の分布を調べると,正常マウスと比

較して,明らかな表皮内への神経線維の侵入・増生が認められた.これらの結果から,

ヒトのアトピー性皮膚炎と同様,本モデルの病態形成には庠みにともなう掻破が大きく

影響していると考えられた

第2章では, S・フフ7469の抗炎症効果について,マウスのDNFB誘発耳介炎症モデルお

よび第1章でアトピー性皮膚炎モデル動物としての有用性を示したNCN部マウスのダニ

抗原誘発皮膚炎モデルを用いて検討した. S・フフ7469はDNFB誘発耳介炎症モデルの耳介

の肥厚を有意に抑制した.また, S・フフ7469 は,ダニ抗原誘発皮膚炎モデルにおいて治療

効果を示し,表皮の肥厚や炎症性細胞(マスト細胞や好酸球)浸潤といった皮膚病理組織

学的変化を改善した. CB2受容体の主な内因性りガンドである2、AGがマウスにおいて炎

症を惹起することや,炎症部位で増加していることが報告されている[49-52].そこで,

2・AGの作用に対する S、フフ7469の影響を調べた. h1νiケ0の細胞遊走実験により, S、フフ7469

は2・AGによって誘導される好酸球様EOL・1および単球様HL・60細胞の遊走を濃度依存

的に阻害することが明らかになった.また,ダニ抗原誘発皮膚炎モデルの皮膚病変部に

2・AG が増加していることを確認した.とれらの結果から, S、フフ7469 は,2、AG が CB2受

容体を介して誘導する炎症反応(炎症性細胞浸潤など)を阻害することによって,抗炎症

作用を発揮している可能性が考えられた

第3 章では, S・フフ7469 の抗そう捧作用について,マウスおよびラットを用いて各種起

庠物質によ0て誘発される引っ掻き行動を指標に評価した. S・フフ7469 はコンパウンド

48侶0 で惹起した掻破行動を抑制し,この抑制作用が CB2受容体括抗薬である SR144528

によって阻害されたことから, CB2受容体を介した作用であると考えられた.続いて,ヒ

スタミン,サブスタンス P およびセロトニン誘発の掻破行動に及ぽす影響を調べたとこ

ろ, S・フフ7469 はいずれの掻破行動も有意に抑制した.一方,抗ヒスタミン薬であるフェ

キソフェナジンは,ヒスタミン誘発の掻破行動のみ有意に抑制した. S、フフ7469 がヒスタ

ミンによって誘発される神経発火を抑制したことから, S、フフ7469 の抗そう作用は, CB2

受容体を介して庠みのシグナル伝達を阻害することによるものと考えられた.アトピー

性皮膚炎の皮膚では,ヒスタミン以外にも様々な庠みのメディエーターが存在し,それ

らが末梢の感覚神経に作用し,庠みを引き起こしている[62,63]. S・フフ7469 はCB2受容体

を発現した末梢神経の興奮を抑制することによって,様々な起捧物質に対する反応を抑

制すると老えられ, S・フフ7469 は抗ヒスタミン薬に対して抵抗性を示す庠みに対しても有

効である可能性がある.
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以上より,本研究ではアトピー性皮膚炎の病態モデルとしてNC爪即マウスのダニ抗原

誘発皮膚炎モデルの有用性を明らかにした.本モデルは,アトビー性皮膚炎の病態解明

および治療薬の開発に大きく貢献すると考えられる.また,新規 CB2受容体選択的作動

薬であるS・フフ7469は,抗炎症効果に加えて抗そう庠効果も示すことから,新規の作用機

序を有するアトビー性皮膚炎治療薬としての可能性が期待される,
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