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ACTH: adrenocorticotropic hormone（副腎皮質ホルモン） 

AD: atopic dermatitis（アトピー性皮膚炎） 

B2M: beta-2-microglobulin 

CAD: canine atopic dermatitis（犬アトピー性皮膚炎） 

CBC: complete blood count（全血球計算） 

CCL: CC chemokine ligand 

CCR: CC chemokine receptor 

Ct: cycle threshold 

CXCL: C-X-C motif ligand 

CXCR: C-X-C chemokine receptor 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium（ダルベッコ改変イーグル培地） 

DPBS: Dulbecco’s phosphate-buffered saline（ダルベッコリン酸緩衝食塩水） 

ELISpot: Enzyme-Linked ImmunoSpot 

FBS: fetal bovine serum（牛胎仔血清） 

FITC: fluorescein isothiocyanate 

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GM-CSF: granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

HEK: human embryonic kidney （人胎児腎） 

His: histidine（ヒスチジン） 

HPRT1: hypoxanthine phosphoribosyl-transferase 1 

IFN: interferon 

IL: Interleukin 

NFAT: nuclear factor of activated T-cells 

PBMCs: peripheral blood mononuclear cells（末梢血単核細胞） 

PBS: phosphate-buffered saline（リン酸緩衝食塩水） 
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PE: phycoerythrin 

qRT-PCR: quantitative reverse transcription PCR 

RPL13A: ribosomal protein L13a 

RPS18: ribosomal protein S18 

S100A8: S100 calcium-binding protein A8 

SDHA: succinate dehydrogenase complex subunit A 

STAT: signal transducer and activator of transcription 

TBP: TATA box binding protein 

TGF: transforming growth factor 

TNF: tumor necrosis factor 

Th: ヘルパーT（Helper T） 

Th1: 1型ヘルパーT（Type 1 helper T） 

Th2: 2型ヘルパーT（Type 2 helper T） 

Th17: 17型ヘルパーT（Type 17 helper T） 
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	 犬の角化異常は鱗屑および落屑を特徴とする皮膚疾患である[48, 78]。犬の角

化異常は感染性疾患, 内分泌性疾患, 代謝性疾患, 栄養障害性疾患, アレルギー

性疾患, 免疫介在性疾患および腫瘍性疾患に続発する角化異常と上記の原因に

起因しない原発性の角化異常に分類される。原発性の角化異常はさらに, 炎症細

胞の浸潤を特徴とする炎症性角化異常と胼胝および鼻・趾端の角化亢進症など

の非炎症性角化異常に分けられる[48, 77]。犬の炎症性角化異常はその免疫病態

および臨床的特徴に関する報告がないため, 続発性角化異常の除外により診断

されている。さらに，治療に関しても外用療法, 抗炎症剤および免疫抑制剤など

の対症療法が実施されているものの[48], その効果に関する詳細な報告もない

ため, 難治性皮膚疾患として認識されている。 

	 人における炎症性角化異常として人の乾癬がある。人の乾癬は特徴的な白色

の鱗屑を伴う慢性炎症性皮膚疾患であり, 病理組織学的には病変部への炎症細

胞の浸潤および重度の表皮肥厚, 錯角化および角化亢進が認められる[10, 20]。

人の乾癬では, 角層内および角層下に特徴的な好中球の集塊が認められ, それ

らはマンロー微小膿瘍またはコゴイ海綿状膿疱と呼ばれている[10, 20]。また, 

皮膚病変部において血管周囲性にリンパ球が浸潤しており[10, 20], これらは 17

型ヘルパーT （Th17）細胞を多く含むことが明らかとなっている[4, 53]。Th17

細胞は Interleukin（IL）-17Aおよび IL-22を産生するヘルパーT（Th）細胞であ

る。IL-17Aは, ケラチノサイトを介して C-X-C motif ligand（CXCL）1, CXCL3

および IL-8 などの好中球遊走因子を産生し, 病変部に好中球などの炎症細胞を

遊走させる[53, 80]。また, IL-22はケラチノサイトの signal transducer and activator 

of transcription （STAT）3を活性化して増殖を亢進させ[6, 67, 69], フィラグリン, 

ケラチン 1およびケラチン 10などの発現を抑制することで分化の異常を起こす

[67, 83]。これらのサイトカインの作用により, 人の乾癬の特徴的な皮疹が形成

されると考えられている[40, 51]。 
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	 犬の炎症性角化異常と人の乾癬は, ともに鱗屑および落屑を特徴とし, 炎症

を伴う皮膚疾患である。犬の炎症性角化異常は多くは瘙痒を伴うが, 犬アトピー

性皮膚炎（canine atopic dermatitis, CAD）と異なり瘙痒を伴わない症例が存在す

る。また, 中年齢以降に発症することも多く, 完治することは稀で, 生涯治療を

必要とすることが多い。免疫病態は明らかになっていないが, T細胞における転

写因子である nuclear factor of activated T-cells（NFAT）の核内移行を阻害するシ

クロスポリン Aが有効な症例が存在する[48]。人の乾癬では, 瘙痒を伴う症例は

約 80%と報告されている[33, 87] 。また, 75%が 40歳までに発症するが, 20-30歳, 

または 50-60 歳の間で発症することが多いと報告されている[20, 33]。皮疹は数

カ月から数年認められ, 完治することは稀であり, 寛解後も一般的に再発する

[20, 33]。また, 人の乾癬の病態には Th17細胞が関与しているため, シクロスポ

リン Aにより高い治癒効果が得られている[12]。 

	 上記のように人の乾癬と臨床上の類似点が多いにも関わらず, 犬の炎症性角

化異常の病態が全く明らかになっていないことが, 臨床の現場における問題点

が解決しない原因であると考えられる。そのため, 本研究では犬の炎症性角化異

常の病態を明らかにすることを目的として解析を行った。本研究は以下の三章

で構成されている。 

	 第 1章では, 犬の炎症性角化異常の臨床および病理学的特徴を解析した。第 2

章では, 犬の炎症性角化異常の病態に関与する T 細胞サブセットを明らかにす

るため, 病変部におけるサイトカイン, ケモカイン受容体およびケモカインの

遺伝子転写量を解析した。第 3章では, 健常犬における末梢血 Th17細胞の年齢

による変化を明らかにした後に, 犬の炎症性角化異常の症例と比較した。  
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犬の炎症性角化異常の臨床および病理学的特徴  
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1.1.	 序論  

 

	 角化異常は角質肥厚, 鱗屑および落屑を主徴とする皮膚疾患の総称である 

[48, 78]。遺伝的要因, 免疫学的要因または物理的要因により, 角化細胞の過剰増

殖および分化障害が生じることで, 上記の皮疹を呈する [48, 77, 78]。人におい

ては遺伝性角化異常および後天性角化異常に分類されており, 後天性角化異常

はさらに胼胝などの非炎症性角化異常および人の乾癬などの炎症性角化異常に

分類される[51, 78, 79]。 

	 犬においては感染性疾患, 内分泌性疾患, 代謝性疾患, 栄養障害性疾患, アレ

ルギー性疾患, 免疫介在性疾患および腫瘍性疾患に起因する続発性角化異常と

これらの原因に依らない原発性角化異常がある。犬における原発性角化異常も

遺伝性角化異常と後天性角化異常に分類されるが, 後天性の角化異常は人と異

なり, 明確に分類されていない。これまでに遺伝性角化異常として本態性脂漏症, 

魚鱗癬, ウェストハイランド・ホワイト・テリアの表皮形成異常およびシュナウ

ザーの面皰症候群などが報告されている[9, 22, 47, 48, 52, 78]。胼胝, 鼻・趾端の

角化亢進症および耳輪皮膚症などは一般的に炎症細胞の浸潤を特徴としないた

め, 非炎症性の後天性角化異常と考えられている[48, 77]。一方, 我々が臨床の現

場で日常的に遭遇する角化異常の多くは瘙痒と炎症を伴う非定型的な炎症性の

角化異常であるが, 犬の炎症性角化異常については成書にも記載されておらず, 

報告も脂腺炎および苔癬型角化症などに限定されており[2, 5, 15, 77], 臨床的特

徴については明らかになっていない。したがって, 犬の炎症性角化異常の診断は

続発性炎症性角化異常の除外に頼らざるを得ない。 

	 犬の炎症性角化異常に対しては, シャンプー療法のほか, ビタミン A 誘導体

の内服が行われることもあるが, いずれも効果は限定的である[48]。また, グル

ココルチコイドおよびシクロスポリン A などの免疫抑制剤が経験的に使用され
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ており, 症状の改善が認められる症例が存在するが[48], その効果の詳細は不明

である。 

	 本章では, 犬の炎症性角化異常の臨床像を明らかにすることを目的として, 

症例情報, 皮疹分布および皮疹形態の発現頻度, 痒みの重症度および治療内容

について回顧的に検討した。また, 病理組織学的変化の出現頻度, 表皮変化の半

定量的評価および炎症細胞の出現頻度については, これまでに報告されている

膿皮症およびアレルギー性皮膚疾患のデータを基に比較検討した[55, 63]。  
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1.2.	 材料と方法  

 

1.2.1. 対象症例  

	 2010年 4月から 2017年 10月の期間に岐阜大学附属動物病院を受診し, 鱗屑, 

痂皮または脂漏を主体とする皮疹を有する症例を用いて後ろ向き研究を行った。

除外すべき続発性角化異常の原因疾患（表 1-1）を下記の方法により除外した。 

 

感染性疾患 

	 押捺検査, テープストリップ検査, 毛検査および掻爬検査により評価した。球

菌（Staphylococcus pseudintermediusなど）の存在および好中球による球菌の貪食

像が認められた症例を膿皮症と診断した。必要に応じて細菌培養・薬剤感受性

試験を実施し, 抗菌薬内服, 抗菌薬外用または抗菌シャンプーによる洗浄のみ

で改善した症例は除外した[26]。Malassezia pachydermatisの増殖が認められ, 抗

真菌シャンプーによる洗浄のみで完全寛解が得られた症例を除外した[50]。皮膚

糸状菌症が疑われた症例は, ウッド灯による被毛の観察, Dermatophyte Test 

Medium（DTM）培地を用いた検査を行い, Microsporum canisの存在が明らかと

なった症例を除外した。Demodex canisの増殖が認められた症例およびヒゼンダ

ニの存在が明らかとなった症例または駆虫薬の試験的投与のみで症状が改善し

た症例を外部寄生虫症と診断し, 除外した[48]。 

アレルギー性疾患 

	 瘙痒が認められる症例のうち, 若齢または食事の変更歴と症状の発現が一致

する症例に対しては, 除去食試験および食物負荷試験を実施した。除去食により

皮膚症状の改善が認められ, 食物負荷試験実施後に再発した症例は皮膚食物有

害反応と診断し, 除外した。また, 皮膚食物有害反応を除外した症例の中で
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Favrotの診断基準に一致し, かつ初期病変が鱗屑, 痂皮および脂漏を伴わない症

例を CADと診断し, 除外した[14, 25, 48]。 

 

栄養性疾患 

	 角化異常が発症した 1 年以内に食事の変更または体重減少が認められた症例

は, 栄養性角化異常を疑い, 食事の変更および給餌法の指導を行った。アメリカ

ン・コッカー・スパニエルのビタミン A 反応性皮膚症が疑われた症例はビタミ

ン A の内服を行った。また, 若齢の大型犬で頭部および肢端を含む部位に鱗屑

が認められた症例は亜鉛反応性皮膚症を疑い亜鉛の内服を行った。食事の変更, 

ビタミン A または亜鉛の内服のみで皮膚症状の完全寛解が得られた症例は除外

した[24, 48]。 

 

内分泌性疾患 

	 左右対称性脱毛などの皮疹分布および無気力または多飲多尿などの臨床症状

から内分泌性疾患が疑われた症例は全血球計算（CBC）, 血液生化学検査, 腹部

超音波検査およびホルモン検査を実施した。遊離サイロキシン（FT4）の低値

（<0.5 ng/dL）および甲状腺刺激ホルモン（TSH）の高値（>0.32 ng/ml）を認め

た症例を甲状腺機能低下症と診断し, 除外した。肝酵素値の高値および副腎の腫

大が認められた症例はさらに副腎皮質ホルモン（ACTH）刺激試験または低用量

デキサメサゾン抑制試験を実施した。血中コルチゾール値の高値（ACTH刺激 1

時間後 : >20μg/dL, デキサメサゾン投与 8時間後 : >1.5 μg/dL）であった症例

を副腎皮質機能亢進症と診断し, 除外した[13]。 

 

免疫介在性疾患 

	 眼瞼, 鼻梁および耳介などの皮膚粘膜境界部に膿疱, 痂皮およびびらんが認
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められ, 押捺検査により棘融解細胞が明らかとなった症例, またはスタンダー

ド・プードルの混血種および秋田犬で全身に脱毛, 鱗屑, 毛包円柱が認められた

症例に対しては病理組織学的検査を実施し, 落葉状天疱瘡または脂腺炎と診断

された場合, それぞれを除外した[48]。 

 

腫瘍性疾患 

	 鱗屑および痂皮と同時に局面, びらん, 潰瘍および色素脱失が全身または皮

膚粘膜境界部に認められた症例, または皮疹の出現に伴って明らかなリンパ節

の腫大および一般状態の低下を認めた症例は CBC, 血液生化学検査, 腹部超音

波検査および病理組織学的検査を実施した。病理組織学的検査により皮膚リン

パ腫と診断された症例は除外した[48]。 

 

代謝性疾患 

	 肉球, 陰嚢, 包皮, 眼周囲および鼻梁などの皮膚粘膜境界部に痂皮, 紅斑およ

びびらんが認められ, 血液生化学検査において肝酵素値の上昇が認められた症

例は, 腹部超音波検査を実施し, さらに皮膚および肝臓の病理組織学的検査を

行った。肝不全および表皮の壊死が認められた症例を表在性壊死性皮膚炎と診

断し, 除外した[19, 48] 。 

 

	 なお, 膿皮症およびマラセチア皮膚炎など, 一部の続発性角化異常で原因疾

患を治療した後に, 依然として角化異常の症状が認められた症例は原発性角化

異常と診断し, 対象症例に組み入れた。臨床症状の解析を全症例で行い, そのう

ち診断を目的に病理組織学的検査を実施した症例については皮膚病変部の病理

組織学的解析を行った。 
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1.2.2. 解析方法  

	 角化異常の臨床的特徴を明らかにするために, 症例概要, 皮疹形状と分布, 病

理組織学的所見および治療についてそれぞれ情報を収集した。 

 

1.2.2.1. 症例概要  

	 診療記録から症例の犬種, 性別および発症年齢に関する情報を収集した。 

 

1.2.2.2. 皮疹および痒みの重症度  

	 診療記録から皮疹および痒みの重症度に関する情報を収集した。なお, 膿皮症

またはマラセチア皮膚炎を併発していた症例は二次感染の治療後における情報

を収集した。皮疹形状については, 全症例に対しそれぞれ皮疹が認められた症例

数の割合を出現頻度として算出した。皮疹の分布は身体を頭部, 外耳道, 頚部, 

胸部, 腹部, 背部, 前肢, 後肢および肢端に分類し, 全症例に対しそれぞれ皮疹

が認められた症例数の割合を出現頻度として算出した。また, 身体の各部位にお

ける皮疹の出現頻度を CADの報告[7, 14, 32, 58, 75, 91]と比較した。痒みの重症

度は過去の報告における評価基準を参考に, なし, 軽度, 中程度および重度の 4

段階に簡略化したものを用いて評価した[8]。 

 

1.2.2.3. 病理組織学的評価  

病理組織学的変化とその出現頻度 

	 岐阜大学獣医病理学研究室に保存されていた病理組織切片標本を観察し, 表

皮（角層, 角層下, 有棘層および基底層）, 真皮, 毛包および付属器における病

理組織学的変化とその出現頻度について, 下記に示す基準に基づいて評価した。

なお, 結果は全症例に対して各所見が認められた症例数の割合で示した。 
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表皮変化の半定量的評価 

	 犬の炎症性角化異常の病変部における表皮変化の特徴を明らかにするために, 

表皮の肥厚はマルピギー層を観察倍率 100 倍, 角化亢進および錯角化について

は角層を観察倍率 400倍で観察した。表皮肥厚, 角化亢進および錯角化のスコア

は表 1-3に示すようにRojkoらの報告[63]に合わせて行い, 半定量的に評価した。

これにより, 各スコアの平均および標準誤差を Rojko らが報告したアレルギー

性皮膚疾患および膿皮症の報告[63]と比較した。 

 

炎症細胞の検出頻度 

	 犬の炎症性角化異常の病変部における好中球, リンパ球, 好酸球および肥満

細胞の有無について評価した。各症例の異なる 2 つの病変部から作製された標

本を, 表皮および真皮の各部位において観察倍率 400倍で観察した。Olivryらが

報告した方法[55]に合わせて各炎症細胞が存在した切片数の全切片数（n = 42）

に対する割合を検出頻度として算出し, さらに犬の炎症性角化異常の病変部に

浸潤する炎症細胞の特徴を明らかにするために Olivry らの報告[55]における健

常犬および CADと比較した。 

 

1.2.2.4. 治療  

	 犬の炎症性角化異常と診断した後に追跡調査が可能であった症例の治療に関

する情報を収集した。一つ以上の皮疹の改善または瘙痒の軽減が認められたが, 

皮膚症状が残存する症例を部分寛解とし, 皮疹および瘙痒が完全に消失した症

例を完全寛解とした。寛解維持に必要であった内服薬, 注射薬, 外用薬および洗

浄に用いられた薬剤の情報を収集し, 使用頻度の高かった薬剤については使用

頭数および併用時の組み合わせを記録した。記録した時期については, 飼い主が

治療効果に満足しそれ以上の治療を必要としなかった時, 治療中明らかに皮膚
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症状が残存するにもかかわらず飼い主が追加治療を希望しなかった時, 飼い主

の事情により治療の継続が困難になった時, 併発疾患または症例の死亡により

犬の炎症性角化異常に対する治療の継続が困難になった時とした。  
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1.3.	 結果  

 

1.3.1. 症例概要  

	 組み入れ基準を満たした犬の炎症性角化異常の症例 31頭を解析に用いた。犬

種の内訳を図 1-1 aに示した。トイ・プードルおよびチワワが全症例の 29.0%（9/31

頭）を占めた。症例の性別は去勢雄が全症例の 51.6%（16/31頭）を占めており

（図 1-1 b）, 発症年齢の平均は 3.8歳（範囲 6ヶ月-9歳）であった。 

 

1.3.2. 皮疹および痒みの重症度  

	 皮疹の出現頻度を図 1-2に, 皮疹の出現部位を図 1-3に示した。皮疹形状の内

訳は全症例 31頭中紅斑（87.1%, 27/31頭）, 鱗屑（83.9%, 26/31頭）, 脱毛（71.0%, 

22/31頭）, 痂皮（48.4%, 15/31頭）であった。皮疹の出現部位は腹部（83.9%, 26/31

頭）で最も頻度が高く, 全ての症例において複数部位に皮疹が認められた。また, 

腹部に次いで背部（77.4%, 24/31頭）に皮疹が認められた頻度が高かった（表 1-2）。

犬の炎症性角化異常症例の 90.3%（28/31頭）は中程度以上の瘙痒を伴っていた

（図 1-4）。 

 

1.3.3. 病理組織学的評価  

病理組織学的変化とその出現頻度 

	 病理組織学的評価は組み入れ基準を満たした 31症例のうち病理組織学的検査

を実施した 21 例を用いて行った。表皮または真皮, 毛包および付属器において

認められた病理組織学的所見を図 1-5または図 1-6にそれぞれ示した。全ての症

例において角層の角化亢進が認められ, その内訳は正角化性角化亢進が 81.0%

（17/21頭）, 錯角化性角化亢進が 61.9%（13/21頭）であった。表皮の肥厚は全

症例（100%, 21/21頭）で有棘層または基底層に認められた。炎症細胞の浸潤に
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関する所見は, 角層において膿痂皮（57.1%, 12/21頭）, 膿疱（9.5%, 2/21頭）お

よび膿瘍（4.8%, 1/21頭）が観察され, 9.5%（2/21頭）の症例においては角層下

においても膿疱が認められた。真皮においては, 95.2%（20/21頭）の症例で血管

周囲性浸潤が認められた。一方, 付属器では 4.8%（1/21 頭）の症例において毛

包内に膿疱が認められたのみであった。 

 

表皮変化の半定量的評価 

	 表皮肥厚, 角化亢進および錯角化の半定量的評価の結果を表 1-3に示すととも

に, アレルギー性皮膚疾患および膿皮症との比較について表 1-4に示した。犬の

炎症性角化異常では全症例 21頭の表皮肥厚スコアが 4を示し, 重度であること

が明らかとなった。また, 角化亢進, 錯角化および錯角化スコアもいずれも重度

であった。 

 

炎症細胞の検出頻度 

	 表皮または真皮における炎症細胞の検出頻度をそれぞれ表 1-5および表 1-6に

示した。犬の炎症性角化異常では CADと比較して表皮におけるリンパ球の検出

頻度に差はなかったが, 好中球および好酸球の検出頻度は高かった。真皮におい

てはリンパ球および好中球の検出頻度に差はなかったが, 好酸球の検出頻度は

CADと比較して低かった。 

 

1.3.4. 治療  

	 全ての症例で改善が認められ, 12.9%（4/31頭）で完全寛解の維持が可能であ

った（うち 1頭は完全寛解中に別の疾患で死亡した）。完全寛解が維持されてい

た症例の性別は全て未去勢雄であり, 発症年齢はそれぞれ 6ヶ月（n = 1）, 3歳

（n = 2）および 6歳（n = 1）であった。また, 瘙痒の重症度はそれぞれ軽度（n = 
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1）, 中程度（n = 2）および重度（n = 1）であった。87.1%（27/31頭）の症例で

部分寛解が得られた。16.1%（5/31頭）は追跡調査が不可能であった。 

	 追跡調査が可能であった 26頭において寛解維持に複数の薬剤が併用されてい

た。使用頻度が高かった薬剤はグルココルチコイドの内服（92.3%, 24/26頭）, グ

ルココルチコイドの外用（65.4%, 17/26 頭）およびシクロスポリン A の内服

（53.8%, 14/26頭）であり, 全ての症例で上記のいずれかが単剤投与, または併

用されていた（図 1-7）。その他に使用した薬剤は抗真菌剤の内服（11.5%, 3/26

頭）, ビタミン A製剤の内服（11.5%, 3/26頭）, 抗生剤の内服（3.8%, 1/26頭）, 

抗菌剤の外用（15.4%, 4/26頭）, 保湿剤の外用（7.7%, 2/26頭）, 抗真菌シャン

プー（50.0%, 13/26頭）, 保湿シャンプー（23.1%, 6/26頭）, 角質溶解シャンプ

ー（15.4%, 4/26頭）および抗菌シャンプー（11.5%, 3/26頭）であった。  
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1.4.	 考察  

 

	 犬における炎症性角化異常は脂腺炎および苔癬型角化症などの稀な疾患の報

告があるのみ[2, 5, 15, 77]である。脂腺炎および苔癬型角化症の病態は不明だが, 

臨床症状および病理組織学検査により診断が可能であり, 脂腺炎の病理組織像

ではリンパ球形質細胞の浸潤および脂腺の消失が特徴であると報告されている

[5, 15]。しかしながら, 日常的に遭遇する機会が多い犬の炎症性角化異常の臨床

像および病理組織学的特徴に関する報告はこれまでなかった。そのため, 第 1章

では犬の炎症性角化異常の臨床症状, 病理組織学的特徴および治療内容に関し

て回顧的に検討した。 

	 本研究の結果から, 犬の炎症性角化異常の皮疹分布は CADと異なることが明

らかになった[25]。特に CAD においては瘙痒部位に一致した皮疹分布を呈する

のに対し[7, 25], 犬の炎症性角化異常は瘙痒部位とは一致しない背部において

好発する傾向が明らかとなった。これは, CAD の病態に重要である itch-scratch 

cycle [46]が本疾患では病態形成に重要でない可能性を示唆している。 

	 犬の炎症性角化異常の病理組織像はCADまたは膿皮症と比較して重度の表皮

肥厚, 正角化性または錯角化性の角化亢進を伴い, リンパ球および好中球を主

体とした炎症細胞の浸潤を認めることが明らかとなった。人のアトピー性皮膚

炎（atopic dermatitis, AD）では錯角化は認められず, 表皮における好中球の浸潤

も認められないが, 人の乾癬では錯角化が顕著に認められ, 血管周囲性のリン

パ球浸潤および表皮内に好中球の集塊が認められる[20]。人の乾癬では Th17 細

胞が病態の形成に重要であると考えられており[51], Th17 細胞が産生する

IL-17Aはケラチノサイトに作用して IL-8および S100 calcium-binding protein A8

（S100A8）などの好中球遊走因子の産生を誘導する[41, 65, 76]。また, Th17細胞

が産生する IL-22 はケラチノサイトの増殖および分化の異常を引き起こすこと



22 

が明らかになっている[89]。犬の炎症性角化異常の皮疹および病理組織学的特徴

に人の乾癬と類似する点が認められることから, 犬においても, リンパ球, 好中

球およびケラチノサイトが相互に影響する病態が存在している可能性が考えら

れる。 

	 本研究の結果から, 犬の炎症性角化異常の寛解維持にはグルココルチコイド

の内服, 外用およびシクロスポリン A のいずれかまたは併用が必要であること

が明らかとなった。人の乾癬では T 細胞からのサイトカイン産生の抑制を目的

としてシクロスポリン Aが用いられており, 高い効果が得られている[12]。T細

胞における転写因子である NFAT の核内移行を阻害することにより, サイトカ

インの産生を抑制するシクロスポリン A が犬の炎症性角化異常においても有効

であることは, T細胞が本疾患の病態に関与している可能性を示唆する。 

	 以上のことから, 犬の炎症性角化異常の病態解明には病変部の分子生物学的

解析が必要であると考えた。そこで第 2章では, 犬の炎症性角化異常の病変部に

おけるサイトカイン, ケモカイン受容体およびケモカインの遺伝子転写量を解

析した。  
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1.5	 図表  

 

表 1-1	 続発性角化異常の原因疾患[48] 
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表 1-2	 各部位における皮疹出現の頻度  

	 犬の炎症性角化異常における皮疹の出現頻度を身体の部位ごとに示し, CAD

の報告[7, 14, 32, 58, 75, 91]と比較した。皮疹の出現頻度は各部位において皮疹が

認められた症例数を全症例 31頭に対する割合で示した。  

CAD

Zur 
2002

Picco 
2008

Jaeger 
 2010

Favrot 
2010

Terada 
2011

Bruet 
2012

83.9%（26頭） 65% 51% 67.3% 16% 38.5%

77.4%（24頭） 15% 19.2% 4% 4.4%

67.7%（21頭） 39%

67.7%（21頭） 69%

	 64.5%（20頭） 75%

58.1%（18頭） 24%

54.8%（17頭） 31.5% 29.7%

51.6%（16頭） 76% 62% 81.3%

45.2%（14頭） 60% 44% 48% 59.3% 63% 48.4%
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表 1-3	 表皮肥厚 , 角化亢進および錯角化の半定量的評価[63] 

 

表皮肥厚 角化亢進 

0：10 – 20 μm 0：6.6 – 8.8 μm 

1：20 – 30 μm 1：8.8 – 13.2 μm 

2：30 – 40 μm 2：13.2 – 22.0 μm 

3：40 – 60 μm 3：22.0 – 33.2 μm 

4：>60 μm 4：>33.2 μm 

 

錯角化 

0：角層内に有核角層細胞が存在しない 

1：有核角層細胞が 1層存在する 

2：有核角層細胞が 2層存在する 

3：有核角層細胞が 2層以上存在し, かつ表皮内に好中球の集塊が存在する  

���
	��

�
�� ��� ��

0 0 0 8

1 0 0 2

2 0 2 0

3 0 6 11

4 21 13 -
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表  1-4	 表皮肥厚 , 角化亢進および錯角化の比較  

  

	 著者の犬の炎症性角化異常の各スコアを Rojkoら[63]が報告した健常犬, アレ

ルギー性皮膚疾患および膿皮症と比較した。数値は表皮肥厚スコア（0 – 4）, 角

化亢進スコア（0 – 4)および錯角化スコア（0 – 3)の平均および標準誤差を示す。 	 

	 

0 4.00 ± 0 2.02 ± 0.82 2.38 ± 0.66

0 3.52 ± 0.15 0.36 ± 2.03 0.26 ± 1.90

0 1.67 ± 0.36 0.64 ± 0.93 1.14 ± 0.91
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表  1-5	 健常犬 , 犬の炎症性角化異常および CADの表皮における炎症細胞

の検出頻度  

 

	 犬の炎症性角化異常の病変部の表皮における炎症細胞の検出頻度を Olivry ら

が報告[55]した健常犬（n = 16）および CAD（n = 14） と比較した。検出頻度は

各炎症細胞が存在した切片の全切片（n = 42）に対する割合として算出した。炎

症細胞は観察倍率 400倍で観察を行い評価した。  

CAD 

	 6.2%（1/16） 100.0%（42/42） 100.0%（14/14）

0.0%（0/16） 81.0%（34/42） 42.8%（6/14）

0.0%（0/16） 35.7%（15/42） 28.6%（4/14）

0.0%（0/16） 0.0%（0/42） 0.0%（0/14）
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表  1-6	 健常犬 , 犬の炎症性角化異常および CADの真皮における炎症細胞

の検出頻度  

 

	 犬の炎症性角化異常の病変部の真皮における炎症細胞の検出頻度を健常犬（n 

= 16）および CAD（n = 14）の報告[55]と比較した。検出頻度は各炎症細胞が存

在した切片の全切片（n = 42）に対する割合として算出した。炎症細胞は観察倍

率 400倍で観察を行い評価した。

CAD 

	 - 100.0%（42/42） -

43.8%（7/16） 97.6%（41/42） 100.0%（14/14）

0.0%（0/16） 71.4%（30/42） 92.9%（13/14）

- 45.2%（19/42） -
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第 2章  

 

犬の炎症性角化異常の病変部におけるサイトカイン ,  

ケモカイン受容体およびケモカインの転写量解析   
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2.1.	 序論  

 

	 第 1 章の結果から，犬の炎症性角化異常は，リンパ球および好中球を主体と

した炎症細胞の浸潤を伴う, 重度の表皮肥厚, 正角化性または錯角化性の角化

亢進を特徴とし, これらの所見は人の炎症性角化異常の代表的な疾患である人

の乾癬[10, 20]と類似していることが明らかとなった。 

	 人の乾癬の病態においては Th細胞のサブセットの一つである Th17細胞が重

要であると考えられている[40, 51]。Th17 細胞はケモカイン受容体である CC 

chemokine receptor（CCR）6 を発現しており[44], その病変部への遊走はケラチ

ノサイトが産生するケモカイン CC chemokine ligand（CCL）20により制御され

ている[44, 70]。CCL20により皮膚に遊走した Th17細胞は IL-17Aおよび IL-22

を産生する[4]。IL-17A は樹状細胞, マクロファージ, 線維芽細胞およびケラチ

ノサイトを介して IL-1beta および IL-6 などの炎症性サイトカインを産生し, 局

所の炎症を誘導する[17, 21, 45, 61, 80, 86]。さらに IL-17Aはケラチノサイトを介

してCXCL1, CXCL3および IL-8などの好中球遊走因子の産生を誘導することで

病変部に好中球を集積させる[53, 80]。一方, IL-22はケラチノサイトの STAT3を

活性化して増殖を亢進させると考えられている[6, 66, 67, 69]。また, フィラグリ

ン, ケラチン 1およびケラチン 10などの発現を抑制することでケラチノサイト

の終末分化に異常を起こす[67, 83]。さらに IL-22は IL-17Aと協調して beta-ディ

フェンシン 2 および 3 などの抗菌ペプチドの発現を誘導することが報告されて

いる[67, 82, 83]。人の乾癬においては Th17細胞が病変部に浸潤していることが

明らかとなっており[4], これらのサイトカインの作用により, マンロー微小膿

瘍およびコゴイ海綿状膿疱といった好中球集塊の形成, 表皮肥厚, 錯角化およ

び角化亢進などの特徴的な組織学的変化が生じると考えられている[51, 72, 88]。 

犬の炎症性角化異常の病変部において認められるリンパ球の生物学的役割は
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不明だが, 主に Th細胞の活性化を抑制するシクロスポリンAが有効であったこ

とから, 人の乾癬同様に Th細胞が病態に関与している可能性が考えられる。そ

こで, 本章では犬の炎症性角化異常の病態に関与する Th細胞サブセットを明ら

かにすることを目的として, 皮膚病変部におけるサイトカイン, ケモカイン受

容体およびケモカインの遺伝子転写量を解析した。 
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2.2.	 材料と方法  

 

2.2.1.	 組み入れ症例および材料  

	 第 1章の基準に基づいて診断した犬の炎症性角化異常の症例のうち, 2012年 8

月から 2014年 5月の期間に岐阜大学附属動物病院および個人病院において病理

組織学的検査を目的として皮膚組織を採取した犬 9頭を本研究に用いた（表 2-1）。

対照症例として健常ビーグル 6頭を用いた。健常犬の内訳は未去勢雄 3頭, 避妊

雌 2頭および未避妊雌 1頭であり, 年齢は 2歳 9ヶ月-7歳（平均 5.6歳）であっ

た。動物実験に関わるすべての手技は, 岐阜大学動物実験委員会の承認を得て行

った。（#16092） 

	 症例の皮膚病変部を採取後, 直ちに RNAlater (QIAGEN, Valencia, CA, USA)に

浸漬し, RNAを抽出するまで-30℃で保存した。 

 

2.2.2. 皮膚からのトータル RNA抽出  

	 トータル RNAの抽出には RNeasy Lipid Tissue Mini Kit（Qiagen, Valencia, CA, 

USA）を使用した。採取したトータル RNA は TURBO DNA-Free Kit（Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA）を使用してゲノム DNAを除去した後, -80℃で

保存した。逆転写反応は PrimeScript RT Reagent Kit（タカラバイオ，滋賀，日本）

を用いて行い, cDNAを合成した。各 T細胞サブセットが産生するサイトカイン

（il-2, il-4, il-6, il-10, il-12p35, il-13, il-17a, il-17f, il-22, il-23p19, interferon（ifn）

-gammma, transforming growth factor（tgf）-betaおよび tumor necrosis factor（tnf）

-alpha）, ケラチノサイトにおいて産生される好中球遊走因子およびこれらの因

子を誘導するサイトカイン（il-8, il-19, il-20, il-24および s100a8）, 1型ヘルパーT

（Th1）, 2型ヘルパーT（Th2）および Th17細胞に発現しているケモカイン受容

体（ccr4, ccr6, ccr8および C-X-C chemokine receptor（cxcr）3）およびそれぞれの
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ケモカイン受容体に特異的なケモカイン（ccl8, ccl17 および ccl20）の遺伝子を

特異的に増幅するプライマー（表 2-2）を用いて, quantitative reverse transcription 

PCR （qRT-PCR, Thermal Cycler Dice Real Time System TP800およびSYBR Premix 

Ex Taq Ⅱ（タカラバイオ））を行った。なお, qRT-PCRは RT反応を 95℃ 10秒

間, PCR反応を 95℃ 5秒間および 60℃ 30秒間を 40サイクル, 解離は 95℃ 15

秒間, 60℃ 30秒間, 95℃ 15秒間の条件で実施した。解析に先立ち, 相対定量に

用いるリファレンス遺伝子を検討した。Beta-2-microglobulin (B2M), CG14980, 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase （ GAPDH ） , Hypoxanthine 

phosphoribosyl-transferase 1（HPRT1）, Ribosomal protein S18（RPS18）, Ribosomal 

protein L 13a（RPL13A）, Succinate dehydrogenase complex subunit A (SDHA)およ

び TATA box binding protein（TBP）を候補とし, 症例および健常犬の皮膚サンプ

ルを用いて qRT-PCR を行った。GeNorm（https://genorm.cmgg.be），NormFinder

（ https://moma.dk/normfinder-software ） お よ び BestKeeper

（http://www.gene-quantification.de/bestkeeper.html）を用いて得られたデータを解

析し, 最適なリファレンス遺伝子としてHPRT1, RPL13AおよびRPS18を選出し

た。PCR反応の増幅曲線と閾値が交差する点（cycle threshold, Ct値）は, Thermal 

Cycler Dice Real Time System software, Version 3.00（タカラバイオ）を用いて算出

した。サイトカイン, ケモカイン受容体およびケモカインの遺伝子転写量は比較

Ct 法（2-ΔCt法）を用いて三種類のリファレンス遺伝子の平均値に対する相対定

量値として算出した。全てのサンプルは 2回重複して分析し, 平均値を算出した。 

	 ワードクラウドでは, 遺伝子転写量の有意な増加が認められた各 Thサブセッ

トのサイトカイン, ケモカイン受容体およびケモカインを以下の式を用いて可

視化した; 文字の大きさ= log（症例サンプルの相対定量値の平均値/健常サンプ

ルの相対定量値の平均値）。 
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2.2.3.	 統計  

	 犬の炎症性角化異常の犬の病変部および健常犬の皮膚における二群間の有意

差を評価するために, Mann-Whitney’s U 検定を用いて統計解析を行った。P 

<0.05を有意差ありとした。解析には統計ソフト JMP version 10.0（SAS Institute, 

Cary, NC, USA)を使用した。  
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2.3.	 結果  

 

2.3.1. サイトカイン  

	 病変部において Th1サイトカイン（ifn-gammaおよび il-12p35）（図 2-1 a, b, 2-9）, 

Th2サイトカイン（il-13）（図 2-2 b, 2-9）, Th17サイトカイン（il-17a, il-17f, il-22,

および il-23p19）（図 2-3 a, b, c, d, 2-9）および炎症性サイトカイン（il-2および il-6）

（図 2-4 a, b）の遺伝子転写量が有意に高値を示した。制御性サイトカインは二

群間において転写量に有意差は認められなかった（図 2-5 a,b）。 

 

2.3.2. 好中球遊走因子およびこれらの因子の転写を誘導するサイトカイン  

	 病変部において il-8, il-19, il-20, il-24および s100a8の遺伝子転写量が有意に高

値を示した（図 2-6 a, b, c, d, e）。 

 

2.3.3.	 ケモカイン受容体およびケモカイン  

	 病変部において ccr4, ccr6および cxcr3の遺伝子転写量は健常犬と比較して有

意に高値を示したが, ccr8は低値を示した（図 2-7 a, b, c, d, 2-9）。ケモカインに

関しては ccl8および ccl20の遺伝子転写量が有意に高値を示した（図 2-8 a, c, 2-9）。  
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2.4.	 考察  

 

	 第 1 章の結果から病変部においてリンパ球が浸潤していることが明らかにな

ったが, その生物学的役割は不明であった。人の慢性炎症性皮膚疾患にはアトピ

ー性皮膚炎, 乾癬および全身性エリテマトーデスなどがあり, いずれも Th 細胞

が関与していることが報告されている[60]。中でも犬の炎症性角化異常に類似し

た人の乾癬では, 特に Th17細胞が重要な役割を果たしていると考えられている

[51]。そのため, 犬の炎症性角化異常においても Th 細胞が病態の形成に関与し

ている可能性が考えられた。本章では犬の炎症性角化異常の病態に関与する Th

細胞サブセットを明らかにすることを目的として, 皮膚病変部のサイトカイン, 

ケモカイン受容体およびケモカインの遺伝子転写量を解析した。 

	 本研究における解析結果から, Th17 および Th1 細胞が病変を形成している可

能性が示唆された。遺伝子転写量が増加していた il-17a, il-17f および il-22 はい

ずれも Th17細胞が産生するサイトカインである[74]。IL-17Aと IL-17Fはジスル

フィド結合したホモダイマーまたはヘテロダイマーとして分泌され, これらは

同様の生理活性を示すと考えられている[84]。IL-17A はイヌケラチノサイトに

おいて好中球遊走因子である il-8および s100a8, 転写誘導因子である il-19の遺

伝子転写を誘導することが報告されている[3]。また, S100A8は抗菌ペプチドと

しても知られており, 人の乾癬において IL-17A は IL-22 と協調してケラチノサ

イトから S100A8 および beta-ディフェンシン 2 などの抗菌ペプチドの産生を誘

導することが報告されている[39]。本研究においても il-8 および s100a8 の遺伝

子転写量が増加していたことから, Th17細胞が産生する IL-17Aがケラチノサイ

トを介してこれらを産生し, 好中球を遊走させている可能性が示唆された。

IL-22はヒトケラチノサイト細胞株およびマウスにおいてケラチノサイトの終末

分化異常と表皮肥厚を引き起こすが[6, 66, 67, 69, 83], 今回遺伝子転写量の増加
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が認められた il-19, il-20および il-24もヒトケラチノサイトにおいて IL-22と同

様に STAT3を活性化し, 表皮の肥厚を引き起こすことが報告されている[35, 66]。

また, IL-17Aと比較するとその作用は弱いが, IL-19, IL-20, IL-22および IL-24も

ケラチノサイトを介して IL-8 などの好中球遊走因子を産生することが報告され

ている[66]。本研究においても病変部において il-22 の遺伝子転写量が増加して

いるため, IL-22 により表皮の角化異常が引き起こされている可能性が高い。ま

た, 人の乾癬と同様, IL-19, IL-20および IL-24は病変部において表皮の肥厚およ

び炎症の増悪因子になっていると考えられる。これまで, 犬において Th17細胞

は IL-1beta, IL-6 および TGF-beta により分化誘導されることが報告されている

[36]。また, 人の乾癬において IL-23は病変部の樹状細胞から産生され, Th17細

胞の増殖および生存の維持に関与していると考えられている[42]。本研究の結果

から, 病変部に遊走した Th17細胞は, 病変部の樹状細胞から産生された IL-6お

よび IL-23により分化が誘導され, 増殖および生存を維持している可能性が考え

られた。さらに本研究では, Th1サイトカインである il-12p35, ifn-gammaおよび

Th1 細胞に特異的に発現する cxcr3 の遺伝子転写量が増加していた。IL-12 によ

り分化誘導される Th1細胞が産生する IFN-gammaは, 人の皮膚において炎症性

樹状細胞を誘導することが報告されており[34], 人の乾癬ではこの炎症性樹状

細胞が IL-23を産生することで Th17細胞の反応を増強させていると考えられて

いる[23, 43]。そのため, 犬の病変部においても人の乾癬と同様, Th1細胞が Th17

細胞の反応を増強させている可能性が考えられた。 

	 本研究で遺伝子転写量が増加していた ccr6および ccl20は, Th17細胞に特異的

に発現しているケモカイン受容体および受容体に特異的なリガンドであり, 

CCR6を発現する Th17細胞が病変部のケラチノサイトおよび炎症性樹状細胞か

ら産生された CCL20により病変部に遊走していると考えられた。活性化した T

細胞は主に血管を介して末梢の組織に移動するため, 本研究で推測された病変
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部の Th17細胞は末梢血から遊走してきていると考えられた。人の乾癬において

は病変部だけでなく, 末梢血中の Th17細胞が健常と比較して増加していること

が明らかになっている[4]。本章の結果から, 犬の炎症性角化異常の病変形成に

は Th17細胞が重要な役割を果たしている可能性が示されたため, 犬においても

末梢血中の Th17細胞を解析する必要があると考えた。そこで, 第 3章では犬の

炎症性角化異常の症例における末梢血中のTh17細胞の割合を健常犬と比較する

こととした。  
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2.5	 図表  

 

表 2-1	 組み入れ症例（n = 9）  

 

痒みの重症度[8] 

中程度：瘙痒行動が頻繁に見られるが食事中や散歩中など他に注意が向いてい

る時にはみられない 

重度：食事中や散歩中なども含め常に瘙痒行動がみられる  

+�*! "/ &� $4 -+$4
,��
1+%

1 ��� ( �2 3歳8ヵ月 10ヵ月 1%

2 ���������� (0#3 5歳9ヵ月 6ヵ月 �.%

3 ����� 0#3 6歳3ヵ月 �' �.%

4 ��� ( �2 8歳6ヵ月 4歳 �.%

5 ��� ( �2 8歳6ヵ月 5歳10ヵ月 �.%

6 ) ( �2 8歳9ヵ月 7歳 �.%

7 �����������	��� ( �2 10歳10ヵ月 6歳 �.%

8 �����������	���  �2 11歳3ヵ月 �' 1%

9 ��
� ( �2 11歳6ヵ月 �' �.%
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表 2-2	 qRT-PCRに用いたプライマー  

���
Primer Sequence (5’-3’)

Forward primer Reverse primer
ccl8 GCCAGCTTCAGCACCTTTG ATGGGGATCTTCCTTTTGACC
ccl17 GGCTGACAAGGTGGTACAAGACTTC CAGATGGACTTGCCTTGGACAG
ccl20 CTCTTGGCTGCTTTGATGATG TGGCCAGCTGTTGTGTGAA
ccr4 CCCTAAGCCTTGCACCAAAGA TGTACTTGAACAGGACCACAACCA
ccr6 TTGAGCGACCACCCACTTC TGCTATTACCCGACCCCAGA
ccr8 CCAAAACCACAACAAAACCAAG GAACAGGGAAGTGAGGAAGAGG
cxcr3 CTACGACTATGCCGAGAATGAGAG GGCACGGTCAAAGTTCAGG
ifn-gamma CTTGGCAAGTTCTTAAATAGCAGCA TCCTTAGGTTGGATCTTGGTGAGA

Gil-2 GGAAACAGAGCAACAGATGGAG CATTGAAGGTGTGTAAATTCTGTG
Gil-4 TCTGCTTACTAGCACTCACCAGCAC GACAGTCAGCTCCATGCACGA

il-6 TCTGTGCACATGAGTACCAAGATCC TCCTGCGACTGCAAGATAGCC
il-8 CTTCCAAGCTGGCTGTTGCTC TGGGCCACTGTCAATCACTCTC
il-10 CATCAAGAACCACGTGAACTCC CGCCTTGCTCTTATTCTCACAG
il-12p35 AGAGTTGCCTGGCTTCCAGAGA CCTCATAGATGCTGCTAAGGCACA
il-13 CTGGTCAACATCACCCAGAATCA GCACAGTGCTTTCAGCATCCTC
il-17a CTCCAGAAGGCCCTCAGATTAC CTTCGCCTCCCAGATCACA
il-17f TGATTTCCAGAATCGCTCCA GAGCTGTCTTCCTGCCCTTC
il-19 CACCAGAATCATCCACGACAA GGCAACCAGAGTTCCTTGATG
il-20 CAGATCAGTGCTGCCTCCTTC CGGAGGATATGGTGGTCAGG
il-22 CATATTGAGAACGATGACCAGCA TCAGGGCCATAAACAGCAGA
il-23p19 GATGGCTGTGATCCCCAAG AAGGCTCCCCTGTGAAAATG
il-24 CCAGCCAGGAAGATGAGATG TCTGGGCTGCTTGTATGTCC
s100a8 ACCATGCTGACGGAACTGGAG CTTGGAACCAGGTGTCTGCATC
tgf-beta GGAGCAGCATGTGGAGCTGTA GCCTCACGACTCCAGTGACATC
tnf-alpha CCCAAGTGACAAGCCAGTAGCTC ACAACCCATCTGACGGCACTATC
hprt1 CACTGGGAAAACAATGCAGA ACAAAGTCAGGTTTATAGCCAAC

Arpl13a GCCGGAAGGTTGTAGTCGT GGAGGAAGGCCAGGTAATTC
rps18 TGCTCATGTGGTATTGAGGAA TCTTATACTGGCGTGGATTCTG
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2-1 Th1  

a ifn-gamma b il-12p35 L n = 9 , N

n = 6 N.D.: 

*P <0.05, **P <0.01, Mann-Whitney’s U  

(a) (b) 
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2-2 Th2  

a il-4 b il-13 L n = 9 , N

n = 6 N.D.: 

**P <0.01, Mann-Whitney’s U 

(a) (b) 
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2-3 Th17  

a il-17a, b il-17f, c il-22 d il-23p19 L

n = 9 , N n = 6

N.D.: **P <0.01, Mann-Whitney’s U 

(a) (b) 

(c) (d) 
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2-4  

a il-2, b  il-6 c tnf-alpha L n = 9 , 

N n = 6 N.D.: 

**P <0.01, Mann-Whitney’s U   

(a) (b) (c) 
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2-5  

a il-10 b tgf-beta L n = 9 , N

n = 6)  

(a) (b) 
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2-6  

a il-8, b il-19, c il-20, d il-24 e s100a8 L

n = 9 , N n = 6

N.D.: **P <0.01, Mann-Whitney’s U   

(a) (b) (c) 

(d) (e) 
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2-7  

a ccr4, b ccr6, c ccr8 d cxcr3 L

n = 9 , N n = 6 *P 

<0.05, **P <0.01, Mann-Whitney’s U   

(a) (b) 

(c) (d) 
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2-8  

a ccl8, b ccl17 c ccl20 L n = 9 , N

n = 6 **P <0.01, 

Mann-Whitney’s U 

(a) (b) (c) 
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第 3章  

 

犬の炎症性角化異常における末梢血 Th17細胞の割合のフロー

サイトメトリー解析   
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3.1.  序論  

 

	 第2章の結果から, 犬の炎症性角化異常の病態においてTh17細胞が重要であ

る可能性が示唆された。人の乾癬においては，Th17細胞が産生するIL-17Aおよ

びIL-22が, 病変部への炎症細胞の誘導や表皮肥厚および正角化性または錯角化

性の角化亢進を引き起こす[51, 53, 64, 76, 89]。また, 人の乾癬においては，病変

部にTh17細胞が浸潤しているだけでなく, 末梢血Th17細胞の割合が健常と比較

して有意に増加していることが報告されている[4]。Th17細胞はおもに腸管粘膜

に存在しているため, 腸内細菌の刺激により腸管膜リンパ節でTh17細胞に分化

すると考えられている[30, 31]。また, 人のTh17細胞の分化には, TGF-betaの非存

在下で樹状細胞およびマクロファージから産生されるIL-6, IL-23およびIL-1beta

の刺激が必要であることが報告されている[81]。Th17細胞はCCR6を発現してお

り[44], 人の乾癬ではケラチノサイトおよび樹状細胞が産生するCCL20の存在に

より血管を介して皮膚にTh17細胞が遊走すると考えられている[44, 51, 70]。 

	 2010年に, ビーグル犬の末梢血から犬のIL-17Aがクローニングされた。2015

年には犬の末梢血において, 抗ヒトIL-17Aモノクローナル抗体または抗マウス

IL-17Aモノクローナル抗体を用いたフローサイトメトリー法によってIL-17A産

生細胞が検出された[49, 62]。しかしながら, イヌIL-17Aに対するこれらの抗体

の交差性は証明されていない。 

	 犬の炎症性直腸ポリープの病変部においては, IL-17Aの遺伝子転写量が増加

していることが報告されている[54]。また, 免疫組織化学を用いた解析により, 

慢性潰瘍性歯肉炎, 炎症性腸疾患（IBD）, 慢性皮膚炎および慢性鼻炎において

病変部の IL-17A産生細胞が増加していることが報告されている [1, 36]。

Enzyme-Linked ImmunoSpot（ELISpot）を用いた研究においては, ステロイド反

応性髄膜炎-動脈炎の症例が健常犬と比較して, 末梢血中のIL-17A産生細胞およ
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びTh細胞の割合が有意に増加していることが明らかとなっている[16]。上記の研

究から, 犬の免疫介在性炎症性疾患においても末梢血Th17細胞が増加している

可能性が示唆されている。 

	 人においては, Th1, Th2およびTh17細胞を含むTh細胞が加齢と共に増加する

ことが報告されている[27, 38]。犬においても, Th1およびTh2細胞の割合が加齢と

共に増加することが報告されているが[28, 85], Th17細胞の年齢による変化は不

明である。そのため, 犬の炎症性角化異常における末梢血Th17細胞の挙動を明ら

かにするためには, 健常犬における末梢血Th17細胞と年齢による変化を明らか

にする必要がある。 

	 本章では, イヌ IL-17A に交差性を示す抗体を用いたフローサイトメトリー解

析により, 各年齢の健常犬における末梢血 Th17 細胞の割合を明らかにした後, 

犬の炎症性角化異常の犬における末梢血 Th17細胞の割合の変化を解析した。  
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3.2.	 材料と方法  

 

3.2.1. 組み入れ症例および材料  

	 第 1 章の基準に基づいて診断した犬の炎症性角化異常の症例のうち, 2012 年

11月から 2016年 6月の期間に岐阜大学附属動物病院を受診した犬 10頭を本研

究に用いた（表 3-1）。末梢血 Th17細胞の年齢別解析には健常犬 60頭を用いた

（表 3-2-1, 3-2-2）。実験動物に関わるすべての手技は，岐阜大学動物実験委員会

の承認を得て行った（#16083）。健常犬の内訳は未去勢雄 7頭, 去勢雄 13頭, 未

避妊雌 17頭および避妊雌 23頭であり, 年齢は 3ヶ月-9歳 11ヶ月であった。犬

種の内訳はビーグル（n = 23）, トイ・プードル（n = 7）, チワワ（n = 5）, ボ

ーダー・コリー（n = 3）, ミニチュア・ダックスフンド（n = 3）, ポメラニアン

（n = 3）, ウェルシュ・コーギー・ペンブローク（n = 2）, ゴールデン・レトリ

バー（n = 2）, 柴犬（n = 2）, マルチーズ（n = 2）, ラブラドール・レトリバー

（n = 2）およびアメリカン・スタフォードシェア・テリア, グレート・ピレニー

ズ・マウンテン・ドッグ, ミニチュア・シュナウザー, シーズー, ヨークシャ・

テリアおよび交雑種が各 1 頭であった。健常犬は年齢ごとにさらにグループ A

（1歳未満）, グループ B（1-5歳）およびグループ C（6歳-9歳）の 3グループ

に分類した。症例との比較解析においては同年齢の対照群として, 上記の健常犬

のうち 4歳-9歳 11ヶ月の犬 27頭を用いた。5-10 mlの血液を採取後, ダルベッ

コリン酸緩衝食塩水（DPBS; コージンバイオ, 埼玉, 日本）を用いて血液を希釈

し , ジアトリゾ酸ナトリウム -ポリサッカライド溶液（ LymphoprepTM; 

AXIS-SHIELD, Oslo, Norway）に重層した。室温, 580 gで 30分遠心した後に末梢

血単核細胞（peripheral blood mononuclear cells, PBMCs）を回収し, DPBSで洗浄

した。回収した細胞は, 細胞凍結保存用培地（TC-Protector; DS ファーマバイオ

メディカル, 大阪, 日本および CELLBANKERTM; タカラバイオ, 滋賀, 日本）を
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用いて-80℃で保存した。 

 

3.2.2.	 イヌ IL-17Aプラスミド導入  

	 ヘキサヒスチジン（6 × His）タグをエンコードしたイヌ IL-17A完全長 cDNA

を pcDNA3.1ベクター（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）に挿入した。加熱不活性

化した 10%牛胎仔血清（FBS）を含むダルベッコ改変イーグル培地（DMEM; ナ

カライテスク，京都，日本）を用いて人胎児腎（HEK）293A 細胞（Invitrogen）

を 37℃, 5% CO2環境下で培養した。HEK293A細胞を 6穴細胞培養用プレート

（NUNK multidish 6; Thermo Fisher Scientific）で 1 × 106 cells/wellの密度になるよ

うに培養し, 製品プロトコールに従い, 遺伝子導入試薬（LipofectamineTM 2000; 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用いて 4 μg の IL-17A 遺伝子を挿入した

pcDNA3.1プラスミドを導入した。遺伝子導入前に培地を無血清培地（Opti-MEM; 

life technologies corporation, CA, USA）に交換し，遺伝子導入 4時間後に 10%FBS

加 DMEMに交換した。また，プラスミドを添加していない HEK293A細胞をコ

ントロールとして使用した。 

 

3.2.3.	 フローサイトメトリー  

	 ブレフェルディン-A（Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA）10 μg/mlを添加し

た培養液でイヌ IL-17A 遺伝子を導入した HEK293A 細胞を 4 時間培養した。

1%FBS 加 DPBS を用いて細胞を洗浄した後, 100 μl の 1%正常ラット血清加

DPBS に再懸濁した。細胞を 4%パラホルムアルデヒドで固定し, 0.2%ポリエチ

レングリコールモノ -p-イソオクチルフェニルエーテル（トリトン -X 100; 

Sigma-Aldrich）加 DPBS で透過処理した。抗ヒト IL-17A モノクローナル抗体

（eBio64DEC17; eBioscience, San Diego, CA, USA, 希釈 1:200)および抗 Hisタグ

モノクローナル抗体（3D5; Invitrogen, 希釈 1:100）を用いて, 細胞を室温で 30
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分反応させた。ネガティブコントロールとして一次抗体の代わりに正常マウス

イムノグロブリン 1モノクローナル抗体（MOPC-31C; BD Pharmingen, San Diego, 

CA, USA）および正常マウスイムノグロブリン 2bモノクローナル抗体（MPC-11; 

BD Pharmingen）を同じタンパク濃度に希釈して使用した。細胞を洗浄後, 二次

抗体として phycoerythrin（PE）標識抗マウスイムノグロブリン 1 モノクローナ

ル抗体（RMG1-1; BioLegend, San Diego, CA, USA, 希釈 1:100）および fluorescein 

isothiocyanate(FITC)標識抗マウスイムノグロブリン 2a/2b モノクローナル抗体

（R2-40; BD Pharmingen, 希釈 1:100）を用いて室温, 遮光下で 30分反応させた

後, 洗浄した。一次抗体および二次抗体の希釈には 1%FBS加 DPBSを用いた。

イヌ IL-17A に対する抗ヒト IL-17A モノクローナル抗体の交差性解析にはイヌ

IL-17A遺伝子導入細胞を使用した。	 

	 症例および健常犬のPBMCsを用いたフローサイトメトリーによるTh17細胞解

析の手技はKolらの報告を参考にした[36]。PBMCsを最終濃度が2 × 106 cells/ml

となるよう10%FBS加Roswell Park Memorial Institute 1640 medium（RPMI 1640培

地; Sigma-Aldrich）を用いて調整した。PBMCsに25 ng/mlのホルボール12-ミリス

タート13-アセテート(PMA; Sigma-Aldrich)および500 ng/mlのA23187(Sigma-Al- 

drich)を添加し, 3時間反応させた後, 1 μg/mlのブレフェルディン-Aを加え, さ

らに3時間培養した。PBMCsを洗浄後, 100 μlの0.02%アジ化ナトリウム/1%正常

ラット血清/1%正常マウス血清加DPBSに再懸濁した。PBMCsをリン酸緩衝食塩

水（PBS）で洗浄後に遮光下で20分間死細胞の染色を行った。1%FBS加DPBSで

洗浄後 , 250 μ lの固定および透過処理用試薬（BD Cytofix/CytopermTM 

Fixation/Permeabilization Solution; BD Bioscienes）を用いて, 4℃で20分間PBMCs

を固定した。その後, PBMCsを透過処理用バッファーで2回洗浄した。PBMCsは

以下の一次抗体および対応する同じ蛋白濃度に希釈したネガティブコントロー

ルを用いて室温, 遮光下で30分間反応させた; 抗イヌCD3 FITC標識モノクロー
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ナル抗体(CA17.2A12; Bio-Rad, Hercules, USA, 希釈1:20), 抗イヌCD4 Alexa 

Fluor 647標識モノクローナル抗体(YKIX302.9; Bio-Rad, 希釈1:500), 抗ヒト

IL-17A PE標識モノクローナル抗体(eBio64DEC17; eBioscience, 希釈1:20), FITC

標識マウスイムノグロブリン1モノクローナル抗体(MCA928F; Bio-Rad), Alexa 

Fluor 647標識ラットイムノグロブリン2aモノクローナル抗体（RTK2758; Abcam, 

Cambridge, UK）およびPE標識マウスイムノグロブリン1モノクローナル抗体

（MOPC-21; BioLegend）。PBMCsはFACSCantoTMⅡ（BD Biosciences）を用いて

測定し, FlowJoTM 解析用ソフトウェア(version 9.9.6; Tree Star, Ashland, OR, 

USA)を用いて解析した。 

 

3.2.4.	 統計解析  

	 年齢とCD3+CD4+IL-17A+リンパ球の割合の関連性は Spearmanの順位相関係数

を用いて解析した。グループ A, グループ B およびグループ C における三群間

の有意差を評価するために Steel-Dwass検定を用いて解析した。症例および健常

犬における二群間の有意差を評価するためにMann-Whitney’s U検定を用いて解

析した。P <0.05を有意差ありとした。解析には，統計ソフト JMP version 10.0

（SAS Institute, Cary, NC, USA）を使用した。  
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3.3.	 結果  

 

3.3.1. 抗体交差性  

	  抗ヒト IL-17Aモノクローナル抗体（eBio64DEC17）はイヌ IL-17A遺伝子を

導入した HEK293A細胞と反応し, プラスミドを添加していない HEK293A細胞

とは反応しなかった（図 3-1a, b）。 

 

3.3.2. 健常犬における末梢血 CD3+CD4+IL-17A+リンパ球の割合の加齢性変

化  

	 年齢により分類した健常犬 3群の内訳は, グループ A（n = 16; 未避妊雌 9頭, 

未去勢雄 6頭, 避妊雌 1頭; 3-11ヶ月）, グループ B（n = 25; 避妊雌 12頭, 未避

妊雌 7頭, 去勢雄 6頭; 1歳 2ヶ月-5歳 8ヶ月）およびグループ C（n = 19; 避妊

雌 10頭, 去勢雄 7頭, 未去勢雄 1頭, 未避妊雌 1頭; 6歳 6ヶ月-9歳 11ヶ月）で

あった。末梢血 CD3+CD4+リンパ球中の IL-17A+リンパ球の割合は年齢と正の相

関を示した（図 3-2a）。グループ A（平均 ± 標準偏差：1.52 ± 1.18%）, グルー

プ B（平均 ± 標準偏差：3.81 ± 1.94%）およびグループ C（平均 ± 標準偏差：

7.49 ± 2.54%）の全ての群間で有意差が認められた（図 3-2b）。 

 

3.3.3. 症例における末梢血 CD3+CD4+IL-17A+リンパ球の割合  

	 症例の末梢血 CD3+CD4+IL-17A+リンパ球の割合は健常犬の同年齢対照群と比

較して有意に減少していた（図 3-3）。  
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3.4.	 考察  

 

	 本研究の結果から, 抗ヒト IL-17A モノクローナル抗体（eBio64DEC17）はイ

ヌ IL-17A に交差性を示すことが明らかになった。また, 上記の抗体を用いた健

常犬における年齢別解析の結果から, 犬の末梢血 Th 細胞中の Th17 細胞の割合

は加齢とともに増加することが明らかとなった。骨髄で産生された T リンパ球

前駆細胞は, 胸腺において自己抗原の認識が弱い細胞と強い細胞に選別され, 

自己抗原を全く認識しない, または強く認識する細胞はアポトーシスにより除

去される。胸腺において Th細胞に分化したリンパ球は, 末梢のリンパ組織で抗

原提示細胞により活性化されて Th1, Th2および Th17細胞などのエフェクターT

細胞に分化する[18, 90]。人の胸腺は加齢とともに萎縮し, 大部分が脂肪組織に

置換されるため, 胸腺における新生 Th 細胞への分化が減少する[11, 56]。一方, 

末梢において活性化されるエフェクターT 細胞は外界からの抗原刺激を受ける

度に分化し, 増殖する[90]。その結果, 人では Th1, Th2および Th17細胞の割合

が加齢とともに増加すると考えられている。犬においては Th1 細胞および Th2

細胞など他のメモリーT細胞も Th17細胞と同様に加齢とともに増加することが

報告されているが[28, 85], そのメカニズムは不明である。犬の Th17細胞の加齢

性変化の原因を明らかにするには, 今後さらなる研究が必要である。 

	 犬の炎症性角化異常においては末梢血Th17細胞の割合が健常犬に比較して減

少していた。皮膚疾患においては皮膚に存在する樹状細胞およびケラチノサイ

トなどが産生するケモカインの存在により, ケモカインに特異的なケモカイン

受容体を有する細胞が病変部に遊走する[57]。一方, 糖質コルチコイドを投与し

た場合, ケモカインおよびケモカイン受容体の発現低下により, 炎症局所に浸

潤するリンパ球は減少する[29, 37, 59]。上記の現象は再分布と呼ばれ, 疾患の病

期または治療により炎症細胞の体内分布が変化することが明らかになっている。
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CAD モデルでは, 症状が最も強く発現する時に一時的に末梢血 Th2 細胞の減少

が認められることが報告されている[71]。人の原発性シェーグレン症候群は, 乾

燥性角膜炎および口腔乾燥症などを臨床症状とし, Th17 細胞が病態に関与して

いると考えられている自己免疫疾患だが, 病変のある唾液腺に Th17細胞が浸潤

しているにも関わらず, 末梢血 Th17細胞は減少していることが報告されている

[68, 73]。犬の炎症性角化異常では，病変部に Th17細胞が遊走する結果, 末梢血

Th17細胞が減少する再分布が起こっている可能性が考えられる。 

	 本章の結果から, 末梢血 Th17細胞の解析時には加齢に伴う変化を考慮する必

要があることが示された。また，犬の炎症性角化異常においては，病期により

末梢血 Th17細胞数の減少が生じている可能性があることから，多光子顕微鏡な

どを用いた蛍光生体イメージング解析によるTh17細胞の経時的かつ空間的な変

化を明らかにする必要があると考えられる。  
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3.5	 図表  

 

表 3-1	 組み入れ症例（n = 10）  

   

症例番号

1 	 4歳10ヵ月 1歳

2 5歳1ヵ月 2歳

3 5歳5ヵ月 2歳

4 	 5歳10ヵ月 1歳

5 7歳9ヵ月 6歳

6 7歳10ヵ月 3歳

7 8歳 1歳

8 9歳10ヵ月 9歳

9 10歳6ヵ月 5歳

10 	 10歳8ヵ月 7歳
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表 3-2-1	 健常犬（n = 60）   

9+8/ 7: 2, 1>

1 ��$�!)�*�*)�(�&*� 4.-< 3ヵ3
2 	*$�()%�#�* 4;0= 6ヵ3
3 ��)�*�$ 4.-< 6ヵ3
4 ��)�*�$ 4;0= 6ヵ3
5 �*�* 4;0= 7ヵ3
6 � "��( 4.-< 7ヵ3
7 ��$�!)�*�*)�(�&*� ;0= 8ヵ3
8 �%*�)�%�*�)��(�()��� 4.-< 8ヵ3
9 �'' 4;0= 8ヵ3
10 ��)�*�$ 4.-< 8ヵ3
11 ��)�*�$ 4;0= 8ヵ3
12 � "��( 4;0= 8ヵ3
13 �$�*� 4;0= 8ヵ3
14 ���!�)�!��
* 4;0= 8ヵ3
15 �**)�#* 4.-< 9ヵ3
16 � "��( 4;0= 11ヵ3
17 �*�$ 4;0= 16

18 �*�$ 4;0= 16

19 �*�$ ;0= 16

20 	*$�()%�#�* 4;0= 162ヵ3
21 57 4;0= 167ヵ3
22 ��)�*�$ ;0= 26

23 �*�$ ;0= 26

24 �*�$ .-< 26

25 �*�$ .-< 26

26 �*�$ ;0= 26

27 ��)�*�$ 4;0= 36

28 �*�$ ;0= 36

29 �*�$ ;0= 36
30 �*�$ ;0= 36
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表 3-2-2	 健常犬（n = 60）  

 

 

8*7. 69 1+ 0>

31 �%% :/< 353ヵ2
32 �(�# :/< 45

33 �#�(� -,; 45

34 !�!�(#'$�"�( -,; 451ヵ2
35 )=9 :/< 458ヵ2
36 �(('�"( -,; 4511ヵ2
37 �(('�"( 3:/< 553ヵ2
38 �(�# :/< 554ヵ2
39 ��'�(�# :/< 556ヵ2
40 �%% 3:/< 558ヵ2
41 �����'��
�&� -,; 558ヵ2
42 �(�# -,; 65

43 �(�# -,; 65

44 �(�# -,; 65

45 �(�# :/< 65

46 �(�# :/< 656ヵ2
47 ��"�&'
����(�	�('�"� :/< 75

48 46 3-,; 75

49 �%% :/< 75

50 �(�# -,; 75

51 �%% 3:/< 753ヵ2
52 �(�# :/< 85

53 �(�# :/< 85

54 �(�# -,; 85

55 �(�# :/< 85

56 �(�# -,; 857ヵ2
57  (�	�('�"� :/< 953ヵ2
58 �(#�&'$�"�( :/< 956ヵ2
59 !�!�(#'$�"�( :/< 956ヵ2
60 �����'��
�&� -,; 9511ヵ2



70

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3-1 IL-17A HEK293A

IL-17A  

a IL-17A-His-tagged HEK293A , b

HEK293A IL-17A , His

His His 

(b) (a) 



71

  

 

 

 

 

 

 

 

 

3-2 CD3+CD4+IL-17A+

CD3+CD4+IL-17A+ , 1 -9

n = 60 a A n = 16 , B n = 25

C n = 19 b  ± *P <0.001, 

Steel-Dwass

 
A B C AA

<1  
A BB

1 - 5  
CC

6 <  

(b) (a) 

P <0.001 P <0.001
rs = 0.801 



72

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3-3 n = 10 n = 27

CD3+CD4+IL-17A+  

CD3+CD4+IL-17A+  ± 
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	 犬の炎症性角化異常は鱗屑および落屑を特徴とする慢性の皮膚疾患である

[48, 78]。これまで, 犬の炎症性角化異常に関しては脂腺炎および苔癬型角化症

などの報告があるのみで[2, 5, 15], 我々が日常的に遭遇する犬の炎症性角化異

常の臨床および病理学的特徴を解析した報告はなく, 病態は不明であった。診断

は続発性角化異常の除外に頼らざるを得なく, 治療も経験に基づいた対症療法

が行われていた。そのため, 診断に長時間を要し, 病態に基づいた治療も困難で

あったため, 臨床の現場では難治性の皮膚疾患と考えられていた。しかしながら, 

Th17細胞が病態に関与する人の乾癬と臨床上の類似点が存在すること[10, 12, 

20, 87], T細胞における転写因子であるNFATの核内移行を阻害するシクロスポ

リンAが有効な症例が存在することから[48], T細胞が免疫病態に関与すると考

えた。本研究では犬の炎症性角化異常の病態を明らかにすることを目的として, 

特にT細胞サブセットに着目し, 解析を行った。 

	 第1章では犬の炎症性角化異常の臨床症状および病理組織学的特徴を明らか

にした。犬の炎症性角化異常は重度の表皮肥厚, 正角化性および錯角化性の角化

亢進を伴い, リンパ球および好中球を主体とした炎症細胞が浸潤していること

が明らかとなった。また, 治療にはグルココルチコイドおよびシクロスポリンA

のいずれかまたは併用が必要であったことが明らかとなった。シクロスポリンA

が有効であったことから, 犬の炎症性角化異常ではT細胞サブセットが病態に関

与している可能性が示唆された。 

	 第2章では, 犬の炎症性角化異常の病変部におけるサイトカイン, ケモカイン

受容体およびケモカインの遺伝子転写量を解析した。Th17サイトカインおよび

好中球遊走因子の遺伝子転写量が増加していた。また, Th17細胞に発現している

ケモカイン受容体であるccr6およびccr6のリガンドであるccl20の遺伝子転写量

が増加していた。したがって, 犬の炎症性角化異常の病変部においては, Th17細

胞が浸潤している可能性が示唆された。 
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	 第3章では, 健常犬の末梢血Th17細胞の割合の加齢性変化を明らかにした後に, 

犬の炎症性角化異常の末梢血Th17細胞の割合と比較した。健常犬の末梢血Th17

細胞の割合は加齢とともに増加した。犬の炎症性角化異常の末梢血Th17細胞の

割合は同年齢の健常犬と比較して減少していたことから, 末梢血から皮膚病変

部への再分布が生じている可能性が示された。 

	 本研究の結果から, 犬の炎症性角化異常の皮膚病変部にはリンパ球が浸潤し

ており, シクロスポリンAが有効な症例が多数存在したことから, T細胞の関与

が考えられた。病変部の遺伝子転写量の解析結果から, 犬の炎症性角化異常では

Th17細胞が病変部に遊走している可能性が示唆された。また, Th17細胞が産生す

るIL-17Aがケラチノサイトを介して好中球を遊走させ, IL-22がケラチノサイト

に作用することで重度の表皮肥厚および角化異常を引き起こしていると推測さ

れた。犬の炎症性角化異常の病態にはTh17細胞が重要な役割を果たしている可

能性が示唆されたが, 末梢血のTh17細胞が減少していたことから, 犬の炎症性

角化異常におけるTh17細胞の体内分布は経時的に変化している可能性が示され

たため, 今後はTh17細胞の経時的かつ空間的な解析が必要と思われる。本研究は

犬の炎症性角化異常の病態に関して解析した初めての研究である。今後, さらな

る研究により, 将来的に犬の炎症性角化異常においてTh17細胞が有効な診断指

標または治療の標的となることが期待される。  
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