
東北大学・歯学研究科・大学院非常勤講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)（一般）

2018～2015

金属アレルギーの原因となるＴ細胞の特定

Identification of T cells responsible for metal allergy

１０２９１２６２研究者番号：

樋口　繁仁（HIGUCHI, Shigehito）

研究期間：

１５Ｋ１１１０３

年 月 日現在  元 １２ １２

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：歯の保存修復には、人工修復材料が用いられている。特に金属は、これらの人工修復
材料の中では突出して利用されており、患者のQOLの向上に役立ってきた。しかし、一部の患者においては、金
属アレルギーなど、炎症性免疫反応が問題となっている。そこで、本研究は、金属アレルギーの原因となるT細
胞を特定することを目的とした。本研究により、金属に反応するT細胞受容体を遺伝子クローニングすることが
でき、金属特異的T細胞受容体遺伝子の特定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Artificial restorative materials are used for treatment of teeth. In 
particular, metals are prominently used in these artificial restorative materials, and these have 
been useful for improving the QOL of patients. However, some patients have inflammatory immune 
reactions such as metal allergies. Therefore, we examined to identify T cells that cause metal 
allergy.  In this study, we succeeded in identifying metal-specific T cell receptor genes by 
gene-cloning T cell receptors that respond to metals
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、金属アレルギーは、T細胞が関与するアレルギーと考えられてきたが、その実態は明らかになってい
なかった。本研究では、金属アレルギーモデルマウスにおいて、金属に反応する特異的T細胞が存在することを
明らかにし、その金属反応性T細胞受容体の遺伝子を得ることができた。すなわち、本研究の学術的意義は、金
属アレルギーにはT細胞が関与すること、金属に反応するT細胞受容体の遺伝子が存在することを証明した点であ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 歯は自己修復能力が極めて低いため、人工修復材料により保存修復される。金属やレジン、
セラミックスなどは、歯の人工修復材料として用いられている。特に、金属は、これらの人工
修復材料の中では突出して利用されており、患者の QOL の向上に役立ってきた。しかし、一部
の患者においては、金属アレルギーなど、炎症性免疫反応が問題となっている。 
 これまでの研究から、金属アレルギーは金属イオンが生体内タンパクと結合することにより
抗原となっておこる IV型アレルギーとして位置づけられているものの、その分子機構はわかっ
ていない。金属はそのままでは疾患を引き起こさず、溶出してイオンとなり、その金属イオン
が生体内タンパク質と結合することで抗原となり、悪さをする T細胞がこの抗原を認識して疾
患を引き起こすと考えられている。しかしながら、この病気の原因となる T細胞についてはよ
くわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 したがって本研究は、金属アレルギーの原因となる T細胞を特定すること、すなわち、悪さ
をする T 細胞の特定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 １）マウスを用いた金属アレルギーの誘導 
マウスに、塩化パラジウム溶液（10 ｍM）と LPS 溶液（10 μg/ml）の混合溶液を腹腔内に接種
する。これを感作とし、7 日後に、再度、塩化パラジウム溶液と LPS 溶液の混合溶液を腹腔内
に接種する。感作を 2回行ったのち、７日後にマウスの足蹠に塩化パラジウム溶液のみを皮内
投与して金属アレルギーを誘導した。 
 対照群には、マウスの足蹠に塩化パラジウム溶液のみを皮内投与した群とした。 
 
２）養子移入による金属アレルギーマウスモデル 
➀ リンパ球の養子移入 
 パラジウムにより誘導した金属アレルギーモデルマウスを用いて、アレルギーを発症させた
後、そのマウスの所属リンパ節より、リンパ球を採取した。これらリンパ球を、T 細胞が存在
しないヌードマウスに静脈内注射により養子移入する。その後、パラジウム溶液を、養子移入
されたヌードマウスの耳介、あるいは足蹠に接種して、アレルギーを誘導した。 
 
② 抗原提示細胞の養子移入（図１） 
 抗原提示細胞を調製するため、マウス大腿骨より骨髄細胞を採取する。採取した骨髄細胞を
single cell にして、培養する。培養液には、M-CSF を含む CMG14-12 培養上清を 10％添加して
培養し抗原提示細胞へ分化させた。培養 7日目にこれら細胞を抗原提示細胞として回収し、新
たに 0.2 mM の塩化パラジウム溶液、および 10 ng/ml の LPS を加え、さらに 24時間培養した。
対照群として、塩化パラジウムを加えず、10 ng/ml の LPS のみを加えたものを用意した。 
 培養 8日目に、これら抗原提示細胞を回収後 2回洗浄した。この抗原提示細胞をレシピエン
トマウス（C57BL/6）に静脈内注射により、養子移入した。この養子移入は、金属アレルギーモ
デルマウスにおいては感作に相当する。 
 養子移入して 7日後に、レシピエントマウスの耳介、あるいは足蹠に接種して、アレルギー
を誘導した。 
 
図１ 抗原提示細胞の養子移入 

 
３）T細胞受容体解析 
 T 細胞受容体解析は、サンプルを RNA シークエンスにより網羅的に解析する方法で行った。
具体的には、パラジウムアレルギーを誘導したマウスの所属リンパ節などから抽出した total 
RNA をサンプルとする。この total RNA を通法にて、cDNA ライブラリー合成を行う。この cDNA
ライブラリーを鋳型とする。 
 この cDNA ライブラリーを鋳型とし、T 細胞受容体特異的非バイアス遺伝子増幅法により、T
細胞受容体遺伝子をバイアスをかけずに、かつ網羅的に選択し増幅する。 
 この増幅した産物を用いて、次世代シークエンサーMiSeq（イルミナ社）を用いて、全シーク
エンスを行った。 



 これらシークエンスデータを用いて、引き続き T細胞受容体解析を行った。 
 
４）T細胞受容体遺伝子クローニング 
 T 細胞受容体遺伝子クローニングは、T細胞受容体の V領域と C領域に PCR プライマーを設計
することで、まずは、V 領域特異的な遺伝子をクローニングした。いくつかの候補遺伝子につ
いて、個別にキャピラリーシークエンスを行い、J 領域が目的のものである遺伝子を選び出し
た。しかし、CDR3 領域は変異に富むため、選び出した遺伝子が目的の CDR3 配列ではなかった。
そこで、CDR3 領域のみ、ミュータジェネシスキット（タカラバイオ社）を用いて、遺伝子変異
を加えることで、目的の遺伝子をクローニングした。 
 
４．研究成果 
１）金属アレルギーマウスモデル 
 歯科金属でよく用いられているパラジウムを用いて、マウスに金属アレルギーを誘導するこ
ととした。塩化パラジウム溶液を用いて、LPS とともに腹腔内注射することで感作を行い、耳
介または、足蹠に塩化パラジウム溶液を接種して惹起することで金属アレルギーが誘導できた。
この金属アレルギー疾患モデルを基に研究を展開した。 
 
２）養子移入による金属アレルギーマウスモデル 
➀ リンパ球の養子移入 
 本研究の目的は、金属アレルギーの原因となる T 細胞を特定することである。しかし、T 細
胞受容体は、10ｘ18 乗通りもの多様性をもつため、金属アレルギーの原因となる T細胞の特定
は容易ではない。 
 そこで、疾患の原因となる T細胞を特定するために、まずある程度の絞り込みを行うことと
した。この絞り込みのためには、in vivo マウスモデルを用いて行うことが効率的であると考
えた。 
 パラジウムアレルギー誘導後、悪さをする（病原性と考えられる）T 細胞が、所属リンパ節
に存在すると考えられることから、所属リンパ節リンパ球を採取し、遺伝的背景が同じで、T
細胞が存在しない免疫不全マウス（ヌードマウス）に養子移入した。養子移入したレシピエン
トマウスは、パラジウムアレルギーを発症することから、病原性 T細胞が、きちんと移入され
ていることが判明した。この養子移入を複数回繰り返すことにより、病原性 T細胞の濃縮を行
った。 
 
② 抗原提示細胞の養子移入（図１） 
 前述のように、リンパ球の養子移入により、金属アレルギーが発症するならば、抗原提示細
胞の養子移入であっても、金属アレルギーが発症するはずである。また、主要組織適合遺伝子
複合体（MHC）が、金属アレルギーの発症にどのようにかかわっているかを調べるためには種々
の MHC 遺伝子の変異マウスを用いて研究する必要がある。そこで、抗原提示細胞の養子移入に
より、金属アレルギーが発症するか、否かについて検討した。 
 抗原提示細胞の養子移入によっても、パラジウムアレルギーが発症することが明らかとなった
（図２）。 
 
図２ 抗原提示細胞の養子移入によるパラジウムアレルギーの発症 

 
３）TCR 解析 
 絞り込みに成功した T 細胞集団から、T 細胞受容体の決定を行った。次世代シークエンサー
を用いて、T 細胞受容体の塩基配列を網羅的にシークエンスして、それらの大量の塩基配列か
ら、T細胞受容体を選び出し、かつ T細胞受容体の V鎖-D鎖-J 鎖をアライメントを行った。こ
のアライメントした結果をもとに頻度分析を行い、金属アレルギー特異的 T細胞を特定した。 
 これまで、多くの疾患では T 細胞受容体は β 鎖がその特徴を決定していることから、β鎖に
着目した。金属アレルギー動物モデルからリンパ球を採取して、total RNA, cDNA 合成後、T
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細胞受容体を PCR 法にて増幅して、T 細胞受容体解析を行ったところ、特異的 T 細胞受容体の
候補が見つかった。  
 
４）TCR クローニング 
 T 細胞受容体の候補はいくつか見つけることができたものの、その T 細胞受容体がパラジウ
ムアレルギーの原因であることの証明には、遺伝子クローニングが必須である。そこで、まず、
V 領域から C 領域までの T 細胞受容体の候補遺伝子をいったんクローニングして、その後、変
異の多い CDR3 領域のみをミュータジェネシスキットを用いて、遺伝子変異を加えることで、目
的の遺伝子をクローニングした。 
 本研究事業において、金属反応性 T細胞受容体として、TCRβ鎖を特定することが出来た。ま
た、その TCRβ鎖の遺伝子クローニングができるようになった。特に、TCR 鎖の中で変異に富み、
クローニングが難しかった CDR3 領域もクローニングできるようになり、TCR 遺伝子を特定でき
た。 
 また、野生型マウスを用いた時は、金属アレルギーを誘導しても、金属特異的 TCR のα鎖、
β鎖を解析し決定するのは容易ではなかったが、TCRα鎖の遺伝子導入マウスを用いることで、
TCRβ鎖の解析が容易になった。その結果、パラジウムアレルギーにおいて、ある特定の TCRβ
鎖が反応していることが明らかになった。 
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