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研究成果の概要（和文）：金属アレルギーは細胞性免疫依存性のIV型アレルギーに分類され、ニッケル（Ni）は
抗原性検査における陽性率の高さなどから最も重要視されている。本研究では、金属イオン蛍光プローブを用い
てマウス樹状細胞のNiイオン結合能を解析した。
その結果、皮膚所属および顎下リンパ節の遊走性樹状細胞において高いNi結合能が認められた。さらに、皮膚所
属リンパ節由来樹状細胞をNi存在下で培養した後、Ni感作マウスの耳介皮下へ移入することにより、Niアレルギ
ー性炎症が誘導された。以上の結果から、皮膚所属リンパ節の遊走性樹状細胞はNi結合能を示し、Niアレルギー
の惹起能を有することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Metal allergies have been classified as Th1-dependent type-IV allergies. The
 most frequent metal allergen is nickel (Ni). In this study, we analyzed the Ni-binding ability of 
DCs using the fluorescent metal indicator.
Classical DCs (cDCs) and plasmacytoid DCs were detected in the draining LNs. cDCs were further 
classified into MHC class II hi CD11c int migratory cDCs and MHC class II int CD11c hi resident 
cDCs. The Ni-binding ability of the migratory cDCs was significantly higher in skin-draining and 
submandibular LNs than mesenteric LNs. On the other hand, the Ni-binding ability of the resident 
cDCs was significantly lower than that of the migratory cDCs, but no significant differences were 
detected between LNs. Moreover, subcutaneous injection of Ni-treated DCs purified from the 
skin-draining LNs induced Ni-allergic inflammation in Ni-sensitized mice. These results demonstrate 
that migratory cDCs in the skin-draining LNs have Ni-binding capability and elicit Ni allergy.

研究分野： 免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、金属アレルギーに対する対処法としては原因金属の曝露を回避すること以外に確立されていない。しかし
ながら、日用品から医療器具に至るまで、多種多様な金属製品に囲まれている現在社会において、この対処法を
完遂することは困難であり、金属アレルギー患者のQOLを低下させることにもつながる。
本研究で明らかしたNi結合性樹状細胞は、金属アレルギーの発症メカニズムの解明において重要な知見であり、
より根本的な治療法・対処法のターゲットにもなり得ると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
金属イオンは、生体内に侵入すると金属アレルギーを引き起こす。様々な抗原金属の内、ニッ

ケル（Ni）は抗原性検査における陽性率の高さなどから最も重要視されている。金属アレルギー
は T細胞依存型の IV 型アレルギーに分類されるが、詳細な発症メカニズムは明らかとなってお
らず、抗原金属の除去以外に有効な対処法が無いのが現状である。 
局所でアレルゲンを取り込んだ樹状細胞（dendritic cell、DC）は所属リンパ節へと遊走する。

DC によって抗原を提示されたナイーブ T 細胞はエフェクター／メモリーT 細胞へと分化し、ア
レルゲン特異的な免疫応答が誘導される（感作相）。その後、アレルゲンに再び曝露されると、
特異的なエフェクター／メモリーT細胞が活性化されアレルギー性反応が誘導される（惹起相）。 
研究代表者の所属する研究室では、マウスモデルを用いて金属アレルギー病態形成機構の解

明に取り組んでおり、グラム陰性菌の菌体成分であるリポポリサッカライド（LPS）をアジュバ
ントとする金属アレルギーマウスモデルを世界に先駆けて報告した（Clin. Exp. Allergy 2007; 
37: 743-751.）。LPS のレセプターは Toll-like receptor 4（TLR4）であるが、ヒト TLR4 は Ni
イオンにより活性化され Ni アレルギー発症に関与することが報告されている（Nat. Immunol. 
2010; 11: 814-819.）。一方、マウス TLR4 は Ni イオンと結合しないことが明らかにされている。
この報告は LPS をアジュバントとする我々のマウスモデルの有用性を支持すると考える。さら
に、他の菌体成分も金属アレルギーのアジュバントとなり得ることも報告し、常在菌を含めた微
生物感染が金属アレルギーの病態形成に重要であることを明らかにしてきた。 
また、生体内に侵入した金属イオンは何らかの自己タンパク質に結合すると考えられている

が、研究代表者らは新規Ni結合タンパク質としてC-X-Cモチーフケモカインの1種であるCXCL4
を同定し、CXCL4 が Ni アレルギーの惹起相および感作相を増強することを見出した（Clin. Exp. 
Allergy 2017; 47: 1069-1078.）。 
しかしながら、金属アレルギー病態形成における本質的な疑問、つまり、「金属抗原がどのよ

うに抗原提示細胞に認識され金属特異的 T 細胞が活性化されるのか？」については明らかとな
っていない。 
 
２．研究の目的 
 
上述した背景のもと、研究代表者らは「金属イオンと結合性を示す細胞が金属イオン特異的免

疫応答の誘導に関与する」との仮説に至った。 
本研究では、主要な抗原提示細胞である DCの Ni 結合性を明らかにすることを目的とした。具

体的には、1)マウスリンパ組織中 DCにおける Ni 結合能、2）Ni 結合性 DC のサブタイプ、3）Ni
イオン刺激によるサイトカイン産生能の変化、および 4）Ni 結合性 DC による Ni アレルギー性
炎症誘導能を解析した。 
 
３．研究の方法 
 
（1）Ni 結合能の解析 
マウス各組織から調整した細胞懸濁液を Niイオン存在下で培養した後，Niイオン特異的蛍光

プローブである Newport Green（NPG）と反応させた。その後，蛍光色素標識抗体で細胞を染色
し、フローサイトメトリーにより各細胞株の Ni結合能を解析した。Ni結合能は以下の様に計算
したΔMFI で示した。ΔMFI＝（Ni 反応細胞における NPG の平均蛍光強度）-（Ni 非反応細胞に
おける NPG の平均蛍光強度） 
 
（2）サイトカイン mRNA 発現量の解析 
マウス各組織から調整した細胞懸濁液を Ni イオン存在下で一定時間培養した。その後，定法

に従い総 RNA を抽出し，cDNA を合成した。各サイトカイン mRNA 発現量は定量 RT-PCR 法で解析
し，βアクチン mRNA 発現量を内部コントロールとするΔΔCT 法により算出した。 
 
（3）Ni アレルギーマウスモデル 
マウスに Ni 溶液（アジュバントとして大腸菌由来 LPS を含む）を腹腔内投与し、Ni感作を行

った。マウスリンパ節より精製した DC 画分を Ni と反応させ Ni-DC とした。コントロールとし
て、Ni を含まない PBS と反応させた PBS-DC を調整した。Ni 感作マウスの耳介に Ni-DC もしく
は PBS-DC を皮内接種し、Ni アレルギー性炎症の指標として、耳介の腫脹を経時的に測定した。 
 
４．研究成果 
 
（1）マウスリンパ節由来 DC における Ni結合能 
皮膚所属リンパ節、顎下リンパ節、腸間膜リンパ節、腸骨リンパ節および脾臓中の DC につい

てNi結合能を解析した。リンパ節中のDCは MHC class IIhiCD11cintの遊走性DCおよびMHC class 
IIintCD11chi の常在性 DC に分類された。ここで遊走性 DC とは末梢組織で抗原を取り込み所属リ
ンパ節へと遊走してきた DC であり、常在性 DCとはリンパ組織中に常在する DCのことである。



脾臓中には MHC class IIintCD11chiの常在性 DC のみが検出された。さらに、遊走性 DC は XCR1+ 
cDC1、XCR1-EpCAM-CD11b+ cDC2、XCR1-EpCAM-CD11b- double negative (DN) cDC および XCR1-EpCAM+ 
ランゲルハンス細胞（LC）に分類された。常在性 DCは XCR1+ cDC1 および XCR1-EpCAM-CD11b+ cDC2
に分類された。皮膚所属および顎下リンパ節中の遊走性 DC は、腸間膜および腸骨リンパ節中遊
走性 DCに比べて有意に高い Ni 結合能を示した。これに対し、いずれのリンパ節および脾臓にお
いても、常在性 DC の Ni 結合能は遊走性 DCに比べ低値であった（図 1）。 

図 1．各リンパ節および脾臓中における遊走性 DC（A）および常在性 DC（B）の Ni 結合能． 
 
（2）Ni 刺激 DC における IL-1β発現の増強 
皮膚所属リンパ節および腸間膜リンパ節から DC画分を精製し、Ni刺激に対する応答性を解析

した。その結果、皮膚所属リンパ節および腸間膜リンパ節由来 DC のいずれにおいても、Niアレ
ルギー発症に必須である IL-1βの発現が mRNA およびタンパク質レベルのいずれにおいても、Ni
刺激により増強された（図 2）。 

図 2．Ni 刺激 DCにおける IL-1β発現の増強．（A）IL-1β mRNA 発現量の解析、（B）フローサイ
トメトリーによる細胞内 IL-1βの解析． 
 
（3）Ni-DC による Niアレルギー性炎症の惹起 
Ni 結合性 DC による Ni アレルギーの誘導を解析した。皮膚所属リンパ節および腸間膜リンパ

節から DC画分を精製し、in vitro で Ni と反応させ Ni-DC を調整した。コントロールとして PBS
と反応させた PBS-DC を調整した。この Ni-DC および PBS-DC を Ni 感作マウスの耳介に皮内接種
したところ、皮膚所属リンパ節由来 Ni-DC を接種した場合でのみ、Ni アレルギー性炎症（耳介
の腫脹）が誘導された。これに対し、腸間膜リンパ節由来 Ni-DC および PBS-DC を接種した場合
では Niアレルギー性炎症は誘導されなかった（図 3）。その一方、Ni-DC に Ni アレルギー感作能
は認められなかった。 

図 3．皮膚所属リンパ節由来 Ni-DC による Ni アレルギー性炎症の惹起 
 
以上の結果から、皮膚所属リンパ節の遊走性 DC は高い Ni 結合能を示し、Ni アレルギー性炎

症の惹起能を有することが明らかとなった。 
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