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研究成果の概要（和文）：パラジウムアレルギーの発症の分子機構の解明を行った。抗原提示細胞の細胞培養の
環境下で、パラジウム溶液を添加すると、抗原提示細胞上のMHC class Iの発現低下と再発現が起こることを発
見した。また、MHC class Iの発現低下と発現回復の過程で、抗原ペプチドに変化があり、通常発現しないはず
のペプチドに置換されることを見出した。さらに、パラジウムによる抗原ペプチド置換によりアレルギー抗原が
発現し、アレルギー性T細胞が活性化されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We elucidated the molecular mechanism of the onset of palladium allergy. In 
vitro culture condition, we found that when antigen-presenting cells were added with a palladium 
solution, MHC class I expression was reduced and re-expressed on the antigen-presenting cells. It 
was also found that the antigenic peptide was changed in the process of expression reduction and 
recovery of MHC class I, and was replaced with a peptide that should not be normally expressed. 
Furthermore, it was clarified that allergic antigens are expressed and allergic T cells are 
activated by antigen-peptide substitution with palladium.

研究分野：基礎歯学

キーワード： アレルギー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでパラジウムアレルギーの病因は不明だったため、パラジウムアレルギーの治療は、原因金属の置換や抗
炎症薬投与などの対症療法にとどまっていた。本研究での成果をもとに、パラジウムによるMHCクラスIの一過性
の細胞内在化を抑制すること、抗原ペプチドの置換を防ぐこと、などで、パラジウムアレルギーの新しい治療法
が開発できると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 歯は自己再生能力がないため、う蝕や歯周病などで歯の保存、修復が必要になると、欠損部分

は保存修復治療や補綴治療になる場合が多い。その場合、金属やレジンなどの生体材料を用いて

治療がなされ、患者の QOL を高めてきた。しかしその一方で、金属炎症やアレルギーなどの副作

用も報告されている。歯科治療の生体金属材料として、パラジウムが広く用いられている。パラ

ジウムは、材料学的には安定な貴金属であるため、金属アレルギーを引き起こす理由が不明であ

った。我々は、パラジウムアレルギーの研究を進め、これまで、動物実験モデルを開発し（Sato 

et al. Clin Exp Allergy 2007）、この動物モデルを用いた養子移入の実験により、金属アレル

ギーが T細胞による疾患であることを証明した（Kawano et al. Plos One 2014、Iguchi et al. 

Int Immunophamacol 2016）。 

 次に、パラジウムアレルギーの原因となる T細胞受容体を特定するため、独自に開発した遺伝

子特異的非バイアス増幅法を用いて、マウス金属アレルギーモデルでパラジウムに反応する T細

胞受容体解析を行った。その結果、T細胞受容体α鎖、TRAV7-TRAJ22 がパラジウムに反応する

T細胞受容体であることが明らかとなった（Takeda et al. Int. J. Mol. Sci 2017）。 

 

２．研究の目的 

そこで、これまで我々の実験動物を用いた金属アレルギーの研究を発展させて、診断・治療に役

立つ金属反応性 T細胞受容体を特定しようと考えた。本研究は、我々が開発した T細胞受容体解

析技術を用いて、パラジウム反応性 T細胞受容体を特定して新規診断・治療法の開発基盤を構築

することを目的とした。 

この目的を達するために以下、検討した。 

① T 細胞受容体α鎖遺伝子導入マウスの作成による T細胞受容体β鎖の特定 

② 抗原提示細胞上の MHC と T細胞受容体との関係の解析 

 

３．研究の方法 

１）金属特異的 T細胞受容体の遺伝子を導入した遺伝子改変マウスの作成 

 T細胞受容体TRAV7-TRAJ22について、次世代シークエンサーで用いたcDNAライブラリーから、

遺伝子クローニングを行った。アクチンプロモーターの下流に TRAV7-TRAJ22 遺伝子を組み込ん

だプラスミドを構築した。マウス受精卵にこの遺伝子をマイクロインジェクションしたのち、子

宮内移植をして、遺伝子改変マウスを作成した。この遺伝子改変マウスは、C57BL/6 マウスと交

配し、TRAV7-TRAJ22 遺伝子が発現している仔マウスを得たことから、遺伝子改変マウスの樹立

を確認した。マウス末梢血を採取して TRAV7-TRAJ22 遺伝子発現を確認後、遺伝子改変マウスと

して実験に供与した。 

２）パラジウムアレルギー動物モデル 

マウスアレルギーモデルを用いて実験に供した（Sato et al. 2007, Iguchi et al. 2016）。マウス

腹腔内に塩化パラジウム溶液とリポ多糖溶液を接種したのち、10 日後に再度、塩化パラジウム

溶液を足蹠に接種することでアレルギーを誘導した。 

３）培養細胞株への T細胞受容体遺伝子導入 

T細胞株（TG40）を用いて、Ｔ細胞受容体α鎖として、TRAV7-TRAJ22 遺伝子を強制発現させた

遺伝子導入細胞株を作成した（TRA7-TG40）。この細胞株に、T細胞受容体β鎖遺伝子ライブラリ



ーを組み込んだプラスミドを用いて、遺伝子導入を行った。 

４）抗原提示細胞株の調整 

樹状細胞株 DC2.4を抗原提示細胞株として実験に供試した。また、マウス骨髄細胞を M-CSF含

有培地で培養して抗原提示細胞に分化させた後これを回収して、マウス抗原提示細胞として実

験に供試した。 

５）抗体を用いたフローサイトメトリーによる検出 

蛍光抗体法により対象となる細胞を染色して、細胞を洗浄後、フローサイトメトリーにて検出を

行った。 

５）ペプチド解析 

DC2.4細胞を培養して、パラジウム溶液による刺激の有無により群分けして細胞を回収した。回

収した細胞を溶解した後、抗 MHC class I抗体により、免疫沈降を行った。この免疫沈降したサ

ンプルを回収して、質量分析装置にてペプチド解析を行った。 

 

４．研究成果 

１）金属特異的 T細胞受容体の遺伝子を導入した遺伝子改変マウス 

TRAV7 遺伝子改変マウスと野生型マウスを対象にパラジウムアレルギーを誘導して、足蹠の腫

脹を検討した。野生型マウスにおいて、アレルギー誘導後、24 時間をピークに足蹠に腫脹が認

められた。約 72時間後まではっきりとした腫脹が認められ、1週間後には、腫脹はもとに戻っ

ていた。TRAV7遺伝子改変マウスにおいては、アレルギー誘導後、24時間をピークに、野生型

同様の腫脹の時間経過をとった。野生型との比較において、TRAV7遺伝子改変マウスでは、24

時間後の時点で、野生型の足蹠の約 1.5倍の腫脹を認めた。48時間後においても、同様に TRAV7

遺伝子改変マウスでは野生型よりも腫脹が大きかった。72時間後には、野生型マウスと TRAV7

遺伝子改変マウスでの腫脹の差はほとんど認められなくなった。この結果から、TRAV7 遺伝子

改変マウスでのパラジウムへの反応性が高くなっていることが判明し、T細胞受容体 TRAV7は、

アレルギーを引き起こす病原性 T細胞の受容体の１つであることが明らかとなった。 

 

２）T細胞受容体の特定 

病原性 T細胞の T細胞受容体のα鎖が、TRAV7 であることが明らかになったが、β鎖については

未だ不明である。そこで、パラジウムアレルギーを誘導した TRAV7 遺伝子改変マウスから、T

細胞を取り出し、T細胞受容体のβ鎖を第三世代免疫受容体解析法により解析を行った。しかし、

T細胞受容体のβ鎖を特定することができなかった。 

そこで、T細胞培養株 TG40 を用いて、T細胞受容体β鎖の特定を試みた。TG40 に、TRAV7を

遺伝子導入した細胞株（TRAV7-TG40）を作成した。この細胞株に T細胞受容体β鎖の cDNAラ

イブラリーを組み込んだプラスミドを用いて遺伝子導入を行った（TRBV-TG40）。抗マウス T細

胞受容体抗体は、T細胞受容体β鎖を認識する。また、T細胞受容体は、α鎖、β鎖がそろって

細胞表面に発現することから、蛍光標識抗マウス T細胞受容体抗体を用いて、T細胞受容体の遺

伝子導入がきちんと行われているかを検証した。その結果、T細胞受容体の遺伝子導入はきちん

と行われ、α鎖、β鎖がそろって細胞表面に発現している可能性が高いことが判明した。 

TRBV-TG40細胞群と、DC2.4を用いた抗原提示細胞とを共培養して、パラジウム溶液の添加

で活性化する TRBV-TG40細胞を検出して、T細胞受容体β鎖の特定を進めた。活性化マーカー

として、CD69 を用いた。TRBV-TG40 細胞群では、パラジウム溶液の添加により、CD69 の発

現が上昇する細胞が 2－3％存在することが明らかとなった。そこで、この細胞をフローサイト



メトリー法によるソーティングにより分離して、クローニングを進めた。数回、細胞分離を試み

たものの、パラジウムに反応する細胞集団のクローニングは難しく、本研究期間内でのクローニ

ングはできなかった。そのため、T細胞受容体β鎖の特定はできなかった。 

 

３）MHCとの相互作用 

これまで、マウス T 細胞と抗原提示細胞との共培養の実験において、パラジウム溶液を添加す

ると T細胞の反応が変化することを見出した。この現象を明らかにするために、OVAペプチド

を提示する抗原提示細胞を用意し、OVA ペプチドに反応して増殖する T 細胞である OTIT 細胞

を用いて検証を行った。OT-I T細胞は蛍光色素である CFSE用いて標識して、OVAペプチドを

提示する抗原提示細胞と共培養し、T細胞の増殖を指標にパラジウム溶液の添加の有無による影

響を検討した。その結果、パラジウム溶液の添加により、OT-I T細胞の増殖が減弱することが判

明した。さらに、この細胞培養系において、OVAペプチドと MHC class Iを同時に認識するモ

ノクローナル抗体、25D1.16を用いて、抗原提示細胞を染色したところ、パラジウム溶液の添加

により、染色性が低下したことから、OVAペプチドと MHC class Iの発現の低下、あるいは、

OVAペプチドの変化が考えられた。 

 

４）パラジウム溶液添加によるペプチドの変化 

パラジウム溶液を加えることにより、ペプチドと MHC の複合体に何らかの変化が起こること

が判明したため、まず、MHCの発現の変化を観察した。その結果、抗原提示細胞にパラジウム

溶液を加えるとMHC class Iの発現が一過性に低下することが明らかとなった。このMHCの

発現低下は、約 2時間でMHCに発現は完全ではないものの回復した。 

次に、パラジウ

ム溶液を加える前

後で MHC＋抗原

ペプチドについ

て、質量分析法に

よりペプチド解析

を行った。その結

果、H-2Kb上のペ

プチドは、パラジ

ウムを加えると新

たに発現するもの

は 533、パラジウムの添加の有無で変化がないものは 450、パラジウムを加えないときのみに発

現するペプチドは 117であった。 

また、MHCの発現低下と再発現により、ペプチドの置き換えが起こっている可能性があるた

め、抗原提示細胞の膜の流動性を止め、MHCの発現低下と再発現を阻害した場合のペプチドの

プロファイルを検討した。膜の流動性を止めることで、H-2Kb 上のペプチドは、パラジウムを

加えると新たに発現するものは 78、パラジウムの添加の有無で変化がないものは 473、パラジ

ウムを加えないときのみに発現するペプチドは 10であった。このことは、MHCの発現低下と

再発現により、パラジウムを加えると新たに発現するペプチドが圧倒的に多くなること、膜の流

動性の低下により新たに発現するペプチドが減少することから、MHCの発現低下と再発現によ

り、ペプチドの置き換えが起こっていることが明らかとなった。 



 

 以上の結果から、パラジウム溶液を加えることにより、抗原提示細胞上のMHCの発現低下と

再発現が起こること、MHC が再発現する過程で抗原ペプチドが置き換わること、そのことが、

パラジウムアレルギーを引き起こす原因であることが明らかとなった。 
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