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研究成果の概要（和文）： 金属アレルギーへの Th2 型免疫反応の関わりを Th2 型免疫反応をよ

り著明に示す GATA-3 遺伝子導入トランスジェニックマウスを用いて検討した。その結果、Th1

型免疫反応を有意とすると考えられていた金属アレルギーの発症機序に、Th2 型免疫反応も関

与していることが示唆されたと共に、GATA-3 遺伝子導入トランスジェニックマウスをは生体材

料の開発に有用なマウスになることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： The precise roles of T helper (Th)1-type and Th2-type cytokine 

responses in nickel (Ni)-induced allergic contact dermatitis have not yet been clearly 

defined. We investigated the involvement of Th2 cytokines in Ni-induced contact 

hypersensitivity reaction using GATA-3 transgenic (Tg) mice. We confirmed the 

participation of Th2-type immune reactions in Ni-induced allergy using GATA-3 Tg mice. 
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1. 研究開始当初の背景 

これまでに我々は、GATA-3 転写因子が Th2 型

アレルギー疾患の制御に重要な役割を担っ

ていることを in vivo に於いて喘息・寄生虫

感染モデルを用いて明らかにした。Th1/Th2

パラダイムの概念に基づいて多くの疾患の

誘導機序が考察されてきたが、我々のこれま

での実験結果からはどちらかへのシフトは

観察されるものの、全身レベルに於いて決し

て Th1/Th2の機能が減弱されておらず正常レ

ベルで維持されていることや Th1/Th2のどち

らかへの偏りは、in vitro での人為的な誘導

により観察される反応であることが示唆さ

れた。また、近年 ES 細胞や iPS 細胞を用い

た再生医療が話題となりその分野においの

研究に大きな進歩がみうけられるが、臨床応

用までにはしばらく時間を要することは事

実である。この問題を解決する手段として、

現在一般的に用いられている方法は生体材

料を用いた代用臓器の開発である。しかし、

生体材料に対する宿主の生体反応が大きな

問題となっている。その生体反応とは、生体

材料を構成する成分、種々の金属に対するア

レルギーで、そのアレルギー反応の低減は生

体材料開発にとって非常に重要な課題であ

る。金属アレルギーはこれまでに Th1 型免疫

反応を介した反応であるとされていたが、

Th1/Th2 パラダイムの概念への疑問から、再

度金属アレルギー反応への Th2 型免疫反応の

関わりを Th2 型免疫反応をより著明に示す

GATA-3 遺伝子導入トランスジェニックマウ

スを用いて、金属アレルギーの発症機序につ

いて検討することを本研究課題の目的とし

た。特に生体材料として注目を浴びている金

属、チタンニッケル合金について検討を加え

た。 

 
 

２．研究の目的 

金属アレルギーは、歯科及び整形外科領域で

頻繁に用いられる生体材料の開発にとって

重要な問題で、その軽減化は必須である。

我々は形状記憶合金（ニッケルチタン）の生

体材料への試みから、ニッケルイオン溶出低

減化に酸素拡散処理を用いた表面改質を行

っている。これまでの研究から、金属イオン

の溶出量(in vitro)とアレルギー誘導能に相

関関係が明らかになったが、その結果が in 

vivo でのアレルギー誘導能に反映されるか

は未だ不明な点が多い。以上の事から、本研

究期間中に①イオン溶出度の異なる酸素拡

散処理試験片（ニッケルチタン合金）のアレ

ルギー誘導能をGATA-3 Tg マウス生体適合性

評価システムを用いて明らかにする。②イオ

ン溶出度と組織内 IL-4 サイトカイン産生

（IL-4 と組織への繊維化の関係が報告され

ている）から見た炎症反応の慢性化について

検討し、研究総括として生体材料開発におけ

る本 GATA-3 Tg マウスの有用性を再確認し、

生体材料による金属アレルギー誘導能の低

減化を進める為の情報を得ることを目的と

する。 

 
３．研究の方法 

1.GATA3-Tg 及びGATA3/TCR-Tg マウスの作製  

当大学施設実験動物施設(高次機能センター

布設)内SPF にてGATA3 遺伝子導入マウ

(GATA3-Tg)は、C57BL/6 マウスと交配する。

その確認は、生後4 週目の各々のマウスの

tailよりgenomic DNA を抽出し、DNA-PCR 法

にてそれぞれのタイプを確認する。 

2.抗原・感作及び惹起方法 

(1)感作抗原に金属ディスク試験片 (Ni, 

Ni-Ti)を用いる。金属ディスク試験片の大き

さは直径4mm 厚さ2mm とし、市販の丸棒材よ

り切り出す。資料の表面は研摩により鏡面状



 

 

態に仕上げる。必要に応じて高温酸化処理

（300-800℃）を施したディスク試験片を作成

準備する。 

(2)ディスク試験片はGATA-3 及びWT マウス

をペントバルビタール(80mg/Kg)で麻酔し、背

部被毛をバリカンにて剃毛する。剃毛部をイ

ソジン消毒液にて消毒後メスにて部分的に切

開し、金属タブレットを皮下に移入する。そ

の後、外科用クリップにて切開部を縫合する。 

(3) 金属ディスク試験片移植後より、1 ヶ月

経過したGATA-3 及びWT マウスの左耳介の皮

内に10μlの金属溶液(1000ppm)を投与し、経

時的に腫脹をdial Thickness gauge にて測定

する。本実験は高次機能センター内実験室で、

マウスにエーテルを吸入させて行う。 

3.抗原惹起部位のサイトカインプロフィール

の検討 

各々の抗原で惹起された耳介組織を摘出し

（惹起後18-24 時間及び72 時間以降）

0.1%Tween20加PBS溶液内で摘出組織を細切し

ホモジナイズする。液体窒素にて凍結融解を

くり返し、さらに超音波にて処理を行い遠心

して上清を回収し、サイトカイン産生量

(IL-4,IL-5, IL-13, IFN-γ)をELISA キット

にて測定する。 

4. 金属種の生体内溶解率の検討 

本実験に用いた、各種金属の腐食度とその表

面加工における関係を明らかにすると共に金

属アレルギー誘発との関係を検討する。金属

試験片の腐食の度合いを検討するために，表

面を走査型電子顕微鏡により詳細に観察し、

孔食の有無と実験条件の関係を明確にする．

孔食の量や大きさに関しては，レーザ顕微鏡

を用いて定量的に評価する。また，酸化処理

による腐食抑制効果を検討して，イオン溶出

度を原子吸光光度計で測定しアレルギー反応

の有無との関係も再度検討を加える。 

 

 
４．研究成果 

(1)GATA-3Tgマウスでは、Ni再刺激後24-72時

間まで対照マウスの約３倍の耳介腫脹(図1)

と総IgE量は約２倍高くなった。他アイソタイ

プについては明らかな違いは認められなかっ

た（図2）。 

 

 

(2)再刺激24時間目の組織内サイトカインは 

IL-4 の増加・IFN-γの減少を認めた（図3）。

この傾向は再刺激1ヶ月まで持続すると共に

強い繊維化が認められた。 

 

(3)組織学的検索に於いて表紙の剥離および

皮膚組織の肥厚が観察された（図4）。 



 

 

 

   左(上,下)：GATA-3,  右(上,下)：WT 

 

(4) この皮膚反応は、CD4+陽性細胞を主体と

する反応であることが、Ti-Ni移植GATA-3 Tg 

CD4+陽性脾臓細胞のRAG2KOマウスへの移入に

より明らかになった（図５, 図6）。 

 

 

 

 

 

(5) 酸素拡散処理試験片では、腫脹は約1/5 

（図7）、総IgE抗体量は低値を示した（図8）。

金属の溶出度は未処理試験片で1/2に減少し

た（表1）。 

 

 

 

 以上の結果、(1)Niアレルギー誘導にTh2型

免疫反応の関与 (2)酸素拡散処理合金の低ア

レルギー誘導が確認され、GATA-3Tgマウスが

低アレルギー誘導能金属開発に有用なモデル

検定系になる可能性が示唆された。 
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