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研究成果の概要（和文）：本研究では、まず、我々が以前に開発したヒト気道上皮細胞株と末梢血単球由来未成
熟樹状細胞（DC）、線維芽細胞株の３種類の細胞を個別のScaffoldで培養後、重ね合わせたDC共培養系を用いて
感作性化学物質で刺激したDCに、さらにアロ反応性ナイーブCD4+T細胞を加える2ステップDC/T共培養系を構築
し、T細胞でのIL-4 mRNA発現増強を指標に皮膚と呼吸器感作性の識別が可能であることを見出した。汎用性改善
のため、ヒト単球細胞株CD14-ML細胞を作製しDC共培養系と2ステップDC/T共培養系に用いると、OX40LとIL-4 
mRNA発現増強を指標に、両者の識別が可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we first established DC coculture system consisting of
 human airway epithelial cell line, immature dendritic cells (DCs) derived from peripheral blood 
monocytes, and fibroblast cell line, which were cultured in individual scaffolds and then overlaid. 
After stimulation with sensitizers, the scaffold containing DCs was moved, attached to the bottom of
 a new plate, and further stimulated with allogeneic CD4+ T cells. This two-step DC/T coculture 
system successfully discriminated respiratory sensitizers from skin sensitizers by preferential 
upregulation of IL-4 mRNA. We also generated human monocyte cell line CD14-ML cells and applied them
 to the DC coculture system and two-step DC/T coculture system. Resultant both systems successfully 
discriminated respiratory sensitizers from skin sensitizers by preferential upregulation of OX40L 
and IL-4 mRNA, respectively. 

研究分野：免疫毒性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
喘息などの呼吸器アレルギーは、重篤になる場合も多く、最悪はアナフィラキシーショックにより死に至る場合
がある。ところが、化粧品業界などで動物実験が禁止される最中、この呼吸器感作性のリスクを事前に予測可能
な動物実験代替法はなく、早急の開発が急務となっている。本研究では、汎用性改善のため、ヒト末梢血単球細
胞株CD14-MLを作製し、ヒト末梢血単球の代わりにこの細胞をDC共培養系やDC/T共培養系に応用すると、ヒト末
梢血単球の時と同様に、呼吸器感作性の識別が可能であることを見出した。今後、感作性化学物質の数を増や
し、より簡単で誰にでもできる評価法にし、OECDのテストガイドライン化を目指していきたい。

※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 
 今日、世界的に動物実験廃止の動きが加速し、化粧品業界を中心に動物実験代替法の開発が盛
んに行われている。化学物質のアレルギー感作性評価法は、これまでにマウスを用いる局所リン
パ節アッセイ（LLNA）などあるが、近年、h-CLAT や IL-8 Luc アッセイ、KeratinoSens 法などの
複数の動物実験代替法が開発されてきている 1。ところが、これら既存の評価法は、感作性の有
害性発現経路（AOP）の初期の Key event (KE) 1〜3 を見てそこから外挿しているので、例えば、
化学物質の取り扱いに対する危機管理体制が全く異なり、手袋着用の皮膚感作性化学物質と、空
調の厳重管理やマスクや防護服の装着が必要な呼吸器感作性化学物質との違いを見分けること
ができない 2。さらに、生体内でのアレルギー発症に一番近い T 細胞の KE4 を反映した方法の
方がより確度が高いと考えられるにもかかわらず、これまでに、T 細胞の活性化や分化誘導を指
標にした代替法は、未だ確立されていない 3。 
２．研究の目的 
我々は、最近、気道上皮細胞株とヒト末梢

血単球より分化誘導した未成熟樹状細胞
（DC）、線維芽細胞株の 3 種類の細胞を、ポ
リスチレン性の多孔質の Scaffold を用いて
それぞれ 3 次元培養した後、順に重ねた 3
次元 DC 共培養系を構築し、Th2 分化に重
要なOX40L発現増強を指標に呼吸器と皮膚
感作性が識別可能であることを見出した
（図 1）4。そこで、本研究では、その DC 層
を取り出し、アロ反応性ナイーブ CD4+T 細
胞を加える 2 ステップ 3 次元 DC/T 共培養
系を構築し、T 細胞の IL-4 発現増強を指標
に両者の識別が可能であるかについて検討
した。さらに、汎用性を改善するため、ヒト
単球由来細胞株 CD14-ML を作製し、プライ
マリーの末梢血由来単球の代わりに使えな
いか検討した。本研究により、汎用性の高い in vitro アレルギー感作性評価法の開発を目指した。 
３．研究の方法 
（１）プライマー末梢血単球由来未成熟 DC とプライマリーアロジェニック CD4+T 細胞を用い
た 2 ステップ 3 次元 DC/T 共培養系 
ヒト気道上皮細胞株 BEAS-2B 細胞と、末梢血単球を IL-4 と GM-CSF で 2 日間刺激し分化誘

導した未成熟 DC、ヒト肺線維芽細胞株 MRC-5 細胞を、Scaffold 内で個別に培養後、これら 3つ
の Scaffold をこの順番で重ねて 24穴プレートインサートの底に装着し、3 次元 DC/T 共培養系を
構築した。次に、3 種類ずつの代表的な皮膚感作性化学物質として、Oxazolon（OXA）と
Formaldehyde (FA)、2,4-Dinitrochlorobenzene (DNCB)を、呼吸器感作性化学物質として、Ortho-
phthaldialdehyde（OPA）と Hexamethylene diisocyanate (HDI)、Trimellitic anhydride (TMA)を用い、
DMSO に溶解後培地で希釈し、一番上の Scaffold に 5 µL ずつ 6箇所に添加後、6~12時間後、DC
の Scaffold だけを取り外し、新しい 24穴プレートの底に置き、そこへ末梢血由来のプライマリ
ーアロジェニック CD4+T 細胞を加え、さらに 5 日間培養した。細胞から RNA を抽出後、RT-
qPCR により、T 細胞の活性化マーカーCD69、Th1 分化マーカーIFN-g、Th2 分化マーカーIL-4 の
mRNA 発現を解析した。次に、T 細胞と 2 日間培養し、IL-2、IFN-g、IL-4 とそれぞれの転写因子
c-Fos、T-bet、GATA-3 の mRNA 発現を解析した。 
（２）末梢血由来単球細胞株 CD14-ML 細胞の作製 
千住先生ら 5の方法に従い、ヒト末梢血から Lympholyte-H を用いた比重分配分離法により単
核球細胞を精製し、CD14 に対する抗体と磁気ビーズを用いて AutoMACS Pro で単球を分離精製
した。次に、精製した単球細胞に、細胞増殖や生存に関わる遺伝子（c-MYC、BMI1、BCL-2）を
導入し、GM-CSF と M-CSF で培養し、高い増殖性を示す単球細胞株 CD14-ML を樹立した。 
（３）単球細胞株 CD14-ML 細胞由来未成熟 DC を用いた 3 次元 DC 共培養系 
ヒト気道上皮細胞株 BEAS-2B 細胞と、単球細胞株 CD14-ML 細胞を IL-4 と GM-CSF で 24時
間刺激し分化誘導した未成熟 DC を、個別の Scaffold 内で培養後、これら 2つの Scaffold をこの
順番で重ねて 24 穴プレートインサートの底に装着し、3 次元 DC 共培養系を構築した。簡素化
のため、ヒト肺線維芽細胞株 MRC-5 細胞は、省いた。次に、3 種類ずつの代表的な皮膚および
呼吸器感作性化学物質を DMSO に溶解後培地で希釈し、一番上の Scaffold に 5 µL ずつ 6箇所に
添加後、9時間後、DC の Scaffold だけを取り外し、細胞から RNA を抽出後、RT-qPCR により、
共刺激分子 CD80 と CD86、Th2 分化誘導に重要な OX40L や、TSLP や IL-25、IL-33 の受容体の
サブユニット TSLPR、IL-7Ra、IL-17RB、ST2 の mRNA 発現を解析した。 
（４）単球細胞株 CD14-ML 細胞由来未成熟 DC とプライマリーアロジェニック CD4+T 細胞を
用いた 2 ステップ 3 次元 DC/T 共培養系 



 

 

ヒト気道上皮細胞株 BEAS-2B 細胞と、単球細胞株 CD14-ML 細胞を IL-4 と、GM-CSF で 24時
間刺激し分化誘導した未成熟 DC を、個別の Scaffold 内で培養後、これら 2つの Scaffold をこの
順番で重ねて 24 穴プレートインサートの底に装着し、3 次元 DC 共培養系を構築した。簡素化
と汎用性の改善のため、ヒト肺線維芽細胞株 MRC-5 細胞は、省いた。次に、3 種類ずつの代表
的な皮膚および呼吸器感作性化学物質を DMSO に溶解後培地で希釈し、一番上の Scaffold に 5 
µL ずつ 6箇所に添加後、6~12時間後、DC の Scaffold だけを取り外し、新しい 24穴プレートの
底に置き、そこへ末梢血由来のプライマリーアロジェニック CD4+T 細胞を加え、さらに 5 日間
培養した。細胞から RNA を抽出後、RT-qPCR により、T 細胞の活性化マーカーCD69、Th1 分化
マーカーIFN-g、Th2 分化マーカーIL-4 の mRNA 発現を解析した。 
４．研究成果 
（１）プライマー末梢血単球由来未成熟 DC とプライマリーアロジェニック CD4+T 細胞を用い
た 3 次元 DC/T 共培養系 
まず、代表的な皮膚感作性化学物質として OXA、呼吸器感作性化学物質として OPA を用い

て、濃度を変えて決めた至適濃度で刺激し、経時的に RNA を抽出し、RT-qPCR を行った。その
結果、OXA 刺激では IFN-g発現増強が選択的に増強され、刺激 2 日後がピークになり、一方、
OPA 刺激では IL-4 発現増強が選択的に増強され、刺激 5 日後が一番高くなった。次に、刺激 2
日後に転写因子の発現増強を調べると、OPA 刺激により Th2 分化の転写因子 GATA-3 の発現増
強が見られた。さらに、上述の 3 種類ずつの代表的な皮膚および呼吸器感作性化学物質で比較す
ると、いずれの呼吸器感作性化学物質でも皮膚感作性化学物質に比べ IL-4 発現増強が有意に見
られた。以上の結果より、この 3 次元 DC/T 共培養系により、IL-4 mRNA 発現増強の違いによ
り、皮膚と呼吸器感作性化学物質の識別が可能である可能性が示唆された 6。 
（２）末梢血由来単球細胞株 CD14-ML 細胞の作製 
ヒト末梢血単球と CD14-ML 単球細胞株を、IL-4 と GM-CSF で 3 日間刺激し未成熟 DC を分化

誘導し、さらに、LPS で刺激し成熟化を誘導し、共刺激分子 CD80 と CD86 と MHC Class I の
HLA-DR 発現を FACS解析により調べた。その結果、CD14-ML 単球細胞株は、ヒト末梢血単球
と同様に成熟化が誘導されることが示された。さらに、LPS と TSLP で刺激する、OX40L 発現
増強も見られた。以上の結果より、CD14-ML 細胞が末梢血由来単球の代わりに使用できる可能
性が示唆された 6。 
（３）単球細胞株 CD14-ML 細胞由来未成熟 DC を用いた 3 次元 DC 共培養系 
プライマー末梢血単球由来未成熟 DC の代わりに、単球細胞株 CD14-ML 細胞由来未成熟 DC

を用いて、さらに、ヒト肺線維芽細胞株 MRC-5 細胞を除いて 3 次元 DC 共培養系を構築し、上
述の 3 種類ずつの代表的な皮膚および呼吸器感作性化学物質で比較すると、いずれの呼吸器感
作性化学物質でも皮膚感作性化学物質に比べ OX40L 発現増強が有意に見られた。さらに、Th2
分化に重要なサイトカイン TSLP や IL-25、IL-33 の受容体のサブユニット TSLPR、IL-7Ra、IL-
17RB、ST2 の mRNA 発現を解析すると、ST2 や TSLPR の mRNA 発現増強も、化学物質によっ
ては同様な傾向が見られた。以上の結果より、CD14-ML 細胞を用いた 3 次元 DC 共培養系が、
OX40L 発現増強の違いにより、皮膚と呼吸器感作性化学物質の識別が可能である汎用性の高い
評価方法になる可能性が示唆された 6。 
（４）単球細胞株 CD14-ML 細胞由来未成熟 DC とプライマリーアロジェニック CD4+T 細胞を
用いた 2 ステップ 3 次元 DC/T 共培養系 
上述の（１）のプライマー末梢血単球由来未成熟 DC の代わりに単球細胞株 CD14-ML 細胞由
来未成熟 DC を用いて、さらに、ヒト肺線維芽細胞株 MRC-5 細胞を除いて 2 ステップ 3 次元
DC/T 共培養系を構築し、上述の 3 種類ずつの代表的な皮膚および呼吸器感作性化学物質で比較
すると、いずれの呼吸器感作性化学物質でも皮膚感作性化学物質に比べ IL-4 発現増強が有意に
見られた。以上の結果より、CD14-ML 細胞を用いた 2 ステップ 3 次元 DC/T 共培養系が、IL-4
発現増強の違いにより、皮膚と呼吸器感作性化学物質の識別が可能である汎用性の高い評価方
法になる可能性が示唆された 6。 
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