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研究成果の概要（和文）：金属が細胞に及ぼす影響を解析することで，金属アレルギー発症の感作機序を解明す
ることを目的とした．培養樹状細胞（DC）にNiを加えて顕微鏡下で観察すると，DCが直接Niを取り込んでいるこ
とが明らかとなった．同様の事象が，上皮シート上でも観察された．Niを取り込んだDCではCD100分子の発現増
強を認め，その下流のRhoAの活性化がみられたことから，この経路が樹状細胞の遊走に関与している可能性が考
えられた．また，Ni刺激で上皮角化細胞上のPlexinB群発現が増加した．以上より感作機序においてプレキシン-
セマフォリンを介した上皮とDCの相互作用が重要な役割を果たしている可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the mechanisms of sensitization phase of
 metal allergy development by analyzing the effect of dental metals upon immune cells. We showed 
dendritic cells (DC) can uptake nickel directly by using fluorescent particles that recognized 
nickel in vitro and same phenomenon was observed in skin. Expressions of CD100, MAPkinase, and RhoA 
in DC stimulated with nickel were increased subsequently. This suggested that these cascades might 
regulate DC’s migration after the uptake of Ni. In addition, expression of plexin B1 and plexin B2 
were increased in keratinocytes stimulated with nickel. Therefore, interactions between plexin Bs 
and CD100 may play an important role in development of sensitization and these interactions have a 
possibility of using for diagnosis or treatment for metal allergy.  

研究分野： 歯科補綴学

キーワード： 歯科用金属アレルギー　樹状細胞　上皮角化細胞
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
歯科用金属に起因する金属アレルギー

（以下，歯科用金属アレルギー）は増加の
傾向にあり歯科的な対応が急がれているが，
その発症機序は未だ解明されていない上に，
アレルゲンとなっている金属が，パッチテ
ストでは特定できないことも問題となって
いる．歯科用金属アレルギーの診断や歯科
的対応を図る上では，本症に関するさらな
る臨床知見の集積とともに発症の分子メカ
ニズムを解明が絶対的に必要である． 
我々はニッケル（以下 Ni）アレルギーモ

デルマウスを解析することで p38MAPK/ 
MKK6 を介して樹状細胞（以下 DC）の活
性化が Ni アレルギー誘発のために必要で
あることを示した①．さらに，このケラチ
ノサイトによって大量に生産される胸腺間
質性リンホポエチン（以下 TSLP）に注目
し，Ni アレルギーが上皮および免疫細胞間
の TSLP/ TSLPR 媒介相互作用によって惹
起され得ることを示した②． 
臨床疫学調査で常に陽性率の高い金属と

してあげられるのは Ni や Pd，Co， Cr，
Hg などである．これらの金属の抗原性の高
さは，貴金属や歯科用金属として日常生活
で接触する機会が高く感作されやすい状況
にあることに加えて，イオン化傾向の高さ
や交差反応を起こしやすいという金属その
ものの特性もあると言われているが，それ
を証明した研究はない． 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では，Ni 等の金属が高い抗
原性を示すメカニズムを免疫学および物理
化学の両面から解明することを目的とする．
いわゆるアレルギー体質と言われるような
生体側の条件に対して個々の生体の特性を
調べることは困難であるが，金属そのもの
の性質・特性に主眼を置き，免疫系を中心
に細胞に及ぼす影響を解析することで，金
属アレルギー発症の感作機序解明を進める
ことができると考える．最終的には，感作
機序の基づく診断・治療法開発の可能性を
模索し，補綴治療の戦略的治療法を構築す
ることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
 (1) 金属抗原に対する細胞の変化・変性
を解析する：金属抗原が直接接触すると考
えられる細胞は，主にケラチノサイトと
DC（樹状細胞）である．金属で刺激した両
細胞の形態変化を観察するために細胞骨格
または細胞膜を染色し，金属が細胞の変性
を誘導しているかどうかを形態的に観察す
る．形態に大きな変化が見られる場合は，
金属によって変性したタンパクがアレルギ
ーの抗原となる可能性がある． 
 (2) 樹状細胞の細胞内金属の確認：金属
抗原を与えた DC 内での金属の挙動，ある
いは細胞の挙動を観察するため，次の実験

を行う．カバースリップ上で培養した DC 
を金属で 48 時間刺激した後，培養液を良
く洗い，固定，樹脂包埋，超薄切して試料
を作製する．走査型電子顕微鏡で DC を観
察し，細胞内を詳細に解析して，細胞内の
金属の有無を確認する．また，同様に刺激
して調整した DC をエネルギー分散型蛍
光 X 線分析装置で解析し，金属の含有の有
無を確認する． 

(3)  金属アレルギー発症患者の組織を解
析し，アレルギーに特異的なT 細胞を探索
する：，徳島大学附属病院においてパッチ
テストで金属アレルギーと診断された患者
の病理組織標本を用いて（徳島大学病院臨
床研究倫理審査委員会承認番号1698），ア
レルギー発症部位に浸潤する細胞をスクリ
ーニング的に染色し，浸潤するT 細胞を順
次解析して，アレルギー発症患者の共通点
を探る．  
 
４．研究成果 
 ニッケル（nickel; Ni）で刺激すると樹状
細胞（dendritic cell; DC）が活性化すること
が報告されているが，その最初の過程にお
いて， DC が食作用により直接 Ni を取り
込んでいるのか，Ni によって変性した何ら
かのタンパクを取り込んでいるのかはこれ
までに明らかにされていなかった．今年度，
我々は Ni を特異的に染色する Newport 
green で DC を染色することによって，Ni
刺激後の DC を顕微鏡下で観察した．Ni で
刺激した後，24 時間後までの DC 内の Ni
の動態を経時的に観察したところ，刺激後
約 3 時間で DC 内に取り込まれている Ni
の量はピークを迎え，その後，徐々に減少
し，12 時間後には消失した（図 1）．また，
Newport green と DC のマーカーとして
MHC ClassII で二重染色した後，フローサ
イトメトリーで動態を解析したところ，同
様の結果を得た．この際，Tunel/PI 染色で
確認したところ，細胞死は観察されなかっ
た． 

図１．DC による Ni の取り込み 
  
刺激後の DC の動態をさらに検討するた

めに，Newport green と活性化に関すると考
えられるいくつかの分子の二重染色により
フローサイトメーターで解析したところ，
Newport green 陽性細胞群で CD100 の発現
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が上昇する傾向がみられた（図 2）． 

図 2．DC 上に発現する CD100 
 
一方，上皮を構成する主要な細胞である

ケラチノサイト（Keratinocyte; KC）のマウ
ス細胞株 Pam2.12 を Ni で刺激してフロー
サイトメーターおよびウエスタンブロット
法で解析したところ，CD100 と相互作用す
るPlexinB1の発現上昇とPlexinB2の軽度上
昇を認めた（図 3）． 

図 3．KC 上に発現する PlexinB1, PlexinB2 
 
そこで，その下流をさらに検討していく

と，DC 上で MAP キナーゼ，特に p38 の活
性化と G タンパク RhoA の活性化を認めた
（図 4）． 

図 4．KC 上で活性化する MAP キナーゼ 
 
次に Ni を投与したマウスの耳介皮膚か

ら上皮シートを作製し，Newport green で上
皮下への Ni の取り込みを観察すると，Ni
投与後 6 時間まで上皮下の細胞に Newport 

green 陽性細胞を多数認め（図 5），その後，
陽性細胞は経時的に減少していく様子が観
察された．それらの陽性細胞は MHC classII
陽性細胞であり，DC と考えられる． 

 
 
 
 
 
 
 

図 5．上皮シート上で確認される DC によ
る Ni の取り込み 
 
金属アレルギー患者の上皮組織を免疫組

織化学でスクリーニング的に解析したとこ
ろ，浸潤するリンパ球は主に T 細胞であり，
さらにアレルギーに関係すると考えられる
分子で染色すると，リン酸化した p38 陽性
細胞の出現がみられ，上記結果と一致する
ものであった．そのほかに共通して陽性を
示したものは TSLP であった．これは，ア
トピー患者の上皮で発現が上昇しているこ
とが報告されているサイトカインで，金属
アレルギー患者の上皮においても同様の結
果が示された．すでに我々は in vitro 実験で，
Ni で刺激した上皮ケラチノサイト上にこ
のTSLPの発現上昇を観察しており，in vivo
でも同様の結果が得られることが確認され
た． 
 
＜引用文献＞ 
① Watanabe, M, Ichikawa T, et al. A Nobel 
DC Therapy with Manipulation of MKK6 
Gene on Nickel Allergy in Mice. PLos One 
2011: e19017 
② Ashrin, NM, Watanabe, M, Ichikawa T, et 
al．  A Critical Role for Thymic Stromal 
Lymphopoietin in Nickel-Induced Allergy in 
Mice. J Immunol． 2014;192, 4025-31 
 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者，研究分担者及び連携研究者
には下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 2 件） 
① 歯科金属アレルギーの現状と展望 
補綴主導の歯科金属アレルギー診療ガイド
ライン策定 
秋葉陽介，渡邉 恵，峯 篤史，池戸泉美，
二川浩樹 
日補綴会誌 Ann Jpn Prosthodont Soc 8 : 
00-00, 2016, 8 巻 (2016) 4 号 p. 327-339 
査読有 
 
② 歯科用金属による金属アレルギーの臨
床病態と補綴学的対応に関する多施設調査 
細木真紀，田上直美，渡邉恵，市川哲雄，
ほか 査読有 

69.3

48 

57.5

24           

42.3

0          

CD 100

H ours

Co
un

ts

 

0

50

100

0 18 24Po
si
tiv

e 
ce

lls
 (%

)

H ours

0

50

100

0 18 24Po
si
tiv
e 
ce
lls
 (%

)

H ours

Plexin B1 Plexin B2

 

0    1    3   6    12   30  m in

ERK

p-ERK

p38

p-p38

 



日本歯科医学会誌第34巻，42-46, 2015 
 
〔学会発表〕（計 7 件） 
① 義歯材料とアレルギー 
渡邉 恵 
日本義歯ケア学会 第 10 回学術大会 
2018 
 
② ニッケルで刺激したケラチノサイトと
樹状細胞におけるPlexin-Semaphorinの動態
解析 
南憲一，渡邉 恵，市川哲雄 
（公社）日本補綴歯科学会 第 126 回学術
大会 2017 
 
③ 基礎研究から見た金属アレルギー 
渡邉 恵 
メタルフリー歯科学会 2016 
 
④ 基礎研究から見た金属アレルギーイン
プラント治療前に知っておくべきリスク 
渡邉 恵 
香川大学インプラント講習会 2016 
 
⑤ 金属アレルギーの病態 
渡邉 恵 
（公社）日本補綴歯科学会第 124 回学術大
会 2015 
 
⑥ 歯科用金属アレルギーと口腔扁平苔癬
組織浸潤細胞の関連 
松島京，植村勇太，南憲一，渡邉恵，市川
哲雄 
（公社）日本補綴歯科学会平成 27 年度中
国・四国支部学術大会 2015 
 
⑦ 金属アレルギーの発症と免疫 
渡邉 恵 
（公社）日本補綴歯科学会関西支部総会・
学術大会 2015 
 
 
〔図書〕（計 0 件） 
 
〔産業財産権〕 
 
○出願状況（計 0 件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
出願年月日： 
国内外の別：  
 
○取得状況（計 0 件） 
 
名称： 
発明者： 

権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別：  
 
〔その他〕 
歯科治療における金属アレルギー 
市川哲雄，細木真紀，田上直美，志賀博，
渡邉恵 
歯界展望 Vol.126, No.5, 2015 
891-917 
 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
市川 哲雄（ICHIKAWA,  Tetsuo） 
徳島大学・大学院医歯薬学研究部・教授 

 研究者番号：90193432 
 
(2)研究分担者 
石丸 直澄（ISGIMARU,  Naozumi） 
徳島大学・大学院医歯薬学研究部・教授 

 研究者番号：60314879 
 
渡邉 恵（WATANABE,  Megumi） 
徳島大学・病院・講師 

 研究者番号：40380050 
 
水頭 英樹（SUITO,  Hideki） 
徳島大学・病院・助教 

 研究者番号：70732915 
 
南 憲一（MINAMI,  Norikazu） 
徳島大学・病院・医員 

 研究者番号：60732914 
 
浜田 賢一（HAMADA,  Kenichi） 
徳島大学・大学院医歯薬学研究部・教授 

 研究者番号：00301317 
 
 
(3)連携研究者 

（   ） 
 

 研究者番号：  
 
(4)研究協力者 

（   ） 
 
 
 


