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研究成果の概要（和文）：金属アレルギー発症過程において，樹状細胞と上皮角化細胞上に発現する細胞遊走関
連因子を解析することで，金属アレルギー発症過程における細胞間の相互作用を明らかにすることを目的とし
た．樹状細胞，上皮角化細胞上ともにNiで刺激すると，上皮角化細胞上ではTSLP，樹状細胞上ではTSLPRの発現
が上昇した．TSLPR siRNAをマウス耳介皮下に注入してNiアレルギーを惹起させると，アレルギー反応は減弱
し，TSLP－TSLPRが金属アレルギー発症に何らかの役割を果たしていることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the interactions between dendritic cells
 and keratinocytes during the development of metal allergy. We focused on the interactions of TSLP 
in keratinocytes and TSLPR in dendritic cells. Expressions of both TSLP and TSLPR in cells 
stimulated with nickel were increased subsequently. Significant decrease of ear swellings was 
observed in mice which were injected with TSLPR siRNA in ear skin before the injection of nickel. 
Therefore, interactions between TSLP in keratinocytes and TSLPR in dendritic cells may play an 
important role in development of metal allergy and these interactions have a possibility of using 
for diagnosis or treatment for metal allergy.  

研究分野：歯科補綴学
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１．研究開始当初の背景 
金属アレルギーは，その認知度の上昇と
ともに患者数が増加しており，特に日常的
に金属を用いる補綴領域では避けることが
できない疾患である．研究代表者が参加し
た平成 24 年度日本歯科医学会プロジェク
ト研究「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」では補綴歯科関連 13施設でアンケー
トとパッチテストを用いた実態調査が行わ
れ，金属アレルギーにおける臨床の現状と
問題点が示された．その中で，歯科用金属
として用いられる頻度の高いパラジウムや
ニッケル（Ni）に対する陽性率が特に高く，
早急な対応が必要であることが示唆された
ものの，本質的な病態解明に至る研究はき
わめて少ない． 
これまでに我々は Niアレルギーモデル
マウスを用いて，アレルギー発症時の KC
の動態を解析した結果，Niの刺激により
KCが胸腺間質性リンフォポイエチン
（TSLP）を大量に産生し，DC上のMKK6
を活性化することで Niアレルギー発症に
関与していることを明らかにした①． 
金属アレルギーを発症する過程で，DC
は金属抗原の刺激情報を得た後，所属リン
パ節に遊走し，T細胞に抗原提示する．DC
の所属リンパ節への遊走は，外来抗原に対
する免疫獲得の最も重要な初期プロセスの
1つであり，所属リンパ節において T細胞
に抗原提示することで T細胞による細胞性
免疫が誘導される．近年，ヒトの細胞を用
いた実験で，DCの遊走に関わる細胞骨格
の再構築に TSLPが直接関与しているとい
う非常に興味深い結果が示された②．これ
はあくまでも in vitroに限局された実験結
果であるが，この結果と我々の研究結果を
併せると，金属アレルギー発症過程におい
て，KCで大量に産生される TSLPが DCの
局所リンパ節への遊走を直接誘導している
可能性が考えられる． 

 
２．研究の目的 
本研究では，金属アレルギー発症過程に
おいて，KC が産生する TSLP と DC 上の
TSLP 受容体（TSLPR）の細胞間相互作用
を詳細に解析することで DC の遊走への
TSLP の影響を検討し，この経路を調節す
ることで金属アレルギーの発症そのものを
制御することを目的とする． 

 
３．研究の方法 
(1)  TSLPによるDC遊走能の変化を検討 
細胞遊走能の変化は，トランスウェルを
用いたケモタキシスアッセイにより検討す
る． 

TSLPを与えてDCを 24時間培養した後，
PBSで洗浄して DCを回収する．トランス
ウェルの上段に DCを播種し，TSLPの残っ
ていない状態での DCの遊走を観察する．6

時間後に下段のチャンバーに移動した DC
の数を測定し，DC の遊走能への影響を検
討する．  
次に，(1)で作製した TSLPR ベクターを

jet PEI mannose試薬を用いてDCに導入し，
上記同様の実験を行い，遊走能が増強する
か否かを観察する． 
 DC の遊走が TSLP/TSLPR によって増強
すれば，TSLP の影響をさらに強く裏付け
るために 1)で構築した siRNAをDCに導入
して上記実験を行い，TSLP/TSLPR を阻害
した細胞で DC の遊走が減弱することを証
明する． 
(2) TSLP による DC の細胞骨格の変化を
観察する 
細胞運動には細胞骨格のダイナミックな
変化が必ず伴う． 
細胞骨格制御の中心的な役割を担うのは
低分子量 Gタンパク質であるが，その中で
も RhoA，Rac1，Cdc42 が時間的，三次元
的に協調して働くことにより細胞が移動
（遊走）することが知られている． 
そこで，TSLPを加えた培養 DC上でのこれ
らの分子の細胞内局在の状態を顕微鏡下で
観察する．また，ウエスタンブロット法で
RhoA，Rac1，Cdc42の活性化状態を解析す
る．さらに(2)の実験同様，TSLP/TSLPR発
現を増強，あるいは減弱した状態で，これ
らのGタンパク質の活性化状態を時間的側
面から解析し，TSLP/TSLPR シグナルが細
胞骨格の変化と細胞移動の速度に与える影
響を検討する． 
(3) アレルギー発症マウスでの DCの動態
を観察する 
以下の実験は，すべてあらかじめ Niで感
作しておいた正常 C57BL/6J マウスを用い
て行う． 
蛍光色素（FITC）で標識し，TSLPRを正
負それぞれに遺伝子改変した DC をマウス
耳介皮下に投与する．その後，耳介に Ni
を塗布してアレルギーを惹起させ，所属リ
ンパ節へ移動した DC の割合をフローサイ
トメーターで解析する．TSLPRの増減に伴
い遊走する DC の割合も増減すると予想さ
れる．  
さらに TSLP siRNA を局所投与して KC
上の TSLP発現を阻害した後， DCの所属
リンパ節への移動を同様に観察する． 
 
４．研究成果 
マウスケラチノサイト株 Pam2.12および
ヒトケラチノサイト株 HaCaT をニッケル
（Nickel;Ni）で刺激して 24時間後の TSLP
発現を観察すると，どちらの細胞株もTSLP
の発現増強を認めた．そこで Pam2.12 に
TSLP siRNA を導入して TSLP の発現を減
弱した後，Ni で刺激すると，MAP キナー
ゼの中でも特に p38の発現の減弱を認めた． 
 樹状細胞（dendritic cells; DC）を Niで刺
激すると TSLPRの発現が増強し，p38およ



び Gプロテイン RhoAの発現増強を認めた
（図 1）． 

図 1. 樹状細胞上に発現する RhoA 
 
そこでケモタキシスアッセイにより，

TSLPを加えて培養した DCの Ni刺激に対
する遊走能の変化を観察したところ，アッ
セイ開始から 6 時間から 12 時間の間に，
Ni刺激群において遊走したDC数の増加を
認めた（図 2）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 2. 遊走した樹状細胞 
 

 
いくつかの金属を染色する蛍光色素

Newportgreen は Ni も染色することで知ら
れているが，TSLPを加えてから Niで刺激
した DCを Newportgreenで染色した後，マ
ウス皮下に投与して，24時間後の頸部リン
パ節に含まれる細胞を観察したところ， 
FITC (Newportgreen)ポジティブの細胞を認
めた（図 3）． 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
図 3. 遊走した Newportgreen陽性細胞 
 
 
次にDCにTSLPR siRNAの導入を試みた
が，導入効率が悪かったため，TSLPR 
siRNAをマウス皮下に注入する in vivo実験
で検討することにした． 
 TSLP siRNAをすでに Niで感作している
マウス耳介皮下に投与し，3 日後，アジュ
バントと共に Ni を耳介皮下に投与してア
レルギーを誘導したところ，耳介皮膚の腫
脹は有意に減弱した（図 4）．同様に，TSLPR 
siRNAを耳介皮下に投与した後にアレルギ
ーを誘導したところ，皮膚の腫脹はわずか
に減弱する傾向がみられた． 

図 4. 耳介腫脹反応 
 

in vitro，in vivoの結果を合わせると，ケ
ラチノサイト上の TSLP とDC上の TSLPR
の相互作用が Ni アレルギーの惹起におい
て重要な役割を果たしている可能性が示唆
された． 
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