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研究成果の概要（和文）：これまで我々は Ni アレルギーモデルマウスを作製して樹状細胞

を中心に解析してきた．本研究では，MKK6 遺伝子を調節することでアレルギー症状の重篤

さをコントロールすることができ，RhoA や Rac1 のような低分子量 G プロテイン発現を調節

することで，アレルギー発症部位への細胞の遊走，あるいは炎症箇所から所属リンパ節への細

胞遊走をコントロールできる可能性が示唆された．  

 
研究成果の概要（英文）：We have analyzed Ni allergy symptoms in focus on dendritic cells 
in the mouse model we produced. In this study, we regulated MKK6 expression and 
activation to regulate Ni allergy symptoms in our mouse model. In addition, we found 
activation of RhoA after the stimulation with Ni. From these data, it may be possible to 
control Ni allergy by regulation of small G-protein in dendritic cells.  
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１．研究開始当初の背景 

歯科材料開発の進展と共に生体親和性の
高い歯科材料が普及してきたが，健康保険上
との兼ね合いにより全ての患者に対しその
ような低アレルギー性材料を用いることが
できないのが現実である．そこで未だ多く用
いられているのが金属であるが，歯科治療と
金属アレルギー発症の強い因果関係は広く
知られるものである． 

金属アレルギーについては，補綴領域を中
心として平成 3 年度科学研究費補助金（総合

研究 A）「金属アレルギーの疫学的調査なら
びにその口腔内使用金属との関連性につい
て」の調査が行われた．これはパッチテスト
を用いた実態調査を主としたものであり，ま
た，その後の研究も，口腔内使用金属の採取，
分析方法の検討に関するものがほとんどで
ある．今後重要なのは，その発症機構を明ら
かにし，正確な診断及び治療方法を確立して
いくことであるが，それに関する実験医学的
な研究は国内外共において極めて少ない． 

申請者は平成 12年より金属アレルギーにお
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ける樹状細胞の役割に関する研究を進めて
おり，抗原提示細胞として生体内で強力な活
性を持つ樹状細胞（Dendritic Cell: DC）が
Niアレルギー発症過程においてMAPキナー
ゼカスケードを介してアレルギー反応を制
御していることを明らかにした．（渡邉，四
国歯誌，第 17 巻，第 1 号，2004，渡邉ら，
アレルギー科，第 15 巻，第 6 号，2003, 臨
床免疫・アレルギー科，第 46 巻，第 3 号，
2006） 

 

イオン化した金属は DC あるいは皮膚およ
び粘膜固有層に局在する DC であるランゲル
ハンス細胞（Langerhans Cell: LC）の蛋白
に結合し，その結合によって活性化した DC・ 

LC が所属リンパ節へ遊走した後 T 細胞に抗
原提示すると考えられている．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． 

この遊走過程にはケモカイン・ケモカイン
レセプターおよびインテグリン等の接着分
子が関与していることがこれまでの研究で
明らかになっている．例えば抗原刺激により
DC が活性化されると DC 上にはケモカイン
レセプターCCR7 が発現し，所属リンパ節に
発現している CCR7 のリガンド CCL19 およ
び CCL21 に引き寄せられて遊走する．  

また G プロテイン RhoA および Rac1 は細
胞の遊走や骨格調整に関わる因子として知
られており，DC では MAP キナーゼと RhoA

がその遊走スピードを調節していることが
明らかとなっている．（Riol-Blanco et al, J. 

Immunology, 2005） 

 

２．研究の目的 

本研究ではこれまでの研究内容をさらに
発展させ，金属，特に Ni アレルギー発症過
程における DC の活性を p38 MAP キナーゼ
カスケードおよび RhoAの調節により制御し，
DC の遊走を調節することで金属アレルギー
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) RhoA，Rac1 発現ベクターの構築 

 マウス細胞上で発現するRhoAおよびRac1

アデノウイルスベクターを作製する． 

 

(2) 樹状細胞株への遺伝子導入 

 ・over expression 系：アデノウイルスベ
クターを用いて DC に MKK6（構築済み），
RhoA あるいは Rac1 遺伝子を導入する． 

・knock out 系：jet PEI mannose 試薬を
用いて DC に MKK6 siRNA（構築済み），
pRK5-RhoA-myc ，pRK5-Rac1-myc（供与）
を導入する．DC への pRK5-RhoA-myc ，

pRK5-Rac1-myc 導入が困難である場合，
RhoA，Rac1 の binding domein である
GFP-RBD，GFP-PBD（供与）を導入する．
もしくは RhoA，B，C のインヒビターであ
る C3-Toxin-permeable を用いることも可能
である． 

上記 2系にて得られたDCをNiで刺激し，
ケモカイン（CCR7）発現，サイトカイン産
生能（IL-12，IFNα，β，γ）を ELISA 法，
RT-PCR 法，フローサイトメトリー，ウエス
タンブロット法にて解析する． 

さらに RhoA，Rac1 遺伝子改変後の DC

における MKK6 の発現状況，また MKK6 遺
伝子改変後の DC における RhoA，Rac1 の
発現状況を併せて解析し，シグナル間相互作
用を検討する． 

 

(3) DC 遊走能の検討 

 (2)で得られた DC を用いてトランスウェ
ル上で Ni 刺激に対する migration assay を
行う． 解析は移動時間および移動細胞個数
両面から行う． 

 

(4) T 細胞の増殖能解析 

2)で得られた DCを正常 C57BL/6J雌マウ
スより抽出した T 細胞と共培養する．48 時
間後，培養上清に Ni を加え T 細胞を刺激す
る． 72 時間後， T 細胞の増殖反応を
3H-thymidine の取り込みにより測定する．
また培養上清中の IL-2，IL-4，IL-10，IFN-

γ量を ELISA 法にて測定する． 

 
(5) アレルギー発症マウス全身検索 

MKK6， RhoA， Rac1 遺伝子改変 DC を
それぞれ 48 時間 Ni で刺激した後，正常
C57BL/6J雌マウス腹腔に投与して感作する．
2 週間後，Ni を耳介皮下に投与し，48 時間
後に耳介腫脹反応を測定してアレルギー発
症の有無，増悪あるいは軽減の有無を検討す
る．MKK6 強発現 DC 投与群ではアレルギ
ー反応の増悪，MKK6 発現抑制 DC 投与群
ではアレルギー反応の軽減がみられるはず
であるが，RhoA および Rac1 強発現群でも
アレルギー反応が増強することが予想され
る．また，MKK6・RhoA，MKK6・Rac1

の co-transfection 群では症状のさらなる増
悪，あるいは短時間でのアレルギー発症が期
待される． 実験に用いられた全てのマウス
は免疫組織科学あるいは蛍光抗体法等を用
いて光学顕微鏡下で病理組織学的に観察す
る．（設備現有） また所属リンパ節（頸部）
細胞および脾細胞におけるケモカイン発現，
炎症性サイトカイン発現パターンを ELISA

法，RT-PCR 法，フローサイトメトリー，免
疫組織科学，あるはウエスタンブロット法に
て検索し，MKK6，RhoA，Rac1 遺伝子改変
の影響を検討する．（設備現有） 



 

 

 
４．研究成果 
(1) In vitro で Ni を添加した DC 上に発現
する RhoAの活性化をウエスタンブロット法
と ELISA 法で検討した． 

 その結果，DC 上では Ni 添加後 3～6 分で
RhoA の活性化が最大値を示した． 

 
 
 
 
 
 
  

図 1．RhoA の活性化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．RhoA の活性化 
 
 
(2) MKK6 遺伝子導入した DC を Ni で刺激
した後，C57Bl6 雌マウス腹腔に移入してア
レルギーを発症させた． 
 耳介腫脹量を測定したところ，MKK6 今日発
現群で有意な耳介腫脹量を認めた（図 3）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. 耳介腫脹量 
 
同マウスの耳介組織標本を作製し，病理組

織学的に検討したところ，MKK6 遺伝子導入
群では上皮下の炎症反応が強く，コントロー
ル群と比較して浮腫，リンパ球浸潤，毛細血
管の増生を認めた（図 4） 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. 耳介マクロ写真と組織標本写真 
 
(3) 次に MKK6 遺伝子発現を抑制する条件
下で同様の実験を行った．その結果，MKK6

遺伝子ノックアウト群では耳介腫脹量が有
意に減少した（図 5）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5. 耳介腫脹量 
 
 また，同マウスの耳介組織標本を観察した
ところ，コントロール群と比較して上皮下の
炎症反応が著しく改善されていた（図 6）． 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6. 耳介組織標本写真 

 
(3) Ni 刺激後の細胞遊走に関わると考えら
れる因子を検討したところ， Ni で刺激した
DC 上では Integrin の発現が増強しているこ
とが明らかとなった（図 7）． 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7. 耳介組織標本写真 
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