
東北大学・加齢医学研究所・非常勤講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)（一般）

2018～2015

金属アレルギー動物モデルを用いた予防・診断法の開発研究

Studies on prevention and diagnosis using the animal model of metal allergy

５０６２５０４３研究者番号：

佐藤　直毅（SATO, NAOKI）

研究期間：

１５Ｋ１１１９２

年 月 日現在  元 １２ １１

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：金属アレルギーはT細胞が主体のアレルギーと考えられているが、その病態について
は不明な点が多い。これまで、我々は、金属アレルギー動物モデルを開発し研究を進めてきた。本研究では、こ
の金属アレルギー動物モデルを用いて、金属アレルギーの新たな診断・予防法の開発基盤の確立を目的としてい
る。
パラジウムアレルギーにおいて、ヒスタミンの関与が明らかになり、抗ヒスタミン薬が効果があることが判明し
た。この成果は、ヒスタミンが診断・治療法を開発するうえでの標的分子の候補の一つとなり得ると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Metal allergy is considered to be mainly T cell dependent diseases, but the 
pathological condition is unclear. So far, we have developed the animal model of metal allergy. In 
this study, we would like to establish the development of new diagnostic / preventive methods for 
metal allergy using the animal model.
We found that histamine was involved in palladium allergy, and the medicine of antihistamine was 
effective in palladium allergy .These results indicate that histamine is one of the candidate target
 molecules for developing diagnostics and therapeutics.

研究分野：アレルギー

キーワード： アレルギー　ヒスタミン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
金属アレルギーは、その病態がよくわかっておらず、また、パッチテストなど診断法が限られていること、また
治療法もステロイドなどの対照療法であることから、新たな診断・予防・治療法の開発が求められてきた。本研
究により、パラジウムアレルギーにおいて、ヒスタミンの関与が明らかになり、抗ヒスタミン薬が効果があるこ
とが判明した。本研究の学術的意義は、金属アレルギーには抗ヒスタミン薬が治療薬として使える可能性を示し
たこと、ヒスタミンが診断・治療法を開発するうえでの標的分子の候補の一つとなり得ることを示した点であ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 金属アレルギー研究はこれまで患者サンプルを用いて、細胞培養による研究が主流であった。
そのため介入研究が行われず、金属アレルギーの発症機序の詳細については未だ不明のままであ
る。金属は、人工生体材料として用いられており、これら金属生体材料は患者の Quality Of Life
を満してきた。しかし、ごく一部の患者においては金属アレルギーが発症するなど問題を抱えて
いる。 
 金属アレルギーは、金属から溶け出した金属イオンが生体内タンパクと結合することにより抗
原となっておこる疾患と考えられている。アレルギーの分類においては、IV 型アレルギーに分
類されており、T細胞が主体の疾患とされている。 
 しかしながら、前述のように、介入実験が進んでいなかったため金属アレルギーの病態や発
症機序はよくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
  生体金属材料による金属炎症やアレルギーの発症機序はよくわかっていない。そのためには、
実験動物を用いた介入実験が必要であり、その結果に基づいた、予防・治療法を開発する必要が
ある。 
 したがって本研究では、実験動物を用いた金属アレルギー研究を行い、金属アレルギーの新た
な診断・予防・治療法の開発基盤の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）金属アレルギーの誘導 
塩化パラジウム溶液（10 mM）とアジュバントである LPS（lipopolysaccaride）（10 μg/ml）の
混合溶液を野生型マウスの腹腔内に投与して感作を行った。感作は 7日空けて 2回行った。感作
後７日目にマウスの足蹠に塩化パラジウム溶液のみを皮内投与して金属アレルギーを足蹠に惹
起した。対照として、足蹠に塩化パラジウム溶液のみを皮内投与したマウス（惹起のみ）を置い
た。惹起後、経時的にピーコックダイアルチックネスゲージにて足蹠の腫脹を測定した。 
 さらに、腫脹した足蹠を採取、凍結標本とした後、通法により、ヘマトキシリン・エオジン染
色を行って病理標本とした。 
 
２）ヒスタミン受容体の検出 
 パラジウムアレルギーを誘導したマウスから、所属リンパ節を採取し、リンパ球を分離した。
対照群として、足蹠に塩化パラジウム溶液のみを皮内投与したマウスを置いた。対照群のマウス
も同様にリンパ節を採取し、リンパ球を分離した。 
 それぞれの群のリンパ球から、RNA 抽出キット、RNeasy lipid tissue kit (QIAGEN)を用い total 
RNA を抽出した。これら、total RNA を基に、定量的 RT-PCR 法にて、ヒスタミン受容体（H1R）
を検出した。 
 定量的 PCR 法については、サイバーグリーンを用いる方法を用い、通法通り、実験を実施した。
また、ハウスキーピング遺伝子として GAPDH も測定し、GAPDH の値で H1R の発現量を補正した。 
 
３）パラジウムアレルギーにおける抗ヒスタミン薬の効果 
 前述のように、パラジウムアレルギーを誘導した。感作日を 0日目とすると 2回目の感作日は
7日目となり、惹起日は 14日目となる。 
 抗ヒスタミン薬は、オロパタジン塩酸塩を用い、投与濃度は、マウス体重当たり 1 mg/kg とし、
腹腔内投与を行った。投与日程は、0日目、7日目、13、14、15、16 日目に行った。 
 足蹠の腫脹の測定は、14日目から始め、経時的に 72 時間（16日目）まで行った。 
 
４）T細胞に対するヒスタミンの効果 
 T 細胞に対し、ヒスタミンがどのような効果を持つのか、否かを検討するため、まず T細胞を
濃縮した。脾臓からリンパ球を採取し、B細胞を BigMag Goat anti-mouse IgG (QIAGEN)を用い
て除去した。 
 これをサンプルとして、anti-CD3 antibody と anti-CD28 antibody が結合したビーズを IL-2
（30 U/ml）とともに 3日間培養した。ヒスタミン刺激群には、ヒスタミン（30 μmol/L）を加
えて、24 時間培養した（培養 2日目に添加、培養 3日目に測定）。オロパタジン添加群では、培
養 2日目にヒスタミンを加え、培養 3日目にオロパタジン塩酸塩溶液を（300 nmol/L）の濃度で
加えて、4時間後に測定した。 
 T 細胞に対するヒスタミンの効果を調べるため、T細胞から産生される IFN-γを測定した。 
 上記の培養細胞を回収し、GolgiStop（BD Biosciences）の存在中で PMA と Ionomysin で再刺
激を行い、5時間後、再度細胞を回収した。この細胞を蛍光標識した抗 CD8 抗体、抗 CD4 抗体で



表面抗原を染色し、次いで、細胞を固定、および透過処理した。続いて、経口標識した抗 IFN-
γ抗体を用いて染色した。これら細胞を洗浄して、FACS Canto II （BD Biosciences）にて解析
を行った。 
 
５）TCR 解析 
 パラジウムアレルギー誘導群、パラジウムアレルギーを抗ヒスタミン薬で治療した治療群、塩
化パラジウム溶液のみを接種した対照群の 3群をそれぞれ準備した。 
 各群の惹起後 24 時間、72 時間の時点で、所属リンパ節、脾臓を回収し、サンプルとした。こ
れらサンプルから、通法通り、total RNA を抽出し、cDNA 合成を行った。非バイアス遺伝子増幅
法を用いて、バイアスがかからないように T細胞受容体のみを増幅し、ライブラリー調整を行っ
た。続いて、次世代シークエンサーを用いてシークエンスを行った。 
 これらシークエンスデータについて、TCR 解析を行った。 
 
６）パラジウム刺激による T細胞の活性化 
 脾臓からリンパ球を採取し、B細胞を BigMag Goat anti-mouse IgG (QIAGEN)を用いて除去し
て T細胞を濃縮した。これをサンプルとして、IL-2（30 U/ml）とともに 3日間培養した。パラ
ジウム刺激群には、塩化パラジウム溶液を各濃度 100μM, 200μM, 500μM、添加して、培養し
た。培養後、細胞を回収し、前述のように T 細胞から産生される IFN-γをフローサイトメトリ
ー法により検出した。 
 
４．研究成果 
１）金属アレルギーの誘導 
 金属として歯科で広く用いられているパラジウムに着目し、パラジウムに対するアレルギーに
ついて解析した。マウスに LPS と塩化パラジウム溶液を接種して 2回感作したのち、足蹠にパラ
ジウム溶液を接種してアレルギーを誘導した。24 時間後に足蹠の腫脹が最大となり、72 時間後
でも腫脹が認められた。さらに、ヘマトキシリン・エオジン染色による病理標本の解析では、リ
ンパ球の浸潤がみとめられ、ヒト金属アレルギーに極めて類似した像が得られた。これらの結果
から、本実験によるマウスの足蹠の腫脹は金属アレルギーであると判断できた。 
 
２）ヒスタミン受容体の検出 
 パラジウムアレルギーを誘導したマウスから所属リンパ節を回収、リンパ球を分離後、total 
RNA を抽出し、RT-PCR 法によって、ヒスタミン受容体の検出を試みた。 
 その結果、驚くべきことに、パラジウムアレルギー誘導群では、ヒスタミン受容体である H1R
が発現誘導されていることが明らかとなった。 
 金属アレルギーは、T細胞主体のⅣ型アレルギーに分類され、遅延型アレルギーと考えられて
いる。ヒスタミンは、I型アレルギーにおいて、エフェクター分子として作用することが知られ
ている。その機序は、抗原と結合した IgE 抗体がマスト細胞に結合することにより、マスト細胞
からヒスタミンが産生され、そのヒスタミンが、炎症やアレルギー症状を引き起こすと考えられ
ている。このことから、T細胞にヒスタミン受容体が発現することはあまり想定していなかった。
しかし、この結果は、ヒスタミンが、最終のエフェクター分子としてではなく、その上流でリン
パ球に作用している可能性を示唆している。 
 

 
 図１ ヒスタミン受容体の検出 
 
３）パラジウムアレルギーにおける抗ヒスタミン薬の効果 
 パラジウムアレルギー動物モデルを用いて、抗ヒスタミン薬であるオロパタジン塩酸塩を投与



したところ、パラジウムアレルギーの症状である、発赤、腫脹が抑制できることが判明した。ヒ
スタミンは I型アレルギーに関与することが知られ、これまで IV 型アレルギーである金属アレ
ルギーにおいてはヒスタミンの関与は懐疑的であった。しかし本研究により、IV 型アレルギー
においてもヒスタミンが関与していると考えられた。 
 
４）T細胞に対するヒスタミンの効果 
 ヒスタミンによる炎症性反応の誘導機序など分子生物学的な関与を明らかにしていくため、in 
vitro 培養実験系を用いて、ヒスタミンと T細胞の相互作用を検討した。 
 in vitro 培養実験系で、T細胞の培養中にヒスタミンを加え 24 時間培養し、これをヒスタミ
ン刺激群とした。オロパタジン添加群では、培養 2日目にヒスタミンを加え、培養 3日目にオロ
パタジン塩酸塩溶液を加えてその効果を測定した。 
 ヒスタミン刺激群では、T細胞からの IFN-γ産生が認められた。それに対し、オロパタジン
添加群では、T細胞からの IFN-γ産生が抑えられていることが判明した。この結果は、ヒスタ
ミンが T 細胞上の H1R に作用し、T 細胞を活性化していることを意味している。また、オロパ
タジン塩酸塩は、HIR を阻害することで、T細胞の活性化を抑制していると考えられた。 
 このことは、パラジウムアレルギーにおいて、ヒスタミンは T細胞に作用することが明らかと
なった。 
 
５）TCR 解析 
 パラジウムアレルギー誘導群、パラジウムアレルギーを抗ヒスタミン薬で治療した治療群、塩
化パラジウム溶液のみを接種した対照群の 3群を準備して、TCR 解析を行った。 
 パラジウムアレルギー誘導群では、ある特定の TCR の頻度が上昇していることが確認された。
さらに、抗ヒスタミン薬であるオロパタジン塩酸塩により治療した群では、アレルギーで上昇し
た TCR の頻度が、減少していることが判明した。 
 この結果は、パラジウムアレルギー特異的な TCR が存在すること、そして、その TCR は、抗ヒ
スタミン薬で減少することから、アレルギーを引き起こす病原性 T細胞がもつ TCR である可能性
を示唆していると考えられた。 
 
６）パラジウム刺激による T細胞の活性化 
 パラジウムを用いた金属アレルギーにおいて、ヒスタミンは T細胞に作用する可能性が判明し
た。このことを詳細に検討するためには、in vitro 細胞培養実験系の確立が必須である。そこ
で、in vitro 細胞培養系に塩化パラジウム溶液を加え、直接的に T 細胞の活性化を観察しよう
と試みた。しかし、塩化パラジウム溶液など金属溶液は、細胞培養系に加えると毒性を示すこと
が新たにわかり、金属溶液の濃度決定が難しいこと、培養細胞の培養条件が難しいことから、実
験期間中には結果を示すことができなかった。 
 

 
 
   図２ 金属アレルギーとヒスタミンの関係 
 
 本研究では、パラジウムアレルギーにおいて、ヒスタミンの関与が明らかになり、抗ヒスタミ
ン薬が効果があることが判明した。本研究目的である、金属アレルギーの診断・予防法を開発す



るという点を踏まえると、この成果は、ヒスタミンが診断・予防法を開発するうえでの標的分子
の候補の一つとなり得ると考えられた。 
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