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研究成果の概要：BALB/c マウスに、ハプテンを塗布して用いて接触過敏反応(CHS)をマウス
の耳介に惹起させその厚さを測定するとともに、惹起相で炎症局所に浸潤するリンパ球のフェ

ノタイプ（CD4,CD8,CD25）の経時的な変化を免疫組織化学的に解析した。CD25陽性細胞は
6 時間後より認められたが 24 から 72 時間後にかけて増加傾向が認められた。一方、Foxp3 
mRNAの発現を real time RT-PCRで測定したところ、その発現は惹起後 6時間後より認めら
れ、24 時間後から 72 時間後にかけて強くなった。以上の経過より CHS の惹起相における炎
症反応の収束には制御性 T 細胞が関与していることが示唆された。Foxp3 mRNA の発現の推
移は耳介の厚さの変化に相関する傾向が見られた。また IL-16による制御性 T細胞への影響は
認められなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 接触過敏反応(CHS)は経表皮的にハプテン
が取り込まれることによって感作および惹
起される、おもにＴ細胞により引き起こされ
る皮膚の炎症反応である。感作相では表皮内
に侵入したハプテンをランゲルハンス細胞
が取り込み、所属リンパ節へと遊走してナイ
ーブ T細胞への抗原提示が行われる。感作成

立後にハプテンを再投与した際に CHS の反
応が皮疹として認められる惹起相では、従来
CD4 陽性 T 細胞がエフェクター細胞で CD8
陽性T細胞は抑制的に働くと考えられてきた
が、近年では逆に CD8 陽性 T 細胞が CHS
の反応を誘導し CD4 陽性 T 細胞がそれを抑
制する役割を持つという報告もみられ議論
が分かれている。また抗原によるランゲルハ
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ンス細胞の活性化やT細胞の炎症局所への遊
走、ハプテンが皮膚に残っていても 48-72時
間で反応が終息していくことなど、その詳細
な病態形成のメカニズムは明らかでなかっ
た。 
 インターロイキン(IL)-16 は、CD4 分子の
リガンドで、主にリンパ球、肥満細胞、樹状
細胞、マクロファージ、好酸球により産生さ
れ、細胞表面に CD4 を発現した T 細胞や単
球、肥満細胞、好酸球、樹状細胞を遊走させ
る働きがある。そのため IL-16 は気管支喘息
やアトピー性皮膚炎（Increased levels of 
serum interleukin-16 in adult type atopic 
dermatitis. Masuda K et al. Acta Derm 
Venerol 2003; 83: 249-253）、遅延型過敏反応
において重要な役割を有することが報告さ
れている。本研究者は、マウスの皮膚にハプ
テンを塗布して代表的な遅延型過敏反応で
ある CHS を誘導する系において、IL-16 は
ハプテンによる CHS の惹起相だけでなく感
作相においても表皮および真皮で産生され
ること、抗 IL-16 抗体で処理したマウスでは
CD4陽性 T細胞が減少するとともに CHSが
増強しており、IL-16 は炎症局所に CHS を
抑制する CD4 陽性 T 細胞を誘導することに
より炎症を終息させる作用を有している可
能性があることを報告した (The role of 
interleukin-16 in murine contact 
hypersensitivity. Masuda K et al. Clin Exp 
Immunol 2005; 140: 213-219)。また近年、 
正常個体には自己反応性T細胞の活動を抑制
する CD25陽性 CD4陽性 T細胞をはじめと
した制御性T細胞が存在する事が明らかにさ
れ（Sakaguchi S et al, J Immunol 1995; 
155:1151）、免疫 自己寛容の維持に重要で
あるとされているが CHS におけるその役割
や炎症終息のメカニズムはまだ明らかでは
ない。 
 
２．研究の目的 
（１）これまで不明であった CHS における
制御性T細胞の経時的な動態とそのフェノタ
イプの詳細な検討、（２）抗 IL-16 抗体で処
理した際の CHSの反応の推移と制御性 T細
胞の動態の検討、（３）IL-16 を局所投与し
た場合における CHS の反応の推移および制
御性T細胞の経時的な動態の検討をおこなう。 
 IL-16により皮膚に誘導されるCD4陽性T
細胞の機能やフェノタイプを詳細に検討す
ることにより、CHS と制御性 T 細胞との関
わりを明らかにするとともに、CHSの炎症終
息のメカニズムを解析し接触皮膚炎やアト
ピー性皮膚炎などの遅延型過敏反応を介す
る皮膚疾患の病態研究の発展と、それを応用
した新たな治療法の開発に寄与することを
目的とする。 
 

３．研究の方法 
本研究はおもに BALB/c マウスに、
trinitrochlorobenzene(TNCB)をハプテンと
して用いて CHS を惹起させる。（１）CHS を耳
介で惹起させその厚さを測定するとともに、
惹起相で炎症局所に浸潤するリンパ球のフ
ェノタイプ（CD4,CD8,CD25）の経時的な変化
を免疫組織化学的に解析する。さらに、制御
性 T細胞関連遺伝子として Foxp3 mRNA の発
現や抑制性サイトカインである IL-6, TGF-
βについても real time RT-PCR で調べる。 
（２）CHS を起こしたマウスに経時的に
recombinant IL-16 を投与して、その耳介厚
を測定するとともに（１）と同様の実験を行
い、比較検討を行う。また、抗 IL-16 抗体を
惹起相の前に腹腔内に投与し、惹起後の耳介
厚を測定するとともに、（１）と同様の実験
を行い、比較検討を行う。また外用ステロイ
ド惹起時に耳介に塗布することで CHS に対す
る影響を調べた。 
 
４．研究成果 
BALB/c マウスに、TNCB をハプテンとして用
いて接触過敏反応(CHS)をマウスの耳介に惹
起させその厚さを測定するとともに、惹起相
で炎症局所に浸潤するリンパ球のフェノタ
イプ（CD4,CD8,CD25）の経時的な変化を免疫
組織化学的に解析した。耳介の厚さは惹起６
時間後より肥厚し始め 48 時間でピークを迎
え 72 時間後より徐々に菲薄化した。浸潤し
ているリンパ球はまず CD8 陽性細胞が 6時間
後より認められ、その後 CD4 陽性細胞が 12
時間後より認められた。CD8 陽性細胞は 24 時
間後より徐々に減少し、CD4 陽性細胞はさら
に増えていた。CD25 陽性細胞も 6 時間後より
認められたが 24 から 72 時間後にかけて増加
傾向が認められた（図 1）。 
 

  
（図 1） 

 
 一方、Foxp3 mRNA の発現を real time 
RT-PCR で測定したところ、その発現は惹起後
6 時間後より認められ、24 時間後から 72 時



間後にかけて強くなり 5日後からは減少して
いた（図 2）。 
 
 

 

 
 

（図 2） 
 
 さらに CHS の抑制性サイトカインである
IL-6, TGF-βについてもその発現を real 
time RT-PCR で測定したところ同様に 24 時間
後から 72 時間後にかけて強くなり 5 日後か
らは減少する傾向を認めたが、優位な所見は
えられなかった。以上の経過より CHS の惹起
相における炎症反応の収束には制御性 T細胞
が関与していることが示唆された。Foxp3 
mRNA の発現の推移は耳介の厚さの変化に相
関する傾向が見られた。一方抑制性サイトカ
インであるIL-6, TGF-βについてはその関与
は証明されなかった。抗 IL-16 抗体で処理し
た際の制御性T細胞への影響は特に認められ
なかった。また IL-16を耳介や腹腔内にあら
かじめ投与しておき CHS を惹起させ炎症の
程度や制御性T細胞の経時的な動態の検討を
おこなったところ、有意な影響は見られなか
った。 
 ハプテン塗布で惹起させる際にステロイ
ド外用剤を塗布しておくと、耳介の肥厚は減
少するが、その際 Foxp3 mRNA の発現も低下
していた（図 3）。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

（図 3） 
 
あわせてIL-6, TGF-βについてもその発現を
real time RT-PCR で測定したところ発現量は
低下を認めたが優位な所見はえられなかっ
た。また、ハプテンを繰り返し塗布すること
で作成した Th2 モデルマウスでも、ステロイ
ド外用剤を塗布すると耳介の肥厚は減少す
るが、その際 Foxp3 mRNA の発現も低下して

いた。以上の結果よりステロイド剤外用によ
る炎症反応の抑制には制御性 T細胞は関与し
ていない可能性が示唆された。 
 また、アレルギー疾患や細菌感染防御で重
要な役割を果たしている Th17 細胞に関して
ハプテンの耳介塗布モデルでの、CHS 惹起相
における制御性 T 細胞と Th17 細胞の経時的
な動態についても検討したが、今のところ明
らかな関連は認めない。 
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