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研究成果の概要（和文）：最近、我々は、ヒト気道上皮細胞株と末梢血単球由来未成熟樹状細胞（DC）、線維芽
細胞株の３種類の細胞を用いて、気道上皮組織を模倣した新しい３次元DC共培養系を構築し、2型ヘルパーCD4+T
細胞分化誘導に重要な副刺激分子OX40 ligandのmRNA発現増強を指標に、呼吸器と皮膚感作性化学物質の識別が
可能であることを見出した。本研究では、さらにそこへ、ナイーブCD4+T細胞を加えて、感作性の有害性発現経
路のKey event 4であるT細胞を指標にした新しい２ステップの３次元DC/T共培養系を開発し、この系を用いてT
細胞でのIL-4発現増強を指標に両者の識別が可能である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently, we established a new 3-dimentional (3D) dendritic cell (DC) 
coculture system consisting of human airway epithelial cell line, immature DCs derived from human 
peripheral monocytes, and lung fibroblast cell line. This coculture system was shown to successfully
 discriminate respiratory sensitizers from skin sensitizers using 6 representative chemical 
sensitizers by more enhanced mRNA expression of key costimulatory molecule OX40 ligand, which is 
important for Th2 differentiation, in DCs. Herein, we have further established a new 2-step 3D DC/T 
coculture system by introducing T cells in the DC coculture system, in which IL-4 expression in T 
cells, that are the Key event 4 in the adverse outcome pathway of sensitization, can be used as a 
marker to discriminate these sensitizers. To increase the versatility, we are also trying to 
generate DC progenitor cell lines and T cell lines to apply for it.

研究分野： 免疫毒性
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
化学物質の感作性試験法には、近年、動物を使わない代替法の開発が急務となっている。感作性化学物質には、
呼吸器と皮膚感作性の2種類あり、両者に対して講ずるべき危機管理対策のレベルが全く異なるにも関わらず、
既存のin vitro感作性評価法では、両者を見分けることができない。また、これまでに、感作性の有害性発現経
路のKey event 4のT細胞を指標にした代替試験法は開発されていない。本研究により、T細胞でのIL-4発現を指
標に呼吸器と皮膚感作性を識別する樹状細胞とT細胞の3次元共培養系の開発の可能性が示唆され、さらに汎用性
の高い系ができれば、産業界への影響は多大でその社会的意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
化学物質の感作性試験法には、これまでにモルモットやマウスなどの動物を用いた優れた方
法があるが、近年、動物実験に対する 3Rの原則が国際的な流れにより、化学物質の安全性試験
においても動物を使わない代替法の開発が急務となっている。皮膚感作性試験の動物代替法と
しては、これまでに、ヒト単球由来細胞株 THP-1細胞の表面に発現される CD86および CD54を
指標とする方法（h-CLAT）や、IL-8 のプロモーター領域をルシフェラーゼ遺伝子の上流に入れ
た遺伝子を導入した THP-1 細胞を用い IL-8 の発現量をルシフェラーゼの発光量で調べる方法
（IL-8 Luc Assay）、Keap1/Nfr2経路を検出するルシフェラーゼのレポーター遺伝子を導入したヒ
ト角化細胞株 HaCaT細胞を用いる方法（KeratinoSens法）などが開発されている。アレルギー疾
患には大きく分けて、呼吸器アレルギーと皮膚アレルギーの２種類ある。前者は、吸入によるア
レルギー性の喘息や鼻炎など、I型アレルギーを主体とする反応であり、後者は、皮膚との接触
によるアレルギー性接触皮膚炎を起こす、いわゆる IV型アレルギーである。皮膚感作性化学物
質には、基本的にはビニル手袋を装着すれば良いが、呼吸器感作性化学物質に対しては、防毒マ
スクのみならず、全ての皮膚を露出しないように手袋だけでなく全身を覆う防毒スーツの装着、
さらには、空気の流れを厳重に管理した密閉した空間も必要と考えられている。ところが、この
ように、両者の化学物質に対して講ずるべき危機管理対策のレベルが全く異なるにも関わらず、
既知の感作性試験方法では、両者を見分けることができず、さらに、呼吸器感作性に特異的な試
験法も未だに確立されていないため、両者の感作性を識別することができる新しい in vitro評価
法の開発が社会的にも国際的にも強く望まれている(1)。さらに、これら既知の代替法は、それぞ
れ単独では、従来の動物を用いる GPMT法や LLNA法などの試験法を代替することは不可能で
あるとされた。そのため、有害性発現経路（AOP）に基づいた複数の方法の組み合わせ（IATA）
によるより厳密な評価が必要とされている。また、これら既知の代替法は、皮膚および呼吸器感
作性の AOPの Key event（KE）1〜3に相当する初期の機序を反映した方法であり、生体内での
アレルギー発症に一番近い T細胞の KE4を反映した方法の方がより確度が高いと考えられるに
もかかわらず、これまでに、T細胞の活性化や分化誘導を指標にした代替法は、未だ確立されて
いない(2)。 

 

２．研究の目的 

近年、種々の Scaffoldを用いて生体内を模倣した細胞の立体性や細胞間のコミュニケーション
をより忠実に反映した３次元培養系が、盛んに検討されている。そこで、我々は、最近、市販
（Reinnervate社）のポリスチレン性の多孔質 Alvetex® Scaffoldを用いて、気道上皮細胞株 BEAS-
2Bとヒト末梢血単球由来未成熟 DC、繊維芽細胞株MRC-5を個別の Scaffold 内で培養後、３層
を重ね合わせることにより３次元 DC 共培養系の構築が可能であることを見出した(3)。そして、
代表的な３種類ずつの呼吸器と皮膚感作性化学物質を用いて、Th2分化誘導に特異的に関与する
分子 OX40 ligand（OX40L）の発現を指標に、これらの感作性化学物質を見分けることのできる
ことを明らかにした(3)。この時、刺激 24 時間内では、免疫組織学的解析より、DC の他の層へ
の移動は殆ど見られず、Scaffold 内に留まっていることがわかった(3)。さらに、３次元 DC単独
培養系では、呼吸器感作性化学物質刺激による OX40Lの選択的発現増強は見られず、共培養系
の重要性、すなわち、上皮細胞によるバリヤー機能や免疫調節機能の重要性が示唆された(3)。そ
れ故、本研究では、この３次元 DC 共培養系で感作性化学物質で刺激 24 時間後、DCの Scaffold
だけ取り出し、それを新たに 24 穴プレートの底に入れ、ナイーブ CD4+T細胞を加えた新しい２
ステップの３次元 DC/T 共培養系を構築し、T 細胞を指標に in vitro での汎用性の高い評価系の
開発を目的とした。T細胞を指標にできれば、Th2分化の強力な分化誘導因子でかつエフェクタ
ー分子でもある IL-4発現を指標にできる可能性があるので、この点も明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）３次元 DC/T 共培養系の構築 

市販（Reinnervate社）のポリスチレン性の多孔質 Alvetex® Scaffoldでできている、いわゆるト
ランスウェルのインサートに、気道上皮細胞株 BEAS-2Bと、ヒト健常人ボランティアの末梢血
より AutoMACS Proで精製した CD14+単球を GM-CSFと IL-4で分化誘導した未成熟 DC、繊維
芽細胞株 MRC-5を、それぞれ別々に 1 日培養後、3 層を重ね合わせることにより 3 次元 DC 共
培養系を構築した。次に、その一番上から DMSO に溶解し培地で薄めた感作性化学物質を加え
30分ほどしてから培地で満たし、9 時間後、まん中の DCの層を取り出し、RNAを抽出し、リ
アルタイム RT-PCRによる発現解析を行った。また、9~24 時間後に DCの Scaffoldだけを取り出
し新しい 24 穴プレートの底に敷き、その上にヒト健常人ボランティアの末梢血より AutoMACS 
Proで精製したアロジェニックなナイーブ CD4+T細胞を加え、経時的に、全細胞より RNAを抽
出し、リアルタイム RT-PCRによる発現解析を行った。 

（２）DC前駆細胞株の作製 



 

 

ヒト健常人ボランティアの末梢血より AutoMACS Pro で精製した CD14+単球に細胞生存や周
期に関わる遺伝子（c-MYC、BCL-2、BMI1）をレトロウイルベクターを用いて遺伝子導入し、
GM-CSFとM-CSFで培養し、2、3 週間培養を続けると増殖性の高い末梢血単球由来 DC前駆細
胞株を得た(4)。 

 

４．研究成果 

（１）３次元 DC/T 共培養系を用いた呼吸器と皮膚感作性の識別 

健常人ボランティアの末梢血 CD14+単球由来未成熟DCとそのDCを供給ボランティアとは異
なるボランティア由来のアロジェニックナイーブ CD4+T 細胞に、まず、代表的な皮膚と呼吸器
感作性化学物質として Oxazolone（OXA）と Ortho-phthaldialdehyde（OPA）を、それぞれ加えて、
2 日、5 日、7 日後と経時的に RNAを回収し、リアルタイム RT-PCRによる mRNAレベルでの
発現解析を行った。その結果、2 日後には、アロジェニックな反応のため、T細胞を加えただけ
で、T 細胞の活性化マーカーCD69 や Th1 細胞分化マーカーIFN-gの発現増強が見られた。そし
て、そこへ皮膚感作性化学物質 OXAを加えると、IFN-g発現がさらに増強された。一方、呼吸器
感作性化学物質 OPAを加えても、IFN-g発現増強は弱かった。5日後になると、IFN-g発現は共に
低下し、反対に呼吸器感作性化学物質 OPA 刺激により IL-4 発現が上昇したが、OXA ではそれ
ほど上がりが見られなかった。7日後になると、IFN-gと IL-4 共に、発現が低下してきた。以上の
結果は、この３次元 DC/T 共培養系で T 細胞での IL-4 発現増強の違いで、皮膚と呼吸器感作性
化学物質を識別できる可能性を示唆している。 

そこで、次に、刺激 2 日後のサンプルを用いて、種々の Th分化に関わる転写因子の発現をリ
アルタイム RT-PCRで調べた。先程と同様に IFN-gやさらに IL-2発現増強が、アロジェニック細
胞を加えただけで見られたが、さらに、Th2分化誘導に重要で IL-4発現誘導に重要な転写 GATA-
3の発現増強が、OPAの刺激で見られた。以上の結果は、OPA 刺激で IL-4発現が増強される結
果を支持する結果である。さらに、複数の代表的感作性化学物質を用いて刺激し同様に比較検討
した。皮膚感作性化学物質として Formaldehyde（FA）を呼吸器感作性化学物質として
Hexamethylene-1,6-diisocyanate（HDI）を用いて同様に３次元 DC/T 共培養系を用いて T細胞を刺
激 5 日後にリアルタム RT-PCRにより遺伝子発現解析を行った。CD69発現上昇は同定であった
が、上述と同様に、呼吸器感作性化学物質の HDI で IL-4 発現増強が見られたが、この場合は、
IFN-gの発現増強も見られた。さらに、皮膚感作性化学物質として 2,4-Dinitrochlorobenzene（DNCB）
を呼吸器感作性化学物質として Trimellitic anhydride（TMA）を用いると、同様に、CD69発現上
昇は同程度であったが、TMA 刺激で IL-4発現の増強が見られた。 

以上の結果より、末梢血由来のプリマリー単球や CD4+T細胞を用いると、T細胞での IL-4発
現増強を指標に皮膚と呼吸器感作性化学物質を識別できることが示唆された。 

（２）DC前駆細胞株の性質 

次に、汎用性を高めるために、末梢血由来のプリマリー単球や CD4+T 細胞の代わりに細胞株
を用いることを検討した。iPS細胞由来の DC前駆細胞にも、同様に細胞生存や周期に関わる遺
伝子を遺伝子導入し、iPS由来 DC前駆細胞株も作製したが、結局、単球由来の DC前駆細胞株
の方が安定した結果が得られたので、後者を用いることにした。まず、単球由来の DC前駆細胞
株を、GM-CSFと IL-4で 3 日間培養し未成熟 DC前駆細胞に分化誘導し、その後、LPSや OK-
432 などで刺激すると、プライマリーの単球と同様に、DC の成熟化マーカーである共刺激分子
CD86や CD80、MHCクラス IIの発現増強が見られ、DCが成熟化されることがわかった。 

（３）DC前駆細胞株由来 DCを用いた３次元 DC 共培養系による呼吸器と皮膚感作性の識別 

 そこで、次に、この単球由来 DC前駆細胞株を GM-CSFと IL-4で刺激し分化誘導した未成熟
DC前駆細胞を、まず３次元 DC 共培養系に用いてみた。代表的な皮膚と呼吸器感作性化学物質
として OXAと OPAを用いて、刺激 9 時間後にリアルタイム RT-PCRにより mRNA発現を調べ
ると、プライマリー単球由来未成熟 DCを用いた時と同様に、共刺激分子である CD86の発現増
強には差がなかったが、OPA 刺激により OX40L発現増強が見られた。この結果は、この DC前
駆細胞株を用いることにより、汎用性の高い３次元 DC 共培養系や、さらには３次元 DC/T 共培
養系の測定系ができる可能性を示唆している。 
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