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研究成果の概要： 
 
細胞内 Redox の異常と p38 mitogen activated protein kinase の活性化とをつなぐ分子として
よく知られている ASK-1 分子のノックアウトマウスを用いて、ハプテン塗布後の樹状細胞の活
性化ならびに所属リンパ節への遊走における ASK-1 分子の重要性を明らかにした。また、この
結果は、我々がこれまで提唱してきた接触皮膚炎の感作相における細胞内 redox 変化と p38 
MAPK の活性化の役割を示唆する結果であった。 
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１．研究開始当初の背景 
接触過敏症反応(contact hypersensitivity 

reaction, CHS)は、ヒトにおける接触皮膚炎

のマウスモデルとして古くから研究が進め

られてきている。CHSの作用機序は、大別し

てハプテンの塗布から抗原特異的エフェク

ター細胞が形成されるまで（抗原感作相）と、

抗原をチャレンジして耳介の腫脹を起こす

炎症期（炎症惹起相）とに区別される。特に

感作相においては、ハプテンが何らかのメカ

ニズムを用いて樹状細胞を活性化し、活性化

された樹状細胞が所属リンパ節へ遊走しナ

イーブT細胞を抗原特異的に刺激すると考え

られてきた。しかし、化学物質が樹状細胞に

より刺激をうけるメカニズムは、かならずし

も明らかにされていない。私たちは、これま

でに、ハプテンによる樹状細胞の活性化に、

ハプテンによる細胞内チオール基の酸化、そ

れに続くp38 mitogen activated protein k

inaseの活性化が重要な役割をはたしている

ことを明らかにしてきた。しかし、近年、樹

状細胞の活性化には、ハプテンなどの化学物



質によりストレスを受けた表皮細胞からのd

anger signalが重要な役割を果たしている

可能性が示唆された。Danger signalには、

細胞が放出するATP、尿酸、HMGB-1などが知

られている。そこで、感作相における樹状細

胞の活性化のメカニズムをさらに明らかに

する目的で、細胞内の酸化ストレスとp38 MA

PKの活性化の橋渡しをする分子であるAsk-1

のノックアウトマウスを用いて接触皮膚炎

におけるAsk-1の役割を明らかにすることと

した。 

 
２．研究の目的 
接触皮膚炎の感作相における樹状細胞活性
化における Ask-1 の役割の解明 
 
３．研究の方法 
(1)ハプテン塗布後の表皮内ランゲルハンス

細胞の動態の解析 

 ASK-1-/-マウスと wild typeマウスの耳介

にハプテン（DNFB,TNCB,FITC など）を外用

し、24, 48 時間後に表皮シートを作製し、

蛍光色素標識抗体 [免疫活性性表面抗原

（CD40, CD80,CD86,classII）、免疫調節性

表面抗原(B7-H1, PD-L2)、Langerin など] で

染色し、蛍光顕微鏡で観察した。また、得ら

れた表皮からsingle cell suspensionを作製

し、上記の抗体で染色後、フローサイトメト

リーで抗原の発現程度を定量した。 

(2)ハプテン塗布後の樹状細胞の動態の解析 

次に、蛍光色素であるハプテン（FITCないし

TRITC）を ASK-1-/- マウスと wild type マ

ウスとの体幹部に塗布し、継時的に所属リン

パ節を採取しリンパ節内の蛍光色素陽性細

胞をCD11c抗体で染色しフローサイトメトリ

ーをもちいFITC陽性細胞数を計測した。また、

その際同時にCD40, CD86などの共刺激分子の

発現も検討した。 

(3)培養樹状細胞を用いたハプテン刺激後の
ASK-1-/-マウスと wild type マウスの応答性
の違い 
in vivo で見いだされた ASK-1-/-マウスと 
wild type マウスのハプテンに対する応答性
の違いを明らかにする目的で、骨髄由来樹状
細胞を GM-CSF と IL-4 を用いて誘導し、そ
れらの樹状細胞を NiCl2、DNCB などのハプ
テンで刺激し表面マーカー（CD40, 
CD80,CD86,classII）の違いを flow 
cytometry で観察した。 
 
４．研究成果 
(1)ハプテン刺激に対する ASK-1-/-マウス表
皮ランゲルハンス細胞の低応答 
マウス耳介皮膚にハプテンを塗布し、経時的
に表皮ランゲルハンス細胞を Ia 抗体で染色

したところ、wild type マウスでは、経時的
に表皮内ランゲルハンス細胞の数が減少し
たのに対し、ASK-1-/-マウスでは、その減少
が観察されなかった。また、表皮内ランゲル
ハンス細胞の樹状細胞の活性化マーカーの
一つである Ia 抗原と CD86 分子の発現を
flow cytometry に て 観 察 し た と こ ろ
ASK-1-/-マウスで Ia 抗原、CD86 分子の発現
増強の低下が認められた。 
 
図１. Wild type マウスと ASK-1-/-マウス表
皮ランゲルハンス細胞のハプテン塗布後の
Ia 抗原、CD86 分子の発現 
 

 
(2)ASK-1-/-マウスにおけるハプテン塗布後
の所属リンパ節における樹状細胞数の減少 
次に、腹部にハプテンを塗布した後、経時的
に所属リンパ節の樹状細胞数を計測したと
ころ、ASK-1-/-マウスにおいて所属リンパ節
に遊走してくる樹状細胞の低下が明らかと
なった。 
 
表２. ハプテン塗布後の所属リンパ節の総細
胞数と樹状細胞数の比較 
 
TNCB  Total (x 10-7) CD86+CD11C+ 

 +/+ A/O 3.8 1259

 +/+ TNCB 2.72 1584

 -/- A/O 2.2 2380

 -/- TNCB 5.2 1005

   

DNFB  Total (x 10-7) CD86+CD11C+ 

 +/+ A/O 1.28 67 

 +/+ DNFB 2.4 188 

 -/- A/O 1.92 30 

 -/- DNFB 5.04 80 

 
また、樹状細胞の CD80 分子、CD86 分子、
Ia 抗原の発現低下も ASK-1-/-マウスにおい
て認められた。 
 
表２．ハプテン塗布後の所属リンパ節におけ
る樹状細胞の%と表面マーカーの発現比較 



 

mice 処置 

CD11c+CD86+ 

(%) 

Mean 

(CD86) 

A/O 4.6 24 
 +/+ 

DNFB 6.4 73 

A/O 5 23 
 -/- 

DNFB 4 23 

       

mice 処置 Iab+CD86+ (%) Mean (Ia) 

A/O 26 105 
 +/+ 

DNFB 29 115 

A/O 29 85 
 -/- 

DNFB 24 83 

    

mice 処置 

CD11c+ CD80+ 

(%) 

Mean 

(CD80) 

A/O 4 71 
 +/+ 

DNFB 6.9 117 

A/O 5.6 69 
 -/- 

DNFB 24 82 
  
(3) ASK-1-/-マウス培養樹状細胞における樹
状細胞成熟促進と刺激に対する反応性の増
強 
次に、マウスの骨髄より造血幹細胞を採取し、
それを GM-CSF と IL-4 の存在下に培養し骨
髄由来樹状細胞に分化させた。これら樹状細
胞に NiCl2、DNCB を添加し、樹状細胞の成
熟をwild type マウスとASK-1-/-マウスとで
比較したところ、予想外に ASK-1-/-マウスで
樹状細胞の成熟抑促進とハプテン刺激後の
反応性の増強が認められた。 
 
表３．培養樹状細胞におけるハプテン刺激後
の CD86 分子の発現の比較 

Exp 1.  +/+  -/- 

  (%) Mean (%) Mean 

Non-treated 46 30 68 59 

100 μM NiCl2 51 31 69 68 

300 μM NiCl2 68 64 69 79 

DNBS 1 mM 40 24 57 47 

DNBS 3 mM 47 39 60 61 

     

Exp 2.  +/+  -/- 

  (%) Mean (%) Mean 

Non-treated 70 105 74 99 

100 μM NiCl2 66 81 78 205 

300 μM NiCl2 80 150 74 176 

DNBS 1 mM 66 97 71 148 

DNBS 3 mM 73 146 82 249 

 
 
(4) まとめと考察 
 
以上の結果より、ハプテン刺激後の樹状細胞
の活性化における ASK-1分子の重要性が明ら
かになった。ASK-1 分子は、細胞内の redox
変化と p38 MAPK の活性化とをつなぐ分子で
あることから、この研究結果は、ハプテンに
よる樹状細胞の活性化に redox 変化が重要な
役割をはたしていること、また、p38 MAPK が
それを樹状細胞の活性化に結びつけるシグ
ナル分子であることが示唆された。 
 
一方、培養樹状細胞においては、in vivo の
観察と全く異なった結果が得られた。この原
因に関しては、現在、検討中である。 
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