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研究成果の概要（和文）： 
金属アレルギーは T細胞によって引き起こされる遅延型アレルギー反応であるが、その抗原特
異性ならびに病態発症メカニズムについては不明な点が多く、ヒトの病態解明に外挿性のある
適切なモデル動物の確立が望まれている。我々は本研究において、既存の金属アレルギーマウ
スモデル(Sato N et al, Clin Exp Allergy, 2007)を一部改変し、パラジウム（Pd）とニッケル（Ni） 
2 種金属アレルギーのモデルマウスを作製した。具体的には、金属を反復暴露させることによ
って、ヒト金属アレルギーで報告されている上皮内の T細胞の浸潤、病変部組織のサイトカイ
ンプロファイル、そして浸潤 T 細胞に対する特異性に関する詳細な検討（TCR repertoire 解
析・CDR3 size spectratyping解析・CDR3アミノ酸配列解析）を可能とした。その結果、病
変部組織では Pd・Niともに上皮内の T細胞浸潤を認め、Th1タイプのサイトカインの亢進を
認めた。Pdでは TCRAV18-1の有意な上昇とクローナルな増殖の有意な上昇を認めた。我々が
作製したモデルマウスはヒト金属アレルギーと相同性が高いと考えらえた。現在までに、モデ
ルマウスを用いて詳細な T細胞解析を報告したものはほとんど存在せず、我々が作製したモデ
ルマウスは新規性があり、今後アレルギーの診断・治療に寄与することと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Metal allergy is categorized as a delayed-type hypersensitivity reaction, and is 
characterized by the recruitment of lymphocytes into sites of allergic inflammation. 
Because of the unavailability of suitable animal models for metal allergy, the role of T cells 
in the pathogenesis of metal allergy has not been explored. Thus, we developed a novel 
mouse model for metal allergy associated with infiltration of T cells by multiple injections 
of palladium(Pd) plus lipopolysaccharide into the footpad. Using this model, we 
characterized footpad-infiltrating T cells in terms of phenotypic markers, T cell 
receptor(TCR) repertoires and cytokine expression. CD3+CD4+ T cells accumulated in the 
allergic footpads 7 days after Pd challenge. The expression levels of CD25,  interleukin-2, 
interferon-γ and tumor nevrosis facter, but not interleukin-4 and interleukin-5, increased 
in the footpads after challenge, suggesting CD4+ T helper 1 (Th1) cells locally expanded in 
response to Pd. Infiltrated T cells in the footpads frequently expressed AV18-1 and BV8-2 
TCR chains compared with T cells in the lymph nodes and exhibited oligoclonality. TCR 
clonotyped identified from several Pd-induced mice shared identical or similar CDR3 
sequences containing AV18-1, but had diverse sequences in BV8-2. These results suggest 
that TCRα-chains play a dominant and critical role in antigen specificity of Pd-specific 
Th1 cells. 
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１．研究開始当初の背景 
金属アレルギーは、歯科用金属や、金属装飾
品など、身の回りにある様々な金属が原因と
なりアレルギー症状を引き起こす疾患とし
て知られている。近年、金属装飾品をつける
人口の増加や、補綴治療やインプラント治療
などの医療技術の発展による金属曝露の機
会の増大に伴って患者の数は増加している。
その一方で、抗原特異性ならびに病態発症メ
カニズムなど、金属アレルギーには不明な点
が多く、ヒトの病態解明に外挿性のある適切
なモデル動物の確立が望まれている。 
２．研究の目的 
我々は、Pd を用いて既存の金属アレルギー
マウスモデルを一部改変し、ヒト金属アレル
ギーに類似した新規金属アレルギーマウス
モデルを確立した。Pd アレルギーモデルマ
ウスにおいて、病理組織学的検討、TCR レ
パトア、および各種サイトカインを解析する
ことによって、アレルギー発症に関わる特異
的なT細胞を明らかにし、アレルギーの診断、
治療に寄与することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）アレルギーモデルマウス作製 
動物：Balb/cマウス（6週齢、♀） 
感作：Pdアレルギーモデルマウス：10mM 
PdCl2+10μg/ml LPSを125μlずつ左右の鼠
径部に皮内注射。 
誘導：Pdアレルギーモデルマウス：10mM PdCl2
を25μlずつ左右の足底部に皮内注射。 
条件検討：感作と誘導の適切な条件を明らか
にするために、様々な条件で感作と誘導を行
い、足底部腫脹の経時的変化及び、T細胞浸
潤の有無を解析した。足底部腫脹は誘導後か
ら24時間毎に測定し、T細胞浸潤の有無は、
定量PCR法にて足底部におけるCD3のmRNA
の発現量の変化を測定することで評価した。
尚、感作、誘導に生理食塩水を用いた個体を
対照群とした。 

2) 病理組織学的解析・免疫組織化学的解析 
条件検討によって得られた、CD3の発現量が
最も多い感作2回、誘導3回後7日目の足底
部を、HE染色による病理組織学的解析ならび
に、CD3、CD4、CD8免疫染色による免疫組織
化学的解析を行った。 
3) TCR repertoire解析  
足底部に浸潤したT細胞にどのようなT細胞
が限局して集積しているかを明らかにする
ために、T細胞の特異性を決定しているTCR 
repertoireを解析し、さらに抗原認識に大き
な役割を担っているVドメインに関して、各
サブファミリーの発現頻度を網羅的に解析
した。T細胞浸潤が最も多く、ヒト金属アレ
ルギーの病態に類似した感作2回、誘導3回
後7日目のマウスの足底部を検体とした。対
照群として感作、誘導を生理食塩水でおこな
ったマウスの脾臓を検体とした。各検体から
Total RNA抽出後、Adaptor-ligation PCR と 
Microplate hybridization assayを施行し、
各Vファミリーの蛍光強度を対照群と比較し
て有意に発現頻度の高いものを検出した。 
4) Complementarity determiningregion 3 
(CDR3)領域におけるシークエンス解析 
TCR repertoire解析によって、対照群より発
現頻度が有意に高かったVファミリーにおけ
るCDR3領域を明らかにするために、シーク
エンス解析を行った。TA-cloning法によりプ
ラスミドにクローニングし、塩基配列を解析
することによりCDR3領域シークエンスレベ
ルの発現頻度を解析し、clonotypingを行っ
た。 
5）各種サイトカインの解析 
炎症部局所であるFootpad（誘導注射後1週
間）における以下のサイトカインプロファイ
ルを調査した。 
※コントロール群はPBS 25uLをFootpadに
誘導注射したマウスを用いた。（感作条件は
同一）。 
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４．研究成果 
1）Pdアレルギーモデルマウス作製 
感作２回誘導３回(2Priming 3Challenge)の
条件下において Foot pad の腫脹は最大値を
示し、さらに T 細胞マーカー(CD3)の遺伝子
発現量はコントロール群に比べて有意な増
加を認めた（図1）。 

 

図1：Foot padの腫脹とT細胞遺伝子発現量 

2) 病理組織学的解析・免疫組織化学的解析 
Pdアレルギーモデルマウス 
感作２回誘導３回(2Priming 3Challenge)の
条件下の誘導注射後1週間のマウス Footpad
はT細胞の明らかな上皮内・上皮下浸潤と上
皮組織構造の破壊を認めた。また、CD4・CD8
の割合に関してはCD4の優位な浸潤所見を認
めた（図3）。 

 

図2：HE染色および免疫染色 

 
 
3) TCR repertoire解析 
Pdアレルギーモデルマウス 
TCRACV18-1、BV8-2 が有意に増加していた。
（図3） 

 
図 3：TCR repertoire 解析 

4) Complementarity determiningregion 3 
(CDR3)領域におけるシークエンス解析 
Pdアレルギーモデルマウス 
CDR3 アミノ酸配列解析においては、
TCRAV18-1 は複数の同一クローンを個体間で
認めた。一方、TCRBV8-2では同一クローンは
認められなかった（表1）。 

 

表 1：TCRAV18-1 TCRBV8-2 における
CDR3アミノ酸配列解析 
5）各種サイトカインの解析 
Pdアレルギーモデルマウス 
定量 RT-PCR 解析において、金属アレルギー
を誘導されたマウスFootpad(条件：2Priming 
3Challenge、最終誘導注射後1ｗ)はTh1タイ
プのサイトカインの亢進を認めた。さらに
CD3、CD8、CD25（IL-2R）、CD69、Fas の発現
レベルがコントロール群に比べて有意に増
加した（図4）。 
 
 



 
図7：誘導注射後1週間での Footpadサイト
カインプロファイル 
 
マウスに感作、誘導を繰り返し行うことによ
って Pd・Ni ともに足底部に T 細胞誘導を認
めるアレルギーマウスモデルを確立した。Ⅳ
型アレルギー反応は、様々な抗原や環境アレ
ルゲンに繰り返し曝露されることによって
惹起される疾患である。金属アレルギーマウ
スモデルの確立には一般的なアレルギー惹
起の過程と同じように抗原である金属を繰
り返し感作、誘導することが必要であると考
えられた。 
Pd アレルギーモデルマウスにおいては、TCR
レパトア解析の結果から、金属アレルギーモ
デルマウスの炎症部浸潤T細胞が、特定のTCR
ファミリーを高度に使用し、抗原特異的であ
ることが考えられた。また個体間で共通して
得られた TCR クローンが、複数の Vα鎖、V
β鎖から構成されたことは、生体が認識しえ
る金属によって修飾されたエピトープが複
数に及ぶことを反映しているものと推測さ
れた。さらにクローンレベルの解析において、
TCRα鎖が限定的であるのに対して、TCRβ鎖
が多様である炎症部浸潤 T 細胞の傾向から、
金属複合体抗原の認識において TCRα鎖が重
要であることが考えられた。興味深いことに、
近年、ヒト金属アレルギーにおけるT細胞ク
ローン研究は、特異的 TCRα鎖によるスーパ
ー抗原様の反応が病態形成に寄与する可能
性を報告している（J Exp Med 2003 May 
19;197(10):1345-53）。 
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