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研究成果の概要（和文）： 本研究課題は、ヒト免疫細胞を生着させたヒト化マウスを用いて金属アレルギーモデルを
確立し、ヒト免疫細胞による生体内での金属アレルギー発症機序を解明することを目的に計画した。
 レシピエントマウスは遺伝子組換え免疫不全マウスを用い、ヒト末梢血単核細胞の生着を試みた。このマウスの免疫
不全状態をさらに亢進させるため、マクロファージ除去を行って検討した結果、弱いながらヒトリンパ球の生着をみた
が、金属アレルギーの誘導までには至らなかった。ヒト化マウスによる金属アレルギーの病態解明は、次世代の医療開
発を可能にする魅力的な研究課題であることに変わりはなく、今後も挑戦を続ける。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate pathogenesis of metal allergy using humaniz
ed mice by reconstituting human immune system in the mice.  We used genetically modified immunodeficient m
ice as recipients and tried to engraft human peripheral blood mononuclear cells in the mice.  We also depl
eted macrophages in the mice to increase immunodeficiency.  We observed very weak engraftment of human lym
phocytes in the mice but are unable to induce metal allergy.  As analysis of pathogenesis of metal allergy
 using humanized mice is still fascinating project to develop medical service for the next generation, we 
continue to realize this project.
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１．研究開始当初の背景 
金属イオンはアレルギー性皮膚炎のアレ
ルゲンであり、ニッケル（Ni）は金属アレル
ギーの原因のトップである。金属アレルギー
は、装飾品をつける人口の増加や、歯科治療
における補綴治療やインプラント治療など
医療技術の発展による金属暴露の機会の増
大に伴って増加しており、その克服は重要課
題の一つである。 
 金属アレルギーは、ヒト末梢血から分離し
た単核細胞（PBMC、リンパ球と単球/マクロ
ファージ）を用いた in vitro での研究から、
Ｔ細胞依存性のⅣ型過敏症として位置づけ
られているが、いまだに発症機序は明確では
なく、原因金属の除去しか解決策がないのが
現状である。この理由としては、実験動物に
金属アレルギーを起こすことは難しく、適切
な動物モデルがなく、in vivo での研究がで
きなかったことが大きな一因として考えら
れる。 
 グラム陰性菌細胞壁成分のリポ多糖（LPS、
内毒素とも呼ばれる）は、宿主の Toll-like 
receptor 4を介して自然免疫系を刺激する代
表的な物質の一つである。我々は、この LPS
をアジュバントとして Ni とともに投与する
と容易にしかも低濃度の Niイオンで Niアレ
ルギーを誘導できることに成功した（Sato N 
et al. Clin Exp Allergy 37: 743-751, 2007）。
LPS は Ni だけでなく、Cr、Co、Pd、Ag など
に対する金属アレルギーも誘導できた。本マ
ウスモデルを用いた研究により多くの知見
が得られている。しかし、ヒトとマウスでは
種が異なるため、マウスでの知見がヒトの生
体内で現実に起きているとは限らない。 
 近年、ヒト細胞を in vivo で解析できる高
度免疫不全マウスが開発されている。このマ
ウスはヒト臍帯血由来の造血幹細胞だけで
なく、PBMC も生着し（Abele-Ohl S et al. 
Transplant Immunol 23: 59-64, 2010）ヒト
化マウスとなる。ヒト化マウスは、創薬のた
めの研究材料としての利用だけではなく、ヒ
ト細胞の分化・機能解析等の基礎研究にも有
用であり、医療への貢献が期待できる実験動
物である。ヒト化マウスを用いたヒト化モデ
ルは、ヒト感染症モデル、GVHD モデルなどが
あるが、金属アレルギーモデルはない。我々
は、このヒト化マウスで金属アレルギーモデ
ルを確立すれば、これまで不可能であった、
ヒト免疫細胞による金属アレルギー発症機
序を in vivo で解明することが可能になると
いう着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の申請時における当初の目的
は、以下の通りである。 
(1)  Ni アレルギーのヒト化マウスモデルの
確立・最適化を行う。このヒト化マウス Ni
アレルギーモデルを用いて、ヒト免疫細胞の
in vivo での Niアレルギーの発症機序を以下

の方法で解明する。 
(2) Ｔ細胞の性状解析：Niアレルギー発症に
関与するヒトＴ細胞のTCRレパートリーの解
明 
(3) 関与する他のリンパ球の解析：Ｔ細胞以
外にも Ni アレルギーに関与するヒトリンパ
球が存在するかについての検討 
(4) 交差反応の検討：パッチテストの妥当性
についての検討 
(5) 自然免疫の関与：微生物への暴露、感染
などの環境要因の重要性の検討 
 
 
３．研究の方法 
(1) マウス：RAG (recombination activation 
gene：組換え活性化遺伝子) 2 は免疫系の抗
原受容体遺伝子のV-(D)-J組換え反応を担う
酵素で、未分化段階のＴ細胞とＢ細胞に発現
している。インターロイキン-２（IL-2）受
容体γ鎖は common γ (γc)とも呼ばれ、数
種のサイトカイン受容体の共通ドメインで
ある。これら遺伝子を欠損した RAG2-/-γc-/-

マウスは極めて重度な複合免疫不全を呈す
ることとから、本研究課題のレシピエントと
して選択した。RAG2-/-γc-/-マウスは東北大学
の遺伝子組換え実験と動物実験の承認を得
て、（財）実験動物中央研究所から入手し、
東北大学医学系研究科附属動物実験施設の
バリアのあるクリーンルームで繁殖し、実験
に供試した。 
 
(2) マクロファージの除去：マウス生体内か
らマクロファージを除去するために、クロド
ロネート封入リポソーム（ clodronate 
–liposome, Clo-lip）を Endo らの方法（Br. 
J. Pharmacol. 114, 187-193, 1995）で作製
した。ホスファチジルコリン 75 mg とコレス
テロール 11 mg 丸底フラスコ（1,000 ml）に
入れ、クロロホルム（20 ml）に完全に溶解
させた。ロータリーエバポレーター（37℃）
でクロロホルムを留去させ、フラスコ内に薄
膜を形成させた。薄膜に 10 ml のクロドロネ
ート溶液（200 mg/ml in PBS）を加え、10 分
間薄膜を剥がしつつ振とうした。２時間放置
後、超音波をかけ（50 Hz、３分間）、さらに、
２時間放置した。パスツールピペットで水相
上のリポソームを回収し、10 ml の PBS に懸
濁し、遠心した（5,000×g, 30 min）。ペレ
ットを PBS 4 ml に懸濁し、オリジナル溶液
とした。 
 
(3) ヒト末梢血単核細胞（peripheral blood 
mononuclear cells, PBMCs）:ヘパリン加末
梢血より lympholyte-H（セダーレン社、
Ontario、Canada）比重遠心法にて分離した。 
 
(4) ヒト化マウスモデルの確立：Abele-Ohl S
らの方法（Transplant Immunol 23: 59-64, 
2010）に準じて行った。８週令の RAG2-/-γc-/-

マウスにヒトPBMCsを移入した（静脈注射）。



ヒト PBMC 投与後の期間、投与量などを検討
した（下図参照）。 
 

 
(5) マウス Ni アレルギー発症は、我々が開
発した方法（Sato N et al. Clin Exp Allergy 
37: 743-751, 2007）に従って次の通り実施
した。NiCl2 (1 mM) と LPS (1 μg/ml) の 混
合液をマウスに 0.25 ml 腹腔内投与し、感
作した。10 日後、麻酔し，両耳の耳介部に 
NiCl2 (1 mM) 20μl を皮内注射し、チャレン
ジした。金属アレルギー発症の程度は、継時
的に耳介の腫脹をマイクロゲージにて測定
し、定量化した。 
 
(6) フローサイトメトリー：EDTA 加マウス末
梢血を採取し溶血緩衝液で溶血させて使用
した。細胞は、抗 CD16/32 (2.4G2)抗体とヒ
ト IgG で Fc 受容体をブロックした後、抗マ
ウス CD45-PE/Cy7, 抗ヒト CD45-Pacific 
Blue で染色した。CD45 は白血球共通マーカ
ーとして使用した。死細胞はDAPIで染色し、
分析から除外した。データは LSRFortessa セ
ルアナライザー（BD バイオサイエンス、San 
Diego、CA, USA）と FlowJo 7.6.5 ソフトウ
ェア（Tree-Star, Ashland, OR, USA）にて
解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) PBMCs の細胞数を 1×105から 1×107個ま
で変えて、RAG2-/-γc-/-マウスに静脈注射にて
移入した。移入後 7, 14, 21 日目にマウスを
過剰麻酔により安楽死させた後、末梢血を採
取し、ヒト細胞定着の状態を、フローサイト
メトリーでヒト CD45 陽性細胞の割合を算出
することで解析した。その結果、いずれの採
取日でもヒトPBMCsの定着は観察されなかっ
た。 
この結果は、RAG2-/-γc-/-マウスは免疫不全
マウスではあるが、ヒトリンパ球を定着させ
るまでの免疫不全状態に至ってはいないこ
とを示唆する。 
 
(2) RAG2-/-γc-/-マウスの免疫不全状態をさ
れに亢進させるために、本マウスの抗原提示
細胞を除去することにした。この目的を達成
するために、我々がこれまで行ってきた、
“Clo-lip を投与することにより、マウス生
体内からマクロファージを除去する方法”を
適用した。 
Clo-lip オリジナル溶液を PBS にて 5 倍希
釈し、0.2 ml/mouse で静脈注射した。24 時
間後にはF4/80陽性のマクロファージが除去
されることを確認した。 
 
(3) Clo-lip ５倍希釈液 0.2 ml を RAG2-/-γ

c-/-マウスに静脈注射24時間後に、ヒトPBMCs
（1×107個）を静脈注射にて移入した。移入
後７日目以降には弱いながらヒトPBMCsが検
出された（約１％）（図１）。 
 
(4) この条件で我々が開発した方法でニッ
ケルアレルギー誘導を試みたが、明確なアレ
ルギー反応（マウス耳介の腫脹）を誘導する
ことはできなかった。 
 
(5) 上記の条件では、Clo-li 投与 10 日目か
らマウスの衰弱がみられ安楽死させる個体
が出始めた。過度の免疫不全状態は、マウス
にとって危険であることが示唆された。 
 
(6) さらに、ヒト細胞の定着効率を上げるた
めの条件検討をいろいろと試みたが、(3)を
上回る条件は見いだせなかった。 
 
(7) 本研究課題の当初の計画・方法では、ヒ
ト化マウスモデルの確立・最適化の後、T 細
胞の性状解析、関与する T細胞以外のリンパ
球の解析、自然免疫の関与などの研究を進め
る計画であったが、残念ながら、この段階に
は至らなかった。 
 
(8) ヒト化マウスを用いた金属アレルギー
を含むヒト疾患の病態解明は、次世代の医療
開発を可能にする重要な研究課題であり、重
要性はさらに増していると考えられる。近年、
MOG マウス、NSG マウスなど別のタイプの免
疫不全マウスが開発されており、今後はこれ
らのマウスの使用、放射線照射、造血幹細胞
の移植など、今後も引き続き実現に向けて挑
戦していくつもりである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ フローサイトメトリーによるヒトと
マウスの白血球の分析 
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