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研究成果の概要（和文）：Th2細胞は、金属アレルギー誘導初期において耳介腫脹反応の亢進に関与しているこ
とをこれまでに明らかにした。今回NKT細胞がニッケルアレルギー反応において耳介腫脹反応に対して抑制機能
を有することを明らかにした。また、転写抑制因子Gfi-1遺伝子欠損マウスではニッケルアレルギー誘導におい
て、反応が増強されることを明らかにした。組織中サイトカイン産生プロフィールを検討したところ、CD4陽性
細胞からIFN-γの産生が著明に高くなっていることが明らかにした。金属アレルギー反応がはh1型免疫反応ばか
りでなく、種々の免疫担当細胞の相互関係から病態が形成されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It suggested that the GATA-3 transcription factor is associated with not 
only the Th2 type immune response but also the differentiation of NKT cells.The Th2 cells find that 
they are associated with the sthenia of the response in early period of metal allergy.We made clear 
that NKT cells functioned for an allergy to metal response restrainingly this time. Also, in the 
allergy to metal instruction study using the Gfi-1 genetic effect mouse, and determined sthenia of 
the allergic reaction and determined that pro-an in vitro experiment, an IFN-γ　production was 
enhanced remarkably. Rather than these, it was suggested that the clinical condition of the allergy 
to metal was built as well as a Th1 type cells in the mechanism of pathogenesis of the allergy to 
metal by the reciprocal effects of the 2 type cells and NKT cells.

研究分野：免疫学　アレルギー学

キーワード： ニッケル　アレルギー　転写因子　Th1　Th2　NKT細胞

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  金属アレルギーは、IV型アレルギーを代

表とする疾患である。しかし、近年臨床医学

的知見から IV 型アレルギーを制御する Th1

型細胞の関与ばかりでなく Th2 型免疫反応

の関与も示唆されている。我々は、これらの

事実を明らかにするために Th2 型免疫反応

制御転写因子GATA-3遺伝子導入トランスジ

ェニックマウスを用いて Ni アレルギー誘導

モデルマウスを構築し、これまでの検討から

金属アレルギー(Ni)の発症初期にTh2型免疫

反応が関与していることを明らかにして報

告を行ってきた。しかし、GATA-3転写因子

は T細胞ばかりでなく NKT細胞の分化にも

関与する報告があることから、我々がこれま

で得た結果が Th2 型免疫のみによるもので

あることを明らかにできなかった事から

NKT細胞欠損マウスやTｈ1型免疫反応との

関わりを明らかにするために転写因子（Grfi1）

欠損マウスを用いて検討を行うこととした。 

 
２．研究の目的 
 我々は、ニッケル(Ni)アレルギー誘導初期

に Th2 型免疫反応が関与することや表面改

質によるアレギー誘導能評価系を確立し報

告した。本研究期間内において、アレルギー

を誘導する転写因子の観点から耳介腫脹反

応を指標として検討すると共に、Ni-Ti 以外

の合金における免疫反応能についても同様

に検討し、アレルギー誘導低減化表面改質法

について検討することとし、生体材料開発の

一助とした患者に対する QOL の向上につな

げる情報を得る事を目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1).トランスジェニック及びノックアウト

マウス：当学部施設実験動物施設および愛媛

大学医学部実験動物施設内 SPFにて GATA3 遺

伝子導入マウス (GATA3-Tg), RAG2, Gfi-1 

及びノックアウト（Ko）マウスはそれぞれの

マウスの遺伝子系確認は、生後 4週目の各々

のマウスの tail より genomic DNA を抽出し、

DNA-PCR 法にてそれぞれのタイプを確認する。 

(2).抗原・感作及び惹起方法:①感作抗原に

Ti-Ni(50%)金属ワイヤーを用いる。金属ワイ

ヤーは、1 x 7mm サイズにカットした。 

②ワイヤーは各マウスをペントバルビター

ル(80mg/Kg)で麻酔し、背部被毛をバリカン

にて剃毛する。剃毛部をイソジン消毒液にて

消毒後メスにて部分的に切開し、皮下に移入

する。その後、外科用クリップにて切開部を

縫合する。 

(3).抗原再刺激後の経時的耳介腫脹反応の

測定：金属ワイヤー移植後より、1ヶ月経過

したマウスの左耳介の皮内に10μlの金属溶

液(1000ppm)を投与し、経時的に腫脹を dial 

Thickness gauge にて測定する。 

(4).抗原惹起部位のサイトカインプロフィ

ールの検討:各々の抗原で惹起された耳介組

織を摘出し（惹起後 18-24 時間及び 72 時間

以降、0.1%Tween20 加 PBS 溶液内で摘出組織

をポリトロンで細切しホモジナイズする。液

体窒素にて凍結融解をくり返し、さらに超音

波にて処理を行い遠心して上清を回収し、サ

イトカイン産生量(IL-4,IL-5, IL-13, IFN-

γ)を ELISA キットにて測定する。  

(5).耳介腫脹反応を制御する免疫担当細胞の

機能の検討：ワイヤーで感作されたGATA3-Tg

マウス脾細胞よりマグネットビーズやセルソ

ーターを用いてCD4+もしくはCD8+T細胞を分離

し、RAG2KOマウスに静注にて移入し(1 x 106/

mouse)、移植翌日から感作金属に対する耳介

助腫脹反応の計測、と再刺激48〜72時間後の

組織内サイトカイン産生量を前記方法にて測

定する。また、血清中の抗体価は、測定終了

後に採血・分離して血清にてELISA方にて測定

する。 

(6).耳介腫脹部位の病理組織学的検索：実験

より得られた耳介組織を摘出し、H&E,トルイ

ジンブルー染色及び免疫染色により、病体形

成に関与する侵出細胞を同定する。 



 
４．研究成果 

(1)Ni-Ti 試験片移植マウスの耳介腫脹の

経時的変化 

Ni-Ti ワイヤー移植 GATA-3 Tg マウスへの

抗原再刺激において耳介腫脹の経時的変

化は、接種後 3時間から 6時間の間に最初

のピークを認めた。この反応は対照群であ

る WT マウスにおいても同程度の腫脹反応

が観察され、どちらの群もその後反応は減

退した。しかし、GATA-3 Tg マウスでは 24

時間以降、WT マウスの約 3倍の腫脹反応が

観察された（図 1a）。144 時間 (6 日) 以降、

反応はやや減退するも 336 時間 (14 日) 

目から再度腫脹反応が強く観察され768時 

(32 日) 間まで持続した。この反応は

GATA-3Tg マウスに特異的ではなく、WT マ

ウスにおいても同程度の腫脹反応が同時

間継続した。両系統ともマウスの耳介腫脹

反応は同様に減退し、抗原再刺激 32 日以

降には左右差はほぼ消失した。Ni-Ti 試験

片移植両マウスに Ti 水溶液を用いて耳介

腫脹反応を経時的に観察したところ、両群

のマウスの耳介に腫脹反応は認めなかっ

た (データ示さず) 。このことから、Ni-Ti

ワイヤー移植マウスにおける耳介腫脹反

応は Ni 特異的な反応であった。耳介の腫

脹はマウスによってばらつきが多いため、

有意差の検討をAUCで比較したところ0日

から32日までの総面積においてGATA-3 Tg

は対照群である WT と有意差があることが

認められた。(図 1b) 

(2)試験片移植の有無によるマウスの血中抗

体価 

 血清中 IgE 抗体産生量は、Ni-Ti ワイヤー

移植 GATA-3 Tg マウスではワイヤーを移植さ

れていない GATA-3 Tg マウスと比較して約 4

〜5 倍高値であった(図 3A。また、WT マウス

においてもワイヤー移植によりIgE抗体産生

量に優位差が認められた。しかし、ワイヤー

の移植の有無にかかわらず GATA-3 Tg マウス

および WTマウスの IgG1 と IgG2a 抗体価はど

ちらも有意差はなかった（データ示さず）。 

   
図1.Ni-Tiワイヤー移植GATA-3 TgマウスのNiに対す

る耳介腫脹反応  

 (3)NKT 細胞の Ni 誘発接触皮膚炎誘発にお

ける役割 

  NKT細胞欠損CD1dKOマウスにプロトコ

ール 1に従って Ni 感作を行い、Ni 再刺

激の際の耳介腫脹反応を経時的に測定し

た。その結果再刺激後 1時間目より,WT

マウスにおいて CD1dKO マウスの腫脹反

応より顕著に腫脹反応が観察された（図

3a 左）。AUC 法にて解析を行ったところ、

CD1dKO の腫脹は WT と比較して早期にお

いて (48 時間) 約 5 倍増加していた(図

3b 右)。 

  

図 3. Ni-Ti 試験片移植マウスの Ni に対する耳介

腫脹反応(CD1d KO マウスとの比較) 

 

また、Ni-Ti ワイヤー移植 30 日後の WT

マウスに、Ni で再刺激すると同時に腹腔

に NKT 細胞活性化リガンドであるα-GC

を投与した際の耳介腫脹反応を検討した。

その結果、α-GC 投与マウスでは耳介腫

脹反応がほぼ 100%抑制された(図 4a)。そ

の際の血清中の IL-4 及び IFN-γ産生が



亢進していた。

図 4.
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目まで同じ傾向を示した。反応

120 時間 (5 日) 

時間 (30日) 

相となった。既に、我々は第

が、それ以降（第

産生が反応の主体であることを報告した。

転写因子は Th2

分化や機能のみに関与するばかりでなく

細胞の分化にも関与することが示唆されて

これらのことから NKT

系を用いて検討をおこなった。

細胞は、既に報告されているように

を産生するユニークな免疫担

NKT 細胞は、主要組織適合抗

原複合体拘束性にペプチドを認識する

CD1d 拘束性に非ペプチド性であ

グリセロ糖脂質やリン脂質を

抗原として認識することが明らかになって

細胞欠損マウスを用いて

触皮膚炎をプロトコール1に従って誘導した

ところ、誘導初期において WT

腫脹反応と比較して、AUC を検討しても統計

学的に有意に腫脹が大きかった。また、

細胞活性化リガンドであるα

ては、耳介腫脹反応がほぼ完全に

NKT 細胞から産生される

などのサイトカインによって腫脹反

応が抑制されたと考えられる。

結果から、抗原再激後 48 時間で耳介組織内

産生が亢進し、このことが耳介腫脹

誘導接触皮膚炎において、

IL-4 産生を基軸

型免疫反応のみならず NKT細胞の

3 Tg と WT マウスに

時間から計測

目まで同じ傾向を示した。反応

) 、384 時間

) 目にピークをも

既に、我々は第 1相となる

が、それ以降（第 2 相）は

産生が反応の主体であることを報告した。

Th2 型免疫細胞の

分化や機能のみに関与するばかりでなく

細胞の分化にも関与することが示唆されて

NKT 細胞への本実験

系を用いて検討をおこなった。 

細胞は、既に報告されているように

を産生するユニークな免疫担

細胞は、主要組織適合抗

原複合体拘束性にペプチドを認識するT

拘束性に非ペプチド性であ

グリセロ糖脂質やリン脂質を

抗原として認識することが明らかになって

細胞欠損マウスを用いて Ni 誘発接

に従って誘導した

WT マウスの耳介

を検討しても統計

学的に有意に腫脹が大きかった。また、

α—GC 投与におい

ては、耳介腫脹反応がほぼ完全に抑制された。

細胞から産生される IL

などのサイトカインによって腫脹反

応が抑制されたと考えられる。GATA-3 Tg

時間で耳介組織内

産生が亢進し、このことが耳介腫脹

誘導接触皮膚炎において、

産生を基軸

細胞の

マウスに

時間から計測 792

目まで同じ傾向を示した。反応

時間 (16

目にピークをも

相となる

相）は IFN-

産生が反応の主体であることを報告した。

型免疫細胞の

分化や機能のみに関与するばかりでなく NKT

細胞の分化にも関与することが示唆されて

本実験

細胞は、既に報告されているように

を産生するユニークな免疫担

細胞は、主要組織適合抗

T細胞

拘束性に非ペプチド性であ

グリセロ糖脂質やリン脂質を

抗原として認識することが明らかになって

誘発接

に従って誘導した

マウスの耳介

を検討しても統計

学的に有意に腫脹が大きかった。また、NKT

投与におい

抑制された。

IL-4、

などのサイトカインによって腫脹反

3 Tg の

時間で耳介組織内

産生が亢進し、このことが耳介腫脹



反応と関連していることが推定される。一方、

α-GC 投与により IFN-γ産生のピークが 16

時間とされている。時相的にはα-GC 投与に

より産生された IFN-γが IL-4 によって惹起

される耳介腫脹反応を抑制するのではない

かと推測することも可能である。図 6B に見

られるように、Ni 及びα-GC 投与 4時間目に

軽微ながらα-GC投与によるIL-4産生の影響

を受けている可能性があるが明らかではな

い。 

 以上結果から、Ni 誘発接触皮膚炎において

誘導初期にＴh2 細胞や NKT 細胞が関与し、そ

れら細胞から産生されるサイトカイン特に

誘導初期では IL-4 が耳介腫脹反応に関わっ

ていることが示唆された。他の研究グループ

からも IL-4 の接触皮膚炎炎への関与が 

これまでに報告されており、我々の結果と

一致するところが多い。本実験に用いた

GATA-3 遺伝子に用いたプロモーターは lck 

distal promoter であることから、成熟 T 細

胞特異的に制御されていることが考えられ、

NKT 細胞に対しても及ぼす影響は少なくない

と考えられる。ちなみに GATA-3 は NKT 細胞

の分化や機能に重要な役割を果たしている

と言う報告もある。さらに、NKT 細胞とＴ細

胞の相互作用が示唆されていることは、金属

アレルギーにおける発症機序考える上にお

いて十分考慮しなければならないと考える。

しかし、これまでの我々が報告した Th2 型Ｔ

細胞は腫脹亢進、NKT 細胞は腫脹抑制と相反

する機能をしていることが示唆された。した

がって、金属アレルギー（Ni）では、免疫反

応の時間的経過に伴いそれぞれの機能がこ

となるタイプの細胞が病態を構築している

ことが示唆され、これまでの Th1 型免疫反応

を主体とするパラダイムだけでは説明出来

ない結果を得た。 

 近年、Ni アレルギーの発症機序について自

然免疫や獲得免疫の観点から考察され報告

がなされるようになってきたが、いまだ発症

機序については明らかになっていない。ヒト

TLR4 は Ni の特異的レセプターとしても機能

すると報告されたが、TLR4 は Ni ばかりでな

く Co も結合することが明らかになった。し

かしながらマウス TLR4 は Ni結合性がないの

で、本研究においても Ni がどのように T 細

胞や NKT 細胞に認識されるか不明である。重

度の Ni アレルギーを惹起したヒト T 細胞ク

ローンは、必ずしも Ni 自体ではなく Ni2+に類

した+電荷を有するアミノ酸を含むミメティ

ックペプチドを HLA-DR 拘束性に認識したと

いう報告 23)がなされているので、Ni に対する

アレルギー反応の理解には様々な免疫担当

細胞の応答様式や特殊機能が関与している

ものと推定される。 

 Gfi1 転写因子は、Th1 型免疫反応を抑制す

る転写因子であることから、本実験において

ノックアウトマウスを用いた場合、強い耳介

腫脹反応が抑制された。本内容については、

論文の③を、読まれてほしい。 

 また、表面改質の検討について、Ni-Ti の

場合での検討で Ni の溶出を抑制することが

アレルギー誘発を抑制することを既に明ら

かにしている。しかし、生体材料として扱う

場合、生体との親和性も重要な問題から 

材料の表面改質を行い、金属の溶出と細胞と

の親和性の両方を兼ね備えた方法での改質

が重要とされることも明らかになり、現在そ

の検討を進めている段階である。 
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