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分子の中で、CD80 やCD86 の発現増強は両者で同レベル
であったが、FAやDNCB刺激に比べ、HDIやTMA刺激で、
OX40Lの発現増強が有意に高かった（data not shown）。
　そこで、これら 6 種類の代表的な呼吸器と皮膚の感作性
化学物質の至適濃度を用いて、この 3 次元DC共培養系で
CD86 とOX40L発現を調べたところ、非刺激に比べいず
れの感作性化学物質刺激でもCD86 発現増強は同レベルで
あったが、OX40L発現増強のレベルが 6 種類の感作性化
学物質が 2 グループに分かれ、OXAやFA、DNCBの皮膚
感作性化学物質の刺激に比べ、OPAやHDI、TMAの呼吸
器感作性化学物質の刺激で、有意にOX40L発現増強が強
かった（図 6）。
　以上の結果は、本研究の 3 次元DC共培養系は、DCで
のOX40L発現増強を指標に、呼吸器と皮膚の感作性化学
物質の識別が可能である可能性を示している。

3. 2.  3 次元DC共培養系における上皮細胞の重要性
　次に、この 3 次元DC共培養系が有効である理由を調べ
るため、同じScaffoldを用いたDCだけの 3 次元DC単独培
養系と、OPAとOXAを用いて比較検討した。その結果、3
次元DC共培養系では上述と同様に、CD86 発現増強は両
者で同じレベル発現増強が見られ、OXAに比べOPA 刺激
でOX40L発現増強がより強く見られたが、3 次元DC単独
培養系では、CD86 発現増強は両者で同じレベル見られたが、
OX40L発現増強は、両者で有意な差が見られなかった（図 7）。

図 5　3 次元 DC 共培養系にさらに T 細胞も加えた新しい 3 次元 DC/T 共培養系を用い、T 細胞を指標にした呼吸
器と皮膚の感作性化学物質を識別する評価系の構築

　以上の結果は、本研究の 3 次元DC共培養系において、
呼吸器と皮膚の感作性化学物質の識別に上皮細胞のバリヤ
ー機能や免疫調節機能の重要性を示唆している。

3. 3.  3 次元DC/T共培養系を用いた呼吸器および
皮膚の感作性化学物質の識別

　生体内では、気道上皮で抗原に感作されると、その抗
原をDCが取り込み、成熟化して、所属リンパ節へ遊走し、
そこで初めて抗原特異的なナイーブCD4+T細胞を刺激し、
増殖とエフェクター細胞への分化が誘導され、獲得免疫系
が始動する。即ち、生体内では、抗原を捕らえたDCが所
属リンパ節へ移動することは極めて重要である。上述の検
討より、本研究の 3 次元DC共培養系では、感作性化学物
質で刺激 24 時間後には、DCが刺激により他のScaffoldへ
の遊走が殆ど見られず留まっていたことより、生体内での
DCの移動を再現するため、24 時間後、DCのScaffoldだ
け取り出し、新しい 24 well plateの底に入れ、その上から
ナイーブCD4+T細胞を加え、反応させることにした。まず、
CD4+T細胞としてシンジュニックな細胞を用いたところ、
反応が弱かった。そこで、アロジェニックな細胞を用いた
ところ、いわゆる、アロの混合リンパ球反応（MLR）により、
両者を混ぜただけで、T細胞の活性化が見られ、T細胞の
活性化マーカーであるCD69 やTh1 分化のマーカーであ
るIFN-γの発現増強が見られた。しかし、そこへ、呼吸器
感作性化学物質OPAと皮膚感作性化学物質OXAを加える
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と、OXA刺激に比べOPA刺激によりIFN-γ発現のさらな
る増強と、OPA刺激に比べOXA刺激によりTh2 分化マ
ーカーであるIL-4 発現のさらなる増強が見られた（図 8）。

以上の結果は、本研究の 3 次元DC/T共培養系は、T細胞
でのIL-4 発現増強を指標に、呼吸器と皮膚の感作性化学
物質の識別が可能である可能性を示唆している。

図 6　6 種類の代表的感作性化学物質刺激で、CD86 発現増強は同程度、呼吸器感作性物質で OX40L 発現
が有意に増加し、OX40L 発現増強の違いで 2 グループに識別可能

図 7　3 次元 DC 共培養系と 3 次元 DC 単独培養系を比較すると、選択的 OX40L 発現増強は DC 単独培養
系では見られず、上皮細胞のバリヤー機能や免疫調節機能が重要
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図 8　ヒトプライマリー細胞を用いた新しい 3 次元 DC/T 共培養系を用い、T 細胞での IL-4 発現増強の違いにより
呼吸器と皮膚の感作性化学物質の識別が可能

図 9　ヒト末梢血単球由来 DC を用いた 3 次元 DC 共培養系により、DC での OX40L 発現増強の違いにより皮膚
と呼吸器の感作性化学物質の識別が可能

4.  考　察

　現在、さらに、複数の感作性化学物質を用いる検討や、
これらの系の汎用性を向上させるため、iPS由来のDCを複
数作製し、LPSやOK-432 による刺激後の成熟マーカーの
発現解析や抗原提示能力などについて比較検討し、3 次元

DC共培養系への応用を試みている。さらに、そこへ、T細
胞ハイブリドーマや不死化したTh 細胞を加えて、同様な結
果が得られれば、より有用な評価系になることが期待される。
　これまでに、呼吸器と皮膚の感作性化学物質を識別可能
な方法として、皮膚感作性評価法のゴールドスタンダードで
あるマウスを用いたLLNAで刺激開始 6 日後に所属リンパ
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節でのリアルタイムRT-PCR 解析する方法が唯一報告され
ている 7, 8）。この系では、皮膚感作性化学物質に比べ呼吸
器感作性化学物質の刺激で、Th 2 分化やTh 2 反応の誘導
に重要なIL- 4 やIL- 4 R、IL-10、OX40L、TSLPなどの
分子の発現がより増強されることが示された 7, 8）。ところが、
このような呼吸器と皮膚の感作性化学物質を識別可能なin 
vitro動物実験代替法は、今のところ開発されていない 9）。

5.  総　括

　本研究では、気道上皮組織を模倣した気道上皮細胞と
DC、肺線維芽細胞から構成される新しい 3 次元共培養系
を構築し、この系を用いて、DCでのTh2 分化誘導に重要
なOX40L発現増強を指標に、6 種類の代表的な感作性化
学物質を呼吸器と皮膚の感作性化学物質の 2 グループに識
別可能であることが示された（図９）10）。さらに、この系
にアロジェニックなナイーブCD4+T細胞を加えた 3 次元
DC/T共培養系では、T細胞でのIL-4 発現増強を指標に、
呼吸器と皮膚の感作性化学物質の識別が可能である可能性
が示唆された。免疫反応は複雑なため、アレルギー感作性
の評価には、本研究のような生体内のキーになる反応をよ
り忠実に模倣した 3 次元共培養系が有効と考えられ、その
汎用性を上げるべく現在も検討を続けている。
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