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１　緒　言

　骨髄の幹細胞に由来する樹状細胞は、分化成熟
に伴い、種々の co-stimulatory molecules, class II 
MHC 抗原の発現を増強させることが知られてい
る１−６）。この樹状細胞の分化成熟にともなう変化は、
はじめ、試験管内での培養後に観察され７−８）、その後、
同様の現象が、皮膚にハプテンというある種の化
学物質が塗布された際にも起こることが我々の
研究により明らかにされた９）。一方、Macatoni
ら 10）や、Kripke ら 11）は、その際、ランゲルハン

ス細胞が表皮から所属リンパ節に遊走する事を
報告した。これらの報告により、生体内の非リン
パ組織のいたるところに分布している樹状細胞
が、そこに侵入してくる抗原を取り込み、その後
所属リンパ節に遊走しＴ細胞を感作するという
シェーマが完成した。
　しかし、このシェーマの中には、非リンパ組織
に分布するランゲルハンス細胞がどのような刺
激を、どの様な機序で認識し、また、どの様な機
序で分化成熟するのかという未解決の問題が存
在する。当然、この問題を明らかにするためには、
樹状細胞を試験管内で培養する必要があるが、上
述したように、ランゲルハンス細胞は試験管内で
培養したのみでは、未刺激で分化成熟してしまう
ため、我々の明らかにしたい問題の解決には利
用できない。しかし、最近、Sallustro ら 12）、お
よび、Romani ら 13）により、末梢血 CD14 陽性細
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胞を、IL−4、GM−CSF の存在化に培養すると未
熟な樹状細胞が誘導できることが報告され、我々
は、この培養系を利用してハプテンの樹状細胞へ
の影響を試験管内で検討した。

２　実験方法

２. １　樹状細胞、ランゲルハンス細胞の培養
　樹状細胞の純粋培養は、末梢血バフィーコー
トから比重遠心にて分離した白血球分画を、抗
CD14 標識ビーズと magnetic activated cell 
sorter（MACS）にて処理し CD14 陽性細胞を単
離した後に、IL−4 と GM−CSF の存在下に培養
することにより得た。また、ランゲルハンス細胞
は、手術などに際し余った皮膚を dispase、トリ
プシンなどで処理した後比重遠心を行い、ランゲ
ルハンス細胞の含有率の高い表皮細胞浮遊液を
作成し、それを用いた。

２. ２　化学物質の添加と樹状細胞に対する生物
学的効果の検討

　可能な限り多くの化学物質の影響を検討したい
と考えたが、主に、本研究では、ニッケル、コバ
ルト、dinitrochlorobenzen、trinitrochlorobenzen
などのハプテンと分類される化学物質、sodium 
lauryl sulfate、benzalkonium chloride、phenol など
皮膚一次性刺激物質、ハプテンとはなりにくい亜
鉛、銅などを中心に検討した。これらの物質を種々
の濃度で培養系に加えて以下のアッセイ方法にて
その影響を調べた。

２. ３　flow cytometry を用いた class II MHC 抗
原、CD54、CD80、CD86 などの co-stimulatory 
molecules の発現量の定量

　培養樹状細胞に、種々の濃度の化学物質を添
加後、経時的に樹状細胞を回収し、抗 class II 
MHC 抗原、CD54、CD80、CD86 抗体にて免
疫染色を施行後、flow cyotometry（FACScan）
にて解析した。

２. ４　産生された IL−1a、IL−1b、TNFa、IL−10、
IL−12 などのサイトカインの市販の Enzyme-
linked immunosorbent assay （ELISA）キット
による定量

　樹状細胞培養上清を回収し、市販の ELISA キ
ットにて IL− 1a、IL− 1b、TNFa、IL− 10、IL−
12 の産生量を定量した。

２. ５　reverse transcriptase polymerase chain 
reaction（RT−PCR）

　以上の細胞表面マーカー、サイトカインの産
生が mRNA の発現増加を伴っているか reverse 
transcriptase polymerase chain reaction（RT−
PCR）により半定量した。

２. ６　抗原提示
　樹状細胞の機能的変化に関しては、アロＴ細胞
刺激能力を指標にして検討した。

３　結果と考察

３. １　ランゲルハンス細胞と単球由来樹状細胞
の比較（図１）

　ランゲルハンス細胞と CD14 陽性単球由来の
樹状細胞を、いかなるサイトカインも加えていな
い状態、あるいは、TNFa を添加した状態で培養
し、その細胞表面マーカーの変化を比較検討し
た。ランゲルハンス細胞は、TNFa を加えない培
養でも活性化し、CD86 分子の発現を増強してし
まい、樹状細胞を分化成熟させることが明らかな
TNFa12、14）を添加してもその影響が観察られなか
った。
　一方、単球由来の樹状細胞では、TNFa 無添加
では、分化が抑制され CD86 の発現が弱く抑え
られており、それに、TNFa 添加することにより
CD86 の発現が著明に増強され、その影響が明ら
かに観察された。
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３．２　化学物質による樹状細胞表面の class II 
MHC 抗原、CD54、CD80、CD86 などの co-
stimulatory molecules の発現増強（図２、３、４）

　そこで、この細胞を用い、７種類の化学
物 質（DNCB、TNCB、NiCl2、ZnCL2、SLS、
Benzalkonium、DMSO）が樹状細胞の分化成熟に
与える影響を検討した。

　まず，培養系にそれぞれを種々の濃度で添
加したところ、採取した白血球により個体差
がみられたが。今回の検討した試薬のなかでは
DNCB、TNCB、NiCl2 が明らかに樹状細胞の活
性化を促した。また、この３種の化学物質の間
でも相違が認められ、NiCl2 は CD86 のみなら
ず HLA−DR 抗原と CD54 の発現を、DNCB は
CD86 のみの明らかな発現を増強させた。TNCB

は DNCB に類似した影響を及ぼした
が、実験に用いた白血球による個体差が
非常に大きかった。また、RT−PCR を用
いた、mRNA の解析によっても、NiCl2、
DNCB 処理樹状細胞では、CD86mRNA
の発現が増強していた。

３. ３　樹状細胞によるサイトカインの　
産生（図５）
　次に、NiCl2、DNCB、TNCB、SLS で
刺激された樹状細胞がいかなるサイトカ
インを産生するかを ELISA にて検討し
たところ。NiCl2 で刺激された樹状細胞は、
IL−1b、TNFa、IL−6 の産生を、DNCB に
関しては、IL−1b の産生のみを未処理のコ
ントロールに比べて有意に増加させた。

３. ４　ハプテン刺激により誘導される樹
　状細胞の成熟過程におよぼす抗 IL−1b、
　TNFa 抗体の影響
　NiCl2、DNCB 刺激により樹状細胞の
サイトカイン産生が増強する事が明らか
となったので、次に、樹状細胞の成熟が
これらの産生されるサイトカインにより
二次的に誘導されているのか否かを、　
NiCl2、DNCB で刺激された樹状細胞の
培養系に抗 IL-1b、TNFa 抗体を添加す
ることにより検討した。
　その結果、NiCl2 により誘導される樹
状細胞の CD86 分子の発現増強には、そ
れらの抗体はほとんど影響を及ぼさなか

図１　ランゲルハンス細胞と単球由来樹状細胞の細胞表 マーカーの比較
　　点線：negative control 抗体、shaded curve : サイトカイン無添加

の培養、実線：TNFa 添加培養。ランゲルハンス細胞の培養系では、
TNFa の影響がほとんど認められないが、樹状細胞の培養系では、
CD86 の発現増強が明瞭に認められる。（文献 17 より）
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図２　種々の化学物質添加による樹状細胞表 抗原 （flow cytometry profile）
　　種々の化学物質添加による樹状細胞表 抗原の変化を flow cytometry にて解析した。その代表的なプロフィール。shaded 

curve：化学物質を添加しないコントロール、実線；化学物質添加 48 時間後の発現パターン。（文献 17 より）

図３　種々の化学物質添加による樹状細胞表 抗原 （前解析例のまとめ）
　　種々の化学物質添加による樹状細胞表 抗原の relative fluorescence intensity を棒グラフに表した。（文献 17 より）
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ったが、DNCB の作用は、抗 TNFa 抗体により
著明に抑制されることが明らかとなった。以上か
ら、樹状細胞が、ハプテンの種類により、異なっ
た機構により表面マーカーの発現、サイトカイン
の産生を変化させることが明らかとなった。すな
わち、例えぱ DNCB の場合は IL−1b、TNFa を
産生し、その autocrine 機構により樹状細胞を活
性化させ、NiCl2 の場合はサイトカインの分泌を
介さず、むしろ、直接、CD86 の発現を増強させる。

３. ５　化学物質の刺激を受けた樹状細胞の抗原
提示（図６）

　NiCl2、DNCB で刺激された樹状細胞は、アロ
Ｔ細胞刺激する抗原提示活性を増強した。また、
その活性は抗 CD54、CD86 抗体により抑制された。

総　括

　アレルギー性接触皮膚炎は、一見、T 細胞が
成立過程のすぺてを支配しているようにうけと
られがちである。しかし、今回の我々の研究によ
り、実際は、ランゲルハンス細胞あるいは樹状細
胞が抗原の侵入を察知し、それを引き金として成
熟、分化し、自らの形質を変化させるという過程
がきわめて重要なカギを握っていることがあき
らかとなった。
　化粧品の開発において、添加する化学物質が接
触皮膚炎を惹起する物質であるか否かの判定は
きわめて重要な過程である。これまでは、その
試験を Kligaman、Magnusson ら 15、16）により開
発された実験動物を用いた maximization test に
より行ってきた。しかし、この方法には、化粧
品というヒトの生命とは関わりのない物の開発
に、実験動物の貴重な命を犠牲にしてよいのかと

図４　化学物質処理樹状細胞の CD80、CD86mRNA の発
現

　　化学物質処理樹状細胞から mRNA を取り出し、RT-
PCR にて CD80、CD86mRNA の発現を比較した。

図５　化学物質処理樹状細胞のサイトカイン産生
　　樹状細胞を NiCl2、DNCB、SLS にて処理し 48 時間後の培養上清中に含まれるサイトカインを ELISA に定 した。（文献

17 より）
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いう倫理的問題と、また、実験動物のデーターが
果たしてヒトに当てはまるのかという未解決の
問題が存在する。今回我々が詳細に検討した樹
状細胞培養系は、化学物質に接触皮膚炎を惹起
する必要条件が存在するか否かを明らかにでき、
maximization test の代替法としての可能性が示
唆される。
　なお、以上の結果は、Eur J Immunol vol 27 , 
2031−2038 に報告した。
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