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緒言

　堕罪品を開発する上で、皮膚に対する安全性を確認することは

極めて重要で、中でも皮膚感作性の評価を行うことは、安全な製

品を開発する上で欠かせない項目の1つである。皮膚感作性とは

遅延性過敏反応の一つで、化学物質の接触により過剰な免疫反応

により皮膚にかぶれが起こる現象であり、外来の化学物質や物理

的因子などのダメージによる皮膚刺激性のかぶれとは、その発症

機構が大きく異なる。従来、化学物質の皮膚感作性評価は、モル

モットやマウスなどの動物を用いた試験が行われてきた12）。一

方、動物愛護の観点から動物実験に対する批判の高まりを受け、

EUにおいては化粧品指令第7次改正3）により、2013年3月まで

に化粧品開発のための動物実験の禁止が施行されるに至ってい

る。このような社会的背景から、動物実験が不可欠であった化学

物質の全ての安全性評価において、動物実験代替法の必要性が明

確となっている。これまでにOECDでは、経皮吸収性試験4）や

局所刺激性を評価する光毒性試験5）及び皮膚腐食性試験6・7）が、

安全性評価における動物実験代替法としてガイドライン化され

ている。また、皮膚感作性に関しても、動物を用いない試験法に

対する関心が高まり、試験法開発に向けた研究が世界的に行われ

ているが、ガイドライン化された試験法はない。この埋由として、

皮膚刺激性などの局所刺激性に比べ、皮膚感作性は免疫系が関与

する全身反応であり、加痂mで全ての反応を具現化することが極

めて難しいことが挙げられる。よって、動物を用いない皮膚感作

性試験を開発するためには、皮膚感作性の毒性発現機構を十分に
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埋解し、in・vitroで具現化できる鍵となる反応に着目することが重

要である。

　感作性物質が皮膚に接触すると、皮膚中のタンパク質やペプチ

ドなどと結合することにより完全抗原となり、表皮中の樹状細胞

（ランゲルハンス細胞）によって認識される。その後、ランゲル

ハンス細胞は活性化し、皮膚から所属リンパ節へ移行し、T細胞

に対して抗原情報を提示する。そして、抗原特異的なT細胞が増

殖すると、感作が成立する8・9）。ここまでの感作誘導反応により、

感作性物質の情報は体に記憶される。さらに、再び、皮膚に同じ

物質が触れることによって、T細胞が活性化し、紅斑や浮腫とい

った炎症反応が皮膚に起こる。これら一連の反応は極めて複雑で

あるが、感作が成立するまでに鍵となるいくつかの反応（経皮吸

収性、タンパク結合性、ランゲルハンス細胞の活性化、抗原特異

的なT細胞増殖）を個別にin　vitroで再現する試みがなされてい

るIo）。この中でもランゲルハンス細胞の活性化では、　MHC　class

IIやCD86、　CD54のような共刺激性分子の発現増強ll・12）やIL－1β

のようなサイトカインの産生B・14）が認められており、これらの

変化に着目した研究が積極的に進められている。一・方で、ランゲ

ルハンス細胞は表皮細胞中に1～3％しか存在しないため、表皮細

胞からの分離が難しく、また分離後に性質が変化することも知ら

れており、これらがランゲルハンス細胞を用いた研究の課題とな

っている。そこで、近年、ランゲルハンス細胞の代替として、ヒ

ト末梢血CD14陽性細胞15）あるいはCD34陽性造血前駆細胞16＞

から種々のサイトカイン処理により誘導した樹状細胞を使用し

た検討がなされている。これらの細胞は表現型及び機能上の特性

3



がランゲルハンス細胞と類似しているだけでなく、∫η痂m実験に

おいて、皮膚感作性物質によりランゲルハンス細胞と同様に、抗

原提示に関わる種々の細胞表面抗原の発現やサイトカインの産

生が増強することから、生体での反応をin　vitroで再現できるモ

デルとして、皮膚感作性の発症機構の研究に用いられている

17“’22）。一方で、このような樹状細胞の活性化を指標にすることで、

in　vitro皮膚感作性試験法へ応用できる可能性も高まってきてい

る23＞。しかしながら、安全なヒト血液の供給や用いる細胞の個

人差の問題19’24＞などがあるため、これら細胞を用いた試験法開

発には実用面での課題がある。

　著者らはそうした問題を克服するために、入手が容易で、性状

が安定な、ヒト細胞株であるTHP－1細胞（human　monocytic

leukemia　ceU　line）25）に着目した。これまでに、　THP・一1細胞に対

していくつかの皮膚感作性物質を曝露すると、抗原提示の際に樹

状細胞で認められる細胞表面抗原（MHC　class　II、　CD86、　CD54）

の発現上昇やIL－1βの産生増強が報告されている26・27）。さらに、

THP4細胞を用いたin　vitro皮膚感作性試験法（human　Cell　Line

Activation　Test；h－CLAr）の開発を進め28・29）、抗原提示の際に共刺

激分子として機能する細胞表面抗原（CD86とCD54）の発現変化

を指標とすることで、一般化学物質64物質の感作性の有無を良

好に評価できることを確認した30）。一方で、試験法に用いる

THP－1細胞の感作性物質応答やその作用機構は十分に解明され

ておらず、試験法の実用化に向けての課題となっている。

　そこで、本研究では、加痂m皮膚感作性試験法に用いる細胞と

してTHP－1細胞の有用性を高めるために、THP－1細胞の感作盛物

4



質応答とその作用機構について解析した。本研究論文の第1編で

は、感作成立において樹状細胞で認められる種々の細胞表面抗原

やサイトカインの発現変化を指標に、THP－1細胞の感作性物質及

び非感作性物質に対する応答を調べ、樹状細胞との同等性を検討

した。また、第2編では、感作性物質による種々の細胞表面抗原

やサイトカインの発現機構に関して、TNF一αのオートクライン作

用、細胞外Arpの効果及び、細胞内シグナル伝達系の役割につい

て検討した。さらに、第3編では、THP4細胞を用いて、樹状細

胞において十分に解明されていない1レ8産生の感作性物質特異

性や発現機構を検討した。
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第1編　THP－1細胞における細胞表面抗原及びサ

イトカインの感作性物質応答3D

　加痂邦。実験において、ヒト由来の樹状細胞が感作性物質により

活性化し、抗原提示の際に重要な種々の細胞表面抗原やサイトカ

インの発現が充進ずることが報告されている17”22）。最近では、

これら活性化マーカーを指標とした、加痂m皮膚感作性試験の開

発研究がなされている23）。しかしながら、血液の安定供給や均

一な細胞集団の確保、さらに細胞ドナー間のばらつき等の点19’24）

から、血液由来の樹状細胞を研究に汎用できる細胞として用いる

には課題があるのが現状である。

　そこで、本研究では、これら課題を克服することを目的にヒト

単球由来の細胞株であるTHP－1細胞（human　m．onocytic　leukemia

cell　line）を用い、　THP－1細胞が感作性物質処理によって樹状細胞

様の応答を示すかを検討した。感作性物質による樹状細胞の活性

化指標としては、細胞表面抗原のCD86、　CD54、　CD40、　CD83、

CD58、　CD　l　a及び、サイトカインのTNF一α、　IL－6、　IL一一8を用いて、

検討した。
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第1節　実験の部

1．細胞と培養液

　THP－1細胞はAmerican　Type　Culture　Collection　（Manassas，　VA，

USA）より購入した。THP－1細胞用の培養液として、25mM　HEPES

バッファーとLグルタミンを含むRPMI1640　（invitrogen　Corp．，

Carlsbad，　CA　USA）に、10％牛胎児血清（JRH　Biosciences，　Lenexa，

KS，　USA）と、　O．05mM　2一メルカプトエタノール及び1％ペニシリ

ンーストレプトマイシン（hnvitrogen　Corp．，　Carlsbad，　CA　USA）を

それぞれ添加した培養液を用いた。

2．被験物質とTHP－1細胞に対する処理方法

　被験物質は、感作性物質として2，4－dinitrochlorobenzene

（DNCB），nickel　sulfate　hexahydrate　（NiSO4），hydroquinone　（HQ），

propyl　gallate　（PG），　formaldehyde　（FA），　eugenol　（EU），

phenylacetaldehyde　（PAA）、　hydroxycitronellal　（HC）を用いた。

また、非感作性物質としては、sodium　lauryl　sulfate（SLS）、methyl

paraben　（MP）、1actic　acid（LA）を用いた。全ての被験物質と、

陽性対照として用いたサルモネラアボルタス由来の
1ipopolysaccharide（LP　S）は、　Sigma－Aldrich（St．　Louis，　MO，　USA）

より購入した。NisO4、　HQ、　FA、　sLs、　LA、　LPsは予め生理食塩

水に溶解させ、また、DNCB、　PG、　PAA、　EU、　HCはdimethylsulfbxide

（DMSO；Simga－Aldrich）に溶解させた後に、培養液に添加した。

DMSOは培養液中の濃度が最高0．2％になるように添加した。

　THP－1細胞は24ウェルプレートに1x106cells／mL／ウェルにてi播
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種し、被験物質を添加した後、37℃、5％CO2条件下で24時間培

養した。被験物質の処理濃度は予め細胞毒性試験を行い、24時間

後に70～95％の細胞生存率になる3濃度を設定した。各被験物質

に対して、実験は少なくとも3回実施した。

3．細胞表面抗原の解析

　細胞に化学物質を24時間処理した後、細胞を回収し、0．1％

bovine　serum　albumine添加PBSで洗浄した。さらに、　Fcレセプタ

ーのブロックキングとして0．01％Globlins　Cohn　Fraction　II，　III

（Sigam－Aldrich）添加PBSを10分、4℃条件下で処理した後、抗

体染色を行った。細胞表面抗原の解析に用いたFITC標識モノク

ロナール抗体を以下に示す；抗ヒトCD54（clone；65B5）（DAKO；

Glostrup，　De㎜ark）、抗ヒトCD86（clone；Fun－1）、抗ヒトCD40

（clone；5C3）、抗ヒトCD83（clone；HB　I　5e）、抗ヒトCD58（clone；

1C3）、抗ヒトCD　l　a（clone；HI149）　（以上、　BD　PharMingen；San

Diego，　CA）。また、　Isotype　controlとして、マウスIgG1をDAKO

より、マウスIgG　1，K及びマウスIgG2，KをBD　PharMingenよりそれ

ぞれ購入した。抗体染色は遮光、4℃条件で、30分間行った。

　細胞表面抗原の発現量測定にはFAcscaliburとcellQuest

software（Beckton　Dickinson，　San　Jose，　CA，　USA）を用いた。死細

胞を染め分けるため、細胞浮遊液にpropidium　iodide　（PI；

Sigma－Aldrich）を最終濃度0．625μg／mしで添加し、生細胞が10，000

個になるまで測定した。細胞表面抗原の発現量の評価方法として、

平均蛍光強度（Mean　fiuorescence　intensity　（MFI））を用いた。
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4．サイトカイン産生量の解析

　細胞に化学物質を24時間曝露した後、培養上清を回収し、

ELISA　kit　（R＆D　Systems，　Mi㎜．eapolis，　MN）を用いて、　TNF－ct、

IL－6、　IL－8の産生量を測定した。

5．統計学的解析

　解析したマーカーの増強変化を評価するためにMFIを用いて、

溶媒処理群と化学物質処理群との間の統計学的な有意差を

Student’s・t－testにより解析した。
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第2節　結果

1．DNcB、　Niso4、　sLsによる細胞表面抗原の発現変化

　本研究では、THP－1細胞に対し、細胞生存率が70～95％を示す

3濃度でDNcB、　Niso4、　sLsを24時間処理した後、細胞表面抗

原の発現変化を調べた。Fig。1には、無処理及び、溶媒のDMso、

DNCB　（2．5　ug／mL），　NiSO4　（85　ng／mL），　SLS　（45　pg／mL），

それぞれを処理した際の細胞表面抗原の発現変化を示した。

DMSO処理群は無処理群とほぼ同じ結果だったことから、細胞表

面抗原に及ぼすDMSOの影響はほとんどないと考えられた。

DNCB　（2．5μg／mL）を処理した細胞ではCD58を除き、全ての

細胞表面抗原で発現が増強した。NiSO4（85μg／mL）でもCD86、

CD54、　CD40、　CD83の発現が増強した。一方で、　SLS（45μg／mL）

処理群では、無処理群と同様に、いずれの細胞表面抗原の変化も

起こらなかった。

　Fig．2にはDNcB、：Niso4、　sLsを24時間処理した後の、cD86、

CD54、　CD40、　CD83、　CD58、　CD　laのMFIの値を示した。　Table　1

には統計学的解析の結果をまとめた。その結果、DNCB及びNiso4

ではDMSO及び無処理群それぞれに対してCD86、CD54、CD40、

CD83の発現を有意に増強した。加えて、　D：NCBではCDlaの発

現が増強した。一方、cD58はD：NcB及びNiso4において有意な

変動は認められなかった。また、SLSではいずれのマーカーも変

化を示さなかった。陽性対照として用いたLPSでは、　CDlaを除

く全てのマーカーの発現が強く誘導された。
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Fig．　1　Phenotypic　alterations　iRduced　by　DMSO　（vehicle）　，

DNCB　（2．5　ptg／mL），NiSO4　（85　pg／mL），aAd　SLS　（45　pg／mL）．

The　data　showfl　represent　middle　concentrations　used　in　the　study．

These　concentrations　were　selected　as　representative　data　that

provide　the　maximum　effect．　Histograms　for　each　surface　marker

evaluated　in　THP－1　cells：　lsotype　control　（dotted　line）　，

vehicle－control　（either　DMSO　or　vintreated；　shaded　peak）　，　and

chemical－treated　（dark　solid　line）　．　Since　untreated　control　and

DMSO－treated　control　gave　the　same　results，　untreated　and

DMSO－treated　results　were　interchaRged．　These　are　representative

data　frem　three　independent　experiments．　MFI　：　mean
fiuorescence　inteRsity．
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expressed　as　MFI．　Mean±S．D．　was　given　fer　at　least　three

independent　experiments．　Statistical　significance　is　reported　in

Table　1．
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Table　1　Student’s　t－test　was　used　to　establish　a　statistical　significance

between　MFI　values　for　vehicle　contrel　cells　and　MFI　values　for　chemical

treated　cells．

㌔＼
@＼＼　　＼、　　　＼

DNCB　NisO4 HQ PG FA PAA EU HC SL，S MP LA
CD86 醸蹴購懸蕪灘灘 ‡ 織撒熱灘麟購懸鍵灘i灘

鍛．S． 霊LS。 n．S．

CD54 撫継纐鑓 ‡ 縫購 ‡ 蟻灘総磯灘鱗 n。S． 難．S。 n．S．

CI）40 慧織馨灘醸灘灘灘繋灘欝1 難灘鰹鱗糠難臨＆ ‡ n．s．

CD83 麟織欝講襲羅難繕灘灘灘繋灘灘蕪灘講 獄．S。 麟懸ln．＆ n．s。 薮．S．

TNF一α 薫響灘譲轟熱難懸灘灘 ‡ 蟻蘂欝轍灘灘 n．S。 灘騰臨＆ ILS． 聡．S．

IL－8 蟻慧繁鍵懸欝繊灘灘灘懸灘繕 ‡懸灘§ n．S． 灘鎌臨＆ 鎗．S． n．S．

Results　were　obtained　from　representative　concentrations　that　induced　a

maximum　effect．　（＊＊；p〈O．Ol，＊；p〈O．05，＊；p〈O．1　compared　with

control，　n．s．；　not　significant）　．
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2．DNCB、　NiSO4、　SLSによるサイトカイン産生量変化

　THP－1細胞に対し細胞生存率が70～95％を示す3濃度でDNCB、

Niso4、　SLSを24時間処理した後、培養上清を回収し、　TNF一α、

IL－6、　IL－8の産生量を測定した。　DNcB及びNiso4では濃度依存

的に、有意にTNF一αとIL－8の産生量が増加した。　IL一・6に関して

は、DNCBやSLSでは変化が認められないが、170μg／mL　NiSO4で

は有意な産生が認められた。検討した3つのサイトカインの中で、

IL－8の産生量が最も多く、NiSO4では最大57，000　pg／mL以上に達

した。一方、SLSではいずれのサイトカインの産生も認められな

かった。陽性対照のLPSでは全てのサイトカインで多量の産生が

認められた。

14
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Changes　of　cytokine　production　by　DNCB，

瞳

NiSO4，　SLS　and　LP　S　atthe　indicated　concentrations．

The　culture　supernatant　was　measured　for　TNF－ct，　IL－6

and　IL－8　secretion　by　ELISA．　Mean±S．D．　was　given

for　at　least　three　independent　experiments．　Statistical

significance　is　reported　in　Table　1．
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3．細胞表面抗原の発現とサイトカイン産生量の感作性物質応答

性

　THP－1細胞は種々の細胞表面抗原の発現やサイトカイン産生

量において、感作性物質のDNCBと：Niso4に特異的な応答を示し

た。そこで、このような細胞の活性化がより多くの感作植物質に

対しても特異的かどうかを検証するために、CD86、　CD54、　CD40、

CD83に関して、6つの感作性物質と2つの非感作性物質の影響

を調べた。各被験物質の処理濃度は予め細胞毒性試験を行い、24

時間後に70～95％の細胞生存率になる3濃度を設定した。その結

果、Fig　4a－d及びTable　1に示すように、　PAAとHCは検討した

全ての細胞表面抗原において、有意に発現増強した。HQ及びFA

では、CD86、　CD40、　CD83において、濃度依存的に有意な発現

増強が認められた。また、PGとEUにおいても、4つの細胞表面

抗原のうち少なくとも3つで有意な発現増強が認められた。一方

で、非感作性物質のMP及びLAではいずれの細胞表面抗原にお

いても発現の変化は認められなかった。CD54に関しては、全て

の感作性物質で、濃度依存的に発現が増強した。CD40でも全て

の感作性物質で有意な発現増強が認められたが、必ずしも濃度依

存的ではなかった。感作性物質によるCD83の発現増強は、他の

細胞表面抗原に比べて小さいが、EUを除く全ての感作性物質で

有意に増強した。

　さらに、被験物質を処理した際の培養上清を回収し、TNF・一Ctと

IL－8の産生量を調べた。　Fig．5a，　b及びTable　1で示すように、　FA

とHCでは濃度依存的に、かつ、有意なTNF一・Ctの産生が認められ、

16



最高濃度での産生量は他の感作性物質に比べても多かった。PAA

もまたTNF一αの産生を強く誘導したが、濃度非依存的であった。

HQではTNF一αの産生量は僅かであるが有意な増強変化が認めら

れた。PG、　EU及び非感作性物質（MPとしA）ではTNFα産生量

は少なかった。また、HQ、　PAA、　HCは濃度依存的にIL，．8の有意

な産生を誘導した。PGは最高濃度でのみIL－8の有意な産生が認

められた。EUとFAでは共に、　IL－8を有意に産生しなかったが、

FAで濃度依存的な増強変化が認められた。一方で、　MPとしAは

どちらも1レ8産生量を有意に増強しなかった。
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Fig．　5　The　effect　of　six　allergens　and　two　nen－allergens　on

production　of　（a）　TNFct　and　（b）　IL－8．　Cells　were　treated

fbr　24h　at　the　indicated　concentration．　Mean土S．D。　was　given

foi”　at　least　three　independent　experiments．　Statistical

significance　is　reported　in　Table　1．
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第3節　考察

　本章では第一に、THP－1細胞において、樹状細胞の活性化に伴

い発現増強することが知られている種々の細胞表面抗原の発現

やサイトカイン産生量の応答性を、感作性物質のD：NCB、　Niso4

と非感作性物質のSLSに検討した。　DNCB、　NisO4は共に代表的

な感作性物質であり、∫η痂m実験において、それぞれをヒト血液

由来の樹状細胞（Mo－DC；monocyte　derived　dendritic　cell）あるい

はCD34陽性の樹状細胞（CD34－DC；CD34＋　progenitor　cell　derived

dendritic　ce11）に曝露すると、様々な細胞表面抗原の発現やサイト

カイン産生量を増強させることが報告されている17“22）。本研究

により、THP－1細胞においても、　CD86、　CD54、　CD40、　CD83、

TNF一α、　IL一・8がDNcB及び：Niso4に対して有意な発現増強を誘導

することが明らかとなった。一方で、SLSではいずれのマーカー

の変化も認められなかった。そこで、より多くの感作性物質と非

感作性物質が細胞へ及ぼす影響を調べることにより、これら活性

化マーカーの感作性物質特異性を検討した。その結果、THP4細

胞は様々な感作性物質に対し、CD86、　CD54、　CD40、　CD83の発

現を増強し、TNF一α、　IL－8を産生した。一方で、非感作性物質に

対しては有意な応答を示さなかった。さらに、これらの変化は、

樹状細胞（Mo－DC及びCD34一・DC）で認められる応答と類似する

ことが確認できた。

　CD40は腫瘍壊死因子受容体ファミリー（TNF　receptor　family）

に属する膜タンパクで、B細胞や抗原提示細胞上に発現している

32・33）。そして、活性化T細胞上のCD40しによって架橋されると、

20



B細胞や抗原提示細胞の活性化を誘導するシグナルが伝達され、

CD86やCD54の発現増強を促進させる働きを有することが報告

されている34）。このように、CD40は樹状細胞によるT細胞活性

化に強く関与する分子である。Mo－DCにおいては、　DNCB及び

Niso4を含む、種々の感作性物質によるCD40の発現増強が報告

されている19’22）。Mo－DCと同様に、　THP4細胞においては、検

討した全ての感作性物質でCD40は有意に発現増強した。一方で、

非感作性物質では増強しなかった。Niso4とHCにおいては、細

胞生存率が79～94％の範囲で、濃度依存的にCD40の発現を増強

し、特に、最高濃度では無処理細胞に対してMFIの値は3倍以上

に達した。HCは、動物を用いた皮膚感作性試験で弱感作性であ

ると判定される物質35）であるが、THP－1細胞においては、検討

した全てのマーカーで強く発現を誘導した。このことから、HC

によるTHP－1細胞活性化は、他の感作性物質とは異なったシグナ

ル伝達系を介して誘導されることを示唆するのかもしれない。以

上より、THP4細胞は感作性物質によりCD40の発現を増強する

可能性が高いことが示唆された。

　CD83は樹状細胞系に発現する分子である。皮膚感作の誘導に

おけるCD83の機能はまだ明らかになっていないが、　CD83の発

現挙動解析により、抗原提示や細胞間相互作用に重要な役割を果

たすことが示唆されている36）。THP－1細胞においては、　EUを除

く、検討した全ての感作性物質でCD83が有意に発現増強した。

DNCBでは25μg／mしで、CD83の有意な発現増強が認められた。

De・Smedtらは、本研究と同様の処理濃度でDNCB、EUをCD34－DC

に24時間処理しても、CD83の発現は増強しないことを報告して

21



いる37）。以上より、THP－1細胞におけるCD83は、　CD34．DCに

おけるCD83に比べて、感作性物質に対する反応性が高い可能性

が示唆された。

　TNF一αはランゲルハンス細胞の活性化及び遊走に重要な役割

を果たすことが知られている38・39）。本研究では、PGとEUを除

く感作性物質でTNF一・orの有意な産生増強が認められた。　Mo－DC

において、DNCBを含む化学物質14物質がTNFαの産生量に及

ぼす影響を調べた検討では、Nic12とMnC12のみが有意な産生を

誘導することが報告されている40）。よって、感作性物質に対す

るTHP－1細胞のTNF一α応答性は、　Mo－DCよりも反応性が高く、

THP4細胞に特徴的な性質の可能性が示唆された。

　ケモカインのIL－8は種々の炎症反応に関与することが知られ

ており41）、皮膚感作性における役割についてはまだ十分に解明

されていない。一方、本研究では、THP－1細胞からのIL－8産生は、

検討したほぼ全ての感作性物質で認められた。近年、Mo－DCに

おいてもDNcB及びNic12によってIL－8の産生量が増強すること

が報告されている18）。また、CD34－DCでも、　EUでは変化しな

いものの、DNCB及びNiSO4によってIL－8　mRNAレベルが有意

に増強することが報告されている42）。本研究で検討したTNF一α

及びIL－8は感作性物質処理によって細胞から産生することが示

されたが、動物試験による感作性強度の結果とは関連がないよう

に見られた。産生量と感作性物質の感作性強度の関係、また、産

生したサイトカインが細胞活性化に及ぼす影響の解明について

は、さらに検討が必要である。

　CDlaはランゲルハンス細胞に発現する分子で、　MHC　class　II
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と同様に、T細胞に結合し、脂質抗原を提示することが知られて

いる。また、ランゲルハンス細胞の活性化に伴い、発現が減少

することが知られている43）。THP－1細胞においては、　DNCB（2．5

μg／mL）によりCDlaの発現が増強するものの、　NiSO4や陽性対

照のLPSでさえ、　CDlaの発現増強は起きなかった。　DNCBまた

はNiSO4を処理したMo－DCにおいても、CDlaの発現に有意な変

化は認められていない17）。THP－1細胞において感作性物質が

CDlaの発現に及ぼす影響に関しては、さらに検討が必要である。

　IL－6は適切なT細胞活性化に必要であることが知られている

44）。本研究では、THP－1細胞において、　Niso4（170μg／mL）に

よりIL－6の有意な産生が認められたが、　DNCBではいずれの処埋

濃度でも産生は認められなかった。Mo－DCでも、　DNCBでは変

化しないものの、NiC12によってIL－6の産生が有意に増強するこ

とが報告されている17）。また、CD34－DCにおいては、　IL－6　mR：NA

レベルではNiso4でのみ増強が認められるが42）、産生量では

DNcB及びNiso4で増強が認められている37）。このようにIL・・6

の感作性物質応答性は、THP－1細胞、　Mo－DC、　CD34－DCで類似

するが、他のマーカーに比べてその反応性は弱いことが示唆され

た。

　CD58はランゲルハンス細胞の活性化に伴い、発現増強するこ

とで、強力な抗原提示やT細胞活性化に寄与することが知られて

いる45）。本研究では、THP－1細胞において、　DNcB及びNiso4

による有意な発現増強は認められなかった。これは、他の細胞表

面抗原に比べて、CD58のベースの発現が高いことに起因する可

能性が考えられた。
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　本研究では、DNcBと比べて、　Niso4によるcD54やcD40の

発現増強、並びに、TNF一・CtやIL・一8の産生増強は顕著に誘導された。

同程度の細胞毒i生を誘導するDNCB　（5μg／m．L）とNiSO4（85

μg／mL）とを比較すると、検討した活性化マーカーの発現強度は

およそ2倍の差があった。Mizuashiらは、　Mo－DCを用いた検討

から、DNCBとNiC12は、細胞内レドックスのインバランス誘導

機i構が異なることを報告している46）。すなわち、DNCBは還元

型グルタチオン（GSH）に直接結合することで、細胞内のGSH／

酸化型グルタチオン（GSSG）の比を減少させるのに対し、　NiC12

では、活性酸素種を生じることによりGSH／GSSG比を減少させ

ることが示唆されている。このことから、DNCB及びNisO4によ

るTHP－1細胞の応答1生の違いは、細胞内の異なるシグナル伝達系

の存在を示唆しているのかもしれない。

　THP4細胞は様々な感作性物質に対し、機能的に異なる細胞表

面抗原やサイトカインの発現を増強させることが明らかとなっ

た。また、感作性物質による細胞活性化は僅かな細胞毒性（細胞

生存率70～95％）と関連しているように見られた。一方で、細胞

毒性を誘導する処理濃度で非感作性物質を適用しても、THP4細

胞の活性化は誘導されなかった。この結果は、Huletteらの結果と

一致している47）。Huletteらは、　Mo－DCにおいて、10～15％の細

胞毒性が誘導される濃度で感作性物質を処理した際にCD86の発

現増強が認められると報告している。このことから、THP－1細胞

と樹状細胞、いずれにおいても、感作性物質による細胞活性化と

細胞毒性との間には、密接な関係があることが示唆された。

Manomeらは、　D：NCBやNiC12を含む、いくつかの感作性物質に
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よるMo－DCの細胞死に関して報告している40）。それによると、

NiC12は1mM以上の濃度で、アポトーシスを起こす細胞が有意に

多く、DNCBでは検討した全濃度でネクローシスを起こす細胞が

有意に多いことを報告している。すなわち、細胞死の状態は化学

物質によって大きく異なることが示唆されている。THP－1細胞に

おける、細胞活性化と細胞毒性との関係については、さらに検討

が必要である。

　本研究では、THP4細胞の活性化がT細胞への抗原提示に及ぼ

す影響に関しては明らかになっていないし、今後、解決すべき課

題である。抗原提示を担う樹状細胞においては、感作性物質によ

ってCD86やCD83の発現が増強することはよく知られている。

本研究により、THP－1細胞においても、樹状細胞の活性化に関わ

る種々のマーカーの発現が増強することが明らかとなった。これ

ら共通の現象からすると、THP－1細胞の活性化がT細胞への抗原

提示に対して、何らかの役割を担う可能性はあると考えられる。
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第4節小括

　THP一・1細胞が皮膚感作性物質により、樹状細胞の活性化を反映

する様々な応答を示し、それらを指標にすることで、感作性物質

と非感作性物質を判別できることが示された。また、THP－1細胞

は入手が容易で、均一な細胞集団としての特徴から研究に汎用で

きることに加え、樹状細胞の代替として化学物質の感作性の有無

を評価可能な細胞モデルであることが示唆された。
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第2編感作読物質によるTHP－1細胞活性化の
作用機構の解明48・49）

第1章　THP－1細胞活性化に及ぼすTNF一αと細胞外ArP

の役割48）

　皮膚に感作性物質が接触すると、表皮中の樹状細胞（ランゲル

ハンス細胞）は活性化し、所属リンパ節へ遊走する。さらに、抗

原情報をT細胞へ提示し、抗原特異的なT細胞の増殖を誘導する。

樹状細胞はこの活性化の過程で、種々の細胞表面抗原の発現や炎

症性サイトカインの産生を増強することが知られている。最近で

は、ヒト末梢血CD　14陽性細胞由来の樹状細胞（Mo－DC）やCD34

陽性造血前駆細胞（CD34－DC）が、感作性物質処理により種々の

細胞表面抗原やサイトカインの産生を増強することがin・vitro実

験で明らかとなっている。すなわち、このような樹状細胞の特徴

を利用することで、加腕mでも化学物質の感作性を評価できる可

能性が示唆された。一方で、これらin・vitroで誘導する樹状細胞

は、細胞の安定な供給、均一一な細胞集団の確保、ドナー間のばら

つき等の課題があり、実用的な試験法の開発はまだ難しいのが現

状である。

　そこで、こうした課題を克服するために、ヒト由来の細胞株で

あるTHP4細胞、　U937細胞（human　histiocytic　lymphoma　cell　line）

50・51）、MUTZ－3細胞（human　acute　myelomonocytic　leukemia　cell　line）

52）において、樹状細胞の代替としての有用性が検討されている。

第1編で示したように、THP4細胞では、感作性物質により樹状
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細胞の活性化の際に認められる様々な細胞表面抗原やサイトカ

インの発現が充進ずることが明らかとなった。さらに、感作性物

質により誘導されるCD86及びCD54の発現変化を指標とする、

in・vitro皮膚感作性試験法（human・Cell・Line・Activation・Test；

h－CLAT）の開発が進んでおり28・29）、これまでに64化合物を評価

した結果、動物実験とも良好の相関性（一致率86％）を示し、有

用な試験法である可能性が示唆されている30）。

　しかしながら、感作性物質によるTHP－1細胞活性化の作用機構

に関してはよく分かっていない。そこで、炎症や免疫反応の制御

において重要な役割を果たすT：NF一・oc、　IL－8及びArPがTHP－1細

胞活性化の作用機構に及ぼす影響に着目した。

　TNF一・Ctは樹状細胞の遊走に関与する38）だけでなく、∫η痂m実

験においてマウスの皮膚から高純度に精製したランゲルハンス

細胞のCD40やCD80の発現を主動させる働きがある53）ことが

報告されている。このことから、TNF一αが細胞表面抗原の発現変

化に影響する可能性が示唆される。

　IL・一8に関しては、種々の炎症反応に関与することはよく知られ

ているが41）、皮膚感作性における役割は明らかになっていない。

一方で、Mo－DCやTHP－1細胞、　U937細胞において、感作性物質

で優位なIL－8の産生が報告されている18’31’51）。

　また、ほとんどの細胞の細胞質内に5～10mM貯蔵されるATP

に関しては、細胞膜の損傷等によって細胞外へ放出され54）、細

胞膜上のP2　purinergicレセプターを介して細胞外シグナル分子と

して作用することが報告されている55）。P2レセプターのサブフ

ァミリーには、細胞膜チャンネルとして同定されたP2Xレセプタ
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一56）と、Gタンパクに結合するP2Yレセプター57）の2つがあ

る。近年、樹状細胞においては、細胞膜上にP2レセプターを発

現する58）ことに加え、細胞外ATPによるP2レセプターを介し

たCD86、　CD83、　CD54の発現増強が報告されている59）。また、

THP－1細胞でも定常的にP2レセプターmRNAが発現しているこ

とや、ATPが細胞外へ放出されていることが報告されている60）。

　そこで、本研究では、感作性物質による細胞表面抗原の充進に

及ぼす、TNF一α、　IL－8及び細胞外Arpの影響を検討した。
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第1節　実験の部

1細胞と培養液

細胞、培養液ともに第1編、第1節と同じものを用いた。

2．被験物質とTHP－1細胞に対する処理方法

　被験物質は、感作性物質として2，4－dinitrochlorobenzene

（DNCB）．nickel　sulfate　hexahydrate　（NiSO4），formaldehyde　（FA），

propyl　galla重e（PG）、eugenol（EU）、非感作性物質として、　sodium

lauryl　sulfate　（SLS）を用いた。全ての化学物質はSigma－Aldrich

（St．　Louis，　MO，　USA）より購入した。　NiSO4、　FA、　SLSは予め生

理食塩水に溶解させ、また、D：NCB、　PG、　EUはdimethylsulfoxide

（DMSO；Simga－Aldrich）1こ溶解させた後に、培養液に添加した。

DMSOは培養液中の濃度が最高0．2％になるように添加した。

　THP・一1細胞は24ウェルプレートに1x106cells／mL／ウェルにて播

種し、被験物質を添加した後、37℃、5％CO2条件下で24時間培

養した。各被験物質の処理濃度は、24時間培養後に70～95％の細

胞生存率になる濃度を設定した。DNCBは2．5μg／mしと5μg／mL、

NiSO4は85μg／mしと170μg／mL、　FAは15μg／mしと16．5μg／mL、

PGは29μg／mしと45μg／mL、　EUは130μg／mしと150μg／mL、　SLS

は54μg／mLを、それぞれ設定した。各被験物質に関して、実験

は少なくとも3回実施した。

　また、細胞外のTNF一α、　IL－8あるいはATPがTHP－1細胞に及

ぼす影響を調べるために、24ウェルプレートに1x106cells／mL／ウ

ェルにてTHP一・1細胞を播種し、9．8～2500　pg／mしのリコンビナント
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human　TNF－ct　（rhTNF－or；　R＆D　Systems，　Abingdon，　UK），　80－50000

pg／mしのリコンビナントhuman　lL－8　（rhlL－8；R＆D　Systems）、あ

るいは、30　ptMと250μMのATP　（Molecular　Probes，　Eugene，　OR，

USA）をそれぞれ添加した後、37℃、5％CO2条件下で24時間培

養した。

　さらに、TNF一α中和抗体と化学物質の共処理による影響を調べ

るために、0．625　pg／mL抗TNF・一ct抗体（R＆D　Systems）を1時間、

細胞に適用した後に化学物質を24時間培養した。また、CD86及

びCD54の発現増強にP2レセプターが関与するかを調べるため

に、P2レセプターの競合的阻害剤であるsuramin（Sigma－Aldrich）

を1時間、細胞に適用した後に化学物質を添加し、24時間培養し

た。

3．細胞表面抗原の解析

　化学物質を所定の時間、処理した後、細胞を回収し、O．1％bovine

serum　albumine添加PBSで洗浄した。さらに、　Fcレセプターのブ

ロックキングとして0．Ol％Globlins　Cohn　Fraction　ll，　III

（Sigam－Aldrich）添加PBSを10分、4℃条件下で処理した後、抗

体染色を行った。細胞表面抗原の解析に用いたFITC標識モノク

ロナール抗体を以下に示す；抗ヒトCD54　（clone；6．5B5）

（DAKO）、抗ヒトCD86　（clone；Fun－1）、抗ヒトCD40　（clone；

5C3）　（以上、　BD　PharMingen）。また、　Isotype　controlとして、

マウスIgG1をDAKOより、マウスIgG　1，KをBD　PharMingenより

それぞれ購入した。抗体染色は遮光、4℃条件で、30分間行った。

　細胞表面抗原の発現量測定にはFAcscaliburとcellQuest
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software　（Beck重on　Dickinson）を用いた。死細胞を染め分けるた

め、細胞浮遊液にpropidium　iodide　（PI；Sigma－Aldrich）　を最終

濃度0．625μg／mしで添加し、生細胞が10，000個になるまで測定し

た。細胞表面抗原の発現量の評価方法として、次式で表される相

対蛍光強度（Relative　Fluorescence　Intensity；RFI）を用いた。

RJFI　（e／，）　＝＝

MFI　of　chemical－treated　cells　一　MFI　of　chemical－treated　isotype　control　cells
×　100

MFI　of　vehicle　control　cells　一　MFI　of　vehicle　isotype　control　cells

MFI；平均蛍光強度

4．サイトカイン産生量の解析

　細胞に化学物質を24時間処理した後、培養i上清を回収し、

ELISA　kit（R＆D　Systems）を用いて、　TNF一αとIL－8の産生量を

側定した。

5．統計学的解析

　解析したマーカーの発現変化を評価するために、統計学的な有

意差をStudent’s　t－testにより解析した。
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第2節　結果

1．DNCB、　NiSO4及びSLSによるサイトカイン産生と細胞表面抗

原発現の経時変化

本研究では、THP－1細胞に対し、DNCB（25μg／mしと5レしg／mL）、

NiSO4（85μg／mしと170μg／mL）、　SLS（54μg／mL）をそれぞれ適

用し、TNF一α及びIL－8の産生量、また、　CD86、　CD54及びCD40

の発現量の時間変化を、処理開始から1、3、6、9、12、24時間

後に調べた（Table　2）。無処理細胞の細胞生存率は24時間後でも

98％で変化しなかったが、高濃度のDNcB（5　pg／mL）及びNiso4

（170　pg／mL）における細胞生存率の減少は12～24時間の間に顕

著に起こり、24時間後には共に82％程度であった。DNCB（25

μg／mL）、　NiSO4（85μg／mL）及びSLS（54μg／mL）における細胞

生存率もまた、12～24時間の間に顕著に減少し、24時間後には、

いずれの場合も91～93％を示した。

　DNCB、　NiSO4及びSLSによるTNF一αとIL－8の産生量の時間依

存性をFig．6に示した。高濃度のDNCB（5μg／mL）及びNiSO4

（170μg／mL）では、より多量のTNF一αの産生が認められ、6～12

時間で最大に達した。一方で、SLS、無処理群では顕著な変化は

認められなかった。また、Niso4によるIL・・8の産生は、検討した

2濃度共に、同じような時間依存的な増加が認められた。すなわ

ち、処理開始3時間では急激に産生量が増加し、6時間後以降は

緩やかに増加した。DNCBによるIL－8の産生量では、2濃度共に、

処理開始6時間までは急激に産生量が増え、それ以降はプラトウ
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な挙動を示した。少なくとも処理開始3時間後には、溶媒処理群

に対して、DNcB及びNiso4によるTNF一一ctとIL－8の産生量は有

意に増加した（Table　3）。非感作性物質のSLSではいずれの処理

時間においても、TNF一αとIL・一8において有意な変化は認められな

かった。

　さらに、DNCB、　NiSO4及びSLSによるCD86、　CD54、　CD40

の発現量の時間依存性をFig．6に示した。　DNcB及びNiso4によ

るCD86、　CD54、　CD40の発現量の増加は、　TNF・一ctとIL一・8の産生

に比べて、より遅れて誘導された。各細胞表面抗原の発現増加は、

処理開始3時問から6時間後に始まり、測定終了の24時間後ま

で継続した。24時間処病後には、DNcB及び：Niso4により、cD86、

CD54、　CD40全ての発現量において、統計学的に有意な増強が認

められた（Table　2）。　NiSO4では3時間後以降、　CD54の発現が有

意に増加し、また、9時間後以降、CD40の発現が有意に増加し

た。一方で、SLSではいずれのマーカーにおいても発現の増加は

認められなかった。
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Table　2　Time　dependent　eiifects　on　cell　viability　indnced　by　DNCB，

NiSO4，　and　SLS．

Chemicals
　Tested
concentration

　（ptg／mL）

Mean　perceAt　viability　±　SD　（e／o）

lh 3h 6h 9h 12　h 24　h

non－treated 98±1 98±1 98±1 98±1 98±1 98±1

DNCB
5

コ

2

5

98±1

98i1

97　t1

96±1

96　ic　1

96±1

96±1

96土1

95i1

95±1

91±1

83士1

NiSO4
85

i70

98土1

98土1

97±1

96土1

97±1

96土1

96i1

95土2

96±2

94土2

91土2

82±3

SLS 54 98±1 96土1 97±1 96士1 96±1 93±3

Cells　wer¢　treated　with　chemicals　for　1，　3，　6，　9，　12，　and　24　h．　After－

treastnent，　cell　viability　was　measured　by　flow　cytometry　using　PI

stak血g．　Mean　percent　viability　（土S．D．）was　given　fbr　at　least　three

independent　experiments　and　is　sbown　for　each　test　concentration　for　each

chemical．
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Fig．6　Time－dependent　effects　en　TNF－or，　IIL－8，　CD54，　CD86，　and

CD40　expression　induced　by　DNCB，　NiSO4，　and　SLS．　Cells　were

treated　with　chemicals　for　1，3，6，9，12，　and　24　h．　After　treatment，　the

cultUre　supernatan：t　was　collected　to　measure　TNF一αand正、一8　secretion　by

ELISA．　”lhe　expression　ofCD86，　CD54，　and　CD40　was　measured　by

且ow　cytometry　and　RFIs　were　calculated．　The　mean　ofsix　independe凱

expetments　are　shown　for　each　chemical．
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Table　3　Statistical　analysis　of　svllrface　cell　marker

up－regulatioR　induced　by　DNCB，　NiSO4，　and　SLS．

Chemicals
Tested

むむおむ　む　アおユまむけ

（9／mL）　　　1h

P　value　（TNF－ct，　n＝　6）

3h 6h 9h 12　h 24　h

DNCB 52
だ
」

＜0．05　　く0．05　　く0．Ol

＜0，05　　く0．Ol　　＜0．Ol

＜0．Ol　　く0．Ol　　くO．01

く0．Ol　　＜0．01　　くO．Ol

NSO4 85

170

　ans

　a
閃

く0．0茎　　く0．Ol　　＜0．Oi　　＜O．O蓋　　くO．Ol

〈0．Ol　　＜0．01　　くO．Ol　　く0．◎1　　＜0．Ol

SLS 54 　ans 　a
闘

　ans 　ans 　a無S 　ans

Chem紀a㎏

Tcsted

　むけむむほ　　ねむむ

（　．／inL）　　　　　　韮h

1）vakエe（IL－8，貸謹6）

3h 6h 9h 玉2h 24　h

韮）NCB 52
押
）

お
　
ユ

ns

獅

く0．05　　〈O．Ol　　く0．Ol　　〈0．0玉　　くO．e5

く0．05　　＜0．05　　く0．05　　く0．01　　〈O．O韮

NSO4 85

170

　a
薦

　a
聡

＜0．Ol　　く0．05　　く0．05　　＜0．05　　＜0。01

〈0．Ol　　＜0．Ol　　く0．05　　＜0．Ol　　＜0．Ol

SLS 54 　ans ns 　ans 　a
聡 ns

　nt
ns

Che1揺ca㎏

Tested

　むまユ　をまユしじきなむお

（　9〆n正）　　　　　　　l　h

P　value　（CD86，　n＝3）

3h 6h 9h 12　h 24　h

DNCB 5
（
∠
5

a
　
a

ns

v
a
　
a

ns

r

む
　
む

麗
郎

ぱ
　
お

ns a
　
a

聡s 〈o．el

〈O．Ol

N604 85

170

　a
鵬

　a
聡

　a
聡

　a
聡

　ams

　a
聡

　ans

　a
稲

く0．05　　　く0．Ol

　ほns　　　〈0，01

SLS 54 　a
聡

　a
薦

　a
聡

　a
鵬

　ans 　ams

Chemicals
Tcstcd

　むけむむけま　　ユむけ

（し・／mL）　　　　韮h

P　value　（CD54，　n＝3）

3h 6h 9h 12　h 24　h

DNCB 52
く
ノ

　alas

　allS

ns

ds

a
　
a

遣
捻

1
　
1

ヨ
　
お

ns

T

〈O．Ol　〈O．Ol

nsa　〈o．el

NtsO4 85

170

　ans

　a
照

＜0．05　　く0．05　　＜O．Ol　　〈0．05　　〈0，01

〈0，01　　＜0．Ol　　＜0．01　　く0．Ol　　＜0．Ol

SLS 54 　a11S 　ans 　ans 　ans llS 　ans

Chem沁a沁

Tcsted

むむめむじほセマおをユむ　

（μ’／mL）　　　Ih

P　value　（CD4e，　n＝：3）

3h 6h 9h 12　h 24　h

DNCB 52
《
」

な
　
ね

絡
㎎

き
　
お

ns

曹

a
　
a

ns

獅 a
a

ns a
　
臼

ns 〈O．Ol

〈O．Ol

Ntse4 85

170

逸

1

　a11S

　ans

　貧
11S

　ac
llS

　ans

く0．01　　＜0．05　　く0．Ol

＜0．05　　くO．Ol　　＜0．Ol

S，LS 54 　a11S 　ans ns 　a
稲

　a11S 　ans

P　values　were　calculated　with　a　Student’s　t－test　in　order　to

evaluate　a　statistical　significafice　between　the　relevant

vehicle　cor血：℃1　cells　and　che㎡ca1－treated　cells．　Pvalues

were　calculated　for　each　tme．　a　not　significant．
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2．CD86、　CD54及びCD40の発現増強に及ぼすrhTNFαの効果

　TNF一αがTHP－1細胞の活性化に関与するかを調べるために、　THP4

細胞に対して5濃度のrhTNF一αを24時間適用し、　CD86、　CD54、　CD40

の発現増強に及ぼすrhTNF－orの影響を調べた（Fig．7）。無処理細胞に

比べて、rhTNFαによる細胞生存率への影響はなかった。さらに、　CD54

に関しては9．8P9／血L　rhTNF一αから、　CD40に関しては39．l　p9／血L

rhTNF一αから、発現の有意な増強が認められた。　CD54での発現増強の

方が、CD40に比べて、　rhTNFαの影響は強力であった。　rhTNF一αによ

る濃度依存的な影響はCD54、　CD40で認められる一方で、　CD86では

認められなかった。
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Fig．7　Effect　ofrhrllNF－ct　on　CD86，　CD54，　and　CD40

expresslon．

Cells　were　treated　with　rhnv－oc　aloRe　with　five

concentrations　for　24　h．　rlThe　1ine　graph　represents　cell

viability．　Mean　±S．D．　of　CD86，　CD54，　and　CD40

expression，　as　indicated　by　percent　RJFI　iRcrease，　for　tiitree

independent　expeiiments　is　shown　for　each　concentration

ofrlirlNFoc　tested．
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3．CD86、　CD54及びCD40の発現増強に及ぼすrh　lL－8の効果

　続いて、IL－8がTHP－1細胞の活性化に及ぼす影響を調べるために、

THP－1細胞に対して5濃度のrhlL－8を適用し、24時間培養し、　CD86、

CD54の発現増強に及ぼすrhlL－8の影響を調べた（Fig．　8、　Table　4）。無

処理細胞に比べて、rhlL－8による細胞生存率への影響はなかった。さ

らに、rhlL－8はCD86の発現量及びTNF一αの産生に対し、全く影響を

及ぼさなかった。同様の結果は、CD54においても確認された（図は

示さず）。
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Fig．8　Effect　ofrhl］L－80n　CD86　expression．

Cells　were　trea紀ed　with　rh正、一8　at　five

concentrations　for　24　h．　The　line　graph

represents　cell　viability．　Mean　±S．D．　of　three

independe耐　　exper㎞ents　is　shown　：f（）r　each

concentration　ofrllL－8．

Table　4　Effect　of　rhlL－80n　TNF－oc　production．

rh正、一8　conc．

@　（P9／血L）

TNF－oしproduction

@　　　（P9／mL）

0 0．8

80 0．7

400 0．9

2000 LO
10000 LO
50000 0．9

Cells　were　treated　with　rh正，一8　with　five

conce加・ations　fbr　24　h．　After　treatment　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ
cultUre　supernatant　was　measured　f（）r　TNFα

secretion　by　ELISA．
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4．TNF一αの中和抗体による影響

　rhTNF一αによりCD54及びCD40の発現が増強したことから、感作

性物質によりTHP－1細胞から産生されるTNF一αが、　CD54及びCD40

の発現に影響する可能性が示唆された。そこで、本研究では、TNFα

の中和抗体とD：NCBあるいはNisO4の共処埋による影響を調べた。

TNFαの中和効果を確認するために、　ELISAによってTNF一α産生量を

定量した。その結果、Fig．4に示したように、　TNF一α抗体によって、

DNcB及びNiso4により産生したTNF一αは完全ではないものの、強力

に抑制された。5μg／mしのDNCB　（P＜0．01）及び、85μg／血L（P＜O．01）

と170　pgtML　（P＜o．05）のNiso4においてそれぞれ、有意な抑制効果

が認められた。さらに、TNF一αの抑制によって、　D：NCBによるCD54

の発現が有意に抑制された。Niso4によるCD54の発現増強も、有意

に抑制された。CD54の発現抑制に加えて、　CD40の発現においても、

5μg／hiLのD：NcB及び：Niso4の2濃度で、有意な発現抑制が認められ

た。

　TNF一αによる細胞活性化の効果をさらに検証するために、代表的な

感作性物質であるFA、　PG及びEUによるCD54の発現量への影響を

検討した（Fig．10）。その結果、　FA及びPGに関しては、　TNF－ocの顕著

な産生が認められ、16．5μg／mしのFA及び、29μg／㎡しと45μg／rnLの

PGでは、溶媒処理群と比べて、統計学的にも有意な増加であった。

一方で、EUではTNF－ocの産生は認められなかった。　CD54においては、

FA、　PG及びEUでいずれも有意な発現増強が認められた。さらに、

TNF一αの阻害によって、　FA及びPGによるTNF一αの産生とCD54の発

現増強は強く抑制された。EUにおいては、　TNFαの産生が無処理細胞
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と変わらず、ほとんど認められず、また、CD54の発現増加が抗TNFα

抗体の影響を受けることもなかった。
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Fig．9　Neutralization　effect　ofTNF－ct　bioactivity　in　TH］P－1　cells

induced　with　DNCB　and　NiSO4．　Cells　were　pre－treated　with　and

without　anti一”IINF－or　antibody　for　1　h　and　then　treated　with　DNCB　and

NiSO4　for　24　h．　After　cultui“e，　cells　were　analyzed　for　TNF－ct　by

ELISA　and　for　CD54　and　CD40　expression　by　fiow　cytometry．

Mean　±S．D．　ofTNF－ct　production　and　CD54　and　CD40　expression

for　three　indqpendent　experiments　is　shown　for　each　chernical．

Statistical　signficance　was　calculated　with　a　Student’s　1－test

　（＊＊P〈O．Ol；　＊P〈O．05）　．
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with　EU，　Pq　and　FA　for　24　h．　Mean±S．D．　of”1］wtF－ct

production　and　CD54　expression　for　im’ee　independent
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5．細胞外ArPがcD86及びcD54の発現量へ及ぼす影響

　細胞外ArpがCD86及びCD54の発現量へ及ぼす影響を調べるため

に、THIP－1細胞に対して30μMあるいは250μMのArPを添加し、24

時間培養した。Arpはいずれの処理濃度においても、無処理細胞と比

べて、細胞生存率には影響しなかった。Fig．11には、　Arpを処理した

細胞のCD86及びCD54の発現：量のヒストグラムを示した。その結果、

外的なArPの適用により、　CD86及びCD54の発現が濃度依存的に増

強することが明らかとなった。
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Fig．11　Effect　of　extracellular　ATP　on　CD86　and　CD54

expression．　Cells　were　treated　with　ATP　for　24　h．　CD86

and　CD54　expression　was　analyzed　wnh　fiow　cytometry．

The　histograms　are　for　isotype　control　（dotted　line）　，

nen－treated　（shaded　peak），30　pM　ofATP－treated　（thick

solid　line），or　250μM　ofArP－treated　（d誼solid血｝e）．

［IJhese　are　representative　data　ofthree　independent

expelrmeRts．
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6．sura　h3がDNCB、　NiSO4及びEUによるCD86、　CD54の発現へ及ぼ

す影響

　細胞外ArpによりCD86及びCD54の発現が増強したことから、感

作性物質によって、THP－1細胞から放出されるATPが、　CD86及び

CD54の発現に影響する可能性が示唆された。そこで、本研究では、

P2レセプターアンタゴニストであるsurarr血と感作性物質の共処理に

よる影響を調べた。細胞に対して100　pMあるいは200μMのsuramiR

を1時間処理後、DNCB、　Niso4及びEUを添加して、24時間培養し

た。その結果、suraminの存在下では、　NiSO4によるCD86及びCD54

の発現が有意に抑制された。また、DNCBでは、統計学的な有意差は

得られないものの、suramin処理により、　CD86の発現増強の抑制が認

められた。EUにおいても、　suraminによって、　CD86の発現増強が抑

制される傾向が認められたが、CD54の発現増強には影響を与えなか

った。
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Fig．12　Effect　of　smm　on　CD86　and　CD54　expression

indnced　by　DNCB，　NiSO4，　and　EU．　Cells　were　pre－cultui”ed

with　or　without　P2　receptor　antagonist　suramin　1　h　before

treatment　with　DNCB，　NiSO4，　and　EU．　Mean±S．D．　efthree

independent　experknents　is　shown　for　each　cheinical．　Statistical

signficance　was　calculated　with　a　Student’s　t－test　（＊＊P〈O．Ol；

＊P〈O．05）　．
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第3節考察

　生体での皮膚感作性発現の初期において、表皮の樹状細胞（ランゲ

ルハンス細胞）の活性化は重要な役割を果たしている。これまでに

Mo－DC、　CD34－DCに対して、感作性物質を処理すると、　in　v∫加にお

いてもランゲルハンス細胞と同様な活性化が起こることが報告されて

いる17“22）。前章では、ヒト由来細胞株であるTHI）一・1細胞が、様々な感

作性物質によって種々の細胞表面抗原の発現やサイトカインの産生量

を増加させ、樹状細胞に類似の応答性を示すことを明らかにした。そ

こで本章では、感作性物質によるTHP－1細胞の活性化の作用機序を解

明するために、TNF一α、　IL－8及び細胞外Arpの関与について調べた。

　その結果、キネティクス：解析により、DNCB及びNiso4により産生

されるTNFαやIL－8が、処理開始3時間で有意に増強し、それに続い

てCD54、　CD86、　CD40の発現が増強することを明らかにした。そこ

で、TNFαが細胞活性化に与える影響を調べた結果、　rhTNFαは濃度

依存的にCD54及びCD40の発現を増強した。さらに、抗TNF一一〇c抗体

より細胞外の”INF一一〇cを中和すると、感作性物質によるCD54及びCD40

の発現増強が顕著に抑制された。このことから、感作性物質により産

生するTNFαがオートクラインに細胞に作用し、　CD54及びCD40の

発現増強に寄与していることが示唆された。

　樹状細胞においては、感作性物質によるCD54及びCD40の発現増

強に、TNF一一〇cがオートクラインに作用することはこれまで知られてい

なかった。しかしながら、最近、CD34－DCにおいて、　DNCBによる

CCR7の発現増強にTNFαのオートクライン作用が関与していること

が報告されている6i）。よって、　TNF．αを介した細胞表面抗原の発現変
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化はTHP－1細胞だけでなく、樹状細胞でも起こり得る作用機構である

ことが示唆された。

　マウスを用いた検討より、TNRαが樹状細胞の遊走や活性化に重要

なことはよく知られている62）。また、ヒト皮膚から分離したランゲル

ハンス細胞を用いて、rhTNF一αの影響を調べた報告では、　CD40及び

CD54の発現増強が認められており、　TNF一αがランゲルハンス細胞の

活性化に関与することが報告されている63）。本研究でも、THP－1細胞

ではthTNF一αによりCD40及びCD54の発現増強が認められたことか

ら、THP－1細胞のTNF－orに対する応答性はランゲルハンス細胞と類似

していた。一般に、生体において、ランゲルハンス細胞は、炎症刺激

によりTNFαを産生するが、一方で、ケラチノサイトも多量のTNFα

やGM－CSFを産生することが報告されている38）。よって、皮膚から

のしCの分離精製が不十分だと、コンタミしたケラチノサイト由来

のサイトカインの影響を無視できなかった。しかしながら、近年、マ

ウスの表皮から高純度にランゲルハンス細胞を精製し、ケラチノサイ

トの影響を排除できる条件下では、rhTNF一αによりCD40の発現が顕

著に増強するが、CD86の発現はrhTNFocの処理濃度、時間に関係な

く、変化しないということがSalgadoらによって報告されている53）。

これは、THP－1細胞において、　TNF－CtがCD86発現に関与しないとい

う結果とよく似ていた。TNF一αに対するCD86の不応答性がTHI）・一1細

胞だけでなく、ランゲルハンス細胞でも起こることが示唆された。

　本研究では、DNcB及び：Niso4によるcD54の顕著な発現増強には、

TNF一αが強く関与することが示された。一方面、　EUでは、　TNF一αの産

生が無処理群と同様に増加しないにもかかわらず、CD54の発現増強

が認められた。また、抗TNFα抗体によってCD54の発現に変化が影
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響を受けることもなかった。これは、EUに特異的な反応の可能性も

考えられるが、CD54の有意な発現増強にTNFαが関与しない経路が

存在することを示唆しているのかもしれない。近年、BoiSleveらは、

cD34－Dcにおいて、Niso4によるccR7の発現増強がTNF－ctを介さず、

p38　mitogen－ac轍ed　prote血㎞ase（p38　MAPK）や。・一jun　N－te㎜mal

kinase　（JNK）のリン酸化を活性化して、直接的に誘導されると報告

している6D。このことから、　THP－1細胞においても、　CD54の発現増

強を直接的に誘導するシグナル伝達経路が存在する可能性があるかも

しれない。

　さらに、TNF一α同様に短時間の感作性物質処理で多量に産生する

IL－8においても、細胞活性化への影響を調べた。　DNCBやNisO4によ

り産生するIL－8よりもはるかに高濃度のrhlL－8を適用しても、細胞表

面抗原の発現やTNFαの産生量に明らかな変化は認められなかった。

このことから、IL－8は、感作性物質による細胞活性化に伴う結果とし

て産生されるものの、オートクラインに作用して細胞の活性化へ寄与

する可能性は低いと考えられた。

　また、細胞外ArPによりTHP4細胞のcD86及びcD54の発現が増

強することが分かった。また、P2レセプターアンタゴニストである

suraminを用いることで、感作純物質によるCD86とCD54の発現増強

が部分的に抑制されたことから、細胞外Arpを介した細胞表面抗原の

発現増強の可能性が示唆された。ヒト樹状細胞では、P2X及びP2Yレ

セプターが発現すること58）、さらに、細胞外ArpによってCD　86、

CD80、　CD54及びCD83といった細胞表面抗原の発現が増強すること

59）が報告されている。また、近年、THP－1細胞においては、　P2レセプ

ターの発現や細胞内Arpの僅かな放出が認められている60）。　Arpは
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ほとんどの細胞で細胞質内に5～10mM存在し、細胞膜の傷害により放

出されることが示されている54）。以上より、細胞外Arpが感作性物

質による細胞活性化に重要な役割を担っている可能性が示唆された。

　前章において、感作性物質による細胞の活性化には若干、細胞毒性

が誘導される処理濃度が必要である可能性が考えられた。本章のキネ

テイクス解析においても、DNCB及びNiSO4によるCD86、　CD54、　CD40

の有意な発現増強は、僅かに細胞生存率が低下する24時間処理後に誘

導された。しかしながら、DNcB及びNiso4によるTNNF－ctとIL－8の

有意な産生は、細胞生存率の低下がない3時間から12時間の処理の間

でも認められた。このことから、少なくともTNF一αとIL－8の産生は、

細胞生存率の低下に依存せず、細胞毒性とは独立した細胞応答である

可能性が示唆された。サイトカイン産生や細胞表面抗原の発現増強を

伴う細胞の活性化と、細胞毒性との関係のさらなる理解に向け、今後

の研究が期待される。
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第4：節　　小活

　本章では、感作性物質によるTHP－1細胞の活性化の作用機序を：解明

するために、TNFα、　IL－8及び細胞外Arpの関与について調べた。そ

の結果、感作性物質により早期に産生するTNFαの産生がオートクラ

インに細胞に作用し、CD54及びCD40の発現増強に寄与することが

示唆された。一方で、感作性物質によるCD86の発現増強には、少な

くともTNFα、　IL－8は関与せず、細胞外Arpが部分的に関与する可能

性が示唆された。以上より、感作性物質によるTHP－1細胞の活性化は

TNF一αのオートクライン作用及び細胞外Arpによって部分的に制御さ

れ、樹状細胞における細胞活性化と同様の作用機構を介して誘導され

ることが示唆された。
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第2章
割49）

THP－1細胞活性化に及ぼすシグナル伝達経路の役

　近年、感作性物質による樹状細胞の活性化の作用機構に関して、細

胞内シグナル伝達経路、特に㎡沁gen－activa綴prote血㎞おe（MAPK）

の研究がいくつか報告されている。MAPKカスケードは細胞の増殖や

分化を制御するシグナルの伝達機構としてよく知られており、MAPK

ファミリーには、p38　MAPK、　exなace11u1飢si帥a1－re即1a面㎞ase（ERK）、

c－J㎜N£e㎜inal㎞｝ase（JNK）が存在する64・65）。　A㎡g㎞らば樹状細

胞に対しDNcB及びNiso4を処理するとp38　MAPKのリン酸化が誘

導され、また、p38　MAPKの活性阻害によって、　Niso4処理における

CD86発現増強が抑制されることを報告している66）。さらに、　Bois16ve

らは、樹状細胞において、DNCBによるTNF一αの産生にp38　MAPKの

活性化が関与することを報告している61）。しかしながら、DNCBや

NisO4を処理した際のTNF一αの産生や細胞表面抗原の発現増強におけ

るシグナル伝達系の役割に関しては十分に明らかになってない。また、

樹状細胞の活性化におけるp38　MAPKに比べ、　ERKの役割に関しても

ほとんど明らかになっていない。それゆえ、本研究ではTHP4細胞に

おいて、DNCBとNiso4によるTNFαの産生や種々の細胞表面抗原の

発現増強に関して、p38　MAPKとERKの役割について検討した。
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第1節　実験の部

1　細胞と培養液

細胞、培養液ともに第1編第1節と同じものを用いた。

2、p38　MAPKとERKのWestern　Blot解析

　24ウェルプレートにlx106cells／m　L／ウェルにてTHP－1細胞を播種し、

5　yg／丈nL　D：NCBあるいは170μg／血L　NiSO4（共にSigma－Aldkich）を添加

した後、37℃、5％CO2条件下で1時間培養した。また、　p38　MAPK及

びERKのリン酸化を阻害する実験では、　DNCB及びNiso4を添加す

る前に、p38　MAPK阻害剤としてSB203580（Calbiochem，　La　Jolla，　USA）、

ERK阻害剤としてPD98059（Calbiochem）を1時間、前培養した。　DNCB

及びNiso4は、それぞれDMso、生理食塩水に溶解させた後に、培養

液に添加した。DMSOは培養液中の濃度が最高0．2％になるように添

加した。

　その後、細胞ライセートを調製するために、細胞を回収、洗浄した

後、SLSサンプルバッファー（0．5M　Ths－HCI、　pH6．8、10％Glycerol、

2％SLS、5％2一メルカプトエタノール、　O．0025％プロモフェノールブル

ー）を加え、100℃、5分間加熱することにより可溶化した。さらに、

可溶化液を遠心分離して上清を回収し、細胞ライセートとした。細胞

ライセートは10％sDs一ポリアクリルアミドゲル（TEFco，　Tokyo，

JAPAN）により泳動後、　polyvinylidene　difiuoride（PVDF；Millipore，

Bedford，　USA）膜に転写した。　PVDF膜は、　phospho－p38　MAPK（Cell

Signaling　Technology，　Danver，　USA）及びphospho－ERK（Cell　Signaling）

に対する一次抗体（1000倍希釈）と一晩、4℃でインキュベートした。
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一次抗体反応の膜は十分に洗浄し、phospho－p38　MAPK（3000倍希釈）

及びphospho－ERK（lOOO倍希釈）に対するHRP標識ヤギ抗ウサギIgG

抗体と共に、室温で1時間インキュベートした。二次抗体反応の膜は

ECL　solut：ion　（Amercha血，　Zurich，　SwitZerland）を用いて、化学発光検

出を行った。

3．細胞表面抗原の解析

　24ウェルプレートに1x106cells／m　L／ウェルにてTHP－1細胞を播種し、

5　P9／mlL　DNCBあるいは170μ9／mL　NiSO4を添加した後、37℃、5％CO2

条件下で24時間、培養した。また、p38　MAPKあるいはERKがCD86、

CD54及びCD40の発現に及ぼす影響を調べるために、　SB203580ある

いはPD98059を1時間前処理し、　DNCB及び：NiSO4を24時間、培養

した。細胞表面抗原の発現解析方法は、第2編、第1章、第1節に示

したとおりである。細胞表面抗原の発現量の評価方法として、MFIを

用いた。

4．サイトカイン産生量の解析

　第2編、第1章、第1節に示したとおりである。

5．統計学的解析

　第2編、第1章、第1節に示したとおりである。
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第2節結果

1．DNcB及びNiso4によるp38　MAPK、　ERKのリン酸化とp38　MAPK

　及びERKに対する阻害剤の効果

　THP－1細胞に対して、　DNcB及び：Niso4を1時間処理することによ

るp38　MAPK、　ERKのリン酸化をウェスタンプロットにより：解析した。

その結果、Fig．13及びFig．14に示すように、　DNcB及びNiso4は、

DMSO及び無処理群に比べてp38　MAPKとERKのリン酸化を強く活

性化した。このことから、THP－1細胞において、　p38　MAPKとERKの

シグナル伝達系は存在し、感作性物質により活性化することが示され

た。さらに、P38　MAPK及びERKのリン酸化に関して、　P38　MAPKの

阻害剤であるSB203580と、　ERKの上流因子であるMEKの特異的阻

害剤であるPD98059の効果を検討した。その結果、阻害剤を前処理す

ることにより、阻害剤濃度依存的に、p38　MAPK及びERKのリン酸化

が抑制された。
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Fig．13　DNCB－and　NiSO4－induced　phosphorylation　ofp38

MAPK　and　dose　dependent　effcct　ofp38　MAPK　inhibitor．

Cells　were　pre－incubated　with　or　wnheut　SB203580　or

PD98059　at　the　concentrations　indicated　for　1　h　and　followed

with　DNCB　at　s　Ftg／ml　or　NiSO4　at　170　pg／mi　for　l　h．　（a）

After　treatment，　the　phospho－p38　MAPK　and　total－p38　were

analyzed　by　Western　Blot　analysis．　Sirnilar　results　were

obtained　in　three　different　expeiimeRts．　（b）　The　relative

band　imensities　ofthe　phosphorylation　of　p38　MAPK　in

DNCB一　or　NiSO4－treated　cells　relatively　to　DMSO－treated　or

non－treated　cells　were　detemimed　by　densitomeuic　analysis．
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Fig．14　DNCB－and　NiSO4－induced　phosphorylation　of

ERKL　and　dose　dependent　effect　of　ERKL　inhibitor．　Cells

were　pre－incubated　with　or　without　PD98059　at　the

concentrations　indicatod　fer　1　h　etad　followed　with　DNCB　at

5μg／ml　or　NiSO4　at　170　ltg／血1　fbr　l　h．　（a）　After

treatment，　the　phospho－ERK　I／2　and　total－ERK　I／2　were

analyzed　by　Westein　Blot　analysis．　Similar　results　were

obtained　in　imree　different　expertments．　（b）　The　relative

band　h並ensities　ofthe　phosphorylatioll　of　ERK．一つNCB－or

NiSO4－treated　cells　relatively　to　DMSO－treated　or

non－treated　cells　were　detei抽ed　by　densitometric　analysis．
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2．・DNcB及び：Niso4によるTNF－ctの産生に対するp38　MAPK、　ERKの

影響

　THP－1細胞において、　DNcB及び：Niso4の1時間処理により、　p38

MAPK及びERKの活性化が認められたことから、続いて、　P38　MAPK、

ERKがDNcB及びNiso4により早期に産生するTNFαに及ぼす影響

を調べた（Fig　15）。その結果、　DNcB（P＜o．ol）及びNiso4（P＜o．01）

では溶媒処理群に対し、TNF一αの有意な産生が認められた。さらに、

DNCBで認められるTNF一αの産生は、　p38　MAPKの阻害剤である

SB203580の濃度依存的に抑制され、0．3μM及び3μM　SB203580では、

60％以上の抑制効果が認められた。一方面、：Niso4によるTNFαの産

生ではSB203580の影響はなかった。また、　DNCBによるTNF－ccの産

生に対し、ERKカスケードの阻害剤であるPD98059の影響はなかっ

た。しかしながら、PD98059の濃度依存的に、　Niso4によるTNFαの

産生が抑制され、また、その抑制効果は3　pM　PD98059で57％、30μM

PD98059で82％に達した。このことから、　DNcB及びNiso4により

早期に産生するTNF一αはそれぞれ、　p38　MAPK及びERKによって強

く制御されていることが示唆された。
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Fig．15　implication　of　p38　MAPK　and　ERK　on　TNF一一〇c　release

induced　by　DNCB　Emd　NiSO4．　Cells　were　pre－cultured　wnh　or

wnhout　（a）　SB2035800r　（b）　PD98059　at　the　concentrations

indicated　for　1　h　and　followed　with　DNCB　at　5　pg／ml　or　NiSO4　at

170pgtml　for　24　h．　After　treatment，　the　supematants　were

recovered　and　exainined　for　TNF－ct　release　by　ELISA．　The

results　were　shown　as　the　Mean±S．D．　（n＝3）．　Statistical

significance　for　the　inhibition　effect　was　calculated　by　Student’s

t一一test　（＊＊p〈o．ol；＊p〈o．os）．
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3．p38　MAPKがDNcB及びNiso4によるcD86、　cD54及びcD40の

発現に及ぼす影響

　続いて、SB203580がDNCB及びNiSO4によるCD86、　CD54及び

cD40の発現増強に及ぼす影響を調べた（Fig．16）。その結果、　DNcB

及びNiso4いずれにおいても、溶媒対照群に対して、　cD86、　cD54及

びCD40の発現の有意な増強が認められた。また、　SB203580を適用し

たことによる細胞生存率の顕著な変動は、いずれの処埋濃度において

も認められなかった。さらに、DNcB及びNiso4によるcD86の発現

は共に、30　pM　SB203580により、40％以上の抑制が認められた。一

方、CD54及びCD40においては、　SB203580の濃度依存的に、ベース

の発現が増強する傾向が認められたため、この影響を無視できる濃度

範囲（0．03μM～3μM）で検討を行った。その結果、D：NCBによるCD54

及びCD40の発現増強は、　SB203580の濃度依存的に抑制されたが、

Niso4では抑制効果は認められなかった。
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Fig．16　implication　ofp38　MAPK　oR　CD86，　CD54，　and　CD40

expression　induced　by　DNCB　and　NiSO4．　Cells　were　treated　with　or

without　SB203580　at　the　concenmations　indicated　for　1　h，　followed　with

DNCB　or　NiSO4．　in　cell　viability　and　CD86，　the　results　ofO．03　FtM

SB203580　were　omitted　since　they　were　sirnilar　wnh　those　of　O．3　ptM．

The　results　were　shown　as　the　Mean　±S．D．　from　at　least　three

independent　expeiiments．　Statistical　sigriificance　forthe　initibition　effect

was　calculated　by　Studenfs　t一一test　（＊＊P〈O．Ol；＊P〈O．05）．
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4．ERKがDNcB及び：Niso4によるcD86、　cD54及びcD40の発現に

及ぼす影響

　さらに、PD98059がDNcB及びNiso4によるcD86、　cD54及びcD40

の発現増強に及ぼす影響を調べた（Fig．17）。　PD98059を適用したこと

による細胞生存率の顕著な変動は、いずれの処埋濃度においても認め

られなかった。さらに、DNcB及びNiso4によるcD86、　cD54及び

CD40の発現増強はいずれも、　PD98059の濃度依存的に抑制された。

DNCBによるCD86、　CD54及びCD40の発現増強に対する30μM

PD98059の抑制効果はそれぞれ、40％（P＜0．01）、40％（P＜0．01）及び

25％（P＜o．01）であった。また、Niso4によるcD86、　cD54及びcD40

の発現増強に対する30μMPD98059の抑制効果はいずれも36％

（P＜0．01）以上であった。
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Fig．17　impiication　ofERK　on　CD86，　CD54　and　CD40　expression

indviced　by　DNCB　and　NiSO4．　Cells　were　treated　with　or　witheut

PD98059　at　the　concentratiofls　indicated　for　1　h，　followed　with　DNCB

or　NiSO4．　The　results　were　shown　as　the　Mean　±S．D．丘om　at　least

thiAee　indePendent　expel士nents．　Statistical　signi且cance：for　the

ir血ibition　effect　was　calculated　by　StUden：t’sかtest　（＊＊P＜0．01；

＊P〈O．05）　．
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第3節考察

　本章では、感作性物質による細胞活性化の作用機構の解明を目的に、

細胞内シグナル伝達系であるMAPKに着目した。　MAPKファミリー

には、p38　MAPK、　ex甑ce11曲si帥al－re毅lat（対㎞ase（ERK）、　c－J㎜

N・一teirninal㎞ase　（JNK）が存在する。一般的に、　ERKは細胞増殖や

分化、p38　MAPKや∫NKはストレス応答やアポトーシスに関与するこ

とが知られているが、免疫反応においても多くの重要な役割を果たす

ことが明らかとなっている67）。本研究ではp38　MAPK及びERKの働

きについて検討した。

　その結果、5μg／mL　DNcB及び170μg／ML　Niso4はいずれも、

p38MAPK、　ERKのリン酸化を活性化した。さらに、これらのリン酸

化がp38　MAPKの阻害剤SB203580及びERKの阻害剤PD98059によ

って、効果的に抑制された。これまでの研究で、THP－1細胞において

は、DNCB（05μ9／m　L、25μ9／血L及び5μ9／血L）とNiSO4（17μ9／血L、

85μg／血L及び170　ptgtML）によるp38　MAPKとERKのリン酸化が濃

度依存的に誘導されるのに対し、S：LS（45μg／mL、54μg／血L＞では変

化しないことが示されている（図は示さず）68）。本章では、さらに、

DNCBによるTNF一αの産生がSB203580により選択的に抑制され、同

様にして、Niso4によるTNF一αの産生がPD98059により選択的に抑制

されることを明らかにした。いずれの場合も、TNF一αの産生の抑制効

果は最大で60％に達し、SB203580あるいはPD98059がTNFαの産生

に対して優れた抑制剤であることが示された。

　近年、CD34－DCやMo－DCを用いて同様の検討がなされている。

DNCBを処理したCD34－DCにおいては、　P38　MAPKが活性化し、20μM
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SB203580によりTNFαの産生が抑制した61）。また、　NiSO4を適用し

たMo－DCでは、　TNF一・ocの産生が10μM　PD98059により50％、抑制さ

れることが報告されている18）。本研究及びこれら知見から、感作性物

質によるTNF一αの産生にP38　MAPK及びERKは強く関与するものの、

それらの役割は感作性物質によって大きく異なることが示唆された。

　さらに、THP4細胞において、　D：NcB及びNiso4によるcD86の発

現増強にp38　MAPKが関与することが明らかとなった。　Mo－DC　i　8）や

CD34－DC　61）でも、全く同じことが報告されていることから、　THP－1

細胞がMo－DCやCD34－DCと同様の作用機構でCD86を発現増強する

可能性が示唆された。本研究ではさらに、ERKの活性化阻害により、

DNCB及びNiSO4によるCD86の発現増強が抑制された。この結果と

同様に、：Niso4を適用したcD34・・Dcにおいて、　cD86の発現増強が

PD98059により部分的に抑制されることがBoisleveらによって報告さ

れている61）。このことから、ERKはp38　MAPKと同様に、　DNCB及

びNisO4によるCD86の発現に寄与する可能性が示唆された。一方で、

本研究及びBoisleveらの結果とは矛盾する結果が、　Aibaらによって報

告されている。Aibaらは、二人のドナーからMo．DCをそれぞれ誘導

し、NiC12及びDNCBによる細胞活性化の作用機構を調べた結果、　ERK

が細胞活性化に対し抑制的に働く可能性を示している18）。ERKの働

きの違いに対し明確な理由を説明することは難しいが、De・Smedtらは

感作性物質によるMo－DCの細胞表面抗原の発現やサイトカインの産

生量は、ドナー間によって全く異なることを報告している2め。そのた

め、Mo－DCにおけるERKの役割については、より多くのドナーの

Mo－DCを用いた検証が必要かもしれない。

　DNcB、　Niso4によるcD54及びcD40の発現増強におけるMAPK
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の役割はこれまでにMo－DCを用いて検討されている。しかしながら、

p38　MAPK阻害剤はいずれの細胞表面抗原の発現増強を抑制しない18）。

また、ERK阻害剤もNisO4によるCD40の発現増強に、ほとんど影響

しないことが報告されている66＞。これら検討では、DNCB、　Niso4に

よるCD54及びCD40の発現が顕著に増強しておらず、さらにドナー

を増やして検討する必要があるように考えられる。THP－1細胞におい

ては、SB203580存在下でDNCBによるCD54及びCD40の発現増強

が抑制された。一方、PD98059では、　DNcB、　Niso4によるcD86、

CD54及びCD40の発現増強が部分的に抑制された。本研究結果は、

Mo－DC及びCD34－DCを含め、　CD54とCD40の発現増強におけるERK

の役割を証明した初めての報告である。

　MAPKの特異的な阻害剤を用いることにより、細胞活性化は阻害さ

れるものの、DNCB及びNiso4によるTNF－Ctの産生や細胞表面抗原の

発現増強は完全に抑制されていない。すなわち、p38MAPKやERK以

外の他のシグナル伝達系が感作性物質による細胞活性化に関与してい

る可能性も考えられる。Boislさveらは、　CD34－DCにおいて、もう一つ

のMAPKカスケードであるJNKの阻害剤が、　DNcB及びNiso4によ

るCD86の発現増強を部分的に抑制することを報告している。よって、

感作性物質によるTHP－1細胞の活性化には、　JNKもまた関与している

可能性が示唆される。
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第4節小活

　本章では、感作性物質によるTHP－1細胞の活性化の作用機i構を解明

するために、細胞内シグナル伝達系の役割について調べた（Fig．18）。

その結果、DNcBとNiso4は共にp38　MAPK、　ERKをリン酸化するも

のの、TNFα及び細胞表面抗原の発現に及ぼすp38　MAPK及びERK

の役割は化学物質によって大きく異なることが分かった。D：NCBは

p38　MAPKに対して優位に作用し、　TNF一αの産生や細胞表面抗原の発

現を最大限に誘導する上で、P38　MAPKが重要な役割を担っているこ

とが明らかとなった。また、Niso4によるTNF一αの産生や細胞表面抗

原の発現では、P38　MAPKよりもERKの方が優位に作用する可能性が

示唆された。DNCBとNiso4は共にTNF一αの産生を誘導するが、その

産生機構に関しては、DNCBではP38　MAPKを介し、また、　NiSO4で

はERKを介して誘導された。さらに、前章の結果より、産生された

TNFαはオートクラインに細胞に作用して、　CD54及びCD40の発現増

強に寄与した。また、：Niso4の場合、　cD86の発現の作用機i構1はp38

MAPK及びERKを介するが、　CD54及びCD40の発現はERKのみを

介した作用機構であった。このように、感作性物質によるTNF一αの産

生と細胞表面抗原の発現増強はそれぞれ、異なる細胞内シグナル伝達

系を介して起こり、また、化学物質によって活性化の経路が異なるこ

とが示唆された。また、感作性物質による樹状細胞活性化の作用機構

との同等性が高いことから、THP4細胞が樹状細胞の感作性物質応答

を再現する有用な細胞モデルであることが示唆された。
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2く！　　　　　　　　　x

　　　　　　　　　　　　TNF－ct

CD86@CD40／

NiSO4

Fig．18　THP－1　cell　activation　by　DNCB　and　NiSO4　is　regulated

through　MAPK　signaling　pathways　and　autoc血e　ef驚ct　ofTNFα．
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第3編　感作性物質によるIL・・8産生の特異性と発現

機構の解明69）

　第1編において、THP－1細胞が、　EUを除く感作性物質7物質でIL－8

を顕著に産生することを示した。IL－8は、炎症部位への好中球やTリ

ンパ球の遊走に関与するケモカインとして知られる41）。また、ツタウ

ルシに感作されているヒトの皮膚に、ツタウルシ抽出液を適用すると、

皮膚中のIL－8の産生増強が認められている70）。また、樹状細胞を用

いたiH・vitro実験では、いくつかの代表的な感作性物質により、　IL8の

産生が報告されている71）。しかしながら、樹状細胞が様々な感作性物

質に対し、特異的に応答してIL－8を産生するかは十分に検討されてい

ない。また、その産生機構についても不明である。

　そこで、本研究では、樹状細胞様の作用機購を介して感作性物質に

応答することが明らかとなったTHP4細胞を用いて、感作性強度が異

なる種々の感作性物質、及び非感作性物質からなる、23物質に関して、

IL－8の産生量を測定した。それにより、樹状細胞から産生されるIL　8

の感作性物質特異性を調べた。さらに、代表的な感作性物質である

DNCB及びNiso4によるIL8産生における、細胞内シグナル伝達系及

び、TNF－ocの影響を調べることで、　IL－8の産生機構について検討した。
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第1節　実験の部

L　細胞と培養液

　細胞、培養液ともに第1編第1節と同じものを用いた。

2．被験物質とその調製方法

　感作性物質としては、以下の16物質を用いた。1－benzoylacetone

（1－BA），5－chloro－2－methy1－4－iso仕hiazolin－3－one／2－methyl－4－isothiazolin－3－

one　（MCIAV｛1），DNCB，　glutaraldehyde　（GA），phthalic　anhydnde　（PA），

benzoyl　peroxide　（BA），ethylenediamine　（ED），2－mercaptobenzothiasole

（2－IVII3T），NiSO4，　diethyl　maleate　（DEM），methyl－2－nonynoate　（MN），

hexylcinnamaldehyde　（HCA），citral　（CI），eugenol　（EU），aniline　（AN）

a簸dgera㎡ol（GE）。非感作性物質としては、以下の7物質を用いた。

1一一bromobutEme　（1－BB），diethyl　phthalate　（DEP），benzalkonium　chloride

（BKC）　，　vanillin　（VA）　，2－hydroxypropyl　methacrylate　（2－HPM）　，

acetoanisole（AA）and　6－metlryicoumartn（6－MC）。これらの物質は、

これまでにマウスを用いた皮膚感作性試験での評価が行われており、

感作性の有無及びその強度が調べられている（TabIe・5）72・73・74）。また、

2－HPMを除く、全ての化学物質はSigma－Aldnchより購入した。2－HPM

はWako・Pure・Chemicals（Osaka，　Japan）より購入した。水溶性の化学物

質（MCI／MI，　GA，　ED、：NiSO4、　BKC）は生理食塩水に溶解させ、水不

溶性の化学物質（1－BA，　DNCB，　PA，　BA，2－MBT；DEM，　MN，　HCA，　CI，　EU，

AN，　GE，1一・BB，　DEP，　VA，2－HPM，　AA、6－MC）はDMSOに溶解させた後、

培養液に添加した。
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Table　5　［lhe　list　of　chemicals　tested　and　the　value　of　CV75．

Cheinicals AbbreviatioR
LLNA
Potency

categerv＊

　CV75
（ptg／ML）　＊“

1－Benzoylacetone

5－Chloro一一2一一methy14－

isothiazolin－3－one　Solution

2，4－Dinitrochlorobenzene

Gl厩alaldehyde

Benzoyl　peroxide

Phthalic　anhydride

2－Mercaptobenzothiasole

Ethylene　dian：血e

Methyl－2－nonynoate

Nickel　suifate

Die血yl　malea重e

Hexylcinndinaidehyde

Cimal

Eugenol

Ge1緬01

Aniline

1－BA

MCIAN41

DNCB
　GA
　BP
PA

2－PvBT

　ED

MN
NiSO4

DEM
HCA

　CI

　EU
　GE
su

Nlergems
　（16）

Extreme

Extreme

Extreme

Strong

Strong

StroAg

Moderate

Moderate

Moderate

Modera重e

Moderate

　Weak

　Weak

　Weak

　Weak

　Weak

82

　140

　5
　11

　42

ND＊＊＊

　150

273

　23e

　150

　i20

　37

　20

　150

　167

　930

1－Broiinobutane

Diethyl　phthalate

Benzalkonimn　chlonde

varrilko

2－hydroxypropyl　methacrylate

Acetoanisole

6－rr｝ethvlcomnark｝

1一一BB

DEP

BKC
VA

2－HPM

触
6－MC

NoR－

allergens

　（7）

　Non－

sensltrzer

500

600

　3
　650

ND＊＊＊

　320

　277

＊　The　potency　of　skin　sensitization　was　estimated　using　the　animal　test

　　（Gerberick　et　al．，1992，2005；KiMber　el　al．，　i　998）．　All　chemicals　were

　　ranked　from　extreme　to　noR－sensitizer．

““　CV750f　each　chemical　was　estimated　by　fiow　cytometry．

＊＊＊　NDs　not　decided
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3．被験物質の処理濃度の設定

　各被験物質に対して細胞毒性試験を行い、24時間後に細胞生存率が

75％になると推定される濃度（CV75；cell　viability　75％）を算出した

（Table　5）。そして、　CV75を基準に公比12で、5濃度（1．2・x，1x，1／1．2

x，1／1．22　x，1／123xCV75）を設定した。この濃度設定により、中程度の

細胞毒1生からほとんど無毒性の範囲となる、およそ50～95％の細胞生

存率の範囲でIL－8の産生量を測定した。被験物質の最高濃度は、溶媒

がDMSOならば1mg／mL、生理食塩水ならば5mg／m　Lを越えない濃

度とした。さらに、MAPK及びTNFαの阻害実験では、5　P9／ML　DNCB

及び5μ9／rr｝L　Nis　04を用いた。

4．THP－1細胞に対する化学物質の処理方法

　THP－1細胞は24ウェルプレートにlx106cells／mL／ウェルにて播種し、

5μg／血LDNcB及び5μg／tnL　Niso4を添加した後、37℃、5％co2条件

下で24時間培養した。p38　MAPKあるいはERKがIL－8の産生量に及

ぼす影響は第2編、第2章、第1節の3と同様の方法で調べた。また、

細胞外のTNF一αがIL－8の産生量に及ぼす影響は第2編、第1章、第1

節の2と同様の方法で調べた。

4．サイトカイン産生量の解析

　第2編、第1章、第1節に示したとおりである。

5．統計学的解析

　第2編、第1章、第1節に示したとおりである。
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第2節　結果

L　感作性物質及び非感作性物質に対するIL－8の応答性

　異なる感作性強度を有した感作性物質、及び非感作性物質、合わせ

て23物質をそれぞれ、THP－1細胞に処理しIL・一8の産生量を調べた（Fig．

19）。無処理あるいはDMSO処理により産生するIL－8は、それぞれ47

±・21．3pg／mL、40．8±22．O　pg／血しであった。感作性物質16物質中、13

物質では濃度依存的、かつ有意なIL－8の産生増強が認められた。さら

に、このうち10物質では、無処理あるいはDMSOに対して、10倍以

上のIL8産生増強が認められた。特に、感作性強度がextr㎝e及び

sSt・ongの感作性物質では、低い処理濃度でも有意な産生が認められる

傾向があった。一方で、細胞生存率は被験物質の濃度依存的に低下し

た。IL－8の有意な産生増強は、細胞生存率が60～90％となる範囲で顕

著に認められた。感作性物質のうち3物質（PA、　ED及びGE）では、

IL－8の産生量の有意な変化が認められなかった。　EDとGEでは細胞生

存率の低下が起こるものの、PAでは細胞毒性が誘導されなかった。

　非感作性物質においては、BKC、　VN、2－HPM、　AA及び6－MCで、

IL－8の有意な産生は認められなかった。これらの非感作性物質では、

多くの感作性物質と同様に、細胞生存率の低下が認められた。一方で、

1－BB及びDEPによりIL－8の産生量は顕著に増強した。特に、1－BB

では、多くの感作性物質と同様に、DMSOに対して10倍以上の産生

量が認められた。
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2．感作性物質によるIL－8の産生における細胞内シグナル伝達系の影

響

DNcB及び：Niso4によるIL－8の産生における細胞内シグナル伝達系

の影響を調べるために、ERK及びp38　MAPKに対する阻害剤の影響を

調べた（Fig　20）。5　pgtML　D：NcB及び170　pg／血L　Niso4を24時間処理

すると細胞生存率はそれぞれ84％、74％となったが、ERK阻害剤であ

るPD98059、　p38　MAPK阻害剤であるSB203580を共存させても、細

胞生存率への影響はなかった。さらに、DNcB及び：Niso4によるIL－8

の産生量は、PD98059濃度依存的に、部分的に抑制された。一方、

SB203580を処理すると、DNCBによるIL－8産生量の抑制が認められ、

o．3　pM　sB203580では有意に抑制された。しかしながら、　Niso4による

rし8の産生量は抑制されなかった。
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Fig．20　㎞volv㎝ent　of　MAPK　pathway　in皿．一8　productio慧

induced　by　DNCB　or　NiSO4．　Celis　were　cultui’ed　with

SB203580　or　PD98059　for　1　h　following　exposure　to　DNCB

or　NiSO4　for　24h．　Mean　±　S．D．　was　given　for　three

independent　experiments．　Statistical　significance　was
calcula：ted　by　Student’s　t－test　　（＊P・く0．05，＊＊1）＜0．01）　．
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3。感作性物質によるIL－8の産生におけるTNF一αの影響

　TNF・一〇cがrL－8の産生に影響するかを調べるために、　THP一・1細胞に対

して5濃度のrhTNF一αを24時間適用し、　IL－8の産生量増加に及ぼす

rhTNFocの影響を調べた（Fig．22）。その結果、　fhTNF一αは濃度依存的

にIL－8の産生量を増加した。

　続いて、5　ptg／血L　DNcB及び170　ptg／mL　Niso4により産生するTNF一一〇c

がIL－8の産生に影響するかを調べた。その結果、抗TNFα抗体により、

DNCB及び：Niso4により産生するTNFαを申和することによって、

1し8の産生量は抑制された。
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expe血nents．　Statistical　sig掘ficance　was　calculated　by

Student’s　t－test　（“P〈O．05）　．
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Fig．22　Neutralization　effect　ofTNF－ct　activity　on　llL－8

production　indnced　by　DNCB　and　NiSO4．　Cells　were　pre－treated

with　anti－TNF－ct　amibody　for　1　h　followed　by　exposui‘e　to　DNCB

or　NiSO4　for　24　h．　Mean土S．D．　was　given　f（）r　thi●ee　independent

expeiiments　for　each　graph．　Statistical　sigrtificance　was

calculated　by　StUdent’s　t－test　　（＊Pく0．05，＊＊」P＜0．01）　．
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第3節考察

　これまでに樹状細胞だけでなく、THP－1細胞においても、代表的な

感作性物質によって、IL－8の産生増強が起こることが示されている

18・71）。しかしながら、樹状細胞が様々な感作性物質に対して、特異的

にIL－8を産生するかは十分に検討されていない。また、その産生機船

についても不明である。

　そこで、本章でば樹状細胞様の作用機構を介して感作性物質に応

答することが明らかとなったTHP4細胞を用いて、感作性強度が異な

る種々の感作性物質16物質、及び非感作性物質7物質、合わせて23

物質に関して、rL－8の産生量を測定した。その結果、　PA、　ED及びGE

を除く感作性物質（13物質）で1し8の有意な産量の増加が認められ

た。また、このうち10物質では、溶媒対照に比べて10倍以上の産生

増加が認められた。このことから、THP－1細胞におけるIL8の応答性

は感作性物質に特異的な応答である可能性が示唆された。Tbebakらは、

DNCB、パラフェニレンジアミン、　Niso4を含む金属塩等の代表的な

感作性物質によって、樹状細胞からIL－8が産生誘導することを報告し

ている71）。また、THP－1細胞と同様にヒト細胞株で樹状細胞と類似の

感作性物質応答を有することが知られるU937細胞でも、感作性物質

13物質、非感作性物質5物質を適用すると、細胞生存率が85～90％の

範囲で、感作性物質に優位にrL－8　mR：NAの発現レベルの増強が認めら

れている75）。以上より、THP，．1細胞で認められる、　IL　8の感作性物質

に特異的な応答は、樹状細胞における応答を反映している可能性が示

唆された。

　本研究で検討した感作性物質のうち、3つの感作性物質ではrし8の
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産生が認められなかった。PAに関しては、最高処理濃度においても細

胞生存率の低下が認められなった。無処理での細胞生存率が95土2％

（n・・18）なのに対し、PAの最高処理濃度では95士3％　（n・・3）であっ

た。PAの生理食塩水あるいはDMSOに対する溶解性は、本研究で検

討した他の化学物質に比べて低かった。そのため、PAの溶解性が低く、

細胞に十分に曝露されていないために、IIL－8の産生が誘導されなかっ

た可能性が示唆された。GEが属するモノテルペン類は、空気に曝さ

れると自然酸化し、感作性を有した酸化物が生成する場合があること

が知られている。GEに関しても、自然酸化による生成物に感作性が

あることが報告されている76）。よって、本実験条件下では、GEの酸

化物が十分に生成されないために、1レ8の産生が誘導されない可能性

が考えられた。EDもまた、モノアミンオキシダーゼによって、感作

性を有したジアルデヒドのglyoxa1に代謝されることが報告されてい

る77）。よって、THP－1細胞を用いた本実験系では、　EDの代謝が適切

に誘導されていないために、IL8の産生が認められない可能性が考え

られた。しかしながら、いずれの場合も、仮説を検証のための更なる

検討が必要であろう。

　一方、非感作性物質のうち5物質では、IL－8の産生は認められなか

った。しかしながら、LBB及びDEPの2物質では、　IL－8の産生増強

が認められた。どちらの物質も、マウスを用いた皮膚感作性試験では

感作性はない物質として分類されている73）。しかしながら、著者らの

検討では、モルモットを用いた皮膚感作性試験法で1一・BBが陽性とな

る結果を得ている（データは示さず）。加えて、ステインやリジンを含

む合成ペプチドを用いて、化学物質とタンパクの結合性を評価する、

ペプチド反応性試験において、1BBは感作性陽性と判定されている
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78）。また、DEPにおいては、強度は弱いものの、感作性陽性であるこ

とがヒトデータから結論付けられている79）。これら知見から考えて、

1・一BB及びDEPはいずれも感作性を有するために、　THP－1細胞におい

てIL－8の産生を増強させる可能性が考えられる。よって、1－BB及び

DEPで認められたIL－8の産生は偽陽性ではなく、化学物質本来の感作

性を示しているのかもしれない。

　感作性の発症において、細胞表面抗原の発現やサイトカインの産生

を伴う樹状細胞の活性化は重要である。本章では、この過程における

一つの反応として、IL－8の産生が増強することが示唆された。続いて、

代表的な感作性物質であるDNcB及びNiso4によるIL－8産生におけ

る、細胞内シグナル伝達系及び、TNF一αの影響を調べることで、　IL－8

の産生機i構について検討した。その結果、ERK及びp38MAPKに対す

る阻害剤を用いた検討より、DNCBによるIL－8産生にはERK及びp38

MAPKが部分的に関与した。また、　Niso4によるIL－8産生にはp38

MAPKは寄与せず、　ERKのみが強く関与した。　Mo－DCでは、　DNCB

によるIL8の産生増強にp38　MAPKが寄与することが報告されている

18）。一方で、ERKがNiC12によるIL－8　mR：NAの発現に関与しているこ

とが明らかとなっている18）。このことは、THP－1細胞及び樹状細胞の

いずれにおいても、感作性物質によるIL－8の産生増強がp38　MAPK及

びERKを介して起こることを示唆している。さらに、DNCB及び：NisO4

により産生するTNFαが、　IL－8の産生に部分的に関与していることが

明らかとなった。すなわち、感作性物質によるrL－8の産生は、　CD54

及びCD40の発現増強と同様に、細胞内シグナル伝達系やTNF一一〇cのオ

ートクライン作用によって制御されていることが示唆された。
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第4：節　　小活

　本章では、、樹状細胞様の作用機構を介して感作性物質に応答する

THP－1細胞を用いて、　IL－8産生の感作性物質特異性とその作用機構に

ついて検討した。その結果、IL－8の産生が感作性物質で優位に認めら

れることが明らかとなった。また、感作性物質によるIL－8の産生が、

細胞表面抗原の発現機i構と同様に、細胞内ではp38　MAPKとERKを

介し、細胞外ではllNFocを介して制御されることが明らかとなった。

THP－1による本結果は、樹状細胞におけるIL－8産生の作用機構の解明

に役立つものと期待される。さらに、樹状細胞の活性化及びその作用

機構を理解することによって、皮膚感作性の発症機構の解明に繋げて

いきたい。
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結論

香粧品を開発する上で、皮膚に対する安全性の確認をすることは極

めて重要で、中でも皮膚感作性の評価を行うことは、安全な製品を開

発する上で欠かせない項目の1つである。従来、化学物質の皮膚感作

性評価は、モルモットなどの動物を用いた試験が行われてきた。しか

しながら、近年、動物愛護の観点から動物実験に対する批判が高まり、

EUにおいては化粧品指令第7次改正の施行により、2013年3月まで

に化粧品開発のための動物を用いた感作性試験が禁止される。こうし

た状況から、動物を用いない皮膚感作性試験に関する研究が世界的に

行われている。生体での感作反応は極めて複雑なため、その全てをin

vitroで再現することは困難であるが、感作性物質を皮膚に曝露した際

に生じる樹状細胞（ランゲルハンス細胞）の変化に着目した検討がい

くつか報告されている。その1つとして、ランゲルハンス細胞の代わ

りにヒト血液から調製された樹状細胞を使用した検討がなされている

が、安全なヒト血液の供給や用いる細胞の個人差の問題などから、未

だ実用に足る試験法は開発されていない。

　著者らはそうした問題を克服することを目的として、血液由来細胞

の代わりにヒト細胞株であるTHP－1細胞を用いたin・vitro皮膚感作性

試験法（h－CLAr）の開発を進めている。　h－CLArでは、抗原提示の際

に補助刺激分子として機能する細胞表面抗原（CD86とCD54）の発現

変化を指標とすることで、一般化学物質64物質の感作性の有無を良好

に評価できることを確認した。一方で、試験法に用いるTHIP一・1細胞の

感作性物質応答やその作用機構は十分に解明されておらず、樹状細胞

と生物学的に同一の機序かを証明することが、試験法の実用化に向け
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ての課題となっている。

　そこで、本研究では、in・vitTO皮膚感作性試験法に用いる細胞として

THP－1細胞の有用性を高めるために、　THP－1細胞の感作性物質応答と

その作用機構について解析した。

1．THP－1細胞における細胞表面抗原及びサイトカインの感作性物質

応答

　本研究では、THP－1細胞が感作性物質によって樹状細胞様の応答を

示すかを検討した。実験では、樹状細胞の活性化を特徴付ける、細胞

表面抗原（CD86／CD54／CD40／CD83／CD58／CD　l　a）とサイトカイン

（TNF一（∀IL－8／IL－6）の発現挙動を検討した。

　被験物質は、代表的な感作性物質であるDNCB、　NisO4、と非感作

性物質であるSLSを用い、それぞれ細胞生存率が70～95％となる3濃

度で細胞に24時間処理した。その結果、DNCB及びNiso4では溶媒

のDMSO及び無処理群それぞれに対してCD86／CD54／CD40／CD83の発

現が有意に増強し、TNF一α／IL－8の産生も濃度依存的に増強した。加え

て、DNCBではCD　l　aの発現、　NisO4ではH！6の産生が増強した。一

方、SLSではいずれのマーカーも変化を示さなかった。陽性対照とし

て用いたLPSでは、　CDlaを除く全てのマーカーの発現が強く誘導さ

れた。

　続いて、DNCBとNiso4に対して顕著な応答を示した

CD　86／CD54／CD40／CD83とTNF一ωIL－8に関して、感作性物質6物質

（hydroquinonc　（HQ）．propyl　gallate　（PG），foimaldehyde　（FA）．eugenol

（EU）、　phenylacetaldehyde　（PAA）、　hydroxycitronellal（HC））と非感

作性物質2物質（methy1　paraben　（MP）、1actic　acid　（LA））の影響を
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調べ、THP－1細胞が感作性物質に特異的な応答を示すかについて検討

した。その結果、EUを除く、評価した全ての感作性物質で、6つのマ

ーカーのうち少なくとも5っで有意な増強が認められた。EUでは

CD　86、　CD54、　CD40の発現が有意に増強した。一方で、非感作性物

質では顕著な変化は認められなかった。また、感作性物質による活性

化マーカーの発現増強は細胞毒性と関係があるのに対し、同様に細胞

毒性が認められる非感作性物質では発現変動が認められなかった。さ

らに、樹状細胞でも、10～15％の細胞毒性が認められる濃度で感作性

物質を処理した際にCD86の発現増強が報告されている。このことか

ら、感作性物質による細胞の活性化は若干の細胞毒性を起こす濃度で

誘導される傾向があり、活性化マーカーの発現と細胞毒性との間には

感作性物質に特異的な関係があることが示唆された。

　以上より、THP・一1細胞が皮膚感作性物質に対して樹状細胞の活性化

を反映する様々な応答を示し、それらを指標にすることで、感作性物

質と非感作性物質を判別できることが示された。それゆえ、THP－1細

胞は入手が容易で、均一な細胞集団としての特徴から研究に汎用でき

ることに加え、樹状細胞の代替として化学物質の感作性の有無を評価

可能な細胞モデルであることが示唆された。

2．感作性物質によるTHIP一・1細胞活性化の作用機構の解明

2－1．THP－1細胞活性化に及ぼすTNF一αと細胞外Arpの役割について

　　これまでの研究から、感作性物質を処理したTHP－1細胞において、

樹状細胞の活性化の際に認められる、様々な細胞表面抗原やサイトカ

インの発現が充進ずることが示された。一方面、THP－1細胞活性化の

作用機構に関してはよく分かっていない。そこで、炎症や免疫反応の
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制御において重要な役割を果たすTNFα及びArpがTHP－1細胞活性

化の作用機構に及ぼす影響に着目し、感作性物質による細胞表面抗原

の発現追尋に及ぼす、TNF一αと細胞外Arpの影響を検討した。

　まず初めにDNcB、　Niso4、　sLsをTHI’・一1細胞に処理し、経時的に

細胞生存率、TNF－ct、　IL－8、　CD86、　CD54、　CD40の発現挙動を解析し

た。無処理細胞の生存率は、処理後24時間はほぼ変化せず、98％であ

った。一方、DNCB及び：Niso4を高濃度処理した細胞の生存率の減少

は12～24時間の間に顕著に起こり、24時間後には共に82％程度であ

った。また、DNcBとNiso4では処理開始3時間後にTNF－ocとIL－8

の有意な産生増強が認められ、その後遅れてCD54、　CD86、　CD40の

発現増強が徐々に誘導された。一方で、SLSではいずれの時間におい

ても活性化マーカーの発現に顕著な変化は認められなかった。DNCB

やNiso4処理によるTNFαやrL－8の顕著な産生は、細胞生存率が低下

する24時間後だけでなく、細胞毒性がほとんど認められない処理時間

（3時間後～）でも認められた。これにより、感作性物質を24時間処

理した後のサイトカイン産生と細胞毒性は、それぞれ独立した細胞応

答として誘導されている可能性が示唆された。

　続いて、TNF一一（x及びIL－8がTHI）一1細胞活性化に関与するかを調べる

ために、CD86、　CD54、　CD40に対するリコンビナントh㎜鋤TNFα

（d∬NFα）及びリコンビナントhuman　M－8（rhlL－8）の影響を調べた。

その結果、CD86では変化は認められないが、　CD54、　CD40ではrhTNFα

の濃度依存的に発現が有意に充溢した。一方、rlalL－8はいずれの活性

化マーカーにも影響しなかった。そこで、感作性物質によりTHP－1細

胞から早期に産生されるTNF一αの影響を調べるために、　DNCB及び

Niso4処理1時間前に抗TNF一α抗体を添加した。その結果、抗TNFα
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抗体の処理によりDNCB、：NisO4共にTNF一αの産生量は有意に抑制さ

れた。また、CD54及びCD40の発現充進が有意に抑制された。この

ことから、感作性物質によるCD54及びCD40の発現増強には、細胞

から早期に産生されるTNFαがオートクラインに強く寄与している

ことが示唆された。

　さらに、cD86とcD54に対する細胞外ArPの影響を調べるために、

THP－1細胞にArPを24時間処理すると、　ArP濃度依存的にcD86、

CD54の発現が増強した。そこで、感作性物質によるCD86及びCD54

の発現に及ぼす細胞外Arpの影響を調べるために、　P2レセプターア

ンタゴニストであるsuraminを1時間処理した後に、　DNCB、：NiSO4、

EUを適用した。その結果、　NiSO4によるCD86及びCD54の発現増強

が有意に抑制された。DNCB、　EUによるCD86の発現増強において

もsurar血による抑制傾向が認められた。このことから、細胞外Arp

が感作性物質による細胞活性化に関与する可能性が示唆された。

　以上より、感作性物質によるTHP・一1細胞の活性化は、　TNF一αのオー

トクライン作用及び、細胞外ATPによって部分的に制御され、樹状細

胞における細胞活性化と同様の作用機構を介して誘導されることが示

唆された。

2－2．THP－1細胞活性化に及ぼすシグナル伝達系の役割

　近年、感作性物質による樹状細胞の活性化に関して、細胞内シグナ

ル伝達機構の研究がいくつか報告されている。しかしながら、DNCB

やNiso4を処理した際のサイトカイン産生やcD54及びcD40の増強

におけるシグナル伝達系の役割に関しては十分に明らかになってない。

また、樹状細胞の活性化に関して、P38　MAPKに比べ、　ERKの役割は
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ほとんど明らかになっていない。それゆえ、本研究ではTHP－1細胞に

おいて、DNCBとNiso4によるTNF一α産生や種々の細胞表面抗原の発

現充進に関して、p38　MAPKとERKの役割について検討した。

　その結果、溶媒処理群に比べて、DNcB及びNiso4によるp38　MAPK、

ERKのリン酸化が強く誘導された。さらにDNCB及びNiso4を処理

する1時間前に、p38　MAPK及びERK　pathwayのリン酸化阻害剤を添

加することで、リン酸化活性の増強が抑制された。そこで、TNF一・ocへ

の影響を調べると、DNCBにより産生するTNFαがP38　MAPK阻害剤

（SB203580）でのみ有意に抑制され、一方でNiSO4により産生する

TNFαはERK阻害剤（PD98059）でのみ有意に抑制された。すなわち、

DNcB及び：Niso4の処理により産生するTNFαは、それぞれ全く異な

るシグナル伝達経路を介して誘導されることが示唆された。さらに、

表面抗原の発現増強に及ぼすp38　MAPKとERKの影響をそれぞれの

阻害剤を用いて検討した。その結果、DNcB及びNiso4によるcD86

の発現増強は共に、SB203580及びPD98059で有意に抑制されること

から、樹状細胞と同様にp38　MAPKとERKを介した作用機構により

誘導されることが示唆された。さらに、SB203580はD：NCBによるCD54

及びCD40の発現増強を一部抑制するが、　NiSO4によるCD54及び

CD40の発現には影響しなかった。また、　PD98059はDNCB及びNiSO4

によるCD54とCD40の発現増強を一部抑制した。以上より、　DNCB

とNiso4は共にp38　MAPK、　ERKをリン酸化するが、　TNFα及び細胞

表面抗原の発現に及ぼすp38　MAPK及びERKの役割は大きく異なる

ことが分かった。またこれは、感作性物質による樹状細胞活性化の作

用機構とも同等性が高いことから、THP－1細胞が樹状細胞の感作性物

質応答を再現する有用な細胞モデルであることが示唆された。
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3．感作性物質によるIL－8産生の特異性と発現機構の解明

　第1章において、THP－1細胞が感作性物質によりIL8を顕著に産生

することを示した。また、樹状細胞では加痂π》実験において感作性物

質によりIL　8の産生が報告されている。　IL－8は、炎症部位への好中球

やTリンパ球の遊走に関与するケモカインとして知られる。しかしな

がら、樹状細胞から産生されるIL－8の感作性物質特異性や発現機構に

ついては十分に解明されていない。そこで本研究では、THP－1細胞を

樹状細胞様の細胞モデルとして用い、23物質についてIL－8の産生量

を評価した。その結果、感作性物質に関しては、3物質を除く13物質

でIL－8の有意な産生が認められた。非感作性物質に関しては、2物質

で有意な産生が認められるものの、5物質でIL8の顕著な産生は示さ

なかった。このことから、IL－8は感作性物質で優位に産生されること

が示唆された。

　続いて、IL－8産生の作用機構を調べた結果、　P38　MAPK及びERKに

対する阻害剤を用いた検討より、DNCBによるIL8の産生にはP38

MAPK及びERKが部分的に関与するのに対し、　NiSO4によるIL・一8の

産生にはp38　MAPKは寄与せず、　ERKのみが強く関与することが示唆

された。また、DNcBとNiso4共に、産生したTNF一αがIL－8産生に

部分的に関与することが示唆された。以上のように、感作性物質によ

るIL－8産生は、細胞表面抗原の発現機i構と同様に、細胞内ではp38

MAPKとERKを介し、細胞外ではTNF一αを介して制御されることが

示唆された。THP－1による本結果は、樹状細胞におけるIL－8産生の作

用機構の解明に役立つものと期待される。

本研究では、THP－1細胞の感作性物質応答とその作用機構について検
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討した結果、TH］）・・1細胞が樹状細胞で認められる種々の細胞表面抗原

やサイトカインに関して感作性物質特異的な応答を示し、樹状細胞の

代替として有用なことが示唆された。また、種々の細胞表面抗原やサ

イトカインの発現が、樹状細胞と同様の作用機構を介して起こること

が示唆された。さらに、THP－1細胞を用いた検討から、感作性物質に

より樹状細胞から産生されるH！8の産生機構解明に繋がる知見を得

た。以上のことから、THP－1細胞を用いることで、化学物質の皮膚感

作性の有無を良好に判別できるだけでなく、樹状細胞活性化の作用機

構を解明できる可能性が示唆された。本研究が感作性物質による樹状

細胞の活性化を具現化する加嘘π）皮膚感作性試験法（h－CLAT）の開

発・確立に向けて、試験法の生物学的機序についての根拠を示す一助

となることを期待したい。

　皮膚感作の成立には、樹状細胞の活性化だけでなく、化学物質の経

皮吸収性やタンパク結合性、及び抗原特異的なT細胞の増殖など、い

くつかの鍵となる反応が関与する。すなわち、皮膚感作性を評価する

のに樹状細胞の活性化を再現したin　vitro試験法は有用な方法である

が、それだけでは完全ではないかもしれない。今後さらに、いくつか

の反応を具現化して、h－CLATと他の試験法を組み合わせた評価が、

ヒトにおける皮膚感作性の予測の向上に繋がるものと考えられる。
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