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略語 
 
ACD Allergic contact dermatitis 
AD Atopic dermatitis 
BrdU Bromodeoxyuridine 
CHS Contact hypersensitivity 
CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 
DC Dendritic cell 
dDC Dermal dendritic cell 
dLN Draining lymph node 
DNCB 2,4-Dinitrochlorobenzene 
DNFB 2,4‑Dinitrofluorobenzene 
EpCAM Epithelial cell adhesion molecule 
FITC Fluorescein isothiocyanate 
IL-4 Interleukin-4 
IL-10 Interleukin-10 
LC Langerhans cell 
PCR Polymerase chain reaction 
PD-L1 Programmed death-ligand 1 
TGF-β Transforming growth factor-β 
Th1 T helper cell type 1 
Th2 T helper cell type 2 
VM Vaginal mucosa 
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緒言 
アレルギーは、外来抗原（アレルゲン）に繰り返し曝露されることで引き起こされる

異常な免疫反応である。アレルギー反応は、発生メカニズムによって、I 型から IV 型の

主に 4 つに分類され、それぞれ即時型、細胞傷害型、免疫複合型および遅延型とも呼ば

れる 1-3)。その中で、アレルギー性接触皮膚炎は、代表的な IV 型（遅延型）アレルギー

であり、金属、植物、防腐剤、香料などの様々な低分子化学物質ハプテンがアレルゲン

として知られる 4)。アレルギー性接触皮膚炎の発症メカニズムは、感作相と惹起相の二

つの過程から成り、マウス接触過敏症モデルを用いて研究されてきた 5, 6)。感作相では、

皮膚がハプテンに曝露されると、ハプテンが生体内タンパクと結合し抗原となり、皮膚

上の樹状細胞に取り込まれ、成熟しながら所属リンパ節へと遊走する。その際、皮膚上

では血中から新たな樹状細胞が供給される。遊走樹状細胞は、所属リンパ節においてナ

イーブ T 細胞に抗原を提示し、CD4 陽性および CD8 陽性 T 細胞の増殖・分化を誘導す

る。惹起相では、皮膚が同一のハプテンに再度曝露されることにより、抗原特異的 T 細

胞が皮膚局所へ引き寄せられ浸潤し、ハプテン曝露後 24~48 時間後に炎症反応を誘発す

る。CD4 陽性ヘルパーT 細胞（Th）および CD8 陽性細胞傷害性 T 細胞のいずれもがハ

プテン特異的なエフェクターT 細胞として働く。以上のように、樹状細胞は、接触過敏

症の感作成立において非常に重要である。 
日常生活において、健常皮膚だけでなく粘膜や皮疹部といった様々な部位は、医薬品

などを介してハプテンに曝露される。そのため、健常皮膚だけでなく粘膜や皮疹部を介

しても、感作が誘導され、アレルギー性接触皮膚炎は発症する。例えば、重層扁平上皮

で覆われた皮膚と似た特徴を有す II 型粘膜の膣粘膜 7)や口腔粘膜 8, 9)、皮疹部としては

アトピー性皮膚炎 10, 11)や乾癬 12)で感作が誘導されることが知られる。しかしながら、マ

ウス接触過敏症研究の対象はほとんどが健常皮膚であり、健常皮膚以外の部位に着目し

た接触過敏症に関する研究は少ない。健常皮膚と比較すると粘膜や皮疹部はバリア機能

が低いことから感作誘導が促進される可能性が考えられる 13, 14)。一方、粘膜や皮疹部は

免疫寛容といった免疫応答を抑制する機構を有することも知られており 15, 16)、逆に健常

皮膚よりも感作誘導が抑制される可能性も考えられる。そこで、我々は、粘膜の中でも

特に知見がない膣粘膜および皮疹部の中でも罹患率が高いアトピー性皮膚炎に着目し、

膣粘膜もしくはアトピー性皮膚炎発症部位でハプテン感作した二つの場合について、健

常皮膚で感作した場合と比較して接触過敏症研究を進めてきた。 
膣粘膜感作における接触過敏症モデルを用いた先行研究においては、皮膚と膣粘膜感

作を比較すると膣粘膜感作では耳介腫脹や T 細胞応答といった接触過敏症応答が低い

ことが明らかとなった 17)。しかしながら、なぜ皮膚感作に対して膣粘膜感作で接触過敏

症応答が弱いのかは不明であり、接触過敏症の感作誘導において重要な樹状細胞に着目

した検討は未だ行われていない。口腔粘膜ではハプテン感作後の樹状細胞応答に関する

報告があるが 18)、膣粘膜ではタンパク質などに対する樹状細胞応答の研究報告は複数
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あるもののハプテン感作後の樹状細胞に関する報告はほとんどない。口腔粘膜だけで

なく膣粘膜もハプテン感作誘導部位であり、日常生活において医薬品などを介してハ

プテンに曝露され得る部位であることから重要な研究対象として考えた。 
アトピー性皮膚炎発症部位での感作による接触過敏症の先行研究においても、ダニ

抗原によりアトピー性皮膚炎を誘導した NC/Nga マウス（AD マウス）は、アトピー

性皮膚炎を誘導していないマウス（non-AD マウス）よりも接触過敏症応答が弱く、

細胞傷害性 T リンパ球抗原-4（CTLA-4）陽性 T 細胞がその抑制に関与していること

が明らかとなった 22)。しかしながら、この結果は、ハプテン 1 物質のみに対する検討

であり、抑制メカニズムとしては CTLA-4 陽性 T 細胞にしか着目しておらず、膣粘膜

感作と同様に感作誘導に重要な樹状細胞に着目したメカニズムの解明は行われてい

ない。臨床研究においてはアトピー性皮膚炎患者では Th2 優位な状態であることが

Th1 型のアレルギー性接触皮膚炎応答を抑制する可能性を考察した報告もあるが詳

細なメカニズム解析は行われておらず 23)、本研究では樹状細胞に着目して新たなメ

カニズム解析を進めることを考えた。以上より、アレルギー性接触皮膚炎は、健常皮

膚だけでなく膣粘膜やアトピー性皮膚炎発症部位を介したハプテン曝露によっても

生じ、これまでの接触過敏症モデルを用いた検討から健常皮膚を介した感作よりも接

触過敏症応答が弱いことが報告されている。しかしながら、接触過敏症応答が弱いメ

カニズムは、未解明な部分があり、特に接触過敏症の感作誘導に必須な樹状細胞の遊

走や供給、成熟に関する報告はない。そこで本研究では、膣粘膜もしくはアトピー性

皮膚炎発症部位でハプテン感作した二つの場合における樹状細胞に着目したハプテ

ン感作抑制メカニズムの解明を健常皮膚の場合と比較して行った。第 1 章では、膣粘

膜感作における樹状細胞の遊走や供給などの解析を行った。まず、ハプテン感作後の

樹状細胞の遊走や供給を皮膚感作と膣粘膜感作で比較した。さらに、免疫抑制因子と

して知られる CD206 や Transforming growth factor-β（TGF-β）の膣粘膜感作における

発現解析を行った。第 2 章では、接触過敏症モデルとアトピー性皮膚炎モデルマウス

を用いてアトピー性皮膚炎発症部位を介したハプテン感作後樹状細胞の遊走や成熟

についてメカニズムを解析した。まず初めに代表的なハプテンの一つである

fluorescein isothiocyanate（FITC）を用いて接触過敏症応答や感作後 T 細胞応答を non-
AD マウスと AD マウスで比較した。次に、non-AD マウスと AD マウスにおけるハプ

テン感作後の樹状細胞の遊走や成熟、免疫寛容性について解析を行った。 
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第 1 章 膣粘膜のハプテン感作における樹状細胞に着目したメカニズムの解明 
口腔や膣といった粘膜部位を介してもハプテン曝露によって感作が誘導されアレル

ギー性接触皮膚炎を生じ得る 7-9)。口腔粘膜と膣粘膜は、いずれも重層扁平上皮で覆わ

れた II 型粘膜に分類され、皮膚と似た特徴を有す 24)。皮膚と比較すると、これらの粘

膜を介した接触過敏症研究の報告は少ないが、近年の我々の先行研究において、複数の

ハプテン（2,4‑Dinitrofluorobenzene（DNFB）および 2,4,6-trinitrochrolobenzene, oxazolone）
を用いた検討において、皮膚感作に比べて膣粘膜感作では接触過敏症応答（耳介腫脹）

が弱いことが明らかとなった 17)。加えて、皮膚感作に比べて膣粘膜感作は、感作後 T 細

胞増殖の低下も認められた。しかしながら、なぜ膣粘膜感作で接触過敏症応答が弱いの

か、そのメカニズムは不明であり、樹状細胞に着目した検討はない。皮膚において樹状

細胞は表皮に存在するランゲルハンス細胞と真皮に存在する真皮樹状細胞の大きく二

つに分類される 5, 6, 25)。それに対応する形で、口腔や膣粘膜では上皮に存在する樹状細

胞をランゲルハンス細胞、粘膜固有層に存在する樹状細胞を粘膜下樹状細胞と呼ぶ 24)。

これまでに、口腔粘膜や膣粘膜における樹状細胞の分布やフェノタイプ、遊走、供給に

関する研究が複数報告されている 8, 18, 26)。例えば、FITC を用いた口腔粘膜と皮膚での感

作後樹状細胞の比較検討では、口腔粘膜からの遊走（CD11c 陽性 FITC 陽性）樹状細胞

数は皮膚からの遊走樹状細胞数よりも少ないが、口腔粘膜感作後と皮膚感作後の遊走樹

状細胞のフェノタイプは大きく変わらないことが明らかとなった 18)。膣粘膜について

は、ヒトにおいて皮膚表皮に対して膣粘膜上皮のランゲルハンス細胞数が少ないことが

報告されている 27)。またマウスにおいて、定常状態における樹状細胞のフェノタイプや

活性化状態が膣粘膜上皮と皮膚表皮では異なることが明らかとなっている 28)。しかし

ながら、ウイルスや細菌感染、タンパク抗原に対する膣粘膜樹状細胞応答の研究は複数

報告 21-24がある一方で、ハプテン感作による接触過敏症における膣粘膜樹状細胞に関す

る報告はほとんどない。そこで、本研究では、代表的なハプテンである DNFB や FITC
を用いて、膣粘膜におけるハプテン感作後の樹状細胞の遊走や供給について解析を行っ

た。第 1 章の原著論文は Immunity, Inflammation and Disease にて報告されたものである

29)。 
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第 1 節 実験 
1. 動物 

C57BL/6J マウスは 6 週齢の雌マウスを日本 SLC（Shizuoka, Japan）より購入した。な

お、本実験は花王動物実験委員会において承認され、委員会のガイドラインに従って実

施した（承認番号：S18093-0000）。 
 

2. ハプテン感作 

皮膚感作は、0.3% DNFB（Sigma-Aldrich , St. Louis, MO, USA）溶液を剃毛した腹部皮

膚に 10 μL 塗布することによって誘導した。溶媒は olive oil を用いた。膣粘膜感作は、

発情休止期のマウス膣腔に 0.3% DNFB（Sigma-Aldrich）を 10 μL 投与することで誘導し

た。マウスの性周期は、膣垢を採取した後、Giemsa 染色液（Fujifilm Wako Pure Chemical 
Corporation, Osaka, Japan）で染色し、確立された方法 30)に従って判定した。樹状細胞の

遊走の解析は、ハプテンとして 10 μL の 1.0% FITC（DOJINDO, Kumamoto, Japan）溶液

を用いて皮膚および膣粘膜感作を誘導した。FITC の溶媒には acetone/dibutyl phthalate
（1:1）混合溶液を用いた。Acetone/dibutyl phthalate は FITC を用いた接触過敏症研究に

おいて広く用いられる溶媒であり、それ自体は抗原性を有しない 31)。なお、皮膚感作と

膣粘膜感作で曝露面積は大きく変わらなかった。 
 

3. フローサイトメトリー 

皮膚感作後のマウスから腋窩および鼠経リンパ節を、膣粘膜感作後のマウスから腸骨

および鼠経リンパ節を無処置および感作後 6, 24, 48 時間後に採取した。リンパ節から

単一細胞懸濁液を調製するために、リンパ節を 400 U/L の collagenase type I（Sigma-
Aldrich）溶液に浸漬し、37℃、30 分間処理した。その後、5 mM の ethylenediaminetetraacetic 
acid を添加し 10 分間インキュベートした。 

Fc レセプターをブロックするために、調製した単一細胞懸濁液を抗 CD16/32 抗体で

前処理した。染色には蛍光色素標識モノクローナル抗体として PE-Cy7 標識抗 CD11c
（HL3）抗体および PE 標識抗 MHC class II（M5/114.15.2）抗体（BD Biosciences , Franklin 
Lakes, NJ, USA）を用いた。死細胞は 7-aminoactinomycin D（7-AAD、BD Biosciences）
により染色し除去した。染色後、BD FACSVerse フローサイトメーターと FlowJo 解析用

ソフトウェア（BD Biosciences）を用いて解析した。MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC
陽性細胞（遊走樹状細胞）数を結果として示す。 

 
4. 免疫組織化学法 

剃毛した腹部皮膚および膣粘膜を、無処置および DNFB 感作後のマウスより採取し

た。皮膚および膣粘膜の末梢組織サンプルは、ティシュー・テック O.C.T. コンパウン

ド（Sakura Finetek Japan Co., Ltd., Tokyo, Japan）で包埋し、7 μm の凍結切片を作製した。
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凍結切片は 4% paraformaldehyde 溶液（Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation）で 3 分

間処理し固定した後、ブロッキング剤の 1% bovine serum albumin で処理した。biotin 標

識抗 MHC class II 抗体を用いた免疫染色を行う場合は切片を Avidin/Biotin Blocking Kit
（Vector Laboratories , Newark, CA, USA）で処理した。ブロッキング後、切片に一次抗体

溶液を添加し、4℃で一晩インキュベートした。その後、streptavidin および二次抗体を

用いて室温で 30 分間処理した。一次抗体は biotin 標識抗 MHC class II（M5/114.15.2）抗

体（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）、抗 CD11c（N418）抗体（BioLegend, San 
Diego, CA, USA）、抗 CD206 抗体（Abcam, Cambridge, UK）を用いた。それぞれに対応

する streptavidin および二次抗体として RRX 標識 streptavidin（Jackson ImmunoResearch 
Laboratories）、Alexa Fluor 488 標識抗アルメニアンハムスターIgG 抗体（Abcam）、Cy5
標識抗ウサギ IgG 抗体（Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA）を

用いた。streptavidin および二次抗体とのインキュベーション後、切片を VECTASHIELD 
Mounting Medium with DAPI（Vector Laboratories）で封入し対比染色を行った。 

TGF-β および CD206 の二重陽性細胞の解析において、TGF-β の染色は、TGF-β I 型と

II 型受容体の細胞外領域に免疫グロブリンの Fc 領域を融合した Fc キメラ受容体（TβRI-
TβRII-Fc）を用いた 32)。TβRI-TβRII-Fc は、白水美香子博士（理化学研究所）よりご供与

いただいた。固定およびブロッキング後、切片を TβRI-TβRII-Fc と 4℃で一晩インキュ

ベートした。その後、Alexa Fluor 488 標識抗ヒト IgG 抗体（Jackson ImmunoResearch 
Laboratories）と室温で 30 分間インキュベートした。TGF-β に対する染色後、切片を抗

CD206 抗体と室温で 1 時間インキュベートし、続けて Cy5 標識抗ウサギ IgG 抗体と室

温で 30 分間インキュベートした。 
免疫組織化学法により染色を行った組織の蛍光画像は、LSM 880 共焦点顕微鏡（Carl 

Zeiss Co., Ltd., Oberkochen, Germany）で取得した。全ての蛍光画像は ImageJ/Fiji ソフト

ウェア（National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）を用いて染色された細胞を解析

した。定量的解析では表皮/上皮における MHC class II 陽性細胞をランゲルハンス細胞、

真皮、粘膜固有層に存在する MHC class II 陽性細胞をそれぞれ真皮樹状細胞、粘膜下樹

状細胞としてカウントした。また、粘膜固有層の基底部（基底膜から約 150-300 μm）に

位置する CD206 陽性細胞をカウントした。基底膜の単位長さあたりの細胞数を結果と

して示す。 
 

5. 定量的リアルタイム PCR 

無処置および DNFB 感作後 6, 12 時間後のマウスの剃毛した腹部皮膚および膣粘膜か

ら RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いてトータル RNA を

抽出した。トータル RNA サンプルから High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
（Applied Biosystems, Waltham, MA, USA）を用いて cDNA を調製した。Taqman Gene 
Expression Assay と QuantStudio 5 リアルタイム PCR システム（Applied Biosystems）を用
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い て 定 量的 リ ア ルタ イ ム PCR を 実 施し た 。 TaqMan プ ロー ブ は TGF-β1
（Mm01178820_m1）、TGF-β2（Mm00436955_m1）、TGF-β3 （Mm00436960_m1）、β-actin
（Mm00607939_s1）を用いた。β-actin を内在性コントロールとした。2-ΔΔCt 法により求

めた皮膚無処置群に対する mRNA 発現量を結果に示す。 
 

6. 統計的解析 

統計解析は one or two-way analysis of variance with Bonferroni’s or Tukey’s multiple-
comparison test を用いて GraphPad Prism 9（GraphPad Software , San Diego, CA, USA）に

より行った。P 値が 0.05 未満のとき統計的に有意であるとした。 
 

第 2 節 結果 
1. 皮膚および膣粘膜感作後における所属リンパ節への樹状細胞遊走 

感作性かつ蛍光物質である FITC は感作後の遊走樹状細胞の特定に用いられる 33)。

FITC を用いて解析した皮膚（Skin）および膣粘膜（VM: Vaginal mucosa）感作後の樹状

細胞の遊走の結果を Figure 1-1 に示す。皮膚に FITC 塗布後、所属リンパ節中のトータ

ル細胞数は 48 時間増加し続けた（Figure 1-1A）。一方で、膣粘膜感作後には継続的な所

属リンパ節中のトータル細胞数の増加は認められず、皮膚感作群に比べて感作後 24、
48 時間における細胞数は有意に膣粘膜感作群で低かった。所属リンパ節中の MHC class 
II 高発現 CD11c 陽性樹状細胞数（全遊走樹状細胞数）は皮膚感作後増加し 24 時間でピ

ークになったが、膣粘膜感作後 6、24、48 時間で有意な全遊走樹状細胞数の増加は認め

られなかった（Figure 1-1B）。皮膚および膣粘膜感作後いずれにおいても MHC class II 高
発現 CD11c 陽性細胞中の FITC 陽性細胞の割合は感作後 48 時間で約 20%まで増加した

（Figure 1-1C, D）。感作後 6、24、48 時間の FITC 陽性細胞の割合は、皮膚感作群と膣粘

膜感作群で有意な変化はなかった。所属リンパ節における MHC class II 高発現 CD11c 陽

性で且つ FITC 陽性遊走樹状細胞数は、皮膚および膣粘膜感作後のいずれも増加し、24
時間後にピークとなった（Figure 1-1E）。しかしながら、所属リンパ節における MHC class 
II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞数は感作後 24 時間で皮膚感作群よりも膣

粘膜感作群で低く、感作後 48 時間では有意な差は無かった。これらの結果より膣粘膜

感作後に樹状細胞の遊走が弱いことが示された。 
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Figure 1-1 
皮膚（Skin）に対する膣粘膜（VM: Vaginal mucosa）における所属リンパ節（dLNs: draining 
lymph nodes）中 FITC 感作後遊走樹状細胞数の減少 
(A) 無処置（0 時間）および感作後 6、24、48 時間後のトータル細胞数の変化 
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(B) MHC class II 高発現 CD11c 陽性遊走樹状細胞数の変化 
(C) 代表的なフローサイトメトリープロット。無処置および感作後マウスの所属リンパ

節における 7-AAD 陰性 MHC class II 高発現 CD11c 陽性細胞中の FITC 陽性細胞割

合を示す。 
(D) MHC class II 高発現 CD11c 陽性細胞中の FITC 陽性細胞割合の変化 
(E) FITC 陽性 MHC class II 高発現 CD11c 陽性遊走樹状細胞数の変化 
データは平均値±SEM 値を示す（n=3-9）。*P < 0.05、 **P < 0.01（皮膚感作群との比

較）。†P < 0.05、 ††P <0 .01（0 時間（無処置群）との比較）。 
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2. 皮膚および膣粘膜感作における樹状細胞分布 

抗 MHC class II 抗体を用いた免疫組織化学法によって解析した無処置および DNFB
感作後の皮膚と膣粘膜における樹状細胞の分布と数の結果を Figure 1-2 に示す。MHC 
class II 陽性細胞は表皮/上皮および真皮/粘膜固有層に位置していた（Figure 1-2A）。感作

後に MHC class II 陽性細胞の局所への動員が、皮膚では感作後 6、24 時間に真皮で、膣

粘膜では感作後 6 時間の粘膜固有層で認められた。抗 CD11c 抗体を用いた免疫組織化

学法においても同様の結果が得られた（Figure 1-2B）。感作後 6 時間において、皮膚表

皮よりも膣粘膜上皮における基底膜の単位長さあたりのMHC class II 陽性ランゲルハン

ス細胞数は有意に少なかった（Figure 1-2C）。皮膚真皮の真皮樹状細胞について、基底

膜の単位長さあたりの MHC class II 陽性真皮樹状細胞数は DNFB 感作後 24 時間までに

継続的に増加し、無処置に対して 24 時間後は 2 倍の細胞数であった（Figure 1-2D）。一

方、膣粘膜感作後、粘膜固有層における基底膜の単位長さあたりの MHC class II 陽性粘

膜下樹状細胞数は 6 時間後に 1.9 倍増加したが、24 時間後には皮膚真皮の真皮樹状細胞

数に対して膣粘膜上の粘膜下樹状細胞数は有意に減少した。以上より、膣粘膜感作にお

いて樹状細胞の供給数が低いことが示された。 
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Figure 1-2 
DNFB 感作後の皮膚（Skin）および膣粘膜（VM）における樹状細胞分布と数 
無処置および DNFB 感作後 6、24 時間の膣粘膜および皮膚の免疫組織化学法の結果。

DAPI（青）による対比染色を行った。 
(A) 抗 MHC class II 抗体を用いて樹状細胞（緑）を免疫染色した代表的な画像 
(B) 抗 CD11c 抗体を用いて樹状細胞（緑）を免疫染色した代表的な画像 
(C) 表皮（epidermis）と上皮（epithelium）における基底膜の単位長さあたりの MHC class 

II 陽性ランゲルハンス細胞（LC: Langerhans cell）数の定量結果 
(D) 真皮（dermis）および粘膜固有層（lamina propria）における基底膜の単位長さあたり

の MHC class II 陽性真皮および粘膜下樹状細胞数の定量結果 
データは平均値±SEM 値を示す（n=3）。*P < 0 .05（皮膚感作群との比較）。†P < 0.05（0
時間（無処置群）との比較）。スケールバー; 50 μm。 
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3. ハプテン感作後における TGF-β発現と CD206 発現細胞 

なぜ皮膚感作に対して膣粘膜感作で樹状細胞応答が弱かったのかは不明である。膣粘

膜感作に関与すると考えられるいくつかの抑制性サイトカインや細胞が存在する。

TGF-β は、抑制性サイトカインであり、樹状細胞前駆細胞のマクロファージへの分化や

M2 フェノタイプへの誘導、樹状細胞の遊走や成熟の抑制に働くことが知られている 34-

38)。CD206 は、M2 型マクロファージのマーカーとして知られており、M2 型マクロフ

ァージは、抗炎症や免疫抑制機能を有し、interleukin-10（IL-10）や TGF-β といった抗炎

症性（抑制性）サイトカインを産生する 34)。ハプテンによる膣粘膜感作におけるこれら

の抑制性サイトカインや免疫抑制性細胞の報告は無いが、膣粘膜感作後の樹状細胞の遊

走や供給の抑制に関与している可能性が考えられた。 
そこで、まず膣粘膜における Tgfb mRNA 発現を検討することにした。リアルタイム

PCR による無処置および DNFB 感作後 6、12 時間のマウスの膣粘膜、皮膚における Tgfb
の mRNA 発現量の解析結果を Figure 1-3 に示す。全ての解析時間（無処置および感作後

6、24 時間）において、膣粘膜は皮膚よりも Tgfb2 mRNA と Tgfb3 mRNA を 1.9-3.5 倍高

く発現した（Figure 1-3A）。 
TGF-β は M2 型への誘導に寄与する 34, 35, 37)ことから CD206 陽性細胞が膣粘膜樹状細

胞の供給を抑制した可能性を考え、次に、DNFB 感作後膣粘膜における CD206 と MHC 
class II の共発現を免疫組織化学法により解析した。ハプテンに応答すると考えられる

MHC class II 陽性 CD206 陰性細胞は特に膣粘膜感作後 6 時間に粘膜固有層の膣腔側（基

底膜の真下）に主に認められた（Figure 1-3B）。さらに、MHC class II 陽性 CD206 陽性

細胞は粘膜固有層の基底部に特に膣粘膜感作後 24 時間に認められた。定量的解析によ

り膣粘膜感作後 6 時間に対して 24 時間では粘膜固有層の基底側の基底膜の単位長さあ

たりの CD206 陽性細胞数が有意に増加していた（Figure 1-3C）。以上より、膣粘膜感作

において、粘膜固有層局所への CD206 陽性細胞の動員が起きていることが示された。 
CD206 陽性マクロファージは TGF-β によって誘導されるが、TGF-β の重要な産生細

胞としても知られている 35)。そこで、膣粘膜における TGF-β 産生細胞を明らかにする

ために、抗 CD206 抗体および TβRI-TβRII-Fc を用いた二重蛍光免疫組織化学法を行っ

た。TβRI-TβRII-Fc は全ての TGF-β アイソフォーム TGF-β1、TGF-β2、TGF-β3 に結合す

ることができる 32)。全ての解析時間（無処置および膣粘膜感作後 6、24 時間）において

TβRI-TβRII-Fc に対して陽性の細胞のほとんどは CD206 陽性であった（Figure 1-3D）こ

とから、CD206 陽性細胞により TGF-β が産生されていることがわかった。これらの結

果より、TGF-β 産生 CD206 陽性細胞が膣粘膜感作後の樹状細胞遊走および供給の抑制

に働いている可能性が示された。 
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Figure 1-3 
DNFB 感作後における TGF-β 発現と CD206 発現細胞 
(A) 感作後の皮膚（Skin）と膣粘膜（VM）における TGF-β の mRNA 発現。定量的リア

ルタイム PCR による Tgfb1、Tgfb2、Tgfb3 の mRNA レベルを無処置（0 時間）皮膚

に対する相対発現量として示す。データは平均値±SEM 値を示す（n=3）。*P < 0.05、
**P < 0.01 

(B) 無処置および膣粘膜感作後 6、24 時間における MHC class II および CD206 発現。抗

MHC class II 抗体（緑）および抗 CD206 抗体（マゼンタ）を用いて免疫染色した細

胞の代表的な画像を示す。矢印は代表的な MHC class II 陽性 CD206 陰性細胞を指

す。矢頭は代表的な MHC class II 陽性 CD206 陽性の円形型細胞を指す。ドットで囲

った領域は上皮を示す。スケールバー; 50 μm。 
(C) 粘膜固有層の基底側における基底膜の単位長さあたり CD206 陽性細胞数解析結果。

データは平均値±SEM 値を示す（n=3）。*P < 0.05 
(D) 無処置と膣粘膜感作後 6、24 時間後の TGF-βと CD206 発現解析。TβRI-TβRII-Fc（緑）

および抗 CD206 抗体（マゼンタ）を用いて免疫染色した細胞の代表的な画像を示す。

矢頭は代表的な TGF-β/CD206 二重陽性細胞を指す。ドットで囲った領域は上皮を示

す。スケールバー; 50 μm。 
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第 3 節 考察 
本章では、ハプテンによる皮膚および膣粘膜感作後の樹状細胞に着目したメカニズム

を検討した。皮膚感作と比較して膣粘膜感作は、MHC class II 高発現 CD11c 陽性かつ

FITC 陽性遊走樹状細胞の数が低く、迅速に MHC class II 陽性粘膜下樹状細胞が減少し

た。さらに、膣粘膜感作において、膣粘膜での Tgfb mRNA の高発現や CD206 陽性細胞

の増加、さらに CD206 陽性細胞における TGF-β 発現が認められた。以上より、皮膚感

作と比較して膣粘膜感作では樹状細胞の遊走や供給が減少し、その減少に TGF-β 産生

性の CD206 陽性細胞が寄与している可能性が示唆された。 
先行研究において、皮膚感作よりも膣粘膜感作で、接触過敏症応答（耳介腫脹や所属

リンパ節における細胞増殖）が弱いことが明らかとなっている 17)。本研究でも、その結

果と一致し、皮膚感作よりも膣粘膜感作で、感作後の樹状細胞の遊走・供給が減弱され

ていた。これらの結果は、皮膚よりも膣粘膜の方が感作に対する感受性が低いことを示

唆する。本研究は、接触過敏症の膣粘膜感作相におけるハプテンに対する樹状細胞応答

に関する初めての報告である。 
頬や舌下といった口腔粘膜では FITC 塗布後に粘膜下の MHC class II 陽性細胞が増加

し、6 時間後にピークとなり、24 時間後には減少することが報告されている 18, 39)。さら

に、皮膚感作よりも頬粘膜感作では所属リンパ節における FITC 陽性 CD11c 陽性樹状細

胞数が低いことが明らかとなっている 18)。膣粘膜感作に関する本研究でもこれらの口

腔粘膜感作の報告と同様の結果が得られた。膣粘膜と口腔粘膜はいずれも重層扁平上皮

で覆われた II 型粘膜に分類され、皮膚と似た特徴を有すが、単層上皮で覆われた腸管や

呼吸器粘膜のような I 型粘膜とは異なる 24, 38)。したがって、II 型粘膜でのハプテン感作

後の樹状細胞の供給・遊走のメカニズムは共通することが示唆される。 
なぜ継続的な樹状細胞の遊走・供給が、皮膚感作に比べて膣粘膜感作で弱かったのか

は未だ不明である。TGF-β は、遊走・成熟・抗原提示といった樹状細胞の機能の抑制に

寄与することが報告されている 36, 38, 40)。また、膣粘膜上には TGF-β の全アイソフォー

ムである TGF-β1、TGF-β2 および TGF-β3 が発現しており 41)、タンパク質抗原 ovalbumin
特異的な T 細胞増殖において膣粘膜抗原提示細胞を抑制する 42)。舌下粘膜への抗原の

繰り返し塗布では、CD206 陽性免疫寛容マクロファージが誘導され樹状細胞の機能を

抑制する 43)。本研究では、膣粘膜において皮膚よりも Tgfb2 と Tgfb3 の mRNA が高発

現しており、膣粘膜で CD206 陽性細胞は TGF-β を発現していることが明らかとなった

（Figure 1-3A, D）。また、膣粘膜感作後 24 時間に粘膜固有層の基底側における MHC 
class II 陽性 CD206 陽性細胞の増加も認められた（Figure 1-3B, C）。以上の結果より、ハ

プテン感作後の膣粘膜では CD206 陽性細胞が TGF-β2 と TGF-β3 の産生・放出を介して

樹状細胞の遊走・供給を抑制していることが示唆された。今回認められた CD206 陽性

M2 型マクロファージ様の細胞の由来については、TGF-β による組織上の樹状細胞の形

質転換やマクロファージの M2 型への変化、血管由来の単球の分化など複数が考えられ
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今後より詳細なメカニズム解析が必要である。 
膣粘膜は、感染や有害な環境への侵襲から生体を守ると共に、免疫寛容誘導部位とし

ても知られ、その効果は性ホルモンにより制御される 44)。本研究より TGF-β 産生 CD206
陽性細胞が膣粘膜における免疫寛容誘導に寄与している可能性がある。また、その作用

は、性ホルモンの周期によって制御されているかもしれない。マウスの性周期は、発情

前期、発情期、発情後期および発情休止期の 4 つに分けられる 30)。合成エストロゲンで

あるジエチルスチルベストロールは、TGF-β1、TGF-β2 および TGF-β3 の発現を増加さ

せる 30)。エストロゲンの産生・放出レベルは発情前期にピークを迎える 45)。エストラジ

オールは、膣粘膜上の細胞によって局所的に産生される TGF-β を介して膣粘膜におけ

る抗原提示を抑制する 41)。それゆえ、TGF-β 産生 CD206 陽性細胞は、エストロゲンレ

ベルに依存して性周期において変化する可能性が考えられる。本研究では、発情休止期

におけるマウスを用いたが、膣粘膜におけるハプテン感作や免疫寛容誘導における性周

期の影響を明らかにする更なる検討が必要である。 
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第 4 節 小括 
本章では皮膚と比較して膣粘膜におけるハプテン感作後の樹状細胞の遊走や供給につ

いて解析を行った。その結果、膣粘膜感作後の遊走樹状細胞数や粘膜下樹状細胞数の減

少が明らかとなった。さらに、膣粘膜感作では、膣粘膜における TGF-β 高発現、MHC 
class II 陽性 CD206 陽性細胞が増加し、CD206 陽性細胞における TGF-β 発現が認められ

た。以上より、皮膚に比べて膣粘膜は、樹状細胞の継続的な遊走・供給が TGF-β 産生

CD206 陽性細胞により抑制されるために接触過敏症応答が弱いことが示唆された。こ

れらの結果は、アレルギー性接触皮膚炎における膣粘膜感作メカニズムや膣粘膜におけ

る免疫寛容誘導への理解を深める一助となることが期待される。 
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第 2 章 アトピー性皮膚炎発症部位のハプテン感作における樹状細胞に着目し

たメカニズムの解明 
アレルギー性接触皮膚炎は、アトピー性皮膚炎患者においても発症し得る 10, 11)。ア

トピー性皮膚炎は、皮膚バリア機能低下、遺伝的素因、免疫異常など様々な因子によ

って生じる慢性的な皮膚炎である 46-48)。アトピー性皮膚炎患者では皮膚バリア機能低

下により化学物質の曝露が増加するために、アレルギー性接触皮膚炎発症のリスクが

増加する可能性が考えられている。しかしながら、アトピー性皮膚炎患者の集団にお

いて、アレルギー性接触皮膚炎発症頻度が高いという報告もあれば、逆に発症頻度が

低いという報告も存在する 10, 11)。加えて、臨床研究において、アトピー性皮膚炎患者

は、Th1 偏向のアレルギー性接触皮膚炎応答の減弱を示している 23, 49)。これは、アト

ピー性皮膚炎患者では Th2 優位な状態であることが原因かもしれないと考察されて

いる。また、接触過敏症モデルマウスを用いた複数のアトピー性皮膚炎モデルマウス

における接触過敏症応答も研究されている 22, 50-54)。しかしながら、アトピー性皮膚炎

患者におけるアレルギー性接触皮膚炎の応答減弱のメカニズムは分かっていない。近

年、我々の先行研究から臨床研究と同様にアトピー性皮膚炎を誘導した NC/Nga マウ

ス（AD マウス）がアトピー性皮膚炎を誘導していないマウス（non-AD マウス）より

も接触過敏症応答が弱く、細胞傷害性 T リンパ球抗原-4（CTLA-4）陽性 T 細胞がそ

の抑制に関与していることが明らかとなった 22)。ただし、この結果は、ハプテン 1 物

質のみに対する検討であり、接触過敏症の感作相において重要な役割を担う樹状細胞

に着目した検討は行われていない 5, 55)。アトピー性皮膚炎発症皮膚では、定常状態と

比較して皮膚上の樹状細胞数やサブセット、フェノタイプが変化する 56, 57)。また、ア

トピー性皮膚炎では Th1/Th2/Th17 サイトカイン（例. IFN-γ, IL-4, IL-17）を含む様々

なサイトカインの変化などの免疫異常が認められる 46, 47)。さらに、樹状細胞の遊走・

成熟は、種々サイトカイン（例. IL-4, IFN-γ）を含む様々な因子の影響を受ける 58-60)。

以上より、アトピー性皮膚炎における接触過敏症の感作相には、樹状細胞の遊走や成

熟に変化が生じているのではないか、と考えた。そこで、本研究ではアトピー性皮膚

炎発症部位におけるハプテン感作後の樹状細胞の遊走や成熟について解析を行った。

第 2 章の原著論文は Biochemical and Biophysical Research Communications にて報告さ

れたものである 61)。 
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第 1 節 実験 
1. 動物 

NC/Nga マウスは、10 週齢の雌マウスを日本 SLC より購入し、11-12 週齢のマウスを

実験に供した。なお、本実験は、花王動物実験委員会において承認され、委員会のガイ

ドラインに従って実施した（承認番号：S20004-0000）。 
 

2. NC/Nga マウスのアトピー性皮膚炎誘導 

アトピー性皮膚炎を誘導するために、過去の報告 22, 62)と同様にコナヒョウヒダニ由来ア

レルゲンを含む軟膏（Biostir-AD, Biostir Inc., Osaka, Japan）を適用した。まず初めに、100 mg

の Biostir-AD を剃毛したマウスの背部皮膚と両耳表面に塗布した。2 回目以降は 150 μL
の 4% sodium dodecyl sulfate を剃毛した背部皮膚と両耳表面に塗布し、乾燥後に 100 mg

の Biostir-AD を剃毛した背部皮膚と両耳表面に塗布した。背部皮膚への Biostir-AD の塗

布は、3 週間、週 2 回行った。一方、両耳表面への塗布は、接触過敏症応答比較のために

アトピー性皮膚炎の誘発による過剰な耳介腫脹を避ける目的で初回と 2 回目のみ塗布

した 22)。初回の Biostir-AD 塗布後 21 日目に NC/Nga マウスの皮膚炎の状況をスコア化し

て判定した。 
 

3. 接触過敏症モデル 

皮膚感作は、過去の報告 63)と同様に 150 μL の 1.0% FITC を剃毛した背部皮膚へ塗布する

ことで誘導した。皮膚炎非誘発（Non-AD）マウスとアトピー性皮膚炎誘発（AD マウス）で

塗布面積は同様にした。FITC の溶媒には acetone/dibutyl phthalate（1:1）混合溶液を用い

た。感作後 5 日目に 40 μL の 0.5% FITC を右耳の両面に、40 μL の溶媒コントロールを左

耳の両面に塗布することで接触過敏症を惹起した。耳介厚を惹起前および惹起後 24, 48, 72

時間後にデジタルシックネスゲージ（Mitutoyo, Kanagawa, Japan）を用いて測定した。耳介

腫脹は次の式を用いて定量した。 

耳介腫脹＝（惹起後右耳介厚－惹起前右耳介厚）－（惹起後左耳介厚－惹起前左耳介厚） 

 

4. T 細胞増殖 

FITC感作後 5日目に腋窩および鼠経リンパ節を採取し、単一細胞懸濁液を調製した。

BrdU Flow Kit（BD Biosciences）を用いて FITC 感作後の所属リンパ節における T 細胞

増殖を解析した。平底タイプの 96 ウェルプレートに 2×105 細胞を播種し、10 μM の

BrdU で 12 時間インキュベートした。Fc レセプターをブロックするために、BrdU 標識

した細胞に抗 CD16/32 抗体（BD Biosciences）で前処理を行った。その後、PE 標識抗

CD4（RM4-5）抗体と APC/Cyanine7 標識抗 CD8（53-6.7）抗体を用いて染色を行った。

細胞表面抗原染色後に APC 標識抗 BrdU 抗体を用いて取り込まれた BrdU の染色を行っ

た。染色後、BD FACSLyric フローサイトメーターと FlowJo 解析用ソフトウェア（BD 



20 
 

Biosciences）を用いて解析した。BrdU 取り込み細胞（増殖細胞）の割合を結果として示

す。 
 

5. 細胞培養とサイトカイン測定 

2 mM の L-glutamine と 25 mM の N-2-hydroxyethylpiperazine-N 9-2-ethanesulfonic acid を含

む RPMI1640 培地（Thermo Fisher Scientific）に 10% heat-inactivated fetal calf serum、50 μM の

2-mercaptoethanol、1×MEM nonessential amino acid solution、100 units/mL の penicillin、
100 μg/mL の streptomycin（Thermo Fisher Scientific）を添加したものを培養培地として使

用した。 
FITC 特異的な応答を解析するために、FITC 感作後 5 日目に腋窩および鼠経リンパ節

を採取し、単一のリンパ節細胞懸濁液を調製した。過去の報告 64)と同様に、平底タイプ

の 96 ウェルプレートに 4×105細胞を播種し、40 μg/mL の FITC 添加有無について 37℃
で 72 時間培養した。interferon (IFN)-γ と interleukin (IL)-4 のサイトカインレベルは

enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）キットを用いて測定した。ELISA キットは

R&D Systems （Minneapolis, MN, USA）と BioLegend からそれぞれ購入した。 
 

6. 樹状細胞遊走 

樹状細胞遊走は、第 1 章第 1 節と同様に解析した。背部皮膚への FITC 感作後 24 時

間に腋窩および鼠経リンパ節を採取した。リンパ節から単一細胞懸濁液を調製するため

に、リンパ節を 400 U/L の collagenase type I（Sigma-Aldrich）溶液に浸漬し、37℃、30
分間処理した。その後、5 mM の ethylenediaminetetraacetic acid を添加し 10 分間インキ

ュベートした。Fc レセプターをブロックするために、単一細胞懸濁液を抗 CD16/32 抗

体（BD Biosciences）で前処理した。染色には蛍光色素標識モノクローナル抗体として

BD Biosciences もしくは BioLegend から購入した PE-Cy7 標識抗 CD11c（HL3）抗体、

PE 標識抗 MHC class II（M5/114.15.2）抗体、BV510 標識抗 CD326（G8.8）抗体、

APC/Cyanine7 標識抗 CD103（2E7）抗体、BV510 標識抗 CD80（16-10A1）抗体、APC 標

識抗 CD86（GL1）抗体、BV421 標識抗 PD-L1（MIH5）抗体を用いた。死細胞は 7-
aminoactinomycin D（7-AAD、BD Biosciences）により染色し除去した。染色後、BD 
FACSVerse フローサイトメーターと FlowJo 解析用ソフトウェア（BD Biosciences）を用

いて解析した。MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性細胞（遊走樹状細胞）数を結

果として示す。 
 

7. セルソーティングと定量的リアルタイム PCR 

感作後、遊走樹状細胞の分離回収は、過去の報告と類似の方法で行った 65, 66)。FITC 感

作後 24 時間に 1 サンプルあたり 3 個体分の腋窩および鼠経リンパ節を採取し、リンパ

節をプールした。単一のリンパ節細胞懸濁液は前述の通り調製した。CD11c 陽性細胞は
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CD11c Microbeads UltraPure および autoMACS Pro Separator（Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Germany）を用いて分離した。抗 CD16/32 抗体（BD Biosciences）でブロッキ

ング後、分離した細胞は、PE 標識抗 MHC class II（M5/114.15.2）抗体で染色した。MHC 
class II 高発現 FITC 陽性細胞を BD FACSAria III セルソーター（BD Biosciences）で分離

回収した。 
トータル RNA は RNeasy Plus Micro Kit（Qiagen）を用いて抽出した。トータル RNA

サンプルから High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied Biosystems）を用い

て cDNA を調製した。Taqman Gene Expression Assay と QuantStudio 5 リアルタイム PCR
システム（Applied Biosystems）を用いて定量的リアルタイム PCR を実施した。TaqMan
プ ロ ー ブ は IL-10 （ Mm00439614_m1 ）、 TGF-β1 （ Mm01178820_m1 ）、 β-actin
（Mm00607939_s1）を用いた。β-actin を内在性コントロールとした。2-ΔΔCt 法により求

めた mRNA 発現量を non-AD と比較した結果として示す。 
 

6. 統計的解析 

統計解析は two-way analysis of variance with Tukey’s multiple-comparison test もしくは

unpaired two-tailed Student’s t-test を用いて GraphPad Prism 9（GraphPad Software）により

行った。P 値が 0.05 未満のとき統計的に有意であるとした。 
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第 2 節 結果 
1. Non-AD および AD マウスにおける接触過敏症応答 

先行研究において、non-AD マウスに比べて AD マウスは接触過敏症応答が弱いこと

が明らかとなっている 22)。しかしながら、本検討は代表的なハプテンである DNFB の

みによる検討結果であり、他のハプテンに対する接触過敏症応答の検討は報告がない。

そこで、本章では、まず DNFB 以外のハプテンに対する接触過敏症応答を non-AD マウ

スと AD マウスで比較することにした。ハプテンとしては、Th1 型の免疫応答を誘導す

る DNFB とは異なる Th2 型の免疫応答を誘導し 5, 67)、感作後の遊走樹状細胞の特定に一

般的に用いられる FITC 63)を使用した。FITC を用いた接触過敏症応答の比較の結果を

Figure 2-1 に示す。AD マウスについては、アトピー性皮膚炎誘導後に背部皮膚へ FITC
を塗布した（Figure 2-1A）。Non-AD マウスおよび AD マウスのいずれも背部皮膚へ FITC
を塗布することで感作し、感作後 5 日目に耳介に対して FITC を塗布することで惹起し

た。Non-AD マウスと AD マウスいずれにおいても、未感作群（sensitization −）に対し

て感作群（sensitization +）で耳介腫脹が認められ、その応答は、惹起後 48 時間にピーク

となった（Figure 2-1B）。しかしながら、耳介腫脹は、non-AD マウスよりも AD マウス

で有意に低かった（48 時間後 53%; P < 0.01、72 時間後 52%; P <0.05）。以上より、DNFB
を用いた過去の検討と同様に FITC をハプテンとして用いた接触過敏症応答においても

AD マウスでは応答が弱いことが明らかとなった。 
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Figure 2-1 
Non-AD および AD マウスにおける FITC 感作による接触過敏症応答 
(A) NC/Nga マウスにおけるアトピー性皮膚炎（AD）と接触過敏症の誘導 
(B) FITC 未感作（sensitization −）および感作後（sensitization +）の non-AD マウス、AD

マウスにおける接触過敏症応答 
データは平均値±SEM 値を示す（n=4-6）。*P < 0.05、**P < 0.01（two-way ANOVA 
with Tukey’s multiple-comparison test）。 

 
  



24 
 

2. Non-AD および AD マウスにおける FITC 感作後 T 細胞増殖と T 細胞によるサイトカイ

ン産生 

第 1 章の膣粘膜感作では、皮膚感作に対してハプテン感作後 T 細胞増殖についても

減少していることが明らかとなっている 17)。そこで次に、ハプテン感作後 T 細胞増殖

が non-AD マウスと AD マウス間でも異なるかを明らかにするために、FITC 感作後の

所属リンパ節細胞における BrdU 取り込みを指標として non-AD マウスと AD マウスの

ハプテン感作後 T 細胞増殖を比較した。Non-AD マウスと AD マウスいずれにおいても

未感作群（sensitization −）と比較して感作群（sensitization +）において CD4 陽性もしく

は CD8 陽性細胞中 BrdU 陽性細胞割合が有意に増加（1.6-8.3 倍）した（Figure 2-2A, B）。
しかしながら、FITC 感作後 non-AD マウスと比較して FITC 感作後の AD マウスの T 細

胞では CD4 陽性もしくは CD8 陽性細胞中 BrdU 陽性細胞割合が有意に低かった（約

30%）（Figure 2-2A, B）。 
さらに、non-AD マウスと AD マウス間の FITC 感作後所属リンパ節におけるハプテ

ン感作後 T 細胞によるサイトカイン産生を比較した。FITC 感作後の non-AD マウス、

AD マウスから得られた所属リンパ節細胞を FITC で再刺激あり、もしくは再刺激なし

（培地コントロール（medium））の条件で培養した。FITC 感作後 non-AD マウスおよび

AD マウス由来のリンパ節細胞いずれについても FITC 再刺激後 72 時間に IFN-γ と IL-4
の産生が認められた（Figure 2-2C, D）。Non-AD マウスと AD マウス間のサイトカイン

産生量を比較すると、IL-4 レベルは同等であった（Figure 2-2D）。一方で、non-AD マウ

スと比較して AD マウスの T 細胞では IFN-γ レベルが有意に低かった（約 20%）（Figure 
2-2C）。以上より、AD マウスではハプテン感作後の T 細胞の増殖や活性化が低く、接

触過敏症応答（耳介腫脹）が減弱される可能性が示された。 
  



25 
 

 
Figure 2-2 
Non-AD および AD マウスのリンパ節における FITC 感作後の T 細胞増殖および T 細胞

によるサイトカイン産生 
FITC 感作後 5 日目に non-AD マウスまたは AD マウスから採取した所属リンパ節由来

の所属リンパ節細胞を BrdU で標識し、フローサイトメトリーにより CD4 陽性もしく
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は CD8 陽性細胞中の BrdU 取り込みを解析した。 
(A) 代表的な CD4 陽性細胞のフローサイトメトリープロットおよび CD4 陽性細胞中

BrdU 陽性細胞の割合 
(B) 代表的な CD8 陽性細胞のフローサイトメトリープロットおよび CD8 陽性細胞中

BrdU 陽性細胞の割合 
FITC 感作後 5 日目に non-AD マウス、AD マウスから採取した所属リンパ節由来の細胞

を FITC 再刺激もしくは溶媒コントロールの条件で 72 時間培養し、上清中サイトカイ

ンレベルを ELISA により解析した。 
(C) IFN-γ レベル 
(D) IL-4 レベル 

丸は各個体データ、バーは平均値±SEM 値を示す（n=5）。*P < 0.05、**P < 0.01（two-
way ANOVA with Tukey’s multiple-comparison test）。 
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3. ハプテン感作後 non-AD および AD マウスにおける樹状細胞遊走 

抗原を取り込んだ樹状細胞の遊走は、接触過敏症の感作相において必須である 5, 55)。

そこで、FITC 感作後の樹状細胞の遊走を解析した。その結果、non-AD マウスよりも AD
マウスで未感作群（sensitization −）と感作群（sensitization +）いずれにおいても、MHC 
class II 高発現 CD11c 陽性遊走樹状細胞のトータル数は有意に高かった（Figure 2-3A）。

これはアトピー性皮膚炎の誘導によって増加したものと考えられる。一方で、所属リン

パ節中の MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞数は、non-AD マウス

と AD マウス間で大きく変わらなかった（Figure 2-3B）。皮膚の樹状細胞は、EpCAM 陽

性ランゲルハンス細胞、CD103 陽性真皮樹状細胞、CD103 陰性真皮樹状細胞の少なく

とも 3 つのサブセットに分けられる 68)。そこで、各サブセットに対しても non-AD マウ

スと AD マウス間で、ハプテン感作後の樹状細胞の遊走に変化がないかを解析した。フ

ローサイトメトリーにより MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性細胞における

EpCAM 陽性ランゲルハンス細胞、CD103 陽性真皮樹状細胞、CD103 陰性真皮樹状細胞

の 3 つのサブセットを同定した（Figure 2-3C）。その結果、各サブセットについても MHC 
class II 高発現 CD11c 陽性かつ FITC 陽性遊走樹状細胞数は、non-AD マウスと AD マウ

ス間で大きな変化はなかった（Figure 2-3D）。以上の結果より、アトピー性皮膚炎は、

接触過敏症の感作相における樹状細胞遊走に影響を与えないことが示された。 
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Figure 2-3 
Non-AD および AD マウスのリンパ節における FITC 感作後遊走樹状細胞の変化 
FITC 感作後 24 時間における所属リンパ節中の MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽
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性遊走樹状細胞数をフローサイトメトリーにより解析した。 
(A) MHC class II 高発現 CD11c 陽性遊走樹状細胞の同定における代表的なフローサイト

メトリープロットおよび FITC 感作後もしくは未感作 non-AD マウスと AD マウス

の所属リンパ節中の MHC class II 高発現 CD11c 陽性遊走樹状細胞数 
(B) MHC class II 高発現 CD11c 陽性細胞中 FITC 陽性遊走樹状細胞の同定における代表

的なフローサイトメトリープロットおよび FITC 感作後もしくは未感作 non-AD マ

ウスと AD マウスの所属リンパ節中の MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊

走樹状細胞数 
丸は各個体データ、バーは平均値±SEM 値を示す（n=3-6）。*P < 0.05、**P < 0.01
（two-way ANOVA with Tukey’s multiple-comparison test）。NS は有意差なし。 

(C) MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性細胞における EpCAM 陽性ランゲルハン

ス細胞、CD103 陽性真皮樹状細胞、CD103 陰性真皮樹状細胞の同定におけるフロー

サイトメトリーゲーティング戦略 
(D) FITC 感作後 non-AD マウスと AD マウスの所属リンパ節中の EpCAM 陽性 MHC 

class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性細胞、CD103 陽性 MHC class II 高発現 CD11c
陽性 FITC 陽性細胞、CD103 陰性 MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性細胞数 
丸は各個体データ、バーは平均値±SEM 値を示す（n=5）。NS は有意差なし（Student’s 
t-test）。 
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4. Non-AD および AD マウスにおける FITC 感作後樹状細胞の成熟と免疫寛容性 

AD マウスで感作後の樹状細胞遊走に変化は認められなかったが、アトピー性皮膚炎

における免疫異常が樹状細胞の成熟に影響を与える可能性が考えられる。そこで、FITC
感作後 24 時間における MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞上の表

面分子の発現レベルを解析した（Figure 2-4）。その結果、non-AD マウスよりも AD マウ

スにおいて MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞上の共刺激分子であ

る CD80 と CD86 の発現レベル（MFI: 蛍光強度の中央値）が低下した（CD86; 64%, 
CD80; 45%）（Figure 2-4A）。このことから、AD マウスでは、ハプテン感作後の樹状細

胞の成熟が抑制されることが示された。 
T 細胞増殖を抑制する免疫寛容性樹状細胞は、CD80 や CD86 といった共刺激分子の

発現低下や PD-L1 のような免疫応答抑制性分子の発現上昇、IL-10 や TGF-β のような抗

炎症性（抑制性）サイトカインの産生増加などの特徴を有す 69, 70)。そこで次に、MHC 
class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞における PD-L1 および Il-10 mRNA、

Tgfb1 mRNA の発現を解析した。Non-AD マウスに対して AD マウスにおいて MHC class 
II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞における PD-L1 発現レベルは増加してい

た（129%）（Figure 2-4A）。さらに、FITC 感作後 24 時間に non-AD マウスおよび AD マ

ウスから採取した所属リンパ節細胞から MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走

樹状細胞を分離回収し、免疫抑制性サイトカイン Il-10、Tgfb1 の mRNA 発現を解析し

た。Il-10 mRNA 発現については、non-AD マウスと AD マウスで有意な差は認められな

かったが、Tgfb1 発現については non-AD マウスよりも AD マウス由来の MHC class II
高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞の方が 2.3 倍高かった（Figure 2-4B）。以上よ

り AD マウスにおいて、感作後樹状細胞の成熟が抑制され免疫寛容性が誘導される可能

性が示された。この樹状細胞における免疫寛容性誘導により、ハプテン感作後の T 細胞

応答や接触過敏症応答が減弱した可能性が考えられる。 
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Figure 2-4 
Non-AD マウスおよび AD マウスにおける FITC 感作後の遊走樹状細胞の成熟と免疫寛

容性 
FITC 感作後 24 時間の non-AD マウスおよび AD マウスの所属リンパ節における MHC 
class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性細胞上の CD80、CD86、PD-L1、Il-10 mRNA、Tgfb1 
mRNA の発現レベルを解析した。 
(A) MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性細胞上の CD80、CD86、PD-L1 発現を解

析した代表的なヒストグラム。実線は non-AD マウス、網掛け領域は AD マウスの

結果を示す。グラフは MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性細胞上の CD80、
CD86、PD-L1 発現レベルを蛍光強度の中央値として示す。丸は各個体データ、バー

は平均値±SEM 値を示す（n=5）。*P < 0.05、**P < 0.01（Student’s t-test）。 
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(B) FITC 感作後 24 時間の non-AD マウスおよび AD マウスの所属リンパ節由来 MHC 
class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性細胞における Il-10、Tgfb1 の mRNA 発現 
丸は各個体データ、バーは平均値±SEM 値を示す（n=3）。*P < 0.05（Student’s t-test）。
NS は有意差なし。 
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第 3 節 考察 
本章では、アトピー性皮膚炎発症部位におけるハプテン感作後の樹状細胞の遊走や成

熟について検討した。過去の AD マウスにおける接触過敏症応答の検討は DNFB に対

してのみであったため、まず、FITC による接触過敏症応答を non-AD マウス・AD マウ

ス間で比較したところ、AD マウスでは、ハプテン感作後 T 細胞増殖が弱くサイトカイ

ン産生も抑制され、耳介腫脹が有意に低いことが明らかとなった。続いて、樹状細胞に

着目したメカニズムの解析を行った結果、non-AD マウスに比較して AD マウスでは、

MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞の CD80、CD86 発現が減少し、

PD-L1 発現が上昇し、Tgfb1 の mRNA 発現が上昇するといった免疫寛容性を示した。以

上の結果より、ハプテン感作後の樹状細胞の免疫寛容性誘導がアトピー性皮膚炎発症に

おけるハプテン感作後の T 細胞応答や接触過敏症応答の低下に寄与する可能性が示唆

された。今回の本研究結果は、アトピー性皮膚炎におけるハプテン感作後の樹状細胞の

遊走や成熟のメカニズムに関する初めての報告である。 
2,4-Dinitrochlorobenzene（DNCB）を用いた過去の臨床研究において、Th2 優位な状態

であるアトピー性皮膚炎患者は、Th1 型のアレルギー性接触皮膚炎応答の減弱を示すこ

とが報告されており、Th2 優位な状態がハプテンによる Th1 型応答の減弱に寄与するこ

とが考えられている 23)。加えて、先行研究で DNFB を用いた AD マウスにおける接触

過敏症応答の減弱も報告されている 22)。DNCB/DNFB、FITC いずれも代表的なハプテ

ンであり、Th1 型、Th2 型の接触過敏症応答をそれぞれ誘導することが知られている 5, 

67)。DNCB/DNFB を用いた過去の検討結果と一致して、FITC を用いた本研究において

も AD マウスでの接触過敏症応答（耳介腫脹）の減弱が認められた。以上より、本研究

の知見は、ハプテンの種類に依らないことが示唆された。 
接触過敏症の感作相において樹状細胞の遊走や成熟は必須である 5, 55)。ハプテンを認

識した樹状細胞は、成熟、所属リンパ節への遊走を経て、ナイーブ T 細胞への抗原提

示、T 細胞増殖・分化を誘導する。逆に、免疫寛容性樹状細胞は、共刺激分子の発現低

下、抑制性分子の発現上昇、および抗炎症性サイトカインの分泌増加といった作用を示

し、様々なメカニズムを介して T 細胞増殖などの T 細胞応答の抑制に働くことが知ら

れている 69-71)。本研究において、non-AD マウスおよび AD マウス間でいずれの FITC 感

作後の樹状細胞サブセットにおいても、MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走

樹状細胞数は同等であったが、non-AD マウスよりも AD マウスにおいて MHC class II
高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞は免疫寛容性を示した。以上より、ハプテン

を取り込んだ遊走樹状細胞の数ではなく、感作後の遊走樹状細胞の成熟抑制・免疫寛容

性誘導が AD マウスにおける感作後 T 細胞応答・接触過敏症応答の抑制に寄与した可

能性が考えられる。 
PD-L1 は、Th2 型免疫応答ではなく Th1 型免疫応答の減弱における（IL-4 ではなく）

IFN-γ の減少に働く免疫抑制性因子であることが知られている 72)。本研究において、AD
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マウスでは MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞上の PD-L1 発現増

加および、IL-4 ではなく IFN-γ のハプテン感作後 T 細胞による産生減少が認められた。

これらの知見より AD マウスでは PD-L1 を介して IFN-γ の選択的な抑制が生じること

が示唆された。 
AD マウスの MHC class II 高発現 CD11c 陽性 FITC 陽性遊走樹状細胞において、なぜ

免疫寛容性が誘導され成熟が抑制されたか、などの詳細な抑制メカニズムは未だ不明で

ある。アトピー性皮膚炎患者や AD モデルマウスでは、CTLA-4 陽性制御性 T 細胞が増

加することが知られている 73)。また、制御性 T 細胞は、CTLA-4 を介して CD86/80 を抑

制することが報告されている 74)。以上より、AD マウスでは、制御性 T 細胞上の CTLA-
4 を介してハプテンを認識した樹状細胞の免疫寛容性が誘導され、その後の T 細胞応答

および接触過敏症応答が減弱した可能性が考えられる。 
本研究では、皮疹の中でもアトピー性皮膚炎に着目したが、乾癬など他の皮疹でも接

触過敏症は誘導される 12)。また、アトピー性皮膚炎同様に様々な炎症性皮膚疾患におい

て、制御性 T 細胞が増加していることが報告されている 16)。他の皮疹でもアトピー性

皮膚炎と同様の接触過敏症に対する抑制機構が働くかもしれない。 
本章では、ハプテン感作後遊走樹状細胞の免疫寛容性誘導が、接触過敏症応答の低下

に寄与していることを示唆したが、アトピー性皮膚炎における Th2 優位な免疫状態 23)

や制御性 T 細胞増加 75)といった他の細胞や因子の抑制機構への関与も考えられる。し

かしながら、細胞特異的な機能解析は、実施できておらず、いずれの細胞や因子がアト

ピー性皮膚炎における接触過敏症応答の抑制に優先的に働くかは不明である。本メカニ

ズムの解明のためには、アトピー性皮膚炎および接触過敏症を誘導した制御性 T 細胞

特異的 CTLA-4 欠損マウスや樹状細胞特異的な PD-L1 欠損マウスといった遺伝子改変

マウスを用いた検討が必要である。 
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第 4 節 小括 
本章では、アトピー性皮膚炎発症部位でのハプテン感作後の接触過敏症応答、ハプテン感

作後 T 細胞によるサイトカイン産生、T 細胞増殖の低下およびハプテン感作後の遊走樹状

細胞の免疫寛容性誘導が明らかとなった。これらの結果は、ハプテンの種類に依らないこと

も示唆された。アトピー性皮膚炎における接触過敏症応答の抑制には、Th2 優位な免疫状態

や制御性 T 細胞の増加が寄与していることも考えられるが、本研究では、FITC により感作

を誘導した AD マウスを用いて、ハプテン感作後樹状細胞の免疫寛容性の寄与を新たに

示した。今後、接触過敏症応答の抑制に関する更なる詳細なメカニズム解明や他の皮疹

部でのメカニズム共通性の検討が必要であると考える。本知見が、アトピー性皮膚炎にお

けるハプテン感作接触過敏性応答のメカニズムへの理解を深めることや免疫寛容性樹

状細胞の誘導によるアレルギー性接触皮膚炎の抑制・治療に有用であることが期待され

る。 
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総括 
本研究では、粘膜や皮疹部におけるハプテン感作抑制メカニズムを樹状細胞に着目し

て解明することを目的として、膣粘膜のハプテン感作とアトピー性皮膚炎発症部位のハ

プテン感作の二つの場合における樹状細胞応答等ついて健常皮膚のハプテン感作との

比較検討を行った。 
第 1 章では、膣粘膜のハプテン感作による接触過敏症での樹状細胞の遊走や供給を解

析した。皮膚感作に対して膣粘膜感作では感作後の遊走樹状細胞の数が低く、感作後の

末梢組織上における樹状細胞の継続的な供給についても弱いことが明らかとなった。ま

た、皮膚感作よりも膣粘膜感作で Tgfb mRNA 発現が高く、MHC class II 陽性 CD206 陽

性細胞の増加、CD206 陽性細胞における TGF-β 発現が認められた。これらの結果より、

皮膚よりも膣粘膜感作では樹状細胞の継続的な遊走・供給が抑制されるために接触過敏

症応答が低くなることが示唆され、TGF-β 産生 CD206 陽性細胞がその抑制に寄与する

可能性が考えられた。これまでハプテン感作による接触過敏症における膣粘膜樹状細胞

に関する報告はほとんどなく、なぜ皮膚感作に対して膣粘膜感作では接触過敏症応答が

弱いのかは不明であった。しかしながら、本研究により膣粘膜のハプテン感作後の樹状

細胞応答が明らかとなり、皮膚に対して膣粘膜では TGF-β 産生 CD206 陽性細胞が誘導

されることにより感作が抑制される可能性を初めて示した。これらの結果はアレルギー

性接触皮膚炎における膣粘膜感作メカニズムや膣粘膜における免疫寛容誘導への理解

を深めることが期待される。 
さらに、第 2 章では、アトピー性皮膚炎発症部位におけるハプテン感作に着目し、接

触過敏症応答や樹状細胞の遊走・成熟について解析を行った。その結果、アトピー性皮

膚炎発症部位でのハプテン感作では、樹状細胞の遊走には大きな変化が無い一方で、ハ

プテン感作後の樹状細胞で免疫寛容性が誘導され、接触過敏症応答における T 細胞増

殖、ハプテン感作後 T 細胞によるサイトカイン産生および耳介腫脹が抑制されること

が示唆された。これまでアトピー性皮膚炎患者では Th2 優位な状態であることが Th1
型のアレルギー性接触皮膚炎応答の抑制に寄与する可能性について考察はなされてい

たものの、感作成立に重要な樹状細胞に着目した検討はなく、その抑制メカニズムは不

明であった。今回、アトピー性皮膚炎発症部位のハプテン感作後の樹状細胞の遊走・成

熟を明らかにすることで、ハプテン感作後の樹状細胞の免疫寛容性の誘導が感作抑制に

寄与する可能性を新たに示した。これらの結果からアトピー性皮膚炎発症皮膚における

ハプテン感作メカニズムへの理解を深めることや免疫寛容性樹状細胞の誘導によるア

レルギー性接触皮膚炎の抑制が期待される。 
我々は日常生活において、医薬品などに含まれるハプテンに様々な部位が曝露される

ため、アレルギー性接触皮膚炎は健常皮膚だけでなく粘膜や皮疹部を介しても生じる懸

念がある。これまでの接触過敏症のメカニズムは、健常皮膚に対する検討がほとんどで、

粘膜や皮疹部を介した感作誘導に関する報告は少ない。本研究では、膣粘膜やアトピー
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性皮膚炎発症部位におけるハプテン感作後の樹状細胞に着目した抑制メカニズムの一

部を明らかとした。興味深いことに、膣粘膜やアトピー性皮膚炎発症部位のいずれにお

いても、健常皮膚での感作よりも接触過敏症応答が弱いが、その抑制メカニズムは異な

ることが示唆された。膣粘膜感作では、TGF-β 産生性の CD206 陽性細胞により皮膚感

作よりも樹状細胞の継続的な遊走・供給が抑制され、その後の接触過敏症応答が減弱さ

れることが示唆された。それに対し、アトピー性皮膚炎発症部位を介したハプテン感作

においては、樹状細胞の遊走に変化はない一方で、樹状細胞の成熟が抑制されることで

免疫寛容性が誘導され、それに伴って接触過敏症応答が抑制されることが示唆された。

それぞれ、他の粘膜部位や皮疹部にも共通する知見であることが考察される。今後、接

触過敏症応答に関する更なる詳細な抑制メカニズムの解明や他の部位での検討を進め

たい。本成果は、健常皮膚以外の部位を介した接触過敏症の感作誘導メカニズムの理解

を深化するとともに、アレルギー性接触皮膚炎の抑制機構の解明、さらには治療に貢献

するものと考える。例えば、TGF-β 産生 M2 型マクロファージや免疫寛容性樹状細胞を

誘導するような免疫抑制薬がアレルギー性接触皮膚炎の治療に有用かもしれない。 
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