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サイトカインを指標としたマウスアレルギー性

接触皮膚炎の解析と化学物質スクリーニング

　　　　　への応用に関する研究

山崎　俊介
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第1章　緒　言

　接触皮膚炎は単純化学物質（ハプテン）により惹起される最もありふれた皮

膚疾患であるが・その皮膚病変の形成に至る過程は非常に複雑である。通常接

触皮膚炎は刺激性接触皮膚炎と呼ばれる非アレルギー性機序に基づくものと、

アレルギー性接触皮膚炎とに分類されて考えられることが多い。前者において

は・化学物質の持つ毒性ないし皮膚刺激性による直接的な作用により皮膚障害

が生ずる。後者においては、化学物質がハプテンとしてランゲルハンス細胞と

呼ばれる皮膚に分布する樹枝状細胞によりT細胞へ抗原提示され、感作が成立

する。

　遅延型過敏反応（IV型過敏症）は細胞性免疫反応により抗原再感作後12時

間以上かかって発現してくる過敏反応の総称であり、接触性過敏反応、ツベル

クリン型過敏反応及び肉芽腫形成性過敏反応の3っのタイプが存在するとされ

ている。これら3種の遅延型過敏反応は種々の細胞組織反応を伴なっており、

皮膚の肥厚の程度や発現までの時間の違い等により見分けられている。その中

で、アレルギー性接触皮膚炎は、接触性過敏反応に属する遅延型過敏反応の1

つであり、現在、ヒト接触皮膚炎のモデルとして、また基礎的には細胞性免疫

の解析モデルとして、主にマウス、モルモットを用いた解析がなされている。

　近年、分子生物学の進歩に伴ない、新たなサイトカインのクローニングがあ

いついでなされ、その生物学的意義が明らかにされつつある。サイトカインは、

種々の細胞から分泌される生理活性をもつ高分子のペプチドで、抗体のような

特異性をもたないものの総称である。そして生体内で免疫、炎症、造血機構に

関与し、その多くは、直接的あるいは間接的に感染や腫瘍に対する生体防御機

構において重要な役割を担っている。

　一方、CD4陽性T細胞をそのサイトカインプロフィールによりTh　1、　Th2サ

1



ブセットに分類するという概念がマウスにより提唱された1）。この画期的な分

類はヒトにおいても活用され、異論はあるものの多くの免疫学者らがこの考え

をもとに研究を展開している。これらふたつのThサブセットはお互いにイン

ターフェロンーγ（1：FN一γ）やインターロイキン（IL）一10などをそれぞれ放出し

て抑制しあい、免疫応答の調和を保っている。このTh　1、　Th2相互反応のバラ

ンスの不均衡をある種の免疫疾患では、その病態の基本概念としてとらえるこ

とができる。

　皮膚科領域においても各種皮膚疾患（特にアレルギー性接触皮膚炎）におけ

るこれらのサイトカインや細胞接着分子の関与、及び反応メカニズムの解析が

さかんにおこなわれている2－5）。そのうち、マウスを用いたアレルギー性接触

皮膚炎に関する研究報告6『11）は数多くあるが、その中で、アレルギー性接触

皮膚炎の反応時におけるサイトカインのmRNA発現及びその動態等を指標と

したメカニズム解析は、アレルギー性接触皮膚炎の反応の場の1つとして極め

て重要な皮膚組織ではなく、多くはアレルギー性接触皮膚炎反応時における（皮

膚）局所リンパ節内での解析であり、しかも惹起誘発期における解析が中心と

なっている。したがってアレルギー性接触皮膚炎の重要な反応の場である皮膚

とリンパ節との関連性について、また、アレルギー性接触皮膚炎の反応成立機

序については、なお多くの疑問点や未検索の部分が残されている。

　そこで著者は化学物質による遅延型アレルギーの発症機構の解明に向けて、

マウスアレルギー性接触皮膚炎の皮膚反応局所におけるサイトカインプロフィ

ールを解析し、その特徴を明らかにするとともに、サイトカインを指標とした

化学物質による感作性心に対する評価系としての有用性について検討すること

を目的とし、次に示す5つの実験を実施した。

　第1に、代表的な感作性物質により誘発されるマウスでの、実験的アレルギ

ー性接触皮膚炎の反応局所におけるT細胞の関与と、反応局所に発現するサイ

2



トカインの産生パターンについての解析を行なった。第2に、アレルギー性接

触皮膚炎の惹起誘発期（ehcitation　phase）と同様に感作誘導期（induction

phase）での解析を数種の感作性物質を用いて比較解析した。第3に、感作性物

質と刺激性物質とをサイトカイン産生パターンにより比較解析した。第4に、

実際にアレルギー性接触皮膚炎発症に関与する一般的な化学物質のうち生理活

性の比較的高いphenol系化合物の感作性についてサイトカインmRNA発現を

指標に解析した。第5に原因となる光増感剤が外来性に直接皮膚に接触し、同

時に作用波長域の光が照射されることにより発生する光アレルギー性接触皮膚

炎について、アレルギー性接触皮膚炎と比較しながら、同様に反応局所でのサ

イトカイン発現パターンについて解析を試みた。

3



第2章　アレルギー性接触皮膚炎の惹起誘発期における丁細胞と

　　　　サイトカインについて

　アレルギー性接触皮膚炎は、種々の化学物質、金属等により誘発される皮膚

炎であり12）、ヒト及び動物においても皮膚科領域では重要な疾患であり、多

くの化学物質についてその誘発性を検討するため実験動物を用いた安全性試験、

がなされている。本症の病態に関してはAshersonら・3）を始めとし、マウスで

の実験モデルにおいて多くの解析がなされている。近年、その成立機序につい

ては、化学物質の再感作に伴い皮膚のケラチノサイト、ランゲルハンス細胞等

から産生されるサイトカインが、病変形成に重要であるとの報告がなされてい

る2’3’7）。しかし、それらの報告の多くはアレルギー性接触皮膚炎反応時の皮

膚局所リンパ節内での解析が中心となっている。そこで本研究では、2，4・

d：㎞tro且uorobenzene（DN：FB；和光純薬工業株式会社製）により誘発される、マウ

スでの実験的アレルギー性接触皮膚炎の惹起誘発期の反応局所におけるT細胞

の関与と、発現されるサイトカインの産生パターンについて解析し、その特徴

を明らかにした。

2－1実験方法

2－1－1　実験動物

　近交系BALBlc系SP：Fマウス（BALBlcA　n　NCrj）の雌、7週齢を日本チャ

ールズ・リバー株式会社より購入し、実験に用いた。なお、実験期間中の飼育

条件として、温度は22±2℃、湿度は55±10％、固形飼料（CE－2、日本

クレア株式会社）及び飲料水（小田原市営水道水、自動給水装置を使用）を自

由に摂取させた。

2－1－2　接触皮膚炎の誘導

4



　Fig・2・1はマウスのDNFBによるアレルギー性接触皮膚炎の誘導とその評

価法について示す。DayOにDNFBの感作誘導（背部二品後塗布）を、　Day5

に抗原による惹起誘発（両耳介部塗布）を施した。DNFBの感作濃度及び投与

量については、感作誘導濃度を0．5％とし100μ1を背部に塗布し、惹起誘発濃

度を0．2％とし20μ1を耳介部へ塗布した。また、各々の溶媒は、アセトン：オ

リブ油（4：1）とした。惹起誘発後24及び48時間の両耳介の厚さを〔hal　tic㎞ess

gauge（Peacock社製）を用いて測定し、惹起誘発前（0時間）との差を耳介腫脹

（ear　sweUing）とし、それを平均値±S．D．（10％m）で表示した。実験動物は惹起

誘発前（0時間）、惹起誘発24及び48時間後で各々5匹ずつ合計15匹を使用

した。なお、全ての統計処理は、2群間の差をT検定（T－test）により実施し

た。

Day　O Day　5 Day　6 Day　7

Sensitization

O．5％　DNFB
　100μ1

Elicitation

O．2％DNFB
　20μ1

　　▲

　　Oh

▲

24h

▲

48h

Fig．2－1　Experimental　System．

　　▲；Measurement　of　ear　swelling
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2－1－3　抗CD4及び抗CD8モノクロナール抗体の投与

　抗CD4（clone　GK：1．5）、抗CD8（clone　YTS　169．4）及びラットモノクロ

ナール抗体（IgG）を・惹起誘発3日前より3日間連続して、0．2mgllday静脈

内投与した。また、対照群にはrat－IgGを同量投与した。なお、実験動物は抗

CD4抗体処理群、抗CD8抗体処理群及び対照群ともに各々5匹を1群とした。

2－1－4　RT－PCR法

　Reverse　transcriptase－polymerase　chain　reaction（RT・PCR）法は：Fig．2・2

に示すとおりである。惹起誘発前（0時間）、24及び48時間後の左耳介部を採

取し、4M　gu　anidine　thiocyan　ate　buf飴rを1．Oml加えて組織をホモジナイズ後、．

常法に従いtotal　RNAを抽出し、続いてRNA2μgを鋳型として、　M一：MLV－

revers　transcriptase（Gibco　BR：L）を用いてcDNAを合成した。　PCRは、94℃

1分、60℃2分、72℃3分の条件下で、25cycle増幅を行なった。　PCRに使用

したβ一actin、1：L－2、1：FN一γ、IL、一4、1：L－5、IL6、1：L－10、IL，一1β、TN：F一α、皿，一12（p　35

及びp40）の各プライマーは、　Clontec社製のものを用いた（：Fig2－3）。得られた

PCR産物は、　etidium　bro血deを加えた1．5％agarose　gelにて電気泳動を行い、

出現するバンドを確認した。なお、実験動物は、接触皮膚炎誘導時に使用した

15匹のうち惹起誘発前（0時間）、惹起誘発24及び48時間後と経時的に5匹

ずつ使用し、惹起誘発部位である耳介部のうち、左耳介部のみを実験に供した。

6



RNA isolation from Skins

Ear were placed in 1.0 ml 4M guanidium isethiocyanate buffer

     ,

Homogenized

     J

PhenollChloroform extraction

     ,

lsopropanol precipitation

     l

EtOH precipitation

     ,

Total RNA

gtQ!YA-sy!!!bgslzgDNA th e

cDNA was synthesized from RNA pellet resolved in DEPC water by a 1 hr

incubation at 43℃ with AMV reverse transcriptase and poly-dT priming,
and used for PCR amplification

PCRam lification

Use 2 IL lcDNA for PCR

      l

The PCR mixturecontained 1OmM Tris-HCI(pH9.0),50mM KCI,2.5mM MgCl 2,

2mM dNTP, 1 IL M 5' and 3' end primers, 2.5 pt Taq polymerase to a final

volume to 25 "1

      ,
PCR was performed in a DNA thermal cycler for 25cycles :1min

denaturation at 94℃. 2min anealing at 60 ℃, and 3min extention at 72℃

      J

An aliquot of PCR product was electrophoresed on 1.5% agarose gels

and visualized by ethidium bromide staining

              Fig. 2-2 RT-PCR Method.

                           7



PRODUCT SEQUENCE
B-actin 5'primer 5'-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3'
       3'primer 5'-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3'

IL-1B 5'primer5'-TCATGGGAT(Y!tTGATGATAACCTGCT-3'
       3'primer 5'-CCC ATA CTr TAG GAA GAC ACG GAT T-3'

IL-2 5'primer5LATGTACAGCATGCAGCTCGCATC--3'
       3'primer 5'-GGCrrGITGAGATGATGCMGACA-3'

IL-4 5'primer5'-ATGGGTCTCAACCCCCAGCTAGT'3'
       3'primer 5'- GCT CTr TAG GCT TrC CAG GAA GT(>-3'

IL-5 5'prirner5'-ATGAGAAGGATGCrrCTGCACTGGA-3'
       3'primer 5'-GTC ACC ATG GAG CAG CTC AGC C-3'

ILr6 5'primer5'-ATGAAGITCCTCTCTGCAAGAGACT-'3'
       3'primer 5'-CAC TAG GIT TGC CGA GTA GAT CTC-3'

IL-10 5'primer5'-ACCTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCA-3'
       3'primer 5'-CTA TGC AGT TGA TGA AGA TGT CAA A-3'

IL-12 5'primer5'-GCAAGAGACACAGTCCTGGG-3'
(p35) 3'primer5'-CTGCATCAGCTCATCGATGG-3'

IL-12 5'primer5'-CAGAAGCTAACCATCTCCTGGMG-3'
(p40) 3'primer5'-TCCGGAGTAAITTGGTGCITCACAe-3'

IFN-r 5'primer5'-TGAACGCTACACACTGCATCTTGG-3'
       3'primer 5'-CGA CTC C" ITC CGC TrC CTG AG-3'

CD4 5'primer5'-TGTGCCGAGCCATCTCTCITAGG-3'
       3'primer 5'-GCA CTG AGA GTG TCA TGC CGA AC-3'

CD8 5'prirner5'-ATGCAGCCATGGCTCTGGCTGG-3'
       3'primer 5'-GCA TGT CAG GCC Crr CTG GGT C-3'

TNFa 5'primer5'-GGCAGGTCTACTrrGGAGTCAttGC-3'
       3'primer 5'--ACA TrC GAG GCT CCA GTG AAT TCG G-3'

         Fig.2-3 PCRPRIMERSSEQUENCES.
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2－1－5　病理組織学的検索並びに、CD4＋T細胞及びCD8＋T細胞の免疫組

　　　　　　織化学的染色

　マウスの耳介部を惹起誘発前（0時間）及び、惹起誘発後に経時的に採取し、

optlum　cutting　temperature　comp　oundで包埋し、クリオスタットにて5μm

の凍結切片を作成した。その後、常法に従ってH．E染色並びに、凍結切片上で

抗CD4モノクロナール抗体（clone　O　12AP）、抗CD8モノクロナール抗体（clone

169AP）を各々反応させ、ストレプトアビジンービオジン法伍SABキット、

DAKO社製）により陽性細胞を確認した。なお、実験動物はRT－PCR法による

解析で使用した動物と同一であり、その際、右耳介部を実験に供した。

1－1－6　抗IFN一γラットモノクロナール抗体の投与

　抗IFN一γラットモノクロナール抗体（clone　R4－6A2）を、　DN：FBによる惹

起誘発2時間前及び惹起誘発6時間後に1mg10．2ml静脈内投与した。また、対

照群にはrat－lgGを同量投与した。なお、実験動物は抗1：FN一γ抗体処理群及び

対照群ともに各々5匹を1群とした。

9



2－2　成　績

2－2－1　耳介腫脹の経時的変化

　0・5％DN：FBをマウス背部皮膚に感作誘導し、5日目に0．2％DN：FBを両耳介

部に惹起誘発を行い・経時的に耳介腫脹を測定した（Fig．2．4）。その結果、

耳介腫脹は惹起24時間後にピークとなり、48時間後においても継続していた。

2－2－2　耳介部の病理組織学並びに免疫組織化学的解析

　H－E染色による病理組織学的検索（：Fig．2－4）では、　DN：FB惹起誘発直前に

採取した耳介部の組織には、著変を認めなかった。惹起誘発24時間後において

は、角質の剥離、表皮の肥厚、表皮の細胞間浮腫が顕著であり、真皮において

は一部好中球も認められるが、リンパ球を中心とした円形細胞浸潤が顕著であ

った。惹起誘発48時間後においては、表皮は壊死し、真皮においてはリンパ球

を主体とした円形細胞浸潤が惹起誘発24時間後よりも顕著となった。抗CD4

抗体（：Fig．2－5）及び抗cD8抗体（：Fig．2・6）を用いた免疫組織化学的染色を行

なった結果、DN：FBによる惹起誘発直前に採取した耳介部組織では、　CD4＋細

胞、CD8＋細胞はほとんど認められなかった。惹起誘発24時間後においては、

真皮上層から中層にCD4＋丁細胞が認められ、深いところでは筋層内にも存在

しており、CD8＋T細胞は真皮上層に禰慢性に認められた。惹起誘発48時間後

においては、CD4＋T細胞はさらに顕著に認められ、　CD8＋丁細胞は真皮上層か

ら中層に認められた（また、各組識像において皮脂腺や毛母部等に偽陽性反応

も認められた）。

10
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2－2－3　抗CD4及び抗CD8抗体投与群における耳介腫脹の経時的変化

　抗CD4及び抗CD8抗体を投与した結果、投与群は対照群に比べて耳介腫脹

が抑制された（Fig．2－7）。
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Fig。2－7日fect　of　antibody（Ab》treatment　on　allergic
　　　　　　　contact　dermatitis．

　　　　　　The　statistically　significant　ear　swellings　were　noted

　　　　　　in　ant卜CD4　antibody　or　anti－CD8　antibody　treated　mice

　　　　　　　as　compared　with　control．

　　　　　　　＊＝P＜0．1

　　　　　　　＊＊　＝P＜0．05

　　　　　　　＊＊＊　：P＜0．001
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2－2－4　耳介部におけるサイトカインmRNAの発現

　惹起誘発直前（0時間）ではいずれもサイトカインmRNAの発現は認められ

なかった。惹起誘発24時間後の耳介腫脹を伴う炎症反応局所において、1：FN．

γ・1：L・6・1：L－1βのmRNAの発現が認められた。惹起誘発48時問後の反応局

所では、24時間後に認められた1：FN一γ、IL6及びIL－1βに加え、　IL－2、　IL4

及びTN：F一αのmRNAの発現が認められた（：Fig．2－8）。また、惹起誘発24

及び48時間後において1：L・12P35のmRNAの発現が認められた（Fig．2－9）。

hp　603レ

　　310レ
　　194レ

Oh巳

hp　603レ

　　310レ
　　194レ

hp　603レ

　　310レ
　　194レ

24hr．

48h酷

Fig．2・8Cytokine　mRNA　expressior　in　the　ear　after　elicitation．

　　　　　　M，Marker；Lane1，β一actin；2，　IL－2；3，　IFN－7；

　　　　　　4，IL－4；5JL－5；6，　IL－6；7，闘＿一10；8JL－1β；

　　　　　　9，TNF一α
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2－2－5　抗1：FN一γ抗体投与群における耳介腫脹の経時的変化

　抗1：FN一γ抗体投与群は、対照群と比較して耳介腫脹が顕著に抑制された

（］Fig．2－1　0）　。
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2－3　考　察

　アレルギー性接触皮膚炎は動物を用いて比較的容易に起こすことが可能なこ

とより・近年その研究が急速に進み、ランゲルハンス細胞の役割、遺伝支配、T

細胞の抗原認識機構などが明らかになりつつある。しかし、その反応成立機序

については、明解な説明のなされていないのが現状である。近年の免疫学、分

子生物学の進歩に伴い、新たなサイトカインのクローニングが次々となされて

いる。皮膚科領域においても、従来では解析することが困難であった複雑な反

応局所での病的反応も、サイトカンや細胞接着分子等の解析が進展するにつれ、

解明されつつある14－16）。

　本研究で、著者は、Na：kano　17）により報告された感作性物質のうち、　DN：FB

を用いたマウスでのアレルギー性接触皮膚炎の実験系で、反応局所でのT細胞

とサイトカインの病変形成における関与について検討した。マウスにおけるア

レルギー性接触皮膚炎はDN：FBにより感作誘導（背部塗布）と惹起誘発（耳介部

塗布）を行い、経時的に耳介腫脹を測定した。耳介腫脹反応は惹起誘発24時間

後に最大となり、48時間後まで継続しており、その反応パターンは遅延型過敏

症のそれと一致した。病理組織学的検索では、惹起誘発24時間後において表皮

の肥厚、真皮においてはリンパ球を中心とした細胞浸潤が認められた。さらに、

惹起誘発48時間後では真皮におけるリンパ球の細胞浸潤が顕著となった。　免

疫組織化学的染色を行なった結果、これら浸潤細胞のうち、CD4＋丁細胞及び

CD8＋T細胞の浸潤は、惹起誘発24及び48時間後において真皮上層から中層

に認められた。さらに、抗CD4及び抗CD8モノクロナール抗体をマウスに投

与し、耳介腫脹を測定したところ、両者において著しい反応抑制が認められた。

抗CD8抗体投与群においても抑制反応が認められたが、抗CD4抗体投与群が

より顕著に抑制された。よって、アレルギー性接触皮膚炎の反応成立にはCD4

＋T細胞はもとよりCD8＋T細胞の関与も重要であると考えられた。

17



　Stephenら18）はアレルギー性接触皮膚炎について各種抗体処理マウスを用

いて検討した結果、：L3！T4a（CD4＋）細胞がアレルギー性接触皮膚炎の反応成

立に極めて重要であることを報告しており、アレルギー性接触皮膚炎は末梢T

細胞集団のうち、MHCクラスH拘束性であるCD4＋T細胞に極めて依存性の高

い免疫応答であることが示された。そこで皮膚病変局所において、主にCD4＋

T細胞より産生されるサイトカインをRT－PCR法にて解析を行なった。マウス

の惹起誘発直前での反応局所においては、いずれのサイトカインmRNA発現も

認められなかった。しかし、病変形成に伴って1：L．2及び1：FN一γといったTh　1

型サイトカイン、1：L・4及び1：L－6といったTh2型サイトカイン、1：L－1β及びTN：F一

αといったモノサイト系の炎症性サイトカイン（モノカイン）のmRNA発現が

認められた。これらに加えて、1：L－12P35の発現も病変形成に伴って認められた。

1：L－12はヘルパーT細胞からTh　1細胞へ機能的分化を促進し、　Th　1細胞を活性

化し、1：FN一γ産生の増強誘導が認められるとの報告19）がある。そこで、アレ

ルギー性接触皮膚炎反応局所で産生される1：FN一γの役割を、抗1：FN一γ抗体に

より中和させることによる耳介腫脹への関与について検討した結果、対照群に

比べて反応の顕著な抑制が認められた。IFN一γは、　Tリンパ球のうちTh　1亜集

団により産生されるサイトカインであること1）、さらにはマウスでの1：FN一γ及

び1：L－2産生T細胞クローンの移入によりアレルギー性接触皮膚炎が成立すると

の報告20）からも、アレルギー性接触皮膚炎はTh　1優位な反応であるといえ、

反応成立にはTh　1回忌イトカインのうち、特にIEN一γの皮膚組織内における

発現が極めて重要であることが確認された。一方面Hataoら21）によるmodj五ed

local　lymph　node　assayでは、感作性物質投与後、所属リンパ節より1：L・2を特

異的に検出している。また、Asadaら22）はTNCBによる接触過敏反応の惹起

誘発期における反応局所において1：FN一γ及び1：L－4　mRNAの発現が著明に増加

することを確認しており、これらの実験的事実は本実験結果と一致する。



　アレルギー性接触皮膚炎反応成立の際、生体側で重要であるのはアレルギー

性接触皮膚炎に関与する細胞（抗原提示細胞及びTリンパ球）とアレルギー性

接触皮膚炎が演じられる場（皮膚及びリンパ節）であると考えられる。したが

って・アレルギー性接触皮膚炎反応時のリンパ節内におけるサイトカインの動

態についての解析結果に、今回のような反応局所より発現するサイトカインに

ついての解析、及びそれらを産生するT細胞を同定し整理することは、アレル

ギー性接触皮膚炎反応時の反応局所における免疫応答及び皮膚とリンパ節との

関連性を追求する際に極めて重要であると思われる。

　本解析により、アレルギー性接触皮膚炎の惹起誘発期の反応局所においては

Th　1型サイトカインmRNA発現が優位であること、また、特に1：FN．γの皮膚

組織内におけるmRNA発現が重要であり、CD4＋T細胞のみならずCD8＋T細

胞の関与が必要であることが示された。



第3章　アレルギー性接触皮膚炎の感作誘導期における骨細胞と

　　　　サイトカインについて

　第2章において、アレルギー性接触皮膚炎の反応成立には、惹起誘発期の反

応局所において・T細胞の中でもCD4＋T細胞及びCD8＋T細胞の関与がともに

必要であり・また、Th　1型サイトカイン（特にIFN．γ）のmRNA発現が重要

であることを明らかにした。現在までのアレルギー性接触皮膚炎についての研

究は、アレルギー性接触皮膚炎の惹起誘発期についてなされたものが多く、感

作誘導期についての検索、特に炎症反応成立時に重要な化学伝達物質の1つで

ある丁細胞性サイトカイン類の動態についての解析は少ない。そこで本章では、

代表的な感作性物質のうち、DN：FB及びpicryl　chloride（PC：L；和光純薬工業株

式会社製）の感作誘導の有無により認められる反応、すなわち感作誘導期と惹起

誘発期とを比較解析し、各々の相違点を明確にすることを目的として検討を行

った。比較解析は、反応局所におけるサイトカインの産生をmRNAを指標とし

て行なった。

3－1実験方法

3－1－1　実験動物

　近交系BALBlc系SP：Fマウス（BALBlcA　n　NCrj）の雌、7週齢を日本チャ

ールズ・リバー株式会社より購入し、実験に用いた。なお、実験期間中の飼育

条件として、温度は22±2℃、湿度は55±10％、固形飼料（CE－2、日本

クレア株式会社）及び飲料水（小田原市営水道水、自動給水装置を使用）を自

由に摂取させた。

3－1「・2　接触皮膚炎の誘導

　：Fig．3－1はマウスのDN：FB及びPc：しによる接触皮膚炎の誘導法の実験計画



を示す。Day　OにPC：L、またDay　1にDN：FBの感作誘導（背部刈毛後塗布）

を各々施し・Day　6に抗原による惹起誘発（両耳介部塗布）を施した感作マウ

スを感作誘発群（惹起誘発群）とし、Day　6に惹起誘発のみを施した未感作マ

ウスを各々の1回塗布群（感作誘導群）とした。

　感作濃度及び投与量については、感作誘導濃度をDN：FBは0．5％、　PC：Lは

7．0％の各々を100μ1ずつ背部に塗布し、惹起誘発濃度をDN：FBは0．2％、　PC：L

は0・5％の各々を20μ1ずつ耳介部へ塗布した。また、各々の溶媒は、アセトン：

オリブ油（4：1）とした。惹起誘発3、6、12、24及び48時間後の両耳介の厚

さをdial　thic㎞ess　gaugeを用いて測定し、惹起誘発前（0時間）との差を耳

介腫脹（ear　swemng）とし、それを平均値±S．D．（10％m）で表示した。実験

動物は各時間毎に惹起誘発群及び感作誘導群ともに5匹ずつ合計60匹を使用し

た。なお・全ての統計処理は、2群間の差を丁検定（T－test）により実施した。
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3－1－3　RT－PCR法
　方法は：Fig・2－2に示すとおりである。解析したサイトカインは、β．actin、IL。2、

IFN一γ・1：L－4・1：L－5、1：L－6、1：L－1β及びTN：F・αであり、また、　T細胞マーカ

ーであるcD4及びcD8についても合わせて検討した（：Fig．2－3）。

　被験材料として、惹起誘発前（0時間）及び惹起誘発後24時間の耳介部組織

を用いた。なお実験動物は、接触皮膚炎誘導時に使用した60匹のうち、惹起誘

発前（0時間）、惹起誘発24時間後の各々において、惹起誘発群及び感作誘導

群ともに5匹ずつ合計20匹を使用し、左耳介部のみを実験に供した。

3－1－4　Southenl　hybridization法

　電気泳動後のPCR産物（IL－2、1：FN・γ、1：L－4、　IL5、1：L－6）は、0．5N　NaOH

HybrondTM－N：ナイロンメンブレン（Amersham社製）に転写した。

面goxigenin（DIG）で標識したintemal　probe　（1μg　of　a　30－mer　ohgo－

nucleotide）を用いて、50℃3時間ハイブリダイゼーションを行い、2xSSC－

0．1％SDS及び0．5×SSC－0．1％SDSにより洗浄を行ない、　POD標識抗DIG抗

体を室温で30分反応させた後、ECheagent（Amersham社製）を用いて観

察した。
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3－2　成　績

3－2－1　耳介腫脹の経時的変化

　DNFB及びPC：しによる惹起誘発群及び感作誘導群の反応惹起後における耳

介腫脹を測定した（：Fig．3・2）。その結果、　DNFBにおいては、12時間後に感作誘

導群（未感作群）及び惹起誘発群（感作群）のいずれにも同程度の弱い耳介腫

脹がみられ、両者には有意差は認められなかった。感作誘導群においては、12

時間以降、耳介腫脹は徐々に減少していくのに対し、惹起誘発群では12時間以

降より耳介腫脹は増し、24時間後には最も強い腫脹となり、48時間後には腫

脹は減少していった。PCLにおいては、6時間後に、感作誘導群と惹起誘発群

ともに耳介腫脹のピークがみられ、感作誘導群においては12時間以降、耳介腫

脹は徐々に減少していくのに対し、惹起誘発群では24時間後に2回目の耳介腫

脹のピークが認められた。

　　　　　　　　　　　　PCL　　　　　　　　　　　　　　　　DNFB
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Fig．3－2Ear　swelling　response　induced　by　PCL　and　DNFB．

　　　　　　O；sensitized　mice（challenged　mice）

　　　　　　●；unsensitized　mice（primed　mice）

　　　　　The　statistically　significant　ear　swellings　were　noted　in

　　　　　sensitized　mice　as　compared　with　unsensitized　mice．

　　　　　★：P＜0．05，★★：P＜0．001
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3－2－2　耳介部におけるCD4及びCD8mRNAの発現

　惹起誘発（0時間）では、いずれもハウスキーピング遺伝子であるβ一actill

mRNAのみ発現し、　CD4及びCD8のlnRNA発現は認められなかった。惹起

誘発24時間後の反応局所においては、DN：FB及びPC：しともに感作誘導の有無

に関わらず、CD4及びCD8のmRNAの発現が認められた（：Fig．3－3）。

　　PCI－　　DNFB

　　　　M一一＋＋＋一一＋＋＋

β一actin

CD4

CD8

Fig．3－3　CD4　and　CD8　mRNA　expression　in　the　ear

　　　　　after　challenge　or　priming．

M；Marker
一　；Untreatment　miCe（COntrOl　miCe）
一・p；unsensitized　mice（primed　mice｝
＋＋；sensitized　mice｛chal唇enged　mice）
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3－2－3　耳介部におけるサイトカインmRNAの発現

　惹起誘発前（0時間）では、いずれもハウスキーピング遺伝子であるβ。actin

mRNAのみ発現し、サイトカインの発現は認められなかった。惹起誘発24時

間後の反応局所においては、DN：FB及びPCL、ともに感作誘導の有無に関わら

ず・1：L－2及び1：FN一γのmRNAの発現が共通に認められた。また、　DN：FBでは

1：L・6・1：L－1β及びTN：F一αのmRNAの発現が両群とも共通に認められた。　PC：し

では・惹起誘発群においてのみ1：L－6、IL－1β及びTN：F。αのmRNAの発現が認

められた（：Fig．3－4）。なお、　IL2、　IFN一γ、IL．4、1：L－5及びIL．6については、

RT－PCR後に、DIG標識オリゴプローブを用いたSouthern　hybridizationを行

なった結果、各々のサイトカインの発現強度は増加したが、発現するサイトカ

インについては、RT・PCR後における結果と変化は認められなかった。
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    PCL DNFB

M --+++--+++

IB -actin

1L-2

1FN-- y

IL-4

1L-5

1L-6

lL･-1 /(3'

TN F- cv

Fig. 3-4 Cytokines mRNA expression in the ear
    after challenge or priming.

    M ; Marker.
    - ;untreatment mice (control mice)
    - +; unsensitized mice (primed mice)
    ++; sensitized mice (challenged mice)

PCR products forIL-2,IFN-- 'r ,IL-4,IL-5,and IL-6 cDNA

were transferred to nylon membranes and hybridized

to an internal digoxigenin-labeled probe.
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3－3　考　察

　第2章ではアレルギー性接触皮膚炎（惹起誘発期）の反応成立には、CD4＋T細

胞及びCD8＋T細胞が共に皮膚炎の反応局所に浸潤し、これらの細胞等から産

生されるTh1型サイトカイン（特に1：FN一γ）の反応局所でのmRNA発現が極め

て重要であることを確認した。そこで本章では、Nak：ano・7）により報告された

代表的な接触感作性物質のうち、DN：FB及びPC：Lを用いるマウスでのアレル

ギー性接触皮膚炎の実験系において、同一の物質による感作誘導の有無により

みられる反応局所での耳介腫脹、及び丁細胞とサイトカインの病変形成に及ぼ

す影響について比較解析した。マウスによるアレルギー性接触皮膚炎の、感作

誘導の有無によりみられる反応の強さは、耳介部の腫脹を指標としたDN：FBと

PCLによる感作誘導群と惹起誘発群とで比較検討した。　DN：FBにおいては、惹

起誘発群で惹起24時間後に、感作誘導群で惹起12時間後に最も強い耳介腫脹

が認められた。一方、PC：しにおいては、惹起誘発群で惹起6及び24時間後に

耳介腫脹のピークが認められ、感作誘導群では惹起6時間後に耳介腫脹のピー

クが認められた。いずれの被験物質においても両群には耳介腫脹の反応パター

ンに著しい差異のあることが明確となった。

　アレルギー性接触皮膚炎が感作誘導を前提とする遅延型過敏症であるとの報

告23）からも、今回得られた惹起誘発群の結果は一致するものであった。次に、

アレルギー性接触皮膚炎の反応成立におけるT細胞の関与について検討するた

め、DN：FB及びPC：しによる感作誘導品及び惹起誘発群において、CD4及びCD8

mRNAの反応局所での発現について検討した。反応局所においては、　DNFB及

びPC1」ともに感作誘導の有無に関わらず、　CD4及びCD8　mRNAの発現が両

者ともに認められた。この成績は、第2章で報告した免疫組織化学的検索の結

果ともよく相関するものであり、アレルギー性接触皮膚炎の感作誘導過程の反

応局所においてもT細胞群の関与があるものと推察される。DN：FB及びPC：L
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による感作誘導群及び惹起誘発群の反応局所にて産生されるサイトカインにつ

いての比較解析を行った。惹起誘発24時間後における反応局所では、DN：FB

及びPC：しとも感作誘導の有無に関わらず、両派ともヘルパー丁細胞由来のサイ

トカインのうち、Th　1型サイトカインである1：FN一γ、1：L．2のmRNAが共通し

て顕著に発現しており、なお、ケラチノサイトあるいはマクロファージ由来で

あると考えられているモノサイト系サイトカイン（モノカイン）のうち1：L．1β

及びTNF一αのmRNA発現も同時に認められる傾向にあった。

　また、惹起誘発12時間後においてはDN：FBの惹起誘発群においてのみ1：L．

1β、TN：F一αのmRNA発現が認められた。　IL－4及び1：L．10等のTh2型サイト

カイン類の発現が同時に認められることもあり得るが24・25）、アレルギー性接

触皮膚炎を始めとする遅延型過敏症の反応局所におけるサイトカインプロフィ

ールは、1：FN一γ及びIL2を主体としたTh　l　dominamltであり、アレルギー性

接触皮膚炎はTh　1易誘導性な反応系であると考えられた。なお、今回使用した

ような強感作性物質では感作誘導を施さない耳介部への1回塗布のみでも、感

作誘導後、惹起誘発を施す一般的な感作誘発を行なったものと、サイトカイン

の遺伝子発現において同様な結果が得られた。

　宮崎26》はアレルギー性接触皮膚炎の感作誘導期において、皮膚局所リンパ

節内にThy－1弱陽性細胞群が出現し、アレルギー性接触皮膚炎の感作成立に重

要な役割を果たすことを報告している。K：血ghtら27）は感作誘導24時間後の

皮膚局所リンパ節より樹枝状細胞（delldritic　ce■：DC）を分離し、このDCを同

系マウスに細胞移入することによりアレルギー性接触皮膚炎を誘導しうること

を証明している。また、森田ら28）及び宮崎ら29》はアレルギー性接触皮膚炎の

感作誘導期において、皮膚局所リンパ節あるいは腸間膜リンパ節内における

：L3T4＋細胞が1：L－2　receptorを発現し、増殖反応をおこしていることを確認して

いる。一方、Alexanderらはアレルギー性接触皮膚炎の感作誘導期において表
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皮でのIL－1βmRNA発現が比較的早期に増加することを報告している3・）。以

上の研究報告及び今回の解析結果より、アレルギー性接触皮膚炎の成立過程（惹

起誘発後）において反応局所で、主として活性化CD4＋T細胞等から分泌され

てくると考えられる惹起誘発時に重要なサイトカイン類は、アレルギー性接触

皮膚炎の誘導過程の時点ですでに反応局所での記憶CD4＋T細胞等からも分泌

されることが想定され、アレルギー性接触皮膚炎の反応成立の際に重要な役割

を果たしているものと考えられた。

　分泌されるサイトカイン類の発現量あるいは発現由来については不明な点も

多く・今後の検討課題となるが、反応局所でのサイトカイン産生パターンは抗

原（ないし、感作）物質の物性、濃度あるいは感作方法等に支配されるものと

考えられる。

　本解析は強土作原のみで確認された現象であるため中等度以下の感作原につ

いての解析もさらに必要となる。しかし、マウスの耳介部へ化学物質を1回感

作（p血ning）した後、耳介部局所でのサイトカインプロフィールを指標に感作

性を予測する方法は特異性が高いと考えられ、種々の化学物質についての刺激

性と感作性とを識別する際に有効な方法であることが示唆された。

　本解析により、アレルギー性接触皮膚炎の感作誘導期の反応局所においては

惹起誘発期と同様にTh　1型サイトカインmRNA発現が優位であること、また、

CD4＋T細胞及びCD8＋丁細胞の両細胞の関与が認められた。



第4章　アレルギー性接触皮膚炎と刺激性接触皮膚炎とのサイト

　　　　カインプロフィールによる比較解析

　接触皮膚炎は外来刺激物（接触原）が作用した部位に一致して出現する温疹

反応であり、温疹反応発症のメカニズムの差から、刺激性接触皮膚炎とアレル

ギー性接触皮膚炎とに大別される。刺激性接触皮膚炎は過剰の外来性刺激物質

が皮膚に作用してケラチノサイトが障害され、ケラチノサイトから放出される

各種のライソソーム酵素等が働き炎症反応を起こす。

　一方、アレルギー性接触皮膚炎はIV型の遅延型過敏症に属する接触アレルギ

ー機序を介して風疹反応を起こす。その際、皮膚に接触する刺激物は、免疫学

的にハプテンで、表皮を通過する途中で表皮細胞の膜蛋白と結合し、免疫原性

をもつ。この結合物を、ランゲルハンス細胞、あるいはマクロファージが捕獲

し、抗原情報を胸腺由来リンパ球（Tリンパ球）に伝達する。抗原情報を受け

取ったTリンパ球は、分化・増殖を行い、接触アレルギーを発現するエフェク

ターTリンパ球が産生され、接触アレルギーの感作が成立する。感作が成立し

た個体に、再度同一ハプテンが作用すると、エフェクターTリンパ球は、リン

フォカインと呼ばれる炎症のメディエーターを放出し、温疹反応を引き起こす。

このように発症メカニズムの相違は明らかであるが、接触皮膚炎の臨床所見あ

るいはパッチテスト等の陽性反応について、刺激性と感作性を鑑別することは

必ずしも容易ではない。特に、皮膚外用薬や香粧品等を開発する際、安全性面

において両者の反応を鑑別することは極めて重要であり、より簡便で再現性の

局いスクリーニング法の開発が望まれている。

　そこで、本章では代表的な感作性物質及び刺激性物質を各々3種類ずつ用い、

第2章及び第3章で明らかにした反応局所でのサイトカインmRNA発現を指

標とし、それらの反応形態の相違について比較解析を行い、そのアレルギー性
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接触皮膚炎のスクリーニング法としての可能性を検討した。

4－1　実験方法

4－1－1　実験動物

　近交系BALB！c系SP：Fマウス（BALB！cA　n　NCrj）の雌、7週齢を日本チャ

ールズ・リバー株式会社より購入し、実験に用いた。なお、実験期間中の飼育

条件として、温度は22±2。C、湿度は55±10％、固形飼料（CE．2、日本

クレア株式会社）及び飲料水（小田原市営水道水、自動給水装置を使用）を自

由に摂取させた。

4－1－2　接触皮膚炎の誘導

　マウスの両耳介部に被験物質を1回塗布した時間を0時間とし、その後3、6、

12、24及び48時間の両耳介部の厚さを〔五al　thc㎞ess　gaugeを用いて測定し、

1回塗布直後（0時間）との差を耳介腫脹（ear　swe皿tng）とし、それを平均値±

S．D．（10％m）で表示した。被験物質、濃度及び投与量は、感作性物質であるDN：FB

は0．1、0．2、0。4％、PC】」は0．1、0．5、1％、　Oxazolon（OX；和光純薬工業株式会

社製）は0．1、0．2、0．4％とし、刺激性物質である塩化ベンザルコニウム（BC；和光

純薬工業株式会社製）は5、10、20％、ラウリル硫酸ナトリウム（S：LS；和光純薬

工業株式会社製）は1、5、10％、ミリスチン酸イソプロピル（IPM；和光純薬工業

株式会社製）は25、50、100％の各々を20μ1ずつ両耳介部に塗布した。また、

溶媒については感作性物質はアセトン：オリブ油（4：1）とし、刺激性物質は蒸

留水とした。実験動物は各被験物質とも6匹ずつ、合計36匹を使用した。なお、

全ての統計処理は、2此間の差をT検定（T－test）により実施した。

4－1－3　RT－PCR法
　方法は：Fig．2－2に示すとおりである。解析したサイトカインは、β一actin、IL．2、

1：FN一γ、IL・4、　IL－5、1：L－6、　IL－1β及びTN：F一αである（Fig．2－3）。なお、解析
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に使用した実験動物数は、被験物質塗布24時間後に3匹ずつ合計18匹であり、

その際、左耳介部のみを実験に供した。

4－1－4　Southern　hybridization法

　電気泳動後のPCR産物のうち、1：L－2及びIFN．γについて、　DIG標識オリゴ

プローブを用いたSouthern　hybridization（方法は第3章の3．1，4）を施した。
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4－2　成　績

4－2－1　各被験物質塗布後の耳介腫脹の経時的変化

　各被験物質塗布後における耳介腫脹を経時的に測定した（：Fig．4。1）。

各々の被験物質とも濃度依存的な耳介腫脹は認められたが、感作性物質と刺激

性物質との間には、その耳介腫脹の反応パターンに一定の傾向は認められなか

った。
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4－2－2　各被験物質塗布24時間後における耳介部のサイトカインmRNA

　　　　　　発現

　各被験物質塗布24時間後の耳介部における各種サイトカインの発現を、

mRNAレベルにて解析した（Table　4－1）。感作性物質であるDN：FB、　PC：L及び

OXでは・何れの濃度においても1：L－2及びIFN一γのmRNAの発現が共通して

顕著に認められた。さらにDNFBでは1：L－1β及びTN：Fα、PC：しでは1：L－4及

び1：L－1β・OXでは1：L－6、1：L・1β及びTN：FαのmRNAの発現も認められた。

一方・刺激性物質と考えられているBC、　S：LS及びIPMでは、　ILI．1β及びTNF

αのmRNAの発現が顕著に認められ、　S上Sのみ弱いながら1：L－4の発現が認め

られた。

4－2－3　Southern　hybridization法によるIL2及び1：FN一γmRNAの検出

　電気泳動後のPCR産物のうち、1：L－2及び1：FN一γについて、　DIG標識オリゴ

プローブを用いたSouthern　hybridizationを行なった結果、感作性物質である

DN：FB、　PC：L及びOXでは、何れの濃度においても1：L－2及びIFN・γのmRNA

が共通に検出された。一方、刺激性物質と考えられているBC、　SLS及びIPM

では、何れの物質においてもその検出は認められなかった（：Fig．4－2）。
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4－3　考　察

　アレルギー性接触皮膚炎は、細胞性免疫反応が関与する遅延型またはIv型ア

レルギーである。化学物質の場合、一般的にハプテンとして働き、皮膚のキャ

リアー蛋白質と結合し、免疫反応を誘発する完全抗原を形成する。この反応が

パッチテスト等により実験的に惹起可能であれば、理論上、12時間以内に接触

部位に炎症反応が出現し、24～72時間でピークに達し、その後徐々にやわらい

でゆくと考えられる。しかしながら実際、臨床的には刺激性物質による反応と

肉眼的反応が明確に区別できるわけではない。アレルギー性接触皮膚炎と刺激

性接触皮膚炎とを区別するはっきりした臨床的鑑別点はほとんどなく、基本的

には皮膚の肉眼像は同様である。

　本章では、従来から皮膚を感作し、再感作により強い接触型過敏反応を惹起

するとして報告されているDNFB、　PC：L及びOXを感作性物質とし、一次的な

刺激反応（炎症反応）のみを誘導すると考えられているBC、　SL、S及びIPMを

刺激性物質として、これらの物質間で炎症反応に相違があるかどうかを比較解

析した。感作性物質は感作成立後、再感作時に炎症反応が増強することが知ら

れているが、第3章での強感作性物質においては感作誘導期と惹起誘発期とで

のサイトカインmRNA発現が同等な解析結果として得られていることをもと

に、本実験では刺激性物質との相違を明確にすることを考慮にいれ、全て感作

は1回とし、耳介部に化学物質を塗布する条件とした。その結果、いずれの物

質も耳介部に炎症反応を起こし、反応の強弱は用量依存的であり、反応のパタ

ーンから両物質問の相違を認めなかった。

　炎症反応の形成にはサイトカイン発現が重要であるどの報告31）から、炎症

性サイトカインのうちIL，一1β、TN：F一α及び1：L－6、さらにアレルギー性接触皮

膚炎と滴滴な関連を持ちT細胞等から産生されると考えられる1：L－2及び1：FN一

γについて、反応局所においてmRNAレベルにて解析した。その結果、反応局
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所では・IL　1β及びTNF一αのmRNA発現がいずれの物質においても認められ

たが・また・3種の感作性物質（DN：FB，PC：L，0）○においてのみ1：L－2及び1：FN一

γのmRNA発現が認められ、明らかに刺激性物質（BC，S：LS，IPM）により誘導

されるサイトカインmRNA発現の差が認められた。

　これらのことから、反応局所においては、感作性物質はTh　1リンパ球を主体

とした免疫応答反応を誘導するのに対し、刺激性物質は主としてTN：F。αなど

の産生による好中球を主体とした刺激性反応にとどまるものと推測された。

　Hoefakkerらはヒト感作性物質及び刺激性物質によるパッチテスト陽性反応

部位の生検における局所的なサイトカインの発現を免疫組織化学的に検索した

結果、感作原と刺激性物質ともに1：L－1α、TNF一α、1：L－2及びIFN一γの発現が

認められたため、パッチテストの評価時によるアレルギー性接触皮膚炎と刺激

性接触皮膚炎とを鑑別することは困難であることを報告している32）。この結

果は本研究結果と一致しないが、これについてはヒトと動物との感受性による

差や被験物質が濃度により、刺激性と感作性との両者の性状を持ち備えている

可能性なども考えられるが、RT－PCR法と免疫組織化学的解析による手法の差

によることも考えられるため、単純に比較することはできないと思われる。

　本実験では強感作性物質及び強刺激性物質を用いたが、今後、中等度以下の

物質の解析もさらに必要となるが、マウスの耳介部へ化学物質を塗布後、サイ

トカインプロフィールを指標に接触感作性を予測する方法は再現性が良好であ

り、短期間で実施することが可能である。よって、未知の物質の感作性と刺激

性とを比較解析する際に有効な方法（両者の反応を鑑別する際のスクリーニン

グ法）の1っになり得ると考える。

　本解析結果から、感作性物質と刺激性物質とを識別する際に、皮膚反応局所

におけるTh　1型サイトカイン（IL－2、1：FN一ッ等）mRNA発現の重要性が示唆

された。
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第5章　サイトカインmRNA発現を指標としたPhenol系化合物の

　　　　感作性評価

　Phenol系化合物についての毒性学的研究は数多くの報告がある33－35）。ま

た、感作性についての報告も、Barrattら36）を始め幾つかあるが、いずれも単

量体あるいはそれらの修飾化合物に関してがほとんどであり、それらの自動酸

化により生成する化合物等を含めた報告はほとんど見当たらない。そこで本章

では、実際の香粧品原料のうち、比較的生理活性が高く、利用価値のある代表

的な原料の1つであるphenol系化合物のうちeugenol及びiso・eugeno1を中心

に、6種類の化合物の感作性について検討した。

　感作性の評価は第2章～第4章までに示した皮膚反応局所におけるサイトカ

インmRNAを指標とした解析法を用い、化学物質による感作性に対する評価系

としての有用性について検討した。

5－1　実験方法

5－1－1　実験動物

　近交系BA：LB／c系SP：Fマウス（BALBlcA　n　NCrj）の雌、7週齢を目本チャ

ールズ・リバー株式会社より購入し、実験に用いた。なお、実験期間中の飼育

条件として、温度は22±20C、湿度は55±10％、固形飼料（CE－2、日本

クレア株式会社）及び飲料水（小田原市営水道水、自動給水装置を使用）を自

由に摂取させた。

5－1－2　材料

　eugellol（高砂香料工業株式会社製）及びiso－eugeno1（和光純薬工業株式

会社製）は、減圧蒸留することにより精製した後に各試験に用いた。また、そ

れぞれの二量体は、精製したeugenOl及びiSO－eUgenOlをペルオキシダーゼを
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用いて二量化した後にカラム精製することにより得た37－39）（Fig．5－1）。また、

それぞれの純度はGCもしくはHPLC分析により、98％以上であることを確

認した。

CH30

・・

eugenoI

　　CH30
・・

∫¢㎝
　　　　　OCH3

dehydrodieugenol　A

　CH30

　　　1∠

dehydrodieugenol　B

CH30

・・

iSO－eugenol

CH30

冊：《｝ドー鷺

　　　　0　　転∠

　　　　　CH30

　dehydrodiis◎一eugenol

CH30　　　　　0H

　　　　　　CH30

　　　β一〇一4－dilignol

Fig．5－1　Phenolic　Compounds．

5－1－3　マウス接触皮膚炎の誘導

　マウスのphenol系化合物によるアレルギー性接触皮膚炎の誘導法は、：Fig2－1

と同様な方法にて実施した。各化合物の感作濃度及び投与量は、感作誘導濃度

を5％とし100μ1ずつ背部に塗布し、惹起誘発濃度を5％とし20μ1ずつ耳介部

へ塗布した（感作誘導及び惹起誘発濃度は二二験物質とも刺激性を生じない（刺

激性の有無は確認済み）最高無刺激濃度として、5％を設定した）。また各々の
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溶媒は・オリブ油とした。惹起誘発24時間後の両耳介の厚さをdial　tic㎞ess

gaugeを用いて測定し・惹起誘発前（0時間）の値との差を耳介腫脹（ear

swe皿tng）とし・それを平均値±S．D．（10％m）で表示した。実験動物は各化合

物で3匹ずつ計18匹を実験に供した。なお、全ての統計処理は、2群間の差を

T検定（T－test）により実施した。

5－1－4　　RT－PCR法
　方法は：Fig．2－2に示すとおりである。解析したサイトカインは、β一actin、IL2、

1：FN一γ・IL－4・1：L－5及びrL・6である（Fig．2・3）。なお、解析に使用した実験動

物数は・被験物質塗布24時間後に3匹ずつ合計18匹であり、その際、左耳介

部のみを実験に供した。



5－2　成　績

5－2－1　Phenol系化合物によるマウスアレルギー性接触皮膚炎の惹起誘

　　　　　　発24時間後における耳介腫脹及びサイトカインmRNA発現

　Table　5－1にphellol系化合物によるアレルギー性接触皮膚炎の惹起誘発24

時間後のマウスの耳介腫脹（ear　swe■ing）の結果を示す。　dehydrodieugenol　B

及びiSO－eUgenOlにおいて著しい耳介腫脹反応が観察された。また、　eugenOl

及びdehydrodhso・eugenolにおいては軽度な耳介腫脹反応が認められた。その

他はいずれも耳介腫脹反応はほとんど認められなかった。：Fig．5－2はphenol

系化合物によるアレルギー性接触皮膚炎の惹起誘発24時間後の、マウス耳介部

におけるサイトカインmRNAレベルでの解析結果を示した。　Th　1型サイトカ

インであるIL2及び1：FN一γは、　eugenol、　dehydrodieugenol　B、　iso－eugenol

及びdehydrodhso・eugello1に顕著に認められた。　Th2型サイトカインのうち、

IL・4はeugenol、　iso・eugenol、及びdehydrodhso－eugeno1において軽微に認め

られた。1：L－5はいずれの化合物においても発現は認められなかったが、1：L・6は

dehydrodieugenol　A以外の化合物で発現が認められた。

Table　5－1Ear　Swelling　Data．

Chemicals Ear　swelling　on　24h after　challenge，Mean± S．D．（10・3　cm）

eu　enol 2． 81±0． 143 ＊

deh　drodieu　eno1A 1． 38±0． 052
deh　drodieu　enolB 14． 13±0． 335 ＊＊
isoeu　enol 12． 37±0． 311 ＊＊

deh　drodiisoeu　eno1 3． 24±0． 172 ＊
β・0－4・dilignol 1． 25±0． 064

The　statistially　significant　ear　swellings　were　noted　in　sensitized　mice　as　compared　with　no　treatment．

＊：P〈0．1，＊＊：P＜0．001
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5－3　考察

　丁字油（clove　buds　oi1）やニクズク油（nutmeg　o且）は香辛料として広く用いら

れ・また・香粧品においても石鹸、シャンプーなどの香料成分として用いられ

ることが多い。しかしながら、香粧品皮膚炎のみならず頭部三二や被覆部の三

二において、まれならず感作性の強陽性反応の出現をみるとの報告もある。ま

た、皮膚科領域においては美白促進効果、抗菌作用などの様々な利用価値があ

ると考えられている。これらの精油の主成分であるeugenOlやiSO－eugenOIな

どのphenol系化合物の感作性については、既に幾つかの報告4・一43）がなされ

ている。一方、phenol系化合物には光や熱などにより自動酸化を受け、重合体

となるものがあることも知られている44）が、それらの感作性についての検討

はあまりなされていない。そこで、広範囲で使用されているphenol系化合物と

してeugenol及びiso－eugenolを取り上げ、それらの二量体を含め感作性につ

いての解析を行った。感作性の評価は第2章から第4章において検討した感作

性スクリーニング法である反応局所におけるサイトカインmRNAを指標とし

た解析にて実施した。

　eugenol及びiso・eugenolの単量体では、耳介腫脹はeugenolと比較して

iso－eugenolの方が顕著であった。サイトカインmRNA発現の解析においては

どちらの化合物もTh　1細胞由来の1：L－2及び1：FN一γのmRNA発現を認め、そ

の傾向はiso－eugenolにおいてより顕著であった。すなわち、　eugenol及び

iso－eugenolは、強弱はあるもののいずれも感作性を有する結果となった。一方、

eugenol及びiso－eugenolの各々の二量体については、　dehydro　dieugenol　B及

びdehydrodhso－eugenolにおいて軽度から強度の耳介腫脹が認められ、　Th　1細

胞のmRNA発現も認められた。しかしながら、それぞれの構造異性体である

dehydrodieugenol　A及びβ・0－4－dilignolにおいては耳介腫脹はほとんど認め

られず、Th　1細胞のmRNA発現はいずれも認められなかった。
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　また・耳介腫脹が顕著なものほどIL2及び1：FN一γといったTh　1細胞由来

のサイトカインmRNA発現が顕著に認められた。さらに、耳介腫脹が軽度なも

のにおいても同様なmRNA発現が認められることから、　Th　1細胞のmRNA発

現を指標とした本スクリーニング法は、被験物質の感作性の有無を予測する際

の高感度なスクリーニング法の1つになり得ることが示唆された。

　　通常・試薬類として市販されているeugeno1及びiso．eugenolの中には変色

しているものが多いことから、既に自動酸化を受けた重合体を含んでいる可能

性が高いと推測される。本実験において、dehydrodieugenol　B及びiso－eugeno1

が強い感作原であることが推察され、dehydrodieugenol　A及びβ一〇一4－d止gnol

は感作性は極めて低いことが確認された。また、単量体で顕著な耳介腫脹を有

するpheno1系化合物も、二画面（biphenyl誘導体化等）することにより耳介

腫脹が低下するものもあった。このように本来六感作原と考えられている

eugeno1及びiso・eugenolは、自動酸化により生成する二量体の構造の相違にお

いて、各々の感作性が著しく異なるという興味深い知見が得られた。

　数種のpheno1系化合物の感作性についての解析を実施した結果、アレルギー

性接触皮膚炎による耳介腫脹が強度な被験物質に限らず軽度な被験物質におい

ても効率良く、Th　1型サイトカイン（1：L－2、1：FN一γ等）のmRNAを検出する

ことが可能であることが示された。今後、さらに種々の化学物質について同様

な検討を行なう必要はあるが、サイトカインを指標とした本スクリーニング法

は、化学物質の感作性の検出に向けて、簡便にして高感度なスクリーニング法

として発展することも期待される。



第6章　光アレルギー性接触皮膚炎の惹起誘発期におけるT細胞

　　　　サイトカインのmRNA発現について

　光アレルギー性接触皮膚炎はアレルギー性接触皮膚炎と同様に、主にCD4＋

T細胞を介する遅延型過敏症であると考えられており、T細胞及び各種サイト

カインの関与についての研究が、マウスを用いた実験系で行われている45－47）。

しかし、マウスを用いた光アレルギー性接触皮膚炎に関する研究報告の多くは、

アレルギー性接触皮膚炎と同様に局所リンパ節内や脾細胞等における解析が中

心となっている48）。そこで本章では、第2章から第5章まで検討した解析法

を活用し、光アレルギー性接触皮膚炎の反応の場として極めて重要な皮膚組織

に着目し、BA：LB！cマウスを用いて、3，3’，4’，5－tetrach［orosahcylanihde（TCSA；

関東化学株式会社製）により光惹起された光アレルギー性接触皮膚炎の、反応局

所におけるサイトカインmRNAの発現パターンについての解析を行った。さら

にDN：FB感作によるアレルギー性接触皮膚炎の解析結果との比較も合わせて

実施した。

6－1　実験方法

6－1－1　実験動物

　近交系BALBlc系SP：Fマウス（BALB！cA　n　NC均）の雌、7週齢を日本チャ

ールズ・リバー株式会社より購入し、実験に用いた。なお、実験期間中の飼育

条件として、温度は22±2℃、湿度は55±10％、固形飼料（CE－2、日本

クレア株式会社）及び飲料水（小田原市営水道水、自動給水装置を使用）を自

由に摂取させた。

6－1・一2　光アレルギー性接触皮膚炎及びアレルギー性接触皮膚炎の感作誘

　　　　　　導及び惹起誘発
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　Fig・6－1に実験プロトコールを示す。1群にはTCSAによる光アレルギー

性接触皮膚炎の感作誘導及び惹起誘発を行なった。Day　O及び1に光感作誘導

としてTCSAを剃毛背部に塗布し、　UVA照射（12J！cm　2　at　365　nm）した。　Day　5

に光惹起誘発としてTCSAを耳介部に塗布し、　UVA照射（12Jlcm　2　at　365　nm）

した・紫外線照射は・東芝：F：L20S－BLBランプ（波長320～400nm）24本を装着

した紫外線照射装置（東芝医療用品（株）製N－DMR型）を用いて、約40　cmの距離

から4mm厚さのガラスを通して実施した。　H群では、　TCSA塗布を行わずUVA

照射の影響（光ブランク）を観察した。

　III群ではTCSAによるアレルギー性接触皮膚炎の感作誘導及び惹起誘発を行

なった。Day　OにTCSAを剃毛背部に塗布（感作誘導）し、　Day　5に惹起誘発と

してTCSAを耳介部に塗布した。なお、　DN：FBによるアレルギー性接触皮膚炎

もこれと同様に実施した。

　感作及び光感作の各々の濃度及び投与量は、TCSAについては感作誘導濃度

を1％、投与量は100μ1とし、惹起誘発濃度は0．1％、投与量は40μ1とした。

DNFBについては感作誘導濃度を0．5％、投与量は100μ1とし、惹起誘発濃度

は0．2％、投与量は40μ1とした。また、各々の被験物質に使用した溶媒は、

アセトン：オリブ油（4：1）とした。耳介の厚さは（光）惹起誘発直後（光ブランク

はDay　5のUVA照射直後）すなわち、0時間、（光）惹起誘発6、12、24、48及

び72時間後にdial　tic㎞ess　gaugeを用いて測定した。（光）惹起誘発直後（0時

間）とそれぞれの値との差を耳介腫脹（ear　swening）とし、それを平均値±S．D．

（10％m）で表示した。実験動物は（光）惹起誘発0、6、12、24、48及び72時間後

で各々3匹ずつ各群18匹、合計72匹を使用した。なお、全ての統計処理は、2

群間の差をT検定（T－test）により実施した。
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6－1－3　RT－PCR法
　方法は：Fig・2－2に示すとおりである。解析したサイトカインは、β．acth1、1：L．2、

1：FN’γ・1：L－4・1：L－5・1：L－6及び1：L－10である（：Fig．2－3）。いずれの群も（光）惹起

誘発0・6・12・24・48及び72時間後の耳介部を採取し実験に供した。なお、

電気泳動によるバンドのシグナル強度のピーク面積を画像解析（NIHイメージ）

により算出し・β一actinを内標準とした相対比を求め、　rnRNAの発i現を定量化

した。また・実験動物は、各接触皮膚炎誘導時に使用した72匹のうち惹起誘発

0・6・12・24・48及び72時間後に各々3匹ずつ各群15匹、合計60匹を使用

した。



6－2　成　績

6－2－1　耳介腫脹の経時的変化

　Fig・6－2にマウスのTCSAによる（光）アレルギー性接触皮膚炎、　DN：FBによ

るアレルギー性接触皮膚炎及びUVA照射による耳介腫脹の経時的な変化を示

す。

　TCSAによる光アレルギー性接触皮膚炎では、光惹起誘発24時間後に耳介

腫脹がピークとなり、その後72時間後まで腫脹は継続した。一方、DN：FBに

よるアレルギー性接触皮膚炎においても、惹起誘発24時間後に耳介腫脹はピー

クとなるが、その後72時間においては減弱していった。TCSAによるアレルギ

ー性接触皮膚炎及び光ブランクにおいては、いずれも有意な耳介腫脹は認めら

れなかった。
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Fig．6・2Ear　swelling　responses　after　treatment．

　The　statisticaIly　significant　ear　swellings　were　noted

　in　treatment　mice　as　compared　with　no　treatment．

　★＝　P＜0．05，★★：　P〈0．OO1
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6－2－2　耳介部局所におけるサイトカインmRNA発現

　TCSAによる光アレルギー性接触皮膚炎では主に1：L．4、1：L－6及び1：L．10の

mRNA発現が顕著に認められ、1：L・2及びIFN．γのmRNA発現も微弱ながら

認められた・また・DN：FBによるアレルギー性接触皮膚炎では1：L－2及びIFN一

γのmRNA発現が顕著に認められ、　IL4、　IL6及びIL　10のmRNA発現も認

められた（Fig・6－3）。一方、　TCSAによるアレルギー性接触皮膚炎及び光ブラン

クでは1：L－2・1：FN一γ及びIL－6のmRNA発現は認められるものの、その発現強

度は微弱なものであった（Fig．6－4）。

6－2一3　NIHイメージによるサイトカインmRNAの発現強度の解析

　Fig・6－5に各々の反応による各種サイトカインmRNAの発現強度の経時的

変化を示す。Th　1型サイトカインであるIL－2及び1：FN一γのmRNAは、　TCSA

による光アレルギー性接触皮膚炎では顕著な変化は認められなかった。一方、

DN：FBによるアレルギー性接触皮膚炎では、1：L－2のmRNAは惹起誘発12時間

後にピークが認められ、1：FN一γのmRNAは惹起誘発24時間後より上昇してい

った。また、光ブランク及びTCSAによるアレルギー性接触皮膚炎では、これ

らのサイトカインの変動は特に認められなかった。Th2型サイトカインである

IL－4、1：L－5、1：L－6及びIL・10のmRNAは、　TCSAによる光アレルギー性接触

皮膚炎においては、IL4、皿、一6及び1：L－10のmRNAが惹起誘発後、反応早期

から持続して発現が認められた。一方、DNFBによるアレルギー性接触皮膚炎

では、1：L－4及び皿、一6のmRNAが惹起誘発24時間後より上昇し、IL－10のmRNA

は、惹起誘発12時間後に発現ピークが認められた。

　また、1：L－5のmRNAはいずれの実験群においてもその発現は認められなか

った。光ブランク及びTCSAによるアレルギー性接触皮膚炎では、いずれのサ

イトカインmRNAの発現及び変動は特に認められなかった。
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Fig. 6-3 Cytokine mRNA expression in the ear after treatment.

M, marker; Lanel, Oh; 2, 6h; 3, 12h; 4, 24h; 5, 48h
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UVA irradiation TCSA elicitation

P-actin

1L'2

IF N- y
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1L-6

1L"1 O

Fig. 6-4 cytokine mRNA expression in the ear after treatment .

M, Marker; Lanel,Oh; 2, 6h; 3, 12h; 4, 24h; 5, 4sh
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6－3　考　察

　光アレルギー性接触皮膚炎は、原因となる光増感剤が外来性に直接皮膚に接

触し・同時に作用波長域の光が照射されることにより発症する。その原因とな

る光増感剤は・何らかの目的があって皮膚に塗布されることも、また非意図的

に皮膚に付着することもある。代表的な原因物質に、皮膚疾患の外用薬、サン

スクリーン剤・香粧品・消毒剤、植物などがある。その発症機序は、免疫機序

を介するか否かにより、光アレルギー性接触皮膚炎と光毒性反応の2つに大別

される。

　通常のアレルギー性接触皮膚炎が感作性物質（抗原）の塗布のみによって起

こるのに対して、光アレルギー性接触皮膚炎は感作性物質の塗布に加え紫外線

の照射により発症する。光感作に重要な紫外線のおもな作用波長は、2、3の例

外を除けば長波長紫外線（UVA）であると考えられている49）。光アレルギー性接

触皮膚炎は、光ハプテンが表皮細胞の膜、あるいは細胞質蛋白にUVAの働き

により共有結合することにより成立する45・46・50）。その際、アレルギー性接

触皮膚炎との大きな相違点はUVA照射による光結合に伴なって活性酸素が関

与することである51）。

　光アレルギー性接触皮膚炎のメカニズム解析は、アレルギー性接触皮膚炎と

同様に、反応時の所属リンパ節内における解析が主流となっている。そこで本

章では・Taldgawaら49・52）により確立されたマウスの実験系を用いて、代表

的な光感作性物質であるTCSAによる光アレルギー性接触皮膚炎を誘発させ、

その反応局所における耳介腫脹の変化と、T細胞サイトカインmRNAの発現に

ついて・DNFBによるアレルギー性接触皮膚炎と比較しながら検討した。今回

の実験では、TCSAによる光アレルギー性接触皮膚炎及びDN：FBによるアレル

ギー性接触皮膚炎の耳介腫脹の反応パターンは、いずれも24～48時間をピーー

クとする典型的な接触型の遅延型過敏症であった。こうした耳介腫脹の変化を

56



もとに・各惹起誘発後の反応局所におけるサイトカイン産生パタ＿ンについて

検討した。

　Th2型サイトカインであるIL－4、1：L．6及びIL，．10のmRNA発現は、　TCSA

による光アレルギー性接触皮膚炎では反応早期である6時間後より顕著に認め

られるのに対して・DNFBによるアレルギー性接触皮膚炎では、耳介腫脹のピ

ーク時である24～48時間後（1：L－4及び皿，6）あるいは12時間後（1：L．10）に認めら

れた・一方・Th　1型サイトカインである1：L．2及び1：FN一γのmRNA発現は光ア

レルギー性接触皮膚炎と比較して、アレルギー性接触皮膚炎において顕著であ

り・1：L－2では12時間後、1：FN一γでは24時間後以降にピークとなった。すなわ

ちアレルギー性接触皮膚炎ではTh　1型サイトカインが耳介腫脹ピーク時と一致

して・あるいはそれより先取りして発現し、遅れてTh2型サイトカインの代表

の1つである1：L・4が出現してくると考えられた。一方、光アレルギー性接触皮

膚炎ではTh　1型サイトカインの発現は比較的弱く、Th2型サイトカインは早期

より発現した。

　光アレルギー性接触皮膚炎はアレルギー性接触皮膚炎と同様にCD4＋T細胞

が介在する免疫応答反応である46・49）が、光アレルギー性接触皮膚炎には実験

的に明らかな抑制回路が存在し53－55）、CD4陽性で抗原提示細胞上のクラス

II分子1－Eの拘束を受けるサプレッサーT細胞が担っている55）。マウスのCD4

＋T細胞は、そのサイトカインプロフィールによりTh　1とTh2に分けられ1）、

ヘルパーT細胞、サプレッサーT細胞はそれぞれTh　1、　Th2であることが示さ

れつつある。光アレルギー性接触皮膚炎もTh　1！Th2バランスによりその反応強

弱が決定するものと考えられた。

　今回の解析結果より、光アレルギー性接触皮膚炎の反応局所では、1：L－4及び

1：L・10を始めとするTh2型サイトカインのmRNA発現が早期より顕著に認め

られ、一方、アレルギー性接触皮膚炎の反応局所では、1：L－2及び1：FN一γといっ
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た・Th　1型サイトカインのmRNA発現が耳介腫脹にほぼ一致して認められた。

両過敏症とも反応の促進にはTh　1が関わっていると考えられるが、光アレルギ

ー性接触皮膚炎は抑制回路を担うTh2が誘導され易い反応系であると推測され

る。一方・アレルギー性接触皮膚炎は促進回路を担うTh　1に比べ、抑制性Th2

が誘導されにくい過敏症であると推測される。しかし、アレルギー性接触皮膚

炎において・遅れて24～48時間後から産生される1：L－4や12時間後に充進ず

る皿’・10は・アレルギー性接触皮膚炎の反応収束の為に寄与し、結局はTh2も

誘導されるのかもしれない。

　Asadaら22）はtrinitrochlorobenzene（TNCB）によるアレルギー性接触皮膚

炎の表皮及び真皮において、1：L－4のmRNA発現が顕著に認められることを報

告しており、これはTNCBがDN：FBよりTh2をより誘導し易い物質であるこ

とを示唆している。また、感作部位をUVB前照射したマウスにおけるTCSA

による光アレルギー性接触皮膚炎は、脾細胞よりIL4及び1：L－10を産生する

Th2　ce皿hneを作成し易い47・56）。このことはTCSAによる光アレルギー性接

触皮膚炎ではTh2が易誘導性であることを示唆しており、本実験結果と符合す

る。

　今回は促進回路を担うTh　1が比較的容易に誘導され、そのために光アレルギ

ー性接触皮膚炎高応答性を示すハプロタイプdのBALBlcについてのみ解析を

行った。しかし、抑制回路を担うTh2が容易に誘導され、光アレルギー性接触

皮膚炎低応答を示すkハプロタイプのマウス55）についても同様な解析が必要

になると思われる。kハプロタイプマウスを使用することにより、光アレルギ

ー性接触皮膚炎の反応局所におけるTh　1！Th2バランスがより明確になるかもし

れない。いずれにしろ、反応局所における解析結果は、光アレルギー性接触皮

膚炎の惹起誘発時における、皮膚とリンパ節でのTリンパ球ポピュレーション

の関連性を追求する意味からも、極めて重要であると思われる。今回はTCSA
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についてのみの実験データであるため、他の光感作性物質を用いた同様な解析

が必要となるが・サイトカインプロフィールを指標とした光感作性を予測する

方法は特異性が高いと考えられ、各種化学物質の光感作能を反応局所にて解析

する際に・また・感作性と光感作性とを比較解析する際に有効な方法であると

考える。

　本解析により・アレルギー性接触皮膚炎は促進回路を担うTh　1細胞が誘導さ

れ易い反応系（Th　1易誘導性）であるのに対し、光アレルギー性接触皮膚炎は

抑制回路を担うTh2細胞が誘導され易い反応系（Th2易誘導性）であることが

示唆された。
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第7章　総括および結論

7－1　総　　括

　皮膚は・環境からの種々の物質の影響に曝され第一線の反応をする組織であ

る・そのような反応として皮膚炎や微生物感染、さらには皮膚腫瘍など、炎症

や免疫に関与する免疫担当細胞だけでなく、皮膚を構成する細胞自体も種々の

サイトカインを産生分泌することが確かめられてきた。サイトカインとは、生

体の細胞により産生、分泌され、細胞間の情報の伝達を司りつつ、免疫応答、

炎症・細胞増殖、分化、造血など、さまざまな生体の機構を制御しているペプ

チドや糖蛋白からなる情報伝達分子の総称である。その特徴として、異なった

作用を発揮する多様性と、一方いくつかのサイトカインが同じ機能を示す重複

性が挙げられる。現在まで多数、それぞれ異なった名前で報告されている。そ

のなかで、Mosmanら1）がCD4＋T細胞クローンが分泌するサイトカインの種

類によって2種類の亜集団に分類することが可能であることを報告して以来、

各々が産生するサイトカインが、異なる免疫反応を制御することから、免疫反

応制御の上で注目されっつある。すなわち、Th　1亜集団はIL，一2、1：FN一γを分泌

して細胞障害性T細胞の活性化や遅延型過敏症等の細胞性免疫反応を、Th2亜

集団は1：L・4、IL5、　IL－10、　n－13等を分泌して抗体産生、特にIgEやIgGの一

部のサブクラス抗体の産生を刺激する。その際、Th　1細胞から産生される1：L・2、

1：FN一γ、TNF一βは細胞性免疫を増強し、体液性免疫（抗体産生）を抑制する。

これとは反対に、Th2細胞から産生される1：L－4、1：L－5、1：L－10、1：L－13は体液性

免疫を増強し、細胞性免疫反応を抑制する。すなわち、Th　1！Th2細胞は相互に

抑制しあう関係にある。

　現在では、Th1！Th2細胞のサイトカインバランスの崩れが種々の免疫性疾患

の原因となっていると考えられはじめている。例えば、アトピー性皮膚炎患者



の炎症局所に浸潤しているCD4＋T細胞からはIL4や】：L．5などのTh2型サイ

トカインが産生されている57）。アトピー性皮膚炎病変部に浸潤しているT細

胞・気管支喘息患者の肺胞洗浄液中に含まれるT細胞はいずれも主としてTh2

細胞であることが明らかとなっている。このように、アトピー性皮膚炎患者で

はTh　1細胞に比べてTh2細胞が優位であり、Th2細胞から産生されるサイト

カインが病態形成に重要な役割を果たしていることが理解できる。以上のよう

に・Th　l1Th2細胞の分化を制御する機構を明らかにすることは、アレルギー性

疾患をはじめとした種々の免疫性疾患の発生機序を理解し、治療法を考える上

で非常に重要なことである。

　皮膚科領域の温疹・皮膚炎のうち、アレルギー性接触皮膚炎（ACD）は単純化

学物質により惹起される最も一般的な接触皮膚炎の1つである。また、ACDは

動物を用いて比較的容易に誘導することが可能なことより、免疫学的あるいは

分子生物学的解析手段等を用い、その発症機構の解析がさかんに行われている2

－5）。しかし、今日までのACDの解析の多くは惹起誘発時の（皮膚）所属リン

パ節内あるいは脾細胞内における解析が主流であり、しかも惹起誘発期におけ

る解析が多い。したがってACDの重要な反応の場である皮膚とリンパ節との

関連性について、また、ACDの反応成立機序について、なお多くの疑問点や未

検索の部分が残されていると思われる。近年、サイトカインネットワークの生

体内免疫分子機構の解明に伴い、各種アレルギー疾患とサイトカインとの関わ

りが注目されつつある。

　著者は化学物質による遅延型アレルギーの発症機構の解明に向けて、マウス

ACDの皮膚反応局所におけるサイトカインプロフィールを解析し、その特徴を

明らかにするとともに、サイトカインを指標とした化学物質による感作性等に

対する評価系としての有用性について検討することを目的に、次に示す5っの

解析を試みた。
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　第2章では代表的な感作誘発性物質のうちDN：FBを用い誘発されるマウス

での・実験：的ACDの惹起誘発期の反応局所におけるT細胞の関与と、反応局

所より発現されるサイトカインの産生パターンについて解析した。ACDの惹起

誘発期における耳介腫脹の反応パターンは惹起誘発24時間後に最大となり、典

型的な遅延型過敏症であった。病理学的解析では皮膚病変形成に伴ってリンパ

球の浸潤が顕著となり、T細胞群のうちCD4＋T細胞およびCD8＋T細胞の両細

胞の関与がACDの反応成立に必要であると示唆された。また、これらの細胞

群より産生されるサイトカイン類についてRT．PCR法にて解析した。その結果、

IL・4を中心としたTh2型サイトカインに比べ1：FN．γを中心としたTh　1型サイ

トカインのmRNA発現が顕著に認められる傾向にあった。さらに1：FN。γ産生

の促進因子の1つである1：L－12の発現（特に1：L－12P35）も認められ、また、抗IFN一

γ抗体処理マウスを用いた解析ではACDの反応抑制（耳介腫脹率の低下）が

顕著に認められた。1：L－12は抗原提示を受けたナイーブヘルパーT細胞をTh　1

細胞への分化に誘導し、またナチュラルキラー（NK）細胞に作用しIFN一γ産

生を刺激することがわかっている58）。さらに、1：L－12受容体を介したシグナル

伝達において制御されている転写因子STAT4のノックアウトマウスにおいて

Th　1細胞への分化が抑制されることも報告されている59’60）。したがって、ナ

イーブヘルパーT細胞をTh　1細胞へと分化させるのに必要な代表的なサイトカ

インである1：L－12の産生に伴い、Th　1細胞の分化が促進し、　Th　1細胞より1：FN一

γや1：L－2等のmRNA発現が認められたと考えられる。また、1：FN一γの産生に

伴い、Th2細胞への分化を誘導するサイトカインである1：L－4の産生がやや抑制

されたと考えられる。以上のことから、ACDはTh　1易誘導性な反応系である

といえ、反応成立（惹起誘発期）にはTh　1型サイトカインのうち、特に1：FN一

γの皮膚組織内におけるmRNA発現が重要な役割を果たしていると示唆され

た。
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　第3章ではACDの惹起誘発期と同様に感作誘導期における解析、すなわち

感作誘導の有無によりみられる反応について2種類の感作性物質を用いて比較

解析をおこなった。マウスCD4＋T細胞は主に細胞性免疫の調節に関与してい

るTh　1細胞と・主に液性免疫に関与しているTh2細胞とに分類される。一方、

これまでCD8＋T細胞は1：FN一γをはじめ、　Th1様のサイトカイン産生を示すと

考えられていたが、最近別皿o、加西加においてCD8＋T細胞がTh2型のサ

イトカインである1：L－4、1：L－5の産生能を獲得しうることが報告された6・）。こ

の報告はCD8＋T細胞もサイトカインを産出することによって免疫反応の調節

に重要な役割を担っている可能性を示唆するものである。そこでACDに対す

るCD4＋T細胞及びCD8＋T細胞の関与について解析した結果、両細胞のmRNA

発現が感作誘導期及び惹起誘発期のいずれにおいても認められた。また、この

結果は第2章の免疫組織化学的解析データとも一致した。これらのことより両

細胞がACDの感作誘導期及び惹起誘発期の両反応形成過程において深く関与

していることが示された。次にこれらの細胞から産生されるサイトカインにつ

いて解析した結果、ACDの反応成立過程（惹起誘発後）の反応局所において、

主として活性化CD4＋T細胞から分泌されてくると考えられる惹起誘発時に必

要なサイトカイン類（特に1：FN一γ、1：L－2等のTh　1型サイトカイン）は、　ACD

の誘導過程ですでに反応局所における主に記憶CD4＋丁細胞からも分泌される

ことが推定された。分泌されるサイトカインの発現由来については不明である

が、CD4＋T細胞のみならずCD8＋T細胞からのTh1型サイトカインの産生も

考えられる。以上のことから、ACDの感作誘導期及び惹起誘発期の両反応形成

過程においてTh　1型サイトカインが必要であると示唆された。

　第4章ではACDと刺激性接触皮膚炎とを反応局所より発現するサイトカイ

ンの産生パターンにより比較解析した。各々の炎症反応局所では、感作性物質

はTh　1リンパ球を主体とした免疫応答反応を誘導するのに対し、刺激性物質は



主としてTN：F一αなどの産生により好中球を主体とした刺激性反応にとどまる

ものと推察された。刺激性接触皮膚炎では、皮膚に作用した化学物質の毒性が

低い場合には・皮膚で中和され、温疹反応に移行することはないが、毒性が許

容量を超えた場合・表皮細胞を刺激、時には破壊して、サイトカインや蛋白分

解酵素などを放出しACDと同様に温疹反応を形成することが報告されている

62）。また・サイトカインmRNA発現により感作性物質と刺激性物質とを比較

解析した報告32・63）も幾つかある。これらの報告の中には本実験結果と一致し

ないデータも認められるが被験物質、被験物質濃度、試験系あるいは解析方法

等に相違が認められるため単純に比較することは困難であると思われる。いず

れにせよ本解析結果から刺激性接触皮膚炎はACDと比べ反応成立の際にT細

胞の関与が比較的弱い傾向にあると示唆された。よって、中等度以上の感作性

物質及び刺激性物質とを識別する際には反応局所において1：L．2や1：FN一γ等の

Th　1型サイトカインのmRNA発現の有無が重要であると考えられる。

　第5章ではPhenol系化合物を被験材料として、サイトカインmRNA発現を

指標としたACDの感作性評価への可能性について検討した。その結果、本解

析により、ACDによる耳介腫脹率が強度な物質に限らず、軽度な物質において

も効率良く、Th　1型サイトカイン（Th　1細胞）のmRNAが検出されており感作

性評価としての可能性が示唆された。

　第6回忌は光感作性誘発物質の塗布と紫外線の照射によって起こる遅延型過

敏症の一つである光アレルギー性接触皮膚炎（PACD）の反応局所におけるサイ

トカインmRNAの発現パターンについてACDの解析結果と比較しながら検討

した。その結果、PACDの惹起誘発過程においては早期より1：L－4、皿、一6および

IL－10等のTh2型サイトカインの顕著な発現が認められるのに対し、　IL－2およ

び1：FNrγ等のTh　1型サイトカインはACDと比較してその発現は極めて軽度で

あった。これはTh2細胞への分化を誘導するサイトカインである1：L－4の産生



に伴い・Th2細胞が活性化されTh1細胞の抑制因子である1：L－4及び1：L．10の

産生促進が生じた結果であると考えられる。しかし、PACDも反応経過に伴っ

てTh　1細胞の産生が認められることからACDと同様に反応促進の際にはTh　1

が関わっていると考えられる。いずれにせよ、本解析結果をTh　11Th2バランス

から病態把握するならば、PACDは促進回路を担うTh　1に比べ、抑制性Th2

が誘導され易い反応系であると推測されTh2易誘導性な過敏症であることが示

唆された。一方、ACDは促進回路を担うTh　1に比べ、抑制性Th2が誘導され

にくい過敏症であることが示唆された。

　本研究で示された、サイトカインを指標としたマウスACDの反応局所におけ

る解析はACDの免疫応答また、皮膚と免疫担当細胞（リンパ節、脾細胞等）と

の関連性等を追求する際に有用な解析方法になり得ると考える。また、今後、

未知の化学物質の刺激性、感作性、光感作性等の検出に向けて、簡便にして高

感度なスクリーニング法（化学物質によるアレルギー原性の評価系）として発

展することも期待される。

7－2　結　論

1．アレルギー性接触皮膚炎（ACD）の惹起誘発期では、　CD4＋T細胞のみならず

　　CD8→T細胞の組織内浸潤が必要であり、反応局所より産生されるサイトカ

　　インのうち、Th　1型サイトカイン（特にIFNγ）のmRNA発現が極めて重要

　　であることが示唆された。よって、ACDはTh　1易誘導性な反応系である

　　といえる。

2．強感作性物質を用いたACDの感作誘導期および惹起誘発期では、何れも

　反応局所においてTh　1型サイトカイン（1：L－2，1：FN一γ）のmRNA発現が顕著

　　に認められた。よって、強感作性物質では1回感作（p血血ng）でもTh　1

　細胞を指標に、感作性を予測することも可能である。

65



3・強感作性物質と強刺激性物質は反応局所より発現するTh　1型サイトカイン

　　（1：L・2，1：FN一γ）を指標とし鑑別することが可能である。

4．軽度から強度の感作性を有する数種のPhellol系化合物についてmRNAレ

　　ベルにて解析した結果、強弱はあるものの何れの物質もTh　1型サイトカイ

　　ンσ：L・2，IFN一γ）のmRNA発現が認められた。よって、本解析は感作性を

　　予測する際の高感度なスクリーニング法になり得る。

5．サイトカインmRNA発現を指標に光アレルギー性接触皮膚炎（PACD）と

　　ACDを比較解析した結果、反応局所においてPACDはACDに比べ、　Th2

　　型サイトカインのmRNA発現が顕著であった。よって、　PACDはTh2易

　　誘導性な反応系であるといえる。
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　皮膚は環境からの種々の物質に曝され第一線の反応をする組織であ

る。皮膚炎や微生物感染、皮膚腫瘍など、炎症や免疫に関与する免疫

担当細胞だけでなく・皮膚を構成する細胞自体も種々のサイトカインを産

生分泌することが確かめられている。サイトカインは生体の細胞により産生、

分泌され細胞間の情報伝達を司りつつ、免疫応答、炎症、細胞増殖、

分化、造血など、さまざまな生体の機構を制御している。

　一方・皮膚科領域の温疹・皮膚炎のうち、アレルギー性接触皮膚炎

（以下、ACD）は、単純化学物質により惹起される最も一般的な遅延型

アレルギーの一つである。また、ACDは動物を用いて比較的容易に誘導

することが可能なことより、免疫学的あるいは分子生物学的解析手法等

を用い、その発症機構の解析が行われている。しかし、ACD解析の多くは

惹起誘発時における（皮膚所属）リンパ節内あるいは脾細胞内における

解析が主体であり、皮膚反応局所についての解析は少ない。

　この研究の目的は化学物質による遅延型アレルギーの発症機構解明

に向けて、マウスACDの皮膚反応局所におけるサイトカインプロフィールを

解析し、その特徴を明らかにするとともに、サイトカインを指標とした化学物

質による感作門内に対する評価系としての有用性について検討すること

である。

　はじめに、マウスでの実験的ACDの惹起誘発期の皮膚反応局所にお

けるT細胞の関与と皮膚反応局所に発現するサイトカイン産生パターンに

ついてRT－PCR法にて解析した。　DNFB（2，4－dinitro－fluorobenzene）

を用いたACDにおいて惹起誘発期の耳介腫脹反応は惹起誘発24時間

後に最大となった。病理学的所見では、皮膚病変形成に伴ってリンパ球

の浸潤が顕著となり、T細胞群のうちCD4＋T細胞及びCD8＋T細胞の

関与がACDの反応成立に必要であることが示唆された。また、これらの細
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胞群より産生されるサイトカイン類については、IL－4を中心としたTh2型

サイトカインに比較してIFN一γを中心としたTh1型サイトカインのmRNA

の発現が顕著であった。さらにIFN一γ促進因子であるIL－12の発現や

抗IFN一γ抗休処理マウスを用いた解析結果から、ACD反応成立には、

Th1型サイトカインのうち特にIFN一γの皮膚組織内におけるmRNA発現

の重要性が示唆された。

　第2として・ACDの惹起誘発期と同様に感作誘導期におけるT細胞と

サイトカイン産生パターンについて解析した。すなわち、感作誘導の有無に

よる反応について比較解析した。その結果、CD4＋T細胞ならびにCD8＋T

細胞のmRNA発現が、感作誘導期及び惹起誘発期のいずれにおいても

認められた。また、この結果は免疫組織学的解析データとも一致しており、

両細胞がACDの感作誘導期及び惹起誘発期の両過程に深く関与して

いることが示された。次に、これらの細胞から産生されるサイトカインについ

て解析した。その結果、ACDの反応成立過程（惹起誘発後）の皮膚反

応局所において、主に活性化CD4＋T細胞から分泌されると考えられるサ

イトカイン（特にIFN一γ、　IL－2等のTh1型サイトカイン）が、ACDの感作

誘導期の時点ですでに皮膚反応局所に発現することを認めた。

　第3として、ACDと刺激性接触皮膚炎とを皮膚反応局所に発現するサ

イトカイン産生パターンにより比較解析した。各炎症反応局所では、感作

性物質では特に、IL－2及びIFN一γのmRNAの顕著な発現を認め、

Th1リンパ球を主休とした免疫応答を誘導するのに対し、刺激性物質で

はIL－2及びIFN一γなどのmRNA発現抑制と、TNF一αなどの産生によ

り好中球を主体とした刺激性反応が示された。本解析結果から、感作性

物質と刺激性物質とを識別する際に、皮膚反応局所におけるTh1型サイ

トカイン（IL－2やIFN一γ等）mRNA発現の有無の重要性が示唆された。
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　第4として・フェノール系化合物を被験材料として、サイトカインmRNA

発現を指標としたAGDの感作性評価への可能性について検討した．そ

の結果・本解析により、ACDによる耳介腫脹率が強度な被験物質に限

らず・軽度な被験物質においても効率良く、Th1型サイトカイン（Th1細

胞）のmRNAが検出されており感作性評価法としての可能性が示唆され

た。

　第5として・光感作誘発性物質と紫外線（特にUVA）とに起因する光ア

レルギー性接触皮膚炎（PACD）の皮膚反応局所におけるサイトカインm

RNAの発現パターンについて検討した。　PACDの惹起誘発過程において

は・早期よりIL－4・IL－6及びIL－10のTh2型サイトカインmRNAの顕

著な発現が認められるのに対し、IL－2及びIFN一γのTh1型サイトカイ

ンmRNAはACDと比較してその発現は極めて軽度であった。Th1／Th2

細胞のバランスから病態を把握をすると、ACDは促進回路を担うTh1細

胞が誘導され易い反応系（Th1易誘導性）であるのに対し、　PACDは、抑

制回路を担うTh2細胞が誘導され易い反応系（Th2易誘導性）であるこ

とが示唆された。

　本研究で示されたサイトカインを指標としたマウスACDの反応局所にお

ける解析はACDの免疫応答また、皮膚と免疫担当細胞（リンパ節、脾

細胞等）との関連性等を追求する際に有効な解析法になり得ると考える。

また、今後、未知の化学物質の刺激性、感作性、光感作性等の検出に

向けて、簡便にして高感度なスクリーニング法（化学物質によるアレルギー

原性の評価系）として発展することも期待される。
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  Recent advance in researches on cytokines enabled us to

understand the mechanisms of inflammatory skin diseases.

Keratinocytes can synthesize and release cytokines in their

microenviroment m response to external stimuli such as

ultraviolet light, chemical substances, and bacterial toxins.

Cytokines released from keratinocytes affbct functions of other

types of cells in the skin such as mast cells, endothelial cells, and

fibroblasts which can also release cytokines to contribute to

various kinds of inflammatory reactions in the skin. Today,

cytokine action has been extensively studied to elucidate the

precise mechanism of skin disease. Contact dermatitis is one of

the most common skin disease. Recently, many analyses on

mechanism of contact dermatitis have been carried out on

cytokines. But analysis of cytokine production patterns is

performed on almQst lymph node cells or spleen cells, but not on

skin tissues. Therefbre, there still remain several points to be

clarified for understanding of the precise mechanism of contact

dermatitis. So, in this study, the author analyzed cytokine

mRNA expression in the local dermal tissues in chemical-

induced contact dermatitis in mice.
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1.Cytokines and T lymphocytes in the elicitation phase of

 allergic contact dermatitis

  The studies on T lymphocytes involvement and kinetics of

cytokine mRNA by the revers transcriptase - polymerase chain

reaction (RT-PCR) method in the elicitation phase of allergic

contact dermatitis were performed using skin tissues collected at

regular intervals from BALB/c mice sensitized with 2,4-

dinitrofluorobenzene. The results obtained from these studies

and inhibition of dermatitis by anti-CD4 and anti-CD8 anti-

bodies showed that participation of T lymphocytes and

infiltration of T lymphocytes at local dermal sites were found to

play an important role in formation of allergic contact dermatitis.

On the basis ofthese results, cytokines formed at the local site of

allergic contact dermatitis were examined at the mRNA level. It

was found that IFN-y, IL-6 and IL-1B were expressed 24 h

after the elicitation and then IL-2, IL-4 and TNF-a 48 h after

the elicitation. The detection of expression of IL-12(p35) and

inhibitory e{fect of anti-IFN-y antibody on allergic contact

dermatitis suggested that IFN- y among several Thl types of

cytokines is especially important for the formation of allergic

contact dermatitis. Therefbre, the author concluded that Thl

type cytokines , especially of IFN- y , are essential for allergic

contact dermatitis and the evaluation of these cytokines mRNA

expression in the local skin tissues will be convenient method for
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screemng chemicals for the potencial as contact allergens.

2. Cytokines and T lymphocytes in the induction phase of

 allergic contact dermatitis

   The author examined the mechanism of onset of allergic

 contact dermatitis induced by several kinds of chemicals in

 BALBIc mice by focusing on cytokine mRNA expression. The

 involvement of T lymphocytes in the formation of allergic

 contact dermatitis was studied by the RT-PCR method using

 primers fbr CD4 and CD8 surface antigen, suggesting that

 both CD4' and CD8' cells participate in the formation of

 allergic contact dermatitis. On the basis of these results we

 analyzed cytokines produced in the reaction site (skin tissues)

 at the mRNA level with or without the pre-sensitization

 (induction) of two strong contactants (2,4-dinitrofluoro-

 benzene , picryl chloride). Consequently, there was tendency

 that the expression of mRNA of Thl types of cytokines was

 commonly observed around 24 h after the challenging

 irrespective of the pre-sensitization (induction). These data

 suggested that the expression of Thl type cytokines in the

 local skin tissue after challenging might be indicative of the

 potencial ofthe chemicals as contact allergens.

3



3. Analysis ofcytokine profiles in allergic and irritant contact

  dermatitis

  Both allergic contact dermatitis and irritant contact

dermatitis that are caused by many enviroumental factors are

common skin diseases. But differentiation between allergic

contact dermatitis and irritant contact dermatitis is very

diflicult in viva. So, we compared the expression of cytokine

mRNA in the dermal tissue in murine experimental models of

allergic contact dermatitis (2,4-dinitrofluorobenzene , picryl

chloride , oxazolone) and irritant contact dermatitis (sodium

lauryl sulfate , benzalkonium chloride , isopropyl myristate) . As

the results, different expression of cytokine mRNA in the ear site

of each dermatitis was observed at 24 h after priming. The

expression of mRNA of IL-2 and IFN-y was observed at the

local site of allergic dermatitis, but not in irritant dermatitis,

suggesting that marked expression of Thl type cytokines as

IL-2 or IFN-yin the reaction sites is very important to

differentiate allergic contact dermatitis from irritant contact

dermatitis.

4. Evaluation of sensitizing efifects ofphenolic compounds by

  analysis of cytokine mRNA expression

   In this chapter, the author evaluated sensitizing effect by
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 mouse ear swelling test with phenolic compounds. Skin

 specimens were collected from auricles of BALB/c mice on 24 h

 after elicitation of allergic contact dermatitis with six phenolic

 compounds. The expression of cytokine mRNA in the skin

 specimens was examined by the RT-PCR method. Phenolic

 compounds which caused varied intensity of ear swelling

 response induced expression of Thl type cytokines ( IL-2 and

 IFN- y) on 24 h after elicitation. It was also found that among

 several phenolic compounds, dimerization of these compounds

 from monomer decreased sensitizing effbct. These data

 suggested that analysis of cytokine mRNA expression in local

 skin tissue is highly sensitive method for screening the

 chemicals for their potential as contact allergens.

5.Cytokine mRNA expression in challenged skin of murine

 contact photosensitivity

   The dynamics of expression of cytokine mRNA was

 examined by the RT-PCR method in the elicitation phase of

 photoallergic contact dermatitis. Skin specimens were

 collected from auricles of BALB/c mice that had been

 ultraviolet A (UVA)-photo-challenged with 3,3',4',5-tetra-

 chlorosalicylanilide during O to 48 h after elicitation, along

 with samples from mice ordinarily challenged with 2,4-

 dinitrofluorobenzene . The levels of mRNA fbr IL-4, IL-6 and
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IL-10 were markedly elevated in the skin sites challenged with

3,3',4',5-tetrachlorosalicylanilide plus UVA during O to 48 h

after elicitation. On the other hand, IL-2 and IFN-y mRNA

expression was characteristically obseved in allergic contact

dermatitis induced by 2,4-dinitrofluorobenzene with modest

expression of Th2 type cytokines. These data suggested that

Th2 type cytokines are more readily inducible in photoallergic

contact dermatitis by 3,3',4',5-tetrachlorosalicylanilide as

compared with allergic contact dermatitis by 2,4-dinitro-

fluorobenzene.

  Finally, this study suggested that analysis of cytokine

mRNA expression in local skin tissue is a convenient and

highly sensitive method for screening varied new chemicals for

their potentials .of irritation, sensitization, and photosensiti-

zatlon.
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