
厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業）

ナノマテリアルを含む化学物質の短期吸入曝露等による免疫毒性評価手法開発のための研究

令和６年度 分担研究報告書

化学物質の呼吸器感作性試験法の開発

研究分担者 善本 隆之

東京医科大学 医学総合研究所 免疫制御研究部門 教授 

A. 研究目的

皮膚感作性試験法は、すでに複数の動物

実験代替法が OECD のテストガイドライ

ン化されているが、より重篤な副作用を誘

発する呼吸器感作性を評価する試験法は、

未だに確立されていない。我々は、昨年度

までに、ヒト気管支上皮細胞株BEAS-2Bと

ヒト単球細胞株 CD14-ML 由来未成熟樹状

細胞（DC）の多孔質のポリスチレン製

scaffold を用いた 3 次元 DC 共培養系

（DCsens）を構築し、DC での Th2 分化に

重要な副刺激分子 OX40 Ligand（OX40L、
別名TNFSF4）のmRNA発現増強を指標に、

呼吸器感作性を評価する in vitro 試験法の

開発を目指し検討を行っている。昨年度ま

でに、20 種類の代表的感作性化学物質を用

いて、約 90%の予測性で呼吸器感作性の識

別が可能であることを見出した。そこで、

今年度は、さらに 5 種類の代表的非感作性

化学物質を用いた検討と、他の 1 施設への

技術移転性と再現性について検討を行っ

た。

B. 研究方法

まず、BEAS-2B と CD14-ML から IL-4 で

分化誘導した未成熟 DC を用いて、別々の

Alvetex® scaffold で 3 次元培養を 48 時間行

い、その後、BEAS-2B の scaffold を上側に、

未成熟 DC の scaffold を下側にして重ね、

トランスウェルインサートの底に装着し、

さらに培養した。24 時間後、培養上清を一

度取り除き、上方から 10% DMSO+10%
FBS/MEM で溶解した化学物質を 2 倍の範

囲内で 4 段階希釈した濃度、または、0.8 倍

希釈した 3 濃度を、それぞれ 5 µL ずつ 5 箇

所、合計 25 µL を添加した。その後 20 分間
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いて検討したところ、期待する通り全て陰性であった。次に、他施設への技術移転性に
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静置し、2.5 mL の medium を加えそのまま

37℃で培養した。6~8 時間培養後、DC の

scaffold のみを回収し、RNA を抽出し、RT-
qPCR でマーカー分子の mRNA 発現量を定

量した。 
他施設への技術移転性については、我々

のプロトコールを渡し技術指導を行い、そ

の他施設で独自に揃えた細胞や培養器具、

試薬、測定機などを用いて、技術移転性と

再現性について検討した。同時に、プロト

コールの再検討や最適化も行った。 
 
C. 研究結果 

5 種類の非感作性物質（図 1）を用いて、

本共培養系で検討したところ、いずれも

OX40L mRNA 発現増強値が、以前に算出し

たカットオフ値の 2.57 より低く、全て陰性

であった（図 2A）。昨年度の結果の呼吸器

感作性化学物質 9 種類とそれ以外の皮膚感

作性化学物質 11 種類と今年度の非感作性

化学物質 5 種類を合わせたグループで比較

すると P=0.0027 となり、呼吸器と皮膚感作

性化学物質の比較で得られた P=0.0167 に

比べて、有意差が大きくなった（図 1B-E）。
カットオフ値は、変わらず 2.57 であった。 

皮膚感作性化学物質 3 種類と呼吸器感作

性化学物質 5 種類（図 1）を用いて、他の

1 施設への技術移転性と再現性の検証を行

った。プロトコールとその方法の説明を行

い、全ての必要な材料や機器はその施設で

独自に用意して貰い行った。その結果、呼

吸器感作性化学物質 5 種類は、いずれもカ

ットオフ値 2.57 より大きく、陽性となり正

しく判定された（図 3-8）。一方、皮膚感作

性化学物質 3 種類については、DNCB が偽

陽性となった（図 3, 7, 8）が、それ以外は、

陰性と正しく判定された。OX40L 以外で

Th2 反応に関与するサイトカイン Thymic 
stromal lymphopoietin（TSLP）や IL-25、IL-

33の受容体サブユニット分子CRLF2や IL-
7Rα、IL-17RB、ST2 の発現を、同様に RT-
qPCR で測定し比較したが、昨年度の結果

と同様に皮膚と呼吸器感作性化学物質の

間で大きな差は見られなかった（図 4-8）。
現在さらに、化学物質の数を増やして検討

中である。 
 
D. 考察 
今回の他施設への技術移転性の検討は、

BEAS-2 や CD14-ML を独自に入手して貰

い、試薬や測定機器も独自にいつも使用し

ている物を使用して貰った。qPCR も我々

は、Takara Bio 社の SYBR Green の qPCR 試

薬とプライマー、PCR 装置を用い、他施設

では、Thermo Fisher Scientific 社の TaqMan 
プローブの試薬とプライマー、PCR 装置を

用いて行った。つまり、qPCR のやり方や

検出方法、プリマー配列も異なるにも関わ

らず、同様な結果が得られたのは、再現性

が高いこと示している。ただ、他施設の結

果の方が、全体的に値が大きくなっており、

今後、カットオフ値が異なってくる可能性

はある。現在、さらにもう 1 施設への技術

移転も既に進めている。今後、化学物質の

数を増やし、施設内および施設間の再現性

の検討を行いながら、最適なプロトコール

の作成とカットオフ値の設定などを行い、

OECD のテストガイドライン化を目指して

いく。 
 
E. 結論 

本 DC 共培養系（DCsens）は、昨年度の

皮膚と呼吸器感作性化学物質、合計 20 種類

に加え、非感作性化学物質 5 種類を用いて、

呼吸器感作性と非呼吸器感作性の識別がよ

り精度良く可能であった。さらに、他施設へ

の技術移転性と再現性も高いことが示され

た。今後、もう 1 施設への技術移転を行い、
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合計 3 施設での施設内および施設間の再現

性の検討を行い、最適なプロトコールを確

立してゆく。                                                                                                                                                                   
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図 1．本研究で使用した代表的皮膚感作性化学物質 11 種類と呼吸器感作性化学物質 9 種類

と非感作性化学物質 5 種類のリスト 

青字の皮膚感作性化学物質 3 種類と赤字の呼吸器感作性化学物質 5 種類は、技術移転性の

検討で使用。 

 

図 2．代表的皮膚感作性化学物質 11 種類と呼吸器感作性化学物質 9 種類、非感作性化学物

質 5 種類による OX40L 発現増強と ROC 曲線解析 

3 者の OX40L mRNA 発現増強の比較（A）、皮膚と呼吸器感作性（B, C）、および、非呼吸器

感作性（非感作＋皮膚）と呼吸器感作性（D, E）の OX40L mRNA 発現増強の比較（B, D）

と ROC 曲線解析 C, E）。  
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図 3．代表的皮膚感作性化学物質 3 種類（BQ, BGE, DNCB）と呼吸器感作性化学物質 5 種類

（ChT, Pip, TMA, MTHPA, HDI）による OX40L mRNA 発現増強 

溶媒コントロール 10%DMSO を 1 にした相対的発現変動比。赤字下線は、OX40L 発現のカ

ットオフ値 2.57 より大で、陽性判定。DNCB が、偽陽性と判定。 

 

図 4．代表的呼吸器感作性化学物質 ChT と Pip による OX40L mRNA 発現増強 

溶媒コントロール 10%DMSO を 1 にした相対的発現変動比。赤塗り枠は、OX40L 発現のカ

ットオフ値 2.57 より大で、陽性判定。 
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図 5．代表的皮膚感作性化学物質 BQ と呼吸器感作性化学物質 TMA による OX40L mRNA

発現増強 

溶媒コントロール 10%DMSO を 1 にした相対的発現変動比。赤塗り枠は、OX40L 発現のカ

ットオフ値 2.57 より大で、陽性判定。 

 

図 6．代表的皮膚感作性化学物質BGEと呼吸器感作性化学物質MTHPAによるOX40L mRNA

発現増強 

溶媒コントロール 10%DMSO を 1 にした相対的発現変動比。赤塗り枠は、OX40L 発現のカ

ットオフ値 2.57 より大で、陽性判定。 
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図 7．代表的皮膚感作性化学物質 DNCB と呼吸器感作性化学物質 HDI による OX40L mRNA

発現増強 

溶媒コントロール 10%DMSO を 1 にした相対的発現変動比。赤塗り枠は、OX40L 発現のカ

ットオフ値 2.57 より大で、陽性判定。DNCB が、偽陽性と判定。 

 

図 8．代表的皮膚感作性化学物質 3 種類（BQ, BGE, DNCB）と呼吸器感作性化学物質 5 種類

（ChT, Pip, TMA, MTHPA, HDI）による OX40L mRNA 発現増強 

溶媒コントロール 10%DMSO を 1 にした相対的発現変動比。赤塗り枠は、OX40L 発現のカ

ットオフ値 2.57 より大で、陽性判定。 
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