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A. 研究目的

皮膚感作性試験法は、既に複数の動物実

験代替法が OECD のテストガイドライン

になっているが、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。本研究は、我々が

開発した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）を用いて、DC での Th2 分化に

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

標に、呼吸器と皮膚感作性を識別する in 
vitro 試験法の開発が目的である。本年度は、

そのプロトコルの確立と施設内と施設間

の再現性と技術移転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

静置し、2.5 mL の medium を加えそのまま

37℃で培養した。6 時間培養後、DC の
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scaffold のみを回収し、RNA を抽出し、RT-
qPCR で指標分子の mRNA 発現量を定量し

た。HPRT mRNA 発現が、10% DMSO の溶

媒のみに対して 1/10 以上のサンプルを使

用した。指標分子としては、TNFSF4 の他

に、上皮細胞由来サイトカイン TSLP や IL-
25、IL-33 の受容体サブユニットや Th2 細

胞の分化誘導に関与する Conventional DC2
（cDC2）への分化誘導に関わる分子や

cDC2 のマーカー分子など、約 20 種類の分

子について、代表的な 10 個の皮膚感作性

化学物質と 8 個の呼吸器感作性物質、5 個

の非感作性物質を用いて検討した。細胞生

存率は、WST-8 アッセイを用いても検討し

た。 
 
C. 研究結果 

まず、プロトコルの精密化や最適化のた

め測定条件の再検討を行った。当初の方法

では、細胞生存率を RT-qPCR で得たハウ

スキーピング遺伝子HPRTの発現量で評価

し、10%DMSO の溶媒のみに対して、その

HPRT の発現量が 1/10以下に下がるサンプ

ルは除外するとしていた。細胞生存率は、

通常、WST-8 アッセイなどの細胞内の脱水

素酵素の還元能を測定する生細胞数測定

キットで測定する場合が多く、通常、75%
の細胞生存率を示すサンプルの濃度

CV75%を基準にする場合が多い。HPRT の

発現量が 1/10 以下になるサンプル濃度で

WST-8 アッセイを行うと、細胞生存率がか

なり下がることがわかった。そこで、HPRT
の発現量が 1/4 以下に下がるサンプルは除

外すると基準を変えると、WST-8 アッセイ

での細胞生存率が上昇したが、TNFSF4 だ

けを指標にすると呼吸器と皮膚感作性化

学物質の識別が難しくなった。 
そこで、次に、TNFSF4 の他に指標とな

る良いマーカーがないかとTh2分化誘導に

関わる分子や cDC2 への分化誘導や cDC2
のマーカー分子などについて、RT-qPCR 解

析を行った（図 1, 2）。その結果、単独の指

標だけで呼吸器と皮膚を識別可能な分子

は見つからなかった。そこで、複数の分子

を指標に用いて両者を識別できないかと

検討すると、TNFSF4 と CRLP2（TSLP 受

容体のサブユニットの 1 つ）、IL-7Rα（TSLP
受容体のサブユニットのもう 1 つ）、ST2
（IL-33 受容体サブユニットの 1 つ）、TIM-
1（Th2 反応の誘導に関与）、CD1A（ラン

ゲルハンス細胞で発現）、FCER1A（IgE 受

容体のサブユニットの 1 つ）、CLEC10A
（Th2 分化に関与する C 型レクチン受容

体）、NOTCH2（cCD2 細胞への分化誘導に

関与）の 9 種類の分子が候補分子となった。

例えば、その内、TNFSF4 と ST2、CD1A、

NOTCH2 の 4 種類の複数分子を指標とす

ると、感度、特異性、正確性ともに 80%以

上となり、両者の識別が可能である可能性

が示された（図 3, 4）。 
技術移転性に関しては、施設 A には、ほ

ぼ技術移転が完了し、さらに、もう 1 施設

B への技術移転を行っている。 
 
D. 考察 

今年度は、プロトコルの精密化や最適化

のための測定条件を再検討すると、TNFSF4
発現増強の指標だけでは呼吸器と皮膚感

作性の識別ができなくなった。そこで、さ

らに約 20 種類のマーカーを用いて検討す

ると、単独マーカーでの識別は不可であっ

たが、9 種類の候補分子の内、例えば 4 種

類の複数分子を指標にすると、両者の識別

が可能となった。この内、NOTCH2 は、Th2
分化に関与する cCD2 細胞への分化誘導に

関与し、約半分近い呼吸器感作性化学物質

で陽性と判定された。一方、DECTIN2（C
型レクチン受容体でTh17分化誘導に関与）
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は、皮膚感作化学物質で高い傾向で、呼吸

器と非感作性化学物質では、殆ど上昇が見

られず、指標の一つになる可能性もあると

考えられる。 
HDI が偽陰性なのは、TDI と同様にジイ

ソシアネートで、水と急速に反応し分解さ

れるためと考えられる。EU と IEU が、 

CD80 の他、CRLP2 や IL-7Rα、TIM-1 の発

現で偽陽性であった。今回の 23 個の化学

物質の内、これら 2 個の化学物質のみがプ

ロハプテンで、そのためか、気管支上皮細

胞を用いると、特に強い反応が誘導されて

いるようにも見えるが、その理由は不明で

ある。これらのプロハプテンを除くと、使

えるマーカーも増えてくるので、今後の評

価系の最適化の検討課題の一つと考えて

いる。 
呼吸器感作性発症の機序は複雑である

ため、その評価法も簡単ではなく、現在、

複数の方法を組み合わせて総合的に評価

する IATA の開発も進められている。今回、

イソプロパノール（IP）が、擬陽性になっ

てしまったが、IATA を用いて、まず h-
CLAT などで皮膚感作性の有無で判定すれ

ば、このような問題も減り予測性が高くな

ることが期待される。 
理想的には、陽性と陰性サンプルのいわ

ゆる S/N 比が高く、それぞれのマーカーで

陽性になる化学物質も複数あり、それらが

オーバーラップしていた方が、より確から

しいと考えられる。今後、WST-8 アッセイ

での細胞生存率 CV%を基に評価法を改善

し最適化し、再現性と予測性の高い評価法

の開発を目指して、さらに，検討を進めて

いく予定である。 
 

E. 結論 
今年度は、DCsens のプロトコルの精密化

や最適化のため測定条件の再検討を行い、

プロトコルの改善を試みた。その結果、合

計 23 個の化学物質を用いて検討した結果、

TNFSF4 などの単独のマーカー分子では呼

吸器と皮膚感作性が識別できなくなった

が、TNFSF4 の他に、ST2、CD1A、NOTCH2
などの複数の分子と組み合わせると、両者

の識別が可能である可能性が示された。 
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図 1．DCsens を用いた 23 種類の化学物質による呼吸器感作性を識別する候補マーカー分

子の mRNA 発現変動（その 1）  
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図 2．DCsens を用いた 23 種類の化学物質による呼吸器感作性を識別する候補マーカー分

子の mRNA 発現変動（その 2） 
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図 3．DCsens を用いた TNFSF4 と ST2、CD1A、NOTCH2 の 4 種類のマーカーの mRNA 発

現変動とその判定

図 4．DCsens による TNFSF4 と ST2、CD1A、NOTCH2 の 4 種類のマーカーを指標に用い

た予測性
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