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要旨  

	 接触皮膚炎反応は T helper (Th)1, 2型に分けられ、感作と惹起から成る免疫反応で

ある。転写因子 IRF5 (interferon regulatory factor 5)を欠損したマウスでは Th1型接触皮

膚炎は野生型マウスと比較し減弱している一方で、Th2型接触皮膚炎は増強していた。

IRF5 欠損マウスでは Th1 型反応の際、樹状細胞(dendritic cell; DC)からの interleukin 

(IL)-12 産生低下がみられ、Th2 型反応の際、選択的 Th2 型反応の誘導に関与する

macrophage galactose-type C-type lectin 2 (MGL2)陽性 programmed cell death ligand 2 

(PDL2)陽性 cluster of differentiation (CD)103陰性真皮樹状細胞 (dermal dendritic cell; 

dDC)の鼠径および腋窩リンパ節における割合が増加していた。以上より接触皮膚炎モ

デルにおいて転写因子 IRF5は IL-12の産生亢進とDCのサブセットを調整することで

Th1型および Th2型反応を制御する可能性が考えられた。 
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序文  

	 接触皮膚炎 (contact hypersensitivity; CHS)は皮膚表面から侵入するハプテンに対す

る免疫反応である。化粧品、金属、植物など様々な物質が接触皮膚炎を起こすことが

知られている。接触皮膚炎の発症機序は未だ明らかでないが、多種の免疫担当細胞が

皮膚と所属リンパ節との間を行き来し、情報を伝達することで成立すると考えられて

いる。接触皮膚炎には再現性の高いマウスでの実験系があり、機能解析に繁用されて

いる。 

	 接触皮膚炎モデルで抗原として汎用されるのが 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB)、も

しくは fluorescein isothiocyanate (FITC)である。DNFBを用いてマウス皮膚で接触皮膚

炎を起こすと、DNFB抗原特異的 T細胞が炎症の場に浸潤し、interferon (IFN)-γなど

のサイトカインを産生する 1。この際に生じる反応が Th1 型反応である。Th1 型反応

は主として、細菌やウイルスなどの細胞内微生物に対する防御反応として機能する自

然免疫反応であり、IFN-γ産生能を有する T-cell specific T-box transcriptional factor 

(T-bet)陽性細胞である Th1 細胞などにより構成されている 2。Th1 細胞によって

immunoglobulin (Ig)G2a抗体が B細胞より産生され 3、更に IFN-γはナイーブ Th細胞

から Th1細胞への分化を誘導する 4。更に、IFN-γによる signal transducer and activator 

of transcription (STAT)1、および IL-12による STAT4の活性化を受けて Th1細胞の誘
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導に重要な転写因子である T-bet が誘導され、ケモカインレセプターの発現などを介

して、炎症部位へと浸潤する 4。 

	 一方、FITC を用いた接触皮膚炎モデルでは Th2 優位な免疫応答を起こすことが報

告されている 1, 5-7。Th2型反応は主として寄生虫などから生体を防御する際に機能す

る自然免疫反応である。この反応には IL-4 などを産生する GATA-binding protein 3 

(GATA3)陽性細胞である Th2細胞が寄与している 2。Th2細胞は Th1細胞に特徴的な

IFN-γを産生せず、IL-4などを産生するため、Th1細胞とは本質的に異なる細胞であ

る 8。IL-4は B細胞をクラススイッチし、IgG1や IgEを産生するのに必要なサイトカ

インである 3。抗原提示細胞とナイーブ Th 細胞とが相互作用する微小環境での IL-4

の存在が、ナイーブ T細胞が Th2細胞へと分化させる上で重要である 9。 

	 接触皮膚炎は感作相と惹起相に分けられる (図 1)。感作相において、抗原ペプチド

が皮膚に侵入すると、ランゲルハンス細胞 (Langerhans cell; LC)、dDC、マクロファー

ジなどの抗原提示細胞がその抗原を取り込む。抗原提示細胞、特に DCは抗原を取り

込むと、major histocompatibility complex (MHC)分子と共刺激分子の発現が増強した成

熟 DCになる 10, 11。成熟 DCは鼠径および腋窩リンパ節へと移動し、T cell receptor/CD3

複合体にMHC分子/抗原ペプチド複合体を提示し、CD80/CD86-CD28などの共刺激シ
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グナルを介することで、ナイーブ T細胞を活性化し抗原特異的エフェクターT細胞や

メモリーT細胞へと分化誘導する 10-13。  

	 続く惹起相においては、抗原特異的 T 細胞が抗原提示を受けて再活性化し、CD4

陽性エフェクターTh細胞や CD8陽性細胞傷害性 T細胞へと分化し、増殖するととも

に、抗原を塗布した部位に浸潤して、IFN-γを始めとする種々のサイトカインなどを

放出する (図 1)。IFN-γは表皮角化細胞に作用することによって、表皮細胞由来の多

彩なケモカインが産生される。ケモカイン産生により更なる炎症細胞が誘導され、周

囲に存在する肥満細胞の脱顆粒が起こると、肥満細胞より放出されるヒスタミンによ

る血管拡張、および血管内皮細胞の活性化により炎症が増幅するとともに、表皮角化

細胞にアポトーシスを誘導することで、皮膚炎を生じる 14。CD4 陽性細胞と CD8 陽

性細胞は接触皮膚炎において異なる役割を果たす。CD4陽性細胞は炎症促進を担うサ

イトカインを産生する一方で、CD8陽性細胞はハプテン刺激を受けた細胞を傷害する

ことで接触皮膚炎の惹起相の形成に寄与する 14, 15。更に惹起された皮膚組織では様々

な細胞の浸潤がみられる。ここでは好酸球、肥満細胞、マクロファージに注目した。

好酸球は局所における免疫・炎症反応を調節し、血中や組織において様々な炎症性疾

患や感染症に関連して集積することが知られているが 16-18、皮膚疾患における好酸球

の役割に関しては不明な点が多い。肥満細胞はその表面に発現する high-affinity 
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receptor for IgE (FcεRI)刺激によって、プロテアーゼやヒスタミン、脂質メディエー

ターを放出し 19、接触皮膚炎の惹起相においてはヒスタミン放出に伴う血管透過性の

亢進に伴い、一般的に Th2型反応に寄与する 20, 21。マクロファージは様々な機能を有

し、中でも古典的活性化マクロファージ (M1マクロファージ)は細菌、原虫、および

ウイルスからの宿主防御に寄与し、選択的活性化マクロファージ (M2 マクロファー

ジ)は抗炎症作用と創傷治癒の調節に寄与する 22。惹起相においてマクロファージを欠

損すると、真皮に存在する DCと炎症部位に浸潤する T細胞とが集積せず、正常な惹

起反応が障害されることから、接触皮膚炎反応にも関与することが知られている 23。 
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図 1	 接触皮膚炎モデルのシェーマ  

	 感作相において、抗原ペプチドが皮膚に侵入すると、抗原提示細胞が抗原を取り込

み、鼠径および腋窩リンパ節(所属リンパ節)へと移動し、抗原特異的 T細胞を活性化

する。これにより抗原特異的 T細胞はエフェクターT細胞やメモリーT細胞へと分化

する。更に続く惹起相においては、抗原特異的 T細胞が再度抗原曝露を受けて再活性

化し、CD4陽性エフェクターTh細胞や CD8陽性細胞傷害性 T細胞へと分化、および

増殖するとともに、抗原を塗布した部位に浸潤して、IFN-γ を始めとする種々のサイ

トカインなどを放出し、皮膚炎反応が誘導される。Naïve mice: 未感作のマウス。

Sensitized mice: 感作させたマウス。Elicited mice: 感作後惹起させたマウス。Antigen: 

抗原。Skin: 皮膚。Antigen presenting cells (APCs): 抗原提示細胞。Activated APCs: 活

性化した抗原提示細胞。Lymph duct: リンパ管。Draining lymph nodes (DLNs): 所属リ

ンパ節。Activated and proliferated T cells: 活性化し増殖した T細胞。Blood vessels: 血

管。Endothelial cells: 血管内皮細胞。Activated T cells: 活性化 T細胞。Cytokines: サイ

トカイン。 
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	 他方、接触皮膚炎の感作相においては DC の存在が重要である。DC は形態学的に

樹状突起を有する細胞で、諸臓器に様々なサブセットが分布し、固有の機能を持つ。

マウス皮膚では表皮には LCが、真皮には主として CD103陽性 DCと CD103陰性 DC

が存在する 24-27。LCは T細胞の Th17細胞への誘導や CD8陽性 T細胞のクロスプレ

ゼンテーションの促進機能を有する 28, 29。また LCは、外来抗原が侵入するとエフェ

クターメモリーT細胞の増殖を促進し、制御性 T細胞の増殖を抑制する機能を有する

30。 

	 CD103陽性 DCはクロスプレゼンテーションに重要であり、Th1細胞の分化に寄与

する 31。CD103陰性 DCは主としてMHC class IIを提示し、制御性 T細胞や Th2細胞

の誘導に関与する 24。CD103陰性 DCの中には細胞表面にMGL2 (CD301b)を発現する

サブセットが存在し、MGL2陽性 CD103陰性 dDCが Th2型反応を選択的に誘導する

との報告がある 32-34。 

	 IRF5は IRF family に属する転写因子で、主として DCやマクロファージ、B細胞に

発現している。IRFはこれまでに 9つ同定されており、いずれも N末端に共通の DNA

結合ドメインを保持している。この DNA 結合ドメインを介して、類似の DNA 配列

に結合する。この配列は多数の遺伝子のプロモーター領域に存在し

interferon-stimulated response element (ISRE)と呼ばれている 35, 36。 IRF は pattern 
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recognition receptors (PRRs)の発見とともに免疫担当細胞の活性化を担う重要な調節作

用を持つ転写因子として注目を集めている。PRRs には大きく分けて、細胞膜に存在

する Toll 様受容体  (Toll like receptor; TLR)と細胞質内に存在する PRR である

retinoic-acid inducible gene I (RIG-I) familyの 2つが存在している 37。TLRは細菌やウイ

ルス、菌類および原虫などに由来する様々な pathogen-associated molecular patterns 

(PAMPs)を認識する 38, 39。TLRは全て intracellular Toll/IL-1 receptor (TIR)ドメインを有

し、そのアダプター分子によって下流にシグナルを伝達する。これらのアダプター分

子にはmyeloid differentiation factor 88 (MyD88)やTIR-domain-containing adaptor protein、

TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFNβ (TRIF)、 TRIF-related adaptor 

moleculeなどで構成されている。IRF familyはMyD88依存性経路と非依存的経路によ

り活性化されるとともに、TLRによって誘導される特異的な遺伝子発現に IRF family

が寄与する。IRF3は vesicular stomatitis virusおよび Newcastle disease virusを認識する

RIG-Iや encephalomyocarditis virusなどを認識する melanoma differentiation associated 

gene 5、polyinosinic-polycytidylic acidのアナログである double-strand RNAをリガンド

とするTLR3や lipopolysaccharide (LPS)をリガンドとするTLR4などにより活性化され

る。IRF7はこれらの PRRsに加え、imiquimodや single-strand RNAをリガンドとする

TLR7や cytidine phosphateguanosineモチーフをリガンドとする TLR9により活性化さ
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れる 37。IRF4は TLR4や TLR7および TLR9により活性化され 40、リン酸化酵素であ

る Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase 2によりリン酸化を受け、T細胞を

Th17細胞へと偏倚させる 41。  

	 IRF5は TLR下流のアダプター分子であるMyD88と直接結合し 42, 43、tumor necrosis 

factor receptor-associated factor (TRAF)6依存性にリン酸化され二量体となり、核内に移

行する (図 2)。IRF5は細菌の鞭毛成分である flagellinをリガンドとするTLR5やTLR4、

TLR7および TLR9の下流にあるとされる 37。IRF5は TLR刺激により ISREに結合し、

I型インターフェロンや IL-12p40遺伝子などのプロモーター活性を亢進させる 42, 44(図 

2)。また、IRF5はM1マクロファージのマーカーとして知られ 45、IL-12および IL-23

産生を促すことで、T細胞を Th1細胞もしくは Th17細胞へと分化させる 45。更に IRF5

欠損マウスでは内臓リーシュマニア感染において Th1 型反応が減弱することが知ら

れている 46。また pristane誘発全身性エリテマトーデスモデルマウスでは、IRF5の欠

損により野生型と比較してマウス血清中 IL-4 の増加もしくは腹腔内リンパ球が Th2

偏倚を来すことが知られている 47, 48。以上より IRF5は免疫応答、とりわけ Th1への

分化を誘導し、Th2への分化を抑制する転写因子と考えられる。 
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	 以上の背景をもとに、今回我々は IRF5欠損マウスを用いて DNFBによる Th1型接

触皮膚炎、FITCによる Th2型接触皮膚炎を誘発し、接触皮膚炎における IRF5の役割

を解明することを実験の目的とした。 
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図 2	 転写因子 IRF5のシェーマ  

	 IRF5は TLRの刺激により活性化する転写因子である。IRF5は TRAF6依存性に活

性化してリン酸化され、二量体となり核内移行する。IRF5 は様々な遺伝子プロモー

ター配列を有する ISREに結合することで、I型インターフェロンを産生し、炎症反応

を惹起する。TLR stimulation: TLRへの刺激。TLRs: Toll様受容体。MyD88: myeloid 

differentiation factor 88。 IRAK1:interleukin-1 receptor-associated kinase 1。 IRAK4: 

interleukin-1 receptor-associated kinase 4。TRAF6: tumor necrosis factor receptor-associated 

factor 6。ISRE: interferon- stimulated response element。Type I IFNs: I型インターフェロ

ン。Plasma membrane: 細胞膜。Cytoplasm: 細胞質。 Membrane: 核膜。Nucleus: 核。 
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方法  

動物  

	 IRF5欠損マウスは東京大学生産技術研究所 炎症・免疫制御学 社会連携研究部門 

谷口 維紹 先生より提供して頂いた。全ての実験は東京大学医学系研究科の動物倫理

規定に従って施行した。研究に用いたマウスは全て 8-14週齢であり、specific 

pathogen-free 条件下、12時間の明暗サイクル、水と餌を自由に摂取できる環境にて

飼育した。麻酔にはエチルエーテルの吸入を用い、エチルエーテルによる吸入麻酔

を深くすることで安楽死を行った。 

接触皮膚炎反応  

	 接触皮膚炎は DNFB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)もしくは FITC (Sigma-Aldrich)を

用いて行った 49。具体的に DNFBを用いた接触皮膚炎では、剃毛したマウスの腹部に

4:1 acetone/olive oil に溶解した 0.5%DNFBを 50µlずつ塗布し、同時に両足底にも

0.5%DNFBを 20µlずつ塗布することで感作 (day 0および day 1)した。5日後(day6)に、

感作したマウスの右耳介の腹側、背側に 4:1 acetone/olive oil に溶解した 0.25% DNFB

を 10µlずつ塗布し、皮膚炎を惹起した。FITCを用いた接触皮膚炎では、剃毛したマ

ウスの腹部に 1:1 acetone/dibutyl phthalateに溶解した 0.5% FITCを 400µl塗布すること

で感作 (day0および day1)した。5日後 (day6)に、感作したマウスの右耳介の腹側、
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背側に 1:1 acetone/dibutyl phthalateに溶解した 0.5% FITCを 10µlずつ塗布し、皮膚炎

を惹起した。実験は DNFBもしくは FITC感作後の野生型マウスと IRF5欠損マウス

群の各群 8匹ずつ用いて行った。以上の系では、いずれも惹起直前と惹起後 6、12、

24、36、48、72および 96時間の時点で耳介の厚さを計測した。耳介の厚さはダイヤ

ルシックネスゲージ (Adachi, Tokyo, Japan)を用いて測定し、耳介腫脹は[(惹起後の耳

介の厚さ)－(惹起直前の耳介の厚さ)]として計算した。 

組織切片と免疫染色  

	 DNFBもしくは FITCを用いて接触皮膚炎を惹起した野生型マウス、および IRF5欠

損マウスの耳介皮膚を 10%ホルマリンで固定してパラフィン包埋し、6µmの厚さで切

片を作成し、ヘマトキシリン・エオジン染色およびトルイジンブルー染色を行った。

コントロールには接触皮膚炎惹起前の野生型マウス、および IRF5欠損マウスの耳介

皮膚を用いた。免疫組織学的検討には VECTASTAIN ABC Kit (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA)を用いて、マクロファージ特異的抗体である抗 F4/80抗体 (Serotec, 

Oxford, U.K.)、抗 CD4抗体 (clone RM4-5; BD Pharmingen, San Diego, CA.)、抗 CD8抗

体 (clone 53-6.7; BD Pharmingen)による染色を行った。実験は DNFBもしくは FITC感

作後の野生型マウスと IRF5欠損マウス群およびとコントロールマウスの計 4群、各
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群 5匹ずつ用いて行った。細胞数の計測は光学顕微鏡を用いて行い、400倍率の視野

の下で無作為に 10ヶ所選択して計測を行い、それらの平均を取った。 

RNA抽出と定量 RT-PCR 

	 マウス腹部皮膚に抗原を塗布し、同一抗原による惹起直前 (day6)、および惹起後24

時間のマウス耳介組織を回収し、回収した耳介組織よりRNeasy Fibrous Tissue Mini Kit 

(QIAGEN, Valencia, CA)を用いてmRNAを抽出した。耳介組織mRNAの測定にはDNFB

もしくはFITC感作後の野生型マウスとIRF5欠損マウス群およびコントロールマウス

の各群6匹ずつ用いて行った。またマウスDCおよびT細胞からはTriReagent (Molecular 

Research Center, Cincinnati, OH)を用いて細胞を回収した後、mRNAを抽出した。mRNA

はその後iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories)を用いて逆転写を行い、

cDNAを作成した。用いたプライマーの配列を下記に記す(Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO)。GAPDH forward: 5’-CGT GTT CCT ACC CCC AAT GT-3’, reverse: 5’-TGT  CAT 

CAT ACT TGG CAG GTT TCT-3’; IFN-γ forward: 5’-AGC AAC AGC AAG GCG AAA 

A-3’, reverse: 5’-CTG GAC CTG TGG GTT GTT GA-3’; TNF-α forward: 5’-ACC CTC 

ACA CTC AGA TCA TCT TC-3’, reverse: 5’-TGG TGG TTT GCT ACG ACG T-3’; IL-4 

forward: 5’-ACG GAG ATG GAT GTG CCA AAC GTC-3’, reverse: 5’-CGA GTA ATC 

CAT TTG CAT GAT GC-3’; IL-6 forward: 5’-GAT GGA TGC TAC CAA ACT GGA T-3’, 
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reverse: 5’-CCA GGT AGC TAT GGT ACT CCA GA-3’; IL-10 forward: 5’-TTT GAA TTC 

CCT GGG TGA GAA-3’, reverse: 5’-ACA GGG GAG AAA TCG ATG ACA-3’; IL-12p40 

forward: 5’-CTC ACA TCT GCT GCT CCA CAA G-3’, reverse: 5’-AAT TTG GTG CTT 

CAC ACT TCA GG-3’; IRF4 forward: 5’-GCC CAA CAA GCT AGA AAG-3’, reverse: 

5’-TCT CTG AGG GTC TGG AAA CT-3’  

 合成したcDNAにSYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA)を

加え、定量的PCRは以下の条件でStep One Plus real-time PCR System (Applied 

Biosystems) を用いて行った。95℃、20秒間を1サイクル、95℃、3秒間の後に60℃、

30秒間というサイクルを40サイクル行った。Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) を用いてmRNAを標準化した。GAPDH PCR産物と比較して、ターゲットと

なる転写産物の相対発現量をDDCt methodにて算出した。即ち、fold inductionは2-[DDCt]

と定義され、ここでCtはthreshold cycle, つまりサンプルの比較蛍光がバックグランド

蛍光をこえるサイクル数をさす。Ct = [ターゲットとなる遺伝子のCt (発現量不明のサ

ンプル) - GAPDH のCt (発現量不明のサンプル)] - [ターゲットとなる遺伝子のCt (キ

ャリブレータのサンプル) - GAPDH のCt (キャリブレータサンプル)]。野生型マウス

におけるサイトカインmRNA発現量をキャリブレータとして使用した。 
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感作後鼠径および腋窩リンパ節由来細胞による養子移入実験  

	 ドナーマウスとして野生型マウスおよび IRF5欠損マウスに DNFBもしくは FITC

を用いて感作を行った。Day6に鼠径および腋窩リンパ節を回収し、細胞を分離した。

この細胞を 50万個ずつ 200µlの PBSに溶解して野生型マウス、および IRF5欠損マウ

スの尾静脈に注射した。尾静注の 24時間後に 0.25% DNFBもしくは 0.5% FITCを耳

介に塗布し、その 24時間後に耳介の厚さを計測し、耳介腫脹を求めた。実験はドナ

ー側として DNFBもしくは FITC感作後の野生型マウスおよび IRF5欠損マウス群、

レシピエント側として未感作の野生型マウスおよび IRF5欠損マウスの計 4群、各群

6匹ずつ用いて行った。 

表皮細胞シートにおける免疫組織学的染色  

	 未感作の野生型マウスもしくはIRF5欠損マウス耳介組織を回収し、真皮側を下にし

てNa-KHPO4バッファー (pH:6.8)＋0.5M NH4SCN 中で37℃、20分間培養を行った。

その後表皮シートを分離し、アセトン固定を行った後にphycoerythrin (PE)-conjugated 

anti-I-Ab antibody (AF6-120.1; BD Pharmingen, San Diego, CA)を用いて染色を行った。そ

の後蛍光顕微鏡Keyence Biozero (BZ 8000, Keyence, Osaka, Japan)を用いて、I-Ab陽性細

胞を発色させた上で400倍の倍率で、I-Ab陽性細胞数を計測した。実験は未感作の野生

型マウスおよびIRF5欠損マウスの計2群、各群5匹ずつを用いて行った。 
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鼠径および腋窩リンパ節内 DCの測定  

	 FITC のみにて経皮感作を行い 48 時間後に野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスか

ら鼠径および腋窩リンパ節を回収した。これらを 1mg/ml collagenase D (Sigma-Aldrich)

および 0.2 mg/ml deoxyribonuclease (Sigma-Aldrich)を用いて 37℃、30分間培養して細

胞懸濁液を作成した。同液を 70µmのメッシュで濾過し、PE-conjugated mAb anti-I-Ab 

antibody (BD Pharmingen)および phycoerythrin/cyanin 7 (PE/Cy7)-conjugated anti-mouse	 

CD11c (BioLegend, San Diego, CA )を用いて細胞表面の I-Abおよび CD11cを染めた。

鼠径および腋窩リンパ節中に存在する FITC 陽性 I-Ab陽性 CD11c 陽性細胞の割合を

FACScan flow cytometer (BD Pharmingen)を用いて計測した。実験には FITCを腹部に塗

布した野生型マウスおよび IRF5欠損マウスの各群 5匹ずつを用いて行った。 

抗原特異的 T細胞分裂能評価  (Bromodeoxyuridine (BrdU)アッセイ) 

	 DNFBもしくは FITCにて感作を行い 5日後に野生型マウス、および IRF5欠損マウ

スの鼠径および腋窩リンパ節を回収し、同様の手順で細胞懸濁液を作成した。その後

細胞懸濁液を mitomycin C (Calbiochem)を用いて処理したものを抗原提示細胞とした。

T細胞は細胞懸濁液より Pan T Cell Isolation Kit II (mouse) (Miltenyi Biotec, Auburn, CA)

を用いて分離した。50万個の抗原提示細胞と 50万個の T細胞とを DNFBの水溶性ア

ナログである 2,4-dinitrobenzene sulfonic acid (DNBS) 0.4ｍM含有培養液、0.005%FITC
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含有培養液もしくは培養液のみの条件で 2 日間共培養した。細胞培養後、Cell 

proliferation ELISA, BrdU (Roche Applied Science, Manheim, Germany)を用いて細胞増殖

能を測定した。実験には抗原提示細胞として DNFBもしくは FITCを感作させた野生

型マウスおよび IRF5欠損マウスの各群 3匹と、T細胞側として DNFBもしくは FITC

を感作させた野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスの各群 5 匹ずつを用いた。細胞の

共培養は、野生型抗原提示細胞および野生型 T細胞もしくは IRF5欠損抗原提示細胞

および野生型 T細胞を DNBS、FITCもしくは培養液単独で培養する計 4群を 10個の

wellに割り付けて行った。 

DCおよび T細胞との DNBSもしくは FITC含有共培養系でのサイトカイン発現

の検討  

	 In vitro での T 細胞からのサイトカイン発現を検討するために、DNBS 

(Sigma-Aldrich) もしくは FITCを用いた。鼠径および腋窩リンパ節はDNFB、FITC感

作の 5 日後に野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスからそれぞれ回収し、上記の手順

を用いて細胞懸濁液を作成した。DC は細胞懸濁液より CD11c (N418) MicroBeads 

(Miltenyi Biotec)を用いて分離した。T細胞は上記の手順を用いて分離した。10万個の

DCと 50万個の T細胞を 200µlの 0.4ｍM DNBSもしくは 0.005%FITC含有培養液も

しくは培養液のみの条件で 2 日間共培養した。その後培養上清を回収し、細胞は
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TriReagent (Molecular Research Center)を用いて回収し、上記の手順により cDNAを作

成後、定量的 RT-PCR 法を用いて、共培養系における IFN-γ、IL-12p40、IL-4 の

mRNA発現を検討した。実験には樹状細胞側としてDNFBもしくは FITCを感作させ

た野生型マウスおよび IRF5欠損マウスの各群 5匹と、T細胞側として DNFBもしく

はFITCを感作させた野生型マウスおよび IRF5欠損マウスの各群 5匹を用いて、DNBS、

FITCもしくは培養液単独で培養する計 4群を 10個の wellに割り付けて行った。 

DCのIL-12産生の測定  

	 野生型マウスおよびIRF5欠損マウス腹部皮膚にDNFBを用いて感作の5日後に鼠径

および腋窩リンパ節を回収し、上記の手順を用いて細胞懸濁液を作成した。同液を

70µmのナイロンメッシュで濾過し、0.4ｍM DNBS含有培養液中で2日間共培養を行っ

た。その後brefeldin A (10 µg/ml; Sigma-Aldrich)、ionomycin (2 µg/ml; Sigma-Aldrich)、

phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (25 ng/ml; Sigma-Aldrich)を加えて5時間培養し、

intracellular Foxp3 with anti-Foxp3 Staining set FITC (eBioscience)キット内に含まれる試

薬を用いてintracellular stainingを行った。細胞表面抗体の染色にはPE/Cy7-conjugated 

anti-mouse CD11c (BioLegend)、PE-conjugated anti-I-Ab antibody (BD Pharmingen)を用い

た。死細胞は7-AAD (Life Technologies, Carlsbad, CA)により除去した。細胞内サイトカ

イン染色にはallophycocyanin (APC)-conjugated anti-mouse IL-12 (BioLegend)を用いた。
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実験にはDNFBに感作させた野生型マウスおよびIRF5欠損マウスの計2群、各群4匹ず

つを用いて行った。 

鼠径および腋窩リンパ節における MGL2 陽性 PDL2 陽性 CD103 陰性 dDC の割

合の測定  

	 FITC 感作後 24 時間の時点で野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスの鼠径および腋

窩リンパ節を回収し、上記の手順を用いて細胞懸濁液を作成した。同液を 70µmのメ

ッシュで濾過し、細胞表面を PE/Cy7 anti-mouse CD11c(BioLegend)、APC anti-mouse 

CD103 (BioLegend)、PE-conjugated anti-mouse CD301b(BioLegend)、Biotin-conjugated 

anti-mouse CD273 (B7-DC, PDL2) (BioLegend) 、 APC/Cy7-conjugated Streptavidin 

(BioLegend)を用いて染色した。FACScan flow cytometer (BD Pharmingen)により鼠径お

よび腋窩リンパ節中のMGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 CD11c陽性 dDCの割合を調

べた。実験には未感作の野生型マウスおよび IRF5欠損マウスの計 2群、各群 3匹ず

つと FITC感作後の野生型マウスおよび IRF5欠損マウスの計 2群、各群 5匹ずつを用

いて行った。 

統計解析  

	 統計解析には GraphPad Prism 6 を用いた。統計学的な有意差は 2 群間であれば

Mann-Whitney U testにより、多群間であれば one-way ANOVAとBonferroni post hoc test
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による解析を行った。マウス惹起後耳介組織の腫脹を時系列で評価した検討では

two-way ANOVAと Bonferroni post hoc testによる解析を行った。P < 0.05を統計学的

に有意と考えた。値は平均値±標準誤差(standard error of the mean; SEM)で表記した。 
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結果  

1) IRF5欠損マウスでは Th1型の反応が主体の DNFBを用いた接触皮膚炎が減弱

していた  

	 IRF5 の接触皮膚炎における役割を明らかにするため、始めに Th1 型の反応が主体

の DNFBを用いた接触皮膚炎に関する検討を行った。DNFBを用いて感作を行った野

生型マウスもしくは IRF5欠損マウスの耳介皮膚に DNFBを塗布し、接触皮膚炎を惹

起し、惹起前後の耳介腫脹を計測した。野生型および IRF5 欠損マウスにおける耳介

腫脹は、共に DNFBによる惹起後 24時間の時点でピークに達し、その後徐々に腫脹

は軽減した（図 3）。IRF5 欠損マウスは野生型マウスと比較し、全経過を通じて耳介

腫脹が減弱しており、殊に惹起後 12時間、24時間、36時間および 48時間の時点で

有意な耳介腫脹の減弱がみられた (図 3)。次に、惹起後の耳介皮膚について組織学的

検討を行った。DNFB惹起後 24時間の時点における組織像では、IRF5欠損マウスに

おける耳介組織の浮腫は野生型マウスと比較して軽度であった (図 4)。また、耳介組

織の浸潤細胞数を計測したところ、IRF5欠損マウスでは野生型と比較し、惹起 24時

間後における好酸球数、CD4陽性細胞数、CD8陽性細胞数が何れも有意に減少してい

た (図 5)。 以上の結果より IRF5欠損マウスは野生型マウスと比較して、Th1型の反

応が主体の DNFBを用いた接触皮膚炎が減弱していた。 
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図 3	 野生型マウスおよび IRF5欠損マウスにおける DNFBを用いた接触皮膚炎

反応  

	 DNFB による接触皮膚炎反応。感作したマウスを DNFB で惹起した後、96 時間ま

での耳介腫脹の計時的変化を示す。データは平均値±SEMを用いて表した。各群 n = 8。

解析には two-way ANOVAと Bonferroni post hoc testを用いた。*p < 0.05。**p < 0.01。 
 

 

 

図 4	 野生型マウスおよび IRF5欠損マウスにおける DNFBを用いた接触皮膚炎

惹起後 24時間の耳介組織  

	 DNFBによる接触皮膚炎の耳介組織のヘマトキシリン・エオジン染色像（倍率は 200

倍、barは 50μmを表す）。代表的な組織像を示す。 
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図 5	 野生型マウスおよび IRF5欠損マウスにおける DNFBを用いた接触皮膚炎

惹起前後の耳介組織における細胞浸潤数の検討  

	 DNFB による接触皮膚炎の惹起前後に耳介組織に浸潤している好酸球、肥満細胞、

マクロファージ、CD4陽性 T細胞、CD8陽性 T細胞数。惹起直前(0時間)、惹起後 24

時間の耳介を用いた。組織を 400倍で観察し、一視野あたりの細胞数を計測した。細

胞計測は一切片あたり 10 視野ずつ行った。データは平均値±SEM を用いて表した。

各群 n = 5。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5欠損マウス。解析には one-way ANOVAと

Bonferroni post hoc testによる多群間解析を用いた。*p < 0.05。**p < 0.01。 
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2) IRF5欠損マウスでは Th2型の反応が主体の FITCを用いた接触皮膚炎が増強

していた  

	 次に Th2 型の反応が主体の FITC を用いた接触皮膚炎に関して検討を行った。	 

FITC を用いて感作を行った野生型マウスもしくは IRF5 欠損マウスの耳介皮膚に

FITC を塗布し、接触皮膚炎を惹起し、惹起前後の耳介腫脹を計測した。野生型およ

び IRF5欠損マウスにおける耳介腫脹は、共に FITCによる惹起後 24時間の時点でピ

ークに達し、その後徐々に腫脹は軽減した（図 6）。IRF5 欠損マウスは野生型マウス

と比較し、惹起後 12時間、24時間および 36時間の時点で有意に耳介腫脹が増強して

いた    (図 6)。次に、惹起後の耳介皮膚について組織学的検討を行った。FITC惹起

後 24時間の時点における組織像では、IRF5欠損マウスにおける耳介組織の浮腫は野

生型マウスと比較して増加していた (図 7)。また、耳介組織の浸潤細胞数を計測した

ところ、IRF5欠損マウスでは野生型と比較し、惹起 24時間後における好酸球数、CD4

陽性細胞数、CD8 陽性細胞数が何れも有意に増加していた (図 8)。 以上の結果より

IRF5欠損マウスは野生型マウスと比較して、Th2型の反応が主体の FITCを用いた接

触皮膚炎が増強していた。 
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図 6	 野生型マウスおよび IRF5欠損マウスにおける FITCを用いた接触皮膚炎

反応  

	 FITCによる接触皮膚炎反応。感作したマウスを同一抗原で惹起後 96時間までの耳

介腫脹の計時的変化を示す。データは平均値±SEMを用いて表した。各群 n = 8。解析

には two-way ANOVAと Bonferroni post hoc testを用いた。*p < 0.05。**p < 0.01。 
 

 

 

 

図 7	 野生型マウスおよび IRF5欠損マウスにおける FITCを用いた接触皮膚炎

惹起後 24時間の耳介組織  

	 FITCによる接触皮膚炎の耳介組織のヘマトキシリン・エオジン染色像（倍率は 200

倍、barは 50μmを表す）。代表的な組織像を示す。 
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図 8	 野生型マウスおよび IRF5欠損マウスにおける FITCを用いた接触皮膚炎

惹起前後の耳介組織における細胞浸潤数の検討  

	 FITC による接触皮膚炎の惹起前後に耳介組織に浸潤している好酸球、肥満細胞、

マクロファージ、CD4陽性 T細胞、CD8陽性 T細胞数。惹起直前(0時間)、惹起後 24

時間の耳介を用いた。組織を 400倍で観察し、一視野あたりの細胞数を計測した。細

胞計測は一切片あたり 10 視野ずつ行った。データは平均値±SEM を用いて表した。

各群 n = 5。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5欠損マウス。解析には one-way ANOVAと

Bonferroni post hoc testによる多群間解析を用いた。*p < 0.05。**p < 0.01。 
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3) IRF5欠損マウス耳介組織では DNFBによる接触皮膚炎においては Th1サイト

カインである IFN-γの発現が低下し、FITC による接触皮膚炎においては Th2

サイトカインである IL-4の発現が増加した  

	 次に、接触皮膚炎を惹起した耳介組織内のサイトカインの発現量について検討した。 

Th1細胞は主として IFN-γを産生する一方で、Th2細胞は主として IL-4などを産生す

る 50, 51。惹起直前および最も腫脹の強い惹起後 24 時間の耳介組織を回収し、定量的

RT-PCR法を用いて惹起後耳介組織における IFN-γおよび IL-4 mRNAの発現量を検

討したところ、DNFB惹起後の IRF5欠損マウス耳介組織内 IFN-γの mRNA発現量は

野生型マウスと比較し、有意に低下していた (図 9) 。次に FITCで惹起した耳介組織

内サイトカインの発現量を検討したところ、IRF5欠損マウス耳介組織内 IL-4のmRNA

発現量は野生型マウスと比較し、有意に増加していた (図 9)。 以上より IRF5の欠損

によりDNFBを用いた接触皮膚炎では Th1サイトカインである IFN-γの発現が低下す

る一方で、FITCを用いた接触皮膚炎では Th2サイトカインである IL-4の発現が増加

していた。 
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図 9  惹起後耳介組織における IL-4および IFN-γ  mRNAの発現（DNFBもしく

は FITC）  

	 DNFBおよびFITCによる接触皮膚炎を起こした耳介組織における IL-4および IFN-γ 

mRNAの発現。惹起直前、惹起後 24時間の耳介組織を用いた。データは平均値±SEM

を用いて表した。各群 n = 6。解析には one-way ANOVAと Bonferroni post hoc testによ

る多群間解析を用いた。*p < 0.05。**p < 0.01。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5欠損マ

ウス。 
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4) IRF5 欠損マウスにおける DNFB を用いた Th1 型接触皮膚炎反応の減弱と

FITCを用いた Th2型接触皮膚炎反応の増強は感作相の異常に起因する  

	 これまでの検討で IRF5 の欠損により Th1 型接触皮膚炎反応が減弱し、Th2 型反応

が増強することが示された。接触皮膚炎は感作相と惹起相の 2相によって構成される

免疫反応であるため、次に IRF5 欠損により生じる Th1/Th2 型反応の異常が感作相と

惹起相のいずれによるものかについて検討した。DNFBで感作した野生型マウス、お

よび IRF5欠損マウス鼠径および腋窩リンパ節細胞を回収し、未感作の野生型マウス、

および IRF5欠損マウスに養子移入を行った後、耳介皮膚に DNFBを塗布して惹起を

行った。野生型マウス鼠径および腋窩リンパ節細胞を移入した野生型マウスと IRF5

欠損マウスの皮膚炎惹起後耳介腫脹は同程度であった (野生型マウスドナー+野生型

マウスレシピエント: 5.00±0.48 x10-2mm, 野生型マウスドナー+IRF5欠損マウスレシ

ピエント: 4.67±0.33 x10-2mm ) (図 10a)。 一方、IRF5欠損マウス鼠径および腋窩リン

パ節細胞を移入した野生型マウス、および IRF5 欠損マウスの皮膚炎惹起後耳介腫脹

は、野生型マウス鼠径および腋窩リンパ節細胞を移入した群と比較し、有意に減弱し

ていた (IRF欠損マウスドナー+野生型マウスレシピエント: 1.67±0.33 x10-2mm, IRF5

欠損マウスドナー+IRF5欠損マウスレシピエント: 1.00±0.00 x10-2mm ) (図 10a)。 

	 次に FITC を用いて同様の実験を行った。野生型マウス鼠径および腋窩リンパ節細
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胞を移入した野生型マウスと IRF5 欠損マウスの皮膚炎惹起後耳介腫脹は同程度であ

った (野生型マウスドナー+野生型マウスレシピエント: 4.80±0.37 x10-2mm, 野生型

マウスドナー+IRF5欠損マウスレシピエント: 4.60±0.25 x10-2mm ) (図 10b)。一方 IRF5

欠損マウス鼠径および腋窩リンパ節細胞を移入した野生型マウス、および IRF5 欠損

マウスの皮膚炎惹起後耳介腫脹は、野生型マウス鼠径および腋窩リンパ節細胞を移入

した群と比較し、有意に増強していた (IRF欠損マウスドナー+野生型マウスレシピエ

ント: 6.00±0.32 x10-2mm, IRF5欠損マウスドナー+IRF5欠損マウスレシピエント: 7.20

±0.58 x10-2mm ) (図 10b)。 

	 感作相は、抗原を取り込んだ DCが鼠径および腋窩リンパ節へと移動してナイーブ

T細胞を活性化し分化させるまでの段階に相当する。IRF5欠損に伴う接触皮膚炎の反

応異常は、レシピエントにおける IRF5の欠損に依存せず、ドナーにおける IRF5の欠

損に依存すると考えた。ここでドナーとして用いた細胞は感作によって抗原特異的

に増殖した細胞である。通常 IRF5は T細胞では発現しないとされている。従って

IRF5欠損による DNFBを用いた Th1型接触皮膚炎反応の減弱と FITCを用いた Th2

型接触皮膚炎反応の増強は、感作相での異常によるものと考えられた。 
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図 10  感作後の鼠径および腋窩リンパ節由来細胞による養子移入実験   

	 DNFBもしくは FITCを野生型マウスおよび IRF5欠損マウスに経皮感作した後に鼠

径および腋窩リンパ節を回収した。回収した鼠径および腋窩リンパ節から細胞懸濁液

を作成し、未感作の野生型マウス、および IRF5 欠損マウスの尾静脈より移入を行っ

た。 

(a) 感作したマウスより養子移入を行いDNFBで惹起して 24時間後の耳介腫脹を示す。

データは平均値±SEMを用いて表した。各群 n = 6。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5

欠損マウス。解析には one-way ANOVAと Bonferroni post hoc testによる多群間解

析を用いた。**p < 0.01。N.S.=有意差なし。 

(b) 感作したマウスより養子移入を行いFITCで惹起して 24時間後の耳介腫脹を示す。

データは平均値±SEMを用いて表した。各群 n = 6。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5

欠損マウス。解析には one-way ANOVAと Bonferroni post hoc testによる多群間解

析を用いた。**p < 0.01。N.S.=有意差なし。 
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5) IRF5欠損マウスと野生型マウスとの間で表皮 DC数に差はみられなかった  

	 ここまでの検討で IRF5 の欠損による Th1 型接触皮膚炎の反応の減弱と、Th2 型接

触皮膚炎の反応の増強は感作相での異常に伴うことが考えられたので、次に野生型マ

ウスおよび IRF5欠損マウスの表皮DC数の検討を行った。表皮内ではLCがMHC class 

IIを発現することが知られている。ここではMHC class IIのマーカーの一つである抗

I-Ab抗体を用いて、表皮 DC を染色した。未感作の野生型マウスおよび IRF5 欠損マ

ウスの耳介表皮シートを用いて、表皮 DC数を検討したところ、野生型マウスと IRF5

欠損マウスとの間に有意差はみられなかった (図 11a, 11b)。また IRF5 欠損表皮 DC

と野生型表皮 DCとの間に細胞密度や分布に大きな違いはなく、形態学的異常も明ら

かではなかった。以上の結果より、IRF5 欠損マウスにおける感作相での異常は表皮

DC数の差異により生じるものではないと考えられた。 
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(a) 

 

(b) 

 

図 11  未感作の野生型マウスおよび IRF5欠損マウスの表皮 DC数  

	 未感作の野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスの耳介を採取し、表皮シートを作成

した。表皮 DCを抗 I-Ab抗体を用いて染色し、I-Ab陽性細胞数を計測した。 

(a) 野生型マウスおよび IRF5欠損マウス耳介表皮シート由来 I-Ab陽性細胞。代表的

な結果を示す。組織を 400 倍で観察した。Bar は 50μm。WT:野生型マウス。

IRF5-/-:IRF5欠損マウス。 

(b) 表皮シート上の I-Ab陽性細胞数。各群 n=5。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5欠損

マウス。組織を 400倍で観察し、一視野あたりの細胞数をカウントした。カウン

トは一切片あたり 10 視野ずつ行った。データは平均値±SEM を用いて表した。

各群 n=5。解析にはMann-Whitney U test を用いた。N.S.=有意差なし。 
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6) IRF5 欠損マウスと野生型マウスとの間で鼠径および腋窩リンパ節における

抗原を取り込んだ抗原提示細胞数に差はみられなかった  

	 次に IRF5 欠損抗原提示細胞と野生型抗原提示細胞の抗原取り込み能ならびに遊走

能について検討を行った。野生型マウスおよび IRF5欠損マウス腹部皮膚に FITCを塗

布し、鼠径および腋窩リンパ節における FITC を取り込んだ抗原提示細胞について、

フローサイトメトリーを用いてCD11c陽性 I-Ab陽性 FITC陽性細胞の割合を検討した。

すると、野生型マウスと IRF5欠損マウスとの間に差はみられなかった (野生型: 45.1

±0.55%, IRF5欠損マウス: 44.2±0.38%) (図 12a, 12b)。以上の結果より IRF5を欠損し

ても、抗原提示細胞の抗原取り込み能ならびに遊走能には異常を来さないことが考え

られた。 
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図 12  野生型マウスおよび IRF5 欠損マウス鼠径および腋窩リンパ節における

CD11c陽性 I-Ab陽性 FITC陽性細胞数  

	 FITC を経皮感作し 48 時間後に野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスの鼠径および

腋窩リンパ節を回収し、CD11c, I-Abで染色した。CD11cで gatingした後に、I-Ab陽性

FITC陽性細胞の解析を行った。 

(a) 野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスの鼠径および腋窩リンパ節における CD11c

陽性 I-Ab陽性 FITC陽性細胞。代表的な結果を示す。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5

欠損マウス。 

(b) 野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスの鼠径および腋窩リンパ節における CD11c

陽性 I-Ab陽性 FITC陽性細胞の割合。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5欠損マウス。

データは平均値±SEMを用いて表した。各群 n=4。解析には Mann-Whitney U test

を用いた。 N.S.=有意差なし。 
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7) 感作相での IRF5欠損に伴う Th1型反応の減弱と Th2型反応の増強は DCに

起因する可能性がある  

	 次に IRF5欠損抗原提示細胞による抗原特異的 T細胞の活性化に与える影響につい

て検討した。DNFB にて感作した野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスの鼠径および

腋窩リンパ節より細胞を回収し、mitomycin Cを用いて細胞増殖を停止させ、抗原提

示細胞として用いた。また DNFB感作後野生型マウスの鼠径および腋窩リンパ節より

T 細胞を分離・回収した。この両者を DNFB の水溶性アナログである DNBS 含有培

養液で共培養し、BrdU アッセイを用いて T 細胞の増殖能について検討した。野生型

と比べて IRF5 欠損抗原提示細胞の T 細胞増殖能は、有意に低下していた (図 13a)。

一方、FITCを用いて同様の実験を行ったところ、野生型と比べて IRF5欠損抗原提示

細胞の T細胞増殖能は、有意に亢進していた (図 13b)。  

	 次に DNFB もしくは FITC にて感作した野生型マウス、および IRF5 欠損マウスの

鼠径および腋窩リンパ節より DCを回収し、同様に感作後の野生型マウスの鼠径およ

び腋窩リンパ節より T細胞を回収した。この両者と DNBSもしくは FITCを加えて共

培養を行い、サイトカインの発現量を検討した。すると野生型と比較し IRF5欠損 DC

を用いた場合は、DNBS含有培養液中細胞における IFN-γおよび IL-12p40 mRNAの発

現量は有意に低下した。その一方で、FITC含有培養液中細胞における IL-4 mRNAの
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発現量は有意に増加していた (図 14)。 以上より IRF5 を欠損した DC により DNFB

感作下では T細胞の増殖が低下するとともに、IFN-γおよび IL-12p40 mRNA発現が

低下する一方、FITC感作下では T細胞の増殖が増加するとともに、IL-4 mRNA発現

が増加した。従って、DC における IRF5 欠損が Th1 型接触皮膚炎反応の減弱と Th2

型接触皮膚炎反応の増強に関与している可能性が考えられた。 
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図 13  BrdUアッセイによる抗原特異的 T細胞増殖能の検討  

	 DNFBもしくは FITCにて経皮感作した野生型マウスおよび IRF5欠損マウスの鼠径

および腋窩リンパ節より細胞を回収し、mitomycin 処理を施し、抗原提示細胞として

用いた。DNFBもしくは FITC経皮感作後の野生型マウスより T細胞を分離し、この

両者に DNBSもしくは FITCを加えて共培養を行い、BrdUアッセイキットを用いて T

細胞の増殖能の検討を行った。 

(a) 抗原提示細胞と T細胞を分離し、この両者に DNBSを加えて 2日間共培養を行っ

た。BrdUアッセイキットを用いて T細胞の増殖能の検討を行った。WT:野生型マ

ウス。IRF5-/-:IRF5 欠損マウス。Control:培養液のみ。DNBS:培養液に DNBS を添

加。データは平均値±SEMを用いて表した。各群 n=10。解析には one-way ANOVA

と Bonferroni post hoc testによる多群間解析を用いた。*p < 0.05。**p < 0.01。 

(b) 抗原提示細胞と T 細胞を分離し、この両者に FITC を加えて 2 日間共培養を行っ

た。BrdUアッセイキットを用いて T細胞の増殖能の検討を行った。WT:野生型マ

ウス。IRF5-/-:IRF5欠損マウス。Control:培養液のみ。FITC:培養液に FITCを添加。

データは平均値±SEMを用いて表した。各群 n=10。解析には one-way ANOVAと

Bonferroni post hoc testによる多群間解析を用いた。**p < 0.01。 
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図 14	 野生型マウスもしくは IRF5 欠損マウス由来 DC と T 細胞との共培養に

おけるサイトカイン発現の検討  

	 感作後の野生型および IRF5欠損マウスの鼠径および腋窩リンパ節より CD11c陽性

細胞を分離・回収した。感作後の野生型マウス鼠径および腋窩リンパ節より T細胞を

分離・回収した。この両者に DNBSもしくは FITCを加えて共培養を行った。2日後

に細胞を TriReagentを用いて回収し、サイトカイン産生を RT-PCR法を用いて検討し

た。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5 欠損マウス。Control:培養液のみ。DNBS:培養液

にDNBSを添加。FITC:培養液に FITCを添加。データは平均値±SEMを用いて表した。

各群 n = 10。解析には one-way ANOVAと Bonferroni post hoc testによる多群間解析を

用いた。*p < 0.05。**p < 0.01。 
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8) IRF5欠損による Th1型反応の減弱は DCにおける IL-12の産生低下に起因す

る可能性がある  

	 接触皮膚炎の感作相では DCが重要である。IRF5は DC、マクロファージ、B細胞

に発現し、通常 T 細胞では発現しないことより、DC に着目して研究を進めた。Th1

型反応ではDCから産生される IL-12により、T細胞がTh0からTh1 へと分化する 52-54。

更に IRF5は IL-12のプロモーター領域に結合し IL-12の発現調節を行うため 42, 45、IRF5

欠損マウスにおける Th1型反応の減弱は DC由来 IL-12の産生低下に起因すると考え

た。野生型マウス、および IRF5 欠損マウスの腹部皮膚に DNFB を用いて感作し、5

日後に鼠径および腋窩リンパ節を回収した後、鼠径および腋窩リンパ節における DC

の IL-12産生について検討した。CD11c陽性 I-Ab陽性細胞の中で IL-12産生細胞の割

合は野生型マウスと比較し、IRF5 欠損マウスでは有意に低下していた (野生型: 8.52

±0.65%, IRF5欠損マウス: 3.08±0.42%) (図 15a, 15b)。以上より、IRF5欠損マウスに

おける DNFBによる Th1型接触皮膚炎の減弱は、DC由来 IL-12の産生低下に伴うこ

とが考えられた。 
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図 15  鼠径および腋窩リンパ節における DC内 IL-12産生の検討  

	 DNFB により感作した野生型マウスおよび IRF5 欠損マウスの鼠径および腋窩リン

パ節を回収し、PMA+Ionomycin で刺激を加えた。Brefeldin A を用いて細胞内蛋白輸

送阻害を行い、細胞内サイトカインの発現を検討した。細胞表面を CD11c, I-Abで染

色し、7-AADを用いて死細胞を除去した。 

(a) DNFB感作後野生型マウスおよび IRF5欠損マウスの鼠径および腋窩リンパ節にお

ける CD11c陽性 I-Ab陽性 IL-12陽性細胞の割合。代表的な結果を示す。WT: 野生

型マウス。IRF5-/-: IRF5欠損マウス。 

(b) CD11c陽性 I-Ab陽性 IL-12陽性細胞の割合。WT: 野生型マウス。IRF5-/-: IRF5欠

損マウス。データは平均値±SEMを用いて表した。解析にはMann-Whitney U test

を用いた。**p < 0.01。各群 n=4。 
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9) IRF5 欠損により鼠径および腋窩リンパ節中の MGL2 陽性 PDL2 陽性 CD103

陰性 dDCの割合が増加する可能性がある  

	 次に、DC における IRF5 欠損が如何に Th2 型反応増強に繋がるのかについて検討

を行った。選択的に Th2 型反応を誘導する DC として、近年 MGL2 陽性 PDL2 陽性

CD103陰性 dDCが報告された 32, 33, 55。MGL2は DCに発現する唯一のガラクトース

型 C型レクチンであり、PDL2は DC上に発現する共刺激分子の一つである。皮膚に

おける PDL2陽性 DCにはMGL2の発現がみられ、MGL2陽性 PDL2陽性 dDCは網羅

的遺伝子発現解析の結果、IRF4を高発現することが知られている 55。IRF4 はMyD88

と直接的に結合し、IRF5との間で競合的なMyD88結合を示し、IRF5の活性化を抑制

する調節因子として機能する。従って、IRF5欠損 DCにおいては転写因子 IRF4の発

現が亢進し、それに伴いMGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCの割合が増加するこ

とが考えられる。そこで未感作もしくは FITCにて感作した野生型マウス、および IRF5

欠損マウスの鼠径および腋窩リンパ節から DCを回収し、これらの細胞における IRF4 

mRNAの発現量を定量的RT-PCR法を用いて検討した。未感作の状態では野生型DC、

および IRF5欠損DCにおける IRF4 mRNAの発現量に差はみられなかった (図16)。 そ

の一方で、FITCにて感作すると、IRF5欠損 DCにおける IRF4 mRNAの発現量は野

生型 DCと比較し、有意に亢進していた (図 16)。 
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図 16  鼠径および腋窩リンパ節由来 DCにおける IRF4 mRNA発現の検討  

	 FITCにて経皮感作もしくは未感作の野生型マウス、および IRF5欠損マウスの鼠径

および腋窩リンパ節を回収し、CD11c 陽性細胞を分離した。RT-PCR 法を用いて DC

内 IRF4 mRNAの発現量を検討した。データは平均値±SEMを用いて表した。各群 n=5。

解析には one-way ANOVAと Bonferroni post hoc testによる多群間解析を用いた。**p < 

0.01。WT:野生型マウス。IRF5-/-:IRF5 欠損マウス。Control: 未感作の鼠径および腋窩

リンパ節由来 CD11c 陽性細胞。FITC: FITC 感作後の鼠径および腋窩リンパ節由来

CD11c陽性 DC。 
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	 次に、鼠径および腋窩リンパ節中MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCの割合を

検討した。MGL2陽性 DCは FITCにて経皮感作後 1日目に鼠径および腋窩リンパ節

での発現が約 50%になるとされ、4日目には約 10%まで低下することが過去の報告で

示されている 32。以上より、FITC にて経皮感作後 1 日目の鼠径および腋窩リンパ節

におけるMGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCの割合をフローサイトメトリーを用

いて測定した。FITCにて感作を行った IRF5欠損マウスでは野生型マウスと比較して、

MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCの割合は有意に増加していた(野生型: 15.5±

0.45%, IRF5欠損マウス: 19.6±0.27%) (図 17a, 17b)。以上の結果より IRF5欠損マウス

において FITCによる Th2型接触皮膚炎反応が増強する要因として、 IRF5欠損によ

り DCにおける IRF4 mRNAの発現が亢進し、その結果 Th2型反応を誘導するMGL2

陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCの鼠径および腋窩リンパ節における割合が増加する

のではないかと考えられた。 
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図 17  鼠径および腋窩リンパ節におけるMGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDC

の検討  

	 FITCにて経皮感作した野生型マウス、および IRF5欠損マウスの鼠径および腋窩リ

ンパ節を回収し細胞懸濁液を作成した。7-AAD を用いて死細胞を除去し、CD11c 陽

性・CD103陰性細胞で gatingした後に、MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCを染

色した。 

(a) 野生型マウス、および IRF5欠損マウスの鼠径および腋窩リンパ節におけるMGL2

陽性 PDL2 陽性 CD103 陰性 dDC。代表的な結果を示す。WT:野生型マウス。

IRF5-/-:IRF5 欠損マウス。Control: 未感作の鼠径および腋窩リンパ節由来細胞。

Sensitized: 感作後の鼠径および腋窩リンパ節由来細胞。MGL2: macrophage 

galactose-type C-type lectin 2。PDL2: programmed cell death ligand 2。 

(b) 野生型マウス、および IRF5欠損マウスの鼠径および腋窩リンパ節におけるMGL2

陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDC数。データは平均値±SEMを用いて表した。コン

トロールは各群 n=3。FITC 感作後は各群 n=5。解析には one-way ANOVA と

Bonferroni post hoc testによる多群間解析を用いた。**p < 0.01。WT:野生型マウス。

IRF5-/-:IRF5 欠損マウス。Control: 未感作の鼠径および腋窩リンパ節由来細胞。

FITC: FITC 感作後の鼠径および腋窩リンパ節由来細胞。MGL2: macrophage 

galactose-type C-type lectin 2。PDL2: programmed cell death ligand 2。 
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考察  

	 今回 IRF5欠損マウスにおいて DNFBによる Th1型接触皮膚炎反応が減弱する一方

で、FITCによる Th2型接触皮膚炎反応が増強することを明らかにした。IRF5は TLR

刺激により活性化する転写因子である。TLRは細菌や寄生虫、ウイルスや菌類などが

発現する PAMPs を認識するが、ハプテン刺激により活性化される。ヒトにおける接

触皮膚炎の代表的なハプテンであるニッケルはTLR4とそのリガンドであるLPSとは

異なる結合を示すことで活性化する 56。一方で trinitrochlorobenzeneのように直接的に

TLR に認識されないハプテンはヒアルロン酸など宿主由来内因性リガンドなどによ

って TLR2や TLR4を活性化すると考えられている 57-59。接触皮膚炎のメカニズムに

TLRシグナル伝達経路を介する系が存在すると考えられていることから、TLR刺激に

より活性化される転写因子である IRF5 を欠損したマウスを用いることで、接触皮膚

炎における IRF5の役割の解明を目的とした。	  

	 接触皮膚炎では Th1サイトカインと Th2サイトカインとが混在しており 60, 61、Th1

細胞は主として IFN-γを産生する一方で、Th2 細胞は主として IL-4 などを産生する

50, 51。IRF5 は主として Th1 型反応への寄与が示唆されているが、本検討においては

IRF5欠損マウスで Th1型接触皮膚炎の減弱および局所での IFN-γ発現の低下と、Th2

型接触皮膚炎の増強および局所での IL-4発現の亢進が惹起相で認められた。 
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	 また感作後の鼠径および腋窩リンパ節を移入した養子移入を行うと、IRF5 欠損マ

ウスでは Th1型反応が減弱し、Th2型反応の増強がみられた。移入した養子は T細胞

や樹状細胞および B細胞など様々な細胞を含むが、感作により抗原特異的に増殖した

細胞が主体である。このため養子移入実験により IRF5 欠損に伴うこれらの接触皮膚

炎反応の変化は、感作相に起因するものと考えられた。接触皮膚炎の感作相において

は DCと T細胞が主体であり、IRF5は DC、マクロファージ、B細胞に発現し、通常

T細胞では発現しないことより、DCに着目し、研究を進めた。 

	 感作相は 1) 皮膚における DCによるハプテン-蛋白結合物の取り込み、2) DCの鼠

径および腋窩リンパ節などの所属リンパ節への遊走、3) その所属リンパ節における

DCの抗原特異的 T細胞間への抗原提示とそれに伴う抗原特異的 T細胞の活性化、増

殖および分化の段階に分けられるが、表皮 DC数と DCの抗原取り込み能および遊走

能に関しては、IRF5 の欠損による変化はみられなかった。次に感作後の鼠径および

腋窩リンパ節の細胞を抗原提示細胞として、それによる抗原特異的 T細胞の活性化を

検討したところ、IRF5 の欠損に伴い、DNFB を用いた Th1 主体の反応下では T 細胞

の増殖は低下し、FITCを用いた Th2主体の反応下では T細胞の増殖は亢進した。更

に DCと T細胞の両者に DNBSもしくは FITCを加えて共培養を行ったところ、IRF5

を欠損した樹状細胞を用いた際に、T細胞による Th1サイトカイン発現量の低下、Th2
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サイトカイン発現量の増加がみられた。以上より感作相での IRF5欠損による Th1型

接触皮膚炎反応の減弱と Th2型接触皮膚炎反応の増強はDCに起因することが示唆さ

れた。 

	 殊に DCは IL-12を産生し 62、DCから産生された IL-12は T細胞上の IL-12受容体

の発現を誘導してナイーブ T細胞を Th1に誘導する 63, 64。更に IL-12によって Th1へ

と誘導された T細胞が IFN-γを産生し、より Th1優位に分化誘導が進むことが知られ

ている 53, 65。IRF5は ISREに存在する IL-12遺伝子プロモーター領域に結合して IL-12

発現の調節を行っており 42, 45、IRF5 の欠損による Th1 型接触皮膚炎反応の減弱は、

DC における IL-12 の産生低下に起因するのではないかと考えられた。DNFB 感作後

の DCにおける IL-12産生を intracellular stainingを用いて検討したところ、IL-12を産

生する DC の割合は、IRF5 欠損マウスでは野生型と比較し低下していた。以上より、

IRF5欠損マウスにおける Th1型接触皮膚炎の減弱は、DCの産生する IL-12の低下に

よると考えた (図 18)。 
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図 18	 Th1型接触皮膚炎における転写因子 IRF5の役割のシェーマ  

	 樹状細胞において IRF5 を欠損すると、IRF5 は ISRE に結合せず、その結果 IL-12

の産生が低下する。IL-12は Th1細胞分化に重要なサイトカインであり、IL-12の産生

低下により、Th1細胞が減少する。同一抗原を用いて皮膚炎を惹起すると、Th1細胞

の減少により、IRF5欠損マウスでは Th1型接触皮膚炎反応が減弱する。Naïve mice: 未

感作のマウス。Sensitized mice: 感作させたマウス。Elicited mice: 感作後惹起させたマ

ウス。Antigen: 抗原。Skin: 皮膚。Antigen presenting cells (APCs): 抗原提示細胞。

Activated APCs: 活性化した抗原提示細胞。Lymph duct: リンパ管。Draining lymph 

nodes (DLNs): 所属リンパ節。Activated and proliferated T cells: 活性化し増殖した T細

胞。Blood vessels: 血管。Endothelial cells: 血管内皮細胞。Activated T cells: 活性化 T

細胞。Cytokines: サイトカイン。 
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	 次に、DC における IRF5 欠損が如何に Th2 型反応増強に繋がるのかについて検討

を行った。IRF5はDC内で ISREに存在する IL-12遺伝子プロモーター領域に結合し、

IL-12産生を亢進させることで、T細胞を Th1へと分化させるが、一方で IL-12欠損マ

ウスに接触皮膚炎を起こすと、Th1型反応の減弱がみられるものの Th2型反応は不変

であったとされる 66, 67。このため IRF5欠損による DCからの IL-12産生の低下のみで

は Th2型反応の増強の機序は説明ができない。T細胞が Th2へと分化していく上で重

要な因子は IL-4であるが 68、DCは通常 IL-4を産生せず、DCが直接的に T細胞を Th2

に分化誘導するサイトカインの存在は未だ明らかではない 69。Th2型反応におけるDC

の関与が報告されているが 70-75、Th2 への分化誘導に特化した DC の存在は不明であ

った。 

	 近年、選択的に Th2 型反応を誘導する DC として、MGL2 陽性 PDL2 陽性 CD103

陰性 dDCの存在が報告された 32, 33, 55。MGL2は DCに発現する唯一のガラクトース型

C型レクチンであり、他の C型レクチンとは異なる糖を認識することより特有の免疫

応答に関与する可能性が指摘されている 76。MGL2は dDCでの発現がみられ、MGL2

陽性 dDCは接触皮膚炎に重要であり、ランゲルハンス細胞や CD103陽性 dDCとは異

なるサブセットであることが報告されている 32-34, 76。更にMGL2陽性真皮 DCの中で

も PDL2 陽性 CD103 陰性の dDC が Th2 型反応を選択的に誘導する 34。PDL2 は DC
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上に発現し、PDL1 とともに T 細胞上に発現する PD-1 に結合する 77-80。IL-4 により

PDL2は DC上での発現が亢進するが 81、PDL2は T細胞の活性化を抑制するという報

告がある一方で 79、IFN-γの産生を亢進させ Th1型反応を誘導するという報告もある

80。また PDL2抗体により DCの T細胞刺激能が亢進するともいわれ 82, 83、PDL2は置

かれた環境に応じて促進性もしくは抑制性の作用を有する。 

	 MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCでは網羅的遺伝子発現解析によって転写因

子 IRF4 の発現が亢進していることが知られている 55。IRF4 は TRAF6 を介して調節

を受けることにより、Th2型反応を誘導するサブセットである CD11bhiCD8α- DCの

発現誘導や、ケモカインレセプターの発現を介して DC の遊走制御に関与しており、

その発現を制御することで DCを調節すると考えられている 84, 85。更に DC特異的に

IRF4を欠損すると、MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 DC数は有意に減少するとと

もに、in vivoでのTh2型反応の低下がみられた 55。DCでは IRF4はDC内の IL-10, IL-33

の遺伝子転写領域に直接的に結合し、IL-10, IL-33の産生亢進を介して Th2分化を促

す 86。また、T細胞自体に発現する IRF4も Th2細胞分化に重要である 87-89。T細胞内

で IRF4は 1) 直接的に IL-4遺伝子領域に結合する 88、2) GATA3の上方調節作用を有

する 87、3) IL-2調節による Th2細胞分化に寄与が示唆される growth factor independent 

1の発現に寄与する 90、といった機序を介して Th2型反応を誘導すると考えられる。
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興味深いことに IRF4 は IRF5 の MyD88 結合部位に結合することで、競合的に IRF5

の活性化を阻害することが知られている 40。IRF4の mRNAは様々な TLRリガンドに

より誘導される。誘導された IRF4が IRF5の結合部位に競合的に結合することで、IRF5

の MyD88への結合を阻害し、IRF5の MyD88に依存した活性化を妨げる 40と考えら

れている。 

	 そこで我々は IRF5欠損 DCでは IRF4と IRF5の競合が起こらず、TLR刺激を介す

る IRF4発現の亢進が起き、MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCの割合が増加する

のではないかと考えた。FITC により感作後の鼠径および腋窩リンパ節における DC

の IRF4発現量について検討したところ、IRF5欠損 DCでは IRF5では野生型 DCと比

較し、IRF4 mRNA発現量が有意に亢進していた。更に FITC感作後鼠径および腋窩リ

ンパ節中の MGL2 陽性 PDL2 陽性 CD103 陰性 dDC の割合を検討したところ、IRF5

欠損により、MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCの割合は有意に増加した。以上

より IRF5欠損に伴う Th2型反応の増強は MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDCの

割合の増加によることが考えられた (図 19)。MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDC

が如何に T細胞を Th2細胞へと分化させるのか、また TLRシグナルと IRF5との間で

如何なるメカニズムが作用するのかについては今後検討したいと考えている。 
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図 19	 Th2型接触皮膚炎における転写因子 IRF5の役割のシェーマ  

	 樹状細胞において IRF5を欠損すると、MGL2陽性 PDL2陽性 CD103陰性 dDC数が

増加し、その結果 Th2細胞が増加する。同一抗原を用いて皮膚炎を惹起すると、Th2

細胞の増加により、IRF5 欠損マウスでは Th2 型接触皮膚炎反応が増強する。Naïve 

mice: 未感作のマウス。Sensitized mice: 感作させたマウス。Elicited mice: 感作後惹起

させたマウス。Antigen: 抗原。Skin: 皮膚。Antigen presenting cells (APCs): 抗原提示

細胞。Activated APCs: 活性化した抗原提示細胞。Lymph duct: リンパ管。Draining lymph 

nodes (DLNs): 所属リンパ節。Activated and proliferated T cells: 活性化し増殖した T細

胞。Blood vessels: 血管。Endothelial cells: 血管内皮細胞。Activated T cells: 活性化 T

細胞。Cytokines: サイトカイン。 
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	 転写因子 IRF5 は様々な自己免疫性疾患における炎症性サイトカインの発現に寄与

すると考えられる転写因子である。これまでに TLR が接触皮膚炎に関与することが

知られていたが、その下流のメカニズムについては不明とされていた。本検討により

TLR刺激によって活性化される転写因子 IRF5が接触皮膚炎における Th1/Th2型反応

を調節することが示された (図 20)。しかし TLR と IRF5 との間で如何なるメカニズ

ムが作用しているかは未だ不明であり、今後検討したいと考えている。 
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図 20	 TLRと接触皮膚炎、IRF5と接触皮膚炎、および不明な点の略図  

	 様々な TLR を欠損することで、接触皮膚炎が減弱することが知られている。また

本検討で TLR刺激によって活性化される転写因子の一つである IRF5と接触皮膚炎と

の関係を検討した。しかし TLRと IRF5との間でどのようなメカニズムが作用し、接

触皮膚炎反応に寄与するかについては未だ不明である。今後 TLRs と IRF5 との間を

結ぶメカニズムについては検討していきたいと考えている。TLRs: Toll様受容体。TLR 

stimulation: TLRへの刺激。Plasma membrane: 細胞膜。Cytoplasm: 細胞質。Elicited mice: 

感作後惹起させたマウス。 
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	 本検討を通じて IRF5 もしくはそのシグナル伝達経路を制御することが、接触皮膚

炎の新しい治療に繋がると考えられた。乾癬やアトピー性皮膚炎など Th1/Th2型反応

のバランスが崩れることが発症要因となる炎症性疾患が多数存在する。将来的には

IRF5 を標的とすることでこれらの疾患に対しても臨床展開することを目指していき

たい。 
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表	 略語一覧  

 

Th 
IRF5 
DC 
IL 
MGL2 
PDL2 
CD 
dDC 
CHS 
DNFB 
FITC 
IFN 
T-bet 
Ig 
STAT 
GATA3 
LC 
MHC 
FcεRI 
ISRE 
PRRs 
TLR 
RIG-I 
PAMPs 
TIR 
MyD88 
TRIF 
 
LPS 
TRAF 
GAPDH 
PE 
PE/Cy7 
BrdU 
DNBS 
PMA 
APC 
SEM 
Gfi1 

T helper 
Interferon regulatory factor 5 
Dendritic cell 
Interleukin 
Macrophage galactose-type C-type lectin 2 
Programmed cell death ligand 2  
cluster of differentiation 
dermal dendritic cell 
Contact hypersensitivity 
2,4-dinitrofluorobenzene 
fluorescein isothiocyanate 
Interferon 
T-cell specific T-box transcriptional factor 
Immunoglobulin 
signal transducer and activator of transcription 
GATA-binding protein 3 
Langerhans cell 
major histocompatibility complex 
high-affinity receptor for IgE 
interferon-stimulated response element 
pattern recognition receptors 
Toll like receptor 
retinoic-acid inducible gene I 
pathogen-associated molecular patterns 
intracellular Toll/IL-1 receptor 
myeloid differentiation factor 88 
TIR-domain-containing adaptor protein inducing 
IFNβ 
lipopolysaccharide 
tumor necrosis factor receptor-associated factor 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
phycoerythrin 
phycoerythrin/cyanine 7 
Bromodeoxyuridine 
2,4-dinitrobenzene sulfonic acid 
phorbol-12-myristate-13-acetate 
allophycocyanin 
standard error of the mean 
growth factor independent 1 
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