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樹状細胞を含む三次元培養ヒト皮膚モデルの構築とその皮膚感作性試験への応用
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Recently, to study an in vitro evaluation method of skin irritation and acute toxicity, many threedimensional hu-
man skin models consisting of normal human keratinocytes and ˆbroblasts have been used. However, these skin models
did not have any dendritic cells so were di‹cult to apply to an in vitro skin sensitization test. On the other hand, a single
cell-culture model using normal human dendritic cells was recently studied for an in vitro evaluation method of immune-
sensitizing compounds. However, these models have various problems: 1) the life span of dendritic cells is short(within
1 week) and 2) it is di‹cult to apply water-insoluble samples to these models. To study an alternative to animal testing
using immune-sensitizing compounds, we therefore constructed a threedimensional human skin model consisting of
three diŠerent cells, dendritic cells (keratinocytes, and ˆbroblasts) then exposed immune-sensitizing compounds and
non-sensitizers to the new skin model for 1 h and investigated the eŠect of these compounds on cytokine release and ex-
pression of CD86. Due to immune-sensitizing compounds, the new skin model signiˆcantly released cytokine and sig-
niˆcantly expressed CD86. On the other hand, non-sensitizers did not induce IL1a, IL2, and IL4 release and expres-
sion of CD86. These results suggest that the new skin model is suitable for study as an alternative to animal testing using
immune-sensitizing compounds.
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1. はじめに

皮膚は全身を覆う器官であり，化学物質や紫外線

等様々な刺激に曝されている．これに対し，角層に

よる防御作用，樹状細胞等による免疫反応等により

皮膚のホメオスタシスが保たれている．近年化粧品

や医薬部外品に使用される生活関連化学物質の増加

等によりアレルギー性皮膚炎等の皮膚ホメオスタシ

ス破壊が原因と思われる疾患が増加の傾向にある．

これらの化学物質の皮膚アレルギー性を評価する指

標の 1 つに皮膚感作性試験法が挙げられるが，これ

までは生活関連化学物質の皮膚感作性の評価法とし

ては動物を使用したものがほとんどであった．しか

し，動物愛護の観点から動物を用いない in vitro 代

替法開発が急務となっている．近年，皮膚の一次刺

激性や急性毒性の in vitro 評価法として，正常ヒト

線維芽細胞及びヒト表皮角化細胞からなる様々な 3

次元培養ヒト皮膚モデルが開発され，広く用いられ

ている．13)しかし，上記の in vitro 皮膚モデルは樹

状細胞等の免疫担当細胞を含まないため，皮膚感作

性の in vitro 評価法としては，適用が困難であっ

た．一方，最近皮膚感作性の in vitro モデルとして

検討されている免疫担当細胞を単層培養したモデ

ル4,5)では，免疫担当細胞の寿命が短い，非水溶性

の物質の適用が困難である等の問題があり Local

lympho node assay(LLNA)6)等の in vivo 法と相関

性のある適切な in vitro 代替法を確立するまでに至

っていない．そこでこれらの問題を解決するために

筆者らが開発した，樹状細胞，角化細胞，線維芽細

胞からなる 3 次元培養ヒト皮膚モデル（KDF-skin）

の構築法及び皮膚感作性の in vitro 評価法7)への応

用について述べる．
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Fig. 1. Construction of KDF-Skin
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2. KDF-skin の構築法

1980 年代初頭，コラーゲンゲル内に真皮由来線

維芽細胞を 3 次元的に包埋培養し，ゲル収縮を誘導

して真皮様組織を再構築する培養技術が確立され，

さらに角化細胞を播種して皮膚モデル表面を空気に

曝し，高濃度のカルシウムを含む培地で分化させて

2 種類の細胞を含む皮膚モデルが作製された．8,9)さ

らにその後正常ヒト表皮角化細胞と正常ヒトメラノ

サイトからなる皮膚モデル1012)や正常ヒト皮膚線維

芽細胞と臍帯静脈血管内皮細胞から構成されるモデ

ル1315)などが開発され，皮膚一次刺激性試験，メラ

ニン生成試験や，血管新生試験等に使用されてい

る．しかしこれらはいずれも免疫担当細胞の 1 つで

ある樹状細胞を含まないものであった．

そこで筆者らは 2002 年頃から，まず正常ヒト線

維芽細胞（NHSF46：理研 cell bank より購入）及

び角化細胞様の cell line 化された細胞であるヒト類

上皮がん細胞（A431 細胞：理研 cell bank より購入）

の，2 種類の細胞を含む皮膚モデルをベースとし，

これに正常ヒト樹状細胞（NHDC）を組み込んだ

モデルの開発に着手した．当初は NHDC を

NHSF46 を播種したコラーゲンゲルの上に播種

し，培養を試みたが NHDC の接着性が弱く（半付

着性），ゲル上にうまく定着しなかった．このため

Fig. 1 に示すように NHSF46 をコラーゲンゲル内

に播種し，7 日間培養後，NHSF46 をアッセイリン

グの上に乗せ，培地に分散した NHDC とコラーゲ

ンの混合物をコラーゲンゲル表面に置いたガラスリ

ング内に播種した．このように NHDC をコラーゲ

ンゲル内に播種することにより樹状細胞を皮膚モデ

ル内に組み込むことに成功した．NHDC を播種し

たコラーゲンをゲル化させたのち，培地に懸濁した
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Fig. 2. Photograph of the KDF-Skin
KDF-Skin surface was just exposed by air.

47No. 1

A431 細胞をガラスリング内に播種した．7,16) 1 日培

養後，線維芽細胞，樹状細胞，角化細胞用の培地を

等量混合しかつ高濃度のカルシウムを含む培地（3

次元培養用培地）を 2 ml 添加し，翌日培地の量を

1 ml にして皮膚モデル表面を空気に曝しながら 14

日間培養し，組織を 10％中性緩衝ホルマリンで固

定し，細胞断面を HE 染色及び CD86 免疫染色し

た．Figure. 2 に KDF-skin の写真を示す．外側の白

い円がアッセイリング，内側のピンク色の部分が

NHSF46 を播種したコラーゲンゲル，その内側の

透明なリングがガラスリングとなっており，その内

側に NHDC と A431 細胞を播種したコラーゲンゲ

ルがある．次に皮膚モデル表面を空気に曝してから

314 日後の皮膚モデルの断面を HE 染色及び

CD86 免疫染色し，観察したところ，16) Fig. 3 に示

すように次第に角化細胞層が厚くなり，培養 7 日目

までは角層の形成が認められないが，培養 11 日目

には角化細胞層が 10 層程度になり，2 層程度と薄

いものの，角層の形成も認められた（Fig. 3(c)）．

14 日後も角化細胞層及び角層の層数は変化しなか

った（Fig. 3(e)）．一方，線維芽細胞層は特に変化

が認められなかった（Fig. 3(d)）．また培養 3 日目

では CD86 発現強度は弱かったが，7 日目に最も強

くなり（Fig. 4(b)），11 日目にはやや弱まるが

（Fig. 4(c)），14 日後もネガティブコントロールと

比較すると明らかに差が見られる程度の発現が見ら

れた（Fig. 4(d), (e)）．NHDC を単層培養した時

の寿命は約一週間であるが，Furue ら17)はランゲル

ハンス細胞を表皮角化細胞と共培養すると表皮角化

細胞から産生されたサイトカインによりランゲルハ

ンス細胞の寿命が伸びると報告しており，本皮膚モ

デルでは A431 細胞から産生された IL1a などのサ

イトカインにより NHDC が活性化され，寿命が伸

びたのではないかと推察される．

これらの結果から今回構築した皮膚モデルは少な

くとも培養 1114 日目にかけて皮膚感作性物質の評

価に適用できる可能性が示唆された．

3. 皮膚感作性の in vitro 評価法への応用

皮膚感作性物質とは「皮膚への接触によりアレル

ギー反応を誘発する物質｣18)であり，Fig. 5 に示す

ように，皮膚に感作性物質が暴露されると，表皮角

化細胞より IL1a, 2, 4 などのサイトカインが分泌

されて樹状細胞が活性化され，細胞膜表面に存在す

る抗原の CD86 が発現する．19)このようにして活性
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Fig. 3. Histological Cross-section of KDF-Skin after Staining with Hematoxylin and Eosin
Skin model was incubated for 3 days (a), 7 days (b),11 days ((c) and (d)), or 14 days (e).

Fig. 4. Histological Cross-section of KDF-Skin Immunostaining with CD86
Skin model was incubated for 3 days (a), 7 days (b),11 days (c), or 14 days ((d) and (e)). CD86 immunostaining: －＝blue, ±＝gray, ＋＝light brown,

＋＋＋＝brown, ＋＋＝dark brown.
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Fig. 5. EŠect of Sensitizers on the Human Skin Cells

Table 1. EŠect of Sensitizers and Non-sensitizers on CD86 Expression and Cytokine Release from KDF-Skin

CD86
expression

IL-1a conc.
(％ of control)

IL-2 conc.
(％ of control)

IL-4 conc.
(％ of control) LLNA6,19,20)

Control ＋ 100 100 100 Class 5
DNCB 2 mmol/l Z 394 497 345 Class 1

DNFB 0.5 mmol/l Z 95 253 100 Class 1

CoCl2 1 mmol/l ＋Z 104 117 197 Class 2

NiSO4 5 mmol/l ＋Z 129 100 201 False negative
Cinnamaldehyde 5 mmol/l ＋Z 128 134 131 Class 2

Diethanolamine 100 mmol/l ＋Z ― ― ― Class 4

SDS 1 mmol/l ＋ 63 61 110 False positive

DMSO 13 mmol/l ＋ 106 100 98 Class 5
Tween 20 10 mmol/l ＋ 72 72 75 ―

Tween 80 5 mmol/l ＋ 83 102 115 Class 5

The color of CD86 staing: －＝blue, ＋＝light brown, ＋Z＝brown, Z＝dark brown.

49No. 1

化した樹状細胞は遊走し，T 細胞に抗原を提示す

る．すると T 細胞から IL2, 4 などのサイトカイン

が分泌され，皮膚感作性が誘導される．また活性化

した樹状細胞は IL4 などのサイトカインを分泌し

て線維芽細胞を活性化し，IL1a を分泌させて T

細胞を活性化させる．これらの知見から，上述のよ

うに構築された皮膚モデルの皮膚感作性の in vitro

評価法への応用に当たり，評価指標として，感作性

物質暴露後の初期段階の反応である CD86 発現とサ

イトカイン（IL1a, 2, 4)放出を選択した．そして

KDF-skin の皮膚感作性の in vitro 評価法適用の妥

当性を検討するために，皮膚モデルに皮膚感作性物

質及び非感作性物質を 1 時間暴露し，24 時間後に

CD86 発現及び培地中の IL1a, 2, 4 放出量への影

響を検討した．DNCB, DNFB，シンナムアルデヒ

ドなどの皮膚感作性物質はコントロールよりも強い

CD86 発現及び IL1a, 2, 4 放出量の有意な増加を

示したが，SDS や DMSO などの非感作性物質は有

意な増加を示さなかった（Table 1）．さらに in

vivo 評価法である LLNA の文献データ6,20,21)と比較

すると，一致する傾向を示した（Table 1）．これら

の結果から，開発した皮膚モデルは皮膚感作性の動
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物実験代替法に適用できる可能性が示唆された．

4. 今後の課題

今後の課題として，この皮膚モデルには 1）構築

に要する期間が約 3 週間と長い，2）ケラチノサイ

トに正常細胞を用いていないために角層の分化が不

十分である，3）評価指標の CD86 発現が定性的で

ある，などの改善されるべき点がある．現在これら

の点を改善すべくコラーゲンビトリゲル薄膜を培養

担体とした新たな皮膚モデルについて研究中である．
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