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序 文

「今度，指定難病制度ができるけれども，耳鼻咽喉科疾患で該当する疾患があるかな？」と突然，大阪医科

大学学長・竹中洋先生（現京都府立医科大学学長）から尋ねられました．即座に，「好酸球性副鼻腔炎が該当

すると思います」とお答えすると，「厚生労働省が指定難病になりそうな疾患の疫学調査を公募しているから，

応募してみないか」と言われました．「ただし，あんたの得意な基礎研究ではなくて，疫学研究だよ」と強く

念を押されました．すぐに申請書を前に，疫学研究のプランを練りに練ってオールジャパンの体制で申請し

ました．好評価で採択されたのが，平成22年5月．今から丁度10年前の出来事です．

平成19年～21年に施行された内視鏡下鼻副鼻腔手術の結果を解析することで，好酸球性副鼻腔炎の診断

基準を決定する内容にしました．この研究を成功させるためには，多くの手術を行っている施設が必須だと

考え，当時，東京慈恵会医科大学の病院長をされていた森山寛先生へ果敢にメールをお送りし，ご協力をお

願いいたしました．さらに多くの先生方にお願いしたところ，皆様ご快諾くださり，JESREC Studyが始まっ

たのです．可能なら新しい治療法を構築し，悩んでおられる好酸球性副鼻腔炎患者さんを治したいというこ

とを最終目標に，まずは診断基準を決める．次に重症度を作成する．そして適正な治療法を決定するという

構想としました．JESREC Studyにご参加くださった先生方のお陰で，予定通りの症例数を確保することがで

き，結果，世界に誇れる診断基準と重症度分類が完成したと自負しております．また，治療法では，抗体治療

が保険承認を受けることができました．しかしながら，今日においても，治療ガイドラインを作成するため

のエビデンスはまだ少なく，根治が得られる治療法の確立が切望されている状況です．

一方で，私は，32歳の時に米国UCLAに留学し，IgEクラススイッチに関する分子生物学を勉強しました．

留学前から暇があればワトソンの分子生物学を読み，分子生物学を自分のものにしようと心に誓って日本を

発った私は，意気揚々とロサンゼルスに到着し，UCLAのラボへ挨拶に行きました．ボスのAndrew Saxon教

授に会うと，「What do you want to do? What is going on?」と尋ねられ，「Nature, Science, Cellに論文を載

せたい」と答えると，「まあそんなに焦らないでいいよ．取り敢えず Journal Immunology（JI）を目指そう． JI

でもかなり難しいよ」．そして「When you are happy, I am Happy. Take it easy.」と付け加えてくださったの

で，肩の力が抜ける思いがしたことを覚えています．その後も，ミーティングの最後にはいつもその言葉が

あり，私を安心させてくれました．結果的に，6編の論文が掲載に至り，日本耳鼻咽喉科学会に分子生物学を

持ち込むことができました．恩師齋藤等名誉教授の宿題報告にも幾許か貢献できたのではないかと思います．

教室を継承した私は，主としてアレルギー性鼻炎の網羅的研究，舌下免疫療法，疫学調査を行ってきました．

様々な研究に取り組みたいとも考えましたが，人手も十分でない地方の新設医大，あまり無理をせず「選択

と集中」と決めて，アレルギー性鼻炎の研究を中心としました．耳鼻咽喉科に入局してくれた先生は，私が何

も言わないのに，順番に大学院に入ってくれただけでなく，信じられないことですが，教授就任後の入局者

全員が大学院で研究生活を送ってくれています．本当に感謝です．「大学院の卒業が，研究の始まりである」

これが，恩師齋藤先生の口癖でした．私も同様のことをいつも大学院生に言ってきました．「どのような論文

でもいいから，とにかく実験して1本論文を書き，卒業しなさい．本当の研究はそこから始まります」と．

さらに私がラッキーだったことは，いつもいいタイミングで最新の網羅的な研究を行っている先生との共
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同研究の機会に恵まれたことです．遺伝子多型，全ゲノム解析（GWAS）では，理研・玉利真由美先生（現東

京慈恵会医科大学・分子遺伝学教授），RNAseqやマイクロバイオーム，nCounterでは野口恵美子先生（筑波

大学・医学医療系遺伝医学教授），三浦謙治先生（筑波大学・生命環境系生物科学専攻教授），マウスの実験で

は善本知広先生（兵庫医科大学・免疫学教授），ナノ構造化核酸では京都大学・西川元也先生（現東京理科大学・

薬学部教授）のお力を借りられたばかりか，玉利先生，野口先生，善本先生の研究室には，大学院生の国内留

学を受け入れていただき，素晴らしい研究をさせていただきました．JESRECスコアは，浦島充佳先生（東京

慈恵会医科大学・疫学教授）の発案です．特筆すべきことは，これらの先生方の全員が，その後教授に就任さ

れたことです．すなわち先生方の勢いが最もある中で，共同研究を行うことができ，その恩恵に与り我々も

成果を出せたということです．ペリオスチンの出原賢治先生（佐賀大学・生化学教授）とは，お互いが教授に

就任した直後，仙台での講演会でご一緒してお近づきになりました．このように，研究の発展と継続には，ご

縁も非常に大切だと感じます．

また，ご縁と研究で思い出すエピソードがあります．私が教室を主宰してしばらく経った頃，岐阜で行われ

た日本アレルギー学会に教室員とともに参加したときのことです．懇親会場で，特別講演をご担当されたシ

カゴ・ノースウエスタン大学Schlimer教授を見つけた当科の高林哲司医師が，「あなたの研究室に行って，是

非とも研究させてほしい」と直談判をしました．個人的な面識のない，しかもその道の権威であるSchlimer

教授に，留学したいと話をしに行ったのです．直談判の前にビールを3杯，一気にあおっていった姿をはっ

きりと覚えていますが，それにしてもすごい度胸です．「頑張れー」と言って遠くから眺めていたことは，指

導者として反省しておりますが，高林先生は，見事留学OKをもらい，その場でアメリカでの医療保険の支払

いまで勝ち取りました．彼は，その後留学中に好酸球浸潤優位の鼻茸にはフィブリン沈着が認められること

を発見し，鼻茸中における凝固系亢進・線溶系抑制メカニズムを提唱しました．特に tissue plasminogen 

activator（tPA）が線溶系では重要で，凝固系では最初の tissue factorと最後のXIII因子が鍵であると報告しま

した．この頃から，私の研究室の網羅的な研究テーマは，アレルギー性鼻炎から副鼻腔炎へ緩やかにシフト

しました．幸いにアレルギー性鼻炎の研究で相応の結果を出せていたので，実験サンプルを換えるだけで済

み，シフトは比較的容易であったと思います．高林先生のあとは，坂下先生，意元先生とノースウエスタン大

学への留学が続きました．懇親会会場での高林先生の勇気ある一歩が，こうして未来に繋がったのです．

耳鼻咽喉科では鼻科学会，免疫アレルギー学会で活躍の先生方に JESREC研究，厚生労働省政策研究にご協

力いただき，結果を得ることができました．その中で，岡山大学・岡野光博先生（現国際福祉大学教授）とは，

私の教授選考中に，松江・一畑ホテルの大浴場で温泉に浸かりながら，「もし教授選ダメだったら，他大学に

移るか開業すると思う．もし教授になれたら頑張るだけだ」としみじみと話をしました．研究がうまくいか

ない時，いつもこの時の会話を思い出します．そうすると何故か物事が好転していくように感じるのです．

そしてもう一つ，米国のボスの言葉「When you are happy, I am Happy. Take it easy.」も．

今回の宿題報告の研究内容は，最初に行った鼻茸と下鼻甲介のRNAseqのデータから発展させています．

得られたデータを好酸球性副鼻腔炎鼻茸と非好酸球性鼻茸で比較し，有意差のあったものを詳細に検討して

いきました．主にペリオスチン，CST-1，ALOX-15，エオタキシン，TRPV3，L-plastinです．これらの機能を調

べていくと，見事に繋がっていくことが解りました．遺伝子ではTSLPと tPAのメチル化が重要で，NOに関

連する遺伝子NOS2の反復配列が予後と相関していました．臨床マーカとしてペリオスチン，IgG4，鼻腔NO
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が役立つことが判明しました．鼻腔内の細菌叢（マイクロバイオーム）を16sRNAメタ解析し，非好酸球性副

鼻腔炎と好酸球性副鼻腔炎に特徴的な細菌を見出し，機能解析すると病態と関連してきました．さらに凝固

系と線溶系アンバランスにもリンクしていました．抗体治療ではその抗体薬選択に役立つ遺伝子パネル・

FKNパネル（Fukui-nasal polyps panel）の結果を紹介し，できればこの結果から新たな新規治療法も開発し

たいと思います．最後に「鼻茸に浸潤している好酸球と末梢血の好酸球とは違うのか」という疑問に答える

べく，シングルセル解析をし，結果を報告できたらと考えています．今回，宿題報告のモノグラフでは，文献

中の当教室論文を太文字にし，分かり易くしました．

好酸球性副鼻腔炎の研究を始めてから，10年で宿題報告をさせていただけるまでになりました．教室員全

員の成果ですが，我々の研究アプローチ，研究結果が現在研究をされている先生方，そして今から研究をし

ようとしている若い先生方の参考になりましたら，望外の喜びです．

2020年8月吉日

福井大学 学術研究院医学系部門
医学領域 感覚運動医学講座　　
耳鼻咽喉科・頭頸部外科学分野

藤 枝　重 治
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昭和時代の慢性副鼻腔炎
日本人は顔面が欧米人に比較して平面なため，以
前から副鼻腔炎の有病率が高いといわれていた．そ
れは成人のみならず未成年においても同様であった．
日本においては，副鼻腔炎よりも，蓄膿症の呼び名
のほうが，確実に認識度が高い．この疾患は，ウイ
ルス感染およびそれに引き続く細菌感染によって副
鼻腔で産生された粘液が，排出障害などのため副鼻
腔に貯留することで炎症が遷延化する病気と考えら
れていた．蓄膿症の名のごとく，副鼻腔に膿が溜ま
り，膿性鼻汁，鼻閉，頭痛，頬部痛，歯痛などの症状
を訴える．患者の中には，鼻腔の中に鼻茸（nasal 

polyp）ができる患者もいた．
第二次世界大戦後，日本では開業医をはじめとす
る耳鼻咽喉科で，非常に多くの局所麻酔下による上
顎洞根本手術（Caldwell-Luc operation）が行われ
てきた．この手術は，上顎洞に貯留していた膿性粘
液を吸引するともに，病的粘膜を完全摘出し，鼻腔
に対孔を増設するものであった．この方法では，
60%の治癒率にとどまり，さらなる向上が望まれて
いた．
光学系の進歩も伴って，1985年Kennedy1)，1986年

Stammberger2)が内視鏡下鼻副鼻腔手術（endoscopic 

sinus surgery; ESS）を報告した．その方法は，副鼻
腔炎粘膜を摘出せずに温存し，上顎洞自然口を開大
するともに，前後の篩骨洞を開放することであった．

日本では当初，病的粘膜の除去を行わないことにか
なりの疑問視もあったが，内視鏡手術という日本人
が好む器用さを発揮できることからもESSは急激に
普及していった．
以前から，日本の慢性副鼻腔炎と欧米の慢性副鼻
腔炎は異なっているといわれていた．欧米の慢性副
鼻腔炎に伴う鼻茸は好酸球浸潤が優位であるが，日
本の慢性副鼻腔炎は好中球浸潤が優位であるとされ
てきた．これはOkuda（故 日本医大耳鼻咽喉科 奥
田稔名誉教授）が1962年にオーストリアに留学中，
欧州と日本の鼻茸を比較して見出した病態で3），以
後日本の慢性副鼻腔炎は好中球浸潤優位であるとの
報告が相次いだ．以前からびまん性細気管支炎には，
慢性副鼻腔炎が合併することが多く，sinobroncheal 

syndromeとして有名であった．
1980年代，びまん性汎細気管支炎に対するマク

ロライド系抗菌薬エリスロマイシンの少量長期投与
の効果が報告された4）．合併する慢性副鼻腔炎に使
用すると同様に効果が認められるとともに，そのこ
ろ上市されたクラリスロマイシンの高い有用性から，
日本の慢性副鼻腔炎の治療は一変した5）6）．鼻茸の
ない慢性副鼻腔炎ではマクロライド少量長期投与が
著効を示し，鼻茸のある慢性副鼻腔炎では，ESSと
術後のマクロライド使用で，術後成績は急激に向上
した．多くの耳鼻咽喉科がこれで慢性副鼻腔炎は根
治できると思うようになった．

1 - 1

好酸球性副鼻腔炎の歴史と定義

 サマリー
好酸球性副鼻腔炎は，嗅覚障害を主訴とし両側鼻茸を有する疾患である．組織中に好酸球浸潤が著しく，
内視鏡下鼻副鼻腔手術を行っても易再発性でかつ難治性副鼻腔炎をこれまで好酸球性副鼻腔炎としてい
た．2010年に開始した全国疫学大規模疫学研究（JESREC Study）にて診断基準と重症度分類を作成
することができた．JESRECスコアは現在広く使用されており，術前に好酸球性副鼻腔炎の可能性が高
いことが判明すれば，治療後の予後改善につながる可能性が期待できると考えている．
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好酸球性副鼻腔炎の出現
1990年代後半から，ESS術後に少量マクロライド
長期治療を行っても，手術で摘出したはずの鼻茸が
すぐに再発し，治癒しない症例が増加してきた．そ
のような患者を調査すると，嗅覚障害を主訴とし粘
稠な鼻漏と鼻閉を有していた．さらに鼻茸組織中に
はこれまでの好中球浸潤ではなく好酸球浸潤が強い
ことが判明した．それ以外にも気管支喘息の合併症
が多い特徴が認められた．このような特徴をもつ鼻
茸のある難治性慢性副鼻腔炎を春名・森山らは，好
酸球性副鼻腔炎と命名し，表1に示す診断基準を発
表した7）8）．その後，石戸谷らは，血中好酸球，CTで
の後部篩骨洞・嗅裂所見が有意に好酸球浸潤程度と
相関し，これら3項目を用いると高い特異度で好酸
球性副鼻腔炎が診断できると報告した9）（表2）．各
施設では，これらの基準を利用して好酸球性副鼻腔
炎を診断していたが，実際には病理組織結果におい
て「高い好酸球浸潤を認める」の1行で臨床症状を
鑑みて，診断されることが多かった．

好酸球性副鼻腔炎疫学研究 10）

平成21年秋，厚生労働省から今後の難治疾患承
認に向けた疫学研究に対する研究助成公募の発表が
なされた．これまで好酸球性副鼻腔炎の全国規模で
の疫学調査は行われていなかったこと，明確な診断
基準で，誰もが診断できるようなものはなかったこ
と，重症度分類がなかったことから，平成22年度厚
生労働省難治疾患克服事業「好酸球性副鼻腔炎の疫
学，診断基準作成等に関する研究（JESREC Study）」
（研究代表者：藤枝重治）を立ち上げ，表3に示す19

施設と関連病院が参加した．

表1．春名・森山らによる好酸球性副鼻腔炎の診断基準7）．

絶対条件
1）成人発症
2）両側性副鼻腔病変
3）CT所見で上顎洞よりも篩骨洞の陰影が優位
4）主訴のなかに嗅覚障害がある
5）内視鏡所見で鼻ポリープを認める
6） 血中好酸球6%（300個 /ml）以上もしくは副鼻腔組
織中好酸球100個以上で好酸球優位

付帯条件
1） ステロイド薬，特に経口ステロイド薬が臨床所見の
改善に有効

2）気管支喘息，アスピリン喘息を合併する
3）内視鏡下鼻副鼻腔手術後も経過不良を呈する
4）マクロライド療法の効果は不明
5）粘稠性分泌物が認められる

表2．石戸谷らによる好酸球性副鼻腔炎の診断基準8）．

1）血中好酸球6%以上
2） CT所見（嗅裂陰影スコア1以上，後部篩骨洞陰影ス
コア1以上）

3） 気管支喘息合併の有無

表3．平成22年度「好酸球性副鼻腔炎の疫学，診断基
準作成等に関する研究」参加施設と分担研究者．

札幌医科大学 氷見　徹夫 関　　伸彦

獨協医科大学 春名　眞一 中山　次久

自治医科大学附属さいたま医療センター
飯野ゆき子 吉田　尚弘

東京慈恵会医科大学 鴻　　信義 浅香　大也

東京大学 山岨　達也 近藤　健二

東邦大学 吉川　　衛

順天堂大学 池田　勝久 村田　潤子

横浜市立大学 附属市民総合医療センター
石戸谷淳一 佐久間康徳

金沢医科大学 三輪　高喜 山田　奏子

三重大学 小林　正佳 坂井田　寛

大阪医科大学 河田　　了 寺田　哲也

日本赤十字社和歌山医療センター
池田　浩己

岡山大学大学院医歯学総合研究科
岡野　光博 春名　威範

島根大学 川内　秀之 森倉　一朗

広島大学大学院医歯薬学総合研究科
平川　勝洋 竹野　幸夫

筑波大学人間総合科学研究科
野口恵美子

理化学研究所ゲノム医科学研究センター
玉利真由美 広田　朝光

東京慈恵会医科大学・疫学 浦島　充佳

福井大学 富田かおり
意元　義政
徳永　貴広

森川　太洋
二之宮貴裕
坂下　雅文
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平成19年1月1日～平成21年12月31日の3年
間に行った病理組織が確実にある慢性副鼻腔炎に対
するESS症例を抽出し，各種臨床データと再発の有
無を解析した．計3,241例の解析データシートが集

まった．解析データシートを示す（図1）．平均年齢
51.9±16.0歳，5歳から93歳まで幅広い分布であっ
た．各施設の判定によって好酸球性副鼻腔炎と通常
の慢性副鼻腔炎を分類すると好酸球性副鼻腔炎は

（施設番号）-（整理番号）

前向きは整理番号の頭に「E」をつけて下さい

性別（ M F ） 年齢 才

この症例は、

□ 疫学調査 □ 前向き研究

発症年齢 □＜20 □20〜40 □40≦

病変 □ 片側 □ 両側

術前状況

術前、２週以内の内服ステロイド使用

（あり なし 不明）

抗菌薬への反応 （あり なし 不明）

ステロイドへの反応

点鼻 （あり なし 不明）

内服 （あり なし 不明）

身体所見について

鼻茸 （あり なし 不明）

粘稠な鼻汁 （あり なし 不明）

後鼻漏 （あり なし 不明）

顔面痛 （あり なし 不明）

嗅覚障害 （脱失、 あり なし 不明）

嗅裂閉塞 （あり なし 不明）

耳症状 （あり なし 不明）

骨導閾値上昇（１周波数でも 30dB 以上）

（あり なし 不明）

喫煙について

□ 不明 □今まで吸ったことがない

□ 以前ある （ 本/日、 年間）

□ 現在ある （ 本/日、 年間）

室内ペット（受診時） （あり なし 不明）

検査データについて

末梢血 □不明

採血時、２週以内の内服ステロイド使用

（あり なし ）

（福井大学への郵送用）

この症例の診断は、（各施設での基準で診断）

□慢性副鼻腔炎 □ 好酸球性副鼻腔炎

□慢性中耳炎 □ 好酸球性中耳炎

前向き研究参加 （可 不可）

WBC 個/ul

好酸球 ％

好塩基球 ％（0.1 の桁まで）

好中球 ％

RAST （スコア２≦陽性）

□未測定 □ すべて陰性

□コナダニ（１） □ ヤケダニ（２）

□スギ □ブタクサ □カモガヤ

□カンジダ □アスペルギルス

□アルテルナリア □ その他

□その他 □ その他

上顎洞と篩骨洞の陰影濃度

□上顎＞篩骨 □上顎 = 篩骨

□上顎＜篩骨 □不明

標本所見について □不明

好酸球数（x400、一視野あたり）

① 個、 ② 個、 ③ 個

３回の平均数 個

合併症について

好酸球性中耳炎 （あり なし 不明）

慢性中耳炎 （あり なし 不明）

アスピリン喘息 （あり なし 不明）

アレルギー性鼻炎 （あり なし 不明）

気管支喘息 （あり なし 不明）

アトピー性皮膚炎 （あり なし 不明）

食物アレルギー （あり なし 不明）

蕁麻疹、薬剤アレルギー （あり なし 不明）

Churg-Strauss syndrome （あり なし 不明）

図1．JESREC Studyで使用した臨床データシート．
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822例（27.6%）となり，好酸球性中耳炎38例を含
んでいた．表4に好酸球性副鼻腔炎と一般的慢性副
鼻腔炎の症例のまとめを示す．多くの項目で2群間
に有意差が認められた．しかしこの区分では一貫性
はなく，好酸球性副鼻腔炎の診断基準は作成できな
いと考えた．

組織中好酸球数のカットオフ値の決定
これまで好酸球性副鼻腔炎の定義において明確な
のは，鼻粘膜に強い好酸球浸潤を認めることである．
そこでヘマトキシリン－エオジン染色された組織中
の好酸球数を3,241症例全てカウントした．400倍
視野，接眼レンズ22において，3か所を選択し，1視
野での好酸球の存在をカウントした．カウントは全
て3人の福井大学耳鼻咽喉科・頭頸部外科大学院生
が行い平均化し，浸潤好酸球数とした．全症例にお
ける400倍顕微鏡下1視野あたり好酸球浸潤は，平
均116.3±184.1個（平均±標準偏差）であった．1視
野あたり120個以上の症例数は903例（全症例の
30%），150個以上は797例（26%），200個以上は
606例（20%），300個以上は368例（12%）であった．
表5に好酸球浸潤数による層別解析を示す．組織
内好酸球数が1視野あたり，80個以上，120個以上，
200個以上で解析をしたが，症状，レントゲン，合
併症など80個以上の3群間で有意差を認める項目
はなかった．もちろん80個未満の群とはそれぞれ
多くの項目で有意差を認めていた．
これらの症例のうち，術前ステロイドに内服が
あったり，処方の詳細が不明だったりした症例，再
発調査ができなかった症例，観察期間が28日未満
の症例は除外した．最終的に1,716例を解析対象と
した．この症例数が診断基準作成のための重み付け
を決定するうえで，十分な症例数であることを確認
した．
まず組織中の好酸球浸潤数と再発の有無を検討し
た．組織中の好酸球数に関して，1,716の症例を5等
分して再発率を計算した．症例数を均等に5等分す
ると400倍1視野あたり好酸球が0～3.3個，3.4～
19個，20～66個，67個～211個，212個以上の5群，
各群の症例数は342から345例となった．5群にお
けるESS術後の鼻茸無再発率を求めると，67個以上
の2つの群は66個以下の3つの群に比べて有意に
再発率が高いことがわかった（図2）．そこで浸潤好
酸球数のカットオフ値を66個近辺で検討しなおす
と，70個にした際に最も有意差がつくことが判明し
た（図3）．よって好酸球性副鼻腔炎の確定診断は，
鼻茸組織中浸潤好酸球数：70個と決定した10）．

表4．好酸球性副鼻腔炎と一般的慢性副鼻腔炎の違い．

好酸球性
副鼻腔炎

慢性副鼻腔炎
（一般）

症例数 822 2,192

年齢 51.0±13.8 51.6±16.8

両側病変 96.8% 59.6%

症状
鼻茸 92.6% 72.2%

粘調鼻汁 70.4% 52.2%

後鼻漏 51.8% 39.9%

顔面痛 23.2% 22.3%

嗅覚障害 42.3% 23.6%

嗅裂閉鎖 69.0% 23.6%

耳症状 16.4% 10.9%

骨導閾値上昇 3.8% 3.3%

血中好酸球率 8.56±5.68 3.85±3.94

レントゲン陰影濃度
上顎＜篩骨 61.4% 27.1%

上顎＝篩骨 30.9% 29.3%

上顎＞篩骨 6.6% 40.9%

病理組織中好酸球数 244.1±235.7 66.7±13.0

合併症
好酸球性中耳炎 2.9% 0.2%

慢性中耳炎 1.0% 0.9%

アスピリン喘息 10.3% 0.9%

アレルギー性鼻炎 53.8% 27.4%

気管支喘息 41.6% 8.9%

アトピー性皮膚炎 1.8% 0.9%

食物アレルギー 2.1% 1.6%

薬物アレルギー 9.1% 3.4%

Churg-Strauss syndrome 0% 0%
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JESRECスコアの決定
組織浸潤好酸球が70個以上の群と70個未満の2

群に分け，70個以上を好酸球性副鼻腔炎，70個未満
を非好酸球性副鼻腔炎として，2群間で有意に差の
ある臨床項目を検討した（表6）．多くの項目で有意
差を認めたが，多変量解析をすると，疾患の両側性，
鼻茸の有無，CT所見，末梢血好酸球率に有意なオッ
ズ比が得られた．そこでどのように診断基準を作成
するか検討したところ，当時，臨床スコアとして診
断基準を作成するほうが利用する医師にとって理解

しやすいとの観点から JESRECスコア（図4）として
点数化することとした．合計して17点満点中11点
以上の場合に好酸球性副鼻腔炎の可能性が高いとし
た．このカットオフ値で，感度83%，特異度66%，
陽性的中率62%，陰性的中率85%であった．本診断
基準は，陰性的中率を高くし，好酸球性副鼻腔炎の
スクリーニングにしたいと考えていたので，11点以
上でよいと判断した11）12）．そして最終的に浸潤好
酸球数が70個以上認めたならば，好酸球性副鼻腔
炎と確定診断がつけられるようにした13）．

表5．組織中に浸潤している好酸球数による層別解析．

慢性副鼻腔炎 好酸球性 >80個 >120個 >200個

症例数 2,192 822 1,096 903 606

年齢 51 51 52 53 53

両側病変 60% 97% 88% 90% 92%

症状
鼻茸 72% 93% 91% 91% 93%

粘調鼻汁 52% 70% 60% 61% 60%

後鼻漏 40% 52% 42% 42% 39%

顔面痛 22% 23% 20% 21% 18%

嗅覚障害 24% 42% 35% 36% 35%

嗅裂閉鎖 24% 69% 55% 57% 59%

耳症状 11% 16% 14% 14% 13%

骨導閾値上昇 3% 4% 4% 4% 4%

血中好酸球率 3.9 8.7 7.2 7.4 7.7

レントゲン陰影濃度
上顎＜篩骨 27% 61% 56% 59% 58%

上顎＝篩骨 29% 31% 28% 27% 30%

上顎＞篩骨 4% 7% 14% 13% 11%

病理組織中好酸球数 67 244 288 329 412

合併症
好酸球性中耳炎 0% 3% 2% 2% 2%

慢性中耳炎 1% 1% 1% 2% 2%

アスピリン喘息 1% 10% 7% 8% 9%

アレルギー性鼻炎 27% 54% 43% 43% 42%

気管支喘息 9% 42% 30% 30% 33%

アトピー性皮膚炎 1% 2% 2% 2% 2%

食物アレルギー 2% 2% 2% 2% 2%

薬物アレルギー 3% 9% 8% 9% 10%
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重症度分類
組織中好酸球数が多くとも，一般的慢性副鼻腔炎
のようにESSにて再発なく治癒する症例もあり，好
酸球性副鼻腔炎の中にも重症度が存在すると考えて

いた．そこで対象症例の鼻茸再発率をカプランマイ
ヤー法によって検討した．鼻茸再発率は，72か月で
50%と高率であった．最初の1年で20%が再発し，
次の1年で10%，その後1年ごとに各5%の再発率
であった．再発に関する因子に関して，単変量Cox

比例ハザードモデルで検討すると，有意であった項
目は，40歳以上，両側性，鼻茸あり，粘調な鼻汁あり，
嗅覚障害，嗅覚閉鎖，血中好酸球率，吸入抗原特異
的 IgE陽性，CTにおける篩骨洞優位な陰影，アスピ
リン喘息，アレルギー性鼻炎，気管支喘息，薬物ア
レルギー（NSAIDs），蕁麻疹の合併であった．さら
に多変量Cox比例ハザードモデルで解析すると表7

に示すように，有意な項目は3つの合併症，末梢血
好酸球率とCT所見に絞られた．

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

0 2 4 6

無
再

発
率

① 13.3

⑤ 212

② 3.319
③ 1966

④ 67211

鼻茸好酸球（/HPF） 人数（人） 比率（%）
① 03.3 343 19.99
② 3.319 345 20.10
③ 1966 342 19.93
④ 67211 343 19.99
⑤ 212 343 19.99

図2．鼻茸組織中好酸球数別による鼻茸無再発率．
カプランマイヤー法で鼻茸無再発率を計算した．

図3．鼻茸組織中好酸球数が70個 /HPFをカットオフとして鼻茸無再発率を求めた．
カプランマイヤー法で計算し，2群間に有意な差を認めた（P<0.0001）．

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

0 2 4 6
術後の経過年数（年）

好酸球数 ≥ 70/HPF

無
再

発
率

好酸球数 < 70/HPF

病側：両側 3
鼻茸 2
篩骨洞陰影優位 2

血中好酸球（%）
≤ 5 4

5 ＜ ≤ 10 8
10 ＜ 10

2 ＜

図4．好酸球性副鼻腔炎診断基準（JESREC Study）．
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表6．非好酸球性副鼻腔炎（組織好酸球数70個未満）と好酸球性副鼻腔炎（組織好酸球数70個以上）の臨床データ
比較13）．

全サンプル（n=1,716） 非好酸球性（n=1,044） 好酸球性（n=672） P value

性別
男性 1,155（67.3%） 675（64.7%） 488（72.6%）

0.001**女性 525（30.6%） 352（33.7%） 177（26.3%）
年齢（年；mean±SD） 52.4±16.1 52.5±16.9 52.3±14.6 n.s.

発症年齢（年）
≤ 20 135（7.9%） 91（8.7%） 44（6.5%）

n.s.20-40 387（22.6%） 222（21.3%） 165（24.6%）
≥ 40 927（54.0%） 566（54.2%） 361（53.7%）
病側
両側 1,152（67.1%） 571（54.7%） 581（86.5%）

<0.001***片側 522（30.4%） 450（43.1%） 72（10.7%）
薬の反応
抗菌薬 125（7.3%） 73（7.0%） 52（7.7%） n.s.
経口ステロイド 117（6.8%） 51（4.9%） 66（9.8%） <0.001***
鼻噴霧用ステロイド 51（3.0%） 15（1.4%） 36（5.4%） <0.001***

症状
鼻茸 1,335（77.8%） 720（69.0%） 615（91.5%） <0.001***
粘稠な鼻漏 940（54.8%） 547（52.4%） 393（58.5%） n.s.
後鼻漏 690（40.2%） 437（41.9%） 253（37.6%） n.s.
顔面痛 317（18.5%） 220（21.1%） 97（14.4%） 0.002**
嗅覚減退 469（27.3%） 235（22.5%） 234（34.8%） <0.001***
嗅覚脱失 256（14.9%） 87（8.3%） 169（25.1%） <0.001***
嗅裂閉鎖 609（35.5%） 246（23.6%） 363（54.0%） <0.001***

喫煙歴
過去にあり 283（16.5%） 189（18.1%） 94（14.0%）

0.004**現在 244（14.2%） 133（12.7%） 111（16.5%）
血液所見
白血球（103/μl）（mean±SD） 6.12±1.55 6.04±1.61 6.24±1.47 0.012*
好酸球（%）（mean±SD） 5.16±4.82 3.82±3.74 7.13±5.54 <0.001***
抗原特異的 IgE
ハウスダスト 314（18.3%） 172（16.5%） 142（21.1%） 0.028*
スギ 461（26.9%） 226（21.6%） 235（35.0%） <0.001***
ブタクサ 71（4.1%） 34（3.3%） 37（5.5%） 0.025*
カモガヤ 108（6.3%） 60（5.7%） 48（7.1%） n.s.
カンジダ 46（2.7%） 24（2.3%） 22（3.3%） n.s.
アスペルギルス 30（1.7%） 20（1.9%） 10（1.5%） n.s.

CT所見
篩骨洞＞上顎洞 611（35.6%） 238（22.8%） 373（55.5%）

<0.001***篩骨洞＝上顎洞 499（29.1%） 305（29.2%） 194（28.9%）
篩骨洞＜上顎洞 535（31.2%） 448（42.9%） 87（12.9%）
合併症
気管支喘息 306（17.8%） 125（12.0%） 181（26.9%） <0.001***
アスピリン不耐症 64（3.7%） 14（1.3%） 50（7.4%） <0.001***
アレルギー性鼻炎 604（35.2%） 306（29.3%） 298（44.3%） <0.001***
アトピー性皮膚炎 27（1.6%） 16（1.5%） 11（1.6%） n.s.
食物アレルギー 34（2.0%） 18（1.7%） 16（2.4%） n.s.

薬物アレルギー 101（5.9%） 44（4.2%） 57（8.5%） <0.001***

NSAIDs 21（1.2%） 4（0.4%） 17（2.5%） <0.001***
抗菌薬 24（1.4%） 16（1.5%） 8（1.2%） n.s.
その他 62（3.6%） 27（2.6%） 35（5.2%） 0.005**

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001（χ2検定）
ECRS, eosinophilic chronic rhinosinusitis; NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory drugs; n.s, non-significant; SD, 
standard deviation.
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次に難治性に関しても検討した．難治性は，経過
観察最終時に治癒していない症例を難治症例として
検討した．単変量Cox比例ハザードモデルで有意
だった項目は，男性，鼻茸あり，嗅覚障害，嗅裂閉鎖，
末梢血好酸球率，CTにおける篩骨洞優位な陰影で
あった．これらの項目は再発因子とは異なっていた．
さらに多変量Cox比例ハザードモデルで解析する
と表8に示すように，末梢血好酸球率とCTにおけ
る篩骨洞優位な陰影が有意な項目であった．その再
発性因子と難治性因子を使用して，図5のようなア
ルゴリズムを作成した．すなわち「末梢好酸球5%

を超える」と「CTにて篩骨洞優位な陰影を認める」
を因子Aとして，両方を認めれば1点とした．1項目

のみは0点とした．因子Bとして気管支喘息の合併・
既往，アスピリン不耐症の合併，NSAIDアレルギー
の合併のいずれかがあれば1点とした．臨床スコア
11点以上で，因子Aと因子Bの合計が，0点を軽症，
1点を中等症，2点を重症とした．その結果，非好酸
球性副鼻腔炎，好酸球性副鼻腔炎軽症，好酸球性副
鼻腔炎中等症，好酸球性副鼻腔炎重症の4つのグ
ループに分けられた（図5）．この4群で鼻茸の再発
率をカプランマイヤー法で計算すると，非好酸球性
副鼻腔炎：12.7%，軽症：23.4%，中等症：31.1%，
重症：51.8%の再発率を認め，4群間いずれも有意
な差を認めた（p<0.01，図6）．さらに難治率を計算
すると，非好酸球性副鼻腔炎：3.3%，軽症：11.7%，

表7．再発性に関する多変量Cox比例ハザードモデル13）．

項目 ハザード比 p値

アスピリン不耐症 3.25 0.001

NSAIDsアレルギー 2.20 0.039

気管支喘息合併 1.43 0.004

血中好酸球率10%を超える 1.52 0.032

篩骨洞優位な陰影 2.06 <0.001

表8．難治性に関する多変量Cox比例ハザードモデル13）．

項目 ハザード比 p値

末梢血中の好酸球率
2％以下 1

2–5%以下 1.72 0.072

5–10%以下 1.86 0.036

10%を超える 2.12 0.024

篩骨洞優位な陰影 2.15 0.008

図5．好酸球性副鼻腔炎の重症度分類アルゴリズム．

JESREC score < 11 points
JESREC score ≥ 11 points

Both +

One item + One item +

軽症ECRS軽症ECRS 中等症ECRS中等症ECRS 重症ECRS重症ECRS非好酸球性非好酸球性

〈因子B〉
• 気管支喘息の合併
• アスピリン不耐症の合併
• NSAIDsアレルギーの合併

〈因子A〉
• 末梢血好酸球数 > 5％
• CT陰影：篩骨洞 ≥ 上顎洞

〈因子B〉
• 気管支喘息の合併
• アスピリン不耐症の合併
• NSAIDsアレルギーの合併

(+)：1つ以上の因子が陽性

（+）：すべての因子が陽性

(+)：1つ以上の因子が陽性
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中等症：16.6%，重症：29.4%とこれも4群間とも
有意な差を認めた（p<0.01）13）．

JESREC Studyの有用性
JESRECスコアを発表した当初，好酸球性副鼻腔

炎の主症状は嗅覚障害が多いので，必ず診断基準に
入れるべきであるとか，経口ステロイドが有効なこ
とを記載すべきであるとか，鼻茸があるのは当たり
前だから不要だなど，さまざまなご意見をいただい
た．しかし多くの施設で追試をした結果，JESRECス

コア11点をカットオフ値として，ESS後の再発に関
して，いずれの施設でも鼻茸再発率に有意差が認め
られ同じ結果であった．これは日本のみならず韓国
においても同様で，現在韓国でも JESRECスコアは
使用されている．韓国の鼻茸サンプルのサイトカイ
ン産生パターンを調べると，重症と中等症好酸球性
副鼻腔炎はType 2炎症を示しており，非好酸球性副
鼻腔炎はTh1型を示しており，日本のデータをほぼ
同じであった14）．
またNakayamaらは，JESRECスコアと鼻茸中好酸
球数の組み合わせによる4つのサブタイプは，

軽症ECRS
Non-ECRS

中等症ECRS
重症ECRS

Years after operation

Re
la

ps
e-

fre
e 

ra
te

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00
0 2 4 6

図6．慢性副鼻腔炎と4群に分け，各群のESS後再発率をカプランマイヤー方で検討した．4群間いずれも有意差を
認めた．

図7．日本の鼻茸のある慢性副鼻腔炎分類と欧米のCRSwNP分類の対比．
重症好酸球性副鼻腔炎とsevere type 2が同等，軽症・中等症好酸球性副鼻腔炎とmoderate type 2が同等であると考え
られる．数字はそれぞれの%を示している．

Japan

Europe

45

Eosinophilic CRSNeutrophil
（non-Eosinophilic CRS）

鼻茸のある慢性副鼻腔炎

Mild Moderate Severe
62 870 100 (%)

Neut- 
rophil Moderate type 2 Severe type 2

CRSwNP

0 10 60 100 (%)
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CRSwNPのCLC，IL5，IL13，CCL11，CCL24，CCL26，
POSTN，CSF3，IL8のmRNA発現パターンの分類に
一致し，エンドタイプを示していることを報告し，
好酸球性副鼻腔炎の診断以外にも JESRECスコアの
有用性を証明した15）．
現在，日本において耳鼻咽喉科はもちろん呼吸器
内科においても JESRECスコアの認知度は向上し，
広く臨床に用いられるようになった．2020年6月末
の段階でAllergyに掲載されたオリジナル論文（文献
番号13）の引用回数は182回に達し，広く引用され
ていることがわかる．

慢性副鼻腔炎の分類と欧米との比較
我々は JESREC Study 報告後，慢性副鼻腔炎は表9

に示すように，鼻茸ありと鼻茸なしに分類後，鼻茸
ありを好酸球性副鼻腔炎（軽症，中等症，重症）およ
び非好酸球性副鼻腔炎に分類した．他の副鼻腔炎，
破壊型真菌症，真菌性副鼻腔炎，allergic fungal 

sinusitisがあるが，この表には含めていない．
欧米では，慢性副鼻腔炎をchronic rhinosinusitis 

with nasal polyp（CRSwNP）とchronic rhinosinusitis 

without nasal polyp（CRSsNP）に分類している16）．
このpositioning paperでは，CRSwNPは両側と記載
されており，片側性の慢性副鼻腔炎は，CRSwNPに
もCRSsNPにも含まれない．そのため片側性鼻茸を
有する慢性副鼻腔炎はどのように分類するのか疑問
が残る．最近は欧米のCRSwNPにも severe type 2

およびmoderate type 2が存在するとされ17），JESREC

分類に匹敵する分類もなされるようになった．図7

に JESREC分類と欧米の分類の対比を示す18）．最近
は欧米でもCRSsNP以外にも好中球浸潤が多い
CRSwNPが存在するとの考えがあり，eosinophilic 

CRSwNP とneutorophilic CRSwNPとの呼び方も
つけられている19)．

（藤枝　重治）
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慢性副鼻腔炎の分類
膿性・粘性・粘稠な鼻汁，鼻閉，後鼻漏の症状が3

か月以上持続している場合に，慢性副鼻腔炎
（chronic rhinosinusitis; CRS）の診断をつけること
ができる1）．慢性副鼻腔炎患者では，鼻茸の有無に
よって，鼻茸を伴わない慢性副鼻腔炎（chronic 

rhinosinusitis without nasal polyp; CRSsNP）と鼻
茸を伴う慢性副鼻腔炎（chronic rhinosinusitis with 

nasal polyp; CRSwNP）に分けられる．CRSwNPの
中 に 好 酸 球 性 副 鼻 腔 炎（eosinphilic chronic 

rhinosinusitis; ECRS）と非好酸球性副鼻腔炎（non-

ECRS）が存在する2）．一般に感冒後の副鼻腔炎は，3

か月以内の症状なので急性であり，慢性副鼻腔炎と
は異なる．

好酸球性副鼻腔炎の症状
嗅覚障害，粘稠な鼻汁，鼻閉，後鼻漏，咳嗽の症状
を訴える3）．特に嗅覚障害を主訴にすることが多い．
気管支喘息の合併を来すことが多いので，労作時呼
吸困難，咳嗽，喘鳴，夜間呼吸困難などの症状を伴う．
すでに呼吸器内科に気管支喘息として通院している
ことも多い．ECRSの気管支喘息合併率は70%を超
え，non-ECRSの気管支喘息合併率は30%にとどま
る4）5）．また薬物アレルギーやアスピリン不耐症を
合併していることも多い．ECRSの場合でも感染を

契機に受診することもあるので，感冒後に膿性鼻汁
や鼻閉が急に強まったもしくは起こったと訴えるこ
とも多い．しかしよく話を聞くと3か月前から上記
の症状を呈していたことが判明する．

好酸球性副鼻腔炎の診断手順
問診後，鼻腔内を観察する．内視鏡を用いて鼻汁
と鼻茸の有無を確認する．一般に鼻汁は粘稠である
が，細菌感染が存在すると膿性を呈する．鼻茸は両
側に認め，中鼻道もしくは嗅裂に存在し多発性も多
い（図1）．どちらかと言えば，みずみずしい鼻茸の

1 - 2

好酸球性副鼻腔炎の診断と鑑別

 サマリー
好酸球性副鼻腔炎と診断するには，まず鼻の詳細な症状を聴取する．特に嗅覚障害がないか注意を払う
とともに合併症の有無を入念に聴く．内視鏡にて鼻腔内鼻茸の有無，状態，鼻汁の性状を観察する．で
きれば CTにて上顎洞と篩骨洞の状態を調べるとともに末梢血分画を調べる．JESRECスコアを計算し，
アルゴリズムに則って重症度を決定する．鼻茸組織が得られれば浸潤している好酸球数をカウントし，
確定診断をつける．経口ステロイドの反応性でほぼ好酸球性副鼻腔炎であるか判断が可能である．

図1．好酸球性副鼻腔炎の鼻腔所見．
多発性の鼻茸を認める
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様相を示す．次に副鼻腔単純レントゲンを撮影する．
鼻茸の程度のわりに上顎洞の陰影が軽度のことが多
い．篩骨洞には陰影を認める．嗅裂は軟部陰影で充
満し閉塞していることが多い．単純レントゲンでは，
多くの場合，篩骨洞の状態を正確に把握することは
できないので，できるかぎり速やかに副鼻腔単純
CTを撮影する．CTにおいて篩骨洞および嗅裂が均
一な陰影で充満していたら，ECRSの可能が高い（図
2a）．一方で左右1側性の病変はnon-ECRSである
（図2b）．アスピリン不耐症に伴うECRSでは，上顎
洞，篩骨洞ともに，洞内に全く空気が入っておらず，
均一な陰影で充満していることが多い（図2c）．い
ずれの場合も骨破壊はもちろん存在しない．

ECRSの可能が高いと思ったならば採血を行い，
末梢好酸球率を調べる（表1）．これらの結果から，
前章に記載した JESRECスコアを計算して，11点以
上の場合，ECRSの可能性が高い．最終的には，鼻茸
の生検もしくは内視鏡下鼻副鼻腔手術の標本にて，

400倍視野（接眼レンズ22を使用）にて3か所の好
酸球数を計測し，平均70個以上存在した場合，
ECRSの確定診断をつけることができる（図3）．
ECRSの重症度は，前章に記載したアルゴリズムで
決定する5）．

好酸球性副鼻腔炎の鑑別診断
ECRSであるかnon-ECRSであるかは，内服薬への

反応でも判断できる．通常，non-ECRSの場合，膿性
鼻汁を認めたらAMPC（アモキシシリン）を処方し，
粘性の鼻汁に変化してきたらマクロライド少量長期

a b c

図2．鼻副鼻腔CT所見．
a）好酸球性副鼻腔炎（ECRS）．b）非好酸球性副鼻腔炎（non-ECRS）．c）アスピリン不耐症に伴うECRS

表1．好酸球性副鼻腔炎診断の手順．

1．詳細な問診（症状・経過・合併症）
2．内視鏡検査による鼻腔内の観察
3．副鼻腔単純レントゲン
4．必要であれば副鼻腔単純CT
5．採血：末梢血好酸球率（分画）
6．呼吸器内科への対診（気管支喘息の有無について）
7．鼻茸中好酸球数カウント

図3．鼻茸組織（ヘマトキシリン -エオジン染色）．
細胞質が赤く染色されているの好酸球（矢印）であり，多
数（約100個）認められる．



16 第 1章 好酸球性副鼻腔炎

宿題報告2020

投与を行う．すると鼻茸が存在する場合鼻茸の縮小
は認めずとも，粘性鼻汁は軽快する．しかしECRS

では膿性鼻汁から膿性が軽快して粘稠な鼻汁になる
が，マクロライドを投与しても変化はない．一方で
セレスタミン®や経口ステロイドを投与すると
ECRSでは，鼻茸が縮小し，嗅覚障害が改善する．
Non-ECRSでは症状の改善は認められない．ECRSと
non-ECRSの比較を表2に示す6）．
アレルギー性鼻炎では，鼻茸は伴わず，粘稠な鼻
汁も伴わない．ECRS患者のアレルギー性鼻炎合併
率は，健常人のアレルギー性鼻炎の発症率とほとん
ど違いはない．抗原特異的 IgE陽性率もECRSと健常
人で差は認められない．Non-ECRSでは健常者に比
較して，アレルギー性鼻炎の発症率も抗原特異的
IgEの陽性率も有意に低くなっている2）．
真菌が原因である副鼻腔炎も鑑別の必要がある．
真菌による副鼻腔炎である真菌性副鼻腔炎は片側性
が多い．CTでは上顎骨の肥厚が認められ，上顎洞内
にエンハンスされる塊（真菌塊，Fungus ball）が認
められることがある．破壊型真菌症は，鼻副鼻腔症
状が少ないわりに視力低下が著しく急速に進行する．
CT所見でも上顎洞・篩骨洞・蝶形洞の所見が乏しい．
Allergic fungal sinusitisは気管支喘息を伴うことが
多く，好酸球率も高値であるが，日本では珍しく片
側性がほとんどである．
慢性鼻炎，急性副鼻腔炎などは鼻茸が存在しない．
鼻腔内腫瘍であれば，片側性がほとんどである．

好酸球性副鼻腔炎の代表的な症例提示

48歳女性．
40歳ごろから鼻閉，粘稠な鼻汁を認め，徐々に嗅
覚障害が出現してきた．45歳のときに近医耳鼻咽
喉科を受診．両側鼻茸を伴う慢性副鼻腔炎の診断
を受け，内視鏡下鼻副鼻腔手術を勧められ，総合
病院耳鼻咽喉科で手術を受けた．鼻閉は一旦改善
したが，風邪を引いた半年後には，ほぼ術前の状
態と同じく鼻閉と嗅覚障害を認めた．2週間前に
風邪をひき，その後膿性鼻汁が出現し湿性咳嗽も
ひどいので，来院した．
既往歴として，35歳から気管支喘息にて吸入ステ
ロイドを行っている．38歳のときに鎮痛薬内服時
に喘息を起こし，救急病院を受診したことがある．
血液所見：白血球数8,900，末梢好酸球11.8%，
その他異常所見なし．両側鼻腔内，中鼻道と嗅裂
には多発性鼻茸と粘稠な鼻汁認め，副鼻腔単純
CTは，図2aの状態であった．

以上 JESRECスコアは，両側：3点，鼻茸：2点，CT

にて篩骨洞優位の陰影：2点，血中好酸球：10点，
合計17点であり，ECRSの可能が高かった5）．2度目
の内視鏡下鼻副鼻腔手術を行い，摘出した鼻茸組織
をヘマトキシリン・エオジン染色すると，400倍視
野（接眼レンズ22にて）好酸球は1視野あたり，
100個，123個，134個存在し，平均119個となり，

表2．ECRSとnon-ECRSの臨床的違い6）．

ECRS non-ECRS

好発年齢 成人以降 全年齢で起こりうる
主要症状 嗅覚障害 鼻閉，鼻漏，頭痛
鼻汁の性状 粘稠，ニカワ状 膿性，粘液性
ポリープの状態 中鼻道，嗅裂 中鼻道

両側，多発性 片側 /両側，単発性 /多発性
優位な病変部位 篩骨洞 上顎洞
優位な細胞浸潤 好酸球 好中球
合併症 気管支喘息 びまん性汎細気管支炎

アスピリン不耐性 気管支拡張症
薬剤アレルギー

マクロライド効果 なし あり
経口ステロイド効果 あり なし
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気管支喘息とアスピリン不耐症を合併する重症
ECRSと診断された．

まとめ
以前はさまざまな治療を試みて，再発を繰り返す
ので最終的にECRSと判断することが多かった．
JESRECスコアと重症度分類アルゴリズムの完成で，
ECRSの診断が容易になった．鼻症状からECRSを
疑っても合併症の有無を本人が自覚していないこと
も多い．スパイロメトリー，呼気一酸化窒素（NO）
を測定して気管支喘息の診断をつける，もしくは検
査・診断を呼吸器内科に依頼することが肝要である．

また逆に内科側にも表3に示す場合には，耳鼻咽喉
科に鼻腔内を診察するように紹介して欲しい旨を啓
蒙すべきである7）．

（藤枝　重治）
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表3．好酸球性副鼻腔炎の可能性があるため，紹介して
欲しい症例7）．

●気管支喘息・アスピリン不耐症患者が嗅覚障害を訴え
た場合
●気管支喘息・アスピリン不耐症患者において膿性・粘
稠な鼻汁が出現した場合
●好酸球分画が10%以上を示し，嗅覚障害もしくは鼻閉
がある場合
●重症喘息でステロイドを内服すると鼻が通るという場合
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好酸球性副鼻腔炎の病態： 
IgE依存性炎症 1）

好酸球性副鼻腔炎（ECRS）はアレルギー性鼻炎と
同じTh2環境下で発症すると考えられている 1）2）．
アレルゲンが鼻粘膜に侵入すると樹状細胞が補足を
してナイーブCD4陽性T細胞に情報を伝え，IL-4存
在下でTh2細胞へ分化させ，IL-4，IL-5，IL-13を産生
させる．B細胞は，IL-4存在下でアレルゲン特異的
IgE産生形質細胞に分化し，IgEを産生するとされる．
アレルギー性鼻炎ではアレルゲンは明白であるが，
ECRSの場合，アレルゲンはよくわかっていない
（図1）．細菌はアレルゲンの有力因子であるととも
に，細菌・ウイルスなどの微生物に含まれるプロテ
アーゼも有力候補である．
鼻腔内におけるブドウ球菌のコロニー形成を調
べると，CRSwNPでは健常人やCRSsNPよりも高
いコロニー形成を認める．ベルギー・ゲント大学の
Bachertグループは，黄色ブドウ球菌（Staphylococcus 

aureus）が産生するブドウ球菌エンテロトキシン
（staphylococcal enterotoxins; SEs）に対するSE特
異的 IgEを鼻茸中に証明し，SEがCRSwNP形成のア
レルゲン，起因物質であると提唱した3）．さらにSE

自身はスーパー抗原としても働き，抗原非特異的に
T細胞を活性化させ，IL-4，IL-5，IL-13などのTh2サ
イトカインを放出させる．それらによりさまざまな

抗原特異的B細胞が活性化し，ポリクローナルな
IgEを産生する（図2）．さまざまな IgEは肥満細胞に
結合し，さまざまな抗原と反応することで，肥満細
胞からはケミカルメディエイターとりわけ好酸球遊
走因子が放出され，好酸球炎症を惹起する．現在は，
この説が欧米と中国で有力とされている．

SEのなかでエンテロトキシンB（SEB）は鼻茸細
胞を刺激して IL-5，IL-13，RANTESを産生する．プ
ロスタグランジンE2（PGE2）はSEBによるTh2サ
イトカインやケモカインの産生を抑制する4）．グラ
ム陰性菌の構成成分であるLPSは，SEBにて刺激さ
れた鼻茸細胞から産生される IL-5，IL-13産生を
PGE2の産生を介して抑制する5）．一方で，SEB自身
は鼻上皮細胞からのPGE2やシクロオキシゲナーゼ
2（COX-2）の産生を抑制するので，その機序によっ
て好酸球炎症の鎮静を回避し，炎症を継続している
といえよう．SEB，PGE2を介したECRSにおける炎
症メカニズムに関しては，国際医療福祉大学（元岡
山大学）岡野光博グループが世界的にも有名である．
マウスにおいて黄色ブドウ球菌の感染は IFN-λ1

によって防御される6）．健常人の鼻粘膜細胞に黄色
ブドウ球菌を in vitroで感染させる実験系に IFN-λ1

を加えると感染数は有意に減少する．それには IFN-

λ1-IL-28-Reactive oxidase substrate（ROS）-Janus 

kinase-STAT signalが関与する．しかし鼻茸細胞を
用いて同様の実験を行っても IFN-λ1は黄色ブドウ

1 - 3

好酸球性副鼻腔炎の病態概要

 サマリー
好酸球性副鼻腔炎の病態は，Type 2炎症が関与し，獲得免疫である IgE依存性炎症と自然免疫である
IgE非依存性炎症の両方が存在する．原因としては，黄色ブドウ球菌エンテロトキシンが重要であると
ベルギー・ゲント大学の Bachertグループは主張し，我々は凝固系の亢進と線溶系の抑制を提唱して
いる．好酸球性副鼻腔炎の病態には，B細胞の IgEへのクラススイッチ，好酸球の分化・増殖・組織浸
潤，バリア機能の破綻，杯細胞の過形成と粘液の過剰産生，過剰なフィブリン形成が関与していると考
えられている．
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プロテアーゼアレルゲン

樹状細胞

OX40L
OX40

OX40L

Ｂ
CD40

CD40L
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ナイーブＴ細胞

IL-5/IL-4/IL-13

IgM IgD 形質細胞 IgE
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Ｂ
Ｂ

2次性IgE産生
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T細胞

IgE

クラス
スイッチ

IL-4
IL-4
IL-6

図1．好酸球性副鼻腔炎に獲得免疫系の関与．
獲得免疫系の活性化による IgEの産生．何らかの物質が肥満細胞表面の IgEと結合してケミカルメディエーターを放出し，
好酸球炎症を惹起する．

黄色ブドウ球菌 SEB

IL-13/IL-5/RANTES PGE2

LPS

グラム陰性菌

Ｂ

ＢＢ

T細胞 スーパー抗原 形質細胞 IgE

ポリクローナルIgE

鼻茸

図2．好酸球性副鼻腔炎における黄色ブドウ球菌の関与．
黄色ブドウ球菌およびエンテロトキシンB（SEB）がポリクローナル IgEを産生し，好酸球炎症を惹起する．
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球菌の感染を減少できず，このシグナルが何らかの
原因で働いていないことが判明した7）．
最近，ヒト IgG4が結合する黄色ブドウ球菌の細
胞 外 蛋 白 の 解 析 か ら，A～ Fま で 6種 類 の
staphylococcal serine protease-like proteins（Spls）
が同定された．それぞれのSpl特異的T細胞からは
IL-4，IL-5，IL-13が有意に産生されていた．しかしそ
の濃度はSEBに比べかなりの高濃度を必要とした．
一方で気管支喘息患者ではSplA，SplB，SplD，SplE

特異的 IgEが健常人よりも有意に高く検出された．
In vivo実験としてマウスの気管にSplDを反復投与
すると肺に好酸球浸潤を認めるともに，血清中に
SplD特異的 IgEが誘導された8）．このようなSplDに
よる好酸球炎症は，可溶化ST2受容体による IL-33

活性ブロッキング試験によって抑制されるので，IL-

33/ST-2を介して起こることが証明された9）．

IgE非依存性炎症
一方でアレルゲンではなく，化学物質やプロテ
アーゼ（蛋白分解酵素）を含む蛋白が鼻腔内に侵入
し，鼻粘膜を刺激することがある．これには細菌や

ウイルス自身およびそれらのプロテアーゼも該当す
る．これらの刺激によって鼻粘膜上皮から thymic 

stromal lymphopoietin（TSLP），IL-25，IL-33の上皮
系サイトカインを産生される．①TSLPは樹状細
胞の活性化を介してTh2細胞を活性化させる． 
② IL-25は，Th2細胞，Th9細胞に加え，ILC2細胞に
作用し，IL-5と IL-13の産生を誘導する．③ IL-33は
Th2細胞，ILC2細胞，肥満細胞に作用して IL-5と
IL-13の産生を誘導する．いずれもTh2細胞の活性
化が起これば，IgE依存性炎症と同じように炎症反
応が起こる．IL-5によって，好酸球浸潤と生存の延
長，活性化が起こる．IL-13によって鼻粘膜上皮，杯
細胞（粘液産生細胞），血管内皮細胞の活性化が誘導
され炎症が形成される（図3）．これらとは別に
CD69とそのリガンドであるミオシン軽鎖による構
造が，IL-33の刺激とともにTh2細胞からpathogenic 

Th2（Tpath2）細胞への誘導と動員を促し，Tpath2

細胞から IL-5が放出され，好酸球が遊走してくるこ
とも証明されている10）．
実際に鼻茸組織にエンテロトキシン非産生性の黄
色ブドウ球菌を感染させると IL-33，TSLP，IL-5，
IL-13の産生が亢進した．健康人下鼻甲介組織に同様

プロテアーゼ細菌・ウイルス

IL-25 IL-33

ILC2

IL-5IL-13

好酸球

活性化

組織障害
粘膜過敏性亢進

ECP/MBP

LT

腺分泌亢進
血管透過性亢進

IL-5

粘膜上皮
杯細胞
血管内皮細胞

活性化

鼻汁産生亢進

鼻閉

図3．好酸球性副鼻腔炎による自然免疫系の関与．
上皮系サイトカインが ILC2を刺激し，2型サイトカインを放出することにより，好酸球の浸潤と杯細胞の過形成と粘液
の過剰産生を惹起する．
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の黄色ブドウ球菌を感染させるとTSLPのみの産生
が亢進した．一方で表皮ブドウ球菌（S. epidermis）
を鼻茸組織と健常人下鼻甲介組織に感染させても何
も産生亢進しなかった．以上から黄色ブドウ球菌が
上皮系サイトカイン亢進に関与していると報告され
ている11）．
以前は，特定の黄色ブドウ球菌は，細胞間接着因
子を破壊して上皮の繊毛輸送系およびバリア機能を
退化させるとされていた．しかし最近の研究では，
健康人鼻粘膜では黄色ブドウ球菌の存在によって，
細胞間接着因子の発現が亢進してよりバリア機能が
保たれるが，CRSwNPではそのような作用はなく，
逆に細胞間接着因子発現が抑制されることが報告さ
れた 12）．CRSwNP患者鼻茸由来初代培養上皮細胞
株に黄色ブドウ球菌の成分を曝露すると，修復の遅
延，ラメリポディア形成縮小，細胞の移動活性減少
によって，コントロールの初代培養上皮細胞株に比
べ創傷治癒が遅れた13）．さらに黄色ブドウ球菌培養
上清中の物質は，CRSwNP患者鼻茸由来初代培養
上皮細胞株の修復機構をさらに遅延させた．一方で，
Rho-associated coiled-coil kinase（ROCK）

inhibitorはその遅延を正常の修復に戻すことができ
た．すなわち黄色ブドウ球菌およびその上清中物質
は，鼻粘膜上皮にROCKを活性化させることで修復
機構を遅らせることが判明した．
また高性能質量分析器によって黄色ブドウ球菌が
検出された鼻茸組織では，IL-5の放出が認められた．
さらに抗菌薬で黄色ブドウ球菌を殺すと IL-5の放出
量が低下した14）．
鼻粘膜において IgEクラススイッチは起こりう
る 15）．鼻茸中にSE特異的 IgEが証明されたことから
黄色ブドウ球菌が原因菌とされているが，化膿連鎖
球菌（Streptococcus pyogens），インフルエンザ菌
（Haemophilus influenza），緑 膿 菌（Pseudomonas 

aeruginosa）に対する IgG，IgA，IgEが鼻茸組織から
証明されるとともに，それらのクラススイッチには
Tfh細胞の存在が重要性であることが示された16）．
またクラススイッチは直接目的のクラスにスイッチ
しないで，他のクラスを経由してスイッチするシー
クエンシャルスイッチやトランススプライシングの
機序も存在する17）～20）．実際，細菌特異的 IgGもし
くは IgA1からのシークエンシャルスイッチによっ

IL-33

Tissue Factor

Prothrombin Thrombin

Fibrinogen Fibrin
XIII-A

好酸球
肥満細胞

鼻粘膜上皮

PAI-1

Plasminogen

t-PA

Plasmin

凝固系 線溶系

過剰なフィブリン網
d-dimer

分解

図4．凝固系亢進と線溶系抑制．
好酸球が関与して凝固系の亢進が起こり，それとともに線溶系抑制が起こり，過剰なフィブリン網が形成される．
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て鼻腔内に存在する細菌特異的 IgEができることも
証明された16）．このことから，鼻茸はおそらく一定
の条件下では複数の細菌によって形成されると推測
される．

IgEは獲得免疫系の中で，Th2環境下で起こる．一
方で，自然免疫系では，上皮系サイトカインと ILC-2

によるTh2サイトカインにて起こる．現在はこの2

つのTh2サイトカインで起こる炎症のことをType 2

炎症と呼ぶようになった．

フィブリンと好酸球性副鼻腔炎
好酸球性副鼻腔炎鼻茸においては過剰なフィブリ
ン網が形成されていることを当科の高林が見い出し
た21）22）．フィブリン網は組織の創傷治癒過程で起
こり炎症細胞の浸潤を誘導するが，通常は数日で
フィブリン網が分解され浮腫が改善する．しかし好
酸球性副鼻腔炎の鼻茸においては，フィブリン網の

代謝をコントロールする凝固系・線溶系の異常が病
態形成に関与していると思われる（図4）．前述した
黄色ブドウ球菌は，血漿を凝固させるコアグラーゼ
を産生するので，その影響があるのかもしれない．

まとめ
現在CRSwNPの病態はType 2炎症が主体である
とされる．①好酸球の分化・増殖・遊走．組織浸潤，
②B細胞のクラススイッチ，③バリア機能の破綻，
④杯細胞の過形成と粘液の過剰産生，⑤凝固系の亢
進と線溶系の抑制による過剰なフィブリン網の形成
が主たる病態であると考えられている．今回の宿題
報告では，これらの内容に，いくつかのアプローチ
で病態の解明を行い，新規治療法の開発結果を報告
する．

（藤枝　重治）
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はじめに
好 酸 球 性 副 鼻 腔 炎（eosinophilic chronic 

rhinosinusitis; ECRS）は，嗅覚障害と多発性鼻茸を
特徴とし，鼻茸組織中には強い好酸球浸潤が認めら
れる，難治性，再発性の高い副鼻腔炎である．その
診断基準は，2015年に Japanese Epidemiological 

Survey of Refractory Eosinophilic Chronic 

Rhinosinusitis Study（JESREC study）1）により作成さ
れ，現在では全国に広く浸透して診断されるように
なった．しかし，この診断基準内にはCT所見や鼻茸
の有無といった主観的な項目も一部に含まれており，
診断に迷う症例も存在することから，客観的なバイ
オマーカーが必要とされるようになってきた．
次世代シーケンサーを用いたRNAシークエンス
は，目的とするサンプルのRNAの配列データを網
羅的に解析する手法であり，大量のRNA発現の定
量化を実現することが可能である．マイクロアレイ
と比較した利点として，幅広いダイナミックレンジ
があること，バックグラウンドが少ないこと，あら
かじめ解析するターゲットを決める必要がないこと
などがあげられ，新規のバイオマーカー探索に適し
ている．本研究では，次世代シーケンサーを用いた
RNAシークエンスを行い，鼻茸中に発現する遺伝子
を解析した．その結果，ペリオスチン遺伝子が鼻茸
中に最も強く発現していたので着目した．ペリオス

チンはType 2炎症を強く反映するバイオマーカー
として報告されており，気管支喘息やアトピー性皮
膚炎で有用であるといわれている2）3）．好酸球性副
鼻腔炎もType 2炎症優位の疾患と考えられており，
これらの疾患同様にバイオマーカーとして使用でき
るかもしれない．
また，ペリオスチンはC末端側に選択的 splicing

領域を持ち，現在8種類の isoformが報告されてい
る4）．しかしながら，鼻副鼻腔領域でヒトサンプル
を用いてのペリオスチン isoformの解析報告はなく，
isoformの機能や，臓器特異性・疾患特異性などに
ついては全くわかっていない．本研究では3種類の
抗体を使用し，慢性副鼻腔炎鼻茸におけるペリオス
チンの isoformの発現量を比較検討する．

実験方法

診断
JESRECの診断基準を用いて，好酸球性副鼻腔炎

の診断を行った1）．内視鏡下鼻副鼻腔手術の術後に，
28日以上中鼻道ポリープや膿性鼻汁が継続する状
態を術後再発と定義した．

RNAシークエンス
6例 の 慢 性 副 鼻 腔 炎 患 者（non-ECRS 2例，

moderate ECRS 3例，severe ECRS 1例）から採取し

2 - 1

好酸球性副鼻腔炎のバイオマーカーとしての 
ペリオスチンについて

 サマリー
好酸球性副鼻腔炎の診断基準には，CT所見，鼻茸の有無，合併症の有無といったかなり曖昧で主観的
な項目も含まれている．そのため，客観的なバイオマーカー確立のため次世代シークエンサーによる検
討を行い，鼻茸ではペリオスチンが最も発現していることが判明した．鼻茸組織中では粘膜下に発現し，
血清中では好酸球性副鼻腔炎が重症化するほど高値を示し，術後の予後因子になりえた．今後診断基準
に加えることが可能であるか検討している．
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た鼻茸，および同一患者から採取した下鼻甲介粘膜
を使用してRNAシークエンスを行った．Total RNA

を抽出し，TruSeq RNA Sample Prep Kit（Illumina, 

Inc., San Diego, CA, USA）を使用してサンプルの
調製を行った5）．Illumina HiSeq 2000でシークエン
スを行い，TopHat 2.0.14を用いてhuman reference 

genome（hg19）にマッピングを行った．発現量は
edgeRを用いてFragments per kilobase of transcript 

per million mapped fragments（FPKM）として算出
した．

免疫組織化学
110例の慢性副鼻腔炎鼻茸（non-ECRS 34例，

mild ECR 20例，moderate ECRS 35例，severe ECRS 

21例）を使用して免疫組織化学を行った．コント
ロールとして4人の慢性副鼻腔炎およびアレルギー
性鼻炎を既往に持たない患者から，頭蓋底手術の際
に摘出した鈎状突起粘膜を用いた5）．一次抗体とし

て 0.2 μg/mlの mouse anti-POSTN monoclonal 

antibody（clone SS19C）を使用し，二次抗体として
HRP+anti-rabbit/mouse IgG secondary antibody

（EnVision Dako, Glostrup, Denmark）を使用した．
ペリオスチンの染色強度による判定はShionoらの
報告を基準とし，上皮直下のみに発現が認められる
群（superficial type）と，粘膜下組織にびまん性に
発現が認められる群（diffuse type）に分類して判
定した（図1）5）6)．Isoformの検討は92症例の慢性副
鼻 腔 炎 鼻 茸（non-ECRS 43例，mild ECR 13例，
moderate ECRS 25例，severe ECRS 11例）を使用し
た．選択的 splicingによりdeletionとなるexonの前
後を標識する抗体を3種類設計し（配列非公開），そ
の染色強度から4種類の isoform（isoform 1; NP_ 

006466.2, isoform 2; NP_001129406.1, isofrom4; 

NP_001273594.1, isoform 8; NP_001317446.1）の
判定を行った．

(×200) (×200)

a b

4

1

1

4

10

3

3

1

20

16

31

20

0 20 40 60 80 100

Control

Non-ECRS

Mild ECRS

Moderate ECRS

Severe ECRS

Negative
Superficial type
Diffuse type

*

Chi-square test
* Corrected Ｐ < 0.05

c

（%）

図1．a）上皮直下のみにペリオスチンの発現を認める（superficial type）．b）粘膜下にびまん性にペリオスチン
の発現を認める（diffuse type）．c）鼻茸組織のペリオスチン免疫組織化学．重症度が高いほどdiffuse typeが多
く認められ，non-ECRSとsevere ECRS間で統計学的有意差を認めた．
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ELISA
369例の慢性副鼻腔炎患者（non-ECRS 122例，

mild ECR 64例，moderate ECRS 116例，severe 

ECRS 67例）の術前に採取した血清を使用し，
POSTN ELISA Kit（Human）（Shino-test, Tokyo, 

Japan）を用いてペリオスチン蛋白の定量を行った5）．

統計解析 5）

免疫組織化学の群間比較はカイ二乗検定の後に
Bonferroni補正を行った．Isoformの統計学的解析
は，severe ECRSとmoderate ECRS以下をまとめた
群を比較対象として，Fisherの正確確率検定を行っ
た．血清ペリオスチンの群間比較にはSteel-Dwass

法による多重比較を行った．相関関係の検討は
Spearmanの順位相関係数を使用した．ROC曲線に
よるカットオフの最適値の算出はclosest point to 

top-left法を使用した．P<0.05を統計学的有意とした．

結果

RNAシークエンスによる発現解析 5）

慢性副鼻腔炎鼻茸における発現量を，同一患者の
下鼻甲介粘膜をコントロールとして比較解析した．

全体で16,048遺伝子が検出され，3,574遺伝子が統
計学的有意差を認めた．鼻茸で優位に発現が高かっ
た遺伝子（fold change >2）は1,264遺伝子であり，
優位に発現が低かった遺伝子（fold change <0.5）
は899遺伝子であった．それぞれ代表的な遺伝子を
表1に示す．

免疫組織化学
ペリオスチンの染色強度はShionoらの報告を基
準として，図1のように判定した．コントロール粘
膜は全て上皮下にペリオスチンの発現を認める
superficial typeであった．重症の副鼻腔炎症例で多
く認められると報告されているdiffuse typeは，
non-ECRSでは34例中20例（58.8%）に認められ，
severe ECRSでは21例中20例（95.2%）に認められ
た．Non ECRSと severe ECRS間に統計学的有意差
を認めた（図1c，P=0.037）．
さらに，3種類の抗体を使用することにより，4種
類の isoform（isoform 1; NP_006466.2, isoform 2; 

NP_001129406.1, isofrom4; NP_001273594.1, 

isoform 8; NP_001317446.1）の判定を行った．
Severe ECRSでは11例中8例（72.7%）が isoform 

2に判定され，moderate ECRS以下の群（81例中31

表1．RNAシークエンスで鼻茸中の発現が有意に亢進もしくは低下した遺伝子．

遺伝子名 調整P値
（FDR）

発現比
（対数）

鼻茸中発現量
（FPKM）

下鼻甲介中発現量
（FPKM）

発現亢進
POSTN 3.58×10−3 3.11 7.98×102 4.96×10

ALOX15 2.21×10−2 3.07 6.34×102 8.02×10

CST1 2.26×10−2 4.77 6.29×102 8.53

SERPINB3 6.41×10−3 2.90 5.45×102 1.31×102

CCL18 1.07×10−9 6.83 3.94×102 9.27×10−1

発現低下
BPIFA1 9.77×10−3 −3.01 4.13×103 2.66×104

SLPI 2.63×10−5 −2.16 3.00×103 1.11×104

BPIFB1 1.12×10−3 −2.74 2.02×103 1.18×104

STATH 7.96×10−11 −10.8 9.14×102 6.71×104

LTF 7.28×10−8 −4.47 8.27×102 6.92×103

それぞれ鼻茸中発現量が高値または低値であった上位5番目までの遺伝子を示す．FDR; false 
discovery rate, FPKM; fragments per kilobase of transcript per million mapped fragments.
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図2．鼻茸組織におけるペリオスチン isoformの発現．
Severe ECRSでは，moderate ECRS以下の群と比較して isoform 2の発現が優位に多かった（P=0.048）．全ての群において，
isoform 8に判定される症例は認めなかった．
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図3．a）好酸球性副鼻腔炎の重症度別の血清ペリオスチン値．b）血清ペリオスチン値と末梢血好酸球値との相関．
c）血清ペリオスチン値と組織中好酸球数との相関．
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例，38.3%）と比較して優位に多かった（図2，
P=0.048）．全ての群で isoform 8に判定される症例
は認めなかった．

ELISAによる血清ペリオスチンの測定
血清ペリオスチンの中央値（括弧内は範囲）は，

non-ECRS 87.5（28～245）ng/ml，mild ECRS 104.5

（54～259）ng/ml，moderate ECRS 114（40～325）
ng/ml，severe ECRS 136（48～369）ng/mlであった
（図3a）．副鼻腔炎の重症度が上がるにつれて，血清
ペリオスチンは有意に上昇した（P<0.05）．また，血
清ペリオスチンは，末梢血好酸球率（図3b，P< 

0.001）および組織中好酸球数（図3c，P<0.001）と
有意な正の相関を示した．次に血清ペリオスチン値
を独立変数，術後再発を従属変数と設定し，ROC曲
線を作成した（図4a，AUC 0.595，標準誤差0.044，
95%CI 0.509～0.681）．このとき，closest to topleft

の方法でカットオフ値の最適値を算出したところ，
115.5 ng/mlであった（感度60.7%，特異度61.9%）．
さらに，このカットオフ値を用いて二群に分類し，
術後再発率についてのKaplan-Meier曲線を作成し
た．このとき，log-rank testで二曲線を比較すると有
意差が認められた（図4b）．

考察 5）

慢性副鼻腔炎鼻茸を使用しRNA sequenceを行っ
たところ，鼻茸中で有意に発現が亢進している遺伝
子の中で，最も発現量が高値であった遺伝子はペリ
オスチン遺伝子（POSTN）であった．ペリオスチン
は分子量90 kDaのファシクリンファミリーに属す
る細胞外マトリックスタンパクであり，鋭敏なType 

2型炎症のバイオマーカーとされている2）3）．慢性副
鼻腔炎鼻茸組織中においてもペリオスチンの存在が
報告されているが，本邦における好酸球性副鼻腔炎
の診断基準が作成される以前の報告であり，臨床的
な重症度との検討は行われていない6）．本研究では，
JESRECの診断基準を用いて分類を行い，ペリオス
チンの発現強度と重症度の比較を行った．その結果，
好酸球性副鼻腔炎の重症度が上昇するほどペリオス
チンは粘膜下組織にびまん性に発現（diffuse type）
しており，ペリオスチンの発現が好酸球性副鼻腔炎
の難治性と関連していることが示唆された．
ペリオスチンはC末端側に選択的 splicing領域を

持ち，現在8種類の isoformが報告されている4）．し
かしながら，ヒトサンプルを使用した報告はごく少
数であり7）～12），isoformの機能や，臓器特異性・疾
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図4．a）術後再発に対するROC曲線．血清ペリオスチン値を独立変数，術後再発を従属変数と設定した（a，AUC 
0.595，標準誤差0.044，95%CI 0.509～0.681）．Closest to topleftの方法でカットオフ値の最適値を算出し
たところ，115.5 ng/mlであった（感度60.7%，特異度61.9%）．b）血清ペリオスチン値115.5 ng/mlをカット
オフとした二群の術後再発率についてのKaplan-Meier曲線．Log-rank testで二曲線間に有意差が認められた
（P=0.0072）．
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患特異性などについては不明な点が多い．今回，重
症の好酸球性副鼻腔炎鼻茸中には，isoform 2が最も
多く認められた．一方，比較的軽症の副鼻腔炎でも
isoform 2が発現している症例が多く，鼻茸の形成
そのものに isoform 2が強く関わっている可能性が
考えられる．
好酸球性副鼻腔炎のバイオマーカーとして使用す
るためには，血清を用いた測定系が実用化されやす
い．そこで，369症例の慢性副鼻腔炎患者の手術前
に採取した血清を用いて，ペリオスチンの定量を
ELISAで行った．好酸球性副鼻腔炎の重症度が上が
るにつれて，血清ペリオスチンも優位に上昇してい
た．血清ペリオスチンが慢性副鼻腔炎患者で上昇し
ている報告が認められるが，それらはいずれも，鼻
茸を伴う副鼻腔炎と伴わない副鼻腔炎の鑑別13）14）

や，喘息患者内で副鼻腔炎を合併するかどうかで検
討されている15）．鼻茸や慢性副鼻腔炎の合併の有無
であれば，鼻副鼻腔内視鏡で観察することで診断可
能であるため，より臨床的価値が高い項目をアウト
カムと設定する必要がある．そこで着目したのが術
後再発である．好酸球性副鼻腔炎の最も重要な問題
の一つとして，高い術後再発率があげられ，JESREC 

studyでは，中等症以上の好酸球性副鼻腔炎は
Kaplan-Meier法により術後6年で50%以上の症例
で再発が認められた1）．本研究でも同様に，術後再
発を術後1か月以上経過している状態で，その後1

か月以上中鼻道の鼻茸または膿性鼻汁が継続する状
態と定義し，血清ペリオスチン値との検討を行った．
血清ペリオスチン値を独立変数，術後再発を従属変
数と設定したROC曲線を作成し，closest to topleft

の方法でカットオフ値の最適値を算出したところ
115.5 ng/mlであり，このときの，感度と特異度は
それぞれ60.7%，61.9%であった．さらに，このカッ
トオフ値を用いて二群に分類し，術後再発率につい
てのKaplan-Meier曲線を作成した．このとき，log-

rank testで二曲線を比較すると有意差が認められて
おり，血清ペリオスチンが術後再発に対するバイオ
マーカーとして有用であることが示された．

最近では，慢性副鼻腔炎の治療前にendotyping

を行い，治療の方針を決定することが必要であろう
と提唱されている16）17）．すなわち，Th2型の鼻茸と
非Th2型の鼻茸では，鼻副鼻腔内視鏡手術後，異なっ
た治療を行うというものである．JESRECの診断基準
に加えて，血清ペリオスチンでType 2炎症の程度を
術前に評価することにより，このような治療アルゴリ
ズムに沿った個別化医療が提供できると考えられる．
好酸球性副鼻腔炎を含めた慢性副鼻腔炎の治療に
よって，血清ペリオスチンがどのように変動するか
については，現在まだ報告が少ない．Schryverらは，
doxycycline，methylprednisolone，mepolizumab

（抗 IL-5抗体），omalizumab（抗 IgE抗体）による治
療後の，血清ペリオスチンと鼻汁中ペリオスチンの
変動について報告している18）．Methylprednisolone

の投与後4週後に，ポリープスコアや症状スコアな
どとともに，有意な血清ペリオスチンの低下を認め
たが，投与後8週の時点では，それらの再上昇が認
められた．またmepolizumabおよびomalizumab

の投与後8週後に，有意に血清ペリオスチンおよび
鼻汁中ペリオスチンの低下を認め，このときのポ
リープスコア，症状スコアともに有意な減少を認め
ていた．しかし，doxicyclineの投与後，血清ペリオ
スチンは軽度の低下のみにとどまっており，このと
きのポリープスコアや症状スコアも軽度の低下で
あった．このことから，血清ペリオスチンは少なく
とも数週間以内の病勢を反映するバイオマーカーと
して使用可能であると推定される．これまで治療後
の病勢を評価する項目としては，鼻副鼻腔内視鏡検
査によるポリープスコア，およびアンケート調査に
よる症状スコアなど，客観的でない項目で評価せざ
るを得ない状態であったが，血清ペリオスチンの測
定により客観的に評価ができるようになると考えら
れる．将来的には，治療後のポリープスコアや症状
スコアなどとともに，血清ペリオスチンの上昇が認
められる症例に対しては，分子標的薬の治療の適応
を考慮する，などの使用方法が有用であると考える．

（二之宮貴裕）
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はじめに
好 酸 球 性 副 鼻 腔 炎（eosinophilic chronic 

rhinosinusitis; ECRS）と気管支喘息は，炎症の首座
が上気道か下気道かで異なるが，いずれもType 2炎
症を主体とした好酸球性アレルギー性気道炎症であ
る1）2）．ECRSにおいて，気管支喘息の合併は，難治再
発に関わるリスクファクターの一つである 1）3）．気
管支喘息患者では，呼気中一酸化窒素（fractional 

exhaled nitric oxide; FeNO）値が上昇することが知
られているが，吸入ステロイドで治療を行うと，
FeNO値は速やかに低下する4）．そのことからFeNO

値は，気管支喘息の病態を反映する重要なバイオ
マーカーとされている5）～7）．
気道において，最も主要なNO産生源は副鼻腔で
ある8）．副鼻腔で産生されたNO（nasal NO）は，気
道局所における生体防御や副鼻腔の恒常性維持に
重要な役割を果たしている．実際，嚢胞性線維症
（cystic fibrosis）や原発性線毛運動不全症患者では，
nasal NO値が低いほど気道感染への感受性が高い
ことが報告されている9）10）．これは，nasal NOが線
毛運動の調節に関与するため，nasal NO値が低い
と上気道における粘膜の線毛運動機能が抑制される
からと考えられる11）．さらに，nasal NOは下気道に
作用し，動脈酸素分圧を上げ，肺血管抵抗を下げる

ことで，心肺機能の調節にも関与していることが報
告されている．このように，nasal NOは上気道だけ
でなく，下気道に対しても重要な保護的機能を果た
していると考えられている12）．

Nasal NOの測定は非侵襲的かつ簡便に行うこと
が可能である．我々は，気管支喘息と同様に，ECRS

においてnasal NO値が病勢を反映する臨床マー
カーとなる可能性を考え，本研究を行った．

方法

研究対象とサンプル
福井大学耳鼻咽喉科・頭頸部外科で，慢性副鼻腔
炎（chronic rhinosinusitis; CRS）に対して初めて内
視鏡下鼻副鼻腔手術（endoscopic sinus surgery; 

ESS）を行った，ECRS患者25人，non-ECRS患者45

人，鼻副鼻腔に疾患を持たないボランティア33人
をcontrolとして比較検討を行った．ESSを行った患
者は，少なくとも術前4週間はステロイドの局所あ
るいは全身投与を行わなかった．同施設の倫理委員
会の承認を得た後，全ての研究対象者に対してイン
フォームドコンセントをとった．

ESSを行った患者から採取した血液サンプルを用
いて，全血球数に対する好酸球数の割合を算出した．
また，ESSで採取した篩骨洞粘膜や鼻茸組織サンプ

2 - 2

好酸球性副鼻腔炎患者における鼻腔NO（nasal NO）
の測定意義と可能性

 サマリー
好酸球性副鼻腔炎（ECRS）は診断基準が確立し，疾患概念が浸透してきているが，いまだバイオマーカー
が確立されていない．同じ Type 2気道炎症である気管支喘息では，FeNO値が重要な臨床マーカーと
されている．そこで，非侵襲的かつ簡便に測定可能な nasal NO値に着目したところ，ECRSでは
nasal NO値が有意に低く，末梢血中，組織中の好酸球数と逆相関関係であった．また，NO低値は
鼻茸形成に関与すると考えられるため，ECRSのバイオマーカーとして nasal NO値が有用であると
考える．
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ルからはパラフィン切片を作成し，ヘマトキシリン
エオジン染色を行った後，異なる3か所において好
酸球数のカウントを行い，その平均が顕微鏡400倍
視野において70個 /1視野以上となるものを，組織
学的にECRSと定義した13）．
撮影された副鼻腔CTは，Lund-Mackay score（CT

スコア）に基づいて評価を行った14）．また，鼻茸は
大きさに従い0～4の5段階（0：鼻茸なし，1：中鼻
甲介の下端に達しない鼻茸，2：中鼻甲介の下端を越
える鼻茸，3：下鼻甲介の下端に達する鼻茸，あるい
は嗅裂の鼻茸，4：鼻腔を閉塞する鼻茸）に分類し，
スコア化した（鼻茸スコア）15）16）．

Nasal NOの測定
American Thoracic Society/European Respiratory 

Societyのガイドラインに基づいて，Sievers Nitric 

Oxide Analyzer（NOA 280i; GE Analytical Instru-

ment）を用いて，口呼気中のNO（oral FeNO）と鼻
呼気中のNO（nasal FeNO）を測定した．Nasal 

FeNO値からoral FeNO値を引いた値をnasal NO

値とし，下気道由来のNOの影響を受けていない上
気道由来のNOと考えて検討を行った17）．ESS前後
でnasal NOを測定し，術前の病勢とnasal NO値と
の関係を調べるとともに，nasal NO値の術後変化
の検討を行った．

鼻腔通気度の測定
鼻腔通気度は，鼻腔通気度計（RHINORHEOGRAPH 

MPR-3100, NIHON KOHDEN）を用いて，アンテ
リオール法で片側ずつ測定した．日本鼻科学会が提
唱する鼻腔通気度測定法（Rhinomanometry）ガイ
ドラインに従い，ΔP 100Pa点での抵抗値を評価に
用い，使用単位はPa/cm3/secとした．両側鼻腔抵抗
値はオームの法則により計算した．

統計解析
全てのデータはmean±SEMで表されている．各
群間の比較はKruskal-Wallis ANOVA with Dunnett 

post hoc testing and Mann-Whitney U testを用い
て検討した．繰り返し測定されたデータの分析には，
Friedman test with post-hoc testingを用いた．相関
はSpearman rank correlationを用いて解析を行っ
た．P valueが0.05以下の場合有意差ありとした．

結果

研究対象の特徴
本研究では，ECRS患者25人，non-ECRS患者45

人，正常control 33人の3群間で比較検討を行った．
それぞれの臨床的な特徴を表1に示す．気管支喘息
の 合 併（P<0.001），末 梢 血 中 好 酸 球 の 割 合
（P<0.001），鼻茸組織中好酸球数（P<0.001），CTス
コア（P<0.01），鼻茸スコア（P<0.001）はいずれも
ECRS患者群で有意に高かった．一方，喫煙歴とアレ
ルギー性鼻炎の合併はECRS患者群，non-ECRS患者
群間で有意差を認めなかった．

表1．研究対象者の特徴．

正常control Non-ECRS ECRS

数 33 45 25

年齢 37.7±1.7（25–53） 50.2±2.6（18–76） 54.8±2.9（32–77） ***

喫煙歴 ̶ 14 3 ns

気管支喘息 ̶ 3 11 ***

アレルギー性鼻炎 ̶ 22 11 ns

末梢血中好酸球（％） ̶ 3.3±0.3（0.5–12.3） 7.7±0.8（2.1–17.8） ***

組織中好酸球数（個 /HPF） ̶ 8.1±2.1（0–66） 137.5±16.8（70–299） ***

CTスコア ̶ 8.6±0.8（1–24） 13.0±1.3（2–23） **

鼻茸スコア ̶ 2.3±0.4（0–7） 4.2±0.3（2–8） ***

**p<0.01; ***p<0.001
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Nasal NO値の検討
副鼻腔から産生されたNOを測定するために，

nasal FeNO値からoral FeNO値を引いた値をnasal 

NO値とした．その結果，ECRS患者群では，他の2

群と比較しnasal NO値が有意に低いことがわかっ
た（P<0.001，図1a）．一方，nasal FeNO値は3群間
で統計学的な有意差を認めなかった．Oral FeNO値
はECRS患者群で，他の2群と比較し有意に高かっ
た（P<0.01）．ここで，下気道で産生されたNO（oral 

FeNO）値がnasal NO値に影響を与えている可能性
を除外するために，両者間の相関を調べたが，統計
学的に有意な相関は認めなかった．このことから，
nasal NO値とoral FeNO値とは独立した値である
と考えられた（図1b）．また，ECRS患者群，non-

ECRS患者群いずれにおいても，気管支喘息やアレ
ルギー性鼻炎の合併の有無，喫煙の有無でnasal 

NO値に統計学的有意差を認めることはなかった
（図1c）．

Nasal NO値と臨床所見との相関
我々はこれまでの研究で，末梢血中好酸球の割合
と鼻茸組織中の好酸球数が，CRSにおける鼻茸の再
発に深く関与していることを報告してきた1）13）．そ
こで，nasal NO値と末梢血中好酸球の割合との相
関，nasal NO値と鼻茸組織中の好酸球数との相関
を調べた．その結果，nasal NO値と末梢血中好酸球
の割合との間には有意な負の相関を認めた
（r=−0.2434, P<0.05）（図2a）．また，nasal NO値と
鼻茸組織中の好酸球数との間にも有意な負の相関を
認めた（r=−0.3652, P<0.001）（図2b）．
次に，nasal NO値とCTスコアとの相関を調べた

ところ，両者間には有意な負の相関が認められた
（r=−0.4303, P<0.001）（図3a）．特にECRS患者群
において，non-ECRS患者群と比較し，より強い負の
相関を認めた（図3b，c）．
さらに，ECRSの特徴である巨大な鼻茸によって
中鼻道の副鼻腔自然口が閉塞するためnasal NO値
が低下するという可能性を除外するため，nasal NO
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図1．CRS患者におけるnasal NO値．
（a）正常control群（n=33），non-ECRS患者群（n=45），ECRS患者群（n=25）におけるnasal NO値，nasal FeNO値，oral 
FeNO値．（b）nasal NO値とoral FeNO値との相関．▲ECRS ■non-ECRS ●正常control（c）気管支喘息，アレルギー性
鼻炎の合併の有無，喫煙の有無によるnasal NO値の比較．*P<0.05; **P<0.01; ****P<0.0001.
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値と鼻腔通気度との相関，nasal NO値と鼻茸スコ
アとの相関を調べた．その結果，ECRS患者群，non-

ECRS患者群ともに，nasal NO値と鼻腔通気度との
間に有意な相関は認めなかった（図4a，b）．また，
nasal NO値と鼻茸スコアとの間も同様の結果で
あった（図4c～e）．

Nasal NO値の術後変化
図5に術前と術後3か月，術後6か月のnasal NO

値の経時的変化を示す．ECRS患者群，non-ECRS患
者群ともに，術後全身あるいは局所ステロイド投与
を行った症例が含まれていたが，ステロイド投与症
例と非投与症例で，術後nasal NO値に有意差は認
めなかった．また，術側の違いや術式の違いによる
術後nasal NO値の違いはなかった．術後6か月で

は，ECRS患者群，non-ECRS患者群ともに，術前と
比較しnasal NO値が徐々に上昇する傾向はあるも
のの，統計学的な有意差のある上昇は認めなかった．
術後12か月になると，non-ECRS患者群では術前と
比較しnasal NO値の有意な上昇を認めた．一方で，
ECRS患者群では術前と比較し統計学的な有意差の
あるnasal NO値の上昇を認めなかった（data not 

shown）．

Nasal NO値と JESREC scoreとの相関
我々は JESREC scoreに基づき，ECRSの術前診断
と重症度分類を行い，難治性や術後再発の予測を
行っている13）．そこで，nasal NO値と JESREC score

との相関を調べたところ，両者は有意な負の相関を
示した（図6）．
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考察
本研究により，ECRS患者群では，気管支喘息やア
レルギー性鼻炎の合併の有無や喫煙の有無にかかわ

らず，non-ECRS患者群，正常control群と比較し
nasal NO値が有意に低値であることがわかった．
また，nasal NO値とoral FeNO値との間には有意な
相関がないことから，ECRS患者群でnasal NO値が

図4．（a）non-ECRS患者（n=29），（b）ECRS患者（n=15）におけるnasal NO値と鼻腔通気度との相関．（c）全
CRS患者（n=70），（d）non-ECRS患者（n=45），（e）ECRS患者（n=25）におけるnasal NO値と鼻茸スコアと
の相関．
●non-ECRS, □ECRS.
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低くなるのは，oral FeNO値が高いことだけが原因
ではないと考えられた（図1）．
気道におけるNOの主要な産生源は副鼻腔粘膜で

あり，副鼻腔で産生されたnasal NOは，肺も含め
た気道全体に対して保護的に働き，気道全体のホメ
オスタシスの維持という重要な役割を果たすことが
報告されている9）10）12）．さらにnasal NOは肺機能
を調節し，換気血流適合を改善させる働きがあり，
成人と小児の両方において，nasal NO値が低いほ
ど，肺機能が悪いという報告もある18）．しかしなが
ら，副鼻腔においてnasal NO産生が障害される分
子メカニズムはまだほとんどわかっていない．
そこで我々は，ECRS患者においてnasal NO値が
低下するのは，好酸球性炎症による副鼻腔粘膜の障
害によってnasal NOの産生が抑制されるためであ
るという仮説と，好酸球性炎症の結果生じた鼻茸に
よってnasal NOの拡散が阻害されるためという仮
説を立てて検討を行った．nasal NO値とCTスコア
との間には有意な負の相関を認めることから（図
3），副鼻腔炎における炎症の強さがnasal NO値の
抑制に関係することが推察された．一方，nasal NO

値と鼻茸スコア，鼻腔通気度との間には統計学的に
有意な相関を認めず（図4），さらにESSにより副鼻
腔自然口を開放してもすぐにはnasal NO値が上昇
しない（図5）ことから，単純に鼻茸によって中鼻道
が閉塞することでnasal NOの拡散障害が生じてい
るわけではないことが推察された．通常ESS後6か
月までには，粘膜が完全に再上皮化し，少なくとも

見た目は正常粘膜に見えるようになる．しかし，NO

産生の過程まで完全回復するには，さらに時間を要
することが考えられる．これらの結果から，副鼻腔
におけるnasal NOの産生は，粘膜の障害，特に好
酸球性炎症によるダメージによって抑制され，副鼻
腔粘膜が完全性を回復することによって増加する可
能性が示唆された．
我々はこれまでの研究で，線溶系においてフィブ
リン網を分解する役割を持つ t-PA（tissue plasmino-

gen activator）が鼻粘膜で減少するため，鼻茸中に
フィブリンの過剰沈着が生じていることを見つけた．
さらに，t-PAは鼻粘膜上皮に恒常的に発現しており，
Th2サイトカインである IL-4/IL-13の刺激で発現が
抑制されることも報告してきた19）．中枢神経系では，
t-PAが細胞膜受容体であるLRP-1（low-density-

lipoprotein receptor-related protein-1）に結合する
と，NF-κBシグナル伝達経路を介して誘導型NO合
成酵素（iNOS）が発現し，NO産生が誘導されるこ
とが知られている 20）．我々は鼻粘膜においても
LRP-1が恒常的に発現し，ECRS患者群ではnon-

ECRS患者群と比較すると，LRP-1の発現が抑制され
ていることを確認している（data not shown）．これ
らの結果から，ECRS患者の鼻粘膜では，Type 2炎症
が惹起されることにより t-PAの発現が抑制され，結
果としてNO産生が抑制されるという可能性が考え
られた．しかしながら，ECRS患者の鼻粘膜では
iNOSの発現が増加しているという報告も存在する
21）22）ことから，NO産生が抑制されるメカニズムを
明らかにするにはさらなる研究が必要である．
生体において，創傷部ではフィブリン網が蓄積し，
線維芽細胞によって産生されるコラーゲンに置き換
わることで創傷治癒が完了する23）．NOは鼻茸由来
の線維芽細胞でのコラーゲン産生を誘導することか
ら，創傷治癒において重要な働きをすると考えられ
ている24）．そのため，nasal NO値が低下するとコ
ラーゲン産生が抑制されるため，フィブリンの置換
と創傷治癒が阻害され，鼻粘膜における炎症と浮腫
が遷延する．その結果，ECRSの特徴である鼻茸が発
達すると考えられる．鼻茸組織は病理学的に過剰な
浮腫とコラーゲンの減少が特徴であることもこの考
えを支持するものである25）．それゆえ，ECRS患者に
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図6．CRS患者（n=70）におけるnasal NO値と JESREC 
scoreとの相関．
●non-ECRS, □ECRS.
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おいてnasal NO値が低いことは，難治性鼻茸の形
成にも関与している可能性が考えられる．
気管支喘息や非喘息性好酸球性気管支炎などの下
気道疾患において，FeNO値が重要なバイオマー
カーであることは多数報告されてきた26）．また，気
管支喘息においては，FeNO値と気管支肺胞洗浄液
中の好酸球数との間に有意な正の相関を認めるとい
う報告もある27）．そこで本研究では，ECRS患者にお
けるnasal NO値と血液中，鼻粘膜組織中の好酸球
との関係を調べてみたが，下気道における報告とは
逆の結果となった（図2）．これに対して我々は，副
鼻腔粘膜と下気道粘膜とでは，NO産生などの好酸
球性炎症に対する反応が有意に異なるのではないか
と推測している．実際，副鼻腔粘膜では好酸球性炎
症に対する反応として，粘膜に浮腫が生じ，鼻茸が
形成されるが，気管支喘息において下気道に粘膜浮
腫やpolyp病変が形成されることは決してない．さ
らに，TGF-β1に対する線維芽細胞の分布は気道内
において不均一な反応を示し，この不均一性により

上気道と下気道での炎症に対する病理学的な違いが
生じるとの報告もある28）．それゆえ，下気道におい
てはType 2炎症によりNO産生が亢進するが，副鼻
腔においてはType 2炎症によりNO産生が抑制さ
れる可能性があると考える．

まとめ
本研究において，nasal NO値がECRSの重症度を

反映する有用なマーカーとなる可能性，そして
ECRS患者における低いnasal NO値がECRSの病態
形成に関与する可能性が示唆された．Nasal NO値
と JESREC scoreとの間には有意な負の相関を認め
ること（図6）からも，ECRSの非侵襲的で簡便な臨
床マーカーとしてnasal NOの測定は有用であると
考えられた．さらには，副鼻腔局所でnasal NOを
誘導することが，ECRSの病態改善につながり，新し
い治療アプローチとなる可能性も示唆された29）．

（吉田　加奈子）
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ケモカイン
ケモカインは，白血球やリンパ球遊走活性の制御
と炎症形成に関与し，走化性の（chemotactic）サイ
トカイン（cytokine）を意味する低分子量（8～
14 kDa程度）のタンパク質である．Gタンパク質共
役受容体を介してその作用を発現する塩基性タンパ
ク質で，1987年に IL-8が同定されて以来50種類以
上のケモカインが同定され，その構造からCCケモ
カイン，CXCケモカイン，CケモカインおよびCX3C

ケモカインに分類される．上気道粘膜において，他
のサイトカインとともに自然免疫と獲得免疫に関与
する．

血漿中CCケモカインEotaxin-3（CCL26）
レベルと鼻副鼻腔粘膜好酸球浸潤
鼻 茸 を 伴 う 慢 性 鼻 副 鼻 腔 炎（chronic 

rhinosinusitis with nasalpolyp; CRSwNP）における
分子病態に基づいた疾患サブグループごとの治療の
確立，エンドタイプの長期的な効果判定と検証のた
め に，ケ モ カ イ ン 含 む Eotaxin-1，Eotaxin-2，
Eotaxin-3，Galectin-10，IL-2，IL-4，IL-5，L-10，IL-12，
IL-13，IL-21，IL-33，TSLP，TNFα，INFγ，IP-10，

MCP-1の血漿分子を測定した1）．まず内視鏡下鼻副
鼻腔手術（endoscopic sinus surgery; ESS）後3年以
上経過した患者における鼻茸再発を基準に，粘膜浸
潤好酸球数を調べると，秋田大学およびその関連施
設では好酸球数55/HPFがカットオフ値となった．
このカットオフ値にて好酸球浸潤低値群と高値群に
分け，測定した項目を比較するとEotaxin-3（CCL26）
とGalectin-10が好酸球浸潤高値群で有意な差を認
めた（p<0.005，表1）．また JESREC Studyの基準
（カットオフ値：70個）2）で好酸球性副鼻腔炎と診断
された群ではEotaxin-3が有意に高値であった．
次に血漿Eotaxin-3のカットオフ値を78.8 pg/ml

と定め，Eotaxin-3高値群と低値群を比較すると，血
中好酸球数と％では有意差を認めないが，組織中好
酸球浸潤数（p<0.001）に有意差を認めた（図1）．
Eotaxin-3高値群は低値群に比べ，再発率が有意に
高かった．

3種類のEotaxinとTh2サイトカインの関連性を
調べるために，手術で摘出した鼻茸から線維芽細胞
株を樹立した．得られた線維芽細胞株を48時間，
IL-13で刺激するとEotaxin-3産生が有意に増強した
（p<0.05）．しかしEotaxin-1またはEotaxin-2の増加
は検出できなかった（図2）．Eotaxin-3は，IL-13に
より上皮細胞からも誘導される3）．すなわち IL-13は

2 - 3

好酸球性副鼻腔炎とケモカイン

 サマリー
鼻茸を含む鼻副鼻腔炎にはさまざまな細胞が存在する．生体における細胞の組織内移動や局在を制御す
るケモカイン（chemokine）は重要な役割を担っている．鼻副鼻腔は，外部からの侵入者である抗原，
細菌，ウイルス，真菌などに対する気道生体防御機構の第一関門であり「獲得免疫」と「自然免疫」が
混在する．ケモカイン産生機序とその作用，獲得免疫と自然免疫の関与，臨床マーカーとして重要なケ
モカインの存在について述べる．

略 語  CRS：chronic rhinosinusitis，CRSwNP：chronic rhinosinusitis with nasal polyp，endoscopic sinus 
surgery：ESS，innate lymphoid cell 2：ILC2，extracellular trap cell death：ETosis，CLCs：Charcot-

Leyden crystals，15-Lipoxygenase 1：15LO1
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鼻茸を構成する上皮および線維芽細胞を刺激すると
図3に示すように IL-4Rα鎖と IL-13Rα鎖を刺激し，
STAT6のリン酸化と15-Lipoxygenaseの誘導による
ERKの活性化による2つの経路でEotaxin3遺伝子を
刺激して，Eotaxin3が産生されることが報告された

（図3）4）．第2章のペリオチンで述べられている次世
代シークエンサーのデータで鼻茸ではALOX-15の
発現が有意に高くなっている 5）．ALOX-15は
15-Lipoxygenaseの遺伝子であり，まさしくTh2環
境下の好酸球性副鼻腔炎では IL-13が高く，その刺

表1．鼻茸組織好酸球数による分類と血漿分子．

低浸潤群（n=54）
（Mean±SE）

高浸潤群（n=43）
（Mean±SE）

p value

Eotaxin-1（ng/ml） 1.3±0.1 1.1±0.1 0.369

Eotaxin-2（ng/ml） 7.0±0.4 6.0±0.4 0.091

Eotaxin-3（pg/ml） 84.3±5.3 122.6±15.8 0.002**

Galectin-10（pg/ml） 24.4±2.4 35.5±3.6 0.004**

IL-4（pg/ml） 164.8±20.6 194.0±33.4 0.974

IL-5（pg/ml） 132.9±108.7 30.6±10.9 0.918

IL-10（pg/ml） 156.8±118.5 139.1±107.3 0.318

IL-12（pg/ml） 56.4±30.3 22.6±5.0 0.305

IL-13（pg/ml） 138.5±109.2 52.0±34.1 0.139

IL-21（pg/ml） 26.8±2.4 28.0±2.8 0.476

IL-33（pg/ml） 57.6±18.4 165.2±55.4 0.768

TSLP（pg/ml） 57.5±8.5 82.6±17.3 0.51

TNFα（pg/ml） 59.4±6.5 51.2±4.1 0.633

INFγ（pg/ml） 26.2±7.2 26.5±3.2 0.933

IP-10（pg/ml） 843.6±118.3 716.8±89.3 0.645

MCP-1（ng/ml） 5.3±0.4 5.2±0.4 0.965

p values for comparison between low- and high-eosinophil mucosal infiltration groups. (**: p<0.005).
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図1．鼻茸患者血漿Eotaxin-3レベルと各種好酸球との関係．
Eotaxin-3レベルを78.8 pg/ml以上の高値群と未満の低値群に分類した．血漿中Eotaxin-3のレベルによって組織中好酸
球数が有意に異なっていた．
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激で15-Lipoxygenaseが誘導され，Eotaxin 3が産
生・分泌されるのであろう．
抗 IL-4Rα鎖抗体であるdupulimabは，第3相国

際治験において鼻茸スコア5以上の多数の症例にお
いて鼻茸を消失させうる効果を認めた6）．この抗体
は IL-4と IL-13両方の刺激をブロックする．第3相
国際治験では，全症例の平均鼻茸減少スコアが2を

超え，これまでのCRSwNPに対する臨床研究では
最も効果が認められた．この治験では，実薬群で血
清中Eotaxin-3が40％という有意な減少を認め，治
療効果と相関を認めた．このことから，Eotaxin-3レ
ベルがESS後の再発や抗体療法の効果を反映するバ
イオマーカーとなりうる可能性が示唆された．

鼻腔洗浄液中 CXCケモカイン IL-8
（CXCL8）とマクロライド療法
長期マクロライドがびまん性汎細気管支炎，慢性
副鼻腔炎，嚢胞性線維症7）などの慢性気道炎症性疾
患の治療に効果的であることが報告されている．
CRSwNP患者に対するマクロライド療法のエンド
タイピングを目的に，14員環マクロライドを3か月
間投与し，患者鼻腔洗浄液を採取，IL-8レベルを測
定した8）．患者の鼻腔洗浄液中 IL-8レベルはマクロ
ライド治療中に有意に減少し，鼻茸スコアが改善し
た群では IL-8レベルが231.2 pg/mlから44.0 pg/ml

に著明に低下したが，スコアが改善しなかった群で
は変化を認めなかった．マクロライド療法前を観察
すると有効群では無効群よりも IL-8レベルが有意に
高く（p<0.005），治療前の鼻腔洗浄液中の IL-8レベ
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図2．IL-13による鼻由来線維芽細胞からのEotaxin-3
産生．
IL-13は鼻茸由来線維芽細胞からEotaxin-3のみを産生さ
せる．
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ルはCRSwNPにおけるマクロライド治療の鼻茸ス
コアに対するの臨床マーカとなる可能性がある（図
4）．鼻腔洗浄液中のCCケモカインRANTES（CCL5）
とVCAM-1もマクロライド治療中に有意に減少し，
マクロライド療法有効群では無効群よりも治療前鼻
腔洗浄液中のRANTESと ICAM-1が有意に高値で
あった．

気道粘膜の自然免疫と好酸球浸潤・ 
活性化
好酸球浸潤，IgE，Th2環境はアレルギー性鼻炎の
発症機序であったが9），好酸球性副鼻腔炎でも同様
の作用機序が存在するとされる．その概念は，2型
自然リンパ球（innate lymphoid cell 2; ILC2）の発
見により抗原が明確でなくてもアレルギー炎症の発
生が証明され自然免疫の重要性が明らかとなった10）．
ウイルスや微生物に共通した構造（pathogen-

associated molecular patterns）を認識して誘導さ
れたり，細胞障害によって放出されたりする免疫応
答を発動する物質（アラーミン）によるシステムが
存在する．さらに抗原のプロテアーゼなどの分子は，
細胞を傷害したり刺激したりして IL-33，TSLP，
IL-25などを放出させる．IL-33は気道上皮細胞や血
管内皮細胞の核内に局在し細胞外に放出される分泌
型サイトカインであり，放出された IL-33は ILC2を

刺激することによって抗原の関与なしに IL-13や
IL-5産生を誘導する．更に IL-33はTh2細胞を刺激
して IL-5/IL-13産生を増強し獲得免疫にも関与して
いる．鼻茸組織内には全ての ILCサブセットが存在
するが ILC2が優勢に存在し，末梢血リンパ球，扁桃
組織，鼻茸のない副鼻腔粘膜，正常洞と比較して，
鼻茸組織内 ILC2の存在割合は有意に高い11）．上述
したCRSwNP患者血漿Eotaxin-3レベル高値群では
IL-33（p<0.001）およびTSLP（p<0.005）の血漿レ
ベルも有意に高値であった（図5）．
好酸球のextracellular trap cell death（ETosis）過

程で，細胞内でのGalectin-10の局在化と放出に
よってシャルコー・ライデン結晶（Charcot-Leyden 

crystals; CLCs）が形成され，CLCsは好酸球性副鼻
腔炎の中等症以上で存在していた 12）．結晶や
Galectin-10がTh2反応を誘導することも判明して
いる．CRSwNP患者好酸球数高浸潤群では血漿
Galectin-10レベルが有意に高く，血漿Galectin-10

レベル高値群ではEotaxin-3の血漿レベルも有意に
高値であった．

ケモカイン産生と細胞内シグナル
Toll様受容体（Toll-like receptor; TLR）は動物の

無効群（n = 12）有効群（n = 8）
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図4．鼻茸患者に対するマクロライド療法の有効群で
は治療前鼻腔洗浄液中の IL-8レベルが高い．

IL
-3

3 
le

ve
ls

TS
LP

 le
ve

ls

(pg/mˡ) (pg/mˡ) 

0

40

80

120

160

200

ｐ < 0.001

0

20

40

60

80

100

≦ 78.8 (pg/mˡ) ＜
高値群

≦ 78.8 (pg/mˡ) ＜
高値群

ｐ < 0.005

低値群 低値群

図5．鼻茸患者血漿Eotaxin-3レベルと血漿 IL-33/
TSLP濃度との関係．
Eotaxin-3レベルを78.8 pg/ml以上の高値群と未満の低値
群に分類した．血漿中Eotaxin-3のレベルによって IL-33，
TSLPともに有意に異なっていた．
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細胞表面にある受容体タンパク質で，種々の病原体
を感知して自然免疫（獲得免疫と異なり，一般の病
原体を排除する非特異的な免疫作用）を作動させる
機能があるTLRやその他の自然免疫に関わる受容体
は，病原体に常に存在し宿主にはない病原体に特異
的なパターンを認識する．TLRリガンドは，細菌表
面のリポ多糖（LPS），鞭毛のフラジェリン，ウイル
スの二本鎖RNA，細菌やウイルスのDNAに含まれ

る非メチル化CpG DNAなどである．好塩基球を
TLR-2リガンドである黄色ブドウ球菌のリポタイコ
酸とβ-1，3-glucan，aspergillus fumigatusで刺激す
るとB-cell-activating factor（BAFF），B lymphocyte 

stimulatorが産生された13）．BAFFは免疫グロブリン
産生に重要な分子である14）．気道粘膜由来の線維芽
細胞を用いた研究では二本鎖RNAによりBAFF15），
TSLP16）の産生が強く誘導され，CRSwNP患者の鼻
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TLR4
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ds RNA
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RNA virus
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CpG DNA

TIRAP
MyD88 TRIF

TIRAP
MyD88 MyD88
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JNK
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TRAF6 Syk

NFκB AP-1 ケモカイン産生

図6．ヒト気道由来線維芽細胞でのTLRシグナルとケモカイン産生．

図7．Sykシグナルと肥満細胞・B細胞・好酸球の機能．
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粘膜組織にはBAFF17），TSLP18）が強く発現している
（図6）．
カードランでDectin-1発現マスト細胞株を刺激

すると血漿中CCケモカインMCP-1（CCL2），IL-4，
IL-13，TNFαの発現が増強し，spleen tyrosine kinase

（Syk）阻害剤で抑制された（図7）19）．Sykは細胞内
に存在するチロシンキナーゼ20）で抗原受容体に結
合し21），IgE受容体の中心的なシグナル分子である
22）．Sykは鼻茸患者由来の線維芽細胞にも発現がみ
られ，LPS23）やサイトカイン24）によるCCケモカイ
ンRANTESの産生を制御している．レクチンでも
Sykは活性化される25）．鼻茸組織をみると好酸球に
Sykの発現が強くみられた26）．これらの作用はSyk

阻害剤で抑制された．

最後に
血漿Eotaxin-3は，術後経過や抗体治療の効果と

相関を認め，好酸球性副鼻腔炎のバイオマーカーに
なりえる可能性がある．一方，IL-8は非好酸球性副
鼻腔炎のバイオマーカーになりえる可能性がある．
Th2サイトカイン，pathogen-associated molecular 

patterns，TLRの刺激はSykを活性化させ，さまざま
な反応を生み出す．Janus kinase/ Syk 阻害薬が開発
され，アトピー性皮膚炎において有効性が認められ
るなど27），Th2環境を抑制できるようになった．今
後，このSyk阻害薬が，好酸球性副鼻腔炎でも有効
が求められ，臨床に導入される可能性も高いと思う．

（山田　武千代：秋田大学大学院・医学部・ 

耳鼻咽喉科・頭頸部外科，藤枝　重治）
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はじめに
IgG4は，IgEとともに IL-4や IL-13などのType 2

サイトカインの作用によって産生が誘導される抗体
である（図1）1）．最近，鼻茸には IgG4陽性細胞の浸
潤がみられ，特に重症好酸球性副鼻腔炎患者
（eosinophilic chronic rhinosinusitis; ECRS）の鼻茸
では顕著であることが報告された2）．本報告では，
組織浸潤 IgG4陽性細胞数は気管支喘息患者，特に
アスピリン不耐症（aspirin-exacerbated respiratory 

disease; AERD）患者で多く，また術後経過に関連
することが示された．すなわち，組織浸潤 IgG4陽性

細胞数はECRSの病態に関与することが明らかと
なった．
一方，バイオマーカーの材料としては，採取の侵
襲性から組織検体よりは血液や尿あるいは唾液など
の検体が望ましい．我々は予備実験でECRSの組織
浸潤 IgG4陽性細胞数と血清 IgG4値が有意な正の相
関を示すことをみいだした．そこで今回は，血清
IgG4値がECRSの病態や予後を反映するバイオマー
カーとなりうるのか，さらには我々が最近報告した
ECRSのバイオマーカーである血清ペリオスチン値3）

と組み合わせることによる予後予測の可能性につい
て検討した．

2 - 4

バイオマーカーとしての血清 IgG4値の意義

 サマリー
指定難病の対象となる中等症および重症好酸球性副鼻腔炎患者の血清 IgG4値は，非好酸球性および軽
症好酸球性副鼻腔炎患者と比較し高値であった．血清 IgG4のカットオフ値を 95 mg/dlとすると，感
度 39.7%，特異度 80.5%で術後再発を予測できた．さらに血清ペリオスチン値（カットオフ値
115.5 ng/ml）と組み合わせることで，どちらかが陽性であった例は両者が陰性であった例に比べ，オッ
ズ比 3.95で術後再発を来した．

B

CD40L-CD40

IL-4/IL-13

Th2
ILC2 IL-4/IL-13

Mast cell

IgE

活性化

IgG４

制御性T細胞

IL-10

DC
マクロファージ
単球など

活性化

好塩基球

図1．B細胞の活性化と IgE/IgG4の産生．
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方法
JESREC研究に参加した5つの施設（福井大学，岡

山大学，獨協医科大学，自治医科大学さいたま医療
センター，横浜市立大学附属市民総合医療センター）
で内視鏡下鼻副鼻腔手術（ESS）を受けた慢性副鼻
腔炎患者（CRS）の血清（n=336）を対象とした．そ
のうち，鼻茸を伴わない副鼻腔炎は58例であった．
JESREC基準による分類では，non-ECRSが119例，
軽 症 ECRSが57例，中 等 度 ECRSが94例，重 症
ECRSが66例であった4）．IgG4関連疾患を合併した
例は認めなかった．術後に鼻茸形成または膿性鼻汁
を28日以上認めた場合を再発とした．血清 IgG4値
の測定はThermo Fisher社（Waltham, MA）のELISA

キットを用いた．統計的解析はGraphPad Prism 6

（GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA），JMP Pro 

14.0（SAS Institute Inc., Cary, NC），STATA 12.1

（StataCorp, College Station, TX）を用い，p<0.05を
有意とした．

結果

慢性副鼻腔炎のフェノタイプ /エンドタイプに
よる血清 IgG4値の比較
鼻茸を合併した副鼻腔炎患者（CRS with nasal 

polyp; CRSwNP）の血清 IgG4値（中央値45.0 mg/

dl, n=278）は，鼻茸を合併しない副鼻腔炎患者（CRS 

without nasal polyp; CRSsNP）（中央値8.5 mg/dl, 

n=58）に比較して有意に高値であった（p=0.001）．
JESREC基準に従いCRSをnon-CRSとECRSに分け
ると，ECRS（中央値52.0 mg/dl, n=217）ではnon-

ECRS（中央値31.0 mg/dl, n=119）に比較して，血
清 IgG4値が有意に高値であった（p<0.001）．ECRS

を重症度別に分類し比較すると，non-ECRSの血清
IgG4値（中央値31.0 mg/dl）に比較して，中等症（中
央値52.5 mg/dl, p=0.016）および重症（中央値
52.5 mg/dl, p<0.001）ECRSでは高値を示した．軽
症ECRS（中央値42.0 mg/dl）とnon-ECRSとの間に
は有意な差を認めなかった（p=0.887）．さらに指定
難病となる中等症～重症ECRSでは，non-ECRS～軽
症ECRSと比較して，血清 IgG4値が有意に高値と
なった（p<0.001）（図2）．

慢性副鼻腔炎の病態における血清 IgG4値の
意義
血清 IgG4値と組織浸潤好酸球数との間には，弱

いながらも有意な正の相関を認めた（n=193, 

r=0.258, p<0.001）．末梢血好酸球比率との相関も
同様であった（n=336, r=0.202, p<0.001）．血清総
IgE量（n=96, r=0.177, p=0.084）や1秒率（n=101, 

r=－0.056, p=0.580）との相関は認めなかった．気
管支喘息合併の有無で比較をすると，喘息を合併す
るCRS（中央値57.0 mg/dl, n=125）では，喘息を合
併しないCRS（中央値37.0 mg/dl, n=211）に比較し
て，血清 IgG4値が有意に高値であった（p<0.001）．
AERDは34例で合併していた．AERD合併例の血清
IgG4値（中央値68.5 mg/dl）は非合併例（中央値
39.5 mg/dl）と比較し，有意に高値であった
（p=0.002）．

術後経過のバイオマーカーとしての血清 IgG4
値の意義

253例は術後経過を観察しえた．うち58例
（22.9%）では再発がみられた．血清 IgG4値は非再
発例（中央値37.0 mg/dl）に比較して，術後再発例
（中央値52.5 mg/dl）で有意に高値であった．
次いで，血清 IgG4値が術後再発の予測因子と 
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図2．non-ECRS～軽症ECRSと中等症ECRS～重症
ECRSにおける血清 IgG4値の比較．
2群間に有意な差を認めた（p<0.001）．
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なりうるのか，receiver operating characteristics

（ROC）解析を行った．ROC曲線によるarea under 

curve（AUC）は0.610（95% CI: 0.528～0.693）で
あった．血清 IgG4値のカットオフ値を95 mg/dlと
すると，感度39.7%（95% CI: 27.1～53.4），特異
度80.5%（95% CI: 74.3～85.8）で術後再発が予測
できる結果となった．このカットオフ値を基に術後
再発に関するカプランマイヤｰ解析を行うと，高血
清 IgG4値群（血清 IgG4値95 mg/dl以上，n=61）で
は低血清 IgG4値群（血清 IgG4値95 mg/dl未満，
n=192）に比較して，術後再発を有意に認めた
（p=0.004）（図3）．

血清 IgG4値と血清ペリオスチン値を組み合わ
せた術後予後バイオマーカーの開発
我々は最近，血清ペリオスチン値がCRSに対する

術後経過の予測因子となることを報告した3）．そこ
で，血清 IgG4値と血清ペリオスチン値を組み合わ
せることで術後経過のより正確な予測が可能かどう
か検討した．血清 IgG4値と血清ペリオスチン値と
の間には，ほとんど相関を認めなかった（r=0.149, 

95% CI: 0.039～0.255）．血清ペリオスチン値の
カットオフ値（カットオフ値115.5 ng/ml）と血清
IgG4値のカットオフ値（95 mg/dl）から，症例を4

群（低 IgG4/低ペリオスチン，高 IgG4/低ペリオスチ

ン，低 IgG4/高ペリオスチン，高 IgG4/高ペリオスチ
ン）に分類した．ロジスティック解析にて，低 IgG4/

低ペリオスチン群はその他の群に比較して，オッズ
比3.95（95% CI: 1.97～7.92）で術後再発が有意に
抑制されることが明らかとなった（p<0.001）（図4）．
この有意性は年齢や性（オッズ比3.85: 95% CI: 

1.92～7.69, p<0.001），鼻茸の有無（オッズ比3.57: 

95% CI: 1.69～7.14, P<0.001）あるいは施設間
（オッズ比3.33: 95% CI: 1.56～7.14, p=0.002）で
の補正を行っても同様であった．
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図3．血清 IgG4値別による非再発率の違い．
カットオフ値95 mg/mlによって低 IgG4値群と高 IgG4値
群に分けた．ESS後の非再発率は，カプランマイヤー法で
計算した．2群間に有意な差を認めた（p=0.004）．
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図4．血清 IgG4値と血清ペリオスチン値の組み合わせによる術後非再発率．
血清 IgG4のカットオフ値95 mg/ml，血清ペリオスチン値115.5 mg/mlにて4群に分けた．カプランマイヤー法で非再発
率を計算したところ，低 IgG4/低ペリオスチン群が有意に術後の予後がよかった．
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考察
血清 IgG4値はECRSで有意に高値を示した．IgE

と同様に IgG4の産生は，ECRSの病態に密接に関与
する IL-4や IL-13などのタイプ2サイトカインに加
え制御性サイトカインである IL-10の作用によって
誘導される5）．ECRSの病態に関わる可能性がある微
生物因子の一つとして黄色ブドウ球菌がある．鼻茸
細胞は本菌が産生するエンテロトキシンやプロテイ
ンAなどの刺激に対して IL-10を産生する 6）7）．した
がって，ECRSにおける IgG4産生については微生物
抗原への曝露が重要であると考えられた．
中等症～重症のECRSではnon-ECRS～軽症ECRS

と比較して，血清 IgG4値が有意に高値であった．こ
れは以前に報告された，組織浸潤 IgG4陽性細胞数
が重症ECRSで高値を示す結果とほぼ同様であり，
血清検体もECRSの病態を反映すると考えられた 2）．
現時点では中等症～重症のECRSが指定難病の対象
であり，治療抵抗性の難治性CRSといえる4）．今回
の結果からは，難治性CRSのバイオマーカーとして
の血清 IgG4値の有用性が示唆された．特に我が国
では，IgG4関連疾患の診断や鑑別のために多くの医
療機関で血清 IgG4値の測定は可能であり，実現可
能性は高いと考える．
血清 IgG4値のカットオフ値を95 mg/dlとした場
合，39.7%の感度と80.5%の特異度で術後再発を予
測できた．組織浸潤 IgG4陽性細胞数のカットオフ
値を17細胞 /400倍視野とした場合，術後CTでの陰
影残存率50%以上を再発とすると73.3%の感度と
82.5%の特異度で術後再発を予測できた 2）．今回の
結果は既報と比較すると感度に劣る．やはり局所で
の評価がより病態を反映するものと思われる．しか

しながら，バイオマーカーとしての普及を考えるの
であれば，採取の侵襲性が低い血清検体を用いる有
用性は高いといえる．
血清 IgG4値と血清ペリオスチン値がともに低値
を示す症例では，術後の経過が良好であった．すな
わち，2つのバイオマーカーを用いることでより正
確な予後予測が可能となることが示唆された．IgG4

もペリオスチンも，ともに IL-13などのTh2サイト
カインによって正の制御を受けている．血清 IgG4

値と血清ペリオスチン値がともに低値を示す症例は
non-Type 2，すなわち難治化につながるType 2炎症
の関与が低いエンドタイプのために術後再発を起こ
しにくいと思われた．

おわりに
今回の検討では，血清 IgG4値がECRSの重症度や
術後経過と関連することを示した8）．特に血清ペリ
オスチン値と組み合わせることで，術後再発をより
正確に予測できる可能性，すなわちバイオマーカー
としての有用性が示唆された．一方で，ECRSの病態
に対する IgG4の機能的関与に関する解析は十分に
進んでおらず，研究の進展が期待される．またECRS

に代表される治療抵抗性のCRSに対しては，抗 IL-4

受容体抗体などType 2炎症を標的とした生物学的
製剤を用いた新しい治療法が展開されている9–11）．
生物学的製剤は総じて高価であり，適応患者の選択
基準や治療効果の予測の確立が喫緊の課題である．
今後，血清 IgG4値を含めType 2炎症のバイオマー
カーがこれらの新規治療法の選択基準や効果予測に
有用であるか，解析が望まれる．

（岡野　光博，岡　愛子：国際医療福祉大学）
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はじめに
分子生物学において遺伝子発現はフェノタイプの
基礎となる要素であり，網羅的に遺伝子発現の種類
や発現量を知ることによって，遺伝子発現がどのよ
うにフェノタイプを決定するかを知ることができる．
マイクロアレイは何千～何万種類の遺伝子発現を一
度に知ることができ，遺伝子発現解析によく用いら
れている1）．通常マイクロアレイは高スループット
の方法ではあるが，既知の遺伝子配列から作成した
プローブにクロスハイブリダイゼーションを行うこ
とによって遺伝子配列を検出するため，未知の配列
や変異のある配列が検出されないなど，検出結果に
バイアスが生じる可能性がある．一方，次世代シー
ケンサーを用いた全トランスクリプトーム解析
（RNA-seq）は比較的新しい遺伝子発現解析法であ
り，トランスクリプトームのマッピングと定量をデ
ジタル情報として得ることができる．

RNA-seqの手順の概略は次に示す通りである．
①組織から抽出したRNAをcDNAに変換し，短い
配列（一般的には30～400塩基長）に切断する．
②切断されたcDNAにアダプターを付加させ，cDNA

ライブラリーを作成する．③cDNAライブラリーを
リファレンスゲノムにマッピングし，またcDNA

ライブラリーから新規の遺伝子配列を同定する．
④cDNAライブラリーを定量し，遺伝子の発現レベ
ルを測定する．

RNA-seqは未知のトランスクリプトを検出でき，
エクソン領域だけでなく，転写開始配列や5’非翻訳
領域，uORF（upstream open reading frame），選択
的スプライシングも検出できる2）～4）．

ECRSの病態生理は，いまだ解明されておらず，ま
たECRSに対するRNA-seq解析の報告も少ない．
我々は，副鼻腔炎鼻茸組織のRNA-seq解析を行い，
ECRSに強く発現するトランスクリプトを同定した5）．

実験材料と方法

対象患者
福井大学で内視鏡下鼻副鼻腔手術（ESS）を施行

された患者から鼻茸組織を採取した．JESRECの診断
基準・重症度分類6）に従って診断し，好酸球性副鼻
腔炎（ECRS）5例と非好酸球性副鼻腔炎（non-ECRS）
5例の鼻茸組織を用いた．表1に患者背景を記載した．

RNAの抽出および rRNAの除去
RNeasy® Mini Kit（QIAGEN）を用いて全RNAを
鼻茸から抽出した．Ribo-ZeroTM Gold kit（Epicentre 

3 - 1

好酸球性副鼻腔炎の鼻茸におけるTRPV3の発現

 サマリー
好酸球性副鼻腔炎（ECRS）鼻茸組織を用いて次世代シーケンサーによる全トランスクリプトーム解析
（RNA-seq）を行ったところ，3つの遺伝子が有意に高く発現していることがわかった．その中で，末
梢血好酸球での発現が報告されていない遺伝子として TRPV3（transient receptor potential cation 

channel, subfamily V, member 3）を同定した．TRPV3は ECRSの鼻茸粘膜上皮および浸潤する
好酸球に強く発現していることがわかり，重症度が高いほど，発現が高いこともわかった．TRPV3は
ECRSの難治性に関与している可能性があると思われた．

略 語 ECRS，次世代シーケンサー，RNA-seq，TRPV3，全トランスクリプトーム解析
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Biotechnologies）を用いて，1症例あたり4～8 μg

の全RNAから rRNAを除去した．RNAの定量は
NanoDrop1000 spectrophotometer（Thermo Fisher 

Scientific）を用い，RNAの品質はAgilent 2100 Bio-

analyzer，RNA 6000 Pico chips（Agilent Technol-

ogies）を用いたキャピラリー電気泳動で評価し，
RNA Integrity Number（RIN）7）が7以上のものを次
世代シーケンサー解析に用いた．

cDNAライブラリーの作成と次世代シーケン
サー解析

SOLiDTM Total RNA-Seq Kit（Life Technologies）
を用いて300～450 ngの rRNAを除去したmRNA

からcDNAライブラリーを作成した．ライブラリー
はSOLiDTM EZ BeadTM Emulsifier kit（Life Technol-

ogies）を用いてビーズに付着させてクローニング
し（emul s ion  PCR），SOLiD TM EZ  Bead TM 

Enrichment kit（Life Technologies）を用いてビーズ
を増幅させた．増幅されたビーズをSOLiDTM 5500xl 

system（Life Technologies）でシーケンスした．シー
ケンス設定は single-end，75-bp readsとした．

マッピングおよびシーケーシングデータの加工
得られたシーケンシングデータはLifescopeTM 

Genomic Analysis Solutions version 2.5.1（Life 

Technologies）を用いてUCSC human genome 19

（hg19）にゲノムマッピングを行った．Lifescopeの
設定はデフォルト設定を用いた．
マッピングされたデータはAvadis® NGS v1.4.1

（Strand Scientific Intelligence）を用いて解析し，リ
ファレンスゲノム（UCSC transcripts）に存在する

既知の配列だけでなく未知の配列も検出した．Read 

depthを RPKM（Reads Per Kilobase of exon per 

Million mapped reads）単位で算出し，発現差の比
較を行った2）．Non-ECRSとECRSとの発現差解析に
は t検定を用い，Benjamini-Hochberg法を用いて多
重検定の補正を行った8）．

リアルタイム PCR
福井大学でESSを施行された副鼻腔炎患者で，

RNA-seqを行った患者とは異なる40例の鼻茸組織
からRNAを抽出した．JESRECの診断基準・重症度
分類を用いて診断した．TaqMan® Universal Master 

Mix and Gene Expression Kit（Applied Biosystems）
を用いてリアルタイムPCRを行った．プライマーと
プローブはTRPV3（Hs00376854_m1: Applied Bio-

systems）を用いた．

免疫組織化学（酵素抗体法）
福井大学でESSを施行された副鼻腔炎患者で，

RNA-seqを行った患者とは異なる80例の鼻茸組織
を用いた．JESRECの診断基準・重症度分類を用いて
診断した．鼻茸組織をホルマリンで固定した後，パ
ラフィ包埋を行った．4 mmスライスの切片を作成
し，TRPV3特異的抗体（Sigma-Aldrich）を用いて，
免疫組織化学を行った．上皮細胞におけるTRPV3

陽性細胞の数を高倍率視野（HPF：400倍）で最も
細胞の多い場所3か所を数え平均を求めた．その際，
臨床データがわからない状態で測定した．染色スラ
イドはOlympus BX53倒立型顕微鏡とcellSens® 

Standard software（Olympus）を用いて撮影した．

表1．患者背景．

ECRS Non-ECRS p値

患者数 5 5

性別（男 /女） 2/3 4/1 n.s.†

年齢 36 [29–52] 58 [57–59] 0.047*

鼻茸中の好酸球数（/HPF） 214.0 [155.0–249.0] 5.0 [5.0–6.0] 0.012*

末梢血好酸球（％） 13.5 [10.6–13.6] 2.3 [1.8–3.2] 0.008**

JESRECスコア 15 [15–17] 9 [5–9] 0.010*

中央値と四分位範囲（括弧内）であらわす．†χ2 test. *p<0.05, **p<0.01, Wilcoxon rank-sum test.
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免疫組織化学（蛍光抗体法）
酵素抗体法と同じ鼻茸組織をホルマリンで固定し
た後，パラフィ包埋を行った．またECRS患者およ
び健常人の末梢血を採取し，MACS® Cell Separation 

system（Miltenyi Biotech）を用いて好酸球を分離し，
サイトスピンでスライドグラスに置いた．一次抗体
としてTRPV3はTRPV3-specific antibody produced 

in mouse（Sigma-Aldrich）を用いて，好酸球塩基性
蛋 白（ECP）は ECP-specific antibody produced in 

rabbit（Bioss Antibodies）を用いた．二次抗体は
Alexa Fluor® 594-conjugated goat anti-mouse IgG

（Invitrogen）およびAlexa Fluor® 488-conjugated 

goat anti-rabbit IgG（Invitrogen）を用いた．最後に
SlowFade® Gold Antifade Mountant with DAPI

（Thermo Fisher Scientific）で処理した後，スライド
グラスでカバーした．染色スライドはOlympus 

BX53倒立型顕微鏡とcellSens® Standard software

（Olympus）を用いて撮影した．

マイクロアレイ
マイクロアレイはRNA-seqで用いたサンプルと

同じものを用いた．Illumina BeadArray single-color 

platform（Illumina）を 用 い て 行 っ た．Illumina 

TotalPrep RNA Amplification Kit（Ambion）を 用
いて500 ngの全RNAからビオチンラベルcRNAを
作 成 し た．cRNAをHumanHT-12 v4 Expression 

BeadChip Kit（Illumina）でハイブリダイゼーショ
ンした後，streptavidin-Cy3（GE Healthcare）でラ
ベ ル し た 後，Illumina BeadStation 500 System

（Illumina）でスキャンした．複製した同じサンプル
で解析を行い，その相関係数（r2）が0.995～0.998

であることを確認した．データは log2で標準化し，
RNA-seqのデータと比較した．

統計学的解析
全てのデータは特記ない場合には，「平均±標準
偏差」を記載している．群間の平均値の差について
は，2群の場合はStudentの t検定を，3群以上の場合
は一元配置分散分析を用い事後比較はTukey法を
行った．相関検定はPearsonの検定を用いた．p値や
補正p値（q値）は0.05を有意水準とした．解析に

はAvadis NGSに装備された統計ツールを用い，追
加 の 検 定 はR version 2.13.1 for MacOSX GUI 

1.40-devel Leopard build 64-bit（R-project, http://

www.r-project.org/）とPrism 5.0b for MacOS（MDF）
を用いた．

倫理的問題
研究に参加した全患者にはインフォームドコンセ
ントを行い，同意を得た．本研究は福井大学医学系
研究倫理審査委員会の承認を得た（承認番号：
20120076）．

結果

アラインメントの結果
1サンプルあたり110.0±7.1×106リードのデータ
セットが得られ，そのうち58.0±8.1％がUCSC hg19

にアラインできた．ヒトゲノムにおいては全配列の
3％未満がエクソンであるが，本研究でマッピング
されたリードの62.0±2.8％がエクソンに該当した．
この結果から，本研究のRNAサンプルは，エクソン
配列を効率的に増幅できていることが確認された．

発現解析
鼻茸の遺伝子発現レベルを評価するために，得ら
れたシーケンスリードを全て用いた．遺伝子発現レ
ベルは同一アイソフォームにおけるRPKMの総和
で表した．RPKMの分布は正規分布ではなく歪んで
おり，中央値はNon-ECRSで33.8，ECRSで32.5で
あった．UCSC hg19にマッピングされたトランス
クリプトは36,579個であり，極めて低発現のもの
を除外すると解析可能なトランスクリプトは
19,932個となった．この19,932個のトランスクリ
プトにおいて発現差解析を行ったところ12個のト
ランスクリプトが，Non-ECRSとECRSとの群間に
おいて5倍以上の有意な発現差を認めた．12個のト
ランスクリプトのうち10個は既知のものであり，2

個は未知のものであった．詳細は表2に記載した．
12個のうち，ECRSにおいて高発現のものは3個
であった．そのうち，過去のマイクロアレイの報告
で9），末梢血好酸球に発現を認めなかったものとし
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て TRPV3（transient receptor potential cation 

channel, subfamily V, member 3）が同定された．

TRPV3の発現
RNA-seqの結果を確認するために，リアルタイム

PCRと免疫組織化学を行った．リアルタイムPCRで
20例のnon-ECRSと20例のECRSを比較すると，
TRPV3はECRS群において有意に高い発現を認め，
発現レベルはnon-ECRS群で45.2±61.9（コピー /ng-

全RNA），ECRS群で640.1±819.4であった（図1A）．
さらに，80例（non-ECRS：20例，軽症ECRS：20例，

中等症ECRS：20例，重症ECRS：20例）に対して，
免疫組織化学を行った．TRPV3は，鼻茸組織の粘膜
上皮と浸潤した血球細胞に発現していた（図1B）．
TRPV3を発現している浸潤した血球細胞が好酸球
であるかどうかを調べるために，蛍光抗体法にて免
疫組織化学を行ったところ，TRPV3陽性細胞にECP

も強く発現していた（図1C）．これらの結果から，
鼻茸に浸潤しているTRPV3陽性細胞は好酸球であ
ることが示唆された．
次に末梢血好酸球において蛍光抗体法を行ったと
ころ，健常者においてもECRS患者においても好酸
球にTRPV3が強く発現していた（図1D）．この結果

は過去のマイクロアレイの結果とは一致しない結果
であった9）.

ECRSの重症度と TRPV3発現との関連
JESREC診断基準の重症度によってTRPV3陽性細

胞数を調べると，重症度が上がるにつれて有意に増
加していた．TRPV3陽性細胞の数は，それぞれnon-

ECRS: 16.2±10.9/HPF，軽症ECRS: 33.7±20.6/HPF，
中 等 症 ECRS: 68.4±29.9/HPF，重 症 ECRS: 52.9± 

25.2/HPFであった（図2A）．鼻茸組織中のTRPV3

陽性細胞数と好酸球数との相関はわずかであり
（R=0.27: p=0.017），鼻茸上皮におけるTRPV3の
発現数と浸潤する好酸球数とは一致しなかった
（図2B）．

TRPV3の発現
RNA-seqと同じサンプルを用いてマイクロアレ
イも行い，そのデータを比較した．同定できたトラ
ンスクリプトはRNA-seqで19,932個，マイクロア
レイで34,692個であり，両者で共通するものは
16,862個であった．RNA-seqとマイクロアレイの
結果は強い相関を認め，log変換した発現比による
相関はR=0.75（p<0.001）であった（図3）．

表2．発現に差があったトランスクリプト．

遺伝子 遺伝子座 タイプ 発現差（倍） q値（補正p値） 末梢血好酸球の 
マイクロアレイ †

ECRSで高発現（発現差>5.0倍）
SIGLEC8 chr 19 protein-coding 7.76 0.047 P

TRPV3 chr 17 protein-coding 5.81 0.045 A

GPR97 chr 16 protein-coding 5.56 0.047 P

ECRSで低発現（発現差<−5.0倍）
LOC285141 chr 2 protein-coding −5.41 0.045 N/A

HABP2 chr 10 protein-coding −6.22 0.045 A

CCDC153 chr 11 protein-coding −6.59 0.046 N/A

LOC100652764 chr 1 miscRNA −6.79 0.030 N/A

SCG3 chr 15 protein-coding −7.57 0.030 A

LRRC18 chr 10 protein-coding −9.98 0.046 A

C1orf129 chr 1 protein-coding −11.47 0.030 N/A

†過去の末梢血好酸球におけるマイクロアレイ解析の結果（Saito et al.9））．
P：発現あり；A：発現なし；N/A：データなし．
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考察
本研究において，我々はECRS鼻茸のRNA-seqを
行った．鼻茸におけるRNA-seqの報告は世界で本研
究が初めてである．我々はECRSの鼻茸に多く発現
しているTRPV3に注目した．JESREC studyでも示さ
れたように，ECRSは気管支喘息と強い関連がある．
TRPV3の属するTRP（transient receptor potential）
チャンネルファミリーのサブタイプであるTRPA1

やTRPM8は気管支喘息の発症に重要な役割を果た
している10）11）．しかし，TRPV3が喘息患者の気管支
組織に発現しているという報告はない．

TRPチャンネルファミリーは，形質膜上に存在す
る温度感受性イオンチャンネルであり，6回膜貫通
型の構造をしており細胞質側にN末端とC末端が
存在する．近年，カプサイシン受容体であるTRPV1

をはじめTRPチャンネルファミリーが，創薬のター
ゲット分子として注目されている．活性化した
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図1．鼻茸におけるTRPV3の発現．
（A）鼻茸から全RNAを抽出し，PCRでTRPV3の発現をリアルタイムPCRで測定した．横線とエラーバーは平均と標準偏
差をあらわす．**p<0.01.
（B）鼻茸組織におけるTRPV3の免疫組織化学．（a）はnon-ECRS，（b）はECRS．上段は低倍率視野（100倍），下段は高倍
率視野（400倍）．ECRSの鼻茸において上皮組織と浸潤した好酸球（矢印）にTRPV3が発現していたが，non-ECRSには
認められなかった．
（C）鼻茸組織におけるTRPV3とECPの蛍光抗体法．上段はnon-ECRS，下段はECRS．TRPV3とECPの両方がECRSに浸
潤する細胞で陽性であった．
（D）末梢血好酸球におけるTRPV3とECPの蛍光抗体法．ECRS患者においても健常人においてもTRPV3とECPの両方が
陽性であった．
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TRPV3が発現した上皮細胞は，プロスタグランジン
E2やその他のサイトカインを放出するといわれて
いる12）．さらに，TRPV3は一酸化窒素（NO）合成酵
素とは独立に亜硝酸塩を減少させ，皮膚内でのNO

合成を制御している13）．一方，慢性副鼻腔炎患者に
対するランダム化比較試験において，カプサイシン

を鼻腔内投与された患者は鼻茸が有意に縮小したと
いう報告がある14）．これらの結果からTRPファミ
リーは上皮組織の炎症に関与しており，それは気道
上皮においても関与している可能性がある15）．

TRPV3は皮膚ケラチノサイトにおいて皮膚の温
度感覚，皮膚バリア，創傷治癒，発毛，痛みや痒みの
知覚など，多様な機能を制御している16）．Chengら
はケラチノサイトのTRPV3がトランスフォーミン
グ増殖因子α（TGF-α）や上皮成長因子受容体
（EGFR）に関連したシグナル伝達に関与しているこ
とを示し，EGFRが活性化すると，TRPV3チャンネ
ルの活性化が高まり，その結果TGF-αが放出される
と報告した17）．ECRS患者の鼻茸では，non-ECRS患
者の鼻茸と比べてTGF-αの発現が極めて高く，さら
にTGF-αは腫瘍壊死因子α（TNF-α）と相乗的に働き，
それによって分裂促進因子活性化タンパク質キナー
ゼ（TRK）シグナル経路を介して，ヒト粘膜上皮細
胞からのムチン（MAC5AC）の発現を高めると報告
されている18）．もし，TRPV3がECRSの鼻茸におい
てTGF-α/EGFRのシグナル経路を構成しているとす
れば，TRPV3は粘膜における過分泌，粘膜の血管新
生，腺細胞や線維芽細胞の増殖などに寄与している
可能性があり，ECRSの再発性・難治性に関与してい
るかもしれない．

TRPV3を刺激する化学活性物質はいくつか同定
されている．例えば，植物由来の活性化物質として，
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図2．（a）JESREC重症度分類別のTRPV3陽性細胞数．横線とエラーバーは平均と標準偏差をあらわす．発現レベ
ルは重症度と相関していた．*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. HPF：高倍率視野（400倍）．（b）鼻茸中の
TRPV3陽性細胞数と好酸球数との相関．ピアソンの相関係数はR=0.27（p=0.017）であった．
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図3．マイクロアレイとRNA-seqとのmRNA発現結
果の相関．
10名の患者の同じサンプルを用いてmRNAの発現をマイ
クロアレイとRNA-seqで行った．16,862遺伝子の発現量
を表している．横軸がマイクロアレイ，縦軸がRNA-seq．
ピアソンの相関係数はR=0.75（p<0.001）であった．いず
れのデータも標準化している．



 3-1 好酸球性副鼻腔炎の鼻茸におけるTRPV3の発現 63

好酸球性副鼻腔炎の病態解明と新たな治療戦略

第
1
章

第
2
章

第
3
章

第
4
章

第
5
章

第
6
章

第
7
章

第
8
章

第
9
章

第
10
章

第
11
章

樟脳（カンファー），カルバクロール，オイゲノール，
チモール，メンソールなどの香料が挙げられてい
る 19）．これらの物質の鼻症状への効果については，
種々の研究がなされている．Schrieverらはメンソー
ルを口腔内に投与することによって，嗅覚障害患者
の主観的な鼻閉感が改善すると報告した20）．また，
内因性のTRPV3活性物質としてはステロイドホル
モンの生体内合成経路の中間体であるファルネシル
二リン酸（FPP）が知られている．FPPはTRPV3を活
性化するイソプレノイドを生成し，TRPV3を特異的
に強く刺激するといわれている21）．
一方，TRPV3活性化に対する内因性のアンタゴニ
ストであるレゾルビンなどのω-3脂肪酸から合成さ
れた化合物は，抗炎症作用および創傷治癒に関連し
ており，特に17（R）-レゾルビンD1は，TRPV3に特
異的な阻害剤であり，TRPV3の電気的感受性に影響
を与え，活性を低下させる22）．TRPV3のアゴニスト
およびアンタゴニストに対する研究が進んでいけば，
ECRSに対する新たな治療法が見いだされるかもし
れない．
我々の行った同じサンプルにおけるRNA-seqと

マイクロアレイの結果は強い相関を認め，他の報告
と同程度であった23）24）．TRPV3においては，マイク
ロアレイでは有意な発現差を認めなかったが，RNA-

seqでは発現差を認め，リアルタイムPCRと免疫
蛍光染色によってRNA-seqの結果が確認された．
また，SaitoらがGeneChip® Human Genome U133A 

probe array（Affymetrix）を用いて行った末梢血好
酸球のマイクロアレイ9）でも，我々がHumanHT-12 

v4 Expression BeadChip Kit（Illumina）を用いて

行ったマイクロアレイでもTRPV3は高発現ではな
かった．このようなマイクロアレイとRNA-seqとの
間の矛盾は，マイクロアレイキットのTRPV3プロー
ブの感度に起因すると考えられた．プローブの感度
は，ターゲットとなる配列への結合強度によって規
定され，マイクロアレイによって読まれるシグナル
強度に影響を与える25）．
マイクロアレイデータとRNA-seqデータとの一

致率は種々研究がなされている．例えば，Sultanら
は2つの細胞株における遺伝子発現の違いをマイク
ロアレイとRNA-seqを用いて比較したがその結果
は有意な相関を認めた（R=0.88）26）．またWangら
は酵母菌のトランスクリプトームについてマイクロ
アレイ27）とRNA-seq28）の結果を比較し，発現量の
低いトランスクリプトにおいては，2者の相関は低
く（R=0.099–0.177），発現量がある程度高いトラン
スクリプトにおいては，相関が比較的高いことを示
した（R=0.509）29）．このことは，RNA-seqと比べて
マイクロアレイはダイナミックレンジが狭いことを
反映している．その他の報告でも両者の一致率が高
いものと低いものとが混在している24）30）．このよ
うな研究間における一致率の差は両者の方法を適応
させる基準や評価法に整合性がとれていないからだ
と思われる．本研究では，RNA-seqデータとマイク
ロアレイデータとの一致率は高く，log変換した発
現差の相関も高い結果であったことから，本実験は
高いクオリティーを示している．
本研究の成果は，第12回（2015年度）日本アレルギー学会学

術大会賞を受賞した．

（徳永　貴広）
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はじめに
RNA-sequencing（RNA-seq）を用いた遺伝子発

現の解析は，新規疾患関連遺伝子を同定し，疾患の
病態メカニズムを解明するためのスクリーニングと
して大変有用である．我々は好酸球性副鼻腔炎
（ECRS）の病態を解明するために，次世代シーケン
サーを用いて，鼻茸のRNA-seqにおける transcrip-

tome解析を行った．CRSwNP患者において，同一患
者の鼻茸と下鼻甲介を比較した解析では，実に
3,000以上の遺伝子で有意差を認めた 1）．鼻茸で特
に高い発現を示した10遺伝子は，periostin，CST1，
SERPINB3，CCL18，IGFBP3，TUBB4B，ALOX15，
CSTB，SERPINF1，TPPP3であった．我々は，これら
の遺伝子の中で，CST1という分子に着目した．

Cystatin familyは，アミノ酸配列の違いから type 

1，type 2，type 3の3つの familyに分類され，CST1

（cystatin SN）は type 2 cystatin familyに属する分
子である．Type 2 cystatin familyは，唾液腺や涙腺
の外分泌上皮から産生され，唾液や涙液中に含まれ
ることが知られている2）．現在では，膀胱や尿管，精
巣上皮，また皮膚疾患や炎症性肺疾患など，さまざ
まな部位，疾患での発現が報告されている．Cystatin 

familyはprotease inhibitorという重要な役割を有
するが，その作用の強さはさまざまである．Type 1 

cystatin familyや cystatin C，cystatin Fは protease 

inhibitorとして強い作用を示すが，一方でcystatin S，

cystatin SA，CST1ではその作用が弱いといわれて
いる3）．また，cystatin familyはprotease inhibitor以
外にもさまざまな働きが報告されており，炎症や腫
瘍形成過程においても重要な役割を果たしている4）．

CRSwNP患者の鼻茸に対する遺伝子発現解析の
結果を踏まえて，我々はCST1がECRSの病態に関与
していると考えた．そこで，鼻茸中，特にECRSの鼻
茸におけるCST1の発現や，鼻茸内でのCST1の機能
について検討を行った．

方法

Real-time polymerase-chain reaction
鼻茸のRNAはTRIzol（Ambion）とDNase Iを用

いて抽出した．鼻茸上皮細胞と鼻茸線維芽細胞の
RNA は NucleoSpin RNA II（Macherey-Nagel, 

Düren, Germany）と rDNaseを用いて抽出した．
cDNAは High-Capacity cDNA reverse transcrip-

tion kit（Applied Biosystems, Foster City, CA）を用
いて合成した．遺伝子発現はTaqMan gene expres-

sion assays（Applied Biosystems）を用いて測定した．
Primerは，CST1（Hs0060696），thymic stromal 

lymphopoietin（TSLP, Hs00263639），cytokine 

receptor-like factor 2（CRLF2, Hs00845692），inter-

leukin（IL）-1 receptor-like 1（IL1RL1, Hs00249384），
CC chemokine ligand 11（CCL11, Hs00237013），
periostin（POSTN, Hs01566750），glyceraldehyde-

3 - 2

好酸球性副鼻腔炎におけるCST1の発現と機能的解析

 サマリー
CST1は重症好酸球性副鼻腔炎の鼻茸上皮で強い発現を示す．精製した鼻茸上皮細胞を IL-

4+dsRNA+CST1で刺激すると，TSLPの発現が有意に上昇する．鼻茸上皮細胞への TSLPあるいは
IL-33の刺激は，CST1の発現を誘導する．また，鼻茸線維芽細胞に対する CST1の刺激は，CCL11
と periostinの発現を誘導する．CST1は，鼻茸形成・増悪に関わるさまざまな因子と相互作用するこ
とで Th2/好酸球性炎症として作用し，鼻茸の重症化，難治性，再発に関わる．
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3-phosphate dehydrogenase（GAPDH, 4352934E）
を使用した（Applied Biosystems）．mRNA発現の標
準化にはGAPDHを用いた．

Immunohistochemistry
鼻茸をパラフィン包埋し，4 µmで薄切した．脱パ
ラ，賦活化，ブロッキング後，rabbit anti-CST1 

antibody（10 μg/ml）（aa 31–80; LS-B5996, LSBio, 

Seattle, WA）（4°C overnight），Envision dual-link 

system-HRP（Dako）（1時間室温），DAB/Tris solu-

tion（Muto Pure Chemicals, Tokyo）（12分室温）で
染色した．CST1の発現は，1視野あたりの上皮細胞
におけるCST1発現の割合を数値化することで半定
量 化 し た（% CST1 expression rate in epithelial 

cells per HPF 0％，0（no expression）；0％～49％，
1（low expression）；50％～79％，2（moderate ex-

pression）；and >80％，3（high expression））．1サン
プルにつき3か所測定し，平均値を semiquantitative 

scoreとした．

細胞培養
ECRS由来の鼻茸から上皮細胞と線維芽細胞を精
製した．細胞数は5×104 cells/wellとし，刺激濃度は，
IL-4（100 ng/ml），double-stranded RNA（dsRNA, 

50 μg/ml），CST1（100 ng/ml），TSLP（1, 10, or 100 

ng/ml），and IL-33（1, 10, or 100 ng/ml）とした．6

時間刺激後，細胞を回収し，real-time PCRを用いて
mRNA発現を解析した．また，24時間刺激後の上清
を回収し，ELISAを用いて蛋白発現を解析した．
siRNAを用いた実験に関しては，GenomONE-Si

（Ishihara Sangyo Kaisha, Osaka, Japan）を用いて
CRLF2（s195343），IL1RL1（s225093），negative 

control No.1 siRNA（4390843）に対する siRNAを
鼻茸上皮細胞に移入した．移入24時間後に，TSLP

（100 ng/ml）もしくは IL-33（100 ng/ml）で6時間刺
激し，細胞を回収し，CST1のmRNA発現を解析した．

統計解析
GraphPad Prism software（San Diego, CA）を用

いて統計解析を行った．p<0.05を統計学的に有意と
判定した．

結果

好酸球性副鼻腔炎の鼻茸における CST1の発現
まず，CRSwNP患者をECRSとnon-ECRSに分類

し，CST1の発現を比較検討した．CRSwNP患者から
採取した鼻茸における，CST1 mRNAの発現を real-

time PCRを用いて解析すると，non-ECRS患者群の
鼻茸に比べて，ECRS患者群の鼻茸で，CST1 mRNA

の発現が有意に高値であった（図1a）．次に免疫組
織化学を用いて鼻茸におけるCST1の発現を調べる
と，やはりnon-ECRS患者の鼻茸に比べて，ECRS患
者の鼻茸でCST1の強い発現を認めた（図1b，c，d）．
免疫組織化学では，CST1は特に鼻茸上皮細胞に発
現していた．JESRECの重症度分類5）に応じて鼻茸を
分類し，上皮に発現するCST1の半定量分析を行う
と，severe ECRS患者群で最もCST1の発現が高いこ
とが明らかとなった（図1e）．CRSwNP患者の鼻茸
内での好酸球数とCST1発現との相関を調べると，
これらに正の相関関係を認めた（図2a，b）．

好酸球性副鼻腔炎の鼻茸における CST1の 
機能的解析

CST1が severe ECRSの鼻茸上皮で高発現してい
ることが明らかとなった．そこで鼻茸中のCST1の
機能について検討した．CST1が鼻茸組織内で関わ
る分子について，ECRSとの関連が報告されている
分子との相関を調べた．すると，CST1 mRNAと
TSLP，IL-33，CCL11（eotaxin-1），periostin mRNA

との間で，正の相関関係が認められた（図3a～d）．
そこで，ECRS患者の鼻茸組織から精製した鼻茸上
皮細胞と鼻茸線維芽細胞を用いて，これらの関係を
検討した．
精製した鼻茸上皮細胞に，IL-4，dsRNA，CST1で
刺激をし，TSLPの発現を調べた．まず，IL-4と
dsRNAによる共培養により，鼻茸上皮細胞からの
TSLPの発現が上昇した．興味深いことに，IL-

4+dsRNAによる刺激に比べて，IL-4+dsRNA+CST1

による共刺激では，更にTSLPの発現が増強した（図
4a，b）．

CST1の発現におけるTSLPと IL-33の効果を調べ
るために，鼻茸上皮細胞を，TSLPあるいは IL-33で
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刺激し，CST1の発現を解析した．TSLPもしくは
IL-33の単独刺激によって，鼻茸上皮細胞からの
CST1の発現が誘導された（図4c，d）．更に，TSLP・
IL-33シグナリングとCST1発現誘導との関係を検

証するために，TSLPに対するレセプターである
CRLF2と IL-33のレセプターである IL1RL1（ST2）の
siRNAを用いてノックダウンさせる実験を行った．
CRLF2あるいはST2に対するsiRNAを鼻茸上皮細胞
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図1．CRSwNP患者の鼻茸におけるCST1の発現．
（a）ECRS患者とnon-ECRS患者の鼻茸におけるCST1mRNAの発現．（b，c）non-ECRS患者（b）とECRS患者（c）の鼻茸
におけるCST1の免疫組織化学．（d）鼻茸上皮細胞におけるCST1発現の semiquantitative score．（e）JESREC scoreを用
いてECRSの重症度を分類しCST1発現の semiquantitative scoreを解析した．SEM, **p<0.01, ***p<0.001.
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に transfectionした後，それぞれTSLPもしくは IL-33

で刺激し，CST1の発現を解析した．すると，siRNAを
transfectionした細胞では，negative control siRNA

を transfectionした細胞に比べて，TSLPもしくは

IL-33の刺激によるCST1の発現誘導が抑制された
（図5a～d）．つまり，鼻茸上皮細胞へのTSLP，IL-33

による刺激は，それぞれのレセプターのシグナル経
路を介して，CST1の発現を誘導することが示された．
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（A）CST1 mRNAの発現と好酸球数の相関．n=36．（B）CST1の免疫組織化学と好酸球数の相関．n=102.
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鼻茸中のCCL11（Eotaxin 1）におけるCST1の役
割を調べるため，鼻茸上皮細胞，鼻茸線維芽細胞を
CST1で刺激した後に，CCL11の発現を解析した．
すると，CST1は鼻茸上皮細胞からのCCL11発現に
は影響を及ぼさなかったが，鼻茸線維芽細胞からの
CCL11の発現を誘導した（図6a，b）．また，鼻茸線
維芽細胞をCST1で刺激すると，periostinの発現が
誘導された（図6c，d）．

考察
RNA-seqにおける transcriptome解析では，鼻茸

中のCST1の発現は，下鼻甲介と比較して27.2倍高
発現していた．また，non-ECRSとECRSの鼻茸を比
較したRNA-seqによる解析では，ECRSの鼻茸で
CST1の発現が高い傾向にあった6）．Real-time PCR

や免疫組織化学を用いた解析においても，CST1は
severe ECRSの鼻茸で強く発現していた．これらの
結果は，CST1がECRSの重症度・難治性と関連して
おり，鼻茸内でTh2/好酸球性炎症に関与すると考え
られた．一方で，Kouzakiらは，cystatin familyの一
つであるcystatin AがECRS患者の鼻茸で有意に低
値であり，気道上皮において防御的な役割を担って
いると報告している7）．Cystatin familyは，少なくと
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図4．鼻茸上皮細胞におけるCST1と上皮由来サイトカインの関係．
（a，b）鼻茸上皮細胞を IL-4（100 ng/ml），dsRNA（50 μg/ml），CST1（100 ng/ml）で刺激した．（a）6時間刺激度，細胞を
回収し，TSLPのmRNA発現を解析した．（b）24時間刺激後，上清を回収し，TSLP蛋白濃度を解析した．（c，d）鼻茸上皮
細胞をTSLP（1～100 ng/ml）（c）もしくは IL-33（1～100 ng/ml）（d）で6時間刺激し，CST1のmRNA発現を解析した．
n=6, SEM, *p<0.05, **p<0.01.
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も17種類の遺伝子から構成され，3つの subfamily

に分類されている．それぞれの遺伝子が持つ作用は
さまざまで，cystatin Aは type 1 cystatin subfamily

に属しており，protease inhibitorとして強い作用を
有する．CST1は type 2 cystatin subfamilyに属して
おり，protease inhibitor以外にも，炎症・Th2環境
のupregulationなどの作用を有している8）．アレル
ギー性鼻炎に関しては，抗原曝露中のアレルギー性
鼻炎患者の下鼻甲介粘膜ではCST1が高発現してい
る9）．一方で，アレルギー性鼻炎モデルマウスにお
いて，CST1はprotease inhibitorとして作用し防御
的役割を持つ10）．つまり，好酸球性副鼻腔炎では鼻

茸増悪因子として作用し，アレルギー性鼻炎におい
ては抑制因子として作用する．CST1が，鼻副鼻腔の
Th2炎症性疾患に対して相反する2つの機能を有す
ることは，両者を区別する観点からも大変興味深い．

TSLPと IL-33は，2型炎症において中心的な役割
を担う上皮由来サイトカインである11）．近年，上皮
由来サイトカインと難治性好酸球性副鼻腔炎との関
連が注目されている．NagarkarらはTSLP mRNAが
好酸球浸潤を伴う鼻茸で有意に高値であり，難治性
鼻茸の2型炎症に重要な役割を担うと報告してい
る 12）．また，IL-33に関しては，難治性慢性副鼻腔炎
では，治療反応性慢性副鼻腔炎に比べて，IL-33の発
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図5．鼻茸上皮細胞のCRLF2と IL1RL1を介した反応．
（a，b）CRLF2（a）あるいは IL1RL1（ST2）（b）に対する siRNAを鼻茸上皮細胞に transfectionした．CRLF2（a）あるいは
IL1RL1（b）のmRNAを測定し，発現が抑制されていることを確認した．（c，d）移入した細胞をそれぞれTSLP（100 ng/
ml）（c），IL-33（100 ng/ml）（d）で6時間刺激し，CST1の発現を解析した．n=6, SEM, N.S. not significant. *p<0.05, 
**p<0.01.
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現が高値であるとの報告がある13）．RNA-seqにおけ
る transcriptome解析においても，これらのサイト
カインの発現は，下鼻甲介より鼻茸で高い傾向に
あった．鼻茸上皮細胞を用いた実験では，IL-

4+dsRNAによる刺激に比べて，IL-4+dsRNA+CST1

による共刺激ではTSLPの発現が増強した．つまり，
CST1は IL-4やdsRNAと相乗効果を示す．2型サイ
トカインやウイルス感染はECRSの病態において，
重要な増悪因子である．ECRSは，Th2優位の好酸球
浸潤によって特徴付けられるとともに，Th2環境下
で感染が起こると上皮由来サイトカインの放出を介
して，Th2炎症を増幅させる14）15）．ECRSの鼻茸では，
CST1，IL-4，dsRNAの相乗作用によって発現が上昇
したTSLPが，Th2細胞や ILC2sの活性化を促し，こ

れらの細胞によって放出される2型サイトカインを
介して，好酸球浸潤やTh2炎症が増幅される．また，
鼻茸上皮細胞へのTSLP，IL-33による刺激は，それ
ぞれのレセプターのシグナル経路を介して，CST1

の発現を誘導する．このようにECRSの鼻茸内では，
CST1とTSLP，IL-33とのpositive feedbackを通して
難治性鼻茸が形成される．
難治性鼻茸の形成に重要な線維芽細胞は，炎症細
胞の誘導や炎症反応に関わるextracellular matrix 

proteinsの産生細胞である16）．本研究では，CST1は
鼻茸線維芽細胞からのCCL11の発現を誘導した．
CCL11やRANTESのようなケモカインの放出は，好
酸球に発現しているCCR3を介して好酸球を遊走さ
せる．CCL11は鼻茸内における好酸球浸潤に密接に
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図6．鼻茸線維芽細胞から産生されるCCL11とPOSTONに対するCST1の効果．
（a）鼻茸上皮細胞をCST1（100 ng/ml）で6時間刺激し，CCL11のmRNA発現を解析した．（b，c）鼻茸線維芽細胞を
CST1（1～100 ng/ml）で6時間刺激し，CCL11とPOSTONのmRNA発現を解析した．（d）鼻茸線維芽細胞をCST1
（100 ng/ml）で24時間刺激し，上清中のperiostinの蛋白濃度を解析した．n=6, SEM, N.S. not significant. *p<0.05.
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関連している 17）．RNA-seqにおける transcriptome

解析では，CCL11は好酸球浸潤を伴う鼻茸で高発現
している．CST1は線維芽細胞からCCL11を産生さ
せることで，鼻茸内での好酸球遊走を誘導する．
RNA-seqを用いた解析において，periostinは鼻茸で
極めて高い発現を示している．periostinは，主に線
維芽細胞で産生されるextracellular matrix protein

である18）．Type 2炎症に関わる重要因子であり，好
酸球のエフェクター機能を増強させる．好酸球性
副鼻腔炎，気管支喘息，アトピー性皮膚炎など，type 

2炎症を主体とする疾患では血清periostin濃度が上
昇しており，新規バイオマーカーとして注目されて
いる 19）．鼻茸線維芽細胞をCST1で刺激すると，
periostinの発現が誘導された．つまり，CST1は鼻茸
線維芽細胞からのperiostin産生を誘導することで，
ECRSの病態に関与する．CST1は上皮細胞のTSLP

や IL-33，また線維芽細胞のCCL11やperiostinとの
相互作用を介して，鼻茸内の好酸球浸潤やTh2炎症
に関わっている．

まとめ
CST1は severe ECRSの鼻茸上皮細胞に強く発現
しており，鼻茸の重症度，難治性と相関している．
TSLPや IL-33は上皮細胞内でのCST1の発現を誘導
する．誘導されたCST1はdsRNAや IL-4と協同し，
TSLPの発現を増強させる．増強されたTSLPは，Th2

細胞の活性化や ILC2sの働きにより，IL-5や IL-13と
いった2型サイトカインを放出させる．これにより，
好酸球遊走，ムチンの産生が亢進する．更に，CST1

は，細胞外において線維芽細胞に作用し，CCL11や
periostinの放出を誘導する．これらもまた，type 2/

好酸球性炎症に関わる重要な因子である．CST1は
鼻茸内において，このようなメカニズムでTh2/好酸

球性炎症に関わる因子として作用し，鼻茸の重症化，
難治性，再発に関わる（図7）20）．ECRSに関わる多
様な因子とCST1との関係を更に解析することは，
ECRSの病態を解明するために，非常に有用である．
ECRSは術後の再発率が高く，鼻茸の制御に難渋す
る症例が多い．難治性鼻茸の術後再発を防ぐために，
CST1を targetとした治療戦略が有用かもしれない．

（加藤　幸宣）

本研究の成果は，第5回（2018年度）日本耳鼻咽喉
科免疫アレルギー学会奨励賞を受賞した．
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はじめに
脂肪酸由来の生理活性脂質による炎症は重要であ
り，副鼻腔炎との関連が報告されている1）．不飽和
脂肪酸はω-6系とω-3系からなる．有名なアラキドン
酸（Arachidonic acid; AA）は，ω-6系のリノール酸
（Linolenic acid; LA）から代謝され，エイコサノイド
と称される炎症性脂質メディエーターであるプロス
タグランジン（Prostagrandin; PG），トロンボキサン
（Tronboxan; TX），ロイコトリエン（Leukotrien; LT）に
代謝されていく．とりわけこれらの代謝物は，アラ
キドン酸代謝カスケードとして知られており，代謝
酵素であるシクロオキシゲナーゼ（Cycrooxigenase; 

COX），リポキシゲナーゼ（Lipoxigenase; LOX），チ
トクロームP450（CytochromeP450; CYP450）に
よって分解されていく．PGとTXはCOXで，LTは
5-LOXで代謝される．これらのことは，アレルギー
に関与する医師ならばほとんど知っているが，実は，
COX，LOX，CYP450は図1，図2に示すように，リ
ノール酸，DGLA，AA，ω-3系のリノレン酸，エイコ
サペンタエン酸（Eicosapentaenoic acid; EPA），ドコ

サヘキサエン酸（Docosahexaenoic acid; DHA）を
次々とさまざまな物質に代謝，分解させていく．
代謝された物質の中には，リポキシン（Lipoxin; 

LX），レゾルビン（Resolvin; Rv），マレシン（Maresin; 

MaR），プロテクチン（Protectin）のような，エイコ
サノイドとは違い炎症を抑制する specialized 

 pro-resolving mediators（SPA）と称される炎症収束
脂質メディエーターも存在する2）．これらの脂質メ
ディエーターは代謝経路の中で連携した制御を受け，
炎症を正や負に制御するため，組織中で働いている．
脂肪酸代謝物は，遺伝から作られるものではなく，
代謝されて作られるものなので，RT-PCRで検出す
ることは無理であり，lipid chromatography-mass 

spectrometry（LC/MS）による質量分析にてその存
在量が判明する．そのため一つから数種類の代謝産
物をLC/MSで測定するか，ELISAでその量を測定す
るしか方法がなかった．しかし最近，100種類以上
の脂肪酸代謝物を測定できる方法が確立され，病態
解明に寄与できるのではないかと期待されている3）．
一方，脂質の基本構成成分は脂肪酸であり，脂肪
酸のみで構成されるトリアシルグリセロールのよう

3 - 3

好酸球性副鼻腔炎鼻茸におけるメタボローム解析

 サマリー
アレルギー炎症を惹起するエイコサノイドは，脂肪酸由来の生理活性脂質であり，これまでも好酸球性
副鼻腔炎（eosinophilic chronic rhinosinusitis; ECRS）との深い関連性が指摘されていた．ECRS
と非好酸球性副鼻腔炎（non-ECRS）の鼻茸組織中 ω-6系と ω-3系脂肪酸代謝産物濃度を液体クロマ
トグラフィーと質量分析，およびマトリックス支援レーザー脱離イオン化法にて解析した．
ECRSと non-ECRSの鼻茸中に存在する 158種の脂質メディエーターを一斉解析した結果，ω-6系脂
肪酸が 15-Lipoxigenase（15-LOX）によって代謝された炎症性脂質メディエーターが ECRS鼻茸中
に有意に多かった．一方で，ECRSの鼻茸中には，同じく 15-LOXで ω-6系の脂肪酸から代謝された
Lipoxin A4，ω-3系の Resolvin D2といった炎症収束脂質メディエーターも有意に増加していた．
このことは，ECRSでは炎症状態から恒常状態に回帰させようとするメカニズムも働いているが，実際
には機能していないことが判明した．さらに，ECRS鼻茸中のアラキドン酸含有ホスファチジルコリン
の有意な低下も認められた．
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図1．ω-6系の脂質代謝経路を示す．ECRS鼻茸中で有意に増加していた代謝産物は赤文字で示す．（P<0.05）
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図2．ω-3系の脂質代謝経路を示す．ECRS鼻茸中で有意に増加していた代謝産物は赤文字で示す．（P<0.05）
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な単純脂質と，脂質以外のリン酸基や糖鎖と結合し
たリン脂質や糖脂質のような複合脂質に分けられる．
構成する脂肪酸の種類と組み合わせに多くの分子種
があるため，分子種の分離とそれぞれの同定作業が
脂質分析となる．
今回，マトリックスで被覆した分子にレーザーを
当てることでソフトな（分子の破壊を抑えた）イオ
ン化方法（マトリックス支援レーザー脱離イオン化
法：MALDI）によって脂質測定を行った．分離した
分子の質量を測定する部分を担う質量分析（MS）で
は，イオンの質量（m）をその電化数（z）で割った
質量電荷比（m/z）で表される．ここで生成したイオ
ンをさらに分離して，そのm/zを測定するイオン同
定を多段階質量分析といい，2回繰り返すとMS/MS

と表記する．こうして決定したイオンのm/z値を横
軸，イオンの相対量を縦軸に表したものが質量スペ
クトルである．また，MALDIにイメージング技術
を加えたMALDI-imaging mass spectrometry（IMS）
がある 4）．IMSでは，生体組織切片を分離精製する
ことなく，直接質量分析することができる．通常の
質量分析では，組織のホモジェネートを作成して生
成するため組織中の部位別解析はできない．一方で
IMSでは組織を切片にして，顕微鏡上において測定
範囲を指定し質量分析できるのが利点である．今回，
好酸球性副鼻腔炎の鼻茸組織中の脂質を解析するた
めにLC-MS/MSとMALDI-IMSを用いた．

方法

対象
LC-MS/MSによるアラキドン酸カスケード代謝物
の測定には，JESREC Study5）による診断基準11点以
上のECRS患者5名の鼻茸と11点未満のnon-ECRS

患者4名の鼻茸を用いた．MALDI-IMSによる鼻組織
中の脂肪酸代謝物測定には，上記とは別のECRS患
者5名の鼻茸，およびnon-ECRS患者5名の鼻茸を
用いた．

LC-MS/MS 3）

LC-MS/MSは鼻茸組織を下記のように前処理を行
い，株式会社島津製作所のLC部（LC-30Aシステム）

MS部（LCMS-8050）を使用した．各試料全量に水
200 μlを添加してホモジナイズし，内部標準10 μl

を添加，メタノール1 mlを加え撹拌した．遠心分離
（10,000 rpm，5分）後の上清を別の容器に移し，こ
の溶液に0.1%ぎ酸溶液4 mlを添加し撹拌した．メ
タノール1 mlおよび0.1%ぎ酸溶液1 mlでコンディ
ショニングした固相を全量ロードした．0.1%ぎ酸
溶液1 mlで固相を洗浄し，15%エタノール溶液
1 mlで固相を洗浄した．最後にメタノール200 μlで
溶出した溶液を測定した．LC部のカラムにはKinetex 

C8 100A 2.1×150 mm，2.6 μm（Phenomenex）を
用い，移動相A：0.1%ぎ酸溶液，移動相B：アセト
ニトリルとして移動相Bのグラジエント条件を設定
して流速0.4 ml/min，試料注入量5 μl，カラム温度
40°Cにて測定した．各検体を測定し，各化合物の面
積値を内標準物質のピーク面積値と試料量（g）で除
した値（重量補正値）を算出した．計測は島津テク
ノリサーチ社との共同研究にて行った．158種類の
分子を測定した．

MALDI-IMS 4）

鼻組織は摘出後−80°Cにて保存した．凍結保存
組織はLicaCM1950 cryostat（Leica Microsystems 

GmbH）にて−25°Cの設定で10 μmの厚さに切片を
作成した．切片は融解して indium-tin-oxide（ITO）
コーティングされたガラススライド（Bruker 

Daltonics）上に載せた．マトリックスとして
2’,5’-dihydroxyacetophenone（DHAP）（Tokyo 

Chemical Industry Co., LTD）を用いて，マトリック
ス昇華装置によって切片上に均一に塗布した．
MALDI-IMS解析は高解像度イメージングマススぺ
クトロメーター（iMScope prototype; Shimadzu）
に355-nm Nd:YAG laserを装填し行った．測定領域
は同装置内に装填された光学顕微鏡にて行った．切
片は20倍の倍率において観察し，レーザーを当て
て操作する間隔は5 μmとした．各箇所で100回の
レーザー照射（1,000 Hz）を反復して700から
1,000 m/z（質量電荷比）をポジティブイオンモード，
ネガティブイオンモードで行った．
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統計
LC-MS/MSでは，q-valueに基づいた false discov-

ery rateを求めてBenjamini-Hochberg法により多重
検定を調整した．MALDI-IMSでは，ECRS群とnon-

ECRS群の重量補正値をMann-Whitney検定にて解
析した．p<0.05を有意と定義した．

結果

LC-MS/MSによる ω6系脂質解析
158種類の脂質のうち，ECRSの鼻茸では75種，

non-ECRSの鼻茸では64種の代謝産物を測定する
ことができた．75種の産物はECRSにおいて，LA由

来の9-HODE，13-HOTrE，13-HODE，13-KODEの
発現量がnon-ECRSよりも高く（いずれもp<0.05），
DGLA（dihomo-γ-lilnoleic acid）由来の15-HETrE

量も有意に高かった（p<0.05）．AA由来の15-HETE，
8,15-diHETE，5,15-diHETE，Lipoxin A4（LXA4），
LXB4，Eoxin E4，12-HETE，12-KETEもECRSにお
いて高かった（p<0.05）（図1）．これらのうち，
9-HODE，13-HODE，15-HETE，Eoxin C4/E4，12-

HETEは炎症性脂質であり，多形核白血球浸潤を誘
導し，8,15-diHETEは好酸球を遊走させる．Eoxinは
LTC4，PGD2，IL-5刺激により好酸球から放出され，
炎症を顕著に増悪させる6）．これらの14の代謝産物
は，全て15-lipoxigenase（15-LOX）によりω-6系脂

表1．LC-MS/MS解析の対象鼻茸．

Group Sex Age (Year) Blood eosinophil (%) JESREC score Experiment

ECRS-1 M 60 19.9 17 LC-MS/MS

ECRS-2 M 43 5.7 15 LC-MS/MS

ECRS-3 M 56 8.5 15 LC-MS/MS

ECRS-4 M 63 7.4 15 LC-MS/MS

ECRS-5 F 23 9.3 15 LC-MS/MS

NECRS-1 M 57 2.0 5 LC-MS/MS

NECRS-2 M 59 2.9 6 LC-MS/MS

NECRS-3 F 62 1.8 4 LC-MS/MS

NECRS-4 F 36 0.1 5 LC-MS/MS

NECRS: non-ECRS.

表2．IMC解析の対象鼻茸．

Group Sex Age (Year) Blood eosinophil (%) JESREC score Experiment

ECRS-6 F 28 10.6 17 MALDI-IMS

ECRS-7 F 29 8.1 15 MALDI-IMS

ECRS-8 M 52 13.6 17 MALDI-IMS

ECRS-9 F 50 11.9 17 MALDI-IMS

ECRS-10 M 58 17.5 17 MALDI-IMS

NECRS-5 M 55 3.4 5 MALDI-IMS

NECRS-6 M 66 3.2 9 MALDI-IMS

NECRS-7 F 59 2.3 9 MALDI-IMS

NECRS-8 F 78 1.0 5 MALDI-IMS

NECRS-9 M 57 0.9 7 MALDI-IMS

NECRS: non-ECRS.
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肪酸から代謝されたものである（図1）．AA由来の
代謝産物においてECRSで有意に多かったのは，
5-LOXによってAAから代謝されるLTC4とLTE4，
COXによりAAから代謝される三つのPGとTXB2

であった．その他の5-LOXによる代謝産物はECRS

とnon-ECRSで違いはなかった．non-ECRS中には，
AAがECRSより高かったが，有意差はなかった．こ
れらの結果から，ECRSでは15-LOXによりω-6脂肪
酸代謝がnon-ECRSと比べて亢進していることが判
明した．さらに，ECRSの鼻茸では，AAから15-LOX

にて代謝されるLX A4（p<0.05），AAからCOXで代
謝される12-HHT（p<0.05），AAからCYP450によ
り代謝される14,15-DHET（p<0.05）が有意に高
かった．LX A4は炎症収束因子，12-HHTも創傷治癒
に関与し，14,15-DHETも血管系疾患において抗炎
症効果と相関を持つ因子であった．

LC-MS/MSによる ω3系脂質解析
ω-3系のDHAから15-LOXにより代謝される

Resolvin D2（RvD2）（p<0.05）がECRS鼻茸に有意
に多く含まれていた（図2）．RvD2は，ω-6系の
LXA4と同様にSPMsと呼ばれ炎症を抑制し恒常状
態に戻すために重要な役割を担っている．その他の
SPMsであるPD-1，maresin-1もECRSにおいて増加
しているが，有意ではなかった．これらの結果から，
ECRSの鼻茸において炎症を抑制する因子もnon-

ECRSよりも多く存在していることが判明した．

IMSによる鼻茸中の AA含有脂肪酸
LC-MS/MSでは，AAの炎症性代謝産物がECRSで
高く，有意差はなかったものの前駆体であるAAが
ECRSで減少していた．そこで，ECRSでは，よりAA

代謝が亢進していると仮定し，AA産生の前駆体と
なる脂肪酸の解析をMALDI-IMSを用いて行った．
ECRS鼻茸5例とnon-ECRS鼻茸5例を比較した（表
2）．IMSの特性を活かして，鼻茸の粘膜下組織部分
を指定してその部分に含まれる脂肪酸の代謝産物を
解析した．図3aは，各サンプルの鼻茸組織切片を光
学顕微鏡で観察した写真で，その中に小さな白い線
で囲まれた四角部分，大きさは500 μm四方であり，
各辺を100スポット，合計10,000スポットにイオ

ン化レーザーを当てて質量顕微鏡で測定した．照射
されたレーザーによりイオン化した種々の質量電荷
比を持った脂質が分離されて（横軸），イオンの相対
量（intensity，縦軸）を表す質量スペクトルが作成
される（図3b）．測定により得られた700 m/zから
1,000 m/zの範囲のスペクトラムを示す（図4a）．ス
ペクトラムの一つ一つのピークは異なる分子を示し
ているが，この中の分子Aに着目した．測定データ
は（図4a）の右上に示すが，10例において指定した
解析部分にレーザーを照射して，分子Aがどれだけ
検出されたかをヒートマップで示している．得られ
たスペクトラム内の各分子についてECRSとnon-

ECRS間に有意差のある分子を上位から列挙した
（図4b）．ECRSにおいて有意な低下を示したのは上
から5つ目の分子Aであった．分子Aの構成成分か
ら，ホスファチジルコリン分子に含まれる脂肪酸の
共通構造である59 Daと183 Daを差し引き，さら
にナトリウムから水素への変換時の重量変化22 Da

を差し引いて，最終的に分子Aは脂肪酸Xと脂肪酸
Yを含みナトリウムを伴ったホスファチジルコリン
PC（FA X;FA Y）Na+であると同定できた（図4c）．
このうち脂肪酸YはAAであることがわかり，分子
Aの定量値をECRSとnon-ECRSで比較したところ
ECRS鼻茸中AAは有意に低下していた（図4d）
（p<0.05）．

考察
鼻茸中の脂質代謝解析を目的に，ECRSとnon-

ECRSの鼻茸をLC-MS/MSを用いて脂質メディエー
ターを一斉解析した．ω-6系脂肪酸のLA，DGLA，
AAの15-LOXによる代謝産物であるHODE，HETE，
Eoxinといった強い炎症性脂質メディエーターが多
く含まれていた一方で，SPMsと呼ばれる炎症収束
脂質メディエーターや12-HHT，4,15-DHETといっ
た抗炎症効果を持つ代謝産物も多く含まれていた．
これらの代謝物質の多くがAAからのものであるた
めか，ECRS鼻茸中ではAAの減少が認められたが
LC-MS/MSでは有意ではなかった．しかしMALDI-

IMSにおいては，ECRS鼻茸中のAA含有ホスファチ
ジルコリンの有意な低下が認められた．以上のこと
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からECRS鼻茸中では，AAの代謝が亢進し，その代
謝産物が増加していることには間違いがないと言
える．
今回，LC-MS/MSを用いた脂質代謝解析は，158種
類の代謝産物を同時に測定できることから疾患の全
体像を把握できる利点がある．AA由来の炎症性産
物がECRSで高い中で特に15-HETEは他の産物と比
べて桁違いに大量に測定されるとともに，ECRSに
て有意に多く含まれていたものは，そのほとんどが
15-LOXの作用によって作られたものであった．

15-LOXは気道上皮や好酸球，マスト細胞，樹状
細胞が大量に含有している．これらの細胞を IL-4，
IL-13で刺激すると15-LOXが産生される．我々は，
RNAseqを用いた網羅的遺伝子発現解析にて，ECRS

鼻茸には15-LOXをコードするALOX15遺伝子発現
が有意に上昇していることを報告した 7）8）．最近
Stevensらは，CRSwNPを構成している鼻上皮細胞
中に15-LOXが有意に発現しており，他の細胞に作
用することでその分解産物である15-HETEの下流
にある15-oxo-ETEの上昇を証明した 9）．我々の系で

は，15-oxo-ETEの測定はできないが，ほぼ同様の結
果であった．Rostkowska-Nadolskaらも，鼻茸群で
はコントロール群に比べてALOX15の発現が高いこ
とを示している10）．

AAから15-LOXによって15-HETEとEoxinが作
られる．Eoxinは血管透過性を亢進し，ヒスタミンに
比較して血管透過作用は100倍強力でLTC4や
LTD4と同等とされている6）．15-HETEは気管支喘息
患者の肺組織では非喘息の肺組織よりも多く作られ，
喘息患者のBALFや鼻汁中には健常者と比べて有意
に15-HETE値が高く含まれていた6）．
アイスランド人とイギリス人の慢性副鼻腔炎患者，
鼻茸患者，健常人を対象にした全ゲノム解析では，
ALOX15遺伝子の変異では15-LOXの産生および活
性が低下し，慢性副鼻腔炎および鼻茸を有しにくく
なることが報告された11）．以上のことは15-LOX阻
害薬が，ECRSを含むCRSwNPの治療薬になる可能
性を示している．現在数種類の15-LOX阻害薬が開
発段階にあり，今後その効果が期待される12）．

LTは5-LOXによりAAから生合成される生理活性

Non-ECRS

ECRSa

b
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図3．（a）MALDI-IMSにおいて使用したECRS鼻茸とnon-ECRS鼻茸を使用機器内の顕微鏡によりイメージ化し
たもの．白い四角は一辺が500 μmのレーザー照射範囲を示す．  
（b）MALDI-IMSによる測定方法のシェーマ．白い四角内に照射されたレーザーによりイオン化した種々の質量
電荷比を持った脂質が分離されて（横軸），イオンの相対量（intensity，縦軸）を表す質量スペクトルが作成される．
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図4．（a）今回の測定により注目したm/z Aの物質．（b）m/z AはECRSにおいて有意に少なかった脂質であった．
（c）m/z Aの構成成分から，ホスファチジルコリン分子に含まれる脂肪酸の共通構造である59 Daと183 Daを
差し引き，さらにナトリウムから水素への変換時の重量変化22 Daを差し引いて，最終的に分子Aは脂肪酸Xと
脂肪酸Yを含みナトリウムを伴ったホスファチジルコリンPC（FA X;FA Y）Na+であると同定できた．（d）m/zA
の定量値をECRSとNECRSで比較した．*，p<0.05．
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脂質の総称であり，受容体の一つのCysLT1に対す
る拮抗薬は，現在気管支喘息やアレルギー性鼻炎の
治療に使われる．Pérez-NovoらはCRSsNP組織，
CRSwNPの鼻茸，正常人の下鼻甲介粘膜中CysLT1 

mRNAを測定し，鼻茸中で有意に増加していること
を報告した13）．また，ELISAにて測定したLTC4/D4/

E4は鼻茸中で高く，これらの高発現は好酸球炎症と
有意な相関を示した12）．一方で，Miyataらは，鼻茸
から好酸球を分離し，カルシウムイオノフォアによ
る刺激を加え上清のLC-MS/MSを行ったところ，
LTD4が選択的に増加しており，LTC4とLTE4が減少
していた14）．これは我々の結果と全く逆の結果であ
るが，鼻茸をホモジェネートした我々の方法に対し
て，Miyataらは好酸球の刺激上清を用いていること
に起因していると思われる．また，LTの産生細胞は
好酸球以外にマスト細胞があり，ECRS中に存在す
るマスト細胞の影響も重要なのかもしれない15）．
ω-6系の炎症修復性脂質メディエーターがECRS

で高いと同時に，炎症収束脂質メディエーターも増
加していた．これは炎症性脂質メディエーターが産
生されるとその制御機構も時間差で働きだすという
仕組みが始動するためと考えられる．SPMsは好中
球関連のサイトカインやケモカイン産生を抑制し，
好中球遊走に対して内在性の“停止信号（stop 

signal）”として働く2）．好中球優位の浸潤がみられ
るnon-ECRS鼻茸では好中球に対するSPMsの停止
信号がより少ないために好中球浸潤が抑制できない
のではないかと考えている．ECRSの鼻茸では，代謝

されたSPMsが好中球浸潤を直接的に阻害するが，
同時にマクロファージを誘導してアポトーシスし
た好中球を貪食するように働く．これまでに，
TakabayashiらはECRSの鼻茸の2型炎症において，
M2マクロファージの重要性ついて報告している16）．
M2マクロファージは，SPMsとともに好中球炎症を
抑制し組織や器官の線維化による不可逆的な機能低
下を防ぐ働きがあるとともに，好酸球浸潤を誘導し
て炎症を終息させようとする17）．しかしECRSでは
この最終段階に何らかの問題があり，好酸球炎症が
持続し，最終的に経口ステロイドしか反応しなくな
るのではないかと推測される．最終段階が機能しな
い原因としては，抑制因子の存在，もしくは機能し
ない因子が出現することなどが推測できるが，まだ
何もわからない．今後の検討課題であると考える．

まとめ
ECRSの鼻鼻茸中には，炎症性脂質メディエー
ターだけでなく，炎症収束脂質メディエーターも同
時に産生されていた18）．炎症性脂質メディエーター
を主に産生する15-LOXの阻害剤は今後のECRS治
療戦略において重要になる可能性があると期待され
る．また，ECRSにおいては，炎症収束脂質メディ
エーターの機能回復が，炎症状態から恒常性回帰へ
の鍵となることと思われる．

（坂下　雅文，二之宮貴裕，藤枝　重治）
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エピジェネティクスとは
エピジェネティクス（epigenetics）とは，1942年
にWaddingtonにより「遺伝子型の変化を伴わない
表現型の変化」として定義された1）．その後，DNA

メチル化やヒストンアセチル化・メチル化などのヒ
ストン修飾などがその担い手として明らかとなり，
現在では「DNAメチル化およびヒストン修飾に関
連する学問領域」として理解され，さらにnon-

coding RNA（ncRNA），クロマチン構造変化などが
明らかになるにつれ，「DNA塩基配列を超えた遺伝
子発現変動継承のしくみ」の定義となった2）3）．
エピジェネティクスは，発生・分化の過程で働く
遺伝子と働かない遺伝子を決定しており，受精卵か
ら体内の各細胞への分化を誘導し，個体を形成する．
悪性腫瘍でさかんに研究されてきた分野であるが，
近年では，慢性炎症性疾患など病態との関連も報告
されており，DNAメチル化と気管支喘息，アスピリ
ン過敏症，アレルギー性鼻炎をはじめとする気道ア
レルギー炎症との関連が注目されている4）～7）．
遺伝子発現は，DNAメチル化をはじめとするエ
ピジェネティックな変化の影響を強く受けている．
一般的に，プロモーター領域におけるCpG部位の
DNAメチル化は転写調節における重要な役割を果
たすとされる8）（図1）．通常，プロモーター領域に

存在するCpG領域が高メチル化状態である場合は
クロマチン構造が折り畳まれ，転写が抑制され遺伝
子発現量が低下する．一方で，プロモーター領域に
存在するCpG領域が低メチル化状態である場合に
はクロマチン構造が開くことで遺伝子発現量が増加
する8）．

DNAメチル化を測定する方法として，単一の遺
伝子など個別領域の解析を行う方法と網羅的解析を
行う方法に大別される．個別領域の解析方法として
は，バイサルファイトシークエンス法，メチル化特
異的PCR法，パイロシークエンス法などが存在する．
網羅的解析を行う方法としては，マイクロアレイ法，
PBAT（post-bisulfite adaptor tagging）法などが存在
する．いずれの方法も，後述するバイサルファイト
の原理を応用して測定されている．本編では省略す
るが，そのほかDNAメチル化を測定する方法とし
て制限酵素を用いた方法なども存在する．

PLATのDNAメチル化について
我 々 は，鼻 茸 組 織 に お け る tissue-type 

plasminogen activator（t-PA：遺伝子名PLAT）の発
現低下がフィブリン分解低下を引き起こし，鼻茸中
に過剰なフィブリン沈着を引き起こすことを報告し
た（第5章参照）9）．しかし，鼻茸における t-PA発現

4 - 1

鼻茸におけるエピジェネティクス―DNAメチル化―

 サマリー
遺伝子のプロモーター領域におけるDNAメチル化は，その遺伝子の発現制御に影響を与えている．鼻
茸組織における tissue-type plasminogen activator（t-PA：遺伝子名 PLAT）の発現低下がフィブリ
ン分解低下を引き起こし，鼻茸中に過剰なフィブリン沈着を引き起こす．鼻茸における PLATのDNA
メチル化と遺伝子発現との関連について検討したところ，鼻茸における高メチル化と遺伝子発現の低下
を認め，メチル化変化率と遺伝子発現量変化率との間に負の相関傾向を認めた．さらに，鼻茸における
網羅的なDNAメチル化解析および遺伝子発現解析を行ったところ，PLATのほかに新たな 3つの遺伝
子の関連を見出した．DNAメチル化は鼻茸形成の病態に重要な役割を果たしていると考えられる．
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低下のメカニズムはいまだ不明な点が多い．PLATの
プロモーター領域にはDNAメチル化の影響を受け
るCpG領域が多数存在しており，血管内皮細胞や
脳神経細胞ではPLATプロモーター領域のメチル化
がPLATの発現に関与していることが報告されてい
る10）11）．そこで，鼻茸においてもPLATプロモーター
周囲領域のDNAメチル化が遺伝子発現に関与して
いるのではないかと考え，鼻茸おけるPLATプロモー
ター領域のメチル化と遺伝子発現との関連について
検討した12）．

鼻茸の PLATプロモーターは高メチル化状態
である
鼻茸を伴う慢性副鼻腔炎（chronic rhinosinusitis 

with nasal polyps; CRSwNP）患者の内視鏡下鼻副
鼻腔手術時に採取した鼻茸および下鼻甲介粘膜から
DNAを抽出した．DNA塩基配列の修飾はPCRによ
るDNA増幅では維持されないことから，PCRで増
幅したDNA上のメチル化修飾を直接検出すること
はできないため，DNAのバイサルファイト処理を
行ったのちにDNAメチル化率を測定した．バイサ
ルファイト処理とは，DNAを亜硫酸水素塩で処理
し，構成する塩基を化学的に修飾する方法で，この
処理によってシトシン（C）は脱アミノ化されてウ
ラシル（U）に変換され，メチル化されたシトシン
（5-mC）は処理の影響を受けず，そのままシトシン

として残る．その後，バイサルファイト処理をした
DNAから，PCR増幅したのちに，パイロシークエン
ス法によってPLATのプロモーター領域のうち3か
所のCpG部位のメチル化率を測定した．測定した
全てのCpG部位において，鼻茸が下鼻甲介よりメ
チル化率が高かった（図2）．

鼻茸は PLAT発現量が低くメチル化率と負の
相関
組織内の遺伝子発現量を測定するために，メチル
化率を測定した同一検体（鼻茸・下鼻甲介粘膜）の
一部からRNAをそれぞれ抽出した．抽出したRNA

を相補的DNA（cDNA）へ変換したのちに定量リア
ルタイムPCR法にてPLAT発現量を測定した．鼻茸
では下鼻甲介よりPLAT発現量が低値であった（図
3）．さらに，鼻茸と下鼻甲介におけるメチル化変化
率と遺伝子発現量変化率との相関をそれぞれ3か所
のCpG部位において計測したところ，全てのCpG

部位においてメチル化変化率と遺伝子発現量変化率
との間に負の相関傾向を認め，CpG部位1において
最も強い負の相関を認めた（図4）．

鼻茸の PLATメチル化は遺伝子発現に関与する
我々は，CRSwNPの鼻茸組織内におけるPLAT発

現低下と過剰なフィブリン沈着を過去に報告した．
t-PAはプラスミノーゲンを活性化プラスミンへ変換

低メチル化 高メチル化

Gene
Gene

GeneCpG
ヒストン

Gene
CpG

M M M

ヒストン

メチル化

メチル化
M M M

ヒストンヒストン
CpG

図1．プロモーター領域のDNAメチル化と遺伝子発現．
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する補酵素であり，活性化プラスミンはフィブリン
分解を促す．鼻茸ではPLAT発現量が低く，不十分な
活性化プラスミンのために過剰なフィブリン沈着が
引き起こすとされる．本研究では，CRSwNP患者の
鼻茸におけるPLATプロモーター領域の高メチル化
と遺伝子発現の低下を見出した12）．PLATプロモー
ター領域の高メチル化が遺伝子発現の低下を引き起
こし，鼻茸における凝固線溶系の異常を引き起こし
ている可能性が示唆された（図5）．

網羅的なDNAメチル化解析について
ヒトには23対46本の染色体が存在しており，そ

の染色体には約23,000種類の遺伝子が存在してい
る．鼻茸においてPLATではDNAメチル化が遺伝子
発現に関与していることを見出したが，その他の遺
伝子についてもDNAメチル化が遺伝子発現に関与
している可能性がある．そこで，PLAT以外の遺伝子
においてもメチル化が遺伝子発現に関与しているの
ではないかと考え，網羅的な解析手法の一つである
PBAT法を用いて鼻茸および下鼻甲介粘膜における
DNAメチル化状態を測定した．さらに，DNAメチ
ル化の遺伝子発現への影響を検討するために，同時
に採取した鼻茸および下鼻甲介粘膜からRNAを抽
出し，RNA-seq法によって遺伝子発現量を測定し，

DNAメチル化との関連解析を行った．

網羅的なDNAメチル化解析（PBAT法）
CRSwNP患者の内視鏡下鼻副鼻腔手術時に採取

した鼻茸および下鼻甲介粘膜からDNAを抽出した．
抽出したDNAを断片化し，バイサルファイト処理
およびPCR増幅を行ったのちにアダプターを付加
した．バイサルファイト処理にてDNA損傷を来す
可能性があるため，アダプターの付加はバイサル
ファイト処理ののちに行った．アダプターが付加さ
れたライブラリを次世代シークエンサーHiSeq 

4000（イルミナ）にて測定を行った．次世代シーク
エンサーより得られたゲノム配列データは，ヒトゲ
ノム（hg19）をリファレンスゲノム配列としてマッ
ピングを行い，さらにBismarkを用いてメチル化部
分の検出を行い13），解析ソフトRのmethylKitを用
いて比較した14）．DNAメチル化が変化している遺
伝子は，プロモーター周囲のメチル化率が25%以上
変化し，さらに，調整したP値が0.05未満のものを
有意とした．PBAT法で網羅的なDNAメチル化解析
の結果，鼻茸と鼻甲介粘膜において41遺伝子のメ
チル化率が有意に変化を来していた（図6）．

PLATCpG
ヒストン

PLATCpG

下鼻甲介 鼻茸

プラスミノーゲン 活性化プラスミン

フィブリン FDPs

過剰なフィブリン沈着

プラスミノーゲン 活性化プラスミン

フィブリン FDPs

M M M

t-PA

ヒストン

メチル化

図5．DNAメチル化による鼻茸形成メカニズム．
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網羅的なDNAメチル化と遺伝子発現との 
関連解析

DNAメチル化の遺伝子発現への影響を検討する
ために，同時に採取した鼻茸および下鼻甲介粘膜か
らRNAを抽出し，前述したRNA-seq法を用いて遺
伝子発現量を測定した（第2章参照）．RNA-seqにお
いて鼻茸と下鼻甲介粘膜の遺伝子発現量を比較した
ところ，1361遺伝子の発現量が変化していた（図6）．
さらに，DNAメチル化が変化していた41遺伝子と，
遺伝子発現量が変化していた1361遺伝子を比較し
たところ，4つの遺伝子（PLAT，GeneA，GeneB，
GeneC）においてDNAメチル化と遺伝子発現量が
同時に変化していた（図7）．鼻茸は下鼻甲介粘膜と
比べて，2つの遺伝子（PLAT，GeneA）ではDNAが
高メチル化状態で遺伝子発現量が低下していた．一
方で，残りの2つの遺伝子（GeneB，GeneC）では
DNAが低メチル化状態で遺伝子発現量が増加して
いた．4つの遺伝子には，個別領域の解析を行った
PLATも含まれており，網羅的な解析でも再現性が確
認された．

まとめ
鼻茸では，DNAメチル化が遺伝子発現と関連し

ており，鼻茸形成の病態と密接に関わっている可能
性が示唆された．PLATプロモーター領域の高メチル
化が遺伝子発現量の低下を引き起こすことにより，
不十分な活性化プラスミンによる過剰なフィブリン
沈着を引き起こしているかもしれない．脳細胞にお
いては，アルコールがPLATのDNAメチル化に影響
を与えることが報告されている15）．また，短鎖脂肪
酸の一つである酪酸（Butyrate）が t-PAの発現を増
加させることを報告したが（第5章参照）16），
Butyrateはエピジェネティックなメカニズムである
ヒストン脱アセチル化酵素のはたらきをもっており，
エピジェネティックな t-PAへの影響もあるのかも
しれない17）．DNAメチル化を含むPLATのエピジェ
ネティクスは鼻茸の形成に関与している可能性があ
り，鼻茸の新たな治療ターゲットとなる可能性が
ある．
さらに，ゲノムワイドでDNAメチル化解析およ
び遺伝子発現解析を行ったところ，個別領域の解析
を行ったPLATの再現性が確認され，ほかに新たな
3つの遺伝子（GeneA，GeneB，GeneC）において
メチル化と遺伝子発現が関連していることを見出
した．PLATに限らず，さまざまな遺伝子のDNAメ
チル化をはじめとするエピジェネティクスは，鼻茸
形成の病態に極めて重要な役割を果たしていると
考えられる．

（木戸口　正典・藤枝　重治）

1361遺伝子41遺伝子

DNAメチル化解析
(PBAT法)

遺伝子発現解析
(RNA-seq)

4

図6．DNAメチル化と遺伝子発現との関連解析．

DNAメチル化
（PBAT法）
高メチル化
高メチル化
低メチル化
低メチル化

遺伝子発現
（RNA-seq）

低発現
低発現
高発現
高発現

遺伝子名

ＰʟＡＴ
ɢｅⁿｅＡ
ɢｅⁿｅʙ
ɢｅⁿｅＣ

図7．DNAメチル化と遺伝子発現との関連解析によっ
て得られた遺伝子．
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多因子疾患と遺伝的要因
多因子疾患は，生活習慣などのさまざまな環境的
要因と遺伝的要因が複合的に関与して発症する疾患
である．糖尿病，高血圧，関節リウマチ，気管支喘息
をはじめとし，耳鼻咽喉科領域ではアレルギー性鼻
炎や慢性副鼻腔炎などcommon diseaseの多くが多
因子疾患に属する．
多因子疾患と関連する環境要因としては喫煙，飲
酒，食事などから，近年では，マイクロバイオーム
とよばれるヒトと共存する微生物叢が疾患と関連し
ていることが報告され，我々も慢性副鼻腔炎や好酸
球性副鼻腔炎に関するマイクロバイオームについて
の研究を進めている（第10章参照）1）．
遺伝的要因としては，遺伝子を構成している

DNA配列の変化が疾患の発症や病態に関連すると
考えられている．遺伝子を構成しているDNA配列
はヒト個人間で0.1%の違いがあるとされ，集団に
おけるアレル頻度が1%未満の配列変化を変異，1%

以上のアレル頻度を有するものを多型として区別し
ている．DNA配列変化のうち，1つの塩基が別の塩
基に置き換わったものを一塩基多型（single 

nucleotide polymorphism; SNP），いくつかの塩基
からなる配列を繰り返しDNAの長さがヒト個人間

で異なるものを反復配列多型，数千塩基以上の大き
なサイズのDNAが通常は2コピーであるところを
1コピー以下（欠失）や3コピー以上（重複）となっ
ているのがコピー数多型（copy number variation; 

CNV）である．今まで，網羅的に遺伝子多型を分析
する方法として，マイクロアレイを使用してゲノム
全領域にまたがるSNPsを決定して解析する全ゲノ
ム 関 連 解 析（genome-wide association study; 

GWAS）がさかんに行われてきた2）．我々は日本人
を対象としたアレルギー疾患のGWASを数多く
行ってきており，アレルギー性鼻炎3），アトピー性
皮膚炎4），小児喘息5），IgE産生6）7），好酸球性食道炎8）

について報告した．それらの結果から，thymic 

stromal lymphopoietin（TSLP）の遺伝子多型が好酸
球関連疾患では関連があるのではないかと考えてき
た．そこで鼻茸合併慢性副鼻腔炎（CRSwNP）と慢
性副鼻腔炎を伴うアスピリン不耐症（AERD）患者
のTSLP遺伝子多型を調べた．表1に示すTSLP遺伝
子多型（rs1837253）がCRSwNPおよびAERDとも
に別集団による2度の解析でも有意な相関を認めた
（表1）9）．この部位にてCC genotypeはヒト鼻上皮
細胞にdsRNAの刺激をした際のTSLP分泌が有意に
高いとされ，CC genotypeが病態に関与している10）．
同じように鼻茸中好酸球数との関係を調べるとリス

4 - 2

慢性副鼻腔炎の遺伝的要因 
―遺伝子多型とNOS2反復配列多型―

 サマリー
鼻腔における一酸化窒素（nitric oxide; NO）は主に一酸化窒素合成酵素（nitric oxide synthase 2; 

NOS2）によって合成され，NOS2遺伝子には遺伝子多型の 1つである反復配列多型が存在する．慢性
副鼻腔炎患者および好酸球性副鼻腔炎患者において，NOS2反復配列の回数が少ないほど鼻茸における
NOS2遺伝子発現量が増加していた．反復配列の回数を，11回以下を S型，12回以上を L型と分類
したところ，多施設前向きコホートを用いた慢性副鼻腔炎患者および好酸球性副鼻腔炎患者では，S/S
型は S/L型や L/L型と比較して高い術後再発率を示した．NOS2反復配列多型は鼻茸における NOS2

発現量と関連しており，術後再発に影響を与える遺伝的要因となる可能性が示唆された．
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クアレルであるCC genotypeでは，有意に好酸球浸
潤数が高いことが判明した（図1）9）．

海外ではKristjanssonらが興味深い論文を報告し
た11）．鼻茸，CRS，コントロールのGWASを行った
結果，ALOX15，HLA，IL-18R1-IL1RL1，IL-33，FOXP1，
CYP2S1，SLC22A4，MYRF，TSLP，10p14の変異と鼻
茸に関連があることがわかった．TSLPの変異は，
我々と同じ rs1837253の遺伝子多型であった．さら
にALOX15のmissense variantで，15-LO酵素活性
がないと鼻茸ができにくいことが証明された．一方
Miyataらは，鼻茸由来の好酸球を分離し刺激をする
と，末梢血好酸球を刺激した場合よりもALOX15で
代謝された脂質メディエーターが減少していること
を報告した12）．第3章のペリオチンの項目で述べる
鼻茸と下鼻甲介粘膜のRNA発現をRNA-Seqで比較
した我々のデータでは，ALOX15発現は鼻茸全体で
は，有意に亢進していた 13）．以上のことから，好酸
球性副鼻腔炎はTSLPとALOX15遺伝子が少なから
ず関連していることは間違いないと思われる．
多因子疾患に関連する遺伝子多型は数十～数百個
以上存在するとされ，一つ一つの遺伝子多型が疾患
に及ぼす影響力は小さい．GWASによって見出され

3

2
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0
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og

10
(E

os
)

TT TC
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図1．鼻茸における浸潤好酸球数とTSLP遺伝子多型
（rs1837253）との関係（n=240）．
Linear regression解析を行ったところ，CC genotypeと他
のgenotypeの間には，p=0.017と有意な差を認めた．

表1．rs1837253遺伝子多型とCRSwNPおよびAERD発症率との関係9）．

Stage Subject
Genotype

Total RAF P value† OR (95% CI)† P het‡
TT TC CC

CRSwNP

Primary Case 93 146 64 303 0.45 1.27×10−6 1.60 (1.32–1.94)

Control 396 395 109 900 0.34

Validation Case 61 92 43 196 0.45 1.78×10−5 1.63 (1.30–2.04)

Control 449 431 122 1002 0.34

Combined 1.01×10−10 1.61 (1.40–1.86) 0.900

AERD

Primary Case§ 25 20 23 68 0.49 1.16×10−3 1.78 (1.26–2.52)

Control 396 395 109 900 0.34

Validation Case 35 67 23 125 0.45 1.08×10−3 1.57 (1.20–2.05)

Control 449 431 122 1002 0.34

Combined 4.86×10−6 1.64 (1.33–2.04) 0.575

†: P values and ORs of the logistic regression test with adjustment for sex and age as covariates. Results of combined 
analyses were calculated using fixed-effects meta-analysis. ‡: P values of Cochran’s heterogeneity statistics. §: Among 
a total of 499 patients with CRSwNP (303 cases in primary set and 196 cases in validation set), a total of 68 subjects 
had AERD. RAF, risk allele frequency; OR, odds ratio; CI, confidence interval.
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た多くの疾患感受性遺伝子は，それぞれが発症や予
後に与える影響力は小さく，現状では病態機序の全
貌を理解できるまでには至っていない．そのため，
近年では，世界各国のゲノムデータを統合した
GWASの大規模化，遺伝子発現量を調整するゲノム
領域（expression quantitative trait locus; eQTL）と
の統合解析，全ゲノムメチル化解析（epigenome-

wide association studies; EWAS）などへ発展してき
ている．
遺伝子多型には，SNPsのほかに反復配列多型が

存在する．数塩基の小さな塩基配列が繰り返すもの
から1,000塩基以上の単位で塩基配列が繰り返すも
のを含めると，反復配列はヒトゲノムの約50%を
占めるとされる14）．反復配列のうち，100塩基未満
からなる配列が繰り返されているものをミニサテラ
イトと呼び，数塩基が繰り返されているものをマイ
クロサテライトと呼ぶ．マイクロサテライトはヒト
ゲノムの約3%を占めるとされ，ヒトゲノムに100

万以上存在すると考えられているが，その全貌はい
まだ明らかとなってはいない15）～17）．反復配列の中
には，トリプレットリピート病との関連が明らかな
ものも存在するが，多くの反復配列多型はいまだ機
能が不明であり「ジャンクDNA」の1つと考えられ
てきた．しかし近年，反復配列多型がさまざまな遺
伝子発現と関連していることが報告され，反復配列
多型と疾患やその疾患と関わる形質との関連が注目
されている18）．

慢性副鼻腔炎とNOS2遺伝子反復配列
について
一酸化窒素（nitric oxide; NO）は生体内でさまざ
まな組織によって産生されており，一酸化窒素合成
酵素（nitric oxide synthase; NOS）によって合成さ
れる．NOSは細胞内に常時産生される神経型NOS

（neuronal NOS; nNOS：遺伝子名NOS1）や内皮型
NOS（endothelial NOS; eNOS：遺伝子名NOS3）と，
炎症などの外的ストレスによって産生される誘導型
NOS（inducible NOS; iNOS：遺伝子名NOS2）が
存在する．気道炎症組織におけるNOは主にNOS2

によって合成される19）．気管支喘息では，代謝産物

である呼気NOが病勢を反映するバイオマーカーと
してすでに臨床応用されており 20），私たちは鼻腔
NOや呼気NOと慢性副鼻腔炎や好酸球性副鼻腔炎
との関連について報告してきた（第2章参照）21）．ま
た，鼻腔NOの主な合成酵素であるNOS2に関して
は，鼻茸中のNOS2の過剰発現や好酸球との関連が
報告されており慢性副鼻腔炎の病態と密接に関連し
ている22）～24）．

NOS2のプロモーター領域には反復配列多型の1

つであるマイクロサテライト多型が存在する．この
NOS2の反復配列多型は，心房細動や肺動脈高血圧
症などの循環器疾患のほかに，鼻茸，気管支喘息，
アトピー性皮膚炎などアレルギー疾患との関連も報
告されている25）～28）．その中で，日本人の気管支喘
息患者を対象とした研究では，NOS2の反復配列多
型 が 末 梢 血 単 核 細 胞（peripheral blood 

mononuclear cells; PBMC）中のNOS2発現量や呼
気NOと関連し，さらに症状増悪とも関連していた
ことが報告されている26）．そこで，私たちは好酸球
性副鼻腔炎を含む慢性副鼻腔炎においてもNOS2遺
伝子反復配列多型が鼻茸や鼻腔粘膜におけるNOS2

発現量や術後予後に影響を与えているのではないか
と考え，慢性副鼻腔炎や好酸球性副鼻腔炎における
NOS2遺伝子反復配列多型と鼻茸中のNOS2発現量
との関連について検討した29）．さらに，多施設前向
きコホートを使用して，NOS2遺伝子反復配列多型
が慢性副鼻腔炎や好酸球性副鼻腔炎の術後再発に与
える影響についても併せて検討した．

鼻茸ではNOS2反復配列の回数が少ないほど
NOS2発現量が高い 29）

福井大学医学部附属病院において内視鏡下鼻副鼻
腔手術を行った慢性副鼻腔炎患者114名を対象に，
手術時に病理診断目的のために作成した鼻茸および
鼻腔粘膜のホルマリン固定パラフィン包埋
（firmalin-fixed paraffin-embedded; FFPE）切片から
DNAを抽出した．抽出したDNAはQubit3.0を用
いて濃度測定を行った．NOS2の反復配列を含むプ
ロモーター領域を含む配列を増幅するプライマー
セットを用いてPCRを行い，ABI PRISM 3130 

Genetic Analyzer（サーモフィッシャーサイエン
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ティフィック）を用いてNOS2プロモーター領域の
ゲノム配列長を取得した．解析にはGene Mapper 

v5.0 software（サーモフィッシャーサイエンティ
フィック）を用いて反復配列の回数を計測した（図
2）．各症例のNOS2の反復配列は5～21回であり，
反復回数の割合は10～12回がそれぞれ全体の
15%以上であった（図3）．
次に，同一症例の鼻茸，鉤状突起，下鼻甲介粘膜
からRNAを抽出し，反復配列の回数とNOS2発現
量との関連を検討した．抽出したRNAはAgilent 

2100 Bioanalyzer（アジレントテクノロジー）を用
いてRNAの品質（RNA integrity number; RIN）を
測定した．114例のうち79例からの検体が以後の解
析に使用可能であった．抽出したRNAはNOS2を
ターゲットとした定量リアルタイムPCR法により
NOS2発 現 量 を 測 定 し た．Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase（GAPDH）を内在性コン
トロールとして発現量の補正を行った．NOS2発現
量は繰返し配列の増加にともない段階的に減少した
（図4）．慢性副鼻腔炎患者を JESREC スコアによっ
て好酸球性副鼻腔炎（スコア11点以上，n=44）と非
好酸球性副鼻腔炎（スコア10点以下，n=35）に分類
したところ，好酸球性副鼻腔炎は非好酸球性副鼻腔
炎に比べてNOS2発現量が有意に増加しており，ま
た好酸球性副鼻腔炎におけるNOS2発現量は反復配
列の増加にともない段階的に減少した（図5）．さら
に，反復配列の回数をHiraiらの報告に従って26），
11回以下をS型，12回以上をL型と分類して解析を
行ったところ，慢性副鼻腔炎ではL/L型，S/L型，S/S

型の順にNOS2発現量が多かった（図6）．

10/11回
（ヘテロ接合型）

13回
（ホモ接合型）

10
11

13

図2．NOS2反復配列のGeneMapper softwareでの測定例．
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NOS2遺伝子反復配列の回数が少ない患者は
高い術後再発率を示した 29）

さらに，NOS2遺伝子多型と術後再発との関連に
ついて検討を行うために，前述の遺伝子発現量の解
析群とは独立した多施設前向きコホートを用いた研
究を行った．福井大学医学部附属病院，岡山大学病

院，横浜市立大学附属市民総合医療センター，獨協
医科大学病院，自治医科大学附属さいたま医療セン
ターにおける慢性副鼻腔炎の多施設前向きコホート
205名についてのNOS2遺伝子多型と術後経過を検
討した．各症例のNOS2の反復配列は5～20回であ
り，反復回数の割合は10～12回がそれぞれ全体の
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図3．反復配列の繰り返し回数と頻度（遺伝子発現解析群）．
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15%以上であり，遺伝子発現量を検討した群と類似
していた（図7）．反復配列の回数を，遺伝子発現量
を解析した群と同様に11回以下をS型，12回以上
をL型と分類したところ，慢性副鼻腔炎患者では，S/

S型はS/L型＋L/L型と比較して高い術後再発率を示
した（図8）．また，慢性副鼻腔炎患者患者を JESREC

スコアによって好酸球性副鼻腔炎（スコア11点以
上，n=160）と非好酸球性副鼻腔炎（スコア10点以
下，n=45）に分類したところ，好酸球性副鼻腔炎患
者において同様にS/S型はS/L型＋L/L型と比較して
高い術後再発率を示した（図9）．

まとめ
慢性副鼻腔炎患者および好酸球性副鼻腔炎患者に
おいて，NOS2反復配列の回数が少ないほど鼻茸に
おけるNOS2遺伝子発現量は増加していた．日本人
の気管支喘息患者を対象とした研究では，NOS2反
復配列の回数が少なくなるにつれPBMC中のNOS2

発現量が増加していると報告されており，私たちの
慢性副鼻腔炎患者の鼻茸中のNOS2発現量において

も同様の結果が得られた．また，NOS2反復配列の
回数が少ない症例をS（11回以下），多い症例をL（12

回以上）と分類したところ，Sのホモ接合型のS/S型
は，S/L型やL/L型と比較して術後に再発しやすく，

非好酸球性副鼻腔炎
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図5．反復配列の繰り返し回数とNOS2発現量（好酸球性副鼻腔炎と非好酸球性副鼻腔炎に分類）．
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に，慢性副鼻腔炎や鼻茸と関連した遺伝子多型の報
告はあるが，慢性副鼻腔炎や好酸球性副鼻腔炎の
“術後再発”と関連する遺伝子多型の報告はほとん
どない．本研究において，NOS2反復配列多型が術
後再発に関わる遺伝的要因として慢性副鼻腔炎や好
酸球性副鼻腔炎における新たなリスク因子として見
出した．私たちは今までに JESREC Studyを介して，
慢性副鼻腔炎の術後再発や難治性のリスクを明らか
にし，それらの要因を基に好酸球性副鼻腔炎の診断

基準を作成してきた30）．また，術後再発リスクと関
連する因子として血清ペリオスチン値を報告した
（第2章参照）．NOS2反復配列多型は，慢性副鼻腔炎
や好酸球性副鼻腔炎の術後再発に関わる遺伝的要因
の1つとして，臨床的に JESREC診断基準や血清ペリ
オスチンとともに評価すべきリスク因子となるかも
しれない．

（木戸口　正典・藤枝　重治）

n = 205

Ｐ < 0.05

術後（年）

無
再
発
率

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00
0 1 2 3

Group
S/L + L/L
S/S
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はじめに
CRSwNP，およびECRSは難治性で再発率も高い。
本疾患の治療で最も重要なことは易再発性の鼻茸の
制御である1）～4）．鼻茸は中鼻道周囲や副鼻腔粘膜か
ら生じる浮腫性の病変であるが，肉眼的には半透明
のみずみずしい外観を呈し，組織学的には好酸球の
著明な浸潤と粘膜浮腫が特徴である．高度の炎症が
鼻茸の発生に関与していることが予想されるがその
領域特異性も含めて詳しい病態メカニズムはわかっ
ていない．これまでの研究で浮腫は血漿蛋白である
アルブミンが主な成分であることがわかっている5）．
しかし末梢血管から漏出したアルブミンは容易に鼻
粘膜上皮を通過して鼻腔に放出される。実際アレル
ギー性鼻炎患者の鼻汁中には多量のアルブミンが含
まれてる6）．どのようなメカニズムで鼻粘膜の間質
に末梢血管から漏出した血漿タンパクが長期に保持
されて鼻茸の形成が起こるのかはわかっていない．
フィブリン網は凝固系によって合成され，血管内
の止血機構として赤血球や血小板と共同して血栓を
形成する．血管外においても特に外傷や組織の炎症
の際に凝固系によってフィブリン網が形成され創傷
治癒の初期に浮腫を形成し，組織損傷の炎症を最小
限にとどめる役割がある7）．しかし過剰なフィブリ
ン網の形成はさまざまな疾患の原因になることも知
られており，関節リウマチ，多発性硬化症，重症気
管支喘息，木質結膜炎などがあげられる7）～11）．

フィブリン網の分解には線溶系が関与しており，
セリンプロテアーゼのプラスミンがフィブリン網を
直接分解する．プラスミンはプラスミノーゲンがら
合 成 さ れ そ の 触 媒 は urokinase plasminogen 

activator（u-PA）と tissue plasminogen activator

（t-PA）の2種類の酵素が担っている12）．
我々は鼻粘膜における血漿タンパクの保持による
過度な粘膜浮腫がフィブリン網の過剰な形成によっ
て起こっているとの仮説のもとに本研究を行った．
その結果鼻茸の形成にはフィブリン網代謝異常が深
く関与しており，鼻茸形成の領域特異性についても
一定の見解が得られた．

方法

サンプル
ノースウエスタン大学免疫アレルギー・耳鼻咽喉
科教室において副鼻腔炎に対して行った手術の際に
採取した鼻粘膜組織を本研究に使用した．全ての患
者に対してインフォームドコンセントをとり同施設
の倫理員会の承認を得ている．採取したサンプルは
コントロール患者から採取した鈎状突起（uncinate 

process tissue; UT）（Control UT），CRSsNP患者の
鈎状突起（CRSsNP UT），CRSwNP患者の鈎状突起
（CRSwNP UT），CRSwNP患者の鼻茸組織の4群に
分類して検討を行った．各群の患者情報を表1に
示す．

5 - 1

線溶系抑制による過剰なフィブリン網の形成が 
鼻茸形成に関与している
 サマリー
鼻粘膜の過度な浮腫によって生じる鼻茸の形成メカニズムは良くわかっていなかった．本研究では鼻粘
膜に過剰に沈着したフィブリン網が浮腫を遷延化させることを発見した．また，鼻粘膜上皮から産生さ
れる組織型プラスミノーゲンアクチベーターが type 2炎症によって著しく抑制されこれによる組織の
線溶系抑制によるフィブリン網の分解力低下がフィブリン網の過剰な沈着の原因であることを明らかに
した．本研究によって好酸球性炎症を呈する慢性副鼻腔炎の難治化メカニズムの一部を明らかにした．
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免疫組織化学
フィブリンの染色は蛍光免疫染色法を用いて行っ
た．凍結切片をアセトンで固定し，非特異的な5%

ヤギ血清にてブロッキングを行い50倍希釈のAnti-

human fibrin antibody（Sekisui Diagnostics, 

Stamford, CT）で4°C，一晩反応させた．二次抗体に
は500倍希釈のAlexa Fluor 488-conjugated goat 

anti-mouse IgG（invitrogen）を暗所室温で1時間反
応させた．撮影にはOlympus IX71倒立顕微鏡を使
用した．フィブリン網の半定量には10視野をラン
ダムに選択し染色強度を0～3の4段階（0：発現な
し，1：経度，2：中等度，3：高度）に分類し，本研究
に無関係な研究者2人が測定を行った．t-PAの免疫
組織化学にはパラフィン切片を用いた．一次抗体に
rabbit anti-human t-PA pAb（HPA003412, rabbit 

antibody; Sigma-Aldrich）を100倍希釈で，4°C，一
晩反応させた．ネガティブコントロールとして同濃
度の rabbit control IgG（R&D Systems, Mineapolis, 

MN）を 用 い て 反 応 さ せ た．二 次 抗 体 に は
biotinylated secondary goat anti-rabbit antibody

（Jackson ImmunoResearch Laboratories, West 

Grove, PA）を500倍希釈で使用した．発色にABC 

reagent（avidin-biotin-horseradish peroxidase 

complex; Vector Laboratories, Burlingame, CA）を
使用した．

Real-Time PCR
鼻 粘 膜 か ら total RNAをNucleoSpin RNA II

（Macherey-Nagel, Bethlehem, PA），DNase Iを 用
いて抽出した．Single-strand cDNAの作成には
SuperScript II reverse transcriptase（Invitrogen, 

Carlsbad, CA）を使用した．Real-time RT-PCRは
TaqMan methodを用いて行った13）．

ELISA
u-PA, tPA（Assaypro St. Charles, MO）, eosin-

ophilic cationic proten（ECP）（MBL, Woburn, MA）, 
d-dimer（Diagnostica Stago, Asnieres-Sur-Seine, 

France）はそれぞれのELISAキットで測定した．

表1．サンプルデータ．

Control (n=73) CRSsNP UT (n=126) CRSwNP UT (n=156) CRSwNP Polyp

Male/Female 36/37 50/76 92/64 ̶
Age, yr, median (range) 43 (16–78) 36 (18–73) 45 (22–74) ̶
Atopy

Yes 4 51 73 ̶
No 49 55 52 ̶
Unknown 20 20 31 ̶

Asthma
Yes 0 16 66 ̶
No 67 101 84 ̶
Unknown 6 9 6 ̶

Methodology used
Tissue RNA, n (M/F) 16 (7/9) 27 (8/19) 33 (21/12) 33 (22/12)

Age, yr, median (range) 45 (16–62) 35 (20–59) 38 (23–67) 39 (23–67)
Tissue extract, n (M/F) 31 (16/15) 64 (21/43) 61 (39/22) 55 (34/21)

Age, yr, median (range) 45 (19–72) 36 (18–73) 44 (26–73) 45 (26–73)
Immunohistochemistry, n (M/F) 14 (5/9) 18 (8/10) 16 (9/7) 17 (11/6)

Age, yr, median (range) 43 (19–64) 43 (24–70) 52 (33–64) 50 (27–74)
Nasal lavage, n (M/F) 36 (20/16) 49 (22/27) 48 (35/13) ̶

Age, yr, median (range) 42 (18–78) 36 (18–73) 45 (29–72) ̶

Definition of abbreviations: CRSsNP=chronic rhinosinusitis without nasal polyps; CRSwNP=chronic rhinosinusitis 
with nasal polyps; F=female, M=male.
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細胞培養
気道上皮細胞の実験には2種類の細胞を使用した．

Primary normal human bronchial epithelial cells

（NHBE）はLonza（Walkersville, MD）から購入し，
Human primary nasal epithelial cells（PNEC）は手
術の際に患者の鈎状突起粘膜からRhinoprobe

（Arlington Scientific, Inc., Springville, UT）を用い
て採取した．NHBEとPNECはコラーゲンコートさ
れた24 wellプレートに播種して，serum-free 

bronchial epithelial cell growth medium（BGEM, 

Lonza）で培養した．サイトカインでの刺激前には
BEGMからhydrocortisone抜いて少なくとも36時
間培養した．

統計解析
全てのデータをmean±SEMで示す．各群間の比
較はKruskal-Wallis ANOVA with Dunnett post hoc 

testing and Mann-Whitney U testを用い，相関は

Spearman rank correlationを用いて解析を行った．
P valueが0.05以下の場合有意差ありとした．

結果

慢性副鼻腔炎患者における鼻粘膜のフィブリン網
鼻粘膜におけるフィブリン網を測定するために蛍
光免疫染色法を用いて検討を行った．採取したサン
プルはコントロール患者から採取した鈎状突起
（Control UT），CRSsNP患者の鈎状突起（CRSsNP 

UT），CRSwNP患者の鈎状突起（CRSwNP UT），
CRSwNP患者の鼻茸組織の4群に分けて比較した
（表1）．CRSsNP UTに お い て は ご く 少 量 の，
CRSwNP UTでは中等度のフィブリン網の存在を認
めた．一方，鼻茸（nasal polyp; NP）では非常の強
いフィブリン網の染色が認められた（図1a～d）．
染色の程度を半定量化したところ鼻茸組織における
フィブリン網の量はControl UTおよびCRSsNP UT
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図1．鼻粘膜におけるフィブリン網の蛍光免疫染色．
抗ヒトフィブリン抗体使用（緑色）．コントロール鈎状突起（UT）（a），CRSsNP UT（b），CRSwNP UT（c），CRSwNP 鼻
茸（NP）（d）．ネガティブコントロール（e）．フィブリン網染色強度の判定量グラフ（f）．×400. **P<0.01; ***P<0.001.
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と比較して有意差をもって多いことがわかった
（P<0.01，図1f）．
凝固系によって形成されたフィブリン網は通常線
溶系によって分解され，フィブリン分解産物（fibrin 

degradation products; FDPs）になる．線溶系のプラ
スミンがフィブリン網を直接分解しフィブリン網の
過剰な沈着を防止している14）．そこで鼻粘膜におけ
る線溶系の強度を図るためにFDPの1つである
d-dimerの量をELISAによって定量した．鼻茸組織
においてd-dimerのタンパク量はControl UTおよ
びCRSsNP UTと比較して有意差をもって低かった
（図2）．これらの結果から鼻茸組織における過剰な
フィブリン網の形成はフィブリン網の分解が抑制さ
れているためであると考えられる．

CRS患者における plasminogen activatorsの
発現
フィブリン網は線溶系の最終生成物である

plasminによって直接分解を受けるが，Plasminは
plasminogen産 生 さ れ，こ の 反 応 に は2つ の
plasminogen activator（urokinase plasminogen 

activator（u-PA），tissue plasminogen activator

（t-PA））の作用が必須である．

我々は4群の鼻粘膜組織におけるu-PAと t-PAの
発現量を測定した．Real time PCRの検討ではu-PA

の発現量に関しては4群間に差が認められなかった
が（図3a），t-PAの発現量は鼻茸組織において
Control UTおよびCRSsNP UTと比較して有意差を
もって少なかった（P<0.01）（図3b）．このデータを
タンパクレベルでも確認するために，鼻粘膜組織か
らタンパクを抽出しELISA法によってu-PAと t-PA

の発現量を測定した．その結果，mRNAのデータと
同様にu-PAでは4群間に差が認められなかったが
（図3c），t-PAの発現量は鼻茸組織においてControl 

UTおよびCRSsNP UTと比較して有意差をもって
少なかった（P<0.01）（図3d）．t-PAの活性を測定し
たところやはり鼻茸組織において優位に低下してい
た（P<0.01）（図2e）．以上の結果から鼻茸組織にお
ける t-PAの発現量および活性の低下が線溶系を抑
制し，これが鼻粘膜における過剰なフィブリン網の
形成に関与している可能性が示唆された．

鼻粘膜における t-PAの免疫組織学的検討
t-PAの鼻粘膜における発現をさらに検討するため

に，免疫組織化学を行った．その結果 t-PAの染色は
鼻粘膜の腺組織，および粘膜上皮に認められた（図
4）．またELISAのデータと同様に t-PA染色は鼻茸組
織において（図4i，j），Control UTおよびCRSsNP 

UT（図4c，d）と比較して少ないことがわかった．

下甲介粘膜と鈎状突起における plasminogen 
Activator発現の比較
鼻茸は基本的に中鼻道周囲や副鼻腔の粘膜から発
生し下甲介粘膜からの発生はないという領域特異性
がある5）．しかしなぜこのような領域特異性を示す
のかはわかっていない．我々は下甲介粘膜（inferior 

turbinate; IT）と鈎状突起（uncinate process tissue; 

UT）におけるplasminogen activatorのタンパク発
現量の比較をELISA法にて行った．u-PAのタンパク
量はControl，CRSsNP，CRSwNPにおいて，UTのほ
うが ITに比べて優位に少なかった（図5a）．さらに
t-PAのタンパク量もCRSsNP，CRSwNPにおいて，
UTのほうが ITに比べて優位に少なかった（図5b）．
Controlにおける t-PAの発現量に有意差は見られな
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図2．鼻粘膜組織におけるフィブリン網分解産物
d-dimer量．
コントロール鈎状突起（UT），CRSsNP UT，CRSwNP UT，
CRSwNP鼻茸（NP）におけるd-dimer量を比較した．
d-dimer濃度は組織抽出液における総蛋白量で標準化を
行った．



 5-1 線溶系抑制による過剰なフィブリン網の形成が鼻茸形成に関与している 107

好酸球性副鼻腔炎の病態解明と新たな治療戦略

第
1
章

第
2
章

第
3
章

第
4
章

第
5
章

第
6
章

第
7
章

第
8
章

第
9
章

第
10
章

第
11
章

いものの，やはりUTで少ない傾向にあった
（P=0.068）（図5b）．これらの結果から鼻茸が発生
しうる部位である鈎状突起粘膜は下甲介粘膜に比較
してu-PA，t-PAの発現量が少ないため線溶系活性が
弱く，もともとフィブリン網が分解されにくい性質
を持っているために鼻茸が形成されやすいと考えら
れる．

Th2サイトカインが気道上皮の t-PA発現に与
える影響

CRSwNPやECRSはその病態にTh2優位の好酸球
性炎症が強く関与していることが知られている15）．
我々は鼻粘膜におけるplasminogen activatorが好
酸球炎症に関与するのかを検討してみた．好酸球の
マーカーとしてECPをELISAにて測定した．その結

果鈎状突起（UT）および鼻茸組織における t-PAのタ
ンパクの発現量はECPとの間に有意な負の相関を
示した（r=−0.5395, P<0.0001）（図6a）．しかしな
がらu-PAとECPの間には有意な相関関係は認めら
れなかった（data not shown）．免疫組織化学のデー
タでは t-PAの発現は主に鼻粘膜の腺組織と粘膜上
皮に認められた（図4）ので，鼻粘膜組織の擦過細胞
における t-PAの発現量を real time PCR測定し4群
間で比較を行った．統計学的な有意差は認められな
かったが，鼻茸における t-PAの発現レベルは
Control UTに比較して少ない傾向にあった
（P=0.063）（図6b）．t-PAは鼻粘膜の上皮に発現し
ており，好酸球性炎症とは負の相関関係を示し，鼻
茸組織においては発現量か低下していることから，
我々は鼻粘膜上皮における t-PAの発現にTh2サイ
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図3．鼻粘膜組織におけるplasminogen activatorの発現．
鈎状突起（UT）と鼻茸（NP）から total RNAを抽出してu-PA（a）と t-PA（b）のmRNA発現量を real time PCRで測定した．
UTとNPの組織抽出液におけるu-PA（c）と t-PA（d）のタンパク量をELISA法によって測定した．Plasminogen activator
濃度は組織抽出液における総蛋白量で標準化を行った．**P<.001, ***P<.0001.
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トカインが何らかの影響を与えているのではないか
と予想した．気道上皮における t-PAの発現調整機構
について検討するためにNHBE細胞を用いて実験
を行った．NHBE細胞をTh2サイトカインである
IL-4，IL-13で24時間刺激し細胞内のplasminogen 

activatorのmRNAレベルを real time PCRで測定し

た．その結果u-PAのmRNAレベルはTh2サイトカ
イン刺激によって影響は受けなかったが（図6c），
t-PAのmRNSレベルはTh2サイトカイン刺激に
よって優位に，量依存的に抑制された（図6d）．タ
ンパクレベルでも確認するためにNHBE細胞から
タンパクを抽出してELISAによって検討した．
mRNAレベルと同様にu-PAタンパクはTh2サイト
カイン刺激による影響は受けなかったが t-PAタン
パクはTh2サイトカイン刺激によって有意に抑制さ
れた（図6f）．これらの結果は鼻粘膜上皮（NEC）を
用いても同様であった（data not shown）．これらの
ことからTh2炎症は鼻粘膜上皮における t-PA発現
を抑制するがu-PAの発現には影響しないことがわ
かった．

考察
鼻茸は鼻粘膜の過度の浮腫で形成されその内容は
血漿タンパクのアルブミンである5）．しかしながら
炎症によって末梢血管から漏出した血漿タンパクが
鼻粘膜に保持され過度の浮腫が遷延化し，鼻茸が形
成されるメカニズムについては良くわかっていな
かった．本研究では鼻茸の間質には過剰なフィブリ
ン網が形成されていることを明らかにした．鼻粘膜
内に形成されたフィブリン網が血漿タンパクを間質
に保持することによって浮腫が遷延し鼻茸が形成さ
れると考えられる．また過剰なフィブリン網の形成
は t-PAレベルの低下によって線溶系が著しく抑制
され，その結果フィブリン網分解障害おきることが
原因であった．さらに t-PAは鼻粘膜上皮細胞に発現
しており，気道上皮における t-PAの発現はTh2サイ
トカイン刺激によって著しく抑制されることもわ
かった．これはTh2優位の好酸球性炎症が特徴であ
るECRSの鼻茸が難治性で易再発性であることを説
明しうる研究結果である．
血管外におけるフィブリン網の形成は外傷や障害
における創傷治癒の初期段階に認められ，これは生
体にとって有害な物質や細菌，ウィルスなどの拡散
を防止し，速やかな解毒に重要な役割をはたしてい
る16）～18）．またフィブリンは血漿タンパクの保持作
用による組織の浮腫以外に単核細胞に作用して

a b

c d

e f

g h

i j

図4．免疫組織化学による鈎状突起（UT）と鼻茸（NP）
における t-PA発現の検討．
（a，b）コントロールUTを Iso type controlで染色した場
合，ほとんど染まっていない．（c，d）コントロールUTに
おいて，鼻粘膜上皮と腺組織において t-PAの発現を認め
る．CRSsNP UT（e，f）では，t-Paは中等症の発現を認める
が，CRSwNP UT（g，h）やNP（i，j）では t-PAの発現はほ
とんど認められない．×400.
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IL-1bやTNF-αの産生を誘導する作用がある．これ
らのサイトカインは血管内皮細胞や線維芽細胞に作
用してCXCL8やCCL2などのケモカインの放出を
誘導する．これらのケモカインの作用によって炎症
細胞が局所に遊走することで炎症の遷延化にも関与
していると予想される．実際，組織におけるフィブ
リン網の過剰な蓄積はさまざまな疾患の病態に関与
しフィブリン網の除去による症状の改善効果も報告
されている7）19）～24）．

t-PAはplasminogenをフィブリン網を直接分解
するplasminへの変換を触媒する働き以外に，その
タンパク分解作用によっていくつかの成長因子に対
してposttranslational activation作用を発揮するこ
とが知られている．中でも t-PAによって活性化され
た tumor growth factor-beta（TGF-β）は t-PAの発現
を増加させることがわかっているので25）26）鼻粘膜
において t-PA とTGF-βはpositive feedback loopを
形成している可能性がある（図7）．これまでの研究
で鼻茸中にはコラーゲン産生が抑制され組織の線維
化が少ないことがわかっている27）．TGF-βは組織に
おけるコラーゲン産生を誘導する作用があるため，
鼻茸組織における低 t-PA発現は組織の低線維化に
も関与している予想される（図7）．t-PAはサイトカ
インとしての作用も報告されており，細胞膜に発現
している low-density-lipoprotein receptor-related 

protein-1（LRP-1）に結合してそのシグナル伝達に

よってコラーゲン産生を誘導することもわかってい
る28）～32）．我々は鼻粘膜におけるLRP-1発現も確認
しており（data not shown），低 t-PAからLRP-1を介
したシグナルもまた鼻粘膜の線維化低形成に関与し
ている可能性がある（図7）．さらに t-PA/LRP-1シグ
ナルは一酸化窒素（nitric oxide; NO）産生を誘導す
る32）33），我々はECRS患者において鼻腔で産生され
るNOがnon-ECRSに比べて優位に低いことを報告
しており34），低 t-PAのNO産生低下への関与が示唆
される．
慢性副鼻腔炎における鼻茸形成を考える上で最も
興味深い謎はその領域特異性である．つまり鼻茸は
中鼻道周囲や副鼻腔粘膜から発生し下甲介粘膜から
発生することはまずない．また鼻茸様の病変は生体
のほかの部分で見られることはなく鼻副鼻腔に特有
の病変であるといえる．今回の検討では我々は2つ
のplasminogen activator; u-PA, t-PAの発現が下甲
介粘膜に比べて鈎状突起粘膜で少ないことを明らか
にした．このことは鈎状突起粘膜が下甲介粘膜に比
べてもともと線溶活性が低い性質を持つことを示唆
している．つまり炎症が起きて，鼻粘膜内に形成さ
れたフィブリン網は鈎状突起粘膜では分解されにく
いために鼻茸が形成されやすいものと推察される．
さらに下甲介粘膜と鈎状突起には自然免疫に関する
分子の発現に差があることも報告されており35）36），
これらが鼻茸発生の領域特異性に関与していると思
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図5．鈎状突起（UT）と下甲介粘膜（IT）におけるplasminogen activator発現量の比較．
UTと ITの組織抽出液におけるu-PA（a）と t-PA（b）の発現量をELISA法にて測定した．Plasminogen activator濃度は組
織抽出液における総蛋白量で標準化を行った．*P<0.05, **P<.001, ***P<.0001.
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われる．
我が国を含めた東アジアにおける慢性副鼻腔炎は
鼻茸を伴っていても好中球性炎症であるといわれて

いた．しかし十数年ほど前から難治性で易再発性の
鼻茸を伴う好酸球性炎症を呈する副鼻腔炎が我が国
で報告されはじめ現在ではECRSと呼ばれている4）35）．
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と鼻茸（NP）の擦過細胞から total RNAを抽出して t-PAのmRNA量を real time PCRで測定した．NPの t-PA量はコント
ロールUTに比較して少なかった（P=0.063）（b）．NHBE細胞を0.01～100 ng/mlの IL-4または IL-13で24時間刺激して
u-PA（c）と t-PA（d）のmRNA量を real time PCRで測定した．またu-PA（e）と t-PA（f）のタンパク量はELISA法を用い
て測定した．結果は6回の独立した検討の平均±標準誤差で表している．*P<0.05, **P<.001.



 5-1 線溶系抑制による過剰なフィブリン網の形成が鼻茸形成に関与している 111

好酸球性副鼻腔炎の病態解明と新たな治療戦略

第
1
章

第
2
章

第
3
章

第
4
章

第
5
章

第
6
章

第
7
章

第
8
章

第
9
章

第
10
章

第
11
章

Non-ECRSの鼻茸は内視鏡手術で比較的治療しやす
く，再発もそれほど問題にはならなかった．同じ鼻
茸でも炎症のタイプによってその性質が異なるが，

なぜTh2優位の好酸球性炎症における鼻茸が難治性
で易再発性なのかはわかっていなかった．今回の検
討で t-PAは鼻粘膜の腺組織と粘膜上皮に強く発現
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図7．鼻茸組織（NP）における過剰なフィブリン網の形成には t-PAが関与している．
t-PAはプロテアーゼとしての働きによってplasminogenをplasminに変換し，フィブリン網を分解する．また t-PAのサイ
トカインとしての働きによって線維芽細胞の細胞表面のLRP-1に結合しコラーゲン産生や一酸化窒素（NO）の産生を誘
導する（a）．Th2サイトカインの存在下では t-PAの発現量が減少し，フィブリン網の過剰形成が起こり鼻茸が形成される．
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しており，鼻粘膜を含めた気道上皮における t-PAの
発現はTh2サイトカインの刺激によって著明に抑制
されることを明らかにした（図6）．この結果はTh2

優位の好酸球性炎症によって形成された鼻茸が難治
性で易再発性であることを説明できるものである．
現在ECRSやCRSwNPに対する新規治療法として
好酸球をターゲットとした分子標的治療薬に大きな

期待が寄せられている．しかしこれらの治療法はか
なり高額であり，さらに治療効果に乏しい症例も存
在することから他の治療法の開発も切望される．今
回の研究の結果から，好酸球性炎症を呈する鼻茸の
治療戦略にフィブリン網の分解や t-PA産生の賦活
化がターゲットにになりうると期待される．

（高林　哲司）
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はじめに
好酸球性副鼻腔炎の治療を行ううえで最も重要な
ことは難治性で易再発性の鼻茸制御である．Th2環
境下における鼻茸形成メカニズムについてはこれま
で良くわかっていなかったが，我々は鼻粘膜におけ
る過剰なフィブリン網の沈着が粘膜における浮腫を
遷延化させ鼻茸の形成に深く関与することを発見し，
さらにTh2環境下では，フィブリン網を分解する線
溶系分子である t-PAの発現量が抑制されることに
よって線溶系にブレーキがかかり，分解障害による
フィブリン網の過剰沈着を引き起こすことを明らか
にした1）．
凝固系によるフィブリン網の形成は止血機構とし
ての役割が良く知られているが，炎症の局所で凝固
系が亢進して形成されたフィブリン網が細菌やウィ
ルス，生体にとって有害な物質を局所に封じ込める
ことによって生体防御機構として働くことも知られ
ている．しかし一方で凝固系の制御異常による組織
におけるフィブリン網の過剰な形成は関節リウマチ，
重症喘息，糸球体腎炎，遅発性過敏症，クローン病
などさまざまな疾患の原因になることも報告されて
いる2）．本研究では好酸球性炎症を呈する慢性副鼻
腔炎の鼻粘膜における凝固系に注目した．鼻茸組織
における血液凝固第XIII因子の発現が増加している
ことを発見し，その制御機構について検討した．

方法

サンプル
ノースウエスタン大学免疫アレルギー・耳鼻咽喉
科教室において副鼻腔炎に対して行った手術で採取
した鼻粘膜組織を本研究に使用した．全ての患者に
対してインフォームドコンセントをとり同施設の倫
理員会の承認を得ている．採取したサンプルはコン
トロール患者から採取した鈎状突起（uncinate 

process t issue; UT）（Control UT），chronic 

rhinosinusitis without nasal polyp（CRSsNP）患者の
鈎状突起（CRSsNP UT），chronic rhinosinusitis with 

nasal polyp（CRSwNP）患者の鈎状突起（CRSwNP 

UT），CRSwNP患者の鼻茸組織（NP）の4群に分類
して検討を行った．本研究で使用したサンプルは
Control 35例，CRSsNP 56例，CRSwNP 96例を用
いた．

Real-Time PCR
鼻 粘 膜 か ら total RNAをNucleoSpin RNA II

（Macherey-Nagel, Bethlehem, PA），DNase Iを 用
いて抽出した．Single-strand cDNAの作成には
SuperScript II reverse transcriptase（Invitrogen, 

Carlsbad, CA）を使用した．Real-time RT-PCRは
TaqMan methodを用いて行った．

5 - 2

血液凝固第 XIII因子発現増加による好酸球性副鼻腔炎
鼻茸形成への関与

 サマリー
鼻粘膜における過剰なフィブリン網の形成が鼻茸を形成させ，Type 2炎症の環境下では難治化する．
組織においては，凝固系によってフィブリン網が形成される．好酸球性炎症下の鼻粘膜において凝固系
亢進のメカニズムについて検討を行った．鼻茸組織においてM2マクロファージが増加し，この細胞
は凝固因子 FXIIIAを発現していた．FXIIIAは凝固系の最終段階でフィブリンの架橋を強固にしてフィ
ブリン網形成に重要な役割を果たしており，鼻茸のおける過剰なフィブリン網の形成に重要な役割を果
たしていると考えられる．
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ELISA
FXIII-AはELISAキット（HYPHEN BioMed, Neuville-

Sur-Oise, France）を用いて測定した．発色の定量に
は Bio-Rad Spectro photometer Model 680 

Microplate reader（Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA）を用いた．FXIII-A濃度は鼻粘膜の総タンパク量
を用いて標準化した．

免疫組織化学
免疫組織化学にはパラフィン切片を用いた．一
次抗体にAnti-human FXIII-A Ab（CELL MARQUE, 

Rocklin, CA）を使用し，4°C over nightで反応させ
た．ネガティブコントロールとして同濃度のホスト
動 物 の control IgG（R&D Systems, Mineapolis. 

MN）を用いた．二次抗体にはbiotinylated second-

ary goat anti-rabbit antibody（Jackson Immuno-

Research Laboratories, West Grove, PA）を 室 温
500倍希釈で1時間反応させた．発色にABC 

reagent（avidin-biotin-horseradish peroxidase 

complex; Vector Laboratories, Burlingame, CA）を
使用した．各スライドは情報をブラインド下に10

視野ずつ選択し，鼻粘膜におけるFXIII-A陽性細胞
数を本研究に無関係な研究者2人が測定した．

統計解析
全てのデータは中間値±標準誤差で示した．各群
間の比較はKruskal-Wallis ANOVA with Dunnett 

post hoc testing and Mann-Whitney U testを用い，
相関はSpearman rank correlationを用いて解析を
行った．P値が0.05以下の場合有意差ありとした．

結果

鼻粘膜組織における凝固因子発現のスクリー
ニング
我々がこれまでにControl 群鈎状突起（UT），

CRSsNP UT，CRSwNP UT，CRSwNP NPの4群間
で行ったマイクロアレイのデータを用いて鼻粘膜組
織における凝固因子の発現量を解析した．その結果
CRSwNP NPにおけるFXIII-Aの発現量が他の3群
に比べて優位に増加していることがわかった（data 

not shown）．

慢性副鼻腔炎における FXIII-Aの発現
鼻粘膜におけるFXIII-Aの発現量を real time PCR

で測定した．FXIII-Aの発現量はマイクロアレイの
データと同様にNP組織において他の3群に比べて
有意差をもって増加していた（図1a）．またELISA 

kitを用いたFXIII-Aのタンパク濃度もNP組織にお

図1．鼻粘膜組織におけるFXIII-Aの発現．
a：UTとNPから total RNAを抽出してFXIII-Aの発現量を real time PCRで測定した．b：UTとNPの組織抽出液における
FXIII-Aのタンパク量をELISA法によって測定した．FXIII-A濃度は組織抽出液における総蛋白量で標準化を行った．
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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いて他の3群に比較して有意に増加していた（図
1b）．

鼻粘膜組織における FXIII-Aの発現の免疫組織
化学的検討
鼻粘膜組織におけるFXIII-A発現の分布について
検討を行うためにanti-human FXIII-A Abを用いて
免疫組織化学を行った．Real time PCRとELISAの結
果と同様にNPにおいてFXIII-A positiveの細胞が多
く認められ（図2），その発現細胞は鼻粘膜の間質に
多いことがわかった（図2d）．FXIII-A陽性細胞数を
カウントし判定量化を行ったところ，有意差をもっ
てNPにFXIII-A陽性細胞の浸潤が増加していること
がわかった（図2f）．FXIII-Aは血小板，巨赤芽球，マ
クロファージなど骨髄系の細胞に発現していること
が知られている3）～6）．我々はこの中でマクロファー
ジに注目して anti-human FXIII-A Abとマクロ
ファージのマーカーであるanti-human CD68 

antibodyを用いた蛍光二重染色を行った．その結果
FXIII-Aの発現はCD68+のマクロファージに認めら
れることがわかった（図3a）．

M2マクロファージにおける FXIII-Aの発現
マクロファージはサイトカインや病原など周囲
の環境によって極性を変化させることが知られてい
る7）～11）．マクロファージはTh1サイトカインである
IFN-γや細菌の菌体成分（LPS）の刺激によって誘導
されるM1マクロファージとTh2サイトカインであ
る IL-4や IL-13の刺激によって誘導されるM2マク
ロファージの2種類に大きく分類される．最近M2

マクロファージにFXIII-Aの発現量が増加している
との報告があるため6）12），我々はNP組織における
FXIII-Aの発現がM2マクロファージに認められるの
かどうかを検討した．まずmacrophage mannose 

receptor（MMR），CD163，stabilin 1（STAB1）の3

つの分子をM2マクロファージのマーカとして，鼻
粘膜組織における発現量を real time PCRによって
測定した．鼻茸組織では，MMR，CD163，STAB1の
いずれの発現も他の3群に比較して有意に増加して
いた（図4a）．またMMR，CD163，STAB1のいずれ
のmRNA量もFXIII-AのmRNA量との間に有意に正
の相関を認めた（図4b）．FXIII-AがM2マクロファー
ジに発現していることを確認するためにマクロ

図2．免疫組織化学による鼻粘膜におけるFXIII-A発現の検討．
a：コントロールUT，b：CRSsNP UT，c：CRSwNP UT，d：CRSwNP NPをFXIII-Aに対する抗体で染色した．e：NPを
Iso type controlで染色した．f：FXIII-A陽性細胞数：コントロールUT（n=10），CRSsNP UT（n=11），CRSwNP UT（n=10），
CRSwNP NP（n=12），×400. **P<0.01, ***P<0.001.
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図3．鼻粘膜組織のFXIII-AとCD68の蛍光免疫染色．
a：Anti-FXIII-A Ab（オレンジ色）とanti-CD68 mAb（マクロファージのマーカー：緑色）を用いた．b：Control IgG．核は
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**P<0.01, ***P<0.001.
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ファージのマーカーであるCD68，M2マクロファー
ジのマーカーであるCD163，anti-human FXIII-A ab

による3重蛍光免疫染色を行った．その結果これら
の3つの分子は同一細胞に局在することが示された
（図5a）．これらの結果から鼻茸組織において主に
M2マクロファージにFXIII-Aが発現していることが
示された．

考察
好酸球性炎症を呈する副鼻腔炎の鼻茸はType 2

炎症，好酸球，肥満細胞の著明な浸潤を特徴とす
る 13）～16）．鼻茸の組織学的な特徴である過度の粘膜
浮腫やpseudocystの形成は，好酸球や肥満細胞の活
性化によって末梢血管から漏出した血漿蛋白によっ
て形成されると考えられる．しかし漏出した血漿蛋
白が長期に鼻粘膜に保持され浮腫が遷延するメカニ
ズムに関してはあまり良くわかっていなかった．
我々は最近の研究でフィブリン網の過剰な形成が鼻
粘膜における血漿蛋白を保持することによって浮腫
が遷延化し，鼻茸形成の原因になることを報告した．
またTh2環境下では，線溶系分子である t-PAの発現
量が抑制され，これによる線溶系の低下が過剰な

フィブリン網の沈着に繋がっていると結論した1）．
フィブリン網の形成は凝固系によって制御され，炎
症局所ては凝固系が亢進することが知られている．
今回の検討では鼻茸組織における凝固系について検
討し，FXIII-Aの発現量が増加していることを明らか
にした（図1）．FXIIIには2つのタイプがある．血漿
中のFXIIIは2つの活性サブユニットであるFXIII-A

と2つの阻害型サブユニットFXIII-Bから形成され
ている．一方血小板，巨赤芽球，およびマクロファー
ジなど細胞内にFXIIIはFXIII-Aがdimerを形成して
存在する 17）18）．血漿中のFXIIIの活性化にはまず
thrombinの作用によってFXIII-Aから活性ペプチド
が遊離し，カルシウムイオンの存在下にFXIII-Bが外
れることによって活性化トランスグルタミナーゼの
FXIII-Aに変換される．これに対して細胞内のFXIII

は阻害型サブユニットであるFXIII-Bが存在せず，
FXIII-Aに活性型への変化に活性ペプチドの遊離は
必要ない．組織内の通常のカルシウム濃度でFXIII-A

は容易に活性化される．活性化されたFXIIIはフィブ
リンのγ-glutamylとε-lysyl残基を共有結合させる
ことでフィブリンモノマーを重合させ強固なフィブ
リン網を形成しこれが血漿蛋白を粘膜内に保持する
ことで浮腫，および鼻茸の形成につながる6）17）．実

a

b

図5．NP組織中のM2マクロファージにおけるFXIII-Aの発現．
a：蛍光免疫染色をanti-FXIII-A Ab（赤色）とanti-CD68 mAb（オレンジ色）とanti-CD163 mAb（M2マクロファージの
マーカー：緑色）を用いて検討した．b：Iso type control．核はDAPI（青色）．
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際鼻粘膜中のFXIII-Aの発現量と血漿蛋白の主成分
であるアルブミン量が有意に正に相関する（data 

not shown）ことからFXIII-Aは鼻茸の形成に深く関
与する可能性が高い．
最近の研究においてM2マクロファージ数は鼻茸
組織において増加するが，M1マクロファージは変
化しないことが報告された19）20）．実際本研究にお
いてもM2マクロファージのマーカーであるMMR，
CD163，STAB1の発現量が鼻茸組織において有意に
増加していた（図4a）．鼻茸組織におけるM2マク
ロファージ数の増加は2型自然リンパ球や肥満細胞
によって誘導されるTh2環境によるものであると考
えられる9）21）22）．しかしM2マクロファージがどの
ように鼻茸の形成に関与しているのかは明らかにさ
れていなかった．重要なことは本研究で明らかにし
たように鼻茸組織においてM2マクロファージが
FXIII-Aの主な産生細胞でM1マクロファージでは
FXIII-Aの発現がほとんど認められず（図5），また
FXIII-AとM2マクロファージのマーカーのそれぞれ
のmRNAが正に相関する（図4b）ことからM2マク
ロファージがFXIII-Aを産生する主たる細胞である

と言える．組織におけるフィブリン網の形成が
tumor matrix，または豊富なFXIII-Aを発現する腫瘍
関連マクロファージの周囲に認められることが報告
されていることから23）24），鼻茸組織において増加
したM2マクロファージがFXIII-Aの働きによって
凝固系を亢進させ，フィブリン網の過剰な形成によ
る血漿蛋白の保持，それによる粘膜の浮腫の遷延，
鼻茸形成に関与すると推察される．
前述のようなTh2環境によって，鼻粘膜での t-PA

発現が抑制され，線溶系にブレーキがかかり，フィ
ブリン網の代謝障害が生じて組織におけるフィブリ
ン網過剰形成が誘導される．またTh2環境が，M2マ
クロファージを誘導し，M2マクロファージからの
FXIII-Aによって凝固系を亢進させ組織における
フィブリン網を過剰に形成する．これらのことから
好酸球性炎症を呈する副鼻腔炎における鼻茸の難治
化にはTh2環境による凝固系の亢進と，線溶系の抑
制による鼻粘膜におけるフィブリン網の過剰沈着が
大きな原因になっていると考えられる．

（高林　哲司）
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はじめに
現在行われている好酸球性副鼻腔炎の治療は，手
術療法と長期にわたる局所および全身ステロイド投
与が中心である．そこに新規抗体治療薬の効果が報
告され，保険適応が承認された．しかしそれらは治
療費が高額であるという医療経済上の問題がある．
そのためより詳細な好酸球性副鼻腔炎の病態解明と
新規治療法の確立が渇望されている．
鼻茸の病理学的特徴は炎症細胞の浸潤と過剰な
フィブリンの沈着である1）2）．フィブリンは凝固系
の最終産物であり，組織障害や炎症により組織内で
産生され組織修復に貢献する3）．生成されたフィブ
リンは生体内では線溶系のplasminで分解される．
plasminは tissue plasminogen activator（t-PA）と
urokinase plasminogen activator（u-PA）で合成され
るが，鼻茸上皮細胞では t-PA産生が低下している1）．
一方で鼻茸中では，凝固系第XIIIA因子とトロンビ
ンが高発現することで，鼻茸組織内で凝固系と線溶
系のアンバランス（＝凝固系の亢進と線溶系の低下）
が生じている4）5）．その主たる原因はTh2サイトカ
インであり，interleukin-4（IL-4）と IL-13が上皮細
胞の t-PA産生を抑制できる1）．
以上のことから気道上皮細胞の t-PA誘導に着目
し，鼻茸中のフィブリン制御による新規治療法を開
発することにした．血管内皮細胞における t-PAの
agonistとしては，さまざまな薬剤やホルモン，サイ

トカインや酪酸などが報告されている6）～9）．酪酸な
どの短鎖脂肪酸は，我々の腸管内で食物繊維から腸
内細菌叢により産生される安全な生理活性物質で10），
代謝機能の調節や，炎症反応の制御，抗腫瘍効果な
ど多彩な機能を有している11）～16）．そこで我々は，
短鎖脂肪酸が気道上皮細胞からの t-PA産生を誘導
できるかどうか検討した17）．

方法

G-protein-coupled receptor（GPR）41と
GPR43の免疫組織化学
短鎖脂肪酸受容体は7回膜貫通型受容体であるG

タンパク質共役型受容体：G-protein-coupled 

receptor（GPR）41とGPR43からなる14）18）19）．内
視鏡下鼻副鼻腔手術で採取し，ホルマリン固定され
た鉤状突起と鼻茸組織のパラフィンブロックから
3 μmの切片を作製し，脱パラフィン後にGPR41と
GPR43の免疫組織化学を行った．GPR41に対する
抗体は rabbit anti human GPR41/FFAR3 pAb（Life 

Span Bioscience, Seatlle, US）を，GPR43は rabbit 

anti human GPR43/FFAR2 pAb（LifeSpan Bio-

science）を用いた．

短鎖脂肪酸の種類
短鎖脂肪酸には酢酸（CH3COOH），プロピオン
酸（CH3CH2COOH），酪 酸（CH3(CH2)2COOH），

5 - 3

短鎖脂肪酸を用いた鼻上皮細胞からの 
tissue plasminogen activator（t-PA）の産生誘導

 サマリー
鼻茸には凝固系の最終産物であるフィブリンが蓄積している．この原因は，線溶系因子である tissue 

plasminogen activator（t-PA）が鼻茸上皮細胞で低下しているためである．我々は酢酸，プロピオン
酸，酪酸，吉草酸が，気道上皮細胞から t-PAを誘導することを見出した．そしてそれらの反応は
G-protein-coupled receptor（GPR）41とGPR43依存性に生じていることを確認した．
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吉草酸（CH3(CH2)3COOH），そしてカプロン酸
（CH3(CH2)4COOH）がある．模式図を図1に示す．

t-PA産生誘導の検討
正常ヒト気道上皮細胞（normal human bronchial 

epithelial cells; NHBE cells）を用い，短鎖脂肪酸に
よって t-PA産生が誘導されるかを検討した．酢酸，
プロピオン酸，酪酸，吉草酸，カプロン酸をNHBE

細胞に作用させ，刺激後24時間後の t-PAのmRNA

の発現を定量 real time-PCR法で測定した．同時に
刺激後48時間後の培地中の t-PAタンパク濃度を
ELISA（Assaypro, St. Charles, US）で測定した．ま
たNHBE細胞から産生され培地中に放出された
t-PAの活性についても検討した．NHBE細胞に短鎖
脂 肪 酸 添 加 後 のpHの 変 化 はAccumet Basic

（Thermo Fisher Scientific, Waltham, US）で測定し，
細 胞 障 害 に つ い て はMTS Reagent（Promega, 

Madison, US）を用いて評価した．

結果

鼻粘膜上皮細胞におけるGPR41とGPR43の
発現
手術で摘出した鼻茸および正常鉤状突起組織を抗

GPR41抗体と抗GPR43抗体で免疫組織化学を行っ
た．鼻茸および鉤状突起粘膜の上皮細胞にGPR41

とGPR43が存在していることを見出した（図2）．

GPR41とGPR43の鼻腔粘膜上皮細胞における発現
はこれまで報告がなかった．

NHBE細胞における短鎖脂肪酸刺激による
t-PAの誘導

NHBE細胞に短鎖脂肪酸を作用させると，t-PAの
誘導ができるかを検討した．t-PAのmRNAは，プロ
ピオン酸，酪酸，そして吉草酸で著明に誘導され，
酢酸，プロピオン酸，吉草酸は10 mM，酪酸は
1 mMの濃度で最も強く誘導された（図3a）．t-PAタ
ンパクはプロピオン酸10 mMで最も多く培養液中
に放出された（図3b）．さらに培養液中に放出され
る t-PAの活性について検討したところ，プロピオン
酸10 mM刺激により放出される t-PAは十分な活性
を有することがわかった（図3c）．これら短鎖脂肪
酸（0.1～20 mM）による t-PA誘導において，NHBE

細胞培地中のpHに影響しないこと，そして上皮細
胞に対する細胞障害を生じないことを確認した
（data not shown）．

GPR41とGPR43を介した短鎖脂肪酸による
t-PA誘導

Gタンパク質共役結合受容体は，α，β，γのサブユ
ニットから構成され，αサブユニットの違いにより
異なったシグナル伝達を持つことが知られている．
GPR41はαサブユニットにαi/oを，GPR43はαi/o

とαq/11を有している18）（図4）．αi/oを阻害するの

炭素

酸素

水素

酢酸 プロピオン酸 酪酸

吉草酸 カプロン酸

図1．短鎖脂肪酸の構造式．
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が百日咳毒素（Sigma-Aldrich, St. Louis）であり，
αq/11を選択的に阻害するのがYM-254890（Wako, 

Osaka）である．NHBE細胞をプロピオン酸刺激前
に百日咳毒素ならびにYM-254890で前処理し，そ
の後プロピオン酸による刺激後24時間後の t-PAの
発現量について定量 real time-PCR法で検討した．
さらにGPR41とGPR43に対する short interfering 

RNA（siRNA）をNHBE細胞に作用させ（GPR41; 

OriGene, Rockville, MD, GPR43; OriGene），
siRNA導入後48時間後にプロピオン酸で刺激し，
刺激後24時間後の t-PAのmRNAについて定量 real 

time-PCR法で確認した．GPR41とGPR43に対する
siRNA作用後に，Western blot法を用いてGPR41と
GPR43のタンパクについて確認した．
百日咳毒素およびYM-254890単独刺激では

NHBE細胞からの t-PA産生には影響がないことを
確認した（data not shown）．次に百日咳毒素および
YM-254890をNHBE細胞に前処理後にプロピオン

酸10 mMによる t-PA産生について検討した．その
結果百日咳毒素およびYM-254890はプロピオン
酸による t-PA産生誘導を抑制することがわかった
（図5）．即ちGPR41とGPR43受容体を介してプロ
ピオン酸による t-PA誘導が行われていた．
さらにそれを確認するためにGPR41とGPR43に
対する siRNAをNHBE細胞に遺伝子導入した．
GPR41とGPR43のタンパク発現が抑制されている
ことをWestern blot法にて確認した（図6a，b）．
siRNA作用後にプロピオン酸でNHBE細胞を刺激し
たところ，t-PA産生誘導は有意に抑制された（図6c，
d）．さらにGPR41とGPR43の2つの遺伝子を
siRNAで抑制したところ，プロピオン酸による t-PA

産生はさらに抑制された（図6e）．これらの結果より，
NHBE細胞からの短鎖脂肪酸による t-PA産生は
GPR41とGPR43依存性であることが証明された．

鼻茸正常鉤状突起

a b

c d

鼻茸正常鉤状突起

GPR41GPR41

GPR43GPR43

図2．鈎状突起粘膜および鼻茸組織におけるGPR41とGPR43の免疫組織化学．
GPR41（a，b）とGPR43（c，d）は鉤状突起と鼻茸の上皮細胞に発現している（×200）．
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考察
本研究では，短鎖脂肪酸が気道上皮細胞から安全
に活性を有する t-PAの産生をGPR41とGPR43を

介して誘導できることを見出した（図7）17）．GPR41

とGPR43はさまざまな免疫細胞，脂肪細胞，腸管上
皮細胞に発現しており18）19），GPR41はプロピオン
酸，酪酸，吉草酸，酢酸の順に，GPR43は酢酸，プロ
ピオン酸，酪酸，吉草酸の順に活性化される18）19）．
本研究で t-PAを最も強く誘導したのはプロピオン
酸であった．これまで短鎖脂肪酸がGPR41と
GPR43に対してアゴニスト活性を示すにはmMレ
ベルの濃度が必要であることが知られていたが18），
本研究でもNHBE細胞から t-PA産生を誘導する短
鎖脂肪酸は1 mM～20 mMであった．このように
比較的高濃度の短鎖脂肪酸が必要である理由は，多
種多様のGタンパク質共役型受容体は我々の生体
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図3．NHBE細胞による短鎖脂肪酸刺激後の t-PA産生誘導（文献17より）．
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のあらゆる組織に存在しており，Gタンパク質共役
型受容体が容易に活性化しないように各組織で制御
されているためと考えられている．しかし細胞間の
距離や産生する細菌との距離から，in vivoにおいて
高濃度の状態にはなりうると考えられる．
短鎖脂肪酸はアレルギー炎症を抑制することから

一躍注目を浴びるようになった．腸管内では短鎖脂
肪酸が腸上皮細胞からのサイトカイン産生を調節し
たり，腸上皮下に到達した短鎖脂肪酸が樹状細胞に
作用することでアレルギー反応を制御する10）16）．酪
酸は好酸球の走化や生存を制御する20）．またアレル
ギー性喘息モデルマウスでは，食物繊維の多い餌を

*
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素およびYM-254890前処理により，プロピオン酸刺激による t-PA産生が抑制される．*p<0.05, **p<0.01, 
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摂取させたマウスの気道好酸球性炎症が抑制される
こと，そしてそれらが糞便中の短鎖脂肪酸濃度と関
連があることが知られている12）．さらにヒトでは妊
婦の血清中の短鎖脂肪酸の濃度が高いと子供の喘息
の発症率が低く15），短鎖脂肪酸の抗アレルギー効果
はGPR41とGPR43依存性であると考えられてい
る12）15）．それでは腸管内で短鎖脂肪酸が多く産生さ
れれば鼻腔組織での t-PA産生が誘導され，鼻茸は縮
小するのであろうか．腸管内では短鎖脂肪酸は高濃
度で存在するが（～100 mM）18），体内循環により速
やかに分解されるため血清中の濃度は低くなり（0.5

～140 μM）21），腸管以外の組織における濃度はさら
に低いと考えられている．一方鼻腔洗浄液中の短鎖
脂肪酸濃度を測定したところ検出感度以下であっ 

た17）．これらの結果から t-PAを誘導できる濃度の短
鎖脂肪酸あるいはGPR41とGPR43の特異的アゴニ
ストを鼻腔内に投与できれば，上皮細胞からの t-PA

産生を誘導でき鼻茸縮小効果が得られる可能性があ
るかもしれない．今後GPR41とGPR43の特異的ア
ゴニストを開発し，点鼻投与可能であるかを検討す
る予定である．

（意元　義政）
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はじめに
気管支喘息患者の末梢気道中では，好酸球を主体
とする多数の炎症性細胞の浸潤と，凝固系のトロン
ビンの上昇，そして過剰なフィブリンの沈着が認め
られる1）．このような炎症組織像は好酸球性副鼻腔
炎鼻茸組織においても認められ，局所の凝固系の亢
進と線溶系の低下が病態に関与している2）～4）．フィ
ブリンは組織修復や炎症反応の過程で生成され，通
常であれば線溶系で分解される．しかし慢性炎症で
は過剰なフィブリンが炎症性サイトカインの産生を
誘導し，炎症反応を遷延化させる5）．好酸球炎症と
凝固系は密接な関連があり，好酸球は凝固系の
initiatorである tissue factorを発現している6）．
凝固系カスケードで生成されたトロンビンが
フィブリン塊を形成すると線溶系が働き出す．線
溶系カスケードにおいて，plasminogenが tissue 

plasminogen activator（t-PA）もしくはurokinase 

plasminogen activator（u-PA）によってplasminに
変換され，plasminがフィブリンを分解する．鼻茸
組織では t-PAの産生が低下しており，鼻茸の形成の
重要な病因となっている3）．Plasminによりフィブリ
ンが分解されると，フィブリンのC末端がリジンに
変換され，plasminogenと t-PAのフィブリンへの結合
が促進されることにより線溶系のpositive feedback

が形成される．Thrombin activatable fibrinolysis 

inhibitor（TAFI）は肝臓で合成される酵素であり7），
フィブリンのC末端のリジン残基を除去することで
線溶系の働きを制御する8）．TAFIはその名のごとく
トロンビンで活性化されるが，肝臓以外では血小板
に貯蔵されて，活性化した血小板はTAFIを放出する
ことで線溶系を抑制する7）9）10）．アスピリン喘息患
者では，血小板の活性化が病態形成に重要な役割を
担っているという興味深い論文も報告された11）．本
研究では，鼻腔組織および鼻腔洗浄機中のトロンビ
ンとTAFI濃度について調べ，トロンビンとTAFIが
鼻茸形成にどのように関与しているかを検討する．

方法

サンプル採取
内視鏡下鼻副鼻腔手術時に採取した鉤状突起粘膜，
および鼻茸組織と鼻腔洗浄液を使用した．対象とし
た患者は，鼻茸を有する慢性副鼻腔炎患者（chronic 

rhinosinusitis with nasal polyps; CRSwNP）と，鼻
茸を有さない慢性副鼻腔炎患者（chronic rhino-

sinusitis without nasal polyps; CRSsNP），そして慢
性副鼻腔炎を有さない健常者（コントロール群：
control）である．
鼻腔組織は1% protease inhibitor cocktail（Sigma- 

Aldrich, St. Louis, US）を含むPBS-TWEENで凍結
保存し，Next Advance bullet blender（Next Advance 

5 - 4

トロンビンと thrombin activatable fibrinolysis 
inhibitor（TAFI）による鼻茸形成の機序

 サマリー
過剰なフィブリン沈着を特徴とする好酸球性副鼻腔炎の鼻茸では，凝固系の亢進と線溶系の低下が生じ
ている．我々は好酸球性副鼻腔炎患者における鼻茸組織と鼻腔洗浄液中のトロンビンと thrombin 

activatable fibrinolysis inhibitor（TAFI）が健常者と比較して有意に高いこと，特に気管支喘息を合
併する患者で高いことを見出した．これらの結果は好酸球性副鼻腔炎の難治化に関与している可能性を
示唆している．
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Inc, Averill Park, US）で粉砕後，遠心後の上澄を測
定に用いた．採取後鼻腔洗浄液は−80°Cで，鼻腔組
織については−20°Cで凍結保存した12）．血清は鼻腔
洗浄液サンプルと同一患者から採取し，遠心後
−80°Cで凍結保存した．

鼻腔洗浄液および鼻腔組織の総タンパク濃度
測定
鼻腔洗浄液および鼻腔組織の総タンパク濃度
については，Bicinchoninic acid Protein Assay Kit

（Thermo Fisher, Waltham, US）を用いて測定した．

ELISA
トロンビンの濃度については thrombin anti-

thrombin comlex（TATc）を測定することでトロン
ビン濃度とした．TATc，TAFI，Eosinophil cationic 

protein（ECP），そしてアルブミンについては以下の
ELISAキットを用いて測定した（TATc; Assaypro, St. 

Charles, US, TAFI; Life Span Bioscience, Seattle, 

US, ECP; MBL International, Woburn, US, アルブ
ミン ; Bethyl Laboratories, Montogomery, US）．測
定した値については，鼻腔洗浄液および組織の総タ
ンパク濃度にて補正した．ELISAキットを用いた吸
光度測定には，Bio-Rad Spectrophotometer Model 

680 Microplate Reader（Bio-Rad, Hercules, US）を
用いて行った．

結果

患者背景因子
対象とした患者の詳細を表1に示す．鼻腔洗浄液

を解析した患者群の中で，CRSwNP群はコントロー
ル群と比較して男性が多く，年齢もやや高かった．
鼻腔組織を解析した患者群ではCRSsNP群はコント
ロール群とCRSwNP鼻茸採取群と比較して若く，
CRSwNP鉤状突起採取群はコントロール群より若
かった．しかしながらアトピーや気管支喘息合併と
ステロイド使用については有意な差は認めなかった．

鼻腔洗浄液および組織中の TATcと TAFI濃度
鼻腔洗浄液および組織中のTATc濃度の結果を

図1に示す（図1a；鼻腔洗浄液，b；鼻腔組織）．コン
トロール群と比較してCRS群（CRSsNPおよび
CRSwNP群）の鼻腔洗浄液中のTATcは有意に上昇
していた．また鼻腔組織ではコントロール群と比べ
CRS群の鉤状突起のTATcが高く，さらに鼻茸組織
中のTATcは高値を示すことを見出した．CRSwNP

群の鼻腔洗浄液中のTAFIの濃度は，コントロール群
およびCRSsNP群と比較して有意に上昇していた
（図1c）．さらに鼻茸組織中のTAFI濃度は鉤状突起
組織内と比べ有意に高いことが判明した（図1d）．

表1．

鼻腔洗浄液 鼻腔組織

Control
(n=15)

CRSsNP
(n=15)

CRSwNP
(n=21)

Control
UT (n=8)

CRSsNP
UT (n=7)

CRSwNP

UT (n=7) NP (n=15)

男性 /女性 6/9 4/11 14/7* 1/7 5/2 5/2 13/2*

年齢 36.1±10.4 45.2±15.4 47.8±13.0** 58.1±9.4 36.3±12.9* 43.4±13.0* 49.1±11.2#

合併症，あり/なし/不明
気管支喘息 0/15/0 6/9/0 9/12/0 1/7/0 3/4/0 4/3/0 6/9/0
アトピー 4/6/5 6/8/1 11/9/1 3/0/5 4/3/0 4/1/2 12/1/2

ステロイド使用
経口 0/15 0/15 3/18 1/7 1/6 2/5 2/13
吸入 0/15 2/13 3/18 0/8 1/6 2/5 1/14
点鼻 2/13 2/13 2/19 0/8 2/5 2/5 4/11

*; p<0.05, vs. Control. **; p<0.01, vs. Control. #; p<0.05, vs. CRSsNP.
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鼻腔組織中の TATcと TAFIの好酸球炎症との
関連

ECPは鼻茸組織などの好酸球炎症が生じている組
織内で上昇し，好酸球炎症の1つのマーカーである
と考えられている 13）．CRSwNPにおいてTATcと
TAFIが上昇していることが好酸球炎症と関連があ
るかを検証するために，鼻腔組織のECPとの相関を
調べた．その結果TATcとECP（r=0.49, p<0.01, 図
2a），TAFIとECP（r=0.4566, p<0.01, 図2b）には有
意な正の相関を認め，TATcとTAFIが局所の好酸球
炎症と関連がある可能性が示唆された．

血清中の TAFIの濃度
TAFIは主に肝臓で生成され体内循環される物質

である．CRSwNP群の鼻腔洗浄液と鼻茸組織内での
TAFIが血清TAFIの濃度の違いによるかを検証する

ため，鼻腔洗浄液を測定した患者の血清TAFI濃度を
測定した．その結果コントロール群とCRS群では血
清TAFIには有意な差は認めなかった（図3）．これら
のことより鼻腔内で上昇しているTAFIは血清濃度
による違いではないことが示唆された．

鼻腔洗浄液中のアルブミン濃度
血清に含まれ体内を循環するタンパクは，炎症が
生じている局所において血管外へ漏出する．アルブ
ミンは血漿タンパクの1つであり，炎症局所におい
て血管内から組織へと漏出するため，局所のアルブ
ミンは血管外漏出のパラメーターと考えられてい
る 3）14）．CRSwNP群における鼻腔内TAFI濃度の上昇
が，炎症反応に伴う血管外漏出に規定されるかを検
討するために，鼻腔洗浄液中のアルブミン濃度を測
定した．その結果コントロール群と比較してCRS群
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図1．鼻腔洗浄液と鼻腔組織中のTATcとTAFI濃度（文献12より）．
（a）鼻腔洗浄液中のTATc（●; control, ■; CRSsNP, ▲; CRSwNP, n=15–21）．（b）鼻腔組織中のTATc濃度（●; control 
UT, ■; CRSsNP UT, ▲; CRSwNP UT, △; CRSwNP NP tissue, n=7–15）．（c）鼻腔洗浄液中のTAFI濃度（n=15–21）．（d）
鼻腔組織中のTAFI濃度（n=7–15）．TATcとTAFI濃度は総タンパク量で補正している．*P<.05, **P<.01, and ***P<.001．
CRSsNP（鼻茸を伴わない慢性副鼻腔炎）；CRS without nasal polyps, CRSwNP（鼻茸を伴う慢性副鼻腔炎）；CRS with 
nasal polyps, UT（鉤状突起）；uncinate tissue．
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のアルブミン濃度が高いことを見出した（図4a）．
その傾向は特にCRSwNP群で著明に認められたこ
と，鼻腔洗浄液中のTAFI濃度をアルブミンで補正し
てもCRSwNP群で高いこと（図4b），そして総タン
パクで補正した濃度とアルブミンで補正した濃度に
は高い相関があることから（図4c），鼻腔内のTAFI

濃度は血管外漏出の影響が大きいことが示唆された．

気管支喘息合併による鼻腔洗浄液中の TATcと
TAFIの濃度の検討
慢性副鼻腔炎患者は気管支喘息を合併する割合が
比較的高く15）16），特にCRSwNPでは気管支喘息を
合併すると副鼻腔炎が重症であることが多い17）18）．
気管支喘息の合併により鼻腔洗浄液中のTATcと
TAFIが異なるかを検討した．その結果気管支喘息を
合併しているとTATcとTAFIが気管支喘息非合併例
より有意に高いことを見出した（図5a，b）．特に

CRSwNP群において，TATcとTAFIの鼻腔洗浄液
中濃度が気管支喘息合併例で高いことを確認した
（図5c，d）．

考察
本研究ではCRSwNPの鼻腔洗浄液および鼻茸組

織内のTATc（トロンビン）とTAFIが上昇しており，
これらが好酸球炎症（ECP）と関連していること，局
所の炎症反応に伴う血管外漏出により生じているこ
と，そして気管支喘息の合併がこれらの局所の濃度
に影響していることを見出した12）．トロンビンは凝
固系内で生成されるセリンプロテアーゼであり19），
フィブリノーゲンをフィブリンに変換するのみなら
ず，凝固系第V因子，第VIII因子，そしてXIII因子を
活性化させる．よってトロンビンは凝固系において
重要な機能を担っていると考えられる．さらにトロ
ンビンはTAFIの活性化にも関与しているため，トロ
ンビンは線溶系と凝固系の両方に影響を与える因子
であるといえる．本研究結果より鼻茸組織内で
TATcとTAFIが上昇していたことは，鼻茸成因に凝
固系の亢進と線溶系の低下が生じていることが改め
て確認できた．
上気道炎症と下気道炎症は密接に関連している
が 15）16），気管支喘息を合併するCRSwNP患者群は
気管支喘息非合併群よりもTATcとTAFIが上昇して
いた．重症気管支喘息患者におけるステロイド使用
は，末梢血の凝固系に影響を与える可能性がある．
しかし，ステロイド使用の有無による鼻腔洗浄液中
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図2．鼻腔組織中のECPとTATc，ECPとTAFI濃度の相関関係（文献12より）．
（a）鼻腔組織中のECPとTATc，（b）ECPとTAFI濃度には有意な相関関係がある．**P<.01.
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図3．血清中のTAFI濃度（文献12より）．
血清中のTAFI濃度には3群間において有意な差は認めな
い（●; control, ■; CRSsNP, ▲; CRSwNP, n=9–12）．
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図4．鼻腔洗浄液中のアルブミン濃度とアルブミン濃度補正によるTAFI濃度（n=15–21）（●; control, ■; 
CRSsNP, ▲; CRSwNP）（文献12より）．
（a）鼻腔洗浄液中のアルブミン濃度．慢性副鼻腔炎患者における鼻腔洗浄液中のアルブミン濃度は上昇している（n=15–
21）．（b）鼻腔洗浄機中のTAFI濃度（鼻腔洗浄液中のアルブミン値による補正）．コントロール群と比較してCRSwNP群
のTAFI濃度は有意に高い．（c）鼻腔洗浄液中の総タンパクとアルブミン値により補正したTAFI濃度の相関．*P<.05, 
**P<.01, and ***P<.001 and ****P<.0001.

0

20

40

60

80

100

0

200

400

600

800
1,000
2,000

**
***

a b

0

200

400

600

800
1000
2000 **

0

20

40

60

80

100
*

c d

気管支喘息 ありなし 気管支喘息 ありなし

気管支喘息 ありなし 気管支喘息 ありなし

鼻
腔
洗
浄
液
中

TA
Tc

 (n
g/

m
g 

to
ta

l p
ro

te
in

)

鼻
腔
洗
浄
液
中

TA
FI

 (n
g/

m
g 

to
ta

l p
ro

te
in

)

鼻
腔
洗
浄
液
中

TA
Tc

 (n
g/

m
g 

to
ta

l p
ro

te
in

)

鼻
腔
洗
浄
液
中

TA
FI

 (n
g/

m
g 

to
ta

l p
ro

te
in

)

図5．気管支喘息の合併による鼻腔洗浄液中のTATcとTAFI濃度の比較（文献12より）．
（a）全対象者でのTATc濃度．（b）全対象者でのTAFI濃度．（▲；気管支喘息非合併症例，◆；気管支喘息合併症例n=15–
36）．（c）CRSwNP群におけるTATc濃度．（d）CRSwNP群におけるTAFI濃度（▼；気管支喘息非合併症例，●；気管支喘
息合併症例，n=9–12）．*P<.05, **P<.01, and ***P<.001.
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TATcとTAFIの差を検討したが，ステロイド投与群
と非投与群では両因子とも差を認めなかった（図6）．
気管支喘息を合併するCRS患者においてTATcと
TAFIが上昇していたことは気管支喘息が鼻腔の炎
症にも影響を与えていることを示唆している．
術前のCTで病変の程度（広がり）を示すLund-

MackayスコアとTATcとTAFIの関連を調べたとこ
ろ，TATcとLMスコア（r=0.7062, p<0.0001），そし
てTAFIとLMスコア（r=0.3856, p<0.05）には有意
な相関を認めた．すなわち病変の広がりとTATcと
TAFIは相関することを示している．
鼻腔内のTAFI濃度上昇は，局所での炎症反応によ
る血管外漏出が亢進しているためである．それでは
気管支喘息合併のCRSwNPでTAFIが上昇していた
理由は，血管外漏出がより亢進しているため（＝ア
ルブミン漏出が多いため）であろうか．CRSwNPの
気管支喘息合併例と非合併例の鼻腔洗浄液中のアル
ブミン濃度を比較したところ，有意な差は認めな
かった（図7）．この結果はCRSwNPにおいて鼻腔
内でTAFIを上昇させる原因が血管漏出以外にもあ
る可能性を示唆している．
生体内におけるTAFIは血清以外にも血小板のα
顆粒に含まれている9）10）．血小板は核を持たない細
胞であるが，血小板はさまざまなサイトカインやケ
モカインを貯蔵しているため，炎症細胞としての機
能を有する．トロンビンは気管支喘息の病態に関連
しているが，トロンビンは血小板を活性化させ，活
性化した血小板は気管支（炎症局所）へ遊走し，さ

らにトロンビンで活性化され，炎症反応を増強させ
る20）～22）．これらの反応は下気道のみならずアスピ
リン喘息の鼻茸にも生じていることが近年報告され
ている11）23）24）．本研究で鼻茸中のTATc（トロンビ
ン）が上昇していたことは，トロンビンが血小板を
活性化させることにより，血小板からのTAFI放出
（＝鼻茸中のTAFI濃度上昇）が生じている可能性を
示唆している．以上の結果よりCRSwNPにおいて
鼻腔内でのTAFI濃度を規定する因子として，炎症に
よる血管外漏出のみならずトロンビンにより活性化
された血小板からの放出が関連していると考えられ
た．気管支喘息を合併するCRSwNP患者において
この傾向が顕著であることから，鼻茸形成には下気
道炎症が重要であることが示唆された．

（意元　義政）
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図6．CRSwNP群におけるステロイド使用状況による鼻腔洗浄液中のTATc（a）とTAFI濃度（b）（n=5–11）（文
献12より）．
ステロイド使用では鼻腔洗浄液中のTATcとTAFI濃度には影響しない．
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図7．CRSwNP群における気管支喘息合併の有無によ
る鼻腔洗浄液中のアルブミン濃度の比較（n=9–12）
（文献12より）．
気管支喘息合併症例と非合併症例では鼻腔洗浄液中のア
ルブミン濃度には有意な差はない．
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はじめに
我々は，慢性副鼻腔炎に伴う鼻茸は過剰なフィブ
リン沈着によって形成されていることを明らかにし
た．フィブリンの沈着は上皮細胞からの tPAが減少
し，凝固系と線溶系のバランスが凝固系に傾いてい
ることによると考えられ，tPA産生の抑制には IL-13

が原因だとしている1）．AERDに伴う副鼻腔炎は，手
術を行っても高率に鼻茸を再発する重篤かつ難治性
の慢性副鼻腔炎と認識されており2），本邦での好酸
球性副鼻腔炎に含まれる．このAERD鼻茸中 tPAは
CRSwNPよりも有意に低いことが報告されていた
が，鼻茸中 IL-13濃度には差がなかったため3），Th2

サイトカイン以外にも tPAを抑制する原因があるの
ではないかと考えていた．
レチノイン酸（retinoic acid; RA）は，ビタミンA

の活性代謝産物で，視力，胎児の成長，細胞分化，上
皮細胞の統合性維持および免疫機能などヒトの生物
学的活動には欠かせない微量栄養素である4）～5）．た
とえばRAの作用として，粘膜の繊毛機能を改善し
たり 6），ヒト2型 innate lymphoid cells（ILC2s）か
らの調節性サイトカイン IL-10分泌を増加させ，炎
症性CD4+T細胞や，ILC2s機能を抑制したりする7）．

RAは細胞膜に可溶性で，ホルモン結合タンパクと
ともに血中を循環しており，核内受容体と結合する．
核内受容体はRARとRXRに大別され，それぞれα，β，
γのサブタイプからなる．RAは血管内皮細胞や線維
芽細胞，星状細胞，Hela細胞において tPAを誘導す
ることが報告されている 8）．本研究は，AERDの鼻
茸中でより tPAが減少する機序としてRAが関与し
ているかどうかを検討した．

方法

検体
CRSwNPおよびAERD患者から鼻茸組織を採取

し，凍結破砕後T-PER（Thermo, Waltham, MA）を
用いて懸濁液を作成した．鼻腔内から行う下垂体腫
瘍手術時に採取した鈎状突起組織を正常コントロー
ルとして用いた．

ELISA
ELISAを用いて組織懸濁液のRA濃度（Cusabio, 

Wuhan, China），tPA濃度（Assaypro, St. Charles, 

MO），d-dimer濃度（Diagnostica Stago, Asnieres-

Sur-Seine, France）を測定した．

5 - 5

気道上皮におけるレチノイン酸の tissue plasminogen 
activator調節と治療，バイオマーカーへの応用の可能性

 サマリー
アスピリン不耐症（aspirin exacerbated respiratory disease; AERD）患者は，易再発性の鼻茸が特
徴であり，治療に難渋する．慢性副鼻腔炎（chronic rhinosinusitis with nasal polyps; CRSwNP）
の鼻茸では IL-13濃度が高く，tissue plasminogen activator（tPA）の発現が低い．AERDの鼻茸
では，IL-13濃度は CRSwNPの鼻茸と同じく高いが，tPAはさらに低い．これは，AERD鼻茸中の
レチノイン酸（retinoic acid; RA）濃度が低いことによる．RAはビタミン Aの活性化代謝産物であり，
正常ヒト気管支上皮細胞（normal human bronchial epithelial cells; NHBE）を刺激することで
tPA産生を誘導した．IL-13との共刺激では，IL-13による tPA産生抑制を回復させた．これらのこと
から RA濃度の低下が AERD鼻茸中の tPA発現減少に関与し，RAの補充による治療応用の可能性が
示唆された．
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免疫組織化学
鼻茸組織をパラフィン包埋し，4 μmの切片を作

成した．免疫組織化学は，ウサギ抗RA受容体α，β，
γ（retinoic acid receptor; RARα, β, γ）を1次抗体
（ab188000, ab53161, ab217004, Abcam, 

Cambridge, UK），ウサギポリクローナル IgGを2次
抗体（ab171870, Abcam, Cambridge, UK）として
行った．全組織中の0～25%に染色がとどまってい
る状態をスコア0（low expression），26～50%の場
合をスコア1（mild expression），51～75%が陽性
の場合スコア2（moderate expression），76～100%

が染色される場合をスコア3（high expression）と
した．

リアルタイム PCR
正常ヒト気管支上皮細胞（normal human bronchial 

epithelial cells; NHBE）（Lonza, Walkersville, MD）
を all trans RA（ATRA, SIGMA, St. Louis, MO）と
IL-13（Peprotech, Rocky Hill, NJ）にて24時間刺激
した．細胞を回収しRNAを抽出後，cDNAを合成し
てリアルタイムPCRによって tPA発現を解析した．
また，上清中の tPA濃度をELISAにて測定した．

統計学的検討
コントロールとCRSwNP，AERD鼻茸の比較は

Mann-Whitney testで，2群 間 の 相 関 解 析 は
Spearman rank correlationを用いて検討した．

結果

鼻茸中の RA，tPA，d-dimer濃度
鼻茸中のRAを測定すると，AERD鼻茸ではコント
ロールおよびCRSwNPに比べ有意に低かった
（p<0.05, 図1）．同じ検体を用いて tPAのmRNAを
測定すると，AERD鼻茸ではコントロールと
CRSwNPより有意に低かった（p<0.01, 図2a）．tPA

タンパクは，AERD鼻茸中でコントロールよりも有
意に低いが，CRSwNP鼻茸もコントロールよりも有
意に低かった（p<0.01, 図2b）．これらの組織中の
tPAタンパクとRAを比較すると高い正の相関を示
していた（r=0.6426, p<0.001, 図2c）．線溶系のも

う一つのマーカーとして，組織中のフィブリン分解
生成物のd-dimer濃度を測定したところ，AERD鼻
茸では，コントロール，CRSwNP鼻茸と比べて有意
に低かった（p<0.01, 図3a）．組織中のd-dimerと
RAも正の相関が認められた（r=0.5278, p<0.05, 図
3b）．これらのことから，RA濃度が低いために tPA

産生が抑制され，線溶系の働きが低下してフィブリ
ン分解産物のd-dimerが少なくなっていることが考
えられた．

RAによるNHBE細胞からの tPA産生
CRSwNP，AERDの鼻茸ではTh2環境下にあり，

IL-13発現が高い．そこで，tPA誘導における IL-13

とRAの関係を調べた．RAの活性化型であるall 

trans RA（ATRA）9）で，NHBE細胞を刺激すると無刺
激のコントロールに対して，0.1 μMで7倍，1 μMで
15倍強く tPAのメッセンジャーRNA発現を誘導し
た（p<0.01, 図4a）．一方，IL-13でNHBE細胞を刺
激すると，濃度依存的に tPA mRNA誘導は抑制され，
10 ng/mlと100 ng/mlではおよそ60%の抑制が認
められた（p<0.01, 図4b）．ATRA刺激後の上清中
tPAタンパクを測定したが，mRNAの誘導と同様に
有意に強く誘導されていた（data not shown）．
IL-13刺激後の上清中 tPAタンパクは有意に抑制さ
れていた（data not shown）．次に，ATRA（1 μM）と
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それぞれの組織中のd-dimerとRAをELISAにより測定し，相関関係を示した（b）．Control UT（●），CRSwNP NP（□），
AERD NP（▲）．
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IL-13（100 ng/ml）とを共刺激したところ，IL-13に
よって抑制された tPA発現が2倍以上に増加した
（p<0.01, 図4c）．ATRAの受容体であるRA受容体
にある3つのサブタイプ全てに対するアンタゴニス
トであるBMS493で処理すると，RAによる tPAの
mRNA発現はBMS493濃度依存的に抑制された
（data not shown）．そこで，RA刺激がどのRARサブ
タイプと関連しているのか調べた．

鼻茸中 RARγの免疫組織化学
RARはα，β，γのサブタイプからなり．ラットでは，

RAR発現はRAR濃度によって影響を受けることが
報告されている9）．そこで，鼻茸組織中の3種類の
RARをそれぞれ免疫組織学的に染色し，比較検討し
た．すると，RARγは，コントロールとCRSwNPで発
現が高いが，AERDではほとんど発現していなかっ
た（図5a～d）．一方で，RARαとRARβについては，

コントロール，CRSwNP，AERDいずれも発現を認
めず，3群間で有意差を認めなかった（data not 

shown）．

考察
本研究は，AERD鼻茸中 tPAとRAの関係を調べる

ために行った．その結果，AERD鼻茸では，IL-13濃
度はCRSwNPの鼻茸と同レベルに高いにもかかわ
らず tPAがより低いのは，AERD鼻茸ではCRSwNP

鼻茸に比べてRAが有意に低いことによることがわ
かった．RAは正常NHBE細胞を刺激することで tPA

産生を誘導し，IL-13との共刺激では IL-13による抑
制を回復して tPA産生を誘導した．RA濃度の低下が
AERD鼻茸中の tPA発現減少の本態であった．この
ことがAERDの難治性にも関わることではないかと
考えている（図6）．
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今回RAを選定したのは，tPA産生誘導物質を探索
した結果である．RA，デキサメタゾン，エストロゲ
ン，ビタミンD3などのホルモン，酪酸，トリコスタ
チンAなどのヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）
阻害薬，TNFα，IL-1β，IL-4，IL-13，IFNγの炎症性サ
イトカイン，LPS，polyI:CのToll様受容体のリガン
ドなど23種類をNHBE細胞を用いて検討した．そ
の結果，最も tPA産生誘導の強かったのは，今回用
いたRAであった（data not shown）．
血管内皮細胞は，産生した tPAをWeidel beiden

粒子の中に一旦蓄積し，特定の刺激を受けると tPA

を放出するメカニズムを持っている 10）．血管塞栓
発生の際には，thrombin，factor Xa，bradykinin，
desmopressin，substance P，histamineやepinephrine

などの刺激によって血管内皮細胞から一気に tPAが
放出される．同様のことが気道上皮細胞においても
起こるのか調べてみた．気道上皮細胞をRA（1 μM）
で刺激して気道上皮細胞内と培養上清中の両方の
tPAを測定した．両者を合わせた濃度を全 tPA産生
濃度，上清中のものを分泌濃度としたところ，分泌
濃度は全産生量のおよそ80%であった（data not 

shown）．この80%は，無刺激と IL-13（100 ng/ml）
刺激においても同じ値であった．すなわち，刺激の
有無，刺激が tPAの誘導性か抑制性かにかかわらず，
気道上皮中では，蓄積の仕組みはなく，産生された
tPAのうち80%が自動的に上清中に分泌されること
がわかった．以上のことは，鼻粘膜上皮からの tPA

誘導が回復できれば，分泌のための刺激なしに直接
tPAが分泌されるため，治療応用には有利なことを
示している．
過去の報告では，コントロール鈎状突起組織中と
比べてCRSwNP鈎状突起では tPA産生は少なかっ
た1）．しかし，今回コントロールとCRSwNPの鼻茸
からの擦過細胞を培養液中で増殖させて tPA産生を
測定すると両者から tPAの産生が確認され違いはな
かった（data not shown）．このことから，鼻茸の上

皮細胞そのものが元来 tPA産生能を欠いているので
はなく，Th2サイトカインなどの微小環境の変化に
より影響を受けていることが主であると考えられ，
その微小環境が正常化すると tPA産生が回復するも
のと考えられる．
恒常的に上皮の維持に必要とされるRAが少ない
という微小環境が鼻茸中で生じている理由はいまだ
不明である．しかし tPA抑制性の IL-13が多いとい
う微小環境は，RA投与によりキャンセルされ得る
ことが示唆された．これまで，CRSwNPやAERD鼻
茸の治療は経口ステロイド薬や，手術療法が主で
あった．本研究のRAはビタミンAの活性化代謝物
であり，RA自体は毛嚢炎の治療に用いられている．
ビタミンAおよびその代謝物であるレチノイドは上
皮の維持に必須ものであることから長期使用も問題
は少ないと考えられ，治療応用が期待できる．
好酸球性副鼻腔炎の診断基準や重症度分類は，

JESREC studyと臨床データによるが，より客観的な
バイオマーカーの探索もなされている．血清中ペリ
オスチンなどが候補となっているが11），組織中RA

も臨床マーカーになり得るかもしれない．現在簡易
な組織中RA測定法の確立を目指している．

結論
RAは，in vitroでNHBE細胞からの tPAの誘導薬で
あり，CRSwNPより重症型と考えられるAERD鼻茸
組織において減少していた．AERD鼻茸では，線溶
系の tPAがより低く抑えられてフィブリン沈着が強
く生じている．RAにてNHBE細胞を刺激すること
で IL-13による tPAの抑制を回復できたことから，
RAを用いた鼻茸の縮小や術後の再発予防を検討す
る臨床応用を考えている．本研究の成果は現在投稿
中である12）．

（坂下　雅文）
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はじめに―好酸球の役割とは
好酸球（eosinophil：エオシン好性細胞）の名前は，
酸性エオシンで顆粒が赤く染色されることに由来し
ている．1879年に簡便で再現性の良い染色法を確
立したエールリッヒによって初めて記載され，これ
が学問的な好酸球研究の出発点になっている1）．
多くのアレルギー疾患の炎症部位で，他の細胞に
比べて好酸球は著しく局所に集積する．1980年頃
から，好酸球を特徴づける顆粒蛋白の細胞障害性や
大量の活性酸素産生能が明らかとなり，寄生虫感染
やアレルギー疾患といった2型免疫反応における
「エフェクター細胞」として認知されるようになっ
ている．
実際，好酸球は慢性炎症やリモデリング形成にお
いて主要な役割を担っているが，単なる炎症細胞と
いうわけではない．定常状態でも好酸球は血中の
100倍ほどが皮膚，肺，腸管などの組織に存在する
とされ，その生理的な役割は十分わかっていない．
近年の研究成果は，サイトカイン・増殖因子，脂質
メディエーターの産生細胞として，他の細胞をコン
トロールし，多面的な役割を発揮する免疫細胞とし
て理解がなされるようになった2）．好酸球側から換

言すれば，「生体の恒常性を保とうとしている」とい
うことで，好酸球の役割とは，どのようなコンテク
スト（文脈）で語られたかということに過ぎない．

好酸球の組織集積
骨髄における好酸球の分化は，IL-5，IL-3，GM-

CSFといったサイトカインによって誘導され，骨髄
前駆細胞から成熟すると血管内へ移行する3）．流血
中の好酸球の半減期は，定常状態で1日ほどだが，
活動性の炎症があると1時間ほどで組織に集積する
ことができる．IL-5は，好酸球にかなり選択的な作
用を有するサイトカインで，IL-5トランスジェニッ
クマウスは著明な好酸球増多を呈し，ヒトでも IL-5

産生過剰状態によって好酸球増多症候群を呈する．
分化だけでなく生存延長作用を有するほか，低濃度
でもプライミング（刺激に対する反応性や細胞機能
を亢進させる）作用により，好酸球の接着や脱顆粒
などさまざまな機能を正に調節している．IL-5の主
要な産生細胞として，抗原提示を必要とする獲得免
疫系ではTh2リンパ球，上皮障害などで発動する自
然免疫機構においては type 2 innate lymphoid cell

（ILC2）と呼ばれるリンパ球様細胞が重要である．

6 - 1

好酸球性副鼻腔炎における好酸球の細胞死

 サマリー
好酸球性副鼻腔炎は生体にとって望まれない免疫の過剰反応であり，副鼻腔粘膜のみならず篩骨洞など
の副鼻腔内にも好酸球の選択的な集積を伴う．このような局所では，好酸球の活性化による顆粒蛋白の
放出によって組織障害が起こるが，好酸球は細胞外トラップや顆粒を放出する能動的な細胞死
（EETosis）を来していることがわかってきた．EETosisは粘液の粘性を増強し，クリアランス障害，シャ
ルコー・ライデン結晶の形成などに寄与しており，炎症増幅に関与している．好酸球性副鼻腔炎の病態
を理解するうえで，好酸球の運命決定機構を理解することが重要であり，将来的な新規治療にもつなが
ると考えられる．

略 語  NETs：Neutrophil extracellular traps，ETs：Extracellular traps，CLC：Charcot-Leyden Crystal，
EETosis：Eosinophil extracellular trap cell death，ETosis：Extracellular trap cell death
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現在，IL-5/IL-5受容体をターゲットとした分子標的
治療が開発され，難治性喘息や好酸球性多発血管炎
性 肉 芽 腫 症（eosinophilic granulomatosis with 

polyangiitis (EGPA), Churg-Strauss syndrome）の治
療に利用されており，著明に末梢血好酸球を減少さ
せ，発作頻度の抑制や経口ステロイド減量効果を有
している．
好酸球の組織遊走過程では，血管内皮へのインテ
グリンを介した接着，細胞間隙の通過，組織への遊
走反応が連動して起こる．好酸球の遊走には，細胞
表面受容体のケモカイン受容体CCR3が重要であり，
選択的な好酸球集積に寄与している．実際，好酸球
性副鼻腔炎の鼻茸抽出液に対する好酸球の遊走は，
CCR3をブロックすることによって著明に抑制され
る4）．CCR3の発現は，粘膜免疫を調節する因子とし
て重要なレチノイン酸によって増加し，その機能も
増強する5）6）．レチノイン酸は好酸球の ICAM-1発
現を増加させるほか7），強力なアポトーシス抑制因
子でもある8）．好酸球の接着や遊走は細胞内シグナ
ルによって制御され9），アディポサイトカイン10）11），
脂肪酸12）13），核内受容体リガンド14）などの細胞外
因子によって調節されている．

CCR3のリガンドとして，eotaxin-1（CCL11）や
RANTES（CCL5）が知られている．しかし近年では，
IL-13に誘導されるeotaxin-3（CCL26）の重要性が
明らかになってきている15）（図1）．好酸球性副鼻腔
炎患者において，組織中の好酸球は，血清中の IL-5

やeotaxin-1ではなく，むしろeotaxin-3によって精
度良く予測できる15）．また，気道内腔の好酸球は
CCL4と良く相関しているが，活性化した好酸球が
CCL4を産生することでさらに好酸球を遊走させて
いる可能性がある16）．
そのほか，種々の脂質メディエーターにも遊走活
性を有するが，中でもプロスタグランジンD2は好
酸球に強い遊走活性を示す．その受容体である
CRTH2は，好酸球やTh2リンパ球，好塩基球，ILC2

などアレルギーに関連する細胞に選択的に発現する
ことから，治療ターゲットとしても注目されてい
る 17）．基本的に組織の好酸球は流血中から供給され
るが，近年，組織に常在するフェノタイプの好酸球
の存在を示す報告や18），一部は組織で分化している
という研究結果もある．

IL-33
IL-25 TSLP

Th2 ILC2

IL-13

IL-5

Eotaxin-3

線維芽細胞

図1．好酸球の組織集積における IL-13とeotaxin-3．
好酸球は骨髄で産生され，血中から組織に移行する．血管外へ遊走する場合，上皮由来のサイトカインやケモカインによ
り活性化されたTh2細胞や ILC2は，IL-13を産生することで気道上皮や線維芽細胞から好酸球選択的な遊走因子である
eotaxin-3を産生させる．遊走した好酸球は IL-5によってさらに活性化される．
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好酸球の活性化と脱顆粒
好酸球は好中球と比較すると貪食能が弱く，エ
フェクター細胞としての機能の中で最も重要なのが
顆粒内容の放出（脱顆粒）である．成熟した好酸球
は200個ほど，脂質二重膜で覆われた直径約0.7～
1 μmの顆粒を有している19）．顆粒は強い細胞障害
性を持つ4種類の特異的な蛋白を有しており，カチ
オン性・塩基性を持ち好酸球の染色性を決定して
いる．

Major basic protein（MBP）は顆粒の中心部に局
在し，多くのアルギニン残基によって強い塩基性
を有する．細胞膜の透過性を亢進させることで細
胞を障害するほか，血小板やマスト細胞の活性化
にも作用する．Eosinophil peroxidase（EPO/EPX）は
haloperoxidaseであり，ハロゲン化物（塩化物や臭
化物など）をH2O2と共働して酸化し，次亜塩素酸
などを産生することで細菌や寄生虫の殺傷に寄与す
る．Eosinophil cationic protein（ECP），eosinophil-

derived neurotoxin（EDN）はRNase活性と細胞障
害性を有しウイルスなどに対する生体防御に寄与す
るほか，EDNはalarminとしても働く．この他にも
顆粒には，数十種類ともいわれるサイトカインや酵
素が貯蔵されている．
よく知られた脱顆粒誘導因子として，高濃度の

IL-5，血小板活性化因子（PAF）や補体成分（C5aな
ど），固相化された免疫グロブリン（IgA，IgG）など
がある．脱顆粒反応は接着分子（特にβ2インテグリ
ン）に大きく依存している．流血中では脱顆粒がほ
とんどおこらないが，これはトリガーとなる因子の
濃度が組織より低いことだけでなく，足場となるイ
ンテグリンとの結合がないことも重要と考えられる．
他の有核細胞と同様に，好酸球は新たな蛋白合成
と小胞体－ゴルジ体を介した分泌経路も有してい
る．しかし，組織好酸球の寿命は短く（長くて1週
間程度），迅速に組織に移動できることから，あら
かじめ準備されている蛋白を放出するほうが効率
的である．好酸球が顆粒蛋白を放出する仕組みは詳
細に検討されており，削り取り脱顆粒（piecemeal 

degranulation），エクソサイトーシス（exocytosis），
細胞崩壊（cytolysis）に分類される20）．削り取り脱

顆粒では，顆粒に融合する小胞に選択的に蛋白を取
り込んで，細胞膜まで輸送している．これは免疫調
節細胞としての好酸球を説明するうえで重要な機構
と考えられる．エクソサイトーシスは開口分泌とも
呼ばれ，個々の顆粒が細胞膜と融合することで顆粒
内容物が非選択的に放出される．エクソサイトーシ
スは，より活性化された状態と考えられているが，
生体内で観察されることはまれである．細胞崩壊は，
崩壊型脱顆粒（lytic degranulation）などとも呼ばれ，
文字通り細胞死の結果として起こる脱顆粒である．

炎症部位における好酸球の崩壊型脱顆粒
成熟した好酸球はそれ以上分裂・増殖することは
なく，ターンオーバーからみても消費される性格の
細胞といえる．組織に移行しない好酸球は網内系で
処理されるが，組織の好酸球は粘膜から気道や消化
管内腔などに遊出するか，組織で一生を終える．し
かし，病理学的にアレルギーや寄生虫感染の炎症組
織でアポトーシスを来す好酸球はまれで，マクロ
ファージに貪食された形跡もあまり認められない．
一方で，崩壊を来して細胞外に顆粒そのものが遊離
した好酸球像は，古くは1800年代から繰り返し観
察されてきた21）．電子顕微鏡での観察では疾患に
よって10～90%の好酸球が崩壊型脱顆粒の形態を
取る22）23）．好酸球の崩壊型脱顆粒の本態は長年の
謎だったが，近年の研究から単なるネクローシスで
はなく，過剰な活性化によっておこるプログラム細
胞死であることが明らかになってきた．

Extracellular trapsと ETosis

好中球は菌体成分などによって活性化されると，
核膜・細胞膜が崩壊して網目状のクロマチン繊維を
放 出 す る．こ れ はneutrophil extracellular traps

（NETs，好中球細胞外トラップ）と呼ばれ，その粘
性によって周囲の病原体を捕捉するだけでなく，
NETsの構成成分である顆粒蛋白やヒストンなどに
よって殺菌にも働く自然免疫機構である24）．この細
胞死は，アポトーシスやネクローシスと異なるプロ
グラム細胞死としてneutrophil extracellular trap 
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cell death（NETosis）と呼ばれている25）．同様の細
胞外トラップを形成する細胞死は他の免疫細胞にも
認められることから，総称してextracellular trap 

cell death（ETosis）と呼ぶ26）．
好酸球の崩壊型脱顆粒は，好中球のNETosisとほ
ぼ同様の事象であり，迅速に核膜・細胞膜が崩壊し
て繊維状のクロマチン（細胞外トラップ）が放出さ
れることから，好酸球ではEETosisと呼んでいる27）．
ただし，NETosisと異なり，EETosisの過程では，顆粒
の崩壊がほとんど起こらないため，顆粒はそのまま
の形態と内容を保って細胞外に放出される28）．興味
深いことに，少なくとも一部の顆粒は，細胞外での
二次刺激でも顆粒内容が放出され，クラスター爆弾
のように働きうる29）．

細胞外トラップとアレルギーの病態
EETosisにおける最大の特徴はその最終的な形態
にあり，アポトーシスと異なり全長2メートルとい
われるDNAが断片化されずネット状に放出される．
EETosisを起こした細胞はfind-meシグナルをほと
んど出さずに迅速に崩壊するため，顆粒や細胞外ト
ラップは貪食から逃れて組織に残存する21）．細胞外
に放出されたヒストンやDNAは免疫を賦活化し，
組織障害，凝固反応の促進など多彩な活性を有する．
細胞外トラップは抗微生物活性を有し，本来の役割
は病原体に付着して，その拡散や移動を防ぐための
自然免疫機構である21）．
しかし，好酸球が望まれない部位で過剰なEETosis

を来すことが種々のアレルギー疾患の病態に関与し
ている30）．好酸球性副鼻腔炎や好酸球性中耳炎は再
発率が高く，難治性であることが多いが，これらの
疾患では，ニカワ状と表現される粘稠度の高い粘液
（好酸球性ムチン）が副鼻腔や中耳に貯留する31）．こ
の好酸球性ムチンは，好酸球の細胞外トラップを大
量に含有することによって高い粘性が形成され，分
泌物のクリアランスを阻害している32）33）．好酸球
の細胞外トラップは，好中球のそれと比較して安定
で太い構造を取っており，高い粘性の原因になって
いる28）．同様に，アレルギー性気管支肺アスペルギ
ルス症の気道内に粘液栓が形成されるが，粘液栓に

は大量の好酸球由来の細胞外トラップが存在してい
る34）．管腔内の好酸球増多，脱顆粒とEETosisは重
症喘息でも問題になり35），これらのコントロールは
今後の治療ターゲットになると考えられる．なお，
ミトコンドリアDNAからなる好酸球細胞外トラッ
プを主張する研究グループもあるが，その意義は疑
問が呈されている30）36）37）．

シャルコー・ライデン結晶の形成と
EETosis

シャルコー・ライデン結晶（Charcot-Leyden 

crystal; CLC）は，両錐型六角形の特徴的な結晶であ
る．顕微鏡の発達により，1853年，シャルコーらに
よって白血病死患者の脾臓や心臓にはじめて発見さ
れ，のちにライデンが喘息患者の痰にも見出したこ
とからこの名がある38）．CLCは好酸球性炎症を示唆
する古典的な病理所見として知られており，多くの
疾患の組織や分泌液中で認められる（表1）．
当初，CLCを形成する蛋白は，リゾホスホリパー

ゼ活性と糖結合性蛋白の性質を持つとされ，CLC蛋
白（Charcot-Leyden crystal protein）や好酸球リゾ
ホスホリパーゼと呼ばれていた．しかしその後，ア
ミノ酸配列，3D構造，遺伝子解析などによって既知
のホスホリパーゼとの関連は認められず，S型レク
チンであるガレクチンスーパーファミリーとの相同
性が見いだされ，CLC蛋白はgalectin-10であること
が判明した．galectin-10はマウス好酸球では認めら
れず，霊長類の好酸球が有している．ヒトでは好塩
基球や制御性T細胞も発現がみられるが，好酸球に
大量に含まれており，好酸球の蛋白のうち実に7～
10%を占める39）．

CLCは好酸球性炎症と関連して出現するが，CLC

が形成されるメカニズムはよくわかっていなかった．
そこで我々は，EETosisがCLC形成に関与している
ことを想定し，好酸球性炎症疾患の組織を電子顕微
鏡などで詳細に検討した．すると，病理形態学的に
CLCはEETosisに伴って出現することがほとんどで，
好酸球性副鼻腔炎のポリープでは，疾患の重症度が
高いほど多く観察され，重症患者では通常のH&E

染色でも半数以上に認められた40）．
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in vitroで末梢血から分離した好酸球にEETosisを
誘導したところ，細胞質に偏在したgalectin-10の
分布が大きく変化し，刺激後30分程度で一部の細
胞に結晶が認められる．顕微鏡でタイムラプスを
とって詳細に検討すると，細胞膜の崩壊する前に細
胞質内で結晶化しており，結晶は出現後1～2分で
長軸方向に伸びながら完成していく様子がとらえら
れた．また，細胞どうしが近接した状態でEETosisを
誘導すると，周囲のgalectin-10濃度の上昇により
細胞外でもCLCが形成された40）．なお，生理的な意
義は証明されていないが，好酸球はケモカインで活
性化，EETosisの過程では，大量の細胞外小胞
（extracellular vesicles）を放出する27）40）41）．
組織で形成されたCLCについては，しばしばマク

ロファージに取り込まれている様子が確認できる．
CLCはマクロファージのNLRP3インフラマソームを
活性化し，炎症性サイトカインの産生につながる42）．
これらのことから，CLCはEETosisによって形成さ
れ，さらに局所の炎症を増幅することが示唆される

（図3）．一方で，病理学的に認めるCLCは，EETosis

の存在を示唆する所見といえるかもしれない43）．

おわりに
ヒト好酸球のプロテオーム解析では，7,000以上
同定された蛋白のうち，トップ10のうち7つを顆粒
蛋白，galectin-10，ヒストンが占める44）．つまり，
好酸球が組織で崩壊する場合には，これらの蛋白に
加え核酸が大量に放出されることになる．とりわけ
「強い」好酸球性炎症が特徴的な疾患群（例えば好酸
球性喘息，アレルギー性気管支肺真菌症，好酸球性
副鼻腔炎，好酸球性中耳炎，好酸球性消化管疾患，
好酸球性多発血管炎性肉芽腫症など）ではEETosis

の関連が深いと考えている45）．好酸球性中耳炎や好
酸球性副鼻腔炎ではムチンの貯留によって上皮障害
が起こり，増悪のサイクルを作っているのではない
だろうか．疾患コントロール改善のためにも，今後
EETosisのさらなる理解が必要だと考えている．

（植木　重治：秋田大学検査診断学）

炎症の惹起／遷延 炎症の収束／定常状態

ETosis アポトーシス

CLCs

細胞外小胞

細胞外遊離顆粒

細胞外トラップ

マクロファージ等による貪食
2型炎症

インフラマソーム活性化

管腔内

組織

図2．好酸球の運命と炎症病態．
定常状態や炎症の収束時において，好酸球はアポトーシスを選択する．これにより好酸球はマクロファージによる貪食
作用や，管腔内での繊毛運動などで効率的に除去される．一方，活性化した好酸球は迅速にEETosisを選択し，細胞外小胞，
細胞外トラップ，遊離顆粒，その他種々のalarminを放出する．これによって組織障害や粘液クリアランスの悪化が引き
起こされる．好酸球の細胞質にあるgalectin-10は，EETosisによって細胞内外で結晶化し，2型炎症やインフラマソーム
を活性化することで炎症がさらに遷延する．
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2020. [Epub ahead of print]
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はじめに
好酸球性副鼻腔炎（ECRS）は，鼻ポリープへの強

い好酸球浸潤が特徴であるが，好酸球の炎症箇所へ
の浸潤メカニズムについてはいまだ不明点が多い．
好酸球の粘膜への浸潤は，血管内を循環している好
酸球上と血管内皮上の接着分子の相互作用で起きて
いる可能性が高い．一般的に慢性炎症や悪性腫瘍で
は，2次リンパ組織に誘導される高内皮細静脈血管
（high endothelial venules; HEV）に類似するHEV

様血管が誘導される1）2）．HEVを介したリンパ球循
環では，最初の過程でリンパ球表面に発現する
L-selectinとHEV内腔に発現する末梢リンパ節アド
レシン（peripheral lymph node addressin; PNAd）

の微弱な接着がおこり，血管内腔をリンパ球が
“ローリング” する．このローリングに，ケモカイン
やインテグリンを介した強固な接着が加わりリンパ
球が血管内皮を介して血管外へと遊走していく2）3）．
こうした背景から，ECRSの好酸球浸潤は好酸球表
面のL-selectinとポリープ内のPNAd発現を有する
HEV様血管との分子相互作用によるものと推測さ
れる（図1）．本研究は慢性炎症に発現する血管内部
で血球表面分子と血管内皮分子間の接着，病巣への
浸潤機序，炎症との関連性について着目し，血中好
酸球がポリープ組織に浸潤する機序，それらに関与
する細胞接着分子を解析し，ECRSにおける炎症の
動態を解明することを目的とする．

6 - 2

好酸球性副鼻腔炎における末梢リンパ節アドレシン
（PNAd）の発現について

 サマリー
好酸球性副鼻腔炎（ECRS）は鼻粘膜への著明な好酸球浸潤が特徴である．本研究では好酸球上の
L-selectinと炎症個所に発現するHEV様血管内皮上の末梢リンパ節アドレシン（PNAd）との関与に
着目した．組織中の PNAdの発現，血管内腔に接着する白血球の傾向，好酸球上の L-selectin発現，
PNAdを発現させた CHO細胞への好酸球接着の相違を解析した．ECRSの鼻ポリープにはHEV様
血管が誘導されており，その内腔面に発現する PNAdと好酸球上の L-selectinが相互作用し好酸球浸
潤が起きている可能性が示唆された．

図1．好酸球のローリング接着の様子．
好酸球上のL-selectinと血管内皮上のPNAdとの接着．ローリングの初期段階で接着が起こり好酸球が血管外へ浸潤する．

HEV様血管

①ローリング ②ケモカインによる活性化 ③接着 ④遊走
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方法
福井大学附属病院および関連病院で内視鏡下鼻副
鼻腔手術を施行されたECRS鼻茸30例，non ECRS 

30例の検体を用いた．ECRSの診断は JESREC study4）

に準じて行った．

免疫組織化学
標本中の全ての血管内皮をQBEND10（mouce 

IgG; Immunotech, Marseille, France）で 染 色 し
CD34の発現を調べた．PNAd発現は sialyl 6-sulfo 

Lewis X構造を認識するMECA-79（rat IgM; BD 

Phamingen, San Diego, CA）で調べた5）6）．CD34，
MECA79いずれも同様の手技で染色した．キシレン
で脱パラフィン後にエタノールで再水和し0.3% 

H2O2メタノール液に30分間反応させ内因性ペル
オキシダーゼ活性を抑制，1 nM EDTAを含む10 nM 

Tris/HClバッファーで105°Cで15分間オートク
レーブ処理し，TBSで30分間非特異的タンパク結合
を抑制させる．1次抗体QBEND，MECA-79を60分
間反応，TBSで洗浄，2次抗体はHRP結合ヒストファ
イ ン（Nichirei），HRP結 合 ヤ ギ 抗 ラ ッ ト IgM

（Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA）をそ
れぞれ60分間反応させ，TBS洗浄後，3,3'-ジアミノ
ベンジジンで5分間呈色反応し，ヘマトキシリンで
対比染色とした．

PNAd発現血管の定量
200倍視野でCD34発現血管とPNAd発現血管を
カウントし，PNAd発現血管の割合をPNAd+/

CD34+%で算出した．

PNAd発現血管に付着した白血球の定量化
MECA-79発現血管の内腔に接着している好酸球，

好中球，リンパ球数をカウントし，PNAd発現血管
100個あたりの割合で算出した．

好酸球分離および L-selectin発現
健常者より採血しPolymorphoprep（Axis-Shield, 

Oslo, Norway）を用い密度遠心分離し，白血球分画
を回収後，Eosinophil Isolation Kit（Miltenyi Biotec 

GmbH, Bergisch Gladbach, Germany）を用いた磁
気 活 性 化 細 胞 分 離（Magnetic cell separation 

system; MACS）で好酸球を回収した．好酸球の純度
が98%以上であることをエオジン染色で確認した．
好酸球におけるL-selectin発現は抗ヒトL-selectin

モノクローナル抗体DREG-56（mouce IgG; BD 

Pharmingen）を用いた蛍光活性化セルソーティン
グ（FACS）分析によって確認した7）．

好酸球の rolling assay
PNAdを発現させたCHO細胞株を用いて，以下

の rolling assayを行った．
Assayの24時間前に5×104個のCHO細胞をLab 

tech 4well chamber slideのウェルにまいた．そこ
に単離した1×106個のヒト好酸球を20 mM HEPES

を添加したRPMIに懸濁し，各ウェルに添加した．
rotating shakerで4°C，30分間インキュベート後，
非接着細胞をRPMIで3回リンスして除去した．1%

グルタルアルデヒドを含むPBSで固定し，Nomarski

微分干渉光学顕微鏡を用い200倍，5視野でCHO細
胞と接着好酸球の数を計測し，CHO細胞100個あ
たりの接着好酸球の割合を算出した．Negative 

controlは抗L-selectin抗体を4°C，10分間前処理し
たものと接着を仲介するカルシウムイオンを阻害す
るキレート因子としてEDTAを前処理したものを用
いて同様に計測した7）．

結果

ECRSにおける PNAd発現
ECRS，nonECRSいずれも全症例でCD34，PNAd

の発現を認めた（図2）．またPNAd発現血管内腔へ
の白血球接着も確認された．それぞれのPNAd発現
血管の陽性率は，ECRSは24.56±11.14%であった
のに対し，nonECRSは10.76±5.75%であり，ECRS

でPNAd発現血管が有意に多い結果（p<0.001）と
なった（図3）．

PNAd発現血管における白血球接着
ECRS，nonECRSにおけるPNAd発現血管内腔に
接着する白血球は，好酸球は有意に血管内腔に接着
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している結果となった（3.58±3.38個 vs. 0.52±0.80

個 /100血管 P<0.001）（図4）．一方，nonECRSで好
中球とリンパ球が多い傾向であったが有意差は認め
なかった（好中球8.35±8.20個 vs. 11.97±13.05個
/100血管；リンパ球6.70±5.82個 vs. 9.39±9.71個
/100血管）（図4）．

好酸球と PNAd発現 CHO細胞との接着
好酸球の浸潤にはL-selectinとPNAdを介した分

子相互作用が起きているものと推測される（図1）．
L-selectinとPNAdの接着を確認するため，好酸球
上のL-selectin発現をFACSで解析した（図5）．好酸
球上にはL-selectinが発現していた．L-selectinのリ
ガンド糖鎖である sialyl 6-sulfo Lewis Xを含む
PNAd構造を定常発現させたCHO細胞に対して，
好酸球の rolling assayを施行した（図6）．好酸球の
PNAd発現したCHO細胞への接着が肉眼的に確認
された（80.12±10.05個 /100 CHO cells）．また，こ

図2．鼻茸におけるPMAd，CD34の発現．
HE染色はECRSで多数の好酸球を認める．CD34はECRS，non ECRSいずれも血管内皮が染色されている．PNAd弱拡大
では，HEV様血管の内皮上に発現を認める．PNAd強拡大では，血管内皮に接着する白血球を認める（▼）．

ECRS non-ECRS

HE PNAd

PNAd
(拡大)

ECRS non-ECRS

CD34

ECRS non-ECRS

(%)
40

30

20

10

0

***

図3．ECRS，non ECRS鼻茸におけるPNAd発現血管
の陽性率．
PNAd発現血管の陽性率はECRSで有意に高く，より多く
の血管が発現していた．***P<0.001.

好酸球 好中球 リンパ球

（個/100血管）
30

20

10

0

***

N.S.

N.S.
ECRS

non-ECRS

ECRS

non-ECRS

ECRS

non-ECRS

図4．PNAd発現血管に接着する白血球の比較．
ECRSで好酸球が有意に多く接着していた．好中球，リン
パ球は有意差はないがnonECRSに多く接着している傾向
であった．***P<0.001.
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（6.17±3.35個）．同様に，好酸球を抗L-selectin

（DREG-56）で処理すると，好酸球のCHO細胞への
接着が抑制された（43.35±6.62個）．以上から，
PNAd発現CHO細胞への好酸球接着が，部分的に
L-selectinを介して行われている可能性が示唆さ
れた．

考察
今回の検討で，ECRSの鼻粘膜およびポリープ中

にPNAd発現を認める血管が誘導され，好酸球が血
管内腔に接着していることがわかった．また，好酸
球がPNAd発現CHO細胞にカルシウム依存的に接
着し，抗L-selectin抗体によって阻害されることも
示唆された8）．以上から，ECRSにおける好酸球の集
積にはPNAd発現血管が部分的に役割を果たすこと
が予測された．

(－) +EDTA +DREG-56

図6．好酸球のRolling assay．
好酸球がPNAdを発現させたCHO細胞に接着している（▼左）．EDTAを添加すると接着が著しく抑制された（正中）．抗
L-selectin抗体で処理させると接着は抑制された（右）．
EDTA：Caキレートとして使用．DREG-56：抗L-selection抗体．Bar 100 μm.

細胞数

蛍光強度

図5．好酸球上のL-selectinの発現．
FACS解析で，好酸球上のL-selectin発現が確認された．

（個/100 CHO）

(－) +EDTA +DREG-56

***

***

100

80

60

40

20

0

図7．Rolling assayの接着好酸球数の結果．
PNAdを発現させたCHO細胞への好酸球接着数を比較し
た．EDTAを添加した群では，著しく好酸球接着が抑制さ
れていた．抗L-selectin（DREG-56）では，接着抑制されて
いたがEDTAほどの抑制効果は認めなかった．***P<0.001.
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PNAdには種々の糖転移酵素や硫酸転移酵素
の作用で6-sulfo Lewis Xという糖鎖構造が存在
する．6-sulfo Lewis X中のN-acetylglucosamine

（GlcNAc）の硫酸化にはN-acetylglucosamine-6-

O-sulfotransferase 1（GlcNAc6ST-1），GlcNAc6ST-2

といった硫酸化酵素が関与している9）～11）．T細胞か
ら産生されるリンホトキシンαβで，硫酸化酵素の
mRNAおよびタンパク質が増加しHEV様血管に
PNAdが生じることもわかっている．ECRSにおいて
も同様なメカニズムでPNAd誘導が行われている可
能性がある．
また，ECRSでPNAd発現血管の内腔に接着した
好酸球の数がnonECRSよりも有意に多い結果と
なったが，これらは好酸球接着を促進するメカニズ
ムの存在を示唆している．好酸球に発現するα4β1

およびα4β7インテグリンと，サイトカイン誘導性
内皮受容体血管細胞接着分子（VCAM-1），粘膜アド
レシン細胞接着分子（MAdCAM-1）との相互作用12）

や，鼻茸中の好酸球遊走因子エオタキシン（Eotaxin，
CCL）とその受容体（CCR）とエオタキシンの存
在 13）14）が，好酸球接着を強固なものとした可能性
もある．

一方，次世代シーケンスを用いたトランスクリプ
トーム解析で，ECRSではTRPV3，CST1，POSTNなど
の発現が増加していることがわかっている15）～17）．
これらの因子は，ECRSの好酸球性炎症の再発・難治
性への濃厚な関与が疑われており，一連の好酸球遊
走において関与している可能性もある．

Rolling assayでは，抗L-selectin抗体で処理した
条件よりも，EDTAで処理した条件のほうが著しく
接着が阻害された．今回用いた抗体が好酸球接着を
ブロックするのに十分でなかった可能性や，好酸球
に発現するガレクチンやシアル酸結合免疫グロブリン
様レクチン（Siglec）を含む他のカルシウム依存性
炭水化物結合タンパク質がPNAdやその中間体と相
互作用し，接着に寄与していた可能性もある18）～20）．
慢性胃炎，潰瘍性大腸炎，慢性前立腺炎といった
慢性炎症疾患で誘導されるPNAd陽性HEV様血管
の発現が，その重症度と相関することもわかってお
り 21）～24），PNAd発現血管の差やその糖鎖構造が
ECRSにおける臨床マーカーや治療ツールとなりう
るかどうか，今後の更なる研究が必要である．

（堤内　俊喜）
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はじめに
好酸球性副鼻腔炎は難治性の疾患であり JESREC

スコアによって重要度分類がなされる．アスピリン
喘息は好酸球性副鼻腔炎における最重症タイプで
あり，手術後も鼻茸の再発を繰り返し，ステロイド
の投与でも疾患のコントロールが極めて困難であ
る 1）～3）．アスピリン喘息の病態としてアラキドン酸
代謝異常によるシスティニルロイコトリエン
（CysLTs）であるLTC4，LTD4，LTE4の過剰な産生が
NSAIDsを含めたアスピリンの摂取によってさらに
増加し，これによる更なるアレルギー炎症の増悪が
知られている4）．アスピリン喘息の鼻粘膜には著し
い好酸球の浸潤が認められており，極めて再発性の
高い鼻茸は治療を困難にし，複数回の手術や長期に
渡るステロイド投与によって患者は多大な苦痛を強
いられる4）．脱感作療法などの治療オプションがあ
るが，アスピリン喘息における治療のターゲットと
しては再発性の鼻茸の制御が最も重要であると考え
られる．アスピリン喘息患者の鼻茸における特異的
な組織学的な特徴は今のところわかっていないが，
手術によって病的鼻粘膜を除去することによって患
者の血清中や尿中のCysLTsの濃度が低下すること
が報告されており5），鼻茸の制御が気管支喘息の病
状の緩和にも繋がると予想される．

我々はこれまでに好酸球性炎症によって生じる鼻
茸の鼻粘膜間質にはフィブリン網が過剰に形成され
ていることを明らかにした．また過剰なフィブリン
網の形成は炎症によって末梢血管から漏出した血漿
蛋白を鼻粘膜間質内に保持することによって浮腫を
遷延化させ鼻茸の形成に繋がると結論した6）．また
その後の研究によってアスピリン喘息患者の鼻茸に
はより多くのフィブリン網の形成が認められ，さら
にフィブリン網の代謝を担ってる線溶系関連分子で
ある組織型プラスミノーゲンアクチベーター（t-PA）
の発現量もより少ないことがわかった 7）．これらの
結果からアスピリン喘息の鼻茸形成メカニズムの解
明は疾患のコントロールを行ううえで重要であると
考えている．
本研究では二次元電気泳動とMALDI-TOF-MSに

よるプロテオーム解析によって，非アスピリン喘息
とアスピリン喘息の鼻茸における発現タンパクの違
いを検討した．この中から発現量に違いの認められ
たL-plastinに注目して病態への関与について検討
した．

方法

対象とサンプル
福井大学耳鼻咽喉科・頭頸部外科および獨協医科

6 - 3

アスピリン喘息の鼻茸における L-plastin発現増加に
関する検討

 サマリー
アスピリン喘息は極めて難治性，易再発性の鼻茸を特徴とした疾患で，好酸球性副鼻腔炎の最重症例に
分類される．アラキドン酸代謝異常が病態に関与することが知られているがまだ不明なことも多い．本
研究では二次元電気泳動とMALDI-TOF-MSによるプロテオーム解析によって，アクチン結合タンパ
クである L-plastinの発現がアスピリン喘息患者の鼻茸で増加していることを発見した．さらに
L-plastinは好酸球に発現し，凝固因子の tissue factorを介して凝固系を誘導することによって病態に
関与することを明らかにした．
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大学耳鼻咽喉科・頭頸部外科において採取されたア
スピリン喘息または非アスピリン喘息患者の鼻茸を
研究に使用した．全ての患者に対してインフォーム
ドコンセントをとり，またそれぞれの施設の倫理員
会の承認を得ている．

二次元電気泳動とMALDI-TOF-MS
アスピリン喘息または非アスピリン喘息患者それ
ぞれ8症例の鼻茸を使用した．二次元電気泳動のサ
ンプルに対するラベリングはメーカーのプロトコー
ルに従って行った（GE Healthcare, Fairfield, CT）．
タンパク質の同定にMALDI-TOF-MSを使用した．

ウエスタンブロッティング
鼻茸組織をホモジナイズし，抽出液を用いてタン
パク量の測定に使用した．蛋白抽出液をdenature後，
12.5% Gels（Bio-Rad, Hercules, CA）を 用 い て
SDS-PAGEで 分 離 し，Hybond-P（GE Healthcare 

Life Science, Uppsala, Sweden）に転写した．ブロッ
キング後，anti-human-L-plastin Ab（ab83496; Abcam, 

Cambridge, UK）で反応させた．二次抗体として
horse radish peroxidase-conjugated anti-mouse 

IgG antibody（Dako, Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA）を使用した．

免疫組織化学
パラフィン包埋した鼻粘膜組織を3 μm厚でスラ

イスした．ブロッキング後，mouse anti-human 

L-plastin antibody（clone: LPL4A.1 IgG1, ab3290; 

Abcam），mouse anti-human fibrin mAb（Sekisui 

Diagnostics, Stamford, CT），rabbit anti-human 

tissue factor antibody（bs-4690R; Bioss Antibodies, 

Woburn, MA）を4°Cでover night反応させた．

細胞培養
The human eosinophilic leukemic cell line Eol-1

を10%ウシ胎児血清を含んだRPMI1640 medium

（Gibco Laboratories, Grand Island, NY）で37°C，
5% CO2インキュベーターで培養し実験に使用した．

L-plastinの siRNA
L-plastinとコントールの siRNAをThermo Fisher 

Scientific（Waltham, MA）から購入して研究に使
用した．Eol-1 cellsに siRNAを GenomeONE-Si

（Ishihara Sangyo, Osaka, Japan）を用いてトランス
フェクションした．24時間後，免疫染色やTrans-

migration Assayで 評 価 し た．Eol-1に お け る
L-plastinの抑制効果は real time PCRおよびELISA

にて確認した．

Real-Time PCR
Eol-1 cellか ら total RNAをNucleoSpin RNA II

（Macherey-Nagel, Bethlehem, PA），DNase Iを 用
いて抽出した．Single-strand cDNAの作成には
SuperScript II reverse transcriptase（Invitrogen, 

Carlsbad, CA）を使用した．Real-time RT-PCRは
TaqMan methodを用いて行った．

統計解析
全てのデータは中間値±標準誤差で表している．
各 群 間 の 比 較 はKruskal-Wallis ANOVA with 

Dunnett post hoc testing and Mann-Whitney U test

を用い，相関はSpearman rank correlationを用いて
解析を行った．P値が0.05以下の場合有意差ありと
した．

結果

アスピリン喘息患者の鼻茸において L-plastin
のタンパク量が増加していた
アスピリン喘息（aspirin-exacerbated respiratory 

diasease; AERD）の鼻茸の形成に関与する分子を同
定するためにプロテオーム解析を行った．アスピリ
ン喘息と非アスピリン喘息患者から採取した鼻茸の
組織抽出液を蛍光標識し，二次元電気泳動を行った
（図 1a）．2群間でタンパクの発現に 2倍以上差
があった61個のタンパクをMALDI-TOF-MSで解
析した．Mascot software（Matrix Science, Boston, 

MA）での検索の結果，そのうち9つのタンパクが
NCBIのデータベース中に確認できた．

9つのタンパクの中で今回の研究ではL-plastinに
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注目して検討を進めた．L-plastinの発現量は
Western blotting法をでもアスピリン喘息患者の鼻
茸で増加を認めた（図1b）．

鼻茸組織における L-plastinの発現の免疫組織
化学的検討
アスピリン喘息の鼻茸におけるL-plastinの発現
の分布を検討するためにanti human-L-plastin Ab

を用い免疫組織化学によってアスピリン喘息と非ア
スピリン喘息を比較した（図2a～c）．L-plastinの発
現は鼻茸組織の粘膜下の主に炎症性細胞に発現して
おり，L-plastin陽性の細胞数はアスピリン喘息の鼻
茸において有意に多かった（図2d）．L-plastinは主
に白血球に発現しており細胞骨格を制御することで，
好酸球など炎症細胞の遊走に関与することが知られ
ている8）～10）．このため我々はアスピリン喘息の鼻
茸組織に認められたL-plastin陽性の細胞が好酸球
であるかどうかを調べるためにL-plastin陽性細胞
数と好酸球との相関関係を調べてみた．その結果両
者は有意に正の相関関係にあることがわかった
（r=0.765, P<0.0001）（図2e）．ま た anti-L-plastin 

Abと好酸球のマーカーであるECPに対する抗体を
用いて鼻粘膜における蛍光二重染色を行った．その
結果アスピリン喘息の鼻茸組織では多くの細胞で，
L-plastinとECPの両方が共局在することがわかっ
た（図3）．

これらの結果からアスピリン喘息の鼻茸において
好酸球がL-plastinを発現しているということが示
唆される．

アスピリン喘息の鼻茸におけるフィブリン網の
形成
アスピリン喘息の鼻茸では，極めて多数の好酸球
が浸潤していることが組織学的な特徴の1つである
が11）12），鼻粘膜における好酸球がどのように病態
の形成に関与しているのかは良くわかっていない．
我々はこれまでの検討でアスピリン喘息の鼻茸にお
ける t-PAの発現量が非アスピリン喘息と比較して
有意に少ないことを報告した6）7）．線溶系において
重要な分子である t-PAの発現減少は線溶系による
フィブリン網分解を抑制させ，フィブリン網の過剰
沈着を誘導し，これがアスピリン喘息の鼻茸の難治
化に関与していると思われる．次に鼻粘膜における
フィブリン網の沈着度を検討するためにanti-

human fibrin Abを用いて検討した．その結果アス
ピリン喘息の鼻茸におけるフィブリン網沈着量は非
アスピリン喘息に比較して有意に多いことが確認で
きた（図4a～c）．また鼻粘膜における好酸球数と
フィブリン網の沈着度の間には有意な正の相関関係
を認めた（r=0.4637, P<0.005）（図4d）．
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図1．（a）アスピリン喘息の鼻茸（右 AERD）と非アスピリン喘息鼻茸（左 CRSwNP）の二次元電気泳動写真．右
パネルで番号がつけられているスポットはアスピリン喘息の鼻茸において2倍以上の発現増加を認めたもの．（b）
鼻茸組織からの抽出サンプルを用いたウェスタンブロッティング（anti-human L-plastin Ab）．
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L-plastin陽性好酸球における組織因子の発現
組織に分布する好酸球は凝固系の起点として働く
組織因子（TF）を発現し凝固系を亢進させ，フィブ
リン網の形成を誘導することが知られている13）14）．
凝固因子VIIaが細胞表面のTFに直接結合すること
で凝固因子 IXとXが活性化されトロンビン産生さ
れ，最終的にフィブリン網の形成がおこる15）．TFが

凝固系を進めるためにはVIIaとの直接の結合が必
要であるがどのようなメカニズムでTFが細胞表面
に表出させられるのかはわかっていない．活性化さ
れた好酸球ではTFが細胞の表面に表出することが
報告されており，最近の報告ではGM-CSFで刺激を
受けた好酸球はL-plastinがリン酸化されることに
よって活性化され，L-plastinは細胞表面の leading 
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図2．Anti-human L-plastin Abを用いた鼻粘膜の免疫組織化学．
（a）アスピリン喘息の鼻茸（AERD），（b）非アスピリン喘息の鼻茸（CRSwNP），（c）Iso type control．（d）L-plastin陽性
細胞数の比較，（e）鼻粘膜における好酸球数とL-plastin陽性細胞数の相関．×400, **P<0.01. HPF; high-power field.

図3．アスピリン喘息の鼻茸におけるL-plastinの発現．
Anti-human L-plastin Ab（赤色），anti human ECP Ab（緑色）．細胞核はDAPI染色（青色）．
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edgeの先端に集まることが明らかにされた9）10）13）．
これらの結果を受け，我々は細胞骨格に結合する
L-plastinがTFの好酸球表面への表出に関与するの
ではないかと考えた．アスピリン喘息の鼻茸におけ
るTFの発現をanti-human TF antibodyを用いて検
討した結果，TFは主に鼻茸上皮と浸潤細胞に多く認
められた（図5a）．これに対して非アスピリン喘息
の鼻茸においてはTFの発現量は少なかった（図
5b）．さらにTF陽性細胞は形態的に好酸球であるこ
とが疑われたため（図5a），TFと好酸球のマーカー
であるECPに対する抗体を用いた蛍光二重染色を
行った．その結果，好酸球にTFの発現が認められた．
またTF陽性好酸球にL-plastinの発現があるのかを
検討したところ，TFとL-plastinが共局在しており
（図5d），アスピリン喘息の鼻茸組織において好酸
球にTFとL-plastinが同時に発現していることがわ
かった．

L-plastinが好酸球において TFの細胞表面への
表出に関与する

L-plastinが好酸球においてTFの細胞表面への表
出への関与を検討するために，L-plastinの発現を
siRNAによって抑制し実験を行った．L-plastinの
siRNAによる発現抑制効果は real time PCRおよび
ELISAによって確認した（data not shown）．Eol-1細
胞にL-plastinに対する siRNAをトランスフェク
ションしGM-CSFで刺激し1時間後にTFの分布を
蛍光免疫染色で検討した．siRNAをトランスフェク
ションしていない，または抑制効果のないコント
ロール siRNAをトランスフェクションしたEol-1細
胞ではGM-CSFの刺激を加えることによってTFが
細胞の表面に移動するのに対し，L-plastinに対する
siRNAをトランスフェクションしたEol-1ではGM-

CSF刺激を加えてもTFは細胞表面へ表出せず細胞
質にとどまったままであった（図6）．この結果から
L-plastinは好酸球においてTFの細胞表面への表出
に深く関与することが示された．
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図4．鼻茸におけるフィブリン網の免疫組織化学．
（a）アスピリン喘息の鼻茸（AERD），（b）非アスピリン喘息の鼻茸（CRSwNP），（c）フィブリン網沈着の判定量による比較，
（d）鼻粘膜におけるフィブリン網沈着量と好酸球数との相関．×400, **P<0.01.
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考察
本研究では二次元電気泳動とMALDI-TOF-MSに
よるプロテオーム解析によって，非アスピリン喘息
とアスピリン喘息の鼻茸における発現タンパクの違
いを検討した．その結果アスピリン喘息の鼻茸にお
いて9つのタンパクの発現増加を確認することがで
きた．またこの中から細胞骨格に関与するL-plastin

に注目して検討した結果，L-plastinはアスピリン喘
息の鼻茸の主に好酸球に発現を認め，凝固系の起点
であるTFの細胞表面への表出に関与することを明

らかにした16)．TFの細胞表面への表出によって凝
固系が亢進し鼻粘膜におけるフィブリン網の過剰な
形成はアスピリン喘息の鼻茸の難治性に関与してい
ると考えられる．

JESREC studyによって好酸球性副鼻腔炎の診断基
準が確立し重症度分類に応じた治療法が今後開発さ
れ好酸球性副鼻腔炎の治療成績は向上すると思われ
る1）～4）．しかしアスピリン喘息は本疾患の最重症タ
イプに分類され今のところ有効な治療法もない状態
である5）．抗体製剤の治療効果にも期待されるが新
たな病態の解明は，適切な治療方法の選択による治

a b

c

d

図5．鼻粘膜におけるTFの免疫組織化学．
（a）アスピリン喘息の鼻茸（右下は細胞の強拡大像），（b）非アスピリン喘息の鼻茸，（c）アスピリン喘息の鼻茸の蛍光二
重染色．TF（緑色），ECP（赤色），（d）アスピリン喘息の鼻茸の蛍光二重染色．TF（緑色），L-plastin（赤色）．
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療効果の向上のため不可欠である．好酸球性炎症を
呈する慢性副鼻腔炎の鼻茸に比較してアスピリン喘
息の鼻茸組織にはさらに多くの好酸球の浸潤が認め
られることが知られている7）．しかしながら実際に
浸潤した好酸球がどのように鼻茸の形成に関与して
いるのかは良くわかっていない．好酸球の活性化は
遊走やサイトカイン，ケモカインの放出に繋がるた
め，炎症局所における活性化メカニズムの解明は重
要である．GM-CSFは好酸球を活性化させることが
わかっており10），我々の最近の研究ではGM-CSFが
アスピリン喘息の鼻茸で増加していることを明らか
にしている7），GM-CSFはL-plastinをリン酸化する
ことによって好酸球を活性化することから10），アス

ピリン喘息の鼻茸において増加したGM-CSFは好
酸球におけるL-plastinをリン酸化することによっ
て好酸球を活性化し，これが細胞の遊走や脱顆粒に
対する感受性を向上させ，さらにサイトカイン産生
を誘導し，アスピリン喘息の病態の悪化に関与して
いるものと思われる．今回の研究でも実際に
L-plastinの抑制によってEol-1から産生されるケモ
カイン量の減少が認められた（data not shown）．

CysLTsの過剰産生はアスピリン喘息の最も重要
な特徴であるが，そのメカニズムは十分解明されて
いない．近年，好酸球が血小板と結合することで
CysLTsの transcellular metabolismが急激に増加す
ることが示されている17）18）．またアスピリン喘息の
末梢血における白血球と血小板の結合率が有意に高
く，これらの結合はCysLTs量と相関することから
血小板と好酸球の相互作用がアレルギー炎症の増悪
に関与していると考えられる19）．活性化された血小
板はGM-CSFを産生し，好酸球を活性化し，さらに
血小板におけるCysLTsの産生が亢進することが知
られている18）．これらのことからアスピリン喘息の
鼻茸におけるL-plastinの発現の増加はCysLTs産生
の増加に関与していると考えられる．
鼻粘膜におけるフィブリン網の過剰な形成は炎症
によって末梢血管から漏出した血漿蛋白を保持する
ことによって組織の浮腫を遷延化させ鼻茸を形成す
る6）．今回の検討でもアスピリン喘息の鼻茸では非
アスピリン喘息に比べてフィブリン網の形成が有意
に多いことがわかった（図4a，b）．我々のこれまで
の研究では鼻茸の形成にはフィブリン網を形成する
凝固系と，フィブリン網を分解する線溶系の制御異
常がフィブリン網を過剰に沈着させ，これが鼻茸の
難治化，易再発性に深く関与していることを報告し
てきた6）．好酸球には凝固系の起点であるTFが発現
していることが知られており20），今回の検討でも鼻
粘膜における好酸球数とフィブリン網の形成度は有
意に正の相関を示した（図4d）．このことから好酸
球がフィブリン網の形成に関与することが示唆され
る．TFとVIIaとの直接結合が凝固系の進行に必要で
あるがTFは産生後は細胞質に存在し，細胞表面へ
の表出メカニズムは不明であった21）．今回の検討で
アスピリン喘息の鼻茸におけるTFは好酸球の表面
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図6．Eol-1細胞を用いたL-plastinのsiRNAによる抑
制効果の検討．
TFは緑で表れされている．Eol-1細胞に siRNAのトランス
フェクションなし（上），コントロール siRNAトランス
フェクション（中），L-plastin siRNAトランスフェクショ
ン（下）．GM-CSF刺激前（左），GM-CSF刺激後1時間（右）．
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に分布しており，L-plastinとの共局在が細胞内でも
観察された（図5）．さらにEol-1細胞を用いた実験
ではL-plastinの抑制によってGM-CSF刺激による
TFの細胞表面への表出はほぼ見られなくなった（図
6）．T細胞においてCD69とCD25の細胞表面への
表出にL-plastinが重要な役割を果たしていること
が報告されている22）．活性化された好酸球のTFは
細胞表面に表出し11），GM-CSF刺激はL-plastinをリ
ン酸化することによって好酸球を活性化し，さらに

L-plastinの細胞表面へ移動し細胞骨格との共局在は
観察される8）9）．これらのことからアスピリン喘息
の鼻茸の好酸球においてL-plastinがGM-CSFの刺
激によってリン酸化されることによってTFを細胞
表面へ表出させ，凝固系を亢進させることによって
鼻粘膜におけるフィブリン網も過剰産生を起こし，
これが難治性の鼻茸形成に繋がると考えることは理
にかなっていると思われる（図7）．

（高林　哲司）
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はじめに
慢性副鼻腔炎は慢性疾患の中で最も頻度の高い疾
患の1つであるが，炎症の形態は単一ではなく複雑
な病態が絡み合って疾患を形成することが知られて
おり病態に応じた治療法が求められる1）2）．これま
で我が国を含めた東アジア諸国と欧米諸国では副鼻
腔炎における炎症のタイプは異なっているといわれ
ていたため，基礎研究を含めた疾患の解明が滞って
いた面もあった．しかし，JESREC studyによって副
鼻腔炎の重症度分類ができるようになり難治性の好
酸球性副鼻腔炎（ECRS）が定義されたことによって
好酸球性炎症を呈する欧米のCRSwNPとECRSがほ
ぼ同じフェノタイプであることが示された3）～5）．

ECRSはTh2優位の好酸球性炎症を呈し，鼻粘膜
における IL-5，IL-13，eotaxin，eosinophil cationic 

protein（ECP）が著明に増加している．これらのサ
イトカインやケモカインが，鼻粘膜における好酸球
性炎症を誘導し鼻茸形成を含めた疾患の形成に大き
く関与していると考えられる6）～8）．
肥満細胞は細胞内にさまざまなケミカルメディ
エーターを含み，Th2サイトカインを産生すること
から組織の浮腫やリモデリングおよび好酸球性炎症
に関与しているといわれている9）．本来肥満細胞は
生体防御に極めて重要な役割を果たしているが，肥
満細胞の過剰な反応はアナフィラキシーショックや

各種アレルギー疾患の原因にもなる10）．肥満細胞は
trypyase，chymase，carboxypeptidase A3（CPA3）
の3つの特異的なプロテアーゼを発現しておりその
発現パターンによって粘膜型肥満細胞（MC-T; 

tryptase），組 織 型 肥 満 細 胞（MC-TC; tryptase/

chymase）の2種類に分類されている．MC-Tは
tryptaseを多く含んでいるもののchymaseやCPA3

はほとんど含まれておらず，MC-TCは3つのプロテ
アーゼ全てが発現している11）．これらの肥満細胞は
生体における分布が異なっておりMC-TCは主に皮
膚の分布しており，MC-Tは肺胞壁や気道上皮に分
布している12）．また気管平滑筋内のMC-TC数と気
道過敏性が相関し，花粉飛散期には鼻粘膜上皮のお
けるMC-T数が増加するなどフェノタイプと疾患へ
の関与も報告されている13）14）．近年下気道や食道
の好酸球性疾患において肥満細胞の浸潤が著明に増
加し，それらのプロテアーゼの発現パターンがこれ
までの分類と違ったものであることがわかってき
た 15）～18）．これまで慢性副鼻腔炎における肥満細胞
の浸潤パターンやそのフェノタイプについてはこれ
まであまり検討されておらず，これらを明らかにす
ることで鼻粘膜おける特に好酸球性炎症に肥満細胞
がどのように関与しているのを明らかにすることは
規治療法開発の糸口になる．
本研究ではコントロール，鼻茸のない慢性副鼻腔
炎（CRSsNP），鼻茸のある慢性副鼻腔炎（CRSwNP）

7- 1

好酸球性副鼻腔炎における肥満細胞の役割

 サマリー
好酸球性炎症を呈する慢性副鼻腔炎の鼻粘膜における肥満細胞の分布とフェノタイプについて検討を
行った．鼻茸の上皮と腺上皮に肥満細胞の浸潤の増加を認め，それぞれの部位の肥満細胞はMC-T
（tryptase+, chymase−），MC-TC（tryptase+, chymase+）のフェノタイプを呈していた．特に鼻
粘膜上皮の肥満細胞に発現の増加を認める tryptaseは鼻粘膜上皮から産生される上皮系サイトカイン
である IL-33，TSLPとの間に positive feedback loopを形成し，鼻粘膜における type 2炎症の形成
と維持に深く関与していると考えられる．
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の鈎状突起（UT），および鼻茸（NP）における肥満
細胞の発現，そして肥満細胞のプロテアーゼ発現パ
ターンの解析を行った．

方法

サンプル
ノースウエスタン大学免疫アレルギー・耳鼻咽喉
科教室において副鼻腔炎に対して行った手術で採取
した鼻粘膜組織を本研究に使用した．全ての患者に
対してインフォームドコンセントをとり同施設の倫
理員会の承認を得ている．採取したサンプルはコン
トロール患者から採取した鈎状突起（Control UT），
CRSsNP患者の鈎状突起（CRSsNP UT），CRSwNP

患者の鈎状突起（CRSwNP UT），CRSwNP患者の鼻
茸組織の4群に分類して検討を行った．

Real-Time PCR
鼻 粘 膜 か ら total RNAをNucleoSpin RNA II

（Macherey-Nagel, Bethlehem, PA），DNase Iを 用
いて抽出した．Single-strand cDNAの作成には
SuperScript II reverse transcriptase（Invitrogen, 

Carlsbad, CA）を使用した．Real-time RT-PCRは
TaqMan methodを用いて行った．

ELISA
タンパク量の測定には次のELISAキットを用い

て測定した．Human Tryptase（Uscn Life Science, 

Inc, Wuhan, China）．発色の定量にはBio-Rad 

Spectrophotometer Model 680 Microplate reader

（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA）を用いた．
Tryptase濃度は鼻粘膜の総タンパク量を用いて標準
化した．

免疫組織化学
免疫組織化学にはパラフィン切片を用いた．一次
抗体には以下のものを使用し，4°Cで一晩反応させ
た．Mouse anti-human tryptase mAb（Thermo 

Scientific, Fremont, CA），mouse anti-human 

chymase mAb（Thermo Scientific），rabbit anti-

human CPA3 polyclonal antibody（HPA008689, 

Sigma, St Louis, MO）．ネガティブコントロールと
して同濃度のホスト動物のcontrol IgG（R&D 

Systems, Mineapolis, MN）を用いた．二次抗体には
biotinylated secondary goat anti-rabbit antibody

（Jackson ImmunoResearch Laboratories, West 

Grove, PA）を室温500倍希釈で1時間反応させた．
発色にABC reagent（avidin-biotin-horseradish pero-

xidase complex; Vector Laboratories, Burlingame, 

CA）を使用した．各スライドは情報をブラインド下
に10視野ずつ選択し，鼻粘膜の上皮，腺組織，間質
における陽性細胞数を本研究に無関係な研究者2人
が測定した．

統計解析
全てのデータは中間値±標準誤差で表される．各
群間の比較はKruskal-Wallis ANOVA with Dunnett 

post hoc testing and Mann-Whitney U testを用い，
相関はSpearman rank correlationを用いて解析を
行った．P値が0.05以下の場合有意差ありとした．

結果

慢性副鼻腔炎における肥満細胞の発現
本研究で使用したサンプルはControl群鈎状突起

（UT）42例，CRSsNP UT 70例，CRSwNP 91例 で
あった．
鼻粘膜における肥満細胞の発現を検討するために
まず肥満細胞に特異的なプロテアーゼである
tryptaseの発現量を real time PCRで測定した．内在
性Controlには今回検討に用いたControl UT，
CRSsNP UT，CRSwNP UT，NPの4群間に差がな
かったhousekeeping gene β-glucuronidase（GUSB）
を用いた．Tryptaseの発現量はNPにおいて他の3群
に比べて有意に多かった（P<0.001; 図1a）．また同
一CRSwNP患者におけるNPの tryptase発現量は
UTに比較して有意に多かった（P<0.05; data not 

shown）．上皮における tryptaseの発現量を検討する
ために鼻粘膜擦過細胞から抽出したmRNAを用い
て tryptaseの発現量を real time PCRで検討した．そ
の結果NP上皮における tryptaseの発現量はControl 

UTおよびCRSsNP UTに比較して有意に多いこと
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がわかった（図1b）．これらの結果をELISA法を用
いてタンパクレベルでも確認した（図1c）．また鼻
腔洗浄液中の tryptaseの濃度も同様にCRSwNP群
において増加を認めた（図1d）．
鼻粘膜組織における肥満細胞の分布について検討
を行うためにanti-human tryptase mAbを用いて免
疫組織化学を行った．Real time PCRとELISAの結果
と同様にNPにおいて tryptase positiveの細胞が多
く認められ，その分布は鼻粘膜上皮および腺に多い
ことがわかった（図2）．Trypase陽性細胞数をカウ
ントし半定量化を行うと，有意差をもってNPの粘
膜上皮と腺上皮に tryptase陽性細胞の浸潤が増加し
ていることがわかった（図3a左，右）．また鼻粘膜
の間質における tryptase陽性細胞数は4群間に差を
認めなかった（図3a中央）．これらの結果からNP

組織において肥満細胞の浸潤が増加し，その分布は
主に粘膜上皮と腺上皮で増加しており間質の肥満細
胞数は変わらないことがわかった．

慢性副鼻腔炎肥満細胞の chymaseの発現と分布
鼻粘膜に分布する肥満細胞のフェノタイプを検討
するためにchymaseの発現を検討した．Real time 

PCRによる検討ではControl UTに比べてNPで
chymaseの発現量が増加していたがCRSサンプル3

群間には有意差を認めなかった（図4a）．また同一
CRSwNP患者におけるNPのchymase発現量はUT

に比較して有意差はなかった（data not shown）．鼻
粘膜擦過細胞を用いた検討でもchymaseのmRNA

レベルは4群間に有意な差は認められなかった（図
4b）．次に慢性副鼻腔炎の鼻粘膜におけるchymase

の分布を検討するためにanti-human chymese mAb

を用いて免疫組織化学を行った（図4c～ fと図3b）．
NP粘膜上皮におけるchymase陽性細胞数は
Control UT上皮に比べてわずかに多かったものの
CRS群間に有意差は認められなかった（図3b左）．
一方でNPの腺上皮におけるchymase陽性肥満細胞
数は他の3群に比べて有意に著明な増加を認めた

図1．鼻粘膜組織における tryptaseの発現量．
鈎状突起（UT）と鼻茸（NP）における（a）と鼻粘膜擦過細胞における（b）tryptase mRNAの発現量．鈎状突起（UT）と鼻
茸（NP）における（c）と鼻腔洗浄液中における（d）tryptaseタンパク濃度をELISA法によって測定した．Tryptase濃度は
組織抽出液における総蛋白量で標準化を行った．*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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（図3b右）．また間質におけるchymase陽性肥満細
胞数は4群間に差を認めなかった（図3b中央）．

慢性副鼻腔炎肥満細胞の CPA3の発現と分布
次にCPA3の発現を検討した．Real time PCRによ
る検討ではNPにおけるCPA3の発現量は他の3群
に比べて有意に著明に増加が認められた（P<0.001; 

図5a）．また同一CRSwNP患者におけるNPの
CPA3発現量はUTに比較して有意に多かった
（P<0.05; data not shown）．鼻粘膜擦過細胞から抽

出したmRNAを用いてCPA3の発現量を real time 

PCRで検討した結果，NP上皮におけるCPA3の発現
量はControl UTおよびCRSsNP UTに比較して有意
に多いことがわかった（P<0.01; 図5b）．次に慢性
副鼻腔炎の鼻粘膜におけるCPA3の分布を検討する
ためにanti-human CPA3 polyclonal Abを用いて免
疫組織化学を行った．CPA3陽性細胞はNPの粘膜上
皮と腺上皮，および間質に認められた（図5c～ f）．
またCPA3陽性細胞数はNPで他の3群と比較して，
粘膜上皮（P<0.001）と腺上皮（P<0.01）で有意に

a b

c d

e f

図2．免疫組織化学による鈎状突起（UT）と鼻茸（NP）における tryptase発現．
鼻粘膜上皮；（a）コントロールUT，（b）CRSsNP UT，（c）CRSwNP UT，（d）NP．腺上皮；（e）コントロールUT，（f）NP．
×400.
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著明に増加していた．一方間質におけるCPA3陽
性細胞数は4群間に有意な差は認められなかった
（図3c）．

慢性副鼻腔炎肥満細胞のフェノタイプ
慢性副鼻腔炎の肥満細胞のフェノタイプを明らか
にするために本研究で検討した3つの肥満細胞特異
的プロテアーゼに対する蛍光二重染色を行った．NP

において肥満細胞数の増加を認めた粘膜上皮と腺上
皮において検討した．その結果NP粘膜上皮におい
て tryptase陽性細胞のほとんどがchymaseを発現し

て い な か っ た（mean and SEM tryptase single 

positive: 74.8%±3.7%; n=10, 図6a）．一方でNP粘
膜上皮において tryptase陽性細胞のほとんどがCPA3

陽性であった（mean and SEM double positive: 

84.2%±2.9%; n=10, 図6b）．NP腺上皮に浸潤した
肥満細胞においては tryptase陽性細胞のほとんどが
chymase陽性であった（mean and SEM double 

positive: 79.5%±4.0%; n=10, 図6c）．さらに tryptase

とCPA3もほとんどの肥満細胞でともに発現してい
ることがわかった（mean and SEM double positive: 

87.7%±2.7%; n=10, 図6d）．この結果からNP腺上
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図3．鼻粘膜における肥満細胞プロテアーゼの領域別陽性細胞数．
（a）tryptase，（b）chymase，（c）CPA3．*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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皮に浸潤した肥満細胞は3つの特異的プロテアーゼ
全てを発現するMC-TCであることがわかった．
一方NP上皮の肥満細胞は tryptaseとCPA3を発現
するもののchymaseの発現はほとんど認められず，
このプロテアーゼの発現パターンはMC-Tまたは
MC-TCいずれのタイプにも該当しないタイプある．

考察
本研究で鼻粘膜における高度の好酸球性の炎症を
呈するCRSwNP患者における鼻茸組織において肥
満細胞の数がコントロールサンプル，および非好酸
球性炎症を呈するCRSsNP患者の鈎状突起粘膜に比
べて有意に増加していることを明らかにした．また
鼻茸における肥満細胞数の増加は粘膜上皮と腺上皮
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に認められ間質における肥満細胞数には差がなかっ
た．また鼻茸粘膜上皮の肥満細胞には tryptase，
CPA3が発現しchymaseはほとんど発現していな
かった．一方鼻茸腺上皮の肥満細胞には tryptase, 

chymase, CPA3の全てが高発現しており，鼻茸組織
の部位によって肥満細胞のフェノタイプが異なるこ
とがわかった19）．

肥満細胞の機能として IgEのクロスリンクを介し
た脱顆粒反応による I型アレルギーが良く知られて
おり，アナフィラキシーショックや気管支喘息，ア
レルギー性鼻炎などの疾患の主な原因である10）．ま
た最近は創傷治癒過程の制御に肥満細胞が積極的に
関与するなど生体の恒常性にも重要な役割を果たし
ていることがわかってきた9）． CRSwNPはTh2優
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図5．鼻粘膜におけるCPA3の発現．
（a）鼻粘膜組織におけるCPA3のmRNA発現量，（b）鼻粘膜擦過細胞におけるCPA3のmRNAの発現量．CPA3の免疫組織
化学．鼻粘膜上皮；（c）コントロールUT，（d）NP．腺上皮；（e）コントロールUT，（f）NP．×400. **P<0.01, ***P<0.001.
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位の炎症を呈し鼻粘膜における著明な好酸球浸潤を
きたし，好酸球による組織障害が病態形成に深く関
与しているといわれている 20）．肥満細胞は IL-5，
granulocyte macrophage colony-stimulating factor，
eotaxin，RANTESなど好酸球を活性化するサイトカ
インを多量に産生する21）．好酸球内のECPは肥満細
胞を活性化を促し，脱顆粒反応を誘導することから，
CRSwNPの鼻粘膜において肥満細胞と好酸球の相
互作用が炎症の増悪と遷延化に関与しているものと
思われる．実際に本研究でも鼻粘膜におけるECPと
tryptaseの濃度には有意に正の相関を認めた19）．
これまでアレルギー疾患における肥満細胞は，抗
原の刺激を受けると粘膜表面に移動してくるが組織
全体の数は変わらないといわれていた22）．本研究で

はCRSwNP患者の鼻茸組織においては分布の変化
だけでなく肥満細胞の数が増加することも明らかに
した．この現象は鼻粘膜の肥満細胞において何らか
の遊走および増殖メカニズムの存在を示唆している．
気道上皮から産生される stem cell factor（SCF）は
肥満細胞に対して遊走と増殖を促進し，実際に鼻茸
組織におけるSCF発現の増加も報告されている23）24）．
またTh2サイトカインによって発現が亢進する上皮
のeotaxinもCCR3を介して肥満細胞の遊走に関与
する25）．鼻茸組織においてSCF，eotaxin-1，eotaxin-2，
eotaxin-3の発現量は増加し，それらは tryptaseの
mRNAの発現量と有意に正の相関をすることも明
らかにしており19），鼻粘膜上皮由来のSCFが鼻茸組
織における肥満細胞の遊走と生存に関与すると予想

a bEpithelium Epithelium GlandGlandc d

Chymase

Merged Merged

Tryptase Tryptase

CPA3 Chymase

Merged Merged

Tryptase Tryptase

CPA3

図6．NPにおける肥満細胞プロテアーゼの蛍光免疫染色．
粘膜上皮；（a）tryptase（緑色），chymase（赤色），（b）tryptase（緑色），CPA3（赤色）．腺上皮：（c）tryptase（緑色），
chymase（赤色），（d）tryptase（緑色），CPA3（赤色）．核はDAPI染色を行った（青色）．



 7-1 好酸球性副鼻腔炎における肥満細胞の役割 177

好酸球性副鼻腔炎の病態解明と新たな治療戦略

第
1
章

第
2
章

第
3
章

第
4
章

第
5
章

第
6
章

第
7
章

第
8
章

第
9
章

第
10
章

第
11
章

できる．ほかに神経ペプチドである substance P

（SP），vasoactive intestinal polypeptide（VIP），
leukotriene B4などが肥満細胞の活性に関与する分
子としてあげられるが26）～28），肥満細胞の遊走と増
殖に関するメカニズムに関しては更なる検討が必要
である．

CRSwNP患者における鼻腔洗浄液中の tryptase濃
度が増加していること（図1d）から肥満細胞は活性
化された状態であると考えられる．肥満細胞の活性
化に関していくつかのメカニズムが考えられる．ブ
ドウ球菌のコロニー形成は好酸球性副鼻腔炎で認め
られ，ブドウ球菌エンテロトキシンは肥満細胞を活
性化する29）30）．また神経ペプチドはFcεRIのクロス
リンクとは無関係に肥満細胞の活性化に関与し，SP

とVIPが肥満細胞の脱顆粒とケモカイン産生を増加
せることが報告されている31）．SPは肥満細胞におけ
る toll like受容体2（TLR2）の発現量を増加させ，
TLR2を介した leukotriene C4と IL-8の産生を増加
させる26）．ラットを用いた検討では鼻粘膜上皮に投
射された神経の80%にSPの発現を認めている32）．
これらのことから神経ペプチドが粘膜上皮や腺上皮
の肥満細胞に働いて病態の形成に関与することは十
分考えられる．
上 皮 系 サ イ ト カ イ ン IL-33，thymic stromal 

lymphopoietin（TSLP），IL-25が組織のTh2炎症を
強力に誘導することが知られている33）．TSLPは肥
満細胞から IL-5産生を誘導し34），IL-33は IL-13の産
生を誘導する35）．さらに tryptaseは鼻粘膜上皮に発
現しているproteinase-activated receptor 2（PAR-2）
を介してTSLP産生を亢進させ36）37），IL-33を切断修
飾することで活性化する38）．これらの結果から鼻粘
膜上皮に浸潤した肥満細胞と上皮の間にTh2炎症を
増幅するpositive feedback loopが形成され，鼻粘
膜のアレルギー炎症の形成に大きな影響を与えてい
る可能性が高い．
本研究で鼻茸上皮に浸潤した肥満細胞は

tryptase+，CPA3+，chymase−のプロテアーゼ発現
パターンを示しておりこれまでの報告にあるような
MC-TまたはMC-TCの分類には当てはまらない
フェノタイプであった．このフェノタイプに類似し
た肥満細胞の増加がTh2炎症優位の気管支喘息およ

び好酸球性食道炎でも報告された17）18）．重症喘息
における肥満細胞はMC-TCで tryptase+，CPA3+，
chymase+であり，プロスタグランジンD2の濃度
が上昇していることからMC-TCはアラキドン酸カ
スケードにおけるシクロオキシゲナーゼ系が優位で
あると考えられている39）40）．鼻茸上皮に認められ
る tryptase+，CPA3+，chymase−の肥満細胞はリポ
キシゲナーゼ系が優位になっており，これがアレ
ルギー性炎症の増悪を誘導している可能性も考え
られる．
鼻粘膜上皮の肥満細胞が tryptase+，CPA3+，

chymase−の発現パターンに変化するメカニズムに
関しては良くわかっていないが，IL-13刺激を加え
た気道上皮と肥満細胞を共培養することによって
tryptase，CPA3の発現は変化しないがchymaseの発
現が低下することが報告されている18）41）．鼻茸組
織においてはTh2細胞や innate type 2細胞など強
力に IL-13を産生する細胞が存在しており，Th2優位
の IL-13存在下では肥満細胞は tryptase+，CPA3+，
chymase−のフェノタイプに変化するのではないか
と考えている．
鼻茸の腺上皮の浸潤が増加した肥満細胞は

tryptase+，CPA3+，chymase+のMC-TC型であった．
鼻粘膜における腺の分泌過剰は慢性副鼻腔炎の特徴
の1つで，好酸球性副鼻腔炎において膨張した鼻腺
を頻繁に認める42）．これまでの研究で鼻茸組織の腺
上皮におけるムチン遺伝子MUC5Bの発現が亢進
し 43），プロスタグランジンD2はMUC5Bの発現を
亢進させることが報告されている44）．MC-TC型の
肥満細胞はアラキドン酸カスケードにおけるシクロ
オキシゲナーゼ系が有意となりプロスタグランジン
D2産生が増加することから腺上皮に浸潤した肥満
細胞が腺の分泌過多を誘導し病態の形成に関与して
いると考えている．
好酸球性炎症を呈する鼻茸組織において粘膜上皮
と腺上皮のそれぞれ異なったフェノタイプの肥満細
胞の増加が認められた．これらの肥満細胞がそれぞ
れ異なる作用を発揮することによって病態の形成に
関与し，好酸球性炎症における鼻茸の難治性，易再
発性に関与していると思われる．

（高林　哲司）
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はじめに
鼻副鼻腔領域において，アレルギー性鼻炎と

chronic rhinosinusitis with nasal polyps（CRSwNP）
は重要な2型炎症関連疾患である．アレルギー性鼻
炎の症状は IgEを介した肥満細胞脱顆粒による早期
反応（くしゃみ，鼻水）と，炎症細胞浸潤と血管透過
性の亢進による遅発反応（鼻閉）が特徴的である1）2）．
CRSwNPは慢性副鼻腔炎（CRS）のTh2優位のサブ
タイプであり，鼻茸（NP）の存在と好酸球浸潤によ
り特徴づけられる 3）～5）．Th2細胞は，IL-4，IL-5，
IL-13のような type 2サイトカインを産生し，その
病態形成の中心的な役割を担っている1）～5）．IL-5は
好酸球の遊走，癒着，生存に関わり，組織好酸球浸
潤を促進し，IL-13も好酸球過多をきたすとともに
杯細胞と上皮細胞の過形成を促進する5）．さらに
type 2サ イ ト カ イ ン は 鼻 粘 膜 上 皮 の tissue 

plasminogen activator（t-PA）を抑制，線維化を促
進し，その結果CRSwNPの鼻茸を形成する4）．

2型 自 然 リ ン パ 球（group 2 innate lymphoid 

cells; ILC2s）は，2010年に同定された新しい細胞集
団で，上皮由来の IL-25，IL-33，TSLP（thymic stromal 

lymphopoietin）に反応して多量の type 2サイトカ
インを産生する6）～9）．パパイン（papain），アルテル

ナリア，ダニを吸入することで，IL-33を介した ILC2

活性化が誘導され，獲得免疫に依存しないアレル
ギー性肺炎が起こる10）～13）．さらに，ILC2は細胞間
接触やMHC-class IIを介して直接的に，また IL-13

を介して樹状細胞に作用し間接的にTh2細胞分化を
促進する14）～18）．よって，ILC2は type 2サイトカイ
ン産生とTh2細胞活性化によりアレルギー性肺炎症
を増悪させる（図1）．
実際に ILC2は鼻副鼻腔疾患の病態に関与してい

る．季節性アレルギー性鼻炎，猫アレルギーの患者
では末梢血中 ILC2が増加し 19）～21），CRSwNP患者
では鼻茸中に ILC2の増加が認められる22）～26）．つ
まり，ILC2は鼻副鼻腔2型炎症を促進している可能
性が考えられる．しかし，鼻粘膜の ILC2に注目した
マウス実験は少なく，鼻アレルギー疾患における
ILC2の役割，Th2細胞との関係性もよくわかってい
ない．
今回我々は，Th2細胞を誘導する抗原として卵白
アルブミン（ovalbumin; OVA），ILC2を活性化する
物質としてパパイン（papain）を用いて，Th2細胞
と ILC2の関係性を検討した．その結果，Th2細胞と
ILC2を同時に活性化することで，鼻粘膜肥厚と好酸
球浸潤が相乗的に増悪されることを明らかにした．
また，IL-33/ST2伝達経路を介した ILC2活性化によ

8 - 1

2型自然リンパ球活性化による鼻副鼻腔2型炎症増悪と
ステロイド抵抗性の獲得について

 サマリー
鼻粘膜に Th2細胞と ILC2を同時に誘導させた好酸球性副鼻腔炎想定マウスモデルを作成し，ILC2が
鼻 type 2炎症に関わるメカニズムについて検討した．さまざまな遺伝子改変マウスを用いて，ILC2
が IL-33/ST2伝達経路を介して鼻粘膜肥厚，好酸球浸潤を増悪させること，鼻粘膜肥厚増悪因子とし
て ILC2由来の IL-13が重要であることを確認した．さらに，ILC2活性化により増悪した鼻粘膜肥厚
はステロイド抵抗性を獲得することも確認した．今回の検討結果により，難治性疾患である好酸球性副
鼻腔炎の治療ターゲットとして，ILC2および ILC2活性化因子である IL-33を制御することが重要で
あると考える．
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り，鼻粘膜肥厚のステロイド抵抗性が獲得されるこ
とが示唆された．

実験方法

マウスモデル
マウスに，①PBS，②OVA，③papain，④OVA +  

papainをそれぞれ2週間点鼻投与する実験系を作
成した（図2a）．1，3，6，8，10，13日目に点鼻を行い，
最終点鼻24時間後に鼻組織を採取した．脱灰後，ホ
ルマリン固定・パラフィン切片（HE染色）を作成し，
鼻粘膜肥厚および鼻粘膜下好酸球浸潤について検討
した．抗 IL-5抗体（100 μg）を腹腔内投与（1，5，8，
12日目）し，好酸球を欠損させる実験系，各点鼻の
24時間前・2時間前に，デキサメタゾン（2.5もしく
は5 mg/kg）を腹腔内投与する実験系も作成した．

使用マウス
マウスは，野生型（WT）マウス（BALB/c, C57BL/6），

IL33 KOマウス（IL-33−/−），ST2 KOマウス（Il1rl1−/−），
Rag2 KOマウス（Rag2−/−，T/B細胞欠損マウス），
Rorasg/sg BMT（bone marrow transplanted）マウス
（ILC2欠損マウス），ΔdblGATAマウス（好酸球欠損
マウス），IL13 KOマウス（IL-33−/−）を使用した．

フローサイトメトリーによる解析
鼻粘膜中の細胞を，表面マーカー：CD45，

lineage（CD3，CD4，CD8，CD11b，CD11c，CD19，
DX-5，Gr-1，Siglec F，IgE），Thy1.2，ST2で染色し，
ILC2をLineage−CD45+ST2+Thy1.2+細胞として同
定した（図2c）．

Quantitative RT-PCR
鼻 粘 膜 中 のCD4+ T細 胞 をAuto MACS（anti-

mouse-CD4 MicroBeads：L3T4）を用いて抽出し，

Epithelium

NaiveＴ Th2

IL-33

ST2
IL-13

IL-13R

DC migration

Th2
MHCⅡ TCR

IL-2

IL-13

Dendritic cell

OX40L

IL-4Th2

IL-4/IL-5/IL-13

Papain

ILC2

IL-5/IL-13

Mucin
productionEosinophil

アルテルナリア
ダニ

図1．ILC2活性化による2型炎症誘導メカニズム．
IL-33で活性化された ILC2は多量の type 2サイトカインを産生し，2型炎症を誘導する．一方，ILC2はOX40L，MHC-
class IIを介してTh2細胞分化を直接的に促進し，また ILC2由来の IL-13は樹状細胞にも作用しTh2細胞分化を間接的に
促進し，2型炎症を誘導する．
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そ のCD4+ T細 胞 か らTotal RNAを 抽 出 し た．
TaqMan probe（IL-4，IL-5，IL-13，18S rRNA）を使
用してRT-PCRを行い，18S rRNAを基準とした
relative expressionとして測定した．

結果

OVA→ Th2細胞，papain→ ILC2活性化に
よる鼻副鼻腔 2型炎症の誘導 11）

鼻副鼻腔粘膜におけるTh2細胞と ILC2の役割お
よび相乗効果を検討するため，Th2細胞を誘導する
抗原としてOVA，IL-33/ST2伝達経路を介して ILC2
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図2．OVAによるTh2細胞の活性化とpapainによる ILC2活性化について．
（a）実験のプロトコール．（b）OVA，papainによる刺激で誘導される鼻粘膜中CD4+ T細胞のmRNA（IL-4，IL-5，IL-13）
を示す．RT-PCRにて定量した．（c）Lineage−CD45+ST2+Thy1.2+のゲーティングによって区別される鼻粘膜 ILC2．（d）各
刺激における鼻粘膜 ILC2の誘導をフローサイトメトリーで検討した．Papainで ILC2が誘導される．
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を活性化する物質としてpapainを使用した13）27）．
図2aのように，WTマウスにPBS（20 μl），OVA

（5%），papain（10 μg/body），OVA + papainを2週
間点鼻し，解析した．連日の抗原鼻腔内投与がTh2

免疫応答を活性化することは以前報告されている
が 28）29），今回の検討でOVA点鼻群では，鼻粘膜
CD4+ T細胞の type 2サイトカインmRNA（IL-4，
IL-5，IL-13）発現は上昇した（図2b）．しかし，OVA

点鼻群ではLineage−CD45+ST2+Thy1.2+細胞とし
て同定する ILC2の細胞集団は誘導されなかった
（図2c，d）．一方，papain点鼻は ILC2の細胞集団を
有意に誘導した（図2d）．OVA + papain点鼻群では，
Th2細胞と ILC2両方が誘導された（図2b，d）．つま
り，OVA点鼻はTh2細胞を，papain点鼻は ILC2を
それぞれ活性化していることを証明した．
通常，鼻副鼻腔2型免疫応答の活性化により鼻粘

膜肥厚と好酸球浸潤が誘導され，その結果，アレル
ギー性鼻炎の鼻閉症状や慢性副鼻腔炎の鼻茸形成が
促される2）3）．そこで我々は，Th2細胞と ILC2活性化
がどのように鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤に影響を及ぼ
すか検討した．OVA点鼻群とpapain点鼻群ともに
鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤が誘導され，OVA + papain

点鼻群ではさらに強く鼻副鼻腔2型炎症を誘導した
（図3a，b，c）．加えて，他の ILC2誘導因子として知
られるアルテルナリア（Alternaria alternate）抽出
液を点鼻した場合にも，OVA誘導の鼻粘膜肥厚は増
悪した（図3d）．これらの結果から，鼻粘膜のTh2

細胞と ILC2を同時に活性化すると，鼻副鼻腔2型炎
症を相乗的に増悪させることが示唆された．
次に，ILC2が鼻副鼻腔2型炎症にどのように関与
しているかを直接検討するため，Rag2 KOマウス
（T/B細胞欠損マウス），Rorasg/sg BMTマウス（ILC2
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欠損マウス）を使用し検討した．Rag2 KOマウスに
おいては，OVAを点鼻しても完全に鼻粘膜肥厚，好
酸球浸潤は消失したが，OVA + papain点鼻群では一
部鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤が誘導された（図4a，b）．
Rorasg/sg BMTマウスは，Th2細胞が正常に保たれ，
ILC2が欠損するので，papainでの ILC2誘導は
Rorasg/sg BMTマウスで完全に起こらなかった（図
4c）．OVAで誘導された鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤は，
WTマウスとRorasg/sg BMTマウスで同じであったが，
papainで誘導された鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤は
Rorasg/sg BMTマウスで有意に抑制された（図4d，e）．

よって，papainで誘導された ILC2とOVAで誘導さ
れたTh2細胞は並行して，鼻粘膜炎症を誘導した．

ILC2を介した鼻副鼻腔 2型炎症における
IL-33/ST2シグナルの関与

IL-33/ST2シグナル伝達経路は，papain由来の
ILC2活性化に重要である13）27）．Papainが鼻粘膜上皮
細胞からの IL-33分泌を促進するかを検討するため，
鼻粘膜中 IL-33の免疫組織染色を行った．図2aのプ
ロトコールで点鼻を行い，最終点鼻前後で鼻粘膜中
IL-33を評価した．最終点鼻前では，PBS点鼻群と

図4．Th2細胞と ILC2による鼻副鼻腔2型炎症の相乗的増悪について．
（a，b）WTマウスとRag2 KOマウス（Rag2−/−）における鼻粘膜肥厚と鼻粘膜好酸球浸潤の誘導．Rag2 KOマウスで，OVA
による鼻粘膜肥厚，好酸球浸潤は完全に抑制されたが，papainによる炎症は残存した．（c）連続4日間papain点鼻した
WTマウスとRorasg/sg BMTマウスにおける鼻粘膜 ILC2の誘導．WTマウスのみ ILC2が誘導された．（d，e）WTマウスと
Rorasg/sg BMTマウスにおける鼻粘膜肥厚と鼻粘膜好酸球浸潤の誘導．Rorasg/sg BMTマウスで，papainによる鼻粘膜肥厚，
好酸球浸潤が抑制された．
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図5．鼻副鼻腔2型炎症における IL-33/ST2シグナルの関与．
（a）図2aプロトコールで点鼻された最終点鼻前，1時間後，24時間後の鼻粘膜組織の IL-33発現を免疫組織化学で検討し
た．Papain刺激により IL-33産生，分泌が促進された．（b，c）IL-33の影響をWTマウスと IL33 KOマウス（IL-33−/−）にお
ける鼻粘膜肥厚，鼻粘膜好酸球浸潤で検討した．IL33 KOマウスで，papainによる鼻粘膜肥厚，好酸球浸潤は抑制された．
（d，e）IL-33受容体の影響をWTマウスとST2 KOマウス（Il1rl1−/−）における鼻粘膜肥厚，鼻粘膜好酸球浸潤で解析した．
ST2 KOマウスで，papainによる鼻粘膜肥厚，好酸球浸潤は抑制された．（f）WTマウスと IL33 KOマウス（IL-33−/−）の鼻
粘膜中CD4+ T細胞の IL-4，IL-5，IL-13の発現状況．RT-PCRで検討した．（g）各刺激における IL-5/IL-13産生 ILC2の誘導
をフローサイトメトリー解析で比較した．IL33 KOマウスで ILC2誘導は抑制された．



 8-1 2型自然リンパ球活性化による鼻副鼻腔 2型炎症増悪とステロイド抵抗性の獲得について 189

好酸球性副鼻腔炎の病態解明と新たな治療戦略

第
1
章

第
2
章

第
3
章

第
4
章

第
5
章

第
6
章

第
7
章

第
8
章

第
9
章

第
10
章

第
11
章

OVA点鼻群と比較し，OVA + papain点鼻群で IL-33

は強く発現するが，点鼻1時間後で減少し，点鼻24

時間後では IL-33発現が回復していた（図5a）．一方，
PBS点鼻群とOVA点鼻群では，IL-33発現に変化は
認められなかった．これらの結果から，papainは鼻
粘膜上皮細胞から一時的な IL-33分泌を誘導すると
ともに，papainの慢性的な曝露は組織中 IL-33発現
を増強することがわかった．次に，OVA + papain誘
導の鼻副鼻腔2型炎症に IL-33/ST2シグナルが影響
するかを，IL33 KOマウス，ST2 KOマウスを用いて
検討した．OVA単独点鼻で誘導された鼻粘膜肥厚と
好酸球浸潤は，WTマウスと IL33 KOマウスで同等
に誘導されたが，OVA + papain点鼻で誘導された
鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤は，IL33 KOマウスで有意
に抑制され，OVA点鼻群と同等レベルまで抑制され
た（図5b，c）．同様に，ST2 KOマウスでも，papain

で誘導された鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤は有意に抑制
された（図5d，e）．IL-33/ST2シグナルが，Th2細胞
活性化および ILC2活性化に重要かを検討するため，
鼻粘膜中CD4+ T細胞の IL-4，IL-5，IL-13 mRNA発

現と，IL-5/IL-13産生 ILC2発現を調べた．鼻粘膜中
CD4+ T細胞の IL-4，IL-5，IL-13 mRNA発現は，OVA

点鼻群とOVA + papain点鼻群ともに，WTマウス
と IL33 KOマウスで同等であった（図5f）．一方，
OVA + papain点鼻群における IL-5/IL-13産生 ILC2

発現は，WTマウスと比較し，IL33 KOマウスで有意
に少なかった（図5g）．これらの結果から，IL-33/

ST2シグナルはTh2細胞活性化にはほとんど関与せ
ず，ILC2を介した鼻副鼻腔2型炎症増悪に関与する
ことがわかった（図6）．

鼻粘膜好酸球浸潤による鼻粘膜肥厚への影響
好酸球はアレルギー性肺炎での上皮肥厚や組織リ
モデリングに関与しているといわれている30）～33）．
我々は，鼻粘膜において好酸球が鼻副鼻腔2型炎症
にどのように影響するか検討するため，抗 IL-5抗体
の腹腔内投与により好酸球を欠損させたマウスを使
用した．これまで同様のOVA点鼻群とOVA + papain

点鼻群では，誘導されうる好酸球浸潤が，抗 IL-5抗
体で完全に抑制された．しかし一方で，鼻粘膜肥厚

Epithelium

NaiveＴ

Th2

IL-4/IL-5/IL-13

IL-33

ST2

ILC2

IL-5/IL-13

Eosinophil

Epithelium

OVA Papain

図6．OVA，papainによる鼻副鼻腔2型炎症の誘導メカニズム．
OVAにより誘導されたTh2細胞と，papainにより誘導された ILC2活性化は，それぞれ独立して鼻副鼻腔2型炎症を引き
起こす．
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は抗 IL-5抗体で抑制されなかった（図7a，b）．さら
にΔdblGATAマウス（好酸球欠損マウス）でも同様
の実験を行ったが，鼻粘膜肥厚は抑制されなかった
（図7c）．ゆえに，Th2細胞と ILC2は IL-5産生により
鼻粘膜好酸球浸潤を誘導するが，好酸球自身はOVA

とpapainで誘導された鼻粘膜肥厚増悪に重要な因
子ではないことが判明した．

鼻副鼻腔 2型炎症における ILC2由来 IL-13の
重要性

IL-13は，肺での好酸球集積，上皮肥厚，粘液細胞
過形成を誘導する34）．OVAとpapainで誘導された
鼻副鼻腔2型炎症における IL-13の影響を，IL13 KO

マウスを用いて検討した．Papain誘導の鼻粘膜2型
炎症は IL13 KOマウスにて抑制され，OVA点鼻群と
OVA + papain点鼻群の鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤は
同等レベルとなり，相乗効果は認められなかった
（図8a，b）．しかし，OVA単独点鼻で誘導された鼻

図7．鼻粘膜好酸球浸潤による鼻粘膜肥厚への影響．
（a，b）PBSもしくは抗 IL-5抗体を腹腔内投与したマウスモデルでの鼻粘膜肥厚，鼻粘膜好酸球浸潤を比較検討した．抗
IL-5抗体投与で好酸球浸潤は完全に抑制されたが，鼻粘膜肥厚は変わらなかった．（c）WTマウスとΔdblGATAマウスに
おける鼻粘膜肥厚の誘導を比較した．両者の鼻粘膜肥厚は，各刺激間で変わらなかった．
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マウスで，papainによる鼻粘膜肥厚，好酸球浸潤は抑制された．
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粘膜肥厚と好酸球浸潤は，IL13 KOマウスで抑制さ
れなかった（図8a，b）．つまり，Th2細胞由来では
なく，ILC2由来の IL-13がpapainで誘導された鼻粘
膜肥厚および好酸球浸潤に重要であることがわかっ
た．（図9）

ILC2活性化による鼻粘膜肥厚ステロイド抵抗
性の獲得

ILC2と IL-33は，鼻副鼻腔，肺におけるアレルギー
反応のステロイド治療抵抗性に関与していることが
報告されている35）36）．アレルギー性鼻炎において，
papain誘導の ILC2活性化によりステロイド抵抗性
を獲得するかを，デキサメタゾン（2.5もしくは
5 mg/kg）を腹腔内投与したマウスを用いて検討し
た．OVA点鼻誘導の鼻粘膜肥厚はステロイド用量依
存性に抑制され，ステロイド高用量群（5 mg/kg）で
完全に抑制された．しかし，OVA + papain誘導の鼻
粘膜肥厚はステロイド高用量群（5 mg/kg）で一部
抑制されるのみであった（図10a）．Papain誘導の
ILC2活性化は IL-33/ST2伝達経路を介するため（図
5），ST2 KOマウスを用いてステロイド抵抗性を検

討した．ST2 KOマウスのステロイド高用量群
（5 mg/kg）で，papain誘導の鼻粘膜肥厚は完全に抑
制された（図10b）．鼻粘膜好酸球浸潤は，OVA点鼻
群とOVA + papain点鼻群ともにステロイド用量依
存性に抑制された（図10c）．よって，鼻粘膜好酸球
浸潤はステロイドでコントロールできるが，papain

による鼻粘膜肥厚増悪はステロイド抵抗性を獲得す
ることがわかった．ステロイド高用量群（5 mg/kg）
のOVA + papain点鼻群で，鼻粘膜中CD4+ T細胞の
IL-4，IL-5，IL-13 mRNA発現は完全に抑制されてい
たが（図10d），IL-5/IL-13産生 ILC2発現は抑制され
ていなかった（図10e）．これらの結果から，鼻粘膜
ILC2活性化は IL-33/ST2伝達経路を介して，鼻副鼻
腔2型炎症のステロイド抵抗性を誘導することが示
唆された．

考察
今回の検討で，鼻粘膜 ILC2からの IL-13によって

Th2細胞由来の鼻副鼻腔2型炎症を相乗的に増悪さ
せることが判明した．さらに IL-33/ST2伝達経路を

図9．鼻副鼻腔2型炎症における ILC2の役割．
IL-33/ST2シグナルで活性化した ILC2は IL-5，IL-13を産生，分泌する．ILC2由来の IL-5は好酸球浸潤の増悪，ILC2由来の
IL-13は鼻粘膜肥厚の増悪に関与している．
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図10．Papain誘導の ILC2活性化による鼻粘膜肥厚ステロイド抵抗性の獲得．
PBSもしくはデキサメタゾン（2.5もしくは5 mg/kg）を腹腔内投与した．（a）各刺激におけるWTマウスの鼻粘膜肥厚の
状態．OVAによる鼻粘膜肥厚はステロイド用量依存性に抑制された．一方papainによる鼻粘膜肥厚は残存した．（b）ST2 
KOマウス（Il1rl1−/−）における鼻粘膜肥厚の状態．WTマウスで残存したpapainによる鼻粘膜肥厚は，ST2 KOマウスで抑
制された．（c）各刺激におけるWTマウスの鼻粘膜好酸球浸潤の状態．ステロイド用量依存性に抑制された．（d）WTマウ
スの鼻粘膜中CD4+ T細胞の IL-4，IL-5，IL-13の発現をRT-PCRで検討した．デキサメタゾン（5 mg/kg）投与下で，これら
のサイトカインは完全に抑制された．（e）IL-5/IL-13産生 ILC2の誘導状態をフローサイトメトリーで解析した．デキサメ
タゾン（5 mg/kg）投与下で，papainによる ILC2活性化が確認された．
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介した ILC2活性化がステロイド抵抗性を獲得させ
ることもわかった．

CRSwNP患者の鼻茸中には，ILC2の存在が報告
されており，CRSwNPの鼻茸形成に ILC2が関連し
ていると考えられている22）～26）．好酸球性副鼻腔炎
患者でも，鼻茸中の ILC2発現が増加していること
が確認されている37）．しかしアレルギー性鼻炎の場
合は意見が分かれる．健常コントロールとアレル
ギー性患者の末梢血単核球中の ILC2数は同等であ
る報告がある一方38），季節性アレルギー性鼻炎患者，
猫アレルギー患者の抗原暴露時の末梢血中 ILC2が
増加している報告がある19）～21）．今回の我々の検討
では，papainやアルテルナリアといった IL-33誘導
因子の点鼻で鼻粘膜 ILC2が増加したが，T細胞活性
化抗原のOVA点鼻投与では ILC2は誘導されなかっ
た．つまり，抗原や微生物の違いが，アレルギー性
鼻炎の ILC2活性化を左右していると推測され，鼻
粘膜 IL-33産生を誘導する抗原を吸入した際に鼻粘
膜 ILC2が活性化され，症状を増悪させるとともに
副鼻腔炎の鼻茸形成を誘導する可能性が考えられる．
最近，アレルギー疾患の治療として抗 type 2サイ

トカイン抗体治療が研究されている39）40）．抗 IL-5

抗体（mepolizumab）は，CRSwNPの鼻茸を縮小さ
せ，CTスコアを改善させたが，鼻閉や鼻汁は改善し
なかった41）．今回の我々の検討で，OVA，papain点
鼻による好酸球浸潤は抗 IL-5抗体治療で有意に抑制
したが，鼻粘膜肥厚は抑制されなかった．一方，
OVA + papain点鼻群の鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤は
ともに，IL13 KOマウスで有意に抑制された．よっ
て，IL-13はアレルギー性鼻炎，CRSwNPの良い治療
ターゲットとなるかもしれない．そして，OVA単独

点鼻群の鼻粘膜肥厚は IL13 KOマウスで抑制され
ず，Th2細胞が産生する別の因子の関与が示唆され
る．IL-4シグナルは IL-4/IL-13レセプター両者を介
して上皮肥厚に関与するため，IL-4がその因子かも
しれない42）．IL-4レセプターαサブユニットに対す
るヒトモノクローナル抗体（dupilumab）は，IL-4と
IL-13両方を阻害し，鼻茸患者の鼻茸スコアと鼻症
状（鼻閉，鼻汁）を有意に改善させた43）．ゆえに，我々
の検討結果と合わせて，Th2細胞由来の IL-4と，
ILC2由来の IL-13を同時に阻害することが鼻粘膜肥
厚，鼻茸形成をより強く抑制すると推察される．

CRSwNPと気管支喘息において，ステロイド治療
抵抗性は臨床的に問題となり注目されている．OVA

誘導アレルギー性肺炎症マウスモデルで，IL-33投
与により ILC2依存性にステロイド抵抗性を獲得する
こと，ステロイド抵抗性CRSwNPで鼻粘膜 Il33 mRNA

発現が増加していることが報告されている35）36）．
今回の我々の検討でも，IL-33/ST2伝達経路を介し
た ILC2活性化により増悪した鼻粘膜肥厚が，ステ
ロイド抵抗性を獲得することが示された．ILC2活性
化や IL-33産生を制御することが，難治性CRSwNP

のコントロールに重要であると考える．
以上まとめると，鼻副鼻腔2型炎症のTh2細胞と

ILC2の関係性として，ILC2はTh2細胞の鼻粘膜炎症
を相乗的に増悪することがわかった．さらに ILC2

由来の IL-13が鼻粘膜炎症に特に重要であること，
ILC2が鼻副鼻腔2型炎症のステロイド抵抗性に関
与することがわかった．今後，ILC2と ILC2活性化因
子である IL-33が，CRSwNPを含む難治性鼻アレル
ギー疾患の治療ターゲットとなることが期待される．

（森川　太洋）
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9 - 1

好酸球性副鼻腔炎に対するナットウキナーゼの治療効
果の検討

 サマリー
鼻茸の制御は好酸球性副鼻腔炎の治療において非常に重要である．我々はこれまでの研究によって鼻粘
膜における過剰なフィブリン網の沈着が鼻茸形成に関与していることを明らかにした．鼻粘膜における
フィブリン網を分解することで鼻茸を縮小できると考え，強力な線溶活性を持つナットウキナーゼの鼻
茸の対する効果を検討した．その結果ナットウキナーゼはフィブリン網を分解することによって鼻茸を
著明に縮小させることを明らかにした．

はじめに
現在好酸球性副鼻腔炎に対する治療の中心は手術
とステロイドの全身または局所投与である．手術は
内視鏡下鼻副鼻腔手術による副鼻腔の単洞化が推奨
されているが副鼻腔の高度の炎症による術中の出血
は手術操作を困難にし，不測の合併症や術後再発の
リスクは少なからずある．ステロイドの投与は病状
を改善させることが多いものの，中止または減量に
よる炎症の再燃を来すことが多く，長期投与による
副作用は大きな問題である．頑固な嗅覚障害や気管
支喘息の合併は好酸球性副鼻腔炎の重要な特徴であ
るが，治療の主なターゲットは中鼻道周囲や嗅裂，
副鼻腔，特に篩骨洞粘膜の浮腫性病変から形成され
る鼻茸である1）．鼻茸は組織学的に好酸球をはじめ
とした炎症性細胞の著しい浸潤と過度の浮腫である．
間質における浮腫の増悪によってはしばしば
pseudocyst が形成され，浮腫の中身は血漿蛋白のア
ルブミンであることがわかっている2）．我々は以前
の研究で鼻粘膜組織における凝固系の亢進と線溶系
の抑制がフィブリン網の過剰な沈着を形成しこれが
末梢血管から漏出した血漿蛋白を保持することに
よって浮腫，またはpseudocystの形成に関与するこ
とを報告した3）4）．これらの研究結果から好酸球性副
鼻腔炎の治療において鼻粘膜において過剰に形成さ
れたフィブリン網をターゲットにすることでより高

い鼻茸の縮小効果を期待できる．粘稠度の高い鼻汁
もまた好酸球性副鼻腔炎における特徴の1つで，好
酸球性ムチンとして知られている．また本疾患に高
率に合併する気管支喘息においても粘稠度の高い喀
痰はガス交換効率を低下させ呼吸機能を著しく低下
させる．これら粘稠性の高い分泌物中にはいずれも
フィブリン網の形成を認め分泌物の高粘稠度に影響
している5）6）．
微生物の産生するフィブリン溶解酵素がこれまで
にいくつか報告されている7）8）．その中でナットウ
キナーゼはBacillus subtilisによって産生され，275

のアミノ酸残基で構成され分子量27.724 kDaのセ
リンプロテアーゼである．またナットウキナーゼは
大豆を発酵させた我が国の伝統食品納豆に含まれる
酵素である9）10）．ナットウキナーゼのフィブリン溶
解作用に関する検討はかなりなされており，生体内
で直接フィブリン網の分解を行うプラスミンの約
4～6倍のフィブリン溶解作用を持つことが報告さ
れている11）12）．ナットウキナーゼはフィブリン溶
解作用に加えて，プロウロキナーゼや組織型プラス
ミノーゲンアクチベイター（t-PA）など線溶系に関
連する酵素を活性化する作用や，線溶系を抑制する
PAI-1に対してインヒビターとして働くため結果と
して線溶系を亢進させフィブリン網の分解を促進す
る11）13）14）．これらのことから鼻粘膜における過剰
なフィブリン網の沈着が認められる好酸球性副鼻腔
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炎に対してナットウキナーゼが治療薬として使える
可能性がある．
本研究では慢性副鼻腔炎患者に対する内視鏡下鼻
副鼻腔手術で摘出した鼻茸組織を用いてナットウキ
ナーゼの鼻粘膜組織への影響を検討した．また好酸
球性副鼻腔炎患者から採取した鼻汁，および気管支
喘息患者から採取した喀痰の粘稠度に対するナット
ウキナーゼの影響も検討した．

方法

対象とサンプル
福井大学耳鼻咽喉科・頭頸部外科において慢性副
鼻腔炎に対して行った内視鏡下鼻副鼻腔手術で採取
した鼻粘膜組織を本研究に使用した．福井大学呼吸
器内科で外来患者を対象に喘息患者の喀痰を採取し
た．全ての患者に対してインフォームドコンセント
をとり福井大学倫理委員会の承認を得ている．コン
トロールサンプルとして肥厚性鼻炎，鼻中隔湾曲症
患者に対して行った際に採取した下甲介粘膜を使用
した．

ナットウキナーゼ
ナットウキナーゼは日本生物化学研究所から提供
を受けた．ナットウキナーゼ粉末は生理食塩水で目
的の濃度に希釈し，コントロールとして生理食塩水
を使用した．

ナットウキナーゼの鼻茸への影響の評価
手術で採取した鼻粘膜組織を約5 mm角に切り分
けて水分を拭いて質量を測定した．切り分けた鼻粘
膜組織を生理食塩水またはナットウキナーゼ溶液
（10～1,000 FU/ml）に浸して37°Cで24時間振盪
した．振盪後鼻粘膜組織を取り出し水分を拭いて質
量を測定し鼻粘膜の縮小効果を評価した．

ウェスタンブロッティング
鼻粘膜組織振盪後の上清を用いた．上清を

denature後，12.5% Gels（Bio-Rad, Hercules, CA）
を 用 い て SDS-PAGEで 分 離 し，Hybond-P（GE 

Health care Life Science, Uppsala, Sweden）に転写

した．ブロッキング後，anti-d-dimer Ab（1:100, 

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX）で反応させ
た．二 次 抗 体 と し て horse radish peroxidase-

conjugated anti-mouse IgG antibody（Dako, 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA）を使用した．

動物実験
本研究における動物実験は福井大学動物実験倫理
委員会の承認を受け，その規則に則って行った．
Wild type BALB/cマウスはCharles River Labora-

tories Japan（Yokohama, Japan）から購入した．マ
ウスの鼻内に50 μlのナットウキナーゼ溶液または
生理食塩水を7日間連続で注入した後，鼻内の組織
学的な検討を行った．

粘稠度測定
鼻 汁，喀 痰 の 粘 稠 度 は ス ポ イ ト（Nippon 

Genetics, Tokyo, Japan）を用いて一滴の容量で測定
した．

免疫組織化学
パラフィン包埋した鼻粘膜組織を3 μm厚でスラ

イスした．ブロッキング後，anti-human fibrin 

antibody（Sekisui Diagnostics, Stamford, CT）を
4°Cで一晩反応させた後，ABC reagentを反応させ，
DAB（Invitrogen, Carlsbad, CA）で発色させた．

統計学的解析
全てのデータは平均±標準偏差で表した．各群間
の比較はpaired Student’s t testを用いて検討した．P
値が0.05以下の場合有意差ありとした．

結果

ナットウキナーゼの鼻茸縮小効果
鼻茸には過剰なフィブリン網の形成が認められ9），

ナットウキナーゼはフィブリン網に対する分解作用
がある15）ことからナットウキナーゼが鼻茸を縮小
させると考え，検討した．14症例の鼻茸を伴う慢性
副鼻腔炎患者から鼻茸を採取して検討に用いた．
5 mm角にした鼻茸組織をナットウキナーゼ溶液
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（10～1,000 FU/ml）またはコントロールとして生
理食塩水に加え37°Cで24時間振盪し，処理前後の
鼻茸組織の重さを測定した．生理食塩水で処理した
鼻茸組織の質量に変化はなかったが（188.0±29.2 

to 192.6±28.1 mg; mean±SD），ナットウキナーゼ
で処理した鼻茸の質量は著明に減少した（100 FU/

m l; 162.7±25.1 to 67.8±15.8 mg; P<0.001, 

1,000 FU/ml: 199.3±32.3 to 67.3±14.29 mg; 

P<0.001）（図1a）．このナットウキナーゼによる鼻
茸の縮小効果は時間，および濃度依存的な変化で
あった（図1b，c）．
ナットウキナーゼによって鼻茸は非常に薄く肉眼
的には間質が抜けたように変化した（図2a）．この
鼻茸縮小効果が鼻粘膜におけるフィブリンの分解に
よるものであるかどうかを確認するために，ナット
ウキナーゼ処理後の鼻茸におけるフィブリン網を免
疫組織化学で検討した．その結果ナットウキナーゼ
で処理した鼻茸中のフィブリン網は処理前に比べて

著しく減少していた（図2b）．さらに処理後，溶液
中のd-dimer量の上昇も認められた（図2c）．これ
らの結果からナットウキナーゼは鼻粘膜における
フィブリン網を分解することで鼻茸を縮小させるこ
とが示された．

線溶活性は鼻茸を縮小させる
生体内ではフィブリン網は線溶系の働きによって
分解され，線溶系の最終産物であるプラスミンが直
接フィブリン網を分解する．線溶活性が鼻茸を縮小
させるかどうかを検討するためにプラスミン（10 

and 100 mU/ml）で鼻茸を振盪処理した．その結果
ナットウキナーゼ処理と同様にプラスミン処理にお
いても鼻茸の質量の著明な現象が認められた
（10 mU/ml: 121.0±10.2 to 101.8±8.9 mg; P<0.05, 

100 mU/ml: 131.7±9.4 to 88.8±6.6 mg; P<0.001）
（図3a）．
ヘパリンは抗炎症作用を有し慢性副鼻腔炎を含む
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図1．ナットウキナーゼによる鼻茸の縮小効果．
（a）5 mm角の鼻茸組織の質量を測定し，生理食塩水，ナットウキナーゼ溶液（100 or 1,000 FU/ml）にて24時間振盪した．
その後質量を測定した．（b）鼻茸組織をナットウキナーゼ溶液（0～1,000 FU/ml）で24時間振盪し，質量を測定した．
（c）鼻茸組織を理食塩水，ナットウキナーゼ溶液（100 or 1,000 FU/ml）にて振盪し時間系列での変化を観察した．
*P<0.05, ***P<0.001.
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アレルギー疾患に対しても効果を発揮すると報告さ
れている6）．鼻茸におけるヘパリンの効果を検討す
るために本研究では未分画ヘパリン（UFH）と低分
子量ヘパリン（LMWH）の2種類を実験に使用した．
その結果これら2種類ヘパリンは鼻茸組織における

縮小効果は認められなかった（10 IU/ml UFH: 

181.9 ±31.7 to 186.5±33.2 mg, 10 IU/ml LMWH: 

228±14.7 to 228.8±8.8 mg）（図3b）．システイン
プロテアーゼのパパインの鼻茸への効果も検討した
が，パパインの鼻茸に対する縮小効果は認められな

0 
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NK
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図2．ナットウキナーゼによる鼻茸の縮小効果．
（a）5 mm角の鼻茸組織の質量を測定し，生理食塩水，ナットウキナーゼ溶液（100 or 1,000 FU/ml）にて24時間振盪した．
（b）anti-human fibrin Abを用いた免疫組織化学的検討．（c）鼻茸組織をナットウキナーゼ溶液で振盪後の上清における
フィブリン分解産物（d-dimer）量をWestern blotting法にて測定した．
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105.6±11.0 to 99.3±10.9）（図3c）．この結果鼻茸
は線溶活性によって縮小されるのであって抗凝固作
用や蛋白分解酵素の働きによって縮小されるのでは
ないことが明らかとなった．

ナットウキナーゼの正常鼻粘膜に対する作用
ナットウキナーゼの正常鼻粘膜への作用を検討す
るために，下甲介粘膜を用いて検討した．下甲介粘
膜を生理食塩水，またはナットウキナーゼ溶液で処

理を行うと，24時間後に少しふやけたような外観に
はなるものの質量の変化はほとんど認められなかっ
た（Saline: 71.1±8.5 to 74.3±8.9 mg, 100 FU/ml: 

73.1±8.3 to 72.4±8.3 mg, 1,000 FU/ml: 75.3±7.9 

to 71.9 V 8.3 mg）（図4a）．次に生体へのナットウ
キナーゼの影響を検討するためにマウスの鼻腔内に
生理食塩水，またはナットウキナーゼ溶液の点鼻を
行い，組織学的な変化について検討したところナッ
トウキナーゼ溶液（100 FU/ml）を7日間連続投与
を行っても鼻粘膜において組織学的は変化は認めら
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図3．線溶活性による鼻茸の縮小効果．
（a）5 mm角の鼻茸組織の質量を測定し，生理食塩水，プラスミン溶液（10 or 100 mU/ml）にて24時間振盪した．（b）鼻
茸組織を未分画ヘパリン（UFH），または低分子量ヘパリン（LMWH）で24時間振盪した．（c）鼻茸組織をパパイン溶液
（10 or 100 μM）で24時間振盪した．24時間振盪した．*P<0.05, **P<0.01.
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れなかった（図4c）．

ナットウキナーゼの鼻汁および喀痰への作用
好酸球性副鼻腔炎の鼻汁や気管支喘息の喀痰は極
めて粘稠性で特に気管支喘息においてはガス交換の
障害によって呼吸機能を著しく障害する．これらの
分泌物の粘稠性にフィブリン網の形成が関与してい
ることもわかっており，ナットウキナーゼが粘液の
粘稠性を低下させることができるのではないかと考

えた．鼻茸を伴う副鼻腔炎患者6人，および喘息患
者20人からそれぞれ鼻汁，喀痰を採取して検討を
行った．ナットウキナーゼの粘液に対する効果を検
討するために採取した鼻汁，または喀痰にナットウ
キナーゼ溶液を加え，37°Cで1時間振盪し，粘稠度
の変化を測定した．生理食塩水での処理では鼻汁の
粘調度に変化は認められなかったが（345.2±65.3 

to 354.2±74.7 ml），ナットウキナーゼによる処理
では粘稠度の著しい低下が認められた（371.7±69.1 
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図4．ナットウキナーゼの正常鼻粘膜に対する影響．
（a，b）5 mm角の下甲介粘膜組織の質量を測定し，生理食塩水，ナットウキナーゼ溶液（100 or 1,000 FU/ml）にて24時
間振盪した．（c）マウスにナットウキナーゼ溶液（1,000 FU/ml）を7日間連日経鼻投与し，鼻粘膜の組織学的な変化を
HE染色で評価した．
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to 45.0±9.2 ml, P<0.01）（図5a）．また肉眼的にも
塊の鼻汁が溶けている様子が認められた（図5b）．
同様の検討を喘息患者の喀痰を用いて検討したとこ
ろ，鼻汁と同様ナットウキナーゼ処理によって粘稠
度が著明に減少した（234.5±35.1 to 26.5±1.2 ml; 

P<0.01）（図5c）．また肉眼でも粘稠度の低下が観
察された（図5d）．

考察
本研究では強力なフィブリン溶解作用を持つナッ
トウキナーゼが慢性副鼻腔炎患者の鼻茸を著明に縮
小させ，鼻汁または気管支喘息の喀痰の粘稠度を低
下させることを明らかにした15)．
鼻茸は鼻腔特有の病変であり他の領域でこのよう
な病変はあまりない．鼻茸は中鼻道，嗅裂および副
鼻腔の粘膜の浮腫性変化によって形成され，重症例
では鼻腔，副鼻腔を充満し，鼻閉，嗅覚障害，頭痛の
原因となる．特に近年増加傾向にある好酸球性副鼻

腔炎においては手術後も再発を繰り返し，ステロイ
ドの長期投与を余儀なくされる症例が少なくない．
これらのことから鼻茸のコントロールは副鼻腔炎の
治療において最も重要であるが，鼻茸の形成メカニ
ズムはあまり良くわかっていなかった．鼻茸の組織
学的な特徴に高度の粘膜浮腫，pseudocystの形成が
あり，浮腫の内容は末梢血管から漏出した血漿蛋白
である1）2）．我々はこれまでの研究で鼻粘膜におけ
る過剰なフィブリン網の形成が血漿蛋白を鼻粘膜間
質に保持することによって粘膜浮腫が遷延した結果，
鼻茸が形成されることを報告してきた2）3）．この研
究結果をふまえると，鼻粘膜に形成された過剰な
フィブリン網を鼻茸治療のターゲットにすることは
極めて理にかなっている．
ナットウキナーゼはプラスミンと同様にフィブリ
ン網に直接作用して分解する以外に，線溶系に関わ
る t-PA，pro-urokinase，プラスミンなどの分子の発
現を亢進させ，線溶系を促進する作用があることも
知られている11）．さらにナットウキナーゼは線溶系
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図5．粘稠性粘液に対するナットウキナーゼの効果．
（a，b）慢性副鼻腔炎患者の鼻汁に生理食塩水またはナットウキナーゼ溶液（1,000 FU/ml）を加え1時間振盪し，粘稠度
を測定した．（c，d）気管支喘息患者の喀痰に生理食塩水またはナットウキナーゼ溶液（1,000 FU/ml）を加え1時間振盪し，
粘稠度を測定した．
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の抑制因子であるPAI-1を不活化する作用があるた
め14），結果的に線溶活性が増強しフィブリン網の分
解が促進される．これらのナットウキナーゼの線溶
系関連分子に対する作用の中で最も興味深いのは
t-PAによる作用である．我々はこれまでの検討で
Th2環境下では鼻粘膜上皮における t-PAの発現が著
明に抑制されることが線溶系抑制の主なメカニズム
であることを報告した3）．また t-PA遺伝子のプロ
モーター領域におけるメチル化が好酸球性副鼻腔炎
患者に高頻度に認められることから16）17），鼻粘膜に
おける t-PA発現のコントロールは治療に直結する
可能性があり，凝固系の異常亢進も鼻茸の形成に深
く関与する．好酸球性炎症を呈する慢性副鼻腔炎の
鼻茸においてM2マクロファージの浸潤が増加し，
凝固因子FXIII-Aが発現しているが，FXIII-Aは凝固
系の最終局面でフィブリンのγ-glutamylとε-lysil残
基を共有結合させることによってフィブリンモノ
マーを重合させフィブリン網の形成させる4）．架橋
されたフィブリン網は安定化し炎症によって末梢血
管から漏出した血漿蛋白を高効率に保持し鼻粘膜に
浮腫を起こし鼻茸が形成される．また好酸球性副鼻
腔炎の最重症タイプであるアスピリン喘息において，
好酸球に凝固因子の起点である組織因子が発現し，
凝固系の亢進によるフィブリン網が過剰形成に関与
することも明らかになった18）．ナットウキナーゼは
抗凝固作用も報告されており，ヒトへの投与によっ
て血清中のフィブリノーゲン，凝固因子VII，VIIIの
量が低下することから，心血管系の疾患へ治療応用
が検討されている19）．これらのことからナットウキ
ナーゼの抗凝固は鼻茸の再発予防への応用も期待で
きる．
慢性副鼻腔炎，特に好酸球性副鼻腔炎には高率に
気管支喘息を合併することが知られている1）．両疾

患において粘稠度の高い鼻汁や喀痰は病状を悪化さ
せる．特に気管支喘息において粘稠性の喀痰は致死
性になることもあり，粘液の粘稠度を少なくするこ
とは治療にとって極めて重要である．本研究でナッ
トウキナーゼは鼻汁と喀痰の粘稠度を短時間に下げ
ることか明らかになった（図5）．
ナットウキナーゼを慢性副鼻腔炎の治療に応用す
る場合の投与方法としては，鼻粘膜や下気道に対す
る直接投与と経口投与の2種類が考えられる．本研
究はナットウキナーゼの鼻茸や粘液に対する直接の
作用を検討した．動物実験において鼻粘膜への直接
投与で組織障害は認められなかったが効果や安全性
については更なる検討が必要である．
経口摂取されたタンパク質は通常，消化酵素に
よってペプチドやアミノ酸にまで分解される．しか
しナットウキナーゼは温度やpHに対して非常に安
定性を示すことから酵素活性を保ったまま腸管から
吸収されるという報告もある10）．実際ナットウキ
ナーゼのヒトや動物に対する経口投与によって血中
の線溶活性や抗凝固能が亢進されるという研究結果
も報告されている20）．ナットウキナーゼを含んでい
る納豆は日本の伝統食品で1000年以上の歴史があ
り経口摂取に対する安全は確立されていると考えら
れ，経口投与による副鼻腔炎治療も期待できる．
近年増加傾向にある好酸球性副鼻腔炎は高率に気
管支喘を合併し，高度の嗅覚障害の他，しばしば合
併が認められる好酸球性中耳炎は極めて難治性であ
る．好酸球性副鼻腔炎に対しては現状の内視鏡下鼻
副鼻腔手術，ステロイドの投与では十分な効果が得
られておらず，ナットウキナーゼも今後治療の選択
肢の1つとして検討を行う価値がある．

（高林　哲司）
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黄芩の主成分Baicalinによる抗Type 2炎症効果と 
好酸球性副鼻腔炎治療における漢方薬の可能性

 サマリー
好酸球性副鼻腔炎（ECRS）に対して治療効果が報告されているステロイドと分子標的治療薬は，Th2
サイトカインやその受容体，好酸球，IgEをターゲットとしている．辛夷清肺湯も Type 2気道炎症に
有効と報告されているが，詳細な薬理作用はわかっていない．本研究では，辛夷清肺湯の主成分
Baicalinが IL-33の産生を抑制し，肥満細胞からのメディエーター放出を抑制することで抗 Type 2
炎症作用を示すことが判明した．Baicalinを主成分とする黄芩を含むような漢方薬は，ある一定数の
ECRS患者に対して治療効果が期待できる．

はじめに
好 酸 球 性 副 鼻 腔 炎（eosinophilic chronic 

rhinosinusitis; ECRS）や気管支喘息に対する薬物治
療は，現在のところ，Type 2優位の炎症と過剰に浸
潤した好酸球を主な治療ターゲットとしている．ス
テロイドの全身あるいは局所投与がその一つである
が，長期投与による副作用の問題が懸念される．一
方，抗 IgE抗体，抗 IL-5抗体，抗 IL-4/IL-13受容体抗
体といった生物学的製剤が，気道のType 2炎症に対
する新しい治療薬として開発され，ECRSや気管支
喘息の臨床所見や症状の改善に有効であると報告さ
れている1）～4）．しかしながら，生物学的製剤は従来
の薬と比較し非常に高価であり，医療経済的な負担
となることが考えられる．それゆえ，代替治療が大
いに役立つ可能性がある．
伝統的な漢方薬は病気の予防と治療に応用されて
きた長い歴史があるが，新規治療薬としても最近注
目を集めている．日本では，Type 2気道炎症性疾患
に対する治療薬として，いくつかの漢方薬が処方さ
れている．例えば柴朴湯は，気管支喘息の患者に処
方され，その有効性が報告されている5）．また，辛夷
清肺湯は，鼻副鼻腔に炎症を持つ喘息患者への有効
性が報告されている6）．さらに両漢方薬は，気管支
喘息と副鼻腔炎の実験モデルにおいて，アレルゲン

の繰り返される感作で引き起こされるType 2炎症
を抑制することが報告されている7）8）．柴朴湯，辛
夷清肺湯はそれぞれ10種類，9種類の生薬によって
構成されているが，これらの中で唯一共通する生薬
が，Baicalinを主成分とする黄芩である9）．

Baicalinは，経口投与されると複雑な代謝経路を
介して全身循環によく吸収されることがわかってい
る9）10）．また，Baicalinは気管支喘息や鼻炎，皮膚炎
などの動物研究において抗アレルギー効果や抗
Th2/Th17炎症効果を認めたと報告されている11）12）．
しかしながら，ECRSや気管支喘息などのType 2気
道炎症に関わるさまざまな免疫担当細胞に対して，
Baicalinが実際どのように働くかはまだほとんどわ
かっていない．本研究では，正常なヒト気道上皮細
胞（normal human bronchial cells; NHBE）とヒト
肥満細胞のアレルギー反応に対してBaicalinが与え
る直接的な効果の検討を行った．

方法

辛夷清肺湯の血漿薬物動態
辛夷清肺湯エキス粉末を蒸留水に溶解し，

2.0 g/10 ml/kgの容量で，16時間断食したラットに
経口投与を行った．経口投与後，0（経口投与前），
0.25，0.5，1，2，4，6，10，24時間後に腹部大静脈よ
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り採血した．ここで使用した辛夷清肺湯エキス粉末
（Lot No. 2140104010）は，9種類の生薬，石膏
（18.5%），麦門冬（18.5%），黄芩（11.1%），山梔子
（11.1%），知 母（11.1%），百 合（11.1%），辛 夷
（7.4%），枇杷葉（7.4%），そして升麻（3.7%）の水
溶性抽出混合物として（株）ツムラ（東京）により製
造されたものである．辛夷清肺湯を3次元高速液体
クロマトグラフィー（3D-HPLC）で成分解析すると，
Baicalin，Baicalein，wogonoside，wogoninといっ
たフラボノイドを中心とする混合多成分で構成され
ていた（図1）．

細胞培養
NHBEを専用の培養液（bronchial epithelial cell 

growth medium; BEGM）で培養した．細胞刺激を
行う前は，少なくとも24時間はhydrocortisoneを
除去したBEGMで培養した．NHBEを3 μM，30 μM

のBaicalinで 前 処 理 し た 後，IL-4（100 ng/ml）

+dsRNA（25 μg/ml），IFN-γ（10 ng/ml），Pam3CSK4

（2 μg/ml）で刺激した．
ヒトCD34(+)造血前駆細胞をSCF，IL-6，IL-3，

2-mercaptethanol（2-ME），penicillin，streptomycin

を含む培養液（iscove methylcellulose medium）で
培 養 し，4週 目 に SCF，IL-6，insulin-transferrin-

selenium，2-ME，penicillin，streptomycinを含む培
養液（iscove modified dulbecco medium; IMDM）
を追加した．培養6週目には，0.1%BSAを含む
IMDMで培養した．それ以降は5%FBSを含む
IMDMに切り替え，さらに5～7週間培養すること
でヒト肥満細胞へと分化誘導させた．培養ヒト肥満
細胞を0.3 μM，3 μM，30 μMのBaicalinで前処理
した後，IL-33（100 ng/ml），thymic stromal lympho-

poietin（TSLP）（10 ng/ml），TSLP（10 ng/ml）+IL-1β
（10 ng/ml）で刺激した．
刺激した細胞からRNAや蛋白を回収した．

Baicalin

図1．辛夷清肺湯の3次元高速液体クロマトグラフィー（3D-HPLC）プロファイル．
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β-hexosaminidase assay
12 wellプレートに0.2×106 cells/wellとなるよ

う培養ヒト肥満細胞を調整し，1 μg/mlの IgEと
0.3 μM，3 μM，30 μMのBaicalinを加え24時間培
養した．各wellの細胞を回収し，tyrode-hepes 

buffer（10 mM Hepes, pH 7.4, 127 mM NaCl, 

4 mM KCl, 0.5 mM KH2PO4, 1 mM CaCl2, 0.6 mM 

MgCl2, 10 mM LiCl2, 5.6 mM glucose, and 0.1% 

BSA）を加えた．その後，10 μg/ml IgEと0.3 μM，
3 μM，30 μMのBaicalinで前処理したwellを1 μg/

ml anti IgE Abで，前処理していないwellを1 μM 

A23187で刺激，さらに前処理していない別のwell

を20%NP-40で刺激し各wellの上清のみ回収した．
20%NP-40で刺激したサンプルを用いて standard

を作成した．96 wellプレートに standardと回収し
た上清を入れ，同量の substrate solution（0.1 M 

sodium ci t ra te  pH4.5 に p-Ni t rophenyl-2-

acetamido-2-deoxy-β-D-glucopyranosideを溶解）
を加えた．その後0.2 M Glysine pH 1.1を加えて反
応を停止させ，マイクロプレートリーダーで
405 nmにおける吸光度を測定した．

Real time PCR
上述した培養NHBE，培養ヒト肥満細胞から total 

RNAを抽出し，一本鎖cDNAを作成した．TaqMan

プローブ法で real time RT-PCRを行った．標的遺伝
子の正確なコピー数を決定するために，定量された
一定量のPCR精製断片を連続希釈し standardとし
た．10 ngの total RNAに相当する一定量のcDNA

を real time PCRに使用した．mRNAの発現レベル
は，ハウスキーピング遺伝子GAPDHの平均値を基
準に計算した．

ELISA
培養細胞は，protease inhibitor cocktailを含む

cell lysis bufferを用いて回収した．IL-33，IL-5蛋白
濃度はELISA kit（R&D Systems, Minneapolis）で測
定した．

統計解析
各 群 間 の 比 較 はKruskal-Wallis ANOVA with 

Dunnett post hoc testingとMann-Whitney U test

を用いて検討した．P valueが0.05以下の場合，有
意差ありとした．

結果

辛夷清肺湯由来フラボノイドの血漿薬物動態
辛夷清肺湯エキスを経口投与されたラットの血漿
中フラボノイド定量結果を図2に示す．Baicalin，
wogonin，wogonosideは血漿中で検出されたが，
Baicaleinは検出下限濃度（200 ng/ml）を下回った．
血漿中最高濃度を示したのはBaicalinで1,610 ng/

mlであった．いずれの化合物も経時的な血漿中濃度
変化は二峰性を示し，投与後6時間の2つ目のピー
クがより高い濃度であった．本研究では，辛夷清肺
湯，柴朴湯に共通する生薬，黄芩の主要成分であり，
血漿中に最も高濃度に移行するBaicalinに注目しさ
まざまな検討を行った．

上皮系サイトカイン産生に対する Baicalinの
効果
気道上皮細胞由来のサイトカイン（上皮系サイト
カイン）はECRSや気管支喘息のような気道のType 2

炎症の病態に深く関与する．上皮系サイトカインは，
さまざまなサイトカインや toll like receptor（TLR）
のリガンドで産生亢進が起こり，アレルギー炎症に
重要な役割を果たす13）～15）．そこで，サイトカイン
や toll like receptor（TLR）を介する上皮系サイトカ
インの産生系に対するBaicalinの効果を調べた．
NHBEを IL-4とdsRNAで刺激するとTSLPを，IFN-γ
で刺激すると IL-33を，Pam3CSK4（TLR2 ligand）
で刺激すると IL-25を産生する（図3）．そこで，
Baicalinで前処理したNHBEで上皮系サイトカイン
の発現を調べた．その結果，IFN-γの刺激で亢進した
IL-33 mRNAの発現は，Baicalinの濃度依存的に有
意に抑制された．一方で，IL-4とdsRNAの刺激で亢
進したTSLP mRNAの発現，Pam3CSK4の刺激で亢
進した IL-25 mRNAの発現はBaicalinに影響される
ことはなかった．Baicalin刺激により唯一変化を認
めた IL-33の発現についてさらに詳しく検討するた
めに，Baicalin刺激による IL-33遺伝子発現抑制効果
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の経時的変化を検討した．その結果，IL-33の抑制効
果は少なくとも36時間持続することがわかった（図
4a, b）．また，ELISAで IL-33の蛋白レベルでの検討
を行った結果，Baicalin刺激により IL-33の蛋白発現
も有意に抑制された（図4c）．

IL-33によるヒト肥満細胞の tryptase発現亢進
ECRSや気管支喘息では，気道粘膜上皮において
肥満細胞の数が増加し，肥満細胞に特異的な内因性

プロテアーゼである tryptaseの発現も亢進すること
が報告されている 16）17）．Tryptaseは気道のアレル
ギー炎症増悪に関与するが，気道粘膜上皮に浸潤し
た肥満細胞において，どのように tryptaseの発現が
制御されているかよくわかっていない．マウスの骨
髄由来の肥満細胞においては，滑膜線維芽細胞が産
生する IL-33が tryptaseの発現を亢進させることが
報告されている 18）．そこで，ヒト肥満細胞の
tryptase発現に対し上皮系サイトカインが与える影
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響を検討した．培養ヒト肥満細胞をTSLP，IL-33，
IL-25で48時間刺激して tryptaseの発現を調べたと
ころ，IL-33で刺激を行った場合にのみ tryptaseの発
現が有意に上昇することがわかった（図5a）．さら
に，フローサイトメトリーにより，蛋白レベルでも
tryptaseの産生が有意に上昇していることがわかっ
た（図5b）．

ヒト肥満細胞に対する Baicalinの影響
培養ヒト肥満細胞における IL-33を介した

tryptase産生に対してBaicalinが与える影響を検討
した．その結果，IL-33で刺激した場合，しなかった
場合ともに，Baicalinにより tryptaseの発現が有意
に抑制された（図5c）．次に，上皮系サイトカイン
を介したヒト肥満細胞によるTh2サイトカイン産生
に対してBaicalinが与える影響について検討した．
IL-33でヒト肥満細胞を刺激すると，Th2サイトカイ
ンである IL-13の発現が亢進することが報告されて
いる19）．ところがBaicalinで培養ヒト肥満細胞を前
処理すると，亢進した IL-13の発現がBaicalinの濃
度依存的に抑制されることがわかった（図6a）．さ

らに，TSLP，IL-1βはヒト肥満細胞において，Th2サ
イトカインである IL-5の産生を亢進させることが報
告されている20）．ところがBaicalinで培養ヒト肥満
細胞を前処理すると，上昇した IL-5のmRNAは
Baicalinの濃度依存的に有意に抑制されることがわ
かった（図6b）．また，肥満細胞における IL-5蛋白
産生もTSLPと IL-1βの刺激により上昇するが，
Baicalinによる前処理を加えることで有意に抑制さ
れた（図6c）．
次に，IgEを介したヒト肥満細胞のメディエーター

放出に対してBaicalinが与える影響を検討した．
BaicalinのアグリコンであるBaicaleinは，ヒト肥満
細胞からのヒスタミン遊離を抑制することが報告さ
れている21）．そこで，培養ヒト肥満細胞における脱
顆粒をβ-hexosaminidase assayで検討したところ，
Baicalinで前処理した培養ヒト肥満細胞では，
Baicalinの濃度依存的に脱顆粒が抑制されることが
わかった（図6d）．
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考察
現在，ECRSや気管支喘息に対して治療効果が報
告されている薬物は，ステロイドと分子標的治療薬
である1）～4）．これらの薬物はいずれも，Th2サイト
カインやその受容体，好酸球，IgEなどを治療ター
ゲットとしており，ECRSの病態形成に関わるさま
ざまな分子の中の，より下流の分子に着目した治療
である．一方，辛夷清肺湯や柴朴湯もECRSや気管
支喘息のようなType 2気道炎症に対して治療効果
があると報告されている漢方薬であるが5）～8），ど
のような分子生物学的なメカニズムで抗Type 2炎
症効果を発揮しているかはまだよくわかっていな
かった．そこで本研究では，辛夷清肺湯の主成分で
あるBaicalin（図1）がECRSや気管支喘息における
Type 2炎症の病態に与える影響を検討し，上皮系
サイトカイン IL-33の産生を抑制すること，肥満細
胞からのメディエーター放出を抑制することを見出
した．
外因性プロテアーゼや黄色ブドウ球菌，ウイルス，
さまざまなアレルゲンにより刺激を受けた気道上皮
ではTSLP，IL-33，IL-25といった上皮細胞由来のサ
イトカインが産生され，これらがアレルギー性気道
炎症において重要な役割を果たす22）．IL-33は，気道
上皮のアレルゲン暴露に素早く反応して放出され，
IL-33の受容体であるST2を発現したさまざまな免
疫担当細胞に作用する．2型自然リンパ球（group 2 

innate lymphoid cells; ILC2）は IL-33により活性化
されると大量のTh2サイトカインを放出する．また，
IL-33は肥満細胞からの IL-13の放出も促進するこ
とにより気道粘膜局所にType 2炎症を誘導するこ
とが報告されている19）．産生されたTh2サイトカイ
ンである IL-5は好酸球の集積と生存に重要な役割を
果たし，IL-13や IL-4は気道粘膜での粘稠分泌物の
産生や鼻粘膜での鼻茸の形成 23），B細胞での IgE産
生に重要な役割を果たす 24）．また IL-33は，ナイー
ブCD4+T細胞をTh2細胞に分化誘導することも知
られており，自然免疫だけでなく獲得免疫において
も重要な役割を果たしている25）．このように，IL-33

は気道粘膜におけるType 2炎症の起点としてECRS

や気管支喘息の病態において非常に重要である．さ

らに，IL-33はより治療抵抗性の強い症例において
発現量が多いという報告もあることから，難治再発
の病態にも深くかかわることが考えられる26）27）．
したがって，IL-33の産生や上皮からの放出を制御
することは，ECRSや気管支喘息などの気道におけ
るType 2炎症の制御につながるため，Baicalinを主
成分に含む漢方薬のECRSや気管支喘息に対する治
療有効性が期待できると考える．しかし，詳細な制
御メカニズムはまだわかっていないため，今後さら
なる検討が必要である．また，今回の検討でTSLPや
IL-25の発現はBaicalinにより抑制されなかったこ
とから，IL-33優位のエンドタイプの治療オプショ
ンとして有効性が発揮される可能性が考えられた．

ECRSや気管支喘息の気道粘膜上皮では，tryptase

の発現が亢進した肥満細胞が多数浸潤しており，上
皮系サイトカインや IgEを介してTh2サイトカイン，
PGD2，LTC4といったさまざまなメディエーターを
放出することでType 2炎症の増幅に関わる．Tryptase

は鼻粘膜上皮に存在するproteinase-activated 

receptor 2（PAR-2）に作用することでTSLPの産生
を促す28）29）．また，tryptaseにより切断修飾を受け
ることで，IL-33は活性化を持ちType 2炎症の増幅
に関与する30）．したがってECRSの病態において肥
満細胞が果たす役割は非常に大きい．本研究で，
IL-33により tryptaseの発現が亢進し，その効果は
Baicalinにより有意に抑制されることがわかった
（図5c）．さらに，上皮系サイトカインを介して肥満
細胞からTh2サイトカインが産生されるが19）20），
この働きも肥満細胞をBaicalinで前処理することに
より有意に抑制された（図6a～c）．これらの結果か
ら，Baicalinは肥満細胞での tryptase発現を抑制す
ることで IL-33-tryptaseポジティブフィードバック
を断ち切り，さらに上皮系サイトカインを介する上
皮細胞と肥満細胞とのクロストークに影響を与える
ことにより，抗Type 2炎症効果を示す可能性が考え
られた．さらに，Baicalinは IgEを介する肥満細胞の
脱顆粒にも影響を与える（図6d）ことから，自然免
疫ばかりでなく獲得免疫における肥満細胞の制御も
期待できるかもしれない（図7）．しかしながら詳細
なメカニズムはまだわかっていないため，さらなる
検討が必要と考える．
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まとめ
本研究において，Baicalinが上皮細胞からの上皮

系サイトカインの産生や，肥満細胞における上皮系
サイトカインを介した tryptase，Th2サイトカイン
の産生，IgEを介した脱顆粒を抑制することで，ECRS

の病態形成に関わるさまざまな分子の中の，より上
流のキープレイヤーをターゲットとし，抗Type 2炎
症作用を示すことがわかった 31）．したがって，
Baicalinを主成分とする黄芩を含むような漢方薬は
ECRSに対する治療効果が期待できると考える．

（吉田　加奈子）
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好酸球性副鼻腔炎の新規治療

 サマリー
Type 2炎症に関連する抗体薬が上市され，通常治療抵抗性の鼻茸を有する慢性副鼻腔炎（CRSwNP）
を対象に大規模国際共同プラセボ対照二重盲検試験が行われ，その有効性が示された．その結果によっ
て，実際的には中等症および重症好酸球性副鼻腔炎の治療薬として，使用されていくと思われる．我々
は，上皮系サイトカインである TSLP産生を制御する短鎖脂肪酸，IL-33産生を制御する Bicalin，線
溶系の中心的因子 Tissue plasminogen activatorとフィブリンを標的にした新規治療法を 2件の特
許出願を含め開発しようとしている．

これまでの好酸球性副鼻腔炎の治療
好酸球性副鼻腔炎（ECRS）患者は一般的に膿性鼻
汁を認め，医療機関を受診することが多い．まずア
モキシリン（AMPC）を処方し，7日～10日で膿性
鼻汁が消失したら，クラリスロマイシン（CAM）に
変更する．しかし粘稠な鼻汁，嗅覚障害，鼻茸に変
化がないので，経口ステロイド（セレスタミン，プ
レドニン）を処方する．すると粘稠な鼻汁は著減，
鼻閉と嗅覚障害も改善する．さらに鼻茸の縮小も認
められる．これが典型的な好酸球性副鼻腔炎の治療
経過となる．その後，経口ステロイドを漸減し最終
的に隔日ないしは，1週間に2日程度の内服とし，約
2～3か月間継続する．適宜血中コルチゾールを測
定し，異常がないかを確認する．症状がほぼ消失す
れば経口ステロイド投与を中止する．軽快した症状
は風邪などのウイルス感染，細菌感染によって，再
度同じ状態に戻る．このような状態を何度か繰り返
すと鼻茸は増大し鼻閉を強く感じるので，内視鏡下
鼻副鼻腔手術（ESS）を行うこととなる．
経口ステロイドを中止した後などに漢方薬を処方
することもある．漢方薬は，辛夷清肺湯を処方して
いる．辛夷清肺湯に含まれるBaicalinが効果を有す
る（第9章を参照）．効果に関しては個人差が大きい
が，著効することもある．抗ロイコトリエン薬の処
方をすることもあるが，あまり効果がない．鼻噴霧

用ステロイド薬は，ESS後に使用するが，術前での
使用ではあまり効果がない．最近，気管支喘息治療
薬である吸入ステロイドを吸入し鼻から吐き出すこ
と（経鼻呼出法）で，後部篩骨洞にステロイドが到
達し鼻茸の縮小とCT所見が改善すると報告されて
いる1）．

IL-4受容体抗体による治療
ヒト化抗体は，直接サイトカインやサイトカイン
受容体の作用を阻害できる効果的な薬物である．
IL-4受容体抗体（Dupilumab，Dupixent®）は IL-4受
容体（IL-4R）a鎖に結合する．IL-4Ra鎖は IL-4Rのみ
な ら ず IL-13の 受 容 体 の1つ で も あ る の で，
Dupilumabは IL-4と IL-13の両方の効果を抑制する
ことができる．図1に気道上皮での IL-4および IL-13

の一般的機能を示す．さらに鼻茸における IL-4およ
び IL-13の作用を図2に示す2）．獲得免疫系では，刺
激（細菌・ウイルスなど）の認識から樹状細胞が
Naïve T細胞を刺激してTh2（T helper type 2）細胞
に分化させる．Th2細胞からは IL-4と IL-13が分泌さ
れる．一方，自然免疫系では，刺激（プロテアーゼや
その他）によって上皮細胞からTSLP，IL-33が産生
され，ILC2（Innate lymphoid cell type 2）を刺激して
IL-4と IL-13を分泌させる．両方の系から放出され
た IL-4と IL-13は，IgEへのクラススイッチ，粘液産
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生亢進，粘膜バリア機能の低下，Tissue plasminogen 

activator（tPA）の産生抑制，CST-1の産生亢進，好酸
球浸潤促進，血管内皮細胞の接着分子発現亢進など
多彩な機能を有している2）3）．

Dupilumabのプラセボ対照二重盲検試験（後期第
II相試験）は，鼻茸を伴う慢性副鼻腔炎（CRSwNP）
60名に対して16週間の皮下注射で行われた4）．プ
ラセボに対して，鼻茸スコア（nasal polyp score），

図1．気道上皮での IL-4および IL-13の一般的機能．

杯細胞過形成
粘液産生亢進

Th2サイトカイン産生

IgEクラススイッチング

活性化

活性化
増殖

細胞外マトリックスの沈着

バリア機能低下
易感染

T cell

B cell

Mast cell
Eosinophil Smooth muscle cell

FibroblastIL-4/IL-13

Keratinocyte

Airway epithelial cell

図2．鼻茸における IL-4および IL-13の作用．
細菌や抗原を樹状細胞が認識する獲得免疫系と上皮が直接刺激を受ける自然免疫系が存在する．
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Lund-Mackay CTスコア，SNOT-22，嗅覚検査にお
いて有意な改善を認めた．特に半数以上の鼻茸症例
で，鼻茸スコアが2以上改善を認めるとともに，鼻
閉，鼻漏，嗅覚障害の自覚症状および鼻腔通気度の
有意な改善も認めた．

2016年からはCRSwNPに対する第 III相大規模国
際共同臨床研究が開始された．最初の研究では，
Dupilumab（300 mg，143名）とプラセボ（133名）
を24週間2週間ごとに皮下注射を行い，治療効果を
検討した．さらに別の研究では，Dupilumab

（300 mg，2週ごと52週間，150名，A群），Dupilumab

（300 mg，2週ごと24週間その後4週ごと28週間，
145名，B群），プラセボ（52週間，153名，C群）の3

群での試験を行った5）．対象者は鼻茸スコア5以上
の患者（片側最低2以上）とした．その結果，24週の
段階で実薬群では，鼻茸スコアが–2.06と有意な縮
小を示し，ほとんど変化のなかったコントロール群
との間に有意な差を認めた（図3）．52週の段階でも
この差は持続した．Visual analogue scale（VAS）で
示した鼻閉スコアは，24週の実薬群で–0.89とこれ
も有意な減少であり，52週まで持続した．Lund-

MackayによるCTスコアも，24週で–7.44，52週で
–5.13を実薬群で示し，DupilumabがCRSwNPに対
して非常に有効であることが証明された．その他，

SNOT-22，嗅覚スコア，嗅覚検査であるUPSITも実
薬群では有意な改善を認めた．一方有害事象は，上
咽頭炎（20%），頭痛（10%），鼻炎症状（7%）を呈
したが，プラセボ群と有意差はなく，問題になるよ
うな事象は認められなかった．
一般に鼻茸スコアが平均で2.0減少することは，
効果が少ないように思えるが，平均で2.0の減少と
いうことは，かなりの症例で，両側2から3の鼻茸
スコアを示すポリープが消失することを示す．図4

にDupilumab投与前と投与後の鼻腔所見を示すが，
2および3であった鼻茸が両側とも24週で消失し，
52週まで継続した．図5には基準となる鼻茸スコア
を示す．
この国際臨床研究では，52週3アームの448名の

参加者のうち49名が日本人であった．2000年以降，
日本でも好酸球性副鼻腔炎が増加してきたが，欧米
人とは効果が異なる可能もある．そこで同様に3

アーム行った日本人データを解析した．全体の検討
と同じように，Dupilumab（A群，2週ごと52週間，
16名），Dupilumab（B群，2週ごと24週間その後
4週ごと28週間，17名），プラセボ（C群，16名）で
比較検討すると，鼻茸スコアは52週でA群が–3.53，
B群が–2.39を示し，研究全体の鼻茸スコア改善率
よりも日本人解析のほうが良好な結果であった6）．
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図3．Dupilumabによる鼻茸スコアの減少効果．
投与前の状態（ベースライン）からの変化量を示す．***P<0.0001 vs PBO，P<0.0001（全評価時点，両DUP vs PBO）．
DUP，デュピルマブ300 mg；PBO，プラセボ；SE，標準誤差．
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鼻閉スコアも全体よりも高い改善率であった．
Lund-MackayによるCTスコアも有意に減少してい

た．以上のことからDupilumabは日本人でも全く
問題なく治療効果が得られることが判明した．

（左）

合計スコア 5.5 0.0 0.0

鼻茸スコア（左）： 2.5 0.0 0.0

鼻茸スコア（右）： 3.0 0.00.0

（右）

図4．Dupilumabが奏効した1例．
両側の鼻茸（鼻茸スコア：左2.5，右：3.0）が24週で消失し，52週まで消失が継続した．

図5．臨床研究で用いられている鼻茸スコアの概要．
嗅裂ポリープはスコア3に該当する．

鼻茸スコア（nasal polyp score)

０：ポリープなし
１：中鼻道内小ポリープ
２：中鼻道限局ポリープ
３：下鼻甲介下端に到達するポリープ　もしくは　中鼻道のポリープスコア２と中鼻甲介内側にあるポリープの合併
４：総鼻道を充満するポリープ
MT：中鼻甲介，IT：下鼻甲介
★両側で最大８点。
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この国際臨床試験の対象者は，過去2年以内に経
口ステロイドの使用か鼻茸に関する手術を受けた患
者であり，鼻茸スコアが計5点以上であった．正確
には，本報告で述べるECRS患者ではないが，末梢
好酸球数が多く，気管支喘息かアスピリン不耐症を
合併している患者が約82%を占めるので，かなり
はECRS患者であると思われる．そこで JESREC 

Studyで決定したECRSの重症度別に国際臨床研究
全体症例の治療効果を検討すると，中等症・重症
ECRSでは，Dupilumabの治療効果は鼻茸スコア
–2.10～–2.75と優れていた．一方でnon-ECRSでも
–1.57～–1.53と有意な鼻茸スコアの改善を認めた7）．
このことは，DupilumabがECRSにはもちろん有効
であるが，鼻茸が大きく，過去2年以内に経口ステ
ロイドの使用か鼻茸に関する手術を受けた患者であ
れば，JESRECスコアにかかわらず効果を認めること
を示している．Dupilumabは2020年から日本にお
いても制御不可能な難治性副鼻腔炎に対して保険適
応になった．

抗 IL-5抗体による治療
鼻茸において，ウイルスや細菌感染などが起こる
と鼻粘膜上皮からTSLP，IL-33が産生される．図6

に示すようにTSLPはTh2細胞に働くと IL-5を産生
する．TSLPが ILC2に働いても IL-5を産生させる．
IL-33も ILC2を刺激して IL-5を産生させる．肥満細
胞にはTSLPと IL-1βの共同作用で IL-5を産生させ
る8）．これらの IL-5が好酸球上の IL-5受容体（IL-5R）
を介して，好酸球の増殖・分化促進，生存の延長，
活性化，気道組織への浸潤を起こし，炎症関連物質
遊離を促進させる．
鼻茸に対する抗 IL-5抗体の効果は，2011年に報

告されている．鼻副鼻腔手術後で経口ステロイドに
も抵抗性の重症かつ難治性CRSwNPに対して，
Mepolizumabを4週間の間隔で2回静脈注射を行
うプラセボ対照二重盲検試験を行った．実薬群20

名，プラセボ10名であった．その結果，実薬群の鼻
茸スコアは–1.3で有意な縮小効果を認めプラセボ
群に対して有意な減少であった．60%の実薬群症例
で鼻茸縮小を認めた9）．しかし対象症例が少なかっ
たこともあり，Lund-Mackay CTスコア，SNOT-22，
嗅覚障害スコア，鼻汁スコアには有意差を認めな
かった．Mepolizumab群では，末梢血中好酸球数，
血清中ECPと IL-5Rレベルの有意な低下を認めた．
次なるMepolizumabのプラセボ対照二重盲検試
験（後期 II相試験）は，実薬（54名），プラセボ（53名）
で，ベルギー，オランダ，英国の3か国で行われた10）．
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図6．鼻粘膜における IL-5産生機序．
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両側鼻茸スコアが5もしくはそれ以上で（片側最低
鼻茸スコア2），経口ステロイドにも抵抗性で鼻副鼻
腔手術が必要な患者であった．著者の印象では，
Dupilumabの対象とほぼ同じであろうと思われる．
4週間6クールのMepolizumab静脈投与を行った
結果，Mepolizumab群30%，プラセボ群10%の症
例が手術を必要としなくなった．鼻茸スコアも
Mepolizumab群で–1.8と有意に減少した（図7）．
鼻汁，鼻閉，嗅覚障害に関するVAS，SNOT-22も有
意にMepolizumab群で減少した．末梢血好酸球数
もMepolizumab群で有意に減少した．有害事象と
しては，上咽頭炎，咽頭痛，頭痛などが認められたが，
プラセボとの間に有意差は認められず，問題ないと
判定できた．
重症好酸球性喘息患者に対するMepolizumabの

有効性を検討したプラセボ対照二重盲検試験のメタ
解析では，CRSwNPを伴う重症好酸球性喘息患者の
ほうが，CRSwNPを伴わない重症好酸球性喘息患者
よりも，Mepolizumabの上気道への有効性を示す
SNOT-22の改善率が高いことが最近報告された11）．
かつ末梢好酸球レベルの高い重症好酸球性喘息患者
のほうが，Mepolizumabの効果が高く，末梢好酸球
レベルは，CRSwNPを伴う重症好酸球性喘息患者の
治療効果予測マーカになると推測された．以上のこ
とから，Mepolizumabの有効性が高いフェノタイ
プは，末梢好酸球レベルが高くCRSwNPを伴う重
症好酸球性喘息患者であることが示された．現在は，
第 III相大規模国際共同臨床研究が行われている．

IL-5自体に結合するMepolizumabに対して IL-5

受容体に結合するBenralizumabが開発され，すで
に気管支喘息の保険適応となっている．ヒト化 IL-5

受容体抗体（Benralizumab, FASENRA®）のFab部
は好酸球上の IL-5受容体α鎖に結合し，Fc部がNK

細胞のFcγRに結合して，好酸球はNK細胞によって
抗体依存性細胞障害（ADCC）を受け，アポトーシ
スに陥る（図8）．日本において好酸球性副鼻腔炎に
対 す る 第 II相 試 験 が 行 わ れ た．Benralizumab

（30 mg）3回 皮 下 投 与（23名），Benralizumab

（30 mg）1回皮下投与（22名），placebo（11名）で
行った8）12）．Benralizumabは1回の投与で，末梢好
酸球数をゼロに減少させた．数例において，鼻茸ス
コアを2以上減少させたが，最終的にBenralizumab 

3回投与も1回投与もプラセボとの間に有意差は認
められなかった（data no shown）12）．しかしながら
この臨床研究は，投与回数が最大3回と少ない回数
であり，判定も12週間と短かった．そのため約1年
間と期間を延長し，Benralizumabの投与回数を増や
した大規模な国際共同プラセボ対照二重盲検試験が
行われているとともに，それとは異なった臨床研究
も計画されている．それによってBenralizumabの
CRSwNPに対する治療効果が判明すると思われる．
しかしながらこの第 II相試験で明確になったことは，
末梢好酸球数がゼロになっても，鼻茸スコアに変化
がないものがかなり存在することである．末梢好酸
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図7．Mepolizumabの鼻茸スコアに対する効果．
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球数と鼻茸組織中好酸球数は，正の相関が認められ
ているが，Benralizumabで末梢好酸球数がゼロにな
ると鼻茸組織中好酸球数もゼロになるのかは，現段
階では不明であるが，好酸球をゼロにしても全ての
鼻茸が縮小するわけではなく，鼻茸の病態が多元的
である根拠を示している．

抗 IgE抗体による治療
図1で示したように，IL-4とCD40によってB細
胞は IgE産生形質細胞にクラススイッチを行い，IgE

が産生される13）．抗 IgE抗体（Omalizumab）は，血
清中および組織中の IgEに結合し，肥満細胞および
好塩基球の細胞表面の IgE受容体への結合を阻害す
る．重症気管支喘息，難治性の特発性慢性蕁麻疹に
対して保険適応がある．現在，難治性花粉症も保険
適応疾患となった．

CRSwNPに対してはOmalizumab群（15名），プ
ラセボ群（8名）の二重盲検試験が行われた．
Omalizumabは患者の至適用量を2週ごともしくは
4週ごとに皮下注射を行った結果，投与18週後の鼻
茸スコアはOmalizumab群–2.67，プラセボ群
–0.12と，Omalizumab群で有意に減少した14）．鼻閉
スコア，鼻汁スコア，嗅覚障害スコアも有意な改善
を認めた．日本においてアスピリン不耐症患者に1

年間Omalizumabを投与するとLTE4，PGD2，末梢好
酸球数とともにVASによる鼻閉スコア，鼻汁スコア，
嗅覚障害スコアの有意な改善を認めた15）．アスピリ

ン不耐症患者では約90%に，CRSwNPを合併して
おり，ほとんどはECRSであるので，Omalizumabは
ECRSに効果があると思われる．実際ECRSに対して
Omalizumabの有効性がCT上でも示されている16）．
最近報告された2つのプラセボ対照二重盲検試験

を組み合わせた報告：POLYP1（Omalizumab 72名，
プラセボ66名）とPOLYP2（Omalizumab 62名，プ
ラセボ65名）では，2週ないしは4週ごとに24週間
Omalizumabを投与した群において，鼻茸スコアが
POLYP1：–1.08，POLYP2：–0.90とプラセボ群の
+0.06，–0.31に比較して有意に縮小を認めた（図9）17）．
鼻閉，SNOT-22，嗅覚障害，鼻汁，後鼻漏の各スコア
の改善も認められた．特に重篤な有害事象は認めら
れなかった．

その他の抗体薬による治療
図2，図6で示すように鼻粘膜上皮が細菌・ウイ
ルス・抗原などに刺激をされるとTSLP，IL-33，そし
て IL-25が分泌される．これら上皮系サイトカイン
がTh2細胞，ILC2，肥満細胞を刺激する．鼻茸では
鉤状突起部などよりもTSLPのmRNAレベルは高値
であるが，蛋白レベルは逆に減少している18）．それ
は組織中蛋白分解酵素（プロテアーゼ）にTSLPが感
受性をもつためであり，鼻茸中には十分な活性を
持ったTSLPが存在すると報告されている．
抗TSLP抗体（AMG 157, Tezepelumab）は，584

名のコントロール不良の重症気管支喘息患者を対象
者として第 II相国際共同プラセボ対照二重盲検試験
（PATHWAY試験）が行われ，年間喘息増悪率の低下，
1秒率，ACQ-6スコアの有意な改善を認めた19）．喀
痰中好酸球率，呼気一酸化窒素濃度，血清中 IgEも
有意な低下を認めた．TSLPは上流のサイトカインで
あり，いわゆる上流ドライバーとも言える．
CRSwNPの遺伝子多型においてもTSLPリスクアレ
ルでTSLP産生が多いこと 20），TSLPの下流である
IL-4，IL-5の抗体でかなりの効果が認められること
から5），抗TSLP抗体も難治性CRSwNPの治療薬と
して期待がもてる．
抗 IL-33抗体（Etokimab）は，ピーナッツアレル

ギーに対して第 II相プラセボ対照二重盲検試験が行
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図9．Omalizumabの鼻茸スコアに対する効果．
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われた21）．Etokimabは安全で，食物誘発検査でも完
全な抑制を認めるとともに，CD4+ T細胞からの
IL-4，IL-5，IL-9，IL-13，ST2の産生を抑制した．今後
気管支喘息，CRSwNPが研究対象になると思われる．
図10には，鼻茸の病態に関して該当する抗体薬に
ついて記載した．これら抗体薬の治療はどのように
選択すべきであるかは，今後の臨床効果との比較に
よると思われるが，我々は第10章で述べるFKN 

panel（Fukui nasal polyp panel）で検討し，その症
例のエンドタイプを決定して，どの抗体薬を選択す
るか決める方法を提案している．

我々が見出した新規治療法
鼻粘膜上皮に細菌，ウイルス，真菌などの微生物
が感染もしくはプロテアーゼなどで刺激をすると上

皮からはTSLP，IL-33，IL-25が産生される．第5章で
示した短鎖脂肪酸は，腸内細菌が産生するが，鼻腔
内に存在する細菌からも産生される．短鎖脂肪酸は，
鼻粘膜上皮から産生されるTSLPを抑制するデータ
を我々はすでに得ている（図11）．第10章のマイク
ロバイオームで述べるnon-ECRSで検出され，ECRS

で検出されない嫌気性菌は，かなりの短鎖脂肪酸を
産生する．すなわちnon-ECRSでは，好酸球炎症を
中心としたType 2炎症を惹起しないような機序が
存在することになる．鼻汁中から測定可能な短鎖脂
肪酸は測定できなかったが，細胞と細菌の距離に
よって，一定の量の短鎖脂肪酸が産生されれば，至
近距離であれば上皮細胞に抑制刺激を与えられると
我々は考えている 22）．さらにこの嫌気性菌の
lipopolysaccharide（LPS）によって，鼻茸で発現の
高かったALOX-15の産生を抑制することも判明した．
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第9章で述べている黄芩に含まれるBaicalinは，
IFNγの刺激による鼻粘膜上皮からの IL-33の産生を
抑制する23）．IFNγ自身は，ウイルス感染や細菌感染
によってTh1細胞から産生されるので，病原微生物
の感染による自然免疫系の活性化にBaicalinは効果
があることになる．短鎖脂肪酸，Baicalinともに
IL-25産生には影響を及ぼさなかった．TSLPと IL-33

の産生が抑制できれば，第3章で述べた鼻粘膜上皮
からのCST-1産生が抑制され，好酸球浸潤のポジ
ティブループを切断することが可能となる24）．
第5章で述べた凝固系の亢進と線溶系の抑制によ

るフィブリン網の沈着では，我々は線溶系カスケー
ドの要である tissue plasminogen activator（tPA）を
治療標的としている25）26）．細菌産生の短鎖脂肪酸，

Bacteria

Epithelium

IL-33

Virus

TSLP IL-25

図11．線溶系およびフィブリンに作用する治療薬の可能性．
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図12．我々が見出し，発展させようと考えている好酸球性副鼻腔炎に対する新規治療物質．
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その中の酪酸とプロピオン酸は tPAを誘導する22）

（図12）．tPAのプロモータ領域を低メチル化にする
と tPAの発現は増加する27）．同様にレチノイン酸も
tPAを誘導する28）．我々は tPAの性質を持つ低分子
化合物にも注目し，特許を申請した（特願2019-

101552，慢性副鼻腔炎の予防剤または治療剤，およ
びこれらを製造するためのスタチンの使用：坂下雅
文，藤枝重治，高林哲司）．

tPAはプラスミノーゲンをプラスミンにし，フィ
ブリン網を分解する．第9章で述べたナットウキ

ナーゼは直接フィブリン網を分解する．これは日常
の食生活によるECRS治療として有効性が得られる
可能性がある．臨床研究自体としては，長期にわた
る研究期間が必要なため今回成功しなかったが，生
活習慣としては試みるべきものと思う（図12）．我々
は，ナットウキナーゼと同様の作用を持つ低分子化
合分子に関しても特許を申請した（特願　2019　医
薬組成物）．最終的にこの化合物の利用を考えている．

（藤枝　重治）
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はじめに
ヒトを含む生物は自然環境に生息する微生物叢

（マイクロバイオーム）と一体となってそれぞれの
生体系を形成している．地球上の細菌数は約5×1030

と考えられており1），ヒトに生息するものに限って
も1,000種類以上，一人あたり1～3 kgの細菌と共
存している．微生物学は，従来はグラム染色法には
じまり，培養法やPCR法を利用した菌種の同定法が
主流であった．培養法には，特定できる菌種は培地
で増殖可能な菌種に限られるため全ての微生物が培
養できないという限界があった．また，PCR法は特
定の菌種の遺伝子配列に基いてプライマーを設計し
検出する検査法のため，想定外の微生物を測定する
ことは困難であった．2004年にVenterらによって，
海洋の細菌群などを網羅的にショットガンシークエ
ンスした解析が初めて報告され，微生物由来の
DNAを網羅的にシークエンスするメタゲノム解析
が可能となった2）．その後，2000年代半ばより次世
代シークエンサーが開発され，一度により大量のゲ
ノム配列を得ることが可能となり，現在では，16S 

rRNA，18S rRNA，ITS（internal transcribed spacer）
など微生物のDNAのうち特定の領域をターゲット
としてPCR増幅を行い解析する手法が発展している．
鼻副鼻腔に関する細菌研究として，1999年に

Nadalらは，副鼻腔炎を伴わない健常人の中鼻道

検体を採取し，Gram染色ではほとんどの症例で菌
種の同定ができず，培養法でも3割以上に細菌が検
出されないことを報告した 3）．2009年にAbou-

Hamadらは，健常人から採取した上顎洞の洗浄液
のうち，培養法では8割以上に細菌が検出されな
かったことを報告した．今では信じがたいことであ
るが，少なくとも10年程前までは健常者の副鼻腔
内は無菌であると考えられていた4）．その後，2014

年にChoiらが韓国における慢性副鼻腔炎や健常者
の鼻腔洗浄液を初めて次世代シークエンサーを用い
て解析し，鼻腔内は無菌ではなく常在細菌叢が存在
し，慢性副鼻腔炎患者では細菌叢の多様性が変容
（dysbiosis）していることを報告した5）．その後，ア
メリカ，ヨーロッパ，オセアニア，アジア諸国から
続々と慢性副鼻腔炎におけるマイクロバイオーム研
究の成果が報告され，今では鼻腔内のマイクロバイ
オームが環境的要因の一つとして慢性副鼻腔炎の発
症や病勢に強く関わっていると考えられるように
なってきた6）7）．
しかしながら，日本における慢性副鼻腔炎患者を
はじめとした鼻腔内のマイクロバイオームの報告は，
私たちが調べたかぎり存在しない．さらに，海外に
おいても慢性副鼻腔炎のマイクロバイオームは鼻茸
やその他の全身性の合併症の有無などで分類し解析
した報告に限られており，好酸球性副鼻腔炎や非好
酸球性副鼻腔炎に着目して解析した報告はほとんど

10 - 1

慢性副鼻腔炎のマイクロバイオーム

 サマリー
慢性副鼻腔炎の鼻腔および口腔の微生物叢（マイクロバイオーム）について，鼻茸を合併している慢性
副鼻腔炎を好酸球性副鼻腔炎と非好酸球性副鼻腔炎に分類し 16S rRNAメタゲノム解析を行った．好
酸球性副鼻腔炎は非好酸球性副鼻腔炎と比較して α多様性（個体内での均等性）が低下し，β多様性（個
体間での種類似性）が異なっていた．好酸球性副鼻腔炎と非好酸球性副鼻腔炎においてそれぞれ特徴的
なバイオマーカーとなる菌種や細菌機能が検出されており，好酸球性副鼻腔炎と非好酸球性副鼻腔炎と
では異なる鼻腔マイクロバイオームを有する可能性が示唆された．
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ない．そこで私たちは今回，好酸球性副鼻腔炎，非
好酸球性副鼻腔炎，健常者からそれぞれ採取した検
体を用いて，好酸球性副鼻腔炎に関連する鼻腔内マ
イクロバイオームを明らかにすることを目指した．
本研究の結果から，好酸球性副鼻腔炎と非好酸球性
副鼻腔炎では細菌叢が異なる可能性が示唆され，さ
らに本研究で新たに同定した菌種から産生される代
謝産物を用いた機能実験を行っている．

患者情報と検体採取
福井大学医学部附属病院および獨協医科大学埼玉
医療センターにおいて，慢性副鼻腔炎に対する内視
鏡下鼻副鼻腔手術を行った患者を対象とした．コン
トロールは非炎症性鼻疾患（鼻中隔彎曲症など）に
対する手術を行った患者とした．合計130症例（慢
性副鼻腔炎112例，コントロール18例）より検体を
採取した．慢性副鼻腔炎は JESRECスコアに従って，
好酸球性副鼻腔炎59例（スコア11点以上），非好酸
球性副鼻腔炎53例（スコア10点以下）に分類した．

内視鏡下鼻副鼻腔手術時もしくは前処置時に，嗅
裂（olfactory cleft; OC），中鼻道（middle meatus; 

MM），下鼻甲介前縁（interior turbinate; IT），口腔
から，それぞれ滅菌スワブを用いてぬぐい液を採取
した．それぞれの症例から検体を採取し，嗅裂105

検体，中鼻道121検体，下鼻甲介117検体，口腔
121検体を以後の解析に使用した．必要に応じて内
視鏡を使用し慎重に検体を採取した．採取した検体
は氷上で保存しDNA抽出まで−80°Cで保管した．

次世代シークエンサーによるシークエンス
概要を図1に示す．採取したスワブから微生物

DNAを抽出した．抽出した微生物DNAから，16S 

Metagenome Sequencing Library Preparation（イル
ミナ）のプロトコールに沿ってライブラリを作成し
た．具体的には，細菌DNAの16S rRNA遺伝子
V3~V4領域をPCR法により増幅し，増幅産物を精
製したのちにインデックスを付加した．作成したラ
イブラリはAgilent 2100 Bioanalyzerもしくは
TapeStation 2200（アジレントテクノロジー）によ

MiSeq (Illumina)

1 500 1,000 1,500

V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9

(bp)

16S rRNA
1st PCR

2nd PCR

V3︲V4領域増幅

インデックス付加

シークエンス

DNA抽出

16S rRNA 増幅

インデックス付加

テンプレート調整

シークエンス

データ解析

サンプル採取

Illumina MiSeq 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation Protocol (Illumina)

図1．16Sメタゲノム解析の概要．
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る品質チェックを行い，次世代シークエンサー
MiSeq（イルミナ）を使用してシークエンスを行った．

シークエンスデータの解析
次世代シークエンサーよって得られた微生物細菌
叢由来のシークエンスデータを，細菌ゲノム配列
データベースはGreengenes database8）とQuantative 

Insights Into Microbial Ecology（QIIME）9）を用いて
解析した．慢性副鼻腔炎群と非炎症性疾患群，さら
に慢性副鼻腔炎は JESRECスコアに基づいて好酸球
性副鼻腔炎群（11点以上）と非好酸球性副鼻腔炎群
（10点以下）に細分類し，各群間における細菌叢の
α多様性（個体内での均等性），β多様性（個体間での
種類似性）を比較した．さらにLinear discriminant 

analysis Effect Size（LEfSe）10）を用いて，各群間のバ
イオマーカー細菌種の探索を行った．細菌叢から細

菌機能の予測についてはPhylogenetic Investigation 

of Communities by Reconstruction of Unobserved 

States（PICRUSt）11）を使用し，Statistical Analysis of 

Metagenomic Profiles（STAMP）12）を用いて各群間
における予測された細菌機能の比較を行った．
P<0.05を統計的有意水準とした．

細菌叢の多様性
慢性副鼻腔炎とコントロールのα多様性（個体内
での均等性）との比較では，嗅裂，中鼻道，下鼻甲介，
口腔いずれも有意差は認められなかった（図2）．さ
らに，慢性副鼻腔炎を好酸球性副鼻腔炎と非好酸球
性副鼻腔炎に分類して3群でα多様性を比較したと
ころ，中鼻道のみで統計学的有意差を認め
（P=0.012），好酸球性副鼻腔炎では非好酸球性副鼻
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図2．慢性副鼻腔炎とコントロールの各部位におけるα多様性（a，嗅裂；b，中鼻道；c，下鼻甲介；d，口腔）．
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腔炎と比較してα多様性が低下していた（図3）．
次に，慢性副鼻腔炎とコントロールのβ多様性（個
体間での種の類似性）を比較したところ，嗅裂，中
鼻道，下鼻甲介，口腔いずれも有意差は認めなかっ
た（図4）．さらに，慢性副鼻腔炎を好酸球性副鼻腔
炎と非好酸球性副鼻腔炎に分類して3群でβ多様性
を比較したところ，鼻腔3か所（嗅裂，中鼻道，下鼻
甲介）全てにおいて有意差が検出され，好酸球性副
鼻腔炎・コントロールと非好酸球性副鼻腔炎の鼻腔
内は異なる細菌叢を有することが示唆された（図5）．

バイオマーカー菌種の同定
鼻腔および口腔の細菌種を決定したところ，図6

に示す細菌種（phylum/genus level）が主に同定さ
れた．さらに，好酸球性副鼻腔炎・非好酸球性副鼻

腔炎・コントロールそれぞれの細菌叢におけるバイ
オマーカーとなる細菌種の探索を行ったところ，そ
れぞれの部位で複数の細菌種が同定された（図7）．
興味深いことに，鼻腔3か所（嗅裂，中鼻道，下鼻甲
介）において共通の菌種がバイオマーカーとして同
定された．鼻腔内において部位にかかわらず共通の
菌種が病態などに関連する可能性がある．一方，口
腔では鼻腔と共通の菌種は同定されなかった．

細菌叢の機能解析
細菌叢解析から得られたデータから細菌機能の予
測を行い，各群間の予測メタゲノム機能を比較した
ところ，中鼻道において好酸球性副鼻腔炎と非好酸
球性副鼻腔炎の細菌機能が異なっていた（図8）．好
酸球性副鼻腔炎では複数のアミノ酸代謝のパスウェ
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図3．好酸球性副鼻腔炎，非好酸球性副鼻腔炎，コントロールの各部位におけるα多様性（a，嗅裂；b，中鼻道；c，
下鼻甲介；d，口腔）．
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イが亢進しており，一方，非好酸球性副鼻腔炎では
エネルギー代謝やミスマッチ修復など細胞傷害に関
わるパスウェイが亢進していた．

まとめ
慢性副鼻腔炎の鼻腔および口腔のマイクロバイ
オームについて，慢性副鼻腔炎を好酸球性副鼻腔炎
と非好酸球性副鼻腔炎に分類し16S rRNAメタゲノ
ム解析を行った．好酸球性副鼻腔炎は非好酸球性副
鼻腔炎と比較してα多様性が低下し，β多様性が異
なり，好酸球性副鼻腔炎と非好酸球性副鼻腔炎にお
いてそれぞれ特異的なバイオマーカーとなる菌種や
細菌機能を示した．慢性副鼻腔炎の中でも，好酸球
性副鼻腔炎と非好酸球性副鼻腔炎は異なる鼻腔マイ
クロバイオームであることが示唆された．
好酸球性副鼻腔炎は中鼻道や嗅裂に鼻茸を合併す
ることが多く，ムチン状の鼻汁が遷延し，抗菌薬治

療に対する抵抗性を示す難治性の疾患である．主に
Th2サイトカインが関与するType 2炎症疾患であ
ると考えられている．一方，非好酸球性副鼻腔炎は
細菌感染を契機として発症する慢性炎症性疾患とい
われ，Th1サイトカインが関与するとされる．本研
究では，好酸球性副鼻腔炎ではアミノ酸代謝などの
パスウェイが亢進していた一方で，非好酸球性副鼻
腔炎では細胞傷害に関わるパスウェイが亢進してお
り，細菌による鼻副鼻腔の細胞傷害が起きている可
能性が示唆された．
さらに，本研究により同定した菌種およびその代
謝物を用いて，in vitroの実験により鼻粘膜細胞や気
管上皮細胞へ与える影響について検討した．詳細は
次章を参考にされたい．鼻腔マイクロバイオームや
その代謝産物は，環境的要因の一つとして好酸球性
副鼻腔炎や非好酸球性副鼻腔炎の病態に重要な役割
を果たしていると考えられる．

（木戸口　正典）
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慢性副鼻腔炎の分類について
慢性副鼻腔炎は12週間以上持続する鼻汁，鼻閉，
後鼻漏症状を3徴とする慢性炎症性疾患とされ1），
日本では「蓄膿症」として国民に広く知られている2）．
慢性副鼻腔炎は，鼻茸合併の有無により鼻茸を伴う
慢性副鼻腔炎（chronic rhinosinisutis with nasal 

polyps; CRSwNP）と鼻茸を伴わない慢性副鼻腔炎
（chronic rhinosinisutis without nasal polyps; 

CRSsNP）に大別され，病態やその要因について長
く議論されてきた1）．欧米におけるCRSwNPの大部
分はT helper type 2（Th2）サイトカインや好酸球
浸潤が特徴的な炎症であり，気管支喘息や嗅覚障害
を合併することが多く，経口ステロイド薬や鼻噴霧
用ステロイド薬が効果的である1）．一方，アジア諸
国では欧米に比べてTh1サイトカインや好中球浸潤
が優位の炎症を来すことが多く，マクロライド療法
などの抗菌薬治療への反応性が良好である2）．私た
ちは，2010年より日本国内における慢性副鼻腔炎
の多施設共同疫学調査（JESREC Study）を行い，そ
の中で慢性副鼻腔炎における好酸球性副鼻腔炎の罹
患率や術後再発・難治化をきたすリスク因子を調査
した3）．CRSwNPのうち少なくとも半数以上が好酸
球性副鼻腔炎であったが，欧米諸国と比較すると好

酸球性副鼻腔炎の罹患率は低く，中国などのアジア
諸国よりは高かった．また，鼻茸や篩骨洞粘膜の病
理学的検査における400倍拡大視野で70個以上の
好酸球浸潤，鼻茸合併，両側性病変，篩骨洞優位の
CT陰影，血中好酸球数（%）高値，気管支喘息・ア
スピリン喘息（NSAIDs不耐症）の合併がリスク因
子であった3）．その結果に基づいて私たちは，2015

年にこれらの予後因子を基準として好酸球副鼻腔炎
の診断基準を作成し，現在では国内で広く活用され
ている（第1章参照）4）．
好酸球性副鼻腔炎の診断基準は，診察，CT検査，
病理学的検査など保険診療の範囲内で診断すること
が可能であり，予後予測にも有用で簡便な診断方法
である．しかし，好酸球性副鼻腔炎と診断された症
例の中にも手術や保存的治療で完治する症例が一定
数存在し，一方で非好酸球性副鼻腔炎と診断された
症例の中に術後再発を来す症例が存在しており，こ
れらの分類の中にも多様な病態が存在すると考えら
れている5）．

慢性副鼻腔炎のエンドタイプ分類
近年では，さまざまな疾患において分子バイオ
マーカーに基づいたエンドタイプ分類が着目されて
いる6）．さらに，従来の手術療法や薬物治療ほかに

11 - 1

エンドタイプに基づいた慢性副鼻腔炎の診断パネル開発

 サマリー
慢性副鼻腔炎のエンドタイプ分類を行うことを目的として，オリジナルの慢性副鼻腔炎診断パネル
（Fukui-nasal polyps panel; FKN panel）を作成した．FKN panelは好酸球性副鼻腔炎の診断（組
織中好酸球数カウント）時作成の鼻茸のホルマリン固定パラフィン包埋（formalin-fixed paraffin-

embedded; FFPE）検体を使用して遺伝子発現解析を行うことが可能である．自験例の網羅的遺伝子
発現解析（RNA-seq）結果との関連性を確認しており，FKN panelはより簡便な検査手法であるこ
とから実臨床のエンドタイプ分類を行ううえで有効な診断パネルになりうると考えられる．本研究にて
開発した診断パネルを用いて，慢性副鼻腔炎のエンドタイプ分類をはじめ，手術予後，ステロイド薬へ
の反応性，抗モノクローナル抗体の効果予測などの臨床応用へ向けた様々な研究を計画している．
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抗モノクローナル抗体薬が新たな治療方法として開
発され，分子バイオマーカーに基づいた治療戦略の
重要性が高まってきている7）．慢性副鼻腔炎と合併
することの多い気管支喘息においても，Th2サイト
カインによる炎症では全ての病態を説明することは
できず，エンドタイプを用いた分類やそれに基づい
た治療アプローチが議論されている．
慢性副鼻腔炎においても，2016年にTomassenら
によって分子病態の違いによってクラスター化した
エンドタイプ分類が世界で初めて報告された5）．14

種の分子バイオマーカー（IL-1β，IL-5，IL-6，IL-8，IL-

17A，IL-22，ECP，MPO，TGF-β1，IFN-γ，TNF-α，IgE，
黄色ブドウ球菌エンテロトキシン特異的 IgE，アル
ブミン）をもとに慢性副鼻腔炎を10クラスターに
エンドタイプ分類し，特定のエンドタイプと鼻茸や
気管支喘息の合併との関連を示した7）．また，2018

年にLiaoらは慢性副鼻腔炎を28の臨床的な指標と
38の分子バイオマーカーに基づきエンドタイプ解
析を行い，7クラスターに分類し治療抵抗性との関
連を示した8）．日本においては，Nakayamaらが好酸
球性副鼻腔炎の診断基準である JESRECスコア（11

点）と組織中好酸球数（70個）にて4つのグループ

を作った．そして好酸球関連のCLC，IL5，IL13，
CCL11，CCL24，CCL26，POSTN，CSF3遺伝子と IL-8

発現を解析すると5つのクラスターに分類できた．
そのクラスターに含まれている症例を調べると最終
的に4つのグループの症例が同じクラスターに含ま
れていることが判明し，JESRECスコアと組織中好酸
球によってCRSwNPのエンドタイプを予測できる
可能性を示した9）．しかしながら，まだ世界的にも
明確なエンドタイプ分類も存在せず，エンドタイプ
をもとにした治療戦略を立てることも必要であると
考えられおり，今後の検討課題になっている．

日本の慢性副鼻腔炎エンドタイプ分類とその
臨床応用へ向けて
私たちは，慢性副鼻腔炎におけるさまざまな分子
バイオマーカーの探索を行っている．鼻茸と下鼻甲
介粘膜における遺伝子発現をRNA-eqにより比較し，
鼻茸においてPOSTN，ALOX15，CST1，SERPINB3，
CCL18などの高発現遺伝子，BPIFA1，SLPI，BPIFB1，
STATH，LTFなどの低発現遺伝子を見出し，その中で
血清ペリオスチン（遺伝子名：POSTN）が術後再発
のバイオマーカーとなることを示した（第2章参

好酸球性副鼻腔炎
非好酸球性副鼻腔炎
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図1．鼻茸の遺伝子発現量．
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照）．また，RNA-Seqにより検出されたCST1を詳細
に分析したところ，好酸球性副鼻腔炎の重症例に高
発現であり，病態との関連性を見出した（第3章参
照）10）．さらに，好酸球性副鼻腔炎と非好酸球性副
鼻腔炎の鼻茸における遺伝子発現をRNA-Seqで比
較し，transient receptor potential cation channel 

subfamily V member 3（TRPV3）が好酸球性副鼻腔
炎で高発現であることを示した（第3章参照）11）．そ
のほか，血清Eotaxin-3（CCL26）と慢性副鼻腔炎の
鼻粘膜好酸球浸潤との関連（第2章参照）12），鼻茸
組織における tissue-type plasminogen activator（t-

PA）13），L-plastin14），thrombin activatable fibrinolysis 

inhibitor（TAFI）15）（第 5章 参 照），nitric oxidase 

synthase 2（NOS2）の遺伝子発現とその病態との関
連についてそれぞれ報告してきた（第4章参照）．
上記の研究では，鼻茸検体はRNA保存液

（RNAlater®，TRIzol®など）に入れて−80°C保存し
たものを使用しているため，限られた施設でのみ実
施可能である．実臨床で，応用可能なエンドタイプ
分類を行うためには①検体採取が簡便であること，
②検査工程が煩雑でないこと，③エンドタイプ分類
に必要な分子マーカーなどを過不足なく測定できる
こと，が必要である．そこで，私たちはこれらの条
件を満たすために，好酸球性副鼻腔炎の診断時（組
織中好酸球数カウント）に作成しているホルマリン
固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋（formalin-fixed paraffin-

embedded; FFPE）病理検体を活用して，エンドタイ
プ分類が可能な診断パネルを開発することを目指
した．

慢性副鼻腔炎オリジナル診断パネル
（FKN panel）の開発
一般的な診療における鼻茸の組織学的診断では，
手術時に採取した鼻茸検体からFFPEブロックを作
成し，診断に使用する．RNAは容易に分解されやす
く不安定な分子であるため，ホルマリン固定された
サンプル由来のものは不適であると考えられてきた．
しかし，近年では従来の手法では分解により解析が
困難であったFFPE検体からでも，デジタル分子バー
コード技術を用いることで，目的とするRNAを1分

子単位でカウントすることが可能となった．
NanoString Technologies社 が 開 発 し た

nCounter®システムは，上記技術を使用して対象と
なるRNAを最大800種類程度までデジタルカウン
トすることが可能なシステムである．具体的には，
FFPE由来の組織検体から抽出したRNA（150～
300 ng程度）を標的となるプローブにハイブリダイ
ズさせ，nCounter®SPIRNT/MAXなどの測定機器を
用いてRNA量をカウントする．カウントされた各
遺伝子のRNA量は標準化し，そのデータを使用し
てクラスター分類やパスウェイ解析を行う．
nCounter®システムはRNAのほかにもDNAやタン
パク質の測定も可能であり，近年話題となっている
マルチオーミクス解析にも応用可能である．
nCounter®は目的に応じて分子バーコードがすでに
セットとなったパネルが開発されており，例えば悪
性腫瘍の研究分野では乳癌専用の診断パネル
（PAM50）などを用いた乳癌のエンドタイプ分類，
予後予測，抗癌剤の適応などの参考情報として利用
されており，すでに臨床応用されつつある16）17）．
私たちは，このnCounter®システムを用いて，慢

性副鼻腔炎のエンドタイプ分類が可能となるオリジ
ナル診断パネルを開発した．慢性副鼻腔炎に関して
は専用の診断パネルは存在しないため独自の慢性副
鼻腔炎のオリジナルパネル（Fukui-nasal polyps 

panel; FKN panel）を作成した．FKN panelには，免
疫関連遺伝子を中心とした既存パネル（Human 

immunology v2 panel）に，過去に国内外でエンド
タイプ分類として使用された遺伝子5）8）9），現在ま
でに私たちが報告してきた遺伝子10）～15）など，40種
を追加した計634個の遺伝子が含まれている．

FKN panelを用いた遺伝子発現解析
福井大学医学部附属病院，広島大学附属病院，筑
波大学附属病院，松脇クリニック品川において慢性
副鼻腔炎の手術治療もしくは外来通院治療を行って
いる患者を研究対象とした．検体は入院中もしくは
外来通院時に，好酸球性副鼻腔炎の診断目的に作成
した鼻茸FFPEブロックを使用した．FFPEブロック
を検体の表面積に応じて20 μm～200 μmに薄切し，
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RNeasy FFPE Kit（キアゲン）を用いてRNAの抽出
を行った．抽出したRNAは，Agilent TapeStation 

2200（アジレント）を用いてRNA品質チェックを
行った．慢性副鼻腔炎オリジナル診断パネル（FKN 

panel）を用いて，抽出したRNAを標的となるプロー
ブにハイブリダイズを行ったのちに，nCounter® 

MAXを用いて遺伝子発現量を測定した．96例の鼻
茸FFPE検体からRNA抽出を行い，FKN panelを用
いて96例の遺伝子発現解析を行った．測定データ
の品質チェックを行い，92例の測定結果が以後の解
析に利用可能であった．測定した結果を図1に示す．
凍結検体由来のRNA-Seq研究で，鼻茸組織におけ
る遺伝子発現の上位5つの遺伝子のうち4つの遺伝
子（POSTN，ALOX15，CST1，CCL18）については，
nCounterを用いた解析においても好酸球性副鼻腔
炎由来鼻茸で遺伝子発現量の上昇が認められた．そ
のほか，NOS2やCCL26などについても好酸球性副
鼻腔炎にて遺伝子発現量が高く，過去の研究結果と
の関連性が確認された．エンドタイプ分類を行った
ところ，今までに報告されてきたTh1サイトカイン
／Th2サイトカインのほかにもエンドタイプ分類に
関わる新たな分子マーカーの存在も見出しており，
現在はさらに情報収集を行っている段階である．

今後の展望
鼻茸組織から検査可能な慢性副鼻腔炎オリジナル
診断パネル（FKN panel）を開発した．鼻茸のFFPE

検体は，手術後の組織中好酸球数をカウントする際
に作成されることが多いので，確定診断を行ってい
る医療機関では容易に入手可能である．本研究の
nCounterシステムを使用した遺伝子発現解析によ
り，過去に作成されたFFPE検体からも検査を行う
ことが可能であり，予備実験では少なくとも5年以

上前の検体からも解析が可能であった．FKN panel

は過去に報告されたエンドタイプ分類に使用された
分子マーカーを可能なかぎり網羅し，RNA-Seqから
得られた結果とも関連性が高いことを確認している．
先行研究として行った92例の解析ではすでにエン
ドタイプ分類を実施しており，Th1サイトカイン，
Th2サイトカインのほかにエンドタイプ分類に関わ
る分子マーカーの存在を見出している．現在は，症
例数を増やし，再現性など詳細なデータを収集して
いる段階である．
欧州において，2019年10月に抗 IL-4/IL-13モノ

クローナル抗体の一つであるDupilumab（デュピク
セント®）が鼻茸を伴う重症慢性副鼻腔炎の治療薬
として承認された18）19）．日本国内においても2020

年春頃に同薬剤が承認を取得する見込みである．
Dupilumabは鼻茸を伴う重症慢性副鼻腔炎に対し
非常に有効的な治療薬であるが，一方で，治療効果
の乏しい症例や治療後の再発を来す症例も存在して
いる．また，抗モノクローナル抗体薬として抗 IgE

モノクローナル抗体（Omalizumab），抗 IL-5モノク
ローナル抗体（Mepolizumab）など複数の抗体薬が
販売されており，今後も鼻茸に対して適応となる薬
剤が増える可能性がある20）．抗モノクローナル抗体
は有効な治療薬であるが，同時に高額であるため，
慢性副鼻腔炎のエンドタイプ分類に基づいた個別化
医療の必要性は今後ますます高まると予想される．
本研究により開発した日本オリジナルの慢性副鼻腔
炎診断パネルがその一助となることを期待しており，
慢性副鼻腔炎のエンドタイプ分類をはじめ，手術予
後，ステロイド薬への反応性，抗モノクローナル抗
体の効果予測など，臨床応用へ向けた研究を進めて
いる．

（木戸口　正典，藤枝　重治）
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挑戦的研究（萌芽） 機械学習を用いたスギ舌下免疫療法に最適な鼻腔細菌叢モデル 
作成
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挑戦的萌芽研究 エクソゾームによるスギ花粉症治療の可能性 藤枝　重治 2010～2011
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基盤研究（C） 好酸球性炎症粘膜におけるTRP受容体ファミリーの発現とその
機能解析

徳永　貴広 2016～2018

基盤研究（C） 凝固、線溶系の制御からみた好酸球性副鼻腔炎の病態解明と新規
治療法の開発

高林　哲司 2016～2018

基盤研究（C） Mechanism of production and release of tissue plasminogen 
activator in airway epithelial cells

坂下　雅文 2015～2017
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基盤研究（C） 好酸球性副鼻腔炎の病態形成における肥満細胞の役割に関する 
研究
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基盤研究（C） BLySによる IL-4誘導 IgEクラススイッチの解明とアレルギー治療
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基盤研究（C） キメラ分子 IgE Fc-IgG Fcによる IgE産生抑制効果 山田武千代 2003～2004

若手研究 鼻粘膜上皮細胞、マスト細胞におけるdectin-1受容体の存在と機
能解析

木村　幸弘 2019～2020

若手研究 鼻腔NOに着目した好酸球性副鼻腔炎の病態解明と新規治療への
応用

吉田加奈子 2019～2021

若手研究 慢性副鼻腔炎の白血球浸潤の解明と炎症との関連性の解析 堤内　俊喜 2019～2020

若手研究 モデルマウスを用いた花粉 -食物アレルギーの病態解明 加藤　幸宣 2018～2019

若手研究 好酸球性副鼻腔炎におけるペリオスチンの重要性を検討する研究 二之宮貴裕 2018～2019

若手研究 ORMDL3がアレルギー性鼻炎に与える影響についての研究 扇　　和弘 2018～2019
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若手研究（B） 好酸球性副鼻腔炎患者の鼻茸におけるTRP受容体の発現とその
機能解析

徳永　貴広 2014～2015

若手研究（B） アレルギー性鼻炎におけるORMDL3遺伝子発現の影響 冨田かおり 2013～2014

若手研究（B） アレルギー性鼻炎関連遺伝子ORMDL3遺伝子とウイルス感染の
関連

坂下　雅文 2012～2013

若手研究（B） アレルギー性鼻炎における感作・発症に関する研究 意元　義政 2012～2013

若手研究（B） 酸化ストレス代謝酵素CYP1A1のSNPがアレルギー性鼻炎発症
に及ぼす影響

坂下　雅文 2010～2011

若手研究（B） CpG-DNAによるアレルギー性鼻炎抑制の基礎的研究 窪　　誠太 2010～2011

若手研究（B） 経口投与CpG-DNAによるアレルギー疾患治療薬開発への基礎
研究

大澤　陽子 2009～2010

若手研究（B） functionalMRIを利用した顔面表情筋運動障害の病態解明に関す
る研究

呉　　明美 2008～2009

若手研究（B） TLR9ノックアウトマウスを用いたアレルギー疾患の発症予防及
び治療効果の検討

大澤　陽子 2005～2006

若手研究（B） 鼻茸に対するアポトーシス誘導遺伝子療法の研究 伊藤　聡久 2002～2003
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難治性疾患等政策研究・難治疾患克服事業
研究題名 代表者 年　度

好酸球性副鼻腔炎における治療指針作成とその普及に関する研究  藤枝　重治 2018～2020

好酸球性副鼻腔炎の診療ガイドライン作成と実態調査 藤枝　重治 2016～2017

重症好酸球性副鼻腔炎に対する新しい治療戦略  藤枝　重治 2014～2016

重症好酸球性副鼻腔炎の診断基準作成と治療法確立に関する研究 藤枝　重治 2013

好酸球性副鼻腔炎の診断基準作成と網羅的解析に関する研究 藤枝　重治 2011～2012

好酸球性副鼻腔炎の疫学、診断基準作成等に関する研究  藤枝　重治 2010

AMED　免疫アレルギー疾患実用化研究事業
研究種目 研究題名 代表者 年　度

研究代表 難治性ダニアレルギー性鼻炎、難治性スギ花粉症の定義付けとガ
イドラインへの反映

藤枝　重治 2018～2020

研究分担 アスピリン喘息 /NSAIDs不耐症の病因・機序の最終的な解明とそ
の治療薬の開発に向けての研究

谷口　正実 2017～2019

NSAIDs 不耐症におけるブレイクスルーを目指した病因・機序の
解明、および、NSAIDs 誤使用ゼロを目指す具体的対策の実行に
関する研究

谷口　正実 2014～2016

NSAIDs過敏気道疾患の病因、発症機序解明とガイドライン作成
に関する研究

谷口　正実 2011～2013

NSAIDs不耐症の病態解明と診断治療指針作成に関する研究 谷口　正実 2008～2010

免疫療法による花粉症治療の新しい展開を目指した研究 岡本　美孝 2014～2016

免疫療法による花粉症予防と免疫療法のガイドライン作成に向け
た研究

岡本　美孝 2011～2013

代替医療の実態と有効性の科学的評価 岡本　美孝 2008～2009

生命予後に関わる重篤な食物アレルギ－の実態調査・新規治療法・
予防法の開発

森田　栄伸 2015～2017

生命予後に関わる重篤な食物アレルギ－の実態調査・新規治療法
の開発および治療指針の策定

森田　栄伸 2012～2014

アレルギ－疾患のダイナミックな変化とその背景因子の横断的解
析による医療経済の改善効果に関する調査研究

片山　一朗 2011～2013

リアルタイムモニター花粉数の情報のあり方の研究と舌下ペプチ
ド・アジュバンド療法の臨床研究

大久保 公裕 2008～2010

リアルタイムモニター飛散数と現状の治療によるQOLの関連性
の評価研究と花粉症根治療法の開発

大久保公裕 2005～2007

花粉症のQOLからみた各種治療法評価と新しい治療法開発の基
礎的研究

大久保公裕 2002～2004
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共同研究者 
福井大学　耳鼻咽喉科・頭頸部外科学教室

成田　憲彦，高林　哲司，岡本　昌之，坂下　雅文，意元　義政，扇　　和弘，伊藤　有未，菅野　真史， 
加藤　幸宣，木村　幸弘，呉　　明美，二之宮貴裕，堤内　俊喜，吉田加奈子，木戸口正典，斎藤　杏子， 
小山　佳祐，加藤　永一，足立　直人，後沢理佳子，宮本　大輔，前川　文子，土屋ひろこ，久保　富隆， 
高橋　　昇，小嶋　章弘，大澤　陽子，窪　　誠太，冨田かおり，徳永　貴広，森川　太洋，坪川亜優美， 
清水　杏奈，髙波　貴司，深田　靖人

研究協力者
玉利真由美 先生（東京慈恵会医科大学・分子遺伝学）
野口恵美子 先生（筑波大学・医学医療系遺伝医学）
出原　賢治 先生（佐賀大学・分子生物学）
浦島　充佳 先生（東京慈恵会医科大学・分子疫学）
三浦　謙治 先生（筑波大学・生命環境系生物科学）
善本　知広 先生（元兵庫医科大学・免疫学）
西川　元也 先生（東京理科大学・薬学部）
山田武千代 先生（秋田大学・耳鼻咽喉科）
植木　重治 先生（秋田大学・検査部）
小林　基弘 先生（福井大学・腫瘍病理学）
谷口　正美 先生（湘南鎌倉総合病院・元国立病院相模原病院・呼吸器内科）
田中香お里 先生（岐阜大学研究基盤センター・嫌気性菌研究分野）
飛田　征男 技師（福井大学医学部附属病院・検査部）
Robert P Schleimer 先生（ノースウエスタン大学 アレルギー・免疫科）
Atsushi Kato 先生（ノースウエスタン大学 アレルギー・免疫科 )

Robert C Kern 先生（ノースウエスタン大学 耳鼻咽喉科 )

JESREC研究・厚生労働省研究班
氷見　徹夫先生・関　　伸彦先生（札幌医科大学）・春名　眞一先生・中山　次久先生（獨協医科大学）・ 

飯野ゆき子先生・吉田　尚弘先生（自治医大学さいたま医療センター）
鴻　　信義先生・浅香　大也先生（東京慈恵会医科大学）・山岨　達也先生・近藤　健二先生（東京大学）・ 

吉川　　衛先生（東邦大学）・池田　勝久先生・村田　潤子先生（順天堂大学）
石戸谷淳一先生・佐久間康徳先生（横浜市大 市民総合医療センター）
三輪　高喜先生・山田　奏子先生（金沢医科大学）・小林　正佳先生・坂井田　寛先生（三重大学）
河田　　了先生・寺田　哲也先生（大阪医科大学）・池田　浩己先生（和歌山医療センター）
岡野　光博先生（国際医療福祉大学）・春名　威範先生・檜垣　貴哉先生（岡山大学）
川内　秀之先生・森倉　一朗（島根大学）・平川　勝洋先生・竹野　幸夫先生（広島大学）
都築　建三先生（兵庫医科大学）・神田　　晃先生（関西医科大学）・松根　彰志先生（日本医科大学）・ 

中丸　裕爾先生（北海道大学）・太田　伸男先生（東北医科薬科大学）
田中　康広先生（獨協医科大学・埼玉医療センター）
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後援

日本耳鼻咽喉科学会福井県地方部会
石黒　英世先生，宇野　敏行先生，宇野　良二先生，鎌数　清麿先生，金泉　秀典先生，清水　元博先生，
玉木　優子先生，土屋　克之先生，鳥山　恭央先生，中村　　隆先生，原　　誠彦先生，福辻　範彦先生，
堀川　利之先生，米野　邦彦先生

福井大学耳鼻咽喉科同門会・喉龍会
斎藤　　等先生，坪川　俊仁先生，豊田　健司先生，斉藤　憲治先生，本多　德行先生，大坪　俊雄先生，
真鍋　恭弘先生，津田　豪太先生，坂下　勤武先生，岩城　詠子先生，塩見　佳子先生，久保　富隆先生，
野田　一郎先生，木村　有一先生，田中　信之先生，都築　秀明先生，池田　拓生先生，河野　陽子先生，
五十嵐　充先生，山本　健人先生，須長　　寛先生，徳力　雅治先生，山本　英之先生，嘉本奈穂子先生，
堀川久美子先生，斉藤　　寛先生

医療法人厚生会福井厚生病院，社会医療法人中村病院，医療法人至捷会木村病院，加賀ぐっすりクリニック，
医療法人東山会斎藤病院，舞鶴共済病院，千寿会医療福祉グループ・つくし野病院，坂井市立三国病院， 
長浜市立湖北病院，福井総合病院，福井赤十字病院，公立丹南病院，杉田玄白公立小浜病院
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