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研究成果の概要（和文）：慢性副鼻腔炎において、多くの症例では病態を制御することが可能となったが、手術
やステロイドの局所投与等による治療を行っても再燃をくりかえす難治例が少なからず存在する。このような症
例では、これまで報告されているような末梢血や組織中の好酸球増多を認めないことも多く、好酸球以外の難治
化因子の存在が示唆される。
そのため、慢性副鼻腔炎の難治化に関わる新たな機序を解明することを目的として本研究課題を遂行したとこ
ろ、TGF-β依存性エンドタイプに難治例が多く含まれていることを明らかにした。しかし、鼻組織由来の線維芽
細胞において、当初予想していたTGF-βによって誘導されるエピジェネティクスは認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Although it is recently possible to control the disease in many cases of 
chronic rhinosinusitis, there are still a small number of refractory cases who repeatedly relapse 
despite surgery and topical steroid administration. In such cases, eosinophilia in the peripheral 
blood and nasal tissues is often absent, suggesting the presence of refractory factors other than 
eosinophils.
Therefore, we conducted this study to elucidate a novel mechanisms of refractoriness of chronic 
rhinosinusitis, and found that TGF-β-dependent endotypes are often involved in refractory cases. 
However, no epigenetics induced by TGF-β was observed in fibroblasts derived from nasal tissue, as 
initially expected.

研究分野： 耳鼻咽喉科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性副鼻腔炎におけるTGF-β依存性エンドタイプの同定により、新たな治療抵抗性の病態の存在を明らかにした
ものの、TGF-βによって誘導される線維芽細胞のエピジェネティックな変化が慢性副鼻腔炎の難治化に関わる新
たな機序であることは証明できなかった。
しかし、慢性副鼻腔炎患者の鼻組織由来の線維芽細胞において広範なDNAメチル化の変動を確認し、特にペリオ
スチン遺伝子のプロモーター領域に低メチル化を認めたことから、このメカニズムの解明により、既存の治療に
抵抗性の病態に対する新規治療の開発や創薬に繋がる可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

本邦の慢性副鼻腔炎（chronic rhinosinusitis: CRS）においては、これまで欧米に多いとされ
てきた、好酸球優位な炎症性細胞浸潤を特徴とする難治性のフェノタイプが増加しており、好酸
球性副鼻腔炎（eosinophilic CRS: eCRS）と呼ばれている（厚生労働省 指定難病 306）。術後再
発率が高く予後不良な病態とされているが、その詳細な機序は解明されていない。 

 そこで申請者らは、eCRSの病態解明を目的としてマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解
析を基盤とした手法を用いて、eCRS および非好酸球性副鼻腔炎（non-eCRS: neCRS）患者か
ら採取した組織中の遺伝子発現解析を行った。その結果、eCRS においては neCRSや正常粘膜
組織とは異なる、特徴的な遺伝子発現プロファイルが存在することを同定した。次に、eCRSに
おける遺伝子発現を制御する上流因子を特定するため、パスウェイ解析を行った。その結果、
transforming growth factor (TGF)-βが eCRSの上流因子の一つとして同定された（Okada N, 

et al. Int Forum Allergy Rhinol. 2018）。 

 上皮細胞や線維芽細胞などの組織構成細胞において、TGF-β 刺激によるペリオスチン等の細
胞外マトリックス発現の増強効果や、骨化誘導について報告されている（Takayama G, et al. J 
Allergy Clin Immunol, 2006. / Wang M, et al. Am J Rhinol Allergy. 2015.）。一方、興味深いこ
とに、TGF-β 刺激によって誘導された血管内皮細胞からのペリオスチン産生は、副腎皮質ステ
ロイドでは抑制されないという報告がある（Shoda T, et al. Allergy. 2013.)。これらの報告より、
eCRSにおいては TGF-βシグナルを介して治療抵抗性が誘導される可能性を予想した。 

 

 

２．研究の目的 

 そこで本研究課題では、eCRS や neCRS などのフェノタイプとは異なる TGF-β 依存性のエ
ンドタイプを同定し、そのエンドタイプと治療抵抗性の病態との関連性を検討するだけでなく、
TGF-βにより誘導される線維芽細胞のエピジェネティックな変化が、CRSの難治化に関わる新
たな機序であることについて解明することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

（１） 慢性副鼻腔炎における TGF-βシグナル依存性エンドタイプの同定 

①網羅的な遺伝子発現解析による慢性副鼻腔炎のエンドタイプ解析 

申請者はすでに、CRS 患者由来鼻組織（鼻ポリープ、鈎状突起粘膜）の DNA マイクロアレ
イ解析(Agilent 社)を実施している。このデータを一部活用し、クラスター解析、主成分分析な
どを駆使し、エンドタイプを同定した。 

②TGF-βシグナル依存性エンドタイプの探索 

 次に、①で分類されたエンドタイプについて、Ingenuity Pathway Analysis（IPA）を用いて
各エンドタイプの上流シグナル因子を予測し、TGF-β依存性エンドタイプを同定する。ここで、
このエンドタイプの予後も含めた臨床的な背景についても調査し、治療抵抗性との関連も検討
した。 

③TGF-β依存性エンドタイプで発現変動する上流分子群、下流分子群の同定 

②で同定されたエンドタイプについて、鼻組織における特異的な発現変動遺伝子を確認する。
この変動遺伝子を、TGF-β シグナルを制御する上流分子群（TGF-β レセプター、Smad などの
転写因子）と、TGF-βによって誘導される下流分子群（POSTN, FN1など）に分類し、定量的
PCR や Western blotting で再現性確認を行った。 

 

（２）TGF-β刺激に対する副腎皮質ステロイド感受性についての検討 

本項目ではステロイド抵抗性に関与する因子を確認することを目的とした。健常者の鼻組織
から線維芽細胞を培養し、TGF-βによって発現誘導される遺伝子群について、in vitro でのステ
ロイド感受性を、マイクロアレイをもちいた網羅的遺伝子発現解析で検討した。 

 

（３）TGF-βシグナルを介した鼻粘膜線維芽細胞におけるエピジェネティクス誘導能解析 

① TGF-βにより誘導されるエピジェネティクスの解析 

健常者の鼻組織由来の線維芽細胞において、TGF-βが遺伝子発現誘導する際に、DNAメチル
化やヒストン修飾状態に変化を認めるかどうか確認した。具体的には、項目（１）の③で同定さ
れた TGF-β の上流・下流遺伝子を対象とし、TGF-β 刺激前後でのプロモーター領域での DNA

メチル化やヒストンの化学的修飾（メチル化、アセチル化）を、メチル化 DNA 特異的 PCR 法
およびクロマチン免疫沈降法で確認した。 

②TGF-β関連エンドタイプ由来の線維芽細胞におけるエピジェネティクスの解析 

 CRS患者の鼻組織で、実際に TGF-βによってエピジェネティクスが誘導されていることを検



 

 

証するため、項目（１）の②で明らかにした TGF-β依存性エンドタイプを対象とし、CRS 患者
の鼻組織から線維芽細胞を培養し、健常者由来の線維芽細胞と比較検証した。方法は①に準じ、
TGF-βの刺激前後でエピジェネティック変化が見られた遺伝子を対象とした。 

 

（４）線維芽細胞の表現型変化におけるエピジェネティクスの関与の検討 

CRS 患者の鼻組織由来の線維芽細胞と健常者の鼻組織由来の線維芽細胞について、Human 

Methylation450K BeadChip (Illumina社)を用いて網羅的な DNAメチル化解析を行った。 

 
 
４．研究成果 
 本研究課題では TGF-βシグナルに着目し鼻組織や線維芽細胞について解析を行った。その結
果 TGF-β依存性エンドタイプを発見し、このエンドタイプにおいてはペリオスチンなどの炎症
関連遺伝子が高発現していた。さらに術後の予後を調査したところ、TGF-β 依存性エンドタイ
プには、術後の局所ステロイド治療に抵抗性を示す難治例が多く含まれていることを明らかに
した。 

次に、TGF-βが作用を及ぼす細胞の候補として線維
芽細胞に着目し、CRS 患者の鼻組織由来の培養線維
芽細胞における遺伝子発現解析を行った。その結果の
一つとして、CRS 患者の鼻組織由来の線維芽細胞で
はペリオスチンをはじめ多数の炎症関連因子が無刺
激状態でも有意に発現増強されており、細胞の表現型
変化が生じていることが示唆された（図 1）。しかし、
健常者の鼻組織由来の線維芽細胞をもちいて、TGF-β

によって誘導されるエピジェネティクスについて確
認したが、TGF-β刺激前後で有意な変化のある DNA

メチル化やヒストン修飾状態は認められなかった。 

そこで当初予定していた TGF-β シグナル阻害によ
る遺伝子発現およびエピジェネティック変化制御の
検討を断念し、あらためて CRS 患者の鼻組織由来の
線維芽細胞の表現型変化におけるエピジェネティク
スの関与を調べるため、線維芽細胞について、Human Methylation450K BeadChip (Illumina

社)を用いて網羅的な DNA メチル化解析を行った。その結果、CRS 患者の鼻組織由来の線維芽
細胞では、健常者の鼻組織由来の線維芽細胞に比べて広範な DNA メチル化の変動が確認され、
特に、ペリオスチン遺伝子のプロモーター領域では低メチル化が観察された。すなわち、CRS患
者の鼻組織中の線維芽細胞は、エピゲノム変化を介して表現型が変化しているという重要な知
見を明らかにした（未発表データ）。この結果をもとに現在の研究課題（21K09662）において検
討を継続している。 

 

図 1 線維芽細胞における 
   ペリオスチン発現 
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