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研究成果の概要（和文）：本研究は、感染アレルギーの予防と治療を最終目的として、自然免疫

を介した鼻粘膜上皮細胞および樹状細胞のタイト結合によるヒト鼻粘膜バリア調節機構の解明

を行った。結果、アレルギー性鼻炎患者に発現亢進がみられる thymic stromal lymphopoietin 

(TSLP)、自然免疫に関与が知られている Toll-like receptor (TLR)3、核内受容体 PPAR-gamma

およびヒト気道感染が知られている respiratory syncytial virus (RSV) において、PKC 経路

を含めた様々なシグナル伝達経路を介してタイト結合によるヒト鼻粘膜バリアに影響を与えて

いることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the regulation of human nasal mucosal 
barrier by tight junctions in the nasal epithelial cells and dendritic cells to prevent and therapy for 
infections and allergy. TSLP (high-expression in allergic rhinitis), TLR3 (association with innate 
immunity), PPAR-gamma (nuclear hormone receptor) and RSV (infection in human airway) affected the 
barrier by tight junctions via distinct signal transduction pathways including PKC. 
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１．研究開始当初の背景 

現在、日本国民の 4 人に 1 人が花粉症を発
症し、また世界的にもインフルエンザをはじ
めとする感染の流行などで、その感染アレル
ギーの予防および治療のための上気道の生
体防御機構の解明は非常に重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、感染アレルギーの予防と治療を

最終目的として、自然免疫を介した鼻粘膜上

皮細胞および樹状細胞のタイト結合による
ヒト鼻粘膜バリア調節機構の解明を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) アレルギー性鼻炎の鼻粘膜組織を用い
た解析（in vivo） 
①ヒト鼻粘膜における thymic stromal 
lymphopoietin (TSLP)の発現変化 
臨床症状およびサイトカインの産生度で

確定診断したアレルギー性鼻炎の鼻粘膜組



織を用いて TSLP および PPAR-gamma の発現を
RT-PCR，Western blot および免疫染色を用い
て正常鼻粘膜組織と比較検討する． 
②ヒト鼻粘膜のタイト結合の発現変化 

アレルギー性鼻炎の鼻粘膜上皮のタイト
結合分子（occludin, claudins, JAM, ZO-1, 
-2, tricellulin）の発現を RT-PCR，Western 
blot および染色で検索し，TSLP の発現の有
無と比較検討する．さらにアレルギー性鼻
炎の鼻粘膜上皮内の CD11c 陽性樹状細胞に
おけるタイト結合分子の発現を 2重染色を
用いて検索する． 
(2) ヒト培養鼻粘膜上皮細胞の確立とタイ
ト結合の発現調節機構の解明（in vitro） 
①ヒト鼻粘膜上皮細胞の培養系の確立 

手術で得られたヒト鼻粘膜組織より上皮
細胞を分離同定し，初代培養系を確立する． 
hTERT 遺伝子をヒト初代培養鼻粘膜上皮細胞
に導入し，継代可能な細胞系を作製する。 
②培養鼻粘膜上皮における TSLP の発現誘導 
培養ヒト鼻粘膜上皮細胞を用いて，抗原，増

殖因子，サイトカイン刺激などによりin vitro
でのTSLP の発現誘導を試みる。 
③培養鼻粘膜上皮細胞における TSLP による
タイト結合の発現とバリア機能への影響 
培養鼻粘膜上皮細胞を用いて， 誘導された

TSLPによる上皮細胞のタイト結合の発現およ
びそのバリア機能の変化を検索する。 
④培 養 ヒ ト 鼻 粘 膜 上 皮 細 胞 に お け る
PPAR-gamma リガンドによるタイト結合発現
調節機構の解析 

 培養鼻粘膜上皮細胞を用いて、核内受容体
PPAR-gammaリガンドであるRosiglitazone処
置による上皮細胞のタイト結合の発現および
そのバリア機能の変化を検索する。 

⑤培養ヒト鼻粘膜上皮細胞における TLR リガ
ンドによるタイト結合発現調節機構の解析 

 TLR の発現分布を in vivo および in 
vitro で解析する。培養鼻粘膜上皮細胞を用い
て、様々な TLR リガンド処置による上皮細胞
のタイト結合の発現およびそのバリア機能の
変化を検索する。 
(3) 樹状細胞株におけるタイト結合分子の発
現調節 

①マウス樹状細胞株における TSLP によるタイ
ト結合分子の発現調節 

マウス樹状細胞株（XS52）を用いて, TSLP
による樹状細胞のタイト結合分子への影響
を調べた。 

②ヒト樹状細胞株における PPAR-gamma リガン
ドによるタイト結合分子の発現調節 

ヒト樹状細胞株（THP-1）を用いて,樹状化
におけるタイト結合分子の変化をみるとと
もに、樹状化抑制作用の知られている
PPAR-gamma リガンドの影響を調べる。 
（４）培養鼻粘膜上皮細胞を用いた RS ウイ
ルス感染モデルの確立とタイト結合の発現

調節機構の解明（in vitro） 
①hTERT 遺伝子導入ヒト鼻粘膜上皮細胞を用
いて、上気道における RS ウイルス感染モデ
ルを作製する。 
②RS ウイルス感染による上皮のタイト結合
の発現およびバリアへの影響を調べる。 
 
４．研究成果 
アレルギー性鼻炎の鼻粘膜組織を用いた解
析（in vivo） 
(1)ヒト鼻粘膜における TSLP の発現変化 

臨床症状およびサイトカインの産生度
で確定診断したアレルギー性鼻炎の鼻粘膜
組織と正常鼻粘膜組織と比較検討した結果，
明らかにアレルギー性鼻炎の鼻粘膜組織に
TSLP の発現亢進がみられた． 
 
(2) ヒト鼻粘膜のタイト結合の発現変化 

アレルギー性鼻炎の鼻粘膜上皮のタイ
ト結合分子の発現を TSLP の発現の有無と比
較検討した結果，TSLP 高発現の鼻粘膜上皮に
おいて，一部のタイト結合分子の発現低下が
みられた． 
 
ヒト培養鼻粘膜上皮細胞の確立とタイト結
合の発現調節機構の解明（in vitro） 
(1) ヒト鼻粘膜上皮細胞の培養系の確立 

手術で得られたヒト鼻粘膜組織より上
皮細胞を分離同定し，初代培養系を確立し
た． hTERT 遺伝子をヒト初代培養鼻粘膜上
皮細胞に導入し，継代可能な細胞系を作製
し，初代培養細胞と細胞特性およびタイト
結合の発現機能について比較検討した結果，
ほぼ同一であった． 

 
(2) 培養鼻粘膜上皮細胞における TSLP の発
現誘導 

様々な増殖因子，サイトカイン刺激により
TSLP の発現を見た結果，TLR2, TLR3, TLR4
のリガンドおよび IL-1/TNF-により TSLP
の発現誘導が確認された． 
 
(3) 培養鼻粘膜上皮細胞における TSLP によ
るタイト結合の発現とバリア機能への影響 

TSLP 処置により上皮細胞のタイト結合の
発現およびそのバリア機能の変化を検討した
結果，明らかな亢進がみられた．  
 
(4) 培養ヒト鼻粘膜上皮細胞における
PPAR-gamma リガンドによるタイト結合発現
調節機構の解析 

培養ヒト鼻粘膜上皮細胞に PPAR-gammaリ
ガンドを処置した結果，バリア機能の亢進を
伴うタイト結合分子の増加がみられた。これ
らの変化は、PPAR-gamma の inhibitor および
siRNA で抑制可能であった。さらにシグナル
伝達経路である PKC 依存性であった。  



(5) 培養ヒト鼻粘膜上皮細胞における TLR リ
ガンドによるタイト結合発現調節機構の解
析 

hTERT 遺伝子導入ヒト鼻粘膜上皮細胞に
おいては、ヒトで知られている10種類のTLR
の発現がみられた。TLR2, 3, 4, 7/8, 9 の
合成リガンドを処置した結果、dsRNA ウイル
スを認識する TLR3 のリガンドである poly 
I:C 処置により、炎症性サイトカインの産生
増加と伴に、タイト結合蛋白ある JAM-A の
著しい発現低下が認められた。これらの変
化は、EGFR の関与および様々なシグナル伝
達経路を介して、最終的には NF-kB によっ
て調節されていた。 
 
樹状細胞株におけるタイト結合分子の発現
調節 

(1) マウス樹状細胞株における TSLP によるタ
イト結合分子の発現調節 

マウス樹状細胞株（XS52）を用いて, TSLP
による樹状細胞のタイト結合分子への影響
を調べた。結果、TSLP 刺激による樹状化とと
も に タ イ ト 結 合 分 子 の ひ と つ で あ る
claudin-7 の発現亢進がみられた。claudin-7
の発現は、NF-kB 経路で調節されていること
が分かった。 
 

(2) ヒト樹状細胞株における PPAR-gamma リガ
ンドによるタイト結合分子の発現調節 

ヒト樹状細胞株（THP-1）を用いて,樹状化
におけるタイト結合分子の変化をみるとと
もに、樹状化抑制作用の知られている
PPAR-gamma リガンドの影響を調べた。結果、
樹状化とともにタイト結合分子のひとつで
ある JAM-A の著しい発現亢進がみられた。し
かし、PPAR-gamma リガンドによる JAM-A 発現
抑制は認められなかった。 
 
ヒト培養鼻粘膜上皮細胞を用いた RS ウイル
ス感染モデルの確立とタイト結合の発現調
節機構の解明（in vitro） 
 

hTERT 遺伝子導入ヒト鼻粘膜上皮細胞を
用いて、上気道における RS ウイルス感染モ
デルを作製した。RS ウイルス感染により、
ほとんどの細胞内にウイルスのエンベロプ
蛋白の発現およびウイルスフィラメントの
出現がみられた。さらに感染により、炎症
性サイトカインの産生増加および構造と機
能を伴うタイト結合蛋白ある claudin-4 お
よび occludin の発現増加がみられた。これ
らのタイト結合蛋白の誘導は、ウイルスの
出芽に関与している可能性が考えられた。
RS ウイルス感染による炎症性サイトカイン
およびタイト結合蛋白の変化は、
PKCδ/HIF-1α/NF-κB 経路を介して調節
されていた。 

以上実施した自然免疫を介したタイト結
合によるヒト鼻粘膜バリア調節機構の解明
は、感染アレルギーの予防と治療の基礎的
研究に役立つと考えられた。 
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