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研究成果の概要（和文）：鼻粘膜は気道では外界からの侵入門戸であり，各種抗原や病原体からの防御機構として重要
な役目を持っている．上皮特有の機能としてのタイト結合，Ｍ細胞を持つなどの特徴があるが，特に樹状細胞などの免
疫機構との関連は重要である．本研究では，バリア機能としての鼻粘膜上皮のタイト結合を初代培養を用いて検討する
とともに，アレルギー性疾患とウイルス感染症での上皮の役割を追求し，その中から新しい治療戦略を模索した．この
結果，上皮由来のアレルギー誘導サイトカインの関与，ＲＳＶの鼻粘膜上皮での複製・出芽メカニズムを明らかにした
．さらに，アレルギーやウイルス感染を抑制する活性物質の同定を行い，新たな治療戦略を提唱した．

研究成果の概要（英文）：The mucosal barrier of the upper respiratory tract including the nasal cavity, whi
ch is the first site of exposure to inhaled antigens, plays an important role in host defense in terms of 
innate immunity and is regulated in large part by tight junctions of epithelial cells. Tight junction mole
cules are expressed in both M cells and dendritic cells as well as epithelial cells of upper airway. Vario
us antigens are sampled, transported, and released to lymphocytes through the cells in nasal mucosa while 
they maintain the integrity of the barrier. Expression of tight junction molecules and the barrier functio
n in normal human nasal epithelial cells are affected by various stimuli including growth factor, TLR liga
nd, and cytokine. In addition, epithelial-derived cytokines,  enhances the barrier function together with 
an increase of tight junction molecules in HNECs. Furthermore, RSV infection in HNECs in vitro induces the
 barrier function together with proinflammatory cytokine release. 
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１．研究開始当初の背景 
中枢リンパ組織（胸腺）では細胞分化・
選択などのリンパ球の免疫学的教育に
上皮細胞が重要であることは以前より
良く知られていた。近年，末梢組織では
免疫担当細胞と粘膜上皮細胞は解剖学
的に離れているが，機能的には従来の概
念以上に密接な相互作用があることが
わかってきた 
われわれは鼻粘膜上皮細胞の自然免疫
系について「抗原のサンプリング」「樹
状細胞とのクロストーク」解析を行い），
アレルギー発症に重要で樹状細胞活性
化を起こす「上皮由来サイトカイン」
TSLP およびその相互作用の分析を行っ
てきた（Kamekura R, et al. Cell Tissue 
Res. 2009 , Histochem Cell Biol. 2010）。 
気道では上皮と樹状細胞は特有の構造
（上皮内樹状細胞）を持ち，以前より粘
膜上皮と樹状細胞の相互作用について
は各領域で詳細に検討が加えられ，われ
われも研究を続けてきた。しかし，近年
になり，上皮の重要性を示す新しい概念
が提唱され，さらに詳細で新しい方法論
を用いた検討を鼻粘膜でも行う必要性
が出てきた。そこで，本研究課題では粘
膜上皮細胞-免疫機構の相互作用に関与
する上皮由来可溶性免疫制御因子と上
気道疾患とのかかわりなどを新たな観
点から解析する。 
 
２．研究の目的 
アレルギー・感染症を含む免疫反応異
常疾患は，局所で誘導されるヘルパーＴ
細胞分画により規定され，この細胞誘導
は主に上皮由来可溶性免疫制御因子に
依存する。さらに，この因子の種類は，
粘膜上皮細胞への「刺激の種類」，「危険
性」の違いにより決定されると考えられ
てきた。上気道炎症性疾患につき，上皮
細胞刺激から病態形成までのステップ，
すなわち自然免疫，抗原感作，獲得免疫
の流れにつきヒト鼻粘膜上皮細胞を用
いて解析する。 
防御免疫反応の起点であるヒト鼻粘膜
上皮細胞-免疫機構の相互作用を検討し，
複数の組織の間でこの相互作用に関与
する要素全体を比較することにより，上
気道の種々の疾患病態を総合的に理解
し，さらに治療戦略を構築することを目
的とする。さらに，ウイルス感染におけ
る鼻粘膜上皮の役割についても検討し，
総合的な気道防御機構の検討を行うこ
とを目的としている． 
 
３．研究の方法 
(1)鼻粘膜構成細胞におけるアレルギー
性炎症誘導サイトカインの発現調節 

気道粘膜構成細胞の一つであるヒト
鼻粘膜の線維芽細胞における IL-33 と

TSLP を調節するシグナルを解明するため
に，アレルギー性鼻炎のないヒト鼻粘膜由
来の線維芽細胞を用いて検討した．様々な
シグナル伝達経路の阻害剤を加えたのち，
炎症サイトカインである IL-1βおよび
TNF-αを処置した．今回みられた鼻線維
芽細胞における炎症性サイトカインを処
置による IL-33 と TSLP の発現の変化と
NF-κB を含む様々なシグナル伝達経路の
関与を検討した． 
 
(2)ウイルス性炎症における鼻粘膜の役割 
①鼻粘膜上皮へのウイルス感染系の確立 
RSV 感染細胞：HEP２の上清（500μｌ）
を，鼻粘膜上皮細胞にかけて 1 時間で感染
させる．その後，通常培地で 2 回洗い感染
細胞として使用した． 
ヒト鼻粘膜初代培養細胞に hTERT（テロ
メラーゼ逆転写酵素）レトロウイルス産生
細胞の上清をかけ感染させ，ｈTERT 導入
鼻粘膜上皮細胞を作成した．この延命化し
た hTERT 導入ヒト鼻粘膜上皮細胞を使用
し，これにウイルス感染している HEP２
細胞の上清をかけて上記の条件で RSV を
感染させた． 
これらを用いて，RSV のエンベロープタ
ンパクである G タンパク・Ｆタンパクの発
現を，RT-PCR，ウエスタンブロット法，
免疫染色で確認した．さらに，炎症性サイ
トカインである IL-8 や TNF-αの発現も
ELISA 法で確認した． 
②RSV の鼻粘膜感染様式 
頂端側と基底側のそれぞれから RSV 感

染を行うため，二重構造を持つディッシュ
を用いて 2 方向からの感染実験を行った． 

RSV の G タンパク，F タンパク，免疫染
色，ウェスタンロット法，電子顕微鏡的解
析を用いて検討した．免疫染色では 3 次元
的解析も行った． 
③RSV 感染鼻粘膜上皮細胞に対する生
理活性物質の効果 
手術によって得られた下甲介鼻粘膜上

皮細胞に hTERT（human catalytic subunit 
of telomerase reverse transcriptase）
を導入することで延命化したヒト正常鼻
粘膜上皮細胞（human nasal epithelial 
cells: HNECs）を培養した．培養した正常
鼻粘膜上皮細胞に RSV を感染させ，クルク
ミンを投与したときのタンパク発現を
western blot 法，免疫染色で，遺伝子発
現を RT-PCR 法で調べた．また，タイト結
合のバリア機能について TER を用いて評
価し，走査型顕微鏡を用いてウイルスフィ
ラメントや出芽の様子を確認した．炎症物
質の発現の変化については ELISA 法で調
べた． 

 
４．研究成果 
(1)鼻粘膜構成細胞におけるアレルギー性
炎症誘導サイトカインの発現調節 



①鼻粘膜上皮における IL-33 の発現 
 IL-33 は気管支喘息患者の気道上皮や気
道平滑筋細胞，アトピー性皮膚炎患者の患
部皮膚に高発現していることが知られて
いる．しかし，アレルギー性鼻炎患者の鼻
粘膜上皮における IL-33 の発現について
は知られていない．そこでわれわれは，ア
レルギー性鼻炎患者の鼻粘膜と正常鼻粘
膜における IL-33 の mRNA と蛋白の発
現を Real-time PCR と免疫染色で検討し
た．結果，アレルギー性鼻炎の鼻粘膜では
正常鼻粘膜と比較して  IL-33 の発現が 
mRNA レベルで増加していた．免疫染色
において，コントロール群で IL-33 は上皮
細胞の核にのみ発現しているのに対して，
アレルギー性鼻炎患者の鼻粘膜上皮では，
核だけではなく細胞質にも強い発現を認
めた．IL-33 は通常，上皮細胞の核に発現
しているが，細胞外から細胞壊死（necrosis）
を起こす刺激danger signalが加わることよ
り，核外，さらには細胞外に放出されると
いうメカニズムがすでに知られており21)，

われわれの免疫染色の結果は，これと矛盾
しない結果であると考えられた（上図）． 
② 鼻粘膜上皮における ST2 の発現 
 ST2 遺伝子は選択的スプライシング
によって 2 つの分子をコードしている．
一つが膜結合型 ST2L であり，これが
IL-33 の特異的レセプターである．もう
一つの分子が可溶型 ST2 であり，これ
は IL-33 のデコイレセプターであるこ
とが知られている．これまでにアレルギ
ー性鼻炎患者の鼻粘膜上皮における 
ST2 の発現については全く分かってい
ない．そこでわれわれは，アレルギー性
鼻炎患者の鼻粘膜と正常鼻粘膜におけ
る  ST2 の  mRNA と蛋白の発現を 
Real-time PCR と免疫染色で検討した．      
その結果，コントロール群と比較してア
レルギー性鼻炎患者の鼻粘膜では ST2 
mRNA の発現が有意に増加しており，免
疫染色においても同様の傾向を示して
いた．  
③ IL-33 の発現誘導 
これまでに Toll-like receptor (TLR) 9 

ligand，oncostatin M，IFN-，IFN-の刺
激により，ヒト副鼻腔上皮細胞やヒト気
道上皮細胞における IL-33 mRNA の発

現が増加することが報告されている．われ
われは，培養ヒト鼻粘膜上皮細胞から 
IL-33 の産生が誘導されるかを検討するた
めに，培養ヒト鼻粘膜上皮細胞に TLR の 
ligand，サイトカイン (IL-1β, TNF-, IFN-γ)，
さらにはダニ抗原の Der P とブタクサ抗
原（ragweed）を処理し Real-time PCR に
て IL-33 mRNA レベルを測定した．結果，
ODN2006 と IFN-の処置によりコントロ
ール群と比較して有意に培養ヒト鼻粘膜
上皮細胞における IL-33 mRNA の発現が
増加した ．しかしながら，ODN2006 と 
IFN-を培養ヒト鼻粘膜上皮細胞に処理し，
培養上清中の IL-33 量を ELISA 法で検
討したが，IL-33 は検出されなかった．培
養ヒト鼻粘膜上皮細胞で産生された IL-33 
が細胞外に放出されるメカニズムの解明
のためにはさらなる検討が必要であると
考える． 
④ ヒト鼻線維芽細胞における IL-33 と

TSLP の誘導 
ヒト初代培養鼻線維芽細胞では，IL-33

と TSLP の発現が，mRNA 及び蛋白レベ
ルで認められた．ウエスタンブロットの解
析では，鼻線維芽細胞に分子量約 20kDa
で示される成熟 IL-33 蛋白と約 30kDa で
示される前駆 IL-33 蛋白が認められた． 

炎症性サイトカインのヒト鼻線維芽細
胞における IL-33およびTSLPの誘導を検
討するため，10 ng/ml の IL-1βおよび 20 
ng/ml の TNF-αを処置した．IL-1βおよ
び TNF-αの処置で IL-33 と TSLP の
mRNA の発現，蛋白レベルでは，TSLP お
よび前駆 IL-33 の発現が増加していた．免
疫組織学的に線維芽細胞での IL-33陽性核
は，コントロールと比較し顕著に増加して
いた．ELISA においては，鼻線維芽細胞か
ら放出された TSLP は，IL-1βおよび
TNF-α処置により，顕著に増加していた．
しかし，鼻線維芽細胞培養上清中の IL-33
は検出できなかった．  
⑤ ヒト鼻線維芽細胞における NF-κB 経

路を経由した炎症性サイトカインによ
る IL-33 および TSLP の発現亢進 

IL-33 と TSLP の発現は，NF-κB 経路
を介して調節されていると考えられてい
る．ヒト鼻線維芽細胞において炎症性サイ
トカインにより誘導されている IL-33 と
TSLP が，NF-κB 経路を介して調節され
ているかどうかを調べるために，NF-κB
阻害剤である 0.1μM の IMD-0354 および
10μMのサルブリナル，10μMのMG-132
の前処置後，10ng/ml の IL-1βおよび
20ng/ml の TNF-αを処置した．IL-1βお
よび TNF-α処置細胞において，IL-33 蛋
白の発現亢進は，すべての NF-κB 阻害薬
の前処置群で抑制されていた．IL-1βおよ
び TNF-α処置細胞において，TSLP 蛋白
の発現亢進は，IMD-0354，MG-132 前処
置群で抑制されていたが，サルブリナルで

 



は抑制されなかった． IL-1βおよび
TNF-α処置細胞の IL-33 陽性核は，す
べてのNF-κB阻害薬前処置群で減少し
ていた． IL-1βおよび TNF-α処置した
細胞において，TSLP の放出の増加は．
IMD-0354，MG-132 前処置群で抑制さ
れていたが，サルブリナルでは抑制され
なかった． 
 
(2)ウイルス炎症における鼻粘膜の役割 
① RSV の鼻粘膜感染様式 

RSV の感染がヒト鼻粘膜上皮細胞の
頂側膜で起こるか，側基底膜で起こるか
を調べるために，細胞を二重のディッシ
ュで培養し RSV に感染させた． ウエス
タンブロット法でタンパクの発現を観
察すると，RSV/G タンパク質は頂端側
からの感染群のみに認めた．免疫染色に
おいても，24 時間後，72 時間後ともに
頂端側感染群で RSV/G の発現は側基底
側からの感染に比べ強かった．つまり，
RSV はヒト鼻粘膜上皮細胞では細胞の
頂端側表面から優位に感染すると考え
られた． 
さらに免疫染色では，RSV/G，/F タン

パク質が RSV 感染 8 時間後には核のま
わりで観察されたのに対して，経時的な
観察を続けると感染 24h 後では，頂端側
細胞表面付近に移動するように認めら
れた．これに比較してヌクレオカプシド
タンパクは感染 24 時間後では細胞質の
中で特に核周囲に分布している．また電
子顕微鏡的観察での出芽の状態は頂端
面で観察され，さらに，透過型電子顕微
鏡でも細胞表面にウイルス特有の粒子
と思われるものが観察された．このよう
に，RSV のヒト鼻粘膜上皮細胞での侵
入・出芽は細胞頂側からの侵入，そして
出芽であることが確認できた（下図）． 

② RSV 感染鼻粘膜上皮細胞に対す
る生理活性物質の効果 
RSV 感染正常ヒト鼻粘膜細胞において

claudin４やoccludinの発現上昇が見ら
れ，バリア機能の上昇が見られた．クル
クミンを投与することによって，タイト
結合タンパクの発現上昇がタンパク及
び mRNA レベルで認められ，TER にてバリ
ア機能が上昇していることも確認され
た．ウイルスエンベロープタンパクであ

る Gタンパクや，転写調節因子である M2-1
タンパクの発現の抑制もタンパクレベル
で認められた．クルクミン投与によるウイ
ルスのタンパク発現抑制とタイト結合タ
ンパクの発現上昇は免疫染色でも同様に
確認できた．走査型顕微鏡にてクルクミン
投与によりウイルスフィラメントの発現
抑制とウイルスの出芽の抑制が認められ
た．また，RSV 感染正常ヒト鼻粘膜細胞に
クルクミンと投与すると NF-κB の活性化
が低下し，TNFαや RANTES など炎症性物質
が低下した． 

 
上気道炎症の病態形成への鼻粘膜の役割
を新たな視点から解明するために，まず，
鼻粘膜の構造と機能の特徴をあらためて
追及してみた．さらに，最近の新たな自然
免疫応答の概念を基にした鼻疾患の病態
を組み入れて，「上気道炎症における鼻粘
膜の役割」を検討した． 
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