
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３４０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

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

Role of mast cell in the development of eosinophilic chronic rhinosinusitis

７０３９７２７２研究者番号：

高林　哲司（Takabayashi, Tetsuji）

福井大学・医学部附属病院・講師

研究期間：

２５４６２６６０

平成 年 月 日現在２８   ６ １６

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：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検討を行った。本疾患におい
て鼻粘膜上皮に肥満細胞の浸潤が増加し、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に当てはまらないユ
ニークな型である事を明らかにした。さらにこれらの変化は気道上皮が産生するサイトカイン刺激によって同様の変化
が生じることを培養肥満細胞を用いて証明することができた。特にIL-33の刺激が肥満細胞におけるChymaseの発現量を
著明に減少させることは本疾患における粘膜の線維化の誘導障害に大きく関与している可能性が高く、本疾患の病態形
成に深く関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the role of mast cell in the development of 
eosinophilic chronic rhinosinusitis (ECRS). We reported that the number of mast cell infiltrated in 
epithelium of ECRS were significantly increased compared to control tissue. Furthermore, expression 
pattern of mast cell intrinsic proteases were different from previously reported type. This changes were 
confirmed by using primary cultured mast cell stimulated by cytokines from airway epithelial cell. We 
concluded that this type of mast cells were involved in the development of the ECRS pathogenesis.

研究分野：上気道免疫
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
急激な環境の変化に伴うアレルギー性疾
患の増加はわが国のみならず世界中で社会
問題となり今や国や分野を超えたグローバ
ルな研究が必要とされている。本来寄生虫感
染に対する防御機構であるはずのTh2炎症が
何らかの理由で蜂起されることがアレルギ
ー疾患の本体であるが、最近では Th17, Treg
などの関与も報告されている。耳鼻咽喉科領
域においては花粉症に代表されるアレルギ
ー性鼻炎、著しい好酸球の組織の浸潤が認め
られる好酸球性副鼻腔炎が代表的なTh2炎症
性疾患である。慢性副鼻腔炎や本疾患にしば
しば合併が見られる鼻茸はかなり以前から
知られた疾患であり、保存的、または外科的
な治療によってコントロールが比較的良好
な疾患であると認識されていた。しかし近年
鼻茸を伴う慢性副鼻腔炎の中に著しい好酸
球の浸潤を認め、ステロイドを含めた保存的
な治療に抵抗性を示し、外科的な治療を行っ
ても再発率が高い症例があることが知られ
るようになった。また本疾患は鼻閉、嗅覚障
害も一般の慢性副鼻腔炎に比べて高度な事
が多いといわれている。10数年前までは慢性
副鼻腔炎の数％とそれ程頻繁に見かける疾
患ではなかったが、最近の報告ではわが国の
慢性副鼻腔炎患者における好酸球性副鼻腔
炎の割合は 30％を超えており、日常の診療で
もよく見られる疾患になった。欧米では 80％
以上が本疾患であり、日本でもその割合がま
すます増えていく事が予想される。 
肥満細胞は古くからアレルギー疾患に関
与する事が知られている。肥満細胞表面に結
合したIgEに特異的な抗原が結合し架橋する
事によって、あらかじめ細胞内で蓄積された
ヒスタミンをはじめとした、ケミカルメディ
エーターが放出され、アレルギーの即時型反
応を起こす。しかし近年、肥満細胞は脱顆粒、
または脱顆粒しなくても各種刺激によって
de novo 経路で作られたサイトカイン、ケモ
カインがアレルギーの遅発相反応、自然免疫
反応に関与する事が分かってきている。実際
肥満細胞のノックアウトマウスを用いた喘
息モデルでは、抗原感作、抗原刺激による Th2
炎症が起きない事が報告されており、肥満細
胞がTh2炎症において重要な役割を果たして
いる事に疑いは無い。肥満細胞の研究を行う
にあたり cell line やマウスの骨髄幹細胞由
来の細胞が用いられる。しかし cell line の
多くは肥満細胞の働きを有していなかった
り、マウスの肥満細胞とヒトの肥満細胞で含
有するプロテアーゼに違いがあることや、刺
激に対する反応性も異なる事からこれらを
用いて行った検討の結果が純粋にヒトの病
態を説明できるものではない。更に肥満細胞
には発現するプロテアーゼの違いによって
粘膜型と組織型に分けられ、プロテアーゼの
発現だけでなく、反応性も異なっている。 
我々は、米国における好酸球性副鼻腔炎の
鼻茸においてその上皮と腺組織で肥満細胞

数が著明に増加し、さらに上皮における肥満
細胞は tryptase(+), CPA3(+), Chymase (-)
のこれまでの分類に当てはまらない型であ
り、腺組織の肥満細胞は 3つのプロテアーゼ
陽性である組織型を示す事を報告した
（Takabayashi et al, 2012. J Allergy Clin 
Immunol）。近年同じ Th2 炎症性疾患である好
酸球性食道炎、アレルギー性喘息患者の上皮
においても同様の表現系を示す肥満細胞の
集積が報告され、このタイプの肥満細胞は
Th2 炎症の上皮に特異的なものであり可能性
がある。 
 近年気道上皮はバリア機能だけでなく
様々な刺激に反応して積極的に炎症に関与
していることが報告されているが気道上皮
に集積した肥満細胞は上皮細胞と互いに刺
激し合いアレルギー性炎症の病態に関与し
ているものと考えられる。ヒト肥満細胞を用
いた実験で好酸球性副鼻腔炎の粘膜上皮に
特異的に発現する表現系の肥満細胞を再現
する事ができれば、これまで漠然と行われて
きた cell line、マウス肥満細胞を用いた実
験系よりも格段に詳細で正確な検討が可能
である。 
 
２．研究の目的 
 難治性である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ついて、ヒト末
梢血幹細胞から肥満細胞を分化させ、Th2 炎
症性疾患上皮内に集積し特異的なプロテア
ーゼ発現（tryptase(+), CPA3(+), Chymase 
(-)）を示す肥満細胞を作成し検討を行う事
によってTh2炎症性疾患の新しい制御機構を
探索する。 
 
３．研究の方法 
 本邦の好酸球性副鼻腔炎における肥満細
胞の分布およびプロテアーゼ発現によるタ
イプを検討する 
正常ヒト末梢血から分離した血液幹細胞
をヒト肥満細胞に分化させる。肥満細胞にお
けるプロテアーゼの発現に変化をきたすサ
イトカインを用い、蛋白レベルでのプロテア
ーゼ発現の変化を確認するとともに他のサ
イトカインや培養条件を検討し効率よくこ
のタイプの肥満細胞を樹立させる系を確立
する。この肥満細胞と気道上皮細胞とのクロ
ストークが好酸球性副鼻腔炎の病態に与え
る影響について検討を行う。 
 
（１）本邦における好酸球性副鼻腔炎の鼻茸
における肥満細胞の分布、およびプロテアー
ゼ発現のパターンを手術で採取した検体を
用いて免疫組織学的に検討する。 
 
（２）好酸球性副鼻腔炎の鼻茸上皮において
見られる特異的な肥満細胞の培養系を確立
する。 
ボランティア正常ヒト末梢血を採取し血液
幹細胞 CD34+ cell を分離する。IL-6, stem 



cell factor（SCF）を含む培養液で 12 週間
以上培養しヒト肥満細胞に分化させる。この
細胞をあるサイトカインで刺激し、蛋白レベ
ルでもっとも効率よく Tryptase(++), 
CPA3(+), Chymase (-)タイプの肥満細胞に分
化させる条件、または他のサイトカインとの
共刺激による影響を検討し、好酸球性副鼻腔
炎や他のTh2炎症疾患の上皮に集積する特異
的な肥満細胞を作成する。線組織に集積が認
められた肥満細胞は Tryptase(+), CPA3(+), 
Chymase (+)でいわゆる組織型肥満細胞の表
現系でありこれは通常のヒト培養肥満細胞
の条件下で培養したものを実験に使用する。 
 
（３）気道上皮細胞と肥満細胞とのクロスト
ークが好酸球性副鼻腔炎の病態に及ぼす影
響の検討。近年気道上皮はバリア機能だけで
はなく様々な刺激に反応して積極的に炎症
に関与していることが分かってきた。肥満細
胞を欠損させたマウスはTh2炎症が誘導され
ないことから、気道上皮に集積した肥満細胞
は上皮細胞と互いに刺激し合いTh2炎症の病
態形成に関与しているものと考えられる。
１）で作成したヒト培養肥満細胞を用いて検
討を行う。気道上皮から産生され Th2 炎症を
誘導する IL-33, IL-25, TSLP+IL-1beta で培
養肥満細胞を刺激してTh2炎症上皮に特異的
な肥満細胞と通常の組織型肥満細胞の間で
反応に差があるかどうかを real time PCR, 
ELISA 、 immunocytochemistry, flow 
cytometer の手法を用いて検討する。肥満細
胞が気道上皮に与える影響を検討するため
に脱顆粒を起こさせた肥満細胞、toll like 
receptor のリガンド、S. aureus のエンテロ
トキシンの刺激を加えた肥満細胞の上清で
好酸球性副鼻腔炎患者から採取した初代ヒ
ト鼻粘膜上皮培養細胞または正常ヒト鼻粘
膜上皮培養細胞を刺激しその反応を同様の
手法を用いて検討を行う。気道上皮と肥満細
胞が直接接することで起こる反応を観察す
るために両細胞の共培養実験も行う。また鼻
粘膜上皮に発現が認められ、Th2 炎症との関
連が報告されている Proteinase-activated 
receptor(PAR)2 は tryptase によって刺激さ
れることが知られているが、サイトカイン刺
激でヒト培養肥満細胞において tryptase の
mRNA levelが増加していることからこのシグ
ナルも好酸球性副鼻腔炎の病態に関与して
いると思われる。手術採取サンプルを用いて
本疾患の上皮における PAR2 の発現を real 
time PCR, ELISA、immunocytochemistry を用
いて検討し、ヒト鼻粘膜上皮培養細胞におい
てその発現の制御機構を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）当施設における好酸球性副鼻腔炎患者
の摘出標本を作製し免疫組織化学を行った。
その結果本邦における好酸球性副鼻腔炎鼻
茸上皮において肥満細胞の浸潤が多数認め
られそのフェノタイプは Tryptase(+), 

Chymase(-), CPA3(+)の通常みられるいわゆ
る粘膜型、または組織型の肥満細胞とは異な
るユニークなタイプであることが分かった。
Real time PCR の結果からも同様の現象を確
認し、特に Tryptase はその発現量が増加し
ていた。これらの結果から好酸球性副鼻腔炎
の病態形成に肥満細胞が果たす役割を以下
のように推察した。 
 TryptaseはTh2炎症を誘導する事が知られ
ておりこのプロテアーゼが増加することが
鼻粘膜におけるTh2環境の形成に深く関与し
ている可能性がある。また Chymase はアルブ
ミンやサイトカインを分解し組織の炎症を
収束に向かわせる働きがあり創傷治癒過程
の後半に非常に重要な分子である事が知ら
れている。好酸球性副鼻腔炎の粘膜下には炎
症によって末梢血管から漏出したアルブミ
ンの蓄積が多いことを我々は証明しており
Chymase 発現の欠如はアルブミン分解低下に
よる鼻粘膜における組織の浮腫の遷延化お
よび炎症性サイトカインの分解抑制による
炎症の増悪に関与していると考えられた。 
 
（２）ヒト末梢血幹細胞を CD34 ビーズを用
い MACS で分離しサイトカインで刺激を行い
肥満細胞に分化させ実験を行った。好酸球性
副鼻腔炎の鼻粘膜上皮の発現する TSLP. 
IL-33, IL-25は本疾患の病態の形成に深く関
与することが報告されている。今回の検討で
我々は肥満細胞が IL-33 の刺激によって
Tryptase(+), Chymase(-), CPA3(+)のフェノ
タイプに変化することを real time PCR, 免
疫染色、フローサイトメトリーを用いて明ら
かにした。さらに IL-33 で刺激を加えた肥満
細胞は接着のが亢進することを示唆する結
果も得た。TSLP と肥満細胞のクロストークが
Th2 炎症形成に重要であることが報告されて
いるが今回は TSLP 刺激によって肥満細胞の
フェノタイプの変化は観察されなかった。こ
れらの結果から、鼻粘膜上皮に浸潤した肥満
細胞は IL-33 の刺激によって活性化をうけ、
そのフェノタイプを変化させることで好酸
球性副鼻腔炎の病態の形成に関与している
ことが予想された。 
 また腺組織にも肥満細胞の浸潤が増加し
ておりそれらのプロテアーゼの発現パター
ンは Tryptase(+), Chymase(+), CPA3(+)の粘
膜型肥満細胞の表現型である事が分かった。
粘稠な粘液の産生も好酸球性副鼻腔炎の主
な特徴の一つであり病理組織学的には腺組
織の拡大がみられる。線細胞に浸潤した肥満
細胞が粘液の粘稠性に影響を与える可能性
が示唆されるが今回の検討ではそのメカニ
ズムを解明することはできなかった。今後は
培養線細胞を用いた実験と新たに立ち上げ
て研究を継続する予定である・ 
 
（３）IL-33 の刺激を受けた肥満細胞がプロ
テアーゼの発現パターン以外にどのように
好酸球性副鼻腔炎の病態形成に関与するの



かを検討した。 
我々はこれまでの検討において好酸球性
副鼻腔炎の鼻粘膜において線溶系に重要な
働 き を し て い る tissue plasminogen 
activator(t-PA)の発現が有意に減少してお
りこれによってフィブリン網の分解が抑制
され浮腫が遷延化することが本疾患の鼻茸
の難治化に関与していることを報告した。つ
まり線溶系の抑制は本疾患において非常に
重要なキーとなることから肥満細胞におけ
る plasminogen activator inhibitor-1 
(PAI-1)の発現について（２）と同様にヒト
末梢血幹細胞から分化させた肥満細胞を用
いて検討を行った。その結果 IL-33 の刺激に
よってPAI-1の発現量は著明に増加すること
を real time PCR によって明らかにした。こ
の結果は上皮に浸潤した肥満細胞がIL-33の
刺激を受けることによってPAI-1の発現を亢
進させ線溶系の抑制による鼻粘膜の浮腫の
形成に関与することが示唆された。Th2 サイ
トカインが鼻粘膜上皮からの t-PA 産生を抑
制することとあわせて上皮の肥満細胞が好
酸球性副鼻腔炎の鼻粘膜における線溶系の
抑制に関与すると思われる。 
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