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研究成果の概要（和文）：今回申請者は本研究を行うにあたり、好酸球性副鼻腔炎の手術検体や重症喘息患者末
梢血から好酸球、Group2自然リンパ球（ILC2s)を採取し検討した。まず各々の細胞を安定して検体から採取する
方法を確立した。特に血液中に数が少ないILC2sに関しては一細胞から解析が可能なSingle cell解析法を用い
た。これにより健常者と患者の表現型（増殖能やサイトカイン産生能）の違いを明らかにした。また好酸球に関
しても網羅的解析を用いて検討したところ健常者に比べ酵素やメディエーターの産生能の違いがあることを明ら
かにした。ステロイドの抵抗性についても現在検討を重ねており引き続き研究を行っていく予定である。

研究成果の概要（英文）：In conducting our research regarding steroid resistance of upper and lower 
airways, we collected　eosinophils and Group 2 innate lymphoid cells (ILC 2s) from surgical 
specimens of chronic eosinophilic sinusitis and peripheral blood of severe asthmatic patients and 
examined them. First, we established a method to collect each cell stably from the specimen and 
blood. Especially, ILC2s with small number in blood was examined using single cell analysis method 
which can analyze from one cell. As a result, the difference between the healthy subjects and the 
patient's phenotype (proliferative ability and cytokine production capacity) has become clear. In 
addition, eosinophils were also examined using comprehensive analysis and revealed differences in 
productivity of enzymes and mediators as compared to healthy subjects. We are currently 
investigating the resistance of steroids of these cells and will continue to conduct current 
research.
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１．研究開始当初の背景 

自然免疫を担うリンパ球として近年新た

に自然免疫系リンパ球 (Group2 Innate 

Lymphoid Cells: ILC2)が共同研究者である

茂呂らにより発見され、“自然型アレルギー”

という新しい概念が提唱されるようになっ

た(Moro K et al. Nature, 2010)。ILC2s は

IL-33の刺激を受けてIL-5やIL-13を産生す

ることで好酸球遊走・浸潤や杯細胞過形成を

促進し、上下気道のアレルギー病態形成に関

与している。さらにこの ILC2s は通常ではス

テロイド感受性であるが、申請者らはマウス

モデルを用いて上皮細胞由来サイトカイン

（TSLP）存在下では ILC2s はステロイド抵抗

性を獲得し、好酸球性気道炎症の増悪に関わ

ることを明らかにした（Kabata H et al. 

Nature Communication , 2013）。一方、ヒト

ILC2s は成人肺や腸管、慢性副鼻腔炎・鼻ポ

リープにその存在が確認されているが、未だ

気道アレルギー病変に対する知見は少ない。 

さらに申請者らは魚油に含まれるDHAより

代謝され強力な抗炎症性作用を持つ脂質メ

ディエーター、プロテクチン D1（PD1）がヒ

ト好酸球に対して遊走を阻害し、さらに好酸

球自らPD1を産生することを初めて明らかに

した。さらに高容量吸入ステロイドで治療さ

れている重症喘息患者においてこのPD1産生

が減弱していることをリピドーム解析によ

って明らかにし、その原因のひとつとして代

謝酵素である15-Lipoxigenaseの機能が障害

されている可能性を示した (Miyata J et al. 

J Allergy Clin Immunol, 2012)。このこと

は喘息のフェノタイプ（重症化）の修飾の原

因として好酸球の機能異常が関与している

可能性を示唆している。 

近年上気道と下気道とをひとつの器官と

捉え、それぞれの気道上でおこる疾患を総合

的に対処することにより治療効果が高めら

れる”One airway, One disease”という概

念が提唱されている。実際に吸入ステロイド

剤など既存の治療に抵抗を示す重症喘息患

者には上気道疾患の合併も多い。その一例と

して好酸球性副鼻腔炎に併発する好酸球性

鼻茸はは全国に約3.5~5万人存在すると言わ

れ、治療としては鼻粘膜切除術が一般的に行

われているが再発率も多く、薬物療法として

点鼻ステロイドが用いられるがステロイド

抵抗性を示し治療に難渋する患者も多いこ

とが知られている。 

申請者らの自験も含め、炎症局所に対する

ステロイド投与よる抑制が困難な好酸球性

炎症の原因として（１）好酸球自身の機能異

常（２）好酸球の活性化作用を持つ ILC2s 細

胞のステロイド感受性低下が考えられる。そ

してステロイド抵抗性の重症喘息のなかで

もアスピリン喘息患者の多くが好酸球性鼻

茸を合併していることを鑑み、慢性好酸球性

副鼻腔炎に伴う好酸球性鼻茸における好酸

球及びILC2s細胞の性質を明らかにすること

で上下道におけるステロイド抵抗性の機序

を解明できるのではないかと考えた。 

２．研究の目的 

アレルギー性上下気道疾患において局所

ステロイド剤投与は有効であるが、ステロイ

ド抵抗性のため治療に難渋する難治性喘息

や併存症として多く見られる慢性好酸球性

副鼻腔炎が存在する。これまで申請者らは難

治性喘息患者における好酸球機能の異常あ

るいは喘息動物モデルを用いて自然免疫系

リンパ球におけるステロイド抵抗性機序を

解明してきた。そこで本研究ではステロイド

抵抗性獲得機序について好酸球およびこれ

を活性化する自然免疫細胞に着目し、好酸球

性副鼻腔炎患者の生体試料を用いてステロ

イド抵抗性の機序を解明し、上下気道におけ

るアレルギー性難治性炎症の新たな治療戦

略の可能性を探ることを目的とする。 

３．研究の方法 

当院あるいは他施設で呼吸器内科、耳鼻咽喉

科を受診あるいは通院中の好酸球性慢性副



鼻腔炎の診断のついた患者あるいは重症喘

息と診断された患者から同意のもと手術検

体ならびに採血検体を収集する。検体からヒ

ト ILC2 細胞の分離法を確立し、その増殖能

やサイトカイン産生能などの解析およびス

テロイド抵抗性についての検討を行う。また

好酸球についても検体から分離を行い高圧

UPLC システムと三連四重極型質量分析を連

結した解析システムを用いてリピドーム解

析を中心とした包括的メタボローム解析を

行う。 

４．研究成果 

(1）ILC2s および好酸球採取の確立 

それぞれの細胞を安定して採取できるよう

な方法を確立した。 

ILC2s については末梢血 20mL から

Lymphoprep にて PBMC を分離し、Lin(-) 

CD45(+) CRTH2(+) CD127(+) CD161(+) cells 

細胞を FACS でソートした。 

鼻茸好酸球は採取した鼻茸をコラゲナー

ゼおよび DNAase で溶解し、単一細胞として

懸濁液に入れその後 CD45+ negative markers 

(CD2, CD14, CD16, CD19, CD56, CD123, 

CD235a, and c-kit)の細胞を FACS でソート

した。末梢血においても同様の方法を用いて

検討した。 

2.ILC2s に関する検討 

研究当初ILC2sの細胞培養系の確立を検討

したが、20mL 血液から得られる細胞数が

1000~3000 個程度と極めて少なく、サイトカ

イン産生などの評価が困難であった。 

そこで新たに1細胞分泌実時間イメージング

法を用いて評価をおこなった。 

本法により単一細胞レベルでのサイトカイ

ンの分泌が半定量的に、高時間分解能で評価

可能となりまた細胞それぞれの増殖能に関

しても検討できるシステムである（東京大学 

大学院理学系研究科 上村想太郎教授）。 

結果ヒト健常者ILC2sについて本法を用い

て解析したところ経時的に IL-5,IL-13 が分

泌されることを確認した(図 1)。さらにそれ

ぞれの細胞のサイトカイン産生は細胞ごと

に産生量や分泌開始の立ち上がり時間に差

異があることを明らかにした(図 2)。 

 

 

（図 1）サイトカイン産生細胞陽性率の経時

的変化 

 

(図２)単細胞ごとのサイトカイン分泌 

 

次に我々は喘息患者の検体を用いて検討

したところ図3に示すように明らかに喘息患

者においてそれぞれのサイトカイン分泌の

陽性細胞率が高いことを示した。 

 

 

現在同様な手法で喘息患者および好酸球

性副鼻腔炎患者の手術検体、末梢血検体にお

いて検討を行っている。さらにこの採取した

細胞にステロイドを添加しその動態を現在

解析中である。また本研究期間中に本法を用

いて 1細胞からの RNAシークエンスを施行す



ることが可能となったため、今後同一患者か

ら採取した ILC2 の中で、表現型が異なる細

胞を取り出し、RNA シークエンスを用いてそ

の因子を検討することを進めて行く予定で

ある。 

2.好酸球に関する検討 

ヒト末梢血ならびに鼻茸から安定した好酸

球を採取する系を確立した。 

 それぞれの採取された好酸球を用いて

OMICS 解析（プロテオミクス、トランスクリ

プトミクス、リピドミクス解析）を行った。 

 結果慢性好酸球性鼻茸患者鼻茸検体にお

ける好酸球において脂質産生およびその代

謝酵素に関して特徴的なパターンを見出す

ことができた。さらに同一患者における鼻茸、

末梢血検体の比較についても現在検討を重

ねている。 

また重症喘息患者の末梢血においても同

様の解析を行った。その結果図 4に示すよう

に重症喘息と健常人の間でリピドミクスお

よびトランスクリプトミクスでいくつかの

因子の上昇ならびに低下を検出することが

できた。 

 
(図４：重症喘息患者好酸球の網羅的解析) 

現在これらの知見から得られた代表的な

好酸球活性化因子についてヒト好酸球を用

いてその作用や抑制機序などについて検討

中である。また好酸球についての結果につい

ては現在論文投稿準備中のため詳細な因子

についての記載は割愛させて頂く。 
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