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研究成果の概要（和文）： 
 本研究で、副鼻腔粘膜（鼻茸）局所における総・特異的 IgE の産生亢進は、好酸球性鼻
副鼻腔炎（ECRS）において認め、それらは有意に局所 ECP 量と相関しており（真菌＞ダ
ニ＞SE）、好酸球炎症を誘導している可能性が示唆された。 
 また真菌アルテルナリアが分泌するアスパルテートプロテアーゼはヒト気道上皮細胞に
対し PAR-2 を介して刺激し、細胞内カルシウムの上昇およびサイトカイン産生を誘導する
ことを明らかにした。 
 さらに ECRS の上皮および局所浸潤した好酸球では PAR-2 の発現が上昇していること
を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In our clinical study, we found that local total IgE and antigen (fungi, mites and 
SEs)-specific IgEs in nasal polyps are related to local eosinophilic inflammation of 
CRSwNP and AFRS.  
In our vitro study, we also found that Aspartate proteases from Alternaria induce 
cytokine production and calcium response in airway epithelium that is mediated 
through PAR-2.. 
Furthermore, we also found that both the epithelium and the infiltrating eosinophils in 
the ECRS showed significant upregulation of the expression of PAR-2. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）マクロライド少量長期投与と内視鏡下
鼻内手術の導入により慢性化膿性副鼻腔炎
の治療成績は飛躍的に向上した一方、副鼻腔
炎の中にはこれらの治療を行っても、ポリー
プの再発を繰り返す難治性副鼻腔炎が増え
てきている（Matsuwaki Y. Int Arch Allergy 
Immunol 2008;146:77–81）。 
これら難治性副鼻腔炎はアスピリン喘息

や非アトピー型喘息を合併していることが
多く、副鼻腔粘膜や鼻茸組織中に多数の好酸
球有意な炎症性細胞浸潤を認め、洞内にも粘
稠・ニカワ状の好酸球性ムチンが貯留してい
るのが特徴である。我々は、副鼻腔粘膜に著
明に活性好酸球が浸潤した副鼻腔炎を好酸
球性副鼻腔炎（Eosinophilic rhinosinusitis）
と呼称することを提案した（耳展  2001 
44:195-201）。副鼻腔粘膜に著明に好酸球が
浸潤する原因として、真菌やスーパー抗原の
関与が指摘されているが依然不明な点は多
い。 
（２）好酸球性鼻副鼻腔炎における真菌の関
与（現在までの研究成果） 

Ponikau らは、慢性副鼻腔炎に対し，アン
フォテリシンＢ（AMPH-B）による鼻洗浄を
6 ヶ月間行う二重盲検比較試験を行い，
AMPH-B 群ではプラセボ群に比較して有意
に好酸球炎症（鼻汁中の EDN, IL-5)を抑制し、
その結果ＣＴ所見（上顎洞陰影）、内視鏡所
見を有意に改善したと報告している。つまり
抗真菌剤の局所投与で鼻副鼻腔内の真菌を
減少（抗原除去）させることにより，好酸球
炎症の改善と伴に慢性副鼻腔炎の臨床所見
の軽減につながっており，真菌が好酸球性副
鼻腔炎の病態に関与している根拠の一つと
した（Ponikau JU. JACI 2005;115:125-31）。
これまでに我々は真菌が免疫細胞や気道上
皮細胞に対し直接に作用し、好酸球を中心と
したアレルギー炎症を惹起するメカニズム
の一部を証明した。真菌 Alternaria は慢性副
鼻腔炎患者の末梢血単核球（PBMC）に対し
有意に IL-5, IL-13, IFNγの産生を誘導する
が、正常者の PBMC に対してはこれらの反
応は認められなかった（Shin SH. JACI 
2004）。また Alternaria はヒト分離好酸球に
対しても活性化および脱顆粒を直接誘導す
る こ と を 証 明 し た （ Matsuwaki Y. J 
Immunol 2005;175:5439-47. ）。 さ ら に
Alternaria が分泌する Aspartate protease
がこの自然免疫反応の起因物質であること
を突き止め、好酸球、気道上皮細胞表面に発
現 す る Protease-Activated Receptor-2 
(PAR-2)を介して免疫反応が惹起されている
ことを明らかにした（Matsuwaki Y, et al. J 
Immunol 2009;183:6708-6716）。これまでの
プレリミナリ－な検討であるが、好酸球性鼻
副鼻腔炎患者の副鼻腔上皮細胞および局所

に浸潤した好酸球において有意に PAR-2、
PAR-3 の発現が増強され、その病態とくに好
酸球浸潤に関与している可能性が考えられ
ている。このように真菌が慢性副鼻腔炎の発
症に関わっていることは明らかであるが、正
常者の鼻副鼻腔中にも同様に真菌は存在す
る （ Ponikau JU. Mayo Clin Proc 
1999;74:877-84）。慢性副鼻腔炎患者だけが
真菌に反応するメカニズムは未だ不明な点
が多い。 
（３）好酸球性鼻副鼻腔炎における黄色ブド
ウ球菌由来スーパー抗原（Staphylococcus 
aureus enterotoxine, SEA,SEB）の関与 

好酸球浸潤の高度な鼻茸を有する症例の
50％では罹患副鼻腔粘膜において SEA,SEB
に対する特異的 IgE 抗体が証明され
（Bachert C. JACI 2001;107:607-614）、
SEA,SEB 自体が検出できた例では、検出で
きなかった症例に比して好酸球浸潤が高い
傾向にあるとの報告がある（Seiberling KA. 
Laryngoscope 2005;115:1580-1585）。SEB
により TCR 上の Vβ鎖を非特異的に活性化
した結果、IL-4,IL-5,IL-13 などの Th2 サイ
トカインの産生が誘導され、好酸球浸潤が引
き起こされるとの報告もある。以上のことか
ら黄色ブドウ球菌由来のスーパー抗原も、好
酸球性鼻副鼻腔炎の発症メカニズムあるい
は少なくとも増悪因子の一つであると考え
られる。しかしその局所抗体量や真菌に対す
る特異的 IgE 抗体量との比較, さらに鼻茸中
の炎症性マーカーとの比較検討はこれまで
にない。また SEA・SEB に対するヒト好酸
球の活性化・脱顆粒に関する報告はない。 
（４）慢性鼻副鼻腔炎は罹患率・医療費とも
増加の傾向にある。またその中で特に難治性
とされる好酸球性鼻副鼻腔炎における病態
に関してはいまだ不明な点が多い。現在米国
FDA は慢性副鼻腔炎に対する治療薬および
治療法を未だ一つも認めておらず、病態の解
明とともに安全で効果的な治療の確立が求
められている。本研究は慢性副鼻腔炎（とく
に好酸球性鼻副鼻腔炎）に対し、真菌, 真菌
由来抗原, 黄色ブドウ球菌, スーパー抗原を
target とした新たな治療戦略（抗プロテアー
ゼ療法等）の可能性を示唆する研究であり、
今後の新しい慢性副鼻腔炎治療になりうる
可能性を担った研究テーマであると考えて
いる。 
２．研究の目的 
仮説「真菌由来抗原と黄色ブドウ球菌由来ス
ーパー抗原は好酸球性副鼻腔炎の病態に関
与し、好酸球炎症の誘導に寄与している。」
を証明するべく研究を進める。 
具体的には、（１）真菌抗原とスーパー抗原
に対する生体側の局所反応に関する検討（in 
vivo）と（２）真菌あるいはスーパー抗原に
よる好酸球活性化のメカニズムの検討（in 
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vitro）の二つの実験系に分けて研究を進める。 
３．研究の方法 
（１）鼻茸中の真菌および黄色ブドウ球菌由
来エンテロトキシン特異的 IgE 抗体の役割 
①対象；非好酸球性鼻副鼻腔炎（NECRS）
13 名、好酸球性鼻副鼻腔炎（ECRS）14 名、
アレルギー性真菌性副鼻腔炎（AFRS）8 名、
正常コントロール（慢性副鼻腔炎・アレルギ
ー性鼻炎を合併しない下垂体腺腫あるいは
ラトケ嚢胞症例で、鼻内下垂体手術を施行し
た症例）7 名。 
②方法；手術時に鼻茸あるいは副鼻腔粘膜を
採取し総重量を測定した後、すり潰し抽出液
を採取し総量を測定。抽出液を小分けにし－
40℃以下で保存。後に一括に抽出液中の ECP, 
total IgE, とｱﾙﾃﾙﾅﾘｱ, ｱｽﾍﾟﾙｷﾞﾙｽ, ｸﾗﾄﾞｽﾎﾟﾘｳ
ﾑ, ｶﾝｼﾞﾀﾞ, ﾍﾟﾆｼﾘｳﾑ, SEA, SEB, ﾔｹﾋｮｳﾋﾀﾞﾆ, 
ｺﾅﾋｮｳﾋﾀﾞﾆ, ｽｷﾞ, ﾌﾞﾀｸｻに対する特異的 IgE
量を ELISA にて測定した。５）病態の違い
によるこれら結果の比較（Krauskal-Wallis 
test, Steel-Dwass test）をおこなった。ECP
との相関を Spearman‘s rank correlation 
coefficient（SPSS16.0)にて検討した。いず
れも p<0.05 にて有意判定をおこなった。 
（２）真菌 Alternaria によるヒト気道上皮細
胞のサイトカイン・ケモカイン産生および細
胞内カルシウムシグナルのメカニズムにつ
いて 
①気道上皮細胞は、ATCC より BEAS-2B お
よび Calu-3 を購入し使用した． 
②刺激には真菌 Alternaria culture extract
（Greer Lab, USA）を使用し GM-CSF, IL-5, 
IL-6, IL-8, eotaxin, eotaxin-2 産生および細
胞内カルシウム濃度（[Ca2+]i）の変化につい
て検討した． 
（３）真菌由来糖鎖分解酵素 Xylanase は
Protease Activated Receptor-2 を介しヒト
分離好酸球の活性化および脱顆粒を誘導す
るか 
①ヒト分離好酸球は、正常ボランティアの末
梢血中より CD16 microbeads negative 
selection 法にて分離した。 
②刺激には以下各種真菌由来の xylanase
（Trichoderma viride Xylanase (SIGMA)、
Thermomyces lanuginosus Xylanase 
(SIGMA) 、 Aspergillus niger Xylanase 
(Megazyme)、Trichoderma longibrachiatum 
Xylanase (Megazyme)）を用いた。これら刺
激物にて分離好酸球を刺激し、４時間後の上
清を採取し、EDN 濃度を RIA 法にて計測し、
脱顆粒のマーカーとした。 
③顆粒球における脱顆粒のマーカーとして
CD63, 活性化のマーカーとして CD11b が知
られている。Trichoderma viride Xylanase
とポジチィブコントロールとしてＰＡＦを
用い、分離好酸球を刺激し、CD63, CD11b
の表面発現を FACS にて検討した。 

④Xylanase による好酸球活性化のメカニズ
ムを明らかにするために、カルシウムのキレ
ート剤であるEGTA, Xylanaseの抑制剤とし
て 知 ら れ る ATBI (alkalo-thermophilic 
Bacillus inhibitor)、Xylanase の対象糖鎖で
あ る Xylan, そ の 他 の 糖 鎖 で あ る
N-acetyl-d-glucosamiidase, 
Penta-N-acetylchitopentaose 等を前処置す
ることによる抑制実験を行った。 
⑤Xylanase が好酸球を活性化するメカニズ
ムにProtease-Activated Receptor-2 (PAR-2)
が関与しているかどうかを検討するために、
PAR-2 に対するポリクロナール抗体を用い
た Western blot 法による検討を行った。 
⑥PAR-2 の代表的な刺激酵素である Trypsin
に対する脱感作実験を行った。好酸球が脱顆
粒しない濃度（100ug/ml）の Trichoderma 
viride Xylanase を先に反応させ、10 分後に
Trypsin, PAF, PMA もしくは medium を加
え好酸球を刺激した。 
⑦統計解析には SPSS 16.0 を使用し、独立し
た 群 間 の 比 較 に は One-factorANOVA, 
Tukey’s honestly significant difference test
にて検討した。p<.05 にて有意差の判定をお
こなった。 
（ ４ ） 慢 性 鼻 副 鼻 腔 炎 に お け る
protease-activated receptors (PARs)の発現
について 
①慢性副鼻腔炎に対して手術を行った患者
を対象に喘息合併の有無によって患者を 4群
に分け、PAR-1, -2, -3, -4 に対して免疫染色
を行いさらに ECP, elastase に対して免疫二
重染色を行った。気道上皮と粘膜下炎症性細
胞における PARs の発現の違いを比較検討し
た。 
４．研究成果 
（１）鼻茸中の真菌および黄色ブドウ球菌由
来エンテロトキシン特異的 IgE 抗体の役割 
①副鼻腔粘膜局所における真菌（アルテル
ナリア, アスペルギルス, クラドスポリウ
ム, カンジダ, ペニシリウム）, 黄色ブドウ
球菌エンテロトキシン（SEA, SEB）,ダニ
（ヤケヒョウヒダニ, コナヒョウヒダニ）
特異的 IgE および総 IgE の産生亢進は、
AFRS のみならず ECRS においても認め、
好酸球炎症を誘導している可能性が示唆さ
れた。好酸球性鼻副鼻腔炎は血清中 IgE の
検討から当初より病態にあまり関与しない
ことが予測されていた。 
今回の我々の結果からも好酸球性鼻副鼻

腔炎の血清総 IgE 値は、正常, 非好酸球性
鼻副鼻腔炎とは有意な差は認められなかっ
た。 
一方局所総 IgE 量（IU/polyp 1g）は、

AFRS, 好酸球性鼻副鼻腔炎の順に高値を
示し、他の２群と比較してそれぞれ有意差
が認められた。つまり好酸球性鼻副鼻腔炎 
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図１血清中総ＩｇＥ 

 
図２局所鼻茸中総 IgE 量（IU/polyp 1g） 

 
においては局所にのみ IgE量の有意な上昇
が認め、これが好酸球炎症に関与している
可能性が示唆された。 
 局所における抗原特異的 IgE の検討では、
これまで SEB, SEA に対する局所の IgE が好
酸球炎症に関与していることが指摘されて
きたが、それらよりも真菌類に対する局所
IgE 量の方がより強く好酸球炎症に関与して
いることが示された。以上のことより、カン
ジダ、アスペルギルス、ペニシリウム、アル
テルナリアをはじめとする真菌と黄色ブド
ウ球菌由来スーパー抗原 SEB, SEA、ダニ抗原
は AFRS,好酸球性鼻副鼻腔炎の病態に関与し、
好酸球炎症の誘導に寄与している可能性が
示唆された。 
（２）真菌 Alternaria によるヒト気道上皮細
胞のサイトカイン・ケモカイン産生および細
胞内カルシウムシグナルのメカニズムにつ
いて 

①Alternaria が分泌する Aspartate 
 
図３ 気道上皮細胞の GM-CSF, IL-6 産生 

 
proteaseがPAR-2を介してヒト気道上皮細胞
に対し GM-CSF, IL-6, IL-8 産生を誘導し， 
好酸球炎症を増悪させる一因を担っている
可能性が示唆された．好酸球に対する反応も
含めて考えると Aspartate protease あるい
は PAR-2 を target とした新たな治療戦略の
可能性が示唆された． 
 
図４PAR-2 agonist (SLIGKV), antagonist 
(LSIGKV)にゆる減感作 

 
 
（３）真菌由来糖鎖分解酵素 Xylanase は
Protease Activated Receptor-2 を介しヒト
分離好酸球の活性化および脱顆粒を誘導す
る 
①今回我々は喘息をはじめとするアレルギ
ー疾患において重要なエフェクター細胞の
１つである好酸球に対し、真菌由来の
xylanase が 活 性 化 お よ び 脱 顆 粒 を
Protease-Activated Receptor-2 を介して直接
誘導すること明らかにした。喘息をはじめ
とするアレルギー疾患の発症や増悪に、真
菌由来 xylanase に対する好酸球の自然免疫
反応が関与している可能性が示唆された。 
②今回用いた４種類の xylanase すべてに対
してヒト分離好酸球は有意差をもって EDNを
上清中に誘導した。とくに Trichoderma 
viride Xylanase と Aspergillus niger 
Xylanase に対しては良い反応を示した。 
③Trichoderma viride Xylanase は好酸球上
の CD63、CD11b を有意差をもって誘導した。
以上の結果から Xylanase はヒト分離好酸球
に対し直接脱顆粒を誘導し、活性化している
ことが明らかとなった。 
④EGTA により培養液を前処置することによ
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り、xylanase が誘導する脱顆粒はほぼ完全に
抑制されることから、これらのメカニズムは
カルシウム依存性であり、G 蛋白が関与して
いる可能性が考えられた。 
⑤糖鎖や既存の抑制物質による抑制実験に
おいて、ATBI では約 40%、Xylan そのもので
は 80-90%、Xylan 以外の糖鎖では 30-50%の抑
制効果が認められた。これは Xylan の糖鎖分
解酵素活性が、これら好酸球活性化のメカニ
ズムに関与している可能性が示唆された。 
⑥Xylanaseによるヒト好酸球のPAR-2脱落実
験では、反応３分後において 42Kd, 64Kd の
バンドが消失し、時間の経過とともにそれら
のバンドは回復し、反応２時間後には反応さ
せていない好酸球と同等のバンド濃度に回
復した。この現象は好酸球活性化のメカニズ
ムに PAR-2 が関与している可能性と PAR-2 の
N 末端にリンクしている糖鎖がこの反応に関
与し、３分と早いタイミングで消失した糖鎖
が、時間の経過で再生し次の反応に準備して
いる可能性が示唆された。 
⑦好酸球が脱顆粒しない濃度（100ug/ml）の
Trichoderma viride Xylanase を先に反応さ
せた脱感作実験では、PAR-2 の代表的な刺激
酵素である Trypsinに対しては有意な抑制効
果を認めたが、PAF、PMA に対しては抑制効果
なく、逆に相乗的な脱顆粒の反応を認めた。
これらの結果から xylanase は好酸球上の
PAR-2 のＮ末端上にリンクしている糖鎖にお
そらく作用し、PAR-2 の反応性をコントロー
ルしている可能性が示唆された。 
（ ４ ） 慢 性 鼻 副 鼻 腔 炎 に お け る
protease-activated receptors (PARs)の発現
について 

Protease activated receptors (PARs)は
各種細胞表面に発現している G蛋白共有７回
膜貫通型レセプターのひとつであり炎症に
関与している。喘息患者の気道上皮細胞に
PAR2 発現が亢進していたという報告や各種
プロテアーゼは PAR-2 を介してヒト好酸球、
気道上皮細胞を活性化し脱顆粒やサイトカ
イン産生を誘導することを我々は報告して
きた。今回我々は慢性副鼻腔炎の病態にも
PARs が関連しており副鼻腔炎粘膜や炎症性
細胞、特に喘息合併の副鼻腔炎において PARs
の発現が増強しているという仮説をたて免
疫組織学的検討を行った。PAR2、PAR3 の発現
は上皮細胞や炎症浸潤細胞で喘息合併副鼻
腔炎において亢進していた。上皮細胞や炎症
細胞における PAR-2, PAR-3 の発現の差が喘
息を合併した好酸球性慢性副鼻腔炎の病態
に関与している可能性が示唆された。 
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