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研究成果の概要（和文）：ヒト春季カタル巨大乳頭組織においても正常結膜組織に比較して神経線維の分布が多く、ト
リプターゼ陽性肥満細胞が多数浸潤していた。培養ヒト結膜線維芽細胞をIL-4/IL-13＋TGF-β1で刺激するとeotaxin-1
, -3を産生した。トリプターゼを添加するとeotaxin-1, -3が検出できなくなる。
トリプターゼは病的結膜組織で増加・伸長した神経線維に発現しているPAR2を介し痒みを惹起する。一方トリプターゼ
はeotaxin-1, -3を分解し、結膜局所への好酸球浸潤を抑制する。トリプターゼには痒みを惹起する作用と好酸球遊走
を抑制するアレルギーの病態にとって相反する病態を起こす作用がある。

研究成果の概要（英文）：To investigate the effect of mast cell tryptase to the expression of eotaxin-1, 
eotaxin-2 and eotaxin-3 by conjunctival fibroblasts. The production of eotaxin-1, -2 and -3 by 
conjunctival fibroblasts stimulated with or without IL-4/IL-13 or/and TGF-β1 was estimated by ELISA and 
PCR. Conjunctival fibroblasts produced eotaxin-1 and -3, but not eotaxin-2. Stimulation with IL-4/IL-13 
and TGF-β1 synergistically increased eotaxin-1 and -3 productions. Tryptase reduced the immunoreactivity 
of eotaxin-1 and -3, but not eotaxin-2, due to the proteolysis of these eotaxins, but not the inhibition 
of its m-RNA expression. Mast cell tryptase decreases the eotaxin-1 and -3 produced by conjunctival 
fibroblasts, resulting the inhibition for the excessive accumulation of eosinophils in the conjunctiva. 
Therefore, eotaxin-2 in the tear may be a biomarker of severity of allergic conjunctival disease.

研究分野：角結膜疾患、眼免疫学、眼アレルギー学

キーワード： 痒み（itch）　トリプターゼ（tryptase）　エオタキシン（eotaxin）　結膜線維芽細胞　春季カタル　
Nc/Ngaマウス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
肥満細胞はその産生プロテアーゼにより T型
と TC 型に分類出来、T型からはセリンプロテ
アーゼであるトリプターゼが、TC 型からはト
リプターゼ・キマーゼが放出される。私たち
のグループではアレルギー性結膜疾患患者
涙液中に高活性のトリプターゼ・キマーゼが
検出出来ることを報告している（Ebihara N 
et al. Curr Eye Res 28: 417-420, 2004）。
キマーゼ活性は患者重症度と相関するがト
リプタ―ゼ活性は相関ない。また、キマーゼ
は in vitro 実験にて培養結膜上皮細胞をア
ポトーシスに誘導したり、角膜上皮細胞の産
生するフィブロネクチンを分解し、角膜上皮
細胞の進展やバリアー機能を低下させる。
（Ebihara N et al. Curr Eye Res 30: 429-435, 
2005、Ebihara N et al. Curr Eye Res 30: 
1061-1069, 2005）。しかし、トリプターゼの
役割は明らかではない。トリプターゼは肥満
細胞の脱顆粒後放出される因子としては最
も代表的な分子であるにもかかわらず、アレ
ルギー性結膜疾患との関連は明らかではな
い。花粉性結膜炎の目の痒みは肥満細胞膜上
の （高親和性 IgE 受容体）が抗原特異
的 IgE を介し多価抗原で架橋され、凝集し、
脱顆粒を起こし、ヒスタミンをはじめとする
多くの起痒物質（プロスタクランディン、ロ
イコトルコン・トリプターゼ、TNF-α etc）
が放出され、痒みの神経を刺激することによ
って生じると考えられる。（図 1） 
 
（図 1）肥満細胞の脱顆粒によって放出され
るヒスタミン・トリプターゼによる痒み神経
の興奮 

 
それらの起痒分子の力価を比較した報告に
よると、健常 ICR 系マウスの皮膚にそれぞれ
の分子を皮下注射した時に、マウスが 1 時間
に約 80～100 回の掻き行動を起こすのに必要
な濃度を検討している。ヒスタミンが
100nmol に対し、セロトニンは 10nmol、ロイ
コトリエン B4 は 0.03nmol、トリプターゼは
0.7fmol であった。以上のように結膜組織の
肥満細胞が脱顆粒したときには、ヒスタミン
以外の起痒分子も目の痒みに重要な役割を
演じている可能性が高い。実際にアレルギー
性結膜炎患者の痒みに対する治療で、抗ヒス
タミン H1 受容体拮抗薬の点眼液のみではと
れない痒みに、肥満細胞膜安定化薬点眼液を
併用すると痒みがとれることがある。以上の
事は、アレルギー性結膜疾患の目の痒みにお
いてもヒスタミン以外の起痒物質が関与し
ていることを示している。しかし、花粉性結

膜炎において、ヒスタミン以外の起痒物質が
どのようなメカニズムで痒みを惹起してい
るかは明らかではない。トリプターゼは肥満
細胞が産生する起痒物質中で最も強力で、ヒ
スタミンの何千倍に及ぶと言われている。前
述したように、花粉症患者やアトピー性角結
膜炎患者の涙液中にはトリプターゼが高活
性に検出出来、ヒスタミン H1 受容体拮抗薬
点眼では効かない痒みの原因になっている
と考えられる。そこで、その痒みのメカニズ
ムを明らかにすることで、多くの花粉症患者
を眼の痒みから解放することやアトピー性
皮膚炎の眼合併症を予防することを目的と
し、研究を開始する。 
 
２．研究の目的 
今や国民の 3割以上が罹患し、国民病と呼

ばれる花粉症。その眼の痒みのために仕事や
勉強に集中できず、その経済的損失（医療費、
労働効率）が社会的問題となっている。また、
アトピー性皮膚炎患者は眼の痒みに伴う眼
叩打行動によって、白内障や網膜剥離を生じ
る。顔面に重度のアトピー性皮膚炎を認める
成人型アトピー性皮膚炎患者の増加により、
その眼合併症（白内障、網膜剥離）が臨床上
大きな問題になっている。そこで、花粉性結
膜炎やアトピー性角結膜炎の眼の痒みにお
ける肥満細胞トリプターゼの役割を明らか
に。ヒスタミン H1 受容体拮抗薬点眼では抑
制出来ない痒みのメカニズムを解明し、新し、
い抗アレルギー薬の開発に寄与することを
目標とする。 
アトピー性皮膚炎・眼瞼炎・結膜炎モデル

である Nc/Nga マウスを使用し、その結膜組
織のトリプターゼ活性、痒みの神経の数・分
布・上皮層内進展度を正常マウスと比較する。
また、手術時得られるアトピー性皮膚炎患者
の結膜や治療目的で切除した春季カタル患
者巨大乳頭における痒み神経の数・分布・上
皮層内進展度を正常結膜と比較する。また、
トリプターゼのインヒビターを用い、痒みが
抑制できるか検討する。さらに、痒みの神経
にトリプターゼ受容体が発現しているかど
うか検討する。マウスにトリプターゼを点
眼・結膜下注射することにより惹起される眼
引っ掻き行動の程度をヒスタミンによるも
のと比較する。トリプターゼのサイトカイ
ン・ケモカイン分解能について in vitro で
検討する。上記を検討することにより、トリ
プターゼが眼の痒みをにどのようなメカニ
ズムで関与しているか明らかにする。また、
患者や Nc/Nga マウスの結膜においてトリプ
ターゼ反応性の知覚神経が増加して痒みに
対する闘値が低下するような組織リモデリ
ングが生じているかどうかも明らかにする。
国民病である花粉性結膜炎やアトピー性角
結膜炎の眼の痒みのメカニズムにヒスタミ
ン以外の起痒物質であるトリプターゼの関
与に注目した今までにない独創的な研究と
考える。ヒスタミン H1 受容体拮抗薬点眼抵



抗性の痒みに対する新しい治療戦略を示す
ことが出来る。将来多くの花粉症患者を眼の
痒みから解放することが出来る可能性があ
る。また、アトピー性皮膚炎患者に生じる白
内障や網膜剥離を予防することにも寄与す
ると思われる。 
 
３．研究の方法 
 トリプターゼの起痒メカニズムとケモカ
イン/サイトカインに対する分解作用の 2 点
に絞り検討する。 

正常結膜・アトピー性皮膚炎患者の結膜・
春季カタル患者の巨大乳頭における知覚神
経（痒みの神経）の数・分布・上皮層内進展
度・PAR-2 の発現を明らかにする。（免染組織
染色） 

トリプターゼのケモカイン・サイトカイン
分解能について in vitro で検討する。
（ELISA） 

アトピー性眼瞼・結膜炎発症 Nc/Nga マウ
スの結膜組織における痒み神経の分布・PAR2
の発現・トリプターゼ活性を測定する。（免
染組織染色・ELISA） 

マウスにトリプターゼ点眼することによ
り惹起される眼引っ掻き行動をビデオに撮
って回数を測定する。また、トリプターゼ阻
害薬点眼の眼引っ掻き行動抑制効果を検討
する（ビデオ装置による画像解析） 
①倫理委員会の承認を受け、充分なインフ

ォームドコンセントの上、アトピー患者の白
内障・網膜剥離手術時に得られる結膜組織や
治療目的で切除した春季カタル患者巨大乳
頭組織の c-fiber（痒みの神経）の数・分布・
上皮内進展度について免疫組織学的に検討
し、正常結膜のそれと比較・検討する。 
②痒みの神経にトリプターゼ受容体であ

る PAR-2が発現しているか二重免疫染色で検
討する。 
③トリプターゼによるサイトカイン／ケ

モカインの分解を in vitro で検討する。 
トリプタ―ゼは多くのサイトカインやケモ
カインを分解し、その作用を減弱又は無効に
する作用が報告されている。 

a) 培養結膜線維芽細胞又は角膜実質細胞
に TGF- 、IL-4、IL-13、 TGF- ＋
IL-4/IL-13 をそれぞれ添加後、エオタキシン
の産生がトリプターゼによって低下するか
ELISA にて検討する。（Pang L, et al. J 
Immunol 176: 3788-3795、Saunders R, et al. 
Allergy 63: 1148-1155） 

b) トリプターゼによるエオタキシン抑制
か合成阻害か又は産生後の分解亢進による
ものかを判定するため、上皮細胞におけるエ
オタキシンの PCR。また、recombinant エオ
タキシンにトリプターゼを各濃度で添加し、
エオタキシンが分解されるかどうか ELISAで
測定する。 

c) a)、b)同様の実験を IL-8、SCF、TARC、
RANTES、MCP-1 で検討する。 

d) 培養結膜上皮細胞・角膜上皮細胞に

TNF- ＋IL-4/IL-13を添加後の RANTES、TARC、
SCF の産生がトリプターゼによって低下する
か ELISA にて検討する。 
e) b)と同様の手法で、トリプターゼが上

皮系細胞が産生する RANTES、TARC、SCF を合
成抑制するのか、産生後分解するのかを
RT-PCR、ELISA にて検討する。 
④アトピー性皮膚炎・アトピー性眼瞼結膜

炎マウスモデルである Nc/Nga マウスの結膜
組織における痒みに神経の数・分布・上皮層
内深達度を免疫組織学的に検討し、正常マウ
ス又はアトピー発症前の Nc/Nga マウスのそ
れと比較する。(図 2) 
 
(図 2)アトピー性皮膚炎自然発症モデルマウ
ス（Nc/Nga マウス） 
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（発症したマウスの結膜には多数の好酸
球・CD4 T 細胞の浸潤を認める） 
 
⑤Nc/Nga マウスの結膜組織内のトリプタ

ーゼ活性を測定する。（ELISA） 
⑥コントロールマウスにトリプターゼを

点眼又は結膜下注射し、経時的にその眼引っ
掻き回数を測定する。ヒスタミン点眼のそれ
と比較する。（眼引っ掻き行動の回数はビデ
オに撮影し、解析する） 
 
４．研究成果 
 春季カタル患者より採取した巨大乳頭組
織中の C-fiber の数・分布などを検討したと
ころ、正常結膜に比較して数は増加していた
が、分布の違いは明らかではなかった。以上
より、春季カタルの痒みは、知覚神経の増加
による可能性が示唆された。ヒト結膜線維芽
細胞を培養し、IL-4＋TGF-β、IL-13＋TGF-
βで刺激したところ、Eotaxin 1, Eotaxin 3
の発現は、IL-4, IL-13 の単独刺激に比較し
て相乗的に増加した。Eotaxin 2 は産生を認



めなかった。トリプターゼは線維芽細胞より
の Eotaxin 1 の産生を抑制しなかったが、産
生後の Eotaxin 1 を分解した。Eotaxin 3 の
産生・分解には影響を与えなかった。以上よ
り、トリプターゼは Eotaxin 1 を分解し、結
膜局所の好酸球浸潤を抑制している。 
アトピー性皮膚炎モデルマウスである
Nc/Nga マウスの結膜組織では、正常マウスに
比較して知覚神経の分布が多く、かつ神経線
維が結膜上皮層内へより伸長していた。
Nc/Nga マウス結膜組織ではトリプターゼ陽
性肥満細胞数が増加しており、組織中のトリ
プターゼ活性も増強していた。正常マウスに
トリプターゼを点眼すると痒みに伴うと思
われる眼引掻き行動が惹起出来た。以上の内
容が本研究の成果である。以前私達は、ヒト
春季カタル巨大乳頭組織においても正常結
膜組織に比較して神経線維の分布が多く、か
つ結膜上皮層内への神経線維の伸長が多い
事や、トリプターゼ陽性肥満細胞が多数浸潤
していることを明らかにしている。そして伸
長している神経線維にはトリプターゼの受
容体である protease activated receptor2
が発現していることも明らかにしている。一
方 in vitro での検討では、ヒトトリプター
ゼは好酸球を遊走させるケモカインである
eotaxin-1, -3 を分解し、好酸球遊走能を低
下・消失させることも明らかにした。培養ヒ
ト結膜線維芽細胞を IL-4/IL-13＋TGF-β1で
刺激すると eotaxin-1, -3 を産生する。そこ
にトリプターゼを添加すると eotaxin-1, -3
が検出できなくなる。またリコンビナント
eotaxin-1, -3 にトリプターゼを作用させる
とその好酸球遊走活性が消失する。以上の事
よりトリプターゼは結膜線維芽細胞の産生
する eotaxin-1, -3 を分解し、局所への好酸
球浸潤を抑制していると考えられる。以上の
結果を臨床に照らし合わせてみる。春季カタ
ル患者涙液中に検出される eotaxin の
subtype の量は eotaxin-2 ≫ eotaxin-3 >  
eotaxin-1 である。春季カタル患者の組織中
には Th2 サイトカイン（IL-4, IL-13）を産
生する多数の Th2 細胞・肥満細胞が浸潤して
いる。また TGF-β陽性好酸球も多数浸潤して
いる。IL-4/IL-13+TGF-βで刺激された結膜
常在線維芽細胞からはeotaxin-1, eotaxin-3
が大量に産生されているはずだが、涙液中に
は eotaxin-2 に比較して少量の eotaxin-3, 
eotaxin-1 しか検出できない。今回の検討で、
トリプターゼが eotaxin-1, eotaxin-3 を分
解することが明らかになり、トリプターゼが
eotaxin-1, eotaxin-3を分解したため涙液中
の検出量が低下していたと考えられる。一方
eotaxin-2 は、結膜線維芽細胞ではなく浸潤
している T細胞や単球より産生されることが
知られている。eotaxin-2 が測定中に高濃度
で検出されたのは、トリプターゼにより分解
されなかったためと考えられる。以上のこと
より、春季カタル患者涙液中の病勢を測るバ
イオマーカーとしては、eotaxin-2 が適当と

考えられた。 
本研究を通して明らかになったことは、結

膜組織に浸潤した肥満細胞より放出される
トリプターゼは病的結膜組織で増加・伸長し
た神経線維に発現している PAR2 を介し痒み
を惹起する。一方トリプターゼは eotaxin-1, 
-3 を分解し、結膜局所への好酸球浸潤を抑制
する。トリプターゼには痒みを惹起する作用
と好酸球遊走を抑制するアレルギーの病態
にとって相反する病態を起こす作用がある
ことが明らかになった。 
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