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研究成果の概要（和文）：アレルギー性鼻炎患者におけるTSLP産生にヒストン脱アセチル化酵素がどのように働
くか検討するため、ヒト気道上皮細胞株（Beas-2B細胞）を使用した。細胞がコンフルエントになったところ
で、ヒストン脱アセチル化酵素の抑制剤を添加した。薬剤投与30分後に細胞を刺激するため、ODN2006を最終濃
度1μMで添加した。24時間後に細胞を回収しRNAを抽出した。real time PCR法にてTSLPメッセンジャーRNAの産
生量の変化を調べた。
以上の実験の結果、ヒストン脱アセチル化酵素抑制剤の濃度依存性にTSLPの産生が増加した。またヒストンアセ
チル化酵素促進剤の濃度依存性にTSLPの産生が亢進した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate histone deacetylase for production of TSLP in patients with 
allergic rhinitis we used Beas-2B cells.  After those cells were confluent, the inhibitor of histone
 deacetylase was added.  Thirty minutes after the inhibitor was added, we stimulated the cells with 
ODN2006.  Twenty four hours later, those cells were collected and the amout of TSLP mRNA was 
evaluated.
We found that the inhibitor of histone deacetylase increased the amount of TSLP with dose-dependent 
manner.　On the other hand,the activator of histone deacetylase decleased the amount of TSLP with 
dose-dependent manner. 

研究分野：耳鼻咽喉科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 アレルギー性鼻炎は増加傾向にあり、現在
日本国民 30％以上が罹患する国民病となっ
ている。しかし治療は抗原回避や対症療法の
みで、根治を期待できる方法は未だ開発され
ていない。 
 近年感染を契機に気道上皮細胞から放出
された TSLP が樹状細胞などから Th2 サイ
トカインの産生を誘導することで、アレルギ
ー性疾患の発症に関与することが明らかに
なってきた。 
 アレルギー性鼻炎においてもTSLPの遺伝
子多型がアレルギー性鼻炎の発症に関連す
ることが示され（Nilsson D et. al. Allergy. 
2014）、疾患の発症また病態の維持に関与す
ると考えられる。しかし TSLP自体の発現調
節機序は明らかになっていない。 
 近年、DNA と結合しているヒストン蛋白
がアセチル化やメチル化などの修飾をうけ
クロマチンが構造変化する（クロマチンリモ
デリング）ことで DNA からの転写が調節さ
れていることが判明してきた。 
 

 
 
この遺伝子制御機構は発生、細胞分化や癌を
含む様々な疾患の発症に関与していると推
測されている。 
 今回の研究ではヒストン脱アセチル化作
用を持つ SIRT（sirtuin）1 という蛋白に注
目し、鼻腔上皮細胞の TSLP産生おける役割
を検討する。SIRT1は、カロリー制限による
寿命の延長に必須の蛋白である。カロリー制
限では単に寿命が延長するのみでなく、神経
変性疾患や自己免疫疾患などの炎症性疾患
が抑制されることが知られており、本蛋白の
活性化により多くの疾患が治療あるいは予
防できる可能性がある。一方、SIRT1はポリ
フェノールの一成分（レスベラトロール）に
より活性化されることが判明しており、本薬
剤の使用でTSLPの産生が抑制できればアレ
ルギー性鼻炎が治療あるいは予防できる可
能性があると考え、本研究の着想に至った。 
 

２．研究の目的 
 
 申請者は、以前 SIRT1 とアレルギー疾患に
係る炎症性サイトカインであるMMP-9の関連
を検討した。ヒト単球細胞株に SIRT1 の抑制
剤を投与すると、抑制剤の濃度依存的に PMA
で誘導された MMP-9 の発現が増強された。こ
の発現増強はｍRNA のみならず蛋白のレベル
でも確認できた。以上の結果より、SIRT1 は
MMP-9 遺伝子発現調節に重要な役割を果たす
ことが示唆された。(Nakamaru Y et.al. 2009 
Vol.23(9):2810-9.) 
 また、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）
がラット肥満細胞株からの IL-4 産生に関与
するか検討を行った。HDAC の抑制剤にて前処
置をした後、抗原刺激を行うと、IL-4 mRNA
および IL-4 蛋白の産生が促進された。HDAC
を抑制することで肥満細胞からの IL-4 産生
が増加することが確認できた。(Nakamaru Y 
et.al. Otolaryngol Head Neck Surg 2015, 
Vol. 152(1): 48–52) 
 TSLP は主に上皮細胞に発現している。組織
に感染が生じると上皮細胞より放出され上
皮下の樹状細胞と結合することで、Th2 タイ
プのサイトカイン産生を誘導する。TSLP は
アレルギー性鼻炎や喘息などアトピー性
疾患の上皮に高発現しており、アトピー性
疾患の発症また病態の維持に関与すると
考えられる。しかし TSLP 産生自体の調節
機構については明らかになっていない。 
 SIRT1 蛋白はカロリー制限による寿命延
長に本蛋白が関連する機序解明が進んで
いる。現在のところ SIRT1 は神経変性疾患
や前立腺癌細胞において細胞周期を停止
させアポトーシスを誘導することが示さ
れている。しかし、SIRT1 とアレルギー性
疾患との関連について検討した研究は現
在のところ報告されていない。SIRT1 以外
のヒストン脱アセチル化酵素に関しては、
喘息患者の T 細胞からの IL-5 産生がヒス
トンアセチル化酵素活性により調節されて
いることが報告され、アレルギー性疾患とヒ
ストンのアセチル化との密接な関連が疑わ
れている。 
 アレルギー性疾患発症の引き金として注
目されている TSLP の産生に、クロマチンの
構造変化にて遺伝子の発現を抑制する SIRT1
蛋白が関与しているかを検討する。 
  
 TSLP はアレルギー疾患発症に関与するサ
イトカインと考えられ、予防、治療のターゲ
ットとして注目されている。一方上述のよう
に SIRT1は炎症性サイトカインの遺伝子発現
を抑制する蛋白である。SIRT1 蛋白をコント
ロールすることで TSLP 産生を抑制しアレル
ギー性疾患の予防と治療をめざす。 
 
３．研究の方法 
 
（1）ヒト気道上皮細胞株（Beas-2B 細胞）を
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使用した。 
（2）細胞が confluent になったところで
SIRT1 の抑制剤 (resveratrol) 、促進剤
(spiltomysin)を添加する。またヒストン脱
アセチル化酵素阻害剤である（Trichostatin 
A）も添加した。 
（3）薬剤投与 30分後 LPS を添加し細胞を刺
激する。 
 刺激後培養し、細胞を回収する。RNA を採
取し、逆転写後real time PCRにてTSLP mRNA
量を測定する。 
（4）まず最初に細胞刺激の時間を決めるた
め、LPS の反応時間を 0、2、6、24 時間に設
定し、TSLP の mRNA 量を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
附図説明 
 LPS の反応時間は 24 時間が最も TSLP の
mRNA 量が多かった。 
 このため反応時間は 24 時間とすることに
した。 
 
（5）続いて LPS 濃度を決めるため、LPS の濃
度を 0. 0.1、1、10µｇ/ｍｌに設定し、TSLP
の mRNA 量を測定した。 
 LPS 濃度は 10µｇ/ｍｌがもっとも TSLP の
反応が良好で、LPS 濃度は 10µｇ/ｍｌとする
こととした。 
（6）以上の結果より 
薬剤投与 30 分後 LPS を最終濃 
度 10µｇ/ml で添加し細胞を刺激する。 
刺激後 24 時間培養し、細胞を回収する。RNA 
を採取し、逆転写後 real 
time PCR にて TSLP mRNA 量を測 
定することとした。 
 
４．研究成果 
 
（1）まず最初に SIRT1 の促進剤である
spiltomysin を濃度を変えて投与し、TSLP の
ｍRNA 量を測定した。 
Spiltmysin0、0.1、1µＭに設定し実験をした
上 記 の 実 験 の 結 果 、 SIRT1 抑 制 剤

（spiltmysin）の濃度依存性に TSLP mRNA
の産生が増加することが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
附図説明 
 縦軸が TSLP の産生量（ｍRNA 量）。横軸には
各細胞に添加した薬剤を示す。 
 最初の 2 つの検体は LPS 非存在下の
Spiltmysin添加した場合のTSLP反応をみた。
こちらは反応なかった。 
 Spiltmysin 添加濃度 0に比べ、0.1µMでは
有意に TSLP の産生量が増加していた。また
Spiltmysin1µM ではさらに TSLP mRNA 産生量
の増加を認めた。 
 SIRT1 抑制剤の添加では、濃度依存的に、
TSLP 産生量が増加が確認できた。 
 
（ 2）つづいて SIRT1 の促進剤である
Resveratrol を添加し TSLP の量を測定した。
Resveratrol  1, 10, 100 µＭの濃度にて添
加した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
附図説明 



 縦軸が TSLP の産生量（ｍRNA 量）。横軸に
は 各 細 胞 に 添 加 し た 薬 剤 を 示 す 。
Resveratrol （SIRT1 促進剤）1μMにくらべ
10µM では TSLP 産生量が減少していた。また
Resveratrol 10µM に比べ 100µM ではさらに
TSLP 産生量が減少した。Resveratrol の濃度
依存的に、TSLP mRNA 産生量が減少した。 
 
（3）さらにヒストン脱アセチル化酵素
（HDAC）抑制剤である、Trichostatin A の
TSLP に お け る 役 割 を 調 べ る た め 、
Trichostatin A 濃度を 0. 0.1、1µｇ/ｍｌ
にして TSA mRNA 量を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
附図説明 
 縦軸が TSLP の産生量（ｍRNA 量）。横軸に
は各細胞に添加した薬剤を示す。 
 最初の 2 つの検体は LPS 非存在下の
Trichostatin A 添加した場合の TSLP 反応を
みた。こちらは反応なかった。 
 Trichostatin A 添加濃度 0 に比べ、0.1µM
では有意に TSLP の産生量が増加していた。
また Trichostatin A 1µM ではさらに TSLP 
mRNA 産生量の増加を認めた。 
 Trichostatin Aの添加では、濃度依存的に、
TSLP 産生量が増加が確認できた。 
 
 結果のまとめと考察 
 以上の結果より、気道上皮細胞においては、
SIRT1 の促進剤により TSLP 発現が減少し、
SIRT1抑制剤によりTSLP発現が増加するとい
う結果が得られた。さらにヒストン脱アセチ
ル化酵素全体の抑制剤である、Trichostatin 
A 投与においても同様に、TSLP mRNA 発現を
増加させるという結果が得られた。 
 これらの結果は、気道上皮における TSLP
の産生にクロマチンリモデリングの一部の
機構が関与することを示唆している。 
 アレルギー性気道炎症産生における SIRT1

を含むヒストン脱アセチル化酵素変化の全
容を解明し、Resveratrol などのヒストン脱
アセチル化を促進する薬剤が、アレルギー性
炎症消炎に効果があるかどうかを確認して
いく必要がある。 
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