
日本薬科大学・薬学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３２４２５

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

結膜線維芽細胞における慢性炎症型の表現型獲得に必要なエピジェネティクス機構の解明

Elucidation of epigenetic mechanism required for chronic inflammatory phenotype 
in conjunctival fibroblasts derived from severe allergic conjunctivitis

５０６３６１６５研究者番号：

岡田　直子（OKADA, NAOKO）

研究期間：

１７Ｋ１１５００

年 月 日現在  ２   ６ ２２

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：重症アレルギー性角結膜炎は結膜の強い炎症や線維化を主体とする難治性の疾患であ
るが、その機序は不明である。申請者はこれまでに患者由来の結膜線維芽細胞に着目し、遺伝子発現パターンを
比較解析したところ、患者由来結膜線維芽細胞ではペリオスチン遺伝子が無刺激状態において有意に高発現し、
継代培養後にも発現が維持されることを見出している。本研究成果では、重症アレルギー性眼疾患由来の結膜線
維芽細胞におけるペリオスチン高発現には、ヒストンのメチル化状態にかかわる酵素によるエピジェネティクス
誘導が重要な役割をもつこと、これを制御することでペリオスチン高発現を抑制できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Atopic keratoconjunctivitis (AKC) represents severe forms of ocular 
allergies. It is characterized by chronically relapsing ocular inflammatory diseases that cause 
intense inflammation and fibrosis in conjunctiva. However, the precise mechanisms by which the 
diseases are resistant to treatment remains unknown. We previously focused on conjunctival 
fibroblasts derived from severe ocular allergic conjunctivitis patients and compared the gene 
expression patterns. It was found that the expression of periostin was significantly enhanced in the
 conjunctival fibroblasts derived from patients in the unstimulated state, and this expression was 
maintained even after the subculture. In this study, we found that epigenetic induction by enzymes 
involved in histone methylation status play an important role in periostin high expression in 
conjunctival fibroblasts. Furthermore, it was revealed that high expression of periostin in 
conjunctival fibroblasts can be suppressed by controlling the enzymes. 

研究分野：眼アレルギー

キーワード： エピジェネティクス　ペリオスチン　重症アレルギー性結膜炎　線維芽細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
線維芽細胞はがんや関節リウマチなど様々な慢性炎症疾患において、炎症局所の微小環境中での様々なストレス
に応答し、細胞のエピジェネティック変化が誘導されることで、慢性炎症を引き起こすことが数多く報告されて
いる。一方、アレルギー疾患においては、炎症組織中の細胞を採取・評価できる疾患が少なく、検討が進んでい
ない。本研究では結膜線維芽細胞を用いて、慢性炎症型の表現型獲得とその維持のために重要なエピジェネティ
クスのメカニズムとその制御法を初めて解明した。またエピジェネティクス制御化合物は、眼アレルギーに限ら
ず、炎症メカニズムが類似した疾患における治癒困難な線維化に対し、新たな治療法となる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
重症アレルギー性角結膜炎は結膜の強い炎症や線維化を主体とし、合併症により重大な視機
能障害を引き起こす眼慢性炎症疾患であるが、難治化に至る機序は不明である。 
アレルギー性炎症局所では、局所の微小環境中に存在する様々な因子や応答して線維芽細胞
が活性化されることで、炎症の増悪が引き起こされることが知られている。申請者らは、角結
膜の線維芽細胞が IL-4などの刺激で、CCL11などの好酸球遊走に関わるケモカインを高発現し、
アレルギー炎症に関与することを明らかにした（Allergol Int. 2009）。また、重症アレルギー性
眼疾患患者由来の結膜線維芽細胞に
着目し、同一条件で培養した健常ドナ
ー由来の細胞との表現型の違いを比
較した。その結果、重症アレルギー性
眼疾患患者の線維芽細胞において
IL-4 刺激後の CCL11 の遺伝子発現
が有意に増強し、継代培養後にも持続
した。この時、CCL11 のプロモータ
ー領域におけるヒストン修飾状態を
クロマチン免疫沈降法で比較したと
ころ、重症アレルギー性眼疾患患者の
線維芽細胞では、転写活性の高い遺伝
子 座 に 存 在 する ヒ スト ン 修 飾
（H3K4me3）が増加し、逆に転写不活
性領域に存在するヒストン修飾
（H3K9me3）が減少していた。以上よ
り、重症アレルギー性眼疾患患者の線維芽細胞では好酸球浸潤を増強するためのエピジェネテ
ィック変化（図 1）が起こり、疾患増悪へ関与することを初めて発見した（平成 22-23 年度学
術振興会特別研究員研究助成、平成 25-26 年度科研費若手 B）。 
慢性的なアレルギー炎症は、過剰な組織リモデリングを引き起こし、不可逆的かつ難治性の
病態を形成する。細胞外マトリックス蛋白のひとつであるペリオスチンは、IL-4 や IL-13 によ
って線維芽細胞から誘導されることがわかっていたが、近年では様々なアレルギー炎症疾患や
線維化を伴う炎症性疾患の血中あるいは
組織中で高発現していることが相次いで
明らかになっている（JACI 2006, Allergy 
2019）。そこで申請者は、眼アレルギー患
者において涙液を対象とした検討を実施
し、重症アレルギー性結膜炎患者において
はペリオスチンが涙液中および結膜組織
中に高発現していることを発見し、アレル
ギー性結膜炎の有無や重症度を精度よく
判別できる、バイオマーカーとしての有用
性を明らかにした。これらの成果を基に、
アレルギー性結膜炎の非侵襲的かつ高精
度な新規診断薬としての実用化を検討中
である（図 2、2013 特許取得, 2016 JACI）。 
また、ペリオスチンはアレルギー炎症時に
上皮間葉間の vicious circleを形成し、上皮
細胞からアレルギー炎症誘導に重要な
TSLP を発現することも報告されており、
アレルギー性炎症時の組織リモデリング
において重要な機能分子であることも明
らかにされている（2012 JCI, 2014 JCD）。
そこで、申請者は重症アレルギー性眼疾患
でのペリオスチンの役割を調べるために、
疾患由来の結膜線維芽細胞におけるペリ
オスチンの発現を比較検討した。その結果、
疾患由来結膜線維芽細胞においてペリオ
スチン遺伝子が無刺激状態においても有
意に発現増強されていた（図 3、平成 25-26 
年度科研費若手 B）。さらに、健常結膜線
維芽細胞へ、重症眼アレルギー炎症環境に
存在する様々なサイトカイン刺激による遺伝子発現への影響を観察し、TGF-βおよび IL-1を長
時間刺激することで持続性のペリオスチン発現を誘導できることを明らかにしている。よって、
これらの下流シグナルは結膜線維芽細胞が慢性炎症型へエピジェネティック変換される際に関
与する可能性が示唆された（平成 27-28 年度科研費若手 B）。 



２．研究の目的 
重症アレルギー性眼疾患由来の結膜線維芽細胞において、ペリオスチンをはじめとする多く
の遺伝子が無刺激状態においても持続性に発現増強されている現象は、結膜局所における線維
芽細胞が慢性炎症型という新たな表現型を獲得したことを示し、炎症の増悪や治療抵抗性に大
きく寄与していることが考えられる。そこで先行研究結果を踏まえ、重症アレルギー性眼疾患
由来の結膜線維芽細胞におけるペリオスチンの高発現について、慢性炎症型の表現型獲得とそ
の維持のために必要なエピジェネティクス機構を解明したい。特に、研究期間内ではエピジェ
ネティックな表現型変換を制御可能な候補分子の探索に焦点を絞り、TGF-βや IL-1との関わり
についても検討を行う。これらの遂行により、治療困難な慢性炎症や組織リモデリングにおけ
る新たな創薬標的の発見に貢献することを最終的な目標とする。 
 
３．研究の方法 
（１）慢性炎症型結膜線維芽細胞へのエピジェネティクス変換に重要な候補因子の探索 
① 重症アレルギー性眼疾患患者由来の線維芽細胞で高発現する遺伝子群の網羅的解析 
重症アレルギー性眼疾患患者由来結膜線維芽細胞およびコントロールとして健常ドナー由来
結膜線維芽細胞を各々無刺激の状態で培養を行った後、total RNAを抽出し、DNAマイクロア
レイ（Agilent社）および subio platformによる網羅的な解析を行い、重症アレルギー性眼疾患
由来線維芽細胞において発現変動する遺伝子群のデータをすでに保有している。このデータを
活用し、バイオインフォマティクス技術を駆使した統計学的な検討（クラスター解析、相関解
析）を実施し、慢症型の性炎表現型のマーカーとして同定したペリオスチンの発現と、より発
現パターンの類似性が高い遺伝子を選抜する。さらに Ingenuity Pathway Analysis（IPA）ソフト
ウェアを用い、重症アレルギー性眼疾患由来線維芽細胞において高発現する遺伝子群における
パスウェイ解析を行うことで、上流シグナル因子を予測する。 

 
② IL-1, TGF-β長時間刺激後に誘導される下流因子の抽出 
先行研究において、健常ドナー由来結膜線維芽細胞へ TGF-β および IL-1 で刺激することに
より、エピジェネティック変換を伴うペリオスチン発現を誘導することを確認している。この
際、持続的な発現誘導には最低 72時間の作用時間が必要であることがわかっている（平成 27-28 
年度科研費若手 B)。従って、エピジェネティック効果発現、維持に必要な遺伝子発現は 72 時
間前後において変動すると予測している。このため、TGF-βおよび IL-1刺激における 3時間か
ら 96時間程度までの経時的な発現変動解析を実施し、48-72時間の間に一過性に発現が変動す
る遺伝子群、あるいは 72時間以降に持続して発現が変動する遺伝子群を選抜する。 
 
③ 重症アレルギー性眼疾患患者由来の線維芽細胞および IL-1, TGF-β 長時間刺激線維芽細胞
のステロイド感受性の検討 
これまでの検討より、重症アレルギー性眼疾患由来線維芽細胞におけるペリオスチン高発現
は、DEX投与により一過性に発現が低下するが、wash out後には元に戻ることがすでにこれま
での検討で明らかになっている。そこで、項目①で同定された重症アレルギー性眼疾患由来線
維芽細胞において発現変動する遺伝子について、ステロイドに対する感受性を検討する。重症
アレルギー性眼疾患患者線維芽細胞へデキサメタゾン（dexamethasone, DEX）を適当な濃度、
時間で処置後、遺伝子発現への影響を qPCR で確認する。さらに、項目②で用いたエピジェネ
ティクス誘導シグナル系においても、ステロイド感受性を検討する。健常ドナー由来結膜線維
芽細胞へTGF-βおよび IL-1で刺激を行った後、同様にDEXを適当な濃度および時間で処置後、
遺伝子発現への影響を、qPCRで確認する。DEXを 72時間投与後に wash outを行い、DEXに
より発現が有意に変動しない遺伝子を選抜する。 

 
④ 慢性炎症型線維芽細胞のエピジェネティック誘導に必要な候補因子の絞り込み 
上記 3つの解析によって選抜された遺伝子のうち、共通する遺伝子を絞り込み、エピジェネ
ティック誘導候補因子とする。候補因子は、ヒストンや DNA の化学修飾に関与する酵素群な
どを優先的に、qPCR、ELISA, Western blot法等を用いて、線維芽細胞での mRNA, タンパク質
発現の再現性を確認する。また、この候補遺伝子について、既存の薬剤、阻害剤で抑制が可能
かどうかを可能な限りデータベース等で確認する。これらの情報を統合しながら、最終的な治
療標的の探索を行う。 

 
（２）エピジェネティクス変換候補因子の siRNA導入系もしくは強制発現系構築によるペリオ
スチン発現誘導への影響の確認 
（１）において選抜されたエピジェネティック誘導候補因子について、Lipofection 法または
レンチウィルスベクターを用いた siRNA 遺伝子抑制系もしくは遺伝子強制発現系を構築する。
実際にエピジェネティック変換を伴うペリオスチンの発現変動を起こすかどうか、結膜線維芽
細胞へ導入後に qPCR, ELISAで確認する。さらにペリオスチンのプロモーター領域におけるエ
ピゲノム解析（ヒストン修飾状態および DNA メチル化状態）を、ChIP assay および MSP
（Methylation Specific PCR；メチル化特異的 PCR）assayにより確認を行う。なお候補因子がリ
コンビナントタンパク質などとして購入可能であった場合には、細胞への投与実験を行う。 



４．研究成果 
（１）慢性炎症型結膜線維芽細胞へのエピジェネティクス変換に重要な候補因子の探索 
① 重症アレルギー性眼疾患患者由来の線維芽細胞で高発現する遺伝子群の網羅的解析 
重症アレルギー性眼疾患患者由来結
膜線維芽細胞をマイクロアレイにより
網羅的遺伝子発現解析を行い、様々なバ
イオインフォマティクスツールを用い
て詳細に分析した。その結果、重症アレ
ルギー性眼疾患由来線維芽細胞におい
て正常由来線維芽細胞よりも統計学的
に有意に発現変動することが明らかに
なった遺伝子は 1078 個あった。さらに
ペリオスチン遺伝子発現と関連性の高
い遺伝子群を探索するため、相関解析を
実施したところ、686 個の遺伝子が抽出
された。抽出された遺伝子からは、いく
つかのサイトカインおよびその受容体、
転写因子、ヒストン脱メチル化酵素など
が新たに発見され、エピジェネティクス
制御に関わる新たな候補因子である可
能性が示唆された。また、重症アレルギ
ー性眼疾患由来線維芽細胞において発
現上昇する遺伝子群が、どのようなシグ
ナル経路によって発現誘導されている
かを、Ingenuity Pathway Analysis (IPA)を
用いて調べた。その結果、TGF-β, IL-1, 
TNF がもっとも関連性の高い遺伝子と
して予測された（図 4）。 

 
② 健常ドナー結膜線維芽細胞へ IL-1, TGF-β長時間刺激後の下流シグナルの経時的な解析 
重症アレルギー性眼疾患患者由来の線維芽細胞におけるペリオスチン遺伝子の高発現と関
連性の高い遺伝子として抽出、予測された 686個の候補因子について、①においてエピジェネ
ティクス変換のために重要な上流因子として同定された TGF-β や IL-1 の下流分子として動い
ているものを抽出した。さらにエピジェネティクス変化を直接制御可能な因子であるかどうか
を検証した。下流分子の抽出のためには公共のマイクロアレイデータ（GEO；Gene Expression 
Omnibus）を活用し、TGF-βや IL-1の下
流分子として動く可能性のある遺伝子
と、これまでの候補因子との共通性を確
認し、遺伝子を絞り込んだ。その結果、
重症アレルギー性眼疾患患者由来の線
維芽細胞で高発現し、かつ TGF-βと IL-1
いずれにおいても誘導される 16 個の遺
伝子を抽出した（図５）。この中には、
数種の興味深いサイトカインや受容体
などが含まれていた。 
次にこれら 16 個の遺伝子について、

TGF-βおよび IL-1 刺激における 3 時間
から 96 時間程度までの経時的な発現変
動パターン解析を qPCR により行った。
その結果、これらの 16 個の遺伝子は全
て IL-1 および TGF-β のごく短時間の刺
激（-6時間）によって誘導され、持続的
に発現が維持されることがわかった。 
 
③ 重症アレルギー性眼疾患患者由来の線維芽細胞および IL-1, TGF-β 長時間刺激線維芽細胞
のステロイド感受性の検討 
②で選抜された 16個の遺伝子について、ステロイド感受性の検討を行った。重症アレルギー
性眼疾患患者線維芽細胞へ DEXを 72時間処置後、遺伝子発現への影響を qPCRで確認したと
ころ、全ての遺伝子発現が抑制された。次に DEXを 72時間投与後に wash outを行い、さらに
72 時間経過後の遺伝子発現を調べたところ、全ての遺伝子で引き続き発現抑制が観察された。
重症アレルギー性眼疾患由来線維芽細胞におけるペリオスチン高発現は、DEX投与により一過
性に発現低下するが、DEXの wash out後には再び発現が回復する。よって、16個の遺伝子の
中にはペリオスチンと挙動が一致する、エピジェネティクス誘導因子は存在しないと結論した。 



④ 慢性炎症型線維芽細胞のエピジェネティック誘導に必要な候補因子の絞り込み 
そこで、再度①に戻り、網羅的な遺伝子発現解析データをバイオインフォマティクスを駆使
して新たな探索を行った。その結果、重症アレルギー性眼疾患患者由来の線維芽細胞で高発現
し、かつペリオスチン遺伝子発現と高相関する遺伝子中より、エピジェネティクスを直接的に
制御可能な 3つの遺伝子が新たに発見された。さらに重症アレルギー性眼疾患患者由来の線維
芽細胞で低発現となる遺伝子より、同様に 2つの遺伝子が発見された。 
さらにこれら 5つの候補遺伝子の中から、疾患由来結膜線維芽細胞で発現増強していたヒス
トン脱メチル化因子 Aと、疾患由来結膜線維芽細胞で発現減弱が確認されたヒストンメチル化
因子 Bに着目することにした。これらは、共通する転写抑制性のヒストン H3リジンをメチル
化・脱メチル化できる酵素であることがすでに明らかになっていること、組織構成細胞におい
て IL-1 や TGF-βにより発現変動することが報告されていることからも、有望であると考えら
れた。よって、ヒストン脱メチル化因子 Aとヒストンメチル化因子 Bを新たな候補因子とし、
機能解析を行うことにした。 
 
（２）エピジェネティクス変換候補因子の siRNA導入系もしくは強制発現系構築によるペリオ
スチン発現誘導への影響の確認 
 まず、ヒストン脱メチル化因子 Aに対する特異的 siRNAを 3種類設計し、Lipofection法に
より疾患由来結膜線維芽細胞へ導入を行った。導入後 72時間後のヒストン脱メチル化遺伝子 A
の遺伝子発現を qPCRで比較したところ、無刺激状態の疾患由来結膜線維芽細胞において 70%
程度減弱させることがで
きた。興味深いことに、
siRNA 導入時のペリオス
チン遺伝子発現を同様に
確認したところ、発現が低
下する傾向がみられた。さ
らに、ペリオスチンプロモ
ーター領域におけるヒス
トン修飾の状態をクロマ
チン免疫沈降法（ChIP）
により検討した。その結果、
転写抑制性のヒストンH3
リジンにおけるメチル化
が増加していた。よってヒ
ストン脱メチル化因子 A
の抑制により、ヒストンメチル化修飾の変化を介してペリオスチン発現を抑制できる可能性が
あることがわかった。ヒストンメチル化因子 Bについても、同様に検討を行っている。 
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