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研究成果の概要（和文）：刺激因子の2型・1型サイトカインの存在下で培養した健常者の血中好酸球を用いて 
RNA-seqを実施した．RNA-seq により各刺激因子に特異的な下流の変動因子を同定した．同様の変化をプロテオ
ミクスとフローサイトメトリーで確認した．鼻茸好酸球の遺伝子発現データを用いて、これらの刺激因子による
変化が炎症部位の好酸球で生じていることを確認した．以上から、これらの因子が複合的に病態に関与している
可能性が示唆された．本研究で同定された因子群の変化は様々なアレルギー疾患の複雑な病態の解釈に有用な可
能性があり、今後の研究に応用可能なデータベースの基盤を構築できた．

研究成果の概要（英文）：RNA sequencing was conducted on healthy blood eosinophils cultured in the　
presence of type 2 and type 1 cytokine stimulants; the RNA sequencing analysis discerned downstream 
variables specific to each stimulant. Similar alterations were confirmed by proteomic analysis and 
flow cytometric analysis. Utilizing gene expression data from nasal polyp-derived eosinophils, we 
validated that the alterations induced by these stimulants manifested in eosinophils at the 
inflammatory site. These findings postulate the intricate involvement of these factors in 
pathogenesis of the disease. The elucidated variations in the factors observed in this investigation
 hold promise for understanding the complicated pathogenesis of diverse allergic diseases, thus 
laying the groundwork for a prospective research database.

研究分野：呼吸器内科学、アレルギー学

キーワード： 好酸球　トランスクリプトミクス　プロテオミクス　リピドミクス　2型サイトカイン　1型サイトカイ
ン　難治性アレルギー疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性アレルギー疾患では好酸球は炎症局所に浸潤して病態に関与する。これまでの研究では細胞機能や表面抗
原等の単一の評価項目に着目しており、包括的な評価が為されていなかったため全体像を捉えることは困難であ
ったが、マルチオミクス解析はこの問題点を解消した。今回の研究では様々な刺激因子を用いることで炎症環境
で生じうる細胞の変化を再現し、なおかつその変化をマルチオミクス解析で明らかとした。炎症局所の好酸球は
複雑な炎症応答が組み合わさって誘導されている可能性を見出した。本知見が、今後の治療標的となる因子の同
定と既存治療以外の治療選択肢の提案に貢献し、更なる治療戦略の改善に繋がると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
好酸球性気道炎症は、喘息・好酸球性副鼻腔炎・慢性好酸球性肺炎・アレルギー性気管支肺真菌
症等の様々なアレルギー疾患で病態に関与しており、高度な慢性炎症が既存の治療法によって
も持続する症例が存在する。一方で、慢性閉塞性肺疾患、悪性腫瘍、一部の感染症など好酸球増
多が認められるものの、好酸球の病態への寄与が不明である疾患も存在する。近年では、好酸球
の炎症収束、筋肉再生、抗肥満・糖尿病作用といった生体の恒常性維持に貢献する役割も示され
ている。現在の臨床現場では、血液や喀痰の好酸球増多を指標とした診断や治療の調整が為され
ているが、実際には好酸球の性質の把握無しでは好酸球を治療標的とする妥当性や最適な治療
法の決定も困難である。 
好酸球は免疫担当細胞として、炎症性脂質メディエーターであるシステイニルロイコトリエン
の産生、脱顆粒、活性酸素産生等の多彩な細胞機能によって炎症を増幅する。一方で、好酸球は
15-リポキシゲナーゼを介したリポキシン・レゾルビン・プロテクチン等の抗炎症脂質メディエ
ーターの高い産生能を有しており、他にも IL-10・TGF-betaを放出することで炎症制御に寄与
しうる。以上の知見より、好酸球は、リンパ球やマクロファージと同様に多種多様な細胞表現型
を持つ細胞である可能性が示唆されているが、各々の分化・成熟機構は明らかとなっていない。 
申請者は、重症喘息の末梢血由来、もしくは好酸球性副鼻腔炎の鼻茸由来の好酸球を用いた脂肪
酸代謝物・蛋白質・遺伝子転写産物に対するオミクス解析（網羅的解析）を組み合わせた研究に
より、特徴的な脂肪酸代謝異常を同定している。脂肪酸代謝異常は炎症応答を増強し、炎症収束
機構を減弱する作用によって、好酸球性炎症性疾患の発症・重症化に密接に関与している。更に、
バイオインフォマティクスによる分析の結果、2型サイトカインや微生物応答の重要性が示唆さ
れている。しかしながら、好酸球性炎症性疾患は各々の病像が多彩であり、疾患毎に異なる複雑
な制御機構が存在していると推察される。 
 
２．研究の目的 
請者は好酸球性炎症性疾患の未知な部分を解明するため、以下の 2点を目的とする。 
・好酸球のサイトカイン等の上流因子による制御機構を特定し、各因子に特徴的な分子の発現の
挙動パターンを同定する。 
・好酸球の表現型を解析することで、細胞外環境を予測可能なシステムを開発する。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、＜好酸球の多層オミクス解析に基づく炎症病態の予測システム＞を開発する
ため、下記の方法を用いて研究を進めた。 
1. オミクス解析データベースの分析による表現型を誘導する上流因子の候補の探索 
既に臨床検体の集積とオミクス解析が完了している重症喘息・好酸球性副鼻腔炎患者由来の好
酸球の解析データを用いて、上流因子の候補の絞り込み作業を行った。バイオインフォマティク
スを用いた解析については、既に施行したパスウェイ解析（IPA）に加えて、主成分分析・パス
ウェイ解析（KEGG）・遺伝子オントロジーエンリッチメント解析・転写因子エンリッチメント解
析を行い、多角的な検討により表現型の誘導において主要な役割を担う上流因子を確定した。 
2. in vitro における長期培養による評価系での表現型の解析  
2 型サイトカインの IL-5 の存在下で 3-7 日間以上の長期培養を健常者の末梢血由来の好酸球で
行うと、炎症組織中の好酸球に類似した細胞を再現できる。この培養系を応用し、培養上清に IL-
4・IL-33 等のサイトカインや微生物応答刺激因子を加えることで、其々の因子が細胞の成熟機
構において果たす役割について個別に検証した．表現型については簡易に検出できる細胞マー
カーの探索を目指したフローサイトメトリーによる表面抗原の解析と細胞機能の包括的理解を
目指した網羅的解析（プロテオミクス・リピドミクス）を順次行った。 
 3. 表現型の規定因子の分子機序の評価 
前述の研究計画により同定された上流因子に特異的な変化を示す分子について、好酸球の表現
型全体への影響をアゴニスト・アンタゴニストによる機能制御を行うことで検証した。既存のデ
ータベースの解析結果から脂肪酸代謝酵素の重要性が示唆されており、合わせて評価を行った。
細胞機能の評価項目は、以前の研究成果で既に確立されている脱顆粒・活性酸素産生・生存能・
脂質メディエーター産生を指標とした。 
4. 臨床検体を用いた炎症病態の予測システムの検証 
同定した規定因子の発現パターンに基づくアルゴリズムを作成し、上流因子の予測システムを
構築した。主要なサイトカインや刺激因子については個別に上流因子として判別可能であるこ
とを最低条件とした。現時点において倫理委員会で承認され準備が完了している慢性好酸球性
肺炎・アレルギー性気管支肺真菌症の患者の末梢血・気管支肺胞洗浄液から単離した好酸球につ
いて予測システムを適用し、妥当性を検証した。既存の重症喘息・好酸球性副鼻腔炎のデータに
ついても予測システムを反映させる事で、新規の知見の集積を試みた。 
 



４．研究成果 
刺激因子の 2型サイトカイン（IL-5, IL-4, IL-33）、1型サイトカイン（TNF-alpha, IFN-gamma, 
IFN-alpha）の存在下で培養した健常者の血中好酸球を用いて RNA-seq を実施した．RNA-seq に
より発現上昇因子として、IL-5 と IL-4 に共通する GGT5、IL3RA、IL-5 特異的な IL2RA、CCL23、
IL-4 特異的な TGM2、IL1RL1（IL-33 受容体）、IL-33 と TNF-alpha に共通する C3、CCL4、IL1A/B、
IFN 特異的な GBP、TRIM などを同定した．同様の変化をプロテオミクスとフローサイトメトリー
で確認し、これらの因子が蛋白翻訳後に機能的分子となりうることを示した． 
リピドミクスでは IL-4 と IL-5 の刺激により LTD4 の産生量が相乗的に増加することを確認し、
発現した GGT5 などの脂肪酸代謝酵素が実際に脂肪酸代謝パターンを変化させ、特定の脂質メデ
ィエーターの産生に寄与することが証明した．GGT5 の発現上昇は鼻茸由来の好酸球のみならず、
好酸球性喘息・好酸球性多発血管炎性肉芽腫症の血中好酸球でも生じていることを確認した。喘
息患者の喀痰細胞における GGT5 と IL-33 受容体の発現上昇は特に IL-4 と強い正の相関を示し
た。 
IL-33 と TNF-alpha に共通する発現上昇因子として酸化 LDL の受容体である OLR1 があることを
同定した。好酸球に対する酸化 LDL の刺激は、好酸球の生存延長と接着因子発現の制御に関与し
ていた。酸化 LDL 刺激に特異的に変化する因子として FACR、PLAUR などの因子を同定した。 
IFN-gamma と IFN-alpha の誘導因子には GBP、TRIM などの抗ウイルス分子が挙げられ、多くの場
合その発現変動パターンは類似していた。IFN-g 特異的に発現が上昇する因子として、ICAM-1、
FCGR1A、IL5RA などを同定した。対照的な発現変動を示す因子として、生存延長因子の PIM-1 を
同定し、IFN-gamma は PIM-1 発現上昇によって生存延長作用を示し、IFN-alpha は逆の作用によ
り細胞死を誘導しうることを確認した。 
私たちが保有している鼻茸好酸球の遺伝子発現データを用いて、これらの刺激因子による変化
が実際の炎症部位の好酸球で生じているかどうか検証した．IL-5, IL-4, IL-33, TNF-alpha, 
IFN-gamma による変化と同じ遺伝子発現パターンの変化が複合的に生じていることが確認され
た．以上から、IL-5, IL-4, IL-33, TNF-alpha, IFN-gamma が複合的に病態に関与している可能
性が示唆された．酸化 LDL の下流で発現上昇する因子も同様に変化が認められ、局所での脂質分
子の関与の可能性が見出された．IFN については IFN-gamma の下流因子は受容体の発現とともに
上昇していたが、IFN-alpha の下流因子は受容体の発現とともに減少していたため、これらの拮
抗する制御機構が明らかとなった．本研究で同定された因子群の変化は副鼻腔炎、喘息を含む
様々なアレルギー疾患の複雑な病態の解釈に有用な可能性があり、今後の研究に応用可能なデ
ータベースの基盤を構築できたと考えている． 
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