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研究成果の概要（和文）：乾燥性鼻炎（ドライノーズ）の疾患概念、 天然保湿因子であるフィラグリンの鼻における
動態はほとんど知られていない。本研究において、 鼻粘膜バリア機能におけるフィラグリンの意義について検討をお
こなった。in vivoでは、スギ花粉症患者に対して、抗ヒスタミン薬の季節前投与（初期療法）をおこなうと、季節後
投与群に比し、フィラグリンの発現がより増加することが示された。in vitroでは、ヒト鼻粘膜初代培養細胞において
、細菌およびウイルス感染のモデルであるLPSあるいは poly I: C投与により、フィラグリンの発現が減少した。一方
、TNFα投与により、フィラグリンの発現は増加する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Filaggrin (FLG) has been known as a natural moisturizing factor and barrier 
related protein.
 We have demonstrated the expression of FLG through real time RT-PCR in human nasal mucosa excised from 
inferior turbinate by a noninvasive method using cotton swab. Preseasonal treatment of Japanese cedar 
pollinosis with antihistamine increased FLG expression in human nasal mucosa compared with postseasonal 
treatment.Additionally, we are investigating the alteration of FLG expression in primary cultured human 
nasal epithelial cells through various stimulations. After stimulation of lipopolysaccharide (LPS), poly 
I: C, FLG expression was diminished. On the other hand, TNFα increases FLG expression in primary 
cultured cells.Taken together recent reports and our original results, FLG might be a key molecule 
connecting innate immunity with acquired immunity in the upper airway. Further study would be expected to 
fix the epithelial barrier to treat and prevent AR as a barrier disorder.

研究分野：耳鼻咽喉科
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１．研究開始当初の背景 
 
 ドライノーズは、ドライスキン、ドライア
イなどと異なりその疾患概念はまだ不明確
である。アトピー性皮膚炎の前段階としてド
ライスキンが存在することが知られている
が、この病態の本質は天然保湿因子であるフ
ィラグリンタンパクの発現異常に起因する
表皮バリア機能障害であることが最近、明ら
かとなってきた。 
 
 アトピー性皮膚炎や気管支喘息の発症は、
上皮バリア機能の破綻により起因するとの
説が有力となっている。また、細菌やウイル
ス感染によりおこる上皮バリア機能の変調
がアレルギーの発症に影響について気管支
喘息などで指摘されはじめている。一方、ア
レルギーの原因物質であるアレルゲンその
ものに含まれる物質が、IgE に依存せずにバ
リア機能を攪乱し、Th2 応答を誘導するとい
う広義のTh2アジュバントとして作用するこ
とが明らかになっており上皮バリア機能と
自然免疫、アレルゲンそのものの上皮バリア
に対する作用がより重要視されてきている。 
 
 研究代表者は気道上皮バリア機能および
その表裏一体の関係にある分泌・輸送機能に
対する種々の生理学的研究法を既に確立し
ており、包括的な解析をおこなえる状況にあ
る。一例として、表皮バリア機能の非侵襲的
評価法のゴールドスタンダードであった水
分蒸散量の測定を、我々は初めて鼻粘膜に適
用した(Miwa et al. Am. J. Rhinol. 2006)。 
これらの方法を用い、鼻粘膜上皮バリア機能
の加齢、アレルゲン鼻誘発による
down-regulation、抗酸化剤点鼻による
up-regulation を既に証明している。 
 
 天然保湿因子でかつバリア機能関連タン
パクであるフィラグリンの異常は、欧米人口
の 9%に、本邦のアトピー性皮膚炎 26%にみら
れアトピー性皮膚炎の原因となることが報
告されているが、気道上皮での意義は全く不
明である。 
  
２．研究の目的 
 
 天然保湿因子でありなおかつバリア機能
関連タンパクであるフィラグリンのヒト鼻
粘膜における発現を分子生物学的に証明す
し、フィラグリンのヒト鼻粘膜上皮バリア機
能における意義を分子生理学的に明らかに
する。具体的には、以下の２点をおこなう。 
 
 １）スギヒノキ花粉症患者において、季節
前投与を行った群と季節後投与をおこなっ
た群での下鼻甲介粘膜上皮擦過細胞のフィ
ラグリンの発現を分子生物学的に検討する。 
  
 ２）ヒト鼻粘膜におけるフィラグリンの免

疫組織学的染色およびリアルタイム RT-PCR
をおこない、ケラチノサイトおよび気管支上
皮細胞と比較する。 
  
 ３）細菌毒素、ウイルスに対する鼻粘膜上
皮バリアの応答の in vitro でフィラグリン
の発現の変化により検索し、それらの持つ鼻
粘膜上皮バリア機能タンパクに対する影響
を証明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
in vivoの研究 
 
材料：順天堂医院耳鼻咽喉科アレルギー外来
にて採取したヒト鼻粘膜組織を用いた。 
 
方法：季節前および季節後に第２世代抗ヒス
タミン薬の内服を主体とする治療をおこな
ったスギ花粉症患者に対して下鼻甲介粘膜
を綿棒にて擦過することにより得られた細
胞について、 SV Total RNA Isolation 
System(Promega) により RNAを抽出し、
Super Script First-strand Synthesis 
System for RT-PCR(invitrogen) により逆
転写反応を行った後、フィラグリンのリアル
タイム PCRをおこなった。  
 
in vitroの研究 
 
免疫組織学的検討 
 
 摘出ヒト鼻粘膜組織を 4％緩衝ホルマリン
溶液にて固定した後、30%スクロース/0.1M 
PBSで平衡化し、凍結切片を作成した。
2%BSAで前処理後、一次抗体としてウサギ
抗フィラグリン・ポリクローナル抗体
(ab24584, abcam)を、二次抗体として
Cy3/Redを使用した。また、核染色には DAPI
を用いた。対象陰性として一次抗体を用いな
い標本を用意した。正常ヒトケラチノサイト、
正常ヒト気管粘膜細胞の初代培養細胞につ
いてもおこない比較した。 
  
 分子生物学的検討 
 
 正常ヒト鼻粘膜上皮細胞（PromoCell）を
Airway Epithelial Cell Growth Mediumを
用いて培養し、subconfuluentを認めたとこ
ろで RNAを Glass Fiber Filter法を用い精
製し、ReverTra Ace® qPCR RT Kitにて逆
転写反応を行い鋳型 cDNAを作製した。 こ
れを用いてリアルタイム PCRを行い、
Relative Quantification法にて定量解析を行
った。 
  細菌感染のモデルとしてリポポリサッカ
ライド(LPS)、ウイルス感染のモデルとして
poly(I:C) および TNFα投与前後のフィラグ
リンの発現の変化を検討した。 



 
４．研究成果 
 
 初期療法後、鼻粘膜上皮内のフィラグリン
の発現が増加する傾向がみられた。また、有
効例でよりフィラグリンの発現の増加を認
めた。早期介入により、フィラグリンの増量
を介して、アレルギー性炎症を制御できる可
能性が示唆された。 
 
 ヒト鼻粘膜でのフィラグリンの発現は免
疫染色、リアルタイム PCR で認められた。ケ
ラチノサイトではより多く認めたが、気管支
上皮細胞ではほとんどみられなかった。 
 
 細菌感染およびウイルス感染のモデルで
ある LPS あるいは poly I: C 投与により、フ
ィラグリンの発現が減少した。一方、TNFα
投与により、フィラグリンの発現は増加する
結果を得た。LPS、poly（I：C）刺激後それ
ぞれ用量依存性に上皮膜抵抗が低下するこ
とも見いだしているが、この結果をあわせて
考えると、細菌やウイルス感染により鼻粘膜
上皮バリア機能が低下し、その現象の一翼を
フィラグリンの発現低下が寄与している可
能性が推察された。 
  
 Th2 環境下において、フィラグリンの発現
は抑制されることが過去に報告されている。
本研究によりフィラグリンは、自然免疫と獲
得免疫を結ぶキーとなる物質である可能性
が示された。 
  
 本研究により、鼻粘膜の病態発症および遷
延化にバリア機能関連タンパクであるフィ
ラグリンの異常が関与していることが明ら
かとなれば、ドライノーズ、アレルギー性鼻
炎の発症要因としてあるいは広く鼻副鼻腔
疾患の難治化因子としてのフィラグリン異
常に着目した全く新しい治療法が生まれる
可能性がある。 
 
 アレルギー性疾患の先制医療を考える意
味でも、気道粘膜におけるフィラグリンの発
現について今後さらに詳細に検討する必要
があると思われた。 
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