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研究成果の概要（和文）：好酸球性副鼻腔炎の鼻茸では内因性プロテアーゼインヒビターが低下しており、抗原
に誘導される上皮由来サイトカイン産生に影響を与えていた。また、複数抗原の長期点鼻マウスモデルでは、内
因性プロテアーゼインヒビターの発現減少がみられた。内因性プロテアーゼインヒビターを点鼻投与すること
で、鼻汁好酸球数、Ｔｈ２サイトカイン産生抑制がみられ、鼻粘膜のポリープ様の変化も抑制された。この論文
は、抗原に含まれるプロテアーゼが、内因性プロテアーゼの機能低下を引き起こすことで、上皮バリア機能の破
綻、免疫反応の異常が引き起こし、好酸球性副鼻腔炎の病態形成につながっていることを証明した。

研究成果の概要（英文）：Cystatin A and SPINK5 are endogenous protease inhibitors (EPIs) that may 
play key roles in epithelial barrier function. The purpose of this study was to investigate the 
roles of EPIs in the pathogenesis of chronic rhinosinusitis (CRS).
Thw patients with eosinophilic CRS showed lower protein and mRNA expression of cystatin A and SPINK5
 in the nasal epithelium. Allergen-induced production of IL-25, IL-33, and TSLP in normal human 
bronchial epithelial cells was mediated by treatment with recombinant cystatin A or SPINK5. Chronic 
MAA exposure induced epithelial disruption in mouse nasal epithelium and decreased the tissue 
expression and nasal lavage levels of cystatin A and SPINK5. Intranasal instillations of recombinant
 EPIs attenuated this MAA-induced pathology.
Cystatin A and SPINK5 play an important role in protecting the airway epithelium from exogenous 
proteases. The preservation of EPIs may have a therapeutic benefit in intractable airway 
inflammation such as eosinophilic CRS. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、気道の構成細胞、特に気道上皮細胞

のアレルギー疾患における発症や増悪におけ

る役割が注目されてきている。気道上皮は外

界に開かれており、様々な環境外来因子の侵

入を防ぐための防御ラインとしての役割を果

たしているとともに、様々なサイトカイン、

ケモカインを産生し、免疫反応において重要

な役割を担っている。好酸球炎症性疾患にお

いては、起点としての役割を担っている。気

道上皮細胞由来のTSLP、IL-25、IL-33はTh2

サイトカイン依存的な免疫応答の調節や発達

を行うサイトカインであり好酸球炎症性疾患

の病態に関与していると推測されている。

我々は今までに、気道上皮細胞におけるTSLP

産生のメカニズム（Kouzaki H，et al, J im

munol 2009）、IL-33産生のメカニズム（Kouz

aki H，et al, J immunol 2011）、IL-25産生

のメカニズム(Kouzaki H et al, Am J Res

pir Cell Mol Biol 2013)を調査し、抗原に

おける作用部位、その作用部位に対する上皮

細胞における受容体を特定してきた。 

 また、耳鼻咽喉科領域の難治性副鼻腔炎と
して知られる好酸球性副鼻腔炎の上皮細胞
にこれらサイトカインの発現が高いことも
分かっている。好酸球性副鼻腔炎発症の要因
として真菌、黄色ブドウ球菌のスパーアンチ
ゲン、環境因子に対する免疫反応の機能不全、
バリア機能の破綻、自然免疫機能の破綻など
挙げられており、いずれの説も上皮細胞によ
る反応が起点となっている。そこで、サイト
カイン放出や産生にどのような因子が必要
か、抑制する因子としてどのような分子が必
要か検討することが好酸球性副鼻腔炎をは
じめとする好酸球炎症性疾患の病態の解明
と治療戦略にも必要であると考えられる。 
２．研究の目的 
鼻粘膜上皮細胞で産生されるサイトカイン
である TSLP, IL-25,IL-33 に注目し、好酸球
性副鼻腔炎の病態における病因や制御因子
について上皮細胞の役割を明らかにし、新た
な治療法の可能性を検討することである。 
 
３．研究の方法 

１） 手術時に採取した鼻茸、下鼻甲介粘膜

を利用して、上皮細胞を培養し、様々

な刺激(TLR リガンド、各種抗原、プロ

テアーゼ[パパイン、トリプシン]、ブ

ドウ球菌由来プロテアーゼ)のもと

TSLP, IL-25, IL-33 の産生について検

討する。 

２） 正常上皮細胞と比較して好酸球性副

鼻腔炎の上皮細胞で様々な刺激での

上皮由来サイトカイン産生について

の変化を検討する。 

３） 鼻粘膜上皮細胞を利用して、内因性プ

ロテアーゼ阻害因子の発現について

調査した。 

４） 上皮由来サイトカイン産生に対する

内因性プロテアーゼ阻害因子の影響

を調べた。 

５） 慢性好酸球性炎症のマウスモデルを

利用して、鼻粘膜上皮の内因性プロテ

アーゼ阻害因子の産生・発現に及ぼす

影響を調べた。 

６） 慢性好酸球性炎症のマウスモデル 

を利用して、内因性プロテアーゼ阻害
因子を点鼻投与し、好酸球性炎症制御
の可能性について検討した。 

４． 研究成果 
 
１） 鼻粘膜上皮細胞では、各種抗原(ダ

ニ抗原、アルテナリア、ブドウ球菌由来
プロテアーゼ)やプロテアーゼ（トリプシ
ン、パパイン）の刺激で上皮由来サイト
カイン産生（TSLP, IL-25, IL-33）が誘
導された。 
 

２） 好酸球性副鼻腔炎由来の鼻茸上皮
細胞では、非好酸球性副鼻腔炎や正常コ
ントロールの上皮細胞と比べて、上皮由
来サイトカイン産生が亢進していた。 

 

３） 好酸球性副鼻腔炎の鼻茸上皮では、
非好酸球性副鼻腔炎や正常コントロール
の上皮細胞と比べて、免疫染色では内因
性プロテアーゼインヒビターである
cystatin A と SPINK5 の発現が低下して
いた。また、mRNA, 細胞内タンパクでも
ともに cystatin A, SPINK5 の発現の低下
が認められた。 

 
４） 正常気管上皮細胞における抗原刺

激による TSLP, IL-25, IL-33 産生は
recombinant Cystatin A, SPINK5 で抑
制され、またセリン、システインプロ
テアーゼにそれぞれ特異的に抑制効果
が認められた。siRNA でこれら内因性プ
ロテアーゼインヒビターを欠損させる



と、逆に、抗原刺激による上皮由来サ
イトカイン産生は増強した。 

 
５） 抗原複合物の 1回点鼻では刺激後

6 時間で肺組織中の上皮由来サイトカ
イン産生の増加が認められた。また、
抗原複合物点鼻4週後をピークとして、
鼻洗浄液（NL）中の好酸球数が増加し、
鼻粘膜組織（NT）中に IL-5,IL-13 産生
が認められた。血清 IgE、NT の IL-33、
NL 中の VEGF は抗原複合物点鼻 16 週後
まで増加がみられた。点鼻16週後には、
鼻粘膜のポリープ様変化、同部位での
SPINK5、Cystatin A の発現低下がみら
れ、NL 中の Cystatin A、SPINK5 量も減
少した。 

 

 
６） 抗原複合物点鼻前に、recombinant 

Cystatin A, SPINK5 の点鼻投与するこ
とで、鼻洗浄液（NL）中の好酸球数が
減少し、鼻粘膜組織 （ NT ）中に
IL-5,IL-13 産生の低下、血清 IgE、NT
の IL-33、NL 中の VEGF の低下がみられ
た。点鼻 16 週後には、鼻粘膜のポリー
プ様変化も制御され、同部位での
SPINK5、Cystatin A の発現低下もみら
れなかった。 
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