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研究成果の概要（和文）：好酸球性鼻副鼻腔炎の組織リモデリングにおける好酸球の役割を検討した。好酸球と上皮細
胞の共培養により、MUC5ACムチンとPDGF,VEGF,TGF-beta,IL-8の分泌が、加えた好酸球数に依存して著しく増加し、好
酸球と上皮細胞の相互作用が粘液産生やサイトカイン産生を引き起こすと考えられた。こうした共培養による粘液・サ
イトカイン分泌は、EGF受容体阻害薬で抑制され、EGF受容体のリガンドであるamphiregulinやTGF-alphaの中和抗体やm
etalloprotease阻害薬でも抑制されたことから、EGF受容体のtransactivationを介していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the role of eosinophils in tissue remodeling of chronic rhinosinusiti
s, eosinophil-epithelial interactions were examined by the co-culture of airway epithelial (NCI-H292) cell
s with the eosinophilic cell line EoL-1 or with human blood eosinophils.
Eosinophil-epithelial interactions stimulated the secretion of MUC5AC, PDGF, VEGF, TGF-beta and IL-8 in cu
lture supernatants. The EGFR tyrosine kinase inhibitor AG1478 inhibited the co-culture-induced secretion o
f MUC5AC, PDGF, VEGF, and IL-8. Neutralizing antibodies directed against TGF-alpha or amphiregulin and pan
-metalloprotease inhibitor GM6001 inhibited the co-culture-induced secretion of MUC5AC and amphiregulin fr
om the co-cultured NCI-H292 cells. These results indicate that eosinophil-epithelial interactions stimulat
e tissue remodeling induced by MUC5AC mucin, PDGF and VEGF, probably mediated by metalloprotease-dependent
 EGFR transactivation via amphiregulin and TGF-alpha released from the epithelial cells.
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１．研究開始当初の背景 
 好酸球性鼻副鼻腔炎は鼻汁や組織内へ

の多数の好酸球浸潤とニカワ様鼻汁、多発性
の鼻茸形成を特徴とする難治性疾患である。
喘息を伴うことが多いが伴わない場合もあ
り、近年その罹患率が上昇している。手術を
行っても鼻茸が再発しやすく、ステロイドの
点鼻・内服以外に有効な治療手段がない。 
これまでに好酸球性鼻副鼻腔炎症例では、

臨床検体を利用した検討から、組織中に好酸
球の遊走や活性化に関与する IL-5や Eotaxin、
RANTES が増加し、好酸球性炎症の結果とし
て好酸球由来酵素である ECP や MBP、その
ほかシステイニルロイコトリエンなどが増
加することが報告されている。しかし、いず
れの報告も好酸球浸潤に伴う現象を追認し
ているだけで、好酸球が実際の炎症病態でど
のような役割を果たしているかについては
不明のままである。 
病態の解明のためには、好酸球と鼻粘膜構

成細胞との間の相互作用を解明することが
重要であり、本研究では好酸球と上皮細胞を
共培養する独創的な手法で、好酸球性鼻副鼻
腔炎における好酸球の役割を明らかにしよ
うとするものである。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、好酸球性鼻副鼻腔炎など

の難治性上気道好酸球性炎症において、鼻茸
形成やニカワ状分泌液産生などの組織リモ
デリングにおける好酸球の役割を、共培養法
を利用して鼻粘膜構成細胞との相互作用の
面から明らかにし、この相互作用を新たなタ
ーゲットとして、ステロイド以外に適切な薬
物療法がない難治性疾患に対する新たな治
療手段を開発することにある。 
 
３．研究の方法 
ヒト mucoepidermoid carcinoma の上皮細

胞株 NCI-H292 細胞とヒト好酸球性細胞株
EoL-1 細胞を 24 時間共培養し、分泌型
gel-forming ムチンである MUC5AC と VEGF、
PDGF-AB、TGF-beta1、IL-8 などのサイトカイ
ンの産生と、それぞれの細胞における mRNA
の発現について、ELISA法とリアルタイムPCR
法で検討した。また、共培養によって著明に
亢進したムチン産生の機序について、MUC5AC
の発現調節に関わることが知られている EGF
受容体とそのリガンドの役割を中心に検討
した。さらに、ヒト末梢血から分離した好酸
球を用いて、NCI-H292 細胞との相互作用につ
いて検討した。 
 
４．研究成果 
 好酸球と気道上皮細胞の相互作用による
粘液・サイトカイン分泌について、共培養法
を利用して明らかにし、その機序についてさ
らに検討した。 
 
（１）NCI-H292 細胞と EoL-1 細胞の共培養の

上清中には添加したEoL-1細胞の細胞数に依
存して MUC5AC ムチンの産生が増加し、上皮
細胞における MUC5AC mRNA の発現も有意に亢
進した（図１）。 
 
図１ 共培養による MUC5AC 産生と MUC5AC 
mRNA の発現  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）共培養の上清中には添加した EoL-1 細
胞の細胞数に依存してprofibrotic cytokine 
である VEGF、PDGF-AB、TGF-beta と好中球遊
走因子である IL-8 濃度の上昇を認めた（図
２）。 
 
図２ 共培養による VEGF、PDGF-AB、TGF-beta、
IL-8 の産生 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）共培養による MUC5AC ムチン産生機序
について検討した。共培養によるムチン産生
は、フィルターにより上皮細胞と EoL-1 細胞
の接着を阻害しても促進されたが、上皮細胞
にEoL-1細胞単独の培養上清を添加したので
は促進されなかった。このことから、共培養
によるムチン産生には細胞接着に頼らない
細胞間相互作用が関わっていると考えられ
た（図３）。次に、ムチン産生刺激作用を有
する IL-1beta、TNF-alpha、IL-13 の役割に
ついて検討したが、共培養の上清でのこうし
たサイトカイン産生は認められず、それぞれ
の中和抗体の投与でも共培養によるムチン
産生は抑制されなかった。一方、EGF 受容体
阻害薬 AG1478 は共培養によるムチン産生を
有意に抑制した。このことから、共培養によ
るムチン産生にはEGF受容体が関与している
と考えられた（図３）。 



図３ MUC5AC 産生に対する作用（フィルター
による細胞接着阻害作用、EoL-1 単独培養上
清の作用、EGF 受容体阻害薬の作用） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（４）EGF 受容体阻害薬 AG1478 は、共培養に
よる VEGF、PDGF-AB、IL-8 の産生も有意に抑
制したが、TGF-beta 産生には影響を与えなか
った（図４）。このことから、共培養による
VEGF、PDGF-AB、IL-8 産生にもＥＧＦ受容体
が関与しているが、TGF-beta 産生は異なった
機序で生じていると考えられた。 
 
図４ 共培養による VEGF、PDGF-AB、IL-8、
TGF-beta 産生に対する EGF 受容体阻害薬
AG1478 の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（５）そこで、共培養による MUC5AC ムチン
産生について、EGF受容体のtransactivation
が関わっている可能性を考え、EGF 受容体の
リガンドである、amphiregulin の関わりにつ
いて検討した。 
 共培養により培養上清中の amphiregulin
濃度は、加えた EoL-1 細胞の数に依存して増
加し、上皮細胞における amphiregulin mRNA
の 発 現も有 意 に増強 し た。さ ら に 、
amphiregulin の中和抗体は、共培養による
MUC5AC ムチン産生を濃度依存性に抑制した
（図５）。このことから、共培養による EGF
受容体の transactivation に amphiregulin
が関わっていると考えられた。 
 
 

図５ 共培養による MUC5AC ムチン産生にお
け る amphiregulin の 関 与 （ 上 清 中 の
amphiregulin 濃度、amphiregulin mRNA の
発現、amphiregulin 中和抗体の作用） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（６）次いで、EGF 受容体のリガンドである
TGF-alpha についても検討した。共培養によ
り培養上清中にはTGF-alphaは検出されなか
ったが、上皮細胞における TGF-alpha mRNA
の発現は有意に増強し、TGF-alpha の中和抗
体は、共培養による MUC5AC ムチン産生を濃
度依存性に抑制した（図６）。このことから、
共培養による EGF 受容体の transactivation
に膜結合型のTGF-alphaが関わっていること
が考えられた。 
 
図６ 共培養による MUC5AC ムチン産生にお
ける TGF-alpha の関与（上清中の TGF-alpha
濃度、TGF-alpha mRNA の発現、TGF-alpha 中
和抗体の作用） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（７）EGF 受容体の transactivation は、細
胞 膜 に 結 合 し た metalloprotease (a 
disintegrin and metalloprotease, ADAM)が 
膜に結合している EGF 受容体リガンドの
amphiregulin、TGF-alpha を切断して、これ
らがEGF受容体に結合して生じると考えられ
る。そこで Pan-metalloprotease 阻害薬の
GM6001を加えたところ、共培養によるMuc5AC
ムチン産生、amphiregulin、VEGF、PDGF-AB
産生はいずれも有意に抑制された（図７）。
したがって、ADAM の活性化による膜結合型
EGF リガンドの切断が、共培養による EGF 受
容体のtransactivationに関わっていると考
えられた。 
しかし、共培養によってどのようにして

ADAM の活性化が生じるかについては、今後の



検討課題である。 
 
図７ 共培養における MUC5AC ムチン産生、
amphiregulin、VEGF、PDGF-AB 産生に対する
Pan-metalloprotease阻害薬GM6001の抑制作
用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（８）最後に、正常人の末梢血から分離した
好酸球を気道上皮細胞（NCI-H292）と共培養
して、MUC5AC 産生と MUC5AC mRNA 発現への影
響を検討した。末梢血好酸球は気道上皮細胞
との共培養により、上皮細胞からの MUC5AC 
産生と MUC5AC mRNA 発現が有意に亢進した
（図８）。 
 
図８ 末梢血から分離した好酸球と気道上
皮細胞（NCI-H292）の共培養による MUC5AC
産生と MUC5AC mRNA 発現への影響 
 

 
 
以上の結果から、上皮細胞と好酸球の相互

作用により、MUC5AC ムチンや profibrotic 
cytokine である VEGF、PDGF-AB、TGF-beta と
好中球遊走因子である IL-8 の産生が著しく
促進され、粘液産生や炎症の増悪が生じると
ともに、VEGF、PDGF-AB、TGF-beta の作用に
より鼻茸形成などの組織リモデリングが引
き起こされると考えられた。 
この機序に上皮細胞におけるEGF受容体の

transactivation が関わっており、EGF 受容
体をターゲットとした新たな治療手段の開
発が期待できる。 
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