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研究要旨： 

アスピリン不耐症喘息患者には鼻茸の合併が多く、かつ難治性である。われわれはアスピリン不耐

症患者（AIA）と慢性副鼻腔炎患者のそれぞれの鼻茸について、プロテオーム解析を行い、AIA鼻茸

において L-plastin の発現がアスピリン耐性喘息（ATA）鼻茸に比べ増加し、その発現は主に好酸球

であることを見出した。機能としては好酸球の遊走に関与していることが判明した。これまでのアス

ピリン負荷試験などリスクを伴う診断法以外の方法として、L-plastinが有用である可能性が示唆され

た。 

一方で鼻茸中のWhole transcriptome (RNA-seq)を、次世代シーケンサー(NGS)を用いて解析し、

新規トランスクリプトを同定した。その結果、アスピリン喘息を合併する好酸球性副鼻腔炎群におい

て特異的に発現量が多く、かつ有意差のあった遺伝子が 112 個同定された。NGS によって、好酸球

性副鼻腔炎に関与する遺伝子を検索することができた。 

 
Ａ．研究目的 

マクロライド療法や内視鏡下副鼻腔手術

(ESS) の発達に伴い、慢性副鼻腔炎に対する

治療成績は、近年向上した。しかし、それら

の治療によっても治癒しえない易再発性・難治

性の慢性副鼻腔炎として、好酸球性副鼻腔炎

（ECRS）が注目されている。そのような副鼻

腔炎では、アスピリン不耐症(AIA)、NSAIDs

アレルギー、気管支喘息の合併が有意に関与

していることがわかった。 

AIA患者における鼻茸の解明のために、我々

はこれまで網羅的蛋白解析（プロテオーム解

析）を行ってきた。その結果、AIA 群で有意

に発現が２倍以上亢進している 61スポットと、

発現が 0.5倍以下に減少している 33スポット

を同定した。そのうち、AIA 群において有意

に発現亢進している蛋白として L-plastin を 

同定した。本研究では、まず L-plastinの機能

解析を行った。 

また一方で、近年実用化された次世代シーケ

ンサー(NGS)は、大量の塩基配列を一度に解析

できる高性能シーケンサーであり、未知の配

列も含めた網羅的な解析が可能である。 

そこで更なる基礎的件研究としてAIA患者の

鼻茸におけるWhole transcriptome (RNA-seq)

をNGSを用いて解析した。 

 

 

Ｂ．研究方法 

1) L-plastinの発現誘導： 

好酸球におけるL-plastin機能解析を行うた

めに、apicidinで好酸球に分化誘導した好酸球

様細胞株 EoL-1 を用いて実験を行った。好酸

球の活性化・生存・浸潤に重要であるサイトカ

イン・ケモカイン（IL-4、IL-5、IL-13、RANTES、

Eotaxin、TNFα）、LTB4、LTD4にて刺激し、
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L-plastinの発現変化を real time polymerase 

chain reaction (PCR)法で検討した。   

 

2) Lipopolysaccharide (LPS)とアスピリンの

好酸球に及ぼす影響： 

EoL-1細胞株を使用し、LPS、アスピリンそ

れぞれの存在下、もしくは L-plastinに対する

siRNA 遺伝子導入後、EoL-1 細胞株における

L-plastin と CysLT1R のｍRNA 発現変化を

real time PCR法にて測定した。 

 

3) 好酸球細胞株 EoL-1細胞の生存率測定： 

EoL-1細胞に L-plastinと negative control

に対する siRNAを各々トランスフェクション

した。トランスフェクション 1 日目、2 日目、

3 日目でトリパンブルー染色し各々の生存率

を計測した。細胞数計測には、Countess™ 

Automated Cell Counterを使用した。 

 

4) 好酸球細胞株 EoL-1細胞の遊走能測定： 

CytoSelectTM 24-well Cell Migration (3 

μm), Fluorometric を用いて、L-plastin と

negative controlの siRNAをトランスフェク

ションした各々の EoL-1 細胞の細胞遊走能を

検討した。さらに GM-CSF1000ng/ml で刺激

した。 

 

5) 好酸球細胞株 EoL-1 細胞における

CysLT1Rの発現： 

EoL-1 細胞に L-plastin 及び negative 

control の siRNA を各々トランスフェクショ

ンし、リアルタイム PCRを用いてシステニル

ロイコトリエン１受容体（CysLT1R ）mRNA

の発現変化を測定した。 

 

6) Whole transcriptome (RNA-seq)：トランス

クリプトーム解析 

アスピリン喘息合併を含む好酸球性副鼻腔

炎(ECRS)と非好酸球性副鼻腔炎(non-ECRS)

とに分類した。 ECRS 群の鼻茸５例、

non-ECRS 群の鼻茸５例と、健常者鼻粘膜擦

過細胞(Control)５例を検討した。 

鼻茸および擦過細胞から total RNA を抽出

し、rRNA を除去し、断片化した cDNA ライ

ブラリーを作成し、S O L i D ™  5 5 0 0 x l  

(LifeTechnologies 社)を用いてシーケンスを 

行 い 、 Lifescope™ Genomic Analysis 

Software (LifeTechnologies 社)を用いてゲ

ノムマッピングを行い、 Avadis® NGS 

software (Strand Scientific Intelligence社)を

用いて発現解析を行った。 

発現差解析は、マッピングされた全トランス

クリプトームから、全てのサンプルで低発現の

ものを除去し、ECRS と non-ECRS とで発現

差が５倍以上のものを抽出し、t 検定および

Benjamini-Hochberg FDR 補正を行って有意

であるものを抽出した。 

 

（倫理面への配慮） 

「慢性好酸球性炎症疾患の網羅的遺伝子解析

と網羅的蛋白に関する研究」、「慢性副鼻腔炎に

関する疫学的調査と遺伝子解析研究」の題名で

福井大学医学部倫理委員会の承認を受け、本研

究を行った。また、データシート作成は、個人

を同定できる情報を削り、代わりに符号をつけ

て区別管理した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

1) 分化誘導した EoL-1 細胞株を IL-4、IL-5、

IL-13、RANTES、Eotaxin、TNFα、LTB4、

LTD4で刺激しても、L-plastinのmRNA発現

変化は認められなかった。 

 

2) LPS で刺激することにより、CysLT1R は 

発現が有意に増加し、L-plastin の発現も増加

傾向がみられた。またアスピリンの処理によっ

て LTC4mRNA の発現は上昇した。次に
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L-plastinの siRNA を導入すると LPS刺激に

よる CysLT1R mRNAの上昇は解除された。 

 

3) L-plastin に対する siRNA をトランスフェ

クションした EoL-1細胞は、negative control

の siRNA導入した細胞群より、導入 2日目で

生存率が低かった。 

 

4) L-plastin の siRNA 導入により、EoL-1 

細胞の GM-CSF刺激による遊走能は低下した。

しかし、GM-CSF1000ng/ml の高濃度刺激で

は遊走能に差が認められなかった。 

 

5) L-plastin の siRNA 導入により、EoL-1 

細胞における CysLT1R mRNA の発現が低

下した。 

 

6) ECRS群対 non-ECRS群の発現差解析にお

いて、有意差のある遺伝子を 12 個同定した。

ECRS 群で高発現のものは３個、反対に

non-ECRS 群で高発現のものが９個同定され

た。ECRS群で高発現の３遺伝子のうち、過去

の報告で末梢血好酸球に発現がない遺伝子が

１個同定された。これら 12個の遺伝子のうち

既知の遺伝子は 10遺伝子、新規は 2遺伝子で 

あった。 

また、Control群を加えた３群間の発現差解

析では、ECRS群に有意に高く発現しているが、

末梢血好酸球には発現していない遺伝子が

112 個同定された。また non-ECRS 群の中に

遺伝子発現プロファイルが異なる２群が存在

することも示され、Gene ontology解析にて２

群間で線毛関連遺伝子 17個に有意な発現差が

みられることがわかった。 

しかし、この２群間で、症状や再発性・難治

性、診断基準スコアに有意な違いは認められな

かった。 

 

 

Ｄ．考察 

好酸球様細胞株EoL-1を LPSで刺激するこ

とにより、CysLT1R 及び L-plastin の発現が

増加した。CysLT1Rは AIAで発現が亢進して

おり、AIA 発症に重要な因子の一つである。

このことは EoL-1 細胞における LPS 刺激が

AIA の in vitro モデルになる可能性が見出せ

た。さらに、L-plastin の発現は CysLT1R 発

現に関連しており、L-plastin がアスピリン不

耐症に重要な役割を担っていることが示唆さ

れた 

好酸球細胞株EoL-1細胞においてL-plastin

の発現低下とともに、好酸球細胞株の生存率及

び遊走能も低下した。このことは、AIA にお

いては、L-plastin の発現が亢進していること

で、好酸球の局所への遊走及び生存を促し、好

酸球炎症を惹起していると考えられる。これに

加え、L-plastin と好酸球 CysLT1R の発現も

関連あることが示された。これまでの報告で、

CysLT1R は AIA と深く関連が示されており、

L-plastinはこの点からもAIAにとって重要な

役割を担っていると考えられる。また、前回の

検討で、好酸球細胞株にアスピリンで刺激する

と LTC4 の発現が亢進することがわかった。

AIAにおいては、L-plastin発現亢進すること

によって、生存延長し、CysLT1R の発現が亢

進した好酸球が局所へ遊走され、自身がアスピ

リン刺激により産生したロイコトリエンで負

の循環に陥っていることが、AIA 発症や AIA

鼻茸が難治性である原因の一つではないかと

考えられた。これらより、L-plastinは AIAの

診断と治療にも結び付く可能性が示唆された。 

トランスクリプトーム解析で同定された

112個の遺伝子は、ECRSで特異的に発現して

おり、鼻茸に浸潤している好酸球と正常末梢血

好酸球との発現の違いを反映しているか、ある

いは鼻茸中の好酸球以外の組織での発現を反

映していると考えられる。NGS は網羅性や新

規配列の発見には優れているが、配列読み取り
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にバイアスがあるなどの問題点も指摘されて

おり、マイクロアレイなど他の解析法での結果

もあわせて検討し、最終的には real-time PCR

での追認が必要である。 

また、診断基準で non-ECRSと分類された中

に、線毛関連遺伝子の発現プロファイルが異な

る２群が存在することがわかった。線毛機能の

障害が副鼻腔炎発症の一因となっていること

は以前から知られているが、non-ECRS の中

に線毛機能障害の程度や性質が異なるものが

存在し、それらが発症機序や病態に関与するこ

とが示されれば、遺伝学的な治療へのアプロー

チができるようになるかもしれない。 

本研究で同定された遺伝子発現の違いが、

ECRSの難治性・再発性に関与しているか否か

について、さらなる遺伝子機能解析が必要で 

ある。 

 

 

Ｅ．結論 

好酸球における L-plastinの発現亢進は、好

酸球の生存・遊走に重要な役割を担い、なおか

つ CysLT1R の発現を亢進させることにより、

AIA発症及び AIA鼻茸の生成・難治性に関与

している可能性を見出した。 

またWhole transcriptome解析を行い、疾患

関連遺伝子の候補を同定した。今後その機能に

ついて検討していく。 
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