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はじめに

スギ花粉症は，2月～4月にかけて日本各地で猛威をふ
るう季節性アレルギー性鼻炎である。我々が行った最新の
疫学調査では，スギ特異的 IgE陽性者（CAPスコア 2以上）
は55.5%（855名／1,540名）であり，全体の 39.6%（610名）
がスギ花粉飛散時期にアレルギー症状を有していた1)。
マイクロアレイはプローブに特定のmRNAと一致する

DNA鎖を採用することで，一度に数千から数万種類の遺
伝子発現情報を同定することができる優れた解析法であ
る。この手法により，各疾患に関連する細胞や疾患動物モ
デルにおける，病態関連特異的な遺伝子発現を網羅的に解
析することできる。これまで我々はスギ花粉飛散時期に採
取した末梢血にてマイクロアレイを行った2)。その結果，
スギ花粉症患者では，末梢血から分離したCD4陽性 T細胞
の IL-17RB（Interleukin-17 receptor B）発現が，非アレルギー

であるコントロール群と比較して有意に上昇していたこと
を見出した。この結果はWangらの報告とも一致していた3)。
一方で気道局所における遺伝子発現解析では，喘息患者由
来の気管支組織を用いた研究で，79遺伝子の発現変化を
認めたと報告された4)。末梢血よりも炎症反応の主体とな
る組織での遺伝子発現変化を把握することは，病態の解明
に大きく貢献できる可能性が高い。そこで我々は 2009年
度のスギ花粉飛散時期に，スギ花粉症発症者，スギ特異的
IgE陽性未発症者，非アレルギー者から鼻粘膜擦過法にて
鼻粘膜上皮細胞を採取し，マイクロアレイ法によりmRNA

発現解析を行った。さらに 2010年度のサンプルを使用し
て 2009年度サンプルで得られた結果の追認を行った。

対　　象

福井大学アレルギーデータベースからスギ花粉症患者群
（血清スギ特異的 IgEが CAPスコアで 2以上かつ毎年スギ
花粉飛散時期にスギ花粉症の症状を認め，スギ花粉症と診
断がされている），感作陽性未発症者群（血清スギ特異的
IgEが CAPスコアで 2以上であるが，今まで全く花粉症の
症状がない），非アレルギー群（7項目の吸入アレルゲン
に対する血清特異的 IgEが全て陰性であり鼻炎の症状を認
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現在スギ花粉症は日本で最も多いアレルギー疾患となっている。スギ花粉症に関連する遺伝子を同定するた
めに，スギ花粉症患者と吸入抗原 6種類に対する特異的 IgE陰性のコントロールを対象に 2009年度スギ飛散期
に鼻上皮細胞を擦過し，mRNAのプロファイルを Illumina 500GXシステム（イルミナ）を用いて網羅的遺伝子
発現解析を行った。発現解析はスギ花粉症患者群とコントロール群において，発現差が 4倍以上かつ p<0.05で
あるものを有意としたところ 18遺伝子を同定できた。Intelectin 1はスギ花粉症患者で 17.4倍の発現を認めた。定
量的 polymerase chain reactionでもスギ花粉症患者で有意な上昇を認めた。2010年度鼻上皮細胞での Intelectin 1の
発現を再度定量的 PCRで確認した。その結果前年度と同様に，スギ花粉症患者はコントロール群に比べ有意な
発現亢進を認めた。しかしスギ特異的 IgE陽性症状未発症者では，コントロール群と同様低い発現であった。次
に通年性アレルギー性鼻炎患者の下甲介粘膜を用いて免疫染色を行ったところ，intelectin 1は鼻上皮細胞で産生
されていることが分かった。また培養鼻粘膜擦過片からの鼻上皮細胞初代培養株において，Intelectin 1は IL-4及
び IL-13の刺激により発現された。以上のことから Intelectin 1はアレルギー性鼻炎の症状（発症）に関する分子
であることが示唆された。

キーワード：マイクロアレイ，定量的 PCR，鼻上皮細胞，季節性アレルギー性鼻炎，免疫組織染色
略語：cRNA, complementary ribo nucleic acid; 定量的 PCR, polymerase chain reaction; IL-4, Interleukin4;

IL-13, Interleukin13; IL-17RB, Interleukin 17 receptor B
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めていない）であるコントロール群を抽出した。CAPス
コアの測定はスギ，ヤケヒョウヒダニ，コナヒョウヒダニ，
カモガヤ，ブタクサ，アスペルギルス，カンジダの 7項目
が測定されている。さらにスギ花粉症の症状の有無，気管
支喘息やアトピー性皮膚炎，食物アレルギーなどの既往も
調べられている。スギ花粉症患者群及び感作陽性未発症者
群とも，血清スギ特異的 IgEのみ CAPスコアで 2以上で
あり，測定した他の 6項目の血清特異的 IgEは陰性である
人を選んだ。さらに 3群とも気管支喘息，アトピー性皮膚
炎，食物アレルギーの既往は認めていない人を選んだ。
対象者とは本研究の内容を書面と口頭にて説明し，文書
で同意を得た。2009年対象者はスギ花粉症患者群 32名，
非アレルギー群 25名，2010年対象者はスギ花粉症患者群
17名，感作陽性未発症者群 14名，非アレルギー群 16名で
あった。（対象者の背景因子を表 1に示す）
本研究は福井大学医学部倫理委員会における承認を得て
行った。

方　　法

鼻粘膜上皮採取
鼻粘膜上皮細胞は 2009年度および 2010年度とも，スギ
花粉飛散時期（3月中旬）に施行した。採取は下甲介粘膜
を，細胞診用ブラシ（MEDICAL PACKAGING, Camarillo,

CA, USA）で数回擦過し，鼻粘膜上皮細胞を採取した。採
取した鼻粘膜上皮細胞をすぐに TRIzol（Invitrogen, Leek, the

Netherlands）に溶解し，−80°Cで保存した。

RNA抽出および cRNA合成
採取した鼻粘膜上皮細胞より，miRNeasy Miniキット

（QIAGEN, Valencia, CA, USA）を用いて total RNAを抽出
した。この total RNA（100–500n）から，Illumina TotalPrep

RNA Amplifi cation Kit（Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA）により，ビオチンラベル化した cRNAを合成した。

マイクロアレイ解析
鼻粘膜上皮細胞より合成した cRNAを用いたマイクロア

レイは，HumanRef-8 ver3 BeadChip（Illumina, San Diego, CA,

USA）によって行い，アレイの蛍光強度を BeadsStation

500X遺伝子発現解析システム（Illumina）により検出した。
このチップは，約 24,500種類のアノテーション済みRefSeq

（Build 36.2, Release 22）転写産物をターゲットとするプ
ローブが掲載されており，網羅的にmRNAの発現量を調
べることが可能となっている。

定量的 polymerase chain reaction（PCR）
cDNA合成
鼻粘膜上皮細胞より抽出した total RNAから，Oligo(dT)20

Primer（TOYOBO, Osaka, Japan），5X RT Buffer，dNTP Mixture

（10 mM, TOYOBO），ReverTra Ace（100 U/μL, TOYOBO），
RNase OUT（40 U/μL. Invitrogen）を用いて，逆転写反応を
42°C，1時間行った後，65°C，10分間で酵素失活反応を行
い cRNA合成した。

定量的 PCR反応
合成した cDNAをNuclease-free Waterにより 40倍に希釈
して，定量的PCRに使用した。遺伝子の内在性コントロー
ルにはGlyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）
を用いた。qPCR

TM 
R Mastermix Plus QuickGoldStar （Eurogentec,

Seraing, Belgium），20× GAPDH probe（Applied Biosystems），
20× TaqMan expression probe（Applied Biosystems），cDNA

からなる反応液をABI PRISM 7900HT Sequence Detection

System（Applied Biosystems）にかけ定量的 PCRを行った。
PCR反応におけるプロトコールは，95°C 10分後 PCRによ
る増幅サンプルが指数関数的に起こる領域で，一定の増幅
産物になるサイクル数（Threshold Cycle; Ct）を検出した。
各遺伝子発現量はGAPDHの発現量に対する比を ΔΔCt法
で算出した。

表 1　2009年度及び 2010年度の対象者の内訳

2009年 2010年

スギ花粉症患者 コントロール スギ花粉症患者 感作未発症者 コントロール

合計（人） 32 25 17 14 16

男性（人） 16 13 8 4  6

女性（人） 16 14 9 10 10

年齢（歳） 36.8（25–50） 32.1（18–47） 30.4（20–47） 27.2（19–44） 26.2（19–41）
RIST (total IgE) 95.6 45.6 75.5 66.7 25.5

スギ特異的 IgE 14.6 0.34以下 16.2 3.6 0.34以下
皮内反応テスト（陽性 /陰性） 17/0 7/6 0/16

鼻汁好酸球（陽性 /陰性） 10/7 4/10 0/16
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皮内反応テスト
スギ抗原に対する皮内反応テストは，2010年度スギ花
粉飛散時期の対象者に施行した。前腕部に皮内反応検査用
スギ抗原液（Torii Phrmaceutical CO. LD, Tokyo, Japan）と対
照液をそれぞれ 0.02 mlずつ皮内に注入し，その 15分～30

分後に判定を行い，スギ抗原注入部付近で皮膚の発赤径が
20 mm以上又は，膨疹径が 9 mm以上を陽性とした。

免疫組織染色
福井大学医学部附属病院耳鼻咽喉科・頭頸部外科におい
て，手術時に採取された通年性アレルギー性鼻炎患者の下
甲介粘膜で免疫組織化学的染色を行った。手術時に採取さ
れた下甲介粘膜は直ちにホルマリンで固定され，その後パ
ラフィンにて固定されている。体を 4μmの厚さに切離し，
Intelectin 1に対するポリクローナル抗体（R&D Systems,

Minneapolis, US）と，ヒツジ IgGに対する 2次抗体（R&D）
を使用した。

細胞培養
鼻粘膜上皮細胞初代培養細胞株は，通年性アレルギー性
鼻炎患者から樹立した。RNA用の鼻粘膜上皮細胞回収と
同様に数回擦過し，すぐにペニシリン（100 unit/ml）との
ストレプトマイシン（100μg/ml）を含む培養液（Reagent

Pack, Takara, Otu, Japan）に回収した。回収した鼻粘膜上皮
細胞を 37°C，5% CO2のインキュベーターにて培養した。
培養した鼻粘膜上皮細胞に LPS（100 ng/ml）（invitrogen,

Carlsbad, US），IFN-γ（20 ng/ml）（AbD Serotec, Oxford, UK），
TNF-α（10 ng/ml）（Cell Signaling Technology, Beverly, US），
ヒスタミン（1×10

–4
M/ml）（Nakarai tesque, Kyoto, Japan），

IL-4（10 ng/ml）（R&D），IL-13（10 ng/ml）（R&D），IL-33

（10 ng/ml）（R&D）を添加し，刺激後 15時間後に細胞を回
収し，RNA抽出した。

統計解析

検定はノンパラメトリック法にて行った。網羅的遺伝子
発現解析は，BeadStudioソフトウェア（version 3.1, Illumina）
を用い，検出した蛍光強度をシグナル値として出力した。
シグナル値とともに出力されるDetection p-valueは検出結
果の信頼性の指標であり，p<0.01であればシグナル値の
信頼性があるとされる。よってこれらの値を基に結果の信
頼性について検討した。また，Detection p-valueを基に
Flagを付加し，p<0.01を Present，p>0.05をAbsentとした。
PresentとAbsentの中間である0.01 < Detection p-value < 0.05

はMarginalとした。BeadStudioソフトウェアにより出力さ
れた各サンプルのシグナル値より，バックグラウンドを
引いた値の解析は，GeneSpring GX Software Version 10.0

（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）によって行っ
た。シグナルの最小値は 5とし，それ以上の値をシグナル

値として採用した。チップ間のノーマライズは，シグナル
値からバックグラウンドを引いた値の 75%タイルに合わ
せて補正するMedian Shift補正を行った。また Baseline補
正はBaseline to median of all samplesにより行った。スギ花
粉症患者群とコントロール群の遺伝子発現量が 4倍以上
の増加あるいは減少があった遺伝子を抽出した。発現量
の比較についてMann-Whitney検定を行い，多重比較補
正はBemjamini Hochberg false discovery rate（FDR）を行い，
q-value < 0.05を統計学的な有意水準とした。
定量的 PCRの結果の統計解析では，Wilcoxon検定（有
意水準 5%）を用いた。定量的 PCRと網羅的遺伝子発現解
析の結果の相関は，mRNA発現量の相対値と網羅的遺伝
子発現解析によりノーマライズした各遺伝子の発現量につ
いて，Spearman順位和相関係数を用いて検証した。

結　　果

遺伝子発現解析
2009年度対象者に行ったマイクロアレイの結果ではス
ギ花粉症患者群とコントロール群との間で 4倍以上有意な
発現変化を認めた遺伝子は 18遺伝子であった。そのうち
13遺伝子はスギ花粉症患者群において，コントロール群
と比較して有意に発現が上昇していた。
その中で遺伝子発現レベルが 10倍以上の差を認めた

4遺伝子の中に一つが Intelectin 1であった。Intelectin 1

はコントロール群と比較して 17.6倍発現が上昇してい
た。定量的 PCRの結果ではスギ花粉症患者群がコント
ロール群と比較して 20.4倍有意に上昇していた（図 1a，
p<0.0001）。

2010年度対象者の鼻粘膜上皮搾過細胞における Intelectin

1の発現量を定量的 PCRにて行った。その結果，コント
ロール群と比較して感作陽性未発症者は 1.8倍上昇してい
たが有意な変化は認めなかった。一方スギ花粉症群では
コントロール群と比較して 192.4倍（p（ <0.0001）上昇して
いた。また，スギ花粉症患者群は感作陽性未発症者と比べ
ても有意に Intelectin 1の発現は高い結果であった（図 1b，
p<0.001）。

2010年度対象者においてスギ抗原に対する皮内反応で
陽性と示した 24名と陰性を呈した 22名で Intelectin 1の
発現を比較すると，陽性者は陰性者より 146.1倍（図 2a，
p<0.01）高かった。感作陽性未発症者で皮内反応陽性者
7名と陰性者 6名とでは有意な発現変化は認めなかった
（図 2b）。
また，鼻汁好酸球陽性者 14名と陰性者 33名との比較で
は，陽性者が陰性者と比べ 61.4倍 Intelectin 1の発現が有
意に高かった（図 3a，p<0.0001）。また感作陽性未発症者の
鼻汁好酸球陰性者 10名と比較して，陽性者 4名の Intelectin

1の発現が 5.7倍有意に高かった（図 3b，p<0.01）。
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免疫染色
通年性アレルギー性鼻炎患者由来の鼻下甲介粘膜におけ
る免疫染色では，Intelectin 1が鼻下甲介粘膜の上皮に局在
していることが分かった。一方，粘膜下組織は染色はされ
なかった（図 4）。

細胞実験
鼻粘膜上皮細胞の採取直後は Intelectin 1の発現は確認
できたが，初代培養した鼻粘膜上皮細胞では Intelectin 1の
発現が認められなかった。初代培養は鼻粘膜採取後平均
10日間培養を行った後実験に用いた。そこで LPS，IFN-γ，

図 1 （a）2009年度 Intelectin 1の発現量（定量的 PCR）。コントロール群を基準としたスギ花粉症群の Intelectin 1の発現量。* p<0.0001。
（b）2010年度 Intelectin 1の発現量（定量的 PCR）。コントロール群を基準としたスギ花粉症群及び感作陽性未発症者群の Intelectin 1の発現量。
* p<0.0001，** p<0.001。

図 2 2010年度 Intelectin 1の発現量（定量的 PCR）。（a）2010年度すべての対象者においてスギ抗原皮内反応陰性者を基準とした皮内反応
陽性者の Intelectin 1の発現量。*** p<0.01。（b）感作陽性未発症者群におけるスギ抗原皮内反応陰性者を基準とした皮内反応陽性者の
Intelectin 1の発現量。
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TNF-α，ヒスタミン，IL-4，IL-13，IL-33で 15時間刺激をす
ると，IL-4と IL-13の刺激で Intelectin 1の発現が認められ
た（図 5）。

考　　察

本研究ではスギ花粉症飛散時期に，スギ花粉症患者の鼻
上皮細胞において多量の Intelectin 1が発現していることが
判明した。

Intelectin 1は常染色体 1q. 21.3にコードされ，ヒトとマ
ウスでは Intelectin 1と Intelectin 2の 2つの Intelectinが同定
されている。ヒトでは顎下腺，小腸，大腸，胸腺でその発

現が確認されており，分泌型の糖タンパクとして存在し，
いくつかの機能を有している。Intelectin 1はOmentinや小
腸におけるLactofferin receptorとも呼ばれ，鉄の吸収やイン
スリン刺激による糖代謝や脂肪代謝に関連する5–7)。また
Intelectinは arabinogalactanを認識し，結合する5,8)。arabino-

galactanは細菌や真菌，原虫に存在するが，ヒトでは存在
しないため9–11)，細菌や真菌などに結合し，生体の防御機
構に関与していると考えられる。さらに腸管における鞭虫
に対する免疫反応に関連するとも考えられている12–15)。腸
管免疫防御機構において，寄生虫排除が IgEを介すること
は有名なことである。IgE産生に関しては，アレルギー
性鼻炎も寄生虫感染もほとんど同じような機序が考え

図 3　2010 年度 Intelectin 1 の発現量（定量的 PCR）。（a）鼻汁好酸球陰性者を基準とした鼻汁好酸球陽性者の Intelectin 1 の発現量。
* p<0.0001。（b）感作陽性未発症者群における鼻汁好酸球陰性者を基準とした鼻汁好酸球陽性者の Intelectin 1の発現量。*** p<0.01。

図 4 Intelectin 1免疫染色（通年性アレルギー性鼻炎患者由来の下
甲介粘膜）。Intelectin 1は下甲介粘膜の上皮細胞に存在している。 図 5 初代培養鼻粘膜上皮細胞における Intelectin 1の発現。IL-4

と IL-13の刺激により Intelectin 1の発現は誘導される。
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られる。鼻上皮細胞において，Intelectin 1の発現が IL-4と
IL-13の Th2サイトカインで亢進すること，マウスの気道
上皮細胞でも Intelectin 1が IL-13により誘導されること，
ヒト喘息患者での気管支上皮で Intelectin 1の発現が上昇し
ていること14–16)，そして Intelectin 1の遺伝子多型と喘息と
の関連が報告されていること17)から，Intelectinはアレル
ギー性鼻炎において重要な分子である可能性が高いと思わ
れる。
感作陽性未発症者の存在は，アレルギー性鼻炎発症予防
の観点からもとても注目されている。我々は皮内反応テス
トと鼻汁好酸球の 2つのアプローチにて Intelectin 1が感作
陽性未発症者の同定因子になりえないか検討した。その結
果，感作陽性未発症者内の皮内反応テスト陽性：陰性では
差を認めず，鼻汁好酸球浸潤の有無の方が関連していた。
しかしスギ花粉症患者では，Intelectin 1の値も有意に高く，
ちょうど感作陽性未発症者では約 1/3程度なので，ある一
定量の Intelectin 1産生が好酸球浸潤，そして発症に関与す
るかもしれない。鼻汁好酸球はアレルギー性鼻炎の鼻粘膜
の腫脹や鼻汁との関連や，アレルギー性鼻炎の診断との有
意な相関を示す報告がある一方で18,19)，そのパラメーター
としては臨床的には不適切であるとの報告がある 20)。鼻汁
好酸球テストは，手技的要素や採取の条件により，その感
度が一定しないと考えられる。今回スギ花粉症患者群で鼻
汁好酸球が陰性であった 4名はこれらの要因に含まれるか
もしれないが，Intelectin 1と同時に測定すると，アレル
ギー性鼻炎の診断の感度をより明確にできるとも考えられ
る。気道上皮と好酸球，及び Intelectin 1の関連では，OVA

感作マウスで Intelectin 1を抑制すると，下気道に走化され
る好酸球の減少と，下気道の炎症が抑制されたとの報告も
ある15)。鼻を含め気道上皮は細菌，真菌，花粉などの様々
なアレルゲンにさらされており，生体はそれらに対する防
御反応を有している。好酸球はアレルゲンなどの刺激によ
り放出されるサイトカインやケモカインで走化され，上皮
における炎症反応の主役として働く。スギ花粉に対する生
体の反応として Intelectin 1の発現が上昇し，それに伴い好
酸球浸潤が起こり，局所の炎症が増強するストーリーが考
えられる。Intelectin 1を標的とした新しいアレルギー治療
を模索中である。
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Microarray analysis in nasal epithelial cells that are related
with Japanese cedar pollinosis
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ABSTRACT

Seasonal allergic rhinitis caused by Japanese cedar pollen (SAR-JC) is one of the most common allergic diseases in Japan. To identify
the genes that related to SAR-JC, we collected nasal samples by brushing inferior turbinate before and during pollen season in 2009.
RNA profi les of the samples were analyzed by microarray analysis with Illumina 500GX (Illumina) Subjects were SAR-JC patients (SAR 
group) and controls without any allergic symptoms/environmental allergens specifi c IgE (Control group).

We defi ned over four times fold change between SAR-JC group and Control group as a signifi cant. Eighteen genes were found to be
signifi cantly up-regulated after the exposure of allergen. The expression Intelectin 1 exhibited 17.4 times in SAR-JC group compared to
Control group. Real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) verifi ed the same result. We also got the same result 
in 2010 samples from SAR-JC group. Immunohistochemical staining of inferior turbinate showed that Intelectin1 was expressed in nasal
epithelial mucous cells from patient with perennial allergic rhinitis. The stimulation of IL-4 and IL-13 induced Intelectin 1 expression by
human cultured nasal epithelial cells. These results indicated that Intelectin 1 might be the candidate gene related to onset of allergic
rhinitis.

Key words: microarray, quantitative real-time PCR, nasal epithelial cell, seasonal allergic rhinitis, immunohistochemical staining


