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We investigated genome-wide gene expression by cultured-fibroblast derived from nasal
 

polyp using the high-density oligonucleotide probe-array system (GeneChip). Eleven Chemo-
kines,i.e.,RANTES,MCP-3,eotaxin,GRO-α,GRO-β,GRO-γ,CKA-3,IL-8,IP-10,I-TAC,
and SDF-1 were upregulated at detectable messenger RNA levels in cultured-fibroblast after

 
simulation with tumor necrosis factor αand interleukin 4. We also found that fractalkine
(FKN),a newly found unique chemokine that combines properties of both chemoattractants

 
and adheision molecules,were produced by the fibroblasts at high mRNA levels,and comfirmed

 
it at protein levels. Genome-wide gene expression screening should be useful for detecting

 
unexpected but potentially important molecules.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2003;118:253-60)
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I. 緒 言

慢性副鼻腔炎は，マクロライド少量長期療法

や内視鏡下鼻内副鼻腔手術の導入 により治療

成績は上がったが，以前細菌感染性中心の疾患で

あった病態が近年のアレルギー疾患の増加により

複雑化しており，とくに喘息を合併している症例

等の難治例が問題視されている ．

ヒトゲノム配列ドラフト解析が終了し ，それ

を応用したポスト・ゲノム配列解析研究が加速し

ている．ヒトゲノム配列解読は，純粋科学として

の真理追究の達成という点以外に，その応用が医

学の発展に貢献することが予測され，将来の医療

や産業の構造，生物としてのヒトの生命に対する

考え方に大きな影響を与えうることが注目されて

いる．事実，全ゲノムにわたり存在する一塩基多
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型をありふれた疾患発症と結びつけて解析してい

く計画は，ゲノム配列解析以上の激しい国際競争

となっている．一方，ゲノム配列の理解により，一

つの細胞に存在する全発現遺伝子（mRNA）定量

（トランスクリプトーム）や全タンパク質分子（プ

ロテオーム）についての包括的，網羅的解析が可

能になりつつある．慢性副鼻腔炎やアレルギー疾

患は，多くの環境因子の影響を受けて発症する疾

患であり，ゲノム配列解析よりは，変動する

mRNAを定量する遺伝子発現解析が重要であ

る．Affymetrix社の商品名GeneChipは約 1.4
 

cm四方のガラス盤の上で12,000種類のヒト遺伝

子発現を定量することができる装置である．この

ような最新遺伝子発現解析装置の開発により，ゲ

ノム研究を医療や研究に応用することが可能に

なってきている ．われわれは慢性副鼻腔炎病態

で重要な働きを示すと考えられ，近年，種々のサ

イトカイン，ケモカインを産生すると考えられる

ようになってきた線維芽細胞に着目し，炎症性サ

イトカインの代表である腫瘍壊死因子α(TNF

-α）およびインターロイキン4 (IL-4）による刺

激前後において，GeneChipをもちいてトランス

クリプトーム解析を行った．その結果，すでに多

くの報告があるRANTES,eotaxin,IL-8 や

今まで報告のなかったFractalkine (FKN）など

数種類のケモカインが刺激により著しく増強する

ことを見出した．

II. 対 象 と 方 法

1. 細胞培養

鼻由来の線維芽細胞は，手術前当大学倫理委員

会の審査に則りインフォームドコンセントを得た

慢性副鼻腔炎患者4名より，手術時に鼻ポリープ

を採取し，その細胞から樹立した．すなわち，鼻

ポリープを細断して細胞懸濁液を調製した後，リ

ン酸緩衝食塩水（以下PBS）で洗浄した．この細

胞を，非働化した10%牛胎児血清（FCS, JRH
 

bioscience,Lenexa,KS)，ペニシリン100単位/

mlストレプトマイシン100μg/ml (GIBCO
 

BRL,Grand Island,NY）と amphotericin B 3

μg/ml (Sigma, St.Louis, MO）を添加した

RPMI1640で 37℃, 5 mmCO のCO インキュ

ベーターで培養した．実験には3から 10継代の細

胞を使用した．また，ヒト胎児肺線維芽細胞株

MRC-5-30 (Health  Science Research
 

Resources Bank,Osaka）も同様に培養した31か

ら 34継代の細胞を使用した．ヒト皮膚線維芽細胞

株NHDF7555 (Clonetics, Walkersville, MD）

は，10%FCS, 1μg/ml human recombinant fi-

broblast growth factor (hFGF), 5μg/ml insu-

lin,50μg/ml gentamicin (Clonetics),50μg/ml
 

amphotericin B (Clonetics）を添加したFibro-

blast Basal Medium (Clonetics）で培養した3か

ら 5継代の線維芽細胞を使用した．

2. 線維芽細胞のサイトカインによる刺激

細胞は6穴培養プレート (Becton Dickinson,

Flanklin Lakes, NJ）で FCS 非 添 加 の

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,

GIBCO BRL）とHam’s F12 medium (F12,

GIBCO BRL）を等量混和した培養液を使用した．

サイトカインによる細胞の刺激はプレートの約

80%まで細胞が増殖した時点で，IL-4 (R ＆ D
 

systems,Minneapolis,MN), TNF-α (R ＆ D
 

systems）の単独または両者を添加して行った．

3. 線維芽細胞の遺伝子発現解析

TNF-α (50 ng/ml）と IL-4 (10 ng/ml）の存

在下で24時間培養した線維芽細胞の遺伝子発現

はGeneChip (Human Genome U95A, Af-

fymetrix Inc,Santa Clara,CA）を用いて検出し

た．GeneChip用の試料は細胞より total RNAを

精製し，Affymetrix社のプロトコルにしたがっ

て調製した．調整したビオチン化cRNAをGene-

Chipとハイブリダイズさせた後，ストレプトアビ

ジンーフィコエリスリンを反応させ，GeneChip

に結合したフィコエリスリンをレーザースキャ

ナーで測定し，GeneChip用ソフトSuite4.0 (Af-

fymetrix）で解析した．

4. RT-PCRによる Fractalkine(FKN)-mRNA

の検出

細胞からのmRNAの調製は Rneasy kit

(QIAGEN Inc.,Valencia,CA）を用いた．cDNA

合成は，Ready-To-Go kit (Amersham Phar-

macia Biotech,Uppsala,Sweden）を用いて行っ

た．PCRは，AmpliTaq Gold DNA polymerase

(Applied Biosystems,Foster City,CA）を用い

て GeneAmp PCR system 9600 (Applied
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Biosystems）で反応させた．Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH）の oligo
 

primerは forward primerとして 5′-GTC TTC
 

ACC ACC ATG GAG AAG GCT-3′, reverse
 

primerは 5′-CAT GCC AGT GAG CTT CCC
 

GTT CA-3′を使用し，FKNの oligo primerは

forward primerとして 5′-ATG GCT CCG ATA
 

TCT CTG TCG T-3′, reverse primerは5′-

AAA AGC TCC GTG CCC ACA-3′を使用した．

PCRは，94°C 1分，55°C 1分，72°C 2分の反応

を37サイクル行った．PCR産物はAgilent 2100
 

Bioanalyzer (Agilent  Technologies, Wald-

bronn,Germany）で測定しGAPDHと比較した．

5. ELISAによる FKNタンパク質の検出

ELISAは，Nunc immunoplate MAXISORP
 

F96 CRET (Nunc,Roskilde,Denmark）にポリ

クローナル抗ヒトFKN抗体(5μg/ml R ＆ D
 

systems）を 100μl添加し 4°C で一晩インキュ

ベートしてコートした後，400μlのブロッキング

試薬（Boehringer,Cat.No.1112589）を添加し1

時間室温で反応させた後，0.1%Brij,PBSで 3回

洗浄し，0.1%BSA,PBSで稀釈したFKN標準液

(0.14～100μg/ml）または試料100μlを添加して

4℃で一晩反応させた．続いて洗浄後，各穴に100

μlのビオチン化抗ヒトFKN抗体0.8μg/ml

(R ＆ D systems）を添加して3時間室温で反応

さ せ た．反 応 後，1 0 0 μlの h o r s e r a d i s h
 

peroxidase-labeld Streptavidin (GIBCO BRL)

を添加してさらに室温で30分反応させ，100μlの

Tetramethyl benzidine (TMB Microwell Per-

oxidase Substrate System,KPL）を添加して室

温で発色させた．発色反応は50μlの 1 M H PO

で停止した．発色はELISA測定機器（Dynatech
 

Laboratories Inc.）を用い吸光度450 nm （対照

630 nm）で測定した．

6. 統計解析

結果はすべてStudent’s t-testをおこない，

p＜0.05を有意と判定した．

III. 結 果

1. GeneChipによる線維芽細胞におけるケモカイ

ン遺伝子発現の検出

TNF-αと IL-4の存在下で培養した鼻ポリー

プ由来の線維芽細胞における各種ケモカインの発

現についてGeneChipを用いて検討した．その結

果，GeneChipで検出可能な35種類のケモカイン

中，2種類のCCケモカイン（RANTES, eotax-

in)，5種類のCXCケモカイン（GRO-α,GRO-β,

GRO-γ,CKA-3,IL-8）において著しい発現増強

が認められた（Table 1)．この他，興味あることに

CX3CケモカインであるFKNも約 9 倍の発現増

強が認められた．

2. RT-PCRによる FKN mRNAの検出

GeneChipを用いたケモカインの遺伝子発現解

析からFKNの発現増強が認められたので，RT-

PCRを用いて詳細に検討した．鼻ポリープ由来線

維芽細胞は IL-4とTNF-αの単独または両者の

存在下で12時間から48時間培養した．Fig.1A

に示すように，TNF-α単独またはTNF-αと

IL-4の存在下で線維芽細胞でのFKNの発現が

確認された．また，このFKNの発現は12時間に

ピークを認め，TNF-αと IL-4の存在下では，48

時間までその発現が持続していた（Fig.1B)．

3. FKNタンパク質の検出

鼻ポリープ由来線維芽細胞を IL-4, TNF-α単

独または両者の存在下で培養してFKNタンパク

質の産生を経時的に検討した．その結果，IL-4,

TNF-α単独とその両者の刺激で時間経過ととも

にFKNの産生が認められた（Fig.2A)．つぎに鼻

ポリープ由来線維芽細胞を種々濃度の IL-4と

TNF-α存在下で24時間培養して培養上清中の

FKN産生を検討した．その結果，FKNの産生は

IL-4とTNF-αの両者の濃度依存的に増強した

（Fig.2B)．

さらに，ヒト胎児肺線維芽細胞株（MRC-5-30）

とヒト皮膚線維芽細胞株（NHDF 7555）について

も IL-4とTNF-αの存在下，72時間における

FKN産生を検討したところ，鼻ポリープ由来線

維芽細胞と同様にFKNのタンパク質の産生が認

められた（Fig.3)．

IV. 考 察

今回我々は，鼻茸由来の線維芽細胞において発

現変動する遺伝子についてGeneChipを用い包括

的に測定した．その結果，すでに報告されている

RANTES，eotaxinなどのケモカイン遺伝子の発

鼻ポリープ由来線維芽細胞からの fractalkineの同定 255



現が認められた．さらに，線維芽細胞からFKNの

発現を確認した．この線維芽細胞からのFKNは

TNF-αにより産生され，また IL-4の存在下で産

生増強を認めた．その反応は継代培養をおこなっ

ており手術前の薬剤や線維芽細胞周囲の環境の影

響はほぼないと思われる．また，ヒト胎児肺線維

芽細胞株（MRC-5-30）とヒト皮膚線維芽細胞株

（NHDF 7555）についても IL-4とTNF-αの存

在下，鼻ポリープ由来線維芽細胞と同様にFKN

のタンパク質の産生が認められ，FKNの産生は

鼻ポリープ中の線維芽細胞特有の反応ではないこ

とが示された．近年，慢性副鼻腔炎において感染

Table 1. The expression of chemokine transcripts in human nasal polyp derived fibroblasts.
The fibroblast was cultured in the presence of TNF-α(50 ng/ml)and IL-4(10 ng/

ml)for 12 hr. The chemokinetranscripts were detected by Human genome U95A
 

GeneChip. The expression level is the percentage of the mean of housekeeping
 

genes (beta-actin and GAPDH).

chemokine  GeneBank
 

accessin#
medium  TNF-α＋IL-4

 

C-chemokine  CL1,Lymphotactin  AL031736 ＜0.1 ＜0.1
 

CL2,SCM-1β D63789  0.3 ＜0.1
 

CC-chemokine  CCL1,I-309  M57506 ＜0.1 ＜0.1
 

CCL2,MCP-1  M26683  0.7  1.1
 

CCL3,LD78a  D90144  0.2  0.1
 

CCL4,Act-2  J04130 ＜0.1 ＜0.1
 

CCL5,RANTES  M21121 ＜0.1  70.0
 

CCL7,MCP-3  X72308 ＜0.1  0.9
 

CCL8,MCP-2  Y16645 ＜0.1  0.8
 

CCL11,eotaxin  U46573  3.0  104.1
 

CCL13,MCP-4  AJ001634  0.3  0.7
 

CCL14,HCC-1  AF088219  0.6  0.2
 

CCL16,LEC  AB018249  0.6  0.4
 

CCL17,TARC  D43767 ＜0.1 ＜0.1
 

CCL18,PARC  Y13710  0.6  0.3
 

CCL19,ELC  AB000887 ＜0.1 ＜0.1
 

CCL20,LARC  U64197 ＜0.1 ＜0.1
 

CCL21,SLC  AB002409 ＜0.1 ＜0.1
 

CCL22,MDC  U83171 ＜0.1 ＜0.1
 

CCL23,MIP-3  AF088219  0.8  0.5
 

CCL25,TECK  U86358  1.6  1.4
 

CCL27,ALP  AJ243542 ＜0.1 ＜0.1
 

CXC-chemokine  CXCL1,GRO-α X54489  0.2  12.9
 

CXCL2,GRO-β M36820  0.2  2.3
 

CXCL3,GRO-γ M36821 ＜0.1  1.7
 

CXCL4,PF4  M25897  0.4  0.3
 

CXCL5,ENA-78  X78686  0.2  0.5
 

CXCL6,CKA-3  U81234  0.1  20.0
 

CXCL8,IL-8  M28130 ＜0.1  38.9
 

CXCL9,MIG  X72755 ＜0.1 ＜0.1
 

CXCL10,IP-10  X02530 ＜0.1  0.4
 

CXCL11,I-TAC  AF030514 ＜0.1  0.4
 

CXCL12,SDF-1  L36033  13.8  3.3
 

CXCL13,BLC  AF044197 ＜0.1 ＜0.1
 

CX3C-chemokine  CX3CL1,fractalkine  U84487  0.9  8.0
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性の炎症だけでなくアレルギーの強い関与が考え

られておりTNF-α, IL-4などのサイトカインが

存在する炎症局所では様々な炎症細胞の集積が認

められている．その炎症細胞の集積にケモカイン

が強く関与しており，今回我々が報告したFKN

も関与していることが示唆された．

近年免疫細胞の流血中より組織への移行メカニ

ズムが接着分子やケモカインに関する研究により

解明が進んでいる．一般に感染，アレルギー等に

よって引き起こされる局所の炎症に様々な細胞が

血管内より集積する．流血中の細胞が組織に遊走

する過程には血管内のローリング，活性化，接着，

細胞浸潤があり，接着分子や遊走分子であるケモ

カインが関与している．ケモカインは，その濃度

勾配により細胞を遊走させる特徴的なシステイン

配列を持つタンパク質である．その種類は現在同

定されているもので約50種類を数え，その標的細

胞が決まっている．一般的にケモカインは最初の

2つのシステイン残基配列によりCXC, CC, C,

CX3Cのサブクラスに分類されている．またそれ

ぞれのケモカインについてそのレセプターが決

まっている ．

FKNは，近年発見され活性化血管内皮細胞上

に発現しケモカインとしての遊走活性と接着分子

としての機能両方を有するCX3Cケモカインで

ある ．その分子量は 95 kDaであり，他のケモカ

インと比べ非常に大きな分子である．また，従来

のCXC,CC,Cケモカインが可溶性の分泌タンパ

ク質であるのに対し，FKNは巨大なムチン領域，

細胞膜貫通領域と細胞内領域を有する．その産生

細胞は，活性化血管内皮細胞，ニューロン，樹状

細胞，腸管上皮細胞，活性化アストロサイト，濾

胞樹状細胞，活性化B細胞とランゲルハンス細胞

が報告されている．TNF-αconverting enzyme

 

Fig.1. The expression of FKN mRNA in human nasal polyp derived fibroblasts.
A. The fibroblasts were incubated with TNF-α (50 ng/ml)and/or IL-4 (10 ng/ml)for 12

 
hr. The FKN mRNA was detected by RT-PCR. B. The kinetics of FKN expression was

 
determined up to 48 hr by RT-PCR. The expression levels were quantified by Agilent 2100

 
Bioanalyzer.
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Fig.2 The expression of FKN protein in the culture supernatant from human nasal polyp derived
 

fibroblasts.
A. Human fibroblast was incubated with TNF-α (50 ng/ml)and/or IL-4 (10 ng/ml)from 3

 
to 96 hr. Fractalkine protein in the culture supernatant was detected by ELISA. B. The

 
dose-dependency of TNF-α and IL-4 for the FKN induction. The fibroblasts were cultured

 
with TNF-α and/or IL-4 for 72 hr. (P value＜0.05)

Fig.3. The expression of FKN protein in the culture supernatant from human fetal lung derived-

fibroblasts (MRC-5-30)and human skin-derived fibroblasts (NHDF7555). These fibrob-
lasts were incubated with TNF-α (50 ng/ml)and/or IL-4 (10 ng/ml)for 72 hr. (P val-
ue＜0.05)

飯田 ほか258



(ADAM17）により切断され，可溶性のFKNとな

ると考えられている．また，FKNのレセプター

（CX3CR1）は，1995年レセプターV28として報告

されているものと同一であることを Imai, Yo-

shieらは報告し ，CX3Cレセプターを有する単

球，NK細胞およびCD8陽性の細胞傷害性のT

細胞がFKNの標的細胞とされている．FKNの

機能として，NK細胞，T細胞，単球の接着活性

と遊走活性，NK細胞傷害活性の増強，脱顆粒，

HIV-1（human immunodeficiency virus-1）感染

阻害が報告されている．

今回，GeneChipをもちいたスクリーニングに

より発見された線維芽細胞からのFKN遺伝子発

現はタンパク量としても同定することが可能で

あった．しかしながら，mRNA発現量のピークが

12時間であるのに対し，上清中のタンパク質濃度

のピークは 96時間以降であった．このことは少な

くともアレルギー炎症が生じてから3日以内で

は，FKNは線維芽細胞内もしくは細胞膜上に存

在していることを示している．膜結合型FKNは

白血球に対する接着分子として作用することが知

られている ．したがって，FKNのアレルギー

炎症における生物学的な意義としてはこの接着分

子としての作用，つまり局所に集積した白血球を

とどめておく作用にあると想定される．

GeneChipなどの網羅的分子解析手法の登場に

より，今までは偶然の出来事であった新発見が，必

然的な成果として得られるようになってきた．今

回，われわれは線維芽細胞の炎症性刺激を加えた

際の遺伝子発現を網羅的に解析し，FKNの著し

い発現の増強を発見した．今回線維芽細胞の

TNF-αと IL-4の刺激実験から既製の限られた

種類のGeneChipを用いた検索結果でも新たに

FKNの発現を検出できた．今後GeneChipの追

加，改良によりさらに予想もしない新たなケモカ

インの関与，あるいは分子相互作用の発現なども

考えられ，将来，これら網羅的解析手法により，あ

る細胞のみならず，疾患全体を総合的に理解する

ことが可能になっていくと予想される．

V. 結 語

GeneChipを用い線維芽細胞からの包括的な

mRNAの発現を，ケモカインに着目し測定した．

既に報告のあるケモカインに加え今まで報告のな

いFKNのmRNAの発現を認め，タンパク質の

産生についてELISA法を用い確認した．線維芽

細胞からのFKNのmRNA発現は，TNF-α刺

激後12時間でピークを認め，IL-4の共存で増強

し，さらに24時間，48時間後においても発現が持

続していた．また，タンパク質レベルにおいて

TNF-α刺激後48時間でプラトーとなるが，IL-4

の共存では，96時間後まで産生が継続していた．
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