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研究成果の概要（和文）：大腸上皮細胞特異的オートファジー関連遺伝子Atg7欠損マウス(cKOマウス)を作製
し、デキストラン硫酸ナトリウム投与により大腸炎を誘導し野生型マウスとの比較を行ったところ、大腸組織内
への腸内細菌の顕著な侵入を伴って、大腸炎が増悪化した。cKOマウスでは、特定の抗菌ペプチドが有意に発現
低下するとともに、腸内細菌叢に顕著な変化が認められた。さらにcKOマウスでは大腸粘膜を保護し、炎症の防
御に関わる粘液ムチンの分泌が顕著に低下することがわかった。以上の結果から、大腸上皮のオートファジーは
正常な腸内細菌バランスの制御と抗菌ペプチドとムチンを介する炎症防御に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that colonic epithelium-specific autophagy-related 
gene Atg7-conditional knockout (cKO) mice showed exacerbated dextran sulfate sodium (DSS)-induced 
colitis compared with wild-type mice in relation to massive infiltration of bacteria into the colon.
 In the cKO mice, expression of specific antimicrobial peptides was significantly reduced, and 
marked changes in gut microbiota were observed. Furthermore, in cKO mice, the secretion of mucins 
that are involved in the protection of colonic mucus and inflammation was significantly reduced. 
These results suggest that autophagy of the colonic epithelium contributes to the regulation of 
normal intestinal bacterial balance and defense against inflammation via antimicrobial peptide and 
mucin production.

研究分野： 免疫学、生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸上皮細胞のオートファジーは、抗菌ペプチドの発現、正常な腸内細菌叢の維持、およびムチン分泌を維持す
ることで、大腸炎の防御に寄与することが示唆された。今後は、オートファジーの欠損によって産生低下する抗
菌ペプチドが作用する菌種の同定やその作用機序の解明等により、腸内細菌バランスの正常化に基づく炎症性腸
疾患治療法開発の分子基盤が確立することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease; IBD)は消化管に原因不明の炎症をおこす難治性慢性疾患

の総称で、クローン病と潰瘍性大腸炎に分類される。クローン病では大腸を含む消化管全域に潰瘍を

伴った炎症性病変が単発あるいは多発し、潰瘍性大腸炎では主に大腸粘膜に潰瘍を生じる。いずれも

緩解・増悪を繰り返す原因不明の慢性疾患で、厚生労働省より特定疾患に指定されている。これまで

に欧米クローン病患者のゲノムワイド解析が行われ、オートファジー関連遺伝子 ATG16L1 の一塩基

多型がクローン病の発症感受性に関与することが示唆されている。 
 これまでに、小腸において ATG16L1 を低発現する変異マウスにおいて小腸パネート細胞の抗菌ペ

プチド分泌顆粒の形成異常がおこることが報告されている。また小腸パネート細胞の ATG16L1 を欠

損する変異マウスを用いた研究により、小腸パネート細胞におけるオートファジーの形成(図 1)が小

胞体ストレス応答の消去に関わること、およびその破綻がクローン病への発症感受性の亢進に関与す

ることが報告されている (Nature 503:272-276, 2013)。この研究では、Villin 発現部位で選択的にオー

ト フ ァ ジ ー を 欠 損 す る

Villin-Cre/ATG16L1flox/flox マウス

を用いて解析が行われたが、

Villin の大腸上皮における発現

量は小腸上皮における発現量

に 比 べ て 低 い た め (Mol. 
Imaging Biol. 13:284-292, 2011)、
IBD の主要な病変部の大腸に

おける病態解析は十分になさ

れておらず、オートファジーの

機能不全と大腸炎発症との関

連には不明な点が多い。 
 我々は、大腸上皮細胞に強く発現する硫酸基転移酵素 GlcNAc6ST-2 の遺伝子発現調節領域の下流に

Cre リコンビナーゼ遺伝子を挿入した組換え型 BAC (bacterial artificial chromosome)を用いて、

GlcNAc6ST-2-Cre トランスジェニックマウス(GlcNAc6ST-2-Cre Tg マウス)を樹立した(Kawashima et al., 
J. Immunol., 2009)。この GlcNAc6ST-2-Cre Tg マウスにおいては、大腸上皮細胞特異的に Cre リコンビナ

ーゼを発現することから、欠損させたい任意の遺伝子を loxP 配列で挟み込んだ flox マウスと掛け合わ

せることにより、大腸上皮細胞特異的に同遺伝子を欠損させ、その機能解析を行うことが可能である。

我々は、この GlcNAc6ST-2-Cre Tg マウスをオートファジーの形成に必須な E1 様酵素 Atg7 の flox マウ

ス(Atg7flox/flox マウス) と掛け合わせることで大腸上皮細胞特異的 Atg7 欠損マウス(cKO マウス)を樹立

し、オートファジーの機能不全と IBD の主要な病変部の大腸における病態解析を行うための動物モデ

ルを樹立した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記の大腸上皮細胞特異的にオートファジーを欠損する Atg7 cKO マウスを用いて、大腸

炎発症におけるオートファジーの関与を、腸内細菌叢の変化と抗菌ペプチドおよびムチンの産生に着

目して解明し、IBD 新規治療法開発の分子基盤を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 野生型マウスおよび Atg7 cKO マウスにおける DSS 大腸炎症状の比較 
大腸上皮細胞特異的にCreリコンビナーゼを発現するGlcNAc6ST-2-Cre TgマウスをAtg7flox/floxマウスと

掛け合わせ、大腸上皮細胞特異的 Atg7 cKO マウスを作製した。はじめに、この cKO マウスで Atg7 が

欠損することを確認するために、Atg7 mRNA、Atg7 タンパク質、オートファジーにより選択的に分

解を受けることの知られている p62 タンパク質およびユビキチン化タンパク質の発現変化を解析した。

次に、野生型マウスおよび cKO マウスにおける DSS 誘発性大腸炎の症状を体重減少および下痢・血

便の程度、組織損傷の程度をスコア化することにより評価した。また、抗生物質の経口投与による大

腸炎の発症に及ぼす効果を検討した。 
(2) DSS 大腸炎惹起による腸内細菌の大腸組織内への侵入の検出と野生型マウスと Atg7 cKO マウス

の腸内細菌叢の比較 
DSS 大腸炎惹起後に大腸凍結切片を作製し、細菌の 16S rRNA をコードするゲノム領域にハイブリダ

イズする EUB338 プローブを用いた蛍光 in situ ハイブリダイゼーションを行い、大腸炎の発症に伴う

大腸組織内への腸内細菌の侵入を検出した。次に野生型マウスおよび cKO マウスの糞便から DNA を



抽出し、16S rRNAをコードする細菌ゲノム領域に対する菌種特異的プライマーを用いたPCRにより、

腸内細菌叢の変化を解析した。 
(3) 野生型マウスと Atg7 cKO マウスのムチンおよび抗菌ペプチド産生の比較 
腸内細菌叢と大腸上皮は大腸上皮を構成する細胞の一種である杯細胞の分泌するムチンにより隔てら

れており、ムチンは大腸炎に対する防御に必須である。そこで野生型マウスと cKO マウスのムチン分

泌の差異を ELISA により解析した。また、野生型マウスと cKO マウスの抗菌ペプチド産生の差異を

定量的 PCR によって解析した。 
(4) 抗菌ペプチド A の抗菌活性の解析 
抗菌ペプチド A の組換え体を作製し、腸内細菌に対する抗菌活性の in vitro における検討を行った。ま

た、抗菌ペプチド A は RNase 活性を持つ抗菌ペプチドであることから、その RNase 活性を欠損する変

異体を作製し、抗菌活性との関連を解析した。 
(5) 抗菌ペプチド A の DSS 誘発性大腸炎に及ぼす効果の検討 
次に、組み換え型抗菌ペプチド A を DSS 誘発性大腸炎発症マウスに直腸内投与し、抗炎症効果を検討

した。 
 
４. 研究成果 
(1) 野生型マウスおよび Atg7 cKO マウスにおける DSS 大腸炎症状の比較 
はじめに、cKO マウス大腸において

Atg7 mRNA および Atg7 タンパク質の

減少、p62 タンパク質およびユビキチ

ン化タンパク質の顕著な蓄積を確認

した。DSS 誘発性大腸炎を惹起し、体

重減少および下痢・血便の程度、組織

損傷の程度をもとにスコア化したと

ころ、cKO マウスでは、多数の白血球

浸潤を伴い、大腸炎が顕著に増悪化す

ることを見出した(図 2)。さらに、抗

生物質の経口投与で、cKO マウスの大

腸炎症状は有意に抑制されたことか

ら、cKO の大腸炎感受性に腸内細菌が関与することが示唆された。 
(2) DSS 大腸炎惹起による腸内細菌の大腸組織内への侵入の検出と野生型マウスと Atg7 cKO マウス

の腸内細菌叢の比較 
定常時および炎症初期における組織への腸内細菌の侵入を腸内細菌特異的蛍光プローブを用いた

FISH 法により評価したところ、大腸炎の発症に先立って cKO マウス大腸への腸内細菌の侵入が強く

起こることを見出した。また、16S rRNA の多型に基づく PCR により解析したところ、特定の腸内細

菌が cKO マウスで増加することが分かった。 
(3) 野生型マウスと Atg7 cKO マウスのムチンおよび抗菌ペプチド産生の比較 
EILSAにより、野生型マウスに比べて cKOマウスでは、ムチン分泌が顕著に低下することが分かった。

このことは、免疫組織染色によっても確認された。また、抗菌ペプチド産生の差異を定量的 PCR によ

って解析したところ、抗菌ペプチド A を含む特定の抗菌ペプチドが cKO マウスで顕著に産生低下する

ことが分かった。 
(4) 抗菌ペプチド A の抗菌活性の解析 
抗菌ペプチド A の組換え体を用いて、その腸内細菌に対する濃度依存的な抗菌活性を見出した。また、

抗菌ペプチドAのRNase活性と抗菌活性の関連性を点変異体の作製により解析を試みたところ、RNase
活性が抗菌ペプチド A の抗菌活性の発現に関与することを見出した。 
(5) 抗菌ペプチドの DSS 誘発性大腸炎に及ぼす効果の検討 
抗菌ペプチド A を直腸内に投与することにより、DSS 誘発性大腸炎が増悪化することが分かった。こ

の結果より、抗菌ペプチド A は、DSS 誘発性大腸炎抑制作用を持つ腸内細菌に対して抗菌活性を発揮

する可能性が考えられた。今後、抗菌ペプチド A が作用する菌種の同定やその作用機序の解明等によ

り、腸内細菌バランスの正常化に基づく炎症性腸疾患治療法開発の分子基盤が確立することが期待さ

れる。 
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