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研究成果の概要（和文）：大腸上皮細胞に発現するE-NTPD8を欠損させたマウスでは、便中ATP濃度の上昇、デキ
ストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘導性大腸炎およびアゾキシメタン/DSS誘導性大腸癌の重篤化が示された。
Entpd8/P2rx4二重欠損マウスでは、Eentpd8欠損マウスにおける好中球の増加を原因とするDSS誘導性大腸炎の増
悪が抑制された。P2rx4欠損大腸好中球では、野生型細胞で示されたATPgS刺激依存的な細胞死抑制が誘導されな
かった。これらの結果より、大腸上皮細胞に発現するE-NTPD8による腸管腔内ATPの分解は、好中球の寿命延長を
阻害し、大腸炎の重篤化および大腸癌の発症を防ぐことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：E-NTPD8 was highly expressed in the apical aspect of epithelia cells of the 
colon. Entpd8-deficent mice showed higher levels of ATP in feces than that in wild-type mice. 
Entpd8-eifceint mice developed severe colitis during administration of dextran sodium sulfate (DSS).
 In this context, Entpd8-deficeint mice exhibited increased number of neutrophils in the colonic 
lamina propria. In addition, Entpd8-deifceint mice suffered from severe colitis-associated 
colorectal cancer following treatment with azoxymethane plus DSS. Introduction of the P2rx4 
deficiency into Entpd8-deficeint mice drastically reduced large intestinal pathology with decreased 
number of neutrophils during DSS administration. Treatment with ATPgS induced prolonged life span of
 neutrophils isolated from the colon of wild-type mice, but not P2rx4-deficent mice. These findings 
demonstrate that E-NTPD8 in intestinal epithelial cells prevents neutrophil-mediated exacerbation of
 colitis via P2RX4 by hydrolysis of luminal ATP.

研究分野：粘膜免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
潰瘍性大腸炎とクローン病に大別される炎症性腸疾患(IBD)は、大腸や小腸の粘膜に慢性の炎症や潰瘍が生じる
難治性疾患である。IBDは、「遺伝的素因」「環境」「腸内細菌」「上皮バリア」「免疫応答」が複雑に関わり
合う多因子疾患のため未だ根治的治療法が確立していない。上皮細胞に発現する膜型ATP分解酵素E-NTPD8による
腸内細菌由来の腸管腔内ATP分解がP2RX4シグナルを介した好中球による腸管炎症増悪を抑制することを明らかに
した本研究の成果は、ATP/E-NTPD8/P2RX4といったIBD治療法の新規標的分子を同定した点で非常に意義深いもの
といえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 ライフスタイルの変化に伴い、これまで欧米諸国の疾患とされていた炎症性腸疾患（IBD）
の患者数は日本をはじめアジア諸国において急激に増加している。また、消化管の粘膜に慢
性の炎症や潰瘍が生じる IBDの患者では、大腸がんの発症率が健常者の１０倍以上になる
ことが報告されている。そのため、IBDとそれに続く大腸がんの発症・病態に関わる分子メ
カニズムの解明に加え、予後規定因子や新規治療法開発を見据えた治療標的分子の同定が
望まれている。腸管腔には腸内細菌由来のアデノシン三リン酸(ATP)が豊富に存在する。１
層の上皮により管腔から隔てられている粘膜固有層には、活性化した際に ATPを分泌する
免疫細胞が豊富に局在している。Danger signalである細胞外 ATPは、多様な免疫細胞に
作用し、炎症応答を惹起する。適切な炎症応答は生体防御に機能する一方、過剰な炎症応答
は組織破壊につながる。免疫細胞の活性化に加え、ATP は、癌化上皮細胞の増殖を促進す
る。これらのことより、腸管炎症及びそれに続く大腸癌を防ぐため、腸管内では ATP濃度
が厳密に制御される必要がある。しかし、これまで、大腸組織における細胞外 ATP制御機
構の詳細は明らかになっていない。 
 
２． 研究の目的 
 近年、ライフスタイルの欧米化に伴い、他の先進国と同様に、我が国においても IBDや
大腸がん患者の数が急速に増加している。腸内細菌の代謝産物であるプロピオン酸・酪酸な
どの短鎖脂肪酸が大腸がん抑制に機能するが、二次胆汁酸は発がん作用を示すことが明ら
かとなっており(Nat Rev Micobiol 12(10): 661-672 (2014))、食生活の変化に伴う腸内細菌
叢の組成変化が大腸がん発症・病態に深く関与することが強く示唆される。これまでに、腸
内細菌が産生する ATP が、腸管粘膜固有層に局在する樹状細胞を活性化し、Th17 細胞の
分化を誘導することで腸管恒常性維持に寄与することが明らかになっている(Nature 455 
(7214): 808-812 (2008), J Immunol 189(6): 2869-2878 (2012))。しかし、宿主による腸内細
菌由来 ATP 制御を介した大腸炎/大腸炎関連大腸癌の抑制機構については明らかになって
いない。 

DAMPs (Danger Associated Molecular Patterns)の一種である ATPは、P2X/P2Y受容
体を介して細胞増殖・アポトーシス・炎症応答を制御することから (Nat Rev Immunol 
16(3): 177-192 (2016))、厳密な ATP濃度調節が生体の恒常性維持に必須であることが強く
示唆されている。IBD 患者のミエロイド系自然免疫細胞において P2X7 受容体が高発現す
ることが報告されている。また、腸管上皮細胞には P2X7および P2X5が発現することが報
告されている(Cell Tissue Res 297: 111-117 (1999))。研究代表者らは、大腸上皮細胞に ATP
受容体に加え、膜型 ATP 分解酵素 E-NTPD8 が高発現していることを見出している。E-
NTPD8 による大腸管腔内 ATP 濃度の制御が腸管恒常性維持に機能する可能性が示唆され
る。しかし、腸管炎症および大腸がんにおける腸管上皮細胞 E-NTPD8の役割は明らかにな
っていない。本研究では、細胞外 ATPによる腸管炎症とそれに続く腸管腫瘍の制御におけ
る膜型 ATP分解酵素 E-NTPD8の役割を明らかにすることにより、IBDおよび大腸炎関連
大腸がんに対する新規治療方開発の基礎基盤提供を目指す。 
 
３．研究の方法 
研究代表者らが作成した E-NTPD8欠損(Entpd8-/-)マウスでは、野生型マウスに比べ大腸管
腔内特異的に ATP濃度が上昇することが示された。また、抗生剤投与により、Entpd8-/-マ
ウス大腸管腔内の ATP濃度は顕著に低下した。これらの解析結果より、定常状態において、
大腸上皮細胞に発現す E-NTPD8は、腸内細菌依存的な細胞外 ATPを分化することにより
腸管恒常性維持に寄与していることが示唆される。しかし、E-NTPD8 欠損による ATP 濃
度上昇が大腸炎および大腸がんに及ぼす影響は明らかになっていない。そこで、以下の解析
を通して E-NTPD8による腸管恒常性維持機構の詳細な分子機構を明らかにする。 
 
 (1) Entpd8-/-マウスの大腸炎および大腸炎関連大腸がんに対する感受性の解析 
① 野生型および Entpd8-/-マウスに、デキストラン硫酸ナトリウム(DSS)を投与し、大腸炎
を誘導し、体重減少・血便・下痢の重症度合いを解析する。さらに、大腸組織切片を作成し、
病理組織の解析を行う。野生型マウスと Entpd8-/-マウスの間で DSS誘導性大腸炎の症状に
差が認められた場合、大腸粘膜固有層内の自然免疫細胞および獲得免疫細胞について解析
を行う。 
② アゾキシメタン(AOM) + DSS 投与により大腸炎関連大腸がんに対する感受性について
解析を行う。 
 
 (2) E-NTPD8による大腸炎および大腸炎関連大腸癌の制御に関わる分子機構解明 
① E-NTPD8欠損に伴う ATPシグナル亢進に関わる P2X/P2Y受容体の同定 
② E-NTPD8欠損による腸管恒常性維持の破綻に関わる腸管内細胞の同定 



 
４．研究成果 
蛍光免疫染色法による解析により E-NTPD8 は大腸上皮細胞の管腔側に発現することが示

され、管腔内の腸内細菌由来の ATPを分解することが強く示唆された。Entpd8-/-マウスに

3%DSS を投与し大腸炎を誘導したとこ

ろ、野生型マウスに比べ、体重減少・血便・

下痢の重症度を示す Diseases activity 

scoreが顕著に高くなること（図１A）、ゴ

ブレット細胞消失・陰窩膿瘍・粘膜肥厚・

炎症性細胞浸潤・潰瘍などの病理組織学

的所見においても大腸炎の重篤化が示さ

れること（図１B）が明らかとなった。さ

らに、AOM+DSS投与により大腸炎関連

大腸がんを誘導したところ、Entpd8-/-マ

ウスにおいて大腸腫瘍数の増加が示され

た(図１C)。DSS投与により大腸炎を誘導

した Entpd8-/-マウスでは、野生型マウス

に比べ、大腸粘膜固有層内において獲得

免疫細胞である Th17 細胞とミエロイド系自然免疫細胞である好中球の数が顕著に増加し

ていた。Th17 細胞を含む獲得免疫細胞を有しない Rag2-/-Ebtpd8-/-マウスにおいても

Ebtpd8-/-マウスと同様にDSS大腸炎の重篤化および大腸粘膜固有層内の好中球増加が示さ

れた。そこで、DSS 投与２日目と４日目

に抗 Gr-1抗体を投与し、好中球の除去を

行った。好中球除去により Entpd8-/-マウ

スにおけるDSS誘導性大腸炎誘導時の体

重減少・血便・下痢が抑制されるとともに

病理学的所見からも大腸炎の抑制が示さ

れた(図２A and B)。E-NTPD8欠損に伴

う好中球依存的な大腸炎の増悪に関わる

ATP 受容体を同定するため、大腸上皮細

胞とミエロイド系自然免疫細胞（好中球、

CD64+MHCII+ マクロファージ、 CD64-

MHCII+ 樹状細胞）を用いて RNA-seq解

析を行った。いずれの細胞においても

P2X4受容体（P2RX4）が発現することが

示されたことより、E-NTPD8欠損に伴う大腸炎の増悪に P2RX4シグナルが関与するかを

明らかにするため P2rx4-/-Ebtpd8-/-マウスを作成し、DSS誘導性大腸炎に対する感受性に関

する解析を行った。Ebtpd8-/-マウスに比べ P2rx4-/-Ebtpd8-/-マウスでは、DSS投与後の体重

減少・血便・下痢が抑制されるとともに病理組織解析においても腸管炎症の改善が示された

(図３A and B)。さらに、P2rx4-/-Ebtpd8-/-マウスでは、Ebtpd8-/-マウスにおける大腸粘膜固

有層内好中球の増加が顕著に抑制された(図３C)。野生型マウスと P2rx4-/-マウスの大腸粘

膜固有層内の好中球を回収しATPgS(非加水分解ATPアナログ)存在下で５時間培養したの



ち Annexin V および Propidium 

iodideで染色し、死細胞の割合を解

析した。野生型好中球は、ATPgS刺

激により Annexin V陽性を示すア

ポトーシス細胞の割合が減少した

が、P2X4受容体を欠損した大腸好

中球ではATPgS依存的な細胞死抑

制が誘導されなかった（図３D）。こ

れらの結果より、大腸上皮細胞に発

現する E-NTPD8 による管腔内

ATP の分解は、好中球の寿命延長

を阻害し、大腸炎の重篤化を抑制す

るとともに大腸炎関連大腸がんの

発症を防ぐことが明らかとなった。 
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