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研究成果の概要（和文）： 

本研究は申請者らが独自に研究を展開してきた CD1d 分子を介した NKT 細胞の機
能調節に注目し、潰瘍性大腸炎の病態における免疫学的影響と新規治療標的としての
可能性について着目している。その結果、本研究では当該研究期間において主に以下
のような成果が得られた。１）抗 CD1ｄ抗体を用いた免疫沈降による生化学的解析
結果からは、腸上皮細胞において CD1ｄと MTP は互いに会合していること、そして
細胞表面の CD1ｄの発現量が著しく低下していることが示唆された。２）MODE-K
を用いた実験における MTP 特異的阻害剤添加や特異的 siRNA の導入によって、もし
くは腸上皮特異的 MTP 欠損マウスにおいて MTP 発現は抑制されていることが mRNA
レベルおよび蛋白質レベルで確認され、このとき共焦点顕微鏡下では細胞表面に発現
する CD1ｄが減少し小胞体付近の核近傍などの細胞内に限局することが観察された。
３）腸上皮特異的 MTP 欠損マウスに NKT 細胞誘導性の実験腸炎を誘発したとき、そ
れが著しく軽快することが臨床的、また病理組織学的に示唆された。これらの研究結
果は MTP が小胞体における CD1ｄの脂質化と、その後の細胞内膜輸送に深く関与す
る事実、そして MTP の発現調節が最終的に NKT 細胞の機能を調節し得る可能性を
暗示するものと思われる。さらにこの分子が炎症性腸疾患の病態においてその治療標
的になりうることが示唆され、今後の研究成果が期待されるものと思われる。  
 
研究成果の概要（英文）：    

Background and Aims:  Inflammatory Bowel Disease (IBD) is characterized by unrestrained 
lymphocyte activation that results in the production of a variety of pro-inflammatory cytokines and other 
mediators.  Understanding the mechanisms of lymphocyte regulation is therefore of significant 
importance to dysregulated mucosal inflammation in IBD.  It has been reported that natural killer T 
(NKT) cells express pro-inflammatory cytokine such as IL-13 in the colonic tissues of patients with 
ulcerative colitis (UC).  CD1d is a major histocompatibility complex class I-related molecule that 
functions in the presentation of glycolipid antigens to invariant (i) NKT cells.  The mechanism(s) by 
which CD1d acquires glycolipid antigens for presentation to such cells is however unknown.  
Microsomal triglyceride transfer protein (MTP), encoded by the Mttp gene, is an endoplasmic reticulum 
resident protein expressed by intestinal epithelial cells (IEC) which is essential for the lipidation of 
apolipoprotein-B.  The aim of this study was to demonstrate whether MTP also regulates 
CD1d-restricted antigen presentation by these cells.  Materials and Methods:  Protein lysates of 
intestinal epithelia from wild type (WT) C57BL/6 (B6) mice were immunoprecipitated with an 
anti-CD1d monoclonal antibody (mAb) and probed by Western blotting with an anti-MTP mAb to 
investigate CD1d and MTP interactions.  Fresh cryosections of colons from the intestinal 
epithelia-specific MTP deficient mice or the murine IEC line, MODE-K, transfected with siRNA 
oligomers to silence Mttp gene expression were stained with an anti-CD1d mAb to assess the 
distribution of CD1d expression.  WT B6 or the MTP deficient mice were subjected to 
oxazolone-induced colitis and examined for clinical and pathological changes.  Results:  A direct 
biochemical association was observed between CD1d and MTP in intestinal epithelia.  Confocal 
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microscopy showed that conditional deletion of Mttp in vivo and gene silencing of Mttp in MODE-K 
cells caused a redistribution of CD1d expression in the epithelia.  Conditional deletion of the Mttp gene 
in vivo provided protection from oxazolone-induced colitis, which is iNKT cell-mediated animal model.  
These studies showed that MTP, a lipid transfer protein, regulates CD1d function suggesting that 
blockade of MTP function may be a novel mechanism to treat NKT cell-mediated disorders such as 
ulcerative colitis.  
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１．研究開始当初の背景 
難治性の潰瘍性大腸炎はTh2型の炎症を主

たる病態とする炎症性腸疾患(IBD)であり、発

症後の患者は再燃と緩解を繰り返して生涯

にわたる治療継続を余儀なくされる。これま

で多くの症例に対しステロイドや免疫抑制

剤による治療が施されてきた。しかしそれに

対する抵抗例、およびその副作用による長期

投与の限界や長期経過例の急増傾向から、副

作用と QOL を考慮しつつ病態特異性に着目

した新規治療法の開発が期待されている。 
一方、通常は正常腸管粘膜にほとんど存在し
ないはずの IL-13産生性NKT細胞が潰瘍性大
腸炎の病変局所に多く浸潤し、この細胞集団
が特異な病態を形成していることが近年報
告された(J Clin Invest 2004)。これに先立ち
我々も以前から、腸内細菌由来の分子によっ
てヒトおよびマウスの腸上皮細胞における
CD1d の発現調節がなされることを見出して
いた(Colgan, Nagaishi, et al. J Clin Invest 
2003)。この発見に端を発し、腸上皮に多く発
現する microsomal triglyceride transfer protein 
(MTP)を調節することで CD1d を介した NKT
細胞の制御をすることができ、潰瘍性大腸炎
のような腸管局所におけるTh2型の炎症に対
す る 治 療 標 的 と な る こ と を 見 出 し た
(Nagaishi, et al. Nat Med 2004)。すなわち活性
化 NKT 細胞による特異的な獲得免疫反応の
制御を標的にすることによって、潰瘍性大腸
炎に対する疾患特異性の高い治療法が期待
できると我々は確信している。 

２．研究の目的 
こうした背景から我々は近年の潰瘍性大

腸炎治療の進歩と併存する問題点に着目し、

特定の獲得免疫反応を標的とした新規治療

法開発の意義を提案する。すなわち本研究で

はこれまで申請者らの蓄積してきた獲得免

疫反応や IBD モデル、さらに腸上皮細胞の再

生、分化など独自の研究成果や臨床経験を礎

としつつ、潰瘍性大腸炎の特殊な病態メカニ

ズムに対する新規治療法の開発戦略を展開

する。 
 
３．研究の方法 
（１）腸上皮細胞特異的な MTP 阻害療法の

基礎解析 
A) 腸上皮細胞に対するMTP阻害剤のCD1d
機能調節の解析 

マウス腸上皮細胞株 CT26 細胞もしくは

MODE-K 細胞を MTP 阻害剤（Bristol-Myers 
Squibb 社）存在下で培養し、CD1d の細胞内

局在を共焦点顕微鏡下で観察する。また糖脂

質抗原 -galactosilceramide や MTP 阻害剤の

存在下で培養したこれらの細胞の蛋白質試

料を用いて、MTP と CD1d や抗原物質との生

化学的会合を解析する。さらに糖脂質抗原の

存在下で invariant NKT 細胞株と混合培養し、

サイトカイン産生や増殖活性を測定する。 
B) MTP阻害剤のin vivoにおけるCD1d/ NKT



細胞機能調節の解析 

野生型C57BL/6マウスにMTP阻害剤を腹腔

内投与、経口もしくは注腸投与し、脾臓、肝

臓、腸間膜リンパ節、粘膜下層リンパ球、な

らびに腸上皮細胞など全身的な影響につい

て解析し、その効果とともに安全性に関して

も確認する。特にここではMTP阻害剤による

細胞内膜輸送などに関する想定外の細胞機

能異常の発生などの有無を確認する。つぎに

この阻害剤とともにOxazoloneの投与によるT
h2型ハプテン誘発性実験腸炎モデルやTCR
欠損マウスにおける自然誘発性慢性大腸炎

モデルを作製し、in vivoにおけるNKT細胞機

能への影響および病理組織学的変化につい

て評価を行う。 

C) 腸上皮細胞におけるMTP遺伝子発現抑

制による細胞機能への影響の解析 

 CT26細胞もしくはMODE-K細胞にsiRNA
を導入することによってMTP遺伝子の発現

を特異的に抑制したのちに、 -galactosilcer- 
amideの存在下で培養する。これらの細胞の蛋

白質試料を用いて、まずはMTPの発現レベル

をRT-PCRおよびWestern blot法で確認する。

この実験系におけるMTPのdown regulationを
確認したのち、上記と同様の生化学的、細胞

生物学的解析を行う。ここでは特にMTP阻害

剤使用時と比較して、同等の効果が得られる

か検討を行う。 

D) 腸上皮特異的なMTP欠損モデルの作製

とその解析、およびMTP遺伝子治療の検討 

 レトロウイルスベクターGFP-RVにMTP遺
伝子に特異的なshRNAを挿入する。この挿入

部位の下流にIRESを挟んでGFPが挿入され

ており、MTPの発現抑制をGFPで確認するこ

とができる。野生型（WT）C57BL/6マウスに

このウイルスを経腸的に感染させ、大腸組織

中のGFP発現を確認する。この感染マウスか

ら単離したNKT細胞の活性を測定する。また

このマウスに実験腸炎を誘発し、in vivoにお

ける効果について解析する。またここでは

MTP阻害剤と同様の効果が得られるかを確

認するとともに、B)で副作用が確認された場

合はこの実験系でそれが回避されるか否か

を検討する。さらにウイルスの感染効率が良

好でない場合を想定し、腸上皮特異的MTP欠
損マウスを作製する。Blumberg教授の協力に

よりMTP floxマウスを入手する予定であり、

我々が既に所有しているT3b-Creトランスジ

ェニックマウスと交配する。このマウスを用

いて実験腸炎など上記と同様の研究を行う。 

（２）幹細胞由来腸上皮前駆細胞を応用した

細胞治療の開発基盤樹立 
A) 腸上皮細胞を用いた MTP/CD1d 関連遺

伝子の網羅的解析 
 阻害剤または siRNA で MTP 発現や CD1d
機能を抑制した腸上皮細胞株、もしくは MTP
欠損マウスの大腸上皮から mRNA を抽出し

アミノアリル dUTP を用いた in vitro trans- 
cription を含む行程を用いて蛍光ラベルした

cRNA probe を作製する。これを用いて mRNA
発現パターンを RNA マイクロアレイ解析に

より比較解析し、発現上昇する MTP 関連遺

伝子群を網羅的に同定する。 
B) 実験腸炎モデルによる治療標的関連遺

伝子の選択 
実験腸炎を誘発したマウスの末梢血から

幹細胞を単離し in vitro で腸上皮細胞への分

化を誘導する。この上皮前駆細胞に上記 A)
の網羅的解析によって抽出された遺伝子群

の各々に特異的な shRNA を挿入した

GFP-RV を感染させ、MTP ならびに CD1d の

発現に与える影響を評価する。次にこれらの

感染上皮前駆細胞を再び腸炎を発症したマ

ウスに移入し、数週間後に大腸組織を採取し

て上皮内に移行した GFP 陽性細胞の存在を

確認する。さらに免疫組織化学染色法を行い、

GFP 発現と一致して MTP や CD1d の発現が

上皮細胞内で低下しているか確認する。 
（３）NKT 細胞選択的除去療法の技術基盤

の樹立 
A) invariant NKT細胞高親和性ビーズの作

製とその特異性の確認 

潰瘍性大腸炎における病態の中枢となる

NKT 細胞を標的とした新規治療の開発基盤

の第一歩として、本邦で既に認可されている

白血球除去療法の技術を応用し、NKT 細胞自

体を直接除去することが実用化の最短距離

と思われる。そこで本研究では初期段階とし

てそのビーズの作製を行う。CD1d 分子の細

胞外ドメインをコードする遺伝子を CHO 細

胞株に導入後、培養上清から精製した CD1d
蛋白質をビオチン化しアビジン分子と反応

させてテトラマーを作製する。さらにこれを

high-performance affinity ビーズに抱合させ、

NKT 細胞高親和性ビーズ(CD1-HPB)を作成

する。これと健常ボランティアから採取した

末梢血を反応させ、ビーズに結合した細胞や

反応後の血液中に含まれる細胞の FACS 解析



を行い、NKT 細胞に対する親和性や特異性な

どを確認する。また同手法で invariant TCR 鎖

遺伝子を精製することによって invariant TCR
ビーズ(iTCR-HPB)も同様に作製し、CD1 発現

性抗原提示細胞を標的とした治療法の可能

性についても同時に検討する。 

 
４．研究成果 

本研究は申請者らが独自に研究を展
開してきた CD1d 分子を介した NKT 細
胞の機能調節に注目し、潰瘍性大腸炎の
病態における免疫学的影響と新規治療
標的としての可能性について着目して
いる。その結果、本研究では当該研究期
間に以下のような成果が得られた。 

１）マウス腸上皮細胞株 MODE-K を
用いた実験では、MTP の阻害剤による機
能 抑 制 によ っ て細 胞表 面 に 発現 する
CD1ｄが減少し、小胞体付近の核近傍な
どの細胞内に限局することが観察され
た。２）また MTP 阻害剤を投与したマ
ウスにおいて、特に重篤な副作用を呈す
る傾向は認められず、骨髄、脾臓、末梢
リンパ節や腸管粘膜局所における T 細
胞、B 細胞などの一般の免疫担当細胞に
大きな変化を誘導しないことが確認さ
れた。３）さらに抗 CD1ｄ抗体を用いた
免疫沈降による生化学的解析結果から
は、腸上皮細胞において CD1ｄと MTP
は互いに会合していること、そして細胞
表面の CD1ｄの発現量が著しく低下し
ていることが示唆された。４）MODE-K
を用いた実験では、MTP 特異的 siRNA
の導入によって MTP の発現抑制が誘導
されることが mRNA レベルおよび蛋白
質レベルで確認された。５）そしてこの
とき共焦点顕微鏡下で観察すると、細胞
表面に発現する CD1ｄが減少し小胞体
付近の核近傍などの細胞内に限局する
ことが、MTP 阻害剤による実験と同様に
観察された。６）また siRNA の導入によ
る MTP の発現抑制によって、MODE-K
細胞の MHC クラスⅡ分子の発現レベル、
そしてその局在は影響されないことが
確認された。７）Blumberg 教授の協力に
よって腸上皮特異的 MTP 欠損マウスの
作製に成功した。このマウスにおいて大
腸上皮特異的に MTP の発現抑制が誘導
されることが mRNA レベルおよび蛋白
質レベルで確認された。８）そしてこの
マウスの腸管上皮を共焦点顕微鏡下で
観察すると、細胞表面に発現する CD1
ｄが減少し小胞体付近の核近傍などの
細胞内に限局することが、in vitro におけ
る実験と同様に観察された。９）またこ
のマウスの腸管上皮における MTP の発

現抑制によって、細胞の MHC クラスⅡ
分子の発現レベル、そしてその局在は影
響されないことが確認された。１０）さ
らに NKT 細胞誘導性の実験腸炎を誘発
したとき、腸上皮細胞において MTP が
欠損するとそれが著しく軽快すること
が臨床的、また病理組織学的に示唆され
た。 

これらの研究結果は MTP が小胞体に
おける CD1ｄの脂質化と、その後の細胞
内膜輸送に深く関与する事実、そして
MTP の発現調節が最終的に NKT 細胞の
機能を調節し得る可能性を暗示するも
のと思われる。さらにこの分子が炎症性
腸疾患の病態においてその治療標的に
なりうることが示唆され、今後の研究成
果が期待されるものと思われる。 
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