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研究成果の概要（和文）：小腸絨毛の陰窩に存在する腸管上皮細胞のパネート細胞は抗菌物質を

産生することで、腸管内の細菌の侵入を抑止するなどバリアー機能に重要な役割を果たしてい

る。抗菌物質の産生不良がクローン病などの難治性腸炎の原因であることが近年注目され始め

ているが、その産生機構は未だ明らかでない。本研究の遂行により、抗菌物質の一つである

Human Defensin 6(HD6)が上皮細胞の分化に必須である Hath1 遺伝子と細胞増殖必須である

beta-catenin 遺伝子の協調により直接制御されることを明らかとした。また小腸内視鏡の生検

検体を用いた解析により、クローン病患者の空腸生検と他疾患患者の空腸検体を比較すると病

理組織検査で特に異常がない部分においても Hath1 と HD6 の遺伝子発現がクローン病において

低下していた。以上より Hath1 の発現低下が抗菌物質の産生低下を惹起することで、バリアー

機能の低下が起こり、クローン病などの慢性持続性炎症を発症することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Previous studies have indicated that Hath1 contributes to the 
differentiation program of Paneth cells, however it remains unknown how Hath1 regulates 
the Paneth cell gene expression. This study shows the mechanism of phenotypic expression 
for Paneth cells by Hath1 in human intestine. The present study suggests that Hath1 and 
beta-catenin are essential for HD6 gene expression by binding to E-box sequence in 5’ 
promoter region of HD6 resulting in the contribution to Paneth cell phenotype. 
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１．研究開始当初の背景 
 腸管上皮組織は、幹細胞を由来とする細胞
群の秩序正しい「増殖」と「分化」の調和の
もと、生涯を通じ絶えず短い細胞回転で再生
を繰り返す特殊な組織機構を有する。また一
方、この制御システムの破綻が、重篤な増
殖・分化障害による組織再生不全、あるいは

異常増殖能獲得による癌化機構と密接に関
わることは明らかである。特に炎症性腸疾患
などの慢性、難治性炎症疾患においては腸管
の免疫調節機構破綻による持続炎症だけで
なく杯細胞減少、パネート細胞過形成など腸
管上皮分化異常も病態の一因とされている
が、その分子基盤は全く確立されておらず、
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特に罹患患者の増大と共に難治化、重症化す
る患者の増大により、新規治療法の開発が急
務とされている。そこで、申請者は腸管上皮
細胞分化遺伝子である bHLH 型転写因子
Atoh1(マウスホモログ；Math1/ヒトホモロ
グ；Hath1)の機能に着目し、これまで平成
17,18 年に基盤研究(C)「Math1 分子による腸
管上皮杯細胞分化と免疫制御機能の解析」
（研究代表者）、平成 19,20 年基盤研究(C)
「Hath1 標的遺伝子の網羅的検索における腸
管上皮分化調節機構解析」（研究代表者）に
おいて、転写因子 Hath1 における腸管上皮細
胞分化制御機構を明らかとしてきた。 
２．研究の目的 
 本研究ではこれらをさらに発展させ Hath1
制御による形質発現制御をパネート細胞形
質に特化し、形質発現制御による消化管バリ
アー機能を主眼とし、その制御破綻による難
治性慢性腸炎の発症、慢性化、難治化の成因
を解明することで新規治療法開発への基盤
とするものである。 
 本来、腸管は外界と交通し、表面積がテニ
スコート２面分と非常に広大な器官であり
腸管内は食餌抗原、腸内細菌などとの接触が
多く、体内への侵入を防ぐための上皮細胞バ
リアー機能は腸管恒常性維持のために非常
に重要な役割を担う。実際、炎症性腸疾患の
クローン病の感受性遺伝子として NOD2 の変
異が報告され、NOD2 変異によりパネート細胞
からの抗菌物質産生低下を認めることから
上皮細胞のバリアー機能不全が腸管内への
異物侵入を許可し炎症を惹起することがク
ローン病の発症原因であると示唆された。つ
まり炎症性腸疾患発症に関する免疫制御機
構の破綻は、腸管バリアー機能低下における
外来抗原の腸管内侵入が発端である可能性
が示唆された。しかし、パネート細胞への分
化機構、形質発現機構は未だ不明であり、こ
れらの機構解明が炎症性腸疾患におけるバ
リアー機能回復に有用であるだけでなく、新
規治療法の標的となる可能性を持つと考え
られる。 
 本研究ではこれらの知見をさらに発展さ
せ、1) Hath1 制御におけるパネート細胞形
質発現解析、2) パネート細胞分化シグナル
伝達機構解析、3)  抗菌物質産生による消
化管バリアー機能解析を中心課題に据え研
究期間２年で遂行する予定である。 
 申請者の解析においてパネート細胞は
Notch シグナル下流の HES1 遺伝子陽性、Wnt
シグナル下流のβカテニンが核内の発現し
ているという両シグナルが亢進し Hath1発現
抑制状態であるにもかかわらず、Hath1 タン
パクが陽性となる特殊な状況であることが
判明した。以上より、パネート細胞では Notch, 
Wnt シグナル以外のシグナルクロストークの
存在が示唆され、Hath1 発現抑制から回避す

る機構による特殊な環境下でのHath1発現が
杯細胞形質ではなくパネート細胞形質発現
に必要であると考えられる。特に FGF レセプ
ターの欠損マウスではパネート細胞が欠損
するという報告からも FGFシグナルがパネー
ト細胞形質発現にも深く関わると考えられ
る。既に申請者はパネート形質発現機構の解
析に着手し、抗菌物質である Human 
defensin(HD)5, 6のレポーターコンストラク
トを作成し、Hath1 発現によるプロモーター
活性を確認している。またその一方で sPLA2
のレポーター解析では Notchシグナルによる
活性上昇、遺伝子発現増加を認めていること
から、同じパネート細胞から発現する種々の
抗菌物質においてそれぞれ異なるシグナル、
転写因子により制御されるという興味深い
結果を得ている。さらに実際のパネート発現
解析を行うにあたり、パネート細胞形質をも
つヒト正常小腸上皮細胞由来細胞株(HIEC)
を用いることでシグナル動揺、転写因子発現
による詳細なパネート発現制御解析が可能
である。つまり、本研究計画はこれまで申請
者が独自に解析してきたシグナル伝達によ
る Hath1制御をさらに発展させることにより
遂行され、HIEC 細胞を日本で保有するのは申
請者のみであることから申請者にのみ可能
な状況である。加えて、申請者の施設は炎症
性腸疾患の基幹病院であり小腸内視鏡、大腸
内視鏡による生検検体が入手可能であるこ
とから、本研究計画で得られた結果を実際の
臨床情報、生検検体解析へとフィードバック
することで、新規治療の標的探索に有利な状
況であると考えられる。以上、本研究は以前
より腸管慢性炎症状態による腸管上皮再生
障害に着目し、上皮細胞機能における局所粘
膜免疫調節解析、腸管分化分子機構解析を主
にヒトの検体、細胞、遺伝子を用いヒトを主
眼において進めてきた申請者らにのみ遂行
可能でかつ独創性の高い研究である点に加
え、得られる成果により最終的には炎症性腸
疾患の腸管個々の細胞種分化障害に対し腸
管上皮の「細胞種ごとの機能的修復」を可能
にする「細胞オーダーメイド治療」の開発だ
けでなく、上皮細胞の内在性の恒常性維持機
能からの粘膜局所免疫統御を目指すという
新たな理論基盤を創出する可能性が期待さ
れる点においても、世界的評価に耐えうる研
究であると考えられる。 

 
３．研究の方法 
平成２１年度 
（1）Hath1 制御におけるパネート細胞形質発
現解析 

①Hath1 発現における抗菌物質プロモーター

解析 
パネート細胞形質であるHD5, HD6, Lysozyme, 

sPLA2 に関してプロモーター領域を抽出し、



Luciferase ベクターに組み込み構築する。

293T 細胞に Hath1 を発現させ、それぞれプロ

モーター活性を Luciferase にて計測する。プ

ロモーター活性を認めた遺伝子について、プ

ロモーター領域の長さを短縮し、活性部位を

同定する。また活性部位の塩基配列のドメイ

ン検索を行い、Hath1 結合配列である E-box

配列の有無、その他の転写因子の結合配列の

有無を確認する。活性配列部位にMutagenesis

により変異をおこし、Hath1 によるプロモー

タ ー 活 性 が 減 弱 す る か 確 認 す る 。           

E-box 以外の配列の場合、他の予想される転

写因子を発現ベクターに組み込み作成し、共

発現にて活性が上昇するか確認する。 

②Hath1 発現抑制におけるパネート細胞発現

解析 
 パネート細胞形質をもつヒト正常小腸上皮

由来細胞株(HIEC)において、Hath1 siRNA 処

理を行い、Hath1 遺伝子抑制による HD5, HD6, 

Lysozyme, sPLA2 の形質抑制効果を確認する。 

（2）パネート細胞分化シグナル伝達機構解析 

①Notch シグナルにおける形質発現解析 
 HIEC 細胞にNotch細胞内ドメイン部のみを

テトラサイクリン依存性に発現させ、誘導

Notch シグナル亢進系を作成する。Notch シグ

ナル亢進状態にて Hath1 遺伝子発現および抗

菌物質産生量を PCRおよび Wentern blot にお

いて解析する。さらに下流遺伝子である HES1

遺伝子に関しても誘導発現系を構築し、同様

の形質を認めるか確認する。逆にγ
-secretase 阻害剤を用い、Notch シグナルを

抑制させ、亢進状態と比較し、相反する形質

であることを確認する。また増減した形質発

現に関して(1)①において構築したプロモー

ターベクターをもちい、Hath1 と Hes1 を共発

現した際のプロモーター活性を確認する。 

②Wnt シグナルにおけるパネート形質発現解

析 
種々のリコンビナントWntタンパクをHIEC細

胞に添加し、Wnt シグナル亢進状態を作成す

る。Notch シグナルと同様に形質発現解析を

行う。また同様にβカテニンと Hath1 を共発
現し、パネート形質プロモーター活性を行う。 

③FGF シグナルにおけるパネート形質発現解

析 
 種々のリコンビナント FGFタンパクを HIEC

細胞に添加し、FGF シグナルによる形質発現

を同様に行う。またβカテニンや HES1 などの
遺伝子発現を解析し、他シグナル伝達経路と

のクロストークの有無を確認する。 

 
（3）抗菌物質産生による消化管バリアー機能

解析 

①慢性腸炎における抗菌物質発現解析 
 腸炎モデルマウス(CD45Rb high リンパ球移

入モデル)を用い、パネート細胞からの抗菌物

質(sPLA2, Lysozyme, Cryptisin)の発現解析

を行うとともに、大腸など異所性発現の有無

を確認する。また炎症性腸疾患患者の小腸お

よび大腸粘膜生検検体を用い、免疫染色にて

抗菌物質(HD5, HD6, Lysozyme, sPLA2)の発現

解析を行い、疾患名、病変部位、重症度、治

療抵抗性などの臨床情報と照合し、抗菌物質

との関連性を解析する。 

 
平成２２年度 

（1） Hath1 制御におけるパネート細胞形質

発現解析 

 プロモーター活性の認められた抗菌物質に

関して、活性ドメインをゲルシフトアッセイ

によるスーパーシフトの有無、ChIP アッセイ

を行い、直接の Hath1 結合を確認する。また

その他の転写因子による活性を認めた場合も

同様に ChIP アッセイを行い、さらに Hath1 と

の共発現によるドメイン結合強度を解析する。 

（2)パネート細胞分化シグナル伝達機構解析 

 前年度に解析した、Notch シグナル、Wnt シ

グナル、FGF シグナルに関してそれぞれクロ

ストークが存在するか、HIEC 細胞に各シグナ

ルを同時に亢進させた状態での形質発現を解

析する。また発現増加を認めた抗菌物質に関

してHath1との関与をChIPアッセイにより解

析し、同時に Hath1 siRNA による形質発現抑

制効果を解析することで Hath1 依存性を確認

する。 

 
(3)  抗菌物質産生による消化管バリアー機

能解析 

①慢性腸炎における抗菌物質発現解析 
 計画（2)で明らかとなったシグナル伝達に

よる抗菌物質産生機序を基盤とし、シグナル

動揺処理において、実際に抗菌物質が産生亢

進されるか確認する。抗菌物質産生亢進する

シグナル動揺系において腸炎モデルにより抑

制効果を下記項目により解析する。 

・臨床的評価 （体重減少、便性状、血便の

有無） 

・組織学的評価(細胞浸潤部位、細胞浸潤数、

組織障害度)に加えて細胞表面マーカーによ

る浸潤リンパ球性状解析（T:B 細胞比率、メ

モリー細胞比、CD4/8 比） 

②Atoh1 発現におけるバリアー機能解析 
 前年度作成した腸管上皮細胞特異的 Hath1

発現マウスをさらに Rag 欠損マウスと交配し

た上で、腸炎モデル(CD45Rb high リンパ球移

入モデル)を作成し、パネート形質発現におけ



る腸炎抑制効果を解析する。 

 
４．研究成果 
(1)HD6 遺伝子発現機構解析 
 腸管上皮細胞の細胞株であるLS174T細胞、
SW480 細胞を用いて Hath1 を強制発現させた
とき、HD6 の発現を解析したところ、両方の
細胞でHD6の発現上昇を認めた。さらにsiRNA
にて Hath1 遺伝子発現を抑制すると、HD6 の
発現は減少したことから HD6 発現は Hath1に
依存することが示唆された。 
 
(2)HD6 プロモーター解析 
 HD6 の発現機構を解析するために HD6 のプ
ロモーター部分 1000bp を抽出し、ルシフェ
レースベクターに組みこみ、Hath1 による転
写活性を解析した。プロモーター内には
Hath1 が結合される Ebox 配列が計 4 カ所存
在し、さらに TCF4 の結合配列が 3 カ所存在
した。Hath1 発現により HD6 のプロモーター
活性は有意に上昇した。Ebox 配列由来の転写
活性かを解析するため、4カ所の Ebox 配列を
変異させたプロモーターをそれぞれ作成し
たところ、Hath1 の発現にて 5’側から 3 番
目の Ebox 配列変異プロモーターのみ活性の
上昇を認めなかった。つまり３番目の Ebox
配列に Hath1 が結合し、転写を活性させるこ
とが示唆された。 
 さらに Human Defensin 5 (HD5) では
beta-catenin/TCF4 により転写活性、遺伝子
発現上昇を認める報告があることから、HD6
プロモーター領域内の TCF4 結合配列の解析
を行った。3カ所の TCF4 結合配列をそれぞれ
変異させたプロモーター活性を解析したと
ころ、興味深いことに、5’側から 3 番目の
TCF 結合配列に変異のあるプロモーターは
Hath1 によるプロモーター活性の上昇を認め
なかった。これは Hath1 由来の活性上昇には
その近傍に TCF4 が結合していることが重要
であり、Hath1 と TCF4 が協調して HD6 の遺伝
子発現を制御することが示唆された。また
TCF4 の転写活性は beta-catenin の結合によ
り増強されるが、beta-catenin の阻害剤にて
Hath1 発現による HD6 発現上昇は消失した。
以 上 よ り 、 HD6 の 発 現 に は
TCF4/beta-catenin/Hath1 の３者の複合体に
よる転写活性により制御されていることが
判明した。 
 
(3)Hath1,beta-catenin 共局在機構解析 
 以前の解析から Hath1は Wntシグナルによ
り beta-catenin と相補的に蛋白分解を認め
ることから、beta-catenin と Hath1 が共局在
することは難しいと考えられた。しかしヒト
小腸の絨毛を免疫染色したところ、パネート
細胞では beta-catenin と Hath1 が共局在す
ることを明らかとした。beta-catenin が Wnt

シグナル以外で核に局在するかを解析した
ところ、 FGF シ グナル刺激により、
beta-catenin が核に局在し、Hath1 と共在す
ることを HIEC 細胞を用いて明らかとした。 
つまりパネート細胞では FGF シグナルにて
beta-cateninとHath1が共局在し抗菌物質の
産生を制御することが示唆された。 
 
(4)小腸生検検体解析 
 実際のヒト小腸における抗菌物質の産生
を解析した。DBE にて全小腸のマッピング生
検をしたところ、同一人物の小腸部位による
抗菌物質の発現は一定であった。しかし、ク
ローン病患者においては、病変を認めない空
腸粘膜の生検においてパネート細胞は正常
と同じく存在するにもかかわらず、Hath1 と
HD6 の発現は低下していた。以上よりクロー
ン病ではHath1遺伝子発現低下が抗菌物質の
産生を減少し、バリアー機能を低下させるこ
とが腸炎の発症の一因であることが示唆さ
れた。 
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