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研究成果の概要（和文）：クローン病の腸管組織にはニッケル粒子が沈着していることを発見しました。これま
での我々の追加研究では、大腸がん組織や潰瘍性大腸炎の組織にはニッケル粒子の沈着は見られませんでした。
細胞株を用いてニッケル粒子が細胞死やサイトカイン産生などを誘導することを明らかにしました。また、クロ
ーン病の遺伝的要因であるA20/TNFAIP3の変異を持つマウスを用いて、ニッケル粒子が腸炎を悪化させることを
明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：We have discovered the deposition of nickel particles in Crohn's disease 
intestinal tissues. Analysis of human disease samples so far has not shown deposition in 
non-cancerous parts of colorectal cancer tissues or tissues of ulcerative colitis. Using cell lines,
 we have elucidated the cellular alterations caused by nickel particles and have also revealed that 
nickel particles exacerbate intestinal inflammation in mutant mice of the Crohn's disease 
susceptibility gene A20/TNFAIP3.

研究分野：消化器内科

キーワード： クローン病　A20　腸炎　ユビキチン　ニッケル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
クローン病や潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患は、日本で急増している原因不明の消化管難病です。これらの病
気の発症に直結する決定的な環境因子はまだ特定されていません。今回、これまで全く解析されていなかった生
命金属の観点から調査を行い、クローン病の腸管組織にニッケル粒子が沈着していることを発見し、動物モデル
で検証しました。健康な人では経口摂取した生命金属は体外に排出されますが、クローン病の遺伝的背景を持つ
人（A20/TNFAIP3変異など）では、何らかの理由でニッケル粒子が腸管に蓄積し、炎症に関与するという新しい
仮説が提唱され、大きなインパクトを与えています。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
クローン病・潰瘍性大腸炎に代表される炎症性腸疾患は本邦で急増している原因不明の消化管
難病である。その要因として遺伝的背景・腸内細菌叢の他、環境因子が重要である事が知られて
いる。申請者はこれまで同疾患の遺伝的背景に着目し、その機能と直結するオートファジー・細
胞死等に関する研究を通じ炎症性腸疾患の病態解明研究を行ってきた(Nature 2009; Nat 
Immunol 2011, 2015; Autophagy 2015, 2016, 2018）。同研究を追求する中で新たに環境因子に
着目した。ヒト生体には鉄(Fe)・亜鉛(Zn)・マンガン(Mn)・クロム(Cr)など多様な「生命金属」
が内在している。これら生命金属は食物等を介して摂取されており、腸管は生命金属に常に曝露
される場となっている。食生活の欧米化により腸管が生命金属に暴露される機会・量は既に増加
し、近年は化粧品・調理器具・歯科治療金属等にも多くの生命金属が含まれており、多彩な「生
命金属」に暴露される機会・量はいずれも増加の一途である。そこで申請者らは炎症性腸疾患の
病因となる環境因子として全く解析されていなかった生命金属について検討した。 
 
２．研究の目的 
従来、食品等から採り込まれた生命金属は必要量のみが吸収され、余剰分は速やかに体外に排
除・排泄されるため、消化管疾患発症の要因とは考えられていなかった。しかしながら生活習慣
等の変化により多彩な生命金属に暴露する機会や総曝露量が増加したことにより、従来の考え
方を転換する必要性が高まっている。このように、「腸内環境における生命金属の役割」の解明
と新たな角度からの病態理解が本研究の核心的な問いである。そこで、本研究では、(1)生命金
属蓄積パターンの解明、(2)ニッケルによる細胞機能制御の解明、(3)ニッケルによる腸内細菌叢
制御の解析、(4)腸炎惹起機構におけるニッケルの役割、の 4 点を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)生命金属蓄積パターンの解明、 
放射光蛍光 X 線分析法(SR-XRF 法)及び X 線吸収微細構造法(XAFS 法)を用いてヒト腸組織を解
析する。同検討により蓄積している生命金属の局在・量・金属種に加えイオン化・酸化の状態も
識別した蓄積パターン・プロファイルを取得する。クローン病・潰瘍性大腸炎・大腸がんなどの
消化管疾患から得られた腸組織を対象とし疾患特異的な生命金属蓄積パターンの同定を試みた。 
(2)ニッケルによる細胞機能制御の解明、 
同定済みのニッケル粒子について、如何なる機構で腸上皮細胞または免疫細胞の機能を制御す
るのかオートファジー、サイトカイン産生、細胞死などを検討した。 
(3)ニッケルによる腸内細菌叢制御の解析、 
ニッケル粒子をマウスに混餌することでマウス腸内細菌叢への作用を次世代型シークエンサー
（NGS）による 16S rRNA遺伝子解析にて検討した。 
(4)腸炎惹起機構におけるニッケルの役割 
腸炎モデルマウスを用いてニッケル混餌により病態への作用を明らかにする。各種遺伝子操作
マウスを用いてメカニズムを明らかにするとともに、クローン病感受性遺伝子である
A20(TNFAIP3)欠損マウスでも解析した。A20変異のある患者由来細胞の準備を行い、さらに A20
と分子構造の近い ZRANB1（Trabid）における解析も行った。 
 
４．研究成果 
 
(1)生命金属蓄積パターンの解明 
腸管における金属の蓄積を同定するために、クローン病手術標本を中心に放射光蛍光 X 線分析
法(SR-XRF 法)を行った。ヘマトキシリン・エオジン染色により粘膜の炎症が確認できている組
織において、亜鉛や鉄の沈着は観察されなかった。驚いたことに、クローン病に罹患した組織の
粘膜下層には、高濃度のニッケル粒子が観察された（図 1A）。各元素の化学状態を推定するため
に X 線吸収微細構造法(XAFS 法)を行ったところ、金属と水溶液の XAFS スペクトルを比較し
た結果、組織で観察されたニッケルの痕跡は、より金属のそれに近く、ニッケルの局在がイオン
ではなく粒子の状態であることが示された（図 1B）。驚くべきことに、ニッケルと一緒に検出さ
れた他の金属元素はなく、ニッケルは合金の形ではなかったことが示された。より詳細な分布画
像を微小粒子誘起 X 線発光（PIXE）によって得た。ニッケル部位の直径は 10～100 mmであっ
た（図 1C）。特筆すべきことに、現在までの解析では大腸がんの非がん部分では、ニッケル粒子
は観察されなかった。これらのデータを総合すると、クローン病組織でニッケル粒子が確認され
た。さらに、他の生命金属の特異的沈着は潰瘍性大腸炎の手術検体におけるクロムのみを認めら
れた。 
 
 



         図１ クローン病腸管組織におけるニッケル粒子の沈着 
 
(2)ニッケルによる細胞機能制御の解明 
腸管局所に蓄積したニッケル粒子がイオンを介して作用している可能性も考え NiCl2 にてヒト
由来細胞株を刺激すると lysosomes の蓄積を認めたとともに LC3 puncta や p62/SQSTM1 
puncta が増加していた。一方で、ニッケル粒子は直接、マクロファージなどではエンドサイト
ーシスで細胞内に取り込まれる可能性があった。そこでマクロファージに分化できるヒト THP1
細胞株を用いて、膜障害を Gal3を用いて検討したところ、ニッケル粒子を囲うように観察され、
膜が障害されている可能性が考えられた。次に、THP-1細胞を電子顕微鏡で分析した。THP-1細
胞はフィロポディア形成を示し、刺激後 1 時間以内にニッケル粒子が貪食されたことを示した
（図 2）。またニッケル粒子と脂質体がオートファゴゾーム内でも観察された。さらに、ウエス
タンブロットにて、ニッケル粒子は THP-1 細胞で
LC3-II（微小管関連タンパク質軽鎖）を誘導した。
沈殿実験から、ニッケル粒子は時間依存的に 
p62/SQSTM1、LC3-II、ユビキチンと結合すること
が明らかになった。これらのデータから、ニッケ
ル粒子はオートファジーによって捕捉されること
が示された。     
                  図２ ニッケル粒子刺激の電子顕微鏡写真（THP1細胞） 
 
(3)ニッケルによる腸内細菌叢制御の解析 
C57BL/6J マウスを用いた検討を行うにあたり、まずニッケル粒子を混餌して２ヶ月程度飼育し
ても肉眼的には異常を認めない濃度として 0.5%を設定した。次に C57BL/6Jマウスにニッケル粒
子を 1 週間混餌（0.5%）し、便中腸内細菌を次世代型シークエンサー（NGS）による 16S rRNA遺
伝子解析を行った。便中の Firmicutes 門フィーカリバクテリウム属（Faecalibacterium）が減
少することを見出した。肉眼的に腸管に変化は認めていないが、Faecalibacterium prausnitzii
は炎症性腸疾患で変化することが報告されており詳細に検討していく必要がある。 
 
(4)腸炎惹起機構におけるニッケルの役割 
腸管炎症におけるニッケル粒子の作用を検討するにあたり、マウスに対して 2%DSS（デキストラ
ン硫酸ナトリウム）を５日間自由飲水にて腸炎を惹起させる腸炎モデルを用いた。DSS の自由飲
水終了後にニッケル粒子を混餌（0.5%）して腸炎への
作用を検討した。C57BL/6J 及び腸管上皮特異的 Atg5
欠損マウス(Atg5 flox/flox villincreマウス)を用
いた検討では、ニッケル粒子を混餌しても、腸炎の増
悪は認められなかった。一方で、マクロファージ特異
的 Atg5 欠損マウス(Atg5 flox/flox LysMcreマウス)
に対し、ニッケル粒子を経口投与すると DSS 腸炎モ
デルで腸炎が増悪することが確認された。つまり、マ
クロファージにおけるオートファジー機能破綻がニ

図３ 



ッケル粒子による腸炎増悪に関わることが示唆された。次に腹腔内マクロファージ(PEC)を用い
てニッケルの作用を検討した。野生型マウス由来 PEC においてニッケルイオン、ニッケル粒子
100nm 刺激では閾値を超えると濃度依存的に細胞死が誘導されることが確認されたが、この作
用は ATG5には依存していなかった。ニッケル粒子刺激による TNFα産生が ATG5 欠損 PECにおい
て上昇していていることを見出した（図３）。 
 
我々は、クローン病感受性遺伝子として TNFAIP3(A20)を同定し、報告してきた(Nat Immunol 
2011)。そこでクローン病の病態とニッケルを明らかにするためにクローン病感受性遺伝子 A20
の操作マウスを用いて検討した。マクロファ
ージ特異的欠損マウス(A20 flox/flox LysM-
creマウス)に対するDSS腸炎にニッケル粒子
を混餌すると DSS腸炎モデルが増悪すること
が判明した（図４）。A20 欠損 PECを用いて検
討すると、A20 欠損 PEC はニッケル粒子の刺
激により TNFαの上昇を認めた。さらに反応
性フリーラジカルである Nos2 の発現も増加
していることを確認した。このことから、A20
欠損マウスにおいては、ニッケル粒子はマク
ロファージにおけるサイトカイン産生や Nos
などの変調を誘導し炎症を増悪させている
可能性が示唆された。 
 
マクロファージ特異的欠損マウス(A20 flox/flox LysM-creマウス)を用いた病理学的に検討を
行なっているが現在のところ肉芽腫の形成は認められない。そこで、マクロファージ特異的欠損
マウス(A20 flox/flox LysM-creマウス)を用いた慢性腸管炎症モデルにニッケル粒子の混餌を
行った。この慢性モデルでは腸管に肉芽腫様な変化を認めており、今後詳細に検討していく。次
に、A20と似た分子ドメインを有する脱ユビキチン化酵素の ZRANB1（Trabid）についても検討を
行った。ZRANB1（Trabid）は脱ユビキチン化酵素であり、443番目アミノ酸のシステイン（C）を
セリン（S）に変異すると脱ユビキチン化機能が損なわれることが知られている。本研究では
CRISPR/Cas9 を用いて Zranb1 C443S変異ノックインマ
ウス（Zranb1C443S/C443S）を樹立し、腸管における
ZRANB1 の機能を検討した。大腸粘液の主要構成成分で
ある MUC2は腸の恒常性維持に重要な役割を果たしてい
る。Zranb1C443S/C443Sマウスの大腸では、Muc2の mRNA
発現およびタンパク発現が減少し、内粘液層の厚さが
菲薄化していた。さらに、杯細胞分化誘導条件における
Zranb1C443S/C443S マウス由来大腸オルガノイドにお
いて、Muc2の mRNA発現が低下した。これらの結果から、
ZRANB1 が大腸上皮において Muc2 の制御因子であるこ
とを初めて明らかにした。次に in vivo における機能
を明らかにするために、デキストラン硫酸ナトリウム
（ DSS ） 誘 発 性 大 腸 炎 を 惹 起 し た と こ ろ 、
Zranb1C443S/C443S マウスでは腸炎が増悪することが
明らかとなった（図５）。ニッケル粒子を投与して腸炎
への作用を明らかにしていく。 
 
さらに詳細に検討するため、既に A20変異（c.677del, p.Pro226LeufsTer2 ）のある患者由来の
腸管上皮オルガノイドを既に樹立済みである（図６）。
ヒト初代細胞にてニッケル誘導性の細胞変調の解析
を行う。継代においては形態的には変異のないヒト腸
管上皮オルガノイドと同じ増殖を認めている。A20 変
異のある患者由来オルガノイドにおいてニッケル刺
激による電子顕微鏡による膜動態やオートファジー
の観察、サイトカイン産生、細胞死などを解析してい
く。 
 
これらの研究成果から、健常人では遺伝的背景のなく多彩な金属に暴露が増加しても必要量は
吸収し余剰分は排泄できるが、クローン病では遺伝的背景があり（A20/TNFAIP3変異など）何ら
かの理由でニッケル粒子が腸管に蓄積し炎症に関与するという仮説を考えられた。 
 
 

図４ 
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