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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患は腸管の上皮の破壊が特徴的であり、これまでの研究で、Tregによる免
疫制御機構が腸管の上皮保護に重要であることが明らかになってきた。特に分子学的なメカニズムが明らかとな
る一方で、Tregの消化管内での局在や動態については長年不明であった。Ahrシグナルが炎症抑制細胞である
Tregを介して腸管上皮を再生する機序を明らかとしさらに、炎症性腸疾患に対する内視鏡検査において機械学習
を利用することで効率的な内視鏡システムの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory bowel disease is characterized by destruction of the intestinal
 epithelium, and previous studies have revealed that immune regulatory mechanisms mediated by Tregs 
are important for intestinal epithelial protection. While the molecular mechanisms have been 
elucidated, the localization and dynamics of Tregs in the gastrointestinal tract have remained 
unclear for many years, and the mechanism by which Ahr signaling regenerates the intestinal 
epithelium via Tregs, which are inflammatory suppressor cells, has been elucidated. We have also 
developed an efficient endoscopic system by using machine learning in endoscopic examinations for 
inflammatory bowel disease.

研究分野：内視鏡学

キーワード： 潰瘍性大腸炎

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで明らかでなかったAhr含有物質が腸管のホメオスタシス維持に重要であるというエビデンスに対して、
本研究を通じて炎症性腸疾患モデルを抑制することで、その詳細なメカニズムを明らかとした。さらに１細胞の
腸管内における局在解析を確立した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
消化管は栄養素の代謝・吸収を行う臓器であるとともに、病原細菌など外来抗原の侵
襲に対しする防御免疫誘導の場であり、感染防御の第一線を担っている。一方で、腸
内細菌叢や食物抗原などの常在抗原に対する過剰な免疫反応は、炎症性腸疾患や食物
アレルギーなどの自己免疫様疾患を引き起こす。その為、正常腸管では免疫応答を負
に制御する細胞集団が存在しており、常在抗原に対する寛容を誘導している。制御性
T細胞(regulatory T cells; Tregs)は消化管における免疫制御の中心を担う細胞とし
て知られており、その欠損や機能不全は炎症性腸疾患などの発症につながる。これま
での研究で、Treg による免疫制御機構や Treg の分化・機能維持に重要な分子の同定
などは次第に明らかになってきた。一方で、Treg の消化管内での局在や動態について
は長年不明であった。申請者は 2光子顕微鏡を使用することで、腸管粘膜内で Treg の
局在、動態を解析し、世界に先駆けて報告した 1, 2。近年、単一細胞レベルでの免疫細
胞の機能解析技術の飛躍的な進歩により、消化管内での多様な細胞の機能的相互作用
が解析可能になり、これまで報告されていなかった免疫細胞集団の同定や細胞同士の
ネットワークが可視化される様になった。本研究では、消化管局所における Treg の機
能・局在を単一細胞レベルで解析することを目的とする。さらに炎症性腸疾患に対し
て使用される青黛の大腸炎症抑制メカニズムを解明する。また、炎症性腸疾患に対す
る内視鏡検査において機械学習を利用することで効率的な内視鏡システムの開発を行
う。 
 
２．研究の目的 
 
消化管では Treg は表面抗原の発現パターンから、胸腺由来の Helios+ GATA3+ Treg、お
よび消化管局所で誘導される Helios- RORt+ Treg、 Helios- RORt- double negative 
(DN) Treg の 3 種類のサブセットに分類できる。近年の研究で、RORt+ Treg は腸内細
菌依存的に、DN Treg は食物抗原依存的に分化誘導されることが明らかになった（Kim 
Y, et al. Science 2017）。興味深いことに、消化管におけるこれらの Treg サブセッ
トの分布割合は部位により大きく異なる。Helios+, RORt+, DN Treg の細胞集団が、
小腸では 30-30-40%と分布するのに対し、大腸では 30-50-20%となっている。これは腸
管の部位に存在する常在抗原の量と比例しており、これらの Treg サブセットはそれぞ
れ特定の抗原に対する免疫反応を抑制していることで、効率よく部位特異的な免疫寛
容を誘導していると考えられる。本研究では、マウスモデルおよび腸管ヒト炎症性腸
疾患由来腸管粘膜を用い、2 光子顕微鏡と単一細胞機能解析を用いた革新的方法によ
り、各 Treg サブセットの単一細胞レベルでの細胞動態および機能解析を 4 次元的に
行う。特に炎症性腸疾患に対して使用される青黛を使用し抑制メカニズムを解明する。
さらに炎症性腸疾患に対する内視鏡検査において機械学習を利用することで効率的な
内視鏡システムの開発を行う。 
 
 
３．研究の方法 

炎症性大腸炎患者において Treg の局在を解析した。また通常食摂餌(control diet)、

青黛含有食事（Indigo naturalis diet; IN）を Foxp3creERT2:Rosa26lsl-tdTomato (iFoxp3Tomato)

マウスを作成し 2光子顕微鏡を使用して生体イメージングを行った。 
４．研究成果 
 
(1)IN 投与における大腸内での Treg の解析 



IN を３週間摂餌させたマウスにおける大腸内の免疫プロファイルを検証した。大腸粘
膜固有層内における Treg は IN マウスにおいて増加していた（IN-Treg と命名）。とく
に Treg の中でも Helios が陽性である Treg が増加しており、胸腺誘導型の Treg と考
えられた（図１A、B）。さらに DSS 大腸炎モデルを作成すると、IN マウスにおいて体
重減少は軽微で、炎症が軽減されることが判明した（図１C）。 

 
(2)IN—Treg の特徴解析
と TCR レパトア解析 
IN-Treg の特徴解析を
行う目的でシングルセ
ル RNA-seq を行なった。
IN-Tregでは4-1で記載
したように Rort 陰性、
Helios陽性のTregが増
加しており、同 Treg で
は Cd103、Gzma が高発現
していた。（図２A-C） さ
らに TCR レパトアを解
析した結果、IN-Treg で
は特定の TCR が増加し
ているわけでなく、多様
性として増加している
ことを見出した。本研究
からは IN-Treg は特定
の抗原によりクローナ
ルに Treg が増加してい
るわけでなく多様な
TCR を有していること
が明らかとなった。腸内
細菌の関与が疑われた
ため、無菌 IN を投与し
検討した。無菌 INでは
Treg の増加がキャンセ
ルされることから、IN-Treg の誘導には菌の存在が重要であること、菌により誘導さ
れると既報で報告のあるRort—TregではなくユニークなHelios-Tregであることが見
出された。 
 



(3)IN-Treg の腸管内での局在について 
IN-マウスにおける大腸内 Treg の腸管内局在、3次元構造解析を行った。 通常マウス

で大腸 Treg はクリプト近傍、基底層近傍
に多く存在することが明らかとなった。 
一方で IN-マウスにおいて、Treg は クリ
プト近傍から Villi 頂部に局在を変化さ
せることを発見した （図３A）。さらに炎
症性腸疾患患者における大腸生検検体を
解析した。通常治療における炎症性腸疾
患患者と IN を内服している炎症性腸疾
患患者における腸管上皮直下の CD25 陽
性T細胞はIN内服患者で有意に増加して
いることを確認した（図３B）。この結果
より IN は腸管上皮直下に Treg を誘導す
ると考えられる。 

 
(4)IN—Treg 誘導のメカニズム 

 IN-Treg が大腸上
皮内に誘導される
メカニズムについ
て検討した。Aryl 
hydrocarbon 
receptor（Ahr）は
核内受容体として
作用し炎症抑制効
果を有することが
知られており IN に
も含まれている。こ
の Ahr シグナルの
関与を検討する目
的で、T細胞特異的
に Ahr を欠失した
マウス（Cd4creERT2: 

Ahrf/f）では Treg（CD4+CD25+ T cells）の局在変化はキャンセルされず、上皮特異的
に Ahr を欠失したマウス(VillincreERT2:Ahrf/f:AhrIEC)では Treg の局在をキャンセルさ
れた。以上の結果より大腸上皮からの Ahr シグナルが腸管内の Treg の局在変化を規定
していることが明らかになった(図４A-C)。 
 
（５）炎症性腸疾患における機械学習を利用した内視鏡写真の解析及び実践 
炎症性腸疾患の内視鏡画像を利用し、炎症の程度の評価はエキスパート以外には難しい 3-6。そ
こで内視鏡画像を機械学習させることで炎症の程度を客観的に評価できるモデルを開発した。
IBD 専門内視鏡医が作成した 13,826 組の内視鏡画像の UC 重症度比較情報を用いて、ランキン
グ-畳み込みニューラルネットワーク（ranking-CNN）を学習した。学習した ranking-CNN を用
いて、UC Endoscopic Gradation Scale（UCEGS）を用いて重症度を表現した。AI が診断した UCEGS
と Mayo Endoscopic Subscore を用いた重症度評価に矛盾がないことを確認するために相関係数
を算出し、4名の IBD 専門内視鏡医と AI が UCEGS を用いて評価したテスト画像の平均値の相関
係数を算出した。AI が診断した UCEGS と Mayo Endoscopic Subscore の Spearman の相関係数は
約0.89,IBD専門内視鏡医とAIによる評価結果の相関係数はいずれも0.95以上であり有用な機
械学習システムの開発に成功した 7。 
 
結論 
本研究を通じて、IN は腸管上皮の Ahr シグナルを介して大腸内の Helios-Treg を増加させ、そ
の局在を変化させることで炎症を抑制することが明らかとなった 8, 9。さらに炎症を評価する機
械学習モデルを作成することに成功した。 
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