
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(C)

2014～2012

小児期における消化管粘膜免疫機構の解析と消化器疾患の病態の解明

Investigation of pediatric mucosal immune system and pathogenesis of pediatric 
onset gastrointestinal diseases.

９０３３８３３５研究者番号：

大塚　宜一（OHTSUKA, Yoshikazu）

順天堂大学・医学部・客員准教授

研究期間：

２４５９１５８５

平成 年 月 日現在２７   ６ １０

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：新生児一過性好酸球性腸炎（NTEC）、食物過敏性直腸炎（FPIP）、小児炎症性腸疾患の粘膜
をMicroarray、RT-PCR、免疫組織染色法を用い解析した。NTEC, FPIPではCCL11、CXCL13の関与が、小児クローン病で
はCXCL-9,-10,-11、小児潰瘍性大腸炎ではMMP-1,3,7,10の関与が示唆された。両者で発現亢進が確認されたCXCL13は、
B細胞を誘導するリンパ濾胞形成因子であり、新生児期からの食物に対するIgA産生や寛容誘導に深く関わっている。そ
の発現亢進は、小児に欠かせない免疫応答であると考えられる一方、炎症増強に関わっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the pathogenesis of pediatric onset gastrointestinal diseases, 
such as food protein-induced proctocolitis (FPIP), neonatal transient eosinophilic colitis (NTEC), 
Crohn’s disease (CD), and ulcerative colitis (UC), we examined the mucosal expression of inflammatory 
signals using microarray, RT-PCR, and immunohistochemical analysis. Enhanced expression of IL-6, CCL11, 
and CXCL13 was confirmed in both NTEC and FPIP. Mucosal infiltration of CD3- and IgA- but not 
IgE-positive cells was confirmed in both. Studies with CD and UC revealed that the expression of CXCL9, 
10, 11 and MMP-1, -3, -7, -10 was significantly enhanced in active phase of pediatric CD and UC, 
respectively. Meanwhile, enhanced expression of CXCL13 was confirmed among these diseases suggested that 
IgA synthesis targeting multiple antigens is an important task for the mucosal immune systems during 
infancy since CXCL13 is a chemokine related to lymphoid follicle formation leading to IgA synthesis.

研究分野： 小児消化器病学

キーワード： 食物アレルギー　新生児・乳児消化管アレルギー　炎症性腸疾患　クローン病　潰瘍性大腸炎　リンパ
濾胞　CXCL13
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１．研究開始当初の背景 
新生児および乳児期から幼児期は、消化

機能、バリアー機能、腸内細菌叢の変化な
どにともない、粘膜免疫機能にダイナミッ
クな変化が起こっていると考えられる。消
化管の粘膜免疫機構は、消化機能、粘膜上
皮細胞（バリアー機能）、免疫機能が 3 本
の柱となって営まれている。消化機能が未
熟であれば抗原性のある蛋白質やペプチド
をアミノ酸まで消化できず、免疫反応が誘
導される。一方、十分消化されなかったペ
プチドは粘膜上皮細胞が有するバリアー機
能により管腔内に排除される。それでも体
内に侵入してしまったペプチドに対しては、
免疫寛容が誘導され生体の恒常性を維持し
ている。一方、遺伝的素因や腸内細菌叢が
その営みを修飾し、より寛容を誘導しやす
い環境を提供する場合もあれば、リンパ濾
胞増殖症、消化管アレルギー、新生児壊死
性腸炎、炎症性腸疾患などの発症に関与し
ている可能性も示唆される。特に、新生児
や乳児は、消化機能およびバリアー機能が
未熟であり、ウイルス性腸炎に罹患するこ
とも多い。その結果、十分に消化されてい
ない抗原となりうるペプチドが、粘膜内へ
侵入し、抗原提示の増強、免疫細胞の活性
化などを介し寛容が破綻しアレルギーや炎
症反応などの過剰な免疫応答が誘導されや
すい状態であると考えられるが、その詳細
は未だ不明である。 

 
２．研究の目的 
 新生児から乳児期および学童期に認めら
れるリンパ濾胞増殖症、新生児・乳児消化管
アレルギー、食物過敏性腸症、潰瘍性大腸炎、
クローン病などの小児消化器疾患および正
常対照群を対象とし、各種シグナル分子の発
現を Microarray 法、real-time RT-PCR 法、免
疫組織染色法などにて比較検討し、それぞれ
の疾患の病態を解明するとともに、小児期消
化器病の特性について検討した。 
 
３．研究の方法 
 新生児から学童期のリンパ濾胞増殖症、新
生児・乳児消化管アレルギー、食物過敏性腸
症、潰瘍性大腸炎、クローン病などすべての
小児消化器疾患および正常対照群を対象と
する。 
(1) 上記疾患患児およびその両親に対しイン
フォームドコンセントを行い、研究への協力
を要請する。 
(2) 免疫・分子生物学的解析 
① 消化管の粘膜検体を生検し、採取された
消化管粘膜を RNAlater (Applied Biosystems) 
に入れ-30 度で保存する。 
② 組織標本から mRNA を抽出し、cDNA を
作成した後、Microarray 法を用い、炎症性・
抗炎症性シグナル分子の発現を多角的に捉
える。 
③ Real time RT-PCR 法を用い、Microarray 法

により強く関与が示唆された分子の発現を
定量的に確認する。 
(3) 組織学的検討 
① 組織標本はホルマリン固定後、HE 染色を
行い病理学的解析を行う。 
② 一部は OCT コンパウンドに包埋後、凍結
保存し免疫組織染色を行う。特に、Microarray 
法により強く関与が示唆された分子の発現
を免疫組織染色法にて検証する。 
 
４．研究成果 
(1) 新生児期および乳児期における下部消化
管出血の解析 
①背景：日常診療において、新生児期から乳
児期に下部消化管出血をきたす児に遭遇す
ることは少なくない。大腸粘膜に多く確認さ
れる好酸球の存在や、末梢血中に存在する抗
原特異的に反応するリンパ球などが確認さ
れ、母乳やミルクに対する消化管アレルギー
の関与が指摘されている。しかし、哺乳以外
の栄養法が確立されていない新生児に対し
て、抗原特異性を確認することは難しく、そ
の病態の詳細は未だ不明な点が多い。そこで、
新生児期から乳児期に下部消化管出血を認
めた食物過敏性直腸炎（FPIP：Food protein－
induced proctocolitis）および新生児一過性好酸
球性腸炎（NTEC：neonatal transient 
enterocolitis）症例を対象に、S 状結腸におけ
るシグナル分子の発現を中心に検討した。 
 
②方法：2008 年 1 月から 2012 年 6 月までに、
新生児期・乳児期に下部消化管出血を来たし
当院で入院加療を行った、FPIP および NTEC
と考えられた 22 人を対象に、その臨床像と
発症後の経過を検討した。また、下部消化管
内視鏡検査を施行し、S 状結腸の生検組織を
用いて免疫染色を施行、シグナル伝達分子の
発現を Microarray 法にて網羅的に検討した。
さらに発現の増強を確認したCXCL13および
CCL11（eotaxin-1）に対し、それらの発現を
real-time RT-PCR 法を用い確認した。 
 
③結果：対象は、FPIP 13 人(平均日齢 10.46 ± 
19.26)、NTEC 9 人(平均日齢 0)。両群におい
て、末梢血白血球の上昇(12,685 ± 3,754/μl、
30,978 ± 16,166/μl)および好酸球の上昇(1,084 
± 816/μl、4,456 ± 3,341/μl)を認めた。いずれも
NTEC において有意に増加していた（図 1）。 

 



図1 NTECとFPIPにおける白血球数と好酸球
数の比較. *p<0.05 
 
下部消化管内視鏡検査では、両群において、
表層性の炎症・出血、リンパ濾胞の過形成を
認めた。特に新生児期の症例（NTEC）に、
より強い表層性の炎症所見を認めた一方、乳
児期の症例（FPIP）に、より強いリンパ濾胞
の過形成を認めた。粘膜の病理組織像では、
好中球、リンパ球および好酸球の浸潤を認め
た。特に NTEC でより有意な好酸球浸潤を認
めた。粘膜組織の免疫染色では、CD3 陽性細
胞と IgA 陽性細胞を認めたが、IgE 陽性細胞
は認めなかった。リンパ濾胞の過形成を認め
た FPIP の粘膜において、より多くの IgA 陽
性細胞を認めた（図 2）。 

 
 
図 2 NTEC と FPIP における HE 染色、CD3、
IgA、IgE 陽性細胞. 
 
Microarray法による解析では、特に著明なTh1 
およびTh2サイトカインのシグナル発現の亢
進は認められなかったが、正常対象群と比較
し IL-6、CCL11、CXCL13 などの発現が亢進
していた。以上の変化は、real-time RT-PCR
法でも確認できた一方、NTEC と FPIP を比較
すると、特に FPIP において CXCL13 の発現
が有意に強かった（図 3）。 

 
図 3 NTEC と FPIP における IL-6、CCL11、
CXCL13 の発現の比較（real-time RT-PCR）. 
*p<0.05 
 
なお、検討を行った 22 人のうち、FPIP の 1
人のみ、1 歳時に牛乳アレルギーを発症した。 
 

④結論：新生児期・乳児期の FPIP、NTEC に
おいては IL-6、CCL11 と CXCL13 が病態に深
く関与している可能性が示唆された。このう
ち CXCL13 は、B 細胞を誘導するリンパ濾胞
形成因子である。リンパ濾胞は、食物などの
抗原に対する IgA 産生や寛容の誘導に深く関
わっており、この時期に CXCL13 の発現が亢
進していることは生理的には好ましい現象
であると考えられる。この「IgA を産生する」
という生理的な反応の増強が、この時期の消
化管出血の一因である可能性が示唆された。
一方、（特に腸内細菌などに対する）IgA が十
分に産生されるまでの防御機構を、CCL11 の
刺激を受け浸潤している好酸球が担ってい
る可能性が示唆された。 
NTEC および FPIP の発症には、多種類の抗原
の増加、腸内細菌叢の変化、免疫反応の増強
などが影響しているものと考えられた。他方、
新生児期から乳幼児期に認められる下部消
化管出血には、アレルギー反応の関与が示唆
されているが、今回の検討では、1 歳時にミ
ルクアレルギーを呈したものは 1 例に留まっ
ていた。本検討からも、純粋なアレルギー反
応とは異なった免疫応答が関わっている可
能性が示唆された。 
 
(2) 小児の炎症性腸疾患における CXCR3 関
連分子および MMP ファミリーの発現に関す
る検討 
①背景：本邦において炎症性腸疾患 (IBD)が
増加傾向にあることが指摘されている。特に
小児の IBD は成人例と比較し、腸が広範に障
害され、また病変の進行が早く、より重篤で
あることが特徴とされているが、その病態や
増悪因子に関しては、十分な検討はなされて
いない。そこで、小児期発症のクローン病 
(CD)と潰瘍性大腸炎 (UC)の粘膜を用い、炎
症性シグナル分子の発現を中心に検討した。 
 
②方法：小児の IBD の発症機序を解明するた
め、急性期と寛解期の CD・UC の患児と正常
対象それぞれ 3 名の腸粘膜を Microarray 法に
て解析し、炎症性遺伝子の発現について検討
した。加えて、Microarray 法で急性期の CD
とUC患児に過剰発現していたCXCL9, 10, 11, 
CXCR3, MMP-1, -3, -7, -10 の評価のために各
群からそれぞれ 6 名の児を抽出し、real-time 
RT-PCR と免疫組織染色を行った。  
 
③結果：Microarray 解析では、いずれの疾患
においても Th1、Th2、Th17、Treg 細胞関連
のシグナル発現の亢進を認めた。特に、UC
はいずれの分子の発現も増強していたのに
対し、CD ではより Th1 にシフトした発現亢
進を確認した。また、CXCL9, 10, 11 を含む 8
つの遺伝子と MMP-1, -3, -7, -10 を含む 15 個
の遺伝子が、それぞれ急性期の CD (fold 
change>10, P<0.05)と急性期の UC (fold 
change>5, P<0.05)において過剰に発現してい
た（図4）。CXCL13の発現亢進も確認された。 



 
 
図 4 活動期と寛解期の UC、CD 粘膜を用い
た Microarray 解析. 
 
さらに CXCL9, 10, 11 およびそのレセプター
であるCXCR3の発現亢進を real-time RT-PCR
で確認した。これらの変化は、CD において、
より発現が亢進していた（図 5, 7）。 

 
 
図 5 活動期の UC、CD 粘膜を用いた CXCL9, 
10, 11 および CXCR3 の発現の解析（real-time 
RT-PCR）. *p<0.05 
 
同様に、MMP-1, -3, -7, -10 の発現亢進を
real-time RT-PCR で確認した。以上の発現は、
UC でより亢進していた（図 6, 7）。 

 
図 6 活動期の UC、CD 粘膜を用いた MMP-1, 
-3, -7, -10 の発現の解析（real-time RT-PCR）. 
*p<0.05 

 
図 7 活動期の UC、CD 粘膜における CXCL9, 
10, 11, CXCR3, MMP-1, -3, -7, -10 の発現の比
較（real-time RT-PCR）. *p<0.05 
 
免疫組織染色では活動期の CD・UC の腸上皮
細胞と粘膜固有層において CXCL9, 10, 11, 
MMP-1, -3, -7, -10 の過剰発現を認めた。
CXCR3 は粘膜固有層で過剰に発現していた。
CXCL9, 10, 11 は CD に、また、MMP-1, -3, -7, 
-10はUCにより著明に発現していた（図 8, 9）。 
 

 
図 8 活動期の UC、CD 粘膜における CXCL9, 
10, 11, CXCR3 の発現（免疫染色） 
 

 
 
図 9 活動期の UC、CD 粘膜における MMP-1, 
-3, -7, -10 の発現（免疫染色） 
 
④結論：以上の所見から、小児 CD の粘膜障
害には、CXCL9, 10, 11 および CXCR3 分子が、
また、小児 UC の粘膜障害には MMP ファミ
リーが深く関与している可能性が示唆され



た。一方、CXCL13 の発現亢進も確認され、
これらの分子の発現が、小児 IBD をより重篤
なものにしている可能性が示唆された。今後
は、成人発症 IBD との比較により、小児期発
症 IBD の特殊性を、より深く検討していきた
い。 
 
(3) 総括 
本検討では、新生児期から小児期における

NTEC、PFIP、UC、CD において、CXCL13
の発現亢進が確認された。CXCL13 は、B 細
胞を誘導するリンパ濾胞形成因子であり、特
に新生児期からの食物に対する IgA 産生や寛
容の誘導に深く関わっている。その発現亢進
は、新生児期から小児期にかけ欠かせない生
理的な免疫応答であると考えられる。従って、
IgA 産生のための反応が、何らかの影響で過
剰になった状態が NTEC や FPIP である可能
性が示唆される一方、小児期の炎症性腸疾患
においては、その炎症増悪に深く関わってい
ることが示唆された。 
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