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研究成果の概要（和文）：マウスIBDモデルを用い治療薬の一つである抗TNFα抗体の治療効果を、二光励起顕微鏡を用
い生体内リアルタイムイメージングし形態学的に解析した。
二光励起顕微鏡下生体内観察では、漿膜から筋層にかけて浸潤した炎症細胞数 (day14)は、IFX群ではnon-IFX群より少
なかった。陰窩の長さはIFX投与群ではnon-IFX群より長かった。IFXは炎症細胞浸潤の消褪を促進するだけでなく、陰
窩上皮細胞の再生を促進し陰窩の回復を促進していると考えられた。蛍光標識抗TNF-α抗体は粘膜固有層、粘膜下層へ
の集積や後毛細管細静脈内皮に接着している白血球や陰窩内浸潤白血球表面への結合が可視化できた。

研究成果の概要（英文）：We attempted to visualize and analyze in vivo therapeutic response of infliximab (
IFX) in the murine IBD model using two photon laser scanning microscopy (TPLSM). 
The number of leukocytes infiltrating to subserosa and muscular layer was reduced in IFX-treated mice, com
pared with non-IFX, control mice. The length of colonic crypt was increased in IFX-treated mice, compared 
with non-IFX, control mice. Serial change in regenerative epithelial cells was not observed, which regener
ated from the bottom of the crypt toward the top of the crypt (the luminal side). The fluorescence labeled
 anti-TNF-alpha antibody was observed in the mucosal stroma, suggesting the binding of labeled antibodies 
with free TNF- alpha in the colonic tissue. It was also observed in the surface of leukocytes within the p
ostcapillary venules or those infiltrating into the damaged crypt, suggesting the binding of labeled antib
odies with the membrane binding TNF- alpha of the surface TNF- alpha producing cells. 
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１．研究開始当初の背景 
クローン病(Crohn’s Disease: CD)は

潰瘍性大腸炎 (Ulcerative Colitis: UC)と並
ぶ 炎 症 性 腸 疾 患 (Inflammatory Bowel 
Disease: IBD)の一つである。近年、世界的に
発症年齢の低年齢化が進み、小児発症数が増
加している。この慢性難治性腸疾患の原因は
今尚不明であるが、精力的な研究によりその
複雑な病態が分子レベルで解明されつつあ
る。現在、CD は遺伝的異常による疾患感受
性の亢進、腸内細菌の変化、自然免疫の異常、
獲得免疫の異常、免疫恒常性の破綻などが複
雑に絡み合って発症する多因子疾患と考え
られている。しかし、さらなる CD の病態解
明には、従来の分子生物学的手法、病理組織
学的手法を中心とした研究に加え、生きた生
命現象としての CD 発症機序及びその病態を
実体的かつ統合的に捉えることが必要であ
る。 

二光子レーザー顕微鏡 (Two-Photon 
Laser Scanning Microscopy; TPLSM)は物
質励起に二光子過程を利用した顕微鏡であ
る。長波長の励起光を用いるため、共焦点顕
微鏡より退色・光毒性が低く、生きたままの
組織や細胞の観察が可能であるだけでなく、
組織表面から数百マイクロメートルといっ
た深部観察(我々の腹腔内臓器の生体内イメ
ージングでは約 400μm まで)も可能である。
また、蛍光波長の異なる二つの蛍光色素
(Green Fluorescent Protein; GFP と Red 
Fluorescent Protein; RFP など)を１波長で
同時励起する多重同時染色も可能である。 

近年、マウス IBD モデルにおける抗
TNFα 抗体; infliximab (IFX)の抗炎症効果の
報告が散見され、我々も独自に開発した
TPLSM を用いた生体内三次元消化管全層観
察法(serosal approaching technique)により
IFXの治療効果を可視化し形態学的に解析す
る。 
 
２．研究の目的 
クローン病治療薬の一つである抗TNFα抗体
の治療効果を、二光子レーザー顕微鏡を用い
た生体内リアルタイムイメージングで形態
学的に解析する。 
 
３．研究の方法 
＜2,4,6-トリニトロベンゼンスルホン酸誘
発性大腸炎：TNBS colitis model＞ 
100mg/kg TNBS を経肛門的投与し TNBS 
colitis model を作成し評価を行った。 
＜デキストラン硫酸ナトリウム誘発性大腸
炎：DSS colitis model＞ 
2% DSS を 6 日間自由飲水させ DSS colitis 
model を作成し評価を行った。 
＜クローン病治療薬＞ 
DSS colitis model におけるinfliximab (IFX, 
Mitsubishi Tanabe Pharma, Japan)の効果を

臨床的及び形態学的に評価した。 
＜二光子レーザー顕微鏡 (Two photon laser 
scanning microscopy: TPLSM)＞ 
大腸の創外脱転による固定(patent number: 
5268282)と大腸切開することなく漿膜側か
ら粘膜側まで大腸全層を断層像で観察でき
る serosal-approaching method により、大
腸をTPLSMで生体内リアルタイムイメージン
グした。 
＜蛍光標識抗 TNFα抗体の生体内可視化＞ 
Zenon Alexa Fluor 標識キット (Invitrogen, 
Carlsbad, CA)を用い、抗 TNFα抗体 (Rabbit 
polyclonal, abcam, MA, USA)を Alexa Fluor 
594 で蛍光標識後、経静脈的に投与。その結
合部位を生体内リアルタイムイメージング
した。 
 
４．研究成果 
TNBS colitis model 

TNBS の経肛門的注入による TNBS 
colitisをTNBS濃度と投与回数などの条件を
変えながら大腸炎の程度及び範囲を評価し
た。大腸の炎症の主座は主に遠位側大腸であ
り、TPLSM を用いた大腸の生体内リアルタイ
ムイメージングに必要な大腸の創外脱転と
固定がやや困難な位置である。遠位側大腸の
創外脱転と固定を工夫したが、手技的安定性
が低く、再現性のある炎部位の生体内イメー
ジングが得られにくかった。 

よって、二光子レーザー顕微鏡リアル
タイムイメージングによる抗TNFα抗体の治
療効果解析にデキストラン硫酸ナトリウム
誘発性大腸炎(DSS colitis)を IBD モデルと
して用いることにした。 
 
 
DSS colitis における IFX の臨床的治療効果 

体重減少率の経時的変化は、day7 に
IFX 10mg/kg 投与する IFX 群(n=10)では day8
に－4.29g、day14 に－0.59g であった。一方
non-IFX 群(n=10)では day8：－6.71g、day14: 
－3.57g であり、IFX が大腸炎による体重減
少を抑制していると考えられた (Figure 1)。
全大腸の長さは IFX 群(n=10)では 7.7cm 
(day14)、9.62cm (day21)。一方 non-IFX 群
(n=10)では 7.09cm (day14)、9.52cm (day21)
であり、IFX が大腸炎による大腸短縮を抑制
していると考えられた(Figure 2-A)。臨床的
スコアは、IFX 群(n=10)では 9 点 (day9)、4
点(day14)、0 点(day21)であり、non-IFX 群
より低値であり、IFX はマウス DSS colitis
に対して臨床的治療効果を認めた(Figure 
2-B)。 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
TPLSM を用いた生体内リアルタイムイメージ
ングによる IFX の組織学的治療効果  

DSS colitis に対する IFX の組織学的
治療効果を、TPLSM を用いた生体内リアルタ
イムイメージングで評価した。 

TPLSM を用いた盲腸の生体内リアルタ
イムイメージングでは、漿膜から管腔側粘膜
までの断層像が任意の倍率で画像解析でき
る。細胞レベルの解析には、水浸 600 倍で
200×200 マイクロメーターの視野（単位面積
としての field of view: FOV）で平均 10 の
陰窩が観察できる。漿膜から筋層にかけて浸
潤した炎症細胞数 (day14)は、IFX 群では 32
個/FOV、non-IFX 群では 42.4 個/FOV であり、
IFX が炎症消退を促進していることが示唆さ
れた(Figure 3-A)。陰窩底部から頂部（管腔
側）までの断層像解析から陰窩の長さを測定
すると、正常では約180マイクロメーターで、
DSS 7day では約 90 マイクロメーターに減少
する。IFX 群 (day14; IFX 投与後 7 日目)で
は陰窩の長さは 147.1 マイクロメーター、
non-IFX群では96.9マイクロメーターであり、
陰窩上皮細胞の再生を促している可能性が
示唆された(Figure 3-B)。 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
TPLSM を用いた生体内リアルタイムイメージ
ングによる抗 TNFα抗体の生体内動態 

IFX の生体内動態を解析するため、DSS 
colitis の極期(DSS 投与後 7-10 日目)に蛍光
標識抗 TNF-α 抗体を投与した。抗体は粘膜
固有層、粘膜下層に集積し遊離型 TNFαと結
合し中和していると考えられた(Figure 4)。
また後毛細管細静脈内皮に接着している白
血球や陰窩内浸潤白血球表面への結合が観
察され、TNFα 産生細胞の膜結合型 TNFα と
結合しその産生を阻害していると考えられ
た(Figure 5)。IFX には TNF-α 標的細胞上
に発現する TNF-α 受容体に結合した TNF-α
に結合し、標的細胞から TNF-α を解離する
機序も報告されているが、我々の実験系では
生体内可視化できなかった。 
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