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研究成果の概要（和文）：Neutrophil gelatinase-associated lipocalin(Ngal)はIBD患者の炎症粘膜において
発現亢進が認められるが、その病態への関与は不明である。IL-10KOマウスでは腸炎進展とともに腸管組織での
Ngal発現が亢進した。IL-10KOマウスと比較し、IL-10/NgalダブルKO(DKO)マウスでは発症早期から著明な腸炎増
悪を認め、IL-10/Ngal DKO由来マクロファージでは貪食された細菌のクリアランスが低下し、炎症性サイトカイ
ン産生が有意に増加した。以上よりNgalは貪食細菌のクリアランスを促進することにより腸炎発症に抑制的に作
用することが示された。

研究成果の概要（英文）：Neutrophil gelatinase B-associated lipocalin (Ngal) expression has been 
shown to be increased in the inflamed intestinal tissues of patients with inflammatory bowel disease
 (IBD), but the role of Ngal in the pathophysiology of IBD remains unclear. Ngal expression in the 
colonic tissues of IL-10KO mice increased with the development of colitis. Ngal/IL-10 double KO mice
 showed a more rapid onset and development of colitis, and remarkable exacerbation of colitis 
compared to IL-10KO mice. IL-10/Ngal DKO mice-derived peritoneal macrophage showed the decrease of 
phagocytic bacterial clearance and produced significantly higher amounts of inflammatory cytokines 
compared to IL-10KO mice-derived peritoneal macrophage. Our findings revealed that Ngal prevents the
 development of intestinal inflammation by enhancing phagocytic bacterial clearance in macrophages. 

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

炎症性腸疾患(以下 IBD)は腸管特異的に炎

症が生じる慢性疾患であり、その病態には腸

内細菌や食事などの環境因子が関与すると

考えられている。申請者らは、経口的な鉄摂

取量の増大が IBD の発症リスクや疾患活

動性と相関すること、また鉄が細菌の増殖

および毒性維持に必須の因子であることに

着目し、食事に含まれる鉄が腸内細菌叢のバ

ランスや細菌の毒性変化を介して IBD の病

態に関与することを報告してきた。 

細菌は siderophore と呼ばれる強力な鉄結

合能を有する非ペプチド性の小分子を産生

し、宿主体内に存在する鉄結合性分子から鉄

を引き剥がし、細菌自身に必要な鉄を確保し

ている。一方、宿主側にも微生物による鉄利

用を阻害し、生体防御に働く機構が存在して

いる。その１つに近年新たに同定された

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 

(Ngal)が挙げられる。Ngal は好中球分泌顆粒

に含まれ、細菌由来の siderophore と結合す

ることで細菌の鉄利用を阻害し、細菌感染に

対して防御的に作用することが知られてい

る。さらに Ngal の発現は好中球のみならず、

気管、消化管などにおいてグラム陰性桿菌の

菌体成分である LPS や炎症性サイトカイン

により誘導されること、また活動期 IBD 患者

の血清中および便で高値を示すことが報告

されている。以上のことから、細菌の鉄獲得

能に影響を与える宿主の Ngal は感染防御の

みならず、腸管局所での腸内細菌への影響を

介して IBD の病態に関与する可能性が考え

られるが、これらの点については未だ検討さ

れていない。 

 

２．研究の目的 

宿主の鉄代謝関連分子 Ngal が腸内細菌叢に

与える直接的影響と、それに基づく IBD の病

態への関与を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（1）慢性腸炎の進展に伴う Ngal の経時的発

現についての検討 

腸内細菌の存在下で慢性腸炎を自然発症

する IL-10 ノックアウト(IL-10KO)マウスお

よび野生型マウスを用いて、腸管組織および

糞便中の Ngal の発現を免疫染色、real-time 

PCR および ELISA にて検討した。また Ngal

発現を誘導する因子についても検討した。 

（2）Ngal の IBD 病態への関与とそのメカニ

ズムについての検討 

IL-10KOマウスおよび IL-10/Ngal ダブル

ノックアウト(IL-10/Ngal DKO)マウスを用

いて、組織学的炎症および炎症性サイトカイ

ン(大腸組織：IL-12p40，腸間膜リンパ節：

IL-17, IFN-)の発現を経時的に比較検討し

た。また盲腸内容物を用いて腸内細菌叢の変

化を T-RFLP 法にて検討した。さらに、

IL-10KO マウスおよび IL-10/Ngal DKO か

ら採取した腹腔内由来マクロファージを用

いて Gentamycin protection assay を行い、

マクロファージ内での細菌の増殖や殺菌抵

抗性について検討した。 

 

４．研究成果 

（1）慢性腸炎の進展に伴う Ngal の経時的発

現と腸内細菌への影響 

野生型マウスと比較して、IL-10KO マウス

の腸管組織における Ngal の遺伝子発現は有

意に増強し、かつ腸炎の進展とともに経時的

に増加した。また IL-10KO マウスの糞便中

Ngal 濃度は経時的に増加し、Histologic 

score と有意な正の相関を示した。また免疫

染色による検討では IL-10KO マウスの大腸

組織における Ngal の発現は主として腸管上

皮細胞であった。さらにマウス腸管上皮細胞

株(CT26)を用いた検討では IL-1、IL-17、

TLR4 ligand による刺激で CT26 細胞からの

Ngal 産生が有意に増強した。さらに IL-1

や IL-17 に対する中和抗体および TLR4/ 



IL-10 double KO マウスを用いた検討にて、

これらの因子による Ngal 発現誘導効果を in 

vivo でも確認した。 

（2）Ngal の IBD 病態への関与とそのメカニ

ズムについての検討 

IL-10KO マウスと比較し、 IL-10/Ngal 

DKOでは生後早期(4週齢)から組織学的炎症

は著明に増悪し、各種炎症性サイトカイン産

生の有意な増加を認めた。また生後 3 週齢の

盲腸内の腸内細菌叢を検討したが、両群間に

有意差を認めなかった。さらに IL-10KO マ

ウスおよび IL-10/Ngal DKOから採取した腹

腔内由来マクロファージを用いて in vitro で

検討した。IL-10KO 由来マクロファージと比

較し、IL-10/Ngal DKO 由来マクロファージ

では貪食された細菌の殺菌処理能が低下し、

マクロファージからの炎症性サイトカイン

分泌も有意に増加した。加えて IL-10/Ngal 

DKO 由来マクロファージでは LC-Ⅱ/Ⅰ比の

低下を認め、細胞内でのオートファジーの障

害が関与している可能性が示唆された。 

以上より、Ngal はマクロファージ内に貪

食された細菌のクリアランスを促進するこ

とにより IBD の病態に関与する可能性が示

唆された。 
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