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研究成果の概要（和文）：腸管上皮のXbp1欠損が小胞体（ER）ストレスを誘発し、マウスにおいて自然発症腸炎が生じ
ることが知られている。本研究ではERストレスに伴って誘導されるCHOPが、NKG2DのマウスにおけるリガンドであるMUL
T1の発現を誘導することを証明した。また、この誘導がNKG2Dを介して、NK細胞の細胞傷害活性を亢進させることを証
明した。
ヒト大腸上皮細胞株を用いた実験から、ERストレスがNKG2DのヒトにおけるリガンドであるULBP1 ・5・6の発現を誘導
することが明らかとなった。更に、クローン病患者小腸の免疫染色では、パネート細胞を中心とした腸管上皮でULBP5
の発現が亢進している傾向を認めた。

研究成果の概要（英文）：Endoplasmic reticulum stress (ER stress) is commonly observed in intestinal 
epithelial cells (IEC) and can be a primary factor in intestinal inflammation as shown by mice with 
IEC-specific deletion of X-box binding protein-1 (Xbp1), an unfolded protein response-related 
transcription factor, which develop spontaneous inflammation of the small intestine. In the present 
study, I showed that ER -stressed IECs, as a consequence of Xbp1 deletion, selectively upregulate mouse 
NKG2D-ligand MULT1 and its human orthologue ULBP through ER stress-related transcription factor CHOP. The 
increased expression of NKG2D-ligand on mouse IECs induces and activates intraepithelial natural killer 
(NK) cells through their expression of NKG2D. The ULBPs expression was induced by ER stress in not only 
intestinal cell line but also other cell lines, indicating that the NKG2D-ligands induction by ER stress 
might be universal phenomenon to maintain homeostasis in our body.

研究分野： 炎症性腸疾患
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１．研究開始当初の背景 

近年のゲノムワイド関連解析により、炎症性

腸疾患の多数の疾患感受性遺伝子が報告さ

れてきているなか（Graham DB et al. 

Trends Immunol. 2013）、申請者が 2011 年

から 2014 年まで在籍した Boston の

Brigham and Women’s Hospital の消化器科

の研究グループは、小胞体ストレス（ER ス

トレス）センサーの一つである inositol 

requiring enzyme 1（IRE1）下流の核内転写

因子 X-box-binding protein 1 (XBP1) の

Hypomorphic 変異を炎症性腸疾患の新たな

リスク因子として同定した（Kaser A, et al. 

Cell 2008）。さらに Xbp1 遺伝子を腸管上皮

細胞またはパネート細胞特異的に欠損させ

たマウスを作成し、その欠損が ER ストレス

を誘導しパネート細胞の異常を来たし、自然

発症小腸炎をもたらすことを発見した

（Kaser A, et al. Cell 2008、Adolph TE, et 

al. Nature. 2013）。この腸炎発症における免

疫応答メカニズムは不明であったが、予備実

験において、自然免疫系細胞と NK 細胞の活

性化受容体であるNKG2Dが小胞体ストレス

と関連している可能性が示唆される結果で

あった。 

 

２．研究の目的 

炎症性腸疾患の疾患感受性遺伝子として同

定されたXBP1と病因・病態を理解する上で、

Xbp1 ノックアウトマウスで認める自然発症

小腸炎における免疫応答を理解することは

重要であることから、下記を本研究の目的と

した。 

（１）ER ストレスによる MULT1 発現の分

子機構の解明： 

Xbp1 欠損マウスの小腸粘膜では、ER ストレ

ス関連分子発現増加を認めることから、これ

らの分子がMULT1発現を調節していると仮

説をたて、ノックダウンや過剰発現系を用い

てMULT1発現メカニズムを解明することを

目的とした。 

（２） MULT1 発現上皮細胞に対する

NKG2D 陽性細胞の免疫応答： 

MULT1 高発現腸管上皮細胞に対する自然免

疫系細胞による細胞傷害活性を明らかにす

る。また、Xbp1 欠損マウスにおける自然発

症 腸 炎 の 発 症 メ カ ニ ズ ム と し て 、

MULT1-NKG2D を介した腸炎発症機序を解

明する。ヒト炎症性腸疾患における NKG2D

及び NKG2D リガンドの発現や ER ストレス

関連分子発現を解析する。 

 

３．研究の方法 

（１）ER ストレスによる NKG2D リガンド発現

の分子機構の解明： 

マウス小腸細胞株に ER ストレス刺激を加え

た際の NKG2D リガンド発現を検討する。具体

的 に は 細 胞 を ER ス ト レ ス 誘 導 剤

Thapsigargin（Tg）で刺激培養を行い、フロ

ーサイトメトリー及び定量 RT-PCR で発現を

解析する。ヒト大腸癌細胞株における NKG2D

リガンド発現についても、同様の実験で検討

する。 予備実験の結果から、腸上皮特異的

Xbp1 欠損マウスの小腸上皮細胞においては、

NKG2D リガンドの一つである MULT1 の発現が

誘導されることが明らかとなり、Xbp1 欠損マ

ウスの小腸上皮細胞においては PERK・ATF4・

CHOP の活性化や発現誘導が見られたため、こ

れらの分子がMULT1の発現を直接調節してい

ると仮説をたて、siRNA 実験によりその発現

誘導分子の同定を試みる。調節分子が転写因

子であった場合は、クロマチン免疫沈降

（ChiP） assay や MULT1 のプロモーター領域

を 組み込んだルシフェラーゼプラスミドを

用いた reporter assay により、そのメカニ

ズムを明らかにする。  

（２）MULT1 異常発現と自然免疫細胞の免疫

応答： 

Xbp1 欠損、ER ストレスによる MULT1 の高発

現が、NKG2D を介した自然免疫細胞の細胞傷



害活性を誘導していることが予測されるた

め、エフェクター細胞としてrecombinant IL2

刺激後の NK 細胞を、標的細胞として Xbp1 ノ

ックダ ウンMODE-K細胞を用いて細胞傷害ア

ッセイを行う。この際に NKG2D の阻害抗体で

エフェクター細胞を全処置し、細胞傷害を阻

害しうるか否かも検討する。 

（３）ヒト炎症性腸疾患での NKG2D/NKG2D リ

ガンドの発現と ER ストレスとの関連： 

健常人・潰瘍性大腸炎患者・クローン病患者

から手術または内視鏡下生検にて得られた

組織を、パラホルムアルデヒドにて固定し凍

結切片を作成し、腸管上皮細胞における

NKG2D リガンドの発現を免疫組織染色にて評

価する。発現数や強度をスコア化し相関関係

の有無を検討する。同時に、組織より抽出し

た RNAサンプルを用いて、mRNA の定量 RT-PCR

を行い、GRP78 などの ERストレスマーカーと

各 NKG2D リガンド発現の相関を検討する。 

（４）ヒト癌細胞株における ER ストレス刺

激による NKG2D リガンド発現の検討： 

ヒトの NKG2D リガンドとして MICA/B と

ULBP1-6 が同定されている。ER ストレスによ

るこれらNKG2Dリガンド発現変化を検討すべ

く、ヒト食道、胃、肝臓癌細胞株、及び T細

胞系細胞株や B細胞系細胞株を用いて、ER ス

トレス刺激下での NKG2D リガンドの mRNA 発

現を定量 RT-PCR 法で検討する。 

 

４．研究成果 

（１）マウス小腸細胞株における NKG2D リガ

ンド発現： 

フローサイトメトリーと定量 RT-PCR による

解析にて、マウス NKG2D リガンドの一つであ

る MULT1 が Thapsigargin（Tg）による ER ス

トレス下や Xbp1 ノックダウン条件下で特異

的に誘導された。mRNA の安定性実験などから、

この誘導メカニズムは転写レベルと考えら

れた。発現機構解析のためにおこなったノッ

クダウン実験では、ER ストレスを誘発に伴っ

て誘導されるCHOPのノックダウンによって、

ERストレス下でのMULT1の発現誘導が抑制さ

れた。ChiP assay・Reporter assay により、

CHOPがMULT1のプロモーター領域に結合する

ことで転写レベルでのMULT1発現の誘導につ

ながることが明らかなとなった。 

（２）NKG2D を介した MULT1 発現細胞への細

胞傷害活性 

マウス小腸細胞株である MODE-K 細胞に対す

る IL-2 刺激 NK細胞による細胞傷害活性実験

では、コントロール細胞（shCtrl）と比較し

て Xbp1 ノックダウン細胞（shXbp1）に対す

る NK 細胞による細胞傷害活性はより高かっ

た。またこの細胞傷害活性は NKG2D 阻害抗体

(CX-5)により抑制された。 

（３）ヒト炎症性腸疾患における NKG2D リガ

ンド発現 

ULBP5 発現については、

潰瘍性大腸炎の粘膜

PCR で mRNA 発現が優位

に亢進している結果が

得られた。しかしながら

免疫染色では裏付ける

 

Cont CD
0

50

100

negative
positive

(n=12)   (n=23)

P
er

ce
nt

ag
e 

(%
)

0 2 4 6 8
0

1

2

3

4

5
shCtrl
shXbp1

hr

R
e

la
ti

v
e

e
xp

re
ss

io
n

to
 s

h
C

tr
l

M
O

D
E

-K
 N

T

8:
1

4:
1

2:
1

1:
1

0.5
:1

0

10

20

30

40

shCtrl-CX5

shXbp1-CX5
shCtrl-iso

shXbp1-iso

E/T ratio

%
 o

f s
pe

ci
fic

 ly
si

s



結果が得られなかった。一方で、クローン病

（CD）の腸管上皮で ULBP5 の発現が亢進して

いる傾向を認め、特に小胞体ストレスマーカ

ーの発現が強いパネート細胞における発現

が強い傾向にあった。 

（４）ER ストレスによるヒト細胞株における

ULBP 発現 

ヒト大腸上皮細胞株において ER ストレスが

ULBP1・5・6 の発現を誘導した。食道、胃、

肝臓癌細胞株、及び T細胞系細胞株や B細胞

系細胞株などでも評価を行ったところ、胃が

ん細胞株においても ER ストレスで ULBP5 と

ULBP6 の発現が誘導された。また肝細胞癌細

胞株（Huh7）、B 細胞系（BALL）・T 細胞系細

胞株（Jurkat）のいずれにおいても ULBP1・

ULBP2・ULBP5 の発現が亢進した。このことは、

ERストレスによる NKG2D リガンド、特に ULBP

の発現を誘導することはuniversalな現象で

あることが明らかとなった。 

 

以上の結果から、Xbp1 欠損腸管上皮細胞で認

められる ER ストレスは、その応答シグナル

分子として重要な CHOP を介して NKG2D リガ

ンド発現を誘導することが明らかとなった。

この NKG2D は NK 細胞表面に発現する活性化

受容体であり、NKG2D リガンド発現細胞に対

して細胞傷害活性を有する。この系を介した

免疫応答が、ER ストレスを有する腸管におい

て、炎症を導いている可能性が示唆される結

果であった。また、炎症性腸疾患の新たな治

療標的の探索をすすめる上で重要な結果で

あったと考える。 
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