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研究成果の概要（和文）：本研究ではIL-22と芳香族炭化水素受容体（AhR）のクロストークを解析するため
AhR-activatorの刺激にてマウスの小腸粘膜においてIL-22が誘導され小腸上皮細胞（IEC）の粘膜防御機構に関
与するか探索した。また、クルクミン等のAhR-activatorにて小腸上皮内リンパ球（IEL）を刺激しIL-22産生を
誘導した後、IELとIECを共培養しIECにおけるSTAT3の活性化やそれによって誘導される粘膜防御に関わる物質の
発現について解析した。さらにin vivoでのAhR-activator投与によるマウス小腸でのサイトカインの産生調節機
構とIECに対する粘膜防御機構の解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to analyze the crosstalk between IL-22 and aromatic 
hydrocarbon receptor (AhR), IL-22 is induced in the mucosa of the small intestine of mice by 
stimulation with AhR-activator including curcumin, and the involvement in defense mechanisms of 
small intestinal epithelial cells (IEC) was observed. In addition, after stimulating small 
intestinal intraepithelial lymphocytes (IEL) with AhR-activator to induce IL-22 production, IEL and 
IEC were co-cultured and the expression of substances involved in STAT3 activation and mucosal 
defense in IEC was analyzed. Furthermore, the mechanism of regulating cytokine production in the 
mouse small intestine by administration of AhR-activator in vivo and the mechanism of mucosal 
defense against IEC were analyzed. 

研究分野：消化器内科学

キーワード： 難治性小腸潰瘍　IL-22　粘膜防御機構

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在脳梗塞や心筋梗塞予防のためアスピリンなどの血栓予防薬の内服が必要な患者が存在するが、これらの薬剤
が小腸に障害を来し、難治性の小腸潰瘍を引き起こしてしまうことがある。今回我々は自然界に存在し食材とし
ても使用できる安全な物質であるクルクミンが、小腸に存在するリンパ球からIL-22というサイトカインを産生
することで、小腸粘膜を防御するかどうかについて、マウスの実験モデルを使用して証明することを試みた。こ
れらの研究によりクルクミンの小腸粘膜防御作用が証明されれば、血栓予防薬内服患者の小腸潰瘍を予防した
り、治療したりすることが可能になる。

※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 
近年カプセル内視鏡検査や小腸内視鏡検査が広く普及したことにより、日常診療においてク
ローン病や NSAIDs/アスピリン起因性小腸潰瘍等の小腸における潰瘍性病変の発見率が急速に
増加している。腸管粘膜では粘膜防御機構が働いているが、潰瘍性病変等の存在によりこの防御
機構が破綻すると、抗原が容易に粘膜下に侵入し、免疫担当細胞の活性化に伴い TNFα等の炎
症性サイトカインが産生されることにより炎症反応が惹起され、粘膜治癒が遅延するという悪
循環が起きると考えられる。すなわち、消化管粘膜防御機構すなわち腸管粘膜における innate 
immunity を増強させることができれば、これらの病変を改善する方向に働くと考えられる。 
この粘膜防御機能を増強させるサイトカインとして近年注目されているのが IL-22 である。IL-
22 は多種多様な免疫担当細胞から産生されており、これらの IL-22 産生細胞はある程度の臓器
特異性を有していることが分かっている(Zenewicz LA, Int Immunol, 2011, Mizoguchi A, 
Inflamm Bowel Dis, 2012)。小腸上皮細胞（Intestinal epithelial cell:IEC）にも IL-22 recptor が
発現していることが報告されており(Aggarwal S, J Interferon Cytokine Res, 2001)、IEC は IL-22
の標的細胞と考えられている。小腸では NK 細胞とリンパ組織インデューサー(lymphoid tissue 
inducer：LTi)細胞の特徴をあわせ持つ innate lymphoid cells(ILCs)が主な IL-22 の産生源である
(Spits H, Nat Immunol, 2011)とされているが、それらの細胞における IL-22 産生能およびそれ
らが IEC に及ぼす働きに関しては未だ十分な研究がなされていない。 
 
２．研究の目的 
NSAIDs/アスピリン起因性小腸潰瘍では、腸管粘膜に潰瘍性病変が存在するため消化管粘膜
バリア機構が破綻した状態にあるため、抗原が容易に粘膜下に侵入→免疫担当細胞の活性化→
TNFα等の炎症性サイトカインの産生→炎症反応惹起→粘膜治癒の遅延という悪循環が起きて
いると考えられる。したがって、消化管粘膜防御機構すなわち腸管粘膜における innate immunity
が増強すれば、炎症が抑制され潰瘍治癒を導くことが期待される。実際、申請者らは潰瘍性大腸
炎類似の腸炎を呈する TCRα欠損マウスの大腸粘膜に IL-22 を強制発現させることにより
STAT3 を活性化させ、同部位でのムチン産生を促し粘膜のバリア機能を増強させることを報告
した（Sugimoto K, J Clin Invest, 2008）。本研究において、AhR-activator によりマウス小腸の IEL
等の免疫担当細胞に IL-22 や抗炎症性サイトカインの産生を誘導することができれば、AhR-
activator がヒトの難治性小腸潰瘍病変の新たな治療薬になりうる可能性がある。AhR-activator
としては、Curcumin、Carotinoids、Dibenzoylmethanes、Flavonoids 等 (van Ede, Anal Chim 
Acta, 2008)がこれまでに報告されている。これらは食事の中にも含まれている natural 
compounds であり、これらが小腸の IEL 等の免疫担当細胞に IL-22 や抗炎症性サイトカインの
産生を誘導することができれば、ヒトに対しても安心して使用できる可能性が高く、難治性小腸
潰瘍性病変の新たな治療法となる可能性が考えられる。本研究では本研究では、研究期間内に
(1) ex vivo での AhR-activator の刺激による小腸粘膜の分子生物学的反応について明らかにする
こと、(2) in vivo での AhR-activator の投与による小腸でのサイトカインの産生調節機構と小腸
上皮細胞（Intestinal epithelial cell:IEC）に対する粘膜防御機構への関与を検討することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ex vivo での AhR-activator によるマウス小腸上皮の分子生物学的反応の解析および小腸免疫
担当細胞のサイトカイン産生能および制御機構の解析 
① ex vivoでのAhR-activatorの刺激による小腸上皮の分子生物学的反応について明らかにする。 
マウス小腸粘膜を単離し ex vivo にて AhR-activator にて刺激し、mRNA array 等を用いて IEC
の粘膜防御機構に関わるような分子の発現亢進がみられるか探索を行う。mRNA array にて発現
亢進が認められた分子に関しては Western blot 法を用いて蛋白についても発現の亢進がみられ
るかどうか確認する。AhR-activator としては Curcumin、Carotinoids、Dibenzoylmethanes、
Flavonoids 等 (van Ede, Anal Chim Acta, 2008)生体に対して害のほとんどないと考えられる
natural compounds を使用する。 
② IEL の IL-22 産生能について明らかにする。 
免疫担当細胞において AhR を介して産生される主となるサイトカインとしては IL-22 が挙げら
れる。小腸においては IEL が多数存在しており、この細胞が小腸粘膜における主たる免疫担当
細胞と考えられる。よってマウス小腸より IEL を単離し ex vivo にて培養、IL-22 の産生を誘導
すると報告されている IL-23 あるいは IL-12+IL-18 等のサイトカインにて IEL を刺激し
(Mizoguchi A, Inflamm Bowel Dis, 2012)、IEL においても実際に IL-22 の産生が誘導されるか
確認する。また、AhR-activatorによる刺激にてIELより IL-22の産生が誘導されるか検討する。 
③ IEL の産生する IL-22 が IEC の innate immunity を増強させることができるか ex vivo にて
観察する。 
AhR-activator にて IEL を刺激し IL-22 産生を誘導した後、IEL と IEC を co-culture し IEC にお



ける STAT3 の活性化やそれによって誘導される goblet cell-associated gene 等の粘膜防御に関
わる物質の発現について分子生物学的手法を用いて解析する。IEC としてはマウス小腸 IEC の
primary culture system(Yamada K, Biosci Biotechnol Biochem, 2009)を用いる。 
(2) in vivo での AhR-activator 投与によるマウス小腸でのサイトカインの産生調節機構と IECに
対する粘膜防御機構の解析 
① AhR-activator 投与によるマウス小腸粘膜における免疫担当細胞のサイトカインプロファイ
ル、IEC の分子生物学的反応の検討。 
ex vivo で IEL の IL-22 誘導が確認された AhR-activator を wild type マウスに連続経口投与し、
投与開始 1 週間後にマウスを sacrifice し、マウス小腸粘膜を単離し mRNA array 等を用いて粘
膜担当細胞のサイトカインプロファイルに変化がみられるか、また IEC の粘膜防御機構に関わ
るような分子の発現亢進がみられるか探索を行う。mRNA array にて発現亢進が認められた分子
に関しては Western blot 法を用いて蛋白についても発現の亢進がみられるかどうか確認する。
また、小腸粘膜において主となる免疫担当細胞と考えられる IEL を抽出し、そのサイトカイン
プロファイル（特に IL-22 の産生について）を qPCR や FACS 等を用いて解析する。 
② AhR-activator 投与によるインドメタシン誘発性マウス小腸傷害モデルの治療効果を検討す
る。 
インドメタシン投与日の 1 週間前より AhR-activator を wild type マウスに連続経口投与する。
インドメタシン 10mg/kg をマウスに皮下投与し、その 24 時間後にマウスを sacrifice する。病
理組織学的に小腸粘膜組織を調べ、小腸の粘膜傷害の度合いを Histological score を用いて算出
する。また小腸粘膜におけるサイトカイン産生、小腸上皮における STAT やそれによって誘導
される goblet cell-associated gene 等の粘膜防御に関わる物質の発現について分子生物学的手法
を用いて解析する。 
③ AhR 欠損マウスを用いた AhR-activator 投与によるインドメタシン誘発性マウス小腸傷害モ
デルの治療効果を検討する。 
上記②の実験にてAhR-activator の投与により小腸の粘膜傷害に改善がみられた場合は、実際に
その治療効果がAhR を介していたかどうかを確認するため、AhR 欠損マウスを用いて同様の実
験を行う。具体的にはインドメタシン投与日の 1 週間前より AhR-activator を AhR 欠損マウス
に連続経口投与する。インドメタシン 10mg/kg をマウスに皮下投与し、その 24 時間後にマウ
スを sacrifice する。病理組織学的に小腸粘膜組織を調べ、小腸の粘膜傷害の度合いをHistological 
score を用いて算出する。また小腸粘膜におけるサイトカイン産生、小腸上皮における STAT や
それによって誘導される goblet cell-associated gene 等の粘膜防御に関わる物質の発現について
分子生物学的手法を用いて解析する。 
 
４．研究成果 
① マウスより小腸粘膜を単離し、ex vivo において IL-22 の刺激で小腸粘膜の STAT３が活性
化されることをWestern blot 法を用いて確認した。 

② マウスより IEL を単離し、RNA レベルでの IL-22 の産生を確認した。さらに、IL-22 の発
現に重要であるとされる芳香族炭化水素受容体（Aryl Hydrocarbon Receptor：AhR）の
activator として知られているＣurcumin で ex vivo で刺激したところ IELによる IL-22産生
のさらなる増強がみられた。 

③ IEL にＣurcumin を付加したときに、Ｃurcumin の作用で IEL が細胞死に至らないような
濃度を検出するために、フローサイトメトリーにて IEL に対するクルクミンの至適濃度の
検討を行った。この結果 curcumin 濃度が 1.0μg/ml が至適濃度であると結論付けた。 



④ Curcumin の添加により IEL により産生されるサイトカインの解析を行った。Curcumin の
投与により IEL からの IFN-γおよび IL-17 の産生が抑制されることが確認された。 

 
⑤ 小腸での IL-22 産生調節機構と小腸上皮細胞に対する粘膜防御機構への in vivo における関
与を検討するため、インドメタシン誘発性マウス小腸傷害モデルの系を確立した。当初はこ
のモデルを用い遺伝子発現ベクターを用いて小腸粘膜局所に IL-22 を強制発現させること
により、小腸の粘膜障害が改善させられるかどうかを明らかにしていく予定であった。以前
我々はマウス大腸粘膜へのベクターの transfection には成功しているが（Sugimoto K, J Clin 
Invest, 2008）、マウス小腸粘膜へ microinjection は大腸に比べて手技的に非常に困難であ
り、小腸粘膜においては mock ベクターに比較して有意な IL-22 の発現増加は得られなか
った。このため、インドメタシン腸炎への IL-22 ベクター投与は断念し、その代わりに ex 
vivo にて IL-22 産生増強を確認できた Curcumin をこれらのマウスに経口投与した。まだ
数匹ずつの検討しかできていないため統計的な検討はできていないが、数回の検討では
Curcumin 投与マウスでは Control に比較してインドメタシン腸炎の改善がみられた。 

 
⑥ 今後はさらにAhR 欠損マウスを使用して、Curcumin の in vivo における IEL に対する IL-
22 産生増強作用、および IEC の STAT3 活性作用についてもさらに検討をしていく予定で
ある。 
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