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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患において粘膜のバリア機構はその病勢に大きく関与する。

我々は、過去に腸管バリア機構を増強すると報告されてきた腸管アルカリフォスファターゼ

（IAP）に着目した。遺伝子操作により IAP をマウスの腸管粘膜局所で増減させる実験系の確

立を探索した。炎症性腸疾患のモデルマウスとしては、過去の報告では安定した病気の作成が

困難とされたクローン病類似モデルであるマウス TNBS 腸炎を腹腔麻酔の代りに吸入麻酔を

使用することにより安定したモデルにすることに成功した。これらの系を用いて、今後 IAP の

粘膜防御におけるメカニズムをさらに検討していく予定である。 

 
研究成果の概要（英文）：The mucosal barrier function may contribute to the disease activity 

of inflammatory bowel disease (IBD). Previous studies showed that the intestinal alkaline 

phosphatase (IAP) maintains mucosal integrity of the gut. We tried to establish the 

experimental system which increases or decreases IAP on intestinal mucosa by using gene 

transfer system. It is known that TNBS colitis, which is one of mouse models of Crohn’s 

disease, is very difficult to induce colitis stably. However we succeeded in establishment of 

the system which makes the stable TNBS colitis by using continuous inhalation anesthesia 

with sevoflurane instead of conventional intraperitoneal anesthesia. We will further 

examine that the mechanism of IAP in mucosal barrier functions by using these models. 
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１．研究開始当初の背景 

腸管アルカリフォスファターゼ（intestinal 

alkaline phosphatase: IAP）が腸管粘膜のバ
リア機構を増強し、炎症反応制御に深く関与
しているという興味深い 2つの論文が相次い
で発表された(Bates JM, Cell Host Microbe, 

2007, Goldberg RF, Proc Natl Acad Sci 

USA, 2008)。興味深いことに生体内での IAP

タンパクの発現は飢餓状態(starvation)では
強く抑制されることが知られており（Hodin 

RA, Am J Physiol, 1994, Hodin RA, Am J 

Physiol, 1995 ）、さらに、潰瘍性大腸炎の患
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者の大腸粘膜においては免疫組織化学染色
を用いた症例で IAP 活性が低下しているこ
とが報告されている（Torres MI, Pathol Res 

Pract, 2007）。 

 

２．研究の目的 

現在のところ IAP が炎症性腸疾患の病態に
どのように関与しているのかは殆どわかっ
ていないが、慢性的な低栄養状態をきたしや
すい潰瘍性大腸炎の患者では、低栄養→IAP

活性の低下→粘膜防御機能の障害→炎症悪
化→栄養状態悪化というような悪循環が起
きていることが推察される。よって、何らか
の方法で大腸粘膜での IAP 活性を増強する
ことによってこの悪循環を断ち、炎症を制御
することが可能になると考えられるため、今
回の研究で IAP の粘膜防御機構への関与を
明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

① マウス実験腸炎モデルの大腸粘膜にお
ける IAP の発現レベルの解析 

② IAP発現ベクターおよび IAP 抑制 shRNA
ベクターの作成 

③ 粘膜局所での IAP強制発現、IAP 発現抑
制がマウス実験腸炎へ及ぼす変化の解
析 

 
４．研究成果 
① マウス実験腸炎モデルとして TNBS 腸炎

モデルを使用したが、個体間での炎症や
体重減少の程度のばらつきが非常に大
きいことが問題となった。この原因とし
ては従来 TNBS を注腸する際には麻酔と
して Avertinの腹腔内麻酔を使用してい
たが、この方法だと均一な麻酔をかける
ことができず、個体間での麻酔時間を調
整することが困難であり、それにより
TNBS の腸内滞留時間も大きく異なるた
め、発症する腸炎の程度や致死率にも個
体間で大きなばらつきがおきてしまう
ためであった。試行錯誤の結果、Avertin
の代りに吸入麻酔薬の Sevofluraneを使
用し、マウスの TNBS 注腸中の体位を倒
立保持し麻酔深度を調節することによ
り、非常にばらつきの少ない TNBS 腸炎
発症モデルの作成手技を確立した。 

 

Day７の TNBS腸炎マウスの大腸粘膜より
mRNAを抽出し、PCRにて IAP の発現量を
調べたところ、コントロールと比較して
IAPの発現量は有意に減少していた。 

② マウス大腸粘膜より抽出したｃDNA をテ
ンプレートとして使用した。IAP 発現ベ
クター作成に関しては、まず Full 
length mouse IAP(alkaline phosphatase 
3:AKP3)を RT-PCRで増幅し、pCR2.1TOPO 
vector(Invitrogen)でクローニングし
た。制限酵素処理後、 pIRES-hrGFPII 
vector(Stratagene)と pSecTag2/Hygro 
vector(Invitrogen)を用いてサブクロ
ーニングした。作成したベクターを COS7
細胞に transfection し、タンパク発現
をチェックした。作成した IAP発現ベク
ターあるいはコントロールである mock
ベクターをマウスの大腸に麻酔下開腹
下 で 直 接 non-microbial-mediated 
gene-delivery system を 用 い て
injection した。1 週間後マウス大腸を
摘出し、大腸粘膜よりｍRNA を抽出。
PCR にて IAP の発現を調べたところ、
IAP ベクターを transfection した大腸
粘膜において有意な IAP の発現が認
められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
IAP抑制 shRNA

ベクター作成に関してはまず、BLOCK-iT 
RNAi Target Screening System 
(Invitrogen)を用いて IAPに対するサイ
レンシング活性が最も強い shRNAを判定
した。サイレンシング活性が最も強い
shRNA シークエンスを決定し BLOCK-iT 
Pol II miR RNAi Expression Kit 
(Invitorgen)を用いて IAP抑制 shRNAベ
クターを作成した。作成したベクターを
CT26 （ マ ウ ス 大 腸 癌 細 胞 株 ） に
transfection し、IAP 発現抑制効果を
PCRにてチェックしたところ、mockベク
ターと比較して IAPshRNA ベクターを
transfection した CT26 において有意な



 

 

IAP発現の低下を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

しかしながら、マウス大腸に shIAP を
transfection したところ、mock ベクタ
ーに比較して有意な IAPの発現低下は得
られず、in vivo における有効な shIAP
ベクターの完成には残念ながら未だに
いたっていない。 

③ とりあえず、in vivo における IAP 強制
発現の系と IBDのマウス腸炎モデルであ
る TNBS 腸炎の安定したモデルは今回の
申請期間内に完成したので、今後はこれ
らの系を用いて、in vivo における粘膜
局所での IAP 強制発現が TNBS 腸炎へ及
ぼす変化の解析を行っていきたいと考
えている。 
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