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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患の原因遺伝子のひとつとして知られるオートファジー遺伝子による腸管炎症制
御機構はいまだ解明されていない。本研究では、臓器特異的オートファジー欠損マウスを作製しオートファジーの炎症
制御機構を解析した。オートファジー欠損マクロファージとマウス感染性腸炎モデル細菌であるCitrobacter Rodentiu
mを共培養するとIL-1βの分泌が亢進し、さらに骨髄性細胞特異的オートファジー欠損マウスにC. Rodentiumを感染さ
せると腸炎が増悪した。これらの結果より、骨髄性細胞のオートファジーは腸管上皮細胞と同様に腸管の炎症制御に関
して重要な役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide association studies identified autophagy gene as a Crohn’s disease 
susceptibility gene. However it is unclear how autophagy regulates the inflammation in the intestine. The 
purpose of this study is to clarify the mechanism of autophagy to regulate the intestinal inflammation. 
We generated the organs specific autophagy deficient mouse, then the involvement of autophagy in 
intestinal inflammation was examined.
 Secretion of IL-1β in the macrophages harvested from peritoneal cavity of the mice in which Atg7 had 
been conditionally deleted from the lysozyme cells was higher than that of control mice after infection 
with Citrobacter Rodentium, a pathogen used in the murine model of infectious enteritis. And more 
infected knockout mice exhibited greater clinical evidence of disease and higher expression levels of 
IL-1β mRNA in the large intestine. These results indicated that autophagy in the lysozyme cells have 
important role in the regulation of intestinal inflammation.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーは不要なタンパク質を分
解し、栄養飢餓時には自己タンパク質の分解
による栄養確保に重要である。また、細胞内
に侵入した病原体の分解や細胞内タンパク
質の抗原提示などにも関与する。オートファ
ジーの機能異常はさまざまな疾患の病態と
関連することが明らかにされている（Cell. 
2008;132(1):27-42）。その中で、オートファ
ジーに関連するAtg16L1の遺伝子多型が炎症
性腸疾患であるクローン病で同定され(Nat 
Genet. 2007;39(2):207-11)、オートファジー
と炎症性腸疾患との関係が注目されている。
炎症性腸疾患の発症には腸内細菌に対する
宿 主 の 免 疫 異 常 の 関 り が 強 く
（Gastroenterology. 2008;134:577-94）、こ
のことから、本実験代表者はオートファジー
の機能異常が腸内細菌に対する免疫異常を
誘起して炎症を増悪させるという仮説の基
に研究を行なってきた。これまでに、腸管上
皮特異的オートファジー欠損マウスを作製
し、このマウスに病原性大腸菌 Citrobacter 
Rodentium を感染させると腸管粘膜に強い炎
症が惹起され、同時に菌の排除能も低下する
ことを見出した。これらの結果により、腸管
上皮のオートファジーが病原菌に対する免
疫応答を介して炎症反応を制御することが
明らかとなった。近年、血液系の全細胞でオ
ートファジー遺伝子である Atg16L1 を欠損
させたキメラマウスで炎症性腸疾患モデル
である Dextran Sulfate Sodium (DSS)誘発性
腸炎が増悪することが明らかとなり、血球の
オートファジーの腸管炎症制御も注目され
ている（Nature. 2008;456:264–68）。しかし、
どの細胞のオートファジーがどのように炎
症性腸疾患の病態制御に関与するかは未だ
不明である。 
 
２．研究の目的 
オートファジーの機能異常が炎症性腸疾
患の病態形成因子として重要であるという
仮説の基に、腸管上皮細胞やマクロファージ
などの腸管炎症に関わるどの細胞のオート
ファジーが腸管の炎症制御機構において重
要であるかを分子レベルで明らかにするこ
とが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1)  オートファジー欠損マクロファージ
を用いた、オートファジーの炎症制御機構の
解析 
腸管上皮特異的オートファジー欠損マウ
スと同様に Cre-loxP システムを用い Atg7 
Flox/Flox マウスと Lyz-cre マウスを掛け合
わせることで骨髄性細胞特異的オートファ
ジー欠損マウスを作製した。このマウスに
3％チオグリコレート溶液を腹腔内投与し、
腹腔内に誘導されたマクロファージを含む
腹腔液を採取し、リポポリサッカライド
（LPS）の投与や C. rodentium との共培養を

行い、炎症反応について解析を行った。 
 
(2)  腸管上皮オートファジー欠損マウス
および骨髄性細胞オートファジー欠損マウ
スを用いた腸管炎症制御機構の解析 
腸管上皮特異的オートファジー欠損マウ
スおよび骨髄性細胞特異的オートファジー
欠損マウスを用い、マウス炎症性腸疾患モデ
ルマウスを作成し解析した。３％デキストラ
ン硫酸ナトリウム（DSS）を 7 日間自由飲水
させ、体重変化、大腸の長さ、病理スコアな
どにより、腸炎が増悪するかを検討した。さ
らに、骨髄細胞特異的オートファジー欠損マ
ウスに対して C. rodentium を経口投与し感
染性腸炎モデルでの解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)オートファジー欠損マクロファージの
細菌に対する炎症応答解析 
①LPS および Citrobacter Rodentium に対
する炎症反応亢進 
Cre-loxP システムによって腸管上皮特異
的オートファジー欠損マウスと同様に骨髄
性細胞特異的オートファジー欠損マウスを
作成した。このマウスから採取した腹腔内マ
クロファージを培養しマウス感染性腸炎モ
デル細菌である C. rodentium と共培養する
と、TNF-α量はコントロールマウスのマクロ
ファージと比べ差がなかったが、IL-1β分泌
量が亢進した（図１）。さらに、オートファ
ジー欠損マクロファージに 100ng/ml の LPS
を投与すると培養上清中の IL-1β量は同様
にオートファジー欠損マクロファージで上
昇していた。この炎症反応亢進が NF-κB の
活性化を介しているかを検討する目的で LPS
投与後の核内の NF-κB をウェスタンブロッ
ト法によって解析したが、NF-κBの活性化に
はコントロールとオートファジー欠損マク
ロファージでは差がなかった（図２）。これ
までに、腸管上皮のオートファジーは NF-κB
を抑制することでLPSによる炎症反応を制御
していることを明らかにしているが（Arch 
Biochem Biophys. 2011 
Feb;506(2):223-35.）、マクロファージのオー
トファジー（Atg7）は NF-κB を介さない経
路で炎症を制御していると考えられた。 

 



 
②オートファジー欠損マクロファージに
おける Citrobacter Rodentium のクリアラン
ス低下 
骨髄性細胞特異的オートファジー欠損マ
ウスより採取した腹腔内マクロファージに
C.rodentium を感染させると、2 時間後のマ
クロファージ中の菌量はコントロールと差
がなかったが 20 時間後の菌量はコントロー
ルに比べ多かった（図３）。このことよりオ
ートファジーが欠損したマクロファージの
菌の分解能がコントロールのものと比べ低
下していることが示唆された。 
 

 
(2)腸管上皮特異的オートファジー欠損マウ
スと骨髄性細胞特異的オートファジー欠損
マウスを用いた腸管炎症制御機構の解析 
①Cre/loxP システムによって作成した腸管
特異的オートファジー欠損マウスおよび骨
髄性細胞特異的オートファジー欠損マウス
を用いてマウス炎症性腸疾患モデルである
DSS 腸炎を誘発させた。しかし、どちらのマ
ウスも体重変化や腸の長さおよび病理像な
どからコントロールマウスと比べ腸炎の程
度に差はなかった。これらの結果より、化学
物質誘発性の炎症性腸疾患モデルでは、その
感受性にオートファジーは関与していない
可能性が示唆された。 
②次に、骨髄性細胞特異的オートファジー欠
損マウスに C. rodentium を経口感染させた。
その結果、骨髄性細胞特異的オートファジー
欠損マウスで、体重減少が増悪し（図４）、
腸管上皮の IL-1βmRNA が有意に上昇した。
また、糞便中の C.rodentium 菌量はコントロ

ールマウスのものと比べ多い傾向にあった
が、統計学的有意差は認めなかった。マウス
モデルでは、マクロファージによる菌のクリ
アランス低下を補う他の機序が働いている
と考えられた。これらの結果から、骨髄性細
胞特異的オートファジー欠損マウスでは、菌
のクリアランスはコントロールマウスと比
べ変わらないが、菌に対する炎症反応の亢進
により腸炎の増悪を来していると考えられ
た。 

 
(3)考察 
近年、クローン病感受性遺伝子としてオート
ファジー関連遺伝子が同定され、腸管炎症病
態におけるオートファジーの重要性が注目
されている。しかし、その詳しい分子機構や
関与する細胞の種類などは不明である。今回
の研究で、骨髄性細胞のオートファジーはマ
ウス感染性腸炎モデル細菌である C. 
rodentium による腸管炎症を制御しているこ
とが明らかとなった。骨髄性細胞のオートフ
ァジーは腸管上皮のオートファジーと同様、
腸管炎症制御において非常に重要な役割を
担っていることが示唆された。今後、腸管上
皮のオートファジーおよび骨髄性細胞のオ
ートファジーがどのように腸管の炎症を制
御しているかを分子レベルでさらに追って
いくことが重要であると考えられる。本研究
は、感染性腸炎や炎症性腸疾患の病態解明や
予防および治療に必要な理論基盤の確立に
貢献しうると考えられた。 
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