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研究成果の概要（和文）：本研究は申請者がこれまで見出してきた「腸管粘膜の免疫恒常性は上皮細胞内のオー
トファジーと粘膜内リンパ球間における連鎖・協調によって制御される」という独自の概念や知見を基盤とし
て、腸管上皮細胞と粘膜内T細胞あるいはB細胞とのクロストーク、およびそれによる粘膜内の特異的免疫調節機
構における分子メカニズムについて着目している。その結果、当該研究期間に得られた成果から、生理的な条件
下における腸管上皮細胞のオートファジー機能の阻害とともに蛋白分解系の異常が誘発されていることばかりで
なく、その条件下において免疫学的異常も誘発されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：IBD is characterized by unrestrained lymphocyte activation that results in 
the production of a variety of pro-inflammatory cytokines and other mediators.Understanding the 
mechanisms of lymphocyte regulation is therefore of significant importance to dysregulated mucosal 
inflammation such as IBD.On the other hand, genome-wide association studies in the analysis of IBD 
have identified genetic risk foci.Especially, several studies have revealed the important roles of 
autophagy-related genes in IBD, including the suppression of inflammasome in hematopoietic cells and
 secretion of antimicrobial peptides in Paneth cells.In this regards, we have observed that a lack 
of autophagy function led to the up-regulated pro-inflammatory cytokines in vivo.Defining the 
mechanisms of autophagy-mediated T cell regulation will lead to a significant understanding of the 
manner in which manipulation of this function may provide insights into novel therapeutic methods 
for the treatment of IBD.
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１．研究開始当初の背景 
	 細菌菌体や食餌抗原など腸管内腔の抗原
物質に絶えず暴露される消化管粘膜におい
て、「免疫寛容」の成立は局所ならびに全身
の免疫学的恒常性維持に不可欠である。一方、
この機構の破綻は種々の抗原への過剰で病
的な免疫反応誘導を来たし、クローン病など
炎症性腸疾患（IBD）の病態に深く関わって
くる。 
 
２．研究の目的 
	 本申請研究は申請者らがこれまで見出し
てきた「腸管粘膜の免疫恒常性は上皮細胞内
のオートファジーと粘膜内リンパ球との連
鎖・協調によって制御される」という独自の
概念や知見を基盤として、腸管上皮細胞と粘
膜内リンパ球とのクロストーク、およびそれ
による粘膜内のサイトカイン分泌など免疫
学的変動について解析することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)	 大腸上皮細胞特異的なオートファジー
による膜輸送、蛋白分解機能の解析	 
①	 大腸上皮細胞株を用いたオートファジ
ーによる生化学・細胞生物学的解析	 
②	 大腸上皮特異的 Atg5 欠損マウスの表現
型解析	 
(2)	 オートファジーによる腸管上皮細胞の
免疫学的機能調節の解析	 
①	 腸上皮オルガノイドを用いた上皮‐リ
ンパ球間クロストーク関連遺伝子発現解析	 
②	 腸上皮オートファジー機能不全下にお
ける IBD モデルの作成とその生体イメージン
グ解析	 
(3)	 オートファジーによる GALT 免疫調節ネ
ットワーク関連分子制御機構の解析	 
	 
４．研究成果	 
	 本研究は申請者が独自に研究を展開して
きた腸管上皮細胞内のオートファジー機能
調節に注目し、腸管粘膜における免疫学的恒
常性の維持におけるその作用意義について
着目している。その結果、本研究では当該研
究期間に以下のような成果が得られた。	 
	 
(1)	 	 野生型 C57BL6 マウスの大腸組織から
上皮細胞を単離し、長期培養系を樹立させた。	 
(2)	 	 ここに阻害薬によってオートファジ
ーを阻害しつつ、継代培養を継続できる条件
を見出した。	 
(3)	 	 これらの培養上皮細胞から蛋白質を
抽出し生化学的解析を行った結果、LC-3Ⅱの
発現が抑制されていることや p62 の発現が上
昇していることを確認した。	 
(4)	 	 一方、これらの培養上皮細胞にレトロ
ウイルスベクターGFP-RV および DsRed-RV を
用いて遺伝子を導入しつつ、継代培養を継続
できる条件を確認した。	 
(5)	 	 さらに、マウスから単離した T細胞を

上記の培養上皮細胞と共培養する条件を見
出した。	 
(6)	 	 野生型と同様に供与された C57BL6 バ
ックグランド ATG5 欠損マウスの大腸組織か
ら上皮細胞を単離し、長期培養系を樹立させ
ることができた。	 
(7)	 	 この培養上皮細胞から蛋白質を抽出
し生化学的解析を行った結果、やはり LC-3
Ⅱ発現の抑制、および p62 発現の上昇を確認
した。	 
(8)	 	 またこれらの培養上皮細胞を共焦点
顕微鏡下で観察した結果、LC-3	 dots の形成
不全とともにリソソームの凝集化などを観
察した。	 
(9)	 	 また、ATG5 欠損マウスにおいて T細胞
が活性化されていることを見出した。	 
(10)	 さらに ATG5 欠損マウスに実験腸炎を
誘発した結果、腸炎が重症化することを見出
した。	 
	 
	 これらの研究結果は生理的な条件下にお
ける腸管上皮細胞のオートファジー機能の
阻害とともに蛋白分解系の異常が誘発され
ていることばかりでなく、その条件下におい
て免疫学的異常も誘発されていることを示
唆する。そしてこの機構が炎症性腸疾患の病
態において治療標的になりうることが示唆
された。さらに現在、このメカニズムが関連
すると考えられる異種細胞間とのクロスト
ークに着目し、その解析を進めている。今後
はこの機構を介した免疫調節メカニズムを
追求することによって、炎症性腸疾患に対す
る新規治療法開発の基盤に繋げることがで
きると期待される。	 
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