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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患(IBD)の発症には腸内微生物叢や食餌などの環境因子が密接に関与する
と考えられているが、いかなる環境因子がどのように腸管へ影響を及ぼすか明らかではない。本研究では、無菌
マウスにおいて大腸のユビキチン化が亢進していること、環境の変化によって変化する大腸ユビキチン化タンパ
クの網羅的同定が質量分析計を用いて可能であることを示した。またセリン経口投与では、D体特異的にT細胞移
入慢性大腸炎モデルに対する予防効果・治療効果を有することを見出した。

研究成果の概要（英文）：It is thought that environmental factors such as intestinal microflora and 
diet play critical roles in the development of inflammatory bowel disease. However, it is little 
known as to what kind of environmental factors are involved in this disease and how these factors 
affect the intestinal homeostasis. We observed that more proteins are ubiquitinated in the large 
intestine of germ free mice than in that of specific pathogen free mice. We showed that mass 
spectrometric analysis enables comprehensive identification of ubiquitinated proteins in the colon. 
We also found that oral administration of D-serine, not L-serine, has a preventive and therapeutic 
effect in a naive T cell transfer model of chronic colitis.

研究分野： 消化管

キーワード： 炎症性腸疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体環境による組織のモニタリング手法としてトランスクリプトーム解析が一般的であるが、本研究により、組
織の網羅的ユビキチン化修飾解析技術も有用であること示した。また、IBDとDアミノ酸の関連は不明であった
が、DセリンがIBDモデルを抑制することを示した本研究結果は、IBDにおけるDアミノ酸研究発展の必要性を示し
ている。合わせて本研究成果は、DセリンによるIBDの画期的な予防法・新規治療法の開発の基盤になり得ると思
われる。

※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 
 本邦における炎症性腸疾患(IBD)の患者数は増加してきたが、その発症機序は不明で、治療抵
抗例の克服は世界的な課題である。IBD の発症機序について現在まで明らかになったことは、遺
伝的素因を背景に、食餌や腸内微生物叢などの環境因子が複雑に絡みあった多因子疾患である
という事実である。腸は「内なる外」と呼ばれ、腸管は身体の内側にありありながら一層の腸管
上皮を介して外界と接し、膨大な量の腸内微生物や食餌成分と対峙し共生している。これら腸内
環境と宿主の共生関係が破綻した結果、IBD が発症すると考えられている。しかし、いかなる環
境因子がどのように腸管へ影響を及ぼすのか多くは明かでない。 
腸内環境因子として現在まで腸内細菌叢や脂質と IBD の関連が多数報告されてきた。本研究

では加えてアミノ酸、特に Dアミノ酸にも焦点を当て研究を開始した。タンパクは主に Lアミノ
酸で構成されているが、その光学異性体である D型アミノ酸も、我々が毎日摂取する食品に含ま
れることが明らかになってきた。しかし Dアミノ酸と IBD に関する知見は、我々が知るうる限り
皆無である。また、腸管への網羅的評価系としてトランスクリプトーム解析が汎用されているが、
本研究では翻訳後修飾、特にユビキチン修飾に焦点をあてた。一旦発現したタンパクを制御する
ユビキチン修飾系は、シグナル伝達やタンパク分解などの多彩な生理機能を制御しており、腸内
環境の変化に対する宿主の生体反応をモニタリングする指標になりうると着想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、食餌や腸内微生物叢などの環境因子の変化により腸管がどのような影響を受け
るかを明らかとし、また IBD 感受性の有無を検討することで、IBD の新規治療法開発の基盤を構
築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)C57BL6 背景の specific-pathogen-free(SPF)マウス、無菌マウス、L-セリン又は D-セリンを
自由飲水投与した SPF マウスの大腸を摘出し、ウエスタンブロットにより汎ユビキチン抗体で
ユビキチン化タンパクの発現解析を行った。 
 
(2) SPF マウス及び無菌マウスの大腸を摘出し、トリプシン消化後にジグリシンレムナント抗体
でユビキチン化ペプチドを濃縮し、質量分析計で網羅的解析を行った。 
 
(3)in vitro において、RAW264 細胞を用いた ADAM17 のユビキチン化について検討を行った。 
 
(4)野生型マウスの脾臓より CD4 陽性ナイーブ T細胞を分取し、Rag2 欠損マウスへ投与すること
で大腸炎を発症する T 細胞移入慢性大腸炎モデルを作成し、移入後 8-9 週目に大腸を摘出し病
理学的評価を行うとともに、大腸粘膜固有層内リンパ球をフローサイトメトリーで解析した。同
モデルへ L セリン及び D セリンを自由飲水により投与しアミノ酸の慢性腸炎感受性について検
討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)無菌マウスでは SPF マウスに比べて盲腸は腫大し、ウエスタンブロットで大腸のユビキチン
化タンパクの発現亢進を認めた。この結果により、環境の変化により全大腸組織中におけるユビ
キチン化タンパクの総量が変動し得ることを示した。 
SPF マウスへ 1.5%(w/v)L セリン又は D セリンを投与したが、非投与マウス群と比較してそれ

ぞれ体重変化を認めなかった。摘出した盲腸や大腸の重量、大腸の組織学的所見でも３群間で有
意な差を認めなかった。 
 
(2)大腸組織のユビキチン化ペプチドの網羅的解析により、無菌及び SPF 環境で変化するユビキ
チン化タンパクを多数同定し、ユビキチン化タンパクを指標とした生体環境のモニタリングが
可能であることを示した。 
 
(3) CRISPR-Cas9 法を用いて TACE 欠損 RAW264 細胞株を樹立し得た。また、TACE 発現レンチウイ
ルスベクターを作成し、TACE に変異を導入し TACE 欠損細胞へ強制発現させた。今後その変異部
位の機能に関する詳細を明らかにしてゆく。 
 
(4)1.5%(w/v)L セリンをナイーブ T 細胞移入 1 週間前からの解析終了時まで自由飲水で投与し
た。ナイーブ T細胞移入後 4週目から下痢や体重減少の腸炎症状を認めたが、セリン非投与群で
も同様の臨床所見を認め、病理学的な大腸炎の所見も両群間で有意な差を認めなかった。一方で、
1.5%L セリン投与群では臨床的にも病理学的にも大腸炎の所見を認めなかった。以上より、セリ
ンは D体特異的にナイーブ T細胞移入大腸炎モデルを抑制することを示した。今後、Dセリンに
よる翻訳後修飾の変化とその意義を明らかにする。 



 
(5) ナイーブ T細胞移入大腸炎モデルへの Dセリンの投与濃度を 0%・0.5%・1.0%・1.5%(w/v)で
比較した結果、臨床症状及び病理学的所見それぞれで D セリンは濃度依存性に大腸炎を抑制し
た。大腸粘膜固有層内リンパ球の解析では、Dセリンは濃度依存性に大腸組織への CD4 陽性 T細
胞の浸潤を抑制した。 
 
(6) D セリンの投与期間を T 細胞移入 1 週間前から移入後 8 週後迄（解析終了時迄）、T 細胞移
入 1 週間前から移入後 4 週目迄、及び移入後 4 週目から移入後 8 週後迄に分けて検討したとこ
ろ、いずれの期間の Dセリン投与群も非投与群に比較して、臨床的・病理学的に大腸炎を抑制し
た。以上より、D セリンは T 細胞移入大腸炎モデルにおいて、発症予防（寛解維持）及び治療
（寛解導入）が可能であることを証明した。 
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