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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患(IBD)の腸管・腸管外炎症の発生進展のメカニズムをエクソソーム・RNA
結合蛋白の面から解析した。実験腸炎モデルやIBD由来の血清エクソソーム内のRNA結合蛋白の発現を検討したと
ころ、活動期において特定のRNA結合蛋白が低下していた。実験腸炎モデルにIBD由来血清を投与すると、組織学
的炎症の増悪および炎症性サイトカインの上昇を認め、潰瘍性大腸炎・クローン病由来血清において、サイトカ
イン上昇のプロファイルは異なっていた。エクソソーム・RNA結合蛋白と標的RNAを含め、血清内の炎症を増悪さ
せる因子に関して更なる検討を行う必要がある。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanism that intestinal and extraintestinal inflammation 
in inflammatory bowel disease (IBD) developed and exacerbated in regard to exosomes and RNA binding 
proteins (RBPs). In the experimental colitis models and patients with IBD, specific RBPs involving 
exosomes derived from serum decreased in active state of colitis. The exacerbation of histological 
inflammation and elevation of proinflammatory cytokines were determined when administering serum 
derived from active IBD to the experimental colitis mice. Additionally, the profiles about elevation
 of proinflammatory cytokines differed from serums between ulcerative colitis and crohn’s disease. 
Further investigations need to be performed to elucidate the factors derived from serum in IBD, 
including exosomes, RBPs and targeted RNA, which are possible to exacerbate intestinal and 
extraintestinal inflammation.

研究分野：炎症性腸疾患

キーワード： エクソソーム　RNA結合蛋白　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
腸管を主体とした全身の慢性炎症性疾患であり、原因不明で根治治療がない炎症性腸疾患の発生・進展のメカニ
ズムについて、エクソソームやRNA結合蛋白といった新たな側面から解析を行った研究である。これらの成果よ
り、免疫担当細胞やサイトカインではなく、エクソソーム・RNA結合蛋白と標的RNAといった側面から炎症性腸疾
患の発症・進展機構を解明し、新規のバイオマーカー・新規治療の開発、および種々の臓器や炎症性疾患におけ
るエクソソームとRNA結合蛋白の役割を解明していくという新たな研究領域の創生に寄与する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
炎症性腸疾患(IBD)は原因不明の炎症性腸疾患であり、根治的治療は確立されていない。

また、IBDの消化管病変は大腸や小腸に限らず口腔内や胃上部・前庭部、十二指腸などの特

定の部位にも病変が発生し、しばしば非連続的に存在する。さらに腸管の炎症に加え、関節

炎や皮膚の結節性紅斑などの腸管外病変も発生し、その好発部位は膝関節や下腿などの特定

の部位に集中している。このような臨床的特徴から、病変の発生や進展の機序に、特定の部

位や臓器間で炎症関連分子が送達されるシステムが関与するものと推測される。この機序と

して、これまで血中の炎症性サイトカインの上昇などが関係すると考えられてきたが、特定

の部位のみに病変が集中するメカニズムを解明するには至っていない。 

一方近年、細胞から分泌される 40-150nm 程度の膜小胞である Exosome/Extracellular 

Vesicles(EV)内に、タンパクやmessenger RNA(mRNA)・micro RNA(miRNA)が内包され、

離れた細胞間や組織への情報伝達に大きく寄与していることが明らかとなった。また、RNA

結合蛋白である hnRNPsが miRNAの EV内への移行を調節していること(Villarroya BC, 

et al. Nature Commun. 2013)、EVsの標的臓器の決定に膜表面分子の発現が関与している

こと（Christianson HC, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2013）が示された。 

これまで私は、抗 CD3抗体誘発小腸障害マウスモデルにおいて、hnRNP A1が炎症期に

低下し、回復期で過剰発現し(図 1、２)、hnRNP A1の標的 RNAが上皮再生に関与するペ

プチド Trefoil factor 2(TFF2) mRNAであること（表 1）を同定し(Ando K, et al. Inflamm 

Bowel Dis. 2015)、腸管炎症におけるmRNAや hnRNPsの役割の一端を解明してきた。 

以上のような IBDの臨床的特徴および研究成果から、私は IBDにおいて腸管や腸管外の特

定の部位に病変が発生する機序に EVによる炎症関連分子の送達が関係し、その制御メカニ

ズムに hnRNPsが関係しているとの着想に至った。Preliminaryな検討により、2% DSSを

7日間自由飲水させた DSS腸炎マウスモデルにおいて、血清中 EV内の hnRNP Dの発現

が腸炎群において優位に高いことを明らかにし、EV内においても hnRNPsが重要な役割を

果たしていることが推測される。これまで EV・RNA結合蛋白の機能と腸炎病態、および腸

管外病変との関連性について解析した報告はない。 

本研究により、腸炎・腸管外への炎症の進展・波及における EVと RNA結合蛋白・RNA

相互作用の役割を明らかにすることができれば、EV と RNA 結合蛋白の機能を応用した新

規のバイオマーカー、腸炎・全身炎症制御に対し標的臓器にターゲットを絞った新規治療法

の開発への基盤的成果を得ることができる。また、本研究を発展させることで、様々な臓器、

種類の炎症病態における EVと RNA結合蛋白の役割を解析するという新しい研究領域を創

生することができる可能性があることから、本研究の着想に至った。 

 
２．研究の目的 
 

上記の成果を発展させ本研究では、腸炎モデル・IBD 患者の血中・組織中に特徴的な EV と

hnRNPs の役割を明らかにし、腸管・腸管外病変の発生進展における関与を明らかにすること

を目的とする。 

(1) 腸炎モデルマウスにおける EV 内の hnRNPs と mRNA・miRNA の発現・作用メカニズ

ムを明らかにする。 

(2) IBDの腸管炎症・腸管外病変における RNA結合蛋白・mRNA・miRNAの相互作用と病

態への関連を明らかにする 



(3) EV内での RNA結合蛋白と標的となる RNAの発現変化について解析し、EV内での RNA

の発現調節や特定の細胞・組織間の情報伝達メカニズムを解明することで、RNA結合蛋白・標

的 RNAと EVの情報伝達機構という新たな側面から腸炎の病態を解明する 
 
３．研究の方法 

 

(1) 腸炎モデルマウスにおける血液中 EV 内の RNA 結合蛋白と RNA の発現解析 

 

DSS 大腸炎モデルマウスやラットを作成し、血液を採取し、エクソソーム回収キットを用い

て、血清中からエクソソームを回収する。エクソソーム内の蛋白を回収し、Western blots に

て hnRNPs などの RNA 結合蛋白の発現解析を行う。また、エクソソーム内の RNA を回収し、cDNA

アレイを行い、炎症関連サイトカイン、炎症シグナル経路関連分子、細胞周期・アポトーシス

関連分子の mRNA・miRNA の網羅的解析を行う。同時に腸管粘膜を回収し、タンパク・RNA を分

離し、我々が腸管粘膜における発現変化や相互作用を明らかにした、hnRNP A1 と TFF2 

mRNA(Ando K, et al. Inflamm Bowel Dis. 2015)をはじめとして、腸管粘膜での RNA 結合蛋

白や RNA の発現プロファイルと比較検討する。 

また、発現変化のあった RNA 結合蛋白と mRNA・miRNA において、結合部位の配列を比較検討

し、標的 RNA の候補を同定する。免疫沈降・Binding assay を行い、RNA 結合蛋白と標的 RNA

の直接結合を確認する。 

 

(2) IBD の腸管炎症・腸管外病変における EV 内の hnRNPs と mRNA・miRNA の相互作用と病態へ

の関連を明らかにする。 

 

IBD 患者の血液から EV を回収し、実験腸炎モデルで明らかにした hnRNPs をはじめとする

RNA 結合蛋白と標的 mRNA・miRNA の発現変化を Western blots や RT-PCR にて解析し、実験腸

炎モデルでの変化との比較検討を行う。直接結合に関して Binding assay にて検討する。ま

た、寛解期・活動期での EV 内の RNA 結合蛋白と標的 mRNA・miRNA の発現変化を検討すること

により、IBD の病態へ及ぼす影響やメカニズムを明らかにする。 

 

(3) IBD の腸管・腸管外炎症の発生・進展における EV の関与、hnRNPs と RNA の相互作用と標

的細胞への特異的な作用・取り込みメカニズムの解明 

 

    IBD における腸管炎症・非連続性病変や腸管外病変の発生・進展のメカニズムにおける EV

の関与に関して検討を行う。まず、従来 IBD 病態の中心的な役割を果たすとされているリンパ

球・単球・マクロファージや血小板などの血球成分以外の関与があるかに関して検討を行うた

め、Balb/c マウスに対して健常者(HV)・UC・CD 患者由来の血清を投与した後に、2% DDS を投

与し腸管炎症の程度やサイトカイン発現、および検討 1)2)で明らかにした RNA 結合蛋白と標

的 RNA の腸管内および血液中での変化に関して検討を行う。また、患者由来血清より EVを抽

出し、Balb/c マウスを用いて同様の検討を行い、EV の腸管炎症への関与を検討する。また、

血清・EV を各種培養細胞へ添加し、サイトカイン発現や炎症シグナル関連分子などの発現変

化や RNA 結合蛋白・標的となる RNA の発現変化について検討する。 

 
なお、これらの研究計画は旭川医科大学倫理委員会の承認を得て実施した。 



 
４．研究成果 
 

(1) 腸炎モデルマウスにおける血液中 EV 内の RNA 結合蛋白と RNA の発現解析 

①DSS 急性腸炎モデルマウスを作成し、血清からエクソソームを回収し、エクソソーム内 RNA

結合蛋白の発現解析を解析した。DSS 腸炎群では、コントロール群に比較して、エクソソーム内

RNA 結合蛋白 hnRNP D、hnRNP K、PABP の発現が有意に高かった。hnRNP A1 の発現変化は認めな

かった。 

 

 ②次に 2% ラット DSS 急性腸炎モデルマウスを作成し、急性期・回復期において経時的に血清

エクソソームを回収したのち、RNA 結合蛋白の変化について検討を行った。急性期において hnRNP 

H・hnRNP K・PABP の発現低下および、経時的な回復傾向が確認された。こちらのモデルにおい

ても hnRNP A1 の発現変化は認めなかった。 

 
(2) 炎症性腸疾患におけるエクソソーム内 RNA 結合蛋白の発現解析 
 

続いて、活動期潰瘍性大腸炎(UC)・クローン病(CD)および健常者の血清より回収したエクソソー

ム内の RNA 結合蛋白(hnRNP A0, A1, A2B1, D, H, I, K, L, SYNCRIP, U, PABP, CD63)の変化を

検討したところ、UC・CD において hnRNP U, SYNCRIP(hnRNP Q)の有意な発現低下が認められた。 

実験腸炎モデルと IBD において、発現変化のある RNA 結合蛋白の相違がもたらす意義、腸管組織

内での RNA 結合蛋白の発現変化と血清 EV内での発現変化との関連および病態への寄与、標的と

なる RNA に関しては継続課題として検討を行う。 

 

 

 

 

 

 

図 1 IBD における EV 内 RNA 結合蛋白 hnRNP U・SYNCRIP 発現変化の比較(Western Blotting)  

*p<0.05 

 

(3) 炎症性腸疾患における腸管炎症・腸管外病変における RNA 結合蛋白と mRNA・miRNA 

の相互作用と病態への関連 

 

健常者(HV)・UC・CD 由来の血清を Balb/c マウスに経静脈投与した後、2% DSS 腸炎モデルマウス

を作成した。血清非投与の対照群(Ct)および健常者血清投与(HV)群での組織学的な腸炎像は UC

群・CD群で有意に増悪していた。さらに、UC群に比べ、CD群における組織学的な腸炎像は有意

に増悪していた。腸管粘膜から回収したサイトカイン発現の比較を行ったところ、対照群と HV

群では発現変化は認めなかったものの、HV 群に比較して、UC 群では TNF-αと IL-1β、CD 群で

は TNF-α、IL-1β、IL-6、IFN-γの有意な上昇を認めた。本検討より、IBD 由来血清の投与によ

り、DSS 腸炎モデルマウスの増悪がみられることが明らかとなった。 

今後、血清エクソソームの関与を含めた血清内に含まれる分子による腸炎増悪の機序、RNA 結合

蛋白や標的となる RNA の発現変化、およびこれらの結果から明らかにされる IBD 病態への関与

について継続課題として、検討を継続していく。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 DSS 大腸炎の組織学的炎症             図 3 DSS 大腸炎の大腸組織由来 TNF-α mRNA 発現 

(Histological score)の比較       の比較(RT-PCR) *:p<0.05 

*: p<0.01, p<0.05 
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