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研究成果の概要（和文）：クローン病は原因不明の難病であり、腸管に肉芽腫を形成し非連続性に病変を生じる
ことが特徴である。研究代表者は、通常排除できる異物（環境因子）を、クローン病では遺伝的背景があるため
に排除できずに隔離せざるを得なくなり、肉芽腫が作られるのではないかと仮説を立てている。異物（環境因
子）として食品・微量元素を用い、異物排除に関わるオートファジーの解析を行なったとともに、肉芽腫形成モ
デル樹立を試みた。

研究成果の概要（英文）：Crohn's disease is an intractable disease of unknown cause and is 
characterized by the formation of granulomas in the intestinal tract and discontinuous lesions. We 
hypothesized that a foreign body (environmental factor) that can normally be eliminated could not be
 eliminated due to the genetic background of Crohn's disease, resulting in granulomas. Using foods 
and trace elements as foreign substances (environmental factors), we analyzed autophagy and tried to
 the establishment of granuloma formation model.

研究分野： 消化器内科

キーワード： クローン病　肉芽腫　オートファジー　p62　ニッケル　LC3

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内に異物が入り込んだ際には防御反応として炎症や異物の排除が行われる。排除できない場合、異物を「隔
離」によって最大の効果を得ようとする活動が肉芽腫形成である。この過程において重要なオートファジーと異
物（環境因子）として食品・微量元素の関係を明らかにしたことは学術的に意義があり、予防医療への展開も考
えられ、社会的に大きな意義のある成果を得た。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
① クローン病は原因不明の難病であり、腸管に肉芽腫を形成し非連続性に病変を生じること

が特徴である。研究代表者は、通常排除できる異物（環境因子）を、クローン病では遺伝的
背景があるために排除できずに隔離せざるを得なくなり、肉芽腫が作られるのではないか
と仮説を立てている。ゲノムワイド関連解析（GWAS）においてクローン病感受性遺伝子とし
て ATG16L1 と IRGM 遺伝子の変異が発見されて以来、クローン病においてオートファジー障
害が着目されるようになった。患者組織で ATG16L1 遺伝子多型とパネート細胞異常が相関
することが報告された。マウスモデルも作成され GWAS により同定された ATG16L1 T300A 変
異タンパク質は caspase3 により不安定となり、結果としてオートファジーが減弱すること
が示唆されている。しかし、どのような異物（環境因子）に反応してこのオートファジー障
害とクローン病発症が関与するかは不明である。 

② ユビキチン・システムは翻訳後のタンパク質修飾系１つである。ユビキチンは８種類の異な
るユビキチン鎖を形成し「種類」「長さ」「複雑さ」から多様性に富んだ膨大な情報を内包し
ている。典型的には K48 結合型ポリユビキチン鎖はプロテアソームにより分解、K63 結合型
ポリユビキチン鎖はシグナル伝達や DNA 修復など、直鎖状ポリユビキチン鎖は NF-κB の活
性化などに関わっていると考えられている。しかしながら Atypical と言われている K29 結
合型や K33 結合型等によるタンパク質機能制御の詳細や生体における意義は未だ明らかと
されていなかった。p62/SQSTM1 はユビキチン鎖を認識し、タンパク質だけではなくオルガ
ネラや細菌もオートファジーに導く受容体タンパク質である。研究代表者は K33 鎖結合型
の可視化に世界で初めて成功し、p62/SQSTM1 との共局在を明らかにしている(Autophagy 
2018)。 

③ 研究代表者はクローン病感受性遺伝子 A20/TNFAIP3 やその結合タンパク質によるユビキチ
ンを介した炎症制御について解析を行ってきた(Nature 2009, Nat. Immunol. 2015)。しか
し、クローン病に特徴的な肉芽腫形成を検討するには、誘因となる異物（環境因子）につい
て検討する必要があった。そこで、異物（環境因子）として西洋化により大きく変化した食
品・微量元素に着目し検討することとした。 

 
２．研究の目的 
ポリユビキチン化を動的に可視化する独自技術(PolyUb-FC)を用いて、異物（環境因子）として
ユビキチン鎖を誘導する食品・微量元素の同定を試みる。同定した食品・微量元素による肉芽腫
形成に関わる細胞死・オートファジー誘導を明らかにする。さらには、クローン病感受性遺伝子
による異物（環境因子）を介した肉芽腫形成機構を明らかにし、その機構に基づいた肉芽腫形成
モデルを作成することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
① ユビキチン鎖誘導解析 

研究代表者は鎖特異的にポリユビキチン化を動的に可視化する独自技術を開発した
(PolyUb-FC)。同技術は、蛍光蛋白質再構成法（bimolecular fluorescence complementation, 
BiFC）による分子間相互作用の検出原理を用いている。予め２つに分割した蛍光タンパク質
monomeric Kusabira-Green(mKG)の遺伝子に、ユビキチン遺伝子をそれぞれ融合し、ユビキ
チンが相互作用すると、分割した mKG の断片が近接により再構成され蛍光能を回復し、相
互作用を蛍光シグナルとして検出することが可能である。さらに PolyUb-FC 技術を発展さ
せ、クローン病と関係が示唆されている RIPK3 ユビキチン化可視化と IRGM ユビキチン化可
視化解析系を樹立し、食品・微量元素によるユビキチン化調節を解析した。 

② オートファジー・細胞死応答解析 
p62/SQSTM1、LC3、LAMP1、ATG16L1 など細胞免疫染色を行い、共焦点顕微鏡にて観察した。
p62/SQSTM1、LC3 などの発現量を Western blot で検討した。細胞小器官の変化と p62/SQSTM1
の局在を電子顕微鏡及び免疫電子顕微鏡法で観察した。細胞からのサイトカイン産生を
ELISA にて検討した。細胞増殖を MTS 法にて検討した。 

③ エクソソーム応答解析 
ヒト小腸・大腸の粘膜組織より「ヒト腸上皮オルガノイド」を樹立している(Sci. Rep. 2016)。
PEG 沈殿法にてエクソソームを回収し、Nanosight を用いて確認を行なった。TNFαや食品・
微量元素によるエクソソーム内 miRNA の変化を検討した。さらに細胞株に添加し遺伝子発
現の変化を Microarray で検討した。 

④ 肉芽腫形成モデルの樹立 
食品・微量元素を用いて小腸にも肉芽腫形成するモデルの樹立を試みた。オートファジー欠
損マウス、TNFAIP3 欠損マウスを用いたマウス腸炎モデルにて検討を行なった。 

 



４．研究成果 
 
① 食品・微量元素によるユビキチン鎖誘導解析 

ポリユビキチン化を鎖特異的に動的可視化
する独自技術(PolyUb-FC)を樹立している。
細胞株にこのベクターを導入し、食品・微
量元素を培養上清中に添加することでポリ
ユビキチン鎖誘導反応を可視化にて解析し
た。クローン病の炎症において重要な TNF
αを検討するとともに、食品に含まれる脂
肪酸や微量元素によるスクリーニングを行
なった。ニッケルにてポリユビキチン鎖を
誘導することが判明した。また、PolyUb-FC
技術を発展させクローン病と関係が示唆さ
れている IRGM ユビキチン化可視化解析系
を樹立した。分割した mKG の断片片側に
IRGM を組み込み、IRGM ユビキチン化を可視
化可能であることを蛍光顕微鏡及び
Western blot で明らかにした。今後、誘導
する因子を同定していく。 
 

② 食品・微量元素によるオートファジー・細胞死応答解析 
クローン病病態で重要なサイトカイ
ンである TNFαとニッケルについて
それぞれ検討を行なった。内因性
RIPK3 を発現する腸管上皮細胞株
HT29細胞を用いてTNFαもしくはTNF
αと Z-VAD の共刺激（ネクロプトーシ
ス誘導刺激）がオートファジーを誘導
するかを検討した。TNFαと Z-VAD の
共刺激を用いたところ、LC3-II が時
間依存的に増加し、免疫蛍光細胞染色
では LC3 puncta が増加していること
が観察された（図１）。LC3 puncta の
増加が非特異的反応でないことを明
らかにするため RIPK1 阻害剤である
Nec-1 を用いたところ、Nec-1 刺激を
行った群では、Nec-1 刺激を行わなか
った群に比べて LC3 puncta の増加が
抑制され、HT29 細胞では RIPK1 / 
RIPK3 を介した LC3 puncta の増加と
考えられた。LC3 puncta がオートファジーの亢進によるかを検討するために、オートファ
ジーで選択的に分解される p62/SQSTM1 を検討したところ TNFαと Z-VAD の共刺激にて
p62/SQSTM1 発現量増加が観察された。さらに共焦点顕微鏡による免疫蛍光細胞染色の観察
でも、p62/SQSTM1 puncta のサイズが刺激依存的に増大していることが明らかとなった。TNF
αと Z-VAD の共刺激がオートファジーのどの段階で関与しているかを調べるため、隔離膜
に分布する ATG16L1 と LC3 の局在を解析した。この際、オートファジー活性を正に調節す
る mTOR 阻害剤の Torin-1 刺激で HT29 を刺激したところ ATG16L1 と LC3 の共局在は増加し
たが、ネクロプトーシス刺激では共局在は増加せず、隔離膜の形成が更新しているわけでは
ないと考えられた。次に、HT29 細胞で p62/SQSTM1 puncta と LC3 puncta の局在を観察した
ところ共局在の増加が認められ、LC3 と p62/SQSTM1 の蓄積はオートファジーの分解過程が
阻害されている可能性が示された（図２）。また、TNFαと Z-VAD の共刺激にて LC3 puncta
の 数 は 増 加 し た も の の
LAMP1とLC3の共局在は増加
せず、オートリソソーム形成
の前段階に作用している可
能性が考えられた。そこでリ
ソソーム-オートファゴゾー
ム融合に介在する分子であ
る STX17 と LC3 を観察する
ため、HT29 細胞に GFP-STX17
を導入し、LC3 との局在を
TNFαと Z-VAD の共刺激下に



観察した。対照群の Torin-1 刺激では共局在が増加するのに対して、TNFαと Z-VAD の共刺
激では共局在の増加は認められず、STX17 の誘導を阻害することで、オートファゴソームと
リソソーム融合の前の段階でオートファジーを阻害していることが示唆された。 
 
次に、ニッケル(NiCl2)にて細胞を刺激する
と、高濃度において細胞死が誘導されるこ
とを MTS 法及び顕微鏡にて確認した。そこ
で細胞死を誘導しない NiCl2 濃度を用いて
オートファジーへの作用を検討した。免疫
染色にて LC3 puncta が増加すること、
Western blot にて LC3-II が増加すること
を見出した。また同時にp62/SQSTM1 puncta
も増加していることが判明した（図３）。電
子顕微鏡にて解析したところ NiCl2 刺激に
て lysosome の蓄積が認められ、免疫電顕に
て p62/SQSTM1 金コロイドの沈着も認めら
れた（図４）。以上のことから NiCl2 はオー
トファジーフラックスを抑制し LC3 が蓄積
されている可能性が考えられた。さらに、p62/SQSTM1 を Western blot で検討したところ、
刺激誘導性に高分子量にも p62/SQSTM1 バンドを認めた。複数の細胞種や抗体においても検
出されニッケル特異的な p62/SQSTM1 翻訳後修飾の可能性が考えられた。驚いたことにニッ
ケル刺激は細胞からのサイトカイン産生亢進を認めた。今後、肉芽腫形成についてさらに検
討していく。 
 

③ 食品・微量元素によるエクソソーム応答解析 
腸管上皮細胞株を用いて、腸管上皮細胞からのエクソソーム産生を確認した。食品・微量元
素にて細胞株を刺激し、エクソソームを PEG 沈殿法で回収し、Nanosight にて確認した。パ
ルミチン酸とともに、LPSや TNFαにてエクソソーム産生が増加することが明らかとなった。
次にヒト腸上皮オルガノイド培養液から Nanosight を用いて培養液にエクソソームを同定
した。miRNA array にてエクソソーム内 miRNA を検討するとともに細胞株に添加すること
で遺伝子発現の変化を明らかにした。現在個々の miRNA について検討を行なっている。 
 

④ 肉芽腫形成モデルの樹立 
ニッケルの生理学的作用を検討するためマウスの腸炎で検討した。ニッケルで２回免疫し
経口摂取することによる自然腸炎発症を試みるも残念ながら惹起されなかった。しかし、
DSS 腸炎マウスモデルに金属粒子を注腸投与すると腸管に蓄積することが判明した。肉芽腫
様病変の形成について時間経過を検討していく。 
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