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研究成果の概要（和文）： 腸管上皮細胞は、病原体などの外来抗原に常に曝されており、独自の外来抗原認識
機構や防御機構を備えている。本研究では、PARD6Bを介した腸管上皮細胞の防御機構がどのようなシグナルによ
り誘導されるかを明らかにした。さらに腸管上皮細胞特異的PARD6B欠損マウスを作製し、PARD6Bの機能解析を行
った。腸管上皮細胞特異的PARD6B欠損マウスは杯細胞の数の減少や腸炎の増悪を認めており、杯細胞の分化や腸
管炎症の制御に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Intestinal epithelial cells are constantly exposed to foreign antigens such 
as pathogens and have their own antigen recognition and defense mechanisms. In this study, we 
investigated what kind of signals induce PARD6B-mediated defense mechanisms in intestinal epithelial
 cells. Furthermore, we generated intestinal epithelial cell-specific PARD6B-deficient mice and 
analyzed the function of PARD6B. Intestinal epithelial cell-specific PARD6B-deficient mice showed 
decreased goblet cell number and exacerbated intestinal inflammation, suggesting that PARD6B is 
involved in goblet cell differentiation and regulation of intestinal inflammation.
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研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
  腸管上皮細胞がどのように病原体を認識して、感染を防御するかは不明な点が多かった。本研究において、腸
管の上皮細胞が、病原体の細胞膜の糖脂質への結合を感知して、感染を防御することを発見した。病原体が細胞
膜に結合すると、PARD6B/aPKC/Cdc42複合体の分解が誘導され、エンドソームの機能を阻害することにより、病
原体の細胞内への侵入を阻止するという感染防御機構を同定した。この機構は、腸管感染症や炎症性腸疾患の病
態に関与しており、本研究成果は、病態の解明につながることが期待される。

※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 

腸管上皮細胞は、粘液や抗菌ペプチドの産生、タイトジャンクションの形成により、

粘膜バリアを形成する。粘膜バリアの破綻は、腸管透過性を亢進させ、病原体や腸内細

菌の侵入を容易にし、腸管感染症、炎症性腸疾患(IBD)の進展に関与する。研究代表者

は、腸管上皮細胞が PARD6B を介して、病原体のエンドサイトーシスを阻害し、病原体

の侵入を食い止めるという新たな防御メカニズムを見出した。さらに、PARD6B が病原

体のみでなく、腸内細菌の認識や識別にも関与し、腸管恒常性を保つ機能があると考え

ている。しかしながら、どのようなシグナルが PARD6B の分解を誘導するかは不明な点

が多く、腸管感染症、IBD の病態との関連も不明であった。 

 
2．研究の目的 

本研究の目的は、PARD6B を介した腸管上皮細胞の防御機構の機序を解明し、IBD との

関連を明らかにすることである。そのため(1) PARD6B の分解を誘導するシグナルの同

定、(2) PARD6B 遺伝子欠損マウス、IBD モデルマウスの機能解析による、PARD6B を介

した防御機構の機能解析、(3) IBD 患者における PARD6B の発現様式と予後、重症度の

相関解析を行い、PARD6B の機能と IBD の病態との関連を明らかにする。 

 
3．研究の方法 

(1)-① PARD6B の分解を誘導するシグナルの同定 

PARD6B の分解を誘導するシグナルは、これまでの検討から、病原体のレセプターで

あるスフィンゴ糖脂質との結合、PARD6B の結合蛋白である Cdc42 の活性化を考えた。

スフィンゴ糖脂質をレセプターとする志賀毒素、コレラ毒素をヒトの腸管上皮細胞株

（Caco-2細胞）に投与し、PARD6B の分解が誘導されるかをウエスタンブロットで解析

した。Cdc42 に関しては、ロタウィルスまたはコレラ毒素が、Cdc42 の活性化を誘導す

るかを検討し、Cdc42 阻害剤により、PARD6B の分解が阻害されるかを検証した。 

 

(1)-② 病原体に対する阻害効果の検討 

PARD6Bの分解誘導により、その後の別の病原体の侵入を阻害するかを解析した。Caco-

2 細胞にロタウィルスを感染させたあと、センダイウィルスを感染させ、Caco-2 細胞の

センダイウィルスの発現量を定量 PCR で測定を行った。また、コレラ毒素を先に感染さ

せ、その後ロタウィルスを加え、Caco-2 細胞でのロタウィルス量を測定した。 

 

(2)-① PARD6B の腸管上皮における機能解析 

 腸管における PARD6B の機能を解析するため、腸管上皮細胞特異的な PARD6B コンデ

ィショナルノックアウトマウスを作製した。PARD6B flox マウスと腸管上皮細胞特異的

に Cre を発現する Villin-Cre Tg マウスの交配を行い、腸管上皮細胞特異的 PARD6B 欠

損マウスを樹立した。腸管長の計測、病理学的評価、エンドソームの形態、タイトジャ

ンクション構成分子の発現、局在を評価した。腸管透過性への影響を FITC-Dextran 試

験、ZO-1 の免疫染色で評価した。小腸、大腸の上皮細胞を単離し、遺伝子発現を RNAseq

で解析する。 

 



 

（2)-② 腸管上皮細胞特異的 PARD6B 欠損マウスにデキストランナトリウム（DSS）で腸

炎を誘導し、野生型マウスと比較検討を行う。 

腸管上皮細胞特異的 PARD6B 欠損マウスに DSS を用いて腸炎を誘導し、IBD の病態と

関連するかを検証した。腸炎活動性スコア、体重減少率で腸炎の重症度を評価した。さ

らに、関与する分子や腸内細菌を検討するため腸管上皮の RNAseq や腸内細菌を解析し、

野生型マウスと比較検討する。腸炎の重症度、タイトジャンクション、エンドソームの

解析は上記の項目で評価する。 

 

(3) ヒト検体での PARD6B の発現と重症度との相関 

潰瘍性大腸炎（UC）患者の内視鏡下生検検体を用いて、PARD6B の発現様式と重症度、

予後との相関を統計学的に解析し、活動性マーカー、予後予測マーカーとなりうるかを

検討する。 
 
4.研究成果 

(1) スフィンゴ糖脂質をレセプターとする志賀毒素、コレラ毒素をヒトの腸管上皮細胞

株に投与し、PARD6B の分解が誘導されるかをウエスタンブロッティングで解析したと

ころ、ロタウィルスと同様にこれらの毒素も PARD6B と aPKC の分解を誘導することが分

かった。PARD6B の mRNA の発現量は変わらず、プロテオソームインヒビター (MG132)の

投与により、分解誘導が阻害されることから、プロテオソーム依存性の経路によること

が同定できた。さらに、糖脂質と結合しない変異体のコレラ毒素を感染させたところ、

PARD6B の分解は誘導されなかった。その上、サルモネラ菌や腸管出血性大腸菌の感染

では、PARD6B の分解は誘導されなかったことから、細胞膜の糖脂質への結合が、PARD6B

の分解を誘導することが示唆された。また、PARD6B は Cdc42 のエフェクターであるこ

とが知られており、ロタウィルスやコレラ毒素が Cdc42 の活性化を誘導することは複数

報告されている。Cdc42 の阻害剤を加えたところ、PARD6B の分解誘導が阻害されること

から、Cdc42 の活性化がシグナル伝達に関与している可能性があると考えられた。 

(2) PARD6B flox マウスと Villin-Cre Tg マウスを掛け合わせることにより腸管上皮細

胞特異的 PARD6B を欠損するマウスの作製を行った。遺伝子型を調べた結果、

PARD6Bflox/flox Villin-Cre マウスは産まれてくることが分かったが、成長障害、直腸脱

を認めた。DSS 誘導性腸炎モデルを作成したところ、Pard6b 欠損マウスは、コントロー

ルマウスと比較して、有意な体重減少、腸炎活動性スコアの上昇を認め、腸炎の増悪が

認められた。機序としては、杯細胞の数の減少、腸管粘液の主成分である MUC-2 の発現

低下を認めるため、杯細胞の分化、成熟に関連する機能を持つことが示唆された。 

今後は腸内細菌叢の解析や RNASeq を行う予定である。 

 

(3) 内視鏡下生検検体 

 健常人と潰瘍性大腸炎患者の生検検体を用いて、免疫組織学的染色法、ウエスタンブ

ロット法を用いて、PARD6B の発現を検証した。健常人と比較して、潰瘍性大腸炎患者で

は、PARD6B の発現は有意に低値であることが分かった。さらに、潰瘍性大腸炎の活動期

では寛解期と比較して有意に PARD6B の発現上昇を認めた。疾患活動性と PARD6B は軽度

の相関を認めたが、予後との相関は認められなかった。 
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