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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、「クローン病においては制御性B細胞（Breg）の異常が腸管粘膜透
過性の制御機能を低下させ腸管炎症増悪に関与する」という仮説を検証した。C57BL/6マウスの脾臓からTあるい
はB細胞を分離し、Rag2-KOマウスに投与し、腸管粘膜透過性を評価した。本検討では、T細胞に比べてB細胞の移
入時に腸管粘膜透過性が低下していた。Trans-wellを用いて大腸上皮（Caco-2細胞）とT細胞あるいはB細胞を共
培養するモデルを作成した場合、T細胞よりもB細胞と共培養した際に上皮の透過性が低下することが確認され、
本結果はin vivoのマウス移入モデルの結果を反映していた。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we hypothesized that abnormalities in regulatory B
 cells (Breg) are associated with reduced regulation of intestinal mucosal permeability (IMP) and 
exacerbated intestinal inflammations in Crohn's disease. T and B cells were isolated from the spleen
 of C57BL/6 mice, administered into the abdominal cavity of Rag2-KO mice, and their IMP was 
assessed. The IMP was reduced during B cell engraftment compared to T cell engraftment. For the in 
vitro model of intestinal permeability regulation, a model was created in which the colonic 
epithelium (Caco-2) were cultured on the apical side of the trans-well, and T or B cells were 
co-cultured on the basolateral side. In vitro study revealed that the permeability of the epithelium
 was reduced when co-cultured with B cells rather than T cells, reflecting the results of the in 
vivo mouse transfer model.

研究分野：消化器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らはこれまでの研究において「クローン病（CD）における制御性B細胞（Breg）の機能異常を介した炎症
増悪メカニズム」を明らかにしていた。さらに今回の申請課題における「腸管の粘膜透過性制御メカニズムを生
体の免疫細胞の機能から解明する」という点は、過去に全く報告のない着眼点であった。これらの新規性の高い
二つの視点を組み合わせた本研究は、極めて学術的独自性と創造性に富んだ研究内容であることは言うまでもな
く、本研究で検証した「Bregによる粘膜透過性制御メカニズム」は、CDのみならず他の“leaky gut”に関わる
疾患に対しても、これまでと異なる視点からの病態解明につながると思われる。

※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 
 これまで私共は、クローン病（CD）では、制御性 B細胞（Breg）の機能が減弱しているこ
と、dysbiosis 環境下では組織の細胞外アデノシン三リン酸（ATP）が Breg の機能を低下させ
ることの可能性を明らかにしてきた。一方、腸管粘膜透過性は多彩なメカニズムによって担わ
れているが、Breg による粘膜透過性制御に関する報告はこれまでにない。本研究課題では、
「CD においては、Breg の異常が腸管粘膜透過性の制御機能を低下させ、腸管炎症増悪に関与す
る」という仮説を立て、種々の実験モデルを用いてこの仮説を検証することを目的とした。本
研究の成果は、CD の病態と“leaky gut syndrome”の病態解明につながる可能性があり、これ
までと異なる視点からの診断法や治療法の開発に貢献できると考える。 
 
２．研究の目的 
 これまでの Breg に関する研究成果を踏まえて、「Breg において IL-10 産生の低下が認められ
る CD 患者では、その機能異常によって腸管粘膜透過性の制御機能が低下し、結果的に不可逆的
な慢性炎症が誘導されること」を明らかにする。遺伝子操作マウスおよび免疫不全マウスであ
る RAG2-KO を用いた in vivo での腸炎モデルの実験系、さらに in vitro においては、腸管上皮
と免疫細胞の共培養系を樹立し、Breg の機能低下によって上皮の粘膜透過性が低下することを
目的として研究を進めている。 
 
３．研究の方法 
（1） マウスモデルを用いたリンパ球による腸管粘膜透過性制御の評価 
免疫不全マウスである Rag2-KO マウスを実験に使用した。野生型マウス（C57BL/6）の脾臓か
ら Tおよび B細胞を分離調整し、Rag2-KO マウスの腹腔内に投与し、投与 4週間後に腸管粘膜
透過性を FITC デキストラン法によって評価した。 
（2）In vitro モデルによる評価 
In vitro における腸管透過性制御モデルは、trans-well の apical 側に大腸上皮である
Caco-2 細胞を培養し、basolateral 側に T細胞と B細胞を共培養するモデルを作成し、T細胞
と B細胞が上皮の粘膜透過性に与える影響を検証した。培養上皮の透過性は上皮間電気抵抗を
測定することで評価した。 
（3）マウスモデルを用いた Breg 特異的な腸管粘膜透過性制御の評価 
Rag2-KO マウスにおいて、Breg の有無による粘膜透過性評価が可能な新規モデルを作成す
る。IL-10-KO マウスの脾臓から分離した B細胞は IL-10 に依存した免疫抑制機能を失っている
ことから、本マウスの B細胞を Rag2-KO マウスへの移入する系を用いて、野生型 B細胞の移入
系と比較することによって腸管粘膜透過性の制御における Breg の関連を明らかとする。 
 
４． 研究成果 
（1）マウスモデルを用いた腸管粘膜透過性 
Rag2-KO マウスへの T細胞の移入時に比べて、B細胞の移入時に腸管粘膜透過性が低下する傾
向を認めた。現在は、本メカニズムに Breg の機能が関与するか否かを Breg の移入の有無によ
る新たなモデルによって検証中である。 
（2）In vitro モデルによる評価 
図 1のように、B細胞と共培養した際に上皮の透過性が低下することが確認され、その傾向
は共培養するリンパ球数に依存していた（図 2）。本結果は in vivo のマウス移入モデルの結果
を反映する結果であった。 

 



 
（3）今後の継続的な研究 
Rag2-KO マウスにリンパ球を移入して腸管粘膜透過性を評価するモデルは樹立できているの
で、今後は、さらに Breg の関与を検討していく。現在、私共は IL-10-KO マウスを飼育してお
り、実験に使用可能な状況である。IL-10-KO マウスの脾臓から分離した B細胞は IL-10 に依存
した免疫抑制機能を失っていることから、本マウスの B細胞を Rag2-KO マウスへの移入する系
を用いて、野生型 B細胞の移入系と比較することによって腸管粘膜透過性の制御における Breg
の関連を明らかとする。また、非炎症時のみならず、B細胞移入モデルにデキストラン硫酸ナ
トリウムによって腸炎を惹起し、腸炎誘発時における Breg の粘膜透過性の制御機能を評価す
る。 
In vitro における腸管透過性制御モデルは、これまでと同様に、trans-well の apical 側に
Caco-2 を培養し、basolateral 側に B細胞を共培養する系を用いていく。今後は、野生型と
IL-10-KO マウスから分離した B細胞を各々上皮細胞と共培養する系を作成し、腸管粘膜透過性
の制御における Breg の関連を明らかとする。In vivo と同様に、TNF-alpha で腸管に傷害を与
えることで粘膜透過性を亢進させたモデルも作成し、Breg の影響を検証する。さらに、ヒト CD
患者および健常人から分離した B細胞を、各々Caco-2 と共培養し、上皮細胞の透過性亢進に与
える影響を検討する。 
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