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研究成果の概要（和文）：IBD症例犬の腸粘膜のバリア機能について、細胞接着因子であるタイトジャンクションとア
ドヘレンスジャンクション（AJ）の腸粘膜病変局所での発現パターンを評価し、AJタンパク質であるE-カドヘリンがIB
D症例犬の十二指腸粘膜で発現低下していることを明らかにした。一方、腸粘膜バリア機能の低下の背景として、IL-17
をはじめとするヘルパーT細胞サイトカイン（IL-17, IL-4, IFN-gamma, IL-10）の遺伝子発現を解析した結果、IBD症
例犬の十二指腸での発現量は、健常犬での発現量と有意な差が認められなかった。

研究成果の概要（英文）：We examined the expression of tight junction and adherens junction protein in duod
enal mucosa sample of dogs with inflammatory bowel disease (IBD). The expression of TJ proteins (claudin-1
, -2, -3, -4, -5, -7 and -8), and AJ proteins (E-cadherin and beta-catenin) were determined by means of im
munoblotting. As a result, expression of E-cadherin protein was significantly lower in duodenal mucosa sam
ples of dogs with IBD than it was in samples obtained from healthy control dogs. We speculated that T help
er cells have important roles in change in expression of E-cadherin in duodenal mucosa of IBD dogs. Thus, 
we evaluated the gene expression of cytokines of T cell subsets (IL-17, IFN-gamma, IL-4, and IL-10) in duo
denal mucosa from dogs with IBD. As a result, there was no significant difference in each cytokine mRNA tr
anscription level between groups. Thus, there is no clear evidence for the involvement of distinct T helpe
r cytokine in the pathogenesis of canine IBD.
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１．研究開始当初の背景 
犬の炎症性腸疾患（IBD）は、原因不

明で難治性の腸疾患で、免疫抑制療法に

反応を示すもののその効果は限定的で

あり、その病態の解明による効果的な治

療法の開発が獣医師および伴侶動物飼

育者に強く望まれている。IBD の発症に

は腸内細菌抗原に対する過剰な免疫反

応が関与すると考えられているが、宿主

には害のないはずである腸内細菌に対

して過剰な免疫反応が成立してしまう

背景として、ヒトの IBD 患者の研究から

腸粘膜上皮バリアの異常、特に接着因子

であるタイトジャンクション（TJ）の構

成分子クローディンの異常が存在する

ことが解明されてきている。一方で、IBD

発症における過剰な免疫反応の側面に

ついては、これまでのヒトの IBD 患者で

の研究の結果、近年発見された炎症性サ

イトカインの一種であるインターロイ

キン-17（IL-17）が IBD の病態形成に関

わることが明らかとなってきている。

IL-17 の機能としては他の炎症性サイト

カインの産生誘導により局所での炎症

を惹起するとともに、クローディンの発

現を調整することにより腸管上皮のバ

リア機能の制御に関与することも明ら

かになっている。 
 
２．研究の目的 

犬のIBDの発症には腸粘膜上皮バリア

の異常が関与することが疑われている。

クローディンは粘膜上皮バリアの形成

に必要な細胞接着分子であり、サイトカ

インであるIL-17等による発現制御を受

けながら腸粘膜上皮のバリア機能を維

持している。本研究ではこのクローディ

ン分子に着目し、クローディンの犬の腸

粘膜での発現とIBDの発症との関連性を

明らかにし、IBD の分子病態を解明する

ことを目的とする。 

本研究課題の具体的な研究目的は以

下の２点である。 

①犬の腸粘膜におけるクローディンの

発現動態と IBD 発症との関連性の有無。 
②犬の腸粘膜におけるIL-17の発現量とク

ローディンの発現量との相関の有無。 
 

３．研究の方法 
（１）IBD 症例の十二指腸粘膜における TJ 蛋

白質・クローディンおよびアドヘレンス
ジャンクションの蛋白質の発現解析 

 ①イムノブロット法を用いた解析 
健常犬と IBD 症例犬の十二指腸粘膜（内

視鏡生検材料）におけるクローディン

（クローディン 1～5、7、8）およびアド

ヘレンスジャンクション（AJ）のタンパ

ク質である E-カドヘリンとβ-カテニン

の蛋白質発現量を比較する。内視鏡生検

組織から蛋白質を抽出し、各種の特異抗

体を用いてイムノブロット法によりク

ローディン（1～5、7、8）および AJ タ

ンパク質の検出を行った。同時に内部標

準としてβ―アクチンの蛋白質も検出

し、クローディン/β―アクチン比、AJ

蛋白質/β―アクチン比を健常犬と IBD

犬で比較する。 

②蛍光抗体法を用いた局在解析 

IBD 症例犬の腸粘膜ではクローディンの

発現量だけでなく局在も変化している

可能性がある。そこで、IBD 症例犬の十

二指腸粘膜の凍結切片を作成し、各種抗

クローディン抗体ならびに抗 E-カドヘ

リン、抗β-カテニン抗体を用い蛍光抗

体法によりクローディン、E-カドヘリン、

β-カテニンの腸粘膜上皮での局在を明

らかにする。 

（２）IBD 症例犬の十二指腸粘膜における

IL-17 の発現解析 

①IBD 症例犬の十二指腸粘膜での

IL-17 の遺伝子発現解析 

健常犬ならびにIBD症例犬の十二指腸

粘膜組織でのIL-17遺伝子の発現をリ

アルタイムPCR法により定量的に解析

する。また同時に、Th1 型、Th2 型、

制御性T細胞それぞれのサイトカイン

の代表としてインターフェロン（IFN）

-γ、インターロイキン（IL）-4、IL-10

をそれぞれ選別し、定量的遺伝子解析

を行う。これにより、IBD 症例犬の腸

粘膜でのIL-17を主とするサイトカイ

ンバランスを明らかにする。 
 



４．研究成果 
（１）IBD 症例の十二指腸粘膜におけるクロ

ーディンおよびアドヘレンスジャンク
ションの蛋白質発現解析 

 ①イムノブロット法を用いた解析 
 イムノブロットによる解析の結果、IBD 症
例犬の十二指腸粘膜では、クローディン 3、
5、7、E-カドヘリン、β-カテニンの発現
が確認され、この発現パターンは健常犬と
同様の発現パターンであった（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらのうち、IBD 症例犬で発現量の変化が
認められたのは E-カドヘリンのみであり、
IBD症例犬においてE-カドヘリンの有意な発
現低下が認められた（図２）。この E-カドヘ
リンの発現量の程度と、IBD の臨床的な活動
指数や組織学的重症度との相関は認められ
なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②蛍光抗体法を用いた局在解析 
 上記のイムノブロットによる解析の結果、
IBD症例で発現量の低下が認められたE-カド
ヘリンについて局在解析を行った。局在解析
の結果、一部の IBD 症例において、E-カドヘ
リンの絨毛先端部における信号強度の低下
が認められた。 
 

（２）IBD 症例犬の十二指腸粘膜における

IL-17 の発現解析 

①IBD症例犬の十二指腸粘膜でのIL-17、 

IFN-γ、IL-4、IL-10 の遺伝子発現解析 

リアルタイム PCR 法を用いて、IBD 症例

犬の十二指腸粘膜における IL-17、IFN-

γ、IL-4、IL-10 遺伝子の定量的な発現

解析を行った結果、いずれのサイトカイ

ンも IBD 症例群と健常犬群（Control）

で有意な差は認められなかった（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②IBD 症例犬の十二指腸粘膜での IL-17 

IFN-γ、IL-10 の蛋白質発現解析 

追加の実験として、ELISA を用いて IBD

症例犬の十二指腸粘膜における IL-17、

IFN-γ、IL-10 の蛋白質発現量を解析し

た。その結果、IL-17、IFN-γの蛋白質

量に両群では差が認められず、IL-10 は

両群において検出限界以下の量であっ

た（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③炎症性結直腸ポリープにおける IL-17、 

IFN-γ、IL-4、IL-10 の遺伝子発現解析 

炎症性結直腸ポリープは、近年日本国内

で発生が認められている大腸の炎症性

ポリープで、ミニチュア・ダックスフン

ドに好発する。上記の IBD の解析に加え

て、炎症性結直腸ポリープの病変部にお

図１．健常犬（Control）と IBD 症例犬の十二指腸粘膜に

おけるクローディン（1、2、3、5、7、8）および E-カドヘ
リン、β-カテニンの発現。健常犬ならびに IBD 症例犬の

十二指腸で、クローディン（3、5、7）および E-カドヘリ

ン、β-カテニンの発現が認められる。 

図２．健常犬（Cont）および IBD 症例犬の十二指腸にお

けるクローディン（3、5、7）および E-カドヘリン、β-

カテニンの発現量。IBD 症例犬において E-カドヘリンの有
意な発現量の低下が認められた。 

図３．健常犬（Control）および IBD 症例犬の十二指腸に

おける IL-17、IFN-γ、IL-4、IL-10 の遺伝子発現量。い

ずれのサイトカインもIBD症例犬と健常犬の間に有意な差
が認められなかった。 

図４．健常犬（Control）および IBD 症例犬の十二指腸に

おける IL-17、IFN-γ、IL-10 の蛋白質発現量。IL-17、IFN-
γともIBD症例犬と健常犬の間に有意な差が認められなか

った。IL-10 は両群で検出限界以下であった。 
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けるサイトカイン発現の解析も実施し

た。その結果、ポリープ病変部では、

IL-17、 IFN-γ、IL-10 の有意な発現上

昇が認められることが明らかになった

（図５）。 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計４件） 
 ① Ohta H, Sunden Y, Yokoyama N, et 

al.Expression of apical junction 
complex proteins in the duodenal 
mucosa of dogs with inflammatory bowel 
disease. Am J Vet Res, 査読有、2014, 
in press. 

②Ohta H, Takada K, Sunden Y, et al. 
CD4(+) T cell cytokine gene and 
protein expression in duodenal mucosa 
of dogs with inflammatory bowel 
disease. J Vet Med Sci, 査読有, 2014, 
76:409-414. 

③Tamura Y, Ohta H, Torisu S, et al. 
Markedly increased expression of 
interleukin-8 in the colorectal 
mucosa of inflammatory colorectal 
polyps in miniature dachshunds. Vet 
Immunol Immunopathol, 査読有, 2013, 
156:32-42. 
DOI:10.1016/j.vetimm.2013.09.017. 

④Ohta H, Takada K, Torisu S, et al. 
Expression of CD4+ T cell cytokine 
genes in the colorectal mucosa of 
inflammatory colorectal polyps in 
miniature dachshunds. Vet Immunol 
Immunopathol, 査 読 有 , 2013, 
155:259-263. 
DOI:10.1016/j.vetimm.2013.07.006. 

 
〔学会発表〕（計９件） 
①大田寛.Expression of claudins protein 
in the duodenal mucosa from dogs with 
inflammatory bowel disease. American 
College of Veterinary Internal 
Medicine Forum 2013. 2013 年 6 月 12 日

～2013 年 6 月 15 日, Washington State 
Convention Center, シアトル, ワシント
ン州, USA. 

②田村悠. Marked increased expression of 
interleukin-8 in the colorectal mucosa 
of dogs with inflammatory colorectal 
polyps but not with lymphocytic 
-plasmacytic coloits. American College 
of Veterinary Internal Medicine Forum 
2013. 2013 年 6 月 12 日～2013 年 6 月 15
日, Washington State Convention Center, 
シアトル, ワシントン州, USA. 

③大田寛。ミニチュア・ダックスフンドの炎
症性結直腸ポリープの病態。第 155 回日本
獣医学会学術集会、2013年3月28日～2013
年 3月 30 日、東京大学、東京。 

④田村悠。ミニチュア・ダックスフンドの炎
症性結直腸ポリープにおけるインターロ
イキンー８の発現上昇。第 9回日本獣医内
科学アカデミー学術大会、2013 年 2 月 22
日～2013 年 2 月 24 日、パシフィコ横浜、
横浜。 

⑤田村悠。ミニチュア・ダックスフンドの炎
症性結直腸ポリープ病変における炎症性
サイトカインの発現解析。第 154 回日本獣
医学会学術集会、2012 年 9 月 14 日～2012
年 9月 16 日、岩手大学、盛岡。 

⑥大田寛. Interleukin-17A gene expression 
in the intestinal mucosa in dogs with 
lymphocytic-plasmacytic enteritis and 
inflammatory colorectal polyp. 
American College of Veterinary 
Internal Medicine Forum 2012. 2012 年
5 月 30 日～2012 年 6 月 2 日, Ernest N. 
Morial Convention Center, ニューオリ
ンズ, ルイジアナ州, USA. 

⑦大田寛。ミニチュア・ダックスフントの炎 
症性結直腸ポリープの腸炎膜病変におけ 
るインターロイキン(IL)-17A の発現解析。 
第8回日本獣医内科学アカデミー学術大会、
2012 年 2月 18 日、パシフィコ横浜、横浜。 

⑧高田佳苗。犬の慢性腸炎症例の腸粘膜にお
ける IL-17A 遺伝子の発現解析。第 152 回
日本獣医学会学術集会、2011年9月20日、
大阪府立大学、大阪。 

⑨大田寛。犬の慢性腸炎症例の結腸粘膜にお
ける細胞接着分子クローディンの発現動
態。第 152 回日本獣医学会学術集会、2011
年 9月 20 日、大阪府立大学、大阪。 

 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
大田 寛（Ohta Hiroshi） 
北海道大学・大学院獣医学研究科・助教 

 研究者番号：50431333 
 
 
 

図５．炎症性結直腸ポリープのポリープ病変部（小ポリー

プ、大ポリープ）における IL-17、IFN-γ、IL-4、IL-10

遺伝子発現量。大ポリープ病変部では、IL-17、IFN-γ、
IL-10 遺伝子の有意な発現上昇が認められた。 


