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研究成果の概要（和文）：本研究では、クローン病における小腸内環境を理解し、最終的には本邦クローン病における
病態を抽出し治療の標的を集約させることを目的とした。バルーン内視鏡によりクローン病全小腸からマッピング生検
を施行し、部位別の細胞制御機構を解析した。その結果、潜在的炎症は回腸全域に波及していることが示唆された。抗
菌物質の一つであるHD-6産生低下を認めたことから、消化管バリア能の低下がクローン病においても示唆された。さら
にHD-6の発現制御解析を行い、βカテニンとAtoh1が協調して転写活性を制御することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to understand entire small enteral environment in the 
Crohn’s disease (CD). Mapping biopsy from entire small intestine in CD patients by a balloon endoscope. 
As a result, it was suggested that potential inflammation spread throughout ileum in CD. We found that 
the HD-6 producing cells were decreased in CD,a dysfunction of the gastrointestinal barrier ability was 
suggested in CD. Furthermore, I performed the molecular mechanism for the expression of HD6 and found 
that β catenin and Atoh1 controlled transcription activity of HD6.

研究分野：内視鏡学
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１．研究開始当初の背景 
これまで未知の領域であるヒト小腸に関し
て、バルーン内視鏡はライブでの生理的な
環境下における観察だけでなく、生検によ
る上皮細胞、間質、腸内細菌を含めた小腸
環境を反映した検体の採取が可能となった。
そこで本研究では、これまで申請者らが解
析を行ってきたヒト小腸全長における腸管
上皮細胞の組成制御・機能制御をさらに発
展させ、クローン病における全小腸内の上
皮細胞構成、腸内細菌叢を部位別に解析を
行い、クローン病における小腸内環境を理
解し、最終的には本邦クローン病における
病態を抽出し治療の標的を集約させること
である。またその補助としてヒト小腸組織
の培養のおける ex vivoの小腸上皮機能、
幹細胞機能評価を確立し消化管機能スクリ
ーニング法を開発する。 
２．研究の目的 
小腸は全長７ｍ、表面積がテニスコート２
面分と人体において最大の器官である。こ
れまでは検査が難しく、暗黒大陸と称され
るほどその実態は把握出来ない状態が続
いていた。ところが近年、カプセル内視鏡、
バルーン内視鏡の登場によりその環境は
劇的に変化し、小腸病態、機能制御に注目
が集まっている。驚くべき事に各内視鏡に
よる小腸観察は予想以上の多彩な病変が
描出され、その疾患の原因・治療に関して
新たな領域の創出として認識されつつあ
る。しかし小腸の病態を理解するにあたり
以前は手術検体、病理解剖献体を用いて解
析されていたが、いずれも生理的な状態か
ら逸脱しており食事負荷・腸内細菌の暴露
などを含めた、いわゆる「ライブ環境」で
の小腸解析は不可能であった。小腸は常に
食餌抗原、腸内細菌、分泌蛋白に暴露され
ている環境であることから、これらの影響
をすべて加味した制御機構の解明が求め
られる。さらに全長が７ｍの小腸は空腸と
回腸に区分され、解剖学的に明確な差はな
いとされていたが、小腸全体が均一な組織
として機能するよりは部位別に機能が異
なることが予想される。そこで申請者は平
成 22-24 年基盤研究(C)「ライブ環境にお
ける小腸全長機能解析と病態の解明」（研
究代表者）においてバルーン内視鏡により
マッピング生検を行うことでライブ環境
での全小腸の採取・解析を行い、同一人物
の生検検体を用いて部位別の遺伝子発現
の差異を解析することを可能とした。健常
人 10症例を統合した結果、空腸から回腸
にかけて杯細胞が増加し吸収上皮細胞が
減少する一方、パネート細胞・内分泌細胞
の構成は全小腸を通じて一定であること

を示した。また遺伝子発現解析の結果によ
り、回腸末端での杯細胞増加は杯細胞分化
に必須である Atoh1とKlf4の発現がそれ
ぞれ独立して増加することが示唆された。
興味深いことに、生検検体の免疫染色によ
る局在解析では Atoh1 陽性細胞は空腸か
ら回腸にかけて陰窩底部から徐々に絨毛
の管腔側に上昇して増加し、逆に Klf4 は
空腸側では絨毛頂部にのみ発現を認める
が回腸側になるにつれて絨毛を陰窩側に
下降して発現増加しており、回腸末端では
その両者が共局在することで杯細胞形成
を促進させることを明らかとした (J 
Gastroenterol. 2011)。さらに以上の部位
別発現、局在解析を定量化し部位間での比
較を行うと空腸と回腸口側部までは変化
を認めず、回腸末端のみ有意差をもって発
現変化を認めることが明らかとなった。こ
れまでは小腸を空腸と回腸に分類し、特に
根拠無く口側２：肛門側３の比率で区分さ
れており教科書にも記載されているが、今
回の検討により分子生物学的には口側
３：肛門側２で区分されるというヒト小腸
の構造本幹に関わる現象の解明に成功し、
小腸疾患では回腸末端が好発部位である
こととの関連も示唆された。つまり小腸に
は明確な区切りは無いものの、個々の部位
での異なる機能を統合した結果が「小腸機
能」として制御されるため、申請者は小腸
疾患においても「病変部」のみを詳細に解
析するだけでなく、「小腸全体」を疾患の
病態として理解する必要があると考えた。 
 特に小腸病変が発見された場合最初に
クローン病との鑑別が必要となることが
多いが、病理検査の診断率が低いため小腸
病変を確定診断することが困難な状況で
ある。さらに欧米クローン病で同定された
NOD2 や ATG16L1 などの疾患感受性遺
伝子は本邦クローン病では認めないこと
から独自の診断基準となるマーカーを新
たに同定する必要がある。 
そのため本研究では小腸疾患の中でもクロ
ーン病に特定し、クローン病における小腸
全体の変化を理解することで本邦独自の病
態及び診断基準作成の基盤となることを目
的とする。具体的には(1)クローン病小腸マ
ッピング生検における全小腸発現遺伝子解
析、(2)全小腸粘膜付着腸内細菌叢メタゲノ
ム解析による疾患特異的細菌の同定、(3)ク
ローン病小腸生検検体からの初代培養法の
確立にてクローン病における全小腸環境の
理解を目的とし、これらを研究期間３年で
遂行する予定である。以上の研究に要する



生化学的、分子生物学的技術はすでに申請
者らのグループで確立しているのみならず、
研究材料の点でも患者同意の下すでに 400
サンプル以上の小腸生検検体を保存し、遺
伝子発現、蛋白発現、局在解析が可能な状
況にある。クローン病に関しても患者同意
の下すでに 10 症例の小腸マッピング生検
検体を保有している。また既に一部小腸生
検検体の網羅的遺伝子発現解析を開始して
おり、クローン病では潰瘍の有無にかかわ
らず回腸の生検検体からは炎症性サイトカ
イン産生、リンパ球特異的発現遺伝子が検
出されたことから炎症状態部位を同定した
ところ、内視鏡的及び病理的な病変範囲と
生検検体遺伝子発現範囲は異なることが明
らかとなった。また生検検体から DNA を
抽出し 16S rRNAを増幅することで粘膜に
付着する菌由来の配列の抽出が可能であっ
た。さらに次世代シークエンスによりゲノ
ム配列を網羅的に解析し小腸各部位での腸
内細菌叢を同定したところ、興味深いこと
に便中の一般的な細菌叢と粘膜付着菌叢は
全く異なることが明らかとなり、小腸上皮
細胞と直接接する付着菌の同定がクローン
病の病態に関与する可能性が期待できる状
況である。 
 上皮細胞機能解析においては、マウスの
小腸における ex vivo 培養法が既に確立さ
れており(Nature 2009)、我々も小腸上皮幹
細胞から全ての細胞種への分化することを
確認している。この上皮細胞の純粋培養系
は腸内細菌などの小腸内環境の影響をうけ
ずに、純粋に幹細胞能、上皮増殖分化能、
機能制御を解析することが可能であること
から、生検検体と比較することで、小腸内
環境による影響を推測できる唯一の計画で
ある。現在ヒト生検検体による培養条件の
検討を行っており、健常人大腸生検上皮細
胞のからの初代培養法は既に確立している。
しかし潰瘍性大腸炎患者由来の炎症粘膜か
らの初代培養は約半数で増殖しないことが
判明し、炎症粘膜の上皮細胞の期弱性を示
唆していることからクローン病患者での小
腸上皮の特殊性も描出できると思われる。
さらにマウス小腸上皮初代培養細胞に
Flagellin, LPS などの菌体成分を添加する
ことで上皮細胞が自然免疫応答することを
確認しており、将来的にはクローン病特異
的な上皮—腸内細菌による自然免疫応答の
制御機構を解析できる状況にある。以上よ
り、すでに多数の小腸検体を有しており、
上皮細胞機能解析方法を独自に確立してい
るのは当施設のみであり、メタゲノムなど

オーミクス解析を連携研究者である福田と
の共同研究により解析可能なことからも、
本申請で計画する項目のいずれもが当該期
間内で遂行可能な状況にある。 
 「小腸」は人体の中で最後にクローズア
ップされた領域であり、今後次々と新しく
創出される小腸疾患の概念を理解するた
めにも、小腸全体の構造、機能制御を主眼
においた「小腸環境」を解明することが必
要である。これまでは絨毛単位での局所的
な細胞分化制御の解析が主であり、小腸の
部位までも考慮した全小腸としての機能
評価としては概念すらない状況であるた
め、本研究は一つの臓器としての根本的な
機能評価の基盤を創成し小腸自体の存在
意義を発見することで、小腸疾患に対して
も小腸全体の環境を病態として認識する
という新たな概念を創出するできること
からも有意義であると思われる。 
 またクローン病に代表される小腸疾患
の症状は下痢・出血・狭窄・瘻孔形成等粘
膜機能不全・再生障害が主たる原因であり、
患者の Quality of Lifeに直結するもので
ある。本研究で得られる成果は小腸粘膜構
築・分化機構・管腔内環境制御機構の基盤
を確立し、疾患による障害の原因を解明す
ることで、「小腸環境」という新たな疾患
領域を克服するものである。さらにヒト小
腸培養法の確立は腸管上皮細胞の機能ス
クリーニング法としてだけでなく、幹細胞
から分化誘導する系として再生医療への
足がかりになるものである。 
 以上、本研究は以前より腸管分化分子機
構解析を主にヒトの検体、細胞、遺伝子を
用いヒトを主眼において進めてきた申請者
らにのみ遂行可能でかつ独創性の高い研究
である点に加え、バルーン内視鏡という本
邦で開発された機器を最大限に活用し、小
腸環境という新たな理論基盤をもとにクロ
ーン病を代表とする小腸疾患における環境
破綻を総合的に理解できる可能性が期待さ
れる点においても、世界的評価に耐えうる
研究であると考える。 
３．研究の方法 
バルーン内視鏡によりクローン病全小腸か
らマッピング生検を施行し、上皮細胞の免
疫染色による細胞組成、マイクロアレイに
よる網羅的遺伝子発現解析を行い部位別の
細胞制御機構を解明する。部位間の比較は
同一人物のため、個人差を回避出来る唯一
の系である。また次世代シークエンスによ
り粘膜付着菌メタゲノム解析を行い、クロ
ーン病特異的腸内細菌を抽出し、上皮−菌間
の応答を解析する。また各部位からの小腸
を培養することで、純粋な上皮細胞の分化
系を確立し、各部位での幹細胞機能、細胞



組成制御、部位特異的機能を抽出し、ex 
vivo における疾患特異的な各腸管機能評
価を確立する。これらの全小腸としての基
礎解析をもとに小腸機能からみたクローン
病病態の有無を明らかとする。 
４．研究成果 
 クローン病患者の全長小腸のマッピング
生検検体からマイクロアレイを行った。回腸
末端の病変部では炎症関連遺伝子の増加を
認めたが、内視鏡所見・病理所見で正常の非
病変部まで炎症関連遺伝子の増加を認めた。
一方で、空腸では発現遺伝子レベルにおいて
も炎症関連遺伝子の増加を認めず、「炎症」
という影響を排除した粘膜のみのクローン
病病態が描出できると考えた。そこで、粘膜
防御に必須である抗菌物質のディフェンシ
ン産生に着目し解析を行ったところ、Human 
defensin-6 (HD6)の発現細胞がクローン病空
腸において有意に低下していることを発見
した（IBD 2016）。その一方で HD5 の発現細
胞に有意な差を認めなかったことから、HD6
の発現制御に注目し、HD6 のプロモーター解
析を行った。その結果、HD5 とは異なり、β
-cateninのみならずAtoh1によりHD6転写活
性が誘導され、さらに Atoh1 の転写活性部位
を同定し直接 Atoh1 が HD6 プロモーターに結
合することを証明した。HD5 は抗菌活性を有
しており、粘膜バリア機能に関わることから、
これまで詳細な発現機構解析が報告されて
きた。その一方で、HD6 は抗菌活性を持たな
いと多数報告されたことから粘膜バリア能
への寄与は低いと考えられ、また、HD5 のプ
ロモーター配列と高い相同性からHD5と同様
の発現制御であると予想されたことから、詳
細なHD6の発現制御解析はほとんど行われて
いない。しかしながら、2012 年に Chu らが
Science 誌に HD6 は分泌後に自己組織化し
「ナノネット」を形成することで腸内細菌を
補足する作用があることが報告された。この
HD6 の細菌捕捉能は HD5 よりも遥かに多いこ
とから、腸管から体内への細菌侵入を防御す
る役割は HD5ではなく HD6が主に働くことが
示唆され、その発現制御、病態が注目されて
いる。つまり、本研究で独自に発見したクロ
ーン病空腸における HD6 発現低下は、深刻な
粘膜バリア障害の誘因となりクローン病病
態の根幹に関わることが示唆された。 
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