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要旨 

【背景と目的】 

炎症性腸疾患は、再発と寛解を繰り返しながら腸管に慢性的な炎症を起こす

疾患である。代表疾患としてはクローン病や潰瘍性大腸炎があげられるが、本邦

において患者数はともに増加傾向にある。炎症性腸疾患の発症や増悪には遺伝

的要因・腸内細菌・環境要因など多因子が関わっていると考えられているが、そ

れらの詳細な作用メカニズムについて明らかにはされていない。現在、炎症性腸

疾患に行われている治療は内科的治療、外科的治療など多岐にわたり、最近、生

物学的製剤である抗 TNF-α 抗体が治療薬として使用されるようになって治療成

績は改善した。その一方で耐性や二次無効例の問題があり、新規治療法の開発も

望まれている。 

本研究では TNF-α とは異なる標的分子として STAT1 とその下流のシグナル

伝達経路に着目した。一般に STAT1は、細胞の増殖や分化、活性化あるいはア

ポトーシスを誘導し、様々な宿主免疫応答を調節する転写活性化因子であるこ

とが知られている。これまでに炎症性腸疾患患者の大腸組織において STAT1が

活性化し、特に単球や好中球でリン酸化した STAT1 (pSTAT1) が多く発現してい

たとの報告があるが、炎症性腸疾患の病態発症と STAT1の活性化に関わるメカ

ニズムについては報告が少ない。 

本研究において、STAT1シグナル伝達経路と炎症性腸疾患の発症・増悪との関

与について明らかにすることを目的として、マウス急性大腸炎モデルを構築し、

STAT1シグナル伝達経路と腸炎の発症・増悪との関与について検証を行った。 

 

【材料と方法】 

野生型 C57BL/6マウスおよび同系のSTAT1欠損マウスに3% (w/v) DSS溶液を

給水瓶から7日間自由摂取させることで大腸炎を発症させ、その後は通常の水を

飲水させた。DSS溶液を投与後の10日間の体重推移を評価し、7日目に大腸組織

や血液を採取して、腸管の長さ、組織学的スコア、大腸組織における免疫細胞、

定量PCR法による遺伝子発現レベルの評価を行った。 

大腸組織における免疫細胞中のLy6c発現細胞についてセルソーターを使用し

て単離し、定量PCR法による遺伝子発現レベルの評価を行った。またSTAT1の下
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流標的分子を探索、同定するために、急性大腸炎モデルで腸炎を発症した野生型 

C57BL/6マウスにCCR2阻害剤を投与し、病態に及ぼす影響を検討した。 

さらにin vitro実験にて野生型 C57BL/6マウスおよび同系のSTAT1欠損マウス

の脾臓の細胞および腹腔滲出細胞を採取し、各種IFNの添加によるLy6c陽性細胞

の誘導とその形質についてフローサイトメトリーにて解析、評価した。 

潰瘍性大腸炎患者の臨床検体を使用し、大腸組織における各種炎症・免疫担

当細胞の浸潤とSTAT1の活性化を免疫組織化学染色により検討した。 

 

【結果】 

DSS誘発急性大腸炎モデルの大腸組織において、IL-6、TNF-α産生に加えて、

IFN-α/βの誘導とSTAT1の活性化を確認した。STAT1欠損マウスでは野生型マウ

スに比べて体重減少、腸管短縮の程度が改善し、腸炎の病態が改善していた。

DSS投与7日目でのマウス血清中のIL-6、TNF-αはSTAT1欠損マウスにおいて有意

に低下し、大腸の組織学的スコアはSTAT1欠損マウスにおいて有意に低下して

いた。 

大腸炎を発症しているマウスの大腸組織に浸潤する免疫細胞をフローサイト

メトリーで解析したところ、Ly6c 高発現細胞の集積が野生型マウスに比べて

STAT1 欠損マウスでは減弱していた。Ly6c 高発現細胞では Ly6c を中程度発現

している細胞に比べて IL-6、CCL2、CCR2の遺伝子発現が増強する一方で Ly6c

を中程度発現している細胞では Ly6c高発現細胞に比べて TNF-αおよび IFN-α/β

の遺伝子発現が増強していた。 

in vitro実験において、野生型マウス由来の脾臓細胞と腹腔滲出細胞をIFN-α、

あるいはIFN-βで刺激した結果、Ly6c発現細胞が有意に誘導され、IFN-γで軽度誘

導された。一方、IFN-α/β刺激によるLy6c発現細胞の誘導はSTAT1欠損マウスの

脾臓の細胞および腹腔滲出細胞においては微量であった。 

急性大腸炎モデルにおいて野生型マウスに CCR2 阻害剤を投与したところ、

コントロールに比べて大腸炎の病態は有意に改善した。 

潰瘍性大腸炎患者の大腸組織において STAT1の活性化が認められるとともに、

CCR2を発現している CD68陽性マクロファージの集積が確認された。 
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【考察】 

潰瘍性大腸炎など炎症性腸疾患の発症メカニズムの解明は、病態の改善、治

療において重要である。本研究より、大腸炎の発症においてSTAT1シグナル伝達

経路の活性化が関与する可能性が示唆された。また本研究で、大腸炎を発症して

いる大腸組織にSTAT1依存的にLy6c発現細胞が集積することが明らかとなり、さ

らに上流分子として、I型IFNが関与している可能性も示唆された。ケモカインレ

セプターであるCCR2の阻害実験結果から、急性大腸炎モデルにおいてSTAT1の

活性化を介したCCL2-CCR2の発現を通して、Ly6cを発現するマクロファージが

炎症組織に誘導され、大腸炎の発症に関与する可能性が考えられた。さらにLy6c

高発現細胞群ではLy6cを中程度発現する細胞群に比べてIL-6、CCL2、CCR2の遺

伝子発現が増強している一方で、Ly6cを中程度発現している細胞群ではLy6c高

発現細胞群に比べてTNF-αおよびIFN-α/βの遺伝子発現が高値であることが明ら

かとなった。本研究データから、ウイルス感染や細菌感染などの刺激により上皮

細胞や線維芽細胞などの免疫細胞より産生されたIFN-α/βに加えて、Ly6c陽性細

胞により産生されるI型IFNによりSTAT1が活性化され、さらにLy6c発現マクロフ

ァージが誘導される可能性が考えられた。Ly6cを中程度発現する細胞群はIFN-

α/βを産生し、Ly6c高発現細胞をパラクライン機構により誘導するとともに、Ly6c

高発現細胞はCCL2の産生を介して、オートクライン機構により自身に発現する

CCR2に結合し、炎症反応の亢進に関与することが考えられた。さらにLy6c高発

現細胞群はIL-6を産生して炎症反応を惹起するとともに、Ly6cを中程度発現する

細胞群はTNF-αに加えIFN-α/βを産生してLy6c高発現細胞群を誘導することが

考えられた。これらの2種類の機能の異なるLy6c陽性マクロファージの誘導とそ

れらの協働により、大腸組織における炎症の惹起、病態の増悪、持続に関与する

ことが考えられた。 

 

【結論】 

本研究において、IFN-α/βによるSTAT1の活性化を介して機能の異なる2種類の

Ly6c発現マクロファージが誘導され、大腸炎の発症、病態の悪化に関与している

可能性が示唆された。本研究で得られた知見によりSTAT1シグナル伝達経路と

その下流標的による炎症性腸疾患の発症メカニズムの解明と新たな治療法の開

発への貢献が期待されると考えられる。 
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略語 

本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

7AAD 7-Aminoactinomycin D 

CCL2 chemokine ligand 2 

CCR2 chemokine receptor 2 

cDNA complementary DNA 

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DSS Dextran sulfate sodium 

DW Distilled Water 

GAS interferon-gamma-activated site 

HE hematoxylin and eosin 

IFN-α interferon-alpha 

IFNAR interferon-alpha receptor 

IFN-β interferon-beta 

IFN-γ interferon-gamma 

IFNGR interferon-gamma receptor 

IL-6 interleukin 6 

IRF9 interferon regulatory factor 9 

ISRE interferon-stimulated response elements  

JAK janus kinase 

LPS lipopolysaccharide 

MFI mean fluorescence intensity 

MHC major histocompatibility complex 

PBS Phosphate buffered saline 

PCR Polymerase Chain Reaction 

poly I:C polyinosinic-polycytidylic acid 

RPMI Roswell Park Memorial Institute -1640 medium 

STAT1 signal transducer and activator of transcription 1 

TNF-α tumor necrosis factor-alpha 

TYK2 tyrosine kinase 2 
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緒言 

炎症性腸疾患は、再発と寛解を繰り返しながら腸管に慢性的な炎症を起こす

疾患である。代表疾患としてはクローン病や潰瘍性大腸炎があげられるが、本邦

において患者数はともに増加傾向にある（Ng et al., 2017; Kaplan et al., 2019）。炎

症性腸疾患の発症や増悪には遺伝的要因・腸内細菌・環境要因など多因子が関わ

っていると考えられているが、それらの詳細な作用メカニズムは明らかにはさ

れていない（Xavier et al., 2007; Ananthakrishnan et al., 2018; Plichta et al., 2019）。細

菌、酵母、菌類、ウイルスなどからなる腸管の微生物叢は炎症性腸疾患と関与し

ているとされてきた（Al et al., 2019; Borbet et al., 2019; Fachi et al., 2019; Rangan et 

al., 2019; Schirmer et al., 2019）。近年の研究では炎症性腸疾患患者の腸管の細菌叢

の変化が報告されてきた（Zuo et al., 2019; Norman et al., 2015; Ungaro et al., 2019）。

そのため、ウイルスや細菌感染による腸管細菌叢の変化が炎症性腸疾患の発症

や重症化に関与している可能性があると考えられている。炎症性腸疾患の発症

においてマクロファージや樹状細胞などの自然免疫細胞が Tumor necrosis factor 

alpha (TNF-α)、Interleukin 6 (IL-6)、Interleukin 12 (IL-12)、Interleukin 23 (IL-23)な

どの炎症性サイトカインを放出し、腸管に炎症を起こすことが報告されている

（Bain et al., 2013; Nakanishi et al., 2015; Giles et al., 2017; Bernardo et al., 2018; Na 

et al., 2019; Eftychi et al., 2019）。 

Interferons（IFNs）はウイルス感染に応答し、宿主細胞より産生される。Signal 

transducer and activator of transcription（STAT）タンパクファミリーは細胞の増殖

や分化、活性化あるいはアポトーシスを誘導し、様々な宿主免疫応答を調節する

転写活性化因子であることが知られている（Rauch et al., 2013）。STAT タンパク

ファミリーは細胞膜の受容体である Janus Kinase (JAK)を介して活性化される。 

I型IFNであるIFN-α/βがInterferon-alpha receptor 1（IFNAR1）、Interferon-alpha 

receptor 2（IFNAR2）で構成される受容体に結合するとTyrosine Kinase 2（TYK2）

と JAK1が活性化され、STAT1とSTAT2がリン酸化される。それらが IRF9

（Interferon regulatory factor 9）と複合体を形成し、ISRE（Interferon-stimulated 

response elements）と結合することにより転写が開始される。II型IFNであるIFN-

γがInterferon-gamma receptor 1（IFNGR1）、Interferon-gamma receptor 2（IFNGR2）

で構成される受容体に結合するとJAK1とJAK2が活性化され、STAT1とSTAT1が
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リン酸化される。それらが2量体を形成し、Interferon-gamma-activated site（GAS）

と結合することにより転写が開始される（図1）。 

 

図 1. IFN-JAK-STAT1 を含むシグナル図 
一般にIFN-α/βは自然免疫を司る骨髄系の細胞や線維芽細胞から産生され、IFN-

γはnatural killer（NK）細胞やNKT細胞、T細胞から産生される（Decker et al., 2002; 

Ivashkiv et al., 2018）。 

これまでの先行研究では、いくつかの大腸炎の実験モデルにおいて大腸炎の

発症と増悪において STAT1の活性化が関与していることが報告されている。急

性大腸炎モデルにおいて野生型マウスと STAT1 欠損マウスを用いた検討で、野

生型マウスにおける STAT1 の活性化と 16S rRNA ファイロタイプの変化が報告

されている（Berry et al., 2012）。急性大腸炎モデルにおいて STAT1 欠損マウスで

はヒアルロン酸による白血球の接着が減弱し、腸炎が改善したと報告されてい

る。（Bandyopadhyay et al., 2008）。急性大腸炎モデルマウスにおいて上皮特異的

に STAT1を欠損させることにより腸管上皮における CD8陽性 TCRαβ陽性グラ

ンザイム B陽性 T細胞が減少し、大腸炎の病態が改善することを報告している

（Crnčec et al., 2012）。STAT1 欠損マウスを使用した急性大腸炎モデルにおいて

大腸炎の病態が改善し、腸炎惹起性のマクロファージが少ないことにより、IFN-

γ-STAT1 シグナルが腸炎惹起性のマクロファージの産生に必要であると報告さ

れている（Nakanishi et al., 2015）。2, 4, 6-trinitrobenzenesulfonic acid solution腸炎

モデルにおいてはリン酸化された Src homology region 2 domain-containing 
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phosphatase 2が STAT1シグナルと Th1細胞の抑制を通して大腸炎を改善させる

と報告されている（Wu et al., 2015）。最近の研究では、IL-10rb 欠損マウスを用い

た検討で STAT1 のシグナルにより CD4 陽性 T 細胞が NK 細胞により排除され

ることを防ぎ、大腸炎を発症させるとの報告がされている（Kang et al., 2019）。 

ヒトの検体においてはクローン病患者の回腸嚢炎において活性化した STAT1

の増強がみられたとの報告がヒトの炎症性腸疾患患者における STAT1 活性化の

最初の報告である（Kühbacher et al., 2001）。その後、クローン病、潰瘍性大腸炎

患者の大腸組織における STAT1について、潰瘍性大腸炎患者の方がより活性化

がみられ、その活性化は好中球および単球でみられたと報告された（Schreiber et 

al., 2002）。 

現在、炎症性腸疾患に行われている治療は内科的治療、外科的治療など多岐

にわたり、内科的治療としてはアミノサリチル酸製剤、コルチコステロイド、チ

オプリン製剤、カルシニューリン阻害剤、生物学的製剤などが使用される

（Pithadia et al., 2011, Bernstein et al., 2015）。最近、生物学的製剤である抗 TNF-α

抗体が治療薬として使用されるようになって治療成績は改善したが、耐性や二

次無効例（Gisbert et al., 2016, Gaujoux et al., 2019）、副作用（Cohen et al., 2015）

の問題があった。そのため、新たな標的分子に対しての分子標的治療薬が臨床使

用されるようになっており、本邦や諸外国のガイドラインでも使用が推奨され

ている（Lamb et al., 2019, Nakase et al., 2021）。現在、本邦で使用可能な分子標的

治療薬としては TNF-αのキメラ型モノクローナル抗体である Infliximab（Hanauer 

et al., 2002, Rutgeerts et al., 2005）、ヒト型抗TNF-α抗体であるAdalimumab（Hanauer 

et al., 2006, Sandborn et al., 2012a）、完全ヒト型抗 TNF-α 抗体である Golimumab

（Hibi et al., 2017）、抗 IL-12/p40 抗体である Ustekinumab（Teng et al., 2015; Feagan 

et al., 2016; Sandborn et al., 2012b）、経口 JAK 阻害剤である Tofacitinib (Sandborn 

et al., 2012c）、α4β7integrin 抗体である Vedolizumab（Feagan et al., 2013; Sandborn 

et al., 2013; Motoya et al., 2019）があげられる。その他、Tofacitinibより JAK1に

対する選択性をより高めた Filgotinib (Feagan et al., 2021）、Upadactinib (Sandborn 

et al., 2020a）や IL-23p19抗体であるRisankizumab (Feagan et al., 2018）、Mirikizumab 

(Sandborn et al., 2020b, c）などに対する臨床実験が現在行われている。 

本研究では、炎症性腸疾患の新たな発症メカニズムのとその治療への応用を

目指し、TNF-αとは異なる標的分子としてSTAT1シグナル伝達経路に着目した。

DSSを用いた急性大腸炎モデルを構築し、大腸炎発症時のSTAT1の活性化を基軸
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としたシグナルカスケードの病態への関与、作用機序の解明を試みた。さらに

STAT1欠損マウスの大腸組織に浸潤する各種炎症・免疫細胞についてフローサ

イトメトリー及び候補となる細胞を単離して遺伝子発現を解析し、病態の発症

に関与す細胞の同定を行なった。さらにヒト臨床検体を使用した検証で、潰瘍性

大腸炎患者の炎症を起こしている大腸組織に浸潤している各種炎症・免疫細胞

と候補因子の発現を検証した。本研究で得られたデータを検討し、炎症性腸疾患

の大腸炎の制御において、STAT1の活性化とその下流関連分子が有望な治療標

的の一つとなり得る可能性を示した。 
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方法 

 

実験動物 

野生型C57BL/6マウスはCharles River Japan (Kanagawa, Japan)より購入した。

STAT1欠損マウスは米国ワシントン大学のR.D. Schreiber博士より提供された。

C57BL/6系統由来Ly5.1マウスは理化学研究所バイオリソース研究センターから

購入した。全てのマウスは、特定病原体不在 (SPF) 環境下で飼育され、6〜9週

齢にて実験に使用した。本研究の遂行に伴う動物実験の計画 (14-0062, 19-0065) 

および遺伝子組み換え実験の研究計画 (2013-015, 2018-027) は、北海道大学の審

査を受け承認された後に実施した。また動物実験は全て北海道大学の動物実験

に関する規定に従って行った。 

 
インフォームド・コンセント 

ヒト臨床検体を用いた研究計画については、北海道大学大学院医学研究院 

(14-043) 、遺伝子病制御研究所 (14-0004) の各倫理委員会の承認を得て行った。

本臨床研究について患者に対して説明し、文書による同意を得たうえで、個人情

報の保護を厳密に行なって実施した。2名の潰瘍性大腸炎患者 (#1, 重症, Matts 

grade 4; #2, 中等症, Matts grade 3) が北海道大学病院で手術を施行された。検体

（採血および切除検体）は手術時に採取された。手術切除検体はホルマリン固

定・パラフィン包埋組織として所定の実験室病理履行に従い、本研究に使用され

るまで常温で保管した。本研究はヘルシンキ宣言に示されているヒト試料に関

する諸原則に従い実施された。 

 
試薬と抗体 

フローサイトメトリー用の蛍光色素標識 分化した全ての造血細胞を標識す

る抗マウスCD45 抗体 (30-F11) 、骨髄細胞、単球、マクロファージ、好中球、

内皮細胞、T細胞の一部を標識する抗マウスLy6c 抗体 (HK1.4) 、単球、NK細胞、

顆粒球、マクロファージを標識する抗マウスCD11b 抗体 (M1/70) 、単球、マク

ロファージ、樹状細胞、顆粒球、NK細胞を標識する抗マウスCD11c 抗体 (N418) 、

MHC class II抗マウスI-Ad抗体 (AF6-120.1)、ヘルパーT細胞を標識する抗マウス

CD4 抗体 (GK1.5) 、キラーT細胞を標識する抗マウスCD8 抗体 (53-6.7) 、単球、
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マクロファージ、顆粒球、末梢の好中球を標識する抗マウスGr-1 抗体 (RB6-

8C5) 、MHC class Iを標識する抗マウスH-2Kd 抗体 (AF6-88.5)は、BioLegend (San 

Diego, CA, USA) あるいはBD Biosciences (San Diego, CA, USA) より購入した。

7AAD はBeckman Coulter (Brea, CA, USA) より購入した。リコンビナントマウス

IFN-α (752802) およびIFN-β (581302) はBioLegend (San Diego, CA, USA) より購

入した。リコンビナントマウスIFN-γ (300-2) はPeproTech Inc. (Rocky Hill, NJ, 

USA) より購入した。Poly I:C (HMW) はInvivoGen (San Diego, CA, USA)より購

入した。クロドロン酸リポソームおよびコントロールリポソーム (F70101-N)は

FormuMax  (Sunnyvale, CA, USA)より購入した。STAT1 阻害剤 (Fludarabine) は

Selleckchem (Houston, TX, USA) より購入した。CCR2阻害剤  (RS504393) は

Abcam (Cambridge, United Kingdom) より購入した。 

 
細胞培養 

マウスの脾臓の細胞および腹腔滲出細胞は、10％ FCS、200 U/mL ペニシリ

ン、100 μg/mL ストレプトマイシン、10 mM HEPES、0.05 mmol/L メルカプトエ

タノールを添加したRPMI-1640 細胞培地（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, 

Japan）を使用し、37 ℃、5 ％ CO2 下で培養した。脾臓の細胞 (2.0 × 106) およ

び腹腔滲出細胞 (5.0 × 105) を12穴の細胞培養プレートに播種しIFN-α、IFN-β、

IFN-γ (各50 ng/ml)を添加し、24時間後にフローサイトメトリーによる解析を行

った。 

 

DSS誘発大腸炎マウスモデル 

野生型 C57BL/6マウスおよび同系STAT1欠損マウスに3% (w/v) DSS (Wako純

薬)溶液を給水瓶から7日間自由摂取させることで大腸炎を発症させ、その後は通

常の水を飲水させた。DSS投与後、7日、10日、14日でマウスを安楽死させ、体

重推移、腸管の長さ、組織学的スコア、血清中サイトカイン産生量、大腸組織に

おける免疫細胞などの評価を行った。 
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図 2. 急性大腸炎モデル 

 
組織学的スコア 

HE染色を行った大腸組織について炎症の程度、損傷の深さ、隠窩の損傷につ

いてそれぞれ評価し、それに占める組織の割合によって数値をかけてスコアリ

ングを行った。 

・炎症の程度 

0：なし、1：軽度、2：中等度、3：重症 

・損傷の深さ 

0：なし、1：粘膜、2：粘膜と粘膜下、3：貫壁性 

・陰窩の損傷 

0：なし、1：基部より1/3の損傷 

2：基部より2/3の損傷 

3：上皮の表面のみ損傷なし 
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4：陰窩と上皮の完全な消失 

・それぞれの項目について占める組織の割合によって以下の数値をかけてス

コアリングを行った。 ×1 (0-25 %)、×2 (26-50 %)、×3 (51-75 %)、×4 (76-100 %) 

以下に組織学的スコアの代表例を示す。 

 

図 3. 組織学的スコアの代表図 

左図 炎症の程度 1、損傷の深さ 1、陰窩の損傷 1 

       右図 炎症の程度 3、損傷の深さ 2、陰窩の損傷 2 

    直線は200μmを示す。 

 
免疫組織化学染色 

急性大腸炎マウスモデルから得た大腸組織について、4％ パラホルムアルデ

ヒドリン酸緩衝液を使用して固定した後、パラフィンを用いて包埋標した。脱パ

ラフィンした後に、HE 染色を行なった。pSTAT1タンパク質の発現について、

試薬キット (415211, Nichirei Bioscience, Inc., Tokyo, Japan) を使用して抗原を賦

活化し、また内因性ペルオキシダーゼは0. 3 %の過酸化水素を使用して不活化し

た。洗浄後、一次抗体として抗pSTAT1 (Tyr701) 抗体  (#9167, Cell signaling 

Technology, Danvers, MA, USA)を反応させた。反応後に 3 回洗浄し、二次抗体

としてペルオキシダーゼ標識抗  マウス /ウサギ  IgG ポリクローナル抗体

（Histofine Simple Stain MAX PO, Nichirei Bioscience, Inc., Tokyo, Japan）で反応さ

せた。洗浄後にMayer のヘマトキシリンで核染色を行った。3-3’-diaminobezidine-

4 HCL を用い、pSTAT1タンパク質の発現を可視化した。 
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PCR 解析 

細胞および組織より全RNA を ISOGEN RNA extraction kit (Nippon gene, 

Toyama, Japan) を用いて抽出し、波長260 nm の吸光度でRNA 濃度を測定した。

得られた全DNA は逆転写PCR によりcDNA を得た。 

また、マウスIL-6 (Il6)、IL-10 (Il10)、TNF-α (Tnfa)、STAT1 (Stat1)、IFNAR1(Ifnar1)、

CCR2 (Ccr2)、CCL2 (Ccl2)、NK2R  (Tacr2) 、IFN-α (Ifna) 、IFN-β (Ifnb) 、

tachykinin-1  (Tac1) 、β-actin (Actb)遺伝子の発現レベルの解析を、定量PCR に

て実施した。下記特異的プライマーおよびユニバーサルプローブを用い、CFX 

連接定量 PCR 測定システム (BIO-RAD, CA, USA)により標的遺伝子の増幅を

行った。各遺伝子におけるプライマー配列およびプローブの番号は、以下の通り

で あ る 。 Il6 ；  left: 5’-gctaccaaactggatataatcagga-3’, right:  5’-

ccaggtagctatggtactccagaa-3’, universal probe: # 6、Il10； left: 5’-cagagccacatgctcctaga-

3’, right:  5’-tgtccagctggtcctttgtt-3’, universal probe: # 41、Tnfa； left: 5’- -3’, right:  

5’- -3’, universal probe: #49、Stat1；  left: 5’-tgagatgtcccggatagtgg-3’, right:  5’-

cgccagagagaaattcgtgt-3’, universal probe: #99、Ifnar1； left: 5’-gggactacattgcgtctgc-3’, 

right:  5’-tctgaacggcttccagaact-3’, universal probe: #72 、 Ccr2 ；  left: 5’-

acctgtaaatgccatgcaagt -3’, right: 5’-tgtcttccatttcctttgatttg -3’, universal probe: #27 、

Ccl2； left: 5’-catccacgtgttgctca-3’, right: 5’-gatcatcttgctggtgaatgagt-3’, universal probe: 

#62、 Ifna；  left: 5’-tcaagccatccttgtgctaa-3’, right:  5’-gtcttttgatgtgaagaggttcaa-3’, 

universal probe: # 3 、 Ifnb ；  left: 5’-ctggcttccatcatgaacaa-3’,  right:  5’-

agagggctgtggtggagaa-3’, universal probe: # 18、Il12a； left: 5’-tcagaatcacaaccatcagca-

3’, right:  5’-cgccattatgattcagagactg-3’, universal probe: # 49、 Il12b；  left: 5’-

tgaactggcgttggaagc-3’, right:  5’-gcgggtctggtttgatga-3’, universal probe: # 74、および 

Actb; left: 5’-aaggccaaccgtgaaaagat-3’, right:  5’-gtggtacgaccagaggcatac-3’, universal 

probe: # 56。各遺伝子の発現はハウスキーピング遺伝子であるβ-actinを用いて標

準化し、ΔΔCt 法（ΔCt =ΔCtsample−ΔCtreference）により相対的に比較検討した。 

 

ELISA 

野生型および STAT1 欠損マウスを使用した急性大腸炎モデルより血清を回

収した。血清 IL-6 および TNF-α タンパク質レベルについて、市販の Opt EIA 

mouse IL-6, TNF-α (BD Bioscience, San Diego, CA, USA)キットを用いて測定した。 
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大腸組織の免疫細胞のフローサイトメトリーによる解析と細胞の単離 

マウス急性大腸炎モデルマウスより盲腸を除く大腸組織を摘出し、内容物を

取り除き、PBSで洗浄した。上清を捨て、HBSS 1 mM EDTA (Ca, Mg free)を 5 ml

入れ、振盪 (37℃, 20min) した。遠心し (1500 rpm, 3 min, 20 ℃) 、上清を捨てた。

1 mg/ml DNase I、1 mg/ml collagenase type IV (10 ％ FBS-RPMI) を 2.5 mlずつ入

れてピペットを用いて懸濁し、その後 37℃で 30 分間インキュベートした。イン

キュベート後に 15mlチューブに入れて遠心 (1500 rpm、 5min、4 ℃) し、上清

を捨てて 10％FBS/RPMI を加え、懸濁した。100 µm セルストレーナー、45 µm

フィルターで漉した後に、懸濁液中の細胞数をカウントした。各種蛍光標識抗体

を用いて細胞を染色し、FACS CantoII (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) によ

るフローサイトメトリーを行なった。得られたデータを FlowJo ソフトウェア 

(Tree Star, Ashland, OR, USA) を用いて解析した。 

マウス急性大腸炎モデルの大腸組織より回収した全細胞について、抗CD45 

抗体および抗CD11b抗体および7AADあるいは抗CD45 抗体および抗Ly6C抗体

および7AADを使用して染色し、7AAD 陰性のCD45陽性CD11b陽性細胞および

CD45陽性Ly6C陽性細胞を、FACS AriaII (San Diego, CA, USA) によって単離し

た。 

 

図 4. 急性大腸炎モデルにおける免疫細胞の単離と遺伝子発現の解析スキーム 

 

免疫細胞の移入 

 急性大腸炎モデルで大腸炎を発症させた野生型 (CD45.1) マウスの大腸組織

をDSS投与7日目に採取し、大腸組織内のLy6c陽性細胞を単離し、DSS投与4日目

のSTAT1欠損 (CD45.2) マウスの尾静脈から静脈内に移植した。コントロールと

してPBSを静脈内に投与した。 
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統計学的分析 

In vitro の実験系では少なくとも3〜5 回以上、独立して行なった。マウス生体

モデルの実験は、各群4〜10 匹マウスずつ、2〜3 回以上独立して実施した。代

表的な結果が図中に示されている。各データ群について平均値およびSD を計算

して求めた。 

多群間での比較について、一元配置分散分析 (ANOVA) とDunnett の多重検定

を行なった。一部の実験で、二群間の差を評価する場合、Student のt 検定を用

いて評価した。 

本研究では P < 0.05 を有意差ありと判定した。  
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結果 

 

DSSを用いた急性大腸炎モデルを構築し、腸炎の発症を確認した 

炎症性腸疾患の発症におけるSTAT1の関与について調べるため、急性大腸炎

モデルを作出した。腸炎の発症によりDSS投与群では体重減少が生じ、DW群に

比べて腸管の長さが短縮した。病理組織においてもDSS群では炎症細胞の浸潤や

陰窩の損傷がみられた（図5）。 

 

 
 
図 5. 急性大腸炎モデルの作出 

野生型 C57BL/6 マウスに DSS 水溶液を７日間給水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症さ

せた群 (DSS、n = 6) と通常飲水させた群 (DW、n = 6) に分けて評価した。 

体重推移を 10 日間測定し、投与開始日を 100%とした時の体重推移を評価した。 

7 日目に大腸を採取し、大腸の長さを測定し、HE 染色を施行した。直線は 200μm を示す。  

*は Student の t 検定による有意差（P < 0.05）を示す。 
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急性大腸炎モデルの大腸組織においてI型IFN-STAT1のシグナルカスケードは
活性化している 

急性大腸炎モデルにおいて腸炎を発症したマウスの大腸組織においてIFN-

α、IFN-β、IL-6、TNF-αの遺伝子発現レベルは亢進し、IFN-γの遺伝子発現レベ

ルは変わらなかった。さらにSTAT1の遺伝子発現レベルは亢進し、炎症部位に

おけるSTAT1蛋白はリン酸化され、活性化していた（図6）。 

 

 

 

図 6. 急性大腸炎モデルの大腸組織において I 型 IFN-STAT1 シグナルカスケードは活性化

している。 

野生型 C57BL/6 マウスに DSS 水溶液を７日間給水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症さ

せた群 (DSS、n = 6) と通常飲水させた群 (DW、n = 6) に分けて評価した。 

大腸組織における IL-6、TNF-α、IFN-α、IFN-βおよび IFN-γの遺伝子発現レベル (A) と STAT1
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の遺伝子発現レベル (B) を PCR で評価した。大腸組織に免疫染色を行い、リン酸化 STAT1

蛋白の発現 (C) を評価した。 

*は Student の t 検定による有意差（P < 0.05）を示す。   

 

急性大腸炎モデルにおいてSTAT1欠損マウスでは野生型マウスに比べて腸炎の

病態は改善する 

急性大腸炎モデルの病態形成におけるSTAT1の関与について調べるため、野

生型マウス (n=8) とSTAT1欠損マウス (n = 9) を用いて評価を行った。STAT1

欠損マウスでは野生型マウスに比べて体重減少の度合いが改善した（図7）。 

 

 

 

図 7. 急性大腸炎モデルの野生型マウスと STAT1 欠損マウスにおける体重推移 

野生型 C57BL/6 マウス (n = 8) と同系 STAT1 欠損マウス (n = 9) に DSS 水溶液を７日間給

水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症させ、7 日目から通常飲水をさせた。 

体重推移を 10 日間測定し、投与開始日を 100%とした時の体重推移を評価した。 

*は Student の t 検定による有意差（P < 0.05）を示す。   

 
急性大腸炎モデルにおいてSTAT1欠損マウスでは野生型マウスに比べて大腸炎

の病態は改善する 

次にSTAT1欠損マウスにおける病態の変化を評価するために、DSS投与7日目

の大腸組織を採取したところ、STAT1欠損マウスでは野生型マウスに比べて腸

管短縮の程度が改善し、腸炎の病態が改善していた。次に10日目に大腸組織を採
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取し、病理所見を評価したところ、組織学的スコアがSTAT1欠損マウスで有意に

改善した（図8）。 

 

 
図 8. 急性大腸炎モデルの野生型マウスと STAT1 欠損マウスにおける大腸組織の比較 

野生型 C57BL/6 マウス (n = 8) と同系 STAT1 欠損マウス (n = 9) に DSS 水溶液を７日間給

水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症させ、7 日目から通常飲水をさせた。 

7 日目に大腸を採取し、大腸の長さを測定した。10 日目に大腸組織を採取し、HE 染色を施

行し、組織学的スコアを評価した。直線は 500 μm を示す。 

*は Student の t 検定による有意差（P < 0.05）を示す。   

 
急性大腸炎モデルにおいてSTAT1欠損マウスでは野生型マウスに比べて大腸炎

の病態は改善する 

次にSTAT1欠損マウスにおける全身における炎症の状態を評価するために、

DSS投与7日目における血清中の炎症性サイトカインを評価した。マウス血清中

のIL-6、TNF-αはSTAT1欠損マウスにおいて有意に低下していた（図9）。以上



 22 

のことから急性大腸炎モデルにおいてSTAT1シグナルの欠損は大腸炎の病態を

改善し、炎症を改善させることが示唆された。 

 

 

図 9. 急性大腸炎モデルの野生型マウスと STAT1 欠損マウスの比較 

野生型 C57BL/6 マウス (n = 8) と同系 STAT1 欠損マウス (n = 9) に DSS 水溶液を７日間給

水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症させ、7 日目から通常飲水をさせた。 

7 日目におけるマウス血清 IL-6、TNF-α レベルを ELISA で測定した。 

*は Student の t 検定による有意差（P < 0.05）を示す。   

 

急性大腸炎モデルにおいて野生型マウスの骨髄細胞をSTAT1欠損マウスに移入

することで大腸炎による体重減少は増悪する 

次にSTAT1依存的な大腸炎の発症、病態に関与する責任細胞を明らかにする

ため、野生型マウスあるいはSTA1欠損マウスの骨髄細胞を急性大腸炎モデルに

移植する実験を行った。6日目の体重は野生型マウスに野生型マウスの骨髄細胞

を移植した群ではSTAT1欠損マウスに野生型マウスの骨髄細胞を移植した群に

比べて有意に低下していた。10日目の体重はSTAT1欠損マウスの骨髄移植を行

ったSTAT1欠損マウスに比べ、野生型マウスの骨髄移植を行った野生型マウス、

STAT1欠損マウスにおいて有意に低下していた (図10)。 
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図 10. 急性大腸炎モデルの野生型マウスおよび STAT1 欠損マウスの骨髄細胞の移植 

野生型 C57BL/6 マウス (n=8) および同系の STAT1 欠損マウス (n = 8)に、野生型 C57BL/6

マウス由来の骨髄細胞 (1 × 107 / 匹) を、また STAT1 欠損マウス (n=9) に、STAT1 欠損マ

ウス来の骨髄細胞 (1 × 107 / 匹) を尾静脈より移入した。これらのマウスについて、DSS 水

溶液を７日間給水ビンから自由飲水させ、7 日目から通常飲水させた。マウスの体重を移入

後から 10 日間測定した。移入した日を 100 %とした時の体重推移 (A) を評価し、DSS 投与

6 日目と 10 日目のデータをグラフ化した (B) 。 

*はStudentのt検定による有意差（P < 0.05）を示す。 
 

急性大腸炎モデルにおいて野生型マウスの骨髄細胞をSTAT1欠損マウスに移入

することで腸炎の病態は悪化する 
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次に骨髄細胞の移植による病態の変化を評価するために採取した大腸組織を

評価した。腸管の長さはSTAT1欠損マウスに野生型マウスの骨髄細胞を移植し

た群でSTAT1欠損マウスにSTAT1欠損マウスの骨髄細胞を移植した群に比べて

有意に腸管短縮の程度が増悪していた。 

STAT1欠損マウスではSTAT1欠損マウスの骨髄細胞の移植に比べて野生型マウ

スの骨髄細胞の移植により組織学的スコアの陰窩の損傷が有意に悪化していた。

STAT1欠損マウスの骨髄細胞を移植されたSTAT1欠損マウスに比べて野生型マ

ウスの骨髄細胞を移植された野生型マウスでは全ての組織学的スコアが有意に

悪化していた。これらのことは急性大腸炎モデルの大腸炎発症において造血系

細胞におけるSTAT1の活性化が関与することが示唆された（図11）。 
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図 11. 急性大腸炎モデルの野生型マウスおよび STAT1 欠損マウスの骨髄細胞の移植 

野生型 C57BL/6 マウス (n = 8) および同系の STAT1 欠損マウス (n = 8)に、野生型 C57BL/6

マウス由来の骨髄細胞 (1 × 107 / 匹) を、また STAT1 欠損マウス (n = 9) に、STAT1 欠損マ

ウス来の骨髄細胞 (1 × 107 / 匹) を尾静脈より移入した。これらのマウスについて、DSS 水

溶液を７日間給水ビンから自由飲水させた。7 日目に大腸を採取し、大腸の長さ (A) を測

定した。大腸組織について HE 染色を施行し、組織学的スコアを評価した (B) 。直線は 500 

μm を示す。 

*は Student の t 検定による有意差（P < 0.05）を示す。   

 
急性大腸炎モデルの野生型マウスにおいてマクロファージの除去により大腸炎

による体重減少が軽減する 

次に急性大腸炎モデルにおいて、病態の発症に関連する細胞を検証するために

野生型マウスにクロドロン酸リポソームを投与してマクロファージを除去する

実験を行った。 

クロドロン酸リポソームの投与によるマクロファージの除去により、大腸炎に

よる体重減少の軽減を認めた（図 12）。 
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図 12. 急性大腸炎モデルの野生型マウスにクロドロン酸リポソームを投与し、マクロファ

ージを除去したところ、体重減少は軽減する。 

野生型 C57BL/6 マウスに DSS 水溶液を７日間給水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症さ

せ、7 日目から通常飲水をさせた。DSS 投与開始前日、3 日目、7 日目に 150 μg のコントロ

ールリポソーム (n = 9) およびクロドロン酸リポソーム (n = 8) を腹腔内投与した。 

投与開始日を 100%とした時の体重推移 (A) を評価した。 

*は Student の t 検定による有意差（P < 0.05）を示す。   

 

急性大腸炎モデルの野生型マウスにおいてマクロファージの除去により大腸炎

による体重減少が軽減する 

次にマクロファージの除去による病態の変化を評価するために、7 日目の大

腸組織の評価を行ったところ、クロドロン酸リポソームの投与によるマクロフ

ァージの除去により、腸管短縮の軽減、組織学的スコアの改善を認めた（図 13）。 
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図 13. 急性大腸炎モデルの野生型マウスにクロドロン酸リポソームを投与し、マクロファ

ージを除去したところ、大腸炎の病態は改善する。 

野生型 C57BL/6 マウスに DSS 水溶液を７日間給水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症さ

せ、7 日目から通常飲水をさせた。DSS 投与開始前日、3 日目、7 日目に 150 μg のコントロ

ールリポソーム (n = 9) およびクロドロン酸リポソーム (n = 8) を腹腔内投与した。7 日目

に大腸を採取し、大腸の長さ (A) を測定した。直線は 500 μm を示す。大腸組織について

HE 染色を施行し (B) 、組織学的スコアを評価した (C) 。*は Student の t 検定による有意

差（P < 0.05）を示す。   
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急性大腸炎モデルの大腸組織における集積するCD4陽性細胞、CD8陽性細胞、

CD11b陽性細胞、CD11c陽性細胞、Gr-1陽性細胞の割合は野生型マウスとSTAT1
欠損マウスで変わらない。 

次に急性大腸炎モデルにおけるpathogenic cellを検証するために大腸組織に集

積する免疫細胞について評価を行った。野生型マウスとSTAT1欠損マウスの大

腸組織の免疫細胞をフローサイトメトリーで比較したところ、7AAD陰性CD45

陽性細胞の数および全細胞中の7AAD陰性CD45陽性細胞の割合ともに有意差は

なかった。7AAD陰性CD45陽性細胞中のCD4陽性細胞、CD8陽性細胞、CD11b陽

性細胞、CD11c陽性細胞、Gr-1陽性細胞の割合も野生型マウスとSTAT1欠損マウ

スで有意差はなかった（図14）。 

 

 

 

 
図 14. 急性大腸炎モデルの野生型マウスおよび STAT1 欠損マウスの大腸組織における免疫
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細胞の評価 

野生型 C57BL/6 マウス(n = 4-6)と同系 STAT1 欠損マウス (n = 4-6) に DSS 水溶液を７日間

給水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症させた。7 日目に大腸組織を採取し、大腸組織内

の 7AAD 陰性 CD45 陽性細胞の割合、数をフローサイトメトリーで評価した (A) 。7AAD-

CD45+細胞の数は大腸組織から採取した全細胞数から計算した。データは 1 群 4-6 匹のマウ

スで 4 回の実験から算出した。 

CD4 陽性細胞、CD8 陽性細胞、CD11b 陽性細胞、CD11c 陽性細胞および Gr-1 陽性細胞の割

合をフローサイトメトリーにより算出した (B) 。 

 

急性大腸炎モデルの大腸組織においてLy6c高発現細胞はSTAT1依存的に誘導さ

れる 

次に急性大腸炎モデルの大腸組織に集積する免疫細胞のsubpopulationについて

フローサイトメトリーで評価を行った。CD45陽性7AAD陰性細胞中のLy6c高発

現細胞が野生型マウスに比べてSTAT1欠損マウスでは有意に集積が低下してい

ることがわかった。このことから急性大腸炎モデルの大腸組織においてLy6c高

発現細胞はSTAT1依存的に誘導されていることが示唆された。また、Ly6c高発現

細胞はCD11bを発現し、CD11cを部分的に発現し、Gr-1を中程度発現していた（図

15）。 
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図15. 急性大腸炎モデルの野生型マウスおよびSTAT1欠損マウスの大腸組織におけるLy6c

高発現細胞の細胞集団の評価 

野生型 C57BL/6 マウス (n = 4-6) と同系 STAT1 欠損マウス (n = 4-6) に DSS 水溶液を７日

間給水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症させた。7 日目に大腸組織を採取し、大腸組織

内の 7AAD 陰性 CD45 陽性細胞中の Ly6c 陽性細胞をフローサイトメトリーで評価し、Ly6c

高発現細胞、Ly6c 中発現細胞、Ly6c 低発現細胞の割合をそれぞれ評価した (A) 。データは

1 群 4-6 匹のマウスで 4 回の実験から算出した。Ly6c 陽性細胞における CD11b、Ly6G/C お

よび CD11c の発現をフローサイトメトリーで評価した (B) 。 

*は Student の t 検定による有意差 (P < 0.05) を示す。   

 

急性大腸炎モデルの大腸組織においてLy6c高発現マクロファージはIL-6、

CCL2/CCR2の遺伝子発現を誘導し、Ly6c中発現マクロファージはTNF-α、IFN-

α/βの遺伝子発現を誘導する 

次にSTAT1依存的に誘導されるLy6c高発現マクロファージの性質を検討する

ために、Ly6c陽性マクロファージについて炎症関連のケモカイン、ケモカイン受

容体、サイトカインの遺伝子発現を検討することとした。大腸炎を起こした野生

型マウスの大腸と脾臓から全細胞を回収し、Ly6c陽性細胞、Ly6c高発現細胞、

Ly6c中発現細胞をCD45陽性7AAD陰性細胞の中から単離した。単離した細胞に

おける炎症性サイトカイン、ケモカイン、ケモカイン受容体の遺伝子発現レベル

を定量PCR法で評価した。Ly6c高発現細胞におけるIL-6、CCR2およびCCL2の遺

伝子発現レベルはLy6c中発現細胞に比べて高かった。Ly6c中発現細胞における
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TNF-α、IFN-α/βの遺伝子発現レベルはLy6c高発現細胞に比べて高かった。さらに

大腸組織のLy6c陽性細胞におけるIL-6、TNF-α、CCR2、CCL2の遺伝子発現レベ

ルは脾臓のLy6c陽性細胞に比べて高かった。これらの結果は、Ly6c陽性マクロ

ファージが腸炎の発症時に炎症を起こすエフェクター細胞に分化することを示

唆した (図16) 。 

 

 

図 16. Ly6c 高発現マクロファージでは IL-6、CCL2、CCR2 の遺伝子発現が亢進し、Ly6c 中

発現マクロファージは TNF-α、IFN-α、IFN-β の遺伝子発現が亢進する 

DSS 水溶液を飲水させて大腸炎を発症させた野生型 C57BL/6 マウスの大腸と脾臓の細胞の

全細胞と Ly6c 陽性マクロファージを採取した。データは 1 群 13-21 匹のマウスで 4 回の実

験から得られたものである。CD45 陽性 7AAD 陰性 Ly6c 陽性マクロファージ、CD45 陽性

7AAD 陰性 Ly6c 高発現マクロファージ、CD45 陽性 7AAD 陰性 Ly6c 中発現マクロファージ

を野生型マウスの大腸組織から単離した。CD45 陽性 7AAD 陰性 Ly6c 陽性マクロファージ

を野生型マウスの脾臓から単離した。それぞれの細胞における IL-6、TNF-α、CCL2、CCR2、

IFN-α および IFN-β の遺伝子発現レベルを定量 PCR 法で評価した。定量 PCR 法は 2 回の独
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立した各々のサンプルを duplicate で評価した。 

*は Dunnett の検定による有意差 (P < 0.05) を示す。 

 

急性大腸炎モデルの大腸組織においてLy6C陽性マクロファージはSTAT1依存

的に腸炎を惹起するエフェクター細胞に分化している可能性が示唆された。 

次に炎症を生じている大腸組織における遺伝子発現についてSTAT1シグナ

ルの関与について検討するため、野生型マウスとSTAT1欠損マウスの大腸組織

の全細胞の遺伝子発現の評価を行った。STAT1欠損マウスの大腸組織の全細胞

におけるIL-6、TNF-α、CCR2、CCL2の遺伝子発現レベルは野生型マウスの大腸

組織の全細胞に比べて有意に低下していた (図17) 。これらの結果と図15の大腸

組織内のLy6c高発現マクロファージがSTAT1依存的であったこととあわせ、

Ly6c陽性マクロファージがSTAT1依存的に腸炎を惹起するエフェクター細胞に

分化する可能性が示唆された。 

 

 

図 17. 野生型マウスと STAT1 欠損マウスの大腸組織の全細胞における遺伝子発現 

DSS 水溶液を飲水させて大腸炎を発症させた野生型 C57BL/6 マウスと同系 STAT1 欠損マウ

スの大腸組織の全細胞を採取した。野生型マウスと STAT1 欠損マウスの大腸組織の全細胞

における IL-6、TNF-α、CCL2 および CCR2 の遺伝子発現レベルを定量 PCR 法で評価した。

データは 1 群 13-21 匹のマウスで 4 回の実験から得られたもので、定量 PCR 法は 4 回の独

立した各々のサンプルを duplicate で評価し、平均と標準偏差を算出した。 

*は Student の t 検定による有意差 (P < 0.05) を示す。 
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野生型マウスの脾臓の細胞と腹腔滲出細胞においてLy6c発現細胞はIFN-α/βの

刺激によりSTAT1依存的に誘導される 

 次に大腸組織内でSTAT1依存的に誘導されるLy6c陽性マクロファージについ

て、in vitro培養系にて上流分子について検討するため、野生型マウスの脾臓の細

胞と腹腔滲出細胞にI型およびII型IFNの刺激を行い、評価した。野生型マウスの

脾臓の細胞と腹腔滲出細胞においてLy6c発現マクロファージはIFN-αおよび

IFN-βで有意に誘導され、IFN-γによる誘導は軽度であった。これらの結果から、

I型IFNであるIFNα/βは大腸炎を惹起するLy6c発現マクロファージを誘導する上

流分子である可能性が示唆された (図18) 。 

 
図 18. IFN-α および IFN-β による Ly6c 発現細胞の誘導 

野生型 C57BL/6 マウス (n = 4) および同系 STAT1 欠損マウス (n = 4) の脾臓の細胞と腹腔

滲出細胞を採取した。12 穴の細胞培養プレートに播種し、IFN-α、IFN-β または IFN-γ  (各

50 ng/ml)を添加し、24 時間後にフローサイトメトリーによる解析を行った。各種 IFN処理

を行った脾臓の細胞と腹腔滲出細胞の Ly6c 発現細胞の CD11b、CD11c、I-Ab の発現レベル

についてフローサイトメトリーで評価した。代表的なデータを示した。  

 

野生型マウスの脾臓の細胞と腹腔滲出細胞においてLy6c発現細胞はIFN-α/βの

刺激によりSTAT1依存的に誘導される 

 次にIFN-α/βによるLy6c陽性マクロファージの誘導におけるSTAT1シグナルの

関与を検討するために、in vitroで野生型マウスとSTAT1欠損マウスにIFNs刺激

を行い、評価した。I型IFNによるLy6c高発現細胞およびLy6c中発現細胞の誘導は
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野生型マウスに比べてSTAT1欠損マウスの脾臓の細胞および腹腔滲出細胞にお

いては軽度であった。これらの結果から、I型IFNであるIFN-α/βは、大腸炎を惹

起するLy6c発現マクロファージをSTAT1依存的に誘導していることが示唆され

た (図19) 。 

 

 
 

図 19. IFN-α/β は STAT1依存的に Ly6c 発現細胞を誘導する 

野生型 C57BL/6 マウス (n = 4) および同系の STAT1 欠損マウス (n = 4) の脾臓の細胞と腹

腔滲出細胞を採取した。12 穴の細胞培養プレートに播種し、IFN-α、IFN-β または IFN-γ  (各

50 ng/ml) を添加し、24 時間後にフローサイトメトリーによる解析を行った。 

脾臓の細胞 (A) と腹腔滲出細胞 (B) における Ly6c の細胞内発現レベルについて刺激なし、

IFN-α添加、IFN-β添加、IFN-γ添加の条件下での代表的なヒストグラムを示した。 

刺激なし、IFN-α添加、IFN-β添加、IFN-γ添加の条件下で脾臓の細胞 (C) と腹腔滲出細胞

(D) において 7AAD 陰性 CD45 陽性細胞の中の Ly6c 高発現細胞と中発現細胞の割合をフ

ローサイトメトリーで評価し、代表的なデータを示した。 

データは 3 回の独立した実験で各々のマウスから 4 個のサンプルを採取し、平均と標準偏
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差を算出した。 

*は Student の t 検定による有意差 (P < 0.05) を示す。   

 

野生型マウスの脾臓の細胞と腹腔滲出細胞においてLy6c発現細胞はIFN-α/βの

刺激によりSTAT1依存的に誘導される 

次にIFN-α/βにより誘導されるLy6c高発現マクロファージの特性を評価する

ために、in vitroで脾臓の細胞に対してIFN-α/βによる刺激を加え、フローサイト

メトリーで表面マーカーの発現を評価した。Ly6c高発現マクロファージは

CD11b、CD11cおよびMHC class IIを部分的に発現していた (図20) 。 

 
図 20. IFN-α/β刺激によって誘導された Ly6c 発現細胞は CD11b、CD11c、MHC クラス II を

発現する 

野生型 C57BL/6 マウス (n = 4) の脾臓の細胞を採取した。12 穴の細胞培養プレートに播種

し、IFN-α または IFN-β  (各 50 ng/ml)を添加し、24 時間後にフローサイトメトリーによる

解析を行った。 

IFN-α、IFN-β 添加の条件下で脾臓細胞の Ly6c を高発現している細胞群における CD11b、

CD11c および I-Ab (MHC クラス II ) の細胞内発現レベルについての代表的なヒストグラム

を示した。 
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Ly6c陽性マクロファージを単離し、移入する実験の系 

次に野生型マウスのLy6c陽性マクロファージの大腸炎の病態形成への関与を

検討することとした。大腸炎を発症したC57BL/6 Ly5.1マウスの大腸組織から単

離したLy6c陽性マクロファージを同系STAT1欠損マウスに移植したが、体重減

少などの大腸炎の病態について改善はみられなかった (図21) 。 
 

 

 

図 21. 大腸炎を発症した野生型マウスの Ly6c 陽性マクロファージの STAT1 欠損マウスへ

の移植 

野生型 C57BL/6 Ly5.1 マウス (n = 17) と同系 STAT1 欠損マウス (n = 8) に DSS 水溶液を 7

日間飲水させて大腸炎を発症させ、7 日目に DSS 水溶液と通常の水を置き換えた。 

(A) 野生型 C57BL/6 Ly5.1 マウスの体重推移を 7 日間測定し、DSS 投与開始日を 100%とし

た時の体重推移を評価した。 

7 日目に野生型 C57BL/6 Ly5.1 マウスの大腸組織を採取し、Ly6c 陽性細胞を単離した。単離
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した Ly6c 陽性マクロファージ (細胞数 4 × 104 / 匹) あるいはコントロールとして PBS を

DSS 投与 4 日目の STAT1 欠損マウス (n = 4, 4) に静脈注射して、移植した。 

 (B) 体重推移を 13 日間測定し、DSS 投与開始日を 100%とした時の体重推移を評価した。 

 
急性大腸炎モデルにおいてCCR2を介したシグナル伝達を阻害すると野生型マ

ウスにおいて大腸炎による体重減少は改善する 

 先の実験で炎症を生じている大腸組織の全細胞ではSTAT1シグナルの欠損条

件下ではCCL2、CCR2の遺伝子発現が低下し (図17)、炎症を生じている大腸組

織のLy6c高発現マクロファージではCCR2、Ly6c中発現マクロファージでは

CCL2の遺伝子発現が亢進していること (図16) が明らかになった。そのため、

急性大腸炎モデルの大腸炎発症におけるCCR2を介したシグナル伝達の関与を

検討することとした。急性大腸炎モデルマウスにおいてCCR2阻害剤を野生型マ

ウスへ投与したところ体重減少は有意に改善したが、STAT1欠損マウスにCCR2

阻害剤を投与しても体重減少の改善はみられなかった。これらの結果から、

CCR2を介したシグナル伝達がSTAT1依存的に急性大腸炎モデルの病態発生に

関与する可能性が示唆された (図22)。 

 

 

図 22. CCR2 阻害剤の野生型マウスへの投与により急性大腸炎モデルの体重減少は軽減す

る 

野生型 C57BL/6 マウスに DSS 水溶液を７日間給水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症さ

せ、7 日目から通常飲水をさせた。DSS 投与開始前日より CCR2阻害剤（20 μg）を PBS 200μl

に溶解した薬剤 (CCR2 阻害剤) 、あるいは溶媒である DMSO を当量 PBS 200 μl に溶解し

たコントロール薬剤 (DMSO コントロール)を連日腹腔内投与した。 

投与開始日を 100 %とした時の体重推移と 10 日目の体重を評価した。 
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データは 1 群 4-8 匹のマウスで 3 回の独立した実験の代表的データを示す。 

*は Student の t 検定による有意差 (P < 0.05) を示す。   

 

急性大腸炎モデルにおいてCCR2を介したシグナル伝達を阻害すると野生型マ

ウスにおいて腸炎の病態は有意に改善する 
 次に急性大腸炎モデルのCCR2阻害剤投与による大腸炎の病態改善を評価す

るために大腸組織の評価を行った。急性大腸炎モデルマウスにおいてCCR2阻害

剤を野生型マウスに投与したところ腸管短縮はコントロール群に比べて有意に

改善した一方でSTAT1欠損マウスにCCR2阻害剤を投与してもコントロール群

に比べて腸管短縮の改善は見られなかった。大腸組織の病理所見は野生型マウ

スのコントロール群は野生型マウスのCCR2阻害剤投与群に比べてより重篤で

あったが、STAT1欠損マウスへのCCR2阻害剤投与群ではCCR2阻害剤を投与し

た野生型マウスとSTAT1欠損マウスのコントロール群と同様の結果であった。

組織学的スコアはCCR2阻害剤の投与により野生型マウスではコントロール群

に比べて有意に低下していた。STAT1欠損マウスのCCR2阻害剤投与群では

CCR2阻害剤を投与した野生型マウスとSTAT1欠損マウスのコントロール群と

同様の結果であった。これらの結果によりCCR2を介したシグナル伝達がSTAT1

依存的に急性大腸炎モデルの病態発生に関与していることが示唆された (図

23) 。 
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図 23. CCR2 阻害剤の野生型マウスへの投与により急性大腸炎モデルの腸炎の病態は軽減

する 

野生型 C57BL/6 マウスに DSS 水溶液を７日間給水ビンから自由飲水させて大腸炎を発症さ

せ、7 日目から通常飲水をさせた。DSS 投与開始前日より CCR2阻害剤 (20 μg) を PBS 200μl

に溶解した薬剤（CCR 阻害剤）、あるいは溶媒である DMSO を PBS 200μl に溶解したコン

トロール薬剤（DMSO コントロール）を連日腹腔内投与した。 

7 日目に大腸を採取し、大腸の長さ (A) を測定した。HE 染色 (B) を施行し、組織学的スコ

ア (C) を評価した。直線は 500 μm を示す。 

大腸の長さのデータは 1 群 4-8 匹のマウスで 3 回の独立した実験の代表的データを示す。 

HE 染色は代表的なデータを示す。組織学的スコアのデータは CCR2阻害剤投与群、コント

ロール群とも n=8 で平均と標準偏差を算出した。 

*は Student の t 検定による有意差 (P < 0.05) を示す。 
 

急性大腸炎モデルにおいてCCR2を介したシグナル伝達を阻害すると野生型マ

ウスにおいて血清中の炎症性サイトカインレベルは有意に低下する 
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 次に急性大腸炎モデルのCCR2阻害剤投与による大腸炎の病態改善を評価す

るためにマウス血清中の炎症性サイトカインであるIL-6、TNF-αについて評価を

行った。マウスの血清IL-6およびTNF-αレベルは野生型マウスにCCR2阻害剤を

投与することにより有意に低下したが、STAT1欠損マウスではコントロール群

においても低値であり、CCR2阻害剤の投与による改善はみられなかった。これ

らの結果によりCCR2を介したシグナル伝達がSTAT1依存的に急性大腸炎モデ

ルの病態発生に関与していることが示唆された (図24) 。 
 

 

図 24. CCR2阻害剤の投与は急性大腸炎モデルの病態を改善させる 

野生型 C57BL/6 マウスと同系 STAT1 欠損マウスに DSS 水溶液を 7 日間飲水させて大腸炎

を発症させ、7 日目に DSS 水溶液と通常の水を置き換えた。DSS 投与開始前日より CCR2

阻害剤 (20 μg) を PBS 200μl に溶解した薬剤（CCR阻害剤）、あるいは溶媒である DMSO を

PBS 200μl に溶解したコントロール薬剤（DMSO コントロール）を連日腹腔内投与した。 

7 日目のマウス血清 IL-6、TNF-α レベルを ELISA で測定した。データは 1 群 5-8 匹のマウ

スを使用し、独立した 2 回の実験の代表的なデータである。 

CCR2阻害剤投与群 n=7、コントロール群 n=8 で平均と標準偏差を算出した。 

*は Student の t 検定による有意差（P < 0.05）を示す。 
 

CCR2を発現するマクロファージは潰瘍性大腸炎患者の大腸組織に集積してい

る 
 次に潰瘍性大腸炎患者の炎症を起こしている大腸組織における STAT1および

CCR2 の発現について免疫組織化学染色で評価した。リン酸化した STAT1 およ

び CCR2が炎症を起こしている大腸組織内で認められ、CD14、CD68、あるいは



 41 

CD163 を発現する単球およびマクロファージの集積も認められた。大腸炎を生

じている組織において、CCR2が CD68陽性マクロファージの一部で発現してい

た。さらに、患者 1 (活動性の潰瘍性大腸炎, 重症, Matts grade 4) では CD14は低

発現であり、CD163および CCR2は患者 2 (活動性の潰瘍性大腸炎, 中等度, Matts 

grade 3) と比べ多く発現された一方で CD68ではその傾向は認めなかった。これ

らのデータから CD63および CCR2が重症度に関係する可能性が示唆された。 

以上から STAT1と CCR2を介したシグナルカスケードが大腸炎を惹起する炎症

性マクロファージの誘導によりヒトの炎症性腸疾患においても発症、増悪、炎症

の慢性化に関与している可能性が示唆された (図 25) 。 
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図 25. 潰瘍性大腸炎患者の大腸組織において STAT1 が活性化し、CD68 陽性マクロファー

ジの一部に CCR2 の発現が認められる。 

(A) 2 名の潰瘍性大腸炎患者の炎症を生じている大腸組織について、HE 染色と抗リン酸化

STAT1抗体、抗 CD14抗体、抗 CD163抗体、および抗 CD68抗体を用いて免疫組織化学染

色を行った。代表的な画像を示す。直線は 200 μm を示す。 

(B) 2 名の潰瘍性大腸炎患者の大腸組織に細胞核（青）、CD68 (赤) および CCR2 (緑) によ

る三重免疫蛍光染色を行った。青は DAPI により染色された細胞核を示す。 

(C) CD14、CD163、CD68 および CCR2 のシグナル強度はイメージ J ソフトウェアで計算し

た。データは箱ヒゲ図で示す。 

*は Student の t 検定による有意差 (P < 0.05) を示す。 
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考察 

 

本研究でLy6cを高発現する細胞群が急性大腸炎モデルの大腸組織に集積し、

STAT1欠損マウスでは集積が減弱することを見出した。IL-6、CCL2、CCR2の遺

伝子発現がLy6c高発現細胞では亢進する一方で、TNF-α、IFN-α/βの遺伝子発現が

Ly6cを中程度発現する細胞群で亢進した。さらに、in vitroの実験で脾臓細胞や腹

腔滲出細胞においてLy6c発現細胞はIFN-α/βの刺激によりSTAT1依存的に誘導さ

れることを明らかにした。また、急性大腸炎モデルを用いた検討で大腸炎を発症

した野生型マウスの大腸組織において、IL-6やTNF-αの炎症性サイトカインに

加えて、IFN-α/βの遺伝子発現が有意に亢進すること、野生型マウスに比べて

STAT1欠損マウスで大腸炎の病態が改善することを確認した。これらの結果から、

2種類の機能的に異なるLy6c発現マクロファージがSTAT1依存的にIFN-α/βによ

り誘導され、大腸炎の発症に関与することが考えられた。さらにLy6c発現マクロ

ファージはIFN-α/βを産生してLy6c発現マクロファージをさらに誘導することで

病態の重篤化にも関与することが考えられた。 

一般に外因性のウイルス感染や細菌感染はin vivoでI型IFNを誘導する（McNab 

et al., 2015）。16S rRNAファイロタイプの解析でRuminococcaceae, Bacteroidaceae, 

Enterobacteriaceae, Deferribacteraceae, Verrucomicrobiaceaeが急性大腸炎モデルマ

ウスで増えていることが報告された（Berry et al., 2012）。そのため、腸管細菌叢

によるI型IFNによるSTAT1の活性化が大腸炎の発症に関与する可能性が考えら

れた。先行研究では、リーシュマニアやトキソプラズマの感染モデルにおいて

STAT1を介して誘導されるLy6c発現マクロファージが発症に重要な役割を果た

していると報告されてきた（Xin et al., 2010; Terrazas et al., 2017; Detavernier et al., 

2019）さらに、大腸がんを含めた複数のがん種においてLy6c発現マクロファージ

が免疫抑制あるいは免疫賦活に役割を果たしていると報告されている（Jones et 

al., 2018; Nguyen et al., 2018; Schouppe et al., 2013; Leon-Cabrera et al., 2018）。これ

らの先行研究結果から、大腸組織において、Ly6cを発現するマクロファージが腸

炎の発症や病態の重篤化にも関与することが考えられた。 

ヒトの大腸組織に関する先行研究では、クローン病、潰瘍性大腸炎患者の大

腸組織におけるSTAT1について、潰瘍性大腸炎患者の方がより活性化がみられ、

その活性化は好中球および単球でみられたと報告された（Schreiber et al., 2002）。
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別の先行研究では、I型IFNであるIFN-βが炎症性腸疾患の患者の大腸組織で産生

され、T細胞を活性化し、腸炎惹起性のエフェクター細胞に誘導するという報告

がなされ（Giles et al., 2017）、これらの先行研究はI型IFNによるマクロファージ

におけるSTAT1の活性化が炎症性腸疾患の発症と増悪に関与していることを強

く示唆すると考えられた。 

また、Ly6c発現細胞やCCR2に関してはLy6c高発現単球が大腸炎の炎症の局所

に誘導される際にCCR2の発現が不可欠であり、Ly6c高発現単球の除去が腸炎の

病態を減弱させたとの先行研究（Zigmond et al., 2012）や、アンタゴニストによ

りCCR2、CCR5、CXCR3を阻害したところ急性大腸炎モデルの病態が改善した

との先行研究（Tokuyama et al., 2005）の報告がなされた。さらに最近の研究で、

マクロファージによるCCL2の産生が大腸炎の発症に密接に関連していると報

告された（Mackos et al., 2016; Dai et al., 2019; He et al., 2019）。これらの先行研究

および本研究においてSTAT1欠損マウスで急性大腸炎の病態が減弱している結

果から、Ly6c陽性マクロファージがSTAT 1-CCL2/CCR2依存性に大腸炎の局所に

誘導、集積されることで大腸炎の発症と病態の重篤化に関与する制御メカニズ

ムが考えられた。 

本研究では、大腸の炎症局所におけるLy6c高発現細胞群が野生型マウスに比

べてSTAT1欠損マウスで減弱していることを見出した。また、IL-6、CCL2、CCR2

の遺伝子発現がLy6c高発現細胞群では亢進する一方で、TNF-α、IFN-α/βの遺伝子

発現がLy6c中発現細胞群で亢進していることを明らかにした。さらにin vitroの実

験で、野生型マウス由来の脾臓細胞と腹腔滲出細胞をI型IFNで刺激することに

より、Ly6c発現細胞が誘導されること、STAT1欠損マウスではLy6c発現細胞の誘

導は減弱していることを見出した。これらの結果から、大腸炎の発症において産

生されるIFN-α/βが、STAT1依存的にLy6c発現細胞を誘導し、炎症組織に集積させ

ることが考えられた。 

本研究の急性大腸炎モデルを用いた検討により、大腸炎を生じている野生型

マウスの大腸組織においてIL-6、TNF-αの炎症性サイトカイン、IFN-α/βの遺伝

子発現が有意に亢進すること、さらに野生型マウスに比べてSTAT1欠損マウスで

大腸炎の病態が改善することが見出された。従って、本研究結果から、炎症の惹

起、増悪、持続に関与する機序として、ウイルス感染や細菌感染などの刺激によ

り上皮細胞や線維芽細胞などの免疫細胞より産生されたIFN-α/βに加えて、炎症

過程で誘導されたLy6c発現細胞がIFN-α/βを産生し、これらのI型IFN により
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STAT1が活性化され、病態の発症と重篤化に関与する可能性を考えた。またLy6c

を中程度発現する細胞群がIFN-α/βを産生し、パラクライン機構によりLy6c高発

現細胞群を誘導するとともにLy6c高発現細胞はCCL2を産生し、Ly6c高発現細胞

に発現するCCR2に結合するオートクライン機構により活性化する可能性が考

えられた。さらにLy6c高発現細胞群は炎症性サイトカインであるIL-6を産生し、

Ly6cを中程度発現する細胞群はTNF-αを産生することから、これらの２種類の

機能の異なるLy6c陽性細胞の協働により、大腸炎の惹起、増悪、持続に関与する

ことが考えられた。 

マウスの脳脊髄炎モデルにおいて正常時あるいは炎症時における自律的な

TNFの酸性が単球の生存、維持、機能において不可欠であると報告されている

（Wolf et al., 2017）。また、ヒトのCCR2陽性単球が刺激に応じて、TNFを産生す

るとの報告（Barrow et al., 2015）もあり、これらの結果よりLy6c発現マクロファ

ージがTNFを産生し、大腸の炎症局所で機能し、急性大腸炎モデルの発症に関与

している可能性が示唆された。 

現在、炎症性腸疾患に行われている治療は多岐にわたっており、複数の生物

学的製剤により治療成績は改善しているものの再発症例や難治症例は存在する。

炎症性腸疾患患者は結腸直腸がんの発症リスク2-6倍高くなるとされており、全

結腸直腸がんの炎症性腸疾患患者の死因の15 %は結腸直腸がんであると報告さ

れている（Yashiro et al., 2014; Keller et al., 2019）。最近、I型IFNによる大腸がんの

悪性化に関する研究が報告された (Xiang et al., 2022)。従って、I型IFNを介した

炎症性腸疾患の発症に加え、さらに大腸がんの発生およびその悪性化に対する

新たな機序解明や新規治療法の開発は重要であると考えられる。 

本研究では急性大腸炎モデルを用いた検討で、I型IFNの産生とSTAT1シグナ

ル伝達経路の活性化、下流標的としてCCL2/CCR2の産生誘導が病態の発症に関

与すること、I型IFN-STAT1依存的に誘導される2種類のLy6c陽性マクロファージ

が大腸炎に寄与することを明らかにした。さらに、潰瘍性大腸炎・クローン病患

者の大腸炎組織においてSTAT1の活性化とCCR2発現マクロファージが集積して

いることを確認していることから、STAT1シグナル伝達経路とその下流関連分子

は、ヒトにおいても有望な治療、発症予防の標的になりうることが期待される。 

 
  



 46 

結論 

① 本研究から得られた新知見 

 

・急性大腸炎モデルにおいて野生型C57BL/6マウスに比べて同系STAT1欠損マ

ウスでは大腸炎の病態が軽減するが、野生型マウスの骨髄細胞をSTAT1欠損マ

ウスに移植することによりSTAT1欠損マウスの大腸炎の病態が増悪した。 

・急性大腸炎モデルにおいて野生型C57BL/6マウスの大腸組織にLy6c高発現マ

クロファージが集積し、同系STAT1欠損マウスではLy6c高発現マクロファージの

集積が減弱していた。 

・Ly6c高発現マクロファージにおいてIL-6、CCL2、CCR2の遺伝子発現が亢進

する一方で、Ly6c中発現マクロファージではTNF-α、IFN-α/βの遺伝子発現が亢進

していた。 

・急性大腸炎モデルの炎症を起こしている大腸組織の全細胞における遺伝子発

現を評価したところ、野生型マウスに比べてSTAT1欠損マウスでは有意にIL-6、

TNF-α、CCL2、CCR2の遺伝子発現が低下した。 

・in vitroの実験で脾臓細胞や腹腔滲出細胞において、Ly6c発現細胞はIFN-α/βの

刺激によりSTAT1依存的に誘導された。 

・潰瘍性大腸炎患者の大腸組織においてSTAT1の活性化とCCR2を発現する

CD68陽性マクロファージが集積していた。 

 

② 新知見の意義 

 

本研究において急性大腸炎モデルの大腸組織において I型 IFN-STAT1-

CCL2/CCR2のシグナルが2種類のLy6c発現マクロファージを誘導し、大腸炎の発

症、増悪に関与している可能性が示された。炎症性腸疾患の発症・増悪のメカニ

ズムについては不明な点も多く、今回の知見が新たな発症メカニズムの解明・新

規治療の開発につながることが期待される。 

また、潰瘍性大腸炎患者の大腸組織においてもSTAT1の活性化とCCR2発現マク

ロファージが集積していることを確認した。急性大腸炎モデルで解明された炎

症のメカニズムがヒトにも応用できる可能性が示されたと考えられる。 
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③ 本研究で得られた新知見に基づいた今後の展開 

 

本研究において急性大腸炎モデルの大腸組織において I型 IFN-STAT1-

CCL2/CCR2のシグナルが2種類のLy6c発現マクロファージを誘導し、大腸炎の発

症、増悪に関与している可能性が示された。さらなる研究により急性大腸炎の発

症メカニズムを解明していくことが期待できる。 

潰瘍性大腸炎患者の大腸組織においてもSTAT1の活性化とCCR2発現マクロファ

ージが集積していることを確認しており、ヒトにおけるcounterpartの探索・同定

を行うことが不可欠である。さらにSTAT1の下流分子を同定していくことによ

り現在治療で用いられているJAK阻害剤の治療効果の機序についても新たな発

見につながることが期待される。 

 

④ 今後の課題 

 

 今回見出された 2 種類の Ly6c発現マクロファージについて、さらに詳細な特

性を明らかにしていく必要がある。また、今回、大腸炎モデルについて野生型マ

ウスの Ly6c 発現細胞を STAT1 欠損マウスに移植した実験では大腸炎の病態が

変化しなかった。移植の時期、移植する細胞数、移植の方法など様々な条件を検

討する必要があると考えられる。マウスモデルで得られたデータ、知見をもと

に、さらに炎症性腸疾患患者の臨床検体を蓄積して、STAT1 シグナル伝達経路

の病態への影響を検討し、大腸炎発症の機序解明を行う必要があると考えてい

る。 
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