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研究成果の概要（和文）：GFP発現マウスDSS colitisの盲腸壁を二光子励起顕微鏡下生体内イメージングすると、著明
な炎症細胞浸潤と陰窩上皮細胞の傷害、脱落が観察できる。IFX投与群ではコントロール群(non-IFX)よりIFX投与後7日
目(DSS投与後14日目)の陰窩内白血球浸潤数と陰窩欠損数は各々減少していた。陰窩上皮細胞に関しては、管腔側で一
部脱落欠損するものや陰窩内上皮細胞が全欠損するものが観察できた。IFX投与後7日目のIFX投与群の陰窩の長さはnon
-IFX群に比して有意に長く陰窩内上皮細胞の再生が確認できたが、陰窩底部から管腔側に向かう再生上皮の継時的変化
は観察できなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to visualize in vivo therapeutic response of inflixima
b (IFX) in the murine UC model using two photon laser scanning microscopy (TPLSM) and to analyze their his
topathological response morphologically. Both extensive inflammatory cell infiltration and the damage or l
oss of epithelial cells in the crypt was observed in vivo real-time in the dextran sodium sulfate (DSS) co
litis model of green fluorescent protein (GFP) expressing mice using TPLSM. The number of leukocyte infilt
rates within the crypt (2.4 versus 6 per field of view: FOV) and the number of crypt loss (1.0 versus 4.5 
per FOV) were reduced in IFX-treated mice, compared with non-IFX, control mice. The length of colonic cryp
t (99.8 versus 80.0 micrometer) was increased in IFX-treated mice, compared with non-IFX, control mice. Se
rial change in regenerative epithelial cells was not observed, which regenerated from the bottom of the cr
ypt toward the top of the crypt (the luminal side). 
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１．研究開始当初の背景 

炎 症 性 腸 疾 患 (Inflammatory Bowel 
Disease: IBD)は潰瘍性大腸炎 (Ulcerative 
Colitis: UC) と ク ロ ー ン 病 (Crohn ’ s 
Disease: CD)の総称で、原因不明の慢性難治
性腸疾患である。これまでの精力的な研究に
よりその複雑な病態が分子レベルで解明さ
れつつあり、遺伝的異常による疾患感受性の
亢進、腸内細菌の変化、自然免疫の異常、獲
得免疫の異常、免疫恒常性の破綻などが複雑
に絡み合って発症する多因子疾患と考えら
れている。従来の分子生物学的手法、病理組
織学的手法を中心とした研究により、分子レ
ベルでの IBD 発症メカニズムはかなり解明さ
れてきたが、さらなる病態解明には、生きた
生命現象としての IBD発症機序を実体的かつ
統合的に捉えることができる生体内イメー
ジングによる補完が必要であると考える。 

二光子レーザー顕微鏡(Two-Photon Laser 
Scanning Microscopy; TPLSM)は物質励起に
二光子過程を利用した顕微鏡である。長波長
の励起光を用いるため、共焦点顕微鏡より退
色・光毒性が低く、生きたままの組織や細胞
の観察が可能（低光毒性）で、組織表面から
数百マイクロメートルといった深部観察(高
透過性；我々の腹腔内臓器の生体内イメージ
ングでは 400μm まで)も可能である。また、
蛍光波長の異なる二つの蛍光色素(Green 
Fluorescent Protein; GFP と Red 
Fluorescent Protein; RFP など)を１波長で
同時励起する多重同時染色も可能である。 

近 年 、 マ ウ ス IBD モ デ ル に お け る
Infliximab (IFX)の抗炎症効果の報告が散見
され、我々も TPLSM を用いた生体内三次元消
化管全層観察法により IFXの治療効果を可視
化し、IFX の粘膜治癒過程における作用点、
作用機序の解明を開始した。われわれの実験
系を用いれば、‘生きたマウス IBD モデル’
における、‘炎症細胞の動態’や‘陰窩軸に
沿った陰窩上皮細胞’の状態をリアルタイム
イメージングし生体内評価できるだけでな
く、数日後、数ヵ月後も同一マウスの大腸を
繰り返し観察することで個体間誤差を少な
くしながら継時的効果を生体内評価可能で
ある。われわれの手法は、これまで分子レベ
ルで解明されてきた IBD発症メカニズムを実
体的かつ統合的に補完し、炎症性腸疾患の病
態解明と新規治療法の開発に貢献できると
思われる。 

 

２．研究の目的 

二光子レーザー顕微鏡を用いマウス IBD モ
デルの粘膜の炎症と再生を細胞レベル生体
内リアルタイムイメージングし、炎症細胞浸
潤とその消退だけでなく陰窩軸に沿った陰
窩上皮細胞の傷害とその再生を生体内で評
価する。 

さらに、IBD 治療薬の生体内リアルタイム
イメージングし、薬物の作用点および作用機
序を検証する。 

 

３．研究の方法 

＜マウスIBDモデル＞ 

UC モデルとしてデキストラン硫酸ナトリ
ウム誘発性大腸炎(DSS, MP Biomedicals, 
Inc., Solon, OH, USA)を用いた。 
＜IBD 治療薬＞ 

UC モデルにおける infliximab (IFX, 
Mitsubishi Tanabe Pharma, Japan)の効果を
臨床的及び形態学的に評価した。 
＜Experimental protocol＞ 

2% DSS を 6 日間自由飲水させた DSS 
colitis model の薬物投与後 day7 より IFX 
5mg/kg を腹腔内投与(1 回)し、治療効果を検
討した。 
＜二光子レーザー顕微鏡 (Two photon laser 
scanning microscopy: TPLSM)＞ 

大腸の創外脱転による固定と大腸切開す
ることなく漿膜側から粘膜側まで大腸全層
を断層像で観察できる serosal-approaching 
method により、大腸を TPLSM で生体内リアル
タイムイメージングした。 
＜蛍光標識抗 TNFα抗体の生体内可視化＞ 

Zenon Alexa Fluor 標 識 キ ッ ト 
(Invitrogen, Carlsbad, CA)を用い、抗 TNF
α抗体  (Rabbit polyclonal, abcam, MA, 
USA)を Alexa Fluor 594 で蛍光標識後、経静
脈的に投与。その結合部位を生体内リアルタ
イムイメージングした。 
 
４．研究成果 
＜DSS colitis における IFX の臨床的治療効
果＞ 
体重減少率の経時的変化は、IFX 群(n=10)で
は－6.38g (day7)、－5.80g (day9)、－3.89g 
(day14)。一方 non-IFX 群(n=10)では－6.33g 
(day7)、－7.00g (day9)、－5.67g (day14)
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
全大腸の長さは IFX 群(n=10)では 7.7cm 
(day14)、9.62cm (day21)。一方 non-IFX 群
(n=10)では 7.09cm (day14)、9.52cm (day21)
であった。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
臨床的スコアは、IFX 群(n=10)では 9 点 
(day9)、4 点(day14)、0 点(day21)であり、
non-IFX 群より低値であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上より、マウス DSS colitis に対し IFX は
臨床的に効果を認めた。 
 
＜TPLSM を用いた生体内リアルタイムイメー
ジングによる IFX の組織学的治療効果 ＞ 

DSS colitis における陰窩上皮細胞の炎症
による傷害とその後の再生に焦点を絞り、形
態学的解析を行った。 

 
(1)全層と陰窩の長さ  
DSS colitis の極期である day8 では、盲腸壁
の全層は 182.5 マイクロメーターで、正常盲
腸全層の 138 マイクロメーターより壁肥厚を
認めた。 
 
盲腸全層(cont. vs colitis) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
そのうち陰窩の長さは正常では 112.8マイク
ロメーター、DSS (day8)では 112.5 マイクロ
メーターとほぼ同じであることから、粘膜下
層以下の炎症による浮腫等による肥厚が推
測された。 
 

陰窩長(cont. vs colitis) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
IFX 群(n=10)では day14 における盲腸壁の全
層と陰窩の長さはそれぞれ、140.0、99.8 マ
イクロメーターで、non-IFX群(n=10)の 118.3、
80.0 マイクロメーターより長かった。IFX は
陰窩の長さすなわち陰窩上皮細胞の再生を
促している可能性が示唆された。 
 
盲腸全層(non-IFX vs IFX) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
陰窩長(non-IFX vs IFX) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
(2)陰窩欠損  
陰窩底部には上皮幹細胞が存在し、粘膜再生
に寄与していると考えられている。実際、陰
窩の長さは炎症で短縮し、その後徐々に回復
する。TPLSM を用いた盲腸の生体内リアルタ
イムイメージングで陰窩底部から頂部（管腔
側）までの断層像を解析すると、上皮細胞が
欠損した陰窩が観察される。水浸600倍の200
×200 マイクロメーターの視野（単位面積と
しての field of view: FOV）で平均 10 の陰
窩が観察できる。正常でも平均 0.75 個/FOV
の陰窩欠損が観察されるが、DSS colitis 
(day8)では 7.25 個/FOV となる。 
 
 
 
 
 
 



陰窩欠損(cont. vs colitis) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
IFX 群(n=10)では day14 における陰窩欠損数
は1個/FOVで、non-IFX群(n=10)の4.5個/FOV
より少なかった。すなわち、炎症により欠損
した陰窩は陰窩底部の上皮幹細胞により再
生されたことが推測された。 
 
陰窩欠損(non-IFX vs IFX) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
しかしながら、IFX 群における day8-day13 の
観察で陰窩底部から頂部向かって再生して
いる陰窩上皮細胞は観察できなかった。すな
わち、陰窩欠損かほぼ正常陰窩は観察できた
が、底部からの部分的に再生しつつある陰窩
(部分的再生陰窩)は見られなかった。 
 
(3)陰窩内白血球浸潤 
正常でも非特異的炎症反応と思われる陰窩
内への白血球浸潤が平均1個/FOV観察される
が、DSS colitis (day8)では 10.8 個/FOV と
なる。 
 
陰窩内白血球浸潤(cont. vs colitis) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
IFX 群(n=10)では day14 における陰窩内白血
球浸潤数は 2.4 個/FOV で、non-IFX 群(n=10)
の 6 個/FOV より少なかった。すなわち、IFX
は陰窩内に浸潤した白血球の消退を促進し
ていることが推測された。 
 
 
 

陰窩内白血球浸潤(non-IFX vs IFX) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
TPLSM を用いた生体内リアルタイムイメージ
ングによる抗 TNFα抗体の生体内動態 
IFXの生体内動態を解析するため、マウス TNF
αに対する抗TNFα抗体 (Rabbit polyclonal, 
abcam, MA, USA)を蛍光標識し生体内リアル
タイムイメージングした。蛍光標識抗 TNFα
抗体は粘膜固有層、粘膜下層に集積し遊離型
TNFαと結合していると考えられた。また、
後毛細管細静脈内皮に接着している白血球
表面にも集積するのが観察され、TNFα産生
細胞の膜結合型 TNFαと結合しその産生を阻
害していると考えられた。 
 
粘膜固有層に集積 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
白血球表面に集積 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



今後、Zenon Alexa Fluor 標識キットによる
抗体の標識が生体内でどのくらい持続する
のか、また、血管内投与された蛍光標識抗体
の組織移行がいつ生じるのかなどを検討し、
蛍光標識抗体の生体内可視化の至適条件（投
与量、観察時期など）を決める必要がある。 
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