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緒　言

　クローン病や潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患は、小腸や大腸粘膜に慢性炎症を引き起こす難治性疾患である。これ
らの疾患への罹患率が著しく増加している一方で、対症療法はあるものの根本的治療法は確立されておらず、有効な治
療法の開発が不可欠となっている。近年、ゲノムワイド関連解析（GWAS）による炎症性腸疾患の発症メカニズムの
解明に関する研究から、細胞内分解システムの一つであるオートファジーが発症原因に関与していることが明らかとな
った１,２）。これまでに腸管の粘膜免疫において免疫細胞が炎症抑制に主要な役割を果たすことは知られているが、上皮
細胞による粘膜免疫防御については未解明である。私たちは、腸上皮細胞に特異的に発現する CDX2 の機能解析を通
して、細菌感染において CDX2 がオートファジーの活性調節に重要な役割を有することを見出した。これまでに、
CDX2 は哺乳類の腸上皮細胞に特異的に発現するホメオボックス転写因子であり、腸上皮細胞の発生、分化、恒常的機
能に不可欠な因子であるとともに、大腸がんの抑制因子であることが報告されている。本研究において CDX2 の転写
機能以外のユニークな機能に着目し、腸管の上皮細胞によるオートファジーの活性制御機構について解析したので報告
する。

方法および結果

１．CDX1 と CDX2 は caudal-related homeobox 遺伝子ファミリーのメンバーであり、ホメオドメイン転写因子をコ
ードしている。いずれも腸上皮細胞に特異的に発現し、腸上皮細胞の発生、分化、恒常的維持に不可欠な因子であると
ともに、大腸癌抑制因子である。Cdx1 ＋/－Cdx2 ＋/－マウスでは、Cdx2 ＋/－マウスに比べて CDX2 の発現量がより低下
していた（data not shown）。CDX2 と腸炎の関係について調べるため、Cdx1 ＋/－Cdx2 ＋/－マウスを用いて、潰瘍性大
腸炎モデルである DSS 腸炎を用いて腸炎を誘導した。DSS 腸炎モデルは、DSS（デキストラン硫酸ナトリウム）を経
口投与することで腸炎が誘発される。
　その結果、DSS 腸炎を誘導した Cdx1 ＋/－Cdx2 ＋/－マウスの大腸において、炎症と出血が認められた（図 1A）。ま
た、Cdx1 ＋/－Cdx2 ＋/－マウスの大腸粘膜下層において細胞の浸潤と組織構造の破壊が認められた（図 1B）。Cdx1 ＋/－

Cdx2 ＋/－マウスでは、DSS 投与 2 日目から顕著に体重が減少し始め、生存率についても顕著に低下した。これらの結
果から、CDX2 が腸炎の発症に重要な分子であることが明らかとなった。

２．近年の研究から、炎症性腸疾患の発症にオートファジーの活性化が関与することが示唆されている。そこで、Tet
（テトラサイクリン）によって CDX2 の発現を制御可能なヒト大腸上皮細胞 DLD1 細胞を作製し、CDX2 によるオート
ファジーの活性化調節における機能を検討した。
　CDX2 を発現誘導した DLD1 細胞から CDX2 複合体を抽出して質量分析を行った。その結果、CDX2 結合タンパク
質の一つに ATG7 を同定した。ATG7 はオートファゴソームの形成に必須の分子で、オートファジーの活性化に重要
な分子である。また、CDX2 のオートファゴソーム形成への関与を調べるため、chloroquine 処理によりオートファゴ
ソームの分解を阻害し、オートファジー活性化マーカーである LC3-Ⅱの発現量を免疫染色により調べた。その結果、
CDX2 の発現誘導により、LC3-Ⅱの発現量に増加が認められ、オートファゴソームの形成が促進されていることが示
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された。また、ウエスタンブロットにおいても、CDX2 の発現誘導により LC3-Ⅱの発現に増加が確認された。これら
の結果から、腸上皮細胞において CDX2 がオートファジーの活性化制御に重要な分子であることが明らかとなった。

３．CDX2 がオートファジーの活性化にはたらくことが示唆されたため、in vitro において細菌感染を行い、CDX2 の
細菌感染防御能について検討した。CDX2 発現誘導細胞において、Shigella flexneriによる細菌感染を行った結果、細
胞内の細菌増殖率が顕著に抑制された（図 1C）。そこで、CDX2 の発現を shRNA によりノックダウンして細菌感染を
行った場合を検証した。その結果、CDX2 による細菌増殖抑制は解除され、CDX2 が細胞内における細菌増殖を抑制し
ていることが示された（図 1D）。さらに、CDX2 がオートファジー必須酵素である ATG7 と結合する結果が得られた
ことから、shRNA により ATG7 をノックダウンして CDX2 による細菌増殖抑制が ATG7 を介しているかどうかにつ
いて調べた。その結果、CDX2 を発現誘導した細胞において、ATG7 を発現抑制した場合、CDX2 による細菌増殖抑制
能が解除されたことより、CDX2 による細菌増殖抑制は ATG7 を介していることが示された。また、オートファジー
の活性化阻害剤である 3-MA（3 -メチルアデニン）で処理することにより、CDX2 がオートファジーの活性制御に関与
しているかどうかについて検討した。その結果、CDX2 によって抑制された細菌増殖は 3-MA 処理により解除されたこ
とから、CDX2 がオートファジーの活性化制御に関与していることが明らかとなった。その結果、CDX2 によって抑制
された細菌増殖は 3-MA 処理により解除されたことから、CDX2 がオートファジーの活性化を介した細菌感染防御に重
要な分子であることが明らかとなった。

図 1． 腸管における CDX2 の粘膜防御機能と細菌感染防御機能
（A、B）Cdx1 ＋/－マウス、および Cdx1 ＋/－Cdx2 ＋/－マウスに 5 % DSS を経口投与して腸炎を誘導した。
（A）Cdx1 ＋/－Cdx2 ＋/－マウスの大腸組織において炎症と出血が認められた。Scale bar: 10 mm.
（B）Cdx1 ＋/－Cdx2 ＋/－マウスの大腸粘膜下層において細胞の浸潤と組織破壊が認められた。Scale bar: 400μm.
（C、D）腸上皮細胞における CDX2 の細菌感染防御機能について検証した。
（C）DLD1 細胞において、CDX2 を発現誘導することにより細胞内の細菌増殖が抑制された。
（D）CDX2 を shRNA によりノックダウンすることにより、CDX2 の細菌増殖抑制能が解除された。
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考　察

　Cdx2 遺伝子変異マウスにおいて潰瘍性大腸炎モデルである DSS 腸炎を用いた実験から、CDX2 が腸炎の炎症病態に
重要な分子であることが明らかとなった。また、CDX2 の結合因子としてオートファジー必須酵素である ATG7 を同
定するとともに、CDX2 が ATG7 を介してオートファジーを活性化することを明らかにした。さらに、CDX2 による
オートファジーの活性化は細菌感染防御に働くことが示された。これらの結果から、CDX2 は腸粘膜における細菌感染
防御に不可欠な役割を担い、腸管における粘膜免疫防御機構において重要な分子であることが明らかとなった。今後
は、CDX2 が ATG7 と結合することにより、どのようにオートファジーを活性化しているのかについて明らかにして
いく予定である。また、細菌感染性の炎症性腸疾患モデルを用いて、CDX2 によるオートファジー活性制御による細菌
感染防御能を個体レベルで明らかにしたいと考えている。さらに、腸上皮細胞において、CDX2 による炎症シグナル制
御機能についても解析を進めることにより、炎症性腸疾患の新たな治療標的の提案への応用を目指す。
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