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研究成果の概要（和文）：青黛投与マウスとヒトUC患者の青黛投与後の腸内細菌叢の変化に相同性を見出した。
ラットモデルを用いて、青黛およびインジゴがAhR-passwayを介して肺動脈性肺高血圧を発症させていることを
実証し、論文化した。また、腸管上皮、T細胞、それぞれの組織でタモキシフェン投与により特異的にAhRを欠損
する コンディショナルノックアウトマウスを用いて、免疫細胞、上皮細胞、腸内細菌叢の変化について解析
し、現在論文投稿中である。

研究成果の概要（英文）：We found homology between changes in the intestinal microbiota of indigo 
naturalis(IN)-fed mice and  patients with UC after the IN treatment. Next, we demonstrated that IN 
and indigo induced pulmonary arterial hypertension via the AhR-passway by using a rat model, which 
was published in the paper. In addition, we analyzed the changes in immune cells, epithelial cells, 
and intestinal microflora using conditional knockout mice, in which AhR is specifically deleted by 
tamoxifen administration in the specific cells, and this content is currently being submitted for 
publication.

研究分野： 消化器
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が有する青黛使用歴のあるUC患者の世界で唯一の貴重なデータベースを活用し、特に主成分のAhRリガンド
であるインジゴ類に注目し、多方面からアプローチすることにより、日本発のシーズを世界へ発信する。現在の
難治性UC患者の福祉に資するのみならず、医療資源の大幅な削減、UCの病態理解につなげることが、UCへの青黛
効果の実証を主導してきた我々の使命と考え、本研究の着想に至った。このような研究戦略により、従来の基礎
医学的なアプローチとは異なる、効率的な基礎臨床一体型研究を迅速に展開できると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
UC は大腸の慢性炎症を特徴とする再燃寛解を繰り返す難病である。本邦の UC 患者数は約 20
万人(平成 29 年度統計)で、若年層を中心に増加傾向にある。近年、多くの UC 治療薬の開発に
より制御可能な症例は増えたが、依然として治療への抵抗性を示す症例では大腸全摘術を余儀
なくされている。また、賦活化した免疫を抑制する効果を狙う多くの既存治療薬を副作用のため
に使用できない場合があるほか、高額な医療費は経済を圧迫している。 
我々は、UC 患者に対する西洋化生活様式がもたらす腸内環境の乱れを是正するという概念に基
づき、近年 WHO においても見直されている中医学において、中国で民間療法として様々な慢
性炎症性疾患に有効とされてきた生薬「青黛」に着目した。青黛は indigo、indirubin などの AhR
リガンドを主成分とし、抗炎症効果を有する。これまで青黛の有効性・安全性に関する科学的な
検証がなされていなかったが、我々は世界に先駆けて 20 例の UC 患者を対象に前向き臨床試験
を行い、青黛が UC に対し高い治療効果を示すことを報告した(Sugimoto et al.Digestion 2016)。
この予備試験での成功を受けて開始した多施設二重盲検ランダム化比較試験において、青黛の
有効性・安全性に関するさらに高いエビデンスを創出した（Naganuma et al.Gastroenterology 
2018)。ヒト腸内細菌叢解析を含む本臨床試験において、AhR リガンドである青黛は、既存の UC
治療薬と異なる機序の画期的な治療法に繋がる可能性を示した。加えて青黛は極めて安価であ
り、医療経済上の優位性がある。 
有望な有効性が示された一方、青黛の有効性・副作用における機序は十分に解明されておらず、
有害事象も懸念されている。最大の懸念事項として青黛を自己購入し長期内服した患者に肺動
脈性肺高血圧症（PAH）が発症した事例が複数報告された。しかし現在、薬事承認されていない
青黛は医薬品医療機器総合機構(PMDA)への報告もなされないため有害事象の実態は明らかで
ない。健康福祉に資する情報収集のため、2017 年度に厚生労働省の特別研究事業（研究代表者：
金井隆典）で、これまで世界的にも知見が皆無であった青黛服用歴のある UC 患者の有害事象に
関する全国実態調査と副作用発症機序解明のための基礎的研究の基盤構築、具体的には、肝障害
や腸管虚血を含む副作用発生状況の把握、ラット PAH モデルにおける心カテーテル評価、代謝
産物測定プラットホームの構築などを行ってきた。その中で、副作用に発症機序において腸管を
含む微小循環の関与が示唆され、これまでに我々が構築した研究基盤に加え、さらなる同領域の
専門知識を有する研究者との共同研究が必須と考えていた。 
並行して、我々は青黛の有害事象の低減を目指した研究開発を推進している。青黛の有害事象発
生の機序として、青黛に含まれる低分子(インジゴ類を含む)の多くが小腸で吸収され、血流を介
して全身諸臓器に影響することが予想される。我々は小腸での吸収を減らし、UC の病変のある
大腸粘膜局所において最大限効果発揮する大腸崩壊性インジゴカプセル (Colon-specific 
releasing indigo microcapsule; COSRIM, 特許出願済)を森下仁丹株式会社及び医療イノベーシ
ョン推進センター(TRI)と共同開発済である。 
このような青黛の Drug delivery system による副作用低減というアプローチから創出したプラ
ットホームを臨床へ応用する上でも、青黛の有効性・副作用発現メカニズム解明は急務である。
本研究課題の推進により有効性・安全性の高い化合物の抽出、治療ターゲットの特定による将来
的な治療応答性の推定や個別化医療、さらには難病である UC および PAH の病態解明へとつな
がるものと考えられる。現状、自己判断で青黛を使用している UC 患者に対しても、これらの知
見の創出は副作用に関する情報還元となり、健康福祉に資するものである。 
我々は「AhR リガンドであるインジゴ類を主成分とする青黛が、腸内環境においてどのように
作用しているのであろうか」という問いへの答えを、免疫細胞、腸管上皮、腸内細菌、微小循環
といった多角的アプローチから探求すべく、国際共同研究を行う着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は AhR の腸内環境での役割を明らかにし、青黛中のインジゴ類をはじめとした AhR リ
ガンドやその代謝物などを日本発の創薬シーズとして世界に発信することを目的とする。これ
までに、国内外で青黛を UC 患者に投与した介入試験の英文報告は世界で我々のグループから
のみであり、本研究課題を推進する上で、世界で我々だけが有する青黛を服用した UC 患者の臨
床検体、データセットが既に存在することは非臨床試験を推進する上でもデータ比較の観点で
大きなアドバンテージとなる。我々の多施設共同研究では PAH の発生を認めなかったが、試験
責任者（本研究代表者）が患者の安全性を優先して試験を中断する決断に至った。登録済患者の
解析から主要評価項目の治療 8 週における臨床的奏効率は 0.5-2.0g/日の青黛は 70-81%とプラ
セボに比して有意に高い有効性を示し、高率な粘膜治癒を達成した。この学術的独自性の高い有
望な解析結果は、消化器病学の領域で世界的権威ある Gastroenterology 誌に、企業のサポート
を受けない日本の炎症性腸疾患領域の医師主導型臨床試験の結果として初めて掲載された
（2018 年 3 月号の Editor’s Choice）。また、NEJM Journal Watch、民放テレビ（2017 年 11
月フジテレビ）、新聞などでも取り上げられ、アカデミア、民間、UC 患者から大きな注目を集
めている。また、AhR リガンドの上皮への作用を検証するためのツールとして用いるオルガノ
イド（腸管上皮幹細胞）（Sato et al.Nature 2009）は、オルガノイド発明者を中心に構築した多
様な正常および大腸がんのライブラリーを当研究室は有して世界をリードしている（Fujii et 
al.Cell Stem Cell 2016）。 
 



３．研究の方法 
本研究では、これまで未解明であった腸内環境における AhR の免疫細胞、上皮細胞、腸内細菌
叢、腸管微小循環およびその相互作用の細胞生物学的な制御機構とその分子基盤の理解を目指
す。研究の効率化と到達点の明確化のため、AhR の各種コンディショナルノックアウト（KO）マ
ウス、オルガノイド、オミックス解析などのツールを用いた以下のステップを独立的に進行し、
その結果を相互にフィードバックする。 
インジゴ類の免疫細胞や腸内細菌叢への関与について、腸管上皮（villin-CreERT2）、大腸上皮
（CDX2-CreERT2）、T細胞（CD4-CreERT2, Foxp3-CreERT2）、DC (CD11c-CreERT2)、それぞれの組織にタ
モキシフェン投与により特異的に Cre を発現するマウスと AhRflox マウスを交配させることで
種々の AhR コンディショナル KO マウスを作成し検討する。インジゴ類の有効性に寄与している
可能性のある大腸特異的な制御性 T細胞の増加(後述)がいずれの細胞由来（上皮、T細胞、抗原
提示細胞）であるか、また、各々のマウスでの菌叢を解析し、免疫・上皮細胞と腸内細菌叢の相
互関係についても検討する。上皮と想定される場合、AhR コンディショナル KO マウスの腸管上
皮を用いた追加検討を考慮する。 
青黛やインジゴ類をマウスに投与し、盲腸糞便における腸内細菌叢変化および、血清におけるイ
ンジゴ関連代謝物をオミックス解析で評価する。この解析で大きく変化した腸内細菌および増
加した因子・代謝物などを特定し、有望な因子について大腸炎モデルマウスなどを用いて腸管炎
症抑制効果について検証する。特定された腸内細菌については、AhR リガンドの代謝能を評価し、
バイオマーカーとなりうる因子の検索、個別化医療への応用を目指す。また、回収した血清（肝
酵素）や、組織（腸管・肝臓・肺）の病理組織学的評価および PCR による遺伝子発現の解析を行
うことで、副作用発現メカニズムを検証する。これらは、青黛を服用した UC 患者の既存の糞便
メタゲノム解析や血液検査結果から既に得られている解析結果と比較検討することで、マウス
の検討にとどまらない合理的な検証が可能となる。さらに、抽出した化合物について、日本・中
国・韓国の３国間での臨床試験の展開のための基盤構築を TRI の福島雅典センター長や PMDA な
どと継続的に協議しながら推進する。 
中医学で微小循環を改善するとされる生薬の微小循環の in vivo、in vitro での解析手法は確
立されており、青黛およびインジゴ類の微小循環の評価をその第一人者である北京大学の韩晶
岩教授が行うことで非臨床および臨床の双方へ情報をフィードバックし、研究全体の推進をは
かる。 
研究体制として、金井隆典が研究統括し、分担者として長沼、若手研究者である寺谷、杉本を登
用し、金井、長沼、杉本が中心となり蓄積した臨床データ、検体から得られた情報を元に研究を
推進する。若手分担者は自身も若手指導者となり、研究協力者（大学院生）の吉松（主に免疫細
胞、腸内細菌叢を担当）、吉田（主に上皮細胞を担当）を指導し、非臨床試験を推進しながら将
来の若手研究者育成を兼ねる。腸管微小循環については韩晶岩教授が担当する。日中間で密に情
報をフィードバックするため、代表者および分担者が直接北京大学に赴き、共同研究者とお互い
の研究成果を共有して討議を行う。 
また、国際臨床試験の展開へ向けた基盤構築のために、金井、長沼を中心に中国や韓国に赴き、
中国の北京協和大学の Jiaming Qian 教授(予定)および韓国の延世大学の Won Ho Kim 教授(予
定)を中心とするグループと、臨床試験プロトコールや体制整備に向けたミーティングを重ねる。 
 
４．研究成果 
本研究が承認されてから、1年目は 1ヶ月の期間であり、青黛投与マウスの腸内細菌叢の解析及
びヒト UC 患者の青黛投与後の便の解析結果との比較を行いながら、また、AhR コンディショナ
ルノックアウト（KO）マウスの繁殖を継続させるにとどまった。 
2 年目としては、青黛投与マウスの腸内細菌叢の解析及びヒト UC 患者の青黛投与後の便の解析
結果の比較を完遂し、その一部に相同性を見出した。また、青黛マウスの便を無菌マウスに移植
して腸炎抑制効果を検討したところ、青黛により変化した腸内細菌叢がマウスの Dextran 
sulfate sodium(DSS) 腸炎を抑制し、さらに同実験において免疫細胞の変化について解析を行
ったところ、青黛摂取マウス同様、自然リンパ球の ILC3 を増加させていることが判明した。ま
た、インジゴ投与 6 時間後および 9 時間後のマウスの便からインジゴが検出されることを示し
た。一方で、同研究において、血漿中からはインジゴは検出できなかったが、セロトニンの一時
的な増加はあり、トリプトファンの代謝亢進などによりセロトニン濃度が上昇している可能性
を考えた。さらに、ラットの肺動脈性肺高血圧発症モデルも確立することができた。 
3 年目としては、前年度に確立したラットの肺動脈性肺高血圧発症モデルを用いて、青黛および
インジゴが AhR-passway を介して肺動脈性肺高血圧を発症させていることを実証し、論文化し
た。また、腸管上皮（villin-CreERT2）、T細胞（CD4-CreERT2）、それぞれの組織にタモキシフェン
投与により特異的に Cre を発現するマウスと AhRfloxマウスを交配して作成した種々の AhR コン
ディショナル knock out(cKO)マウスを用いて、それぞれの AhR cKO マウスでの免疫細胞、上皮
細胞、腸内細菌叢の変化について解析を行い、その関連性について現在論文投稿中である。 
 
 
 



５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕　計22件（うち査読付論文　22件／うち国際共著　0件／うちオープンアクセス　22件）

2019年

2019年

2019年

2019年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

10.1093/ibd/izy300.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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