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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、ショウジョウバエ腸管における腸内細菌と宿主の相互作用について解
析を進めている。本研究では、ショウジョウバエを完全に無菌化することを試みた。これは、特定の細菌のみを
定着させて解析を行なうために必要な重要な技術であるが、これまでに真に無菌のショウジョウバエを確立して
数世代にわたって維持することは困難であった。そこで研究代表者は、無菌マウス維持に利用される無菌アイソ
レータを用い、無菌ショウジョウバエの維持・作成のための方法を確立した。すなわち、完全に微生物フリーの
ショウジョウバエを安定して飼育することが可能になった。

研究成果の概要（英文）：The intestinal tract is one of the first organs acquired by multicellular 
organisms in the course of evolution. Because of its essential role in the digestion and absorption 
of food, its nutritive environment provides an ideal niche for commensal microbes, the effects of 
which are considered tremendous on hosts. Drosophila melanogaster, an invertebrate model organism, 
certainly possesses a gut, and its microbes could be used for investigating host-microbe 
interactions. However, generating and maintaining “germ-free” Drosophila is rather challenging. In
 this study, we established a solid and perhaps the first method for establishing germ-free flies, 
using a vinyl isolator and fly food with a specific composition. This germ-free fly technique could 
provide a pivotal basis for analyzing gnotobiotic Drosophila, which will improve our understanding 
of evolutionarily conserved host-microbe interactions in the intestine.

研究分野：腸管免疫学

キーワード： 腸内細菌
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１．研究開始当初の背景 
 「内なる外」と呼ばれる腸管は、体内にあ
りながら外界と接している特徴的な器官で
ある。腸管内には摂取した食物や腸内常在菌、
外から侵入した病原性細菌などが存在して
いる。侵入した病原性細菌は、宿主の免疫応
答により腸管から排除される必要があるが、
宿主にとって有益な働きをする腸内常在菌
は適切に維持されている。病原性細菌と腸内
常在菌とを区別して認識し、腸管免疫応答を
制御することは宿主にとって非常に重要で
ある。なぜならば、この機構が破綻すると炎
症性腸疾患などの発症につながるからであ
る。しかし、病原性細菌と有益な常在菌を見
分け適切に制御する分子機構はまだ良く分
かっていない。 
 上記のメカニズムに迫るため、研究代表者
は、腸管における新規の免疫応答経路を見つ
けることで、この特別なメカニズムの解明に
迫ろうと考えた。そして、これまでに報告の
なかったグラム陽性菌経口感染時の免疫応
答の解析を行い、Imd 経路を介してストレス
応答因子の発現が誘導されることを明らか
にした。本研究では、腸管においてグラム陽
性菌の感染を認識する因子を同定し、その因
子が Imd経路をどのように活性化するのかを
明らかにすることを目標とした。 
 
２．研究の目的 
 グラム陽性菌経口感染後の腸管での遺伝
子発現変化を DNA マイクロアレイ解析によ
り調べたところ、味覚受容体や嗅覚受容体と
いった低分子化合物の受容体の発現量が経
口感染により変化することが示唆された。そ
こで、これらの低分子化合物の受容体が病原
性細菌や腸内常在菌に特有の低分子化合物
を認識し、腸管での免疫応答を制御している
のではないかという仮説をたて検証を行う
こととした。そのためには、無菌化したショ
ウジョウバエを作出し、そこに病原性細菌や
腸内常在菌を定着させる技術が必要となる。
しかし、真に無菌のショウジョウバエを作成
して数世代にわたって維持することは、これ
まで非常に困難であった。 
 そこで本研究の主目的の一つとして、ショ
ウジョウバエの完全無菌化と維持を行うこ
と、と設定した。 
 また、腸内細菌叢と自然免疫系との相関を
検討し、当初の目的である「腸管においてグ
ラム陽性菌の感染を認識する因子を同定し，
その因子が Imd経路をどのように活性化する
のかを明らかにする」を達成するための手が
かりが得ることを試みた。 
 
３．研究の方法 
 無菌のショウジョウバエを何世代にもわ
たって飼育するため、無菌マウスの維持に利
用するビニールアイソレータを用いた。また、
無菌化による栄養状態の不良を改善するた
め、エサのタンパク成分や酵母抽出液成分を

増やしたエサを用いた。エサの滅菌は、通常
行われているオートクレーブでは無く、γ線
滅菌により行った。胚の滅菌は、通常行われ
ている次亜塩素酸処理に加え、エクスポアに
よる処理を追加した。胚の滅菌の前に、顕微
鏡下で幼虫を取り除いた。ビニールアイソレ
ータの使用定法に従い、滅菌したエサと胚を
アイソレータ内に持ち込み、ハエを飼育した。
無菌化の確認は、無菌マウスのチェックと同
様の培養法にて行った。 
 ショウジョウバエ野生型個体と、IMD経路
変異体の一つである Relish 変異体について、
腸内細菌叢の違いを、次世代シーケンサーを
用いたメタ 16S 解析により調べた。さらに、
ショウジョウバエ自然免疫系に影響を与え
る変異体系統について、メタ 16S解析により
半網羅的に腸内細菌叢を決定した。 
 
４．研究成果 
 上記の手法により、数世代にわたって無菌
状態を維持したショウジョウバエの飼育法
を確立した。 
 研究室で維持しているさまざまなショウ
ジョウバエ系統の腸内細菌を調べた。Oregon 
R、y w、wといった wild typeコントロールで
は Lactobacillus属が非常に多くの割合を占め、
ついで Acetobacter属が多く、この 2種類で 9
割以上を占めていた。一方、自然免疫応答に
重要な Toll経路や Imd経路、ROS産生経路の
変異体個体などでも、Lactobacillus 属が非常
に多くの割合を占め、ついで Acetobacter属や
Corynebacterium属が占めており、野生型と大
きな違いは見られなかった。 
その他の自然免疫関連遺伝子変異体のメタ
16S 解析により、野生型と変異体では、細菌
叢が多少異なっているももの、大きな違いは
ないことがわかった。さらに、メタ 16S解析
の情報を基に、ショウジョウバエの腸内細菌
を多数単離して培養可能とした。 
 マウスのフンや腸管内容物を投与し、マウ
ス由来の腸内細菌がショウジョウバエに定
着するか調べた。マウス由来の腸内細菌のう
ち、さまざまな好気性菌や通性嫌気性菌の定
着が見られた。 
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