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研究成果の概要（和文）：腸内細菌非依存的かつMyD88依存的な経路を見いだすため、近年炎症反応の誘導に関
与する経路として注目されているNLRP3インフラマソーム経路に着目し、腸管マクロファージが腸内細菌などの
外的要因と接しながらも寛容を保つメカニズム、すなわち腸管マクロファージが産生するIL-10発現機構を検討
した。マウスマクロファージ細胞株を用いた実験では、IL-1β/IL-1Rを介したIL-10の産生が観察され、IL-1Rが
MyD88経路を介して、IL-10の発現を促進する役割を果たす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：IL-10 production in gut macrophages is microbiota-independent and 
MyD88-dependent. We focused on the NLRP3 inflammasome pathway, which has been attracting attention 
in recent years as a pathway involved in the induction of inflammatory response. We examined the 
mechanism by which intestinal macrophages maintain tolerance while contacting external factors such 
as gut microbiota, that is, the IL-10 expression mechanism produced by intestinal macrophages. In an
 experiment using a mouse macrophage cell line, IL-10 production via IL-1β/IL-1R was observed. IL-1
β may play a role in promoting IL-10 expression by stimulating IL-1R via the MyD88 pathway.

研究分野： 腸管免疫

キーワード： 腸管マクロファージ　IL-10　NLRP3　IL-1R

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究結果より、炎症性腸疾患の発症に深く関与する腸管マクロファージの特異的かつ恒常的なIL-10の発
現機序の一端が明らかになった。腸管型の抗炎症性マクロファージの特性の一つを見いだせたことにより、in 
vitroあるいはex vivoでの腸管マクロファージを誘導することが出来る様になる可能性がある。さらに腸管マク
ロファージの機能異常が病態の中心となっている炎症性腸疾患の治療に応用できるかもしれない。このようなマ
クロファージの機能異常をレスキューさせて正常化するようなことができれば、画期的な治療戦略に結びつくこ
とも期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease; IBD)とは、クローン病と潰瘍性大腸炎に大別される、

主として下部消化管に炎症をきたす、難治性かつ原因不明の疾患である。長年の研究により、

免疫系の異常、特に本来は腸内細菌などの抗原に対し共存的、寛容的であるはずの腸管マクロ

ファージが、何らかの理由で過剰に応答するようになってしまっていることが病態の中心とみ

なされるようになってきた。 

腸内環境の恒常性維持に重要な役割を果たす腸管マクロファージ(Mφ)は、IL-10 を産生する

ユニークなMφであることが知られている。この IL-10 高産生型腸管Mφは、腸管内に多数存

在する外来抗原に対して、過剰な免疫応答を誘導せずに抑制的に働くことに一役買っていると

考えられている。抑制性サイトカインである IL-10 を恒常的に発現することで Th1/Th17 などの

T 細胞を抑制し、腸管腔内の常在細菌や食餌抗原に対する恒常性を維持している。IBD の発症

には、この免疫寛容のシステムが破綻することで病態が引き起こされる。 

Mφは M1、M2 型に分類されることが知られている。腸管Mφは IL-10 高産生であり、M2 型

Mφと呼ばれている。M2 型Mφは IL-4、IL-13 の働きにより誘導され、宿主の炎症反応の終息

や修復につながる。我々は、これまで、腸管Mφからの IL-10 産生能獲得には SPF(Specific 

Pathogen Free)環境下と同様に GF(Germ Free)マウスでも維持されており、腸内細菌非依存的で

あること、TLR(Toll-like receptor)のアダプタータンパクである MyD88-ノックアウト(KO)マウス

では IL-10 産生能が消失していることを明らかにしてきた。 

近年、炎症反応の際に形成されるインフラマソームというタンパク質複合体が注目されてお

り、中でも細胞内レセプター分子 NLRP3 は Nod Like Receptor ファミリーに属しインフラマソ

ームにおいて中心的な役割を果たしている。NLRP3 はアダプタータンパクである

ASC(Apoptosis-associated speck-like protein containing caspase recruitment domain)や Pro-caspase 1 と

会合しインフラマソームを形成する。その NLRP3-KO マウスから CD11b⁺Mφを単離し、Il10 遺

伝子発現を観察すると、野生型(WT)マウスと比較し Il10 の発現が減少傾向にあり、Nlrp3 の

Il10 発現への関与が推察された(未発表データ)。また、MyD88-KO マウスの Nlrp3 の発現も減少

していたことから MyD88 も Nlrp3 発現に関与していることが示唆された。さらに MyD88 は、

IL-1R に会合したアダプタータンパクであることから、腸管Mφの Il1R の遺伝子発現を観察す

ると、各臓器Mφと比較し、高率に発現していた。これらの結果より、腸管Mφにおける Nlrp3

や Il10 の発現に、MyD88 依存的な IL-1R を介した経路が関与している可能性が推察される。本

研究では、炎症反応の誘導に関与する経路として近年注目されている NLRP3 インフラマソー

ムと炎症性腸疾患(IBD)の発症機序について着目し、腸管の恒常性に重要な役割を果たす腸管マ

クロファージの IL-10 産生機序について解析を行った。 
 
２．研究の目的 

腸内細菌非依存的かつ MyD88 依存的な経路を見いだすため、炎症反応の誘導に関与する経路と

して近年注目されている NLRP3 インフラマソーム経路に着目し、腸管マクロファージが腸内細

菌などの外的要因と接しながらも寛容を保つメカニズム、すなわち腸管マクロファージが産生

する IL-10 発現機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 腸内細菌非依存的、MyD88 依存的経路で誘導される IL-10 産生機構の解明 

① 腸管マクロファージにおける Il10 の発現検討 

SPF 或いは GF の野生型（WT）マウス、および Myd88 欠損(Myd88-/-)、マウスの大腸よ



り CD11b+腸管 Mφを単離し、Il10 の発現を qPCR により比較した。 

② 各臓器由来マクロファージにおける Il1r1 の発現検討 

WT マウスの大腸、脾臓、腹腔より Mφを採取し、Il1r1 の発現を qPCR により比較し

た。 

③ IL-1β刺激による腸管 Mφからの Il10 誘導について 

WT,及び Myd88-/-マウスの腸管 Mφを IL-1β(10ng/mL)により刺激し、経時的な Il10 の発現

を qPCR により評価した。 

④ IL-1R 過剰発現株の作成と IL-1β刺激による IL-10 産生応答の観察 

マウスマクロファージ由来細胞株 RAW264.7 を用いて IL-1R を過剰に発現するミュータ

ントをレンチウイルスの系を利用し作成を試みた。IL-1β刺激(25ng/mL)による Il10 の発

現と IL-10 の産生について qPCR と ELISA により観察した。 

(2) NLRP3 に着目したマクロファージからの IL-10 産生機構の解明 

マウスマクロファージ由来細胞株 RAW264.7 を用いて、下記の方法により実験を行った。 

① CEISPER-Cas9 による Nlrp3 遺伝子のノックアウト株の作成 

Nlrp3 遺伝子が IL-10 産生応答に与える影響を検討するために、CRISPER-Cas9 システム

を用いてレンチウイルスを利用し Nlrp3 遺伝子のノックダウン(KO)株を樹立した。 

② Nlrp3-KO 株を用いた IFN-γ(10U)プライミング＋LPS(100ng/mL)刺激による IL-10 の誘導

について 

IFN-γ刺激＋LPS プライミングによって IL-10 が誘導されることから、このプライミング

の系を用いて NLRP-3 の有無と IL-10 の誘導について qPCR により観察を行った。 

③ IL-1R 過剰発現／Nlrp3-KO 株の作成と IL-10 の産生についての検討 

腸内細菌非依存的且つ MyD88 依存的な経路により誘導される IL-10 において、NLRP-3

分子が関与するか否かを確認するため、IL-1R 過剰発現/ Nlrp3-KO 株を作成し、IL-1β刺

激を行い IL-10 の誘導を行い qPCR により観察を行った。 

(3) 手術時摘出サンプルによる粘膜固有層単核細胞(LPMC)の単離 

炎症性腸疾患(IBD) 患者手術適応症例を対象にして以下の実験を行った。 

倫理委員会承認後、手術時摘出組織一部を入手し、トリミング後、collagenase と DNase 処

理による細胞の分散を行った。その後、Percoll による比重遠心分離法により粘膜固有層単

核細胞(LPMC)層を採取し、LPMC 細胞分画からさらに CD3-CD33+炎症性マクロファージ

とその counter part 分画(CD3+CD33-)の細胞を磁気細胞分離装置(MACS)でソーティングを

行った。同様の方法で非炎症部の腸管組織より細胞を分離した。得られた細胞は mRNA の

発現解析のために RLT buffer 中で保存する場合と、細胞が多い場合にはフローサイトメト

リーによる解析を実行するため、セルバンカーで細胞を保存した。 
 
４．研究成果 

(1) 腸内細菌非依存的、MyD88 依存的経路で誘導される IL-10 産生機構の解明 

まずは、研究分担者の小林ら（Kobayashi, T., et al. 2012. J Immunol 189(4):1792-9）

が以前に行った研究の一部を我々のラボで追実験を行った。SPF 環境のマウスと無菌マウ

スの大腸から粘膜固有層単核球を分離し、MACS で CD11b 陽性の腸管マクロファージを

分離した。その腸管 Mφの IL-10 産生を観察すると、SPF 環境下と同様に無菌マウスで

も維持されており、腸管 Mφの IL-10 産生は腸内細菌非依存性であった。しかしながら、

MyD88 の欠損(MyD88-KO)マウスでは、WT と比べて腸管マクロファージからの IL-10



発現が減少していた(図 1-1,1-2)。 

そこで我々は、腸内細菌非依存的かつ

MyD88 依存的な経路による IL-10 産生

機構を見いだすため、IL-1R の発現につ

いて着目し研究を行った。MyD88 は、

IL-1R に会合したアダプタータンパクで

あることから、リアルタイム PCR を用

いて、Il1r 発現について観察すると、脾

臓中の Mφや腹腔 Mφに比べ腸管 Mφ

で Il1r は非常に強く発現していた（図 2-

1）。次にこの IL-1R を刺激することで IL-10

が増加するかどうかを確認した。野生型

(WT)マウスと MyD88-KO マウスの腸管マ

クロファージを分離し、IL-1R を IL-1βで

刺激を行い IL-10 の経時的な発現を観察す

ると WT の腸管マクロファージで有意に上

昇していたが、MyD88-KO マウスでは増加

が観察されなかった。以上の結果より、IL-

1R の刺激が、最終的に IL-10 の産生に働く

可能性が示唆された（図 2-2）。 

最終的に、IL-1R を介した IL-10 の産生に

ついて解析するため、cDNA 発現用レンチウ

イルスベクターにマウス IL-1R をコンストラ

クトし、マウスマクロファージ株である

RAW264.7 細胞に遺伝子導入を行った（図 3-

1）。この IL-1R を過剰発現させたミュータ

ント株を用いて、IL-1βで刺激を行うと Il10

の mRNA 発現と IL-10 の産生が観察された

（図 3-2,3-3）。 

(2) NLRP3 に着目したマクロファージからの IL-10 産生機構の解明 

NLRP3 と IL-10 の産生について解明するた

め、まずは CRISPR/Cas9 により RAW264.7 細胞

の NLRP3 分子をノックアウトした細胞(Nlrp3-

KO)株を作成し、IL-10 産生を観察することにし

た（図 4-1）。 

NLRP3 分子が完全に消失している clone#3 の

Nlrp3-KO 株と WT、control の３群で検討した。

RAW264.7 細胞は IFN-γでプライミング後に

LPS 刺激を行うことで IL-10 を産生することが

知られている。そこで WT, Control, Nlrp3-KO 株そ

れぞれに IFN-γでプライミング後に LPS で刺激

すると Nlrp3-KO 株では Control と比べて IL-10 の産生が抑制されていた（図 4-2）。一方で、

Time (hr)

*

*
n.s.

IL-1β stim

Fo
ld

 in
du

ct
io

n 
of

 Il
10

Control
WT Mφs

n.s. n.s. n.s.

IL-1β stim

Fo
ld

 in
du

ct
io

n 
of

 Il
10 Control

Time (hr)

M yd88 -/- Mφs

*P <0.0001

LPMC: Lamina propria mononuclear cells

Spleen 
CD11b+ 

adhesion 
cell

Resident 
Peritoneal
exudative

macrophage

LPMC
CD11b+

N=4 *One way ANOVA

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
sio

n 
of

 Il
1r

IL-1R expression in various Mφ

図2-1：C57BL/6マウスより腸管Mφs 、脾細胞中の
Mφs 、腹腔滲出性Mφsを分離して、Il1rの発現を
リアルタイムPCRで観察した。
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図2-2： C57BL/6マウス（野生型:Wt、MyD88-KO
マウス:MyD88-/-）の腸管よりCD11b陽性細胞を分
離し、IL-1βで刺激後、経時的に細胞を回収し、
Il10の発現をリアルタイムPCRで観察した。
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IL-1R 過剰発現株／Nlrp3-KO 株を作成し、IL-1

β刺激による IL-10 の産生に NLRP-3 分子が関

与するかどうかを確認すると、NLRP-3 分子の

有無にかかわらず、IL-1β/IL-1R を介した刺激

では IL-10 の産生応答に差がなかった。以上の

ことから IL-1βからの刺激による IL-10 の産生

応答には NLRP3 の関与はしない可能性が示唆

された（図 5）。 

(3) 手術時摘出サンプルによる粘膜固有層単核細胞(LPMC)の単離 

現在までに集積したサンプルは、クローン病患者 35 例、潰瘍性大腸炎患者 20 例になる

が、IBD の病態における腸管マクロファージの解析は、今後の研究に利用する予定である。 
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