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研究成果の概要（和文）：我々の腸管内腔には莫大な数と種類の細菌によって構成される腸内フローラが形成さ
れている。以前より、加齢に伴って腸内フローラのバランスに乱れが生じることが知られていたものの、その発
生機序は明らかとなっていなかった。本研究により、加齢に伴いT細胞もしくはB細胞においてp16INK4aの発現が
増加することにより、パイエル板の免疫グロブリンAの産生機構に変化が生じ、腸内フローラのバランスの乱れ
につながることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The human gastrointestinal tract harbours a complex community of 
microorganisms, called the gut microbiota. Although it has known that an imbalance of gut 
microbiota, named dysbiosis is generated through aging, its mechanism has not been clarified. This 
study revealed that the increase of p16INK4 expression in T or B cells through aging affects the 
immunoglobulin A production in Peyer's patches, leading to dysbiosis of gut microbiota.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通して、加齢に伴う腸内フローラのバランスの乱れの原因が、T細胞およびB細胞の老化に伴う免疫グロ
ブリンAの機能変化であることが示唆された。今まで明らかとなっていなかった加齢に伴う腸内フローラの破綻
機構の一端が明らかになったともに、加齢に伴う腸内フローラの破綻の予防もしくは回復を人為的に行える可能
性が示された。従って、本研究は、腸内フローラの破綻が影響していることが知られる加齢性疾患の新たな予防
法や治療法の開発につながることが期待される。

※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 
 我々の腸管内腔には、莫大な数と種類の細菌で構成される腸内フローラが形成されている。腸
内フローラは、ただ一層の上皮細胞層により宿主と隔てられているため、宿主と密接な相互作用
を形成しつつ、宿主の健康維持に寄与している。しかし、腸内フローラの乱れが生じると、様々
な疾患の発症や病態悪化につながることが報告されている。以前より、加齢に伴うヒトの腸内フ
ローラの乱れと加齢性疾患との関連が指摘されているものの、加齢に伴う腸内フローラの乱れ
の発生機序に関しては未だに明らかとなっていない。 
 一方で、腸内フローラの共生関係を維持するため、宿主は腸管免疫系を発達させてきた。免疫
グロブリン A（IgA）を欠損したマウスは、腸内フローラの乱れと、それに伴う腸管免疫系の異
常な活性化を示す。従って、IgAを中心とした獲得免疫系が、腸内フローラとの共生関係を維持
する上で重要な役割を果たしていると考えられている。実際に、我々は腸内フローラのバランス
を維持する上で、腸内細菌に特異的に結合する IgA が必要であり、その産生部位として小腸の
パイエル板が非常に重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた。さらに、加齢に伴い、
腸内細菌に対する IgA に変化が生じていることを見出した。これらの結果は、パイエル板の機
能、すなわち IgA の産生能が、加齢に伴い変化していることを示唆するものの、そのメカニズ
ムに関しては未だ不明である。 
 細胞は、発癌の危険性のある修復不可能な DNA 損傷を生じると、不可逆的な増殖停止状態
（細胞老化）を誘導する。細胞老化は重要な癌抑制機構の一つとして、宿主にとって正の機能を
持つ一方で、負の機能もあわせ持つ。すなわち、細胞老化を起こした細胞（老化細胞）は、加齢
に伴って組織内に蓄積するとともに、炎症性サイトカインなどの様々な分泌タンパク質を産生
し慢性的な炎症反応を惹起することで、組織の正常な機能を阻害すると考えられている。実際に、
老化細胞の腫瘍な分子マーカーとして知られる p16INK4a の発現を可視化できるイメージングマ
ウスを用いると、加齢に伴う老化細胞の組織内蓄積が観察される。興味深いことに、組織の中で
もパイエル板において p16INK4a 発現細胞の蓄積が顕著であることを我々は見出した。この結果
は、老化細胞の蓄積によって組織機能障害が起こり、加齢に伴いパイエル板の機能が変化してい
ることを示唆している。しかしながら、加齢に伴うパイエル板における老化細胞の蓄積がパイエ
ル板の組織機能にどのような影響を与えているのかに関しては明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、パイエル板において、加齢に伴って蓄積する p16INK4a発現細胞を同定し、p16INK4a

の発現が細胞およびパイエル板の機能に与える影響、また、そうした変化が IgA の機能や腸内
フローラに与える影響を明らかにしていくことを目的とした。これにより、未だに解明されてい
ない腸管免疫系および腸内フローラの老化機構の一端を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）加齢に伴ってパイエル板に蓄積する p16INK4a発現細胞の細胞種の同定 
 若齢もしくは老齢マウスのパイエル板から様々な免疫細胞をセルソーターにより単離し、qPCR
を用いて p16INK4aの発現を確認した。 
 
（2）移植マウスを用いた p16INK4a発現細胞の細胞種の確認及び組織分布の検討 
 正常マウスにガンマ線を照射することにより骨髄を破壊したマウスもしくは T 細胞及び B 細
胞を持たない Rag 欠損マウスに、p16INK4aの発現をルシフェラーゼの発光によりイメージングで
きるマウス（p16Luc マウス）から採取した骨髄を移植し、一部の免疫細胞のみ p16INK4a発現を可
視化できるマウスを構築した。この移植マウスを用いることで、どの免疫細胞が p16INK4aを発現
しているのか、またそれらの発現細胞がどの組織に主に分布しているのか検討した。 
さらに、宿主の環境が p16INK4a発現細胞の組織分布や p16INK4aの発現にどのような影響を与える
のかを明らかにするため、若齢もしくは加齢の Rag 欠損マウスもしくはガンマ線照射マウスを
準備し、これらのマウスに若齢の p16Luc マウスの骨髄を移植した。同時に、免疫細胞自体の老
化が p16INK4a発現及び免疫細胞の組織分布にどのような影響を与えるのかを明らかにするため、
加齢 p16Luc マウスの骨髄も同様のマウスに移植した。 
 
(3)免疫細胞の若返りによる IgA 及び腸内フローラの変化の検討 
 若齢マウス及び加齢マウスをパラビオーシス（並合結合）し、２匹間で循環血液を共有させる
ことで、加齢マウスにおける免疫細胞の若返りを行い、IgA の機能及び腸内フローラにどのよう
な影響を与えるのかを検討した。 
 
４．研究成果 
（1）加齢に伴ってパイエル板において p16INK4aを発現する T細胞及び B細胞が増加する 
 若齢マウスもしくは老齢マウスのパイエル板より、T細胞、B細胞及びその他の免疫細胞をセ
ルソータにより単離し、それぞれの p16INK4a発現変化を qPCR により検討した。その結果、免疫細
胞の中でも T細胞及び B 細胞が p16INK4aを発現していることが明らかとなった。パイエル板を主
に構成している免疫細胞は、T 細胞及び B 細胞であることから、両細胞における p16INK4aの発現
上昇がパイエル板の機能に影響を与えていることが示唆された。 



 
(2) p16INK4aを発現した T細胞及び B 細胞がパイエル板や腸間膜リンパ節に集積し、宿主の生体
環境によって p16INK4aの発現に変化が生じる 
 パイエル板における p16INK4a発現細胞が T 細胞及び B 細胞であるのかを確認するため、正常マ
ウスにガンマ線を照射した正常マウスもしくは T細胞及び B細胞を持たない Rag 欠損マウスに、
p16Luc マウスから採取した骨髄を移植し、T細胞及び B 細胞のみ p16INK4a発現を可視化できるマ
ウスを作製した。その結果、これらの移植マウスのパイエル板や腸間膜リンパ節においてルシフ
ェラーゼによる発光が検出された。この発光分布パターンは、通常の p16Luc マウスと同じパタ
ーンを示していたことから、パイエル板や腸間膜リンパ節において検出される p16INK4a発現由来
の発光は T細胞及び B細胞に由来するものと考えられた。また、老齢の p16Luc マウスから採取
した骨髄をガンマ線照射正常マウスもしくはRag欠損マウスに移植した場合には、若齢のp16Luc
マウスから採取した骨髄を移植したマウスよりも p16INK4aの発光シグナルが強かった。もともと、
加齢マウスの骨髄の p16INK4aの発現が高いことから、免疫系の老化に伴う p16INK4aの発現上昇がパ
イエル板における p16INK4aの発現上昇につながっていることが示唆された。さらに、宿主の生体
環境が T細胞及び B 細胞の p16INK4a発現にどのような影響を与えるのかを明らかにするため、加
齢した Rag 欠損マウスもしくはガンマ線を照射した加齢正常マウスに p16Luc マウスより採取し
た骨髄を移植したところ、若齢の Rag 欠損マウスやガンマ線照射若齢マウスに比べ、加齢させた
Rag 欠損マウスやガンマ線照射加齢マウスをレシピエントに使用した移植マウスの方が p16INK4a

の発光シグナルが強かった。この結果は、宿主の加齢に伴う生体環境の変化が、T細胞及び B細
胞の p16INK4の発現上昇に影響を与えていることを示しており、免疫細胞の老化だけでなく、免
疫細胞を取り巻く周囲の老化に伴う変化が免疫細胞の老化を促進させていることが示唆された。 
 
(3) T 細胞及び B細胞の一部若返りにより IgA の機能及び腸内フローラの改善がみられる 
 若齢マウスと老齢マウスをパラビオーシスにより結合することにより、2匹間で循環血液を共
有させ、老齢マウス内における免疫系の若返りを試みた。老齢マウスと結合した若齢マウスにお
いては、パイエル板における p16INK4aの発現が上昇していたのに対して、逆に、若齢マウスと結
合した老齢マウスでは、パイエル板における p16INK4aの発現が減少していた。実際に、若齢マウ
スと結合した老齢マウスのパイエル板においては、50%以上の T細胞及び B細胞が若齢マウス由
来の細胞に置き換わっていた。また、同老齢マウスの小腸の粘膜固有層においては、IgA 産生形
質細胞も一部、若齢マウス由来の細胞に置き換わっていることが明らかとなった。 
 そこで、若齢マウスと結合した老齢マウスにおける IgA の機能変化を検討した。パラビオーシ
スを行う前の老齢マウスにおいては IgA が結合した腸内細菌の割合が高かったのに対し、若齢
マウスとパラビオーシスを行った後においては、IgA が結合した腸内細菌の割合が減少し、若齢
マウスのもつ割合と同程度まで減少した。これまでの我々の研究から、腸内細菌に対する IgA の
特異性が低いと IgA が結合する腸内細菌の割合が高くなる傾向にあることが明らかとなってい
る。従って、老齢マウスは IgA の腸内細菌に対する特異性が低いが、パラビオーシスを行い免疫
系の一部若返りを行うことで、その特異性が若齢マウスの持つ IgA と同等まで回復することが
示唆された。 
 さらに、パラビオーシス前後における腸内フローラの変化を 16S rRNA シークエンス解析によ
り検討した。その結果、腸内フローラの組成は若齢マウスと老齢マウスにおいて大きく異なるが、
若齢マウスと結合した老齢マウスにおいては、腸内フローラの組成が若齢マウスの組成に近づ
くことが明らかとなった。 
 従って、パラビオーシスによりパイエル板における T 細胞及び B 細胞の一部若返りを行うこ
とで、パイエル板の p16INK4aの発現が減少し、IgA の腸内細菌に対する結合性の変化と腸内フロ
ーラの若返りが生じることが明らかとなった。 
 
以上の結果から、加齢に伴うパイエル板における p16INK4a発現 T細胞及び B細胞の蓄積による腸
管免疫系及び腸内フローラの老化機構の一端が明らかとなった。 
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