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研究成果の概要（和文）：Ⅰ型糖尿病モデルマウスと食物アレルギーモデルマウスの糞便中で増加していた
Citrobacter属細菌のアレルギー症状増悪メカニズムを明らかにした。Citrobacter koseri生菌は、マウス樹状
細胞株DC2.4において、多量に産生するATPを介して、Th2サイトカインであるIL-33の発現を強く誘導した。本菌
のLPSはToll-like receptor 4シグナルを介してIL-33発現を抑制していた。以上のことから、C. koseriは、多
量に産生したATPでIL-33発現を誘導し、アレルギー症状を増悪するが、その死菌から遊離したLPSは症状を抑え
ている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that Citrobacter species, which have propagated in 
the feces of mice with food allergy and type 1 diabetes, were found to worsen allergic symptoms by 
inducing IL-33 production in intestinal epithelial cells. In this study, we therefore analyzed 
whether Citrobacter koseri induces IL-33 production in dendritic cells. Bacterial LPS derived C. 
koseri JCM1658 was extracted by phenol-water method. Expression of Il33 in a DC2.4 mouse dendritic 
cell line was detected by real time PCR. Expression of Il33 was induced by live bacteria of C. 
koseri, but not by extracted LPS in DC2.4. LPS reduced Expression of Il33 induced by live bacteria 
and DC2.4 proliferation. Live bacteria of C. koseri increased ATP concentration in the culture 
supernatant but LPS inhibited this increment. From the above, C. koseri increases IL-33 production 
through ATP production but LPS restricted the production by inhibiting dendritic cell proliferation.

研究分野： 微生物学　免疫学

キーワード： 食物アレルギー　微生物叢　Ⅰ型糖尿病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究成果は、食物アレルギーと腸内細菌の関連性を分子レベルで明らかにしたものであり、今後、食物アレ
ルギーの予防と治療において新たな方法を確立するための知見となり得る。腸内細菌のLPSがTLR4シグナルを介
して、アレルギー症状の増悪につながるTh2応答を抑制しているという知見は、常在細菌叢と自然免疫応答のバ
ランスが免疫疾患の予防につながる可能性を示唆したものであり、食物アレルギーにとどまらず、他の免疫疾患
の予防法にも応用が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Ⅰ型糖尿病の患者は世界で増加しているが、インスリン製剤の継続的使用以外に有効な治療

は困難である。近年、腸内細菌の経口投与が発症を遅らせることが示されたが、Ⅰ型糖尿病患者
の多くが歯周病を併発していることから、口腔内細菌も発症の原因である可能性が考えられた。
一方、食物アレルギーの発症は、腸内細菌叢の構成変化に伴う粘膜免疫系の破綻が原因の一つと
考えられている。食物アレルギー患者とⅠ型糖尿病患者の免疫応答に類似性があることが報告
されており、申請者らは、Ⅰ型糖尿病モデルマウスと食物アレルギーモデルマウスの唾液中の細
菌構成が類似しているという実験結果を得た。これらのことは、Ⅰ型糖尿病と食物アレルギーの
両方の疾患に共通して増加あるいは減少している口腔内常在細菌が存在していることを示して
いる。この細菌が引き起こす免疫応答を解析することは、これらの免疫疾患のメカニズムを解明
することにつながると考えられ、さらに、高価な製剤に頼らずに複数の免疫疾患を同時に治療で
きる方法を確立できることも示唆された。 
 
２．研究の目的 

本研究では以下の実験を行い、食物アレルギーならびにⅠ型糖尿病で顕著な増減がみられる
常在菌が腸管の組織で誘導する免疫応答を詳細に解析し、これらの免疫疾患の分子メカニズム
を明らかにすることを目的とする。また、これらの免疫疾患に特徴的な常在細菌叢が、互いの
症状にどのような影響を及ぼすのかを明らかにして、両方の疾患の予防と治療に効果のある細
菌を同定することも目的とする。 

 
(1) Citrobacter 属細菌による食物アレルギー増悪メカニズムの解析 
申請者らは、食物アレルギーモデルマウスを作製してその糞便中の細菌を精査し、その糞便中

で Citrobacter 属細菌が最も増加していたこと、そして、この Citrobacter 属細菌は、腸管上皮
細胞において、Th2 サイトカインである IL-33 の発現を誘導してアレルギーを増悪させること
を既に報告した。そこで、本研究では、Citrobacter 属細菌がどのようにアレルギー症状を増悪
させているのか、その詳細な分子メカニズムを明らかにする。 
 
(2) 口腔内細菌がⅠ型糖尿病ならびに食物アレルギー症状に及ぼす影響の解析 

口腔内細菌を食物アレルギーマウスならびにⅠ型糖尿病モデルマウスに経口投与し、食物ア
レルギー症状ならびに血糖値にどのような変化が起こるかを観察する。そして、糞便中の細菌
群の変化を解析して、腸内細菌叢の構成に及ぼす影響を明らかにする。また、この細菌が腸管
粘膜上皮細胞でどのような免疫応答を誘導するかを検討して、食物アレルギーならびにⅠ型糖
尿病の症状改善に及ぼす影響を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
(1) 樹状細胞における Citrobacter 属細菌による IL-33 発現誘導の解析 
 腸管粘膜では、上皮細胞だけでなく樹状細胞も粘膜免疫機構において重要な役割を果たすこ
とが知られていることから、Citrobacter 属細菌が樹状細胞において IL-33 の発現を促進するか
どうかを解析した。マウス樹状細胞株（DC2.4）を Citrobacter koseri JCM1658, Escherichia 
coli K12,食物アレルギーモデルマウス糞便から分離した Enterococcus gallinarum の生菌でそ
れぞれ刺激し（OD600=0.5 logarithmic phase, MOI=5, 24h）、IL-33 の発現はリアルタイム PCR
で評価した。また、生菌と死菌による IL-33 発現誘導の差を比較するため、100℃、30 分で熱処
理した菌で同様に DC2.4 を刺激し、IL-33 の発現を計測した。 
 
(2) IL-33 発現誘導における Citrobacter 属細菌由来 LPS の役割の解析 

Citrobacter 属細菌はグラム陰性菌なので、様々な自然免疫応答を引き起こす細菌構成成分で
あるリポ多糖（LPS）を持っている。そこで、C. koseri JCM1658 からフェノール・クロロホル
ム法で LPS を抽出し、DC2.4 を前処理（10ng/ml 1hr）した後、C. koseri 生菌（OD600=0.5 
logarithmic phase, MOI=5）で 24h 刺激して IL33 の発現をリアルタイム PCR で評価した。ま
た、LPS 前処理によって樹状細胞の生菌除去活性に変化があるかどうかを明らかにするため、
LPS 前処理の後に C. koseri 生菌を投与した DC2.4 の培養上清を BHI プレートに播いて形成さ
れたコロニー数を計測した（CFU/50ml sup.）。  

 
(3) IL-33 発現誘導における Citrobacter 属生菌由来 ATP の役割の解析 

Citrobacter 属生菌と死菌で樹状細胞の応答がどのように異なるかを解析するうえで、生菌の
みが産生する細胞外 ATP に着目し、IL-33 発現誘導に及ぼす影響を調べた。ATP のレセプター
である P2X7R のアンタゴニストである A-438079 で DC2.4 を前処理（10µM, 40µM, 1h）した
後、C. koseri 生菌で刺激して IL-33 発現を計測した。また、LPS 前処理の有無による培養上清
中の ATP 量は、BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay（Promega）にて計測し比較し



た。さらに、前述した他の腸内細菌（E. coli K12, E. gallinarum）の生菌（OD600=0.5 logarithmic 
phase, MOI=5）を DC2.4 培養上清中に添加し、同様に 24h 後の ATP 濃度を計測し比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 樹状細胞における Citrobacter 属細菌による IL-
33 発現誘導の解析 
上述の方法で IL-33 の発現を計測したところ、C. 

koseri は E. coli, E. gallinarum よりも著しく強く
IL33 発現を誘導した（Fig. 1A）。また、C. koseri 生
菌を 100℃、30 分で熱処理して 
IL-33 発現をみたところ、熱処理によって IL-33 発現
誘導は大きく損なわれていた（Fig.1B）。この結果か
ら、C. koseri の生菌に IL-33 発現を誘導する活性が
あることが示唆された。 
 
(2) IL-33 発現誘導における Citrobacter 属細菌由
来 LPS の役割の解析 
抽出 LPS は IL33 の発現を誘導せず、C. koseri

生菌が誘導する IL33 発現増加を抑制していた
（Fig. 2A）。 
LPS による前処理は DC2.4 の生存率に影響しなか
った（Fig. 2B） 。 
LPS－TLR4シグナル伝達の阻害剤であるTAK242
で前処理（1µM 1h）した後に生菌で刺激すると
IL33 発現が増加した（Fig. 2C）。このことから、C. 
koseri 由来 LPS には生菌による IL-33 発現誘導を
抑制する作用があることが示された。 
 また、Fig. 1B の結果から、生菌が IL-33 発現誘
導に関与していることが示唆されたので、LPS 前
処理が生菌の増減に及ぼす影響を調べた。LPS 前
処理の後に C. koseri 生菌を投与した培養上清で
は、生菌数を示すコロニー数は有意に減少していた
（Fig. 2D）。このことから、C. koseri 由来 LPS は
樹状細胞による殺菌を促進することで生菌による
IL-33 発現誘導を抑制している側面もあることが
示された。 
 
(3) IL-33 発現誘導における Citrobacter 属生菌由
来 ATP の役割の解析 
 A-438079 は濃度依存的に IL-33 発現誘導を抑制して
いた（Fig. 3A）。C. koseri の生菌を添加して 24h 後に
検出された培養上清中の ATP は、添加の際に熱処理で
死菌にしておくと、ほとんど検出されなかった（Fig. 
3B）。このことから、C. koseri 生菌が放出する細胞外
ATP が IL-33 発現を誘導していることが示唆された。
LPS 前処理によって培養上清中の ATP は有意に減少し
ていた（Fig.3C）。このことは、LPS 前処理によって生
菌が減少（Fig. 2D）したことと対応している。また、ATP
単独の刺激でも IL-33 発現は誘導され、LPS 前処理によ
ってこの発現誘導は抑制された（Fig. 3D）。このことか
ら、LPS 認識による細胞内シグナルは、ATP 刺激によ
る細胞内シグナルを抑制していることが示された。 
 さらに、他の腸内細菌と C. koseri の ATP 産生量と生
菌数を比較した。 Fig. 1A で用いた E. coli, E. 
gallinarum, C. koseri の生菌 
（OD600=0.5 logarithmic phase, MOI=5）を DC2.4 培
養上 清中に添加し、24h 後の ATP 濃度を計測したとこ
ろ、C. koseri を添加した培養上清中の ATP 濃度は、他
の 2 菌種を添加した培養上清と比較して有意に高かっ
た（Fig. 4A）。これらの培養上清中の生菌数を計測
（CFU/50ml sup.）すると、C. koseri の生菌数は他の 2



菌種よりも著しく多かった（Fig. 4B）。これら
の結果から、C. koseri は高い増殖活性によっ
て多量の ATP を産生し IL-33 の発現を誘導し
ていることが示唆された。 
 以上の結果から、食物アレルギーモデルマウ
スの糞便中で最も多かった菌種である 
C. koseri は、他の腸内細菌より旺盛に増殖し 
多量の ATP を産生することで、樹状細胞にお
ける IL-33 発現を誘導し、Th2 応答を促進し
ていることが示された。その一方で、菌の死滅
に伴って遊離する LPS が TLR4 シグナルを介
して、この IL-33 発現誘導を抑制している可能
性も示唆された。 
この研究成果は、食物アレルギーと腸内細菌の関連性を分子レベルで明らかにしたものであ

り、今後、食物アレルギーの予防と治療において新たな方法を確立するための知見となり得る。
腸内細菌の LPS が TLR4 シグナルを介して、アレルギー症状の増悪につながる Th2 応答を抑
制しているという知見は、常在細菌叢と自然免疫応答のバランスが免疫疾患の予防につながる
可能性を示唆したものであり、食物アレルギーにとどまらず、他の免疫疾患の予防法にも応用が
期待できる。Ⅰ型糖尿病と食物アレルギーの両方に効果のある口腔内細菌は、解析途中である。
しかし、口腔内細菌の Rothia dentocariosa の経口投与がⅠ型糖尿病モデルマウスにおいて血糖
値を低下させるという実験結果は得られており、今後の研究によってさらに詳細な知見が得ら
れるものと期待できる。 
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