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研究成果の概要（和文）：免疫応答を制御するサイトカインであるインターロイキン－10 を産生する細胞の出現に関
わる腸内菌を探索した。マウス小腸粘膜内のB細胞の一種と考えられる細胞群が、無菌状態ではほとんど存在せず通常
マウス糞便を投与すると増加すること、マウスの週齢に依存して増加することを見いだした。腸管内のグラム陽性菌を
減少させる抗菌薬投与によりこの細胞群は減少し、グラム陽性菌であるEnterococcusのみを定着させると増加した。こ
の細胞群は抗菌物質の産生や組織修復に関わるインターロイキン－22も産生した。未感作T細胞移入による大腸炎を抑
制し、抗インターロイキン-10抗体の投与により抑制効果はキャンセルされた。

研究成果の概要（英文）：We searched intestinal bacteria which can induce interleukin-10-producing cells.  
B cell-like cell population in mucosa of mouse small intestine was very little under germ free condition, 
but increased age-dependently or by administration of SPF mice feces.  This cell population was decreased 
by antibiotics for Gram-positive bacteria, and increased in mice monoassociated with Enterococcus, an Gram
-positive bacteria.  This population additionally produced interleukin-22 which can mediate the production
 of antibacterial peptide and tissue repair. Partially purified fraction of this population showed inhibit
ory effect on colitis in naive T cell-transferred mice, and the effect was cancelled by injection of anti-
interleukin-10 antibody.  
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１．研究開始当初の背景 
 食生活の変化に平行して近年アレルギー
や炎症性腸疾患が増加している。しかしなが
ら、腸内主要構成菌種の腸管への定着あるい
は食事成分の代謝がどのように腸内環境の
恒常性の維持に寄与し、病態を抑制するのか
は不明である。腸内優勢菌のうち分離培養が
比較的容易な少数の菌種については、腸管上
皮における抗菌物質や細胞間接着分子の産
生を促進して腸管バリアを強化する作用と
炎症性シグナルの伝達の修飾や制御性Tリン
パ球の誘導による炎症抑制作用が報告され
ている。腸管内主要菌種には、難消化性の食
物繊維などの食事成分を代謝して短鎖脂肪
酸を産生するものがあるが、酪酸などの短鎖
脂肪酸については腸管のバリア機能を高め
る作用や過剰な炎症を抑制する作用が報告
されている。 
 
２．研究の目的 
 腸内菌を無菌マウスに定着させる実験モ
デルを用いて、免疫応答の調整および腸管バ
リア機能の促進に関与する腸内菌を特定す
ることを第一の目的とした。その腸内菌の定
着が食事成分の代謝を介して、炎症性腸疾患
などの抑制に寄与する機構の解明を第二の
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）無菌マウスに定着させるための腸内菌
は、通常（SPF）マウスの盲腸内容物から嫌
気的に分離し、16Sribosomal RNA 遺伝子の塩
基配列の相同性に基づき同定し、7 菌種
（ Bacteroides, Lactobacillus, Anaerotruncus, 
Alistipes, ,unclassified Porphyromonadaceae, 
Lachnospiraceae の各属から計 7 菌種）を動物
実験に使用した。また、理化研究所バイオリ
ソースセンターから購入した標準菌株
（ Bifidobacterium, Bacillus, Enterococcus, 
Clostridium, Lactococcus の各属から 1菌種）
を培養して使用した。これらの菌種を単独ま
たは組み合わせて無菌マウスに経口投与し 3
週間以上ビニルアイソレーター内で無菌的
に飼育した後、マウスの小腸および大腸の上
皮細胞間リンパ球および粘膜固有層リンパ
球をフローサイトメトリーで解析した。 
必要に応じて、無菌状態で飼育を続けたマ

ウス、通常マウスの糞便を投与または通常マ
ウスとの Cohousing により全腸内菌を定着さ
せたマウス、抗菌薬バンコマイシン、ポリミ
キシンBまたはメトロニダゾールを投与して
グラム陽性菌、グラム陰性菌、または偏性嫌
気性菌をそれぞれ減少させたマウスを実験
群に加えた。動物実験は（Bifidobacterium, 
Bacillus, Enterococcus, Clostridium, 
Lactococcus の各属から 1 菌種）徳島大学動
物実験委員会の承認を得た計画に従って行
い、動物の苦痛を最低限にするよう配慮した。 
 
（２）腸管からのリンパ球の調製の際には、

EDTA 処理して粘液や上皮細胞を除き、コラゲ
ナーゼ処理後にパーコールを用いてリンパ
球画分を集めた。必要時、磁気ビーズ法によ
りさらに腸管リンパ球の分画や脾臓からの
ナイーブ T細胞の調製を行った。 
 
（３）小腸から調製した CD4 陰性 B220+IL-10
産生細胞を RPMI 培地中で培養し、その上清
中の IL-10, IL-22 を ELISA 法により定量し
た。B 細胞に対する刺激には、抗 IgM 抗体お
よび抗 CD40 抗体を合わせて使用した。 
 
（４）C.B-17/Icr-scid/scidマウス（8週齢、
♀）に Balb/c マウス（8週齢、♀）の脾臓か
ら調製したナイーブ T 細胞を腹腔内投与し、
慢性的に大腸炎を起こすモデル (Wasting 
Disease model)を用いて CD4陰性 B220+IL-10
産生細胞の機能を調べた。この IL-10 産生細
胞をナイーブ T細胞投与前日から 1週間おき
に 3回投与し、体重減少と下痢を指標として
抑制効果の有無を観察した。RAG ノックアウ
トマウスを用いた同様の検討も行い、さらに
抗 IL-10 抗体により大腸炎抑制効果が低下す
るかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
（１）免疫応答を制御するサイトカイン IL-10
を産生する細胞の出現に関わる腸内菌を探
索するため、無菌マウスと通常（SPF）マウ
スの小腸粘膜内のリンパ球画分を比較した。
腸内菌の定着によって増加する IL-10 産生細
胞としては CD4 陽性制御性 T 細胞が知られ
ているが、小腸粘膜固有層の CD4 陰性の細胞
群中にも IL-10 産生細胞は存在しており、通
常マウスでは無菌マウスより多かった。この
CD4 陰性 IL-10 産生細胞群には様々な細胞群
が含まれていたが、通常の T 細胞、B 細胞、
NK 細胞、樹状細胞とは表層マーカーの発現
が異なるものの IgM の発現および RAG ノッ
クアウトマウスには存在しなかったことか
ら B 細胞の一種と考えられる細胞に着目し、
以後の検討を行った。この細胞は 2 週齢の離
乳前の通常マウスではわずかであるが、離乳
後の 4 週齢～7 週齢の時期に小腸粘膜固有層
内で増加していた。大腸粘膜内にも存在はし
ていたが、小腸粘膜の方がその存在比率は高
かった。 
 
（２）CD4 陰性で IL-10 産生性の B 細胞様の
細胞 (sLPL)の出現に関わる腸内菌を明らか
にするため、マウス盲腸内容物から分離した 
7 菌種を混合して無菌マウスに投与した群で
は IL-10 産生 sLPL 細胞が増加していた。7
菌種のうちLactobacillus を含む 3種類を定着
させた場合にも同様に sLPL 細胞の増加がみ
られた。増加の程度は SPF 便投与群に比べる
と小さかったが、7 菌種のうちいずれかは
sLPL 細胞の出現に関与している可能性があ
る。 
通常マウスに4週齢から抗菌薬バンコマイ



シンを投与したマウスでは非投与群に比べ
て CD4 陰性 IL-10 産生細胞が減少していた。
グラム陽性菌のうちマウス由来の標準菌株
の培養液を無菌マウスに経口投与し定着さ
せたところ、Bifidobacterium と Bacillus を定
着させたマウスではこの sLPL 細胞群の増加
は見られず、Enterococcus 属菌を定着させた
マウスでは増加がみられた。増加のレベルは
SPF 便を投与した場合に比べると小さいが、
常在菌として存在するグラム陽性菌の中に
CD4 陽性制御性 T 細胞以外の IL-10 産生細胞
の出現を誘導するものがあることが明らか
になった。 
 
（3）この sLPL 細胞画分を磁気ビーズを用い
て調製し培養した。培養上清中には IL-10 の
他にインターロイキン-22（IL-22） が産生さ
れていた。培養液中に B 細胞に対する刺激用
抗体を加えると IL-22 の産生が増加した。
IL-22 は抗菌タンパク質の産生や組織修復を
促進するサイトカインであり、腸管内に多数
存在する常在菌の体内への侵入を防ぎ、傷害
された部分の修復を行う重要なサイトカイ
ンである。 
 
（4）ナイーブ T 細胞を SCID マウスに移入す
る大腸炎モデルにこの CD4 陰性 IL-10 産生細
胞画分からさらに分画を行って得られた
sLPL 細胞を移入すると、大腸炎による体重減
少が抑制される傾向がみられた。RAG-2 ノッ
クアウトマウスにナイーブT細胞を移入する
大腸炎モデルでも同様の結果であった。また、
抗 IL-10抗体をこの sLPL細胞移入前日に投与
することにより、大腸炎抑制効果が減少した。 
 
以上の結果は、Enterococcus のような出生

後の比較的早期に腸管に定着するようなあ
りふれた常在菌への曝露によって、腸管にお
ける免疫応答の調整や腸管バリア機構の保
持に関与する可能性のある細胞集団が出現
することを示唆したものである。 
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