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研究成果の概要（和文）：消化器系における自然免疫系を介する常在細菌制御に関して，小腸や大腸の粘膜上皮におけ
る各種膜型TLRの発現と常在細菌定着との関係や分泌型TLRと常在細菌制御との関係，さらに各種抗菌物質分泌と常在細
菌種定着の変化との関係を明らかにした。また腸管付属リンパ組織の濾胞付属腸陰窩における上皮細胞分化の特殊性や
食道や皮膚における常在細菌の過剰増殖に対するアポトーシスによる防御機構の詳細を明らかにした。加えて小腸にお
いて乳ビ球が従来直接入らないとされてきた門脈血中に直接流入することを証明し，これに関与する内皮細胞の受容体
を特定するとともに，呼吸器系における各種TLRの発現・分泌機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The research achievements on the natural host defense against indigenous bacteria 
(IB) in animals is as follows: the clarification of the relationship between IB settlement and membranous 
Toll-like receptor (mTLRs)/secretory TLRs (sTLRs) in small and large intestines, the clarification of the 
relationship between the alternation of IB settlement and the bactericidal substance secretion in small in
testine, the clarification of the peculiar epithelial differentiation in the follicle-associated intestina
l crypts of gut-associated lymphatic tissue, the clarification of the detailed host defense with epithelia
l apoptosis against IB hyperproliferation in esophagus and epidermis, the demonstration of the direct tran
sportation of chylomicrons from the intestinal epithelium into the hepatic portal blood and the endothelia
l receptor for chylomicron transportation, the clarification of the recognition system with mTLRs and secr
etion of sTLRs against IB in the respiratory tract.
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１．研究開始当初の背景 
常在微生物は経口免疫寛容の導入や粘膜

免疫の賦活化等を介して宿主の健康維持に
深く関わるとされるが，宿主の構成細胞数を
はるかに超える常在微生物に対して宿主側
がどのようにして応答・制御し，常在微生物
の定着を可能としているのかに関しては殆
ど解明されていない。一方，微生物の病原関
連分子パターンを認識する受容体として
Toll-like receptor (TLR)の重要性が注目さ
れ，同受容体が特定の分泌液されることが明
らかになりつつあるが，分泌機構を含めた in 
vivoでの解明はなされていない。また消化管
等における生体防御機構を解明する上で不
足している基礎的知見や修正を要する基礎
的知見が多数存在している。研究代表者等は，
従来消化管等を中心として，常在細菌と宿主
との応答や常在細菌定着の仕組みに関する
基礎的研究を行い，多くの成果を得てきてい
る。 
 
２．研究の目的 
研究代表者等が従来明らかにしてきた常在

細菌と宿主との応答や常在細菌定着の仕組
みに関する様々な基礎的研究成果を基に，本
研究では in vivo の視点から TLR を含めた
常在細菌制御のメカニズム，さらにこの基礎
となる事象についての解明を in vivoの視点
からさらに推し進めることを目的としてい
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 消化管一般粘膜上皮に発現する各種 TLR
の免疫組織化学的解析 
生理学的条件下にあるラットの十二指腸，

空腸近位部，空腸遠位部，回腸近位部，回腸
遠位部の一般粘膜上皮に発現する各種TLRの
発現を免疫組織化学的に精査し，常在細菌の
定着等との関係を探った。 
 
(2) 消化管付属外分泌腺に発現する各種 TLR
の免疫組織化学的解析 
生理学的条件下にあるラットを用いて，消

化管内に分泌物を流入させる涙腺，眼窩外涙
腺，ハーダー腺及び消化管に付属する舌腺，
耳下腺，下顎腺，舌下腺，噴門線，胃底腺，
幽門腺，肝臓，膵臓，粘膜下腺や小腸から大
腸に至る腸陰窩を免疫組織化学的に精査し，
各種TLRを分泌する外分泌腺について解析し
た。 
 

(3) 小腸一般粘膜上皮における常在細菌の
増殖に対する調節と定着菌種との関係の解
明 
生理学的条件下にあるラットの十二指腸，

空腸近位部，空腸遠位部，回腸近位部及び回
腸遠位部を用いて，グラム染色や各種抗菌物
質の分泌と常在細菌コロニーの局所的増殖
との関係を免疫組織化学的及び定着菌種と
の関係を定量組織学的に精査し，常在細菌増

殖に対する制御の仕組みを解析した。 
 
(4)大腸の集合リンパ小節に付属する腸陰窩
における上皮細胞化の特性の解明 

生理学的条件下のラットの大腸集合リン
パ小節を用いて，各種抗菌物質を免疫組織化
学的に観察し，併せて各種多糖体染色に観察
するとともに透過型電子顕微鏡的に濾胞付
属腸陰窩を精査し，濾胞付属腸陰窩における
上皮細胞分化の特殊性を調べた。 
 
(5) 上行結腸における常在細菌の定着部位
の特定，定着と TLR 発現との関係及び常在細
菌の過増殖に対する上皮細胞性の調節機構
の免疫組織化学的及び定量組織学的解析 
生理学的条件下にあるラットの上行結腸

近位部を，免疫組織化学的及び定量組織学的
手法に常在細菌の定着部位を特定するとと
もに，細菌の定着と TLR 発現との関係並びに
常在細菌の過増殖に対する上皮細胞性の調
節機構について解析した。 
 
(6) 呼吸器系粘膜上皮に発現する各種 TLRの
免疫組織化学的解析 
生理学的条件下にあるラットの鼻腔，喉頭，

気管，気管支及び肺の組織について免疫組織
化学的に TLRの発現及び各種 TLRを分泌する
外分泌腺を詳細に解析した。 
 
(7) 食道及び皮膚粘膜上皮におけるアポト
ーシスの誘導・実行・調節機構及び常在細菌
の過増殖時におけるアポトーシス機構の変
化の解明 
生理学的条件下のラットの食道及び皮膚の

上皮について，アポトーシスの誘導・実行・
調節に関わる蛋白質を免疫組織化学的に検
出し，アポトーシスに関与する蛋白質の時系
列的な発現と常在細菌が上皮上で過増殖し
た部位における関連蛋白質の発現の変化を
解析した。 
 
(8) 深麻酔のラットの空腸を一部結紮して 3
つのループを作製し，各々のループにラット
IgGのFcないし実験対象としてのFab及びカ
ゼイン蛋白を被覆した粒子を注入して 30 分
後にループを摘出・固定した。パラフィン切
片を作製した後，腸絨毛からの粒子の取り込
みを光学顕微鏡的及び定量組織学的に解析
した。 
 
(9) 小腸における乳ビ球の輸送経路とその
メカニズムの解明 
生理学的条件下にあるラットの空腸を採

取・固定し，透過型電子顕微鏡下で定量組織
学的に観察して上皮細胞で産生された乳ビ
球の輸送経路を解析するとともに，血中リポ
蛋白に対する受容体を免疫組織化学的に検
出し，血行性に輸送されるメカニズムを解析
した。 
 



４．研究成果 
(1) 生理学的条件下のラットの小腸の上皮
では，TLR-2 が小腸全長の上皮細胞に発現し，
TLR-4及び-9は十二指腸の上皮細胞で発現し
たことから，上部消化管における常在細菌に
対する監視部位としての十二指腸の重要性
が明らかになるとともに，TL-2 が腸絨毛の先
端部で欠損し，これが常在細菌の定着に貢献
することを定量組織学的に明らかにした。 
 
(2) 生理学的条件下のラットの消化管にお
ける分泌型 TLR-2，-4 及び-9 の分泌部位を特
定するとともに，膜型 TLR によるリガンドの
認識の調節における分泌型TLRの重要性を指
摘した。 
 
(3) 生理学的条件下のラットの小腸におけ
る常在細菌の基本的な定着部位が腸絨毛先
端のアポトーシス後期の上皮細胞であるが，
これを起点として常在細菌が腸絨毛間隙内
に増殖すると，腸陰窩のパネート細胞からリ
ゾチームや sPLA2 が一過性に放出され，これ
によってグラム陰性菌よりもグラム陽性菌
が優先的に排除されるため，消化管前位にお
けるグラム陽性菌優位が消化管後位におけ
るグラム陰性菌優位に変わる一因であるこ
とを明らかにした。 
 
(4) 生理学的条件下のラットの大腸では，集
合リンパ小節内を含む近傍の腸陰窩内にの
みパネート細胞が出現し，超微形態学的特徴，
多糖体染色特性並びに分泌顆粒内の抗菌物
質の種類についても小腸のパネート細胞と
同一であることを明らかにした。また，同腸
陰窩内では杯細胞からパネート細胞への分
化・移行が起こることも明らかにした。 
 
(5) 従来常在細菌の正確な定着部位が不明
であった上行結腸において常在細菌の定着
部位が腸間膜付着部の粘膜中の腸表面上皮
細胞上であり，同細胞上の TLR-2, -4 及び-9
の発現が他部位より弱いことが常在細菌の
定着に貢献することを明らかにしている。ま
た常在細菌の腸陰窩内への過増殖が上皮細
胞増殖による防御応答の亢進を誘導し，細胞
分化し終えた杯細胞の分裂をも誘導するこ
とを明らかにした。 
 
(6) 生理学的条件下の呼吸器系の粘膜上皮
におけるTLR-1から-9の膜型受容体の発現を
部位別に細胞種ごとに明らかにするととも
に，各種 TLR を分泌する上皮内腺及び上皮外
腺を特定し，呼吸器系における微生物認識の
特性を明らかにした。 
 
(7) 重層扁平上皮で構成される食道及び皮
膚の上皮細胞が，生理学的条件下では Fas 及
び Fas-Lの結合によるアポトーシスの非ミト
コンドリア経路の活性化に並行して細胞成
熟を進行するが，最終的にミトコンドリア経

路の活性化によって細胞死に至ることを明
らかした。また上皮細胞上で常在細菌が過増
殖すると，TNF と TNF-L の結合が起こり，ミ
トコンドリア経路の急激な亢進によって細
胞死が早められることが明らかになった。 
 
(8) 従来研究代表者等が明らかにした，腸管
内腔から食餌性の未消化の蛋白質や粒子状
物が特異抗体と免疫複合体を形成して体循
環血へ輸送される現象（persorption）に，
上皮細胞に発現した Fc 受容体が関与するこ
とを明らかにした。 
 
(9) 従来小腸の上皮細胞で形成された乳ビ
球がリンパ管を介して全身輸送され，血行性
には輸送されないとされてきたが，直径75 nm
以下の小型の乳ビ球が毛細血管を介して輸
送されることを超微形態学的に証明すると
ともに，毛細血管への輸送にはVLDL receptor
が関与することを明らかにした。 
 
＜まとめと展望＞ 
 本研究では，消化管等において，国内外を
通じて解明が全く遅れていた常在細菌の定
着や増殖に対する生体防御の一端を明らか
にすることができた。消化管における常在細
菌との応答は，全身における様々な免疫応答
や経口免疫寛容の成立に重要な影響を与え
るとされることから，本研究で得られた成果
は，今後感染症の予防やアレルギーの予防・
治療に大きく貢献することが期待される。ま
た宿主の健康の維持に特に重要な役割を演
じるとされる消化管に関しては膨大な基礎
的知見が明らかにされてきたが，中には再検
討を要する重要な知見が存在しており，これ
らの問題点にも目を向けた研究の展開が期
待される。  
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