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研究成果の概要（和文）：腸管の恒常性制御機構の解明のため、腸管上皮細胞と樹状細胞の役割を検討した。上皮特異
的IKKノックアウトは、Citrobacter感染腸炎の減弱を認めなかった。一方血球細胞ではIKKシグナルが樹状細胞と病原
体の制御に重要であった。上皮細胞の細胞間接着分子は腸管内細菌の制御と腸炎の抑制作用があると考えられた。一方
樹状細胞ではTGFbシグナルが、大腸、胃など消化管の抗炎症作用に必須であった。樹状細胞のTGFbR2のヘテロノックア
ウトマウスではCitrobacter腸炎の悪化がみられた。樹状細胞のTGFbシグナルは腸内細菌を感知、制御し個体の恒常性
維持に寄与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to understand the roles of epithelial cell and dendritic
 cell in the regulation of immune responses and homeostasis in colon. Epithelial cell-specific IKK knockou
t mice showed comparable inflammatory responses to WT mice in Citrobacter-induced colitis. In contrast, he
matopoietic IKK signals are critical to mucosal accumulation of dendritic cells and regulation of Citrobac
ter. Dendritic cell-specific TGFbR2 knockout mice showed severe gastrointestinal inflammation and died bef
ore 12 week. Dendritic cell-specific TGFbR2 heterozygote mice also exhibited susceptibility to Citrobacter
-induced colitis. The results in this study indicate TGFb signaling on dendritic cells is an important reg
ulator of colonic homeostasis by sensing and regulating microbiota of colon. 
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１．研究開始当初の背景 

近年ヒトと腸内細菌叢の共存関係が、宿主の
恒常性に影響を与えていることが明らかに
なってきた。腸管は個体のなかで最も大きな
二次免疫系をもち、腸管免疫によって病原体
から個体を防御する一方で、食物アレルギー
や炎症性腸疾患などの病態にも関与してお
り、腸管免疫は厳密に制御されている。腸管
免疫において細菌の認識に重要な役割を果
たすのが、個体と腸管内をへだてる一層の上
皮細胞と、おもに粘膜固有層とリンパ節を移
動し抗原認識にかかわる樹状細胞である。こ
の免疫寛容と免疫誘導がどのように制御さ
れているのか、特に上皮細胞と樹状細胞の相
互反応機序に関しては大部分が不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では腸管免疫の制御機構について、細
菌の認識に関与する上皮細胞と樹状細胞の
役割と相互作用について検討する。上皮およ
び樹状細胞に特異的な遺伝子制御マウスを
用いてそれぞれの細胞の炎症性シグナルや
細胞間接着分子が常在菌や病原性細菌の認
識や免疫応答に果たす役割を明らかにする。
また腸管免疫の破綻による腸内細菌叢の変
化が個体に与える影響を検討し、腸管免疫制
御による肥満、腸炎などの治療の可能性を検
討する。 

 

３．研究の方法 

上皮細胞特異的な IKKノックアウトマウス
は Foxa-creマウスと IKK flox マウスを交配
して作成した(Foxa-IKK)。血球特異的 IKK

ノックアウトマウスは Mx1-cre マウスと
IKK floxマウスを交配(Mx1-IKK)し、polyIC

を腹腔内投与して作成した。誘導性カドヘリ
ンノックアウトマウスは CAG-creERTマウ
スと CDH flox マウスを交配した個体
(CAGcreERT-CDH)にタモキシフェンを腹
腔内投与して作成した。樹状細胞特異的
TGFbR2ノックアウトマウスは Itg-creマウ
スと TGFbR2 flox マウスを交配して作成し
た(DC-TGFbR2KO)。これらマウスに
Citrobacter感染により大腸炎を作成し、大
腸組織の病理像の検討、免疫組織染色、定量
的 PCR法による遺伝子発現検討を行った。
炎症細胞の定量は遺伝子発現やフローサイ
トメトリー、免疫染色で行った。 

腸内細菌叢の検討は、糞便から抽出したDNA

を用いた定量的 PCR法、培養法などで行っ
た。 

 
４．研究成果 
(1) 上皮細胞における NF-kB シグナルが腸
管の恒常性にあたえる影響の検討 
樹 立 し た Foxa-cre;IKK F/F マ ウ ス
(Foxa-IKK)の大腸組織とコントロールマウ
スの大腸組織をイムノブロットで検討した。
図１に示すように Foxa-IKKマウスの大腸上
皮細胞における IKK の欠失を確認した。こ

のマウスは正常に生まれ、発育し明らかな体
重減少も認めなかった。 

 

 

 
 
 
 

 

 

次 に マ ウ ス に 大 腸 炎 モ デ ル で あ る
Citrobacter 感染腸炎を適用してコントロー
ルマウスと比較した。糞便試料をもちいた感
染細菌数の比較では、3 週までの検討でコン
トロールと Foxa-IKKマウスで有意な違いを
認めなかった。また体重減少についても両群
で有意な違いを認めなかった（図 2）。続いて
腸炎の評価の目的で大腸組織の病理像を比
較した。粘膜下層、粘膜固有層への炎症細胞
浸潤や反応性の上皮細胞の肥厚も両群に同
程度に認められた（図 3）。また Citrobacter

に対する血清抗体価も ELISA で調べたが有
意な違いを認めなかった。IKK が制御する
NF-kB の標的遺伝子である炎症性サイトカ
インの発現や炎症細胞のマーカーを大腸組
織で定量したところ、Foxa-IKK マウスで有
意な低下を認めなかった（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から上皮細胞の NF-kB シグナ
ルが細菌性腸炎の制御に与える影響は限局
的であると考えられ、腸管免疫や宿主恒常性
は別の細胞やシグナルが重要であることが
明らかになった。 

 

 (2) 上皮細胞以外のNF-kBシグナルの検討 
上皮細胞の NF-kB シグナルが細菌性腸炎の
制御に与える影響が限定的であったため、次
に血球系の細胞の NF-kB シグナルについて



検討した。 Mx1-IKK マウスに polyIC 

(250ug/body 2日間)を腹腔内投与し誘導性に
血球系に遺伝子改変(IKKb ノックアウト)を
起こし Citrobacter 感染腸炎の影響を検討し
た。これらのマウスではコントロールマウス
に比較し体重の有意な減少(103% vs 95%)、
高い死亡率 (0% vs 63%)が認められた。また
病理像の検討でもMx1- IKKマウスはコント
ロールマウスでは見られない、広範な潰瘍形
成や強い炎症細胞浸潤を認めた(図 5)。炎症
性サイトカインの発現はMx1- IKKマウスと
コントロールで有意な差が見られなかった
が、腸管粘膜の樹状細胞数は定量的 PCR で
著明に減少していた (図 6)。糞便中の
Citrobacter 数を定量的に評価したところ、
コントロールに比較しMx1- IKKマウスでは
有意に細菌数が増加していた(7.6 ± 0.2 vs 

9.3 ± 0.5 log10CFU/g)。これらの結果から血
球系の IKK シグナルは腸管内病原性細菌の
制御と腸炎の抑制に重要であり、樹状細胞が
関与している可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 
(3) 樹状細胞特異的 TGFbR2 ノックアウト
マウスを用いた樹状細胞による腸管恒常性
制御機構の検討 

樹状細胞は外来性の病原体や食事抗原など
を認識し免疫の発動や寛容を制御する炎症
細胞である。TGFb シグナルはリンパ球の抑
制などに関与する細胞内シグナルであり、炎
症性腸疾患への関与も指摘されている。そこ
で樹状細胞におけるTGFbシグナルの役割を
検討する目的で Itg-cre;TGFbR2F/F マウス
(DC-TGFbR2KO マウス)を樹立しコントロ
ールマウスと比較した。 

まず、樹状細胞における TGFbR2 の発現と
TGFb に対する反応性を検討した。
DC-TGFbR2KO、DC-TGFbR2 heterozygote 

(HT)、コントロールマウスの骨髄から樹状細
胞を分化させイムノブロットで検討した。図
7 に示すように DC-TGFbR2KO で は
TGFbR2 の発現が消失し、シグナル下流の
SMAD2のリン酸化がほぼ消失していた。HT

マウスからの樹状細胞は減弱がみられた。
DC-TGFbR2KOマウスは生後 8-12週で死亡
した。組織の病理像の検討で胃、大腸などの
消化管に広範な炎症を認めた（図 8）。腸管内
への樹状細胞の浸潤を検討すると、野生型マ
ウスに比較して有意に高度であった（図 9）。 
コントロールマウスと DC-TGFbR2HT マウ
スは定常状態では病理像、成長などに全く差
が見られなかった（図 10）。そこでこのマウ
スを用いて Citrobacter 感染における樹状細
胞の TGFb シグナルの役割を検討した。
Citrobacter 腸炎モデルにおける便中の細菌

量は DC-TGFbR2HT マウスで有意に高値で
あり、病理学的な炎症も高度であった（図 11）。
これらの結果より樹状細胞におけるTGFbシ
グナルは腸内病原性細菌の制御に重要であ
り、腸炎の抑止に働いている可能性が考えら
れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) 上皮細胞の細胞間接着と腸管恒常性の
検討 

次に上皮細胞の細胞接着が宿主の腸管恒常
性に与える影響を明らかにするために上皮
細胞の重要な細胞間接着分子である
E-cadherin に着目した。タモキシフェンの腹
腔内投与により誘導性に遺伝子改変を惹起
する CAGcreERT-CDH マウスを用いて検討
した。コントロールマウスはタモキシフェン
の投与により病理学的に炎症がみられなか
った。しかし CAGcreERT-CDH マウスは投
与後 1週で著明な上皮の脱落と炎症細胞浸潤
を認めた（図 12）。免疫染色で E-cadherin

はコントロールマウスの上皮細胞のとくに
腸 管 内 腔 側 に 強 く 発 現 し て い た が
CAGcreERT-CDH マウスでは著明な減弱が
見られた（図 13）。それぞれのマウスより糞
便を採取し、定量的 PCR で細菌数の比較を
行った。DNA 当たりの総細菌数、クロスト



リジウム属細菌数に有意差がみられなかっ
たが、エンテロバクテリア科の細菌は
CAG-creERT; CDH マウスで約５倍増加し
ていた（図 14）。この結果からは上皮細胞の
細胞間接着シグナルは腸管内細菌の菌種に
よった制御を行っている可能性が考えられ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5) 腸炎における腸管膜脂肪組織の変化 
近年肥満などの代謝性疾患が宿主の恒常性
制御に影響を与えることが明らかになって
きた。そこで腸炎における腸管の脂肪組織の
変化を検討した。 
野生型 B6 マウスに Citrobacter を感染させ
腸管膜脂肪織の病理像を検討したが、経時的
に有意な変化は見られなかった。しかし炎症
性サイトカインの定量を行うと、mRNAレベル
では CXCL1、CXCL2 の有意な増加がみられた
（図 15）。よって腸管内細菌叢の変化による
腸炎が脂肪細胞のケモカイン発現を引き起
こす可能性が考えられた。 
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