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研究成果の概要（和文）：Helicobacter属菌には病原性を示し人獣共通感染症菌と認識される菌種が多々あり、現在も
新たな菌種が分離検出されている。本研究では、実験用マウスで高頻度に検出される同属の未分類菌MIT01-6451につい
て、性状と病原性について明らかにすることを目的とした。
その結果、本菌の形態や生化学的性状と共に、生息部位である下部消化管以外に免疫不全マウスにおいて肝臓の壊死や
分娩異常など生殖器で病原性を示す可能性を見出した。また、免疫不全マウスで脱肛など盲腸以下の大腸で炎症を示し
、免疫正常マウスでも各種免疫反応が有意に亢進することがわかり、本菌の病原性とそのメカニズムの一端を明らかに
しつつある。

研究成果の概要（英文）：Many Helicobacter species indicate pathogenicity and novel speceis have been 
isolated recently. The purpose of this study was characterization and clarifying the pathogenicity of 
unclassified species, MIT01-6451, detected frequently in laboratory mice.
The morphological and biochemical characterization of MIT01-6451 were demonstrated and its clonization 
sites were clarified which were cecum and colon of mice. Since MIT01-6451 infection in immunodeficient 
mice induced necrosis in liver and abnormal delivery, our study indicated that MIT01-6451 shows 
pathogenicity in hepatic and reproductive tissues other than intestine. The infection in immunodeficient 
mice also showed rectal prolapse and inflammation in cecal and colonic mucosa. In immunocompetent mice, 
although the clinical symptoms were not observed, inflammatory and various Th resoponses were detected in 
lymphocytes of cecal and colonic mucosa. A part of mechanisms of MIT01-6451 pathogenicity in mice were 
clarified in this study.

研究分野：実験動物感染症、細菌性人獣共通感染症

キーワード： ヘリコバクター属菌　大腸粘膜　盲腸粘膜　粘膜固有層リンパ球　ヘルパーT細胞反応　感染防御機構　
生殖器　ATP分泌性腸球菌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 炎症性腸疾患はクローン病と潰瘍性大腸
炎の二つに大別され、慢性炎症を繰り返し下
痢症状に悩まされる難治性疾患である。これ
までに原因として遺伝的要因の他、腸内常在
細菌あるいは病原細菌が発症に重要な役割
を担っていることが指摘されてはいるが、そ
の詳細なメカニズムは解明されていない。 
 ヘリコバクター属菌は哺乳動物や鳥類の
消化管や肝臓から分離され、病原性を示すも
のも多い。同属菌は、主に胃に生息する
gastric 型と胆管系あるいは盲腸以下の下部
消化管に主に生息する enterohepatic 型に分
けられ、これらの菌は炎症性腸疾患の発症に
何らかの関与が疑われている。また、現在も
多くの未分類菌が検出される一方、同属菌は
ガス環境や栄養要求性など培養条件が菌種
や株によって異なり取り扱いが難しく病原
性に関する知見の蓄積が乏しい。 
 一方、腸管腔内に分泌された ATP が、腸
管粘膜における IL-17 産生ヘルパーT 細胞
(Th17)あるいは肥満細胞を活性化し腸炎発
症を誘導することが明らかになった
(Atarashi et al., Nature, 2008; Kurashima 
et al., Nat. Commun., 2012)。また、腸内常
在細菌には ATP分泌性腸球菌(Enterococcus 
gallinarum など)が存在し、これらの細菌が
腸管粘膜免疫に影響を及ぼしている可能性
が 指 摘 さ れ た (Iwase et al., J. Clin. 
Microbiol., 2010)。しかしながら、どのよう
なメカニズムで均衡が保たれていた菌叢バ
ランスを破綻し、ATP分泌性腸球菌群が優勢
となり腸粘膜における炎症を誘導するかに
ついては明らかではない。 
申請者らは、国内で飼養される実験用マウ
ス で 未 分 類 の ヘ リ コ バ ク タ ー 属 菌
MIT01-6451が同属菌の中で高頻度に検出さ
れ、主に盲腸以下の下部消化管に生息する
enterohepatic 型であることを明らかにした。
そこで、この菌の分離と病原性を含む性状解
析を行い、実験結果の精度に影響するなど実
験用マウスが保有する影響について評価す
る必要性が考えられた。また、申請者らは、
実験用マウスの糞からバンコマイシン耐性
腸 球 菌 で あ る E. gallinarum や E. 
casseliflavus が実験用マウスで広く保有さ
れていることを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、マウスにおけるMIT01-6451
の病原性を明らかにするとともに持続感染
による大腸における炎症誘導の分子機序を
明らかにする。また、実験用マウスで広く保
有される腸球菌の ATP 分泌性を含む性状を
明らかにする。更に、その腸球菌の腸内分布
がMIT01-6451菌持続感染によりどのような
影響を受け、大腸粘膜における炎症誘導機構
に関係しているかを明らかにすることを最
終目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1)実験用マウスから検出されるバンコマイ
シン耐性腸球菌の性状解析 
 当大学動物実験施設に実験動物生産業者
(4 社)から導入される各種系統マウスの糞を
回収し、その抽出液を 6μg/ml バンコマイシ
ン添加ブレインハートインフュージョン培
地にて 2日間好気培養し、バンコマイシン耐
性腸球菌を検出した。これらの菌の同定は同
定キット(シスメックスビオメリュ)を用い
て行い、薬剤耐性についてはディスク法を用
いて調査した。また、耐性機序を調べるため、
これまでに明らかになっている耐性遺伝子
をPCRにより検出およびシークエンス解析を
行った。ATP 分泌性については、RPMI 培地に
各分離菌を培養後、菌をフィルター除去した
上清中 ATP を測定キット(Promega)を用いて
検出し調べた。 
 
(2)MIT01-6451 の分離と形態学・生化学的性
状解析 
 感染マウスの糞抽出液を用いてメンブレ
ンフィルター法により3-5日間程度微好気培
養して菌分離を行った。培地は、7%馬溶血液
添加ブルセラ培地あるいは Trypticase soy
培地、その他変法スキロー培地(ニッスイ)を
用いた。 
 細菌の形態はネガティブ染色を行い電子
顕微鏡により観察し、生化学的性状解析は主
に API campy 同定キット(シスメックスビオ
メリュ)を用いて行った。 
 
(3)MIT01-6451 の垂直感染と繁殖効率への影
響の検討 
 BALB/c および C57BL/6 マウスは、PBS に浮
遊させた MIT01-6451 を 3-4 日毎に経口投与
し感染させた。免疫不全(SCID)マウスは、経
口感染させた免疫正常マウスと同居させる
ことで感染させた。これらの各系統において
雌雄マウスを mating し、妊娠 16-18 日目に
おける母マウスを安楽殺後、生殖器や乳腺、
そして胎子組織と各胎盤を採取し各組織中
DNA を抽出した。また、出産後の新生子と母
マウスの生殖器等を採取し同様に各組織の
DNA を抽出した。これらの DNA を試料とし、
MIT01-6451 遺伝子の検出を行った。同時に、
感染による胎子数や産子数への評価も行っ
た。 
 
(4)MIT01-6451 感染による大腸における免疫
応答解析 
 上記と同様の方法で感染させた BALB/c と
免疫不全(SCID)マウスを用いた。感染マウス
の盲腸および大腸の粘膜固有層リンパ球を
EDTAおよびコラゲナーゼ消化後にPercoll密
度勾配により回収した。回収されたリンパ球
から RNA を抽出し cDNA 作製後にリアルタイ
ム PCR により各種サイトカイン mRNA 発現を
相対定量した。血清および糞中抗体価は
ELISA により測定した。組織学的観察のため



各組織を 10%中性ホルマリンで固定後、パラ
フィン包埋し、各切片はヘマトキシリン・エ
オジン染色の他各種免疫細胞を免疫染色に
より検出した。 
 
４．研究成果 
(1)実験用マウスから検出されるバンコマイ
シン耐性腸球菌の性状解析 
 市販マウス 21 系統の内、19 系統のマウス
からバンコマイシン耐性腸球菌(VRE)である
E. gallinarum 19 菌と E. casseliflavus 5
菌分離された。これらの分離菌が保有するバ
ンコマイシン耐性遺伝子は、vanC1 あるいは
vanC2/3 でそれぞれバンコマイシンに対し低
度耐性を示した。これらの分離菌からはゲラ
チナーゼや溶血素産生は見られず、病原関連
遺伝子(６種)も検出されなかった。また、分
離菌の中にはエリスロマイシン(マクロライ
ド系、1菌)、テトラサイクリン系(2菌)、ニ
ューキノロン系(3 菌)に耐性を示す菌が存在
した。各種薬剤耐性機序について調べたとこ
ろ、キノロン耐性に関与する DNA ジャイレー
スおよびトポイソメラーゼ遺伝子の変異の
他、キノロン耐性およびマクロライド耐性に
関与する薬剤結合阻害、不活化酵素あるいは
排出ポンプの各種遺伝子は検出されなかっ
た。しかし、テトラサイクリン系薬剤に耐性
を示した分離菌2菌からはtet(O)遺伝子が検
出された。一方、各分離菌について ATP の分
泌を検出したところ、好気(図 1)および嫌気
培養でほぼ全ての分離菌の培養上清中に ATP
が検出され分泌性であることが分かった。 

 これらの結果から、実験用マウスにおいて
バンコマイシン低度耐性腸球菌が広く保有
されており、その腸球菌には機序は明らかで
はないがその他の薬剤に対して耐性を示す
ことを明らかとなった。また、これらの腸球
菌は ATP 分泌性であることから、抗生薬剤の
服用やストレスなどで腸内細菌叢バランス
が破綻することでこれらの腸球菌が優勢と
なり、腸粘膜における Th17 反応や肥満細胞
を活性化し腸炎を誘導する可能性が考えら
れた。 
 
(2)MIT01-6451 の分離と性状解析 
 実験用マウスの糞抽出液を用いて培養し
たところ、1 ㎜以下の極小のコロニーあるい

はフィルム状コロニーを形成して増殖し分
離することができた。この菌について、グラ
ム陰性のらせん状桿菌で両端に1本ずつの有
鞘の鞭毛を保有し、カタラーゼ・オキシダー
ゼ産生でウレアーゼ非産生性など生化学的
性状を明らかにし新菌種であると考えらえ
た(図 2)。 

 
(3)マウスにおけるMIT01-6451の垂直感染と
繁殖効率への影響 
免疫正常の BALB/c および C57BL/6 マウス
では、胎子への感染は認められず、母マウス
の子宮・膣・乳腺および各胎子の胎盤からも
菌遺伝子は検出されなかった。免疫不全
(SCID)マウスでは、胎子への感染は認められ
なかったものの、母マウスの一部で生殖器や
乳腺および胎盤から菌遺伝子が検出された。
また、免疫正常の 2系統マウスでは出生直後
の新生子は感染しておらず、生後 1週間頃か
ら感染が認められた。出産した母マウスの生
殖器や乳腺からも菌遺伝子は検出されなか
った。SCID マウスでは、免疫正常マウスと同
様に出生直後の新生子は感染が認められな
かった。しかし、SCID マウスの中には分娩異
常を示し、死産や娩出中に死亡する母マウス
も認められた。それらの死亡胎子の胎盤を調
べたところ、菌遺伝子が検出された。 

これらの結果から、MIT01-6451 は胎盤を介
し胎子への垂直感染を起こす可能性は極め
て低いものの、宿主が免疫不全の場合、
MIT01-6451 は腸管腔外の生殖器組織に移行
し分娩や妊娠維持機構に影響を示し繁殖効
率の悪化を引き起こす可能性が考えられた
(図 3)。また、新生子への感染は、娩出時の
産道感染あるいは出生後母乳を介した感染
の可能性は極めて低く、出生後の母マウスと
の接触や食糞行動により経口感染を起こす
と考えられた。これらの得られた知見は実験



用マウスの微生物学的品質管理上有用であ
る。 
 
(4)免疫不全(SCID)マウスの肝臓および下部
消化管における MIT01-6451 の病原性 
 MIT01-6451 に感染した免疫不全(SCID)マ
ウスは、肉眼的には約 30%の雄で脱肛と肝臓
に白斑が認められた。雌では、脱肛は認めら
れなかったが、同様に肝臓に白斑が観察され
た。白斑が認められた肝臓組織を観察したと
ころ肝細胞の壊死と単球系細胞による貪食
像と免疫細胞の浸潤が認められ、巣状壊死を
起こしていた(図 4a・b)。また、この肝臓組
織 DNAから MIT01-6451 遺伝子が検出された。 

脱肛を起こした雄マウスの盲腸以下の大
腸組織を観察したところ、直腸付近で激しい
免疫細胞の浸潤と粘膜組織の肥厚が認めら
れ、免疫染色では顕著な好中球の浸潤が検出
された(図 4c・d)。しかし、結腸の近位に行
くに従いその炎症は認められなかった。また、
盲腸で好中球の浸潤など炎症像が認められ
た。一方、雌の SCID マウスでは脱肛を示す
個体はなく大腸の長さに変化はなかったが、
盲腸重量が非感染群と比較して軽く盲腸粘
膜において炎症が起きている可能性が考え
られた。更に、盲腸および大腸粘膜固有層リ
ンパ球の各種サイトカイン mRNA 発現を調べ
たところ、炎症性(TNFα)および Th1 系サイ
トカイン(IFNγ)ｍRNA 発現が有意に亢進し
ており、現在、雌マウスにおける盲腸以下の
消化管の病理組織変化について調べている。 
以上の結果から本研究では、MIT01-6451 は
腸管粘膜において適切な免疫応答による感
染防御機構が機能しなければ、下部消化管粘
膜に侵入し炎症を起こすとともに、肝臓に移
行するなど消化管以外の組織で病態を誘導
することを明らかにした。 
 
(5)免疫正常マウスにおけるMIT01-6451の消
化管への病原性 
 BALB/c マウスに MIT01-6451 を経口感染さ
せ、感染後 3週(短期感染群)および 6ヶ月以
上(長期感染群)の両群で調べたところ、両群
とも体重・大腸の長さ・盲腸重量に変化はな
く肉眼的病理変化は認められなかった。しか
し、長期感染群の盲腸および大腸の病理組織
変化を観察したところ、孤立リンパ節数につ

いて盲腸粘膜では差はなかったが大腸粘膜
で非感染群に比べ有意に多かった。また、細
胞浸潤など炎症病理スコアリングにより評
価したところ、大腸では差はなかったが盲腸
粘膜で有意に高く軽度の炎症が認められた
(図 5)。そこで、盲腸およびそれ以下の大腸

の粘膜固有層リンパ球を採取し各種サイト
カイン mRNA 発現を調べたところ、長期感染
群では発現が高い傾向を示すサイトカイン
もあったがいずれも有意差は認められなか
った。一方、短期感染群では、Th1(IFNγ)・
Th2(IL-4)・Th17(IL-17A)の各 Th 反応系サイ
トカイン発現が有意に亢進していた。また、
同時に調節性 Treg(IL-10)の発現も有意に亢
進していた。更に血中 IgA および IgG、糞中
IgA 力価を調べたところ、各群で非感染群と
比較して有意に高く、長期感染群で短期感染
群と比較して有意に高かった(図 6)。 

 これらの結果から、MIT01-6451 感染初期に
は、腸管粘膜における感染防御機構が十分に
機能する前に菌の組織侵入を受け各種免疫
反応が活性化すると同時に、Treg 系サイトカ
イン(IL-10)発現も亢進し過剰な免疫反応が
抑制され肉眼的病理変化が観察されるまで
には至らなかったと考えられた。また、長期
感染になると、孤立リンパ節数が多かったこ
とから大腸において B細胞による IgA分泌な
ど粘膜の感染防御機構が十分に働き菌の組
織侵入を受ず、各種サイトカイン反応が収束
に向かい大腸における炎症病態も認められ
なかったと考えられた。以上より MIT01-6451
感染により免疫正常マウスの消化管に病原
性を示す可能性があり、本研究ではその機序
の一端について明らかにすることができた。 
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