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研究成果の概要（和文）：３年間の研究期間を通して、モデルマウスの構築と、その腸内細菌叢について一定の知見を
得ることが出来た。想定した起因菌については、病態変化とともに、その存在あるいは一定量の増減の可能性を見るこ
とができ、起因菌/起因菌群の一部としての可能性が高まった。また、ある種の抗生物質の前投与による病態抑制の再
現も得られたので、治療に関する知見も得られたと考えている。
免疫反応特性については期限内に着手できなかったが、現在測定系の構築が終わり、実データの収集に着手している。
本研究の助成期間は終了したが、引き続き本テーマの研究を継続推進していく予定である。

研究成果の概要（英文）：We were able to construct the model mice, and obtain a certain knowledge about 
the intestinal flora. As for the suspected pathogenic bacteria, the presence or a certain amount of 
increase or decrease were observed along with the disease state. From these data, it increased the 
possibility of the causative agent bacteria or bacterial group. In addition, the premedication of a 
certain antibacterial agent was effective for suppression of the worse disease condition, it was 
considered to be obtained the knowledge of the medical treatment. Characteristics of the immune response 
was not able to be undertaken in this study period, but we could construct the measuring system and start 
to collect the data. The period of this grant was completed, but we will continue this study.
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１．研究開始当初の背景 
炎症性腸疾患(Inflammatory Bowel Disease, 

IBD)研究の現状 
IBDには、潰瘍性大腸炎 (UC、病変は粘膜に
限られ、その部位は大腸および直腸・結腸に
限局)とクローン病（病変は腸管壁全層かつ消
化管全般に及ぶ）がある。両疾患とも国の特
定難病性疾患（難病、公費負担）として指定
されている。IBD の患者数は、1991 年は約
3.3万人であったが、2009年度には約 14.4万
人（特定疾患医療受給者証交付件数より）と、
4 倍以上に増えており、今後ますます患者増
が懸念される難疾患である。 
何れの疾患も、発症には腸内細菌の存在が必
須で germ-free 環境では発症しないこと
（Immunol Rev 169:195, 1999）、IBD患者の中
には、抗菌薬の投与が有用な場合があること
（Gut 48:647, 2001）等からその原因として、
特定の細菌の刺激に始まり、それに続く不適
切な炎症反応の結果、発症すると推定されて
いる。 
これまで、腸内細菌の外膜抗原 LPS や細胞
壁ペプチドグリカンなどが TLR( Toll Like 
Receptor)を通して樹状細胞を刺激し、サイト
カインを分泌、Th1細胞または Th2細胞に分
化し、炎症反応を引き起こすとする説などが
考えられてきたが、近年 IFN-や IL-4などの
メディエーターは発症の要因ではなく、病態
の進行による結果であるとの報告もされて
いる(Curr Opin Gastroenterol 23:365, 2007)。 
一方、膨大な腸内細菌が腸管上皮に接触して
いても炎症を起さない機構として T-reg (抑制
性 T 細胞)から分泌される IL-10 による樹状
細胞の活性化の抑制が報告され、この破綻に
より炎症が引き起こされるとする報告がさ
れている(New Eng J Med 361:2066, 2009)。 
いずれにおいても、ひとたび炎症反応の亢進
あるいは免疫寛容システムの破綻が起こる
と、徐々に病態悪化へと進むものと考えられ
る。病態増悪の免疫学的メカニズムは上述の
ように詳細に検討されているが、最も初期の
病態発生のトリガーとなる腸内細菌の特定
や炎症初期の生体反応に関する研究はほと
んど進展していない。その理由は、起因微生
物は腸内細菌叢の膨大な量（糞便１g あたり
1011～1012個）に比べれば、その割合は非常
に少なく、通常の培養法、PCR法などでは容
易に検出できず、最新の網羅的な遺伝子解析
方法を精緻に実施しなければならない点に
ある。加えて、現在の病態モデルマウスの作
成方法は特定薬物（デキストラン硫酸ナトリ
ウム(DSS)や 2,4,6-トリニトロベンゼンスル
ホン酸(TNBS)など）投与により数日程度で発
症する急性疾患の発症様式である。病態進行
に関するモデルとしては有用であっても、本
来慢性疾患であるはずの IBD の発症初期段
階を反映したモデルとは言えない。 
 我々は平成 21～23 年度の基盤研究(C)で、
UC マウスの細菌叢のメタゲノム解析を行い、
健常マウスにはほとんど存在せず、UC マウ

スに有意に存在する複数の微生物を見出す
ことに成功した。それらの菌群の一部は、ヒ
トのクローン病患者から高頻度に検出され
る菌群と同じであることを見出している（第
85回日本細菌学会総会にて発表済）。 
さらにクローン病との関連が示唆されて
いる菌種に Helicobacter spp.がある。我々はヒ
ト腸管に生息する Helicobacter cinaediの全ゲ
ノム配列を決定し、VI 型分泌機構 (T6SS)な
らびに CRISPR/Cas 領域が存在する新たな
pathogenic island を見出した（ J Bacteriol 
194:3744, 2012）。マウスの腸管に生息する
Helicobacter hepaticusでは T6SSを使い、宿主
細胞の炎症を抑制して長期間、腸管内に留ま
り、クローン病発症に関与すると指摘されて
いる(Cell Host & Microbe, 7:265,2010)。我々の
上述のメタゲノム解析の結果、UC マウス糞
便中には有意に多数の Helicobacter spp.が存
在していた。 
 
 
２．研究の目的 
我々が開発した DNA-deduction法（IFO Res 

25:19, 2011, J Oral Biosci 54: 132, 2012）を使い、
メジャー菌群のみならずマイナー菌群も含
め、クローン病発症モデルの腸内細菌叢を精
査解析する。これまでの知見からメトロニダ
ゾールやイミペネム＋バンコマイシンの投
与により、クローン病発症を防ぐことが出来
ている。これらのモデルを使い、起因微生物
の特定へと繋げていく。これらの検討の過程
で起因微生物の薬剤感受性も明らかとする
ことができ、有効抗菌薬の情報とすることが
できる。 
一方 Helicobacter spp.については、当該細
菌の T6SS 欠損株を作成し、マウス投与実
験を行い、その挙動や炎症反応、宿主応答
を確認する。 
 さらにマウスに起因微生物を経腸投与（ま
たは経口投与）することにより、化学物質で
はなく、微生物の刺激による慢性疾患として
の IBD発症モデルの構築を行う。 
IBD発症初期段階のモデルがこれまで無かっ
たため、前述のように免疫学的メカニズムの
報告も混沌としているので、起因微生物投与
後の IBD発症初期の免疫応答について、各種
のサイトカインや炎症マーカー等を測定し、
どのような免疫応答から発症が始まるのか
を明らかにし、その知見をもって治療および
予防法を策定する。 
 
 
３．研究の方法 
既に確立されている TNBS直腸内投与法を実
施する。病態進行したモデルマウス、健常マ
ウスから糞便を回収し細菌 DNA を抽出、メ
タゲノム解析法を実施、存在する菌群を網羅
的に明らかにする。これらの条件より得たメ
タゲノムデータを比較解析し、クローン病発
症に強く関連すると思われる微生物群を特



定する。一方既に成功している DSS投与によ
るＵＣモデルマウスについても、さらに作出
し、その特徴を見出す。これまでの研究から
推定される起因微生物の特異塩基配列から
蛍光プローブを作成し、FISH（Fluorescence 
in situ hybridization）により当該微生物の腸
管内での局在、特に病変部位との関係を明
らかにする。 
これまでの報告から、 IBD 発症に

Helicobacter spp.が関連している可能性が強
く示唆されており(Cell Host & Microbe, 7:265, 
2010)、我々の UCモデルマウスを使った実験
でも、当該細菌が有意に増えているデータを
既に得ている。そこで、当該細菌の T6SS 欠
損株を作成し、マウス投与実験を行い、その
挙動や炎症反応、宿主応答を確認する。起因
微生物の投与時から、定着期、発症初期、増
悪期、さらに抗菌薬投与による回復期などの
各段階において病態の観察と種々の免疫学
的な測定を行う。 

IBD病態確認としては、外観や病態スコア、
部検時の腸管の長さや形態的変化などのマ
クロ的観察を行う。 
 
４．研究成果 
TNBS（トリニトロベンゼンスルホン酸）直
腸内投与法によりクローン病（CD)モデルマ
ウスを構築した。その CD モデルマスの病態
進行ーnormal、 mild、sever の 3段階ーにと
もない、糞便を回収し、16S rRNA メタゲノム
法を実施した。病態進行に合わせて全体的な
細菌叢および特定の菌群の変化が見られる
データが得られた。しかしながら、精査解析
をしていくと、病態進行とリンクして増減し
ている細菌種までは特定することができな
かった。 
UC モデルマウスより見出された UC 起因候
補株について、その遺伝情報から特異性の高
いと考えられるプローブを作成した。当初非
特異的な反応を抑えきれず、当該微生物の局
在性等については知見を得ることができな
ったが、種々反応条件を検討することで、一
定の細菌を検出することができた。 
一方デキストラン硫酸投与法による潰瘍
性大腸炎(UC)モデルマウスについては、以前
に得られた細菌多様性が見られず、指標とし
た菌群の再発見はできなかった。これはマウ
スの遺伝的な背景が均一でないことが一因
と考えられたので、これまでのクローズド系
の ICR マウスから、近交系の C57BL/6 を使用
することとした。その結果として ICR に比べ
病態の現れ方が均一的であった。  
Helicobacter cinaedi の 6 型分泌機構
(T6SS)に関連する遺伝子のノックアウト株
については、遺伝子レベルでの評価の結果、
作成に成功することができた。しかしながら、
およそ１年以上にわたり、その相補株を作成
すべく精力的に研究を行ったが、実現には至
らなかった。諸外国の多くの文献を見ても H. 
cinaedi に関する遺伝子改変の報告はほとん

ど無く、何らかの未同定の制御系があり、外
来の遺伝子を導入するのは非常に困難なの
ではないかと推察された。 
本研究の結果の一部として、UC モデルマウ
スの病態進行に伴う体重の減少（図１）、病
態スコア（図２．当研究で独自に策定。論文
等で未発表のため詳細は省略）の上昇、大腸
の萎縮のデータ（図３）を示した。 

 
また、病態ごとのマウス腸管壁の様子につい
て図４に示した。さらに糞便から回収した
DNA より 16S rRNA 遺伝子の一部を増幅して、
そのパターンから細菌の多様性をみる DGGE 
(Denature gradient gel electrophoresis)
を実施したところ、DSS 投与マウスは、健常
マウスとは明らかに異なる細菌叢に変化し
ていることが判った（図５）。この DGGE の結
果を踏まえ、メタゲノム解析を行った結果の
一部について図６に示した。この図では属レ
ベルの分類階級で多様性を確認しているが、
健常マウス、DSS による病態進行マウス、リ
ンコマイシンンによる予防処置済みのマウ
スで大きく細菌叢が異なっていることが見
て取れる。 



 
３年間の研究期間を通して、モデルマウス
の構築と、その腸内細菌叢について一定の知
見を得ることが出来た。想定した起因菌につ
いては、病態変化とともに、その存在あるい
は一定量の増減の可能性を見ることができ、
起因菌/起因菌群の一部としての可能性が高
まった。また、ある種の抗生物質の前投与に
よる病態抑制の再現も得られたので、治療に
関する知見も得られたと考えている。 
当初予定に照らし、免疫反応特性については
期限内に着手できなかったが、現在測定系の
構築が終わり、実データの収集に着手してい
る。本助成研究の研究期間は終了したが、引

き続き本テーマの研究を継続推進していく
予定である。 
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