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研究成果の概要（和文）：腸上皮由来の抗菌レクチンRegIIIbetaは自然免疫エフェクターである。しかし、細菌性腸炎
における役割は不明であった。そこで、本研究ではサルモネラ腸炎モデルマウスを用いた実験より、細菌性腸炎におけ
るRegIIIbetaの役割の解明を試みた。
　RegIIIbetaが誘導発現した野生型マウスでは、サルモネラの腸管内定着が持続したことにより、炎症からの回復が遅
延した。腸内細菌叢解析より、RegIIIbetaが誘導発現したマウスでは、ある腸内細菌の割合が減少していた。以上より
、RegIIIbetaは腸内細菌叢に影響を及ぼすことによって、細菌性腸炎において、重要な役割を担っていることが示唆さ
れる。

研究成果の概要（英文）：The bactericidal lectin RegIIIbeta is secreted from intestinal epithelial cells 
into gut lumen. Expression of RegIIIbeta is inducible because gut infection with enteropathogens such as 
Salmonella dramatically increases the RegIIIbeta expression via MyD88- and IL-22-dependent manners. Thus, 
RegIII lectin is believed to act an innate immune effector. In contrast, the role of RegIIIbeta in gut 
infection with enteropathogens remains unknown. To this end, we have employed Salmonella colitis model 
with streptomycin-pretreated mouse. In Salmonella colitis model, the inducible expression of RegIIIbeta 
promoted sustained Salmonella gut colonization, and caused delayed recovery of the colitis. Microbiota 
analysis showed that RegIIIbeta inhibits rapid regrowth of certain commensal bacteria. Collectively, the 
RegIIIbeta-expressing gut microbiota remained dysbiosis, and thereby delaying recovery of the colitis. 
Our data have revealed that RegIIIbeta plays a pivotal role in Salmonella colitis.

研究分野：細菌学

キーワード： 抗菌レクチン　細菌性腸炎

  ２版



1. 研究開始当初の背景 

(1) 腸上皮細胞により産生されるC型レクチ

ンRegIIIはディフェンシンなどの抗菌ペ

プチドと同様に、殺菌作用を有する抗菌

タンパク質である [1]。抗菌レクチン

RegIII の発現は微生物の定着による自然

免疫システム（TLR-MyD88）および炎症

性サイトカイン IL-22 により制御されて

おり、RegIII はその抗菌活性により、病

原体の感染を制御する自然免疫の防御

因子であると考えられていた。 

 

(2) マウスの腸粘膜で発現する RegIIIβ レク

チンはリポポリサッカライド（LPS）構

成成分であるリピドAを認識することに

より標的のグラム陰性細菌に結合し、殺

菌的に働く[2]。また、グラム陰性病原細

菌のサルモネラに対する RegIIIβ の殺菌

作用はサルモネラの増殖期に依存した

ものであり、静止期のサルモネラは

RegIIIβ の殺菌作用に抵抗性を示す[2]。

さらに、感染したマウスの腸管内では、

サルモネラは RegIIIβ により殺菌されな

いことから、サルモネラは感染宿主の腸

管内で生育している間に RegIIIβ に対す

る抵抗性を付与する菌体表面の何らか

の修飾を行っている可能性が示唆され

ていた。 

 

(3) 腸管系病原細菌による細菌性腸炎にお

いて、RegIIIβがどのようにして、防御因

子として機能するか、あるいはその他の

役割を担っているか否かは不明であっ

た。 

 

2. 研究の目的 

(1) 感染宿主内で起こるサルモネラの菌体

表面の修飾は本菌の腸感染における病

原性に重要であることから、サルモネラ

の RegIIIβ 抵抗性メカニズムを明らかに

する。 

 

(2) ストレプトマイシンの前投与マウスを

用いたサルモネラ腸炎モデルを用いて、

細菌性腸炎における RegIIIβ 抵抗性の役

割を明らかにする。 

 

3. 研究の方法 

(1) サルモネラ変異株の作製 

ネズミチフス菌（Salmonella Typhimurium 

strain SL1344 ） を 用 い て 、

λred-recombinationシステムにより[3]、遺

伝子破壊株を作製した。 

(2) in vitro殺菌能試験 

LB 液体培地を用いて培養したネズミチ

フス菌と精製した組換え RegIIIβ を混合

し、37°Cにて 30分間培養した。培養後、

段階希釈し、それを LB 寒天培地に塗布

し、37°Cにて一夜培養した。生育したコ

ロニーの数より、RegIIIβの抗菌作用に対

する抵抗能を調べた。 

(3) サルモネラ腸炎モデル 

6〜10 週齢の C57BL/6 マウスとその

RegIIIβノックアウトマウス（RegIIIβ-/-）

を用いた。ストレプトマイシン（25 

mg/mouse）を経胃接種し、その 24 時間



後に LB 液体培地で培養したネズミチフ

ス菌を経胃接種により感染させた（1×108 

cfu/mouse）。感染したマウスより糞便を

回収し、リン酸緩衝液で懸濁した後、さ

らに同液で段階希釈したものをマッコ

ンキー寒天培地に塗布した。37°Cにて一

夜培養し、生育したコロニー数より糞便

（腸管内容物）中におけるネズミチフス

菌の生菌数を算出した。また、頚椎脱臼

によりマウスを安楽死させ、盲腸を摘出

した。 

(4) 炎症の評価 

サルモネラ腸炎モデルにおける炎症の

強度を感染したマウスより摘出した盲

腸組織を用いて評価した。摘出した盲腸

組織をホルマリン固定し、パラフィンブ

ロックを作製した。その切片を用いて、

ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色し、

光学顕微鏡にて観察した。炎症の強度は

Barthel ら[4]の方法に従い、13 段階で評

価した。 

(5) 腸内細菌叢解析 

マウスの糞便より腸内細菌のゲノム

DNAを抽出し、それを鋳型として、16S 

rRNA遺伝子のV3-V4領域を PCRにて増

幅した。PCR産物を精製し、次世代シー

ケンサー Illumina MiSeqを用いて、DNA

配列を決定した後、Quantitative Insights 

Into Microbial Ecologyを用いて解析し、

存在比を算出した。さらに、16S rRNA

遺伝子特異的プライマーを用いた定量

的 PCRにより、存在量を算出した。 

 

4. 研究成果 

(1) サルモネラに RegIIIβ 抵抗性を付与する

LPS修飾遺伝子の同定 

RegIIIβはリピド Aを認識し、グラム陰性

菌に結合することが、抗菌メカニズムの

第一段階である[5]。また、LPSの O多糖

はRegIIIβのリピドAへの結合を物理的な

障壁となり阻害する[5]。サルモネラの

LPS 修飾は本菌の病原性に関わり、特異

的なものであることから、LPS 修飾が

RegIIIβ抵抗性に関与している可能性を調

べた。これまでに報告されている LPS 修

飾に関わる全ての遺伝子の破壊株につい

て、RegIIIβの in vitro殺菌能を調べた。し

かし、試験した全ての破壊株はネズミチ

フス菌の野生株と同様に、RegIIIβ抵抗性

を示した。 

(2) サルモネラ腸炎モデルを用いた細菌性腸

炎における RegIIIβの役割の解明 

① 炎症誘導における RegIIIβの関与 

腸感染したサルモネラによる炎症の誘導

にRegIIIβが関与するか否かを明らかにす

るために、サルモネラ腸炎モデルを用い

て、C57BL/6マウスおよび RegIIIβノック

アウトマウスにネズミチフス菌を感染さ

せた。感染 2 日後における糞便中のネズ

ミチフス菌の生菌数を比較した結果、有

意な差は認められなかった。さらに、盲

腸組織の病理評価による炎症強度も同等

であった。これより、RegIIIβはネズミチ

フス菌の腸感染による炎症の誘導には関

与していないことが明らかになった。 

② ネズミチフス菌の腸管内定着への RegIIIβ



の関与 

細菌性腸炎の炎症誘導後におけるネズミ

チフス菌の腸管内定着において、RegIIIβ

が関与するか否かを調べた。ストレプト

マイシンを前投与した C57BL/6 マウスお

よびRegIIIβノックアウトマウスにネズミ

チフス菌を感染させた後、2、4および 10

日後にマウスを安楽死させ、糞便の回収

および盲腸を摘出した。糞便中のネズミ

チフス菌の生菌数を比較した結果、感染 2

日後および 4 日後では明らかな差は認め

られなかった。しかし、感染 10日後では

RegIIIβ ノックアウトマウスにおける糞便

中のネズミチフス菌の生菌数は野生型マ

ウスのそれよりも有意に減少していた。

さらに、感染 2日後および 10日後の盲腸

組織における炎症強度を比較した結果、

感染 2 日後ではどちらのマウスの盲腸組

織においても強い炎症が認められた。一

方、感染 10日後の盲腸組織では、野生型

マウスにおいて中程度の炎症が認められ

たが、RegIIIβ ノックアウトマウスでは明

らかな炎症は認められなかった。以上の

結果より、ネズミチフス菌の感染により

誘導発現したRegIIIβは本菌の腸管内定着

に対して、防御的に働くよりむしろ促進

することが示唆された。 

③ 誘導発現したRegIIIβによる腸内細菌叢に

対する影響 

ネズミチフス菌の腸管内定着には常在し

ている腸内細菌が関与する。そこで、ネ

ズミチフス菌の感染により誘導発現した

RegIIIβが腸内細菌叢に及ぼす影響を調べ

た。ストレプトマイシンを前投与した

C57BL/6マウスおよび RegIIIβノックアウ

トマウスにネズミチフス菌を感染させた

後、2日後および 10日後にマウスを安楽

死させ、大腸内容物を回収した。それよ

り全ゲノム DNAを回収し、特異的プライ

マーを用いて、16S rRNA遺伝子の V3-V4

領域を PCRにて増幅した。Illumina MiSeq

を用いて精製した PCR 産物の DNA 配列

を決定し、腸内細菌の存在比を明らかに

した。その結果、感染 2 日後では野生型

マウスと比較して、RegIIIβ ノックアウト

マウスにおいて、ある腸内細菌（以下、

腸内細菌 X）の存在比が高かった。また、

感染 10日後では野生型マウスにおいても、

腸内細菌 X の存在比が上昇したが、

RegIIIβ ノックアウトマウスのそれよりは

高かった。さらに、定量的 PCRにより腸

内細菌 X の存在量を調べた結果、感染 2

日後および 10日後において、野生型マウ

スと比較してRegIIIβノックアウトマウス

では腸内細菌 X の存在比が有意に高かっ

た。これらの結果より、ネズミチフス菌

の感染により誘導発現したRegIIIβは腸内

細菌 X の増殖を制限する可能性が示唆さ

れた。また、誘導発現した RegIIIβは腸内

細菌叢バランスに影響を及ぼすことによ

り細菌性腸炎からの回復に関与すること

が明らかになった。 
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