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研究成果の概要（和文）：腸管の樹状細胞(DC)は末梢リンパ節のDCとフェノタイプや機能の点で明らかに異なる. 腸管
におけるDCのコンディショニング機構は, 同所に豊富に存在するTGF-βが重要であることを見出した. DCのみがTGF-β
シグナルを受容できないDC特異的II型TGF-β受容体欠損マウスは, 炎症性細胞の主要臓器への浸潤や自己抗体の生産な
ど, 自己免疫疾患様の病態が自発的に発症した. 本病態を発症したマウスの末梢リンパ節では腸内常在菌が検出され, 
重要なことに, 同マウスへの抗生物質の投与は腸内常在菌の体内移行を妨げ, 症状や生存率を改善させた.

研究成果の概要（英文）：Gut dendritic cells (DC) are distinct from peripheral lymph node DC in terms of 
their phenotypes and functions. We found that TGF-b, which is an abundant cytokine in the gut, is 
essential for the conditioning of DC in the gut. We generated conditional knockout mice with DC-specific 
deletion of type II TGF-b receptor (TbRII-DCKO), and found that TbRII-DCKO mice develop spontaneously 
autoimmune-like diseases, which are characterized by inflammatory cell migration into several organs and 
autoantibody production. Interestingly, in TbRII-DCKO mice that had developed the diseases, some 
commensal bacteria were detected in peripheral lymphoid organs, and the symptom and host survival were 
partly improved by treatment with antibiotics.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
腸管は食物や腸内常在菌など生体の恒常性
を維持する上で重要な成分や, 感染症をもた
らす病原体が常時混在する臓器であり, 食物
や腸内常在菌成分に対しては免疫寛容(負の
応答)を, 病原体や一部の常在菌に対しては
IgA を主体とした防御応答(正の応答)を誘導
する. この相反する応答は, 全身免疫系とは
異なる腸管独自の粘膜免疫系によって制御
されており, パイエル板, 腸間膜リンパ節, 
および粘膜固有層から構成される腸管関連
リンパ組織(GALT)で誘導される. GALT には
代表的な抗炎症性サイトカインである
TGF-が豊富に存在しており, この理由から
腸管は免疫寛容誘導の場として理解されて
きた. 近年, この誘導機序に樹状細胞(DC)が
中心的な役割を担っていることが相次いで
報告された. しかしながら, 粘膜免疫系を司
る GALT DC に固有の機能の付与(コンディ
ショニング)機構は不明である. 
 
２．研究の目的 
申請者は, この点を解明する上で重要となる
のは, GALT に固有の微小環境に着目するこ
とであると考えた. 本研究課題では, 腸管粘
膜組織に固有の上皮細胞および同所に豊富
に存在する TGF-に着目し, GALT における
DC のコンディショニング機構を明らかにす
ることを目的とした. 
 
３．研究の方法 
(1) マウス 
C57BL/6J 野 生 型 (B6), B6.CD11c-cre, 
B6.Villin-cre, B6.TRIIflox/flox マウスは日本
クレアおよび Jackson Laboratory から購入
した . TGF-1-GFP レポーターマウスは
Flavell 博士より分与された. すべての動物
実験は東京医科歯科大学および星薬科大学
の組換え DNA 実験安全委員会および動物実
験委員会の審査•承認を経て遂行した. 実験
に当たっては, 各大学動物実験指針を遵守し
た. 
 
(2) 免疫組織化学染色法 
マウスから摘出した臓器を OCT コンパウン
ドに包埋し, 凍結組織を作製した後, クリオ
スタットを用いて薄切(8m)した. 凍結組織
切片を APRIL, BAFF, CD11b, CD11c, IgD, 
IgG, Ki67 に特異的な蛍光標識抗体で染色後, 
共焦点レーザー顕微鏡(FV10i)を用いて解析
した. 
 
(3) フローサイトメーター 
マウスの腸管粘膜固有層細胞を細胞表面分
子 (B220, CD4, CD11b, CD11c, CD45.2, 
IgA)および細胞内分子(IFN-, IL-17, Foxp3)
に 特 異 的 な 蛍 光 標 識 抗 体 で 染 色 し , 
FACSCalibur および FACSCantII を用いて
解析した. 
 

(4) 炎症性腸疾患モデル 
マウスに 2%デキストラン硫酸ナトリウム
(DSS)を 7 日間飲水摂取させ, その後通常の
水に置き換えさらに 7 日間飼育し, 経時的に
体重変化および肉眼的所見(大腸短縮, 大腸
出血)を評価した. 
 
(5) 腸内常在菌の検出 
リンパ節における腸内常在菌の検出•同定は, 
16S rRNA を標的とした q-PCR 法を用いて
おこなった. また, Enterococcus spp.の同定
およびコロニー数の測定は EF 選択培地を用
いておこなった. 
 
４．研究成果 
(1) TGF-生産細胞の同定 
TGF-は粘膜組織に豊富に存在するサイト
カインであり, さまざまな細胞から生産され
ることが知られている. TGF--GFP レポー
ターマウスを用いて, 腸管粘膜組織における
主要な TGF-生産細胞の同定を試みたとこ
ろ, 同細胞は粘膜固有層の上皮細胞直下に存
在する CD45.2+CD11b+細胞であることが判
明した. 
 
(2) DC コンディショニングにおける上皮細
胞 TGF-シグナルの重要性 
II 型 TGF-受容体遺伝子領域を loxp 配列間
で挟んだ TRIIflox/flox マウスと上皮細胞特異
的マーカーVillin-cre マウスを交配すること
で, 上皮細胞のみTGF-シグナルを受容でき
ない TRIIIECKOマウスを作製した. TGF-欠
損マウスは胎生致死であることから , 
TRIIIECKO マウスでは腸炎が自発的に発症
することが予測されたが, 同マウスは同腹対
照(TRIIflox/flox)マウスと同様, 正常な発育を
示した. 小腸および大腸における陰窩の数や
絨毛の高さも正常であった. また, 定常状態
における腸管粘膜固有層の DC サブセット, 
Th17 細胞, 制御性 T 細胞, および IgA+細胞
の頻度も正常であった.  
 TRIIIECKO マウスに DSS 大腸炎を発症さ
せ, 炎症時における上皮細胞TGF-シグナル
の重要性についても検討したが, 体重変化お
よび大腸短縮などに有意な差異は認められ
なかった. これらの結果から, DCコンディシ
ョニングは上皮細胞の受容する TGF-シグ
ナルに依存しないことが判明した. 
 
(3) DC コンディショニングにおける DC 
TGF-シグナルの重要性 
TRIIflox/flox マウスと DC 特異的マーカー
CD11c-cre マウスを交配することで, DC の
み TGF- シ グ ナ ル を 受 容 で き な い
TRIIDCKO マウスを作製した. TRIIDCKO マ
ウスは 8 週齢までは対照(TRIIflox/flox)マウス
と同様の体重増加を示すが, 興味深いことに,
およそ 80%の個体(雄性マウスは 100%)でそ
れ以降の体重増加は認められず, 15 週齢前後
に全頭死亡することが判明した(図 1). 



   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 TRIIDCKO マウスの早期死亡の原因を追求
するために, 病態を発症したマウス(12 週齢) 
のリンパ組織(脾臓, 胸腺, 腸間膜リンパ節), 
心臓, 肝臓, 腎臓, 胃, および腸管の凍結組
織切片を作製し, 解析をおこなったところ, 
同マウスでは各臓器の萎縮, CD11b+および
CD11b+CD11c+炎症性細胞の浸潤, リンパ濾
胞(tertiary lymphoid organs)の形成が認め
られた. なかでも, 胸腺と胃粘膜における炎
症性細胞の浸潤およびリンパ濾胞の形成は
著明であった(図 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また対照マウスと比較して, TRIIDCKO マウ
スでは, 末梢血中の BAFF 生産レベル, 胸腺
および胃粘膜における APRIL 発現レベルの
著しい亢進が認められた(図 3). この結果と
相関するように, 末梢血中の IgG および IgA
生産レベルの亢進 , リンパ濾胞の周囲に
IgG+細胞の存在が確認された(図 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

重要なことに, 二重鎖 DNA に対する自己抗
体(IgG)の生産も病態を発症した半数のマウ
スで検出された. さらに腸管粘膜固有層では, 
Th17 細胞および IFN-生産性 T 細胞の頻度
の増加が確認されたが, 制御性 T 細胞の頻度
に変化は認められなかった. 
 
(4) 自己免疫疾患様病態形成における腸内常
在菌の重要性 
近年, 腸内常在菌が自己免疫疾患の病態形成
に重要であることが報告されている. 病態を
発症したTRIIDCKOマウスのリンパ組織にお
ける腸内常在菌の有無を調べたところ, 脾臓, 
腸間膜リンパ節, および腸管粘膜固有層にお
いて代表的な腸内常在菌 Enterococcus 
faecalisおよびE. faeciumが高頻度で検出さ
れ, 興味深いことに, その多くが DC によっ
て取り込まれていることが認められた(図 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 TRIIDCKO マウスの自己免疫疾患様の病態
が腸内常在菌の刺激依存性である可能性を
明らかにする目的で, 同マウスの離乳後から
抗生物質(アンピシリン, メトロニダゾール, 
ネオマイシン, バンコマイシン)を飲水投与
させた. 予想した通り, 抗生物質処理により
リンパ組織における腸内常在菌数の減少に
伴う, 発症時期の遅延および生存率の改善が
認められた. また同時に, 炎症性細胞の浸潤, 
リンパ濾胞の形成, および自己抗体の生産が
抑制された. 
 これら一連の実験を通じて得られた結果
から, DC における TGF-シグナルは粘膜面
での腸内常在菌の体内移行を制限しており, 
同時に常在菌に対する免疫寛容の維持機構
であり, これにより自発的な炎症性疾患の発
症を未然に防いでいることが示された. 
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