
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３５３０３

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

細胞外酵素ADPリボシルシクラーゼBST-1/CD157の腸管における機能

Function of extracellular ADP-ribosyl cyclase BST-1/CD157 in the intestine

１０２６３２４５研究者番号：

石原　克彦（Katsuhiko, Ishihara）

川崎医科大学・医学部・教授

研究期間：

２６４６０４９９

平成 年 月 日現在２９   ６ １７

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：細胞膜外ADPリボシルシクラーゼCD157と相同体CD38の単独あるいは二重欠損マウスを
用いてCD157の腸管における機能を解析した。
CD157とCD38の産生細胞は腸管における局在が異なる。CD157欠損マウスのDSS誘発大腸炎が軽度であったことは
CD157の腸炎促進機能を示唆する。無菌化CD157欠損マウスでは、SPFでは認められなかった細胞動態の異常表現
型が認められた。二重欠損マウスの糞便T-RFLP解析では、ある種の腸管常在細菌叢の比率が相対的に低下し、血
漿メタボローム解析では複数の経路の代謝産物に変動を認めた。
ADPリボシルシクラーゼが腸内細菌叢の制御に関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow stromal cell antigen-1(BST-1)/CD157 is a GPI-anchored ectoenzyme
 having cyclase activity that converts NAD to cyclic ADP-ribose. BST-1 is now appreciated as an 
entero-neuro-immune regulator. Using the knock-out mice (KO) that lack CD157, CD38 or both, the 
functions of CD157 in the intestine was examined.The cells expressing CD157 or CD38 locate at 
distinct regions of the gut system.Decreased severity of DDS-induced colitis in CD157KO indicated 
that CD157 has a function to promote the colitis. Germ-free CD157KO exhibited the abnormal 
phenotypes in the cellular dynamics that had not been recognized in the SPF condition. T-RFLP 
analyses of the feces of double(D)KO revealed a reduced frequency of a certain Operational Taxonomic
 Unit in the microbiota compared with those of wild type mice. The metabolome analyses of the plasma
 of DKO revealed the changes in the amount of metabolites in the several pathways. 
These data indicate that ADP-ribosyl cyclases regulates the microbiota.

研究分野：免疫学

キーワード： 腸内細菌叢　無菌マウス
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１．研究開始当初の背景 

 内なる環境因子として代謝・免疫・脳神経

系疾患の病態に密接に関連する腸内常在細

菌叢は粘膜免疫系により制御されている。

ADPリボシルシクラーゼ活性を持つ GPIアン

カー型細胞外酵素 BST-1/CD157 は B細胞の生

存を支持することにより関節リウマチの病

態に関与する。研究代表者は CD157 欠損マウ

ス(CD157KO)を作成し、初期(129 と C57BL/6J

との混合遺伝子背景)の表現型解析で粘膜免

疫系胸腺依存性抗原に対するIgA産生が低下

していることを明らかにした。一方、CD157

の相同分子である CD38 は 2 型膜貫通タンパ

ク質で B細胞活性化、細菌感染防御に関与す

ることが報告されている。ほ乳類における

ADP リボシルシクラーゼ機能の解明のために

作製した CD38/CD157 二重欠損マウス(CD38/ 

CD157DKO)と CD157KO の C57BL/6J への 8回の

戻し交配を完了し、CD38KO も含めて同じ遺伝

子背景で表現型を比較解析できる体制を整

えた。ゲノムワイド関連解析により CD157 遺

伝子がパーキンソン病の危険因子として同

定されたことや、カロリー制限時に腸管パネ

ート細胞に発現誘導されるCD157が酵素活性

を介して腸管幹細胞の分化を抑制し、分裂を

促進することから、今や、CD157 は腸管-神経

-免疫制御分子と考えられるようになった。 

 

２. 研究の目的 

 C57BL/6J の遺伝子背景で、CD157 分子の臓

器局在、CD157KO の抗体産生と腸管ストレス

応答性、腸内細菌叢との関連性を解析し、

CD157 の腸管における機能を明らかにする。 

 

３.研究の方法 

(1)CD157 分子の臓器局在 

 各種臓器より RNA を調製し、リアルタイム

PCR 法で遺伝子発現を定量する。ウサギ抗マ

ウスCD157抗体を用いて臓器凍結切片を免疫

染色し局在を解析する。リンパ組織について

は単細胞浮遊液を調製後、細胞系譜・亜集団

特異的蛍光標識モノクローナル抗体を用い

たフローサイトメトリーによりCD157KOにお

けるリンパ組織構成細胞の変化を解析する。 

(2)CD157KO の全身性抗体産生応答 

 血清免疫グロブリンをアイソタイプ別に

ELISA で測定する。I型および II 型胸腺非依

存性抗原として TNP(トリニトロフェニ

ル)-LPS, TNP-Ficoll、胸腺依存性抗原とし

てアラムと混ぜたジニトロフェニル化-卵白

アルブミン(DNP-OVA)を腹腔内に投与し、TNP

あるいはDNP特異的抗体をアイソタイプ別に

ELISA で測定する。 

(3)無菌化 CD157KO の作出と表現型解析 

 無菌化 CD157KO を委託作製し、7-8 週齢で

受取ってリンパ組織における免疫系細胞構

成をフローサイトメーター解析する。 

(4)CD157KO における腸管常在細菌叢 

 糞便の T-RFLP 解析により、CD157KO におい

て腸内細菌叢が変化しているか調べる。 

(5)CD157KO の腸管ストレス応答 

 CD157 の腸管幹細胞保護機能について

CD157KO に X線照射し、腸組織における変化

を解析する。また、3%デキストラン硫酸（DSS）

水摂取による大腸炎誘導実験を行う。 

 

４.研究成果 

(1)CD157 分子の臓器局在 

 Cd157とCd38の臓器別遺伝子発現解析では、

肺、腎、肝、胃、小腸、大腸、胸腺、脾臓、

表在リンパ節、腸間膜リンパ節、パイエル板

において両者の発現が認められた。しかし、

心臓、食道では認められなかった。Cd157 の

遺伝子発現が優位な臓器は腎であり、Cd38 の

優位な臓器は、肝臓、大腸、脾臓であった。 

 腸管に関しては、まず C57BL/6J の十二指

腸、空腸、回腸、結腸の凍結切片を作製し、

CD38 と CD157 の局在をラット抗 CD38 モノク

ローナル抗体とウサギ抗CD157抗体を用いた

蛍光免疫染色法で局在を解析した。抗 CD157



抗体の反応性は空腸粘膜上皮の刷子縁部分

が最も強く、絨毛内には陽性細胞が散在した。

一方、CD38 は十二指腸から結腸まで上皮細胞

から粘膜固有層に至るまでほぼ全ての領域

で産生細胞が認められた。CD157 と CD38 の腸

管における機能的役割の差異が示唆された。 

(2)CD157KO の全身性抗体産生応答 

 全身性抗体産生系の解析では、TNP-LPS に

対する抗 TNP-IgM および抗 TNP-IgG 産生が

CD157KO で増強していた。このような異常は

初期の解析では認められず、C57BL/6J の遺伝

子背景によって顕在化したと考えられた。こ

の異常が造血系細胞と非造血系細胞のいず

れのCD157によるものかを明らかにするため

に骨髄移植キメラを作製し、TNP-LPS 応答を

調べたところ、レシピエントにおける CD157

の有無に関わらず、ドナーの CD157 が欠損し

たキメラマウスにおいてTNP-LPS応答が亢進

したことから、B細胞表面の CD157 は TNP-LPS

応答を抑制している可能性が示唆された。 

(3) CD157KO の腸管ストレス応答 

 全身 X 線照射(12Gy)では、CD157KO の腸管

粘膜における障害に顕著な差はなかった。 

 3%DSS 水摂取による大腸炎誘発実験におい

て、CD157KO の６−７日目の体重減少は

C57BL/6J と比較して少なく、組織学的にも粘

膜破壊像は軽度であった。CD157の存在はDSS

腸炎の増悪に関与する可能性が示唆された。

(4) 無菌化 CD157 の作出と表現型解析 

 委託により作製した17匹の無菌化CD157KO

を 7-8 週齢で解析した。リンパ組織を構成す

る細胞亜集団に明らかな差異は認めなかっ

たものの、細胞数の解析で無菌化 C57BL/6J

と比較して、脾臓細胞の 50%増加、小腸腸管

上皮リンパ球、小腸粘膜固有層リンパ球の

40%の減少と腸間膜リンパ節細胞の著増(3 倍

以上)の変化が認められた。腸内細菌叢の存

在により不顕性となっていたCD157KOの細胞

動態に関連する異常表現型の存在が無菌化

により明らかとなった。 

(5)CD157KO における腸管常在菌層 

 当初、CD157 の腸管免疫制御機構を確認す

べくCD157KOの腸内細菌叢を解析する計画で

あった。しかし免疫染色の結果、CD38 も十二

指腸以降の消化管ほぼ全域に発現していた

ことから、単独欠損マウスの解析ではファミ

リー分子の相補機能により明確な変化が認

められないという可能性が懸念された。そこ

で両 ADP リボシルシクラーゼを欠損する

CD38/CD157DKO と対照 C57BL/6J(8 週齢雄；

n=5)の糞便を採取し、T-RFLP 解析により腸内

細菌叢を解析した。その結果、代表的腸管常

在細菌叢５種類の内、１種類の相対的比率が

低下していた。このことは ADP リボシルシク

ラーゼが腸内細菌叢の制御に関与するとの

新しい知見をもたらした。さらに、腸内細菌

叢の全身への影響を把握すべく、CE-TOFMS で

血漿メタボローム解析を行ったところ、

CD38/CD157DKO では野生型対照と比較して複

数の経路の代謝産物に変動が認められた。 

 CD157/ADP リボシルシクラーゼが種々の腸

管機能を制御することが明らかとなった。 
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