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研究成果の概要（和文）：多発性硬化症のモデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）マウスを用いて、中枢神経
系炎症の発症に寄与する腸内細菌の探索を行った。その結果、EAEが抑制されたマウスの小腸においてErysipelotricha
ceae科の菌株が減少することを見出した。本菌株をマウスから単離培養し、無菌マウスに定着させたところ、EAE症状
が悪化することを確認した。本菌株は小腸においてバイオフィルムを形成し、小腸上皮に付着することで炎症反応を促
進し、さらにはEAEにおける自己抗原特異的T細胞の病原性を高める可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the gut microbes which are involved in the progression of 
inflammation in central nerve system using Experimental allergic encephalomyelitis (EAE) mice, animal 
model of multiple sclerosis. It has shown that Erysipelotrichaceae strain was significantly decreased in 
the mice with reduced EAE susceptibility. So we isolated the Erysipelotrichaceae strain from mice, and 
inoculated to germ free mice. The mice colonized with only Erysipelotrichaceae strain showed increased 
EAE severity compared to germ free mice, meaning that this bacterium have pathogenic roles in EAE. 
Further, we found that this bacterium forms biofilm and attaches to epithelial cells in the small 
intestine, and this might lead to the increased pathogenicity of antigen-specific T cells.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
 腸内細菌叢はヒトの健康維持に有用であ
ると同時に有害な面があることも明らかに
なってきている。いわゆる悪玉菌の増加は
癌・糖尿病・高血圧・心臓病などの生活習慣
病、アレルギー・炎症性腸疾患などの免疫疾
患や各種感染症を誘発し、老化との関連も示
唆されている。さらに近年、多発性硬化症と
いった神経免疫疾患においても、その発症・
進行に腸内細菌が関与していることが明ら
かになってきた（Lee, et al., Proc Natl Acad 
Sci U S A, 2011; Berer et al., Nature, 2011）。
しかしながら、腸内細菌がどのような作用機
序で中枢神経系の炎症反応に関わっている
のか、すなわち宿主中枢神経系－腸内細菌間
相互作用の科学的根拠は乏しいのが現状で
あった。 
 われわれは、ミエリンペプチドに自己応答
性 を 持 つ 多 発 性 硬 化 症 モ デ ル 動 物
（ experimental autoimmune 
encephalomyelitis, EAE）に各種抗生物質
（ Ampicillin, Vancomycin, Neomycin, 
Metronidazole）を投与した結果、EAE病態
発症が促進または抑制されることを見出し
ている。これらの結果は、腸内細菌叢の変化
を含む腸内環境変動が、多発性硬化症の発症
および抑制の両方に寄与していることを示
唆している。さらに、16S rRNAメタシーケ
ンスの結果、EAE病態発症抑制されたマウス
腸内細菌は、Bacteroides 属が有意に増加し
ていることを確認している。一方で、EAE病
態発症が促進されたマウスでは、Barnesiella
属が増加していた。さらに、腸管粘膜固有層
においてミエリンペプチド特異的な免疫応
答が確認できたことから、ある種の腸内細菌
が中枢神経系炎症に関与する免疫細胞を腸
管において制御していることが示唆された。
これらの予備検討結果をもとに、上記オーミ
クス解析手法を応用すれば、腸内細菌による
中枢神経系の免疫制御機構の分子メカニズ
ムを明らかにでき、その分子機構を基盤とす
る腸内細菌をターゲットとした神経免疫疾
患の予防・治療法開発にもつながると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究において、ある種の腸内細
菌が多発性硬化症モデルにおける病態発症
に関与していることが明らかにされている。
Segmented filamentous bacteria（SFB）などの
腸内細菌が腸管免疫を活性化することで症
状悪化に加担することが示されたが（Lee, et 
al., Proc Natl Acad Sci U S A, 2011）、SFB以外
の菌の関与も指摘されており（Berer et al., 
Nature, 2011）、また、腸管免疫と中枢神経系
の炎症との関わりについても詳細は明らか
になっていない。そこで本研究提案では、「ど
のような腸内細菌が」「どのようなメカニズ
ムで」中枢神経系炎症を制御しているのか、
腸内細菌側に主に焦点をあてて解析を試み

る。 
 われわれはこれまでに、多発性硬化症モデ
ルマウスに各種抗生物質投与することで腸
内細菌叢を変動させ、多発性硬化症に対する
感受性が変化することを見出しており、それ
らの菌叢の特徴を明らかにしている（感受性
の変化は SFB非依存的である）。このように、
抗生物質投与・非投与による５つの特徴的な
腸内細菌叢データとそれらの病態変化デー
タを取得しており、相関解析および特定菌株
定着マウス（exGF マウス）を用いた解析に
より、「どのような腸内細菌が」関与してい
るのか、その同定が可能であると考えられる。 
 また、本モデルマウスでは小腸においてミ
エリンペプチド特異的な免疫応答が活性化
していることを見出している。このことから、
腸内細菌による腸管でのミエリンペプチド
特異的免疫応答の制御が、病態変化に重要な
役割を果たしているを示唆している。これら
のデータをもとに、「どのようなメカニズム
で」腸内細菌がミエリンペプチド特異的免疫
応答を制御するのか、菌活性成分の同定も含
めて解明を試みる。以上の解析により、腸内
細菌をターゲットとした中枢神経系炎症反
応の新規予防・治療法の確立に展開するため
の基盤が構築されると期待でき、中枢神経系
炎症抑制に適した機能性食品やプレバイオ
ティクスの開発などに発展すると考えれる。 
  
 
３．研究の方法 
 マウスに Ampicillin, Vancomycin, Neomycin, 
Metronidazoleをそれぞれ 1週間自由摂取させ
ることで、人為的に腸内細菌叢を変動させた。
これらのマウスにミエリンペプチド（MOG）
を免疫し EAE を発症誘導した。EAE 症状は
尾および四肢の麻痺をもとに毎日評価する
とともに、脊髄における脱髄などをもとに評
価した。また、脾臓および小腸粘膜固有層か
らリンパ球を単離し MOG 存在下で培養後、
上清中のサイトカイン濃度または細胞増殖
アッセイにより、MOG 特異的免疫応答を解
析した。 
 抗生物質を投与したマウスの小腸内容物
から細菌 DNAを抽出し、16S rDNAの V4領
域を PCRにより増幅した。得られたライブラ
リを次世代シーケンサーMiseq を用いてシー
ケンシングを行った。取得したシーケンスデ
ータは Mothur ソフトウェアを用いてクオリ
ティーフィルタリング、キメラ除去、アノテ
ーション、および OTU の作成を行った。ま
た、単離した菌株からゲノムDNAを単離し、
ゲノムシーケンシグをMiseqを用いて行った。
得られたシーケンスは sickle、SPADes、およ
びRASTを用いてそれぞれクオリティーフィ
ルタリング、アセンブル、およびアノテーシ
ョンを行った。 
 
４．研究成果 
 各種抗生物質を投与したマウスに EAE を



発症誘導した結果、Ampicillin 投与マウスの
みで EAEの発症が抑制された。本マウスにお
いては、脊髄における脱髄、さらには脊髄へ
の Th1/Th17 細胞の浸潤が抑制されており、
中枢神経系炎症が緩和されていることが確
認できた。また、脾臓および小腸粘膜固有層
における MOG 特異的免疫応答も Ampicillin
投与により抑制された。一方、Ampicillin を
飲水投与ではなく腹腔内投与したマウスで
はこれらの抑制効果を確認することが出来
なかった。以上の結果から、MOG 特異的免
疫応答、さらには中枢神経系炎症の促進に加
担する菌が Ampicillin 投与により減少したの
ではないかと考えられた。 
 そこで、各抗生物質を投与したマウス小腸
内容物の菌叢解析を行い、多変量解析により
Ampicillin 投与マウスでのみ有意に減少する
菌を探索した。その結果、Erysipelotrychaceae
科の菌株が Ampicillin 投与マウスでのみ有意
に減少することが示された。一方、前述の予
備検討でみられた Bacteroides および
Barnesiella の変動は、今回確認することが出
来なかった。これは、腸内容物からの細菌
DNA 抽出方法を変更したためだと考えられ
た。Erysipelotrychaceae科の腸内細菌は近年、
肥満や炎症性腸疾患など、他の炎症性疾患へ
の関与が予想されている。以上の結果から、
本菌株が EAE においても炎症促進に寄与し
ているのではないかと予想された。 
 上 記 菌 叢 解 析 で 着 目 し た
Erysipelotrichaceae 科の菌株をマウス小腸か
ら単離培養することに成功した。続いて、無
菌マウスに投与することで本菌株のみが定
着したモノアソシエイトマウスを作製した。
本マウスに EAEを発症誘導した結果、無菌マ
ウスおよび Lactobacillus菌株のみ定着したマ
ウスに比べ、重篤な EAEを発症することが確
認された。Erysipelotrichaceae科定着マウスで
は、脾臓および小腸粘膜固有層における
MOG 特異的免疫応答も活性化しており、本
菌株が自己免疫応答を促進することが示唆
された。 
 さらに、本菌株が自己免疫応答を促進する
メカニズムの解析を試みた。本菌株定着マウ
ス小腸において、serum amyloid A および
IL-23の mRNA発現が亢進していることを確
認した。これらは Th17 細胞の pathogenicity
を増加させることが確認されている。従って、
今回単離した Erysipelotrichaceae科の菌株は、
serum amyloid Aおよび IL-23発現を誘導する
ことでMOG特異的Th17細胞を活性化するこ
とが考えられた。実際、EAEマウス由来の脾
細胞を serum amyloid Aまたは IL-23で刺激し
た場合、MOG 特異的 T 細胞の pathogenicity
が増加することを確認することができた。 
 これまでの研究で、SFB は小腸において
serum amyloid Aおよび IL-23を誘導すること
が報告されている。SFBは腸管上皮細胞に一
端を挿入することで上記の作用を発揮する
と 考 え れ て い る 。 今 回 単 離 し た

Erysipelotrichaceae 科のみ定着させたマウス
の小腸組織を走査型電子顕微鏡で観察した
ところ、本菌株はバイオフィルムを形成する
ことで上皮細胞に接着することが示唆され
た。実際、本菌株のゲノム解析の結果から、
細胞外多糖合成に関わる遺伝子群が多数確
認された。これらの結果から、今回単離され
た Erysipelotrichaceae 科の菌株は、バイオフ
ィルムを形成することにより腸管上皮細胞
に接着し、これにより serum amyloid A や
IL-23 の発現を誘導することが示唆された。
これにより、MOG 特異的 Th17 細胞の
pathogenicity が増加し中枢神経系炎症が促進
されるのではないかと考えられる。 
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