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研究成果の概要（和文）：ヒト新生児期の腸管免疫細胞の構成と機能を明らかにし、新生児期の腸炎病態を免疫
学的な側面から理解することを目的とした。本研究では手術対象となったヒト新生児腸管から採取した免疫細胞
に関してシングルセル遺伝子発現を網羅的に解析した。新生児壊死性腸炎（NEC)および現局性腸穿孔(FIP)を比
較したところ、強い炎症と壊死が生じる新生児壊死性腸炎のT細胞において、ケモカイン受容体や接着因子の発
現が増強することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The first aim of this project was to understand composition and function of 
immune cells in human neonatal gut. We succeeded in setting up single cell transcriptome analysis 
about human intestinal cells. The second aim was to clarify etiology of neonatal necrotizing colitis
 (NEC). In NEC patients, intestinal inflammation and tissue necrosis is evident. Using single cell 
transcriptome analysis, we identified enhanced expression of chemokine receptors and adhesion 
molecules on T cells in NEC patients.

研究分野： 免疫学

キーワード： 腸管免疫　新生児壊死性腸炎　網羅的遺伝子発現解析　シングルセル遺伝子発現　リンパ球　サイトカ
イン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はヒトの新生児腸管粘膜における免疫細胞の構成や機能に関する情報を網羅的に取得することで、これま
で病態が不明である新生児壊死性腸炎について免疫学的な新知見をもたらした。
また、新生児早期における免疫状態は成人期以降のヒトの免疫異常やアレルギー疾患の発症しやすさに何らかの
関係があると想定されているが、これまでヒト新生児の臓器局所に存在するリンパ球は詳細に解析されてこなか
った。本研究により、情報が取得しにくいヒトの腸管免疫細胞に関する新たな解析方法が提案できたと考えてい
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
免疫の最前線を担う粘膜組織は外来からの抗原や微生物に暴露される場であり、アレルギー疾

患や感染症、自己免疫疾患の起点となる。粘膜バリア機能の保持機構の解明は、免疫アレルギー

疾患を理解する上で本質的な研究主題であり、上皮細胞の整合性や生存に関する研究がこれま

で精力的に行われてきた。近年、上皮基底膜側に位置する間葉系細胞やリンパ球等の免疫細胞が

粘膜上皮細胞の運命決定や維持に重要との研究成果が相次いで報告されている(Sawa, Science, 

2010; Nagashima, Sawa, Nat. Immunology, 2017)。また、粘膜組織を構成する細胞群が詳細に検討さ

れはじめ、細胞集団の細分化や新規細胞群が提唱され始めている。例えば、申請者らはマウス消

化管内に抗原受容体を持たないリンパ球群を同定し、国際的なコンセンサスを得て自然リンパ

球（Innate Lymphoid Cell=ILC）と命名された（Spits, Di Santo, Nat Immunology, 2013）。ILC のう

ち、転写因子 RORt を発現する自然リンパ球は３型自然リンパ球（ILC3）と呼ばれ、マウス消

化管上皮の生存や維持、病原性細菌感染に重要な役割を果たしている (Satoh-Takayama, Sawa, 

Immunity, 2008)。興味深いことに、ILC3 はマウス個体発生において胎児期から腸管内に存在し、

出生時の腸管における主要な Th17 型サイトカインである IL-22 や IL-17 の産生細胞として機能

する。ILC3 は獲得免疫系が未成熟な出生後の個体において感染防御や上皮バリア維持に中心的

な役割を担うために胎仔期から準備されたリンパ球と推察される(Sawa, Nat.Immunology, 2011)。 

 新生児蘇生・集中治療技術が世界最高水準と評される本邦においても、新生児のメチシリン耐

性黄色ブドウ球菌(MRSA)や緑膿菌の院内感染予防は新生児医療における喫緊の課題である。ま

た、ヒトの胎児免疫系が妊娠中期から後期にかけて発達、成熟するプロセスを理解し、自然免疫

系を中心とした細菌感染防御を実現することは、新生児期に重篤化するB群溶連菌や肺炎球菌、

に起因する細菌性髄膜炎や敗血症を予防するうえで必要不可欠である。しかし、粘膜組織検体の

入手困難さが障壁となり、ヒトの ILC については研究が立ち後れている。これまで、扁桃腺や末

梢血、喀痰など、入手容易な組織検体の解析が行われ、ヒトの消化管にもマウスと同様の ILC 群

が存在すると推定されているが、ヒトの個体発生においてどの時期から ILC が発生し、消化管

に出現するかは明らかになっていない。粘膜組織に局在する自然リンパ球は末梢血中の共通前

駆細胞に由来・発生するとの報告があることから、消化管自然リンパ球は腸管局所で最終分化し、

エフェクター機能を獲得すると考えられる（Lim, Cell, 2017）。ヒト新生児の腸管バリア機能を担

うリンパ球群を直接的に解析するためにはヒト新生児の腸管組織を解析する以外に方法がない

が、これまで国内外を含めてヒト新生児の消化管を対象とした体系的な研究は行われていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ヒトの免疫異常やアレルギー疾患の場となる粘膜免疫系を理解するために新規手

法で免疫細胞の再分類を試みる。特に、新生児期におけるリンパ球の機能解明に主眼を置く。新

生児の手術検体を用い、消化管に存在するリンパ球を網羅的に解析することで、ヒト新生児期の

ILC を同定するとともに、消化管免疫の「デフォルト状態」を解明し、消化管アレルギーや炎症

性腸疾患の発症機構解明の一助となることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
① １細胞オミックス解析によるヒト ILC分画の同定 

 臨床検体を用いた１細胞遺伝子発現解析とオミックス手法を組み合わせ、免疫細胞情報の取

得を行う。まず、名古屋大学小児外科および関連施設で手術対象となった新生児腸管からリンパ

球を分離する。つぎに、自然研究機構生理学研究所との共同研究で網羅的に一細胞レベルのトラ



ンスクリプトーム解析を行う。具体的には、ChromiumTM (10xGenomics 社)を用い、１乳化液滴

内で１細胞毎の RNA 精製とバーコード核酸配列の付与後、Illumina 社の次世代シークエンサー

HiSeq を利用し、RNA シークエンスを網羅的に行う。本方法では、１細胞あたり 5000 種類の遺

伝子発現を 10 万個の細胞について解析可能である。取得遺伝子情報を多変量解析し、細胞の種

類と機能を高次元で解析する。RNA シークエンスはマクロジェン（株）に解析委託し、機材投

資と解析試薬代金のコストダウンを図る。また、生理学研究所内で遺伝子情報の統計的解析を行

うとともに、解析法の妥当性について郷博士の助言を仰ぐ。なお、腸管からの酵素を用いた細胞

採取には 2-3 時間を要し、細胞生存率が低下する場合がある。細胞の凝集はシングルセル解析の

障壁となるため、フローサイトメーターで 7-AAD 染色による死細胞とダブレット細胞を除外し、

90％以上の生細胞を担保したうえで解析を行う。 

② 新規ヒト ILC分画のタンパク発現解析 

 上記①で明らかになったヒト ILC 分画に発現する分子に対する特異抗体を入手し、フローサ

イトメーターで対象細胞分画をタンパクレベルで解明する。さらに、対象細胞をソーティングし、

遺伝子発現プロファイルを解析することで細胞の新規性を証明する。 
 
４．研究成果 

平成 30年度はヒト臨床検体を用いた 1 細胞遺伝子発現解析とオミックス手法を組み合わせ、

免疫細胞情報の取得を行った。具体的には名古屋大学小児外科で手術対象となっ た新生児腸管

からリンパ球を分離後、ChromiumTM (10xGenomics 社)を用いて 1x10^4 個の細胞についてラ

イブラリーを作成後、次世代シークエンサーを用いて網羅的に一細胞レベルのトランスクリプ

トーム解析を行った。 取得遺伝子情報を多変量解析し、細胞の種類と機能を高次元で解析した

ところ、T 細胞、B 細胞、ILC などのリンパ球分画を表すクラスター、樹状細胞や、マクロフ

ァージなどの骨髄球系細胞のクラスターのみならす間葉系ストローマ細胞のクラスターに分類

することができた。一方、総細胞数に対するリンパ球分画、特に ILC と考えられる CD3-

CD19- CD127+細胞群の存在比が 10%以下であること、転写因子などの発現量かが少ない遺伝

子が網羅的遺伝子解析結果に反映されていないことが障壁となり、ILC を ILC1,2,3 のサブセッ

トに分類することは不可能であった。  

令和元年（平成 31 年度）度は手術対象となった新生児壊死性腸炎、限局性腸穿孔の腸管検体

から細胞を調整し、Chromium(10xGenomics 社)により網羅的 一細胞遺伝子発現解析が可能な

核酸ライブラリーを作成後、次世代シークエンサーを用いて本ライブラリーの核酸配列を検出

後、解析ソフト Seurat で統計解析を行った。壊死性腸炎と限局性腸穿孔を各２症例ずつ比較

し、2 群間で有意差を認める遺伝子群を抽出したところ、新生児腸炎のうち、炎症が著明な壊

死性腸炎では T 細胞にお けるケモカイン受容体である CCR7 や接着因子、L-Selectin(CD62L)

発現が優位に更新することが明らかとなり、本研究内容を学会発表した。また、研究手法の洗

練化を目指し、マウス由来細胞を用いて網羅的一細胞遺伝子発現解析手法の改良、改善を目指

すとともに胎仔骨に含まれる未分化細胞の機能 解析も行った。本研究により胎仔マウス骨組織

から採取した細胞を用いた網羅的一細胞遺伝子発現解析を行い、マウス骨髄形成に必要な新規

細胞群の同定に成功し、学会発表を行なった。  
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