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研究成果の概要（和文）：Th17 細胞は近年新たに同定されたヘルパーT細胞の一種であり、イン

ターロイキン（IL-）17 や IL-17F、IL-22 を産生することで細胞外寄生菌の感染防御や自己免

疫疾患の発症に寄与していることが知られている。今回、腸管に多く存在している Th17 細胞が

腸内常在細菌の一種であるセグメント細菌（SFB）によって誘導されていることを明らかにした。

一方で、免疫抑制に重要な役割を担っている制御性 T細胞（Treg 細胞）はクロストリジウム属

細菌によって誘導されていることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Th17 cells, one of T helper subsets, secrete interleukin-17 (IL-17), 
IL-17F, and IL-22 and have significant roles in protecting the host from bacterial and 
fungal infections, as well as autoimmune diseases. I have demonstrated that Th17 cells 
are abundant in intestinal mucosa and Th17 cell accumulation in gut is induced by segmented 
filamentous bacteria (SFB). At the same time, the accumulation of regulatory T cells 
(Tregs) in gut is mediated by Clostridium species. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）Th17 細胞は細胞外寄生細菌の感染防御
や自己免疫疾患の発症に関与していること
が報告されているが、その多くの解析は in 
vitro 誘導系や自己免疫疾患のモデルマウス
を用いて行われている。これまでの研究によ
って、Th17 細胞が腸管に多く存在しているこ
と、その誘導に細胞外 ATP が関与しているこ
とを突き止めた。しかし、腸管 Th17 細胞の
分化誘導機構の詳細や腸管炎症への関与に

ついてはほとんど解明されていない。 
 
（２）Th17 細胞と同様に Treg 細胞も腸管に
多く存在していることが報告されているが、
その誘導機構や役割についてはほとんど明
らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
（１）細胞外 ATP がどのような機構で腸管
Th17 細胞の誘導を促進しているのか、またど
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のような腸内細菌が Th17 細胞の誘導に関与
しているのかについて注目し解析を行う。そ
の際、Th17 細胞の腸管炎症への関与について
明らかにし、Th17 細胞の誘導を抑制すること
やその活性の制御機構を促進することで腸
炎の予防法や治療法の開発基盤を提供する
ことを目指す。 
 
（２）これまでの解析により他の組織と比較
して腸管粘膜固有層に Treg 細胞が多く存在
していることを突き止めた。そこで、炎症の
抑制に重要である Treg 細胞の腸管での誘導
機構を解析する。その結果をもとに腸炎の予
防や治療法の開発につなげることを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１） 
①腸内細菌が存在している SPFマウスと比較
すると、腸内細菌が存在しない無菌マウスの
腸管には Th17 細胞が激減している。また、
アメリカの動物ブリーダーであるジャクソ
ン研究所とタコニック社の SPFマウスを比較
すると、タコニック社由来のマウスの腸管に
は多くの Th17 細胞が存在しているが、ジャ
クソン研究所由来のマウスにはほとんど存
在していないことが明らかになった。以上の
ことから、ジャクソン社とタコニック社のマ
ウスの腸内細菌を比較することで、Th17 細胞
の誘導に関与している細菌が同定できるこ
とが考えられる。 
 
②同定した腸内細菌が本当に腸管での Th17
細胞の誘導に関与しているかを解析するた
め、無菌マウスに同定した菌のみを定着させ
るノトバイオートマウスの手法を用いる。そ
の結果、Th17 細胞が誘導されることが確認で
きれば、どのようなメカニズムで誘導されて
いるか解析を行う。無菌マウスと同定された
細菌のノトバイオートマウスの比較、および
ジャクソン研究所のマウスとジャクソン研
究所のマウスに同定された細菌を定着させ
たマウスの比較を行う。例えば、DNA マイク
ロアレイを用いて遺伝子発現を比較し、Th17
細胞の存在と相関して発現が上昇している
遺伝子、または減尐している遺伝子を網羅的
に探索する。その後、得られたデータをもと
にどのようなシグナル伝達経路が活性化し
ているのか予想する。また、発現が上昇して
いた遺伝子産物が Th17 細胞の誘導に関与し
ていることが考えらるので、in vitro での
Th17 細胞の分化誘導条件に添加することで
Th17 細胞の誘導が促進されるかを解析する。 
 
③Th17細胞はIL-17を産生し細胞外寄生細菌
や真菌などの感染防御に重要な機能を有し
ていることが報告されている。そこで、腸管
での Th17 細胞の機能を解析するため、ジャ

クソン研究所のマウスに同定した細菌を定
着させ腸管 Th17 細胞がいないマウスと多い
マウスを作成する。これらの両マウスを用い
て、経口的に病原性細菌を感染させ、炎症の
程度、細菌数等を測定することにより、腸管
Th17 細胞の役割を解析する。 
 
（２） 
①Treg 細胞は全身に存在しているが腸管の
特に大腸に多く存在していることが知られ
ている。このことから、Th17 細胞だけでなく
Treg 細胞も腸内細菌によって誘導されてい
ることが推測された。そこで、腸内細菌の存
在しない無菌マウスと SPFマウスを比較する
ことにより、管での Treg 細胞の増加が腸内
細菌によって引き起こされているかを検討
する。もし、腸内細菌によって誘導されてい
ることが明らかになれば、ある種の細菌特異
的に効果のある抗生物質を用いて、どのよう
な細菌種が Treg 細胞の増加に寄与している
かを突き止める。その後、Th17 細胞の実験と
同様にノトバイオートマウスを用いた実験
を行い Treg 細胞の増加に関与している細菌
を同定する。 
 
②腸管の Treg 細胞は抗炎症性サイトカイン
である IL-10 を高産生していることが知られ
ている。そこで、同定された細菌が Treg 細
胞の誘導のみに関与しているのか、Treg 細胞
からの IL-10 産生にも関与しているかを解析
する。これまでの研究において IL-10 レポー
ターマウスを作成しており、このマウスを無
菌化すると Treg 細胞からの IL-10 産生に影
響があるのか、同定された細菌を定着させる
と IL-10 産生能が回復するのかを検討する。
また、Treg 細胞には胸腺で分化する内在性
Treg細胞と末梢でナイーブT細胞から分化す
る誘導性 Treg 細胞の 2種類が存在している。
このことから、腸内細菌の影響を受けている
Treg 細胞が内在性 Treg 細胞なのか誘導性
Treg 細胞なのかを解析する。 
 
③Treg細胞は自己反応性T細胞の制御や過剰
な免疫反応の抑制に機能していることがよ
く知られている。同時に Treg 細胞が腸管炎
症の抑制に重要であることが明らかになっ
ている。そのため、腸管での腸内細菌によっ
て増加した Treg 細胞が腸管炎症の抑制に機
能しているかを解析する。腸炎の発症には腸
内細菌が関与していることが知られている
ので、無菌マウスと同定した細菌のみのノト
バイオートマウスの比較では Treg 細胞の腸
管炎症への役割がきれいに解析できないこ
とが考えられる。そこで SPF マウスに同定し
た細菌を上から投与し、この細菌が多いマウ
スと尐ないマウスを作成し、腸炎モデルを用
いて Treg 細胞の腸管炎症への役割について



 

 

解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１） 
①同じ系統のマウスであってもタコニック
社（Tac）のマウスの腸内には Th17 細胞が多
く存在しているのに対しジャクソン研究所
（Jax）のマウスにはほとんど存在していな
い。そこで、これらのマウスの腸内細菌を構
成している細菌種を
PhyloChip を用いて
比較した。その結果、
セ グ メ ン ト 細 菌
（SFB）がジャクソン
研究所のマウスには
ほとんど存在してお
らず、タコニック社
のマウスには多く存
在していた（右図）。
このことから、セグ
メント細菌が腸管で
の Th17細胞の誘導に
関与していることが
強く示唆された。 
 
②SFBが直接腸管でのTh17細胞の誘導に関与
しているかを解析するため、無菌マウスに
SFB、他の細菌種であるバクテロイデス属
（B.mix）、クロストリジウム属（Clost.mix）
の細菌をそれぞれ定着させ Th17 細胞が誘導
されるかを解析した。その結果、バクテロイ
デス属、クロストリジウム属の細菌群のみを
定着させた無菌マウスでは CD4+T 細胞の中の
Th17 細胞の割合はほとんど変化なかったが、
SFBのみを定着させたマウスではTh17細胞の
割合が
劇的に
増加し、
SPF マ
ウスと
同程度
まで回
復した
(右図)。
このこ
とから
SFB が
強 い
Th17細
胞の誘導能力を有していることが明らかに
なった。また、無菌マウスと SFB ノトバイオ
ートマウスの比較、ジャクソン研究所のマウ
スの便のみとジャクソン研究所の便＋SFB を
定着させたマウスの小腸から RNA を抽出し、
DNA マイクロアレイを用いて遺伝子発現を比
較した。その結果、血清アミロイド A（SAA）
の遺伝子発現の上昇が SFBノトバイオートマ

ウス、ジャクソン研究所のマウス便＋SFB に
おいてコントロールと比較して50倍から200
倍を顕著に上昇していた。また、Th17 細胞の
in vitro 培養系に SAA を添加すると Th17 細
胞の誘導が促進された。このことから SFB の
定着により腸管でのSAAの発現が上昇しTh17
細胞の誘導に寄与していることが明らかに
なった。 
 
③SFBによって腸管で誘導されたTh17細胞が
どのような役割を持っているかを検討した。
無菌マウスにジャクソン研究所のマウス便
のみ（GF+Jax）、ジャクソン研究所のマウス
便と SFB（GF+Jax+SFB）を定着させたマウス
を作成し、病原性大腸菌である Citrobacter 
Rodentium を経口的に感染させた。1週間後、
腸管内に浸潤して
きた細菌数を測定
すると、GF+Jac マ
ウスと比較して
GF+Jac+SFB マウス
では有意に浸潤細
菌が減尐していた
（右図）。同様に炎
症による腸管の肥
厚が抑制されてい
た。以上のことか
ら、SFB によって誘
導された腸管 Th17
細胞は、経口的に
侵入してくる病原
性微生物に対する
防御反応に重要な
役割を担っている
ことが考えられた。 
 
（２） 
①Th17 細胞と同様に Treg 細胞も腸内細菌に
よって誘導されているかと検討するため、無
菌マウス（GF）と SPF マウスを比較した。そ
の結果、大腸では Balb/c（BALB）、IQI、C57BL/6
（B6）系統のマウスすべてにおいて GF で減
尐していた。このことから大腸では腸内細菌
によって Treg 細胞が誘導されていることが
明らかになった。そこで、どのような腸内細
菌が Treg 細胞の誘導に機能しているのかを
突き止めるため、グラム陽性菌に効くバンコ
マイシン、グラム陰性菌に効くポリミキシン
B を SPF マウスに飲ませ、Treg 細胞数を測定
した。芽胞を形成しない細菌を殺すためクロ
ロホルム処理をした SPFマウスの便を無菌マ
ウスに定着させ Treg 数を測定した。その結
果、バンコマイシンで処理したマウスにおい
て Treg 細胞数の減尐が確認でき、クロロホ
ルム処理をした SPF マウスの便でも無菌マウ
スで減尐した Treg細胞の増加が観察できた。
これらのことから、グラム陽性の芽胞形成細



 

 

菌が大腸 Treg 細胞の誘導に重要であること
が強く示唆された。そこで、大腸に定着する
グラム陽性の芽胞形成細菌であるクロスト
リジウム属（Clost.）、小腸に定着するグラ
ム陽性芽胞形成細菌である SFB、グラム陽性
芽胞非形成細菌であるラクトバチルス属
（Lacto.）、グラム陰性芽胞非形成細菌であ
るバクテロイデス属（Bactero.）をそれぞれ
無菌マウスに定着させ、どの菌種が大腸 Treg
細胞の誘導
に機能して
いるかを検
討した。そ
の結果、バ
クテロイデ
ス属でも大
腸Treg細胞
の上昇が尐
し観察でき
たが、クロ
ストリジウ
ム属細菌の
定着により
SPF マウス
と同程度の
強い誘導が確認できた（右図）。このことか
ら、腸内細菌の中でクロストリジウム属細菌
が大腸 Treg 細胞の誘導に重要な働きをして
いることが明らかになった。 
 
②Treg細胞からのIL-10の産生を解析するた
め、 IL-10 の遺伝子の 3’-UTR 領域に
IRES-Venus（蛍光タンパク質）を挿入したノ
ックインマウスを作成した（IL10-Venus マウ
ス）。この IL10-Venus マウスの脾臓（Spleen）、
大腸（Colon）から Treg 細胞を単離し、Venus
の発現をフローサイトメトリーにより解析
すると、脾臓の Treg 細胞は 10 数％と尐ない
のに対し、大腸 Treg 細胞は 50％以上が IL-10
を産生していることが判明した（下図）。ま
た、IL10-Venus マウスを無菌化すると、Venus
陽性 Treg 細胞が有意に減尐し、無菌マウス
にクロストリジウム属細菌を定着させると
SPF マウスと同程度まで回復した（下図）。 

さらに、内在性 Treg 細胞のマーカーである
Helios の発現を解析すると、無菌マウスの大
腸で減尐した Treg 細胞のほとんどが誘導性
Treg 細胞であり、クロストリジウム属細菌の
定着によって増加する Treg 細胞は誘導性
Treg 細胞であった。以上のことから、クロス

トリジウム属細菌は大腸の誘導性 Treg 細胞
の増加に重要であり、同時に Treg 細胞から
の IL-10の産生にも関与していることが明ら
かになった。 
 
③クロストリジウム属細菌によって誘導さ
れた Treg 細胞が腸管炎症の抑制に機能して
いるかを解析するため、2 週齢の SPF マウス
にクロストリジウム属細菌を投与しクロス
トリジウム属細菌の多く存在するマウスを
作成した。通常 SPF マウスと比較してこのク
ロストリジウム属の多いマウスは大腸の
Treg 細胞が有意に増加していた。そこで、腸
炎を誘導する DSS や TNBS を投与したところ、
クロストリジウム属細菌の多いマウスは腸
炎の症状が軽く、炎症が抑制された状態にあ
ることが明らかになった。また、炎症性腸疾
患の患者ではクロストリジウム属細菌が減
尐していることが報告されていおり、腸炎の
予防にクロストリジウム属細菌による Treg
細胞の誘導が関与していることが予想され
る。 
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