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研究成果の概要（和文）：腸管には腸管免疫システムと呼ばれる精密な免疫システムが備えられており、中でも
パイエル板は腸管免疫の制御における中核的な役割を担っている。最近ではその制御に腸内細菌が変わっている
ことが示されている。本研究においては、研究代表者が独自に見いだしたパイエル板組織内共生細菌である
Alcaligenesと、腸内細菌とパイエル板依存的に誘導される腸管IgA高産生細胞に関する知見を統合し、
Alcaligenesを介した腸管での免疫制御について、生体と菌体の両面から解明することを目的に研究を遂行し
た。その結果、Alcaligenesの生菌が持つ機能と菌体成分であるLPSを介した免疫制御について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The intestinal immune system is involved in the maintenance of immunological
 homeostasis in the gut. It is known that Peyer’s patches play a central role in regulating 
intestinal immunity, which is at least partly regulated by intestinal bacteria. In this study, we 
aim to clarify the function of Alcaligenes, a symbiotic bacteria found in Peyer's patches, in the 
regulation of intestinal immunity and found that Alcaligenes itself and Alcaligenes LPS possess 
unique features to moderately regulate intestinal immunity without induction of excessive 
inflammation.

研究分野：環境免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 腸管には腸管免疫システムと呼ばれる精
密かつダイナミックな免疫システムが備え
られており、体表面での生体防御と恒常性維
持を担っている。その中でも腸管リンパ組織
であるパイエル板を起点に誘導される IgA抗
体は、管腔中で病原体に結合、もしくは毒素
を中和することで生体防御の中核的な役割
を担っており、近年実用化されつつある経口
ワクチンの主要実効分子となっている。また
古くから、腸内細菌からの刺激が腸管 IgA抗
体の産生に必要であることが知られている。 
 研究代表者は、腸管 IgA産生細胞の解析か
ら、これまで均一の細胞集団と考えられてい
た IgA産生細胞に、CD11bをマーカーとした
サブセットが存在することを見いだした。
CD11b陽性 IgA細胞は形質細胞としての形態
的特徴や細胞マーカーを示すが、CD11b陰性
IgA細胞に比べ、増殖能力と IgAの産生能力
が非常に高く、またその誘導・維持に腸内細
菌やパイエル板を必要とすることを明らか
にした。これに連動した研究から、IgA 誘導
組織であるパイエル板の組織内における共
生細菌に着目し、メタゲノム解析を行った結
果、パイエル板の組織内部に共生する菌とし
て Alcaligenesを同定し、「リンパ組織内共生」
という新概念を提唱した。 
 これらを統合的に考えると、Alcaligenesを
介したパイエル板組織内での免疫制御によ
り、腸管 IgA高産生サブセットの誘導を始め
とする生体防御システムが構築されている
と予想されるが、その実体は不明である。 
  
２．研究の目的 
 本研究においては、研究代表者が独自に見
いだしたパイエル板組織内共生細菌である
Alcaligenesと、腸内細菌とパイエル板依存的
に誘導される腸管 IgA高産生細胞に関する知
見を統合し、IgA 産生を中核とする生体防御
機構における Alcaligenes を介した免疫制御
について、生体と菌体の両面から解明するこ
とを目的に研究を遂行する。 
 
３．研究の方法 
マウス 
BALB/c マウスは日本クレアから購入した。
CD11c プロモータ下でジフテリア毒素受容体
を発現するトランスジェニックマウスは
Jackson Laboratory から購入し、500ng のジ
フテリア毒素(Sigma-Aldric)を投与するこ
とで樹状細胞を除去した。TLR4 欠損マウスは
オリエンタルバイオサービス(株)より購入
した。マウスは SPF 条件下で飼育し、機関の
承認を得た後、ガイドラインに従って実験を
行った 
細菌培養 
Alcaligenesならびに大腸菌はNBRCから購入
した。死菌体の作製は、細菌を 65℃で 30 分
間インキュベートすることで行った。 
 

LPS の調製 
凍結乾燥した Alcaligenes と大腸菌を用い、
LPS 抽出キット（invitrogen）により調整し
た。 
腸管ループ assay 
イソフルランを用いて麻酔したマウスにお
いて単一のパイエル板を含む腸ループを結
紮し、5x108 CFU の GFP 発現 Alcalgenes を投
与した。2時間後、パイエル板を摘出した後、
PBS で洗浄、4%パラホルムアルデヒドにより
固定した。本組織を用いた切片を作製後、ビ
オチン化抗CD11c抗体(BD)により染色し、TSA
キットで蛍光を増感後、GFP標識 Alcaligenes
と樹状細胞の分布を共焦点レーザ走査顕微
鏡(TCS SP2; Luica)により観察した。 
骨髄由来樹状細胞の調整と処理 
大腿骨から骨髄を回収し、RPMI1640 培地を用
いて細胞をフラッシュアウトした後、赤血球
溶解緩衝液で処理した。得られた細胞を
GM-CSF を含む RPMI1640 培地に再懸濁し、樹
状細胞へと分化させた。得られた樹状細胞は
各濃度の菌や死菌体、LPS と反応させ、48 時
間後の培養上清中の各種サイトカイン量を
CBA kit (BD)で測定した。 
 
４．研究成果 
 本事業ではまず始めにパイエル板内にお
ける Alcaligenesの局在を検討した。蛍光標識
した Alcaligenesを投与し、パイエル板組織内
での局在を観察したところ、Alcaligenesはパ
イエル板の樹状細胞に取り込まれているこ
とが明らかになった。この結果と相関し、樹
状細胞を除去したマウスのパイエル板では、
共生する Alcaligenesが減少していた。そこで
次に樹状細胞に焦点を当てた研究を行った。
Alcaligenesと同じグラム陰性菌である大腸菌
をコントロールとして用いた解析から、
Alcaligenesは樹状細胞に取り込まれた後、樹
状細胞の内部で長期生存できることを確認
した。また Alcaligenesと共培養した樹状細胞
からは、IL-10 が産生されること、またその
産生は Alcaligenes の生存依存的であること
が明らかとなった。 
次に抗体産生への影響という観点から、抗
体産生を増強するサイトカインである IL-6
に着目し、Alcaligenesの死菌体を樹状細胞に
作用させた際の IL-6 産生を評価した。
Alcaligenes死菌体の濃度依存的に樹状細胞か
らの IL-6の産生が認められたが、これらの量
は大腸菌に比べると低い値であった。本結果
を踏まえ、Alcaligenesの菌体成分としてリポ
多糖（LPS）に着目した。Alcaligenes から精
製した LPS を樹状細胞に作用させたところ、
死菌体の時と同様、濃度依存的に樹状細胞か
らの IL-6の産生が認められたが、大腸菌由来
LPSに比べると、その産生量は有意に低かっ
た。また Alcaligenes、大腸菌共に LPSによる
IL-6の産生は TLR4を欠損した樹状細胞にお
いては認められなかったことから、
Alcaligenes由来 LPSは TLR4の弱いアゴニス



トとして機能していると考えられた。このよ
うに、Alcaligenes由来 LPSは TLR4を介して
免疫を活性化するものの、その強度は大腸菌
に比べ微弱なものであることが明らかとな
り、このことが Alcaligenesがパイエル板組織
内部において過剰な免疫応答を惹起するこ
となく宿主免疫系を適度に活性化し IgA抗体
産生を促進しつつ、共生できるメカニズムの
一因となっていると考えられた。 
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