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研究成果の概要（和文）： 

我々の腸管内に共生している腸内細菌の中には、腸管リンパ組織内を生息場所としているも

のがあった。この細菌群の局在には宿主側の粘膜免疫機構が必要であり、その宿主-細菌間の共

生機構の破綻は炎症性腸疾患を始めとする慢性炎症の発症に繋がる事が示唆された。また、粘

膜免疫の恒常性維持には、腸内細菌、粘膜免疫担当細胞、上皮細胞の三者間相互作用によって

厳密に制御されていることが明らかとなり、これらの相互作用の破綻は粘膜免疫のみにとどま

らず、全身免疫系の異常にも繋がっている事が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 In this study, we found some gut commensal bacteria, which habit at the inside of 

gut-associated lymphoid tissue such as Peyer’s patches. To make a cohabitation niche in 

the tissue, the mucosal immune system plays a critical role. It was also suggested that a 

breakdown of symbiotic relationship between host and microbes led to chronic 

inflammation such as inflammatory bowel diseases. We also demonstrated that a mutual 

relationship between commensal microbiota, mucosal immunocompetent cells and 

intestinal epithelial cells strictly regulated a homeostasis of not only mucosal but also 

systemic immunity. 
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１．研究開始当初の背景 

腸管に代表される粘膜面は、数百種類の共
生細菌に常時曝されているが、我々は巧妙か

つ柔軟な「粘膜免疫システム」を備えること
で、非自己である常在細菌に対し偽自己化を
確立し、共存状態を創出している。「共生細
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菌と免疫系の自己形成」は生体の恒常性維持
において非常に重要であるにも関わらず、分
子・細胞・個体レベルでの免疫学的機序につ
いて殆ど明らかになっていない。世界的に見
ても、共生細菌と免疫系の自己形成を含めた
免疫生物学的関与・役割とその機序について
は、その解析が開始されたばかりである。 

 

２．研究の目的 

本研究では、共生細菌、上皮細胞・M 細胞、
粘膜免疫系細胞群からなる細胞間相互作用
の詳細について、無菌状態から常在菌層の確
立、そして病態形成という時間的・空間的変
化という視点から明らかにすることで、粘膜
免疫機構による外界環境因子の偽自己化確
立について解明する。また、特定共生菌種に
よる積極的（例、防御）・消極的（例、寛容）
免疫誘導の獲得・確立機構について、粘膜免
疫側の視点から解析する。無菌・共生・感染・
病態形成という種々の条件・状態において同
解析を行うことで、いまだ全く解明されてい
ない「共生細菌と粘膜免疫系との相互作用に
よる生体の恒常性維持機構」の実態解明を目
指す。 

 

３．研究の方法 

 最近になって確立されつつある、16S rRNA
クローンライブラリー法等の分子生物学的
アプローチを用い、腸管各部位（十二指腸、
回腸、結腸、直腸など）における共生細菌（培
養不可能なものも含む）の分布を精査する。
特に粘液層常在性、上皮細胞接着性および樹
状細胞に取り込まれた細菌叢の詳細をパイ
エル板と絨毛部分に分けて明らかにする。さ
らに同様の解析をパイエル板欠損マウスや
孤立リンパ小節（ILF）欠損マウス、Id2 欠損
マウス（パイエル板、ILF、腸管膜リンパ節
（MLN）欠損マウス）等の腸管二次リンパ組
織欠損マウスを用い、共生細菌と腸管関連リ
ンパ組織との免疫学的相互作用を詳細に解
析する。次に、上記の腸内常在細菌遺伝子プ
ロファイル解析により同定された菌種特異
的プローブを作製し、FISH 解析と免疫組織学
的解析を組み合わせることにより、共生細菌
と免疫担当細胞の局在を解明する。 
 また、特定共生菌種の標準株を用いて、上
皮細胞・M細胞、免疫担当細胞群（樹状細胞、
B-1/B-2 B 細胞、T 細胞等）との三次元的細
胞間相互作用およびそれに付随する免疫応
答について詳細に解析する。まず始めに、in 
vivo において共生細菌を貪食した樹状細胞
の種類やその活性化状態を解析する。次いで
in vitro の培養系を用い、共生細菌を取り
込ませた各種樹状細胞と T細胞との共培養シ
ステムを用い、抗原特異的 T 細胞の制御機構
を解析する。これらの結果をふまえて、炎症
性大腸炎モデルマウスや日和見感染モデル

などを用い、共生細菌が引き起こす病態の分
子・生体レベルでの詳細を解明する。 
本研究計画では、理化学研究所免疫・アレ

ルギー科学総合研究センター粘膜免疫研究
チーム（チームリーダー Sidonia 
Fagarasan）を研究分担者としている。粘膜
免疫研究チームは、B細胞および IgA 欠損マ
ウスにおいて分子生物学的手法により腸管
の各部位における共生細菌叢の質的・量的変
化を解析し、粘膜組織における B細胞および
IgA 産生と共生細菌の相互作用の詳細を明ら
かにする。 

 
４．研究成果 
マウス小腸において、十二指腸から回腸に

かけて存在する細菌を解析した結果、十二指
腸 絨 毛 部 分 で は 、 Proteobacteria 、
Lactobacillus、Bacteroides が、回腸には
Segmented filamentous bacteria (SFB) や
Clostridium、Lactobacillus が優勢な細菌で
ある事が明らかとなった。次に、回腸の粘液
層及び腸管上皮細胞層における細菌を同定
した所、粘液層では Lactobacillus や SFB が
優勢であるが、上皮細胞層では 90%以上の細
菌が SFBである事が明らかとなった。さらに、
免疫誘導組織であるパイエル板の上皮細胞
層、及び内部に局在する細菌の同定を試みた
ところ、回腸部位ではパイエル板の上皮細胞
層には SFB が、パイエル板内部には
Alcaligenes が最優勢の細菌であった。 
これらの細菌のうち、特に免疫誘導組織で

あるパイエル板内部に存在する Alcaligenes
と粘膜免疫機構の相互作用について解析を
進めた。Fluorescence in situ hybridization
法により、Alcaligenes の局在を解析したと
ころ、実際にパイエル板内部に Alcaligenes
の存在が確認された。さらに、他の二次リン
パ組織および小腸絨毛部分についても解析
を進めたところ、ILF 並びに MLN においても
その存在が確認されたのに対し、絨毛部分に
は全く存在しない事が明らかとなった。これ
らの結果から、Alcaligenes は二次リンパ組
織特異的に生息可能な細菌である事が考え
られた。一方、Alcaligenes と粘膜免疫機構
の相互作用を検証するために、糞便中の
Alcaligenes 特異的 IgA 抗体を解析したとこ
ろ、SPF 環境下では特異的 IgA 抗体が確認さ
れたのに対し、無菌マウスではこれらの抗体
は検出されなかった。以上の結果は、代表的
な粘膜免疫誘導組織であるパイエル板にお
ける細菌、宿主間の共生関係の発見のみなら
ず、共生細菌による新たな免疫誘導機構の可
能性を含む重要な発見と言える。さらに解析
を進めた結果、Alcaligenes のパイエル板内
局在性は、マウスのみならず、サルとヒトに
おいても認められた。興味深いことに、炎症
性腸疾患の一つであるクローン病患者では、



 

 

パイエル板内に検出される Alcaligenes の定
着が有意に減少していた。以上の結果は、パ
イエル板内における宿主-細菌間の共生機構
が、慢性炎症の状態では破綻している可能性
を示唆するものである。 
 
 次に、共生細菌と上皮細胞並びに M 細胞、
絨毛 M細胞の相互作用についての解析結果に
ついて述べる。M 細胞特有の糖鎖修飾構造で
ある1,2-フコース特異的に結合するレクチ
ン UEA-1 で小腸上皮細胞を精査したところ、
十二指腸側の絨毛では UEA-1 陽性細胞がほと
んど観察されなかったのに対し、回腸部位で
はほとんどの絨毛上皮細胞が UEA-1陽性であ
った。これらの上皮細胞の形態を電子顕微鏡
にて観察したところ、典型的な M細胞や絨毛
M 細胞とは異なり、吸収上皮細胞と同様に規
則的な微絨毛を有しポケット構造は見られ
なかった。これらのフコシル化上皮細胞の分
布は腸内細菌の数量と相関する事から、腸内
細菌刺激とフコシル化上皮細胞誘導の関係
を調べるために、無菌マウス並びに抗生物質
処理マウスを作製し解析したところ、フコシ
ル化上皮細胞は完全に消失していた。さらに、
代表的な宿主細菌認識受容体である Toll 様
受容体のシグナル伝達を司る MyD88の欠損マ
ウスにおいても、上皮細胞のフコシル化が消
失する事を見出した。骨髄移植マウスを用い
た実験から、骨髄由来細胞が MyD88 を介して
フコシル化上皮細胞を誘導する事が明らか
になった。これらの結果から、フコシル化上
皮細胞は腸内細菌依存的に骨髄由来細胞を
介して誘導される事が明らかとなった。また、
様々なノトバイオートマウスの解析結果か
ら、腸内細菌のうち回腸上皮細胞層に最優勢
である SFB が、フコシル化上皮細胞を誘導す
る細菌の一つとして同定された。これらの結
果は、上皮細胞のフコースは腸内細菌と宿主
間における共生因子である事に加え、腸内細
菌、粘膜免疫担当細胞、上皮細胞の三者間相
互作用によって制御されている事を示して
おり、腸管における新たな共生関係成立機構
の存在を示唆するものである。 
 
 分担研究者である Sidonia Fagarasan のグ
ループは、小腸の IgA 産生には孤立リンパ濾
胞における T細胞非依存的な機構が主である
事を明らかにした。また、制御性 FoxP3+CD4+
細胞がマウスのパイエル板において Tfh 細胞
に分化転換することを証明し、FoxP3+細胞が
固定された系統ではなく、Tfh 細胞等に変化
しうる可塑性を有した細胞群である事を明
らかにした。 
 次に、Tfh 細胞に高発現する抑制性受容体
である Programmed cell death-1 (PD-1)の欠
損マウスを解析し、PD-1 が Tfh 細胞と共生細
菌との相互作用にどのように関与している

かを解析した。その結果、PD−１欠損マウス
ではパイエル板胚中心において Tfh細胞数が
増加しパイエル板の胚中心内部での B細胞選
択に異常が生じていることが見出された。さ
らに、腸管 IgA の総量は正常マウスと PD-1
欠損マウスで変わりなかったが、PD-1 欠損マ
ウスにおいては IgA で覆われている腸内細菌
の割合が正常マウスに比べ減少していたこ
とから PD-1 欠損マウスでは腸内細菌に対す
る結合力の低い IgA が分泌されていることが
示唆された。また、正常マウス及び PD-1 欠
損マウスにおける腸内細菌叢を比較したと
ころ、腸内細菌の総数に差は見られなかった
ものの PD-1 欠損マウスでは腸内細菌叢の構
成が大きく変化していた。以上の結果より
PD-1 は、腸管 IgA 抗体の選択に関与し腸内細
菌を制御することで、腸管免疫系の恒常性維
持に関与していることが明らかとなった。 
一方で PD-1 欠損マウスでは腸内細菌に対す
る抗体が血清中からも検出されたことから
腸内細菌叢の変化が全身免疫系の異常な活
性化につながっている可能性が示唆された。
このことから PD-1 は腸管のみならず全身免
疫系の恒常性維持に関与しているものと考
えられた。 
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