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研究成果の概要（和文）：樹状突起を腸管腔内に伸長し、腸管腔内の抗原を取り込むCX3CR1陽性ミエロイド細胞
の樹状突起伸長に関わる代謝物（乳酸・ピルビン酸）を同定し、その受容体（GPR31）も同定した。マウスに乳
酸・ピルビン酸を経口投与すると、小腸粘膜に存在するCX3CR1陽性細胞の樹状突起伸長が増加した。GPR31欠損
マウスでは、その効果が消失した。また、乳酸・ピルビン酸の経口投与により、消化管病原細菌感染症に対する
抵抗性が高まった。以上、CX3CR1陽性細胞の樹状突起伸展は、腸内細菌依存的に産生される乳酸・ピルビン酸が
GPR31依存的に誘導すること、消化管病原細菌感染に対する免疫応答を増強することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Small intestinal mononuclear cells expressing CX3CR1 (CX3CR1+ cells) uptake 
luminal antigens by protruding their dendrites into the lumen. Mice lacking GPR31, which was highly 
and selectively expressed in intestinal CX3CR1+ cells, showed defective dendrite protrusions of 
CX3CR1+ cells in the small intestine. We purified a GPR31-activating fraction of intestinal content.
 Both lactic acid and pyruvic acid induced dendrite extension of CX3CR1+ cells of wild-type mice, 
but not GPR31-deficient mice. Oral administration of lactate/pyruvate enhanced dendrite protrusion 
of CX3CR1+ cells in the intestine of wild-type mice, but not GPR31-deficient mice. 
Lactate/pyruvate-treated wild-type mice showed enhanced immune response and high resistance to 
intestinal Salmonella infection. Thus, lactate/pyruvate, which are produced in the intestinal lumen 
in a bacteria-dependent manner, contribute to enhanced immune responses by inducing GPR31-mediated 
dendrite protrusion of intestinal CX3CR1+ cells.

研究分野：免疫学

キーワード： 粘膜免疫

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年腸内細菌叢が我々宿主の生理機能に重要な役割を担っていることが明らかになってきた。しかしながら、消
化管腔という体外で、腸管上皮のバリア機能により宿主細胞に接することなく棲息する腸内細菌叢が、宿主に作
用するメカニズムは明らかになっていなかった。本研究で、腸内細菌叢が消化管腔で産生する代謝産物を介して
宿主に作用していることが明らかになった。さらに、乳酸・ピルビン酸の経口投与が、消化管免疫系の強化につ
ながることを明らかにしたことは、今後経口免疫強化剤の開発に資する成果と考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、次世代シークエンサーを用いた DNA配列の網羅的解析が可能になり、従来難培養性でそ
の実態を明らかにすることができなかった腸内細菌が、便中の DNAの配列を解読することによ
り明らかになってきた。その結果、腸内には種類にして 1,000種、数にして 100兆個を超える細
菌が棲息していることが明らかになってきた。このように腸内に棲息している細菌の集団は、腸
内細菌叢（microbiota）と呼ばれており、宿主である私たちは腸内細菌叢から様々な恩恵を受け
ている。我々は、毎日摂取する食事を消化し、それをエネルギー源や栄養素として吸収している
が、食事成分の消化は我々の有する消化酵素がすべてを担っているわけではない。例えば宿主の
消化酵素では分解できない食物繊維は、腸内細菌叢が有する酵素により代謝分解され、その代謝
産物である糖類や短鎖脂肪酸を我々はエネルギー源として吸収して用いている。また、ビタミン
K、B12などの栄養素も腸内細菌叢が有する酵素により産生されている。また、近年、膨大な数
が存在する腸内細菌叢が、獲得免疫系を活性化することにより消化管感染症を防ぐ役割を担っ
ていることが明らかになってきており、このような現象を colonization resistance と呼んでいる。
さらに、腸内細菌叢が我々宿主の健康維持に重要な役割を担っていることと相まって、1,000種
を超える腸内細菌叢のバランスが崩れることが、様々な疾患の病態と深く関わっていることが
明らかになっている。実際、クローン病、潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患、関節リウマチ、多
発性硬化症などの自己免疫疾患、さらには、肥満、自閉症やがんなどの患者でも腸内細菌叢のバ
ランス（割合）が変化していることが報告されるようになり、疾患と関わる腸内細菌叢の乱れを
ディスビオーシス(dysbiosis)と呼ぶようになっている。 
 このように、腸内細菌叢は腸管内に共生し、我々宿主に多大なる影響を及ぼしている。しかし
ながら、腸内細菌叢は、我々宿主の免疫系が非自己として認識し排除すべき異物そのものである。
しかし、健康な状態では、腸管の免疫系は腸内細菌叢を攻撃することはない。誤って攻撃してし
まい炎症が起こることにより、炎症性腸疾患が発症することも明らかになっている。この点につ
いては、特に膨大な数の腸内細菌が存在する大腸では、腸内細菌叢が我々宿主の細胞（上皮細胞）
に直接接することなく、腸管腔内で棲息していることが知られている。そして、腸内細菌叢と宿
主上皮細胞が分割されるメカニズムについては、上皮から産生分泌される分子(Lypd8)が、特に
運動性の高い鞭毛を有する腸内細菌の鞭毛に会合し、その運動性を抑制することにより腸管腔
内にとどめることを申請者らが明らかにしている（Okumura et al. Nature 2016）。このように、腸
内細菌叢は、宿主に炎症を誘導せず、腸管腔内に棲息するため、我々宿主の細胞には基本的に接
着あるいは侵入することはない。 
 しかし、腸内細菌叢は直接宿主の細胞と接触することがないにも関わらず、上述のように我々
宿主に多大なる影響を及ぼしている。そのため、腸内細菌叢は、間接的なメカニズムで宿主に作
用しているものと考えられている。実際、腸内細菌叢が食物繊維の代謝産物として産生し、我々
宿主がエネルギー源・栄養素として吸収する短鎖脂肪酸が、消化管上皮細胞や消化管粘膜組織の
免疫細胞に作用し、感染防御機構の一端を担っていることが明らかになっている。申請者は、腸
内細菌依存性に腸管腔内で産生されるアデノシン 3リン酸（ATP）が、腸管粘膜組織の樹状細胞
を活性化すること、腸内細菌叢が食事成分を代謝し産生するインドールが腸管上皮のバリア機
能を向上させることを明らかにしてきている（Atarashi et al. Nature 2008; Shimada et al. PLoS One 
2013）。このように、腸内細菌叢が腸管腔内で産生する代謝物は、単にエネルギー源や栄養素と
して機能するだけでなく、腸管粘膜組織の恒常性維持に大きく関わっていることが明らかにな
っている。すなわち、一部の腸内細菌叢依存性の代謝産物は生理活性を有する。しかしながら、
膨大な種類が存在し、宿主に様々な影響を及ぼす腸内細菌叢が産生する代謝物の中には、これら
既知の代謝産物のみならず、まだ未同定の分子が存在しているものと考えられる。さらに、
dysbiosis が炎症性腸疾患に限らず腸管以外の組織の様々な疾患の病態で認められることから、
腸管粘膜組織に限らず、腸内細菌叢依存性に産生される代謝物の中には吸収され、遠隔組織で作
用するものも存在するものと考えられるが、その実態は不明である。 
 
２．研究の目的 
我々宿主に様々な影響を及ぼす腸内細菌叢の作用機序を明らかにするうえで、腸内細菌叢が腸管
腔内で産生する代謝産物の中で生理活性を有する（我々宿主に作用する）分子の実態を明らかに
することが極めて重要な課題である。そこで、本研究では、腸内細菌叢が産生する生理活性を有
する代謝産物を、特に脂溶性代謝物に焦点を絞り、同定し、さらにその作用機序を明らかにする
ことを目的とする。特に、樹状突起を腸管腔内に伸長し、腸管腔内の抗原を直接取り込む腸管特
有の CX3CR1 陽性ミエロイド細胞の樹状突起伸長に関わる腸内代謝物を同定することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
SPF マウスの小腸内容物を CX3CR1 陽性細胞に添加し、樹状突起伸展を計測した。CX3CR1 陽
性細胞に選択的に強く発現する GPR31の遺伝子欠損マウスを作製するとともに、GPR31発現細
胞を用いて、GPR31 活性化画分を精製した。野生型、GPR31 欠損マウスに、代謝物を経口投与



し、CX3CR1 陽性細胞の樹状突起伸展を二光子顕微鏡で計測した。野生型、GPR31 欠損マウス
に、代謝物を経口投与し、病原性サルモネラ菌を経口感染させ、その免疫応答、感受性を観察し
た。 
 
 
４．研究成果 
小腸で樹状突起を管腔内に伸長させるミエロイド細胞サブセット（CX3CR1陽性細胞）の樹状突
起伸長を促す腸内代謝産物の同定を試みた。まず、CX3CR1-GFP マウスの小腸粘膜固有層より
CX3CR1陽性細胞を単離し、SPFマウスの小腸内容物の diethyl either, chloroform, methanolの可溶
性画分で刺激をした後の樹状突起の伸長を解析した。その結果、methanol可溶性画分に樹状突起
を伸長させる活性があることが明らかになった。 
次に、腸内細菌依存性の代謝産物による樹状突起伸長の分子機構を解析するため、小腸粘膜固
有層の CX3CR1陽性細胞に選択的に発現する受容体の検索を行った。その結果、GPR31が小腸
粘膜固有層の CX3CR1陽性細胞に特異的に発現していることを見出した。そこで、GPR31の機
能を解析するため GPR31遺伝子欠損マウス（Gpr31b-/-マウス）を作成した。Gpr31b-/-マウスの
小腸粘膜固有層のCX3CR1陽性細胞の形態を二光子顕微鏡により解析した。野生型マウスでは、
樹状突起が管腔側に向かって伸長している像が認められるが、Gpr31b-/-マウスでは、樹状突起の
伸長は認められなかった。次に、Gpr31b-/-マウスの小腸より CX3CR1陽性細胞を単離し、SPFマ
ウスの小腸内容物の methanol 可溶性画分で刺激し、その形態変化を解析した。Gpr31b-/-マウス
の CX3CR1陽性細胞では、methanol可溶性画分による樹状突起伸展は認められなかった。 
次に、GPR31を活性化する成分を小腸内容物の methanol可溶性画分から精製した。精製した
活性画分を LC/MS解析すると、乳酸が含まれていることが明らかになった。そこで、乳酸とそ
の関連化合物を用いた解析を行い、乳酸とピルビン酸に GPR31を活性化させる作用があること
が明らかになった。そこで、乳酸およびピルビン酸が GPR31依存的に小腸 CX3CR1陽性細胞の
樹状突起を伸長させるかを解析した。乳酸およびピルビン酸は野生型マウスの小腸 CX3CR1 陽
性細胞の樹状突起を伸長させたが、Gpr31b-/-マウスの小腸 CX3CR1 陽性細胞では乳酸・ピルビ
ン酸依存性の樹状突起伸長は全く認められなかった。in vivoでの乳酸、ピルビン酸の作用を解析
した。野生型マウスおよびGpr31b-/-マウスに乳酸、ピルビン酸を経口投与し、小腸粘膜のCX3CR1
陽性細胞の樹状突起を観察した。野生型マウスでは、乳酸、ピルビン酸の経口投与により、伸展
する樹状突起の数が有意に増加した。一方、Gpr31b-/-マウスでは、乳酸、ピルビン酸依存性の樹
状突起の伸長は認められなかった。 
さらに、乳酸・ピルビン酸依存的な CX3CR1 陽性ミエロイド細胞の樹状突起伸展の生理的意
義を解析した。マウスに乳酸、ピルビン酸を経口投与すると、小腸粘膜の CX3CR1 陽性細胞の
樹状突起伸長が有意に増加した。また、非病原性サルモネラ菌を経口投与した際の小腸粘膜への
取り込み数も増加するとともに、血清中の抗サルモネラ抗体値も優位に上昇した。これらの反応
は Gpr31欠損マウスでは認められなかった。次に、病原性サルモネラ菌を経口的に感染させたと
ころ、野生型マウスに比べて Gpr31欠損マウスは感受性が高く、その多くが死亡した。一方、乳
酸あるいはピルビン酸を経口投与した野生型マウスは、病原性サルモネラ菌の経口感染にさら
に抵抗性を持つようになり、感染後に 1匹も死亡することはなかった。以上の結果から、腸管特
有の CX3CR1 陽性細胞の樹状突起伸展は、腸内細菌依存的に産生される乳酸・ピルビン酸が
GPR31 依存的に誘導すること、この樹状突起伸展が消化管病原細菌感染に対する免疫応答を増
強させることが明らかになった。 
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