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研究成果の概要（和文）：経口トレランスの破綻は食物アレルギー発症の原因となる。Specific 

pathogen-free (SPF)マウスと Germ-free (GF)マウスで経口トレランスを誘導したところ SPF

マウスでは成立する経口トレランスが GF マウスで成立しなかった。GF マウスで経口トレラン

スが成立しない理由の一つとして、GF マウスでは消化管粘膜免疫誘導組織(GALT)における

CD25+CD4+制御性 T細胞の細胞数、またその制御機能が減弱していることが示された。すなわち

消化管細菌叢が GALT での CD25+CD4+制御性 T 細胞の誘導、制御性機能維持に重要であることが

示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：A failure of oral tolerance induction leads to susceptibility to 
food antigens. When oral tolerance was induced in either SPF or GF mice, oral tolerance 
was successfully induced in SPF mice, but not in GF mice. One of mechanisms by which oral 
tolerance could not be induced in GF mice was attributed to impaired number and function 
of CD25+CD4+ regulatory T cell in GALT of GF mice. Indigenous microbiota were thus 
considered to contribute to the induction and maintenance of CD25+CD4+ regulatory T cell 
in GALT. 
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１．研究開始当初の背景 
 研究開始当初の段階で、我々は SPF マウス
と比較して GF マウスでは消化管粘膜免疫誘

導組織(gut associated lymphoid tissue; 
GALT)が形態学で未発達であり、特にパイエ
ル板では CD4+T 細胞の顕著な減少、また B 細
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胞領域で胚中心の不形成を報告した。また予
備検討においてSPFマウスでは誘導される経
口トレランスが GF マウスで誘導されないと
の結果を得ていた。しかしながら消化管細菌
叢の有無における経口トレランス誘導への
関与については十分に解明されておらず、そ
のメカニズム解明は食物アレルギーを含め
たアレルギーの新しい治療法として臨床に
寄与できるのではないかと考え研究を遂行
した。 
 
２．研究の目的 
 経口トレランスの破綻は食物アレルギー
発症の原因となる。SPF マウスでは誘導され
る経口トレランスがなぜ GF マウスでは誘導
されないのかについて食物アレルギーモデ
ルを用いて検討を行う。すなわち GF マウス
が経口トレランスを誘導できない原因を調
べることにより食物アレルギー発症予防に
おける消化管細菌叢の意義を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)消化管細菌叢の有無による経口トレラン
ス誘導の検討 
 SPFマウスまたはGFマウスにOVA5mgまたは
コントロールとしてPBSを連続４日間経口投
与した。その後 OVA+Alum を２週間ごとに計
４回腹腔内投与しOVAに対する全身免疫反応
を惹起した。最終腹腔内投与１週間後に血清
を回収した。それぞれのマウス血清中の OVA
に対する抗体価(IgG1, IgE)を ELISA法にて測
定した。 
 
(2) 消化管細菌叢の有無によるGALT におけ
る制御性 T細胞の解析 
 SPF マウスと GFマウスのパイエル板、腸管
膜リンパ節または脾臓における細胞群の違
いを Flow cytometory により解析を行った。
解析に用いた抗体は Fc-blocker として
anti-CD16/32 Ab, 表面抗原検出として
anti-CD4 Ab, anti-CD25 Ab と anti-LAP Ab, 
細胞内抗原検出として anti-Foxp3 Abおよび 
anti-CTLA-4 Ab を使用した。解析はセルクエ
ストソフトで行い、CD25+CD4+Foxp3+細胞を制
御性 T細胞とした。 
 
(3) 消化管細菌叢の有無によるGALT 細胞の
刺激に対する反応性の違いの検討 
 SPF マウスと GFマウスより腸間膜リンパ節
を摘出し、腸間膜リンパ節細胞をanti-CD3 Ab
で刺激した。刺激４８時間後培養上清中の
IL-2 産生量を ELISA 法にて測定した。また細
胞増殖については 3[H]-thymidine 取り込み
により測定を行った。 
 
(4) 消化管細菌叢の有無によるCD25+CD4+制
御性 T細胞制御性機能の検討 

 SPF マウスと GFマウスより腸間膜リンパ節
を摘出し、それぞれの腸間膜リンパ節細胞よ
り CD25+CD4+細胞を MACS にて精製した。エフ
ェクター細胞(CD25-CD4+細胞)とともに
anti-CD3 Ab 刺激下での共培養を行った。
3[H]-thymidine 取り込みにより CD25+CD4+細
胞の制御性機能の測定を行った。 
 
(5) 消化管細菌叢の有無によるCD25+CD4+制
御性 T細胞の制御性機能の解明 
 SPF マウスと GFマウスより腸間膜リンパ節
を摘出し、それぞれの腸間膜リンパ節細胞よ
り CD25+CD4+細胞を精製した。制御性機能の違
いを確認するため、Flow cytometory による
細胞結合型TGF-β、CTLA-4の発現量の解析、
または anti-CD3 Ab 刺激によるサイトカイン
(IL-10,TGF-β,IFN-γ)産生量を比較検討し
た。 
 
(6) 中和抗体による CD25+CD4+制御性 T細胞
制御性機能の解明 
 SPF マウスと GFマウスより腸間膜リンパ節
を摘出し、それぞれの腸間膜リンパ節細胞よ
り CD25+CD4+細胞を精製した。中和抗体存在下
でエフェクター細胞(CD25-CD4+細胞)ととも
に anti-CD3 Ab 刺激下での共培養を行った。
3[H]-thymidine 取り込みにより CD25+CD4+細
胞の制御性機能が減弱するか検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 消化管細菌叢の有無による経口トレラ
ンス誘導の検討 
 図１が示すように、SPF マウスにおいてOVA
を経口投与されたマウスは経口トレランス
が成立しPBSを経口投与されたマウスより血
清中のOVA特異的IgG1,IgEが有意に低下して
いた。一方、GFマウスでは経口トレランスが
成立せず、OVA 経口投与群、PBS 経口投与群
で血清中のOVA特異的IgG1,IgEに差は認めら
れなかった。この結果より、消化管細菌叢の
存在が経口トレランス成立に重要であるこ
とが示唆された。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 



 

 

 
(2) 消化管細菌叢の有無によるGALT におけ
る制御性 T細胞の解析 
 パイエル板、腸管膜リンパ節または脾臓に
おける制御性 T細胞を解析した結果、SPF マ
ウスと比較して GFマウスではパイエル板、
腸間膜リンパ節で制御性T細胞の割合および
細胞数が有意に減少していた。しかしながら
脾臓において制御性T細胞の割合および細胞
数に差は認められなかった。すなわち腸内細
菌叢の存在は GALT における制御性 T細胞の
誘導、維持に関与することが示唆された。 
 
(3) 消化管細菌叢の有無によるGALT 細胞の
刺激に対する反応性の違いの検討 
 腸間膜リンパ節において制御性 T細胞数に
有意な差が認められたため、腸間膜リンパ節
細胞の刺激に対する反応性を検討した。その
結果、SPF マウスと比較し GFマウスの腸間膜
リンパ節細胞は刺激に対し、有意に IL-2 産
生量が高く、また細胞増殖も高かった（図２）。
しかしながら脾臓細胞においては IL-2 産生
量、細胞増殖に差は認められなかった。すな
わち GFマウスの腸間膜リンパ節細胞は刺激
に対し過剰に反応することが示唆された。 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
(4) 消化管細菌叢の有無によるCD25+CD4+制
御性 T細胞制御性機能の検討 
 腸間膜リンパ節において制御性 T細胞の制
御性機能に差があるかについて検討を行っ
た。腸間膜リンパ節から制御性 T細胞を精製
して anti-CD3 Ab 刺激下でエフェクター細胞
と共培養により制御性機能能を測定した。そ
の結果、GFマウス由来制御性 T細胞は SPF マ
ウス由来御性T細胞と比較して制御性機能が
有意に減弱していることが明らかとなった

（図３）。 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
(5) 消化管細菌叢の有無による CD25+CD4+制
御性 T細胞制御性機能の解明 
 腸間膜リンパ節由来制御性 T 細胞の制御性
機能について、GFマウスではその制御性機能
が減弱していた。この原因を解明するため腸
間膜リンパ節由来制御性T細胞におけるサイ
トカイン産生および細胞表面マーカーにつ
いて検討を行った。その結果、SPF マウス由
来制御性 T 細胞と比較して GF マウス由来制
御性 T 細胞では制御性サイトカインである
IL-10 と TGF-β産生が有意に減少していた
（図４）。一方 IFN-γ産生は同等であった。
また制御性T細胞上の結合型TGF-βの発現も
GFマウス由来制御性T細胞で有意に減少して
いた。 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
(6) 中和抗体による CD25+CD4+制御性 T 細胞
制御機能の解明 
 GF マウス由来制御性 T 細胞は SPF マウス由
来制御性T細胞と比較して制御性サイトカイ
ンであるIL-10とTGF-β産生の減少が確認さ
れたため、実際にこれらのサイトカイン産生
量の差が制御性機能の差の原因であるかを
中和抗体を用い、共培養試験にて検討を行っ
た。その結果、TGF-βの中和抗体により SPF
マウス由来制御性 T 細胞の制御性機能が GF
マウス由来制御性T細胞の制御性機能レベル
まで減弱することが認められた（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図３）。



 

 

(6)研究成果のまとめ 
 本研究では経口トレランスが成立する SPF
マウスと成立しない GF マウスの比較検討を
行った。その結果、消化管細菌叢は GALT に
おける制御性 T細胞の誘導、またはその制御
性機能維持に重要であることが示唆され、こ
のことが経口トレランス成立、非成立に関与
する可能性が考えられた。また制御性 T細胞
の制御性機能の違いは制御性サイトカイン
である TGF-β産生能の違いに起因すること
も示唆された。しかしながら消化管細菌叢が
どのように制御性 T細胞を誘導するのか、ま
た TGF-β産生能に違いを与えるかについて
はまだ解明が必要である。今後は制御性 T細
胞を誘導する消化管細菌の探索および消化
管細菌叢の有無による制御性 T 細胞の TGF-
β産生メカニズムについて検討していく予
定である。 
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