
明治大学・農学部・専任准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６８２

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

2型自然免疫における小腸刷子細胞受容体の機能解明と食品への応用展開

Elucidation of intestinal tuft cell-expressed receptor function in type 2 innate
 immunity and its application to food science

１０４５１８４０研究者番号：

石丸　喜朗（Ishimaru, Yoshiro）

研究期間：

１９Ｈ０２９１５

年 月 日現在  ４   ６ １０

円    12,700,000

研究成果の概要（和文）：寄生虫を感知する小腸刷子細胞が蛍光標識され生体イメージング解析が可能なマウス
を作出して、コハク酸、サリシンや線虫培養上清に対する刷子細胞やその周囲における応答が検出できた。刷子
細胞頂端部に局在するGprc5c受容体欠損マウスは、コハク酸投与下では小腸粘膜固有層に存在する2型自然リン
パ球の細胞数が野生型マウスより多かった。つまり、炎症時においてGprc5c受容体は 2型自然免疫応答を抑制す
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using transgenic mice for in vivo live imaging in which intestinal tuft 
cells detecting helminths are fluorescent-labeled, we detected responses to succinic acid, salicin, 
and nematode excretory/secretory product in tuft cells or their surrounding cells. When succinic 
acid was administered, the number of type 2 innate lymphoid cells present in intestinal lamina 
propria was larger in tuft cell-localized Gprc5c knockout mice than in wild-type mice, suggesting 
that Gprc5c may suppress type 2 innate immune response during inflammation.

研究分野：食品科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より、刷子細胞頂端部に局在するオーファン受容体Gprc5cが、炎症時において2型自然免疫応答を抑制す
ると示唆されたことから、今後、Gprc5cのリガンドやその活性を調節する化合物を同定することによって、アレ
ルギー性疾患や肥満・糖尿病の予防や治療に繋がることが期待される。

※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 
従来、アレルギー性疾患や寄生虫感染に対する 2型免疫応答では、抗原特異的な獲得免疫によ
って誘導される Th2 細胞と Th2 サイトカイン（IL-4、IL-5、IL-13 など）が重要な役割を果たし
ていると考えられてきた。2010 年、マウスやヒト腸間膜の脂肪組織内から、IL-33 や IL-25 の刺
激によって多量の IL-13 や IL-5 を産生する新たなリンパ球として、2 型自然リンパ球（ILC2）
が同定された（Moro et al., Nature, 2010; Neil et al., Nature, 2010; Price et al., PNAS, 
2010）。さらに、ILC2 は様々な組織（肺、皮膚、脳、心臓、筋肉、腸管、肝臓など）に存在して
いることが明らかとなった（Nussbaum et al., Nature, 2013）。現在では、2型免疫応答におい
て獲得免疫だけでなく自然免疫も重要な役割を担うと考えられている。 
 小腸上皮細胞の約 0.4%を占める刷子細胞は 60年以上前に発見されたが、どのような機能を持
つか長い間不明であった。2016 年、IL-25 の分泌源として刷子細胞が同定され、寄生虫感染に対
して刷子細胞はセンサーとして 2 型免疫応答の始動において重要な働きをすることが報告され
た（von Moltke et al., Nature, 2016; Gerbe et al., Nature, 2016; Howitt et al., Science, 
2016）。寄生虫に感染すると刷子細胞から分泌される IL-25 を介して ILC2 が活性化され、IL-5
による好酸球の誘導や、IL-13 による刷子細胞と杯細胞の過形成が生じる。刷子細胞過形成は IL-
25 発現をさらに亢進するという正のフィードバックループによって寄生虫の駆除が促進される
ことが明らかとなった。刷子細胞内では、Gnat3 と Trpm5 が下流シグナル伝達因子として働くこ
とも示された。 
 さらに、刷子細胞に発現するコハク酸受容体 GPR91 が、原虫の産生するコハク酸を検知するこ
とによって 2型免疫が始動することが示された（Lei et al., PNAS, 2018; Schneider et al., 
Cell, 2018; Nadjsombati et al., Immunity, 2018）。しかし、線虫感染に対しては、GPR91 欠
損マウスでは正常な 2型免疫応答が起き、野生型マウスと同様に線虫が駆除されたため、刷子細
胞がどのようにして線虫を検知するかは未解明である。感染性胃腸炎を引き起こすヒトノロウ
ィルスの代替モデルとしてマウスノロウィルス（MNoV）が用いられている。MNoV は、その受容
体 CD300lf を発現する刷子細胞を標的として感染することが示された（Wilen et al., Science, 
2018）。一方、研究代表者は、刷子細胞に発現する受容体を新たに同定する目的で、野生型マウ
スと刷子細胞が消失している転写制御因子 Skn-1 欠損マウス間で、小腸上皮における遺伝子発
現プロファイルを RNA-Seq 法を用いて比較して候補遺伝子を抽出し、免疫組織学的解析を行っ
た。その結果、刷子細胞の頂端部に局在するオーファン受容体 Gprc5c を発見した。 
免疫と代謝の関係に着目すると、ILC2 が肥満を抑制する働きがあることが報告されている。
ILC2 を刺激する IL-33 の欠損マウスは、高脂肪食を給餌すると野生型マウスより体重が増加し
た。この機構として、ILC2 から分泌されるエンケファリンが白色脂肪細胞に作用してベージュ
脂肪細胞へ変化させ、熱産生を亢進すること（Brestoff et al., Nature, 2015）や、ILC2 と好
酸球から分泌される IL-4 や IL-13 が、脂肪前駆細胞の分化を白色脂肪細胞から褐色脂肪細胞へ
変化させること（Lee et al., Cell, 2015）が示された。一方、研究代表者らは、Skn-1 欠損マ
ウスでは摂餌量は不変だったが、カテコールアミンの過分泌によって消費エネルギーが増加し
たために、低体脂肪率を伴う顕著な低体重を示すことを明らかにした（Ushiama et al., 
EBioMedicine, 2016）。しかし、腸間膜リンパ節と粘膜固有層における ILC2 の数は、野生型と
Skn-1 欠損マウスで差がなかった（Gerbe et al., 2016）ため、刷子細胞が無くなると低体重と
なる理由はこれまでの知見からは説明できていなかった。 
 
２．研究の目的 
小腸刷子細胞は、アレルギー性疾患や寄生虫感染に対する 2型免疫応答の始動において、セン
サーとして重要な働きをする。本研究では、小腸刷子細胞の頂端部に局在することを研究代表者
自らが発見したオーファン受容体 Gprc5c の生理機能を解明し、アレルギー性疾患や肥満・糖尿
病の予防や治療に繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) オーファン受容体 Gprc5c 欠損マウスの表現型解析 
ゲノム編集法（TALEN 法と CRISPER/Cas9 法）により作出したフレームシフト変異を持つ Gprc5c
受容体欠損マウスを用いて、Skn-1 欠損マウスで行ったエネルギー代謝に関する表現型解析法
（Ushiama et al., 2016）を含む様々な手法で、代謝や 2型自然免疫に関する表現型を解析し
た。 
① エネルギー代謝に関する表現型解析 
エネルギー代謝に関する表現型を解析し、Skn-1 欠損マウスと同様の表現型を示すかを調べた。
具体的には、1)普通食・高脂肪食摂取条件下における継時的な体重変化の測定 2)白色脂肪組織
や肝臓など各組織の重量測定 3)摂餌量・摂水量の測定 4)代謝測定システムを用いたエネルギ
ー消費量、呼吸商、自発運動量の測定 5)経口糖負荷試験などを行った。 
② 2型自然免疫に関する表現型解析 



 通常飼育下あるいは 100 mM コハク酸を 4日間投与した条件下で、小腸上皮や小腸粘膜固有層
から単一細胞の懸濁液を調製し、刷子細胞、杯細胞や ILC2 の細胞数の割合を FACS を用いて解析
した。また、免疫染色法や qPCR 法によって、刷子細胞や杯細胞の過形成と IL-25 や 2 型サイト
カイン量を調べた。 
2) Gprc5c 受容体およびコハク酸受容体の活性化・阻害物質の探索 
 培養細胞発現系を用いて Gprc5c 受容体とコハク酸受容体の評価系を構築し、抗アレルギー作
用や抗肥満効果が期待される受容体の活性化・阻害物質を食品由来因子等から探索した。 
① Gprc5c 受容体評価系の構築 
Gprc5c 受容体のリガンドを同定するために、培養細胞を用いた評価系の構築を試みた。Gprc5c
受容体をキメラ G タンパク質 G16/gust44（G16 の C 末端 44 残基を刷子細胞に発現する Gnat3
の対応する残基に置換）やカルシウム結合型発光タンパク質 Clytin-II と共に HEK293T 細胞に
一過的に発現させ、発光基質 Coelenterazine を負荷し、マイクロプレートリーダーFlexstation 
3 を用いた発光イメージング法（Toda et al., J Biol Chem, 2013）でリガンド探索を行った。
糖、アミノ酸、脂肪酸など栄養素やその消化産物、寄生虫、乳酸菌ライブラリーやその代謝産物、
小腸内容物などをリガンド候補として投与した。 
② コハク酸受容体 GPR91 評価系の構築と阻害物質の探索 
抗アレルギー作用が期待される GPR91 を阻害する物質を同定するために、培養細胞を用いた
評価系を構築した。培養細胞内で Gi 系と共役する GPR91 がコハク酸を受容すると、PLCを介
した PIターンオーバーを経て細胞内カルシウム濃度が上昇した（Sundström et al., FEBS lett, 
2013）。Gnat3 は刷子細胞に発現し、寄生虫検知後の下流シグナル伝達因子として働く（Howitt 
et al., 2016）。そこで、発光イメージング法によりコハク酸に対する GPR91 の応答を調べた。
さらに、乳酸菌やその代謝産物を含む食品由来因子などから、抗アレルギー作用が期待される
GPR91 の阻害物質の同定を試みた。 
3) 生体イメージング法を用いた刷子細胞の機能解析 
培養細胞発現系より生体に近い条件で刷子細胞の機能解析を行うために、カルシウムバイオ
センサーYC3.60 を発現するトランスジェニック（Tg）マウスを用いた生体イメージングを実施
した。まず、低頻度の刷子細胞を容易に識別できるようにする目的で、刷子細胞特異的に発現す
る Trpm5 遺伝子のプロモーター領域制御下に赤色蛍光タンパク質 tdTomato を発現誘導させる
Trpm5-tdTomato Tg マウスを作出した。次に、両系統を交配させたマウスの小腸を用いて、様々
な物質に対する刷子細胞の応答を調べた。 
 
４．研究成果 
1) Gprc5c 受容体欠損マウスを用いて、高脂肪食投与条件下で、体重や臓器重量変化を野生型マ
ウスと比較した。その結果、有意な差は認められなかった。さらに、様々な方法でエネルギー代
謝に関する表現型解析を行ったが、明確な表現型を示さなかった。 
次に、野生型およびGprc5c受容体欠損マウスにおいて、小腸粘膜固有層に存在するILC2(PI-、
Lineage-、CD45+、PE+、Sca-1+)の細胞数を FACS を用いて測定した。その結果、通常飼育下では、
野生型と欠損マウス間で ILC2 の細胞数に有意差はなかった。一方で、コハク酸を投与し 2型自
然免疫応答が亢進した状態では、欠損マウスは野生型マウスより ILC2 の細胞数が多かった。以
上より、炎症時において Gprc5c 受容体は 2型自然免疫応答を抑制することが示唆された。 
2) 化合物ライブラリーを用いて、Gprc5c 受容体のリガンド探索を行ったが、リガンド同定には
至らなかった。一方、培養細胞を用いてコハク酸受容体の機能解析系の構築を試みたところ、濃
度依存的な細胞応答が観察された。しかし、Gprc5c 受容体やコハク酸受容体の阻害物質は同定
できなかった。 
3) まず、刷子細胞特異的に発現する Trpm5 遺伝子のプロモーター領域制御下に赤色蛍光タンパ
ク質 tdTomato を発現誘導させる Trpm5-tdTomato Tg マウスを作出した。その結果、複数系統の
Trpm5-tdTomato Tg マウスが得られ、刷子細胞特異的に赤色蛍光が観察された。次に、YC3.60 Tg
マウスと交配させて、刷子細胞を特異的に標識した YC3.60 マウスを作出することに成功した。
このマウスを用いて、まず、ATP 投与時の小腸上皮細胞の応答を観察したところ、応答をリアル
タイムに可視化することができた。次に、刷子細胞のリガンドとして知られているコハク酸とサ
リシンに対する応答を調べたところ、刷子細胞の周囲において蛍光比の上昇が観察された。さら
に、マウスの寄生虫感染モデルとして広く利用される線虫 N.brasiliensi（Nb）に対する刷子細
胞の応答を可視化することを目的として、調整方法が異なる 2種類の Nb代謝産物を含む試料に
対する応答を解析した。線虫サンプルは、RPMI-1640培地中にNbを生育させて得られた上清（NES）
と、Nb を PBS 中でホモジナイズしたもの（Nb破砕サンプル）を作製した。生体イメージング法
による解析では、NES の投与によって刷子細胞とその周囲においてカルシウム濃度が上昇する様
子が観察された。一方、Nb破砕サンプルに対する応答は検出されなかった。 
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