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研究成果の概要（和文）：妊娠期の生活環境は、子の将来の健康や疾患リスクに影響すること（DOHaD）が知ら
れてきている。DOHaDを誘導する環境要因の1 つとして食生活で影響される母親の腸内細菌叢の関与が注目され
ているが、その発生機序は不明である。本研究により、母親の高脂肪食摂取によるα-defensin低下を介した腸
内細菌叢破綻が、胎生期のエピジェネティックな修飾によるPaneth細胞の発達異常を誘導することで子の腸内細
菌叢の成熟が妨げられる可能性が示された。これらの結果は、母親の妊娠期において、α-defensinを標的とし
た子の発症リスク上昇を抑制する新規疾患予防法の確立に貢献する。

研究成果の概要（英文）：The living environment during pregnancy is increasingly known to influence 
the child's future health and disease risk (DOHaD). The involvement of the maternal gut microbiota, 
which is influenced by diet, as one of the environmental factors inducing DOHaD has increased 
concern, but the underlying mechanisms are unknown. This study showed that gut microbiota disruption
 via decreased α-defensin due to maternal high-fat diet intake prevents maturation of the child's 
gut microbiota by inducing abnormal Paneth cell development due to epigenetic modifications during 
the embryonic period. These findings contribute to the establishment of novel disease prevention 
methods that target α-defensin during the maternal gestation period to reduce the risk of 
developing a child's disease.

研究分野：腸管粘膜免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、いまだ十分に理解されていない腸内細菌叢形成機序の解明において、宿主因子であるPaneth細胞・α
-defensinが個人の多様な腸内細菌叢の成熟・形成に大きく関与するという独自性の高い発想を基とした仮説を
証明することにより、自然免疫による細菌叢との共生機構を標的とした疾患の予防・治療に直結する独創的で画
期的な先制医療シーズを創出する基盤を構築したことから、学術的および社会的な要請において大きく意義があ
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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
妊娠期における母親の食習慣などの環境因子が、子の将来の疾患リスクに影響することが多

くの疫学研究により示されている。その制御機構の一つとして腸内細菌叢の役割が注目されて
いるが、その成熟・形成メカニズムにおける宿主因子の関与は未だ不明である。申請者は、小腸
上皮細胞 Paneth 細胞が分泌する抗菌ペプチドa-defensin が腸内細菌叢制御に重要な因子であ
ること、またその分泌異常が腸内細菌叢破綻を誘導し様々な疾患の発症に関与することを示し
てきた。さらに、無菌マウスにおける Paneth 細胞発達不全を示す予備的結果を得ている。以上
の結果は、Paneth 細胞の適切な発達は良好な腸内環境を獲得するのに重要な因子であることを
示唆する。 
 

２．研究の目的 
本研究は、胎児期から乳幼児期における Paneth 細胞の発達異常が腸内細菌叢形成の破綻を誘
導し、疾患リスク上昇に関与するとの仮説を立て、そのメカニズムを栄養制御によるa-defensin
低下マウスを用いて細胞・分子レベルで証明し、Paneth 細胞機能の修復による腸内環境制御機
構の正常化を標的とした疾患予防・治療戦略を提案することを目的とする。本研究によって、自
然免疫による細菌叢との共生機構を標的とした、独創的な先制医療シーズの創出の基盤形成が
期待できる。 
 
３．研究の方法 
1) 動物：雌の ICR マウスに通常食 (CD; 10% Fat)もしくは高脂肪食 (HFD; 60% Fat)を 5 週
間摂取させ、通常食摂取の同週齢雄マウスと交配し、子マウスを作出した。子は離乳後の 3 週齢
から母親の食餌に関わらず、通常食を摂取させた。2) 腸内細菌叢解析：糞便を採取して 16S rDNA
解析による腸内細菌叢解析を行った。3) a-defensin 分泌量の定量：糞便中に含まれるa-
defensin を sandwich ELISAで定量した。4) 組織学的解析：回腸組織を採取し、Paneth 細胞マ
ーカーとしてa-defensin、幹細胞マーカーとして Olfm4、上皮細胞マーカーとして E-cadherin、
核染色として DAPI を用いてホールマウント免疫蛍光染色後、透明化処理をした。その後、共焦
点レーザー顕微鏡にて取得した画像を用いて組織学的解析を行った。5）幹細胞ニッシェ活性測
定：成体小腸上皮細胞の生体外三次元培養系である enteroid培養法を胎生期上皮細胞に応用し、
enteroidの前駆体であるenterosphere数を計測することで胎生期の腸管上皮幹細胞活性の指標
とした。6) Paneth 細胞 DNAメチル化解析：小腸組織から陰窩を分離し細胞化後、Paneth 細胞を
Zn プローブラベルと CD24抗体でラベル後、セルソーターにて高純度に回収し、DNAを抽出後、
Reduced Representation Bisulfite Sequencing（RRBS）解析によりエピジェネティック変化を
網羅的に解析した。7) 統計学的解析：測定値は平均±標準誤差で示した。統計学的解析は
Unpaired student’s t-test または One-way ANOVAを行い、危険率 5%未満 (p < 0.05) を有意
とした。One-way ANOVAで差が認められた場合、事後検定として Bonferroni multiple comparison 
test を行った。相関の解析には Pearson correlation coefficient を用いた。 
 
４．研究成果 
まず、高脂肪食摂取が母親の腸内細菌叢にお

よぼす影響を明らかにするために、腸内細菌叢
の多様性を解析した。高脂肪食群の腸内細菌叢
は、通常食群と異なる組成を示し、a多様性が有
意に低下していた (Simpson index: 0.95 ± 
6.70 × 10-3 in CD, 0.87 ± 2.01 × 10-2 in 
HFD) 。すなわち、高脂肪食を摂取した母親では
dysbiosis が生じていた。次に、高脂肪食摂取が
母親のPaneth 細胞に与える影響を 明らかにす
るために、a-defensin 分泌量を定量した。高脂
肪食群のa-defensin 分泌量は、通常食群と比較
して有意に低下していた (165.2 ± 9.9 ng/mL, 
83.1 ± 26.1 ng/mL in HFD)。すなわち、母親
の高脂肪食摂取はa-defensin 分泌量を低下させ
た。a-defensin 分泌量と腸内細菌叢の多様性の
相関関係を解析したところ、正の相関関係が見
られた。このことから、高脂肪食を摂取した母親
の dysbiosis にはa-defensin の低下が関与する
ことが示された(図１)。 



 

 

次に、母親の高脂肪食摂取が子の腸内細菌叢
に与える影響を明らかにするために、母親高脂
肪食群および通常食群の子における腸内細菌叢
を解析した。母親通常食群由来の子（MCD 
offspring)は 3 週齢から 6 週齢にかけて有意に
異なる腸内細菌叢組成を形成し、a多様性が有意
に増加した。このことから、 腸内細菌叢の成熟
が示唆された (図２左；PD whole tree: 9.16 ± 
0.62 at 3w, 10.89 ± 0.36 at 6w in MCD 
offspring)。これに対して、母親高脂肪食群の子
（MHFD offspring)は通常食を摂取したにも関
わらず、腸内細菌叢の組成およびa多様性は 3 週
齢から 6 週齢にかけて有意な差が認められなか
った (図２右；PD whole tree: 9.63 ± 0.77 
at 3w, 9.41 ± 0.39 at 6w in MHFD 
offspring)。このことから、母親の高脂肪食摂取
は子の腸内細菌叢成熟を妨げることが示された
(図２)。 
母親の高脂肪食摂取が子の腸内細菌叢を制御する Paneth 細胞a-defensin に影響するかどう

かを明らかにするために、子
の 6 週 齢 に お い て a-
defensin 分泌量を定量した。
通常食を摂取したにも関わ
らず、母親高脂肪食群の子で
はa-defensin 分泌量が通常
食群の子と比較して著しく
低下していた (137.6 ± 
31.8 ng/mL in MCD 
offspring, 47.1 ± 6.1 
ng/mL in MHFD offspring)。
このことから、母親の高脂肪
食摂取は子のa-defensin 分
泌量を低下させることが示さ
れた(図３)。 
子の腸内細菌叢の成熟不全

とa-defensin 分泌量の低下の
関係性を明らかにする ため
に、子における腸内細菌叢のa
多様性とa-defensin 分泌量の
相関を解析したところ、両者は
正の相関を示した。このことか
ら、高脂肪食を摂取した母から
生まれた子の腸内細菌叢の成
熟不全にはa-defensin 分泌量
の低下が関与することが示さ
れた(図４)。 
a-defensin 分泌量が低下し

た原因を明らかにするため、子
の 6 週齢の、1陰窩におけるa-
defensin陽性の Paneth 細胞数
を計測した。Paneth 細胞数は、
母親高脂肪食群の子において
母親通常食群と比較して有意
に減少していた (9.70 ± 0.25 
in MCD offspring, 9.00 ± 0.25 in MHFD offspring)。このことから、子におけるa-defensin
分泌量の低下は、Paneth 細胞数の減少によるものであることが示された(図５上)。Paneth 細胞
は腸管上皮幹細胞から供給され、また幹細胞ニッシェを形成している。そこで、母親の高脂肪食
摂取が幹細胞に与える影響を明らかにするため、子の 6 週齢の 1 陰窩に おける幹細胞数を計
測した。母親高脂肪食群の子における幹細胞数は、母親通常食群と比較して有意に減少した 
(11.15 ± 0.4 in MCD offspring, 9.77 ± 0.25 in MHFD offspring)。これらのことから、母
親の高脂肪食摂取は子の Paneth 細胞の発達異常を伴う幹細胞ニッシェの破綻を引き起こすこと
が示された(図５下)。 



 

 

子の幹細胞ニッシェの破綻が
胎生期から生じているのかどう
かを明らかにするために、E15胎
児 の 腸 管 上 皮 を 培 養 し 、
enterosphere 形成数にもとづい
て胎児の幹細胞活性を解析し
た。母親高脂肪食群の胎児では、
母親通常食群の胎児と比較して
幹細胞活性が有意に低下してい
た (図６; 34.7 ± 2.21 in MCD 
fetus, 20.1 ± 3.88 in MHFD 
fetus) 。このことから、母親の
高脂肪食摂取は Paneth 細胞の発達異常を伴う幹細胞
ニッシェの破綻を、胎生期から引き起こすことが示唆
された。高脂肪食摂取による母親のa-defensin低下が
胎児の幹細胞ニッシェの破綻に関与するのかを明ら
かにするために、母親のa-defensin分泌量と胎児の幹
細胞活性の相関関係を 解析したところ、両者は正の
相関を示した(図７)。このことから、母親のa-
defensin 低下が、胎生期から始まる幹細胞ニッシェの
破綻が引き起こす Paneth 細胞の発達異常に関与する
ことが示された。 
母 親 の a-defensin 低 下 を 起 点 と し た 子 の

dysbiosis 誘導に、胎児 Paneth 細胞へのエピジェネテ
ィク修飾が関与する可能性を検討した。高脂肪誘導によりa-defensin を低下させた母親マウス
より生まれた子供群、普通食
摂取によりa-defensin が正
常な母親マウスより生まれ
た子供群それぞれ６週齢に
おいて Paneth 細胞だけを分
離し、RRBS を実施したとこ
ろ、母親高脂肪食群の子は、
母親普通食群の子と比べ、多
くの領域でメチル化率が異
なることが示された(図８)。 
本研究により得られた知
見は、妊娠中の食生活の破綻
が、胎生期からの Paneth 細胞の発達不全を引き起こし、腸内細菌の選択機構および腸管上皮細
胞幹細胞ニッシェの破綻による腸内環境の異常を導くことで子の疾患リスクが高まることを示
唆しており、今後、妊娠期において、Paneth 細胞α-defensin を標的とした子の発症リスク上昇
を抑制する新規疾患予防法の確立に貢献する。 
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