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研究成果の概要（和文）：正常マウス腸管 M には MCP-1 依存性 CCR2 陽性 IL-10 高産生型
M が存在し恒常性維持に関与していることを見出した。また IL-10欠損マウスの腸管M では

細菌貪食後の細胞内シグナル伝達の異常により炎症性サイトカインの過剰産生おこることを突

き止めた。ヒト Crohn 病においては腸管 M と粘膜 NK 細胞の相互作用が過剰な Th1 シフト
に関与していることを明らかとした。さらに、胆汁酸が膜型受容体 TGR5を介して IL-12低産
生型の樹状細胞を誘導することを発見した。IL-12低産生型の樹状細胞の誘導は Crohn病治療
標的になりうると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified that resident intestinal macrophages include a 
subpopulation of MCP-1 dependent CCR2+IL-10 producing M  which contributes to gut 
homeostasis. In IL-10 KO mice, we showed intracellular signaling after phagocytosis is 
important for production of proinflammatory cytokines by intestinal macrophages. In 
human Crohn’s disease, we demonstrated that intestinal macrophages interact with 
mucosal NK cells and contribute to enhance of Th1 immune response. Furthermore, our 
studies demonstrated that bile acids can induce differentiation into IL-12 hypo-producing 
DCs. Thus, conditioning and regulation of innate immune cells such as macrophages and 
dendritic cells (DCs) have a potential to be a therapeutic target of Crohn’s disease. 
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１．研究開始当初の背景 
現在の Crohn 病に対する治療は炎症を抑制
する対症療法に限られており、病態解明とそ
れに基づく治療法の開発、発症予防が急務で
ある。Crohn病は遺伝学的素因、食事などの
環境因子と免疫学的異常が複雑に絡み合っ
た多因子疾患と考えられているが、近年、『腸

内細菌に対する腸管免疫応答システムの破
綻がその病態の本質にある』と考えられてい
る。腸内細菌は人体に有益であり、腸管免疫
システムはこれらに過剰に反応することの
ないように制御されている。自然免疫担当細
胞である腸管 は異物の貪食・処理に続き炎
症性サイトカインを産生し免疫を惹起する
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ものと考えられてきた。しかし当研究室を中
心とした研究により、『腸管局所 は単に異
物処理を行なうだけでなく、免疫学的恒常性
維持に必須である』ことが明らかになった。
正常マウス腸管 が腸内細菌に対して抑制
性サイトカイン IL-10を産生し慢性炎症への
進展を防いでいる一方、Crohn病モデルであ
る IL-10 欠損マウスでは腸管 の機能異常
の結果 IL-12や IL-23を産生することにより
Th1/Th17 型 慢 性 炎 症 が 惹 起 さ れ る  
(Kamada N, Hisamatsu T, Hibi T et al. 
2005 J Immunol.）。Crohn病では腸内細菌
に対する制御異常が病態に関与していると
推測されていたがヒト検体を用いての研究
は世界的に遅れていた。この現状を打破した
のが当研究室である。我々はマウスでの研究
に加え炎症性腸疾患の病態解明を目指しヒ
ト検体を用いた研究を精力的に行ってきた
(Hibi T et al. 1999 Cancer Res, 
2001Gastroenterology,2004Gut, 
2004Gastroenterology, 
2002Gastroenterology)。そして Crohn病腸
管局所で CD14+ が増加し腸内細菌刺激に
対して IL-23を高産生していることを突き止
めた。Mizoguchiらもマウス IL-23産生型腸
管単球系細胞が Crohn 病の特徴である肉芽
腫形成に関与していることを報告しており
（Mizoguchi et al. 2007 J Clin Invest）、我々
の同定した CD14+ がヒトにおけるカウン
ターパートである可能性が示唆された。さら
なる解析から特にCrohn病のCD14+ は細
菌刺激により IL-23 と TNF-αを高産生し、
粘膜固有層単核球からの IFN-γ産生を促し
て い る こ と も 判 明 し た (Kamada N, 
Hisamatsu T, Hibi T et al. 2008 J Clin 
Invest)。ここに初めて『ヒト Crohn 病にお
ける腸内細菌に対するの機能異常による
IL-23産生が病態の keyになっている』こと
が証明された。 
 
２．研究の目的 
(1)腸管の免疫学的恒常性維持における役割
の解明。 
①MCP-1 依存性腸管 の恒常性維持におけ
る重要性：我々はすでに正常マウス DSS 誘
発腸炎モデルにおいて局所に浸潤してくる
が IL-10 高産生型であることを突き止め

ている。さらに単球のホーミングが障害され
たMCP-1欠損マウスではこの IL-10産生
の減少により DSS 腸炎が増悪することもつ
きとめた。以上の結果は炎症時に浸潤してく
る は炎症を惹起するのではなく炎症収束
させ創傷治癒に向かわせていることを示し
ており、従来の考えを覆す重要な所見である。
今後炎症時に浸潤してくるマウス を単離
しレジデント との機能の違い、分化誘導の
違い、ホーミング機構の違いを明らかにする。

②IL-10欠損マウス における IL-23過剰産
生のメカニズム解明：現在までに腸管 の抑
制性機能の獲得には分化段階での IL-10が必
須であることを見出している（Kamada N, 
Hisamatsu T, Hibi T et al. 2005 J. 
Immunol）。さらに IL-10 欠損マウスでは
LPS+IFN-γ 刺激と異なり腸内細菌刺激では
IL-12p40、IL-12p35 の発現亢進が長時間に
わたって遷延すること、STAT-1 の tyrosine
のリン酸化亢進がしていることを突き止め
ており、この現象は貪食を阻害することによ
り低下することから細菌が細胞内に取り込
まれたあとのシグナルがより重要であると
考えられる。今後は細胞内細菌処理のメカニ
ズムと IL-12/23 の発現亢進の関係を明らか
にするため NOD2 などの細胞内細菌認識分
子のノックダウンや欠損マウスなどを用い
て研究を進める。さらに細菌側の因子の追求
としてE.faecalisの変異株を用いて IL-12/23
誘導成分の同定を行なう。 
(2)炎症性腸管 への誘導因子とそのメカニ
ズムの解明。 
Crohn病では は炎症性の phenotypeへと
分化している。我々は既に IFN-γ が の分
化に影響を与え、IL-23高産生型 を誘導す
ることを見出しており今後は IFN-γ 下流の
シグナルの 分化におけるメカニズムを追
求する。 
(3)Crohn 病における腸管 の機能異常の
解明と標的治療法の開発。 
我々の同定した腸管 CD14+ は一部樹状細
胞の表面マーカーも表出していることから、
この細胞が抗原提示細胞として naïve T細胞
を Th1/Th17メモリー細胞に誘導するかどう
か検討する。さらに T細胞の腸管へのホーミ
ングマーカーであるα4β7 インテグリンの発
現を誘導するかどうかも検討する。また既に
CD14+ の産生する IL-23 が TNF-α と
synergistic に働き T 細胞のみならず NK 細
胞からの IFN-γ 産生を促すことを見出して
おり、CD14+ とNK細胞との interaction
を追求する。既に我々は Crohn病において腸
管局所にNK細胞が増加していることを報告
し て い る （ Chinen H, Kamada N, 
Hisamatsu T, Hibi T et al. 2007 
Gastroenterology）。つまりNK細胞がCrohn
病における IFN-γ 産生細胞として重要な役
割を担っている可能性があり、『Crohn 病に
おける と NK細胞の interaction』という
新たな概念を提唱している。 
学術的な特色・独創的な点および予想される
結果と意義：腸管 がむしろ恒常性維持に
重要であるという概念は我々の研究成果
（Kamada N, Hisamatsu T, Hibi T 2005 J. 
Immunol）が契機となり注目されるようにな
っ た （ Denning TL et al, 2007 Nat 
Immunol）。正常腸管 の機能を解析するこ



 

 

とで Crohn 病への病態へ迫ろうとするアプ
ローチはT細胞中心の研究が多い中きわめて
独創的であり病態の本質を追及するもので
ある。さらに当研究室のヒト検体を用いた多
くの研究成果は世界の中で他の追随を許さ
ずヒト Crohn 病の病態解明に直接つながる
研究であると期待されている。また をタ
ーゲットとした治療法の開発も目指してお
り、既にその成果の一部としてアミノ酸であ
る histidine が からの TNF-α 産生を抑制
し腸炎を抑制しうることも報告した（Andou 
A, Hisamatsu T, Hibi T et al. 2009 
Gastroenterology）。 
 
３．研究の方法 
I. マウスを用いた腸管マクロファージの機
能研究 
レジデント腸管マクロファージの詳細な解
析のために野生型 C56BL6マウスの腸管よ
り比重遠心法を用いて単核球細胞（lamina 
propria mononuclear cell: LPMC）を得た。
flow cytometoryによって CD11b+CD11c-細
胞をレジデントマクロファージとして解析
した。 
また IL-10欠損マウスの腸管マクロファージ、
骨髄 CD11b+単球から in vitroで分化誘導し
たマクロファージを用いて細菌刺激による
炎症性サイトカイン産生を CBA、ELISA、
real time PCRで解析し、その際のシグナル
伝達を western blotを用いて解析した。また
細菌貪食の関与についてサイトカラシン D
による貪食阻害実験や蛍光ラベルした E.coli
を用いて解析した。 
II. Crohn病患者腸管由来免疫細胞を用いた
研究 
Crohn病手術検体の腸管粘膜より LPMCを
分離し、さらに CD14磁気ビーズを用いて
CD14+炎症性マクロファージを得、解析に用
いた。また CD3-CD56+NK細胞を flow 
cytometoryにより解析した。さらに両者の相
互作用について共培養系を用いて解析した。 
III.in vitro培養系を用いた IL-12低産生性樹
状細胞誘導の研究 
Crohn病においてはマクロファージや樹状
細胞の制御異常により過剰な炎症性サイト
カインが産生され Th1優位の免疫応答が誘
導される。その際の重要なサイトカインは
TNF 、IL-12、IL-23であり、それらの低産
生性 phenotypeの誘導を in vitroで試みた。
健康人末梢血単球を GM-CSF、IL-4の添加
により樹状細胞に分化させた。その際に種々
の化合物を添加し細菌刺激によるサイトカ
イン産生を検討した。 
 
４．研究成果 
I. マウスを用いた腸管マクロファージの機
能研究 

(1) MCP-1 依存性腸管マクロファージ
の恒常性維持における重要性：正常マウス腸
管マクロファージは flow cytometry の解析
から 2 つの分画に分かれ（LP マクロファー
ジ-1、2）、MCP-1欠損マウスでは LPマクロ
ファージ-2 分画の減少が認められた。この
LP マクロファージ分画は IL-10 高産生型で
あり、MCP-1欠損マウスでは DSS腸炎誘発
時にこの LPマクロファージ-2分画のホーミ
ングが傷害されており腸炎が増悪すること
を突き止め、腸管マクロファージの新たな機
能解析の結果として論文発表した (J 
Immunol. 2010 Mar 1;184(5):2671-6.)。 
(2) IL-10 欠損マウス LP マクロファー
ジにおける IL-23 過剰産生のメカニズム解
明：IL-10KOマウスのマクロファージからの
IL-23 過剰産生には PAMPs よりも腸内細菌
刺激が重要であり、特に菌体を貪食したのち
の STAT1 を含めたシグナル伝達が重要であ
ることを突き止めた。本研究成果は英文誌に
論文として発表した (Clin Exp Immunol. 
2011 Apr;164(1):137-44.)。またマクロファー
ジにおける IL-12p40の転写制御にはNFIL3 
が重要であることを見出した(J Immunol. 
2011 Apr 15;186(8):4649-55.)。 
II. Crohn病患者腸管由来免疫細胞を用いた
研究 
Crohn 病 腸 管 粘 膜 の NK 細 胞 は
CD56+NKp46+であり IFNg産生能が高かっ
た。これは CD14+腸管マクロファージから
産生される IL-23により増強されることが明
らかとなった（GastroenterologySep;139(3) 
2010 p882-92）。さらに Crohn 病 CD14+腸
管マクロファージはTL1Aを産生し IL-23と
synergistic な作用により IFN 産生を増強さ
せることを明らかにした (Inflamm Bowel 
Dis. 2010 Apr;16(4):568-75)。 
III.in vitro培養系を用いた IL-12低産生性樹
状細胞誘導の研究 
すでに合成レチノイン酸受容体アゴニスト
であるAM80が IL-12低産生性樹状細胞を誘
導することを明らかにしていたが(Inflamm 
Bowel Dis. 2009 Oct;15(10):1548-56.）、今回
さらなる追及で胆汁酸が TGR5 を介して
IL-12 低産生型樹状細胞を誘導しうる
(Immunology. 2012 Jun;136(2):153-62.)こ
とがはじめて明らかとなった。合成レチノイ
ン酸受容体アゴニストや TGR5 アゴニスト
を用いたマクロファージや樹状細胞の機能
制御が Crohn 病の治療標的になりうる可能
性を示した。 
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