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研究成果の概要（和文）： 
 大腸には小腸に比べて多くの腸内細菌が存在し，完全に排除されることなく腸内での共生が
みられる．本研究は，これまでにほとんど明らかにされていなかった大腸免疫系に注目し，腸
内共生菌の定着が腸管免疫系組織の発達に寄与し，特に Bacteroides が腸管関連リンパ組織にお
ける活性化B細胞が集積する胚中心の形成や感染防御に重要な免疫グロブリンA産生を活性化
することを明らかにした．さらに，大腸免疫系はこれらの腸内共生菌に対しては強い免疫応答
は起こさない腸内共生系の重要な役割を担っている． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 There are huge numbers of commensal bacteria in the large intestine. In this 
study, we have found the immunoregulatory mechanism of anti-infectious responses (e.g. 
IgA production and germinal center formation) and the hyporesponsiveness of mucosal 
immunocytes to commensal bacteria in the large intestine. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)大腸の腸管免疫系の形成と IgA 産生機構に
おける腸内共生菌の役割 

 腸管内に生息する細菌の特徴は，空腸・回
腸といった小腸部位に比べて盲腸・結腸・直
腸といった大腸部位には多くの嫌気性細菌
が存在し，完全に排除されることなく腸内で
の共生がみられることである．腸内共生菌の
定着が腸管免疫系の発達にも大きな影響を
与えている．例えば，腸内共生菌をもたない
無菌マウスにおいては腸管免疫系の誘導部
位と考えられているパイエル板の形成が通
常のマウスに比べて数，大きさとも未発達で
あり，宿主の感染防御にとって重要な IgA 産

生は通常マウスにおいて低応答性であるこ
と，また，セグメント細菌（ segmented 
filamentous bacteria; SFB）を無菌マウスに定着
させると小腸腸上皮間リンパ球（ intestinal 
intraepithelial lymphocytes; IEL）の活性化がみ
られ，さらに IgA 産生細胞を増加させるなど，
SFB が腸管免疫系の形成・維持に重要である
こと，また，無菌マウスは通常マウスに比べ
て腸上皮における糖鎖形成に異常がみられ
るのに対し，マウスにおける腸内共生菌の優
勢菌の一つである Bacteroides を無菌マウス
に単独定着させることによって，腸上皮細胞
のグリコシル化を修飾することから，常在の
腸内共生菌が腸上皮細胞分化にとって重要
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な刺激となりうる可能性が示唆されている
ことなどである．我々もマウス腸内の優勢菌
である Bacteroides が Lactobacillusよりもパイ
エル板B細胞の IgMから IgA形質細胞への分
化を促進し，IgA 産生応答を増強する特徴が
あることを既に見出している．しかし，腸内
共生細菌のどのような分子刺激が腸管免疫
系の形成や IgA 産生に必須な情報となりうる
のかは，ほとんど明らかになっていなかった． 
 
(2)大腸免疫系における腸内共生菌との相互作
用 

 大腸内は腸内共生細菌の存在によって IgA
産生などの免疫応答が起こり，腸内細菌叢を
構成する細菌数も量的なバランスが保たれ
ていると考えられるが，一方で，大腸内に大
量に存在する腸内共生細菌に対してはあま
り過敏に免疫応答しない免疫寛容が成立し
ていると思われる．このバランスが崩れたと
きに，炎症性腸疾患などの腸炎が発症する可
能性がある．また，大腸内における腸管免疫
系は，どのようなルートで抗原が入り，どう
いった作用機序で免疫応答が制御されてい
るのかは，小腸の免疫系とは対照的に多くの
不明な点が存在する．そこで，大腸免疫系の
微生物抗原に対する応答の特徴を明らかに
する必要がある．近年の機能性食品の中には，
大腸内に到達して腸内の生理作用を助ける
効果が期待されるプロバイオティクス細菌
や，もともと自身の大腸内に生息する腸内共
生菌を選択的に活性化させるプレバイオテ
ィクス（オリゴ糖や食物繊維など）を摂取す
ることによって，大腸内環境を健全化させる
ものがあるが，それらの免疫系に対する作用
機序については，詳細は不明である． 
 
２．研究の目的 
(1)大腸の腸管免疫系の形成と IgA 産生機構に
おける腸内共生菌の作用機序の解明 

 我々は，これまでに腸内共生菌の中でも
Bacteriodes に強い IgA 産生誘導能があること
を見出し，特に IgA クラススイッチに必須の
酵 素 activation-induced cytidine deaminase 
(AID)の発現に強く関与していることを明ら
かにしている．そこで，腸内共生菌が腸管関
連リンパ組織（GALT）において IgA 産生に
関与するB細胞の活性化にどのような分子反
応が誘導されるのか，さらに，無菌マウスに
おいては，腸内共生菌を有する通常マウスに
比べて GALT の組織形成や IgA 産生応答が未
発 達 で あ る こ と か ら ， Bacterides や
Lactobacillus をはじめとするに腸内共生菌が
それぞれどのように関与しているのかを個
体レベルで明らかにすることをめざした．  
(2)大腸免疫系における腸内共生菌との相互作
用 

 これまでに，我々は盲腸リンパ節細胞と小
腸パイエル板細胞応答を比較したところ，小
腸パイエル板の微生物に対する免疫応答に
比べ，盲腸リンパ節細胞の方がサイトカイン
産生において低応答性であることを見出し
ている．そこで，大腸免疫系における免疫応
答の制御機構を明らかにするため，抗原提示
細胞などの自然免疫系が微生物に対する低応
答をどのように制御しているのか，小腸と大腸
の細胞フェノタイプや遺伝子発現など，細胞分
子レベルでの解明を行うことをめざした．さらに，
MyD88 マウスをはじめとする TLR シグナル
に対するノックアウトマウスを無菌化し，制

御された腸内共生細菌刺激に対する免疫感作
をすることにより，in vivoでの腸内共生菌と大腸
免疫系応答の相互作用について検討を行った． 
 
３．研究の方法 
(1)大腸の腸管免疫系の形成と IgA 産生機構に
おける腸内共生菌の作用機序の解明 

 腸内細菌による直接的な免疫調節作用を
検討できる評価モデルとして腸内共生菌を
もたない無菌マウスを用い，さらに，特定の
腸内細菌のみを有するノトバイオートマウ
スを作製することにより，マウス腸内細菌の
中でも優勢菌の Bacteroides および
Lactobacillus を用いて，IgA 産生応答に対す
る影響を調べた．すなわち，10〜12 週齢の
BALB/c マウスについて，通常の腸内細菌を
もつコンベンショナル（CV）マウスとその無
菌（GF）マウスに対して，それぞれの腸粘膜
中に分泌される総 IgA 量，粘膜固有層におけ
る IgA 産生細胞数を空腸・回腸を含む小腸部
位，盲腸・結腸・直腸を含む大腸部位に分け
て比較検討した．さらに，GF マウス由来 LP
の IgM 陽性細胞を時期抗体分離法により精
製し，Bacteroides または Lactobacillus 菌体と
共培養することによって，IgA 産生の誘導を
行う実験をした．実際に，腸内共生菌が生物
個体の小腸部位，および大腸部位の IgA 産生
に与える影響を解析するため，GF マウスに
マウス腸内共生細菌の分離株で B. 
acidifaciens type A43（BA）または L. johnsonii 
129（LJ）を経口投与することによって定着
させたノトバイオートマウスを作製し，腸管
部位の免疫組織学的な検討を行った． 
(2)大腸免疫系における腸内共生菌との相互作
用 

 大腸に存在する腸管関連リンパ組織とし
て，盲腸リンパ節（cecal patch; CeP）や結腸
リンパ節（colonic patch; CoP）があるが，CeP
は小腸の代表的免疫誘導リンパ装置である
小腸パイエル板（Peyer’s patch; PP）と類似し
た組織の形成がみられるが，その機能につい
ては不明な点が多い．特に，CeP は腸内細菌
をもたない無菌（GF）マウスではその組織が
ほとんど発達していないことから，腸内共生
菌の影響を強く受けていると考えられる．そ
こで，CV マウスより PP，CeP，および CoP
細胞を採取して調製し，TLR の mRNA 発現
についてリアルタイム PCR 法により検討し
た．さらに，各細胞における BA および LJ
菌体との共培養により，産生される総 IgA 量，
サイトカイン産生について検討した． 
 
４．研究成果 
(1)大腸の腸管免疫系の形成と IgA 産生機構に
おける腸内共生菌の作用機序の解明 

 GF および CV マウスの腸管粘膜組織中に
分泌された総 IgA 量を測定したところ，CV
マウスの方が GF マウスに比べて IgA 産生が
顕著に高かった．このとき，粘膜固有層(LP)
における IgA 産生細胞，IgA 前駆細胞の割合
を解析したところ， GF マウスの大腸では粘
膜組織中の IgA 産生量，IgA 産生細胞，IgA
前駆細胞がほとんど誘導されなかった．つま
り，このことは腸内共生細菌が大腸部位の
IgA 産生応答に対して重要な役割を果たして
いることを示している．さらに，GF マウス
由来 LP の IgM

+細胞に Bacteroides または
Lactobacillus 刺激を与えると， Bacteroides に
は Lactobacillus に比べて有意に高い IgA 産生



 

 

を誘導することが明らかになった．また，CV
マウス由来小腸パイエル板細胞を Bacteroides
または Lactobacillus と共培養した際にも，IgA
産生を強く誘導したのは Bacteroides であっ
た．このとき，Bacteroides は IgA へのクラス
スイッチを誘導する作用が Lactobacillus に比
べて高い可能性が考えられ，腸内細菌によっ
て IgA 産生応答に対する影響が異なることが
明らかになった．また，マウス腸内共生細菌
の分離株で B. acidifaciens type A43 を含む
Bacteroides 3 菌株と L. johnsonii 129 を含む
Lactobacillus 3 菌株を用いてパイエル板細胞
の IgA 産生誘導試験を行ったところ，IgA 産
生量は Lactobacillus よりも Bacteroides の方が
有意に高かった．このとき，パイエル板細胞
の IgMから IgAへのクラススイッチに必須の
酵 素 で あ る Activation-induced cytidine 
deaminase（AID）の mRNA 発現量，および
IgA 産生細胞の割合も Bacteroides の方が
Lactobacillus よりも高い割合を示した． 
 一方，BAマウスおよび LJマウスを作製し，
腸管組織中の IgA 産生量，IgA 産生細胞の割
合を解析したところ，菌体接種 2 週間後，大
腸部位における IgA 産生量は BA マウスの方
が LJ マウスに比べて有意に高く，大腸粘膜
固有層中の IgA

+細胞数の発現も BA マウスの
方が高かった．このとき，大腸および小腸の
リンパ節における組織観察をしたところ，無
菌マウスでは小腸パイエル板，盲腸リンパ節
において胚中心の形成がほとんどみられず，
LJ マウスでは小腸パイエル板では胚中心が
みられたが，盲腸リンパ節においては観察す
ることができなかった．一方，BJ マウス，お
よび通常マウスでは小腸パイエル板，盲腸リ
ンパ節とも胚中心の形成が観察された．さら
に，大腸部位および小腸部位における IgA 陽
性細胞の割合を免疫組織学的な解析により
行ったところ，無菌マウスや LJ マウスには
大腸部位にはほとんど IgA 陽性細胞が検出さ
れなかったが，BA マウスや通常マウスには
IgA 陽性細胞が顕著に観察することができた．
したがって，腸管への Bacteroides 定着は腸管
粘膜における IgA 産生の誘導を活性化するは
たらきが in vivo でも観察することができた．
特に，偏性嫌気性菌である Bacteroides の腸内
への定着は大腸部位において顕著に細菌数
が増加し，そこで B 細胞の分化の場である胚
中心の形成を促し，IgA 産生細胞を増加させ
ていることが示唆された． 
(2)大腸免疫系における腸内共生菌との相互作
用 

 CeP は腸内細菌をもたない無菌（GF）マウ
スではその組織がほとんど発達していない
ことから，腸内共生菌の影響を強く受けてい
ると考えられた．CeP 細胞は PP 細胞に比べ
て腸内共生菌の刺激に対して炎症性サイト
カイン（IL-12p40）産生が低応答であった．
このとき，微生物抗原に対するパターン認識
受容体である Toll 様受容体（TLR）の発現は，
通常（CV）マウスの CeP 細胞と PP 細胞のそ
れぞれの T 細胞除去画分（Thy1.2

-細胞）を腸
内共生菌由来 Lactobacillus，Bacteroides の菌
体成分と共培養すると，TLR2, 4, 6 の mRNA
発現はCPの方がPPに比べて低い特徴がみら
れた．また，腸内細菌の影響による腸管上皮
細胞（IEC）における遺伝子発現について網
羅的遺伝子解析を行ったところ，抗菌ペプチ
ドである-defensin の発現は小腸 IEC におい
て GF マウスよりも CV マウスの方が高いの

に対し，大腸 IEC では CV マウスよりも GF
マウスの方が高発現であった．すなわち，腸
内共生菌との接触が多い大腸免疫系は，小腸
免疫系に比べて腸内共生菌によって惹起さ
れる免疫反応が低応答化されるように制御
されているしくみがあると考えられる．一方
で，大腸 IEC におけるケモカイン CCL25 の
発現は腸内細菌により抑制され，逆に CXCL1
の発現は高いことから，CCL 及び CXCL ケモ
カインの生理的機能に違いがあり，腸内細菌
がそのバランスを調節することにより腸管
内の恒常性維持に貢献する可能性が示唆さ
れた． 
 さらに，膨大な腸内共生菌とともに腸内共
生系が維持されている大腸免疫系に注目し，
小腸免疫系との比較を行うことによって腸
内共生系における免疫応答の特性を解明す
る目的で，無菌マウス及び特定の細菌のみ有
するノトバイオートマウスを用いて腸内共
生菌を制御し，その条件下における免疫応答
について解析した．大腸に存在する腸管関連
リンパ組織の CeP や CoP が，小腸の PP と同
様に腸管免疫系の誘導リンパ装置として考
えられることから，各細胞の菌体成分に対す
る免疫応答を比較検討した．無菌マウスにお
いては PP および CeP のリンパ組織は通常マ
ウスに比べて未発達であり，細胞数が少ない
にもかかわらず，CoP は無菌マウスと通常マ
ウスにおける組織のサイズや細胞数に大き
な差はみられなかった．一方，腸管免疫系に
おける感染防御反応として知られる IgA や抑
制性サイトカインである IL-10 産生応答につ
いては，腸内共生菌である Bacteroides または
Lactobacillus の ex vivo での菌体刺激に対して，
通常マウスの CoP 細胞は PP 細胞や CeP 細胞
に比べて IgA の高産生がみられたが，無菌マ
ウスの CoP 細胞は IgA および IL-10 産生など
の応答が顕著に低応答化していることが明
らかになった．すなわち，腸内共生菌の定着
により，結腸部位においては腸内共生菌によ
って腸内共生菌のバランスの維持や過剰な
炎症反応を制御する免疫系が構築されてい
る特徴が示唆された．  
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