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研究成果の概要（和文）：主要な炎症性腸疾患（IBD）であるクローン病と潰瘍性大腸炎は、原因不明の希少難
治性疾患である。IBD患者では腸内細菌の異常が顕著である。そのためディスバイオーシスが疾患の増悪因子と
見なされてきたが、その病態メカニズムは長年に亘り未解決である。申請者は、異なる飼育場から出荷された同
一系統のマウスが、異なる大腸炎感受性を示すことを見出している。そこで本研究では成育環境による腸内細菌
の違いに着目して、ディスバイオーシスが腸炎感受性に与える影響を検証した。その結果、腸炎感受性の高い飼
育場由来のマウスはバリア機能を低下させる細菌種が存在することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory bowel diseases (IBD), including Crohn's disease and ulcerative 
colitis, are rare and intractable diseases of unknown cause. IBD patients show abnormalities in the 
intestinal microbiota, termed dysibiosis. Therefore, dysbiosis has been considered a factor that 
exacerbates the disease, but its pathological mechanism has remained unresolved for many years. The 
applicant has found that mice of the same strain shipped from different breeding facilities show 
different susceptibilities to colitis. In this study, we focused on differences in the intestinal 
microbiota due to the growth environment and examined the impact of dysbiosis on colitis 
susceptibility. As a result, it was found that mice from breeding facilities with high 
susceptibility to colitis had bacterial species that impair barrier function.

研究分野： 免疫学

キーワード： 腸内細菌　粘膜バリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IBDとディスバイオーシスの相関については数多くの研究が存在するが、その多くは現象論に留まっており、そ
の因果関係や病態メカニズムの解明には至っていない。本研究では、疾患関連菌として未知のバリア分解菌に着
目し、その絞り込みに成功しており、ディスバイオーシスによる腸炎悪化のメカニズムの解明に繋がることが期
待できる。

※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 
 
主要な炎症性腸疾患（inflammatory bowel disease: IBD）であるクローン病と潰瘍性⼤腸炎は、
原因不明の希少難治性疾患である。根治のための内科的療法は存在せず、投薬は主に寛解維持や
症状の改善を⽬的として実施される。IBD 患者では腸内細菌の異常（ディスバイオーシス）が顕
著であり、疾患の増悪因⼦と⾒なされてきたが、何故、ディスバイオーシスによって IBD が悪
化するのかという根本的な課題は⻑年に亘り未解決である。IBD 患者におけるディスバイオー
シスの特徴として、菌叢の多様性の減少、偏性嫌気性菌の減少と微好気性細菌の増加などが知ら
れている。結果的に、短鎖脂肪酸産⽣経路が阻害され、酪酸産⽣の低下が観察される。短鎖脂肪
酸（特に酪酸）は結腸上⽪細胞の主要なエネルギー源である他、腸管組織に取り込まれて制御性
T 細胞の分化を誘導する。加えて、複数のメカニズムで粘膜⾯のバリア能を⾼める役割を果たし
ている。 
 
２．研究の⽬的 
 
腸管粘膜バリア機能の低下は、⼤腸炎の増悪につながると推定される。そこで、本研究では実験
的⼤腸炎モデルの増悪因⼦として粘膜バリア機能に影響を与える菌の探索を試みた。 
 
３．研究の⽅法 
 
異なる飼育場から得たマウスにドデシル硫酸ナトリウム（DSS）を 1 週間経⼝投与して⼤腸炎を
誘導した。経時的に体重変化と糞便スコアを観察し、⼤腸炎病態を評価した。異なる飼育場から
得たマウスを共飼育した後、同様に DSSを投与して⼤腸炎の発症度合いを評価した（図 1）。便
中の粘膜バリア因⼦（mucosal defense factor: MDF）量は ELISAにより測定した。結腸組織よ
り細胞を取得し、フローサイトメトリー解析を実施した。便試料からビーズ破砕法にて DNAを
抽出後、16S rRNA遺伝⼦ライブラリーを作製し、シークエンサーで読み取ることで、菌叢解析
を実施した。 
さらに、マウスから得られた新鮮便を 7 種類の異なる培地条件で培養し、異なる細菌ライブラリ
ーとしてストックを作製した。MDF 分解活性を評価するために、各細菌ライブラリーと MDF
を嫌気チャンバー内で⼀定時間培養した後、ウェスタンブロット法にて分解度合いを観察した。 
 

 
 

F飼育場 G飼育場
Co-housed

F飼育場 G飼育場

• DSS⼤腸炎に対する感受性の評価
• 腸内細菌叢の解析

図1. 異なる飼育場のマウスを単独飼育または共飼育した後、
⼤腸炎感受性などを調べた



 
４．研究成果 
 
（１）飼育場の異なるマウスは⼤腸炎感受性が異なる 
異なる飼育場由来のマウスの⼤腸炎感受性を調べるために、それぞれのマウスを別ケージで飼
育し、DSSを投与して⼤腸炎を誘導した。その結果、F 飼育場由来の C57BL/6J マウスは、G飼
育場のマウスと⽐べて実験的⼤腸炎に抵抗性を⽰した。これが腸内細菌の違いによるものかを
調べるために、２つの飼育場由来のマウスを予め共飼育した後、同様に⼤腸炎を誘導した。その
結果、両者とも同じ程度に⼤腸炎を発症した。 
 
（２）飼育場の異なるマウスの腸内細菌叢および便中 IgA量の⽐較 
続いて、16S rRNA遺伝⼦シークエンシングにより、F 飼育場およびG飼育場由来マウスの腸内
細菌叢の⽐較を⾏った。その結果、両者の菌叢構成は⼤きく異なることが判明した。⼀⽅で、事
前に共飼育を⾏うと、F 飼育場型の菌叢はG飼育場型に近づくことが判明した。本結果より、G
飼育場由来のマウスの腸内には⼤腸炎を増悪させる菌種が含まれることが⽰唆された。 
さらに、腸管粘膜において種々のバリア因⼦を測定したところ、⼤腸炎感受性の⾼い G 飼育場
由来マウスでは F 飼育場由来マウスと⽐較して、MDF 量が顕著に減少していることが明らかと
なった。F 飼育場由来マウスの便中MDF 量は⾼値を⽰すが、G飼育場由来マウスとの共飼育に
よってMDF 量は低下した。また F 飼育場由来マウスと G 飼育場由来マウスの結腸組織におい
てMDF産⽣量を⽐較したところ、有意な差は観察されなかった。以上の結果より、G飼育場由
来のマウスの腸内には、MDFを分解することで粘膜バリアを低下させて、⼤腸炎を増悪させる
菌種が含まれることが⽰唆された。 
 
（３）粘膜バリアを低下させる細菌種の絞り込み 
⼤腸炎感受性の G 飼育場マウスの新鮮便を取得し、7 種類の異なる選択培地を⽤いて培養を⾏
い、菌叢ライブラリーを作成した。続いて、MDF分解活性を評価するためのスクリーニング系
を構築した。本スクリーニング系を⽤いて、各菌叢ライブラリーの MDF 分解活性を調べた結
果、ライブラリーによって分解活性が⼤きく異なることが判明した。そこで、最も⾼い分解活性
を有する菌叢ライブラリーは 1000 倍希釈して、より細分化したフラクションを作成し、同様の
スクリーニングを実施した。さらに活性の⾼いフラクションについては寒天培地に播種し、コロ
ニーを単離して分解活性を調べた。本実験により、MDF分解菌の絞り込みを⾏うことに成功し
た。 
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