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研究成果の概要（和文）：病原体排除のために進化してきた免疫システムでは、同時に自己組織には免疫反応が生じな
い機構(自己免疫寛容)が存在する。一方、共生する腸内細菌は非自己にも関わらず免疫による排除がないことから、腸
内細菌に対する免疫寛容が作用している。
免疫細胞の活性化を制御する制御性Ｔ細胞（Treg）は、腸管に多数存在する。腸管のTregが共生常在菌に対する免疫寛
容への貢献のしかたや分化機構は不明であった。本研究では、T細胞の種類が少ないマウスを用い、腸管Treg細胞が腸
内細菌抗原により分化し、樹状細胞の活性化の抑制を介したエフェクターT細胞活性化の抑制により腸内細菌に対する
免疫寛容が確立していることを証明した。

研究成果の概要（英文）：Immune system, which has been evolved to exclude pathogens, also has various mecha
nisms of avoidance of reaction to self tissue, which is called self-tolerance. Although intestinal immune 
cells continuously stimulated by intestinal commensal microbiota  (CM), strong immune response to eradicat
e CM never occurs, suggesting intestinal mucosa bear very specific mechanisms of immune tolerance to CM.
 Regulatory T cells (Tregs), which play a critical role in maintenance of self-tolerance by regulating imm
une cell activation, are known to be accumulated in the intestinal mucosa. However, it has been remained u
nclear how these cells are significant and are differentiated in steady state intestinal mucosa. By using 
a mouse model mouse bearing limited repertoire of TCR, we demonstrated that CB-derived antigens are import
ant for differentiation of Tregs in the intestin and these Tregs contribute to intestinal homeostasis via 
suppressing DC activation which results in effector T cell activation.
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１．研究開始当初の背景 
抑制性T細胞（regulatory T cell : Treg細胞）は、
免疫反応を多岐に制御するT細胞である。Treg
の重要な役目の一つは、自己に対する免疫を

抑えること（免疫寛容）である。Treg細胞欠損マ
ウスは全身性の細胞浸潤を来たし短命であるこ

とが示すように、Treg細胞が自己免疫性疾患や
炎症性疾患の発症に大きく関与していることは

明らかである1) 2) 3)。一方、Treg細胞を増やすこ
とで、これらの疾患の予防や治療ができる4)。 
 腸粘膜固有層では、末梢リンパ組織に比べ

Treg が多く存在する。それらは腸内細菌や食餌
由来の抗原によりナイーブT細胞がTregに分化
した induced Treg (iTreg細胞)であり、腸管での
防御機構の一つと推測されているが、実証され

ていない。また細菌由来抗原の刺激が関わって

いるかについても不明である。近年、無菌マウス

腸管に定着した、正常常在菌の一つであるクロ

ストリジウムが、大腸固有粘膜層にTregを蓄積さ
せ、炎症性腸疾患や全身的な免疫反応を抑制

する現象が発見された 5) 6)。大腸固有粘膜層に

増加する Treg細胞には、転写因子 Helios が陰
性 Treg細胞（H-Treg細胞）が多いことが最近報
告された。H-Treg 細胞が、末梢での iTreg 細胞
であることが示唆されていることから 7)、正常常在

菌由来抗原が、iTreg 細胞の誘導に関与してい
る可能性が予測される。しかし、どのような機構

で、すなわち腸内細菌抗原特異的な反応により、

あるいは、常在菌定着による腸管粘膜の微少環

境に反応して Treg 細胞が蓄積するのか、また、
Treg 細胞が他の腸管細胞にどのように作用して、
“腸内常在菌に対する免疫寛容“を実現させて
いるのかは明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
我々は、予備実験段階でTCRレパトワの多様性
が限られた”Limitedマウス”に、iTreg細胞が著し
く減少していることを発見した。本研究課題では、

このマウスの解析を通して大腸粘膜内Treg細胞
の分化･機能について行った。 
 
3．研究の方法 
マウス V5 Limitedマウス(Immunity 2001)
と TCRノックアウトマウスは、Harvard 
Medical Schoolの Diane Mathis・Chirstophe 
Benoist研究室より、Foxp3hCD2レポーターマ

ウスは、理化学研究所の堀昌平研究室よりそ

れぞれ分与していただき、当研究所のマウス

施設にて維持した。V8 Limitedマウスは、
93Vboj TCRトランスジェニックマウス
（Jaxon Laboratoryより購入）と、Vb5Limited
マウスを交配させ、作製した。 
フローサイトメトリー解析 細片にした脾臓
及び末梢リンパ節は、collagenase D、DNAseI
を含有した 4%FBS/RPMI1640中で、37 にて
15分間振とう後、洗浄し、ストレイナーを通
した。大腸は、摘出後切り開き PBS中で糞便
を除去し、5mM/EDTA中で 37 にて 20分間
振とうした。その後、PBS中で上皮を除去し
た。さらに、collagenase D、DNAseIにて、37
にて 30分間振とう後、洗浄、その後 40％及
び 80％パーコールにて比重分離を行い、血球
細胞を採取した。 
これらの細胞を、各表面マーカー特異的な抗

体で染色した。細胞内染色には、Foxp3 / 
Transcription Factor Staining Buffer Set Kit 
(eBioscience)に従い各特異的抗体で染色した。
染色後の細胞は、BD LSR Fortessaフローサイ
トメーターで解析した。 
混合骨髄移植 レシピエントマウスには、
5.5Gyの X線照射を 3時間間隔にて 2回行っ
た 4-6週齢の TCRノックアウトマウスある
いは B6 (CD45.1)コンジェニックマウスを用
いた。ドナーマウスには、V5 Limitedマウス
（CD45.2）と B6 (CD45.1)マウス骨髄細胞を
採取し、5 x 106/mlずつ移植後、8-10週後に
解析した。 
細胞移入 Foxp3hCD2レポーターマウスの脾臓

及び末梢リンパ節より採取した血球細胞か

ら、セルソーターにて hCD2＋CD4+細胞を採
取し、ドナーの 6週齢の V5 Limitedマウス
に輸注した。16週齢まで、体重、下痢の有無、
脱肛の有無をモニターした。 
定量的 RT PCR 大腸組織、及び脾臓組織を、
RNA iso Plus(タカラバイオ)中に入れ、ホモジ
ナイズ後、製品のプロトコールに従い RNA
を抽出後、total RNA10ug分をテンプレートと
して、PrimeScript® 1st strand cDNA Synthesis 
Kit (タカラバイオ)により cDNA合成を行い、
LightCycler® 480 SYBR Green システムにて、
定量的 RT PCR を行った。 
 
４．研究成果 
(1) TCRレパトワの多様性が限られている
Limitedマウスでは、週齢を重ねるに従い腸管
恒常性維持が破綻する。 



前述ように、TCRレパトワの多様性が限られ
た”Limitedマウス（V β 5 Limitedマウス）“は、意
外にもH-Treg細胞が著しく減少しているマウス
であることが判明し(図1a)。興味深いことに、
Limitedマウスは10週齢以降より腸炎を自然発
症する。従って、TCRレパトワの多様性が限ら
れたLimitedマウスは、H-Treg細胞の生理的状
況下での機能解析に格好のマウスであることが

判明し、本研究はこのLimitedマウスを用いて、
H-Treg細胞の分化や機能を解析する研究へと
移行させることとした。Limitedマウスの観察結
果より、TCRレパトワが限られた状況で、H-Treg
細胞の欠損を来たすことから、H-Treg細胞分化
に際してのTCRレパトワ多様性の重要性が示
唆された。Limitedマウスは、T細胞受容体
(TCR) トランスジェニックマウスであることから、
特定のHelios-Treg細胞の欠失がトランスジェニ
ックTCR特異的に起きている可能性があったた
め、同様にTCRレパトワの多様性が限られた別

のマウス、”V8 Limitedマウス“を作製したとこ
ろ、前者のVβ5 Limitedマウスと同様に、大腸炎
を発症することが観察された。腸管粘膜免疫細

胞の、フローサイトメトリー解析の結果から、両

者のマウスでTh17細胞の割合が多く、中でも、
IFNγ+IL-17+細胞が増加していた(図1b)。また、

炎症性サイトカインである、TNFα、IL-1βが上昇
している(図1c)ことからも、Limitedマウスにおけ
る腸炎は、炎症性腸疾患における炎症と類似し

ていることがわかった。特に、IFNγ陽性Th17細
胞は、マウス腸炎でもヒト腸炎でも、pathogenic
に作用するT細胞として知られていることから8)、

TCRレパトワが限られていることにより、腸管の
恒常性が破綻し、炎症性腸疾患様の病態が発

症したと考えられた。 
(2) 腸内細菌を広域にカバーする混合抗生剤
の投与により、Limitedマウス腸管のTh17細胞
による炎症は抑制される。 
腸内細菌叢の構成の違いにより、Dextran 
sodium sulfate 誘導性腸炎の感受性が増したり、
ヒトの炎症性腸疾患患者の腸内細菌叢の構成

が健常人と比し特徴があることが近年報告され

たことから、Limitedマウスで、腸内細菌叢に変
化が生じるかを、腸管内容物の抽出DNAより、
bacterial 16S rebosomal DNAプローブを用い、
Bacteroides、Clostridium ClusterIV、Clostridium 
ClusterXIVa、Lactobacillus、Enterobacteriaceae、
Bifidobacterium 、 Segmented filamentous 
bacteriaについて定量を行なった (図2)。その結
果、Limitedマウスと野生型マウスで差はないこ
とから、TCRレパトワの多様性が限られることで、
腸内細菌叢に変化を来たさず、Limitedマウスで
見られる恒常性の破綻は腸内細菌叢に変化に

よるものではなないと考えられた。しかし、図３に

示すように、コントロール及びLimitedマウスに、
腸内細菌の大部分を除去する4種の抗生剤 (ア
ンピシリン, ネオマイシン, バンコマイシン, メトロ
ニダゾール）を投与したところ、IFNγ+Th17細胞



は低下し、抗生

剤を飲ませない

コントロールマウ

スとほぼ同程度

になることから、Ｔ

ＣＲレパトワの多

様性が低下する

ことにより、正常

の腸内細菌草叢

に対する、免疫

寛容が破綻して

いるために腸炎が起こると考えられた。 
(3) 多様性が十分にある Treg 細胞の移入によ
り Limitedマウスの腸炎発症は抑制された。 
さらに、Limitedマウスの腸炎は、TCRのレパトワ
の多様性が十分にある WT の Treg細胞を移入
することにより、発症を抑えることができた(図 4a)。
粘膜固有層の Th17 産生も、正常化し（図 4b）、
Treg 細胞中の、H-Treg 細胞の割合は有為に増
加していた（図 4c）。以上から、H-Treg 細胞は腸
管恒常性維持に貢献しており、しかもその分化

には、多様な TCRレパトワが必要なことが強く示
唆される結果をえた。 

 
（４） まとめ 
TCR レパトワの多様性が限られている Limited 
マウスでは、１個体のマウスが持つ TCR の種類

が野生型に比べ 1/1000 程度のレベルで少ない。
そのようなマウスでは、Th17細胞による炎症を主
軸とする腸炎を自然発症することを本研究で発

見した。このTh17 細胞による炎症は、抗生物質
投与によりほぼ消失することから、TCR のレパト
ワの多様性の低下により、腸内細菌との共生に

障害があると考えられた。 
 一方で、Limited マウスの腸管粘膜 Treg 細胞
の Helios-Treg 細胞分画が減少していること、
Limited マウスの腸炎は TCR レパトワの多様性
が十分である野生型の Treg細胞を移入すること
で抑制されることから、TCR レパトワの多様性の
低下が、腸管粘膜固有層における Treg 細胞の
分化あるいは活性化に障害があることを示して

いる。トランスクリプションファクターである Helios
分子については、近年、胸腺で分化したTreg細
胞(thymic Treg細胞; tTreg細胞)のマーカーで
あることを示唆する報告があり(7)、Helios 陰性
Treg 細胞が、末梢で誘導される Treg 細胞
（induced Treg細胞; iTreg細胞）ではないかと推
測されているため、Helios-Treg 細胞は注目を浴
びている分子である。しかし、その後、それらの

報告に反する結果も報告されており “Helios 陰
性 Treg細胞が、末梢で誘導される iTreg細胞で
ある”という見解は、現段階では議論の余地があ
る。Helios-Treg細胞が、腸内細菌存在下の腸管
粘膜で特異的に蓄積していることはすでに報告

されているが 5) 6)、Helios-Treg細胞が腸内細菌と
の共生においてどのような機能を持つか、また、

どのように分化するのかはよく解明されていない。

このような視点から、本研究で得られた TCR の
多様性を欠くマウスにおいて腸内細菌との共生

に障害があり、そのメカニズムとして、Helios 陰
性 Treg 細胞の分化障害による可能性が示唆さ
れる結果を得た点で大変意義深い。さらに、

TCR 多様性の低下により Treg 細胞の末梢での
分化の異常があるとすれば、分化は抗原依存的

な分化異常であることが推測される。今後、

Helios陰性 Treg細胞を欠如している Limitedマ
ウスの腸管 Treg細胞と、WTマウス腸管 Treg細
胞のマイクロアレイ解析を行い、どのような遺伝

子発現に差異があるかを検討することにより、

Helios-Treg 細胞の質的解明を行う。また、
Helios-Treg 細胞が、腸内細菌由来抗原特異的
に分化するか否かについて検討するために、腸

管粘膜固有層に存在し、Treg 細胞誘導能を有
する CD103+樹状細胞に提示されている抗原の

検討を行っていく予定である。 
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