
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

挑戦的萌芽研究

2013～2011

ヒト乳幼児における腸内細菌叢形成と宿主免疫系発達の相互作用機序に関する研究

Investigation on interactive development of gut microbiota and immune system in infa
ncy

４０２１７９３０研究者番号：

中山　二郎（Nakayma, Jiro）

九州大学・（連合）農学研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２３６５１２０７

平成 年 月 日現在２６   ６   ２

円     2,900,000 、（間接経費） 円       870,000

研究成果の概要（和文）：無菌状態で出生するヒト腸管に次々と定着する細菌が宿主免疫系の発達に及ぼす影響は、興
味深いが不明な点が多い。本研究では、新生児232名を対象とした前向き調査研究にて、糞便細菌叢と生後２年間のア
レルギー発症状況の関連性を調査し、バクテロイデス属細菌がアレルギー発症児の乳児期に有意に多いことを見出した
。次にバクテロイデス属細菌の宿主免疫系に及ぼす影響をマウスパイエル版樹状細胞のex vivo実験により調べた。そ
の結果、バクテロイデス属細菌菌体にIL-23サブユニットp19遺伝子の強い転写誘導活性があることが示された。IL-23
は炎症性サイトカインの一種でアレルギー誘導との関連性に興味が持たれる。

研究成果の概要（英文）：Bacteria colonizing in digestive tract in early infancy must have great influence 
on the development of host immune system but still largely in question. In this research, we performed pro
spective study on the correlation between gut microbiota in infancy and later allergy development. As a re
sult, we found that genus Bacteroides was more colonized in infants who developed any allergy disease with
in two years than infants who did not develop any allergy in the same duration. Next, we examined the effe
ct of Bacteroides on dentritic cells in mouse Peyer's patch in ex vivo experiment and found that Bacteroid
es cells strongly induced transcription of IL-23 p19. Since IL-23 is a pro-inflammatory cytokine, this ind
uction by Bacteroides may associate with the allergy development in later life.      
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１． 研究開始当初の背景 
 幼児期の過剰衛生が先進国における近年
のアレルギー急増や免疫力低下の元凶とい
う説があるが、腸内細菌がその一因と言われ
るようになって久しい。ビフィズス菌を主体
とする安定した腸内フローラが形成される
までの間、新生児の腸管は雑菌の取捨選択を
めまぐるしく繰り返しながら変遷していき、
この時期の腸内細菌叢は免疫系の成熟に大
きく影響していることに疑いの余地はない。 
実際に、腸内細菌が宿主免疫系に与える影響
の解析は各所で進められており、腸内共生菌
が免疫寛容を誘導する分子メカニズムにつ
いて着々とその真相解明が進められている。 
 一方、腸内細菌フローラそのものの解明も、
腸内フローラの主体が培養困難な細菌で占
められていることから、その全容解明が遅れ
ていたが、近年急激に進歩した DNA シーケ
ンシング技術が、腸内フローラ解析の分野に
も導入され、その俯瞰的な解析も可能となり、
った。このような時代背景の中、我々は、日
本人新生児の腸内フローラを次世代シーケ
ンサーを用いた新しい解析法により俯瞰的
に解析し、同時に乳幼児のアレルギー発症状
況を２年間フォローアップし、腸内細菌フロ
ーラとアレルギー発症の関連性を綿密に調
査する研究に着手することにした。 
 
２．研究の目的 
上述のように、腸内細菌叢が宿主免疫系に

与える影響については無視できないものが
あることは、近年の多くの研究で示されてい
る。しかし、そのほとんどは、モデル動物を
用いた実験や in vitro あるいは ex vivo の研
究が主体で、実際のヒトを用いた研究例は限
りなく少ない。本研究では、腸内フローラが
未成熟で、日々激動する新生児を対象に、フ
ローラの形成をモニターし、また、新生児の
アレルギー発症状況を生後２年間追跡調査
することにした。そして、実際の新生児にお
いて、アレルギー発症に相関する細菌をリス
トアップする。そしてそれらの細菌を、マウ
スパイエル版樹状細胞を用いた ex vivo 実験
に供し、宿主免疫系に与える影響を分子レベ
ルで解析する。以上の研究を通じて、乳幼児
における腸内フローラの形成と免疫系発達
の間の相互作用機序について、分子レベルで
理解することに挑戦する。 

 
３．研究の方法 
（１）乳児期の腸内細菌叢と後のアレルギー
発症の関連性に関する前向き調査 
 久留米市聖マリア病院にて出生した新生
児 62 人の生後 1、2、6、12 ヶ月の糞便細菌
叢と生後 2年間のアレルギー発症（食物アレ
ルギー、アトピー性皮膚炎、喘息）に関する
追跡調査と、福岡市井槌病院にて出産した 65
人の生後 1ヶ月の細菌叢と生後 2年間のアレ
ルギー発症に関する調査を行った。 
 得られた糞便から、細菌のゲノム DNA を抽

出し、それを鋳型として、全細菌を標的とす
るタグ配列付きユニバーサルプライマーを
用いた PCR により 16S rRNA 遺伝子の V6-V8
可変領域を増幅させた。得られたアンプリコ
ンを、最大 128 サンプルまで混合し（それぞ
れ配列解析後にサンプルの同定が可能とな
るように個別のタグ配列を付してあるもの
を混合する）、次世代シーケンサー(Roche 
GS454 titanium)により配列解析する。得ら
れた配列は、オープンソースのソフトウェア
で あ る Quantitative insights into 
microbial ecology (QIIME)により解析し、
細菌の分類学情報を得て、細菌組成データを
得た。 
 この細菌組成データをアレルギー発症群
と非発症群間で比較解析し（ノンパラメトリ
ックの Mann Whitney U-test）、両群間で有意
差を示す細菌をリストアップした。 
（２）マウスパイエル版樹状細胞を用いた各
種腸内細菌のサイトカイン誘導活性の解析 
 腸内フローラを構成する優占菌種 20 種

を各細菌種至適の条件にて培養し、菌体を遠
心により回収、洗菌後、熱処理殺菌後、凍結
乾燥する。パイエル版は雌 6～8 週齡の
BALB/cA Jcl マウスより解剖により摘出した
小腸より切り取り収集した。得られたパイエ
ル版より、細胞懸濁液を調整し、そこから
CD11cマイクロビーズによりCD11c+樹状細胞
を精製した。1x105 cells/well の樹状細胞に
対し、10 ug/ml の凍結乾燥菌体 PBS 懸濁液を
作用させ、12 時間培養後、RNA を抽出し、定
量 PCR により各種サイトカイン mRNA を定量
した。炎症性サイトカイン IL-12、IL-23 は
ヘテロダイマーから成り、構成分子はそれぞ
れ p40/p35, p40/p19 である。本研究では、
腸内細菌あるいは腸内細菌構成成分の刺激
下で培養したパイエル板樹状細胞のp35, p40, 
p19、および制御性の働きを有する IL-10 に
ついて、無刺激に対する相対 mRNA 発現量の
比較解析を行った。また、パイエル板樹状細
胞に対する対照として、脾臓樹状細胞の応答
解析も同時に行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）乳児期の腸内細菌叢と後のアレルギー
発症の関連性に関する前向き調査 
聖マリア病院の食物アレルギー罹患群

(n=16)は生後 1 ヶ月時において Bacteroides
属細菌の占有率がアレルギー非罹患群
(n=34)より有意に高く(4.68 ± 8.20% vs. 
0.18 ± 1.79, p ¬= 0.009)、生後 2 ヶ月時
においては、Proteobacteria門の占有率が有
意に低かった（16.0 ± 21.8% vs. 31.3 ± 
23.9%, p = 0.012）。また、生後２年間に何
らかのアレルギーを発症した全アレルギー
罹患群(n=28)も同様の有意差を示した。さら
に、井槌病院出生児コホートも加えて解析し
た結果も同様の傾向が示され、全アレルギー
罹患群(n=71)で非罹患群(n=56)に比べて、



Bacteroides 属の占有率が有意に高く(3.97 
± 7.89% vs. 1.48 ±7.64, p ¬= 0.001)、
また Escherichia 属の占有率が有意に(4.58 
± 15.5% vs. 7.18 ±16.6, p ¬= 0.028)低
かった。  
生後１ケ月という早期に Bacteroides属細

菌が優占化するフローラは後のアレルギー
発症に対する危険シグナルであるかもしれ
ない。一方、乳児期の Proteobacteria 門の
定着はアレルギー発症の回避に寄与してい
る可能性がある。ビフィズス菌を主体とする
安定した細菌叢が形成される前の新生児期
の腸内フローラの偏倚が後のアレルギー発
症に寄与している可能性を示す本コホート
調査のデータは大変興味深い。 
 
（２）マウスパイエル版樹状細胞を用いた各
種腸内細菌のサイトカイン誘導活性の解析 
まず、ヒト腸内優占 4門（Actinobacteria

門、Fermicutes 門、Bacteroidetes 門、
Proteobacteria 門）の代表菌種として、
Bifidobacterium adolescentis, 
Bifidobacterium breve, Lactobacillus 
gasseri, Clostridium butyricum, 
Escherichia coli, Bacteroides fragilis, 
Bacteroidetes vulgatusの 6細菌種に対する
パイエル板樹状細胞の応答解析を行った。そ
の結果、サイトカイン p19, IL-10 において、
B. fragilisは高い誘導能を示した。特に p19
では、無刺激に対して約 30 倍の発現誘導が
確認できた。一方、E. coliは p35, p40 では
無刺激と同程度の誘導しか見られなかった。
次に、実際に乳児より分離した４種の
Bacteroides 属および１種の
Parabacteroides 属細菌を同 ex vivo 実験に
供した。その結果、これらすべての菌種で、
先の B. fragilis同様に、非常に強い p19 の
転写誘導活性が見られ、p19 の誘導活性は菌
種特異的なものではなく、Bacteroides 属お
よびParabacteroides属細菌に共通して見ら
れる特性であることが示唆された。 
 この菌体による p19 誘導活性が、菌体の何
の 成 分によ る ものか に 疑問を 持 ち 、
Bacteroides 属 細 菌 の 外 膜 成 分 で あ る
Lipopolysaccharide(LPS)を抽出して、上記
同様、パイエル板に対する p35, p40, p19, 
IL-10 の転写誘導活性を調べた。しかし、い
ずれのサイトカインにおいても顕著な転写
誘導活性が見られなかった。同様に、大腸菌
のLPSを用いてサイトカイン誘導活性を調べ
たが、こちらにも顕著な誘導活性が見られな
かった。 
IL-23 は自己免疫疾患や腸管炎症に関与す

るサイトカインであることから、グラム陰性
腸内共生菌によるp19の過剰発現誘導が自己
免疫疾患、腸管炎症等を引き起こす可能性が
示唆された。また、p19 に加え、p35, p40, 
IL-10 においてもグラム陰性細菌刺激による
パイエル板樹状細胞のサイトカイン誘導が
確認されたものの、グラム陰性細菌の主要成

分であるLPS刺激によっては顕著なサイトカ
イ ン 誘 導 が 見 ら れ な か っ た 。                                                       
ア レ ル ギ ー 発 症 児 に 見 ら れ た 、 高 い
Bacteroides 属細菌の早期定着と、低い
Proteobacteria 門細菌の定着は、LPS の構造
の差による免疫刺激活性の差を生み、それに
よりアレルギーの惹起と抑制と反対の効果
を生むと推測して、LPS による刺激実験を行
ったが、菌体そのものを用いた時のような、
非常に強い誘導活性は確認できなかった。こ
のことより、Bacteroides 属細菌によるサイ
トカイン誘導は、LPS ではなく他の成分に起
因するものである可能性が示唆され、今後、
Bacteroides 属細菌に強く見られる p19 転写
誘導活性がどの成分に起因するものか明ら
かにすることが鍵となると思われる。 
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