
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

平成２５年 ５月 １０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：申請者は, 腸管関連リンパ組織(GALT)の樹状細胞(DC)では構成的に

オートファジーが誘導されていること, また同機構の誘導には腸内常在菌の細胞内捕捉が重要

であることを明らかにした. 腸炎モデルの検討から, DCオートファジーを欠如するマウスでは, 

腸炎回復期における粘膜組織の再生遅延が観察された. またこの遅延は, DCオートファジー不

全による DC 内常在菌数の増加に伴う IL-6 および TNF-の生産レベルの増加, ならびに DC

による IL-23 の生産レベルの減少および IL-23 依存性に誘導される, 組織修復を促す IL-22 の

大腸組織からの生産レベルの減少によることが判明した. これらの結果から, GALT DCの構成

的オートファジーは定常状態では腸内常在菌の刺激依存性に誘導されること, 炎症状態では回

復時の粘膜治癒機構に深い関わりがあることが明らかとなった. 

 
研究成果の概要（英文）：We here showed that autophagy is constitutively induced in 

dendritic cells (DCs) in the gut-associated lymphoid tissues (GALT) under steady-state 

conditions and the induction is dependent on the engulfment of commensal bacteria. In a 

colitis model, DC-specific autophagy-deficient mice showed a delayed restoration of 

mucosal integrity in a recovery phase. Autophagy-deficient GALT DCs revealed increased 

intracellular commensal bacteria, increased production of IL-6 and TNF-, and reduced 

production of IL-23 in the recovery phase of colitis. Importantly, the production of 

tissue-remodeling cytokine IL-22, which is induced by IL-23, was much reduced in the 

autophagy-deficient mice. Collectively, these results indicate that constitutive autophagy in 

GALT DCs is induced by the intracellular recognition of commensal bacteria, and suggest 

that the autophagy plays an important role in mucosal healing of colitis. 
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１．研究開始当初の背景 

 腸管は食物抗原に対しては免疫寛容を, 微
生物抗原に対しては防御応答を誘導する, ユ
ニークな粘膜免疫系を備えている. この免疫
応答は, 腸管関連リンパ組織(GALT)に局在
する樹状細胞(DC)により制御されており, 同
DC 機能は腸内常在菌の刺激依存性に付与さ
れるものと考えられている. しかしながら, 

DC が常在菌を認識感知する分子基盤, その
結果生じる DC の形質変化, さらにそれが
GALT DC に固有の機能発現にどのように繋
がるかなどの詳細は不明である. 

 オートファジーは細胞が飢餓状態に陥っ
た際に誘導される, 細胞内小器官の分解機
構として知られている. 近年, オートファ
ジーは DC による病原体の排除機構や抗原
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提示機構にも重要であることが報告された
(Immunity 32 : 227-239 (2010)). 腸管は, 
絶えずさまざまな異物に曝されていること
から, 同所では DC による異物の取り込み
や抗原提示が常時誘導されている状態にあ
ると考えられている. これらの知見から, 
GALT DC のオートファジー不全は, 腸管
粘膜免疫応答の破綻に繋がる可能性が予測
される. 
 

 

２．研究の目的 

 腸内常在菌によるGALT DC 機能の付与機
構を解明するためには, 同 DC に特化した現
象を見出すことが重要である. この点に関し
て, 申請者は定常状態において GALT DC で
は構成的にオートファジーが誘導されてい
ることを見出している(未発表データ). この
ことから, 構成的な DC オートファジーが定
常状態の腸管粘膜免疫系に特化した現象を
誘導する上で重要な役割を担っている可能
性が考えられる. 本研究課題では, GALT DC

の構成的オートファジーの誘導機構を明ら
かにし, 次いで定常状態および炎症状態の粘
膜免疫応答における DC オートファジーの重
要性を明らかにすることを目的とする. 
 

 

３．研究の方法 

(1) 腸内常在菌の検出： リンパ節における
腸内常在菌の検出•同定は,16S rRNA を標的
とする q-PCR 法を用いておこなった. 
また,Enterococcus の同定およびコロニー数
の測定は EF 選択培地を用いておこなった. 
 
(2) DC と腸内常在菌の共培養実験：
LC3-GFPマウス由来骨髄細胞をGM-CSFで
刺激することで誘導したDC と蛍光標識した
Enterococcus faecalis とを共培養し,細胞内
に捕捉された同菌体を共焦点レーザー顕微
鏡で観察した. 
 
(3) 炎症性腸疾患モデル：マウスに 2%デキ
ストラン硫酸ナトリウム(DSS)を 7 日間飲水
摂取させ,その後通常の水に置き換えさらに
7 日間飼育し,経時的に体重変化や肉眼的所
見(大腸短縮,大腸出血)を評価した.また,腸
炎を発症したマウスの大腸組織および大腸
粘膜固有層 DC の培養をおこない,培養上清
中のサイトカインの生産レベルを ELISA 法
にて測定した.同時に,経時的に大腸および
腸間膜リンパ節を回収し,フローサイトメー
ターおよび凍結組織切片の蛍光免疫染色法
を用いて GALT DC の頻度を調べた. 
 
 
 

４．研究成果 
(1) 定常状態における DC の構成的オートフ
ァジーの役割：申請者は,オートファジー関
連分子 LC3-GFP マウスを用いた検討から,
定常状態において GALT DCにオートファジ
ーが誘導されていることを見出している(未
発表データ).GALT DC は腸内常在菌を生か
した状態で細胞内に捕捉し,粘膜固有層から
腸間膜リンパ節に移行することが知られて
いる.そこで,構成的オートファジーと腸内
常在菌の関連性を明らかにする目的で,オー
トファジー関連分子ATG5flox/floxマウスとDC

特異的マーカーCD11c-cre マウスを交配する
ことで, DC のみオートファジーが誘導され
ないATG5DCKOマウスを作製した.まず,腸間
膜リンパ節DC の細胞内の腸内常在菌の検出
および同定をおこなったところ, ATG5DCKO

および対照(ATG5flox/flox)マウス,いずれの DC

においても Enterococcus が検出されたが, 
その菌体数は ATG5DCKODC の方が有意に多
かった. これに対して,マウス腸管の優勢菌
である Bacteroides および Clostridium はリ
ンパ組織で検出されなかった.これらの結果
から,構成的オートファジーは細胞内の腸内
常在菌数を制御していることが示唆された. 
 上述のように,ATG5DCKO マウスでは,リン
パ組織への腸内常在菌の移行頻度が高かっ
たことから,抗体生産レベルが亢進している
ことが予測された.そこで,血清中の抗体価
を調べたところ, ATG5DCKOマウスの IgA お
よび IgG1 生産レベルは対照マウスのものと
ほぼ同等であった.また,GALT DC サブセッ
ト(CD11chiCD11bhi, CD11chiCD11blo)の頻度
についても検証したところ,ATG5DCKO マウ
スでは総DC 数が 2 倍程度に増加していたも
のの,サブセット間の割合に差は認められな
かった. 
 
(2) GALT DC における構成的オートファジ
ーの誘導機構：(1)の結果から,構成的オート
ファジーは腸内常在菌を細胞内に捕捉する
ことで誘導される可能性が考えられた.この
可能性を検証するために,LC3-GFP マウス
の骨髄由来DCと蛍光標識したEnterococcus
との共培養実験をおこなった.その結果,DC

内に捕捉された常在菌はすべて LC3 分子に
よって覆われていることが観察された(図 1).
このことから,GALT DC における構成的オ
ートファジーは腸内常在菌の刺激依存性に
誘導されることが明らかとなった. 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 炎症状態における DC オートファジーの
重要性：炎症状態における DC オートファジ
ーの役割を明らかにする目的で,DSS の飲水
投与による炎症性腸疾患モデルを適用し検
討をおこなった.その結果, ATG5DCKO マウ
スおよび対照マウスともに DSS 投与期間中
は経時的な体重減少,大腸短縮,および上皮
損傷による出血が観察された.興味深いこと
に,DSS 投与終了後,対照マウスでは体重や
大腸組織の回復が観察されたのに対して, 

ATG5DCKO マウスではこれら回復が著しく遅
延することが観察された(図 2). 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 腸炎回復時における腸管 DC の機能を調べ
たところ, ATG5DCKOマウス由来 DC では細
胞内 Enterococcus 数の増加および IL-6 や
TNF-などの炎症性サイトカイン生産レベ
ルの著増が認められた.また,ATG5DCKO マウ
ス由来 DC では IL-23 生産レベルの減少,な
らびに IL-23 依存性に誘導される,組織修復
を促すサイトカインである IL-22 の大腸組織

からの生産レベルの減少が認められた.これ
らの結果から,DC オートファジーは腸炎回
復時の粘膜治癒機構に重要な役割を演じて
いることが示唆された. 
 以上の結果から,腸管 DC の構成的オート
ファジーは腸内常在菌の刺激依存性に誘導
され,腸管ホメオスターシスの維持に重要な
役割を演じていることが明らかとなった. 
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