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研究成果の概要（和文）：多発性硬化症（multiple scleorosis: MS)は、近年増加傾向が著しい中枢神経系の自己免疫
疾患である。本研究では、MS増加の要因として、生活習慣の欧米化、腸内細菌叢変化、腸管免疫の変調が関与する可能
性を検証した。嫌気性細菌の多い腸内細菌叢を、ゲノム科学的手法で解析し、MS患者における細菌叢構成の偏倚（dysb
iosis）を確認した。短鎖脂肪酸を生成するクロストリジウム菌のMS糞便での減少は、MS発症との関連を示唆した。今
回新たに発見したCD4陽性上皮内リンパ球(regulatory IEL)は、腸内細菌の影響を強く受け、同細胞の研究はMS予防法
の開発において重要である。

研究成果の概要（英文）：Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease of the central nervous system, 
of which prevalence is remarkably increasing in developed countries for unknown reason. Here we explored 
if the increase of MS could be explained by alterations in gut immune system, caused by altered gut 
microbiota associated with westrenization. Using next generation sequencer, we have analyzed the gut 
microbiota compositions in MS patients as compared with healthy individuals. This analysis showed a 
significant dysbiosis in MS, which may promote development of MS. Most notably, we found a reduction of 
certina bacterial species in MS known to generate short chain fatty acids capable of inducing reglatory T 
cells. Furtheremore, we were able to demonstrate the presence of gut flora-dependent CD4+ intraepithelial 
lympghocytes (IEL), which can inhibit revelopment of animal MS model. Collective data supports the 
validity of our original idea that the increase of MS could be caused by westernization.

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
 近年我が国では難治性神経疾患である多
発性硬化症（MS）患者数の顕著な増加傾向
を認めており、その原因解明は急務である。
腸内常在細菌叢（commensal flora）と免疫
系の密接な相互関係が明らかになってきた
が、我々は日本における生活習慣の欧米化
（westernization）が腸内細菌叢の変化、腸
管免疫の変調、さらには全身免疫系の変調に
つながり、その結果MSが増加している可能
性を提唱してきた。 
 この仮説の妥当性を示す証拠として、我々
は腸内細菌叢を抗生物質で偏倚させること
によって、自己反応性 Th17細胞の活性が抑
制され、MS の動物モデルである実験的自己
免疫性脳脊髄炎（EAE）が軽症化することを
2008 年に報告した（Yokote et al. Am J 
Pathol. 2008）。海外でも我々の研究結果を追
試確認する研究や我々のアイデアを支持す
る研究成果が相次ぎ、MS と腸内細菌叢の関
連について研究の機運が高まっていた。 
 
２．研究の目的 
 1000 種類以上と言われる腸内細菌の多く
は培養困難な嫌気性細菌であり、そのために
腸内細菌叢（gut microbiota）の解析に遅れ
が見られた。本研究では網羅的・定量的なゲ
ノム科学の手法（次世代シークエンサー利
用）を導入することによって、MS 患者の常
在細菌叢偏倚の実態を明らかにすることを
第一の目的とした。さらにMS患者で数の異
常の見られた細菌については、in vivoにおけ
る意義をマウス投与実験によって検証した。
また腸内細菌異常と自己免疫疾患発症を橋
渡しする、腸内細菌依存性の制御性リンパ球
を新たに同定し、今後の研究の礎を確保する
ことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では MS 患者の贈剤細菌叢異常と免
疫機能異常を対応させ、特定の菌種の異常が
免疫病態を修飾するメカニズムを探る。常在
菌の多くは培養不可能な嫌気性細菌であり
DNA 配列が未知のものが多い。本研究では MS
患者、対照健常者の腸常在細菌叢を、１６S
リボゾーム遺伝子（１６S）の遺伝子配列お
よびメタゲノム情報から解析した。これらの
配列情報は次世代シークエンサー（NGS）を
用いて網羅的に取得し、既知の遺伝子情報に
基づく様々な解析手法や統計学的手法によ
って、MS における腸内細菌叢構成の異常を
UniFrac Principal Coordinate (PCoA)解析
やUniFrac distance 解析によって評価した。
また細菌の量的な変化を門、属、種のレベル
で解析した。MS の糞便試料は、臨床診断が確
実で再発寛解型 MS の病型を示す２０例を選
択し、対照は４０例の健常人サンプル（単回
採取）あるいは１８名の健常人から繰り返し
て得られた、計 158 サンプルを用いた（以上
の方法の詳細については PLOS ONE 論文 

Miyake et al. PLOS ONE 2015 
doi.org/10.1371/journal.pone.0137429 を
参照）。 
 MS で減少の見られた細菌について、入手可
能なものについては B６マウスに経口的に反
復投与し、その免疫系に対する効果を、EAE
を誘導することによって評価した。EAE は
MOG35-55 ペプチド／完全フロイントアジュ
バントをマウスの皮下に接種することによ
って誘導した。 
 上 皮 内 リ ン パ 球 (intraepithelial 
lymphocytes: IEL)の免疫制御法の評価につ
いては、EAE を自然発症する MOG35-55 特異的
TCR のトランスジェニックマウス（2D2）を用
いた。IEL の flow cytometer による分離・解
析、細胞移入、制御機能評価、DNA マイクロ
アレイ解析などの詳細については、Nature 
Comm 論文（Kadowaki et al. Nature Comm 
doi:10.1038/ncomms11639）を参照。 
 
４．研究成果 
 安定期にある再発寛解型 MS２０例と健
常者 40 例の比較検討し、さらに同一の健
常者より複数回採取された糞便試料を対照
として、最終的にMS 患者で増加あるいは
減少している細菌種を同定した。 
 3000 種類の 16S リードのクラスター解
析に基づき、各糞便サンプルの Operational 
taxonomic units (OTUs)数を決定して、菌種
の多様性(diversity)と豊潤度（richness）
を評価した。この結果、MS患者は腸内細菌
の菌数や菌種数において健常日本人に匹敵
し、腸内細菌の多様性（richness）という
観点からは健常者と差異がないことが明ら
かになった。これは菌叢多様性の低下して
いる IBD とは大きく異なる所見であり、
MS では腸管炎症を認めないことが一因で
はないかと考えた。次に細菌叢菌種の構造
については、UniFrac解析の結果、MS患
者と健常者、あるいはMS患者同志の細菌
構造は、健常者間の細菌構造の均一性に比
較して、有意な偏倚があることが確認され
た。MS と健常者は異なるクラスターを形
成する傾向を認め、MS の腸内細菌叢では
中程度の細菌構造異常（dysbiosis）が存在
すると結論づけられた。 
  さらに細菌叢の菌種組成を門（phylum）
レベルで比較した（ Firmicutes 門、
Actinobacteria 門、Bacteroidetes 門、
Proteobacteria門）。MSで Bacteroidetes
門の低下傾向が認められたが、有意な差で
はなかった。属（genus）レベルの菌種組
成 の 比 較 で は 、 MS に お い て
Faecalibacterium 、 Prevotella 、
Anaerostipesの有意な減少が観察された。 
これらの細菌属は、酪酸発酵（butyrate 
fermentation）に関係するため、腸管制御
性T細胞の誘導にとっては不利な変化では
ないかと推測された（後述）。 
  個々の細菌種では、MS で増加している



細菌２種類と減少している細菌１９種類を
確認した。これらの細菌については定期的
な糞便採取が可能であった１８例の健常者
から得られた試料について再解析を行い、
MS と健常者間の差異が健常者のサンプリ
ングのタイミングには左右されないことを
確認した。MS 患者において減少している
菌種の大部分（15 種）は Firmicutes 門の
菌で、なかでもクロストリジウム属の
Clostridia Cluster group ⅩⅣaと group 
Ⅳに属する菌がほとんどを占めた。そのう
ち Faecalibacterium prausnitzii 、
Eubacterium rectale については、IBD に
おいても減少している細菌であり、MS と
IBD の発症機序に共通の機序が存在する可
能性を示唆した。 
  Clostridia Cluster group ⅩⅣ a と
group Ⅳの他の細菌が、炎症性リンパ球に
対して抑制的に機能するリンパ球（制御性
T細胞；T reg）を効率よく誘導することが、
Atarashi らによって報告されている。この
機序については食物線維を発酵させて生じ
た酪酸などの SCFAs が関与する。最近にな
って、SCFAs を投与することによって、マ
ウスのみならずヒトにおいても T reg が誘
導されることが報告されている（Gold R ら 
2016）。今回同定された細菌種も同様の機能
を持つ可能性が考えられる。 
  Firmicutes 属以外で減少していた菌種
は、Bacteroides (B. stercoris, B. coprocola, 
and B. coprophilus)、Prevotella (P. copri), 
and Sutterella (S. wadsworthensis)であ
った。Bacteroidesの減少は IBDでも報告
されており、共通のメカニズムが示唆され
る。 
 MS 患者で減少している細菌の混合物を
マウスに投与してEAEを誘導したところ、
対照マウスに比較して EAE が軽症化する
ことがわかった。投与された細菌に、自己
免疫疾患の発症を阻害する機能を有する菌
が含まれる可能性を示唆するが、現在詳細
な検討を進めている（三宅ら. 未発表）。ま
た SCFAs の原料となる水溶性食物線維の
経口投与によるEAEの抑制も確認された。 
 以上の結果を統合すると、近年の日本で
は、westernizationにより、食物線維が少
なく（diet fiber-low）、動物性脂質の多い( 
animal fat-high) 食生活が普及し、その結
果 SCFAs 産生を介在する腸内細菌が減少
し、その結果 SCFAsの減少さらには腸管 T 
reg 誘導が阻害されて、MS が発症しやす
くなった可能性がある。 
 しかし我々は、本研究プロジェクトを推
進する過程で、新たな制御性リンパ球
（regulatory IEL）を発見した（Kadowaki 
et al. Nature Comm 2016）。Regulatory 
IELはwesternizationとMSの増加をつな
ぐ alternative pathways の存在を示唆す
る可能性があり、これからの研究に大きな
期待がかかっている。 

我々は EAEを自然発症する 2D2マウスの
小腸腸管上皮内に MOG35-55 に対する自
己反応性を示すリンパ球が多数存在するこ
とを見出し、このリンパ球の機能に興味を
持った。IEL は TCR を高発現する細胞と
低発現する細胞に分けられたが、前者のな
かで CD4 陽性のリンパ球は、細胞移入に
よって EAE を著明に抑制する機能のある
ことを明らかにし、この細胞を regulatory 
IELと命名した（Nature Comm 2016）。
Regulatory IEL は中枢神経系の炎症の場
において、LAG3 分子を強く発現し、
reguatory IEL の機能は LAG3、CTLA4、
TGFなどに依存することが明らかになっ
た。驚いたことに、このリンパ球は腸内細
菌に依存し、またキャベツやカリフラワー
などに含まれるArylhydrocarbon receptor 
(AHR) ligand によって増殖することがわ
かった。この結果から、westernizationに
よって変化する腸内細菌の中に、
regulatory IELに影響を与える細菌がある
か否か、また AHR ligand を含む食餌が
MS の予防に有効か否かという、興味ある
可能性が提起された。 
 
[結論] 
 日本人MS患者の増加には、食生活の変
化による腸内細菌の変化が関係する可能性
がある。クロストリジウム細菌、SCFAs、
AHR ligand、regulatory IELは、MSの治
療や予防戦略を考える際に、重要なキーワ
ードとなり、今後さらに一層の研究が必要
である。   
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