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研究成果の概要（和文）：我々は、マウス小腸粘膜固有層のマクロファージにおけるTLRファミリーの発現、サイトカ
イン産生を明らかにした。また、腸管粘膜固有層の樹状細胞を標的として、腸管でIgAを誘導出来るワクチン開発の研
究を行った。TLR３欠損マウスの解析から、TLR3が急性放射線腸障害の増悪因子であることを明らかにした。さらに、
我々は、ΔdblGATAマウスを用いて、放射線腹部照射後の腸管の線維化において好酸球が必須の役割を果たすことを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：We examined expression of TLR family members and cytokine production in 
macrophage of small intestinel lamina propria. We analyzed dendritic cells in small intestinel lamina 
propria to develop a new vaccine which can induce mucosal IgA. We also clarified that TLR3 is an 
exacerbating factor for radiation-induced acute intestinal injury by using TLR3-deficient mice. We 
further clarified that eosinophils play essential roles for intestinal fibrosis after abdominal 
irradiation.

研究分野： 免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
 腸管は食物の吸収や常在細菌叢との共生の
ため、免疫寛容を誘導して炎症などを抑制す
る一方で、侵入してくる病原体に対しては適
切に認識を行い、免疫反応を誘導して排除を
行う。しかし、腸管においてどのような細胞
が病原体を認識するか、またいかにして免疫
寛容を凌駕し免疫系を活性化させるかについ
ては殆ど分かっていなかった。Toll-like 
receptor(TLR)は自然免疫系の重要な受容体
ファミリー群の１つで、様々な病原体の構成
成分を認識し全身の免疫応答の誘導を開始す
る。申請者は、上皮と筋層の間に存在し粘膜
組織の実質である腸管粘膜固有層において病
原細菌に対するTLRの感染防御機構について
研究を行った。特に、細菌の鞭毛構成タンパ
ク、フラジェリンを認識するTLR5に注目し解
析を行った。他のTLRと異なり、TLR5は腸管で
発現が高く、小腸粘膜固有層のCD11c+細胞で
高い発現が認められた。CD11c+細胞は鞭毛を
使って腸管に侵入してくる病原細菌を感知し、
TLR5依存的に自然免疫応答を誘導することが
明らかになった。一方、強毒菌のSalmonella 
typhimuriumはCD11c+LPCに寄生し、TLR5の活
性化を通じてCD11c+細胞を「キャリアー」と
して利用し全身に感染を拡げていくことも明
らかにした (Uematsu S, et al. Nat Immunol. 
2006.) 。次に、我々は、小腸粘膜固有層から
自然免疫細胞を単離する技術を確立し、粘膜
固有層の抗原提示細胞集団であるCD11c+細胞
が樹状細胞マーカーであるCD11cとマクロフ
ァージマーカーであるCD11bの発現パターン
によって４つのサブセット、２種類の樹状細
胞(CD11chighCD11blowとCD11chighCD11bhigh)、
CD11cintCD11bint マクロファージ、
CD11cintCD11bhigh 好酸球の４つのサブセット
からなることを報告した (Uematsu S, et al. 
Nat Immunol. 2008.)。CD11chighCD11bhighの樹
状細胞が特異的にTLR5を特異的に発現してお
り、TLR5依存的に腸管に侵入してくる病原細
菌に対して自然免疫応答を誘導していること
を明らかにした。この樹状細胞は、脾臓の樹
状細胞と異なりビタミンA誘導体のレチノイ
ン酸を産生する特殊な能力を持ち、粘膜固有
層におけるIgA産生形質細胞の分化や、抗原特
異的なCD4+ヘルパーTh1細胞とTh17細胞の分
化をTLRの刺激依存的に誘導出来ることを明
らかにした(Uematsu S, et al. Nat Immunol. 
2008.)。最近、腸管粘膜固有層に存在するも
う一つの樹状細胞であるCD11chighCD11blowサブ
セットを解析し、これらがCD8a陽性の樹状細
胞であり、TLR3,7,9を発現していてTh1応答、
抗原特異的IgG、細胞傷害性T細胞活性を誘導
することを明らかにした(Uematsu S. et al, J. 
Immunol, 2011)。これまで腸管の細胞単離が
非常に困難であっため、どのような細胞が免
疫応答を開始し生体防御を誘導するかは分か
っていなかった。しかも、腸管では免疫を抑
制する細胞が存在すると考えられてきたので、
小腸に病原体の侵入を認識して強力に自然免
疫応答を誘導する樹状細胞が存在していると
いうことは大きな驚きであった。そのため、
腸管粘膜固有層に存在している２種類の樹状
細胞の機能を網羅的に解析した業績は国内外
で高く評価されている。 
２．研究の目的 
 本研究課題では、これまで機能を明らかに
し た CD11chiCD11bhi 樹 状 細 胞 と
CD11chiCD11blow 樹状細胞に加えて、マウス小
腸 に 存在す る 他の２ つ のブセ ッ ト 、
CD11cintCD11bint マ ク ロ フ ァ ー ジ と
CD11cintCD11bhigh 好酸球の機能解析を行う。

個々のサブセットの機能だけでなく、サブセ
ット間のクロストークも考慮し、マウスの腸
管粘膜における免疫制御の仕組みを明らか
にする。腸管から細胞を単離する方法は、マ
ウスにおいても技術的に非常に困難であり、
申請者のグループはその解析においては世
界をリードしている。その技術を利用して未
だ十分に解析がなされていないヒトの腸管
粘膜固有層の自然免疫細胞群を解析する本
研究計画は、非常に独創的であり他のグルー
プの追随を許さない研究内容である。マウス
の解析を通じて得られた知見をフィードバ
ックすることによって、粘膜ワクチンや癌免
疫療法やアレルギー治療など、患者さんにと
って好ましい経口による新規免疫賦活化療
法の開発につながっていくと考えられる。本
研究計画から得られる結果は、将来臨床的に
非常に大きな意義があると考えられる。 
３．研究の方法 
 腸管から細胞を単離する方法はこれまで
技術的に非常に困難であった。申請者のグル
ープは腸管粘膜固有層から自然免疫細胞群
の単離に習熟しており、その解析においては
世界をリードしてきた。本研究課題では、未
だ解析がなされていない腸管粘膜固有層の
レジデントマクロファージと好酸球の機能
を解析する。 
 研究体制として、申請者と申請者のグルー
プのポスドク１名、大学院生１名、学部学生
１名で行われ、各サブセットの単離、解析を
行う。 
具体的に、以下の実験計画で解析を進めてい
く。 
（平成２４年度） 
1.腸管粘膜固有層のレジデントマクロファ
ージの機能解析 
 腸管粘膜固有層の CD11cintCD11bint のマクロ
ファージの機能を解析する。これまでの解析
から、これらのマクロファージは非常に強い
貪食能を持っている。しかしながら、
CD11chiCD11blow の樹状細胞や CD11chiCD11bhi

の樹状細胞と比べて腸管から所属リンパ節
への移動があまり見られなかった。このこと
から、腸管局所における免疫応答に重要な細
胞であることが推測される。このマクロファ
ージにおけるTLRの発現や誘導される炎症性
サイトカインの産生様式について、q-PCR、
Bio-PLEX システム、DNA マイクロアレイを用
いて網羅的に検討を行う。また、獲得免疫の
活性化に関して、CD4+ヘルパーT 細胞応答や
制御性 T細胞の誘導に関わるか検討する。こ
の時、コントロールとして、粘膜固有層に存
在する他の２つの樹状細胞サブセットをコ
ントロールに置き、機能の違いを比較する。
さらに、病原細菌であるネズミチフス菌に対
する免疫応答や、常在細菌を貪食させた時の
自然免疫応答を解析し、腸管における感染防
御やホメオスターシスの維持においてどの
様な役割を果たすか明らかにする。 
（平成２５年度以降） 
1. 腸管粘膜固有層のレジデントマクロファ
ージの機能解析 
 予定としては平成２４年度中に解析を終
了し、論文発表を行う。より興味深い知見が
見いだされた場合は、２５年度以降も詳細な
解析を継続する。 
2．腸管粘膜固有層のCD11cintCD11bhiの好酸球
の機能解析 
 腸管粘膜固有層の好酸球（CD11cintCD11bhi）
において、各種サイトカイン受容体の発現や
TLRの発現をqPCRによって検討する。また、
IL-4, IL-5, IL-13, IL-33といったTh2サイ



トカインで刺激をして、炎症性メディエータ
ーや組織傷害性分子の誘導をRT-PCR, ELISA, 
DNA microarrayによって網羅的に解析を行う。
MHC class IIと共刺激分子の発現を検討し、
抗原提示能があるかも解析を行う。またこの
好酸球のin vivoでの役割も検討する。GATA-1
は未熟な骨髄系の前駆細胞から赤芽球、巨核
球、好酸球への分化に必須の転写因子である。
GATA-1欠損マウスは重篤な貧血のために胎
生致死であるが、GATA-1の発現を正にオート
レギュレーションするエンハンサーのGATA
結合領域（dblGATA）を欠損させたマウスΔ
dblGATAマウスでは、貧血の表現型はなく好
酸球が特異的に消失している(Dyer KD, J 
Immunol 179:1693,2007)。我々は、ΔdblGATA
マウスをジャクソンから購入しており、解析
の結果、腸管粘膜固有層の樹状細胞が完全に
消失していることを確認している。Δ
dblGATAマウスを用いて、腸管寄生虫感染モ
デルや食物アレルギーモデルで解析を行い、
腸管粘膜固有層における好酸球の感染防御
及びアレルギー疾患におけるエフェクター
機能を検討する。 
４．研究成果 
 平成 24 年度は、粘膜アジュバント標的細
胞として、マウス小腸粘膜固有層の自然免疫
細胞の解析を行った。CD4 と CX3CR1 を発現す
るマクロファージは TLR4,7,9 を発現してお
り、これらのリガンドに反応して、抑制性の
サイトカインである IL-10 を産生し、IL-6 や
IL-12 といった炎症性サイトカインを産生し
なかった。また、TLR リガンドで刺激を行っ
ても、T cell の増殖能は低かった。また、TLR3
欠損マウスにおいてガンマ線誘導性の腸炎
に抵抗性を示す事が分かった。ガンマ線照射
後，急性放射線腸障害の主症状である下痢や
体重減少が、TLR3 欠損マウスでは顕著に軽か
った。野生型では、10 Gy の照射で著明な絨
毛障害が認められたが、TLR3 欠損マウスでは
絨毛構造が保てれていることが分かった。こ
のため、急性の死亡を免れていることが明ら
かになった。 
 平成25年度は、粘膜ワクチンの開発を目指
して研究を開始した。CD11chighCD11bhigh樹状細
胞では血中の単球が腸管粘膜固有層に入り
最終分化を遂げる。最終分化には、GM-CSFが
必須のサイトカインであることが明らかに
なっている。脾臓の一般的な樹状細胞を
GM-CSFで刺激をするとIgAの産生に必須のレ
チノイン酸合成酵素を発現するよになるこ
とを見出した。GM-CSFで活性化した樹状細胞
では、抗原特異的なIgAが誘導される事が分
かった。このように一般的な樹状細胞をサイ
トカインで処理することにより、粘膜型樹状
細胞に変換でき、IgA誘導能を付加できると
いう重要な知見を得た。 
 また、TLR3欠損マウスを用いて、γ線誘導
性の腸炎の発症機構を引き続き解析を行っ
た。γ線照射後，陰窩では顕著な細胞死が起
こり、死細胞から漏出したRNAがTLR3を活性
化し広範な細胞死を誘導し、上皮構造が破綻
する事により致死性になる事が分かった。
TLR3の阻害剤は顕著に放射線による腸障害
を改善することが出来た。これらの結果を
Nature Communicationsに発表を行った。 
 平成26年度は、ΔdblGATAマウスを用いて、
放射線腹部照射後の腸管線維化のメカニズ
ムを研究した。好酸球は放射線誘導性の粘膜
下の線維化に必須の役割を果たすことを明
らかにした。 
 次に、TLR3 阻害剤の溶解試験、毒性試験、
安定性試験を行った。結果、TLR3 阻害剤は非

常に溶解性がよく、毒性は低く、安定である
ことが分かった。TLR3 を標的とした急性放射
線腸障害の治療薬の開発を進めている。 
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