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研究成果の概要（和文）：本研究では、第一に、マウス乳汁中のCCL25の継時的な定量を行った。第二に、CCL25を添加
した人工乳を用いてマウス新生仔の人工哺育を行い、その成長と免疫器官の発達に対する乳汁中CCL25の機能性を調べ
た。
マウス乳汁中のCCL25は初乳中に最も多く、常乳中にも常時存在していた。また、CCL25含有人工乳で哺育された新生児
の体重と脾臓および胸腺の重量は対照群と比較して有意に重かった。また、小腸内IgA産生細胞とパイエル板はCCL25含
有人工乳投与群でその数が多い傾向がみられた。
以上の結果から、乳汁中CCL25はマウス新生児の成長及び免疫器官の発達に重要な役割を果たしていることが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：In this research, we analyzed the concentration of CCL25 in mouse milks from Day 
0 to Day 10 after the parturition. Moreover, mouse neonates were cared by artificial-feeding using CCL25 
containing formula and the growth and development of immune organs were examined.
As a result, the concentration of CCL25 in the milk was highest in the colostrum and also contained in 
regular milk. On the other hand, the growth and weight of spleen and thymus in CCL25 fed neonates were 
significantly larger than them in the controls. Moreover, the numbers of IgA-producing cells and Peyer 
patches also showed the tendency to increase in CCL25 fed neonates.
These results indicate that CCL25 in milk was essential to the growth and development of immune organs 
and the function in mouse neonates.
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１．研究開始当初の背景 
 ケモカインの一つである CCL25 は腸管免
疫、特に腸管内の細菌感染の防御に関与して
いる腸管内の IgA分泌に中心的な役割を果た
していることが知られている。申請者は、初
乳中の IgA分泌に CCL25が関与していると
考え、乳腺組織内の CCL25 発現を調べた。
しかしながら、CCL25 は乳腺組織内で発現
しているものの、初乳中の IgA産生に直接的
にかかわっていることを示唆する結果は得
られなかった。 
そこで、マウスの初乳を採取して、乳汁中で
の CCL25 の有無を調べた。その結果、初乳
中に CCL25 が存在していることを世界で初
めて確認した。 
乳児の腸管における CCL25 とそのレセプタ
ーである CCR9の発現は、唯一ブタにおいて
報告があるだけで（F.Merrens, et al, 2006）、
乳児の腸管内におけるそれらの経時的な発
現の変化、乳汁中の CCL25 による腸管内の
CCR9の発現の変化やリンパ球や IgA産生細
胞の誘引、さらには IgA分泌の促進、腸管内
免疫小器官の発達に関する検討はこれまで
まったく行われていない。 
 
２．研究の目的 
CCL25 はリンパ球や IgA 分泌細胞の胸腺や
小腸へのホーミングに関与することが判明
しているケモカインの一つで、腸管免疫に深
く関与していると考えられている。そして、
最近の我々の研究で、マウスの乳汁中に
CCL25 が含まれていることが明らかになった。
しかしながら、乳汁中のケモカイン CCL25 の
生理学的役割については全く報告されてい
ない。そこで、本研究では、研究（１）とし
て、マウス新生児の腸管内における IgA 産生
細胞の出現時期と CCL25 および CCR9 の発現
時期を確認した。そして、研究（２）では、
乳汁中 CCL25 が新生児の腸管発達、特に、腸
管免疫機能の発達にどのような役割を果た
しているかを明らかにするために、CCL25 を
添加したマウス用人工乳を用いてマウス新
生仔を人工哺育し、腸管免疫や免疫系器官で
ある脾臓や胸腺などの発達に対する効果を
検討した。 
 
３．研究の方法 
研究(１)では、ddY 系の新生仔マウスを用
いて、生後０日目、生後 1日目、生後２日目、
生後５日目、生後 10 日目、生後 21 日目の６
群を作成した。各マウスから腸管を摘出し、
小腸と大腸組織中の CCL25 および CCR９の
mRNA 発現量の経時的変化を分析した。さらに、
免疫組織化学的染色を用いて、小腸組織中の
CCL25 及び IgA 分泌細胞の経時的存在を調べ
た。 
研究（２）では、ddY 系の新生仔マウスを
生後２日齢まで母乳哺乳させ、生後３日齢か
らCCL25添加あるいは無添加人工乳汁を作製
して、人工哺育した。10 日齢まで７日間人

工哺育した後に解剖し、小腸及び大腸、脾臓、
胸腺の各重量と小腸内のパイエル板の数と
大きさを測定した。その後、CCL25 と CCR9 遺
伝子発現量を分析するとともに、免疫組織化
学的染色によって小腸組織中IgA産生細胞の
存在を調べた。 
 
４．研究成果 
研究(１) 
① リアルタイム PCR による腸管組織中
CCL25 mRNA の発現 
腸管組織の CCL25 mRNA の発現について解
析した結果、離乳時期である生後 21 日目群
の発現量を１とした時、小腸での CCL25 mRNA
発現量は、生後０日目群で 0.12±0.07、生後
１日目群で0.09±0.06、生後２日目群で0.39
±0.04、生後５日目群で 0.62±0.003、生後
10 日目群で 0.07±0.05 であり、CCL25 mRNA
の発現量は、生後２日目から増加し始めて、
その量は経時的に増加し、生後５日目群から
生後 21 日目群まで、その発現量は０日目群
に比べて、有意に増加した (Fig.1-A)。また、
大腸での発現量は、生後０日目群 0.41±0.04、
生後１日目群0.33±0.01、生後２日目群0.27
±0.02、生後５日目群 0.08±0.006、生後 10
日目群 0.09±0.006 であり、生後 21 日目群
が最も高かった(Fig.1-B)。 
 

Fig.1 リアルタイム RT-PCR 法による新生仔
マウス腸管の CCL25 mRNA の解析。 
 
Ct 値から相対的に mRNA 量を算出し、出生 21 日
目の平均値を１として、各群の値を平均±標準誤
差で表した。 
A. 小腸における CCL25 mRNA 発現量の比較 
B. 大腸における CCL25 mRNA 発現量の比較*：出生
０日目のCCL25 mRNA発現量と比較して有意差あり
（P<0.05） 
 
 



② リアルタイムPCRによる腸管組織中CCR9 
mRNA の発現 
腸管組織の CCR9 mRNA の発現量は、小腸で
は、生後 21 日目群を１とした時、生後０日
目群0.15±0.04、生後１日目群0.25±0.006、
生後２日目群0.02±0.01、生後５日目群0.50
±0.01、生後 10 日目群 0.7±0.01 であり、
CCR9 mRNA の発現量は、生後０日目に比較し
て、生後５日目から有意に増加し始め、その
量は経時的に増加していた。そして、生後 21
日目群の CCR9 mRNA 量が最も高い値を示した。
(Fig.2-A)。大腸での発現量は、生後０日目
群 0.006±0.0005、生後１日目群 0.036±
0.008、生後２日目群 0.005±0.001、生後５
日目群 0.005±0.0003、生後 10 日目群 0.004
±0.0004 であり、CCR9 mRNA の発現量は、生
後１日目群、生後２日目群、生後５日目群及
び生後 10 日目群では低い値を示しており、
生後 21 日目群がピークになることが分かっ
た(Fig.2-B)。 
 

Fig.2 リアルタイム RT-PCR 法による新生仔
マウス腸管の CCR9 mRNA の解析。 
 
Ct 値から相対的に mRNA 量を算出し、出生 21 日目
の平均値を１として、各群の値を平均±標準誤差
で表した。 
A. 小腸における CCR9 mRNA 発現量の比較 
B. 大腸における CCR9 mRNA 発現量の比較 
*：出生０日目の CCL25 mRNA 発現量と比較して有
意差あり（P<0.05） 
 
③ 生後 10 日目大腸と小腸における CCL25
と CCR9 mRNA 発現量の比較 
腸管における CCL25 mRNA 発現量は、小腸
の発現量を１とした時、大腸の CCL25 mRNA 
発現量は 0.07±0.009 である。また、CCR9 
mRNA 発現量は、小腸の発現量を１とした時、
大腸の CCR9 mRNA 発現量は 0.06±0.003 で
あり、大腸のCCL25 mRNA 及び CCR9 mRNA の

発現量は小腸に対して有意に低い値を示す
すことが明らかとなった(Fig.3)。 
 
Fig.3 生後10日目大腸と小腸におけるCCL25 
mRNA と CCR9 mRNA 発現量の比較。 
 
Ct 値から相対的に mRNA 量を算出し、小腸の CCL25 
mRNA 及び CCR9 mRNA の平均値を１として、二群の
値を平均±標準誤差で表した。 
**：生後10日目の小腸のCCL25 mRNA及びCCR9 mRNA
発現量と比較して有意差あり（P<0.01） 
 
➃ CCL25 抗体を用いた免疫組織化学的染色
法による小腸組織のCCL25の経時的変化 
CCL25-FITC 抗体を用いて小腸組織におい
てCCL25の発現に免疫組織化学染色法を行っ
た。蛍光実体顕微鏡で蛍光染色の陽性部位を
観察した結果、生後０日目群、生後２日目群
及び生後５日目群において小腸の絨毛上皮
にCCL25の発現はほとんど確認できなかった
が、生後１日目群、生後 10 日目群及び生後
21 日目群では、絨毛上皮に CCL25 の発現が確
認できた。 
 
⑤ 免疫組織化学的染色法による IgA 抗体を
用いた小腸組織の IgA 産生細胞の経時的
変化 
IgA-RITC 抗体を用いて小腸組織において
IgA 産生細胞の発現に免疫組織化学染色法を
行った。蛍光実体顕微鏡で蛍光染色後に観察
を行った結果、生後０日目群、生後２日目群
及び生後５日目群では小腸の絨毛上皮に IgA
産生細胞の発現はほとんど確認できなかっ
たが、生後 10 日目群では、ほとんどの、生
後 21 日目群ではすべての絨毛上皮に IgA 産
生細胞の存在が確認できた。 
 
 
研究(２)、CCL25 添加人工乳汁を用いた人
工哺育法による新生仔マウス腸管発達の検
討 
① 人工哺育したマウス新生仔の体重変化 
人工哺育した新生仔マウスの体重変化を
調べた結果、生後４日齢までコントロール群
とほぼ同等の体重だったが、５日齢以降は、
CCL25 添加群の新生仔マウスの体重はコント
ロール群に比べて有意に増加した(Fig.6)。 



 
Fig.6 人工哺育した新生仔マウスの体重の
継時的比較。 
*：コントロール群の小腸の体重と比較して有意差
あり（P<0.05） 
 
② 人工哺育した新生仔マウスの免疫器官
の重量およびパイエル板に対する影響 
脾臓や胸腺、及び腸管の重量を CCL25 添加
群とコントロール群で比較した(Fig.7)。体
重当たり免疫系器官である脾臓や胸腺、及び
腸管の体重当たりの重量で比較した結果、コ
ントロール群の脾臓（SP）3.95%±0.05、胸
腺（Thy）4.00%±0.06、大腸（LI）7.02%±
0.08 及び小腸（SI）5.46%±0.10 であったの
に対して、CCL25 添加群の脾臓重量（SP）は
4.99%±0.058、胸腺重量（Thy）は 4.95%±
0.059、大腸重量（LI）は 6.99%±0.04 及び
小腸重量（SI）は 6.44%±0.06であった。CCL25
添加群では、コントロール群に対して、小腸
の重量が重い傾向が見られ、さらに、脾臓及
び胸腺の重さが有意に重かった。これに対し
て、体重あたりの大腸の重量はコントロール
群と CCL25 添加群でほぼ同じ値を示した。 

 
Fig.7 人工哺育した新生仔マウスの体重あ
たりの臓器重量の比較。 
 
**：コントロール群の小 IgA 産生細胞数と比較し
て有意差あり（P<0.01） 
 
 
また、パイエル板の個数及び大きさを比較し
た結果、個々のパイエル板の大きさには差が
みられなかったが、CCL25 添加群のパイエル
板の個数はコントロール群よりも多い傾向
がみられた(Fig.8)。 
 
 

 A 

 B 

Fig.8 人工哺育した新生仔マウス腸管のパ
イエルの個数及び大きさの比較。 
 
A. 人工哺育した新生仔マウスのパイエル板の数 
B. 人工哺育した新生仔マウスのパイエル板の大
きさ 
 
③ 人工哺育したマウス小腸における CCL25 
mRNA 発現量の比較 
腸管組織の CCL25 mRNA の発現について、
コントロール群の小腸 CCL25 mRNA 発現量を
１とした時、CCL25 添加群での発現量は 0.79
±0.11 であり、CCL25 mRNA の発現量は、有
意差はないものの、コントロール群で発現量
が高い傾向が見られた(Fig.9)。 

 
Fig.9 リアルタイム RT-PCR 法による人工哺
育した新生仔マウス小腸におけるCCL25 mRNA
発現量の解析。 
 
Ct 値から相対的に mRNA 量を算出し、コントロー
ル群の平均値を 1 として、CCL25 添加群の値を平
均±標準誤差で表した。 
 
 
④ 人工哺育したマウス小腸における CCR9 
mRNA 発現量の比較 
腸管組織の CCR9 mRNA の発現量を Fig.10
に示した。コントロール群の小腸 CCR9 mRNA
発現量を 1 とした時、CCL25 添加群での発現



量は 1.29±0.16 であり、有意差はなかった
が、CCR9 mRNA の発現量は、CCL25 添加群で
発現量が高い傾向が見られた。 

 
Fig.10 リアルタイムRT-PCR法による人工哺
育した新生仔マウス小腸における CCR9 mRNA
発現量の解析。 
 
Ct 値から相対的に mRNA 量を算出し、コントロー
ル群の平均値を 1 として、CCL25 添加群の値を平
均±標準誤差で表した。 
 
⑤ 小腸の腸絨毛における IgA 産生細胞数の
比較 
IgA-RITC抗体を用いて小腸組織のIgA産生
細胞の免疫組織化学染色を行い、IgA 産生細
胞数を比較した結果、７本の絨毛内に確認で
きた IgA 産生細胞数は、CCL25 添加群では
43.75±1.24、コントロール群では 1.33±0.2
とほとんど見られず、乳汁中の CCL25 が出産
後 10 日目までの IgA の誘引に必須であるこ
とが判明した。 
 
以上の結果から、マウス新生仔では、乳汁
中の CCL25 によって、その成長が顕著に促進
されるとともに、免疫器官の発達もより強く
促されることが判明した。また、CCR9 発現リ
ンパ球が腸管上皮へ誘引されることが明ら
かとなり、CCL25 のリンパ球誘引作用によっ
て、パイエル板の形成やそこへの免疫細胞の
集積も含めた腸管免疫の働きが高まること
が考えられた。本研究の結果は母乳の重要性
を再認識させるとともに、CCL25 を含めた乳
汁中のケモカインやサイトカインの経口投
与研究をより詳細に進めることで、新生児の
成長や感染症防止、検疫機能向上をもたらす
ことができるより進歩した人工乳の開発に
も寄与できる可能性がある。さらには、アト
ピーなどの新生児からの免疫疾患との関連
にもつながるかもしれない非常に重要な研
究課題と考えられることから、今後の研究の
進展に期待するものである。 
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