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研究成果の概要（和文）：腸内細菌は腸管内の免疫系の維持に重要な役割を果たしているだけではなく、全身の免疫系
に対しても重要な影響を与えている。本研究では腸内細菌が腸管とは遠隔の臓器である胸腺にも影響を及ぼしているか
を、胸腺上皮細胞特異的に発現している転写因子autoimmune regulator (Aire)の発現量の解析を介して検討した。そ
の結果、腸内細菌由来の免疫活性物質であるペプチドグリカンとStaphylococcal Enterotoxin BがAireを誘導すること
が明らかになった。この研究成果は腸管と胸腺という免疫系の重要な２つの臓器が腸内細菌由来の産物によってリンク
していることを示すものである。

研究成果の概要（英文）：Commensal bacteria are reported to function as an environmental factor to 
regulate intestinal inflammation and immune responses. However, it remains largely unknown whether such 
bacterial function exerts any effect on other immune organs distant from the intestine. In this study, 
the influence of commensal bacteria in the thymus was investigated using germ-free mice and 
Nod1-deficient mice lacking an intracellular recognition receptor for certain bacterial components. 
Interestingly, autoimmune regulator (Aire) expression in thymic epithelial cells (TECs) was decreased in 
comparison to specific pathogen-free mice and Nod1 wild-type mice, respectively. The in vitro analysis 
using a fetal thymus organ culture system showed that Aire expression in TECs was increased in the 
presence of a bacterial component or a bacterial product. These results suggest that through their 
products, commensal bacteria have potential to give some effect on the epithelial cells of thymus.

研究分野： 免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  腸管内には数百種類もの腸内細菌が宿主

と共生しており、腸内の免疫系の発達やバラ

ンスに関与しているとされている。これまで

の研究は主に「腸内環境にメリットをもたら

す腸内細菌の作用」に限定されていたが、最

近では、腸内細菌は腸管内だけではなく、全

身の免疫系にも影響を及ぼすことが示唆さ

れ始めている。たとえば代表的な自己免疫疾

患であるⅠ型糖尿病を自然発症するモデル

マウスは、通常の SPF 飼育環境下よりも腸内

細菌がいない germ free(GF)環境下で飼育し

た方が糖尿病の発症が早く、重篤化すること

が発表された。腸内細菌叢の変化は、糖尿病

のほかにも、喘息、アトピーを含む様々な自

己免疫疾患やアレルギー疾患への関与が指

摘されている。しかし、その詳しいメカニズ

ムは不明なままである。 

 このような腸内細菌による腸管外の免疫

系に及ぼす影響を明らかにするために、私た

ちは腸内細菌が胸腺に及ぼす影響に焦点を

当てて研究を進めることにした。胸腺は T細

胞を産生するとともに自己反応性T細胞を選

択的に排除する機構(ネガティブセレクショ

ン)をもち、免疫の中枢となるべき臓器であ

るであるが、腸内細菌との関わりは全く明ら

かになっていなかった。 

 

２．研究の目的 

 腸内細菌は腸の病気だけでなく、全身の

様々な病気に関わる。その中で特にリウマチ、

I 型糖尿病、多発性硬化症などは自己免疫疾

患と呼ばれ、免疫の異常によって引き起こさ

れる病気である。自己免疫疾患の原因の一つ

として胸腺でのT細胞選択の異常があげられ

る。T 細胞は胸腺で分化・成熟していく過程

の中で、自己と反応する T 細胞クローンはネ

ガティブセレクションによって胸腺内で消

去される。ネガティブセレクションに異常が

あると、自己に反応する T 細胞が末梢に出て

自己免疫疾患が起きる。このことから著者ら

は、自己免疫疾患の発症に腸内細菌が関与し

ているならば、腸内細菌は胸腺内での T 細胞

選択にも影響している可能性があるのでは

ないか、すなわち腸内細菌は腸管免疫だけで

なく免疫の中枢である胸腺にも影響を与え

ていることがあるのではないかと考えた。 

 そこで本研究では、胸腺のネガティブセレ

クションの誘導に関与する重要な転写因子

である autoimmune regulator (Aire)に着目

し た 。 Aire は 胸 腺 上 皮 細 胞  (thymic 

epithelial cell: TEC)に特異的に発現してい

る転写因子で、様々な自己抗原を発現させる

ことで胸腺髄質での自己反応性T細胞を取り

除くネガティブセレクションに重要な役割

を果たすことが明らかにされているが、詳し

い発現制御のメカニズムは分かっていない。

一般的に自己免疫疾患の原因として遺伝的

な要因のほかに環境因子が重要と考えられ

ていることから、腸内細菌が有力な自己の環

境因子として Aire の発現を調節しているの

ではないかと考えた。本研究では、腸内細菌

が Aire 遺伝子の発現に関与するかどうかを

明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 腸内細菌が欠損した無菌マウス(Germ 

free: GF マウス)と Nod1 欠損(Nod1-/-)マウス

を用いての Aire の発現解析 

 腸内細菌が Aire に及ぼす影響を研究する

ために腸内細菌が欠損した GF マウスを用い

た。SPF 化マウスは GF マウスの同腹仔の半分

を生後直後に SPFに移し SPFマウスの仮親に

育てさせて作製した。実験では GF マウスの

同腹仔の SPF 化マウスと GF マウスとを比較

した。Nod1-/-マウスの解析では、５週齢での

同ケージ内で飼育された同腹仔の Nod1+/+マ

ウスとの比較を行った。 

(2) TEC 細胞の採取と発現解析 

 TEC は非常に少ない細胞であるため、TEC



を採取するために、胸腺をコラゲナーゼ D処

理して細胞調整した後、まずは自動磁気分離

装置(オートマックス)を使って CD45+細胞を

大部分取り除いた。その後、Aireの real-time 

PCR 解析を行うときは、セルソーターを使っ

て MHC class II+CD45-細胞を採取した。Aire

のタンパク発現の解析を行う場合は、オート

マックスで CD45+細胞を除いた後、MHC class 

II 抗体、CD45 抗体、UEA-1 抗体で染色し、そ

の後、細胞を fixation して Aire 抗体で染色

し、フローサイトメータを用いて MHC class 

II+CD45-UEA-1+分画における Aire の発現を解

析した。 

(3) 胎児胸腺臓器培養(fetal thymus organ 

culture: FTOC) 

 E17 の胎児マウスから胸腺を摘出し、メン

ブレンの上にのせ RPMI で培養した。PGN の合

成リガンドである C12-iE-DAP、もしくはスー

パー抗原である SEB 存在下で３日間培養し、

胸腺上皮細胞を採取して Aire の発現解析を

行った。 

 

４．研究成果 

(1) GF マウスでは Aire の発現が低下する 

 GF マウスと GF マウスの同腹仔で出生直後

に SPF環境下に移して飼育した SPF化マウス

とで、全胸腺細胞数、CD4+細胞、CD4+CD8+細胞

の数や割合、さらには T 細胞受容体の Vβレ

パトアに大きな差はなかった。次に、TEC に

特異的に発現する Aire 遺伝子を GFマウスと

SPF化マウスの胸腺から比較した。AireはTEC

細胞の中で転写因子として働き、数多くの臓

器特的自己抗原を発現させて自己反応性T細

胞の除去、すなわちネガティブセレクション

に関与するとされている。実験結果から、

real-time PCR による解析では GFマウスの方

が SPF 化マウスよりも有為に Aire の発現が

低く、フローサイトメータの解析においても、

Aire が発現している髄質胸腺上皮細胞

(mTEC)の割合や数は変わらないものの、Aire

の発現が低下していることが明らかになっ

た。この結果は、腸内細菌の有無によって

mTEC 細胞１つあたりに発現している Aire の

発現量に差が認められることを示唆してい

る。そこで次に、腸内細菌がどのようにして

胸腺 Aire の発現誘導に関わるのかを検討し

た。 

(2) Nucleotide-binding oligomerization 

domain protein 1 (Nod1)欠損マウス(Nod1-/-)

においても Aire の発現は低下する 

 GFマウスでAireの発現量が低下したこ

とから、何らかの腸内細菌由来の産物が胸

腺 Aire の発現誘導に関与しているのでは

ないかと考えた。それを確かめるため、血

中にわずかに漏れ出ている腸内細菌由来の

代謝産物や微量なエンドトキシンを手がか

りにすることにした。血中に漏出した腸内

細菌の成分は腸管外であってもToll様受容

体や Nod タンパクなどのパターン認識受

容体によって認識され、免疫反応に関与す

ることがある。Nod1 は NOD-like receptor 

protein family に属する細胞内タンパクで、

細胞内に侵入した(取り込まれた)細菌の成

分であるペプチドグリカン(Peptidoglycan, 

PGN)を認識する。PGN はグラム陽性菌、

グラム陰性菌ともに細胞壁を構成する成分

であり Nod1 特異的に認識されるリガンド

となりうる。過去の報告でも、腸内細菌由

来の PGN が骨髄中の好中球に発現する

Nod1 を介して、細菌感染時の好中球の活

性化に重要であるということが報告されて

いる。通常飼育下で５週齢の Nod1-/-マウスで

は、同ケージの同腹仔の野生型マウスと比べ

て Aire の発現が遺伝子レベル、タンパクレ

ベルにおいて低下が認められた。フローサイ

トメータの解析から、Aire の発現は mTEC 細

胞において２峰性になっており、特に発現ピ

ークの弱い方で大きく差が認められた。さら

に、Aire 依存的に転写される自己抗原として

知られている複数の遺伝子の発現を調べた



ところ、Nod1-/-マウスにおいて発現量が低下

しており、Aire 非依存的な遺伝子の発現は低

下していなかった。GFマウスで見られたAire

の低下は腸内細菌の欠損によるものであり、

Nod1-/-マウスで見られた Aire の発現低下は、

腸内細菌の細菌成分であるPGNのレセプター

が欠損していることによるものと考えた。こ

れらの結果は、腸内細菌由来の PGN が TEC に

おいて Aire の発現誘導に関わっている可能

性を示唆している。 

(3) Nod1 リガンドは胸腺 Aire を直接誘導す

る 

 上記のマウスを用いた in vivo の結果から、

PGNが胸腺Aireの誘導に関わることが示唆さ

れたため、次に in vitro の実験系において

PGN が Aire を発現誘導するか検証を行った。

E17 の胎児胸腺を胎児胸腺組織培養(FTOC)の

システムで、Nod1 合成リガンドである

C12-iE-DAP 存在下で培養した。48 時間後、

TECに発現する Aire を real-time PCR とフロ

ー サ イトメ ー タで解 析 したと こ ろ 、

C12-iE-DAP 存在下で上昇していた。Aire の

発現誘導のメカニズムはいまだに不明な点

が多いが、T 細胞が発現する RANKL が TEC の

発現する RANK に結合して Aire を発現誘導す

ることが示されている。そこで、C12-iE-DAP

が T 細胞の RANKL を介して TEC の Aire を発

現誘導したのか、あるいは TEC に直接働きか

けて Aire を誘導したのかを検討した。FTOC

において、デオキシグアノジンを数日間処理

するとT細胞のみを死滅させることができる

ことが知られているので、デオキシグアノジ

ンで処理して T 細胞を除去した後、

C12-iE-DAP 存在下で培養した。その結果、T

細胞を除去しても Aire の発現は上昇してお

り、フローサイトメータ解析においても、

C12-iE-DAP 濃度依存的に Aire の発現上昇が

認められた。このことから、C12-iE-DAP は

TEC の Nod1 に直接結合して Aire を発現誘導

した可能性が示唆された。Aire の発現誘導は

まだ分からないことが多く、これまでに T細

胞の RANKL や CD40L を介するという報告があ

るが、Nod1 リガンドが直接 TEC の Nod1 を介

して Aire を発現誘導するという経路は初め

ての報告となった。 

(4) SEB は RANK-RANKL 依存的に Aire を誘導

する 

 次に、腸内細菌が胸腺 Aire を発現誘導さ

せるメカニズムとして、腸内細菌の成分で

PGN 以 外 の 可 能 性 を 検 討 し た 。

Staphylococcus aureus が 産 生 す る

Staphylococcal Enterotoxin B (SEB)は微量

に存在するスーパー抗原として知られてお

り、胸腺の中では TCR のβ鎖と TEC の MHCα

鎖と結合し、その結果 TCR と MHC の結合によ

る強力な TCR シグナルが誘導される。強力な

TCR シグナルは T 細胞にネガティブセレクシ

ョンを誘導するが、同時に T 細胞上に RANKL

の発現も誘導する。ネガティブセレクション

を免れた T細胞は TECに RANKL を提示し、TEC

に発現する RANK と結合することで、

RANK-RANKL 経路によって TEC における Aire

の発現を上昇させるのではないかと考えた。

そこで、FTOC の系を用い、E17 の胎児胸腺を

SEB存在下で培養し、Aireの発現を検討した。

４８時間のSEB刺激を加えることにより多く

の T 細胞は死滅するが、TEC 細胞の数に変わ

りはなかった。TEC に発現する Aire を検討し

たところ、real-time PCR にて、Aire の発現

上昇が認められた。次に RANKL が Aire の発

現誘導に関与しているか確認するため、

RANKL のブロッキング抗体を SEB とともに

FTOC に加えて培養したところ、Aire の発現

は低下した。このことから、スーパー抗原で

ある SEB刺激により T細胞に RANKL が誘導さ

れ、RANK-RANKL の経路によって TEC において

Aire が誘導されたことが示唆された。以上の

結果をまとめると、胸腺 Aire の発現誘導に

関わる腸内細菌由来の産物として PGN と SEB

を示し、PGN は TEC 細胞の Nod1 に直接作用し



て Aire を誘導する経路を、SEB は T 細胞の

RANKLの誘導を介してAireを誘導する経路を

明らかにした。 

 今回の研究成果から、腸内細菌の新たな役

割として、腸内細菌由来の PGN やバクテリア

産物である SEB を介して、腸管とは遠隔臓器

であり、免疫系の中枢であるもある胸腺に特

異的に発現する Aire の制御に影響している

ことを示すことができた。このことは腸内細

菌が全身に及ぼす影響の新たな一例になる

と思われる。 

 今後更なる検討が必要であるが、今回の結

果から腸管と胸腺という免疫をつかさどる

上で重要な二つの臓器を腸内細菌の産物が

結びつけ、Aire の発現調節を介して自己のト

レランスの維持や誘導に関与している可能

性が示唆された。この研究成果が将来的にア

レルギーや自己免疫疾患など難治性疾患の

問題を解決する新たな糸口になるようにし

たい。 
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