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腸上皮細胞による腸内細菌叢の調節と免疫恒常性の維持機構 

 

1．研究の目的 

[背景] 腸内細菌叢を適正に維持することは、消化管における局所的な宿主防御だけでなく、

免疫系をはじめとする全身性の生体応答の調節に不可欠である。腸上皮細胞が粘膜構成因子

や抗菌タンパク質の放出を介して腸内細菌叢の維持に寄与していることは疑いないが、宿主

に恩恵をもたらす細菌群を保持しつつ、感染症や免疫異常を招く細菌を排除する仕組みにつ

いては不明な点が多い。研究代表者は以前、IBと命名した転写調節因子 (遺伝子名：Nfkbiz)

を新規にクローニングし、この分子が自然免疫応答に重要であることを示してきた(Nature 

2004; J. Biol. Chem. 2001, 2005a, 2005b, 2008 など) 。最近、腸上皮細胞で IBを欠損

するマウス (Nfkbizfl/flVil1-Creマウス)を作出したところ、小腸の常在菌であるセグメント

細菌 (Segmented Filamentous Bacteria, SFB)の過剰増殖が認められた。SFB は、様々な自己

免疫疾患の発症に関与する Th17 細胞の生成を促進することが知られていたため、

Nfkbizfl/flVil1-Cre マウスの小腸粘膜固有層の免疫細胞を解析したところ、Th17 細胞が増加

しており、さらに、ヒトの多発性硬化症モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎 

(Experimental Autoimmune Encephalomyelitis, EAE)の重篤化が認められた。従って、この

マウスでは腸上皮細胞の機能低下により腸内細菌叢が変化し、全身性の免疫応答異常を招い

ている可能性が示唆された。そこで、次の(1)〜(3)を明らかにすることを目的として研究を

実施した。 

(1)腸上皮細胞での IBの欠損による小腸組織の遺伝子発現プロファイル変化の解明 

①網羅的な遺伝子発現解析をおこない、腸上皮でのIBの欠損により小腸組織レベルでの

遺伝子発現プロファイルにどのような影響が及ぶかを明らかにする。 

②発現変動遺伝子を同定し、小腸組織内におけるそれらの機能を明らかにする。 

③転写調節因子としてのIBの役割を踏まえ、ゲノムワイドでのクロマチン構造変化への

影響を明らかにする。 

(2)腸上皮細胞での IBの欠損による小腸組織内および糞便内での腸内細菌叢変化の解明 

①小腸組織片および糞便サンプルから調製したDNAを用いて網羅的な細菌叢解析をおこな

い、腸上皮の機能変化による細菌叢への影響を明らかにする。 

②細菌叢の多様性や均一性に関わるパラメーターを算出し、複数の分類レベルでの細菌組

成の変化を明らかにする。 

(3)腸上皮細胞での IBの欠損による炎症関連疾患の病態形成への影響の解明 

①小腸粘膜固有層における免疫細胞の構成の違いを明らかにし、上述のEAEモデルを誘導し

た後の病態とその病態形成への免疫細胞の関与を明らかにする。 

②抗CD3アゴニスト抗体の投与による小腸炎モデルの病態形成への影響を明らかにする。 

③Dextran Sulfate Sodium (DSS)投与による大腸炎モデルの病態形成への影響を明らかに

する。 

 

2．研究の計画 

(1)腸上皮細胞での IBの欠損による小腸組織の遺伝子発現プロファイル変化の解明 

①Nfkbizfl/flVil1-Creマウスおよび同腹コントロールマウスの小腸組織片を用いてマイク

ロアレイ解析やRNA-seq解析をおこなう。 

②発現変動遺伝子を抽出し、個体数を揃えたRT-qPCR法により発現変動を確認すると共に、

オントロジー解析による機能予測をおこなう。さらに、EDTA処理により小腸組織を上皮

と粘膜固有層に分画し、着目している変動遺伝子が上皮に発現している場合は、マウス

小腸上皮由来のオルガノイド培養系を用いてこれらが上皮細胞において直接IBによる

発現調節を受けているかを検討する。 

③Nfkbizfl/flVil1-Creマウスおよび同腹コントロールマウスの小腸組織片を用いてATAC-

seq解析をおこない、クロマチン構造が弛緩しているゲノム領域を明らかにする。クロマ

チン構造の違いが発現変動遺伝子の周辺に認められるかを明らかにする。 

(2)腸上皮細胞での IBの欠損による小腸組織内および糞便内での腸内細菌叢変化の解明 

①Nfkbizfl/flVil1-Creマウスおよびコントロールマウスについて個体数を揃え、検体採取前



に十分なco-housing(1週間ずつローテーションで合計4週間程度)を実施することにより、

暴露される細菌叢を均一化する。その後、小腸組織内の複数の部位および糞便からDNAを

調製し、16S rRNA遺伝子領域を対象にした網羅的な細菌叢解析をおこなう。 

②細菌叢解析で用いられる多様性や均一性のパラメーターを算出し、門、綱、目、科のレ

ベルでの構成割合の変化を明らかにする。特定の細菌種の含量が変動している可能性を

検討する。 

(3)腸上皮細胞での IBの欠損による炎症関連疾患の病態形成への影響の解明 

①Th17細胞に着目し、フローサイトメトリーにより、Nfkbiz
fl/fl

Vil1-Creマウスおよび同腹

コントロールマウスの小腸粘膜固有層に存在する免疫細胞の解析をおこなう。次にこれ

らにEAEモデルを誘導し、小腸およびEAEの標的組織である中枢神経系について組織像お

よび免疫細胞の浸潤を検討する。Th17細胞を介した免疫応答に焦点を当て、小腸および

脊髄においてTh17細胞が産生するサイトカインの発現を解析する。 

②マウスの腹腔に抗CD3アゴニスト抗体を繰り返し注射すると、T細胞受容体の非特異的な

活性化により小腸炎を誘導することができる。このモデルでは特に小腸の上流域 (十二

指腸〜空腸)で著しい組織損傷が起きることが知られている。Nfkbiz
fl/fl

Vil1-Creマウス

および同腹コントロールマウスにこのモデルを誘導し、投与後の体重減少を経時的に測

定するとともに、急性期の組織像およびサイトカイン産生を検討する。 

③Dextran Sulfate Sodium (DSS)投与による大腸炎モデルを誘導し、体重変化を指標に症

状の重篤化を評価する。 

 

3．研究の成果 

（※全体像を図に示す） 

(1)腸上皮細胞での IBの欠損による小腸組織の遺伝子発現プロファイル変化の解明 

①Nfkbiz
fl/fl

Vil1-Creマウスおよび同腹コントロールマウスの回腸末端部の小腸組織片を

用いてマイクロアレイ解析をおこなった。また、小腸では部位によって発現遺伝子に差

異があることが知られていたので、空腸領域の組織片を用いてRNA-seq解析を実施した。 

②回腸末端部の組織片を対象にしたマイクロアレイ解析の結果、腸管粘膜で重要な役割を

果たすIgAの産生に不可欠なPolymeric Immunoglobulin Receptor (pIgR)やCCL28のほか、

抗菌ペプチドである一群の-Defensinファミリーの発現が低下していた。EDTAを用いた

野生型マウスの小腸組織の分画をおこなったところ、これらの遺伝子はいずれも上皮画

分に発現していたことから、転写調節因子であるIBが欠損することにより、上皮細胞

におけるこれらの宿主防御因子の発現が障害されたと考えられた。そこでマウス小腸か

ら調製したオルガノ

イド培養系を用いて

これらの遺伝子の発

現を検討したところ、

pIgRやCCL28などの発

現はIL-17A刺激に応

答してIB依存的に

発現誘導されること

が明らかになった。一

方 、 Nfkbiz
fl/fl

Vil1-

Creマウスの小腸で発

現が亢進している遺

伝子が複数あったが、

これらは、後述するよ

うに、粘膜固有層で増

加しているTh17細胞

によるものであると

考えられた。すなわち、Th17細胞が発現するIL-17やIL-22などのサイトカインや、それら

のシグナルを受けた上皮細胞で誘導されるReg3などの遺伝子の発現が亢進していた。さ

らに、Nfkbizfl/fl
Vil1-Creマウスの空腸領域の組織片を用いたRNA-seq解析では、回腸末端



部と同様にIgA産生や抗菌ペプチド関連の発現低下が認められたことに加え、Th17細胞が

発現するサイトカイン遺伝子の発現亢進が回腸末端部よりも顕著に認められ、さらに驚

いたことにIFN-の標的遺伝子の発現が強く誘導されていた。以上のことから、腸上皮細

胞でIBが欠損することにより、宿主防御因子の産生が障害され、恐らく腸内細菌の変

化を介して慢性的な炎症状態に陥ると考えられた。 

③Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの小腸では、回腸末端部より空腸領域において発現変動遺伝子

が多く見出されたため、空腸領域を標的にしたATAC-seq解析をおこなったところ、pIgR

やCCL28をコードする遺伝子座の周辺でIB依存的に弛緩したクロマチン構造をとる領

域が見出された。一方、-Defensinファミリー遺伝子の周辺ではIBの欠損によってク

ロマチン構造が変化する領域は認められなかったことから、IBの欠損による発現低下

は小腸組織内での間接的な影響であると考えられた。IFN-誘導性遺伝子については、発

現上昇と矛盾なくクロマチン構造の弛緩が認められた。 

(2)腸上皮細胞での IBの欠損による小腸組織内および糞便内での腸内細菌叢変化の解明 

①十分なco-housingをおこなったNfkbizfl/flVil1-Creマウスおよびコントロールマウス 

(n=9)について、空腸、回腸、糞便検体からDNAを調製し、16S rRNA遺伝子領域を対象にし

た網羅的な細菌叢解析をおこなった。 

②サンプルごとに固有の多様性や均一性を示す-多様性については、遺伝子型に対応した

差異は認められなかったが、サンプル間の比較によって得られる-多様性については、

小腸サンプルで有意な違いが認められた。また、コントロールマウスの小腸では

Helicobacteraceae科の細菌が占める割合が圧倒的であるのに対し、Nfkbizfl/flVil1-Cre

マウスではClostridiales科の割合が有意に増えていた。これは、この科に属するSFBの

増加によることが明らかになった。SFBは通常、回腸の末端部に多く観察されるが、

Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの小腸では、空腸などの小腸上流域で顕著に増加していた。回

腸末端部と空腸では発現する抗菌タンパク質の種類が異なることが報告されているので、

腸上皮でのIBの欠損によって部位ごとに異なる影響が生じたと考えられる。 

(3)腸上皮細胞での IBの欠損による炎症関連疾患の病態形成への影響の解明 

①Nfkbizfl/flVil1-Creマウスおよび同腹コントロールマウスの小腸粘膜固有層からリンパ

球を単離し、フローサイトメトリーをおこなったところ、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスで

Th17細胞の有意な増加が認められた。また、Th17細胞が発現するサイトカイン遺伝子で

あるIl17a, Il17f, Il22の発現は、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの回腸末端部より空腸で強

く増強されていた。これは、SFBによってTh17細胞の分化が促進される事実とよく一致す

る。次にNfkbizfl/flVil1-Creマウスおよび同腹コントロールマウスに対して、通常より弱

い条件下でEAEを誘導したところ、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスは同腹コントロールマウス

よりも症状が重篤化していた。 

②抗CD3アゴニスト抗体の投与による小腸炎においても、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスで明ら

かな重篤化が認められた。また、体重減少の程度が大きく、組織像で絨毛の短小化が著し

かった。さらに、小腸内の複数の部位におけるサイトカイン遺伝子の発現を検討したと

ころ、特に十二指腸などの上流部位で発現上昇が見られた。Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの

小腸では特に上流域での抗菌活性の低下により、SFBの増加を中心とした腸内細菌叢の変

化が生じる結果、Th17細胞が増加して炎症性疾患の症状が悪化すると考えられた。 

③Nfkbizfl/flVil1-Creマウスおよび同腹コントロールマウスにDSSを投与して大腸炎を誘導

したが、体重減少を指標に評価した限り、遺伝子型に対応した症状の違いは認められな

かった。Nfkbizfl/flVil1-Creマウスでは、大腸でもpIgRなどの遺伝子の発現が障害されて

おり、抗菌スペクトルが変化していることが予想されたが、このモデルで誘導される上

皮傷害による炎症反応や組織修復の過程に大きな差はないと考えられた。 

 

4．研究の反省・考察 

(1)腸上皮細胞での IBの欠損による小腸組織の遺伝子発現プロファイル変化の解明 

①種々の分解酵素を大量に含む小腸だが、適切に組織片を調製し、高い精度で遺伝子発現

プロファイルの知見を得ることができた。また、回腸末端部だけでなく、小腸の上流部の

組織片についても解析したことにより考察が深まった。 

②オントロジー解析により、発現変動遺伝子群に共通の生理機能が抗菌作用であることを



明らかにできた。また、上皮細胞での遺伝子発現変化だけでなく、粘膜固有層での免疫細

胞の変化も見出すことができた。さらに、小腸由来のオルガノイドを用いた解析を実施

したことにより、発現変動遺伝子の発現調節の仕組みに迫ることができた。 

③ATAC-seq解析を実施したことにより、発現変動遺伝子の発現調節機構に関する理解を深

めることができた。一方、ATAC-seq解析のようなゲノムワイドの解析には極めて多額の

費用が必要になることを再認識した。 

(2)腸上皮細胞での IBの欠損による小腸組織内および糞便内での腸内細菌叢変化の解明 

①網羅的な細菌叢解析により、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの小腸内および糞便内での細菌組

成について有意な差を認めた。 

②標準的な解析方法により多様性・均一性および、種々の分類レベルでの細菌組成の変化

を明らかにすることができた。細菌叢解析においても小腸内の複数の部位でサンプリン

グしたことにより遺伝子発現解析との対応を含め深い理解に繋がった。 

(3)腸上皮細胞での IBの欠損による炎症関連疾患の病態形成への影響の解明 

①Th17細胞が産生するサイトカインに着目して複数の小腸組織内の部位での発現を検討し

たことにより、抗菌活性の変化や細菌叢の変化と対応させることができた。小腸でのTh17

細胞の増加によりEAE誘導時に中枢神経系に浸潤するTh17細胞が単純に増えるのではな

いことが判明した。 

②抗CD3アゴニスト抗体の投与による小腸炎モデルでは、小腸でのTh17細胞の増多と病態

がよく一致することが明らかになった。一定の定常状態にあるNfkbizfl/flVil1-Creマウス

の小腸にこのモデルを誘導したことにより、病態の形成機構について新たな知見を得る

ことができた。 

③Dextran Sulfate Sodium (DSS)投与による大腸炎モデルを誘導したことにより、大腸と

小腸の上皮細胞におけるIBの役割の違いを明らかにすることができた。今後、さらに

別の大腸炎モデルの誘導を実施したい。 
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