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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] 適正な腸内細菌叢は、腸管の局所的な恒常性維持だけでなく、免疫系をはじめとする

全身性の生体応答の制御に重要である。腸管で生体の内と外を隔てる腸上皮細胞が、抗菌タ

ンパク質などの放出を介して腸内細菌叢の維持に重要な役割を果たしていることは明らかだ

が、宿主に恩恵をもたらす菌種を保持しつつ、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、転写調節因子 IB (遺伝子名：Nfkbiz)を

新規に同定し、この因子が自然免疫応答時のサイトカイン産生などに重要であることを明ら

かにしてきた (Nature 2004; J. Biol. Chem. 2001, 2005a, 2005b, 2008, 2016 など)。研

究代表者は、IBが、活性化した自然免疫系細胞だけでなく、腸管で恒常的に発現している

ことに着目し、腸管を EDTA で処理して上皮と粘膜固有層に分離したところ、上皮画分に IB

の発現が認められた。そこで、腸上皮細胞における IBの役割を明らかにするために、腸上

皮細胞で特異的に IBを欠損するマウス (Nfkbizfl/flVil1-Cre マウス)を作出した。その結

果、この変異マウスの小腸では、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 は種々の自己免疫疾患に関与する Th17 細胞の

分化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、ヒト多発性硬化症の動物モデル

である実験的自己免疫性脳脊髄炎 (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis, EAE)の症

状の増悪化が観察された。これらのことから、この変異マウスでは、腸上皮細胞の機能変化に

よって腸内細菌叢のアンバランスが生じ、免疫細胞の分化異常を介して全身性の免疫応答の

亢進が起きている可能性が予想された。本研究では、IBを介した腸上皮細胞の機能調節が、

腸内細菌叢や免疫応答の制御にどのような役割を担っているかを明らかにする目的で、以下

の３点について解析を実施する。 

(1)腸上皮細胞における腸内細菌制御遺伝子の発現調節 

(2)腸内細菌叢による免疫応答の制御 

(3)炎症性疾患の病態形成への関与 

 

2．研究の計画 

(1)腸上皮細胞における腸内細菌制御遺伝子の発現調節 

① 腸管組織を対象としたトランスクリプトーム解析により、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスで

発現が変動している遺伝子を同定し、その機能や発現制御機構を明らかにする。 

② マウス小腸から上皮オルガノイド培養系を調製し、サイトカインによる遺伝子発現調節

や標的遺伝子の発現におけるIBの役割を明らかにする。 

(2)腸内細菌叢による免疫応答の制御 

① Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの糞便および小腸組織を対象にしたメタゲノム解析により、

細菌叢の変化を明らかにする。 

② 小腸組織内で、胃から盲腸への方向に沿った各部位について、腸内細菌の棲息を検討し、

腸内細菌制御遺伝子の発現との対応を検討する。 

③ 粘膜固有層からリンパ球を調製し、各種細胞の構成の変化を解析するほか、サイトカイ

ン遺伝子の発現変化を検討する。 

(3)炎症性疾患の病態形成への関与 

① 腸疾患モデル (抗CD3アゴニスト抗体投与により誘導される小腸炎、デキストラン硫酸

ナトリウム dextran sulfate sodium (DSS)誘導性大腸炎)を誘導し、臨床スコア、病理

学的所見、免疫応答レベルを検討する。 

② 全身性の炎症性疾患モデル (実験的自己免疫性脳脊髄炎, experimental autoimmune 

encephalomyelitis, EAE)を誘導し、腸や標的部位での免疫応答を検討する。 

 

 



3．研究の成果 

(1)腸上皮細胞における腸内細菌制御遺伝子の発現調節 

① Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの回腸組織についてトランスクリプトーム解析をおこなった

ところ、粘膜免疫で重要なIgAの産生に関わる遺伝子群 (Pigr, Ccl28)や、抗菌活性を

持つラジカル産生酵素遺伝子 (Duox2, Nos2など)の発現が同腹コントロールマウスと

比較して低下していた。また、小腸における抗菌タンパク質産生で中心的な役割を担う

パネート細胞のマーカー遺伝子 (Lyz1, -ディフェンシン遺伝子群)の発現が著明に低

下していた。 

② Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの回腸で発現が低下していた遺伝子の多くは、IL-17によって

発現が誘導されることが報告されていたため、マウス小腸から上皮オルガノイド培養系

を調製し、サイトカインによる遺伝子発現応答を検討した。その結果、IBをコードす

るNfkbiz遺伝子自体もIL-17刺激に応答して発現が誘導されることが明らかになった。

マクロファージをリポ多糖で刺激するような自然免疫応答では、Nfkbizの発現は一過的

に誘導された後に速やかに減弱するが、小腸オルガノイドをIL-17で刺激する系では、

刺激後48時間後でも高い発現が維持されていた。PigrやCcl28の発現はIL-17刺激で増大

し、IBを欠損するオルガノイドではその増大が認められなかったことから、これらの

遺伝子はIL-17刺激に応答してIBによって直接転写レベルが調節されると考えられた。

一方、パネート細胞のマーカー遺伝子の発現は、IL-17刺激やIB欠損によって影響さ

れなかった。Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの小腸組織を観察したところ、パネート細胞数

が著減していたことから、IBはパネート細胞の恒常性維持に重要であることが示唆さ

れた。後述のように、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの空腸組織ではIFN-の産生が亢進して

おり、IFN-はオルガノイド培養系においてパネート細胞を選択的に傷害して細胞死を

誘導することから、IBを介した腸上皮でのIL-17シグナリングは、IFN-の産生が亢進

しているような炎症の状況下でパネート細胞の維持に重要であると考えられた。そこで、

オルガノイドをIFN-で刺激した後に、よく洗浄し、IFN-を含まない条件下で再培養し

たところ、パネート細胞の再生が認められ、さらにその再生過程はIBに依存してIL-

17刺激により促進された。また、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスに抗IFN-抗体の投与により

パネート細胞の減少が抑制された。 

(2)腸内細菌叢による免疫応答の制御 

① 同腹のコントロールマウスと同じケージ内で飼育しているNfkbizfl/flVil1-Creマウスの

糞便および小腸組織を対象にしたメタゲノム解析を実施したところ、細菌叢の-多様性

には影響がなかったが、空腸領域と回腸上部において-多様性に有意差が認められた。

いずれのサンプルについてもNfkbizfl/flVil1-CreマウスにおけるSFBの増加が最も著明

な特徴であり、小腸組織ではSFBの増加により科・目レベルでの細菌叢の変動が認めら

れた。 

② SFBを中心に、小腸内の胃から盲腸への方向に沿った各部位における棲息を検討したと

ころ、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの小腸全域でSFBの増加が認められた。特に興味深いこ

とに、通常の野生型マウスでは棲息しない上流域でもSFBが検出された。腸上皮細胞で

IBを欠損することにより、特に小腸上流域で抗菌活性が低下したと考えられたため、

Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの空腸領域を対象にトランスクリプトーム解析をおこなった。

その結果、回腸とよく似た遺伝子セットの発現が低下していたことに加え、一連のIFN-

標的遺伝子の発現が増強されていた。IFN-の発現が亢進する機構については現在検討

中である。 

③ Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの粘膜固有層からリンパ球を調製し、CD4陽性のT細胞につい

て検討したところ、IL-17Aを産生するTh17細胞の割合が増大していた。一方、IFN-を産

生するTh1細胞の割合に大きな変化はなかった。最近、IFN-の産生増加が腸上皮内に存

在する腸管上皮細胞間リンパ球 (intraepithelial lymphocytes, IELs)で起きている

例が報告されているので、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの空腸で産生が亢進しているIFN-

がこのタイプの細胞に由来する可能性が示唆される。 

(3)炎症性疾患の病態形成への関与 

① Nfkbizfl/flVil1-Creマウスに抗CD3アゴニスト抗体を投与したところ、同腹のコントロ

ールマウスと比較して体重減少が顕著であったことから、小腸炎の増悪化が予想された。



そこで、体重が最も減少する投与４日後に小腸組織の切片を作成し絨毛の長さを測定し

たところ、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスで有意に短小化が認められた。さらに、組織レベ

ルでの遺伝子発現を検討したところ、Il17aやIfngの発現増加が認められたことから、

小腸炎を誘導する前から亢進しているこれらのサイトカイン遺伝子の発現がさらに増

強されたと考えられた。一方、この変異マウスにデキストラン硫酸ナトリウム dextran 

sulfate sodium (DSS)を投与して大腸炎を誘導しても同腹コントロールマウスと比較

して病態の程度に変化は見られなかった。この疾患モデルでは大腸上皮組織の傷害に伴

って自然免疫系が病態形成に重要な役割を担うことが示されているので、

Nfkbizfl/flVil1-Creマウスで観察されている獲得免疫細胞の異常の影響は受けにくいの

かもしれない。 

② ヒトの多発性硬化症の動物モデルであり、Th17細胞が病態形成に重要な役割を担う実験

的自己免疫性脳脊髄炎 (experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE)を

Nfkbizfl/flVil1-Creマウスに誘導したところ、有意な臨床スコアの増悪化が認められた。

髄鞘の組織切片をルクソールブルーで染色すると、脱髄の亢進が認められた。腸管で増

加しているTh17細胞が中枢神経系に浸潤して病態の増悪化を招いている可能性を想定

したが、脊髄でのIl17aやIfngの発現亢進は認められなかった。EAEの病態の増悪化に関

与する因子は他にも複数報告されているので、検討する必要がある。 

 

 

4．研究の反省・考察 

(1)腸上皮細胞における腸内細菌制御遺伝子の発現調節 

トランスクリプトーム解析により、Nfkbizfl/flVil1-Cre マウスの小腸組織で発現が低下す

る遺伝子の多くが、細菌の制御に関与するものであることが明らかになり、オルガノイド

を用いた解析から、それらが IL-17 によって発現誘導されることが明らかになった。さら

に、IL-17シグナリングによってパネート細胞の恒常性が維持されていることも判明し、一

連の矛盾のない遺伝子調節機構を明らかにすることができた。パネート細胞の再生過程に

ついては、既に報告されているパネート細胞の分化機構との共通点を探りながら今後全容

を明らかにしていきたいと考えている。また、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの小腸で見られる

IFN-の産生亢進については、今後産生細胞の同定と機構の解明を進めたい。フローサイト

メトリーを用いた解析だけでなく、single cell RNA-seqの技術が有用だと考えられる。 

(2)腸内細菌叢による免疫応答の制御 

16S rRNA遺伝子領域を標的としたメタゲノム解析により、Nfkbizfl/flVil1-Creマウスの消化

管や糞便中ではコントロールマウスと比較して細菌叢が大きく変化していることが明らか

になった。特に小腸の常在菌であるSFBの増加が著しく、野生型マウスでは通常棲息しない

小腸の上流部にも検出された。このことをきっかけに上流部の遺伝子発現解析をおこない、

IFN-シグナリングの亢進を明らかにできた。腸管では、サイトカインによる腸上皮細胞の

調節と、腸内細菌による免疫細胞の調節が共存するため、マウスに抗菌薬を投与すること

により後者の調節を除いた際に生じる変化についても解析する必要がある。また、SFBの他

にも免疫細胞の分化に影響を与える菌種がこれまでに複数同定されているので、それらに

ついてNfkbizfl/flVil1-Creマウスでの変動を検討する。 

(3)炎症性疾患の病態形成への関与 

３種類の炎症性疾患モデルを用いてNfkbizfl/flVil1-Creマウスの病態を解析し、IL-17や

IFN-が病態に影響しているモデルではこの変異マウスでの増悪化が認められた。しかし、

サイトカイン産生と臨床スコアの関係については、上述のように未解明な点も残されてい

る。 
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