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緒　言

　消化管管腔には約 1,000 種の細菌が腸内フローラを構成し、宿主の生理機能に大きな影響を与えている。ヒトマイク
ロバイオームプロジェクト（HMP）や MetaHIT プロジェクトなどの大型プロジェクトが、米国や欧州において開始
され、ヒト腸内フローラに含まれるすべての細菌のゲノム塩基配列を、次世代シーケンサーを用いて直接解読してゆく
メタゲノム解析が進んでいる。この解析から、腸内フローラは、ヒトの 100 倍から 1,000 倍にも及ぶ遺伝子を保有して
いることが明らかになり、以前の予想を遙かに上回る多彩な機能を持つことがわかってきた。実際、腸内フローラは、
宿主の腸管および全身性の生理活動や健康維持においてなくてはならない働きをしており、逆に、腸内フローラの機能
異常は、様々な慢性疾患の原因･増悪因子となりうる。例えば、慢性炎症性腸疾患･関節リウマチ･気管支喘息･糖尿病･
肥満･移植片対宿主病（GVHD）･肝硬変などの患者において、健常者と有意に異なる腸内細菌組成がみられることが報
告されている。こうした疾患に関連する異常フローラは「dysbiosis」とよばれ、菌種の減少と単純化、さらには潜在
的な病原性を持つ細菌（「pathobiont」と呼ばれる）の増殖がその特徴である。さらに最近、「便移植」が、難治性偽膜
性腸炎に対して極めて効果的であったという無作為抽出試験が発表された。この便移植の有効性は、dysbiosis がある
種の疾患の「原因」となることを示すと同時に、dysbiosis の改善が極めて強力な治療法となりうることをはっきりと
示した proof of principle と言える。しかし世界的な大規模プロジェクトの進展にもかかわらず、今のところ腸内フロ
ーラを標的とした画期的な治療法は、便移植以外に見いだせていない。こうした状況は、腸内フローラを構成する個々
の菌種の機能理解が進んでいないことに起因すると考えられる。実際、腸内フローラ構成菌種の半数以上がいまだに未
分離･未培養の菌種であり、それぞれが宿主に与える機能は明らかになっていない。逆に言えば、個々の菌種の単離と
機能解明が進めば、新たな疾病対策･治療開発に結びつく可能性が高いといえる。
　我々は、ノトバイオート技術･嫌気性菌培養技術･メタゲノム解析技術を組み合わせた統合的なフローラ解析法を樹立
し、腸内フローラを細分化して宿主の生理機能と明確に関連づける研究を推進してきた。その一つの成果として、イン
ターロイキン-17 を高産生する T 細胞（Th17 細胞）を特異的に誘導するマウス腸内細菌として、セグメント細菌

（Segmented filamentous bacteria）を同定した１）。Th17 細胞は、細菌･真菌に対する感染防御に重要な役割を果たす
と同時に、自己免疫･アレルギー･慢性炎症の原因となる。したがって Th17 細胞の分化を人為的に増加させることがで
きれば、感染症制御に繋がり、逆に減少させることが出来れば、自己免疫疾患･アレルギー･慢性炎症治療に繋がると考
えられる。
　本研究では更に発展させるため、セグメント細菌による Th17 細胞誘導の細胞分子メカニズムを探索した。その結
果、セグメント細菌は上皮に接着し、上皮を強く活性化することで Th17 細胞誘導していることが明らかになった２）。
さらに、ヒト腸内細菌の中で Th17 細胞誘導する細菌種を探索し、潰瘍性大腸炎患者便から 20 種の細菌を単離した２）。
これらヒト由来の 20 種類の細菌も、上皮に接着する特徴を持っていたことから、セグメント細菌と同様の機序で Th17
細胞を誘導すると考えられた。

方　法

　セグメント細菌による Th17 細胞誘導メカニズムの解明、及びヒト Th17 細胞誘導細菌の同定のため、本研究では、
ノトバイオート技術･嫌気性菌培養技術･次世代シーケンサーによる腸内細菌叢解析（メタゲノム解析）の３つの技術を
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組み合わせた統合的なアプローチを用いた。ノトバイオートとは、その動物が持っている微生物を完全に把握できてい
る動物のことを意味する。特定の腸内細菌種を、無菌マウスに、無菌アイソレーター内で投与することで、投与した細
菌種だけが存在するノトバイオートマウスを作製出来る。日本の多くの先達によって発展･確立してきたため、日本に
大きな優位性がある。さらに日本には非常に優れた嫌気性菌の培養技術があり、単離した菌株ストックも充実してい
る。そして、宿主に強く影響を与える腸内細菌種を絞り込む手順もある程度確立している。こうした独自の技術･知識･
マテリアル基盤を、新たな解析システムに活用することで、世界をリードする腸マイクロバイオーム研究を推進できる
環境にある。我々は、ノトバイオート技術･嫌気性菌培養技術･次世代シーケンサーによる腸内細菌叢解析（メタゲノム
解析）の３つの技術を組み合わせた統合的なアプローチにより、腸内細菌叢の複雑さと免疫細胞の機能を関係づける独
自の方法論を開発した。この方法を用いることで、消化管 Th17 細胞を特異的に誘導する細菌種としてセグメント細菌
を同定した１）。セグメント細菌はマウス小腸に生息し、その上皮に強力に接着する細菌である。セグメント細菌は、マ
ウスだけではなく、ラットの消化管にも生息している。ラットに生息するセグメント細菌は、マウスのセグメント細菌
と形態もゲノム配列も類似しているが、マウス SFB とは別の種に属する。そこで本研究では、マウス SFB とラット
SFB を比較することで、マウス SFB による Th17 細胞誘導における、責任分子･メカニズムを解析･同定することを目
的として研究を推進した２）。
　さらに、Th17 細胞を誘導するヒトの腸管に常在する細菌種を同定するため、健常人及び潰瘍性大腸炎患者便を収集
し、それぞれ無菌マウスに投与し Th17 細胞誘導が見られた便サンプルから更に Th17 細胞誘導細菌を絞り込んだ２）。

結　果

　まず、セグメント細菌による Th17 細胞誘導メカニズムを明らかにすることを目的として研究を推進した。まずマウ
スセグメント細菌とラットセグメント細菌を、それぞれ無菌マウスに投与した。ラットセグメント細菌はマウス消化管
内で増殖したものの、マウスセグメント細菌のような小腸上皮への接着は見られなかった。さらにマウスセグメント細
菌が強力に Th17 細胞を誘導したのに対し、ラットセグメント細菌は Th17 細胞を全く誘導しなかった。小腸上皮細胞
を採取して、mRNA 発現を RNA シーケンスによって検討したところ、セグメント細菌が接着したときに Serum
amyloyd A1（SAA1）や RegIII の高発現が観察された２）。
　次に、無菌ラットにマウスセグメント細菌とラットセグメント細菌を投与したところ、ラットセグメント細菌が上皮
に接着し、Th17 細胞を誘導したのに対し、マウスセグメント細菌はラット上皮に接着せず、Th17 細胞も誘導できな
かった。従って、セグメント細菌の上皮への接着は、宿主特異性があり、接着できない場合、Th17 細胞が誘導できな
いことが分かった。接着によって上皮に誘導される SAA1 等が Th17 細胞誘導に関与する可能性が示唆された２）。
　腸管上皮への接着による Th17 細胞誘導は他の細菌種でも観察され、例えば、Citrobacter rodentium や大腸菌 O157
は、野生株は大腸上皮細胞に強く接着し Th17 細胞を誘導するが、上皮接着に関わる分子を欠損した eae 遺伝子欠損株
は Th17 細胞を誘導することが出来ないことがわかった２）。
　次に、Th17 細胞を誘導するヒト腸内細菌の同定･単離を試みた。健康或いは潰瘍性大腸炎患者に由来する便サンプ
ルを無菌マウスに投与し、Th17 細胞への影響を FACS で検討した。それにより、ある潰瘍性大腸炎患者便サンプルを
無菌マウスに経口投与した際、大腸粘膜固有層において強い Th17 細胞の誘導が観察された２）。更にこのマウスにアン
マイシンやメトロニダゾールを投与すると、Th17 細胞は減少した。従って、Th17 細胞誘導菌はアンピシリンに耐性
で、メトロニダゾール･バンコマイシンに感受性の菌であると考えられた。個々のマウスの腸内細菌叢を次世代シーケ
ンサーにより解析し、潰瘍性大腸炎患者便を投与後、バンコマイシン･メトロニダゾール処理したマウスと、アンピシ
リン処理したマウスの腸内細菌叢は大きく異なっている事がわかった。Th17 細胞数と相関した菌種を単離するため、
アンピシリン処理したマウスの回盲部内容物を培養した。培養は嫌気性菌チャンバーを使い、様々なメディウムを用い
て培養した。それにより合計 20 種類の菌種を単離することが出来た。単離した 20 菌株はアンピシリン処理したマウ
スに定着した腸内細菌種の多くをカバーできていると分かった。単離した 20 菌種は、クロストリジウムやビフィドバ
クテリウム、ルミノコッカスやバクテロイデスなど広い範囲の菌種を含んでいた。単離した 20 菌株に Th17 細胞誘導
能があるかを調べるため、20 菌株すべてを培養し、その混合液を無菌マウスに投与した。20 菌株を投与したノトバイ
オートマウスにおいて強力な Th17 細胞の誘導が観察された（図 1 A）２）。
　また、Th17 細胞を誘導する 20 菌株を投与したマウスの腸管を走査電顕で観察したところ、よく洗浄した後でも、
多くの細菌が上皮に強く接着していることがわかった（図 1 B）２）。その為、この腸管上皮への接着が Th17 細胞誘導
に重要であると考えられた。
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図 1． 潰瘍性大腸炎患者便サンプルから単離された 20 菌株による Th17 細胞誘導
A）潰瘍性大腸炎患者便サンプルから単離された 20 菌株を無菌マウスに投与し、FACS で解析した。20 菌株投
与ノトバイオートマウス大腸粘膜固有層において、CD4 陽性 IL-17 陽性の Th17 細胞の顕著な増加が観察され
た。
B）上記マウスの大腸粘膜を透過電子顕微鏡観察した。20 菌株投与ノトバイオートマウス大腸に多数の細菌の接
着が観察された。

考　察

　マイクロバイオーム研究に対する関心･期待は以前にも増して高まっている。潰瘍性大腸炎、クローン病、多発性硬
化症、肥満、糖尿病、高脂血症、喘息、アトピー性皮膚炎、これらはすべて右肩上がりで患者数が増加している疾患で
ある。特に、潰瘍性大腸炎･クローン病･多発性硬化症は、厚生労働省の難病指定となっており、医療費助成の対象とな
っているが、今後このまま患者数が増加すれば、助成基準の厳格化や難病指定からの除外を考慮せざるを得ない状況も
考えられ、社会問題となっている。このような罹患者数の漸増が、遺伝的要因によるとは考えにくく、外的要因、とく
に腸内フローラの変化の関与が強く疑われている。腸内フローラを標的とした治療法の開発は、安価であるだけでな
く、疾患の根本治療となる可能性があり、難治疾患の決定打となる可能性がある。また腸内フローラの理解は、健康維
持や疾病予防と言う観点からも重要である。
　Th17 細胞は真菌や細胞外寄生細菌の排除に重要な働きをするヘルパー T 細胞である。一方、Th17 細胞の過剰な活
性化は炎症性腸疾患や自己免疫疾患の発症につながることが示唆されている。本研究成果は今後、効果的な Th17 細胞
誘導を導くプロバイオティクスへの応用や、腸内細菌の人為的操作による炎症性腸疾患や自己免疫疾患の治療や予防法
の開発につながることが期待される。
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