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研究成果の概要（和文）：ヒト腸内に存在するTh17細胞誘導細菌の単離・同定を行った。潰瘍性大腸炎患者の腸
内細菌を無菌マウスの腸内へ定着させたところ、腸管Th17細胞の有意な増加が確認できた。そこでどのような細
菌種がTh17細胞の誘導に関与しているのかを特定するため、抗生剤処理を行った後、Th17細胞の誘導が維持され
ていたマウスから腸内細菌の培養を行い、クロストリジウム属、ビフィドバクテリウム属、バクテロイデス属な
ど合計20菌株を単離した。これら20菌株のみを腸管へ定着させただけで強いTh17細胞の誘導が見られたことか
ら、ヒト腸内においてこれら20菌株が腸管Th17細胞の誘導に関与していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Th17 cells play a role in host defense against extracellular pathogens and 
also pathogenesis of multiple inflammatory and autoimmune disorders. I have identified the human gut
 bacteria that could induce intestinal Th17 cells. Th17 cells were significantly increased in the 
colon of the germ-free mice inoculated with fecal samples from Ulcerative colitis (UC) patients. 
This Th17 cell induction was further enhanced when the mice were treated with Ampicillin (Amp) in 
the drinking water. To isolate Th17-inducing bacterial species, I cultured cecal contents from these
 UC feces colonized and Amp treated mice. I isolated 20 bacterial strains belonging to Clostridium, 
Bifidobacterium, Ruminococcus, and Bacteroides and inoculated germ-free mice with these 20 strains. 
The colonization of these 20 strains strongly induced a robust accumulation of Th17 cells in the 
colon. Furthermore, nine out of the 20 strains were significantly increased in the microbiomes of UC
 and Crohn’s disease subjects.

研究分野： 粘膜免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 我々ヒトの腸管内腔には数百種類･百兆個
以上の細菌が存在し、腸内細菌叢（腸内フロ
ーラ）と呼ばれる生態系を形成している。近
年、次世代シークエンサーを用いて腸内細菌
叢を網羅的に解析するメタゲノム（メタ 16S 
rRNA 配列）解析が世界プロジェクトとして
進められており、腸内細菌叢の変化・異常
（Dysbiosis）が炎症性腸疾患や大腸がん、ア
レルギー、肥満、糖尿病など様々な疾患患者
において検出されている。そのため、腸内細
菌の個々の細菌種の機能・役割を明らかにす
ることが強く求められている。我々はマウス
腸内常在細菌であるセグメント細菌（SFB: 
segmented filamentous bacteria）が Th17
細胞の誘導および活性化に関与しているこ
とを明らかにしたが、マウスで強力に Th17
細胞を誘導する SFB と同等の機能をもつ細
菌はヒト腸内からはまだ発見されていない。 
 
２．研究の目的 
 ヒトの腸内に存在する Th17 細胞を誘導・
活性化する細菌を単離、同定し、ヒト腸内細
菌による腸管 Th17 細胞の誘導メカニズムの
詳細を明らかにする。そのため、以下のテー
マを設定し、各々の疑問に対する答えを導き
だすよう解析を行う。 
(1)Th17 細胞を誘導するヒト腸内細菌の探
索・同定 
これまでにヒト潰瘍性大腸炎（UC）患者の
糞便を無菌マウスに投与すると大腸粘膜固
有層の Th17 細胞が強く増加することを確認
している。この糞便中の特定の細菌が Th17
細胞の誘導に関与しているのか？また、それ
はどのような細菌か？について、ノトバイオ
ートマウス作成を通して解析を行う。 
(2)ヒト由来腸内細菌のTh17細胞の誘導機構
の解明 
ヒト由来腸内細菌がどのようにして、または、
細菌由来のどのような分子が Th17 細胞の誘
導に関与しているのか？について細菌のゲ
ノミクス、トランスクリプトミクス、メタボ
ロミクスを活用し解析を行う。また、細菌か
らどのような刺激が宿主に入り、どのような
細胞が Th17 細胞の誘導に関与しているの
か？については、様々な遺伝子組換えマウス
や阻害剤を用いて解析を行う。 
(3)疾患発症におけるヒト由来Th17誘導細菌
の機能解析 
炎症性腸疾患、関節リウマチ、多発性硬化症
のマウスモデルでは Th17 細胞が発症に関与
していることが明らかになっている。そこで
同定したヒト Th17 誘導細菌がこれらのヒト
疾患に関与しているか？について、まず
Th17 細胞誘導細菌がこれらの疾患患者で増
加しているか Database を用いて解析を行う。
その後、これらの疾患マウスモデルにヒト
Th17 誘導細菌を定着させ、炎症が増悪する
か検討する。 
 

３．研究の方法 
(1)Th17 細胞を誘導するヒト腸内細菌の探
索・同定 
①UC 患者の便を定着させたマウスに様々な
抗生剤を飲水投与し、腸内細菌叢に変化を起
こした場合に Th17 細胞の誘導が抑制される
か、増強もしくは変化しないかを解析する。 
②これらの抗生剤処理マウスの腸内細菌叢
を次世代シークエンサーを用いて網羅的に
解析する（メタ 16SrRNA 解析）。 
③Th17 細胞の誘導が見られた抗生剤投与マ
ウスの便または盲腸内容物から細菌を培養
し単離する。 
④ノトバイオートマウスを作成し、Th17 細
胞が誘導されるかを検証する。 
(2)ヒト由来腸内細菌のTh17細胞の誘導機構
の解明 
①同定された Th17 細胞誘導細菌のゲノム解
読を行い、Th17 細胞誘導に関与していると
想定される遺伝子を探索する。 
②ノトバイオートマウスの上皮や樹状細胞
の RNA-seq を行い、①の候補遺伝子の関与
を検証する。 
(3)疾患発症におけるヒト由来Th17誘導細菌
の機能解析 
①炎症性腸疾患患者の腸内細菌叢解析のデ
ータベースを用いて、疾患患者において
Th17 細胞誘導細菌が増加しているかを解析
する。 
②疾患モデルマウスに Th17 細胞誘導細菌を
定着させ、疾患の発症や増悪に関与するかを
検証する。 
 
４．研究成果 
(1)Th17 細胞を誘導するヒト腸内細菌の探
索・同定 
はじめにヒトの腸内細菌でTh17細胞の誘導
が見られるか確認するために、潰瘍性大腸炎
（UC）患者 2 名（UC4-2, UC5-1）、健常者 3
名（H11, H17, H23）の便を無菌マウスに投
与し、大腸の Th17 細胞をフローサイトメト
リーにより解析を行った。その結果、潰瘍性
大腸炎患者でも健常者でも Th17 細胞の誘導
が見られた（図 1左）。 

 
そこで、次に UC5-1 便投与マウスを用いて
どのような細菌が Th17 細胞の誘導に関与し
ているのかを探索するため、アンピシリン
（Amp）、ポリミキシン B（PL-B）、メトロニダ
ゾール（MNZ）,バンコマイシン（VCM）を飲
水投与し、Th17 細胞の誘導に変化が起こるか

図 1 



を検証した結果、アンピシリン投与すると
Th17 細胞が増加、ポリミキシン B投与では変
化なく、メトロニダゾールとバンコマイシン
投与では Th17 細胞が減少した（図 1右）。こ
のことから、アンピシリン耐性でメトロニダ
ゾールとバンコマイシン感受性の細菌が
Th17 細胞の誘導に関与していることが明ら
かになった。 
 次にアンピシリン投与マウスの盲腸内容
物から細菌の培養を行った。その結果 20 種
類の細菌を単離した。そこで単離した 20 菌
株を無菌マウスに定着させ、単離できた 20
菌株のみで Th17 細胞が誘導できるかを検証
した。その結果 20 菌株のみで IL-17 を産生
する Th17 細胞が強く誘導された（図 2、3） 

 
 

(2)ヒト由来腸内細菌のTh17細胞の誘導機構
の解明 
 マウス腸内細菌の SFB が腸管上皮細胞に
強く接着することで Th17 細胞の誘導が促進
されることが明らかになったため、このヒト
由来 20 菌株も腸管上皮細胞に強く接着して
いるのではないかと考え、ノトバイオートマ
ウスの大腸
管腔側表面
を走査電子
顕微鏡を用
いて観察を
行った。そ
の結果、た
くさんの細
菌が上皮細
胞に強く接
着している様
子が観察でき
た（図 4）。 
 20 菌株が宿主にどのような刺激を与えて
いるかを特定するため、20菌株定着マウスの
上皮細胞の遺伝子発現をRNA-seqにより解析

した。無菌マウスと比較して活性酸素産生に
関与する遺伝子の上昇が見られたため、定量
PCR により検証を行った。その結果、Nos2 と
Duoxa2の著明な発現誘導が認められた（図5）。 

 
このことから、20 菌株の上皮細胞への強い接
着が上皮細胞での活性酸素の産生を誘導し
Th17 細胞の誘導につながっていることが想
定された。 
 
(3)疾患発症におけるヒト由来Th17誘導細菌
の機能解析 
 データベースに登録されている潰瘍性大
腸炎とクローン病を含む炎症性腸疾患患者
（IBD）25 名と健常者 84 名の腸内細菌叢のデ
ータを用いて、単離した Th17 細胞誘導 20 菌
株の量を解析した。その結果、20 菌株のうち
9 株（図 6 の赤で囲まれた細菌）が IBD 患者
で有意に増加していた（図 6）。一方で有意に
健常者で増加していた細菌は1株のみであっ
た（図 6の緑で囲まれた細菌）。残り 10株は
健常者とIBD患者で有意な差は認められなか
った（図 6の青で囲まれた細菌）。 

このことから、IBD 患者で有意に増加してい
た 9株については、Th17 細胞の誘導を通して
IBD の発症や増悪に関与している可能性が強
く示唆された。 
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