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略語	

本論文では以下の略語を使用する。	

Ig: immunoglobulin 

SIgA: secretory IgA 

pIgA: polymeric IgA 

pIgR: polymeric Ig receptor 

DSS: dextran sulfate sodium 

CSR: class switching recombination 

TD: T-cell-dependent 

TI: T-cell-independent 

Tfh: Follicular helper T 

GALT: gut-associated lymphoid tissues 

GC: germinal center 

Treg: regulatory T 

LPS: lipopolysaccharide 

BAFF: B-cell activating factor 

APRIL: a proliferation-inducing ligand 

TGF-β1: transforming growth factor β1 

ATRA: all-trans retinoic acids 

TACI: transmembrane activator and CAML 

interactor 

AID: activation-induced cytidine deaminase 

LAP: latency-associated peptide 

MMP: matrix metalloproteinase 

RALDH: retinal dehydrogenase 

ALDH: aldehyde dehydrogenase 

IEC: intestinal epithelial cells 

SCFA: short chain fatty acids 

HAMS: high-amylose maize starch 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

DTT: dithiothreitol 

HBSS: Hank’s balanced salt solution 

FBS: fetal bovine serum 

RPMI: park memorial institute 

PBS: phosphate-buffered saline 

FBS: Fetal Bovine Serum 

GF:	germ-free	

GPR: G protein-coupled receptor 

SPF: specific pathogen-free 

CFU: colony-forming units 

BM: bone marrow 

BMDC: BM由来樹状細胞	

IL: interleukin 

AA: anacardic acid	

cLP: colony lamina propria 

qPCR: quantitative PCR 

HPLC: high-performance liquid chromatography 

ChIP: chromatin immunoprecipitation 

PBMC: peripheral blood mononuclear cells 

PBMCDC: PBMC由来樹状細胞	

GC-MS: ガスクロマトグラフィー質量分析	

HFi:	高繊維食	

LFi: 低繊維食	

HDAC: histone deacetylase 

GLTα: germ-line transcription α 

HIF-1: hypoxia-inducible factor 1  
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第1章 序論	

	

Immunoglobulin (Ig) Aは腸管を始め粘膜表面の主要な抗体である。分泌型 IgA (secretory 

IgA: SIgA)	は腸管粘膜表面を防御し、細菌、ウイルス及び毒素が肝臓や脾臓に移行する

のを抑制する(1)。また、SIgA は腸内細菌の分布や構成を調節し、腸内細菌叢の維持に

も役割を果たしている。腸管にいる形質細胞は IgAを重合体 IgA (polymeric IgA: pIgA) 

で産生する。この時の pIgA は主に二量体として産生され、単量体 IgA の重合化には J

鎖が関与している(2)。pIgAは、上皮細胞に発現している Polymeric Ig receptor (pIgR) と

結合し、細胞内に輸送され管腔に分泌される(3, 4)。そのため、pIgR 欠損マウスでは腸

管管腔の SIgAが減少している(5)。大腸の粘液層は、外粘液層と内粘液層の二層に分け

られる。外粘液層には細菌が密に存在し、SIgA もまた外粘液層に集中することで病原

微生物に対する第一線の生体防御バリアとして働いている(6, 7)。それゆえ、粘膜層の

SIgAが減少するとデキストラン硫酸ナトリウム (dextran sulfate sodium: DSS) などによ

って上皮細胞に障害を与えた際に見られる腸内細菌の組織移行や炎症が悪化する(8)。	

IgAクラススイッチ組み換え (class switching recombination: CSR) は二つの異なる機構

によって誘導され、それぞれ T細胞依存的 (T-cell-dependent: TD) 機構と T細胞非依存

的	(T-cell-independent: TI) 機構が知られている(9, 10)。濾胞性ヘルパーT細胞	(follicular 

helper T: Tfh) はパイエル板や盲腸パッチといった腸管関連リンパ組織 (gut-associated 

lymphoid tissues: GALT) の胚中心 (germinal center: GC) において高親和性抗体を産生す

る B 細胞を選択することによって TD IgA の産生を調整し、CSR を促進している(11–

13)。さらに Foxp3+制御性 T細胞	(regulatory T: Treg) も GALTの GCにおいて IgAの分

化を誘導し、腸内細菌との共生のバランス維持にいて重要である(14, 15)。しかしなが

ら、TD機構での高親和性 IgAの産生には、約 1 週間かかる。TD機構での IgAの産生

に要する期間を埋めるために、腸管免疫はより早く抗体を産生可能な TI IgA を持ち、

TI IgAは lipopolysaccharide (LPS) のような微生物抗原を認識し産生される。TI IgAは、

抗原には低親和性だが高結合 (avidity) な抗体のため、腸内細菌に対する粘膜バリアを

形成し、病原微生物に対して防御的に働く(16)。TI IgAの産生は孤立リンパ小節やパイ

エル板、粘膜固有層で起こり(17–20)、IgM+ B 細胞が B-cell activating factor (BAFF)、a 
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proliferation-inducing ligand (APRIL) や transforming growth factor β1 (TGF-β1) といったサ

イトカインや all-trans retinoic acids (ATRA) によって IgA CSRが誘導される(21–24)。こ

れらのエフェクター分子である、BAFFと APRILは B細胞の transmembrane activator and 

CAML interactor (TACI) に結合する。TI IgAには TACIが必須であり、TACI欠損マウス

では TI IgA 産生が失われる(25, 26)。TACI シグナルは CSR に必須の酵素である Aicda 

(activation-induced cytidine deaminase (AID) をコードする)	 の発現を誘導する。一方で

IgAをコードする Cα遺伝子の転写は TGF-β1と ATRAのようなシグナルが必要とされ

ている(27, 28)。TGF-β1は latency-associated peptide (LAP) と成熟 TGF-β1の複合体から

なる不活性型として産生され、分泌後 LAPと TGF-β1の結合が切れ活性型の TGF-β1に

なる(29)。LAPから TGF1の活性化は matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) やMMP-9、細

胞外マトリックス分子のトロンボスポンジン 1やインテグリン-αvβ3、αvβ5、αvβ6、αvβ8

を含む複数分子の相互作用によって調節されている(30, 31)。それらの中でインテグリ

ン-αvβ8 は主に粘膜固有層中の樹状細胞に発現している(32)。レチナールデヒドロゲナ

ーゼ	 (retinal dehydrogenase: RALDH) はアルデヒドデヒドロゲナーゼ  (aldehyde 

dehydrogenase: ALDH) ファミリーに属し、レチノールから ATRAに代謝する過程で律

速酵素として働いている(33)。RALDH は樹状細胞、ストローマ細胞、腸上皮細胞 

(intestinal epithelial cells: IEC) で酵素活性がある。それらの中で、樹状細胞では RALDH2

が RALDHの中で最も酵素活性が高い(34)。	

過去の研究で腸内細菌の腸への定着が腸管免疫の成熟や IgA反応の誘導に重要な役割

を持つことが報告されている(35)。それゆえ、無菌マウスでは腸管の IgA産生が顕著に

減少している(36)。腸内細菌は大腸	 (盲腸や結腸)	で水溶性食物繊維や難消化性スター

チを発酵分解することで、酢酸、プロピオン酸、酪酸といった短鎖脂肪酸	 (short chain 

fatty acids: SCFA) を産生する。最近の研究では三つの全ての SCFAで TDの IgA CSRを

促進することが報告され、また、酢酸は TIの IgA CSRを誘導することも報告されてい

る(37, 38)。それらの研究の中で、マウスは外因性の SCFAを飲水投与にて与えられてい

る。飲水投与では、多くの SCFAが小腸で吸収され、血中の濃度を上げる一方で、大腸

管腔での SCFA濃度はほとんど変わらない(39)。それゆえ、生理的条件下で大腸におい

て SCFA が IgA CSR を誘導するかは不明なままである。この問題を解決するために私
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は、high-amylose maize starch (HAMS) と難消化性スターチに SCFAがエステル結合で結

合したスターチを使用した。本研究で使用した難消化性スターチに SCFAがエステル結

合で結合したスターチは大腸で SCFA濃度を生理的条件下で上げること可能である。こ

れらの特殊スターチを使用することで私は、酢酸とプロピオン酸でなく酪酸が結腸の

IgA+の細胞を増加させることを見出した。また、そのメカニズムとして、酪酸は

CD103+CD11b+の樹状細胞中のインテグリン-αvβ8 の発現とアルデヒドデヒドロゲナー

ゼの活性を上げることで TGF-βと ATRAの産生を促進することが in vivoと in vitroで

確認した。さらに私は、酪酸がヒト B細胞の IgA1と IgA2産生細胞への CSRを誘導す

ることも確認した。	
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第2章 実験材料と方法	

	

2-1.	抗体	

本研究に用いた抗体を以下に示す。	

抗体	 クローン名	 メーカー	

Anti-FcγRIII/II

（CD16/CD32） 

2.4G2 TONBO biosciences 

Anti-Mouse IgA C10-3 BD Biosciences 

Anti-Mouse CD138 281-2 BD Biosciences 

Anti-Mouse CD3ε 145-2C11 eBioscience 

Anti-Mouse CD4 GK1.5 Thermo Fisher Scientific 

Anti-Mouse B220 RA3-6B2 eBioscience 

Anti-Mouse IgM R6-60.2 BD Biosciences 

Anti-Mouse CD45 30-F11 eBioscience 

Anti-Mouse CD43 1B11 BioLegend 

Anti-Mouse CD11c N418 eBioscience 

Anti-Mouse MHC classⅡ M5/114.15.2 TONBO biosciences 

Anti-Mouse Ter-119 TER119 TONBO Bioscience 

Anti-Mouse integrin-αv RMV-7 BioLegend 

Anti-Mouse CD11b M1/70 TONBO biosciences 

Anti-Mouse CD103 2E7 BioLegend 

Anti-Mouse IgD 11-26c2a BioLegend 

Anti-Mouse IgM R6-60.2 BD Biosciences 

Anti-Mouse CD19 eBio1D3 BioLegend 

Anti-Mouse CD31 390 BD Biosciences 

Anti-Mouse Ep-CAM G8.8 BioLegend 

Anti-Mouse podoplanin 8.1.1. BioLegend 

Anti-human IgA1 B3506B4 Southern Biotech 

Anti-human IgA2 A9604D2 Southern Biotech 

Anti-human IgM SA-DA6 BioLegend 
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Anti-human integrin-αv NK1-M9 BioLegend 

Anti-human CD11c 3.9 BioLegend 

Anti-human CD19 HIB19 BioLegend 

	

2-2.	腸管組織分散用溶液及び細胞培養用溶液	

l ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 溶液:	20 mM EDTA (ナカライテスク)/1 

mM Dithiothreitol (DTT) (Sigma)/1.25 mM HEPES (ナカライテスク)/Hanks' 

buffer salt solution (HBSS)	(ナカライテスク)	

l 2% NBCS/RPMI溶液: 2% Newborn Calf Serum (NBCS)/1.25 mM HEPES (ナカラ

イテスク)/100 mg/ml Penicillin (和光純薬)/100 mg/ml Streptomycin (和光純

薬)/1640 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium  (ナカライテスク)	

l 2% NBCS/PBS溶液:	 2% NBCS/Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (D-PBS) 

(ナカライテスク)	

l コラゲナーゼ容液:	2% NBCS/0.5	mg/ml DNaseI (Sigma)/0.5	mg/ml Collagenase	

( 和 光 純 薬 )/1.25	 mM HEPES/100	 mg/ml Penicillin/100	 mg/ml 

Streptomycin/RPMI medium	

l complete RPMI-1640: 10% (Fetal Bovine Serum: FBS)/12.5	mM HEPES/100 mg/ml 

Penicillin/100 mg/ml Streptomycin/10 mM 2-mercaptoethanol/RPMI medium	

l advanced complete RPMI-1640: 10% FBS/12.5	 mM HEPES/100 mg/ml 

Penicillin/100 mg/ml Streptomycin/10 mM 2-mercaptoethanol/Advanced RPMI 

1640 medium (Thermo Fisher Scientific) 

	

2-3.	実験動物	

無菌 (germ-free: GF) マウスは慶應義塾大学医学部総合医科学研究センター内のアイ

ソレーターで飼育した。野生型 C57BL/6 マウスは慶應義塾大学薬学部生まれか日本ク

レア社から購入したマウスを使用した。Tcrb-/-Tcrd-/-マウスは東京大学医科学研究所の清

野宏教授より分与して頂いた。Ffar2 (G protein-coupled receptor: GPR43) -/-マウスと Far3 

(Gpr41) -/-マウスは東京農工大学の木村郁夫教授より頂いた。Hcar2 (GPR109a) -/-マウスは

Max Planck Instituteの Stefan Offermanns教授より頂いた。IgA欠損マウスは東京医科歯

科大学の安達貴弘准教授より頂いた。全てのKOマウスのバックグラウンドはC57BL/6J

とした。これらのマウスは、specific pathogen-free (SPF)、明暗周期、12/12時間	(照明点
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灯時間は 8:00〜20:00)、温度は 25±2℃、湿度 50±5%の環境下で飼育した。餌および飲

料水は自由に摂取した。	

In vivoの実験では 3週齢のマウスに AIN-93Gを 3日間与え、HAMS, HAMSA, HAMSP, 

HAMSBのいずれかを 4週間与えた。in vitroでは 3週間 AIN-93Gを与えた 7-9週齢の

マウスを使用した。	

DSS誘導腸炎の実験では 3週齢のマウスに AIN-93Gを 3日間与え、HAMS又は HAMSB

のいずれかを 4週間与えた。4週間後、再度餌を AIN-93Gに戻し、2.5%	DSSを 1週間

投与し、2日間水を飲水させた。その後、脾臓と肝臓を回収し、組織を粉砕し PBSで懸

濁した。粉砕した組織は BHI培地	 (BD Bioscience, San Diego, USA) に撒き好気条件下

で 1 日、嫌気条件下で 2 日間 37℃にて培養した。細菌の組織移行はコロニー数を計測

し、colony-forming units (CFU) を算出した。	

	

2-4.	ヒト糞便の採取と保管	

23人の健常人	(20-59歳)	は全て日本人ボランティアである。ボランティアの方々の

新鮮な糞便をプラスチックケースに入れ、すぐに-80℃で保存した。全ての実験は慶應

義塾大学の倫理委員会から承認されたプロトコール	 (承認番号:	 180213-1)	 に従って

実施した。全てのボランティアの方からインフォームドコンセントを得た。ボランティ

アの方々が署名した同意書には調査結果を公開するための同意も含まれている。	

	

2-5.	マウス骨髄	(bone marrow: BM) 由来樹状細胞	(BMDC)	の単離	

7-9週齢の雄マウスの手足を採取し、皮膚と筋肉を剥がし、骨を 70%	エタノールに浸

した。骨の BM 細胞を 2%	 NBCS/RPMI 溶液に押し出した。収集した細胞を complete 

RPMI-1640培地に 10 µg/ml recombinant mouse granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor (GM-CSF;	BioLegend)、5 ng/ml recombinant mouse FMS-like tyrosine kinase 3 ligand 

(FLT3L; BioLegend)、10 ng/ml recombinant mouse interleukin 4 (IL-4; BioLegend)及び 100 

µM 酢酸ナトリウム、プロピオン酸ナトリウム、酪酸ナトリウムまたは 2.5 µMアナカ

ルジン酸	 (anacardic acid: AA)	 (Sigma) を添加し 6日間培養した。培養 3日目には培地

交換を行なった。6日後に、細胞を回収し、CD11c+細胞は biotin標識 CD11c抗体を使用

して iMag Cell Separation System (BD Biosciences) 及び BD iMag Streptavidin Particle Plus-

DM (BD Biosciences) を用いて樹状細胞として単離した。	

		

2-6. B細胞と BMDCの共培養	
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ナイーブ B細胞は CD3ε、CD4、CD11b、CD11c、Ter-119、IgA及び CD43に対するビ

オチン化モノクロナール抗体を使用して IMag Cell Separation System 及び BD IMag 

Streptavidin Particle Plus-DMでネガティブ選択法により、マウスの脾臓から濃縮した。

濃縮されたナイーブ B細胞は、CD45R/B220 Magnetic Particles-DM (BD Bioscience)で収

集した。BMDCとナイーブ B細胞を complete RPMI-1640培地、2 µg/ml LPS (Sigma)、5 

ng/ml recombinant mouse IL-5 (R&D Systems)、5 ng/ml recombinant mouse IL-6 (BioLegend)、

100 nM レチナール (Sigma)、10 ng/ml recombinant human latency-associated-protein-binding 

TGF-β (Cell Signaling Technology)、1 ng/ml recombinant human TGF-β (BioLegend)、10 nM 

ATRA (Sigma)、2 nM LE135 (Sigma) 及び 4 µg/ml 抗 TGFモノクロナール抗体	 (Bio X 

Cell) で 6日間共培養した。	

	

2-7.	フローサイトメトリーと細胞ソーティング	

細胞を抗 FcγRIII/II （CD16/CD32） 抗体を用いて 15 分間ブロッキング後、蛍光標識

抗体及び ALDEFLUOR Kit (stem Cell Technologies) を用いて細胞表面抗原を 4℃で 30分

間染色した。2%	 NBCS/PBS 溶液で２回洗浄した後、7-AAD Viability Staining Solution 

(BioLegend)、Fixable Viability Stain (FVS) 780 (BD Biosciences) を用いて死細胞染色を行

い、フローサイトメトリー	は BD LSRⅡ flow cytometry (BD Biosciences)、細胞ソーテ

ィングは FACS Aria III （BD Biosciences） で行い、得られたデータは FlowJo 10 software

を用いて解析した。	

	

2-8.	大腸粘膜固有層 (Colonic lamina propria: cLP）からの免疫細胞の単離	

cLP細胞の分離は常法に従い実施した(40)。大腸を摘出後、1センチ間隔に細分し、30	

mlの EDTA溶液中で、スターラーにて攪拌しながら、37℃にて 20分間インキュベート

し上皮を剥離した。インキュベート後、大組織を取り出し、ミンスした後、コラゲナー

ゼ溶液中にて再び 37℃にて 20分間インキュベートし、大腸の免疫担当細胞を分散した。

本溶液を 100	µm cell strainer (FALCON) にて濾過し、4℃、500x gにて 5分間遠心分離

を行った。2%	NBCS/PBS溶液に再懸濁した細胞を回収した。	

	

2-9.	上皮細胞の単離	

大腸を摘出後、1 cm間隔に細分し、大腸中央部を 30	mM EDTA、1	mM DTT含有 HBSS

に氷上で 20分静置する。29 Gの注射針を用いて上皮細胞をシート状に剥離することで

単離した。	
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2-10.	マウス大腸組織の免疫蛍光染色	

大腸を摘出後、1 cm間隔に細分し、大腸中央部を Tissue-Tek O.C.T compound (Sakura 

Finetek)	に浸し液体窒素に入れて凍結させた。凍結させたサンプルをミクロトームで厚

さ 2 µmにカットし、MASコートスライドグラス	(松浪硝子工業)	に貼り付けた。MAS

コートスライドグラスに貼り付けた切片を、-20℃に冷やしておいたエタノールに 10分

間漬け、その後-20℃の冷却アセトンに 10 分間漬け完全に乾燥させた。PBS で洗浄後、

0.5% goat serum/PBSで希釈した蛍光標識抗体 (1:100)	と 4℃で一晩反応させた。PBSで

洗浄した後、DAPIで 5分間核染色を行い、Mountant PermaFluor (Thremo Fisher scientific) 

を用いて封入した。 

 

2-11.	マウス大腸組織の蛍光 in situハイブリダイゼーション	

大腸を摘出後、大腸両端を結紮する。大腸組織を-20℃に冷やしたアセトンに浸し液体

窒素に入れて凍結させた。凍結させたサンプルを栄養・病理研究所にてパラフィン包理

し、ミクロトームで厚さ 2 µmにカットし、MASコートスライドグラス	(松浪硝子工業)	

に貼り付けた。染色方法は常法に従い実施した(41)。50℃にした 0.1% SDS/100 mM 

Tris/4.5 M NaCl/waterで希釈した Probeと 50℃で 20 時間反応させた。PBS で洗浄後、

1% goat serum/PBSで希釈した蛍光標識抗体 (1:100)	と 4℃で一晩反応させた。PBSで洗

浄した後、DAPIで 5分間核染色を行い、Mountant PermaFluor (Thremo Fisher scientific) 

を用いて封入した。	

 

2-12.	マウス結腸粘液と結腸組織培養液の ELISA	

結腸粘液はマウスから摘出した大腸の片側を結紮し、もう一方側から 1 mM	

DTT/protease inhibitor (complete Mini, EDTA-free)/HBSSを 1	ml注入後、結紮した。37℃

で 30分間温浴震盪を行った後、大腸を切開し内容物を回収し、4℃、14,000	 rpmで 10

分間遠心し、上清を回収した。結腸組織培養液はマウスから摘出した大腸の中央部を 2

ヶ所、直径 5 mm程の円状にくりぬいた。96 wellプレートに完全培地 100	µl/wellと大

腸組織を入れて、37℃、5% CO2に保たれたインキュベーター内で 24時間培養後、上清

を回収した。ELISAは、抗 IgA抗体 (Bethyl Laboratories)	 を 10 µg/mlとなるように 50	

mM sodium carbonate, pH9.3で希釈し、100	µlずつ 96	well ELISAプレートに加えた。室

温で 1時間インキュベートした後、0.1%	Tween20/TBS	（以下、Wash buffer）	で 5回

洗浄した。ここに 2%	BSA/PBS, pH7.0	（以下、Blocking buffer）	を 200	µl加え、室温

で 30分インキュベートした。Wash bufferで 5回洗浄し、試料およびスタンダードとし

て mouse reference serum (Bethyl Laboratories)	を 100 µl/well加えて室温で 1時間インキ
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ュベートした。その後、同様の洗浄を行い、Blocking buffer で 50,000 倍希釈した anti-

Mouse IgA HRP conjugated (Bethyl Laboratories) を 100	µlずつ加えて、室温で 1時間イ

ンキュベートした。再び洗浄した後、TMB Substrate Solution (Thermo Fisher scientific)	を

100 µl加え、発色を見ながら 5-15分間遮光して静置した。十分な発色が確認されたら、

1.2 M H2SO4を 100 µlずつ加え、発色を停止させた。ChroMate 4300	Microplate Reader 

(Awareness Technologies) を用いて 450 nmにおける吸光度を測定し、スタンダードに照

らして総 IgA濃度を算出した。	

	

2-13.	活性化 TGF-β濃度の測定	

96 wellプレートに 4x104	 cells/wellとなるよう MFB-F11細胞(42)を播種し、完全培地

中にて、37℃	5%	CO2の条件で、24時間インキュベーターした。培養後、PBSで 2回

洗浄し、DMEM (serum free) (ナカライテスク)	を加えて 2時間培養した。その後、2-3

の方法で調整した結腸組織培養液を加えて 24 時間培養し、培養上清を Great EscAPe 

SEAP Chemiluminescence Kit 2.0 (Clontech) を用いて測定した。	

	

2-14.	定量的 PCR (quantitative PCR: qPCR)	

細胞の RNA は TRIzol (Thermo Fisher Scientific) を用いて単離した。cDNA は iScript 

Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Bio-Rad) を用いて合成した。合成された

cDNAは SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) を用いCFX-connect (Bio-

Rad) にて解析した。PCRは 95℃	 30秒、95℃	 5秒、60℃	 15秒を 40サイクルという

条件により行った。内部標準には Actb、Rpl32または Gapdh遺伝子を用いた。qPCRに

用いたプライマーは表 1に示す。	

	

2-15.	糞便と盲腸内容物中の有機酸の high-performance liquid chromatography (HPLC) 分

析	

糞便及び盲腸内容物中の HPLC 分析は常法に従い実施した(43)。Shim-pack SCR-102H 

colum (Shimadzu) と電気伝導度検出器	 (CDD-6A, Shimadzu) を備えた HPLCを使用し、

糞便及び盲腸内容物中の有機酸を内部標準法で測定した。	

	

2-16.	クロマチン免疫沈降	(Chromatin immunoprecipitation: ChIP)	

ChIPには、2-5で単離した BMDCを用いた。BMDCを単離し、1%	formaldehyde/PBS

で 37ºC で 10 分間固定した。固定反応は glycine (final 125 mM) を加えることで停止し

た。固定した細胞は RIPA buffer (ナカライテスク) を用いて溶解した。クロマチン	は
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Micrococcal Nuclease (TAKARA Bio) を用いて 100-300	bpに断片化し、ソニケーション

によって核膜を破砕した。断片化したクロマチンを含む細胞溶解液は Dilution buffer 

(16.7 mM Tris-HCl, 0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 167 mM NaCl) によって

希釈した。免疫沈降は control rabbit IgG (clone DA1E, Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA, USA)	または anti-acetyl histone H3K27 (Cell Signaling Technology) および Dynabeads 

Protein A (VERITAS) を用いて 4℃で一晩行なった。沈降後、磁気ビーズは low-salt buffer 

(20 mM Tris-HCl, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl) で 5回、high-

salt buffer (20 mM Tris-HCl, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 500 mM NaCl) で 3

回、TE buffer (ナカライテスク)	 で 2 回洗浄した。免疫複合体は elution buffer (10 mM 

Tris-HCl, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% SDS) 中で	65℃で	4時間インキュベートする

ことで溶出し、さらに proteinase K (55℃, 1時間) を加えて脱クロスリンクした。沈降し

た DNA断片は ChIP DNA Clean Concentrator (Zymo Research) を用いて精製した。ChIP-

qPCR解析は KOD SYBR qPCR Mix  (TOYOBO) を用いた。PCRプライマーは各遺伝子

におけるプロモーター領域に対して設計した。各プライマー配列は表 2に示す。	

	

2-17.	 ヒト末梢血単核細胞	 (Peripheral Blood Mononuclear Cells: PBMC)	 由来樹状細胞	

(PBMCDC)	の単離	

PBMC を complete advanced RPMI-1640 に、 20 ng/ml recombinant human GM-CSF 

(BioLegend)、20 ng/ml recombinant human IL-4 (BioLegend)	及び 100 µM	酢酸ナトリウ

ム、プロピオン酸ナトリウムまたは酪酸ナトリウムを添加し 6日間培養した。培養 3日

目にメディウムを半量追加した。培養 6日後、細胞を回収し、CD11c+細胞は biotin CD11c

抗体を使用して IMag Cell Separation System及び BD IMag Streptavidin Particle Plus-DMで

樹状細胞として単離した。	

	

2-18.	ヒト B細胞と PBMCDCの共培養	

ヒト B細胞は	 (Precision Bioservices)より購入した。2-15で単離した PBMCDCとヒト

B細胞を complete advanced RPMI-1640培地に 20 µg/ml LPS (Sigma)、50 ng/ml recombinant 

human IL-10 (BioLegend)、100 nM レチナール (Sigma) 及び 10 ng/ml recombinant human 

latency-associated-protein-binding TGF-β (Cell Signaling Technology) を添加し 6日間共培

養した。	

	

2-19.	ヒト糞便中の IgA1と IgA2の ELISA	
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ヒト糞便 5 mgを protease inhibitor (complete Mini, EDTA-free)/PBS	 500 µlで懸濁し、

4℃、14,000	 rpm で 10 分間遠心し、上清を回収した。ELISA は、anti-human IgA 抗体	

(Southern Biotech) を 1	µg/mlとなるように 50	mM sodium carbonate, pH9.3で希釈し、

100 µl ずつ 96	 well ELISA プレートに加えた。冷蔵で 1 日間インキュベートした後、

Wash bufferで 5回洗浄した。ここに 5%	スキムミルク/PBS, pH7.0	（以下、dilution buffer）	

を 200	µl加え、室温で 30分インキュベートした。Wash bufferで 5回洗浄し、試料およ

びスタンダードとして recombinant IgA1と IgA2 (Athens Research & Technology)	を 100	

µl/well加えて室温で 1時間半インキュベートした。その後、同様の洗浄を行い、dilution 

bufferで5,000倍希釈したanti-human IgA1 biotin conjugated (Southern Biotech) 又はdilution 

bufferで 2,000倍希釈した anti-human IgA2 biotin conjugated (Southern Biotech) を 100 µl

ずつ加えて、室温で 1時間インキュベートした。再び洗浄した後、dilution bufferで 10,000

倍希釈した Poly-HRP Streptavidin (Thermo Fisher Scientific)	を 100	µlずつ加えて、室温

で 1時間インキュベートした。再び洗浄した後、TMB Substrate Solutionを 100	µl加え、

発色を見ながら 5-10 分間遮光して静置した。十分な発色が確認されたら、2%	 HCl を

100	µlずつ加え、発色を停止させた。ChroMate 4300	Microplate Readerを用いて 450	nm

における吸光度を測定し、スタンダードに照らして総 IgA濃度を算出した。	

	

2-20.	ヒト糞便サンプルのガスクロマトグラフィー質量分析	(GC-MS)	

ヒトの便サンプル 50	 mgを 2 mlのプラスチックチューブに集め、PBSを加えながら

粉砕した。サンプルを 10,000x g 4℃,	5分間遠心した。上清 230 µlを回収し、20% 5-ス

ルホサリチル酸 23	 µlを加える。サンプルを室温で 10分間静置し、その後、15,000x g	

20℃,	15分間遠心する。上清 200 µlを回収し、37%	HClを 10 µl、ジエチルエーテル 1	

ml加えて振盪する。サンプルを室温で 15分間静置し、15,000x gで 20℃,	5分間遠心す

る。上清 500	 µlを回収し、1	 g/ml N-メチル-N-トリフルオロアセトアミド	 50 µlを加

え、室温で 1日静置する。GC-MS system (JMS-Q1500GC,	日本電子光学研究所)	で測定

した、	

	

2-21.メタ 16S rRNAシークエンシング 

糞便約50 mgを0.1 mmジルコニア/シリカビーズ	(BioSpec Products)、3.0 mmジルコ	

ニアビーズ	(バイオメディカルサイエンス)、Inhibit EX buffer (QIAamp Fast DNA Stool 

Mini Kit) とともに2 mlハードチューブに入れ、Shake Master Neoで1,500 rpmで10分間振

盪を行うことで破砕した。その後、自動核酸抽出装置 magLEAD 6gC/12gC (Precision 

System Science) の製品プロトコルに従い、DNAの抽出を行った。抽出されたDNAか
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ら、Illumina technical noteのプロトコルに従い、メタ16S rRNAライブラリーDNAを調

製した。まず、細菌ゲノムDNAの16S rRNAコード領域の可変部位V3, V4に特異的な配

列とアダプター配列を含むプライマー (Forward: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTG 

TATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA, Reverse: GTCTCGTGGGCTCGGAGA 

TGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC) を用いてPCRを行った。こ

のPCRにはKAPA HiFi HS ReadyMixを使用した。PCR産物をAgencourt AMPure XP 

Beadsによって精製した後、Nextera XT index kitを用いて各検体由来のDNAにそれぞれ

異なるインデックス配列を付加した。再度、Agencourt AMPure XP Beads	による精製

を行った後、10 mM Tris-HCl緩衝液 (pH 8.5) で4 nMに希釈したものをプールした。プ

ールされたライブラリーDNAはMiseq system (Illumina) を使用し、フォワード方向とリ

バース方向にそれぞれ300塩基対をシークエンシングした。	

 

2-22.メタ 16S rRNAシークエンシングデータの解析 

QIIME(44)のJoin_paired_ends.pyスクリプトにより、フォワード方向にシークエンシングした配

列とリバース方向にシークエンシングした配列を結合した後、シークエンシングを行うために人

為的に付加されたアダプター配列をcutadaptによりトリミングした。 続いて、FASTQファイルを

FASTAファイルに変換し、QIIMEのidentify_chimeric_seqs.pyスクリプト (usearch61メソッド) と

filter_fasta.pyスクリプトを用いてキメラ配列を除去した。次にそれぞれの検体のFASTAファイ

ルを1つのFASTAファイルに統合し、QIIMEのpick_open_reference_otus.pyスクリプトを用いて

operational taxonomic unit (OTU) の選択を行った。系統分類はQIIMEのassign_taxonomy.py 

スクリプトによってRDP classifierとGreengenesデータベース (97% identity) を使って行った。

続いてOTU表をQIIMEのmake_otu_table.pyスクリプトにより作成し、

filter_otus_from_otu_table.pyスクリプトにより0.005%以下のOTUを除いた。QIIMEの

core_diversity_analyses.pyスクリプトで5,000リードの深さまで考慮し、細菌叢の多様性解析を

行った。 

	

2-23.	統計処理	

2 群間の差の統計解析には、等分散性が見られた場合には t 検定を、不等分散の場合	

には	Mann–Whitney検定を使用した。3群間の差の統計解析には one-way ANOVAを用

い、有意差が見られた場合には Tukeyの多重比較検定を行なった。不等分散の場合には

Kruskal–Wallis 検定を使用した。相関解析にはスピアマンの順位相関分析を使用した。

全ての統計解析は GraphPad Prism 8または Rを用いて行った。P値が 0.05未満の時、

有意な差があると判定した。	
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第 3章	結果	

	

3-1	酪酸は大腸 IgAを誘導する	

始めに、腸内細菌による食物繊維の発酵分解によって生成された SCFAが腸管の IgA

を増加させるかどうか調べた。GFマウスに SPFマウスから糞便移殖し、exGFマウス

を作成した。exGFには、食物繊維が豊富な固形飼料として高繊維食	 (HFi)	 または発

酵性食物繊維を欠く AIN-93Gの低繊維食	 (LFi) を与えた。大腸の IgA+B220-細胞の割

合は LFi 食を与えた exGFマウスまたは HFi 食を与えられた GFマウスよりも HFi 食

を与えた exGFマウスで高かった。	

食物繊維の発酵分解により腸管腔内の SCFA濃度が増加していたため、どの SCFAが

生理的条件下で大腸の IgAに影響するか検討した。SPFマウスに大腸管腔内で各 SCFA

を特異的に増加させる酢酸化、プロピオン酸化又は酪酸化高アミローススターチ	(それ

ぞれ HAMSA, HAMSP, HAMSB)	またはコントロール食として HAMSを与えた(45, 46)。

HAMSB 摂食マウスは HAMSA、HAMSP、HAMS 摂食マウスと比べて大腸粘膜固有層 

(cLP) の IgA+細胞が有意に増加した。免疫蛍光染色においても、HAMSB摂食マウスの

大腸組織の IgA+細胞の増加が見られた。次に HAMSB は IgA+細胞だけでなく大腸の

SIgA濃度にも影響を与えているか検討した。大腸粘液層の SIgA濃度は、HAMS摂食マ

ウスよりも HAMSB摂食マウスの方が高かった。蛍光 in situハイブリダイゼーション染

色においても、HAMSB摂食マウスの大腸粘液層の SIgAの増加が見られた。また、Ex 

vivo の大腸組織培養実験でも、HAMSB 摂食群の結腸組織が HAMS 摂食群の結腸組織

よりも多く IgA を分泌していた。以上の結果から、生理的条件下において酪酸が大腸

IgA産生の増加に関与していることが明らかとなった。	

	

3-2	酪酸による IgAの誘導は炎症時の結腸の粘膜バリア機能を向上する	

SIgAは粘膜表面への微生物の接着を防ぐ上で重要な役割を果たしているため、酪酸に

よって誘導された SIgAは炎症時などで上皮によるバリア機能が低下している時に腸管

のバリア機能を上げていると考えた。そこで野生型マウスに HAMS 又は HAMSB を 4

週間与えその後、潰瘍性大腸炎を誘発するために DSSを投与した(47)。糞便を用いたク

リニカルスコアと大腸の長さは 2 つのグループで差は見られなかった。しかしながら、

腸内細菌の肝臓への移行は HAMSB 摂食群で有意に抑制していた。SIgA が酪酸投与に

よる細菌の組織移行の抑制に関わっているか検討するため、IgA 欠損マウスを用いた。

その結果、IgA欠損マウスでは、腸内細菌の組織移行に対する酪酸の抑制効果は認めら
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れなかった。以上の結果から、酪酸による IgAの誘導は炎症時の腸内細菌の組織移行を

抑制していることが明らかとなった。	

	

3-3	酪酸は T細胞非依存的 IgA誘導を促進する	

腸内の IgA産生は TD及び TI IgA CSRによって産生される(48)。TD IgA産生に対する

SCFAの影響は、GC B細胞の数に影響を与えずに酪酸が IgA CSRの減少を示す事が過

去の研究で明らかとなっている(49)。一方で SCFAが IgA CSRを促進することも報告さ

れている(37)。TD IgA CSRに対する酪酸の影響を確認するために、HAMS又は HAMSB

摂食マウスの TD IgA CSRを主に誘導する場である大腸の GALT (cecal patchと colonic 

patch) の胚中心反応を解析した。HAMSBの摂食は、大腸の GALTの GC B細胞の割合

や数には影響を与えなかった。同様に HAMSB摂食は大腸の GALTの B220+IgA+細胞に

は影響を与えなかった。	

次に、T細胞受容体 βδ (TCRβδ) ダブルノックアウト (TCR dKO) マウスに HAMSBを

与えることにより、TI IgA 産生に対する酪酸の影響を検討した。その結果、TCR dKO 

マウスでも HAMS摂食マウスに比べ HAMSB摂食マウスで IgA+細胞の割合と数が増加

した。以上の結果から、大腸管腔内で産生された酪酸は少なくとも TI 機構を介して IgA

産生を増加させることが明らかとなった。	

	

3-4	酪酸は樹状細胞の存在化で IgA+細胞を増加させる	

次に、酪酸が TI IgA産生を促進するメカニズムについて調べた。B細胞には、酪酸の

受容体である GPR41と GPR109aを発現している。そこで、酪酸が B細胞に直接作用し

て IgA CSRを促進するかまず始めに検討した。脾臓由来の CD43-B220+ B細胞を TI IgA

誘導条件下	(TGF-β1及び ATRA)	において LPS刺激し(46)、100 µMの酪酸存在化又は

非存在化で培養した。TGF-β1 と ATRAの組み合わせは B 細胞の IgA CSR を誘導した

が、TGF-β1 と ATRA の有無に関わらず酪酸によって IgA+細胞の割合は変化しなかっ

た。従って、酪酸は、B細胞に直接影響せず他の細胞を介して TI IgA産生を増加してい

ると考えた。そこで私は、どの細胞が酪酸の IgA産生誘導に関与するか検討した。cLP

では、樹状細胞が TI IgA誘導において TGF-β1 と ATRAを産生することにより、B 細

胞の IgA CSRを促進する(24, 50)。そこで、B細胞を酪酸で刺激した BMDCまたは酪酸

で刺激していない BMDCと共培養した。その結果、酪酸で刺激した BMDCは、酪酸で

刺激していない BMDCよりも IgA+細胞を有意に増加させた。同様に、CSRにおいて高

発現するAIDの遺伝子発現も酪酸刺激したBMDCと共培養したB細胞で有意に増加し



 17 

た。以上の結果から、酪酸は樹状細胞を介して IgA 産生誘導することが明らかとなっ

た。	

	

3-5	酪酸は非造血細胞の機能に影響を与える	

IEC やストローマ細胞などの非造血細胞に由来する BAFF、APRIL、TGF-β1 などのサ

イトカインも TI IgA CSRに関与している(21, 51)。これらのサイトカインの発現に対す

る酪酸の影響を確認するために、HAMS 又は HAMSB 摂食マウスから大腸の IEC とス

トローマ細胞を単離し、それぞれの遺伝子発現について解析した。HAMSB摂食マウス

由来の IECでは HAMS 摂食マウスの IEC よりも高いレベルの Tnfsf13 (APRIL) の発現

が見られたが Rnfsf13b (BAFF)、Tgfb1 (TGF-β1)	及び SIgAへの管腔への輸送に関与する

Pigr (PIgR)	の発現レベルは、同程度だった。ストローマ細胞での遺伝子発現	(Mmp2, -

9, -13及び Aldh1a1, -2, -3)	は二つの群で有意な差は見られなかった。また、酪酸で刺激

した大腸ストローマ細胞又は酪酸で刺激していないストローマ細胞と共培養した B 細

胞においても IgA+細胞の割合に変化は見出せなかった。	

	

3-6	酪酸は CD103+CD11b+樹状細胞でのインテグリン-αvβ8の発現とアルデヒドデヒド

ロゲナーゼの活性を促進する	

酪酸刺激した樹状細胞との共培養では IgA CSRを促進していたため、そのメカニズム

について調べた。腸管の樹状細胞は LPS などの細菌由来分子によって刺激されて IgA 

CSR及び IgAの分泌を誘導する ATRA及び TGF-β1を生成することが知られている(52, 

53)。酪酸が樹状細胞の ATRAの産生を促進しているか検討するために、ALDEFLUOR 

assayを用いて ALDHの活性を評価した。その結果、酪酸の刺激は、BMDCの ALDHの

活性を有意に高めていることが見られた。この結果と同様に酪酸で刺激した BMDC の

Aldh1a2の遺伝子発現も増加していた。また、in vivoにおいても HAMSBを摂食したマ

ウスは cLP の CD103+CD11b+樹状細胞において ALDH 活性が増加した。以上の結果か

ら、酪酸が cLPの樹状細胞での ATRAの産生を増加している事が示唆された。	

次に私は、樹状細胞での TGF-β1 の活性化に対する酪酸の影響を検討した。LAP から

の活性化 TGF-βの放出に関与するインテグリン-αvβ8は、主に腸管粘膜固有層のCD103+

樹状細胞に発現している(32)。そこで酪酸の刺激による BMDC への影響を調べたとこ

ろ、酪酸の刺激によって BMDCの Itgav及び Itgb8の遺伝子発現が増加した。また、フ

ローサイトメトリーにより、酪酸で刺激した BMDC及び HAMSB摂食マウスの cLPで

の CD103+CD11b+樹状細胞のインテグリン-αv の発現が増加した。この結果と同様に、

大腸組織での TGF-β1の産生量は、HMAS摂食マウスよりも HMASB摂食マウスにおい
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て増加していた。これらの結果から、酪酸が樹状細胞の機能を調節することにより TI 

IgA の誘導を促進することが示唆された。そこで、B 細胞と酪酸刺激した BMDC の共

培養中にレチノイン酸受容体拮抗薬である LE135 及び抗 TGF-β 中和抗体を用いて

ATRA及び TGF-β1シグナル伝達を阻害した。その結果、ATRA又は TGF-β1シグナル

伝達のいずれかをブロックすると、酪酸で刺激した BMDCによる IgA+細胞の増加が抑

制された。さらに、ATRAと TGF-β1シグナルの両方を阻害することにより、酪酸で刺

激した BMDCによる IgA CSRの誘導効果が完全にキャンセルされ酪酸で刺激していな

い BMDCと同じ IgA+細胞の割合を示した。以上の結果から、酪酸は樹状細胞での ATRA

と TGF-βの産生を増加させることで IgA CSRを誘導することが考えられた。	

	

3-7	酪酸刺激樹状細胞は GPRシグナル伝達とヒストン脱アセチル化酵素阻害作用を介

して IgA誘導能を示す	

次に私は、酪酸が樹状細胞の ALDH 活性とインテグリン-αvβ8 の発現を増加させるメ

カニズムについて検討した。酪酸は、GPR41、-43及び-109aのリガンドであり、cLPの

樹状細胞は GPR41及び GPR109aを発現している。酪酸による TI IgA産生誘導への GPR

シグナル伝達の寄与を確認するため、樹状細胞分化条件下で様々な GPR リガンド	 (酢

酸、プロピオン酸、酪酸及びナイアシン)	 で BM 細胞を刺激した。酪酸及び酢酸は、

BMDCのインテグリン-αvβ8の発現を増加し、酪酸は BMDCの ALDH活性も有意に増

加した。プロピオン酸及びナイアシンも ALDH 活性を有意に増加させたが、酪酸に比

べて活性は低かった。さらに、他の GPRリガンドと異なり酪酸で刺激した BMDCとの

共培養だけが、B細胞の IgA CSRを促進していた。これらの GPRリガンドの中で、酪

酸は最も強力なヒストン脱アセチル化酵素 (histone deacetylase: HDAC) 阻害作用を示

すことも知られている(54)。したがって HDAC阻害作用も樹状細胞の機能調節に影響し

ているかもしれないと考えた。そこで、酪酸が HDAC 阻害作用を介して樹状細胞のイ

ンテグリン-αvβ8の発現と ALDH活性を増加しているか検討した。クロマチン免疫沈降

-定量的 PCR (ChIP-qPCR) 分析により、酪酸の刺激が BMDCの Itgav及び Aldh1a2のプ

ロモーター領域でのヒストン H3K27のアセチル化を引き起こしていた。この結果から、

酪酸によるエピジェネティックな変化が樹状細胞での Itgav及び Aldh1a2 の発現を増加

させることが示唆された。しかしながら、ヒストンのアセチル化に拮抗するヒストンア

セチル化トランスフェラーゼ	 (HAT) 阻害剤である AAを BMDC に添加しても酪酸に

よる BMDCのインテグリン-αvβ8の発現及び ALDHの活性の増加は阻害できなかった。

同様に、AAを BMDCに添加し BMDCと B細胞の共培養時に添加したところ、酪酸刺

激した樹状細胞による IgA +細胞の増加を少し低下させた。これらの結果から、HDAC
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阻害作用によるエピジェネティックな変化は樹状細胞の機能に影響し IgA 産生を誘導

するには不十分であることが考えられた。したがって、私は、HDAC 阻害作用と GPR

シグナル伝達の両方が樹状細胞の機能変化に必要であると推測した。この推論を検討す

るために、AAと GPR41/109a dKO及び GPR43/109a dKOマウスの BMDCを用いて検討

した。IgA CSRに対する酪酸の効果は、AAで処理した GPR41/109a dKO BMDCで無効

になった。同様に、酪酸によるインテグリン-αvβ8の発現と ALDH活性の増加は AAで

処理した GPR41/109a dKO BMDCで無効になった。以上の結果から、酪酸は GPRシグ

ナル伝達と HDAC 阻害作用によって樹状細胞のインテグリン-αvβ8 の発現と ALDH 活

性を増加させることが考えられた。	

	

3-8	短鎖脂肪酸は樹状細胞の機能を調節することでヒト B細胞の IgA クラススイッチ

を誘導する	

最後に、ヒトにおいても腸内細由来代謝物である短鎖脂肪酸が大腸での IgA 産生に影響を

与えるか検討した。健康なボランティアの方の糞便サンプル中の腸内細菌由来の有機酸

と糞便中総 IgA 濃度の相関分析を最初に行い、有機酸の総量と IgA 総濃度の間に正の

相関を示すことが認められた。さらに有機酸の中で、酢酸、プロピオン酸及び酪酸が IgA

総濃度と正の相関を示すことが認められた。また、糞便中の SCFA濃度と IgAサブクラ

スの濃度との相関関係を分析した結果、各 SCFA の濃度と IgA1 及び IgA2 の両方で正

の相関があることが認められた。酢酸、プロピオン酸、酪酸の濃度もそれぞれで正の相

関を示していた。さらに、糞便中 IgA濃度及び有機酸濃度と腸内細菌との相関関係を分

析した結果、Bacteroides uniformisが酪酸及び酢酸と正の相関を示した。	

次に、ヒトでもマウスと同様の機序で大腸 IgA産生細胞が増加されるのか検討した。ヒト B 細

胞を IgA産生細胞分化誘導条件下で培養し、その際に酪酸を添加することで酪酸処理による

IgA+細胞分化への影響を見たが、酪酸処理によって IgA+細胞の割合に変化は見られなかっ

た。次に、ヒト末梢血単核球由来の樹状細胞をそれぞれの短鎖脂肪酸で処理した後に、B 細

胞と共培養した結果、酪酸のみが IgA1+細胞及び IgA２+細胞を増加させた。またその際に、酪

酸処理した樹状細胞を解析した結果、ヒト樹状細胞においても酪酸によって、ALDH の活性と

インテグリン-αv の発現が増加していた。このことから、ヒトでもマウスと同様に、腸内細菌が産

生する酪酸が樹状細胞に作用し IgA+細胞の増加に寄与する事が考えられた。以上の結果か

ら、腸内細菌由来の酪酸が樹状細胞中の ALDH の活性とインテグリン-αvβ8 の発現が増加

をさせることで ATRA 及び TGF-β1 の産生を促進し大腸の IgA+細胞を増加することを明らか

にした。	 	
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第 4章	考察	

	

本研究では、腸内細菌の発酵代謝物である酪酸が cLPの TI IgA産生誘導を促進し、腸

管粘膜面での IgA量を増加させることを明らかにした。HAMSB摂食マウスでは、炎症

時に見られる腸内細菌の全身臓器への移行を抑制していた。この HAMSB 摂食による

炎症時の腸内細菌の全身臓器への移行抑制は IgA欠損マウスでは見られなくなるため、

酪酸が TI	IgA産生を誘導することによって、粘膜バリアを強化すると考えられる。TD

で産生される IgAは高親和性抗体のため、標的抗原に特異的に結合する。一方で、TIで

産生される IgA は親和性が低く様々な抗原に結合することが可能である。炎症時には

上皮細胞が破壊され、多くの腸内細菌が組織に移行する。そのため、様々な腸内細菌に

結合することができる TI IgAが炎症時におけるバリア機能には重要であり、HAMSB摂

食により TI IgA 産生を増加し炎症時の腸内細菌の全身臓器への移行が抑制されたと考

えられる。	

酪酸による TI IgA産生誘導は、マウスとヒトの両方の B細胞で観察された。マウスは

単一の IgAアイソタイプだが、ヒトには IgA1と IgA2 の二つの IgAアイソタイプがあ

る(55, 56)。IgA1は多くの組織において主要な IgAサブクラスだが、腸においては IgA1

と IgA2 の存在比は、4:6 で存在しするため、腸管においては IgA1 と IgA2 の両方のサ

ブクラスが重要である(57)。また、各 IgAサブクラスはその産生機構も異なり、IgA1は

TDと TIの両方の機構で産生されるが IgA2は TI機構でのみ産生される(51)。酪酸がヒ

トにおいても TI IgA 産生に関与しているか検討するため、腸管腔内の酪酸濃度と IgA

濃度を測定した結果、管腔内の酪酸濃度は IgA1及び IgA2濃度と正の相関を示した。ま

た、in vitroの実験系において、酪酸で刺激した PBMCは B細胞の IgA1と IgA2の両方

でCSRを促進することから酪酸はヒトにおいても少なくとも TIの IgA産生機構を誘導

すると考えられた。酪酸は、ヒト及びマウスの腸内細菌叢の主要メンバーである

Clostridium cluster IV及び XIVaによって産生される。ヒトの腸内では、Clostridium cluster 

IV に分類される Faecalibacterium prausnitzii が酢酸から最も多く酪酸を産生する(58)。

また、Bacteroides uniformis、Bacteroides ovatus及び Bacteroides doreiは酢酸、プロピオ

ン酸と酪酸の全てを産生する(59)。したがって、これらの SCFAは同様の細菌群によっ

て産生されることが考えられるため、酪酸だけでなく酢酸とプロピオン酸も糞便の IgA

濃度と正の相関を示したと考えられる。	

酪酸は、in vivo 及び in vitro の両方で樹状細胞の TGF-βを活性化に関与するインテグ

リン-αvβ8の発現と ALDH活性を増加させた。さらに、in vitroにおいて TGF-β1と ATRA

のシグナル伝達の両方を阻害すると、酪酸で刺激した BMDCによる IgA CSRの誘導効
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果が完全にキャンセルされ、酪酸で刺激していない BMDCと同じ IgA産生細胞の割合

を示した。これらの結果から、酪酸は樹状細胞を介して腸管の TGF-β1及び ATRAの産

生を増加させて IgA産生細胞を増加させると考えられる。TGF-β1と ATRAは、B細胞

のAID遺伝子の発現を誘導することにより IgA CSRを誘導することが知られている(60, 

61)。同様に、酪酸で刺激した樹状細胞は、B細胞における AID遺伝子の発現を増加し

た。TGF-β1及び ATRAは、germ-line transcription of α (GTLα)及びその後の IgAへの CSR

にも寄与している(53)。そのため、酪酸は GTLαを介して IgA CSRを促進している可能

性がある。酪酸で刺激した樹状細胞のインテグリン-αvβ8 の発現と ALDH 活性の増加

は、HDAC の阻害作用と GPR41 及び-109a シグナル伝達の両方が関係していたことか

ら、ヒストンのアセチル化が HDAC の阻害に増加した時の GPR41 及び-109aシグナル

伝達の活性化を含む、複数の分子メカニズムによって誘導されているかもしれない。

SCFAの中で、酪酸は最も強く HDAC阻害活性を示し、また、GPR43よりも GPR41及

び-109a に強く結合する(62)。特に、cLP の樹状細胞は GPR41 と-109a を発現している

が、GPR43を欠いている。したがって、他の GPRリガンドと比べて酪酸のみがインテ

グリン-αvβ8の発現と ALDH活性の増加を促進しいると考えられる。しかし、これまで

の報告で、酪酸に加えて、酢酸とプロピオン酸の飲水投与が小腸の IgA産生を誘導する

ことが明らかとなっている(37, 38)。この研究との矛盾は、2つの研究における SCFA投

与方法に起因する可能性がある。飲水による SCFA の投与では血清濃度を増加させる

が、大腸内腔における SCFA の濃度はあまり増加しない(39)。対照的に、HAMSA と

HAMSPは大腸の腸内細菌叢によって分解され、それぞれ酢酸とプロピオン酸の管腔内

濃度を増加させる(46)。酢酸は TI IgA CSRを促進するが(38)、HAMSAは IgA CSRを促

進しなかった。飲水投与による SCFAの投与では SCFAが小腸で吸収される。小腸の樹

状細胞は、酢酸の受容体である GPR43を発現している(63)。しかしながら、cLPの樹状

細胞はほとんど GPR43 を発現していない。したがって、cLP の樹状細胞は酢酸に反応

しないため、HAMSAは IgA CSRを促進していないと考えられる。プロピオン酸を飲水

投与することで腸管の B 細胞内のクエン酸回路を促進し、栄養応答シグナルである

mTOR を活性化することで B 細胞から形質細胞への分化を促進することが報告されて

いる(37)。しかしながら、HAMSP では IgA+細胞が僅かに増加する程度だった。この理

由として、小腸と大腸の B 細胞では mTOR シグナル活性が異なるのかもしれないが、

そのような報告はなく、理由を明らかにすることは今後の課題である。	

HAMSB投与マウスの IECにおいて、B細胞の TACIシグナルを介して IgA CSRを誘

導する APRIL をコードする Tnfsf13の発現が高くなっていた。IEC の APRILは TI IgA

産生を促進することが知られている(23)。したがって、HAMSB 摂食によって IEC の
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APRIL の発現が増加し、腸管の IgA 産生細胞を増加している可能性が考えられる。こ

れを検討するには今後、HAMSB 摂食マウスの IEC の APRIL の発現量を測定したり、

上皮細胞特異的に Tnfsf13を欠損したマウスを用いたりする必要がある。	

本研究では、酪酸がヒストンのアセチル化 HDACの阻害作用と GPR41及び-109aシグ

ナル伝達を介して樹状細胞の ALDH の活性とインテグリン-αvβ8 の発現が増加をさせること

で ATRA及び TGF-β1の産生を促進し、IgA CSRに繋がる大腸微小環境を築くことを示

した。この効果は、炎症条件下での細菌の侵入に対する防御において重要な役割を果た

す可能性がある。酪酸は結腸で Treg 細胞と IgA+B 細胞の両方を誘導するため(46, 48)、

過剰な免疫応答を抑制し、粘膜バリアを強化することにより、腸管の免疫恒常性を維持

する重要な要素であると考えられる。	
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第 5章	表	

	

表 1.	本研究で使用したプライマー	

  Sense Anti-sense 

Rpl32 GGCTTT TCGGTTCTTAGAGGA TTCCTGGTCCACAATGTCAA 

Tgfb1 GCCTGAGTGGCTGTCTTTTG GTGAGCGCTGAATCGAAAGC 

Tnfsf13

b 

CGACACGCCGACTATACGAA GCCTGTTTGCCTCACCACTA 

Tnfsf13 TGGAAGGATGGGGCGAAATC ACGTCAGAGTCTGCCTTGGA 

Mmp2 AACGGTCGGGAATACAGCAG GTAAACAAGGCTTCATGGGGG 

Mmp9 AGCCGACTTTTGTGGTCTTC TGCTTCTCTCCCATCATCTGG 

Mmp13 AGAAGTGTGACCCAGCCCTA CAGGCGCCAGAAGAATCTGT 

Pigr AGAACTCCAGGTTGCCGAAG ACGGATAGTGGCAGGAAACG 

Aldh1a

1 

CTGGCTACAATGGAGGCACTCA AGTGAAAATGTCTCCATCACTTGG

T Aldh1a

2 

TGGTATCCTCCGCAATGCAA TCCCGTAAGCCAAACTCACC 

Aldh1a

3 

GACGAAAAAGGCATGAAGGA TCAGCTGGCTGACCTTGTAG 

Aid GGCTGAGGTTAGGGTTCCATCTC

AG 

GAGGGAGTCAAGAAAGTCACGCT

GGA Ffar3 GCAGCATGTGGCATGAGATG CCACGCTCAGAAAACGTTCG 

Ffar2 TGCTCTGAAGAAGCCAATCAG AGGCCGTGAGGATCAAGGAA 

Hcar2 TCTCCACGTGTATCAACCGC CCATTAGCGCCCCTGGAATA 
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表 2.	本研究で使用したプライマー	

  Sense Anti-sense 

Rpl13 TAATCTCAGGCGTTGGGGTG TACAGGAATCCGGTGCCCTA 

Aldh1a2 GGTGTGGATGGGAAGAGGAAAGGAAA CATCTGCCTTGGGTTGCCTGGATATT 

Intgav AGGGACTGAAGTCTTTCGGC GGACTTTCGACGTCCAGGTT 
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