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略語一覧 
 
 
ADH: alcohol dehydrogenase 
ALDH: aldehyde dehydrogenase 
BAA: Bodipy-aminoacetaldehyde 
BAAA: Bodipy-aminoacetate 
BSA: bovine serum albumin 
CCR: C-C chemokine receptor 
CD: cluster differentiation 
cDNA: complementary DNA 
CN: casein 
CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 
DC: dendritic cell 
DEAB: N, N-dimetylaminobenzaldehyde 
DMSO: dimethyl sulfoxide 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
EW: egg-white 
FACS: fluorescence-activated cell sorting 
FAE: follicle associated epithelium 
FCS: fetal calf serum 
FITC: fluorescein isocyanate 
Flt3-L: fms-like tyrosine kinase 3 ligand 
Foxp3: forkhead box P3 
GALT: gut-associated lymphoid tissue 
GAPDH: glyseraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GITR: glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor 
GM-CSF: granulocyte -macrophage colony-stimulating factor 
HBSS: Hank’s balanced salt solution 
Ig: immunoglobulin 
IL: interleukin 
IPTG: isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
iTreg: induced regulatory T cells 
LP: lamina propria 
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MACS: magnetic-activated cell sorting 
MLN: mesenteric lymph node 
MODC: monocyte-derived dendritic cell 
nTreg: naturally occurring regulatory T cells 
OVA: ovalbumin 
PBS: phosphate-buffered saline 
PD-1: programmed death 1 
PI: propidium iodide 
PI3K: phosphoinositide 3-kinase 
PP: Peyer’s patch 
qRT-PCR: quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
RAG2: recombination activating gene 2 
RALDH: retinaldehyde dehydrogenase 
RAR: retinoic acid receptor 
RARE: retinoic acid response element 
RegIIIγ: regenerating islet-derived protein III-gamma 
RXR: retinoid X receptor 
SED: subepithelial dome 
Sp1: Specificity protein 1 
SPL: spleen 
TCR: T cell antigen receptor 
TGF-β: transforming growth factor-β 
Th: T helper 
TLR: Toll-like receptor 
TNF-α: tumor necrosis factor-α 
Tr1: type 1 regulatory T cells 
Treg:  regulatory T cells 
X-gal: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactoside 
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緒言 
 
腸管免疫系 

我々は日ごろから食物とともに微生物や化学物質など様々な物質を経口的に摂取してお
り、それに伴い腸管では常に外界から摂取されたものに曝されることになる。免疫系は基
本的には自己の細胞以外を異物とみなし、排除するシステムであるが、栄養吸収の場であ
る腸管においては食物や無害な微生物等に対しては免疫反応を起こさず、有害な物質、病
原体に対してのみ免疫反応を起こす高度な仕組みを備えている。全身の免疫担当細胞の約
60%が腸管に集積していることは、腸管免疫系の重要性を物語っている。腸管では、後述
する腸管上皮細胞によるバリア機能や、上皮下に存在する粘膜固有層の免疫細胞の働きに
より有害な微生物の侵入を防ぎ、パイエル板や腸間膜リンパ節といったリンパ組織で適切
な免疫反応が誘導されることにより恒常性を維持している。これらの組織は総称して腸管
関連リンパ組織 (gut-associated lymphatic tissue; GALT) と呼ばれている。 
 
・腸管上皮細胞 

腸管上皮細胞間はタイトジャンクションにより結合されており、異物は容易に侵入でき
ない。腸管上皮に点在するゴブレット細胞はムチンと呼ばれる粘液を産生し、腸管上皮は
厚いムチン層に覆われている。そのため多くの微生物等はムチン層に阻まれ、上皮に近づ
けない。また小腸陰窩の最基底部に存在する Paneth 細胞は Regenerating islet-derived 
protein III-gamma (RegIIIγ)などの抗菌ペプチドを産生し、細菌やウイルスの感染を阻止
している。 
 
・パイエル板 (Peyer’s patch; PP) 

PP は 1677 年に Peyer によって発見された、小腸に存在するリンパ小節の集合体で、マ
ウスの小腸では 6-12 個、ヒトでは 180-240 個程度が小腸に沿って見られる[1]。PP は円
柱上皮 (follicle associated epithelium; FAE) により上皮細胞層が形成されており、管腔側
と隔てられている。FAE には積極的に抗原を取り込む microfold cell (M 細胞)と呼ばれる
細胞が点在している[2]。M 細胞表面は、周囲の上皮細胞と比べて粘膜層が薄いことや細
菌の細胞膜に発現するレクチンと結合する糖鎖構造が存在するため、抗原物質や微生物が
近づきやすい環境になっている[3]。このため、腸内の抗原物質は M 細胞を通じて PP 内
に取り込まれることになる。また、FAE 直下にはドーム領域 (subepithelial dome; SED) 
と呼ばれる領域があり、マクロファージや樹状細胞などの抗原提示細胞が多く存在してい
る。 
 
・粘膜固有層 (lamina propria; LP) 
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LP は、上皮と粘膜筋板の間に存在する層であり、多くの免疫担当細胞が存在してい
る。腸管で大量に分泌される immunoglobulin A (IgA) は、病原体の感染防御や炎症性の
抗原の中和、腸内共生菌の制御など恒常性維持に重要な働きをしている[4]。また免疫応答
の制御に関わる制御性 T 細胞が多く存在することが明らかとなっている[5],[6]。近年、
CD4+ T 細胞サブセットで interleukin (IL) -17 を産生し、細胞外病原体に対する感染防御
や自己免疫疾患と関わる Th17 の存在が明らかになり、LP に多く存在していることが報告
されている[7]。 
 
・腸間膜リンパ節 (mesenteric lymph node; MLN) 

MLN は腸間膜動脈の根元に位置しており、生体内で最大のリンパ節である。GALT の
所属リンパ節として粘膜免疫系の恒常性維持に重要な役割を担っている。LP や PP に存在
する樹状細胞は抗原を捕捉した後、ケモカインレセプターCCR7 を発現し、一部は MLN
に遊走する[8]。小腸および大腸において抗原を取り込んだ抗原提示細胞は MLN に流れ込
み、T 細胞へ抗原を提示する。また、血流から MLN に直接流入する樹状細胞も存在す
る。MLN では全身を循環する T 細胞が流入しており、樹状細胞等による抗原提示が行わ
れる。抗原提示により活性化された T 細胞は、腸管指向性ホーミングレセプターCCR9 を
発現し、主に LP へとホーミングする。経口抗原に対して過剰な免疫応答を起こさないよ
うに免疫応答能を低下させることを経口免疫寛容というが、この経口免疫寛容は MLN で
成立することが報告されている。 
 
腸管免疫系の組織についての概要を図 i に示した。 
 
・樹状細胞 (dendritic cells; DC) 

樹状細胞 (DC) は抗原提示細胞の一つであり、名前の由来は樹枝状に突起を伸ばす形態
から来ている[9]。特徴として、抗原を取り込みナイーブ T 細胞への抗原提示を行うこと
が知られている。DC は単一の細胞群ではなく、細胞表面上のマーカーや成熟度により
様々なサブセットが存在する。生体内における局在も、リンパ組織のみならず全身に広く
存在する。樹状細胞は、骨髄の造血幹細胞から分化した骨髄系細胞の単球に由来し、GM-
CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)や Flt3-L の刺激によって DC に
分化するという報告がなされている[10,11]。腸管における DC の特徴として、細胞表面上
に CD103 (αE インテグリン) を発現するサブセットの存在が挙げられる。CD103+ DC
はレチノイン酸産生能が高く、また後述する制御性 T 細胞の分化誘導能が高いことが報告
されている[12]。腸管において DC は種々の免疫応答に関わっており、重要な役目を担っ
ている。 
 
・制御性 T 細胞 (regulatory T cell; Treg) 
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免疫応答を抑制する働きのある T 細胞サブセットの存在について長く議論が続いていた
が、1995 年に坂口らによって CD25+CD4+ T 細胞が自己免疫疾患や炎症性腸疾患に対する
抑制作用を有することが示された[13]。その後 Treg のマスター遺伝子として forkhead 
box p3 (Foxp3) 遺伝子が発見された[14–16]。Treg は glucocorticoid-induced tumor 
necrosis factor receptor (GITR)、cytotoxic T-lymphocyte associated antigen (CTLA) -4 や
PD (programmed death) -1 など免疫抑制的に働く分子を発現しており、抑制メカニズムと
して以下が知られている[17]。 
i) CTLA-4 等の免疫抑制分子による T 細胞の活性化の直接的な阻害 
ii) 抗原提示細胞の抗炎症物質産生誘導による T 細胞活性化の間接的な阻害 
iii) エフェクター細胞や抗原提示細胞の直接的または間接的な細胞傷害 
iv) TGF-βや IL-10 等の免疫抑制作用を有するサイトカインの産生 

 
また Treg は、胸腺で分化する内在性制御性 T 細胞 (naturally occurring regulatory T 

cells; nTreg) と、末梢で分化誘導される iTreg (induced regulatory T cells; iTreg) の 2 種
類が存在すると考えられている[18]。nTreg は、胸腺において未成熟 T 細胞が自己抗原と
反応し Foxp3 遺伝子を発現することで生じることと考えられており、iTreg は末梢にて
transforming growth factor-beta (TGF-β)、IL-2、レチノイン酸の存在下で抗原刺激を受
けることにより誘導されることが知られている[19]。 
 
腸管免疫系における免疫細胞の概要について図 ii に示した。 
 
・レチノイン酸の作用と合成酵素 

レチノイン酸はビタミン A 代謝産物であり、様々な生理活性を有する。食物由来のビタ
ミン A  (レチノール) は、体内においてレチノール→レチナール→レチノイン酸と代謝さ
れる。レチノイン酸は all-trans レチノイン酸、9-cis レチノイン酸、13-cis レチノイン酸な
ど複数の構造異性体が存在するが、主に生理活性を有するのは all-trans レチノイン酸であ
る[20]。本研究で議論するレチノイン酸は all-trans レチノイン酸を想定している。レチノ
ールをレチナールに代謝する酵素は複数存在し、多くの細胞で発現が知られているが、レ
チナールをレチノイン酸に代謝する酵素は腸管で高発現している[21]。 
レチノイン酸は脂溶性物質であり細胞膜を拡散により通過できるため、細胞内への取り込

みにレセプターやチャネルは必要ない。細胞質内で RAR (retinoic acid receptor; レチノイ
ン酸受容体)と結合すると、RXR (retinoid X receptor; レチノイド X 受容体)とヘテロ二量体
を形成し核内に移行する。核内に移行した RAR/RXR ヘテロ二量体は、RARE (retinoic acid 
response element; レチノイン酸応答配列)と呼ばれる領域に結合することでエンハンサー
として機能し、標的遺伝子の発現を調節する[20]。 

レチノイン酸は腸管の免疫反応の制御に重要であると考えられている[22]。レチノイン
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酸は T 細胞に作用することで T 細胞表面上に腸管への遊走に必要なα4β7 インテグリン
や、ケモカインレセプターCCR9 の発現を誘導することが知られている[23]。定常状態で
はレチノイン酸は Th1 や Th17 への分化を抑制し[24–26]、IgA の産生を促進することが
報告されている[27]。レチノイン酸の T 細胞への作用について図 iii に示した。 

上述した通り、レチノイン酸はビタミン A からレチナールを経由して合成される。代謝
の過程は二段階存在しており、ビタミン A からレチナールに可逆的に変換される反応と、
レチナールから不可逆的にレチノイン酸へ変換される反応がある[21]。ビタミン A からレ
チナールに変換する際に働く酵素は alcohol dehydrogenase (ADH)であり、多くの種類の
細胞で発現することが知られている[21]。一方、レチナールからレチノイン酸へ変換する
際に働く酵素である retinaldehyde dehydrogenase (RALDH)は、限られた種類の細胞にお
いてその発現が認められ、中でも腸管においてその発現が高いことが知られている。
RALDH は少なくとも 4 つのアイソザイムの存在がマウスにおいて確認されており、その
中で 3 つが 2 次リンパ組織に存在することが知られている。PP DC では RALDH1 
(Aldh1a1) の遺伝子発現が、MLN DC では RALDH2 (Aldh1a2) の遺伝子発現が報告され
ている[23]。RALDH3 (Aldh1a3) の遺伝子は MLN、PP おいて弱く発現している[23]。 

RALDH の発現誘導に重要な因子の一つとして GM-CSF が挙げられ、GM-CSF と IL-4
の共存下で DC の RALDH2 発現が誘導されることが報告されている[28]。また、Fms-
like tyrosine kinase 3 ligand (Flt3-L) の刺激により分化した DC において、レチノイン酸
単独刺激では RALDH2 が弱く発現誘導されるが、GM-CSF の存在下ではレチノイン酸に
より RALDH2 発現誘導が促進されることが報告されている[29]。RALDH2 発現を誘導す
るメカニズムとして次のことが知られている。RAR /RXR 複合体は転写因子 Specificity 
protein 1 (Sp1) と結合し協調的に作用することで、RALDH2 遺伝子のプロモーター内の
TATA ボックスの近位に存在する RARE 配列の一部に結合し、転写活性が亢進すると考え
られている[29]。 
 
 
加齢による免疫系への影響 

加齢に伴い、細胞レベルおよび個体レベルで様々な生体機能が低下することが知られて
いる。加齢による免疫系の変化として、感染症の罹患率が増加 

する、ワクチンの効果が弱まる、自己免疫疾患やガンの罹患率が高くなることが知られ
ている[30,31]。免疫系は大きく分けると、マクロファージなどによる抗原非特異的な貪食
作用、炎症作用による自然免疫系と、T 細胞や B 細胞による抗原特異的な反応による獲得
免疫とに分けられるが、獲得免疫の機能は、加齢により低下することが知られている
[32]。一方加齢に伴い、IL-6、IL-1β、tumor necrosis factor-α (TNF-α) といった炎症
性サイトカインの産生が上昇し、加齢に伴う慢性的な炎症状態(inflamm-aging と称され
る)となり、この持続的な炎症状態が様々な機能低下の原因につながると考えられている
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[33]。 
 
・加齢による T 細胞、B 細胞への影響 

加齢の影響を大きく受ける臓器の一つに胸腺が挙げられる。胸腺はナイーブ T 細胞を新
生する臓器であるが、ヒトの場合思春期を過ぎたあたりから萎縮が始まり、脂肪組織へと
徐々に転換すると言われている[34]。40~50 歳を過ぎるころには完全にその機能は失わ
れ、新たなナイーブ T 細胞の産生はされなくなるが、末梢の成熟 T 細胞が分裂することで
免疫機能は保たれる。しかしながら長期間ナイーブ T 細胞が新生されないことによりさま
ざまな変化が生じる。例えば、T 細胞レパートリー(T 細胞レセプターの多様性)の縮小、
IL-2 産生の低下、エフェクターT 細胞の増殖や分化の異常などが知られており[35–37]、
これらの機能の低下により新たな抗原に対する免疫反応が低下すると考えられる。ナイー
ブ T 細胞が減少することにより相対的にメモリーT 細胞が増加するが、近年加齢に伴い免
疫機能が低下するメモリーT 細胞について報告されている。CD62LlowCD44high で定義され
るメモリーT 細胞の中で、加齢に伴い PD-1 分子を発現するものが生じ、それらのメモリ
ーT 細胞は、抗原刺激に対して反応性が著しく低下していることが確認されている[38]。
また、加齢により CD4+ T 細胞におけるケモカインレセプターの発現が変化することが報
告されている[39]。 

加齢に伴う Treg の変化は次のことが知られている。Treg は胸腺から生じる nTreg と末
梢で誘導される iTreg が存在するが、加齢に伴い nTreg は蓄積し、iTreg はその分化が減
少すると考えられている[40]。加齢に伴う nTreg の蓄積により免疫応答が抑制され、易感
染性に陥ったり、ワクチンの効果が弱まると考えられている。実際、加齢マウスにおける
抗腫瘍反応の低下が、CD25+細胞の除去により改善される例が報告されている[41]。また
Treg の免疫抑制機能の低下も報告されており、加齢マウス由来 Treg が若齢マウス由来の
ものと比較して増殖抑制能が低下すること[42]、IL-17 産生抑制能が低下することなどが
報告されている[43]。また、ヒトでは高齢者由来の Treg において増殖抑制能は変化しな
い一方で IL-10 産生が低下することが報告されている[44]。 

抗体の産生を担う B 細胞においても加齢の影響は大きい。T 細胞と同様 B 細胞において
もナイーブ B 細胞の数は減少し、B 細胞レセプターの多様性が減少する。それに伴いメモ
リーB 細胞の数が増加する[45]。加齢に伴い、血清中の免疫グロブリンの量に大きな変化
は見られないが、IgG よりも IgM の割合が増加し、抗原に対する抗体の親和性が低下する
[46]。また高齢者由来の CD4+ T 細胞は IL-2 の産生が低下し、CD40L の発現が低下して
いるため、T 細胞と B 細胞の相互作用が低下し、そのことにより抗体産生が低下すると考
えられる。 

 
・加齢による DC への影響 
 DC における加齢の影響についても次のことが明らかとなっている。高齢者由来の末梢
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血中の単球由来 DC (monocyte-derived DC; MODC) は分化や成熟の点では機能低下は認
められないが[47,48]、fluorescein isocyanate (FITC) デキストランの取り込みの減少が見
られたことから微飲作用 (micropinocytosis) が低下していることが考えられ[49]、抗原の
プロセシングや抗原提示にも影響がある可能性が考えられる。また高齢者由来 MODC
は、アポトーシスの誘導された細胞の食作用 (phagocytosis) が低下していることが確認さ
れている[49]。また、加齢マウス由来の骨髄由来 DC では CCR7 による走化性が低下して
いることが明らかとなっている[50]。ヒトにおいては、ケモカインレセプター群の発現レ
ベルは変化しないが、遊走能が低下することから[49]、シグナル伝達系における機能低下
の可能性が考えられている。実際、高齢者の MODC では食作用や遊走に重要である
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) の活性化が低下していることが知られている
[49,51,52]。 
 
 

プロバイオティクスによる免疫調節機能 
近年、生体に有益な影響を及ぼす微生物であるプロバイオティクスが注目されており、免

疫系への影響が多く報告されている。Bifidobacterium longum JCM1217T は酢酸の産生を介
して腸管上皮細胞の腸管出血性大腸菌 O157 に対する防御機能を向上させたことが報告さ
れている[53]。Lactobacillus jensenii TL2937 は腸管上皮細胞株を用いた実験で TLR(Toll-
like receptor; Toll 様受容体)シグナリングを負に調節することにより炎症反応を抑制するこ
とが報告された[54]。Lactobacillus plantarum strain AYA は PP DC の IL-6 産生を誘導し、
B 細胞の IgA 産生増強に寄与することが報告されている[55]。Lactobacilllus pentosus strain 
b240はPP DCのTLR2を刺激しIL-6産生を誘導することでIgA産生増強作用がある[56]。
Lactobacillus gasseri SBT2055 は骨髄 DC の TGF-β産生を誘導し、TLR2 を刺激して IgA
産生を促進することが報告されている[57]。Lactobacillus casei Shirota は IL-12 産生を促進
し、NK 活性を増強することが報告されている[58]。Lactobacillus plantarum NRIC1832 は
in vitro の実験系で CD4+T 細胞の IL-10 産生を増強し、抗炎症作用を発揮することが示唆
されている[59]。Lactobacillus plantarum NRIC0380 は腸管 DC の RALDH 活性を増強し、
Treg を誘導することが報告されている[60]。Bifidobacterium longum BB536 は Th2 細胞誘
引ケモカインの産生を抑制することで抗アレルギー作用を発揮することが示唆されている
[61]。 
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本研究の目的 

慢性炎症は様々な生体の異常と密接な関係があることが報告されている。例えば、加齢に
伴い全身で慢性炎症状態になることが報告されており、慢性炎症は加齢性疾患の原因とな
りうる。 
 免疫組織は全身のいたるところに存在するが、特に腸管では多数の免疫細胞が集積し、人
体最大の免疫器官と言われる。腸管は常に外界から摂取されたものに曝され、食物や無害な
ものに対しては免疫反応を起こさず、有害な物質や病原体に対してのみ免疫反応を起こす
高度な仕組みを発達させている。腸管免疫系には特徴的な炎症抑制機構が存在し、その機能
不全が慢性炎症の亢進にはたらく一方で、その抑制機構を利用して炎症を抑制することが
できると考えられる。 
 そこで本研究では、加齢に伴う慢性炎症の生じるメカニズムを腸管免疫系の観点から明らか

とすることを目的とした。また慢性炎症の抑制手段の一つとして、乳酸菌 Lactobacillus 
plantarum OLL2712 株と腸管免疫系との相互作用を明らかにすることで、食品成分による抗炎

症性作用を検討することを目的とした。 
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図 i 腸管免疫系の組織の概要 
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図 ii 腸管免疫系の概要 

腸間膜リンパ節(MLN)は実際には腸管とは離れているリンパ組織であるが、本図では便宜上パイエル板と近い位置

に MLN を置いた。 
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図 ii レチノイン酸の T 細胞への作用 
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第一章 加齢に伴う制御性 T 細胞誘導の低下の

メカニズムの解析 
 
本文の内容は学術論文雑誌として出版する計画があるため交響できない。5 年以内に出版予
定。 
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第二章 乳酸菌 Lactobacillus plantarum 

OLL2712 による腸管免疫系を介した抗炎症作用

のメカニズムの解析 
 
 
 

序 

慢性炎症を抑制する手段として、抗炎症性を発揮する成分の摂取が有効であると考えら
れる。近年、宿主に有益な影響を与える微生物として定義されるプロバイオティクスの持
つ免疫賦活作用が数多く報告され、その作用および作用メカニズムが注目されている。 

乳酸菌 Lactobacillus plantarum OLL2712 株は、骨髄由来 DC および腹腔マクロファージに

対して抗炎症性サイトカイン IL-10 の高い誘導能を持つことで選抜された菌株であり、Ⅱ型糖

尿病モデルである KKAy マウスに L. plantarum OLL2712 株を経口投与することで、血清中の

炎症性サイトカインおよび脂肪組織における炎症性サイトカイン遺伝子発現量が抑制されるこ

とがすでに報告されている[83]。 

DC による IL-10 産生を誘導する乳酸菌株についてはいくつかすでに報告がなされている

が、それらの報告では骨髄や末梢血の細胞から培養により分化させた DC を評価に使用してい

る。しかし、乳酸菌を経口で摂取した際には、PP や LP に存在する DC が管腔内の乳酸菌を取

り込み、MLN へと遊走し、ナイーブ T 細胞へ抗原を提示することで免疫反応を誘導するとい

う一連の反応が生じることが考えられる。腸管では TGF-βや IL-10 が他の組織より豊富に存

在しているため、免疫抑制性の DC が多く存在する。腸管 DC は他の組織の DC と比較してレ

チノイン酸の産生を高効率に行うことで Treg の誘導や IgA 産生をより効率よく行っている

[84]。乳酸菌に対する DC のより正確な反応を評価するには腸管に存在する DC を使用するこ

とが重要であると考えられるにも関わらず、腸管の DC を使用して乳酸菌の IL-10 産生を評価

した報告はこれまで行われていない。 

本研究では、腸管のリンパ組織から DC を精製し、L. plantarum OLL2712 株が DC に与え

る影響について検討を行った。本菌体が抗炎症作用を及ぼす作用メカニズムを解明すること

は、抗炎症性を発揮する食品成分等の開発に貢献すると考えられる。 
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方法 

実験動物 
BALB/c マウスは日本チャールズ・リバー(東京)より購入した。マウスはオートクレーブ

滅菌 (121℃, 20 min) した脱イオン水と餌としてγ線 10 kGy 照射飼料 CE-2 (日本クレア) 
により維持した。全ての動物実験は東京大学動物実験実施規則に則って行った。 
 
培地 
RPMI 培地 

第一章と同様に調製した。 
 
コラゲナーゼ溶液 

第一章と同様に調製した。 
 
PBS (-)溶液 

第一章と同様に調製した。 
 
MACS buffer 

第一章と同様に調製した。 
 
FACS buffer 

第一章と同様に調製した。 
 
MLN 細胞の調製 

第一章と同様の方法で行った。 
 
PP 細胞の調製 

腸管を摘出し、PP を摘出した。摘出した PP 組織をマウス 1 匹あたり 2 mL の 0.5 mg/mL
のコラゲナーゼ溶液に入れ、37℃恒温槽内で 60-90 分撹拌子により撹拌した後、細胞懸濁
液を 70 µm セルストレーター(Corning)により濾過し、遠心 (4℃, 1400 rpm, 5 min) する
ことにより PP 細胞を調製した。 
 
CD11c+ DC の調製 

第一章と同様の方法で行った。 
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L. plantarum OLL2712 の経口投与 
L. plantarum OLL2712 株の加熱死菌体をオートクレーブ滅菌水に 20 mg/mL となるよう

に懸濁した。この乳酸菌懸濁液を 1 mL シリンジ(テルモ) とディスポーザブルフィーディ
ングニードル (エグゼック, 奈良) を使用し、マウスに胃ゾンデにより 1 日に 0.2 mL 強制
経口投与を行った。投与を行う時間は、実験毎に統一し、誤差 4 時間以内となるようにし
た。対照群にはオートクレーブ滅菌水を同様に胃ゾンデにより 1 日 0.2 mL 投与を行った。 
 
微生物菌体 

Lactobacillus plantarum OLL2712、L. amylovorus MEP222812、 L. brevis MEP222815、
L. crispatus MEP222805 および L. plantarum ATCC14917T の加熱殺菌凍結乾燥菌体は株
式会社明治から供与された。細胞との共培養実験に使用する際には PBS に懸濁し、マウス
に経口投与する際にはオートクレーブ滅菌水に懸濁して使用した。 
 
培養 

DC と乳酸菌との共培養においては、1×105 個の DC と乳酸菌(終濃度 10 µg/mL)を 96 
well 平底プレート(Corning) に総液量 200 µL として混合し、37℃ 5% CO2 インキュベー
ター内で培養を行った。遺伝子発現量を測定する実験においては 18 時間培養を行い、上清
中のサイトカインタンパク質を測定する実験においては 24 時間培養を行った。 
DC と T 細胞と乳酸菌との共培養においては、2×104 個の DC、2×105 個の T 細胞、乳酸
菌(終濃度 10 µg/mL)および OVA323-339 残基ペプチド(終濃度 100 µM)を 96well 平底プレ
ートに総量 200µL として混合し、37℃ 5% CO2 インキュベーター内で 72 時間培養を行っ
た。 
 
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)法 
IL-10 測定 

ラット抗マウス IL-10 抗体(JES5-2A5, BD Pharmingen)を一次抗体とし、0.2 M リン酸ナ
トリウム溶液で適切な濃度に希釈した。これを 96well ポリスチレン製マイクロタイタープ
レート(Thermofisher scientific)に 1well あたり 50 µL 添加し 4℃で一晩静置した。PBS-
0.05% Tween で 3 回洗浄した後、10% FCS/PBS を 1well あたり 100 µL 添加し、室温で 1
時間静置した。同様に洗浄した後、10% FCS/PBS で適切な濃度になるように希釈した培養
上清と標準溶液 (当研究室で精製したもの)を 1well に 50 µL 添加し、4℃で一晩または室温
で 2 時間静置した。PBS-0.05% Tween で 5 回洗浄した後、10% FCS/PBS で適切な濃度に
なるように希釈した二次抗体であるビオチン化ラット抗マウス IL-10 抗体(JES5-16E3, BD 
Pharmingen)と HRP 標識ストレプトアビジンを 1well に 50 µL 添加し、室温で 2 時間静置
した。PBS-0.05% Tween で 7 回洗浄後(1 回の洗浄ごとに 30 秒静置した)、TMB Substrate 
Reagent Set (BD OptEIATM)の Substrate Reagent A と Substrate Reagent B を等量混合した
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溶液を 1well に 50 µL 添加し、室温・暗所で 30 分以上静置した。2N H2SO4 を 1well に 20 
µL 添加して酵素反応を停止させ、マイクロプレートリーダーModel 680 (Bio-Rad)により
450 nm (reference 570 nm)で吸光値を測定した。 
MLN DC と L. plantarum OLL2712 の共培養後の上清中 IL-10 タンパク質の測定には
MESO QuikPlex SQ 120 (MESO Scale Diagnostics, Rockville, MD, USA) によるイムノア
ッセイを行い、解析を行った。 
 
qRT-PCR 法 

第一章と同様の方法で行った。以下に使用したプライマーを記載する。 
 
・Gapdh (x=56) 
Forward:  5’- TGT CCG TCG TGG ATC TGA C-3’ 
Reverse:  5’-CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG-3’ 
 
・Il10 
Forward:  5’-CCCAGAAATCAAGGAGCATTTG -3’ 
Reverse:  5’-CATGTATGCTTCTATGCAGTTG -3’ 
 
・Il12a 
Forward:  5’-TGGCTACTAGAGAGACTTCTTCCACAA -3’ 
Reverse:  5’-GCACAGGGTCATCAAAGAC -3’ 
 
・Il12b 
Forward:  5’-AGGTGCGTTCCTCGTAGAGA -3’ 
Reverse:  5’-AAAGCCAACCAAGCAGAAGA -3’ 
 
フローサイトメトリー 

第一章と同様の方法で行った。 
 
Foxp3 染色 

第一章と同様の方法で行った。 
 
統計処理 

2 群間の検定は Student の t 検定により行った。対照群との 2 群間の比較を複数回行う際
の検定は Dunnett の検定により行った。3 群以上の群間比較は Turkey の HSD test により
検定を行った。p<0.05 以下を有意な差とした。 
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結果 

 
L. plantarum OLL2712 の腸管免疫細胞に対する IL-10 産生誘導能 

まず、L. plantarum OLL2712 が腸管の免疫細胞に対して IL-10 産生を誘導するかを検討
した。BALB/c マウスの MLN 細胞および PP 細胞を調製し、それぞれを L. plantarum 
OLL2712 加熱死菌体の存在下で培養した。培養後の細胞における IL-10 遺伝子発現量と、
上清中の IL-10 タンパク質量をそれぞれ qPCR および ELISA 法で解析した。その結果、乳
酸菌無添加と比較して、乳酸菌を添加した MLN 細胞および PP 細胞において IL-10 遺伝子
発現の増加が観察された(データ不掲載)。また、乳酸菌を添加することで培養上清中の IL-
10 タンパク質量が増加した(図 2-1)。 
 
 
L. plantarum OLL2712 の腸管 DC に対する IL-10 産生誘導能 

過去の報告から L. plantarum OLL2712 は骨髄由来 DC による IL-10 産生誘導能が高いこ
とが知られている。また、当乳酸菌を経口的に摂取した際には腸管に到達し、免疫細胞に認
識される可能性が高いと考えられる。管腔内の抗原は PP 表面上の M 細胞を介して PP 内
の DC に取り込まれるか、腸管上皮のタイトジャンクション間から樹状突起を伸ばし、直
接管腔内の抗原を捕捉する DC によって取り込まれると考えられる。そこで続いて、当該
乳酸菌が腸管 DC における IL-10 産生を誘導するかを検討した。 

BALB/c マウスの MLN および PP から MACS 法により CD11c+ 細胞を精製し、L. 
plantarum OLL2712 加熱死菌体の存在下で 18 時間培養後、IL-10 mRNA 発現量を qPCR
法により解析した。その結果、PP DC および MLN DC において、L. plantarum OLL2712
を添加することにより有意に IL-10 遺伝子発現量が増加した (図 2-2)。また IL-10 遺伝子
発現量は L. plantarum OLL2712 の濃度依存的に増加する傾向が観察された (図 2-2)。さら
に BALB/c マウス由来の MLN DC および PP DC と L. plantarum OLL2712 加熱死菌体を
共培養し、72 時間後の培養上清中の IL-10 タンパク質産生量を ELISA 法または高感度イム
ノアッセイにより解析した。その結果、L. plantarum OLL2712 の添加により MLN DC お
よび PP DC における IL-10 産生量の有意な増加が見られた (図 2-3)。 
 
L. plantarum OLL2712 の腸管 DC に対するサイトカイン産生誘導の他菌株との比較 
 乳酸菌の免疫細胞に対する抗炎症作用を評価する際、抗炎症性サイトカインである IL-10
と、Th1 型の反応を誘導する IL-12 との産生誘導バランスをひとつの指標として用いられ
ることが多い。そこで、L. plantarum OLL2712 の腸管 DC に対する IL-10 および IL-12 の
遺伝子発現を他の菌株と比較した。比較対象として、L. amylovorus MEP222812, L. brevis 
MEP222815, L. crispatus MEP222805, および L. plantarum ATCC14917T の 4 株を使用し
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た。その結果、IL-10 遺伝子発現については MLN DC では L. plantarum OLL2712 を添加
した細胞で他の菌株と比較して有意に遺伝子発現が高かった(図 2-4)。PP DC においては、
L. plantarum OLL2712 および L. plantarum の標準株である L. plantarum ATCC14917T に
おいて、IL-10 遺伝子の高発現が観察された(図 2-4)。その一方で、L. plantarum OLL2712
は Il12a (IL-12p35)および Il12b (IL-12p40)の発現レベルは他の菌株と比較して高くなかっ
た(図 2-5)。PP DC においては、Il12a の発現レベルは他の菌株と比較して高くなかった(図
2-5) 一方で、Il12b の発現レベルについては L. amylovorus MEP222812 および L. brevis 
MEP222815 より高い結果となった(図 2-5)。これらの結果を総じて判断すると、L. 
plantarum OLL2712 は IL-12 産生と比較して IL-10 産生を誘導する能力が高いことが示唆
された。 
 
L. plantarum OLL2712 の経口投与による IL-10 産生誘導効果 

上述の in vitro の実験結果から、L. plantarum OLL2712 の腸管 DC に対する IL-10 産生
誘導効果が示唆された。続いて L. plantarum OLL2712 を経口投与することにより、腸管
DC の IL-10 産生誘導効果があるかを検討した。BALB/c マウスに、オートクレーブ滅菌し
た脱イオン水に懸濁した L. plantarum OLL2712 加熱死菌体を 1 日 4 mg 胃ゾンデにより強
制経口投与を 6 日間行った。対照群には同量のオートクレーブ滅菌した脱イオン水を経口
投与した。実験スケジュールを図 2-6A に示す。6 回目の投与終了後、PP および MLN から
CD11c+ 細胞を MACS 法により精製し、IL-10 遺伝子発現量を解析した。その結果、L. 
plantarum OLL2712 を経口投与した群では対照群と比較して MLN DC において IL-10 遺
伝子発現レベルが増加しているのが観察された(図 2-6B)。 
 L. plantarum OLL2712 の経口投与後、PP DC は MLN へ遊走を開始するため、6 日目に
は IL-10 遺伝子発現レベルの増加がみられなかった可能性が考えられた。そこで、L. 
plantarum OLL2712 を 1 回経口投与し、投与から 12 時間後の PP DC における IL-10 遺伝
子発現を解析した。その結果、対照群と比較して乳酸菌を投与した群では PP DC における
IL-10 遺伝子発現が増加していることが観察された(図 2-7)。 
 IL-10 は Treg の分化誘導する因子のひとつであるため、当乳酸菌の経口投与後 Treg 誘
導が行われる可能性について検討した。経口投与期間終了後、MLN、PP 細胞における CD4+ 
T 細胞中の Foxp3 発現レベルをフローサイトメトリーにより解析した。しかしながら、い
ずれの臓器についても Foxp3 発現レベルの増加は見られなかった(図 2-8)。 
 
L. plantarum OLL2712 の DC-T 細胞共培養系における IL-10 産生誘導能の検討 

DC は T 細胞との相互作用により、T 細胞の分化や免疫反応を方向付けると考えられる。
そこで、DC と T 細胞の共培養系において L. plantarum OLL2712 の添加により T 細胞の
IL-10 産生能が変化するかを検討した。BALB/c マウス由来 MLN DC と、DO11.10 マウス
由来の SPL CD4+ T 細胞を L. plantarum OLL2712 の存在下で OVA ペプチドにより刺激し
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て共培養し、72 時間後の培養上清中の IL-10 タンパク質量を解析した。その結果、乳酸菌
無添加と比較して、L. plantarum OLL2712 の添加により上清中の IL-10 タンパク質量の増
加が観察された(図 2-9)。 
  



22 
 

考察 

 
第二章では、L. plantarum OLL2712 が腸管 DC に対して IL-10 産生を誘導することを示

し、本乳酸菌の経口投与により実際に腸管免疫系に作用することを観察した。また T 細胞
による IL-10 産生を促進することを示した。 
 
 これまでにいくつかの乳酸菌株が DC に対して IL-10 産生を誘導することが報告されて
いる。Ratajczak らは、L. casei ATCC393 がヒト血中単球由来 DC に対して IL-10 および
IL-12 の産生を増加したことを報告している[85]。Konstantinov らは L. acidophilus NCFM
が単球由来 DC の IL-10 産生を誘導したことを報告した[86]。Gad らによると L. salivarius 
Ls-33 と Bifidobacterium infantis 35624 が末梢血単球由来 DC に対して IL-12p70 と比較し
て IL-10 を高産生したことを示している[87]。松崎らは Leuconostoc mesenteroides strain 
NTM048 がマウス骨髄由来 DC の IL-10 遺伝子発現を増強したことを報告している[88]。
これらの報告では、DC の前駆体である単球を GM-CSF と IL-4 の存在下で培養することで
DC を誘導して使用している[89]。しかしながら、DC の生成や成熟は多くの因子に左右さ
れている[90]。過去の研究では、DC の前駆体は TLR リガンドやレチノイン酸の刺激を受
けて成熟することが報告されている[91,92]。腸管 DC は他の組織の DC と比較して特徴的
な性質を有していることが報告されている[93]。経口的に摂取されるであろう乳酸菌の IL-
10 産生誘導能を評価する上で、培養によって得られた DC を使用せず、腸管の DC を使用
して IL-10 産生能を評価した報告は少なく、本研究の特徴的な点であると言える。 
 
 乳酸菌は免疫細胞に対して様々なサイトカイン産生を誘導し得る。Th1 反応を誘導する
サイトカインである IL-12 と抗炎症性サイトカインである IL-10 との産生誘導を比較する
ことは、乳酸菌の抗炎症性を評価する上で一つの指標となることが報告されている[94]。本
研究では L. plantarum OLL2712 が IL-12 を強く誘導しない一方で IL-10 産生を強く誘導
し、このことは腸管における抗炎症性を示唆している。利光らによると、L. plantarum 
OLL2712 は TLR2KO マウス由来の骨髄由来 DC に対しては IL-10 産生を誘導しなかった
ことが報告されている[95]。このことから TLR2 の代表的なリガンドである細胞壁成分が
IL-10 産生誘導に関わっている可能性が考えられる。細胞壁構成成分のひとつとして知られ
るテイコ酸は IL-10 産生を誘導することが報告されていることから[94]、L. plantarum 
OLL2712 の細胞壁に含まれるテイコ酸が腸管 DC の TLR2 を刺激し、IL-10 産生を誘導し
たことが示唆される[95]。 
 
 PP や粘膜固有層の DC が管腔内の抗原を捕捉した後、MLN などのリンパ節へ遊走し、
T 細胞へ抗原提示することが知られている[96]。それゆえ経口的に摂取された L. plantarum 
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OLL2712 は T 細胞の機能に影響を及ぼす可能性が考えられた。L. plantarum OLL2712 を
DC と T 細胞の共培養系に添加することで、抗原特異的 T 細胞の反応において IL-10 産生
が促進された。この培養系では、DO11.10 マウス由来の T 細胞は OVA 特異的であり、抗
原提示された乳酸菌に対しては反応しないと考えられる。培養上清中の IL-10 は DC と T
細胞の両方が産生したものが含まれているが、OVA の濃度依存的に IL-10 が増加したこと
を考慮すると、L. plantarum OLL2712 は T 細胞の機能にも何らかの形で影響を及ぼしてい
ることが示唆される。乳酸菌は DC を介して T 細胞による IL-10 産生の促進が行われたと
考えるのが自然であるが、乳酸菌が直接 T 細胞を刺激した可能性や、抗原提示により活性
化した T 細胞がさらに DC の機能に影響を与えた可能性は否定できない。例えば TLR は微
生物成分のセンサーとして自然免疫系の細胞にその発現が多く認められるが、近年 T 細胞
にも TLR が発現していることが報告され[97]、T 細胞レセプターと TLR2 の共刺激により
IL-10 産生を誘導することが報告されている[98]。過去の報告によると、IL-10 を産生する
CD4+ T 細胞は少なくとも Foxp3+である Treg と Foxp3-である Tr1 (type 1 regulatory T) 細
胞の 2 種類に分かれる[99]。本研究において本乳酸菌の Treg 誘導能を検討したが、乳酸菌
による Foxp3+ Treg の有意な誘導は観察されなかった。このことから、L. plantarum 
OLL2712 は Tr1 細胞を誘導して IL-10 産生を促進していると考えられる。Tr1 細胞の分化
を誘導する因子として、IL-10 および IL-27 が報告されている[100,101]。本研究の結果か
ら、L. plantarum OLL2712 は DC の IL-10 産生を促進し、増加した IL-10 により Tr1 細胞
が誘導されたことが示唆された。本乳酸菌が DC や他の細胞による IL-27 を誘導するかに
ついてもさらなる検討が必要である。 
 
 共培養の実験の結果と一致して、乳酸菌の 6 日間の経口投与は MLN DC における IL-10
産生を促進した。この結果から L. plantarum OLL2712 の摂取によって、MLN へ遊走する
DC に影響が及ぼされたことが示唆された。しかしながら、6 日間の経口投与は PP DC に
おいて IL-10 遺伝子発現を増強しなかった。その一方で投与 12 時間後において PP DC で
の IL-10 遺伝子発現増加が観察された。Macpherson らの研究から経口的に投与された共生
菌 Enterobacter cloacae が 5 時間の時点では MLN でほとんど検出されなかった一方で 12
時間後には共生菌を運ぶ DC が MLN で多数検出されたことが報告されている[102]ことか
ら、12 時間の時点で L. plantarum OLL2712 は PP DC を活性化し、MLN への遊走を促し
ていると考えられる。DC が遊走したあとには、新たな DC や DC 前駆体が PP へと供給さ
れると考えられるが、DC の供給と、PP から遊走によって出ていく DC のバランスが遊走
に偏ることで、結果的に PP での IL-10 遺伝子発現増強を検出することが難しくなった可能
性が考えられる。過去の研究から PP における CD11b+DC が IL-10 を高産生することが報
告されている[103]。CD11b+の遊走性の DC が MLN における IL-10 遺伝子発現増強に関
与しているかもしれない。 
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本菌株は、骨髄 DC や腹腔マクロファージの IL-10 産生を高く誘導する菌株としてスク
リーニングされた菌株であり、糖尿病モデルマウスである KKAy マウスに経口投与するこ
とにより、血清中の炎症性サイトカインや、トリグリセリドの減少といった炎症・代謝パラ
メーターの改善作用が報告されている[83,104]。しかしながら、この in vivo のモデルにお
いて IL-10 産生誘導効果は検出されなかった。可能性のひとつとして、肥満に伴う炎症の発
症により、炎症に対抗するために IL-10 レベルが増加し[105]、結果として乳酸菌による IL-
10 増強効果が観察されなかったことが考えられる。本研究において、炎症性ではない定常
状態のマウスを使用して in vivo の実験系で IL-10 遺伝子増強効果を示したことは、KKAｙ
マウスを用いた過去の研究においても、L. plantarum OLL2712 が腸管 DC の IL-10 産生を
増強していたことを示唆する。 
 
 本研究の乳酸菌 L. plantarum OLL2712 の経口投与実験において、比較対照群として水を
投与した群を設定した。複数の乳酸菌株を比較した共培養の実験結果から、乳酸菌が腸管の
DC と直接相互作用する場合においては本菌株が他の菌株と比較して IL-10 産生誘導能が
高いことを示したが、経口的に摂取された場合において他の菌株と比較して IL-10 産生誘
導能が高いかは厳密に示せていない。共培養の実験結果から、乳酸菌が DC と直接相互作
用する場合は本菌株がより IL-10 の産生を誘導できると予想されるが、たとえば腸管上皮
細胞に最初に認識され、腸管上皮細胞と PP DC との相互作用により PP DC の IL-10 産生
能が上昇した可能性も考えられ、その場合、乳酸菌株と腸管上皮細胞との反応について検
討・比較する必要があると考えられる。引き続き、乳酸菌が腸管免疫系に認識される過程に
ついて明らかにすることが必要であると考えられる。 
 
 第二章において、マウス由来の MLN および PP DC を使用して乳酸菌 L. plantarum 
OLL2712 が DC に対する IL-10 産生誘導能を有することを示した。第二章のまとめを図 2-
10 に示した。この結果は、乳酸菌などの食品成分を利用することで炎症状態を改善できる
可能性を示している。乳酸菌が IL-10 を誘導するメカニズムをより詳細に明らかにするこ
とで、炎症を予防・治療できる食品成分の開発等に応用できると考えられる。 
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図 2-1  L. plantarum OLL2712 の腸管免疫細胞に対する IL-10 産生誘導 

BALB/c 若齢マウスより MLN 細胞, PP 細胞を調製した。各細胞(1×106 個)と L. plantarum OLL2712 菌体 (終

濃度 1 µg/mL, 10 µg/mL, 100 µg/mL) を共培養した。本実験にはマウスを 2 匹使用し、細胞をプールして使用し

た。72 時間後の培養上清中の IL-10 タンパク質量を ELISA 法により定量した。培養は 3 well 行い、各 well の値

の平均値±SD を示した。測定限界以下であった well の値は除外して算出した。本実験は 2 回行い、代表的な結

果を示した。有意差検定は Dunnett の検定で行い、乳酸菌無添加条件と各濃度の乳酸菌添加条件とを比較した。

(p**<0.01) 
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図 2-2  L. plantarum OLL2712 の腸管 DC に対する IL-10 遺伝子発現誘導 

BALB/c 若齢マウスより MLN 細胞, PP 細胞を調製した。得られた細胞から MACS 法により CD11c+ 細胞を精

製し、それぞれ MLN DC, PP DC として用いた。各 DC (1×105 個)と L. plantarum OLL2712 菌体 (終濃度 1 µg/mL, 

10 µg/mL, 100 µg/mL) を 18 時間共培養した。本実験にはマウスを 11 匹使用し、細胞をプールして使用した。培

養は各条件 2 well で行い、培養後は 2 well の細胞をプールした。各条件における IL-10 遺伝子相対発現量を測定し

た。この実験を 3 回行い、代表的な実験における MLN DC 乳酸菌無添加条件の IL-10 遺伝子発現量を 1 とし、実

験 3 回分の値を算出し、平均±SD を示した。有意差検定は Dunnett の検定で行い、各 DC の乳酸菌無添加と、各

濃度の乳酸菌添加条件とを比較した。(p*<0.05, p**<0.01) 
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図 2-3  L. plantarum OLL2712 の腸管 DC に対する IL-10 産生誘導 

BALB/c 若齢マウスより MLN 細胞, PP 細胞を調製した。得られた細胞から MACS 法により CD11c+ 細胞を精

製し、それぞれ MLN DC, PP DC として用いた。各 DC (2×105 個)と L. plantarum OLL2712 菌体 (終濃度 1 

µg/mL, 10 µg/mL, 100 µg/mL) を共培養した。本実験にはマウスを 17 匹使用し、細胞はプールして使用した。培

養は各条件 3 well ずつ行った。72 時間後の培養上清中の IL-10 タンパク質量を ELISA 法またはイムノアッセイに

より定量した。各 well における値を算出し、平均値±SD を示した。本実験を 2 回行い、代表的な結果を示した。

有意差検定は Dunnett の検定で行い、各 DC の乳酸菌無添加と、各濃度の乳酸菌添加条件とを比較した。(p**<0.01) 
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図 2-4  L. plantarum OLL2712 の腸管 DC に対する IL-10 遺伝子発現誘導の他菌株との比較 

BALB/c 若齢マウスより MLN 細胞, PP 細胞から MACS 法により CD11c+ 細胞を精製し、それぞれ MLN DC, 

PP DC として用いた。各 DC (1×105 個)と各乳酸菌 (終濃度 10 µg/mL) を 18 時間共培養した。各条件における

IL-10 遺伝子相対発現量を測定した。本実験にはマウスを 20 匹使用し、細胞はプールして使用した。培養は各条件

6 well 行い、培養後は 2 well をプールしたものを 3 つ作製した。MLN DC における乳酸菌無添加条件の平均値を 1

とし、各条件の IL-10 遺伝子相対発現量を平均±SD で示した。本実験は 2 回行い、代表的な実験を示した。有意差

検定は Tukey の HSD 検定で行い、p<0.05 を有意差ありとし、異なるアルファベットで示した。 
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図 2-5  L. plantarum OLL2712 の腸管 DC に対する IL-12 遺伝子発現誘導の他菌株との比較 

BALB/c 若齢マウスより MLN 細胞, PP 細胞から MACS 法により CD11c+ 細胞を精製し、それぞれ MLN DC, 

PP DC として用いた。各 DC (1×105 個)と各乳酸菌 (終濃度 10 µg/mL) を 18 時間共培養した。各条件におけ

る IL-12p35 (Il12a)および IL-12p40 (Il12b)遺伝子の相対発現量を測定した。本実験にはマウスを 20 匹使用し、

細胞はプールして使用した。培養は各条件 6 well 行い、培養後は 2 well をプールしたものを 3 つ作製した。各遺

伝子における MLN DC の乳酸菌無添加条件の平均値を 1 とし、各条件の各遺伝子相対発現量を平均±SD で示

した。本実験は 2 回行い、代表的な実験を示した。有意差検定は Tukey の HSD 検定で行い、p<0.05 を有意差あ

りとし、異なるアルファベットで示した。 
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図 2-6  L. plantarum OLL2712 の経口投与 6 日後における腸管 DC の IL-10 遺伝子発現量 

(A)BALB/c マウスを対照群、乳酸菌投与群 (各群 3-6 匹)に分け、乳酸菌投与群には L. plantarum OLL2712 の

凍結乾燥菌体をオートクレーブした脱イオン水で希釈した菌体懸濁液 (10 mg/mL) を胃ゾンデによる経口投与に

より 1 日 200 μL 投与した。これと並行し、対照群にはオートクレーブ脱イオン水を 1 日 200 μL 投与した。6 日

目の投与から 4 時間後、MLN および PP 細胞を調製した。(B)乳酸菌を投与したマウスから MLN および PP 細胞

を調製し、MACS 法により CD11c+細胞を精製し、それぞれ MLN DC、PP DC として扱った。 各マウスから得ら

れた細胞をプールして使用した。各細胞から抽出した Total RNA から cDNA を調製し、qPCR 法により IL-10 遺伝

子の相対発現量を測定した。本実験を 3 回行い、対照群の MLN DC における IL-10 相対遺伝子発現量の平均を 1

とし、各群の相対遺伝子発現量を求め、平均±SD で示した。有意差検定は Student の t 検定で行った(*p<0.05)。 

A 

B 
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図 2-7  L. plantarum OLL2712 の経口投与 12 時間後における PP DC の IL-10 遺伝子発現量 

BALB/c マウスを対照群、乳酸菌投与群に分け(n=6)、乳酸菌投与群には L. plantarum OLL2712 の凍結乾燥菌体

をオートクレーブ滅菌脱イオン水で希釈した菌体懸濁液 (10 mg/mL) を胃ゾンデによる経口投与により 200 μL

投与した。対照群にはオートクレーブ滅菌脱イオン水を 200 μL 投与した。投与から 12 時間後 PP DC を調製し、

細胞から抽出した Total RNA から cDNA を調製し、qPCR 法により遺伝子の相対発現量を測定した。各マウスにお

ける遺伝子発現量を求め、対照群の平均を 1 とし、乳酸菌投与群の IL-10 遺伝子相対発現量を求めた。本実験は 2

回行い、代表的な結果を示した。有意差検定は Student の t 検定で行った(*p<0.05)。 



32 
 

  

図 2-8  L. plantarum OLL2712 の経口投与 6 日後の MLN および PP における Fosp3+細胞の割合 

図 2-6A のスケジュールに従い乳酸菌および脱イオン水を投与したマウスから MLN および PP 細胞を調製し、そ

れぞれにおける Foxp3+CD4+細胞の割合をフローサイトメトリーにより解析した。本実験は 2 回行い、代表的な結

果を示した。各マウスの値の平均±SD を示した。 
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図 2-9  L. plantarum OLL2712 の DC-T 細胞共培養系における IL-10 産生量誘導 

BALB/c 若齢マウスより MLNDC, PP DC を調製した。DO11.10 マウスの脾臓細胞から CD4+ T 細胞を調製し

た。各 DC(2×104 個)と CD4+ T 細胞(2×105 個)を L. plantarum OLL2712 菌体 (終濃度 1 µg/mL, 10 µg/mL) お

よび OVA ペプチド(終濃度 10 nM, 100nM)の存在下で共培養した。72 時間後の培養上清中のタンパク質量を ELISA

法により定量した。本実験には BALB/c マウス 8 匹、DO11.10 マウス 2 匹を使用し、得られた細胞をプールして使

用した。培養は各条件 3 well ずつ行い、各 well の値を算出し、平均±SD を示した。検出限界以下を示した well の

値は除外した。3 well とも検出限界以下を示した条件に N. D.を示した。有意差検定は、OVAp の濃度ごとに Dunnett

の検定で行い、乳酸菌無添加の条件と乳酸菌添加の各濃度とをそれぞれ比較した(*p<0.05, **p<0.01)。ただし、比

較する条件の中に 3 well とも測定値を算出できなかった条件がある場合には検定を行わなかった。本実験は 2 回行

い、代表的な結果を示した。 
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図 2-10 第二章のまとめ 

乳酸菌 Lactobacillus plantarum OLL2712 は腸管 DC に対して IL-10 産生を強く誘導した。また本乳酸菌が経口

的に摂取された場合、パイエル板 DC により認識され IL-10 産生を増強し、MLN への移動を伴い MLN DC におけ

る IL-10 産生を増強する。その一方で本乳酸菌が T 細胞における IL-10 産生を増強する可能性が示された。 
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総合討論 
 
本文の内容は学術論文雑誌として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に出版予
定。 
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背景と目的 

 慢性炎症は様々な生体の異常と密接な関係があることが報告されている。例えば、加齢に伴い

全身で慢性炎症状態になることが報告されており、慢性炎症は加齢性疾患の原因となりうる。慢

性炎症が生じるメカニズムや、抑制する手段を明らかにすることは、加齢誘発性慢性炎症のみな

らず生活習慣病の改善にも寄与する可能性がある。 

免疫組織は全身のいたるところに存在するが、特に腸管では全身の 60%以上の免疫細胞が集

積し、人体最大の免疫器官と言われる。腸管は常に外界から摂取されたものに曝され、食物や無

害なものに対しては免疫反応を起こさず、有害な物質や病原体に対してのみ免疫反応を起こす

高度な仕組みを発達させている。そのために腸管免疫系には特徴的な炎症抑制機構が存在し、そ

の機能不全が慢性炎症の亢進にはたらく一方で、その抑制機構を利用して炎症を抑制すること

ができると考えられる。 

 そこで本研究では、加齢に伴う慢性炎症の生じるメカニズムを腸管免疫系の観点から明らか

とすることを目的とした。また慢性炎症の抑制手段の一つとして、乳酸菌 Lactobacillus 
plantarum OLL2712 株と腸管免疫系との相互作用を明らかにすることで、食品成分による抗炎

症性作用を検討することを目的とした。 
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第一章 加齢に伴う制御性 T 細胞分化誘導の低下メカニズムの解析 

 腸管免疫系における重要な炎症抑制機構のひとつに過剰な免疫応答を抑制する制御性 T 細胞 

(regulatory T cell; Treg) の誘導が挙げられる。加齢に伴い Treg の分化誘導は低下することが報

告されているが、腸管免疫系における Treg 誘導に関する加齢の影響についてはこれまで報告さ

れていない。当研究室の過去の研究から、卵白アルブミン (ovalbumin; OVA) 特異的 T 細胞レ

セプターを有するトランスジェニックマウス RAG2KO/DO11.10 マウスに OVA を含有する食

餌 (卵白食) を 7 日間自由摂食させることで、腸間膜リンパ節 (mesenteric lymph node; MLN) 

において OVA 特異的な Treg を誘導できることを報告済みである。本研究では、この実験系を

用いて経口抗原の投与による Treg 誘導における加齢の影響を検討した。RAG2KO/DO11.10 マ

ウスの若齢および加齢マウスに卵白食を 7 日間自由摂食させ、MLN における Treg の割合を測

定したところ、加齢マウスにおいて Treg の誘導が低下していることが観察された。 

腸管免疫系において樹状細胞 (dendritic cell; DC) は Treg の分化を誘導する主要な細胞の一

つである。Treg の分化誘導を促進する方法の一つに、ビタミン A 代謝産物であるレチノイン酸

を産生することが挙げられる。加齢に伴い、DC のレチノイン酸産生能が低下することで Treg

誘導が減少する可能性が考えられた。 

そこで若齢 BALB/c マウスおよび加齢マウスの MLN DC に発現するレチノイン酸合成酵素 

(retinaldehyde dehydrogenase 2; RALDH2) の mRNA 発現量を測定したところ、若齢マウスと

比較して、加齢マウスにおいてその発現量が低下していることが確認された。 

当研究室の研究から MLN DC は表面分子として発現する CD11b、CD103 および PD-L1 に

より 4 つのサブセットに分けられることを明らかとしており、その中でも CD11b-CD103+PD-

L1high サブセットにおいて RALDH2 の mRNA 相対発現量および酵素活性が高いことが明らかと

なっている。そこで加齢により MLN DC 中の 4 つのサブセットの割合および酵素活性に変化が

あるかを調べた。その結果若齢マウスと比較して加齢マウスにおいて CD11b-CD103+PD-L1high

サブセットの割合および酵素活性の低下が見られた。よって加齢に伴い MLN DC によるレチノ

イン酸産生能が低下していることが考えられた。 

次に、加齢に伴い、MLN DC のレチノイン酸産生能が低下していることを、その影響をより

観察しやすい in vitro の実験系を用いて検討した。若齢マウスおよび加齢マウス由来の MLN DC

と OVA 特異的 T 細胞を抗原の存在下で共培養し、Treg の分化を誘導する能力に変化があるか

を検討した。その結果、若齢マウス由来の MLN DC と比較して、加齢マウス由来の MLN DC

と共培養した T 細胞では誘導された Treg の割合が低いことが観察された。このことから、in 
vitro の結果からも加齢に伴い MLN DC のレチノイン酸産生能が低下していることが示唆され

た。 

近年、遺伝子のエピジェネティックな変化によりその発現が調節されることが報告されてい

る。そこで、加齢に伴い RALDH2 遺伝子プロモーター領域に存在する CpG アイランド領域が

メチル化されることにより遺伝子発現が抑制される可能性を検討した。若齢および加齢マウス
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由来の MLN DC を精製し、RALDH2 遺伝子プロモーター領域における CpG アイランド領域の

メチル化度を解析した。その結果、若齢マウスと比較して加齢マウス由来 MLN DC の RALDH2

遺伝子プロモーター領域では CpG 配列のメチル化が有意に亢進していることが明らかとなっ

た。この結果から、加齢に伴うエピジェネティックな遺伝子発現抑制により、MLN DC におけ

るレチノイン酸産生が低下している可能性が示された。 

加齢に伴う Treg 誘導の低下が、レチノイン酸産生の低下に起因するかを検討するために、経

口抗原摂取による Treg 誘導の実験系において、レチノイン酸を投与することによる影響を検討

した。RAG2KO/DO11.10 の加齢マウスに 7 日間卵白食を自由摂食させ、同期間 Dimethyl 

sulfoxide (DMSO)に溶解させたレチノイン酸の腹腔内投与を 1 日 1 回行った。対照群には

DMSO のみの腹腔内投与を行った。その結果、対照群と比較してレチノイン酸を投与した群に

おいて、MLN 内の Treg の割合が増加する傾向が観察された。このことから、加齢に伴う Treg

誘導の低下がレチノイン酸産生の低下によるものである可能性が示唆された。 

以上から、加齢に伴い腸管免疫系における炎症抑制機構の重要な担い手である Treg を分化さ

せる機能が低下していることが示唆され、このことが慢性炎症につながる可能性が考えられる。

その原因として MLN DC の RALDH2 遺伝子プロモーター領域がメチル化されていることによ

り、その発現が抑制され、レチノイン酸産生能が低下する可能性が示された。 

 

第二章 乳酸菌 Lactobacillus plantarum OLL2712 による腸管免疫系を介した抗炎症作用のメカ

ニズムの解析 

 慢性炎症状態を抑制する手段の一つとして、抗炎症作用のある成分の摂取が考えられる。特に

生体に有益な影響を及ぼす微生物であるプロバイオティクスは免疫賦活作用が多く報告されて

おり、その作用が注目されている。乳酸菌 Lactobacillus plantarum OLL2712 株は、骨髄由来 DC

および腹腔マクロファージに対して抗炎症性サイトカイン interleukin(IL)-10 の高い誘導能を持

つことで選抜された菌株であり、2 型糖尿病モデルである KKAy マウスに L. plantarum OLL2712

株を経口投与することで、血清中の炎症性サイトカインおよび脂肪組織における炎症性サイト

カイン遺伝子発現量が抑制されることがすでに報告されている。本菌体が抗炎症作用を及ぼす

作用メカニズムを解明することは、抗炎症性を発揮する食品成分等の開発に貢献すると考えら

れる。乳酸菌等の食品成分は経口的に摂取されることから、腸管免疫系に作用することが考えら

れる。しかしながら、腸管の細胞を採取し、直接的に乳酸菌の作用を調べた報告は多くなく、特

に本菌株の特徴でもある IL-10 の産生誘導能を調べた例は報告がない。本研究では、L. plantarum 

OLL2712 株の腸管免疫系、特に免疫反応の方向性を左右する DC に及ぼす影響について検討し

た。 

まず本菌体の腸管 DC への作用について検討した。BALB/c マウスから MLN DC およびパイ

エル板 (Peyer’s patch; PP) DC を精製し、L. plantarum OLL2712 株と共培養したのち IL-10 遺

伝子発現量と上清中に含まれる IL-10 タンパク質量をそれぞれ測定した。その結果、乳酸菌無添

加と比較して、L. plantarum OLL2712 株と共培養した MLN DC および PP DC の両方において
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IL-10 遺伝子相対発現量および IL-10 タンパク質が増加することが観察された。これらの結果か

ら、L. plantarum OLL2712 株は腸管 DC に作用して IL-10 産生を誘導することが示唆された。 

そこで同株の経口投与による腸管免疫系における効果を検討した。その結果、L. plantarum 

OLL2712 株を投与したマウスでは対照群と比較して 12 時間後には PP DC で、6 日間投与した

マウスでは MLN DC で IL-10 遺伝子相対発現量が増加していた。これらの結果から、L. 
plantarum OLL2712 株が生体に対して腸管 DC の IL-10 産生を誘導し、抗炎症性の作用を及ぼ

す可能性が示された。 

以上の結果から、腸管免疫系との相互作用が示唆され、L. plantarum OLL2712 株が腸管免疫

系を介して抗炎症性作用を示す可能性が示された。 

 

総括 

本研究では、腸管免疫系に着目し、慢性炎症に対する寄与について明らかとすることを目的と

した。第一章では、加齢に伴う慢性炎症発症の原因として、Treg 誘導能の変化を検討した。経

口抗原摂取による Treg 誘導モデルを用いて検討した結果、加齢に伴い抗原に対する Treg の誘

導が低下していることが示唆された。経口抗原に対する Treg 誘導には腸管 DC の寄与が大きい

ため、続いて MLN DC の変化を検討した。MLN DC はビタミン A 代謝産物であるレチノイン

酸の合成を介して Treg の誘導を促進することが報告されているため、その合成酵素である

RALDH2 に着目した。その結果、加齢マウスの MLN DC では RALDH2 遺伝子発現が顕著に低

下していた。その原因として、すでに Treg 誘導能が高いことが明らかとなっている MLN DC

のサブセットの割合が減少していること、RALDH2 酵素活性が低下していることが明らかとな

った。さらに加齢マウスの MLN DC では RALDH2 遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化

が亢進されており、このエピジェネティックな遺伝子発現抑制の影響を受けていることが示唆

された。 

第二章では、慢性炎症を抑制する食品成分の候補の一つとして、抗炎症性サイトカイン IL-10

の産生を誘導することが報告されている乳酸菌 L. plantarum OLL2712 株の腸管免疫系への影響

を検討した。通常の BALB/c マウスに本菌体を経口投与することで MLN DC の IL-10 遺伝子発

現が増加したことから、本菌体が慢性炎症抑制に機能する食品成分として活用できる可能性が

示された。 

これらの結果から、腸管免疫系の免疫抑制機構を担う細胞の一つである MLN DC の機能低下

が加齢における慢性炎症の原因となる可能性が考えられる。MLN DC の機能低下を食品成分等

で改善することで QOL や健康寿命の改善につながる可能性がある。 
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