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要旨  

 

腸内細菌叢は宿主の免疫系と密接に関わっており、その異常は腸炎をはじめ全身性の

様々な疾患に繋がることが指摘されている。当研究室の先行研究によって、腸管に存

在する核酸が細胞質内核酸センサーを介して IRF3を活性化することで腸炎を抑制す

ることが判明していたが、細胞外の核酸が細胞質内へ輸送される機構は不明であった。

本研究では、腸管において細胞外核酸の取り込みに関与する可能性がある分子として

サーファクタントプロテイン D（SP-D）に着目し、SP-D遺伝子欠損マウスの解析を

行った。その結果、胆嚢由来の SP-Dが特定の腸内細菌の増殖を制御することで大腸

の恒常性維持に重要な役割を果たすことを明らかにした。 
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1. 腸管の核酸認識経路の活性化に SP-Dが与える影響  

1.1 序文  
 

	 生体は様々な病原体に晒されているが、免疫系がそれらを「非自己」として認識し

て排除することで、生体の恒常性が維持されている。脊椎動物の免疫系は、自然免疫

系と適応免疫系の異なる 2つのシステムに大別されることが知られており、両応答系

が連携することによって多様な病原体に対して迅速かつ効果的に免疫応答を活性化

することができる 1。マクロファージや樹状細胞といった免疫細胞は、病原体に共通

する特徴的な構造（pathogen-associated molecular patterns, PAMPs）をパターン認識受

容体（pattern recognition receptors, PRRs）を介して認識することで活性化され、IL-6

や TNFαといった炎症性サイトカインやⅠ型インターフェロン（Ⅰ型 IFN）などの遺

伝子発現の誘導によって、感染等の初期応答に重要な役割を果たす 2。また、この PRR

経路の活性化はサイトカイン産生とともに樹状細胞の成熟化を誘導することによっ

て、T 細胞や B 細胞等の適応免疫系の活性化をも引き起こす 3–5。さらに、活性化し

た適応免疫系は病原体に特異的な分子構造を認識し、病原体や宿主の感染細胞をより

特異的に攻撃するだけでなく、自然免疫系をさらに増強し、両免疫系の連携によって

病原体を効果的に排除する 6。このように、自然免疫系と適応免疫系は、緻密なネッ

トワークを構築して協調的に作用し、多種多様な外来の非自己に対して応答する重要
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な防御機構である。一方で最近の研究では、内在性の自己細胞由来分子に対しても免

疫系が様々な応答をすることが判明しつつあり、その制御系の破綻は、自己免疫疾患

や炎症性疾患等、様々な疾患の原因になることが報告されている 7–9。 

	 免疫系は、外来性の非自己である病原体や内在性の自己分子に加えて、内在性の非

自己である腸内細菌叢に対しても応答することが分かっている 10–12。非常に興味深い

ことに、100兆個以上もの細菌から構成される腸内細菌叢は、非自己でありながら 

免疫系による排除を免れて宿主と共生しており、通常は重篤な炎症反応や臓器傷害を

惹起しない 13。それは腸内で高度な免疫寛容が成立しているからであり、この制御機

構の破綻は炎症性腸疾患の原因となることが知られている 14,15。一方で、腸内細菌叢

の存在は、全免疫細胞の 70-80%が存在すると言われる腸管内の免疫細胞を一定のレ

ベルに活性化させておくためにも重要であり 16、腸内細菌叢が存在しない無菌マウス

では全身性の様々な免疫応答の活性化に異常が生じることが分かっている 17。そのた

め、腸内細菌叢は免疫寛容の誘導と免疫応答の活性化の両面から全身の免疫応答を制

御する非常に重要な内在性因子として注目され、近年急速に研究が進められている 18。

特に最近は 16s rDNAメタゲノム解析技術を用いることで、これまで検出できなかっ

た細菌叢全体の網羅的な解析が可能になり、ヒト常在細菌の全貌解明が推進され、炎

症性腸疾患や食物アレルギー、がん、さらには精神神経疾患などと関連する特定の細 
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菌種も見出されている 19–24（表 1）。これらの疾患の中でも炎症性腸疾患であるクロ

ーン病や潰瘍性大腸炎は、世界的に患者が増加し続けている極めて重要な疾患であり、

腸内細菌叢との関連が特に強く示唆されていることから、腸内細菌叢の正常化に焦点

を当てた治療法等の開発が進んでいる 25,26。しかしながら、炎症性腸疾患が発症する

分子機構については未だ不明な点が多く残されており、治療法の確立には至っていな

い 26。 

表 1 

 

	 腸内細菌叢と炎症性腸疾患の関係についてはマウスモデルを用いた解析を中心に

研究が行われており、無菌マウスや抗生物質を投与されたマウスでは腸炎が悪化する

など、腸内細菌叢が腸炎の抑制に重要であることが明らかになっている 27,28。腸内細

菌由来の分子は Toll-like receptors（TLRs）、Retinoic acid-inducible gene-I-like receptors

（RLRs）、Stimulator of IFN genes protein（STING）、Nucleotide-binding oligomerization 

domain-containing protein（NOD）-like receptorsなどの自然免疫受容体に認識されて複

疾患 発症に関連する細菌（増減）  	 参考文献 

クローン病 Fusobacterium prausnitzii（↓）      19 

潰瘍性大腸炎 Fusobacterium varium（↑） 

Bacteroides ovatus（↑） 

     20 

	 	  21 

食物アレルギー Clostridium clusters XIVa, XIVb, IV（↓）      22 

肝臓癌 

自閉症スペクトラム障害 

Clostrisium cluster XI（↑） 

Bacteriudes fragilis（↓）     

     23 

     24 
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数のシグナル経路を活性化させると考えられる 18,29–31。これらの受容体経路の中でも、

RLRsは腸炎の抑制に重要であり、RLRsのひとつである RIG-I欠損マウスは大腸炎を

自然発症することが分かっている 32。また、鞭毛のフラジェリンタンパク質による

TLR5 シグナルの活性化も、IL-22 の産生誘導や腸内細菌叢の正常化を介して腸炎を

抑制することが知られている 33,34。 

	 一方で、病原体に対する免疫応答において上記受容体の下流で誘導されることが分

かっているサイトカインが、腸内においては腸炎の抑制に関与するケースが報告され

ている。すなわち、I 型 IFN は腸管上皮細胞における STAT3 の活性化を介してバリ

ア機能を亢進させることが知られており 35、また、マウスへのリコンビナント IFNβ

の投与は腸炎を改善することも報告されている 36。さらに I型 IFNの受容体サブユニ

ットである IFNARの欠損マウスでは dextran sodium sulfate（DSS）誘導性大腸炎が悪

化することも明らかになっており、腸炎の抑制における I型 IFNシグナルの重要性が

示されている 37。さらに I型 IFNの他にも、IL-10、IL-33、thymic stromal lymphopoietin

（TSLP）などのサイトカインを欠損したマウスでは腸炎の増悪や回復の異常が生じ

ることが知られている 38–40。しかしながら、このように腸内において腸炎抑制に関わ

るサイトカインやパターン認識受容体が個別に特定される一方で、それらの関係や制

御機構については明らかにされていなかった。 
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	 このような背景から、当研究室では I型 IFNおよび IL-33を誘導することが分かっ

ていた RLRs経路に着目し 41,42、その下流で活性化される転写因子の中でも特に重要

な Interferon Regulatory Factor 3（IRF3）を中心に 41、腸炎の制御機構を解析した。そ

の結果、IRF3 欠損マウス（Irf3-/- マウス）では DSS 誘導性大腸炎に対する感受性が

高く、腸炎からの回復に重要なサイトカインである TSLPや IL-33の産生が著明に減

弱していることが明らかになった。また、無菌マウスの糞便を用いた解析からは、腸

内細菌由来の分子が IRF3 を介して TSLP や IL-33 を誘導することも示された。さら

に、IRF3 の上流の分子をノックダウンしたマウス胎仔由来線維芽細胞（mouse 

embryonic fibroblast, MEF）を糞便懸濁液で刺激した際のサイトカイン誘導を検討した

ところ、興味深いことに細胞質内に存在する RNA認識受容体のアダプター分子であ

る Mitochondrial antiviral-sensing protein（MAVS）と細胞質内 DNA センサーである

STINGをノックダウンした際に TSLPや IL-33の誘導が抑制されるということも判明

した 43。これらの研究結果から、腸内細菌由来の核酸が細胞質に取り込まれ、核酸セ

ンサーおよび IRF3を介した大腸炎抑制機構を活性化することが示唆された。細胞外

の核酸が細胞表面やエンドソームに存在する TLR 等を活性化することは知られてい

るが 44、腸管でこれらの核酸を細胞質内にまで到達させる宿主の機構は知られていな

い（図 1）。 
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	 核酸を細胞質内へ輸送する働きを持つ内因性の分子としては、これまでに LL-37

とサーファクタントプロテイン D（Surfactant protein D, SP-D）が報告されている 45,46。

LL-37 はヒトの白血球や上皮系細胞に発現するペプチドで、細胞質内への核酸取り込

みを促進することが知られており、乾癬、関節リウマチ、SLEの病態増悪との関連が

報告されている一方で 47–49、腸炎に対しては抑制的に働くことが知られている 45,50。

しかしながら、LL-37のマウスホモログである cathelicidin-related antimicrobial peptide 

（CRAMP）は核酸の取り込みを促進しないことが報告されており 51、マウスの腸管

で核酸の取り込みに関与することを示唆する報告もない。一方で、SP-D はⅡ型肺胞

上皮細胞に発現するタンパク質として単離され、現在も間質性肺炎のマーカーとして

広く用いられている分子である 52。SP-D は内部にコラーゲン構造を有する C 型レクチ

ン（コレクチン）であり、細菌やウイルスに結合して宿主を感染から防御する作用の

ほか、肺胞マクロファージへの核酸の取り込みを促進する作用がマウスで報告されて

いる 46（図 2）。そのため SP-D欠損マウスでは、肺における二本鎖 DNAのクリアラ

ンスが正常に行われず、二本鎖 DNAに対する自己抗体の産生が亢進することも示さ

れている 46。さらに、SP-D はマウスの腸管で発現することが報告されており 53、ヒ

ト大腸炎との関連においても潰瘍性大腸炎の患者が SP-D の一塩基多型（single 

nucleotide polymorphism, SNP）を持つことが分かっている 54,55。このような過去の報
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告から、私は腸管において核酸の細胞質への取り込みに SP-Dが関与するという仮説

を立て、in vitro、in vivoで検証を行うこととした。 
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1.2 結果  
 

1.2.1 糞便中の核酸による IRF3依存的遺伝子群の誘導  

 

	 当研究室での先行研究から、糞便懸濁液が IRF3 の活性化を引き起こし、TSLP や

IL-33の転写を亢進することで腸炎を抑制することが示された。さらに、IRF3の上流

分子をノックダウンしたMEFを用いた検討から、細胞質内受容体による外来核酸の

認識に必須のMAVSおよび STINGが糞便懸濁液による遺伝子誘導にも必要であるこ

とが明らかになり、糞便懸濁液に含まれる核酸が細胞質内核酸認識受容体経路を介し

て大腸炎を抑制することが示唆されていた 43。腸管には常在細菌のほか、宿主の腸管

上皮死細胞や食物残渣も含まれるため、様々な種類の核酸が存在すると推定されるが、

報告されているいずれの核酸も何らかの輸送機構の補助なしには細胞質内の核酸認

識受容体経路を活性化できないことが分かっている 56,57。そのため、腸管内には核酸

を細胞質に輸送する機能をもった未知の因子が存在することが予想された。 

	 先行研究では、糞便懸濁液が細胞質内核酸認識受容体経路を活性化することから、

間接的に腸内核酸の重要性が示唆されたが、腸内核酸の免疫性を直接解析してはおら

ず、糞便懸濁液中の未知の非核酸リガンドが RIG-I等を活性化する可能性を除外でき

ない状況であった。そこでまず、糞便中の核酸が IRF3を介した遺伝子誘導に重要で
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あることを確かめるため、野生型（wild type, WT）マウスの糞便懸濁液をヌクレアー

ゼで処理し、MEFにおける Tslp mRNAと Il33 mRNAの発現誘導を解析した。ここで

用いたヌクレアーゼは、一本鎖 DNAと二本鎖 DNAを分解する DNaseⅠ、一本鎖 RNA

を分解する RNaseA、DNAと RNAの両方を分解する Benzonaseの 3種類である 58,59。

その結果、興味深いことにいずれのヌクレアーゼで糞便懸濁液を処理しても Tslp 

mRNA の発現量は変化しなかった。一方で、Il33 mRNA に関しては、DNase I と

Benzonaseで糞便懸濁液を処理した場合にそれぞれ約 5割の発現抑制が観察されたが、

完全な発現抑制には至らなかった（図 3.1）。 

	 核酸は他のタンパク質と結合した状態にあるとヌクレアーゼに対して耐性を示す

ことが知られていることから 60、私は糞便中の核酸が細胞内への取り込みを促進する

他の分子と複合体を形成しており、それがヌクレアーゼ処理に対する抵抗性の獲得に

も繋がっているのではないかと考えた。そのため、糞便に含まれる核酸が IRF3を活

性化する際に、核酸単独で活性化できるか、もしくはリポフェクタミンによる細胞内

への導入が必要かどうかを検証するため、WTマウスの糞便から抽出した核酸によっ

てMEFを刺激し、Tslp mRNAおよび Il33 mRNAの発現誘導を解析した。その結果、

核酸単独では Tslp mRNAと Il33 mRNAは誘導されず、核酸をリポフェクションによ

って細胞質内へ導入した際に、用量依存的に Tslp mRNAと Il33 mRNAが誘導された
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（図 3.2）。この結果より、糞便中に含まれる核酸自体にはサイトカイン誘導能はある

が、誘導を活性化するにはさらに核酸を細胞質内へ輸送する機構が必要であり、その

ような未知の機構が糞便中に存在することが示唆された。 
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1.2.2 核酸による遺伝子誘導に SP-Dが与える影響  

 

	 最近の報告では STING が腸炎の抑制に関わることが示されており 61、先行研究に

おいてもMAVSよりも STINGの方がより糞便懸濁液による遺伝子誘導に重要である

ことが示されている。そのため本解析では STING を活性化させる核酸刺激を用い、

SP-D によって細胞への取り込みが促進されるかどうかを検討した。細胞質内核酸セ

ンサーを介して間接的に STING を活性化させるものとしては B 型 DNA（B-DNA）

が 62、また直接的な STING のリガンドとしては c-di-GMP（cyclic di-GMP）と 3’-3’ 

cGAMP（cyclic GMP-AMP）が報告されている 63。B-DNAはゲノム DNAが形成する

一般的な構造であり、一方、c-di-GMP および 3’-3’cGAMP はともに細菌が産生する

セカンドメッセンジャーである 64,65。そのため、これらは腸内に多量に存在すること

が示唆され、かつ、いずれも STING-IRF3を介したⅠ型 IFNの産生を促進することが

分かっている 66。しかしながら一方で、STING リガンドの研究はカチオン性脂質を

利用したリポソーム法などによって解析されており、生理的にリガンドを輸送する機

構については良く分かっていない 67。上述の理由から生理的な核酸輸送機構を担う分

子として SP-Dに着目し、解析を行った。まず、WTマウスのMEFに上記 3つのリガ

ンドと SP-Dの共刺激を行い、STING-IRF3経路の活性化の指標として Ifnb mRNAを

測定したところ、SP-Dは c-di-GMPや 3’-3’ cGAMPによる Ifnb mRNA の誘導を顕著
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に増強することが明らかとなった。同じ検討をWTマウスの腹腔滲出細胞（PEC）で

も行ったが、同様の結果を得た（図 4.1）。一方で、興味深いことに SP-D は B-DNA

による Ifnb mRNA 誘導を増強しなかった（図 4.1）。また、STING 欠損マウス

（Tmem173-/- マウス）から採取した PECを用いて同様の実験を行ったところ、STING

欠損細胞では c-di-GMPによる Ifnb mRNAの誘導が全く起こらず、SP-Dを添加して

も Ifnb mRNA は産生されなかった（図 4.2）。これらの結果より、SP-D は c-di-GMP

や 3’-3’ cGAMP といったサイクリックジヌクレオチドの細胞質内への取り込みを促

進し、STING-IRF3経路を介した遺伝子誘導を増強することが示された。糞便中でも

同様の現象が起きており、c-di-GMPおよび 3’-3’ cGAMPが SP-D依存的遺伝子誘導に

関与すると仮定すると、前項の検討で明らかとなった糞便懸濁液のヌクレアーゼ抵抗

性についても説明することができる。 
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1.2.3 消化器系における SP-D産生細胞の同定  

 

	 上記の検討から SP-D が細胞レベルで STING リガンドの取り込みを促進すること

が示されたため、さらにマウス個体レベルにおける SP-Dの役割を検討することとし

た。SP-D は肺以外にも、消化管を含む全身の様々な組織で発現することがヒトとマ

ウスで報告されているが 68,69、これらは半定量 PCR あるいは免疫染色による解析で

あり、マウスの腸管における SP-Dの遺伝子発現を定量的に解析した報告はこれまで

にない。そこでまず、WTマウスの各組織を比較対象として腸における Sftpd mRNA

の発現を qRT-PCR法にて解析した。その結果、これまでの報告と一致して消化管で

Sftpd mRNAが検出されたものの、そのレベルは相対的に極めて低いものであった。

一方で興味深いことに、胆嚢において極めて高いレベルの Sftpd mRNAの発現が確認

された（図 5.1A）。また、Sftpd mRNA は単離した胆嚢上皮細胞で発現する一方、胆

嚢の粘膜固有層ではほとんど発現しないことも判明した（図 5.1B）。SP-D は分泌タ

ンパク質であるため、胆嚢上皮細胞によって産生された SP-Dが胆汁中に分泌される

可能性が考えられた。そこで、マウスの胆嚢から胆汁を採取し、胆汁中の SP-D濃度

を ELISAで定量したところ、WTマウスの胆汁中には約 20 ng/ml-100 ng/mlという高

レベルの SP-D が存在することが明らかになった（図 5.2）。以上の結果より、SP-D

はWTマウスの胆嚢上皮細胞で高発現し、胆汁中に分泌されていることが示された。 
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	 摂食刺激は胆嚢を収縮させ、胆汁を腸管内へ分泌させることから 70、胆汁中に含ま

れる SP-Dが腸管内へ流入しているかどうかを検討した。まず、糞便懸濁液中の SP-D

について ELISA法による定量を試みたところ、WTマウスと SP-D欠損マウス両者の

サンプルで同程度の高い値を示し、正確な濃度測定ができなかった。糞懸濁液には

様々な可溶および不溶成分が含まれているため、それらが ELISA plateの表面に非特

異的に結合し、SP-D濃度の測定を著しく妨げていると考えられた。そこで ELISA法

による測定を断念し、WTマウス、Sftpd-/- マウスの糞便懸濁液を用いて SP-Dの免疫

沈降を行い、ウエスタンブロットによって SP-Dを検出した。この際、WTマウスの

胆汁は界面活性作用が強くウエスタンブロットに用いることができなかったため、陽

性対照にはマウスリコンビナント SP-Dを使用した。その結果、WTマウスの糞便懸

濁液からは SP-D が検出された（図 5.3）。この結果より、SP-D は腸管での発現は非

常に低いものの、胆嚢由来の SP-Dが胆汁によって腸管へ運ばれていることが示唆さ

れた。 
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1.2.4 Sftpd-/- マウスにおける DSS誘導性大腸炎の解析  

 

1.2.4.1 Sftpd-/- マウスにおける DSS誘導性大腸炎の悪化 

	 これまでの検討より、SP-Dが STINGリガンドの取り込みを促進して遺伝子誘導を

活性化させること、また腸管に SP-Dが存在することが明らかになり、SP-Dが STING

を介したサイトカイン産生を増強することで大腸炎を抑制する可能性が示唆された。

そこで次に、Sftpd-/- マウスを用いて DSS誘導性大腸炎モデルを作製し、in vivoにお

ける SP-D の役割について検討した。本研究で使用した Sftpd-/- マウスは NIH Swiss 

blackで作製され 71、FVBとのバッククロスにより維持されてきたものである。マウ

スは系統によって DSSに対する感受性が異なることが知られており 72、FVBの DSS

由同性大腸炎モデルは 3-4% DSS投与により作製されることが多いため 73–75、本検討

でも 3.5% DSS を投与することとした。実験開始前、無刺激状態では WT マウスも

Sftpd-/- マウスも腸炎を自然発症することはなく、両マウスに顕著な体重差は見られ

なかった。3.5%の DSS を 8 日間投与したところ、WT マウスの体重は実験開始後 8

日目までに約 5%減少し、その後回復を示した。一方 Sftpd-/-マウスの体重は実験開始

後 8 日目までに約 10%減少し、DSS 投与中止後も体重減少が継続した（図 6.1）。大

腸炎の指標として実験開始前と実験開始後 8 日目の大腸の長さを比較したところ、

WTマウスでは約 11%短縮したのに対して Sftpd-/-マウスでは約 36%の短縮が見られた
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（図 6.2A）。同じく実験開始後 8 日目の大腸病理切片では、Sftpd-/-マウスで顕著な大

腸上皮細胞の脱落と炎症細胞の浸潤が観察された（図 6.2B）。これらの結果から、SP-D

が腸炎の抑制に重要な役割を果たすことが明らかとなった。 

 

1.2.4.2 Sftpd-/-マウス腸管における大腸炎抑制性遺伝子の発現解析 

	 さらに、SP-Dによる腸炎の抑制機構について解析した。まず、Sftpd-/- マウスで見

られた大腸炎の悪化が IRF3依存性の遺伝子群の発現レベルの差によるものなのかど

うかを検討した。定常状態のマウス大腸における Ifnb mRNAの発現を qRT-PCR法に

より解析したところ、WTマウスと Sftpd-/- マウスの間に有意な差は見られなかった。

また、Tslp mRNAおよび Il33 mRNAの発現に関しても、両マウスの間に有意な差は

見られなかった（図 6.3）。これらの結果から、今回観察された Sftpd-/-マウスにおける

大腸炎の悪化が、少なくとも STING-IRF3-TSLP/IL-33/IFNβシグナルの異常ではない

ことが示唆された。すなわち、Sftpd-/- マウスで見られる大腸炎の悪化と、in vitroで

観察された SP-Dによる核酸を介した遺伝子誘導の増強機構との間には関連が無いこ

とが示唆され、SP-Dの別の機能が大腸炎を抑制していると考えられた。 
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1.3 考察  

 

 当研究室の先行研究により、腸内細菌由来の核酸が細胞質内核酸認識受容体経路を介

して IRF3を活性化させることが大腸炎の抑制に繋がることが示されていた。そこで腸管にお

ける核酸の取り込み機構の解明を目的とし、SP-D に着目して解析を行ったところ、図 3.1 で

示したように、細胞レベルの解析においては、SP-D が細胞質内の STING 経路の活性化を

増強するという結果を得た。この結果は、今まで報告されている SP-D の機能から予測され

るものであるが、SP-D によって取り込みが増強されることの意義として、自然免疫受容体経

路の活性化が起こることを示したのは本研究が初めてである。細胞レベルの解析結果を受

け、SP-D 欠損マウスの解析をさらに推進したところ、予想していた通り、Sftpd-/- マウスは腸

炎に対する感受性が高いことが明らかになった（図 6.1、図 6.2）。しかしながら、その分子機

構については、予想外の興味深い結果が得られた。すなわち、SP-D 欠損マウスの大腸に

おいて、Ifnb、Il33、Tslp の発現量は正常であることから、生体レベルでは SP-D が細胞質内

核酸認識受容体経路の活性化を増強しないことが明らかとなり、核酸輸送や Il33 等の遺伝

子誘導に依存しない別の機構によって腸炎が制御されていることが示唆された（図 4.3）。 

 in vitro の解析と in vivo の解析でこのような相違が生じた原因として、以下 2 つの可能性

が考えられる。１つ目は、in vitro の実験で用いた細胞の種類である。すなわち、腸管組織

において、管腔側に位置し腸内細菌の刺激を最も受けやすいのは上皮細胞であるが、腸
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管上皮細胞は安定した培養が困難であったことから、本研究では in vitro で糞懸濁液や

STING リガンド刺激を行った実験に MEF と PEC を用いた。そのため、これらの実験系が生

体内の環境を適切に反映できていなかった可能性がある。2015 年には腸管上皮幹細胞の

培養法も確立され、基底状態の腸管上皮細胞を用いた検討も容易になってきていることか

ら 76、今後、腸管上皮細胞を用いた検討を行うことにより、腸管内で核酸の輸送に関与する

分子の同定が可能になると考えられる。2 つ目は、STING を活性化させる物質として実験に

用いた核酸試薬の種類である。本研究では、STING のリガンドとして、腸管内に豊富に存

在することが示唆される細菌由来の2種類のサイクリックジヌクレオチドを用いた。しかしなが

ら、通常の腸管では杯細胞から分泌される粘液が宿主と腸内細菌を隔てており、宿主細胞

への細菌の接触は限られている。そのため、細菌が産生する STING のリガンドよりも、宿主

細胞に由来する核酸や、宿主細胞が DNA 刺激を受けたときに産生される STING リガンド

である 2’-3’ cGAMP63 を用いた方が in vivo と一致する結果を得られていた可能性がある。 

 本研究では in vitro の実験で SP-D が核酸認識受容体経路の活性化を引き起こすことを

明らかにしたが、その生理的重要性については解明できず、少なくとも「SP-D による核酸輸

送機構が腸炎を抑制する」という仮説は否定された。しかしながら、SP-D 欠損マウスは DSS

誘導性大腸炎に高い感受性を示すという興味深い実験結果が得られており、SP-D が核酸

の取り込み促進以外の機構により大腸の恒常性維持に寄与している可能性が示された。  
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2. 腸内細菌叢を介した SP-Dの腸炎抑制機構  

2.1 序文  

 

	 前章の結果より、SP-D は核酸の取り込みや IL-33 等の遺伝子誘導の活性化とは別

の機構でマウスの DSS誘導性腸炎を抑制していることが示唆された。SP-D は肺サー

ファクタントの構成タンパク質として 1989 年に同定され 77、肺での機能を中心に解析が進め

られてきた。同定の経緯に反してその界面活性作用は比較的弱いものの、肺における感染

防御に重要な役割を果たしており、肺胞マクロファージへの核酸の取り込みを促進して異

物を処理するほか、インフルエンザ A ウイルスや Escherichia coli、Staphylococcus aureus と

いった様々な病原微生物に結合し、それらの増殖を制御したり、排除を促進したりすること

が知られている 78–81。さらに、2000 年代に入ると SP-D が全身性に発現することが確認され、

角膜や尿管でも肺と同様の機構で感染防御に寄与することが報告された 82,83。SP-D は核

酸の取り込み以外の機能のほか、グラム陰性細菌、グラム陽性細菌、マイコバクテリ

ウム、ウイルスなど様々な病原体に結合し、それらの増殖を制御することが知られて

いる 78。そのため前章の結果に基づけば、胆汁とともに腸管へ分泌された SP-Dが腸

内細菌の増殖にも影響し、腸内細菌叢の組成を変化させる可能性が考えられる。 

	 腸内細菌叢と免疫に関する研究の歴史は古く、無菌動物を用いた解析から、1960

年代には既に腸内細菌叢が免疫系の活性化に関与することが明らかにされている 84。
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その後、細菌培養法の確立によって腸内細菌の系統的な解析が行われるようになり、

腸内細菌と疾患の関係が精力的に研究された。1980 年代には細菌の 16S リボソーム

RNA（16s rRNA）遺伝子をターゲットとする細菌解析法が登場し、その後、それま

で培養不可能だった腸内細菌の存在が明らかになった。同時に腸内細菌の全体像の解

明が進み、腸内細菌叢の変化が腸炎の感受性に大きく影響することも明らかになった

85。 

	 炎症性腸疾患の患者や動物モデルの腸内細菌では、Bifidobacterium 属細菌や

Lactobacillus属細菌が減少していることが知られている 17。これらの細菌は病原性細

菌の接着や侵入を防いだり、宿主の免疫機構やバリア機能を改善したりすることで腸

炎を抑制すると考えられており、プロバイオティクスとして市販の食品でも利用され

ている 86。しかしながらプロバイオティクスは炎症性腸疾患の根本的な治療法とはな

っておらず、これらの細菌の腸炎抑制効果に関しては不明な点も多い。さらには、あ

る種の Lactobacillus属細菌は腸炎を悪化させることや 87、プロバイオティクスの摂取

で Lactobacillus菌血症を発症した例も報告されており 88、特定のプロバイオティクス

の摂取が腸炎を悪化させる可能性があることも示されている。 

	 一方で、炎症性腸疾患の患者においては、腸内細菌叢全体に占める Clostridium 属

細菌 cluster4、cluster14a の割合が減少していることも報告されている 89。これらの
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Clostridium属細菌は、腸炎の抑制に重要な役割を果たす制御性T細胞（regulatory T cell, 

Treg）の誘導を引き起こすことが知られており、ヒトとマウスでは Treg を誘導する

Clostridium属細菌も分離、同定されている 90,91。 

	 これらの背景から、腸管に存在する SP-Dが常在細菌の増殖を制御することで腸管

免疫を調節している可能性が考えられるため、本章では SP-D欠損マウスの腸内細菌

叢について解析を行った。 
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2.2 結果  

 
2.2.1 Sftpd-/- マウスにおける腸内細菌叢の解析  
 

	 SP-D 欠損マウスの腸内細菌叢について網羅的に解析するため、WT マウスまたは

Sftpd-/- マウスの糞便を採取し、DNAを抽出した。この際、ケージごとの腸内細菌の

ばらつきが実験結果に影響しないようにするため 92、それぞれの遺伝子型につきラン

ダムに 4-5ケージを抽出した。得られた DNAを鋳型として、細菌間で保存されてい

る配列に対して設計したプライマーを用いて 16s rDNAの可変領域を PCR増幅し、そ

れらの配列についてシークエンス解析を行った。このようにして得られた結果（リー

ド）について、一定値以上の相同性を持つ配列同士をクラスタリングし、operational 

taxonomic unit（OTU）を作成した。その結果、リード 3000個あたりの OTU数は Sftpd-/- 

マウスで有意に減少しており、Sftpd-/- マウスでは腸内細菌叢のバリエーションが少

ないことが示唆された（図7.1）。続いて作成したOTUの代表配列をRibosomal Database 

Project（RDP）に登録されている単離菌由来の 16S配列と比較し、菌種帰属の推定を

行った。その結果、WT マウスと Sftpd-/- マウスでは門レベルでの菌組成には有意差

が無いことが判明した（図 7.2）。さらに、Unifrac解析（weighted）を用いてWTマウ

スと Sftpd-/- マウスの菌叢構造全体の比較を行った。この解析は、OTUの代表配列を

用いて作成される系統樹データと配列数データから、2サンプル間の菌組成の相違度
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を距離（Unifrac Distance）として表すものである 93,94。その結果、WTマウス- Sftpd-/- 

マウス間のUnifrac Distance がSftpd-/- マウス- Sftpd-/- マウス間のUnifrac Distanceより

も有意に大きく、WT マウスと Sftpd-/- マウスの間には腸内細菌の菌叢構造に差異が

あることが示唆された（図 7.3）。また、OTU解析を行ってWTマウスと Sftpd-/- マウ

スの腸内細菌の違いを詳細に調べると、WT マウスと比較して Sftpd-/- マウスで

Lactobacillus 属の細菌が顕著に増加していることが明らかになり（図 7.4A）、特に

Lactobacillus murinusの増加が顕著であった。逆に Sftpd-/- マウスでは Clostridium属の

細菌が減少していることも示唆された（図 7.4B）。 

	 さらに、WTマウスと Sftpd-/- マウスで有意差が見られた常在細菌として図 7.3Bで

リストアップされた細菌のうち、Clostridium属に分類される細菌について系統樹解析

を行ったところ、全ての細菌が制御性 T細胞（regulatory T cell, Treg）を誘導するこ

とが知られている cluster4 あるいは cluster14a のいずれかに属することも明らかにな

った（図 7.5）。これらの結果から、SP-Dが Clostridium属細菌の定着に関与し、腸炎

の抑制に関わる可能性が示唆された。 
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2.2.2 Sftpd-/- マウスの大腸における Clostridium属細菌に関連した抗
炎症応答の解析  
 

2.2.2.1 Sftpd-/- マウス大腸における Treg の割合 

	 腸内細菌叢の OTU解析の結果から、Sftpd-/- マウスでは Clostridium属細菌が顕著に

減少していることが示唆された。これらは Treg の誘導に重要な役割を果たすことが

知られていることから 90、さらに Sftpd-/- マウスの腸における Tregの割合について検

討した。WT マウスと Sftpd-/- マウスから大腸粘膜固有層細胞を単離し、CD4 および

Treg特異的に発現している Forkhead box P3（Foxp3）陽性細胞を FACSにより解析し

た。その結果、CD4陽性細胞中に占める Foxp3陽性 Tregの割合がWTでは約 19%で

あったのに対し Sftpd-/- マウスでは約 14%にまで減少していた。（図 8.1）。この結果か

ら SP-Dは腸内細菌叢の制御を介して Tregの誘導に関与することが示唆された。 

 

2.2.2.2 Sftpd-/- マウスの大腸における IL-22、RegIIIβの発現 

	 腸内では、粘膜固有層に存在する自然リンパ球（innate lymphoid cells, ILC）のグル

ープ 3（ILC3）や Th17が IL-22を産生することが分かっている 95。IL-22は腸管上皮

細胞における mucinの産生や抗菌ペプチド RegIIIβの産生を介して腸炎のバリア機能

を亢進させることが知られており 96、実際、遺伝子発現ベクターを用いて IL-22をマ

ウスの腸管で発現させると DSS 腸炎が抑制されることも明らかになっている 97。昨
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年の報告により、Clostrisium 属の細菌が腸管における IL-22 や RegIIIβ の産生を誘導

することが示され 22、この機構が Clostrisium 属細菌による腸炎抑制の一端を担って

いることが示唆された。そこで前節で示された Sftpd-/- マウスにおける Clostridium属

細菌の減少が IL-22および RegIIIβの発現レベルに影響しているかどうかを検討する

ため、WT マウス、Sftpd-/- マウスの大腸から粘膜固有層細胞と上皮細胞を単離して

RNAを抽出し、qRT-PCR法を用いて Il22 mRNA、Reg3b mRNAの発現量を解析した。

その結果、Sftpd-/- マウスの大腸粘膜固有層細胞における IL-22の発現は、WTマウス

と比較して 6割程度まで減弱していることが明らかになった。また、大腸上皮細胞に

おける Reg3b mRNAに関しても、WTマウスと比較して 6割程度まで減弱しているこ

とが明らかになった（図 8.2）。図 8.1の結果と合わせて、Sftpd-/-マウスの大腸では、

Clostridium属細菌の減少と一致し、Tregの減少と IL-22、RegIIIβの発現レベルの低下

が見られたことから、これらの異常が複合的に働き、腸炎への感受性を増大させてい

ると考えられた。 
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2.3 考察  

 

 SP-D の研究は肺から始まり、他の器官での研究も発展しつつあるが、未だ病原性微生物

に対する感染防御機構が研究の主流であり、感染防御以外の生理的重要性についてはあ

まり解析が進んでいない。本研究では SP-D の解析を推進したことで、胆嚢上皮細胞を

SP-D の高産生細胞として同定し、さらにそこから腸管へ放出された SP-D が果たす全く新し

い生理的機能として、SP-D による腸内細菌叢を介した腸炎抑制機構を発見した。本研究成

果は SP-D の全く新しい生理的重要性を解明し、学術的に重要な情報を提供するものと考

えられる。また、腸内細菌叢は全身の免疫応答を制御し、様々な全身性の疾患と関わること

から、今後、SP-D と全身性の様々な疾患との関係について、さらに研究が発展していくと思

われる。本研究はそのような大きな発展に繋がるブレークスルーとして、非常に重要な研究

成果をもたらしたと考えられる。 

 図 7.1-図 7.5 で示されたように、SP-D が腸内細菌叢の制御に関与し、特に Lactobacillus

属と Clostridium 属の細菌の増殖に影響を与えていることが分かった。しかしながら、SP-D

が L. murinus の増殖を抑制する一方で Clostridium 属細菌の増殖を促進する分子機構に

ついては今回の検討で明らかにすることができなかった。SP-D は特定の病原体の増殖を

抑制することが報告されているが、微生物の増殖を促進するという報告はないことから、

SP-D が直接影響を及ぼしているのは L. murinus の増殖であり、その結果、二次的な影響で



 30 

Clostridium 属細菌の増殖が抑制された可能性が考えられる。この仮説と一致する報告とし

て、偽膜性大腸炎の原因細菌である Clostridium difficile を用いた研究において、

Lactobacillus 属の細菌が C. difficile の増殖を抑制することが明らかにされている 98。本研究

において Sftpd-/- マウスにおける減少が示唆された Clostridium 属細菌（cluster4、

cluster14a）と C. difficile が同様の挙動を示すかについては、今後、詳細に検討する必要が

ある。SP-D による常在細菌の制御機構を明らかにすることができれば、腸内細菌叢の異常

（dysbiosis）によって引き起こされる他の様々な疾患の治療への応用も期待できることから、

本件は重要な検討課題であると考えられる。 

 一方で、本研究で得られた結果とは逆に、L. murinus の増加が Treg の誘導を促進して腸

炎を抑制することが最近報告された 99。この論文において著者らは、Clec7a-/-マウスでは L. 

murinus が増加しており、DSS 誘導性大腸炎に対して抵抗性を示すこと、また無菌マウスの

腸管へ定着させた L. murinus が Treg を誘導することを明らかにし、L. murinus が腸炎を抑

制すると結論づけている。Sftpd-/-マウス、Clec7a-/-マウスで見られた L. murinus の増加がな

ぜこのように逆の表現型をもたらすのかということに関しては不明であるが、その原因のひと

つとして Lactobacillus 属細菌全体が占めるニッチの違いが考えられる。すなわち、本研究

では Sftpd-/-マウスは WT マウスと比較して約 2 倍の Lactobacillus 属細菌を有することが示さ

れたが、Clec7a-/-マウスでは WT マウスと比較して約 6 倍の Lactobacillus 属細菌を有するこ
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とが明らかになっている。従って、Sftpd-/-マウスでは Lactobacillus 属細菌の増加よりも

Clostridium 属細菌の減少が腸炎に対してより大きく影響した結果、腸炎が悪化した可能性

が考えられる。両マウスにおける腸炎の表現型の違いは、L. murinus 以外の細菌による影

響や L. murinus の株の違いに加え、マウスの系統など宿主側の要因も含めて慎重に今後さ

らに検討するべきである。 

 本研究では胆汁中に分泌された SP-D が腸管で腸内細菌叢の増殖に影響を与えて腸炎

を抑制することが示されたが、胆汁酸自身も腸炎の制御を行うことが報告されている 100。こ

の報告では食餌中の脂肪が胆汁酸の組成を変化させて dysbiosis を引き起こす結果、腸内

細菌が産生する硫化水素や二次胆汁酸により腸管のバリア機構が破綻することを示してい

る。腸管循環により十二指腸に分泌された胆汁酸のうち 95%が回腸で再吸収されて肝臓に

輸送されるため、様々な化学物質が肝臓、胆嚢、腸管を行き来することが知られており、腸

内環境の変化と胆汁酸は相互に影響を及ぼし合う密接な関係にあると考えられている 101。

胆嚢における SP-D の発現制御メカニズムは不明であるが、私が行った検討からは DSS 誘

導性大腸炎の進行に伴って胆汁中の SP-D 濃度が増加するという予備的知見も得られてお

り、炎症時の腸内環境の変化に加えて食事内容や腸内細菌叢の変化が SP-D の産生・分

泌に与える影響についても今後明らかにしていきたい。 
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本研究のまとめ  

 

 当研究室の先行研究により、腸内細菌由来の核酸が細胞質内核酸認識受容体経路を介

して IRF3 を活性化させることが大腸炎の抑制に繋がることが示されていたため、本研究で

は核酸の取り込み機構の解明を目的とし、その候補分子として SP-D に着目して解析を行っ

た。その結果、図 3.1 で示したように、細胞レベルの解析においては、SP-D が細胞質内の

STING 経路の活性化を増強することを示す結果を得ることができた。この結果は、今まで報

告されている SP-D の機能から予測されるものであるが、SP-D によって取り込みが増強され

ることの意義として、自然免疫受容体経路の活性化が起こることを示したのは本研究が初め

てである。細胞レベルの解析結果を受け、SP-D 欠損マウスの解析をさらに推進したが、予

想していた通り、Sftpd-/- マウスは腸炎に対する感受性が高いことが明らかになった（図 6.1、

図 6.2）。しかしながら、その分子機構については、予想外の興味深い結果が得られており、

そこから SP-D の新しい役割の発見につながった。すなわち、SP-D 欠損マウスの大腸にお

いて、Ifnb、Il33、Tslp の発現量は正常であることから、生体レベルでは SP-D が細胞質内核

酸認識受容体経路の活性化を増強しないことが明らかとなり、核酸輸送や Il33 等の遺伝子

誘導に依存しない別の機構によって腸炎が制御されていることが示唆された（図 4.3）。そこ

で SP-D の別の機能である微生物の増殖制御に着目し、SP-D が腸内細菌叢の制御を介し

て腸炎の抑制に関与している可能性について検討したところ、SP-D 欠損マウスの腸では腸
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炎の抑制に関与する Clostridium 属細菌が減少していたことから、SP-D がこれら細菌の増

殖を促進することが示唆された（図 7.4、図 7.5）。また、SP-D 欠損マウスの腸では

Clostridium 属細菌の減少を反映して、Treg の割合や IL-22、RegIIIβ といった腸炎の抑制

に関与する分子の発現量が減弱することが明らかになった。以上の結果より、SP-D は正常

な腸内細菌叢を形成して、腸管内の恒常性を維持するのに重要な役割を果たしていること

が明らかとなった。 

 本研究では、上記のような非常に興味深い結果を得たものの、「腸内において、細胞質に

核酸を輸送する機構を解明する」という当初の目的は果たすことができなかった。核酸を輸

送する分子として SP-D に着目し解析を行ったが、もうひとつの候補分子であった CRAMP

に関する検討は行っていない。CRAMP のヒトホモログである LL-37 は高い抗菌活性を有す

るペプチドで、病原性細菌による腸炎を抑制する作用の他に、核酸の取り込みを促進して

STING を介した I 型 IFN の産生を引き起こすことが報告されている 45。本検討を行った当時

は、CRAMP が TLR9 のリガンドである非メチル化オリゴヌクレオチドの取り込みを促進しな

いという報告に基づいて、SP-D の解析を優先したものの 51、CRAMP が腸管内で B-DNA

やサイクリックジヌクレオチドの輸送に関与している可能性は十分に考えられる。そのため、

CRAMP に関する検討は今後の興味深い課題である。 

 本研究では腸炎の抑制という SP-D の新たな機能を示したが、これらは近年患者数が増加
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の一途をたどる炎症性腸疾患の病態解明に寄与する重要な知見であると考えられる。今後、

ヒトの胆嚢での SP-D 発現の有無や、炎症性腸疾患の患者における胆嚢や腸内の SP-D 発

現レベルについて検討を行うことにより、ヒトの病態と SP-D の関係がさらに解明されると思わ

れる。また、2009 年と 2011 年にはヒトの SP-D の SNP が潰瘍性大腸炎に関与することが報

告されていることから 54,55、それらの変異が SP-D の機能に与える影響についての解析も非

常に興味深い課題である。このような知見の蓄積が、いずれ SP-D の腸管内投与等による

潰瘍性大腸炎の治療法として発展することを期待している。さらに、腸内細菌叢は全身の免

疫応答と深く関わることが分かっていることから、SP-D による腸内細菌叢の制御機構を解明

することは、自己免疫疾患、がん、精神神経疾患等 dysbiosis が関与する様々な疾患の予

防法や治療法の開発に繋がると期待している。 
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図 1	 IRF3による大腸炎抑制機構の模式図 

腸内細菌由来の核酸は、未知の核酸輸送機構により細胞質内へ輸送され、細胞質内の

核酸センサーに認識される。その結果 IRF3の活性化が引き起こされ、腸炎を抑制す

るサイトカインである Tslpや Il33の転写が亢進し大腸炎が抑制される。 
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図 2	 SP-Dの構造と機能 

SP-Dは肺コレクチンファミリーに属する約 43 kDaのタンパク質であり、C型レクチ

ンドメイン（糖鎖認識領域）とコラーゲン様ドメインを持つ。SP-D は生体で多量体

として存在し、細菌に直接作用してそれらを排除する働きを持つほか、宿主の免疫細

胞のクリアランス機能を亢進させることが知られている。 
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図 3.1	 マウス糞便懸濁液の刺激性にヌクレアーゼ処理が与える影響の検討 

WTマウスの糞便懸濁液をそれぞれ DNase I、RNase A、Benzonaseで 37℃にて 1時間

処理し、MEF の刺激に用いた。刺激開始から 3 時間後に RNA を抽出し、qRT-PCR

法により Tslp mRNAと Il33 mRNAの発現を解析した。（n=3） 
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図 3.2	 マウス糞便中の核酸を用いたMEFに対する刺激性の検討 

WTマウスの糞便から抽出した核酸をリポフェクション法によりMEFに導入した。3

時間後にMEFを回収してRNAを抽出し、qRT-PCR法によりTslp mRNAと Il33 mRNA

の発現を解析した。（n=3） 
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図 4.1	 核酸刺激による Ifnb mRNA誘導に SP-Dが与える影響 

WTマウス、Sftpd-/- マウスのMEFあるいは PECに c-di-GMP（1 µg/ml）あるいは 3’-3’ 

cGAMP（10 µg/ml）あるいは B-DNA（10 µg/ml）と SP-Dで共刺激を行った。刺激開

始から 3時間後に細胞を回収して RNAを抽出し、qRT-PCR法により Ifnb mRNAの

発現を解析した。（n=3） 
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図 4.2	 Tmem173-/- マウス由来 PECを用いた Ifnb mRNA誘導の検討 

Tmem173-/-マウスから採取したPECに c-di-GMP（1 µg/ml）とSP-Dで共刺激を行った。

刺激開始から 3時間後に RNAを抽出し、qRT-PCR法により Ifnb mRNAの発現を解

析した。（n=3） 
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図 5.1	 マウス臓器における Sftpd mRNAの発現レベル 

A）WTマウスから食道、胃、小腸、盲腸、大腸、肝臓、胆嚢、膵臓を摘出し、RNA

を抽出した後 qRT-PCR法により Sftpd mRNAの発現を解析した。（n=3） 

B）WT マウスの胆嚢を 0.05%トリプシン処理することにより上皮細胞を粘膜固有層

から分離し、それぞれにおける Sftpd mRNAの発現を解析した。（n=5） 

（**：P<0.01） 

EC: 胆嚢上皮細胞、LP: 胆嚢粘膜固有層細胞 
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図 5.2	 胆汁中の SP-D濃度 

WT マウス、Sftpd-/- マウスの胆嚢から採取した胆汁 1µl を 100 倍希釈し、胆汁中の

SP-D濃度を ELISA法にて測定した。（WT: n=6、Sftpd-/-:n=4） 

（**：P<0.01） 
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図 5.3	 腸管に分泌される SP-Dの検出 

WTマウス、Sftpd-/- マウスの糞便懸濁液の上清を 0.22 µmのフィルターで濾過したも

のをサンプルとして用い、SP-D の免疫沈降を行った後、ウエスタンブロットにより

SP-Dを検出した。陽性対照にはマウスリコンビナント SP-D溶液（mouse rSP-D）（1 

µg/ml）を用いた。 
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図 6.1	 DSS投与によるWTマウス、Sftpd-/- マウスの体重変化 

WT マウス、Sftpd-/-マウスに 3.5%の DSS を 8 日間自由飲水させた時の体重変化を示

した。結果は投与開始時の体重を 100%としたときの相対値で示した。（WT: n=5、

Sftpd-/-:n=6） 

（*：P<0.05、**：P<0.01） 
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図 6.2	 DSS投与時のWTマウス、Sftpd-/- マウスの大腸の長さと病理切片 

A）WTマウス、Sftpd-/-マウスに 3.5%の DSSを自由飲水させて 8日目の大腸の長さを

測定し、実験開始前の大腸の長さを 100%としたときの相対値で示した。（n=4） 

B）WTマウス、Sftpd-/-マウスに 3.5%の DSSを 8日間自由飲水させた時の大腸の HE

染色像の典型例。スケールバー: 100 µm 

（*：P<0.05） 
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図 6.3	 WTマウス、Sftpd-/- マウスの大腸における各サイトカインの誘導 

WTマウス、Sftpd-/- マウスに 3.5% DSSを 8 日間自由飲水させた時の大腸から RNA

を抽出した後 qRT-PCR法により Ifnb mRNAを定量した。（n=3） 
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図 7.1	 WTマウス、Sftpd-/- マウスの腸内細菌叢の OTU数 

野生型（WT）、Sftpd-/- マウスの糞便 DNAから得られたリード 3000個に含まれる OTU

の数。（WT: n=9、Sftpd-/- :n=10） 

（*：P<0.05） 
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図 7.2	 WTマウス、Sftpd-/- マウスの腸内細菌叢の菌種組成 

野生型（WT）、Sftpd-/- マウスの常在細菌について門レベルでの菌組成比を示した。

（WT: n=9、Sftpd-/- :n=10） 
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図 7.3	 WTマウス、Sftpd-/- マウスにおける菌叢構造類似性の解析 

Unifrac distance（weighted）に基づく主座標分析。青がWTマウス検体、赤が Sftpd-/- マ

ウス検体を示す。（WT: n=9、Sftpd-/-: n=10） 

（**：P<0.01） 
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図 7.4	 WTマウス、Sftpd-/- マウスの腸内細菌叢の OTU解析 

A）野生型（WT）、Sftpd-/- マウスの常在細菌について属レベルでの菌組成比を示した。

（WT: n=9、Sftpd-/-: n=10） 

（*：P<0.05） 

B）野生型（WT）、Sftpd-/-マウスの常在細菌の中で有意差のみられた細菌について

OTUレベルでの菌組成比を示した。（WT: n=9、Sftpd-/-: n=10） 
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図 7.5	 WTマウスと Sftpd-/- マウスの腸内細菌叢の系統樹解析 

図 7.3Bで示された Clostridium属細菌について系統樹解析を行い、各細菌の clusterを

決定した。 
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図 8.1	 WTマウス、Sftpd-/- マウスの大腸粘膜固有層の Treg解析 

無刺激状態における大腸粘膜固有層細胞のうち、CD4 陽性細胞に占める Foxp3 陽性

細胞の割合（%）を示した。（n=4） 

（**：P<0.01） 

  



 53 

 

図 8.2	  WTマウス、Sftpd-/- マウスの大腸上皮細胞におけるサイトカイン発現解析 

無刺激状態のWTマウス、Sftpd-/- マウスの大腸から上皮細胞を分離し、RNAを抽出

した後 qRT-PCR法にて Il22 mRNA、Reg3b mRNAの発現を解析した。（n=4） 

（*：P<0.05、**：P<0.01） 
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図 9	 SP-Dによる大腸の恒常性維持機構の模式図 

腸管内の SP-Dは Lactobacillus属細菌や Clostridium属細菌の増殖を制御する。本研究

から、SP-D によって腸管に定着した Clostridium 属細菌は、大腸における Treg の誘

導や IL-22、RegIIIβの産生を介して大腸炎を抑制することが示唆された。 
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方法  

 

実験動物  

	 c57B6/Jマウス、FVB/Njclマウスは日本クレアより購入し、8-10週齢で各実験に用

いた。SP-D欠損（Sftpd-/-）マウスは、大阪大学大学院医学系研究科 呼吸器・免疫ア

レルギー内科学の熊ノ郷淳 教授よりご供与いただいた。本研究における動物実験は、

東京大学医学系研究科動物実験委員会の承認（医 P10-104）および大阪大学動物実験

委員会の承認（動医 266-022-002）を得ており、それぞれの機関において定められた

実施マニュアルに従って行った。 

 

培地  

DMEM培地 

	 DMEM（4.5 g/l Glucose）with L-Gln and Sodium Pyruvate, liquid（ナカライテスク）

に 10% 加熱非働化ウシ胎児血清（fetal calf serum, FCS, HyClone）、1% Penicillin 

Streptomycin, Liquid（Life technologies）を加えて各実験に用いた。 

 

RPMI培地 

	 RPMI medium 1640（ナカライテスク）に 10% FCS、100 µMのMEM非必須アミノ
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酸溶液（ナカライテスク）、100 µM MEMピルビン酸ナトリウム溶液（ナカライテス

ク）、50 µM 2-mercaproethanol（2-ME, ナカライテスク）、1% Penicillin Streptomycin, 

Liquidを加えて各実験に用いた。 

 

PFE 

	 PBS pH7.2（ナカライテスク）に 2 mM EDTA（GIBCO）、2% FCSを加えて各実験

に用いた。 

 

FACS buffer 

	 PBS（Sigma）に 10% FCS、10 mM EDTA、20mM HEPES（GIBCO）、10 µg/ml Polymyxin 

B（Calbiochem）、1% Penicillin Streptomycin、1 mM sodium pyruvate（GIBCO）を加え

て各実験に用いた。 

 

Isolation medium 

	 RPMI medium 1640（ナカライテスク）に 10% FCS、20 mM HEPES、1 mM MEM 

non-essential amino acids solution（GIBCO）、1% Penicillin Streptomycin、1 mM sodium 

pyruvateを加えて各実験に用いた。 
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Culture medium for LP cell 

	 RPMI medium 1640に 10% FCS、20mM HEPES、1 mM MEM non-essential amino acids 

solution、1% Penicillin Streptomycin、50 µg/ml Gentamycin（Sigma）、10 µg/ml Polymyxin 

B、1 mM sodium pyruvate、50 µM 2-ME、2mM L-Glutamin（Sigma）を加えた。 

 

細胞  

マウス胎仔由来線維芽細胞（mouse embryonic fibroblast, MEF）の調製 

	 胎生 13.5 日のマウス胎仔を母体から取り出し、PBS 中で洗浄後、胚全体をメスで

細切した。Trypsin-EDTA（0.05%）（GIBCO）で消化処理（37℃、30 min）した後 DMEM

培地で 24時間培養（37℃、5% CO2）した。得られた細胞をさらに 2回継代し、実験

に用いた。 

 

マウス腹腔浸出細胞（peritoneal exudate cells, PEC）の調製 

	 マウスに 4 mlの 4% thioglycolateを腹腔内投与し、72時間後に PFEを用いて腹腔内

洗浄液を回収した。遠心（1300 rpm、4℃、5 min）により得られた細胞を ACK Lysing 

Buffer（Lonza）に懸濁して赤血球を溶血させ、PFEで 2度洗浄した後セルストレイナ

ー（メッシュサイズ 40 µm、BD）に通した。細胞は RPMIに再懸濁して 5.0×10^5/well
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となるように播種した。1時間培養後（37℃、10% CO2）に培養液を交換し、各刺激

に用いた。 

 

マウス大腸上皮細胞/粘膜固有層細胞の調製 

	 マウスの大腸を摘出し、長軸方向に切開した後、氷冷した PBS 中で内容物を洗浄

した。大腸組織を 5 mmに切断後、FACS buffer中で撹拌（37℃、30 min）して 100 µm

メッシュフィルターに通し、大腸組織から上皮細胞を分離した。 

	 上皮細胞は 1500 rpmで遠心（25℃、5 min）し、5 mlの 20% percoll（GE Healthcare）

に再懸濁した。この細胞浮遊液を 5 mlの 40% percollに静かに重層し、2000 rpmで遠

心した（25℃、20 min）。大腸組織を PBS で 5 回洗浄し、細切した後 collagenase D

（Roche）、DNase Ⅰ（Roche）、Dispase（GIBCO）入りの Isolation medium 中で撹拌

した（37℃、60 min）。得られた細胞浮遊液を 100 µmメッシュフィルターに通し、FACS 

bufferで洗浄後 5 mlの 40% percollに再懸濁した。この細胞浮遊液を 5 mlの 80% percoll

に静かに重層し、2000 rpmで遠心した（25℃、20 min）。myeloid系細胞の層の細胞を

全て回収し、FACS bufferで洗浄後、各実験に用いた。 
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マウス胆嚢上皮細胞の調製 

	 マウスの胆嚢を摘出し、切開して胆汁を取り除いた後、氷冷した PBS 中で 3 度洗

浄した。その後 37℃の Trypsin-EDTA（0.05%）（GIBCO）中で、5 minおきに vortex

を行いながら 30 min処理した 102。得られた細胞浮遊液を 100 µmメッシュフィルタ

ーに通し、PBSで洗浄して実験に用いた。 

 

糞便中の SP-Dの検出  

	 マウスから新鮮糞便を採取し、糞便 60 mgを 3 mlの PBSに懸濁した。2000 rpmで

遠心（4℃、5 min）した後、得られた上清を 0.22 µmのメンブレンフィルター（Millipore）

に通した。Dynabeads Protein G（VERITAS）と抗 SP-D抗体（H-120、Santa Cruz）を

用いてこの溶液に含まれる SP-D の免疫沈降を行った後、抗 SP-D 抗体（ab17781、

Abcam）を用いてウエスタンブロット法により SP-Dを検出した。 

 

DSS誘導性大腸炎モデルの作製  

	 3.5%（w/v）のデキストラン硫酸ナトリウム（dextran sodium sulfate, DSS）溶液をオ

ートクレーブ（121 ℃、20 min）後、マウスに 8日間自由飲水させた。実験開始 2日

目から毎日体重を測定し、一定期間経過した後各組織を採取した。 



 60 

細胞刺激  

B-DNAによる刺激 

	 PECに B-DNA（10 µg/ml）（SIGMA）と mouse recombinant SP-D（5 µg/ml）を処置

した。刺激から 3時間後に細胞を回収して RNAを抽出した。 

 

STINGリガンドによる刺激 

	 PECに c-di-GMP（1 µM、invivogen）あるいは 3’-3’ cGAMP（10 µM、invivogen）

と mouse recombinant SP-Dを処置し、3時間後に細胞を回収して RNAを抽出した。 

 

糞便抽出核酸による刺激 

	 c57B6/Jマウスの新鮮糞便を採取し、TriZol（Invitrogen）を用いて核酸（DNA、RNA）

を抽出した。抽出した核酸のヌクレアーゼ処理は、DNase I（15 U/ml、Roche）、RNase 

A（15 µg/ml、Invitrogen）、Benzonase（1000 U/ml、Millipore）を用いて行った。MEF

への核酸のリポフェクションは Lipofectamine 2000の標準プロトコルに従って行い、

核酸と Lipofectamine 2000をそれぞれ低血清培地 OPTI-MEM（GIBCO）と混合して 5 

min 静置（25℃）した後、両者を混合してさらに 20 min 静置（25℃）したものを細

胞培養液に加えた。刺激から 3時間後に細胞を回収して RNAを抽出した。 



 61 

組織/細胞の qRT-PCR 

	 RNA抽出は RNAeasy（Quigen）の標準プロトコルに従って行った。抽出した RNA

は 40 µl の RNase-free water で溶出し、total RNA 溶液として用いた。total RNA は

PrimeScript RT Master Mixの標準プロトコルを用いて逆転写反応を行い、cDNAを合

成した。 

	 qRT-PCRには 7900HT（Applied Biosystems）を用い、SYBR Premix Ex Taq II（Tli 

RNaseH Plus）（Takara）の標準プロトコルに従って行った。sense primer、anti-sense 

primerは終濃度が 0.5 mMとなるように希釈し、滅菌蒸留水で 20倍に希釈した cDNA

溶液を 2 µlを加え、滅菌蒸留水で全量を 20 µlとした反応液を作製した。PCRで得ら

れた各遺伝子の mRNA発現量は Gapdh mRNAの発現量で標準化した。 

qRT-PCRに用いたプライマーは以下の通りである。 

 

遺伝子             配列 

Sftpd Forward 5’- CCAGTTGGACCCAAAGGAGAGAATG -3’ 

 Reverse 5’- GTCCTATGTTCCCCTGCTTCCCA -3’ 

Ifnb 

 

Tslp 

 

Il33 

 

Reg3b 

 

Forward 

Reverse 

Forward 

Reverse 

Forward 

Reverse 

Forward 

Reverse 

5’- ACGCCTGGATGGTGGTCCGA -3’ 

5’- TGCCTGCAACCACCACTCATTCT -3’  

5’- AGGCTACCCTGAAACTGAGA -3’ 

5’- GGAGATTGCATGAAGGAATAC -3’ 

5’- CATGCCAACGACAAGGACTA -3’  

5’- GCTCTCATCTTTCTCCTCCA -3’ 

5’- CCTGCTCCGTCATGTCCT -3’  

5’- CGTGCGGAGGGTATATTCTT -3’  
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Il22 

 

Gapdh 

 

Forward 

Reverse 

Forward 

Reverse 

5’-TCAGCTCAGCTCCTGTCACAT -3’ 

5’-TCCCCAATCGCCTTGATCTCT -3’ 

5’- CTCATGACCACAGTCCATGC -3’ 

5’- CACATTGGGGGTAGGAACAC -3’ 

 

ELISA（enzyme-linked immunosorbent assay）  

	 胆汁中に含まれる SP-D は、マウスより摘出した胆嚢から胆汁を採取し、100 倍希

釈した後 rat SP-D ELISA Kit（ヤマサ）を用いて定量した。 

 

ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色  

	 マウスから採取した大腸組織を 4%パラホルムアルデヒドにて 4℃で一晩固定した

後、大阪大学微生物病研究所にてパラフィン切片の作製と HE染色を行っていただい

た。その切片をオールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X700（KEYENCE）下で観察・撮影し

た。 

 

腸内細菌叢解析  

	 WTマウス、Sftpd-/- マウスから新鮮糞便を採取して DNAを抽出し、universal PCR

プライマー Bact-27F（5’-AGRGTTTGATYMTGGCTCAG-3’）Bact-1492R（5’-GGYTAC 

CTTGTTACGACTT-3’）を用いて PCRを行った。得られた PCR産物をシークエンス
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解析して OTUを作成し、Unifrac解析に用いた。 

 

フローサイトメトリー解析  

	 単離したマウス大腸粘膜固有層細胞と抗マウス CD4抗体（BD）を FACS buffer中

で反応（4℃、30 min）させた後、Foxp3/Transcription factor staining buffer set（eBioscience）

を用いて、標準プロトコルに従い細胞の固定と細胞膜の透過処理を行った。続いて細

胞と抗マウス Foxp3抗体（eBioscience）を permealization buffer中で反応（25℃、45 min）

させ、FACS bufferで洗浄後 BD FACSCantoIIフローサイトメーター（BD）を用いて

解析を行った。 

 

統計  

	 実験成績は平均±標準誤差で示した。2群間の有意差検定は unpaired Student’s t-test

を用い、危険率（P）が 5%未満の場合を統計学的に有意とした。（*：P<0.05、**：

P<0.01） 
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6. 略語一覧  

 
2-ME 2-mercaptoethanol 

AMP adenosine monophosphate 

cDNA complementary DNA 

CRAMP cathelicidin-related antimicrobial peptide 

DAMP damage-associated molecular pattern 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

DNA deoxyribonucleic acid 

DSS dextran sodium sulfate 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

FCS fetal calf serum 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GMP guanosine monophosphate 

HE hematoxylin and eosin 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HRP horseradish peroxidase 

IFN interferon 

IFNAR interferon-α/β receptor 
IL interleukin 

ILC innate lymphoid cell 

IRF interferon regulatory factor 

MAVS Mitochondrial antiviral signaling protein 

MEF mouse embryonic fibroblast 

MEM minimum essential media 

mRNA messenger RNA 

NOD Nucleotide-binding oligomerization domain-containing 

protein 

OTU operational taxonomic unit 

PAMP pathogen-associated molecular pattern 

PBS phosphate buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 
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PEC peritoneal exudate cell 

PRR pattern recognition receptor 

qRT-PCR 

rDNA 

quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

ribosomal DNA 

RIG-I Retinoic acid-inducible gene-I 

RLR RIG-I like receptor 

RNA ribonucleic acid 

RPMI Roswell Park memorial institute 

SNP single nucleotide polymorphism 

SP-D  surfactant protein D 

STAT signal transduction and activator of transcription 

STING Stimulator of IFN genes protein 

TLR Toll-like receptor 

TNF-α tumor necrosis factor-α 

Treg regulatory T cell 

TSLP thymic stromal lymphopoietin 

WT wild type 
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