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要旨 

樹状細胞は抗原提示細胞の一つで、腸管における免疫応答を担っているが、

その制御機構は十分には解明されていない。本研究は腸管免疫における樹状細

胞の TGF-βシグナルの役割を検証した。樹状細胞特異的 TGF-β受容体欠損マ

ウスは Enterobacteriaceae の増加を特徴とした腸内細菌叢の乱れと杯細胞減少を

伴う潰瘍性大腸炎類似の腸炎を発症した。TGF-βシグナル欠損で樹状細胞の

Notchリガンド Jagged1 と Jagged2 の発現が上昇し、腸管上皮の Notch シグナル

の亢進に伴って上皮における Hes1 の発現増加がみられた。樹状細胞の TGF-β

シグナルは Notchシグナルを介し大腸杯細胞と腸内細菌の恒常性維持に関与し

ている可能性が示唆された。 
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序文 

炎症性腸疾患（Inflammatory Bowel Disease: IBD）は潰瘍性大腸炎とクロー

ン病の二つの疾患を総称した病態であり、原因不明の慢性持続的な腸管の炎症

や潰瘍を特徴とする(1)。IBDは遺伝的要因および環境的要因が複雑に絡み合っ

て発症すると考えられているが、IBDの病態や発症機序については十分には解

明されていない(2)。 

IBDの遺伝的要因については GWAS（Genome-Wide Association Studies）に

よる解析で 100座以上の IBD感受性遺伝子が同定されているが(3)、これらの中

に TGF-βシグナルに関連した遺伝子である Smad3が含まれている(4, 5)。TGF-

βは多彩な機能を有したサイトカインであり、TGF-β受容体に結合して細胞内

シグナル伝達因子 Smad2/3 のリン酸化を介して、細胞の分化・増殖、炎症、発

癌などに関わる遺伝子の発現に抑制的に作用する(6)。腸管免疫においては T細

胞の TGF-βシグナルが炎症を抑制し免疫寛容に作用するなどの報告がある(7)。

IBD患者の大腸粘膜および大腸粘膜固有リンパ球において Smad3のリン酸化の

減弱がみられており(8)、TGF-βシグナルの異常が IBDの病態や発症に関与して

いる可能性が考えられる。 

IBDの環境要因については腸内細菌が近年注目されている (9, 10)。常在細

菌に対する不適切な宿主免疫応答や、腸内細菌叢の構成変化が IBD の病因と関
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連していることが報告されている(11, 12)。IBD 患者の腸内細菌叢では２つの主

要な門(phylum)であるBacteroidesやFirmicutesの菌量および多様性の減少がみら

れる一方で、大腸菌などの Enterobacteriaceaeを含む Probaobacteria の増加がみ

られ、腸内細菌叢の変化（dysbiosis）が腸炎の発症および進展に関与していると

考えられている（12, 13）。また、腸内細菌のある特定の菌種が腸管免疫の調節

に直接的に関与していることが報告されており、Segmented Filamentous Bacteria

が樹状細胞を介して T細胞のサブセットである Th17細胞を誘導することや、

Clostridium 属の特定種が抑制性 T細胞（Treg）を誘導することなどが報告され

ている（14, 15）。 

樹状細胞は自然免疫を担う抗原提示細胞の一つであり、腸管や肺などの粘

膜組織、皮膚などの末梢組織の他にも、肝臓、心臓、腎臓などの多くの臓器に

広く分布しており、細菌などの抗原に対する前線として機能している（16）。腸

管免疫において樹状細胞は病原体に対して炎症性免疫応答を示す一方で、常在

細菌に対して免疫寛容に働くなど相反する免疫応答の調整しており、腸管免疫

の恒常性維持において重要な役割を担っていると考えられている(15)。樹状細胞

は樹状突起を介して腸管の管腔側の腸内細菌を直接的に認識する機能や、腸内

細菌を認識した腸管上皮細胞からのシグナルを受けて間接的に免疫応答するな

どの多様な機能が報告されている(17, 18)。腸内細菌を認識して樹状細胞は T細
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胞に抗原提示することで T細胞および B細胞の獲得免疫系細胞の免疫応答を調

整している(18)。 

樹状細胞の機能異常が腸管免疫の恒常を破綻させ腸炎を惹起することはい

くつかの研究で報告されており(19、20、21、22)、例えば、骨髄細胞の分化・増

殖に促進的に作用する顆粒球単球コロニー刺激因子（GM-CSF）を欠損させたマ

ウスは腸管固有層への樹状細胞の誘導に障害をきたし Citrobacter rodentium感染

性腸炎に脆弱となる(19)。その他、樹状細胞特異的に変異型β-catenin を発現し

たマウスを用いた研究では、樹状細胞のWnt-β-cateninシグナルが IL-10や TGF-

βといった抗炎症性サイトカインの産生に関与することが報告されている（20）。

しかしながら、腸管免疫における樹状細胞の TGF-βシグナルに関しては十分に

検討されておらず、特に樹状細胞の TGF-βシグナルと腸内細菌との関連につい

ては明らかではない。 

  これらの背景から、本研究では樹状細胞特異的 TGF-β受容体欠損マウスを

用いて、腸管免疫における樹状細胞の TGF-βシグナルが果たす役割について検

討した。 
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方法 

1. マウス 

TGF-βⅡ型受容体（TGFBR2）のコンベンショナルノックアウトマウスで

あるTgfbr2 flox/flox マウス (C57BL/6) (23)と樹状細胞の表面マーカーである

CD11cのプロモーター領域下にcre遺伝子を発現するCD11c-creマウス 

(B6N.Cg-Tg(Itgax-cre)1-1Reiz/J) (24)を交配させ、CD11c-cre Tgfbr2 flox/flox  

(CD11c-cre Tgfbr2
fl/fl

) マウス, CD11c-cre Tgfbr2 flox/+ (CD11c-cre Tgfbr2
fl/+

)マウ

ス、コントロールとしてTgfbr2
fl/fl マウス、Tgfbr2

fl/+ マウスあるいは野生型

C57BL/6マウス（WT）を実験に用いた。全てのマウスは東京大学の動物実験施

設で管理された。全ての実験計画は東京大学の動物実験委員会の承認を得てお

り、東京大学動物実験実施規則に沿って実施された。 

 

2. デキストラン硫酸ナトリウム (DSS)誘導性腸炎マウスモデル 

性別および週令を揃えた 8から 14週令の CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスとコン

トロールマウスに 2.0% DSS 水溶液(分子量 36 – 40 kDa; ICN Biomedicals, Irvine, 

CA)を飲水として 5日間自由摂取させ、その後は水道水に切り替えた。各マウス

の体重を連日計測した。病理組織学的および遺伝子発現解析の目的で、実験開

始 4, 7, あるいは 10 日目にマウスを解剖した。 

DSS と抗生剤の併用実験では 2.0% DSS に硫酸ネオマイシン（1.0g/L; 
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Calbiochem）とメトロニダゾール（1.0g/L; Sigma）を混合した水溶液を飲水とし

て用いた。 DSS と Notch阻害剤の併用実験では、2.0% DSS 投与期間に γ−セク

レターゼ阻害剤 DBZ を 5 mg/kg/回、あるいは 10 % DMSO を連日で腹腔内投与

した。 

 

3. 糞便微生物移植（FMT）マウスモデル 

  CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスとコントロールマウスの糞便を回収し、15%グリ

セリン溶液に懸濁し、-80℃で保存した。糞便微生物移植の実験に使用する際に

は、保存した溶液の菌数を血液培地あるいはマッコンキー培地を用いて測定し、

5×10
8
 CFU/200μl に細菌数を調整した溶解液（糞便微生物溶解液）を作成した。

また別の実験では、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの糞便微生物溶解液を方法 6の培

養条件で、1. 血液寒天培地で培養した細菌群（Total bacteria）、2. マッコンキー

培地で培養した細菌群（Enterobacteriaceae）、 3. 2の細菌群から単離した E. coli

をマッコンキー培地で培養した細菌群（E. coli）の 3群を設定し、各細菌群の溶

解液を 5×10
8
 CFUずつ注入接種した。前もって抗生剤（硫酸ネオマイシンとメ

トロニダゾールを各 1.0g/L）の溶解液を 3週間自由摂取した WTマウスに、糞

便微生物溶解液、あるいは各細菌群の溶解液を、ゾンデで経口経胃的に注入接

種した。注入接種後３日目から 2.0% DSSを 5日間自由摂取させ腸炎を誘発した。 
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4. 骨髄キメラマウスの作成 

CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスとコントロールマウスの大腿骨および脛骨から骨

髄細胞の懸濁液を採取した。X線 9 Gyを照射した雄のWTマウスに、1×10
7個に

細胞数をそろえたCD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスあるいはコントロールマウスの骨髄

懸濁液を尾静脈注射により移植した(25)。移植後2週間は硫酸ネオマイシンと硫

酸ポリミキシンBを含んだ抗生剤水溶液を飲水として自由摂取させた。移植前お

よび移植後1, 2, 3週目に各マウスの糞便を採取した。移植後2週目あるいは3週目

にマウスを解剖し、大腸組織を病理学的解析の目的で保存した。 

 

5. 糞便の DNA抽出・解析法と培養法 

  糞便からの DNA 抽出には QIAamp DNA Stool Minikits (Qiagen,Valencia, CA)

を用い、抽出した DNA溶解液を-20℃で保存し、16S rRNA遺伝子解析に用いた。

16S rRNA遺伝子プライマーは表 1に記したプライマーを用いた。糞便微生物溶

解液に含まれる細菌の培養には血液寒天培地（非選択培地）とマッコンキー培

地（選択培地）を用いた。血液寒天培地で嫌気下・37℃・3日間培養した菌を培

養可能な全細菌として用いた。マッコンキー培地で好気下・37℃・1 日間培養し

た菌を Enterobacteriaceaeとして用いた。 
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表1. 16S rRNA遺伝子プライマー 

Group  Primer Sequence(5'-3') 

Total bacteria Forward GGTGAATACGTTCCCGG 

 
Reverse TACGGCTACCTTGTTACGACTT 

   
Enterobacteriaceae Forward TGCCGTAACTTCGGGAGAAGGCA 

 
Reverse TCAAGGACCAGTGTTCAGTGTC 

   
Bacteroidaceae-Porphyromonadaceae Forward GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT 

-Prevotellaceae Reverse CGGAYGTAAGGGCCGTGC 

   
Lachnospiraceae-Ruminococcaceae Forward CGGTACCTGACTAAGAAGC 

 
Reverse AGTTTYATTCTTGCGAACG 

   
Enterococcaceae Forward CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT 

 
Reverse ACTCGTTGTACTTCCCATTGT 

   
Segmented filamentous bacteria Forward AGGAGGAGTCTGCGGCAC 

 
Reverse CCTTCCTCTTCCCTGCT 

   
Clostridial cluster Ⅳ Forward CCTTCCGTGCCGSAGTTA 

 
Reverse GAATTAAACCACATACTCCACTGCTT 

   
Clostridium cluster ⅩⅣa Forward AAATGACGGTACCTGACTAA 

  Reverse GCTTCTTAGTCAGGTACCGTCAT 

 

6. 樹状細胞の分離、培養および機能解析 

マウスの骨髄由来樹状細胞（Bone Marrow-derived Dendritic Cell; BMDC）を

既報（26）にならってマウスの骨髄血から分離・培養した。簡潔に記すと、マ

ウスから両側の大腿骨および脛骨を採取し、25Gの注射針を用いて骨髄から骨髄
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血を得る。骨髄血はRPMI-1640溶液に溶解し、100μmのメッシュに通した後に、

溶血反応にて赤血球を除去する。溶血後に得られた細胞を1×10
7個ずつメディウ

ム（抗生剤を含有した10%FBS RPMI-1640 10 mlにGM-CSF (PeproTech)を10~20 

ng/ml加えた溶液）に溶解し10ccのディッシュで37℃培養した。メディウムは2

日おきに交換し、5から8日間培養した。採取した樹状細胞は必要に応じてCD11c 

MACS microbeads (Miltenyi Biotec)にて分離し、CD11c陽性樹状細胞を得た。 

大腸粘膜固有層からの樹状細胞の分離は既報（27）にならって行った。簡

潔に記すと、マウスから大腸を採取し、大腸を縦に切開した。PBSで糞便を除去

した後に、5 mM EDTAを含有したHBSSに大腸を入れ37℃で培養しながら20分間

120rpmで回転させた。大腸をペーパータオルに擦りつけて、残った上皮を取り

除いた後に、4%FBS RPMI-1640 10 mlに腸を入れ、鋏で大腸を細かく切った。腸

を入れた溶液にCollagenase D (Roche) 1 mg/ml、Dispase (Roche) 0.5 mg/ml、DNase

Ⅰ(Roche) 40 μg/mlを加え37℃で培養しながら50分間140rpmで回転させた。その

後にPercollを用いた密度勾配遠心（40%と80%Percollを用いて室温にて20分間

2000rpmで遠心）にて粘膜固有リンパ球を回収した。粘膜固有リンパ球からCD11c 

MACS microbeads (Miltenyi Biotec)を用いてCD11c陽性の腸管樹状細胞を得た。 
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7.  フローサイトメトリー法 

CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスとコントロールマウスの脾臓あるいは大腸粘膜固有

層からリンパ球を分離した。細胞内染色が必要な場合にはFix & Permeabilization 

Kit (BioLegend)を用いて処理した。1ウェルあたり約5×10
5 個に細胞数をそろえ

て、表2に記された抗体と反応させた。各サンプルはGuava easyCyte Cytometers 

(Millipore)により測定し、Guava Suit software (Millipore)を用いて解析した。 

 

表2. フローサイトメトリーで用いた抗体試薬リスト 

 

 

8. 病理スコア 

10%ホルマリン固定パラフィン包埋された大腸組織を用いて既報（28）に習

って病理スコアを計測した。簡潔に記すと、大腸上皮障害のスコア： 0 = normal; 

1 = hyperproliferation, irregular crypts, and goblet cell loss; 2 = mild to moderate crypt 

Antibody Vendor Dilution 

PE anti-mouse CD11c BD Biosciences 1:200 

FITC anti-mouse CD11b BioLegend 1:200 

FITC anti-mouse I-Ab (MHCⅡ) BioLegend 1:200 

FITC anti-mouse CD4 BioLegend 1:200 

PE anti-mouse CD8 BD Biosciences 1:200 

PE anti-mouse Gr-1 BioLegend 1:200 

PE anti-mouse FOXP3 eBioscience 1:200 

PE anti-mouse Jagged1 BioLegend 1:200 

PE anti-mouse Jagged2 BioLegend 1:200 

PE Armenian Hamster IgG (isotype) BioLegend 1:200 
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loss (10–50%); 3 = severe crypt loss (50–90%); 4 = complete crypt loss, surface 

epithelium intact; 5 = small- to medium-sized ulcer (<10 crypt widths); 6 = large ulcer 

(≥10 crypt widths)。 炎症細胞浸潤のスコア：mucosa (0 = normal, 1 = mild, 2 = 

modest, 3 = severe), submucosa (0 = normal, 1 = mild to modest, 2 = severe), and 

muscle/serosa (0 = normal, 1 = moderate to severe)。 大腸上皮障害のスコアと炎症

細胞浸潤のスコアの合計（0-12点）を病理スコアとした。 

 

9.  免疫組織染色およびウェスタンブロット法 

  免疫組織染色には、OCTコンパウンドに包埋された凍結組織、あるいはパ

ラフィン包埋されたホルマリン固定組織を用いた。凍結組織を5μm厚に切り出

し、アセトンで5分間固定した。PBSで洗浄後、2%BSA含有のPBSでブロッキン

グを行った。Avidin Biotin ブロッキングにはAvidin Biotin blocking kit, DAKOを

用いた。パラフィン包埋ホルマリン固定組織は、脱パラフィン処理と抗原賦活

処理（10 mM クエン酸溶液中に浸漬し121度で15分間オートクレーブ）を行った。

各切片は1次抗体で一晩4℃にて静置した。その後、2次抗体で常温1時間反応さ

せた。螢光顕微鏡の画像は画像ソフトウェア(PictureFrame)を用いて撮影した。

デジタル画像はAdobe Photoshop Elements 10 (Adobe Systems)を用いて編集した。

使用した抗体試薬のリストを表3に記した。 
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  大腸組織および樹状細胞から抽出した全蛋白ライセートは、SDSポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)を用いて分離され、ポリフッ化ビニリデン膜

(Millipore Corporation, Billerica, MA)に転写され、既報（29）にならって免疫ブロ

ッティングを用いて解析した。使用した抗体のリストを表2に記した。 

 

表3. 免疫染色およびウェスタンブロットで用いた抗体試薬リスト 

Antibody / Reagent Vendor Dilution 

CD11c BD Biosciences 1:400 

FOXP3 Abcam 1:400 

Jagged1 Novus Biologicals 1:400 

Jageed2 Novus Biologicals 1:400 

Hes1 MBL 1:100 

Rhodamine labeled UEA-1 Vector Laboratories 1:2000 

DAPI Vector Laboratories 1:10000 

Alexa Fluor 488 Life Technologies 1:500 

Alexa Fluor 555 Life Technologies 1:500 

TGFBRⅡ Santa Cruz Biotech 1:200 

phospho-Smad2 Millipore 1:500 

Smad2/3 BD Biosciences 1:500 

F-Actin Life Technologies 1:500 

β-Actin Sigma Aldrich 1:10000 

HRP 標識二次抗体 GE Lifesciences 1:2000 

 

10. RNA解析 

大腸組織および樹状細胞から RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて全 RNAを抽出

した。RNAから ImProm-II Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI)を
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用いて一本鎖 cDNA を生成し、ABI PRISM 7000 Quantitative PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA)を用いて増幅させた。リアルタイム PCR で得られた

結果は GAPDHで標準化した。リアルタイム PCR で用いたプライマーを表 4に

記した。 

 CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスとコントロールマウスの大腸粘膜固有層のリンパ球

を分離し、MACS Microbeads ( Miltenyi Biotec) を用いて磁器的に CD11c陽性細

胞（腸管樹状細胞）を分離した。用いたマウスの大腸粘膜固有層より分離した

樹状細胞から RNAを抽出し、4匹分プールした RNAを用いて PCR array解析

（Mouse signal transduction pathwayfinder PCR array, Qiagen）に用いた。 

 

表4. マウスプライマーのリスト 

Group  Primer Sequence(5'-3') 
 

TNF-α Forward CTATGTCTCAGCCTCTTCTC 
 

 
Reverse CAGCCTTGTCCCTTGAAGAG 

 

     
IFN-γ Forward TCTCGACAATGAACGCTAC   

 Reverse GCTTCCTGAGGCTGGATTCC   

     

IL-1β Forward TGAACTCAAATGTGAAATGC   

 Reverse TGTCCATTGAGGTGGAGAGC   

     

TGF-β Forward TGCTCGTTTGTACAACAGC   

 Reverse ATCTTTGCTGTCACAAGGC   

     

IL-10 Forward AGCCGGGAAGACAATAACTG   
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 Reverse TTCATGGCCTTGTAGACACC   

     

CD11c Forward TGTGACGGTGTCTAATGATGG   

 Reverse AGTTGATGCTGACTGGCACG   

     

Muc2 Forward CTGACCAAGAGCGAACACAA   

 Reverse CATGACTGGAAGCAACTGGA   

     

TFF3 Forward CAGATTACGTTGGCCTGTCTCC 

 
Reverse ATGCTTGCTACCCTTGGACCAC 

 

     
Relmβ Forward GCTCTTCCCTTTCCTTCTCCAA 

 

 
Reverse AACACAGTGTAGGCTTCATGCTGTA 

 

     
Jagged1 Forward AAAGGCTTCACCGGCACCTAC 

 

 
Reverse CTCCCAGCCGTCACTACAGATACA  

 

     
Jagged2 Forward TGTGACGATGGCTGGAAGGG  

 

 
Reverse GCTGCTGTTCTTGGCGATGG 

     
Hes1 Forward GCAGACATTCTGGAAATGACTGTGA 

 

 
Reverse GAGTGCGCACCTCGGTGTTA 

     
GAPDH Forward CGACTTCAACAGCAACTCCCACTCTTCC 

 
  Reverse TGGGTGGTCCAGGGTTTCTTACTCCTT 

  

 

11.  統計解析 

得られた値は各群の平均値±標準誤差として示した。結果は二群間の比較の検

討に、Student の t 検定あるいはMann-Whitneyの U検定を用いた。得られた P

値は 0.05未満を統計学的に有意であるとした。 
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結果 

1. 樹状細胞の TGF-βシグナルの破綻は腸炎を惹起する。 

最初にコントロールマウス、CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウス、および CD11c-cre 

Tgfbr2
fl/flマウスにおける樹状細胞の TGF-βシグナルについてウェスタンブロッ

ト法を用いて解析した。マウスから分離培養した CD11c陽性 BMDC における

Tgfbr2 の発現は、コントロールマウスに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスで減弱

がみられ、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスで欠失していた（図 1A）。TGF-β刺激後

の Smad2のリン酸化は、コントロールマウスに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウ

スと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスで減弱がみられた（図 1B）。コントロールマウス

と CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスは非刺激時では 15週令以内の死亡はみられず、体

重に有意な差はみられないが、それらに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスは約

80%の体重（図 1C）で、5から 14週令で早期に死亡した（図 1D）。コントロー

ルマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスに比して CD11c-cre Tgfbr2

fl/flマウスは大腸

腸管長の短縮がみられ（図 1E）、大腸病理像で粘膜固有層への炎症細胞浸潤と

杯細胞減少がみられ（図 1F）、大腸病理スコアが高値であった（図 1G）。これ

らの結果から、樹状細胞の TGF-βシグナルは大腸炎の抑制に重要であると考え

られる。 
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C D 

E 



20 

 

 

図 1．樹状細胞特異的 TGF-βシグナル受容体欠損マウスの特徴 

（A）コントロールマウス、CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウス、CD11c-cre Tgfbr2

fl/flマウス由来の BMDC

の蛋白ライセートを抗TGFBR2抗体で免疫ブロットした。β-actinをコントロールとして用いた。

(B) コントロールマウス、CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウス、CD11c-cre Tgfbr2

fl/flマウス由来 BMDC を

TGF-β1 (10ng/ml)で 30分間刺激した。抗リン酸化 Smad2 抗体と抗 Smad2/3 抗体を用いて免疫ブ

ロットした。(C)-(G) コントロールマウス、CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウス、CD11c-cre Tgfbr2

fl/flマウ

スの体重（各マウス n=3-6）(C)、生存曲線(各マウス n=12)（D）、大腸腸管長と肉眼像（E）、大

腸 H.E染色（F）、大腸病理スコア（G）。* P<0.05、 ** P,0.005（vs. コントロールマウス）。 

F 

G 
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樹状細胞の TGF-βシグナルの破綻による免疫細胞およびサイトカインへの

影響を検討した。コントロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの脾臓細胞を

用いて血球の表面マーカーの発現を比較したが、単球・樹状細胞・マクロファ

ージ（CD11c陽性細胞、CD11b 陽性細胞、MHC-Ⅱ陽性細胞）、リンパ球（CD4

陽性細胞、CD8陽性細胞）、好中球（Gr-1陽性細胞）などの血球表面マーカーに

有意な差はみられなかった（図 2A）。しかしながら、大腸組織における CD11c

の発現はコントロールマウスに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスで約 3倍多く

（図 2B）、免疫染色では CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの大腸粘膜固有層で CD11c

陽性細胞が多くみられた（図 2C）。大腸組織におけるサイトカインの発現を比

較したが、TGF-βの発現はコントロールマウスに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマ

ウスで多くみられたが、その他のサイトカインに有意な差はみられなかった（図

2D）。脾細胞を用いて CD4陽性 FOXP3陽性 Tregの割合を調べたが、コントロ

ールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスとの間で差はみられず（図 2E）、大腸切

片を用いた FOXP3 の免疫染色では両者ともに FOXP3 の発現に差はみられなか

った（図 2F）。これらの結果から、樹状細胞の TGF-βシグナルの破綻によって

腸管粘膜固有層の樹状細胞は増加するが、その他の血球やサイトカインへの影

響は少ない可能性が示唆された。 
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脾細胞 割合（%）   Control CD11c-cre Tgfbr2 
fl/fl

 

     CD11c 

 

  9.3 ± 2.0 

 

  6.1 ± 0.9 

 

     CD11b 

 

20.5 ± 1.3 

 

28.3 ± 8.9 

 

     MHCⅡ 

 

 45.1 ± 10.1 

 

52.1 ± 8.1 

 

     CD4 

 

30.5 ± 8.4 

 

25.0 ± 5.8 

 

     CD8 

 

15.7 ± 1.2 

 

10.8 ± 2.9 

 

     Gr-1   28.4 ± 7.6   41.9 ±15.1    

      
 

 

A 

B C 
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図２．樹状細胞の TGF-βシグナル欠損による免疫細胞およびサイトカインの変化 

（A）コントロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの脾細胞の表面マーカーごとの割合をフ

ローサイトメトリー用いて測定した。実験は 3 回施行し、平均値と標準誤差を算出した。(B) 両

マウスの大腸組織から RNAを抽出し、リアルタイム PCRを用いて CD11c の発現を比較した。

各マウス n = 5。 (C) 両マウスの大腸組織を用いた CD11c（赤）、F-Actin（緑）の免疫染色。 (D)

両マウスの大腸組織の RNAを用いたサイトカイン発現の比較。各マウス n=5。（E）フローサイ

トメトリーによる両マウスの脾細胞を用いた CD4陽性 FOXP3陽性細胞の割合（各マウス n=3）、

（F）両マウスの大腸組織を用いた FOXP3（赤）の免疫染色。* P<0.05、 ** P,0.005（vs. コント

ロールマウス）。 

D 

E F 
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  大腸炎における樹状細胞の TGF-βシグナルの役割を解明するため、非刺激

時では CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスには異常な表現型はみられないものの樹状細

胞の TGF-βシグナルは減弱していることに着目して、コントロールマウスと

CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスに DSS で腸炎を誘導した。DSS 投与によりコントロー

ルマウスに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスでより顕著な体重減少（図 3A）、大

腸病理で重度の潰瘍を伴う炎症（図 3B）、大腸腸管長の短縮（図 3C）、および

大腸病理スコアの悪化（図 3D）がみられた。 
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図 3．CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスを用いた DSS誘導性腸炎の比較 

(A) 2.0%DSS 投与後のコントロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスの相対的体重変化率。(B) 

DSS投与後 4日目、7日目、10日目のコントロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスの大腸組

織の H.E.染色、 (C) DSS 投与後 4日目、7日目、10日目のコントロールマウスと CD11c-cre 

Tgfbr2
fl/+マウスの大腸腸管長、(D) DSS 投与後 4 日目、7日目、10日目のコントロールマウスと

CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスの大腸病理スコア。 * P<0.05。 

 

 

2. 樹状細胞の TGF-βシグナルの欠損で腸内細菌の dysbiosisが生じ、腸炎を惹

起する。 

  樹状細胞の TGF-βシグナルと腸内細菌叢との関連を調べるため、コントロ

ールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの便中の細菌量を、培養法と細菌 16S 

rRNAを用いた定量的 PCR 法で比較した。定量的 PCR 法ではコントロールマウ

スに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスで便中の Enterobacteriaceae量が約 50倍多

かったが、全細菌量やその他の細菌科レベルの菌量には両マウスに有意な差は

みられなかった（図 4A）。培養法でも同様に、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスで便中

の Enterobacteriaceae 量が多く、両マウスの全細菌に有意差はなかった（図 4B）。

CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの便をマッコンキー培地で培養して得られた

Enterobacteriaceaeの単コロニーから DNAを抽出し、16S rRNAのシークエンス

解析を行ったが、24 / 24のコロニーが非病原性の E. coli であった。また、培養

同定でも 4 / 4コロニーとも非病原性の E. coli であった。 
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図 4．CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの腸内細菌叢の検討 

(A)コントロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの便から DNAを抽出し、図に示す全菌量お

よび科レベルの 16S rRNA 遺伝子プライマーを用いて実施した定量的 PCRの相対値。 (B) コン

トロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの便を滅菌された PBS に溶解し、血液寒天培地およ

びマッコンキー培地を用いて培養し、細菌量を同定した。各群 n = 5。* P<0.05。 

 

 

腸内細菌叢の変化が腸炎の悪化と関連するかどうかを検討するため、

CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスを用いた DSS 腸炎モデルに、抗生剤を併用する実験を

行った。DSS と抗生剤を混ぜた溶液を投与しても、コントロールマウスと

CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスの両者で体重減少はみられず（図 5A）、大腸病理で炎

症像は軽度で（図 5B）、腸管長の短縮はみられなかった（図 5C）。抗生剤投与に

よりコントロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスともに腸炎が等しく抑制

された。抗生剤非投与下の DSS 腸炎モデル（図 2）においてコントロールマウ

スに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスで DSS投与により糞便中

Enterobacteriaceae量は 10倍以上多くなった。それに対して、DSS 投与前および

DSS＋抗生剤の投与で両マウスの Enterobacteriaceae量に有意な差はみられなか

った。便中の全菌量については DSS 投与前後、および DSS＋抗生剤のいずれに

おいても両マウスで有意な差はみられなかった（図 5D）。これらの結果から、

樹状細胞の TGF-βシグナルの欠損により生じた腸内細菌の変化、特に E. coli を

含む Enterobacteriaceae の増加が腸炎の悪化と関連している可能性が示唆された。 



29 
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図 5．CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの DSS腸炎モデルの腸内細菌叢の検討 

(A) 2.0%DSS+抗生剤（1.0g/L 硫酸ネオマイシンと 1.0g/Lメトロニダゾール）投与後のコントロ

ールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスの相対的体重変化率。(B) DSS 投与後 10日目のコントロ

ールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスの大腸組織の H.E.染色と (C) 大腸腸管長。 (D) DSS 投

与前、DSS 投与後 10日目、および DSS+抗生剤投与後 10 日目のコントロールマウスと CD11c-cre 

Tgfbr2
fl/+マウスの便を滅菌された PBSに溶解し、血液寒天培地およびマッコンキー培地を用いて

培養し、細菌量を同定した。* P<0.05。 

 

  続いて、腸内細菌叢の変化が腸炎に与える影響を検討するため、糞便微生

物移植(Fecal microbiota transplantation; FMT)を行った。既報に記された FMTの実

験プロトコール(30)を参考にして、FMT後に DSS 投与を行い腸炎を誘導する実

験を実施した(図 6A)。FMTにより、コントロールマウスの便を移植したマウス

に比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの便を移植したマウスにおいて、DSS 誘導性

腸炎でより顕著な体重減少（図 6B）と大腸の炎症像(図 6C)がみられた。 
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図 6．CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの便を用いた FMTの検討 

(A) FMT の実験の時間的流れ。3週間抗生剤投与した WT マウスに、抗生剤終了後 3日目にコン

トロールマウスあるいは CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスの便溶解液を移植した。移植後 3日目から

2.0%DSS を 5日間投与した。(B) 移植後の相対的体重変化率。各群 n = 9。 (C) 移植後 13日目 

(DSS投与後 10日目)の便移植マウスの大腸組織の H.E.染色。 * P<0.05。 
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    さらに、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスのある特定の腸内細菌が腸炎発症に寄与

しているかを検討するため、前述の FMTのプロトコールに従い、CD11c-cre 

Tgfbr2
fl/flマウスの便から培養した 5×10

8
 CFU相当のEnterobacteriaceae、E. Coli、

あるいは全細菌を移植した。全細菌を移植したマウスに比して

Enterobacteriaceaeまたは E. Coli を移植したマウスで DSS 投与後に、より顕著な

体重減少と（図 7A）、大腸に重度の潰瘍を伴う炎症像がみられ(図 7B)、大腸の

病理スコアが有意に高値であった(図 7C)。これらの結果から、樹状細胞の TGF-

βシグナル欠損による Enterobacteriaceae、特に E. Coli の増加が腸炎の悪化に関

与している可能性が考えられた。 
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図 7．CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウス由来の腸内細菌を用いた FMTの検討 

3 週間抗生剤投与した WT マウスに、CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスの便から培養した細菌を移植し

た。Total bacteria (n = 9); 血液寒天培養を用いて嫌気培養して得られた細菌群で培養可能な全腸

内細菌に相当、Enterobacteriaceae (n = 9); マッコンキー培地を用いて好気培養して得られた細菌
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群、 E.coli (n = 5); マッコンキー培地からコロニーを分離し、単培養して得られた大腸菌。(A) 腸

内細菌を移植したマウスの相対的体重変化率。 (B) FMT 後 13 日目 (DSS 投与後 10 日目)の腸内

細菌移植マウスの大腸組織の H.E.染色、(C) 大腸の病理スコア。 * P<0.05。 

 

 

3. 大腸杯細胞の減少と粘液層の菲薄化が dysbiosis と関連する。 

  ヒトの潰瘍性大腸炎において大腸杯細胞の減少(goblet cell depletion)と大腸

粘液層の減少がみられ(31, 32)、Enterobacteriaceae が増加することが知られてい

るが、その機序については十分には明らかではない(33, 34)。本研究では

CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスにおいて大腸 H.E染色で杯細胞の減少がみられ、腸内

細菌では Enterobacteriaceae の増加がみられており、潰瘍性大腸炎類似の表現型

と考えられる。そこで、樹状細胞の TGF-β シグナルと杯細胞および

Enterobacteriaceaeとの関連について検討した。大腸切片の UEA-1 染色で杯細胞

および粘液層を評価すると、コントロールマウスに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/fl

マウスにおいて顕著に杯細胞数が減少しており（図 8Aと 8B）、粘液層が菲薄化

していた（図 8Aと 8C）。杯細胞による粘液分泌能を評価するため、大腸表面の

杯細胞特異的な遺伝子の発現を比較したところ、muc2、tff3、relmβ といった杯

細胞特異的遺伝子の発現がコントロールマウスに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマ

ウスにおいて有意に低下していた。これらの結果から、樹状細胞の TGF-β シグ

ナルは杯細胞および粘液層の維持に関与していることが示唆された。 
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図 8．CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの杯細胞と粘液層に関する検討 

 (A) コントロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの大腸切片の UEA-1（赤）による杯細胞

と粘液層の比較。対比染色に DAPI（青）を用いた。 (B) 大腸腺窩あたりの UEA-1 陽性細胞数

の比較。(C) UEA-1 染色による粘液層の厚さの比較。(D) 大腸組織から抽出した RNAを用いた

リアルタイム PCRによる杯細胞特異的遺伝子の発現量の比較。 * P<0.05。 
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   大腸杯細胞と粘液層が、腸内細菌および腸炎の制御にどのように関与するか

検討するため、Notch シグナル阻害剤である γ-secretase inhibitor (Dibenzazepine; 

DBZ)を用いて検証した。Notchシグナルは腸上皮細胞の分化・維持に関与し、

杯細胞の分化を抑制するため、DBZの投与により杯細胞数が増加することが報

告されている（35）。我々は DSS 腸炎モデルを用いて DBZ投与により腸炎およ

び Enterobacteriaceae 量の変化を解析した。DSS 腸炎モデルにおいて DBZ投与に

より体重減少は軽減し（図 9A）、大腸病理では炎症像が軽減した（図 9B）。DSS

非刺激時において DMSO 投与に比して DBZ 投与により粘液層は肥厚した。DSS

投与後も DMSO投与に比して DBZ投与により粘液層は肥厚していた（図 9C と

D）。便中の Enterobacteriaceae量は DMSO投与に比して DBZ投与により増殖が

抑制された（図 9E）。これらの結果から、杯細胞と粘液層の維持が、腸内細菌の

増殖と腸炎を抑制しており、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスではこの機構が破綻して

いることが示唆された。 
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図 9．DSS腸炎モデルにおける Notchシグナル阻害剤を用いた検討 

 (A) 2.0%DDS 投与開始後の DMSO 腹腔内投与マウス（n = 8）と DBZ腹腔内投与マウス（n = 7）

の相対的体重変化率。(B) DSS 投与前後の両マウスの H.E.染色による大腸病理像の比較。 (C) 

DDS 投与前、投与後 4、7、10日目の両マウスの便中 Enterobacteriaceae 量を培養法で定量した

（n = 4）。 (D) DSS 投与前後の両マウスの大腸切片の UEA-1（赤）による杯細胞と粘液層の比較。

対比染色に DAPI（青）を用いた。(E) DSS 投与前後の両マウスの粘液層の厚みを UEA-1 染色像

から測定した。 * P<0.05。 

 

杯細胞の減少や Enterobacteriaceaeの増加が樹状細胞の TGF-βシグナルの破

綻により誘導されるかを証明するため、正常な腸内細菌叢と正常な杯細胞を持

つWTマウスに後天的にCD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスあるいはコントロールマウス

の骨髄細胞を移植する実験を施行した。コントロールマウスの骨髄細胞を移植

したマウスは 6匹中 5匹が 4週以上生存したのに対して、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマ

ウスの骨髄細胞を移植したマウスは、移植後 1週から 4週の間に 6 匹全て死亡

した（図 10A）。また、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの骨髄細胞を移植したマウス

は、大腸 H.E.染色でより顕著な炎症像を呈し（図 10B）、UEA-1染色で杯細胞と

粘液層の減少がみられた（図 10C）。さらに、便中の Enterobacteriaceae を比較す

ると、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの骨髄細胞を移植したマウスの方が移植後に

Enterobacteriaceae量が増加する傾向にあった（図 10D）。これらの結果から、樹

状細胞の TGF-βシグナルの破綻により杯細胞の減少や Enterobacteriaceaeの増加

が誘導されることが示された。 
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図 10．骨髄キメラマウスを用いた検討 

 (A) コントロールマウスまたは CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの骨髄細胞を移植したWTマウスの

移植後の生存曲線（各群 n=6）。(B) 両マウスの大腸 H.E.染色。 (C) 両マウスの大腸切片の UEA-1

（赤）による杯細胞と粘液層の比較。(D) 両マウスの便中 Enterobacteriaceae 量の経時的変化（各

群 n=5~7）。 

 

4. 樹状細胞の TGF-βシグナルは Notch シグナルを介して杯細胞の分化を制御

する。 

  CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの樹状細胞の遺伝子発現プロファイルを調べるた

め、腸管樹状細胞を分離して、TGF-β シグナルやその他の免疫関連のシグナル

を検索できる PCR アレイを実施した。コントロールマウスに比して CD11c-cre 

Tgfbr2
fl/flマウスの腸管樹状細胞では Notchリガンドである Jagged1が高発現して

いることが分かった（図 11A）。大腸における樹状細胞と Notchシグナルとの関
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連を調べるため、コントロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスを用いて

Notchの標的遺伝子あるいは Notchリガンドの発現を解析した。RT-PCR 解析で

は、コントロールマウスに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの大腸組織において

Notchの標的遺伝子であるHes1の発現が増加していた。また、CD11c-cre Tgfbr2
fl/fl

マウスの腸管樹状細胞において Notchリガンドの Jagged1と Jagged2の発現が増

加していた（図 11B と C）。免疫染色では Hes1 陽性細胞は CD11c-cre Tgfbr2
fl/fl

マウスの大腸陰窩の基底にみられた（図 11D）。蛍光多重染色では Jagged1 ある

いは Jagged2 陽性の細胞は大腸粘膜固有層にみられ、CD11c陽性の樹状細胞に多

くみられた（図 11E）。さらに、フローサイトメトリー法を用いて、大腸粘膜固

有リンパ球における Jagged1 および Jagged2 の発現を検討してみると、コントロ

ールマウスでは殆ど発現していないが、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの大腸粘膜固

有リンパ球において Jagged1 および Jagged2 の陽性細胞が多みられた（図 11F）。

CD11c陽性細胞とそれ以外の分画の Jagged1および Jagged2の発現を比較したと

ころ、CD11c陽性細胞において Jagged1 および Jagged2 の発現が多くみられた  

（図 11G）。 
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図 11．CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスにおける Notchシグナルの検討 

 (A) コントロールマウスとCD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの大腸粘膜固有層から腸管樹状細胞を分

離し、RNAを抽出した。4匹分ずつプールした RNA を用いて PCRアレイを施行した。 (B) 両

マウスの大腸組織から RNAを抽出し、リアルタイム PCRを用いて Hes1の発現を比較した。 各

群 n = 5。(C) 両マウスの腸管樹状細胞の RNAを用いて Jagged1、Jagged2 の発現を比較した。

各群 n = 5。 * P<0.05。(D) 両マウスの大腸組織のホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いた

Hes1（茶）の免疫染色。対比染色にヘマトキシリンを用いた。(E) 両マウスの大腸組織の凍結切

片を用いた蛍光多重染色。CD11c (赤)、Jagged1 と Jagged2 (緑)、および対比染色として DAPI (青)

を用いた。(F) コントロールマウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの大腸粘膜固有層リンパ球を

PE-Jagged1抗体あるいは PE-Jagged2抗体と反応させ、フローサイトメトリー法を用いて Jagged1、

Jagged2 陽性細胞を検出した。(G) CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの大腸粘膜固有層リンパ球から分離

して得られた CD11c陽性細胞、陰性細胞を PE-Jagged1抗体あるいは PE-Jagged2抗体と反応させ、

フローサイトメトリー法を用いて Jagged1、Jagged2 陽性細胞を検出した。 
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  樹状細胞における TGF-β シグナルと Notch リガンドの発現との関連を in 

vitroで検討した。WTマウス由来の BMDC を TGF-β1で刺激し Notch リガンド

の発現の変化を調べたところ、TGF-β1刺激により BMDC の Jagged1 と Jagged2

の発現は低下した（図 12A）。次に、TGF-β シグナルの欠損による Notch リガン

ドの発現の変化を解析するため、Tgfbr2
fl/flマウス由来の BMDC に cre 遺伝子を

導入したアデノウイルスを感染させる実験を行った。lacZ を導入したアデノウ

イルスに比して creを導入したアデノウイルスの感染により cre-negative 

Tgfbr2
fl/flマウス由来の BMDC における Jagged1 と Jagged2 の発現は上昇した（図

12B）。 

  これらの結果から、樹状細胞における TGF-β シグナルは Jagged1 と Jagged2

の発現を抑制し、上皮細胞の Notchシグナルの活性を抑えることで、野生型マ

ウスにおいて大腸杯細胞の分化を促進している可能性が示唆された。 
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図 12． in vitro における樹状細胞の TGF-βシグナルと Notchリガンドの検討 

 (A) WT マウス由来の BMDCに TGF-β1 を 0.25, 0.5, 1 ng/ml 加え 24時間培養した。培養した

BMDC から RNAを抽出しリアルタイム PCRを用いて Jagged1、Jagged2の発現を比較した。 (B) 

Tgfbr2
fl/flマウス由来の BMDC に cre を導入したアデノウイルス（adeno-cre）あるいは、コントロ

ールとして lacZ を導入したアデノウイルス（adeno-laz）を MOI 50 で 3時間感染させた。感染か

ら 24 時間後に BMDC を採取し、Jagged1、Jagged2 の発現を比較した。実験はいずれも triplicate

で施行した。 
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考察 

  樹状細胞は抗原提示細胞の一つであり、腸管では主に腸管粘膜固有層に存

在し、腸管免疫応答の第一線として働く（36）。マクロファージも腸管に存在す

る抗原提示細胞で、樹状細胞と並んで腸管免疫で重要な役割を担っているが、

樹状細胞は強力な抗原提示能の他に、樹状突起を伸ばして腸管の管腔側の抗原

を認識する能力や、Tregを誘導し免疫寛容に働く作用など、様々な免疫機能を

有している（17, 18）。樹状細胞は均一な細胞集団ではなく、いくつかのサブセ

ットに分けられる。腸管樹状細胞においては主に二つのサブセットがあり、

CD103陽性樹状細胞と CX3CR1 陽性樹状細胞に分けられるが（17）、マウスにお

いては全てのサブセットの樹状細胞に表面抗原である CD11cが発現しており、

vivo における樹状細胞の機能解析として CD11c-creマウスを用いた樹状細胞特

異的な遺伝子改変マウスの研究が行われている（19, 20）。TGF-β シグナルは細

胞の機能において多様な働きを示すが、主には細胞増殖や炎症を抑制すること

に関与している（38）。TGF-β シグナルは IBD を含めた炎症性疾患の病態におい

て鍵となるサイトカインの一つである(39)。しかしながら、樹状細胞における

TGF-β シグナルがどのように腸内の恒常性を調整しているかについては十分に

は解明されておらず、我々は CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスを用いた研究を開始した。 

我々の研究中に他のグループより CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスを用いた論文
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が報告された（40）。報告によると CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスは我々のモデルと

同様に腸炎を自然発症し、その機序として CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスにおいて

CD25陽性 Foxp3 陽性 Tregが減少し、T細胞および B細胞の獲得免疫系の活性

化がみられ、TNF-αや IFN-γなどの炎症性サイトカインの分泌促進が起こり、

全身性の自己免疫疾患を発症するといった機序が示されている。しかし

CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスに野生型マウスの Tregを移植しても部分的にしか自

己免疫応答を抑制できないことから、樹状細胞の TGF-βシグナルは Treg誘導の

他に、別の機序で自己免疫応答を抑制している可能性が提唱されているが、上

皮細胞の障害や細菌叢に関する検討はされていない。今回、我々は樹状細胞の

TGF-β シグナルが Notch リガンドの発現を抑制し、大腸杯細胞の分化および粘液

層の維持を介して、特定の腸内細菌の増殖を抑制して腸炎の抑制に寄与してい

ることを明らかにした。既報論文では CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスにおいて T細胞

および B細胞の活性化がみられているが、今回の我々の実験ではコントロール

マウスと CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスとの間で、IFN-γや TNF-αなどの炎症性サ

イトカインに有意な差は見られず、Foxp3 陽性 Tregの割合など、獲得免疫系へ

の応答にも有意な差はみられなかった。差がみられなかった理由としては、飼

育環境による違いや、獲得免疫系以外の免疫異常が我々の実験でみられた

CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの表現型に強く寄与している可能性が考えられる。た
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だし、末梢血球および免疫グロブリンの分画など、免疫学的なプロファイルに

ついて今回の実験では十分に検討できていない項目もある。 

CD11cはマウス樹状細胞に特異的な表面マーカーと考えられており、

CD11c-creマウスを用いた既報論文においては、樹状細胞特異的に遺伝子改変す

ることを目的として使用されている（20, 21, 22）。ただし、CD11cは樹状細胞

以外の血球においても少数発現していることが知られている（41）。今回の実

験では、CD11c陽性細胞の TGF-βシグナルについては検討したが、T細胞・B

細胞・NK細胞など CD11c陽性細胞を少数有しうる血球の TGF-βシグナルにつ

いては十分に検討していない。また、今回の実験で CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの

樹状細胞が腸管粘膜固有層に多く存在することが分かったが、CD103やCX3CR1

など樹状細胞のサブセットについては今回の実験では検討していないため、サ

ブセットごとの数・局在・腸炎への関与については分からない。 

  TGF-βシグナルの減弱と腸炎発症との関連は、ヒトの IBDやマウスモデル

を用いた研究で報告されている（5, 42）。健常人の大腸において TGF-β1の産生

がみられ、大腸粘膜および粘膜固有層の単核球において Smad3のリン酸化が強

くみられる一方で、IBD患者の炎症状態にある大腸においては TGF-β1の産生

がみられるにも関わらず Smad3のリン酸化が減弱している（5, 43）。また、TGF-

β1欠損マウスや Smad3欠損マウスなど TGF-βシグナルを欠損したマウスモデ
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ルにおいて腸炎を発症することが報告されている（42, 44）。 

  腸内細菌に対する不適切な免疫応答が IBDの病態や発症に深く関わってい

ることが報告されており、腸内細菌叢の変化と腸炎の発症との関連が注目され

ている(11, 12)。今回の我々の実験で CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスおよび DSS 投与

後 CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスにおいて便中の Enterobacteriaceaeの増加がみられ、

さらには CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスから分離培養した EnterobacteriaceaeをWT

マウスに移植すると DSS 腸炎の悪化がみられた。このことから樹状細胞の

TGF-β シグナルは腸炎惹起性の Enterobacteriaceaeの増殖を抑制して腸炎の発症

抑制に寄与している可能性が考えられる。今回の実験では、CD11c-cre Tgfbr2
fl/fl

マウスの便中細菌において、Bacteroidetes、Firmicutes、Enterococcaceae といった

Enterobacteriaceae以外の細菌科レベルでは有意な差がみられなかった。その他、

IBDとの関連が報告されている Segmented filamentous bacteria、Clostridial cluster 

Ⅳ、Clostridial cluster ⅩⅣaといった特定の細菌種にも有意な差はみられなかっ

た。これらからも、Enterobacteriaceaeの増加が CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスにおけ

る腸炎の惹起に深く関わっていると考えられる。 

Enterobacteriaceaeの増加は活動期の IBD患者や、IBDのモデルマウスにお

いてもみられており、Enterobacteriaceaeと腸炎との関連は多数の論文で検討さ

れている（45, 46, 47）。Enterobacteriaceaeはグラム陰性の腸内細菌科であり、
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Salmonella entericaなどの病原性を持つ菌の他に、非病原性大腸菌などの常在細

菌も含まれる（46）。 Enterobacteriaceae に含まれる Klebsiella pneumonia や

Proteus mirabilis が IBD モデルマウスにおいて腸炎発症と関連していることが報

告されている（47）。今回の我々の実験では、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの便は

腸炎惹起性であったが、マッコンキー培地を用いた CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの

便培養では細菌同定された Enterobacteriaceaeはいずれも非病原性の大腸菌であ

り、Klebsiella pneumonia や Proteus mirabilis は検出されなかった。細菌同定した

数が 24コロニーと限られているため、今回の実験では大腸菌以外の

Enterobacteriaceaeが検出できなかった可能性がある。今後、CHROMagar ECC（日

本 BD）のように、大腸菌とその他のグラム陰性桿菌を鑑別できる培地を用いて

大腸菌以外の Enterobacteriaceaeが検出されるかどうか検討したい。 

活動期の IBD患者において大腸菌を含めた常在性の Enterobacteriaceaeの増

加が腸炎の原因なのか結果なのかについては未だ不明である。dysbiosis が IBD

の発症や増悪に関与するといった報告はみられるが（47）、腸炎の結果として

dysbiosis が起きているのか、あるいは dysbiosis が原因となって腸炎を発症して

いるのか、腸炎の病態を理解することはしばしば難しい。今回我々は CD11c-cre 

Tgfbr2
fl/flマウスの便あるいは腸内細菌を WT マウスに移植する実験を行うこと

で、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスで生じた Enterobacteriaceae特に大腸菌の増殖を特
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徴とした dysbiosis が腸炎の悪化に関与している可能性を示した。糞便微生物移

植は dysbiosis と腸炎との関連を検討する一つの手法として有用であり、近年で

はマウスを用いた実験だけでなく(30)、ヒトにおける糞便微生物移植の臨床応用

が行われており（48）、IBD治療への応用が期待される。 

  これらの腸内細菌に対する生体の防御機構の一つとして大腸杯細胞がある

（49）。大腸杯細胞は他の腸管上皮細胞と同じく、陰窩の基底部に存在する幹細

胞から分化し 5～7日程度生存するが、杯細胞のみが粘液分泌能を獲得しながら

陰窩を上行する（50）。大腸杯細胞への分化・維持は腸内環境によって変化する

ことが報告されており、たとえば、IFN-γなどの Th1サイトカインが杯細胞の

減少に作用するのに対して、IL-4などの Th2 サイトカインが杯細胞の過形成を

導く（51, 52）。また腸内細菌の刺激による IL-22産生が大腸杯細胞の過形成を導

くなど、腸内細菌の変化が大腸杯細胞の分化に影響する（53）。今回の我々の実

験で、杯細胞特異的遺伝子の一つである Relmβ が CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスの

大腸で減少していたが、Relmβ は抗菌ペプチドの一つとしても知られている（54）。

コントロールマウスに比して CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスにおいて Relmβ を除い

て defensin、CRMP、Reg3b、 Reg3γといったその他の抗菌ペプチドには有意な

差はみられなかったことからも、Relmβ の減少が Enterobacteriaceae の増加に関

与している可能性がある。 
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  大腸粘液層は腸内細菌と腸管上皮を分離するバリアの役割を担っていると

される（55, 56）。大腸粘液層は杯細胞から分泌される MUC2 などのムチン糖タ

ンパクで主に構成されている（55）。大腸粘液層は外層（outer layer）と内層（inner 

layer）に分けられる(55)。外層は 700μm 程度の厚みがあり、接着がゆるく、腸

内細菌を多く含む。一方で内層は 80μm 程度と薄いが腸管上皮に強固に接着し

ており、定常状態では腸内細菌はほとんどみられない（55）。MUC2 欠損マウス

は粘液層の消失によって腸内細菌と腸上皮との直接的な接触がみられ、腸炎を

発症する（57）。IL-10 欠損マウスなど腸炎モデルマウスや IBD患者において内

層の障害による dysbiosis が報告されている(58, 59)。今回の DBZと DSS を用い

た実験で、大腸粘液層が Enterobacteriaceae の増殖を抑制し、DSS 腸炎を抑制し

ていることが分かった。DBZ投与により大腸杯細胞及び粘液層の厚みが維持さ

れたことが dysbiosis と腸炎を抑制したと考えられる。DSS 腸炎モデルに DBZ投

与を併用する実験は既報（60）があり、我々の結果と同様に、DBZ投与により

DSS 腸炎が軽減すると報告しているが、粘液層および腸内細菌叢の評価は十分

に行われていない。今回の我々の検討で DBZ投与による粘液層の維持と

Enterobacteriaceaeの増殖抑制が DSS 腸炎の軽減に寄与している可能性を示した。

CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスにおける Enterobacteriaceaeの増加も、樹状細胞と腸内

細菌の直接的な関与よりは大腸粘液層の減少によるものの可能性がある。 
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  今回、CD11c-cre Tgfbr2
fl/fl骨髄キメラマウスを用いて CD11c-cre Tgfbr2

fl/fl骨

髄細胞の移植による杯細胞、腸内細菌叢、および腸炎への影響を検討した。我々

と同じ CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスを用いた既報論文（40）では、B6 Rag1ノック

アウトマウスにナイーブな CD4
+
CD45RB

hi T細胞を移植した後に CD11c-cre 

Tgfbr2
fl/flマウスの BMDC を移植するモデルを用いている。しかし、BMDC の生

存期間は短いため、我々のように移植後に週をおって経過をみることは難しい。

今回の我々の検討においては、BMDC 移植よりも骨髄移植の方が実験モデルと

して適していた可能性がある。 

Notch シグナルは大腸杯細胞の分化において抑制的に作用することが報告

されている（61）。Notch シグナルは Notchリガンドを発現する細胞と Notch 受

容体を発現する細胞が直接的に接触することでシグナルを伝達する（62）。Notch

リガンドには Delta likeリガンド(DLL1, DLL3, DLL4)と Serrate like リガンド

（Jagged1, Jagged2）が存在し、Notch受容体は Notch1～4の 4つ存在する。Notch

リガンドが Notch受容体に結合するとγ-secretaseにより細胞内ドメイン(Notch 

intracellular domain; NICD)が受容体から分離する。NICDは核内に移行し Hes1 を

含む細胞分化などに関連した遺伝子の発現を調整する（61）。腸管上皮では Notch

シグナルは陰窩の基底部で活動性が高く、陰窩周囲の筋繊維芽細胞と腸管上皮

幹細胞間の Notchシグナルなどが報告されている(62)。今回の我々の実験で、
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CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスにおいて腸管樹状細胞の Jagged1 と Jagged2 の発現が

上昇しており、大腸上皮細胞における Hes1 の亢進と、杯細胞への分化の抑制が

みられた。これらの結果から WTマウスにおいて樹状細胞の TGF-β シグナルは

Jagged1 と Jagged2 の発現を低下させ、腸上皮細胞の Notchシグナルを抑制する

ことで、大腸杯細胞への分化を維持している可能性が示唆された。樹状細胞の

Notchリガンドは T細胞やNK細胞など他の免疫細胞を活性化するといった報告

はあるが（63, 64）、腸上皮細胞の Notch受容体に結合して樹状細胞-腸上皮細胞

間で Notchシグナルを伝達するといった報告はない。IBD患者において大腸組織

の Notchリガンドの発現上昇、および Notch シグナルの活性化が報告されており

(59)、これらの現象が樹状細胞-腸上皮細胞間の Notchシグナルによるものか今

後検討したい。 

  杯細胞の減少および粘液層の菲薄化は潰瘍性大腸炎に特徴な所見である

(59)。活動期の潰瘍性大腸炎において粘液層の菲薄化に伴って腸管上皮と腸内細

菌が近接し、腸管上皮付近での細菌の増殖と、腸管バリアを超えて粘膜下に細

菌の侵入がみられる。さらには寛解期にある潰瘍性大腸炎患者において健常者

に比して粘膜層での細菌の透過性が亢進していることがあり、粘膜層の厚みだ

けではなく粘膜層の質も腸炎発症に寄与している可能性が考えられている（58）。  

IBD実験モデルには、マウスやラットなどの種を用いて、DSS、TNBS、T
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細胞移植あるいは IBD 疾患感受性遺伝子を標的とした遺伝子改変などの操作に

より IBD類似の腸炎を誘導するモデルが複数存在する。DSS 誘導性腸炎マウス

モデルはマウスの実験的腸炎として広く用いられている（64）。DSS は化学的な

毒性により直接的に粘液を傷害する（65）。DSS による大腸粘液層の障害で腸内

細菌が直接的に腸管上皮と接触することが容易となり、腸炎を発症すると考え

られている（58）。今回の我々の実験では CD11c-cre Tgfbr2
fl/+マウスという遺伝

的に感受性を有した宿主に対して、DSS による上皮及び粘液層の障害で腸内環

境を変化させることで、腸内細菌叢の変化をもたらし、腸炎が悪化することを

示した。このように遺伝子改変マウスに DSS 誘導性腸炎マウスモデルを用いる

方法は、遺伝的感受性を有する宿主、食事、粘液層などを変化させるような環

境要因、腸内細菌などが複雑に関与する IBD の病態を模倣しており、有用と考

えられる。しかし、いずれのモデルにおいても、実験動物とヒトとの種差によ

る影響や、腸炎を誘導するための化学的あるいは人工的な操作がヒトの IBDの

誘因とは異なっている可能性など、IBD実験モデルで IBDの病態を検討する際

には、それらの限界があることに留意する必要がある（66）。 

今回の実験では、CD11c-cre Tgfbr2
fl/flマウスでみられた、①樹状細胞の TGF-

βシグナル欠損、②樹状細胞―腸上皮間の Notchシグナル亢進、③杯細胞・粘

液層減少、④腸内細菌叢の変化、⑤腸炎といった項目について、相互の関連性



57 

を含めて検証を行った。それらの結果、樹状細胞の TGF-βシグナルが腸上皮の

Notchシグナル抑制・杯細胞維持・Enterobacteriaceae増殖抑制を介して、腸

内環境の恒常性を維持している可能性を示した（図 13 

）。しかしながら、それぞれの検討項目において、限界あるいは関連性が弱

い部分は残る。例えば、ⅰ）樹状細胞のTGF-βシグナルがNotchリガンドJagged1, 

2を制御する分子メカニズム、ⅱ）Notchシグナル以外の経路を介した樹状細胞

の TGF-βシグナルの働き、ⅲ）樹状細胞のNotchリガンドと腸上皮細胞のNotch

受容体が結合している証拠、ⅳ）杯細胞と粘液層の減少により

Enterobacteriaceaeが増加するメカニズム、ⅴ）腸炎の結果として、杯細胞減

少および Enterobacteriaceae増加が生じている可能性など、今回の実験では十

分には検討できておらず、今後の検討課題としたい。 
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図 13．樹状細胞の TGF-βシグナルによる腸内環境の恒常性維持 
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結論 

樹状細胞の TGF-βシグナルは、樹状細胞-腸管上皮間の Notchシグナルを抑

制することで、杯細胞の分化と粘液層を維持し、常在細菌の増殖を抑制して、

腸炎発症を抑制していると考えられた。 
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