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論文内容の要旨

【目的】

炎症性腸疾患の病態には CDιT 細胞を中心とした粘膜免疫機構の破綻が関与していると考えられている。また、

その発症に腸内環境因子も関与していることが明らかになりつつある。腸炎の自然発症モデルマウスである TCRα

鎖欠損 (TCRα 一 j- ) マウスは、発症時には特殊な CD4;-ββT 細胞群の粘膜への浸潤、およびその結果粘膜に誘導

される IgA 抗体の過剰産生といった免疫学的特徴を有することから、 Th2 型の腸炎モデルと位置づけられ、また、

無菌環境下では腸炎発症が抑制されることから、その発症には腸内細菌が関与していると考えられている。本研究で

は、腸内細菌の病態への影響をさらに検索することを目的に、 TCRα 一/一マウスに elemental diet (ED) を投与し、

腸内細菌叢の変化と腸管病変および粘膜免疫学的所見との関連につき解析した。

【方法】

1. ED による腸内細菌叢および粘膜免疫学的特徴の変化

TCRα/ マウスを生後 8 週齢より ED にて飼育し、発症週齢(16-20週齢)における腸管病変および粘膜免疫学的

特徴を通常飼料 Cregular diet : RD) 群と比較検討した。方法は組織学的検索として H.E.染色および PAS-alcian

blue 染色、抗体産生細胞数の検索は ELISPOT、 T細胞のサイトカイン産生および Vβ の発現の解析にはそれぞれ

RT-PCR および FACS を用いたo 一方、両群間の腸内細菌叢の変化を検索するため盲腸内容物を嫌気培養し定性的

検索を行った。
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ED 群の牌および腸管より分離した CDιββT 細胞を、抗原提示細胞の存在下に、 RD (発症)群の腸内容より分

離培養した B. vulgatus にて刺激し、 ED 群の腸内にみられた B. distasonis を対照として Vβ の発現様式を RT-PCR に

て、また培養上清中のサイトカインを ELISA にて解析したO

3. 未発症マウJ竺の 11~_y!!l.但塑些呈

B. vulgatus の的 V1VO での影響を検討するため、 ED 投与中の未発症 TCRα/ マウスに、 B. vulgatus と、対照とし

て B. distasonis を結腸内投与し、組織学的所見および腸管粘膜に浸潤する CD4-ββT 細胞のサイトカイン産生を

RT-PCR にて解析した。

【成績】
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1. ED による腸炎発症の抑制

ED 群では粘膜固有層での 19A 産生が抑制されるとともに組織学的にも腸炎発症はほぼ完全に抑制された。これ

に対し、 CD4ββT 細胞は ED 群においても RD 群とほぼ同頻度に出現していたが、同細胞群による 1L-4 を中心と

する Th2 型サイトカインの mRNA 産生は認めず、また Vβ の発現様式は RD 群の Vβ8 優位に対し ED 群では

Vβ6、 Vβ11および Vβ14が優位であり、発現ノ f ターンに差がみられた。

一方、腸内細菌叢の検索では RD (発症)群に高率に (80%以上)みられた B. vulgatus が ED 群では全く検出され

なかった。

そこで、 B. vulgatus と病態との関連を検索するために、同菌種に対する CDιββT 細胞の反応を in vitro および in

vivo の実験系にて検討したo

ーし旦虫atus による Vβ8-Th2 型 ββT 細喧金費型

B. vulgatus 刺激下の CDι3βT 細胞の培養では VβtββT 細胞の増殖を認めるとともに、上清中の Th2 型サイ

トカイン CIL-4、 1L-6) の増加がみられた。

3. B. vul~atus 結腸内投与による Th2 型腸炎の誘導

B. vulgatus 投与マウスでは、 ED 投与により消失していた粘膜 CD4-'-ββT 細胞による Th2 型サイトカイン mRNA

の発現を認め、組織学的には対照群に比しより高度の腸炎の所見を認めた。

【総括】

1. ED 投与は、粘膜内 CDι3βT 細胞の Vβ発現様式の変化および Th2 型サイトカインの産生抑制を介して

TCRα ー/ーマウスの腸炎発症を抑制することが示唆された。その背景には腸内細菌叢の変化、特に Bacteroides 属

の関連が示唆された。

2. ED 投与により減少した B. vulgatus は、 in vit1・0 で Th2 型 Vβ8+ββT 細胞を誘導し、また未発症 TCRα ー/ーマウ

スに同菌を結腸内投与すると Th2 型 ββT 細胞の粘膜内浸潤を伴う腸炎発症を誘導した。

3. 以上より、 B. vulgatus はこのマウスにみられる Th2 型腸炎をもたらす腸内環境因子のーっと考えられる。 ED に

よりもたらされる腸炎抑制効果の機序のーっとして細菌叢の変化を介した粘膜免疫機構の調節が重要であること

が示唆された。

論文審査の結果の要旨

クローン病、潰蕩性大腸炎などの炎症性腸疾患(IBD) は近年我が国でも急増している原因不明の難病であるが、

最近の知見からその病態には、腸管粘膜における CD4-T 細胞を中心とした粘膜免疫機構の破綻が関与していると考

えられているo すなわち、腸管における消化吸収と粘膜免疫という重要な二つの機能のバランスが破綻し、腸管内の

ある抗原性物質により異常な粘膜免疫応答が惹起され発症すると考えられる o その抗原性物質としては食餌性抗原や

常在細菌叢などが考えられるが、特定されるに到っていな L 、。

本研究の目的は 1BD のモデルとされる TCRα 鎖欠損マウスを用いて、腸内環境の変化の病態への影響を解析し、

原因となっている抗原を検索しようというものである。すなわち臨床的に 1BD の治療にも多用されている成分栄養

(ED) にてこのマウスを飼育し、腸内細菌叢の変化と病態との関連を検索した。

その結果、 ED 投与群では、病態の中心と考えられる CDιββT 細胞の Th2 型サイトカインの産生はみられず、

組織学的にも腸炎は抑制された。また腸内細菌叢では通常飼料投与群に高率にみられた常在菌 Bacteroides vulgatus 

CBV) が ED 群では全く検出されなかった。この BV は in vitro では ββT 細胞の Th2 型サイトカイン産生を誘導し、

また ED にて発症の抑えられているマウスに注腸投与すると Th2 型 ββT 細胞の浸潤を伴う腸炎を発症した。これ

らより、 BV はこのモデルにおける腸炎発症の原因となる環境閃チのーっと考えられ、 ED による環境の変化は細菌

叢の変化を介して ββT 細胞を鎮静化し、発症が抑制されたことが示唆された。本研究は常在菌が、粘膜免疫の異常

をもっ宿主にとっては 1BD の原閃となりうる可能性を示すとともに、 ED の腸炎抑制の機序として細菌叢を介した

粘膜免疫の調節の重要件.を示唆し、博士(医学)の学位に値するものと考えられる。
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