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は し が き

古 くか らヒ トの小腸 は大腸 に比べて腸 内細菌数 が著 しく少 ない こ とは古 くか ら知 られ てお り、小腸 に

は感 染に対す る特別な生体防御機構 が あ るのではないか と考 え られ て きた。デ フェンシン(defensin>

は最 も早 くか らそ の存在 が明 らかに され た内因性抗 菌ペプチ ドの一つ であ る。defensinは マ ウスお よ

び ヒ トの消化管上皮 において、小腸バネ ー ト細胞 に特異的 に発 現す る ことが知 られ てい るが、 消化管

抗 菌ペプチ ドと してのその役割 は不明 であ った。本研 究代表者 であ る綾 部は、マ ウスの小腸バネ ー ト

細胞 の役割 につ いて検 討 し、実験的経 ロサル モネ ラ感染 に対 してPaneth細 胞 ローdefensin(cryptdin)

欠損 マ ウスはwild-typeマ ウスに比 べて致命率が 高い ことを示 した(Wilson、Ayabeeta1.、Scienc

θ286:113、1999)。 さらに、マ ウスのcryptdinが 腸管 の細菌感 染 に対 して 自然免疫 に よる強力 な防

御機構 を形成 してい ることを直接証 明 した(Ayabeeta1,、NatureImmunol1:113、2000)。 本研

究 は、 ヒ トの消化管上皮にお ける 自然 免疫 システムの役割 を、小腸バネ ー ト細胞 のdefensin分 子の構

造 と機能 、お よび微 生物 との相互作用 に関 わる受容 体 と考 え られ るToll-1ikereceptor(TLR)の 構造

と機能 の面か ら検討 した。
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研 究 の 目 的

本研究は、ヒ トの消化管 における自然免疫 システムの役割を、小腸バネー ト細胞のdefensin分 子

の構造 と機能、お よび微生物 との相互作用に関わる受容体 と考えられ るTo11-1ikereceptor(TLR)

の構造 と機能の面か ら検討す ることによって解明す ることを 目的 とする。第一に、 ヒ トのバネー

ト細胞が細菌および細菌抗原に対 して、マ ウス と場合 と同 じよ うに抗菌ペプチ ドを分泌す る こと

によ り腸管感染防御 に貢献 していることを証明す る。バネー ト細胞a‐defensinに 対す る特異抗

体を作製 し、defensin(HD-5、HD-6)発 現を解析す る。 また、ヒ トの小腸 α一defensin(HD-5、

HD-6)の 電荷 と抗菌活性 との間径 を検討する。 さらに、単離陰窩または単離 したバネー ト細胞 を直

接いろいろな細菌に曝露す ることによって 自然免疫機構の分子認識 メカニズムを検討 し、 自然免

疫病原体認識機構か ら消化管 自然免疫の分子基盤 と機能を検討す る。

方 法

1.抗 α一defensin抗 体 の 作 製

ヒ ト小腸バネー ト細胞α一defensinに 対す る特異抗体 を作製す るために、HD-5peptideお よびHD-6

peptideをOuelletteら の方法 に したが って作製 した。 われ われ の既報(NatureImmunol2000)に 準 じ

て、イ ンフォーム ド・コンセ ン トを得 た健 常小腸 を有 す るボ ランテ ィアの 内視鏡 的小腸生検材 料 また

は大腸疾患患者 の手術切 除小腸材料 か ら小腸 陰窩 を単離 した。 次 に小腸 陰窩か らα一defensinを 含 むバ

ネー ト細胞穎粒 をNitrogen法 で精製 した後、活性化分 画 を回収 した。 蛋 白分離 用電気泳動 法 によ り抗

菌分画の分離 した。免疫源 は、sequenceを 解析 し活性化HD-5ま たは活性 化HD-6で ある ことを確認 した。

得 られ た免疫源ペプチ ドはアジュバ ン ドとともに兎への免疫法 によ り、それぞれ 抗HD-5peptide抗 体、

抗HD-6peptide抗 体 を得 た。
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2.バ ネー ト細胞分泌機能および分泌物の解析

単離小腸陰窩 を次 に示す よ うな様 々な細菌お よび細菌抗原 に曝露 して、各々の分泌物 を回収 し解析

す る。正常腸 内細菌(∠ ∂0`0わ∂0∫11〃5・)、グラム陰性菌(S.typhimurium、E.coli)、 グラム陽性 菌(S.

aureus)(以 上、いずれ も1000CFU/陰 窩)、 細菌抗原(Lipopolysaccharide100ng/m1)を 単離 小腸陰

窩 と培養 後、単離陰 窩のバネー ト細胞 か ら放出 され る抗 菌活性 を指標 と して、exVZVOで ヒ ト小腸バネ

ー ト細胞分泌 ア ッセイ を行 って上清 中の抗 菌活性 を測 定 した(AyabeTetal .,NatureImmuno!l:

113-116,2000)。 単離小腸陰 窩か らバ ネー ト細胞分泌 物 を回収 し、高速逆相液 体 クロマ トグラフ ィー

お よびacid-ureaPAGEで 検 出 され る分 画 につ いて、本研究 上記1.で 作製 した抗 α一defensin抗 体 を

用いてWesternblot法 を併 用 して解 析 した。

3。 ヒ トパ ネ ー ト細 胞 α一defensinの 構 造 と機 能 の 解 析

小腸バネー ト細胞穎粒 中及 びその分泌 物 中か ら、上記2.で 得 られ る蛋 白の生化学的 特徴 を指標 と

して、 ヒ トα一defensinの 電 荷お よび抗 菌活性 との関係 を解析 した。HD-5peptideとHD-6peptideを

用いて、バネー ト細胞か ら分 泌 された抗菌 活性 の うち α一defensin(HD-5ま たはHD-6)が 占める貢 献 を、

1.で 作製 した抗 体 を用い た阻害実験 を行った。 さらに、 これ らの抗 体 を用 いて免疫組織 化学的解析

に よ り単離小腸陰窩 にお ける α一defensinの 局在 を検 討 した。

4.バ ネ ー ト細 胞 分 泌 に 関 わ る受 容 体 候 補Tol1-1ikereceptor(TLR)の 解 析

ヒ トパネ ー ト細胞 にお け るTLRの 発 現 を、単離 陰窩及 び単離細胞 の レベル で、RT-PCR法 お よび免 疫

組 織化学的方法 で検討 した。 これ まで に報告 されて い る10種 類 のTLRお よびTLR関 連分子 で あるCD14,

MD2に ついてそれぞれ01igoprimerを 作成 し、単離 陰窩お よび単離細胞 か ら得 たtotalRNAを 材料 とし

てRT-PCRを 施行 して、TLRmRNA発 現 を検 討 した。 また 、TLR-2,TLR-4に つ いては、抗 体 を用 いて免疫

組織科学的に単離小腸 陰窩 にお けるそれぞれ の発現 を検討 した。

なお、本研究ではヒトの消化管を主に解析研究するため、試料等の提供者、その家族 ・血縁者その他
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の関係者の人権及び利益の保護には格段の配慮を行った。具体的には、本研究で試料 を得 る場合には

文書による充分なインフォ0ム ド・コンセ ン トを提供者、提供者が未成年の場合には保護者から得た。

また、本研究で得 られた結果の公表の際には、提供者、その家族 ・血縁者その他の関係者の人権及び

利益の保護を充分に配慮 して行 うものとしている。

結 果

1.ヒ ト小腸バネー ト細胞 α一defensinに 対す る特異抗体を得るため、HHD-5peptideお よびHD-6

を作製 した。免疫原をアジュバ ン ドとともに兎へ の免疫 して得た抗HD-5抗 体お よび抗HD-6抗

体の特異性 について検証 した。 これ らの抗体の免疫反応性を、作製 した α一defensin標 品お

よびヒ ト小腸粘膜組織材料を用いて検討 した ところ、バネー ト細胞穎粒 にお ける特異的反応

性が確認 され た。

2.ヒ ト単離小腸陰窩 を正常腸内細菌、グラム陰性菌(S.珈 ゐ加αガα〃、E.colゴ)、 グラム陽性

菌(S.aureus)ま たは細菌抗原であるLipopolysaccharideに 曝露 して、各 々の分泌物 を回収

し、殺菌活性 を検討 したところ、単離陰窩のバネー ト細胞か ら放出 され る抗菌活性 を指標 と

す ると、検討 した各種細菌お よび細菌抗原 はすべてバネー ト細胞分泌 を誘導す ることが確認

された。

3.ヒ ト単離小腸 陰窩か ら分泌物 を回収 、分 離 した。 これ ら材料 にお け るα一defensinを 、本研 究で

作製 した2種 類の抗 α一defensin抗 体 を用いたWesternblot法 で検 出 した。 そ の結果 、分泌 物 中

にはHD5お よびHD6が 存在 していた。 したが って 、分泌 物はバネー ト細 胞 由来 であ るこ とが証 明 さ

れ た。

4.ヒ ト小腸バネ ー ト細胞分泌物 の分画 か ら免疫学 的、生化学的性状 を指標 としてa‐defensinを 検

出、 同定 した。 さ らに、それ らの 陽性電荷 お よび抗 菌活性 を確認 した。 これ に よ り、 ヒ トのバネ
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一 ト細胞 がマ ウスの場合 と同 じよ うに抗菌ペ プチ ドを分泌す るこ とに よ り腸 管感染防御 に貢献 し

ている ことを明 らか に した。バ ネー ト細胞 か ら分 泌 され るa‐defensinの 役割 を示唆 した。

5.ヒ トのToll様 受 容体の発現 を、単離陰 窩 レベル でRT-PCR法 お よび免 疫組織 化学的 方法で検討 した

結果、バネ ー ト細胞 にお けるTLR-1～TLR-8,TLR-10の 選択 的発現 を検 出 した。 また、関連分子 で

あるCD14は 発現 を認 めたが、MD2の 発現 は認 め られ なかった。

考 案

内因性抗菌ペプチ ドは、感染 に対す る生体防御機構 の第一線である 自然免疫機構の主要な因子

の一つである。哺乳類では、好中球、マクロフ ァージなどの貧食細胞や、皮膚上皮お よび歯肉粘

膜、消化管粘膜 、呼吸器粘膜、泌尿器 、生殖器粘膜な どの上皮細胞に内因性抗菌ペプチ ドが発現

していることが知 られ ている。内因性抗菌ペプチ ドは、細菌、真菌、原 虫及び ウイルスに対 して

までの極めて広い抗微生物スペ ク トラムを有 し、その作用は殺微生物作用である。

生体 において、消化管粘膜上皮 は常 にさま ざまな病原体 に曝 されている。一層の細胞層 か らな

る消化管上皮は、生存に必要 な栄養素や水な どの吸収機能 を有する と同時に、飲食 と共 に摂取 さ

れる微生物や毒素に対す るバ リアであ る(表1)。 哺乳類の大腸内腔 には大量かつ極 めて多種類 の

微生物が定住 してお り、そのほ とん どは細菌であるために、一般に腸 内細菌叢 と呼ばれ る。正常

な腸内細菌叢 は通常、病原菌の感染 を妨 げるとともに、消化吸収機能 を助 けている と考え られ て

いる。腸管粘膜免疫 については、獲得免疫 の面か らは比較的よく理解 されて重要性が認識 されて

いるが、 自然免疫の分子基盤や役割 はこれ まであま り顧み られず、未だに十分に理解 されていな

かった。特 に、腸管上皮細胞は生体防御 とい う視点か らは単なるバ リア として捉 えられていた。

腸管上皮細胞は、宿主の体内にあ りなが ら腸管内腔 の微生物な どの外来性物質 と最前線で接 して

いる。バネー ト細胞 は、19世 紀 に小腸 の陰窩基底部に発見 され たが、その機能 が長年不明であっ

た。われわれは、バネー ト細胞のはた らきに注 目し、腸管粘膜免疫にお ける意義 を検討 してきた。

す なわ ち、マ ウスのバネ ー ト細 胞 α一defensin(cryptdin)の 活 性 化酵 素 がマ トリライ シ ン
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(剛P-7)で あ る ことをマ トリライ シ ン遺伝 子欠損 マ ウスの検 討 に よ り明 らか に し、活性 化

cryptdinを 完全に欠損す るこのマ ウスでは、IllVIVO経 ロサルモネ ラ感染に よる致死率が野生型マ

ウスに比べて有意に高いことを示 して きた。 さらに、研 γル6細 菌感染 によるマ ウスのバネー ト細

胞か らの分泌物 アッセイ系 を確 立 し、分泌物 中に存在す るα一defensinの 殺菌活性を直接的方法

により証明 した。本研究でわれわれは、ヒ トにおける消化管 自然免疫機構の貢献 とメカニズムを、単

離小腸陰窩を用いたexVIVO系 を構築することによって直接明らかに した。

自然免疫系では、外敵の侵入 を微生物認識 受容体で検出 し、内因性抗菌ペ プチ ドをは じめ とす

るエ フェクターのはた らきで微 生物 を撃退す る と考 えられ る。 微生物 の認識 に関わ る分 子に

Toll-likereceptor)が ある。 これ までに10個 の ヒ トTLRが解析 され、それ ぞれ特異的な微生物由

来物質を認識す ることが知 られている。 しか し、上皮細胞のTLRに ついては未だにほとん ど不明で

あった。消化管上皮細胞については、ヒ トの大腸癌細胞株でTLRの 発現が報告 され ている。本研究

で、ヒ トの小腸陰窩のバネー ト細胞 におけるTLRの 選択的発現が示 され たことか ら、それ らの機 能

についての解明が急務である。ヒ トの消化管における自然免疫の分子が、微生物 と消化管粘膜上皮細

胞の直接的相互作用から解明 され ることの意義は大きい。水際で微生物の侵入を防いでいる消化管 自

然免疫に特異的な分子機構 と機能が明 らかになれば、これ らをターゲ ットとする新 しい自然免疫治療

にも結びつくことが予想 されることから、今後の研究進展が望まれる。

結 語

消化管粘膜上皮の自然免疫機構は従来考えられていたような受動的で非特異的なばか りのシス

テムではなく、制御 されたシステムである。バネー ト細胞に存在する内因性抗菌ペプチ ドは、小

腸陰窩微小環境において上皮幹細胞やその他の消化管上皮細胞群を感染から防ぎ、自然免疫に貢

献していると考えられる。
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