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研究結果要約 

小腸粘膜固有層に存在する CX3CR1+貪食細胞は腸管上皮細胞間から樹状突起を伸長することで

腸管管腔内の細菌を効率的に取り込む。申請者らは、これまでに腸内細菌由来の代謝産物であるピ

ルビン酸および乳酸が小腸 CX3CR1+貪食細胞上の G 蛋白質共役型受容体 GPR31 に作用すること

で、小腸 CX3CR1+貪食細胞の樹状突起伸長を誘導することを見出している。小腸 CX3CR1+貪食細

胞は経口免疫寛容の成立に重要な役割を果たすことから、本研究課題では、ピルビン酸、乳酸が

GPR31を介して経口免疫寛容の誘導に寄与する可能性を検討した。 

遅延型過敏反応（DTH）を指標にした実験系で経口免疫寛容を評価したところ、野生型マウスで

は耳介腫脹が抑制されたのに対して、GPR31 欠損マウスでは CX3CR1 欠損マウスと同様に耳介が

腫脹し、経口免疫寛容が誘導されなかった。また、ピルビン酸をあらかじめ経口投与すると、GPR31

シグナル依存的に経口免疫寛容の増強が認められた。小腸粘膜固有層における免疫細胞を解析した

ところ、GPR31 欠損マウスにおいて選択的に特定の制御性 T 細胞数集団が減少したことから、

GPR31を介したシグナルは小腸 Treg の分化を誘導する可能性が考えられた。以上のように、腸内

細菌由来の代謝産物であるピルビン酸は GPR31 シグナルを介して、経口免疫寛容を誘導すること

が示唆された。現在、GPR31欠損マウスで経口免疫寛容が誘導される分子メカニズムについてさら

に解析を行っている。 

研究課題名 腸内細菌由来の代謝物による経口免疫寛容誘導機構の解析 

フリガナ ウメモト エイジ 

代表者名 梅本 英司 

所属機関 
（機関名） 静岡県立大学薬学部・免疫微生物学 

教授 （役職名） 

本助成金による 

発表論文，学会発表 
投稿準備中 



2 

 

研究目的 

腸内細菌は多種多様な代謝産物を産生するが、腸内細菌が生み出す個々の生理活性分子およびそ

の機能には不明な点が多い。一方、小腸粘膜固有層に存在するミエロイド系細胞サブセットのひと

つ CX3CR1+貪食細胞は腸管上皮細胞間から樹状突起を管腔面に伸長することで管腔内の細菌を捕

捉し、病原性細菌の排除を行う 1)。申請者らは、腸内細菌由来の代謝産物であるピルビン酸および乳

酸が小腸 CX3CR1+貪食細胞上の G 蛋白質共役型受容体 GPR31 に作用することを見出だした。ピ

ルビン酸や乳酸をマウスに経口投与すると、GPR31 依存的に CX3CR1+貪食細胞における腸管管腔

面への樹状突起伸長およびサルモネラ菌の取り込みが亢進するとともにサルモネラ菌に対する免疫

応答および抵抗性が増強した 2)。すなわち、ピルビン酸・乳酸-GPR31 シグナルは病原性細菌に対す

る免疫応答に重要な役割を果たすと考えられる。しかし、ピルビン酸・乳酸-GPR31 シグナルの定常

状態における役割については不明である。小腸 CX3CR1+貪食細胞は経口免疫寛容の成立に重要な役

割を果たすことから、本研究課題では、ピルビン酸、乳酸が GPR31 を介して経口免疫寛容の誘導に

寄与する可能性を検討し、その分子機構を解明することを目的とする。 

ピルビン酸および乳酸はもともと腸内に存在する分子であることから安全性が高く、臨床的に応

用しやすいと考えられる。本研究課題による成果は、将来的にこれら腸内細菌由来の代謝産物によ

る食物アレルギーの軽減に臨床応用できる可能性がある。 

 

研究計画及び研究手法 

経口免疫寛容の誘導を、遅延型過敏反応（DTH）を指標にした実験系により評価する。野生型マ

ウスおよび GPR31 欠損マウスに卵白アルブミンを経口投与して、経口免疫寛容を誘導した。1 週間

後、OVA とフロイント完全アジュバント (CFA) のエマルジョンを尾根の背側部に皮下注射した。

免疫の 2 週間後、右側の耳介には OVA/PBA を、左側の耳介には PBS を同量皮下注射し、その 48

時間後に左右の耳の厚さを測定した（図 1）。 
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図 1. DTH の誘導スケジュール 

 

 

 

DTH による耳介腫脹を指標にした実験系では、乳酸およびピルビン酸の投与による経口免疫寛容

の増強作用を評価するのが難しいため、当初、経口抗原誘導性下痢モデルを用いた解析も計画して

いた。しかし、経口免疫寛容の誘導に用いた OVA の量を少なくして経口免疫寛容が僅かしか誘導さ

れないよう実験条件を至適化することで、ピルビン酸投与による経口免疫寛容の増強作用を評価で

きるようにした。 

 

また、GPR31 欠損マウスを用いて、小腸粘膜固有層における各白血球サブセットをフローサイト

メトリーにより解析した。T 細胞サブセットの中でも制御性 T 細胞（Treg）は経口免疫寛容の誘導

に必須と報告されている 3)。近年、Treg のなかでも転写因子 RORgt を発現する細胞集団が食物ア

レルギーを抑制することが示されていることから 4)、野生型マウスと GPR31 欠損マウス間で Treg

集団の比較を行った。 

 

小腸粘膜固有層においてGPR31 シグナル依存的に抗原特異的な Tregが誘導されるか検討するた

め、コンジェニック系統マウスを用いた実験を行った。そのため、まず OVA 特異的に反応する T 細

胞受容体（TCR）をもつ OT-II マウスと、CD45.1 マウスを交配して、OT-II CD45.1 マウスを作成

した。次に、OT-II CD45.1 マウスから単離したナイーブ CD4+ T 細胞を野生型マウスおよび GPR31

欠損マウス（これらは CD45.2 陽性である）に静脈投与したのち、OVA を経口的に投与した。ナイ

ーブ T 細胞の移入 12 日後、小腸粘膜固有層において OVA 特異的に反応する TCR をもつ CD45.1+ 

Treg の割合を解析した。 
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当初の計画では、乳酸およびピルビン酸を高産生する乳酸菌株を GPR31 欠損マウスに投与して

DTH を評価する計画をしていたが、この点については今後の検討課題とする。 

 

結果と考察 

申請者らはこれまでGPR31の発現がCX3CR1シグナルにより誘導されることを見出している 2)。

CX3CR1 欠損マウスでは経口免疫寛容が誘導されないとの報告されていることから 3）、GPR31 欠

損マウスにおける抗原特異的な免疫寛容の成立を DTH の評価系を用いて検討した。図 2 に示すよ

うに、野生型マウスでは OVA の経口投与によって、耳介の腫脹が減少して免疫寛容が誘導されたの

に対し、GPR31 欠損マウスでは、CX3CR1 欠損マウスと同様に、OVA を経口投与しても耳介が腫

脹し、免疫寛容が誘導されなかった。 

 

 

図 2. GPR31 欠損マウスにおける

経口免疫寛容誘導の評価 

 

 

 

 

 

ピルビン酸の GPR31 に対する親和性は乳酸の GPR31 に対する親和性より高いため、ピルビン酸

を用いて GPR31 リガンドによる免疫寛容増強作用を検討した。免疫寛容の誘導に用いる OVA の濃

度を下げた上で、ピルビン酸を 3 週間自由飲水させ、DTH による耳介腫脹を評価した。その結果、

野生型マウスではピルビン酸投与により耳介腫脹が減少にしたのに対し、GPR31 欠損マウスでは耳

介腫脹は認められなかった。すなわち、ピルビン酸の経口投与によって GPR31 依存的に免疫寛容の

増強が誘導されたと考えられた。 

 

次に野生型および GPR31 欠損マウスに乳酸塩またはピルビン酸塩を 4 週間、自由飲水させ、小
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腸における CD4 T 細胞サブセットおよび IgA 産生細胞を解析した。その結果、乳酸塩、ピルビン酸

塩の投与の有無にかかわらず、IL-17 産生 CD4 T 細胞 (Th17)、IFN 産生 CD4+ T 細胞 (Th1)、

Foxp3+ CD4 T 細胞 (Treg)、IL-10 産生 CD4 T 細胞、IgA+ B220-細胞の各集団に有意差は認められ

なかった（図）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. GPR31 欠損マウスにおける白血球サブセットの解析 

 

転写因子 RORgt は Th17 や 3 型自然リンパ球（ILC3）への分化誘導に必須であることが知られて

いるが、近年、一部の Treg にも発現することが示された。Treg 特異的に RORgt を欠損させたマウ

スを用いた実験から、RORgt+ Treg は 2 型免疫サイトカインである IL-4 や IL13 に依存的な潰瘍腸

炎モデルとして知られるオキサゾロン誘導性腸炎に対して防御的に作用することが報告されている

5)。また、RORgt+ Treg は食物アレルギーの抑制に重要な役割を果たす 4)。そこで、野生型マウスお

よび GPR31 欠損マスにおける RORgt+ Treg を解析したところ、GPR31 欠損マウスで Treg 数に変

化は認められなかったが、RORgt+ Treg が減少することが明らかになった（図 4）。 

 

 

 

図 4. GPR31 欠損マウスに

おける Treg 細胞集団の解

析 
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そこで、GPR31 シグナルが RORgt+ Treg の分化を誘導する可能性を検討した。OT-II CD45.1 マ

ウスから単離したナイーブCD4+ T細胞を野生型マウスおよびGPR31欠損マウス（これらはCD45.2

陽性である）に静脈投与したのち、OVAを経口的に投与し、10日後、OVA 特異的に反応する CD45.1+ 

Treg 細胞における RORgt の発現を解析した。その結果、野生型マウスに比べて GPR31 欠損マウス

では移入細胞における RORgt+ Treg の減少が認められた。すなわち GPR31 を介したシグナルは

RORgt+ Treg の分化を促進することで、経口免疫寛容を誘導する可能性が考えられた。 

 

 以上のように、本研究課題において、ピルビン酸・乳酸は小腸 CX3CR1+貪食細胞上の GPR31 を

介して経口免疫寛容の誘導を促進すること、また、GPR31 シグナルは小腸粘膜固有層における

RORgt+ Treg の分化を促進することが明らかになった。したがって、本研究課題は基本的に所期の

結果を得ることができたと考えられる。その一方で、GPR31 シグナルがどのように RORgt+ Treg の

分化を誘導するかその分子機構は不明であり、今後解析を進める予定である。この点を明らかにし

たうえで、速やかに論文を投稿することを目指している。 

 

今後の研究活動について 

本研究により、GPR31 を介したシグナルは RORgt+ Treg の分化を促進することで、経口免疫寛

容を誘導する可能性が考えられたが、その分子機構については不明である。小腸 CX3CR1+貪食細胞

は GPR31 シグナル依存的に上皮細胞間から樹状突起を伸長し、病原性細菌などの腸管管腔内の抗

原を捕捉することから、定常状態では CX3CR1+貪食細胞は GPR31 シグナルを介して管腔内の食事

抗原を捕捉し、抗原特異的な免疫応答を抑制する可能性が考えられる。申請者らはこれまで GPR31

の発現が CX3CR1 シグナルにより誘導されることを見出しているが、CX3CR1 の欠損により小腸

貪食細胞における OVA の取り込みが低下するという文献 6)と変化しないという文献 3)があり、議論

が分かれる。GPR31 欠損マウスの CX3CR1+貪食細胞における食餌取り込みは今後の注意深い解析

が必要である。一方、小腸CX3CR1+貪食細胞は IL-10を高産生することが知られることから、GPR31

シグナルが CX3CR1+貪食細胞における IL-10 産生を促進し、この IL-10 が RORgt+ Treg の分化誘
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導に影響を与える可能性も考えられる。これらの点について検討を加え、ピルビン酸や乳酸が経口

免疫寛容を増強する分子機構をさらに解明したいと考えている。 
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