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研究成果の概要（和文）：これまで乳酸菌株の刺激が腸管から脂肪組織へ伝達される仕組みは不明であった。本
研究では、その伝達を媒介する因子として乳酸菌を貪食した細胞が分泌する細胞外小胞（EVs）に着目し、これ
を検証した。乳酸菌を貪食した細胞が分泌したEVsは脂肪細胞に作用し、脂肪蓄積に関わる遺伝子発現を調節す
ることで脂肪蓄積を抑制した。また、EVsの作用は脂肪細胞特異的にみられることが示唆された。本研究から、
プロバイオティクスが脂肪組織で効果を発揮する際に、EVsが脂肪組織に刺激を伝達する役割を果たしているこ
とが明らかとなった。今後は、EVsを指標とした脂肪組織の脂肪蓄積を抑制するプロバイオティクス株の探索を
行う。

研究成果の概要（英文）：Lactobacillus plantarum strain No. 14 (LP14) has been known to exert 
anti-adipogenic effect in mice adipose tissue. However, underlying mechanism of anti-adipogenic 
effect of LP14 remains to be elucidated. In this study, we confirmed one hypothesis that 
anti-adipogenic effect of LP14 is mediated by extracellular vesicles (EVs) shed by macrophage 
phagocytizing LP14. The results indicated that LP14 EVs suppressed fat accumulation in 3T3L1 cells 
via down-regulation of gene expression related to differentiation of adipocytes such as KLF-5 and 
C/EBPα. Moreover, LP14 EVs suppressed glucose uptake in 3T3L1 cells through the down-regulation of 
GLUT1 and GLUT4, but not in skeletal muscle cell line C2C12 cells. Our study suggest that macrophage
 might transfer LP14 stimuli to adipocytes via EVs and regulate fat accumulation and glucose uptake 
specific in adipocytes.

研究分野： 食品機能学
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１．研究開始当初の背景 
経口摂取したプロバイオティック乳酸菌

は腸管のパイエル板より取り込まれ、マクロ
ファージをはじめとする貪食細胞によって
貪食される。その後、脂肪組織などの末梢組
織の生理状態に影響を与え、抗肥満効果など
の様々な健康機能を発揮することが知られ
て い る 。 我 々 の 研 究 に お い て も 、
Lactobacillus plantarum No. 14 株を高脂
肪食摂取マウスに経口投与すると、脂肪組織
の脂肪蓄積が抑制されることが明らかとな
っている。しかしながら、プロバイオティッ
ク乳酸菌が、腸管から離れた脂肪組織を構成
する細胞にいかにしてその刺激を伝達し、健
康機能を発揮しているかは不明であった。以
下に示す過去の 2つの報告から、我々はプロ
バイオティック乳酸菌の刺激伝達を媒介す
る因子として「貪食細胞が分泌する細胞外小
胞」に着目した。報告①貪食細胞が細菌を貪
食後、細胞外小胞を分泌し、その細胞外小胞
を取り込んだ細胞の免疫応答を調節する。報
告②貪食細胞（マクロファージ）が分泌した
細胞外小胞は脂肪細胞のインスリン感受性
を下げる。 
  
２．研究の目的 
本研究の目的は、No. 14 株による脂肪細

胞の脂肪蓄積抑制作用が No. 14 株を貪食し
た貪食細胞（マクロファージ）が分泌した細
胞外小胞によって媒介されていることを明
らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（1）骨髄由来マクロファージの培養 
マウス骨髄細胞由来のマクロファージ

（BMDM）を供試した。7週齢の C57BL/6Jマウ
スの大腿骨から骨髄細胞を採取した。マウス
繊維芽細胞株 L929 細胞の培養上清を添加し
た DMEM 培地で培養することによりマウスマ
クロファージへの分化を誘導した。 
 
（2）No. 14 株とマクロファージの共培養 

No. 14 株は MRS 培地にて 24 時間培養し、
吸光度（OD600）と Colony forming unit（CFU）
からあらかじめ作成した検量線より培養液
中の細菌数を算出した。分化誘導したマウス
BMDMを 15 cm ディッシュに 80%コンフルエン
トになるまで培養し、No. 14 株を添加した
（5×107 CFU/ディッシュ）。No. 14 株を添加
後、72時間培養し、培養上清を回収した。No. 
14 株非添加のマクロファージも同様に培養
し、培養上清を回収した。 

 
（3）培養上清中の細胞外小胞の回収 
 No. 14 株非添加のマクロファージおよび
No. 14 株を添加したマクロファージが産生
した細胞外小胞（それぞれ Control EVsおよ
び No. 14 EVs）を超遠心分離法により回収し
た。培養上清を段階的に遠心分離（200 g、
10 分×1 回、500 g、10 分×2 回、2000 g、

15分×1回）した後に、上清を回収し、フィ
ルター濾過（0.2 μm）した。濾過後、上清
を超遠心分離した（100,000 g、2 時間）。超
遠心分離後、上清を除去し、5 mLの PBS で洗
浄した。洗浄後、超遠心分離を行い（100,000 
g、2 時間）、上清を除去した。PBS で再懸濁
後、フィルター濾過（0.2 μm）を行った。
回収した EVs量を BCA 法により定量した。 
 
（4）細胞外小胞の定性解析および形態観察 
 回収した EVs の形態を、透過型電子顕微鏡
を用いて観察した。 
 また、EVsのマーカータンパク質である CD9
の発現をウェスタンブロッティング法によ
り評価した。 
 
（5）細胞外小胞の細胞内取り込み量の評価 
3T3L1 細胞および C2C12 細胞（マウス骨格

筋細胞）への EVs の取り込み量を評価した。
Control EVsおよび No. 14 EVsをそれぞれ蛍
光色素 PKH67 で染色し、各細胞に添加した。
細胞内に取り込まれた EVsの取り込み量を蛍
光プレートリーダーで定量した。また、蛍光
顕微鏡により EVsの取り込みを観察した。 
 
（6）EVsが脂肪細胞の脂肪蓄積に及ぼす影響 
3T3L1 細胞（マウス前駆脂肪細胞株）を供

試した。各細胞株を培養し、Control EVs ま
たは、No. 14 EVs（0.1、1または 10 μg/mL）
を添加した分化誘導培地を用いて成熟脂肪
細胞への分化を誘導した。分化誘導後、10日
目に脂肪蓄積量を Adipored 法により評価し
た。Adipored Reagent を添加し、脂肪細胞内
の脂肪滴に結合した Adipored の蛍光量を蛍
光マイクロプレートリーダーを用いて脂質
に結合した Adiporedの蛍光量を測定した（励
起波長：485 nm、蛍光波長：572 nm）。 
また、脂肪蓄積に関係する遺伝子の発現量

に及ぼす影響を検証するために EVs（10 
μg/mL）を添加した分化誘導培地を添加後 6
時間目に細胞を回収し、細胞から全 RNAを抽
出・精製した。回収した細胞の全 RNAから逆
転写反応により cDNA を合成した。合成した
cDNA を鋳型として脂肪蓄積に関係する遺伝
子の発現量を Real time PCR 法により定量し
た。 
 
（7）EVsが脂肪細胞および骨格筋細胞の糖取
り込みに及ぼす影響 
3T3L1 細胞および C2C12 細胞を供試した。

各細胞に Control EVsまたは、No. 14 EVs（0.1、
1 または 10 μg/mL）を添加し、12 時間培養
したのちに、インスリン存在下で蛍光グルコ
ース 2-NBDG の取り込み量を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞外小胞の定性解析および形態観察 
 Control EVs および No. 14 EVsを透過電子
顕微鏡観察した結果を図 1a に示した。
Control EVsおよび No. 14 EVsの形態および



サイズに明確な違いは見られなかった。CD9
の発現解析の結果を図 2 に示した。Control 
EVs および No. 14 EVs のどちらにおいても
EVs のマーカータンパク質である CD9 が検出
された。 

（2）細胞外小胞の細胞内取り込み 
 3T3L1 細胞および C2C12 細胞への EVs の取
り込み量の経時変化を図 3Aおよび 3Bにそれ
ぞれ示した。両細胞株ともに、EVs の取り込
み量は経時的に増加することが明らかとな
った。また、No. 14 EVs の取り込み量は
Control EVs と比較して有意に低い値を示し
た。 
 EVs 添加量を段階的に増加させた際の、EVs
の取り込み量の変化を図 4A（3T3L1）および
4B（C2C12）に示した。両細胞株ともに、EVs
添加量を 5 μg/mL にした際に EVs の取り込
み量は飽和状態になることが明らかとなっ
た。 
 EVs 取り込みの観察結果を図 5A（3T3L1）
および 5B（C2C12）に示した。青色は核（DAPI）、
緑色は PKH67染色した EVsをそれぞれ示して
いる 

  
（3）EVsが脂肪細胞の脂肪蓄積に及ぼす影響 
①脂肪蓄積量への影響 
 3T3L1 細胞の脂肪蓄積量の定量結果を図 6
に示した。Control EVsおよび No. 14 EVsと
もに添加量依存的に脂肪蓄積を抑制した。No. 
14 EVs を添加した細胞は Control EVs を添
加した細胞と比較して有意に脂肪蓄積量が
少なかった。この結果から、マクロファージ
が分泌した EVsによる脂肪蓄積抑制作用は No. 
14 株の貪食によって強化されることが示唆
された。また、マウスへの No. 14 株の投与
実験でみられた脂肪蓄積抑制作用は細胞外
小胞によって媒介されていることが示唆さ
れた。 

 
②脂肪蓄積関連遺伝子の発現に及ぼす影響 
脂肪蓄積に関わる遺伝子として転写因子

である KLF5、C/EBPα、C/EBPβ、C/EBPδ、
PPARγを、脂肪蓄積関連遺伝子として ACC1、
FAS、Acyl、LPL、GPD、Gpam、AGPAT2 を、脂
肪分解関連遺伝子として PLIN1、CGI58、HSL、
ATGL、G0S2の遺伝子発現をそれぞれ定量した。
転写因子のうち、KLF5およびその下流の転写
因子である C/EBPαのみ No.14 EVs 添加群で
有意に発現が抑制された。また、C/EBPαの
下流遺伝子である脂肪酸合成・取り込みに関
わる FASおよび LPLも No.14 EVs 添加群で有
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意に発現が抑制された。中性脂肪合成に関わ
る GPD、Gpam、AGPAT2のうち Gpamのみ No.14 
EVs 添加群で有意に発現が抑制された。脂肪
分解関連遺伝子は PLIN1のみ No.14 EVs 添加
群で有意に発現が抑制された。これらの結果
から、上流の転写因子である KLF-5 に No.14 
EVs が作用することで、その下流の転写因子
である C/EBPαの発現が抑制され、脂肪細胞
の分化が抑制されたことが示唆された。 
 

 
（4）EVsが脂肪細胞および骨格筋細胞の糖取
り込みに及ぼす影響 

3T3L1 および C2C12 細胞の糖取り込み量の
定量結果を図 8Aおよび 8Bにそれぞれ示した。
3T3L1 細胞では、EVs 非添加・インスリン処
理細胞と比較して 10 μg/mL の Control EVs
を添加した細胞およびすべての添加濃度の
No. 14 EVsを添加した細胞で糖取り込みが有
意に抑制された（図 8A）。また、No. 14 EVs
を添加した細胞の糖取り込み量は Control 
EVs を添加した細胞と比較して有意に低い値
を示した（図 8A）。 
一方、C2C12 細胞では、EVs の添加量に関

係なく、Control EVs および No. 14 EVs は糖
取り込みに影響を及ぼさなかった。 
これらの結果から、No. 14 EVsは脂肪細胞

の糖取り込みを抑制するが、骨格筋細胞の糖
取り込みには影響を及ぼさないことが明ら
かとなった。 
（3）および（4）の結果から、No. 14 EVs

はインスリン依存的な脂肪細胞の脂肪蓄積

および糖取り込みを抑制することが明らか
となった。これは、No. 14 EVsが脂肪細胞の
インスリン感受性を低下させることを示唆
している。骨格筋細胞ではインスリン依存的
な糖取り込みに及ぼさなかったことから、No. 
14 EVsによるインスリン感受性の低下作用は
脂肪細胞に特異的に起こる現象であること
が示唆された。 
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