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研究成果の概要（和文）：申請者らは乳酸菌を細胞に取り込ませると、細胞が多分化能をもつ細胞になることを
発表した(Ohta et al., PLOS ONE 2012)。本申請では乳酸菌内の多分化能誘導物質を探索した。乳酸菌抽出液を
精製し、高濃度の多分化能誘導物質含有分画を得た。分画をLC-MS/MS分析し、多分化能誘導分子はリボソームで
あることが判明した。枯草菌や酵母など、乳酸菌以外の生物から抽出したリボソームも多分化能誘導活性を持っ
ていた。リボソーム誘導多能性細胞は三胚葉由来の細胞に分化できるが、細胞塊自体は増殖が停止した状態であ
った。(Ito et al., Scientific Reports. 2018)

研究成果の概要（英文）：Applicants have previously published that cells can become multipotent cells
 by incorporating lactic acid bacteria (Ohta et al., PLOS ONE 2012). In this application, we 
identified for cellular transdifferentiation inducing molecules in lactic acid bacteria. The extract
 from Lactic acid bacteria was purified in several steps, and we finally obtained a fraction 
containing a transdifferentiation inducing substrates at a high concentration. Identification of the
 fraction by LC-MS/MS analysis revealed that the molecules are ribosomes. We also clarified that 
ribosomes extracted from organisms other than lactic acid bacteria, such as Bacillus subtilis and 
yeast. Ribosome-induced transdifferentiation cells can differentiate into three germ layer-derived 
cells, but the cell clusters itself was not proliferated. (Ito et al., Scientific Reports. 2018)
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１．研究開始当初の背景 

 

a) 本研究に関連する国内・国外の研究動向
及び位置づけ 

 ヒト腸内には乳酸菌やクロストリジウム細
菌から構成される腸内細菌群が常在してい
る。乳酸菌発酵食品であるヨーグルトなどの
摂取が健康にとって有益であることは、人類
は経験的に理解しており、古代から実践され
てきた。そして、実際に、乳酸菌が抗炎症作
用のあるインターフェロン β の発現を誘導す
る（Tadaomi et al., Immunity, 2013）報告が
され、腸内細菌は生理的作用によって健康維
持に貢献していることが示されている。さら
に、腸内細菌はうつ病への関与(Schmidt, 

Nature 2015)、神経グリアの発生(Kabouridis 

et al., Neuron 2015)、そして好中球の成熟
(Zhang et al., Nature 2015)など、精神や発生
への関与が報告されており、細菌とヒトの広
範な相互作用が示されつつある。 

 

b) 応募者のこれまでの研究成果を踏まえ着
想に至った経緯 

 申請者のグループでは、腸内細菌とヒト細
胞の未知の相互作用を発生学的観点から探る
ため、様々な条件で乳酸菌とヒト皮膚腺維芽
細胞(HDF)と共培養したところ、特徴的な細
胞塊を形成する条件を見いだした（図１）。
この細胞塊は多能性幹細胞である胚性幹(ES)

細胞が形成する細胞塊とよく似ていたことか
ら、多能性マーカーの発現と分化誘導試験を
行ったところ、この細胞塊が三胚葉由来の細
胞に分化できる多能性を持つことが判明した
（Ohta et al., PLOS ONE 2012）。細菌が細
胞分化に関係する事例は、乳酸菌に限らず、
ピロリ菌が胃がんを誘発する現象（Fujii et 

al., PNAS 2012）や、ハンセン病に関与する
ライ菌が 感染拡大に宿主細胞の初期化を利
用している(Masaki et al., Cell 2013) ことが
報告されて、微生物の相互作用は細胞分化に
関与していることが明らかになった。これら
の結果から申請者は、細菌には現在までに報
告例のないヒト細胞の脱分化を誘導する因子
が含まれていると着想した。 

 

c）これまでの研究成果を発展させる場合に
はその内容等 

これまでの研究では乳酸菌を用いて多能性細
胞塊を形成させる研究を行った。本研究では
乳酸菌から、多能性を誘導する成分の同定を
行った。生化学的な分析を繰り返した結果、
当該物質はリボソームであった。リボソーム
は全ての生物に存在するタンパク質合成装置
として非常によく知られている。しかし、近
年の研究でリボソームタンパク質自体がリボ
ソーム内部の配置を調節することで、タンパ
ク質の翻訳を変化させ、発生を制御している
(Xue et al., Nature 2014)など、単純な翻訳装
置ではなく、リボソームは翻訳を介して生物

の発生を時空間的に制御していることがあき
らかになりつつある。 

リボソームは翻訳装置としての構造はすべて
の生物でかなり共通性があるが、構成してい
るタンパク質の相同性は互いを相補できるほ
どの高い相同性はみられないことから、その
発現制御経路は単純に一つの経路に収束する
のではなく、複数の経路で制御されている可
能性が高いが、その制御様式にはなんらかの
共通性があることが考えられる。 

 

 

２．研究の目的 

申請者はヒトの主要な腸内細菌の一種であ
る乳酸菌を皮膚細胞に取り込ませると、三胚
葉に分化可能な多能性細胞塊が生じることを
発見した（Ohta et al., PLOS ONE 2012）。
細胞塊を形成させる物質を生化学的な分析に
よってリボソームであることが判明したが、
リボソームが多能性を誘導するという報告例
は皆無である。本申請ではリボソームが誘導
した細胞塊が、通常の細胞および、他の多能
性幹細胞と、どのように異なるかを理解する
ことで、多能性の本質に迫ることを目的とす
る。 

 

 

３．研究の方法 

リボソーム誘導細胞塊がどのような性質を
持つかを、免疫染色による多能性マーカーの
発現パターンは解析済みであった。転写レベ
ルでの発現解析は不十分であったため、細胞
塊全体での遺伝子発現を行った。ヒト皮膚線
維芽細胞(HDF)を、コンフルエント状態まで
培養する。細胞をタンパク質分解酵素トリプ
シンで消化して、接着プレートから剥がし、
再度培養する際に、リボソームを添加すると
細胞塊が生じた。生じたリボソームを 14 日
までの間、培養液を交換しながら維持した。
細胞塊を RNA 抽出液で溶解させ RNA を抽
出した。コントロールとして通常培養した
HDF を用いた。抽出した RNA からライブラ
リを作成し、次世代シーケンサーで遺伝子配
列を解析し、遺伝子発現パターンを、既報の
ヒト iPS 細胞や ES 細胞の発現パターンと比
較した。 

また、単一細胞レベルの遺伝子発現を調べ
るため、細胞塊をトリプシン消化によってほ
ぐし、セルソーティングで単一細胞に分画し
た。個々の細胞の RNA を瞬時に調整し、そ
れぞれの遺伝子発現を、多数の遺伝子につい
て同時に解析できる BioMark システムを用い
て、単一細胞レベルの多能性マーカーの遺伝
子発現を解析した。 

リボソームは大小二つのサブユニットから
構成される。E. coli の場合、リボソームは３
つの RNA サブユニット(rRNA)と約 50 種の
タンパク質から構成される。そこで、リボソ
ームを構成するすべての rRNA は PCR によ
ってクローニングし、各タンパク質をコード



するタンパク質は発現ベクターを遺伝研
NBRP の全遺伝子クローニングコレクション
から入手して、リボソームを構成するパーツ
を個別に発現精製した。精製タンパク質を
HDF に添加して、細胞塊形成活性を確認し
た。また、rRNA 配列を発現ベクターにクロ
ーニングし、発現精製することで、rRNA を
調整し、rRNA の細胞塊形成活性も確認し
た。 

 

 

４．研究成果 

リボソームによって誘導した細胞塊の全遺伝
子発現解析を行った(図 1)。リボソーム誘導
細胞塊(RIC)は添加後、発現パターンを示す
座標が移動し、8 日後からあまり変動しなく
なることから、8 日あたりが発現における成
熟のポイントだと考えられる。さらに元の
HDF 細胞および多能性幹細胞(ES 細胞、iPS

細胞)と比較すると、どちらの群とも遺伝子
発現が全く異なることが明らかになった。 

 

図１ RNA シーケンス法によるリボソーム誘
導細胞塊の遺伝子発現解析。RIC=細胞塊。
Ma=対象に引用した多能性幹細胞の発現デー
タ（Ito et al., Scientific reports 2018）。 

 

単一細胞レベルの遺伝子発現解析では、多能
性幹細胞のマーカーとして知られる
Pou5f1(Oct3/4)や Nanog が細胞塊を構成し
ている細胞の一部で高くなっているものの、
発現があまりしていない細胞も多く存在して
いることが判明した（図 2）。この結果は免
疫細胞染色でタンパク質レベルの発現を解析
した結果と一致しており（図３）、リボソー
ム誘導細胞塊が細胞塊内部で不均一性をもつ
細胞群衆であることが判明した。 

 これらの結果から、リボソームによって誘
導された細胞塊は多能性マーカーを遺伝子レ
ベル、タンパク質レベルで発現していること
が確認されたが、Nanog や Pou5f1 を全体に
強く発現する多能性幹細胞とは異なる発現様

式を示していることが判明した（Ito et al., 

Scientific reports 2018）。 

 

 

 

図２ リボソーム誘導細胞塊の単細胞レベル
の発現解析。99 個の細胞について遺伝子発
現の解析を行った（Ito et al., Scientific 

reports 2018）。 

 

図３ 細胞塊の免疫細胞染色。矢印は
Nanog-Oct4(Pou5f1)の２重要請細胞（Ito et 

al., Scientific reports 2018）。 

 

さらにリボソームを構成する約 50 種類のタ
ンパク質および rRNA を発現するベクターを
理研バイオリソースセンターから分譲、ある
いはクローニングすることで入手した。リボ
ソームタンパク質は塩基性タンパク質が豊富
に含まれていることから、極めて可溶性が悪
いが、リボソームを構成することで不溶性部
分を内側に入れ込むことで、生体内で可溶性
を維持している。実際に個々のタンパク質を
発現させると発現精製効率が極めて悪いが、
いくつかのタンパク質は精製することができ
た。細胞塊形成試験は現在、進行中である
が、いくつかのタンパク質に関しては良好な
結果を得ている。 
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