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研究成果の概要： 
 本研究は、炎症性腸疾患の予防に有効な、新規「イムノバイオティック食品」の開発基盤を

築くことを目的とし、ヒトモデルとして期待されるブタ腸管上皮細胞株(PIE 細胞)を用いて、

イムノバイオティクスの抗炎症活性について解析した。その結果、パターン認識受容体を介し

て抗炎症性を発揮するイムノバイオティクスの選抜が可能となり、その機構解明が飛躍的に進

むことが大いに期待され、「イムノバイオティック食品」の創製に向けた開発基礎が得られた。 
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１．研究開始当初の背景 
 潰瘍性大腸炎やクローン病に代表される
炎症性腸疾患(IBD)は、欧米はもとより日本
でも若年層を中心にその患者数は年々激増
し続けており、Quality of Life (QOL)を著
しく低下させることから、大きな社会問題に
発展している。その主たる原因として，遺伝
的問題の他、サイトカインを介する腸管上皮
細胞の異常応答と腸管免疫機能の低下が指
摘されている。一方、２１世紀は予防医学の
時代とも言われ、治療とは異なる観点から疾

病の予防・改善を食品の生理機能に求め、QOL
の向上に貢献する機能性食品の開発が大い
に期待されている。 
 我々はこれまでに、食経験の豊富なプロ
バイオティクスの中でも特に腸管免疫調節
作用を発揮するイムノバイオティクスに特
有なDNA配列や細胞壁成分が，DNA認識レセ
プター(TLR9)や細胞壁成分認識レセプター
(TLR2,TLR4,Nods)による認識から、サイト
カインを介して腸管免疫調節作用を発揮す
ることを見出した。さらに、ヒトモデル系
として期待されるブタ腸管から、世界に先



駆けて腸管上皮細胞株(PIE細胞)の樹立に
成功し、IBD研究への有用性が期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、これまでの我々の知見を基礎と
して、イムノバイオティクスによる腸管免疫
調節作用から炎症性腸疾患の発症防御機構
の解明につなげるため、PIE 細胞における特
異的受容体介在性のサイトカイン発現調節
の観点から総合的に解明し、新規“イムノバ
イオティック食品”の開発基礎を目指す。 
   図１ PIE細胞におけるTLRファミリー 
３．研究の方法      の発現 
(1) ブタにおいて Nod1、Nod2 をクローニン
グし、腸管における発現を解析した。 

 
イムノバイオティクス候補菌株中で、ETEC に
よる炎症応答を軽減する菌株が選抜された。 (2) IBD に有効なイムノバイオティクスのス

クリーニング系細胞株を構築するため、 
Nod1、Nod2 のトランスフェクタントを HEK293
細胞株で構築し、免疫応答性を検討した。 

(6) PIE 細胞とブタ腸管パイエル板免疫
担当細胞との共培養系を確立し、イムノ
バイオティクスの分子免疫評価系とし
ての発展的応用性が期待された（図２）。 (3) ブタパターン認識受容体強制発現細胞

株により、イムノバイオティクスを選抜した。 
(4) PIE 細胞におけるパターン認識受容体の
発現とリガンド応答性を解析した。 
(5) PIE 細胞における下痢原性大腸菌刺激に
よる抗炎症評価系の構築を試みた。 
(6) PIE 細胞共培養系による分子免疫評価系
の構築を試みた。 
(7) イムノバイオティクスの抗炎症機構に
ついて解析した。 
  図２ PIE 細胞による共培養系の確立 

 ４．研究成果 
(7) PIE 細胞をイムノバイオティクスで前刺
激することにより、ETEC による炎症誘導が顕
著に抑制された。イムノバイオティクスによ
る抗炎症性発揮の機構について、受容体と細
胞内シグナル伝達の側面から解析し、炎症性
サイトカインやケモカインの誘導阻害機構
が考えられた。 

(1) ブタ Nod1およびNod2の遺伝子配列を解
析し、全構造遺伝子のクローンを得た。定量
的 RT-PCR 法により、初生仔ブタおよび成熟
ブタの各種組織において、それら遺伝子の発
現を解析することができた。 
(2) ブタ Nod1およびNod2の遺伝子導入細胞
系の構築に成功し、細胞内タンパク発現を確
認した。発現細胞は、Nod1 および Nod2 のポ
ジティブリガンドに対する免疫応答性を発
揮することが確認された。試験したイムノバ
イオティクスのほとんどは、Nod2 を介して免
疫応答を亢進することがわかった。 

 以上の研究により、抗炎症性のイムノバイ
オティクスの選抜とその評価が可能となり、
その機構解明が飛躍的に進むものと期待さ
れる。今後、本研究を基礎として、より生体
を反映させた評価系の構築とともに、機構解
明を進め、炎症性腸疾患予防のための「イム
ノバイオティック食品」の創製に向けた研究
のさらなる発展が期待される。 

(3) ブタパターン認識受容体(PRR)の強制発
現細胞を用いて、NF-kappaBレポーターアッ
セイを指標として、乳酸菌ライブラリーから
有用なイムノバイオティクスの候補を選抜
することができた。 

 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 

(4) ブタ腸管上皮細胞株(PIE細胞)における
PRRの発現を解析した結果、TLR1〜9の発現が
認められ、中でもTLR4/MD-2の発現が極めて
高かった。PIE細胞の炎症応答に関わるリガ
ンド応答性についてサイトカイン発現から
解析することができた（図１）。   
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