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研究成果の概要（和文）：腸管は、大量の異物が流れ込む場であるため、それらの侵入を防ぐ生体防御（バリ
ア）の最前線を担っている。この腸管バリアの制御が崩れると、炎症を基盤とした種々の疾患につながる。本研
究は、腸内細菌の主要な代謝産物であるアンモニアによる腸管恒常性の破綻のメカニズムを明らかにすることを
目的とした。一連の研究から、腸管内に異常蓄積したアンモニアは、腸管バリアの主要構造であるタイトジャン
クションを損傷すること、この作用はアンモニアが腸管上皮細胞のミトコンドリア機能を損傷し、酸化ストレス
を起こすことによって引き起こされることが明らかとなった。本研究成果は、腸管バリア制御の新たなメカニズ
ムを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：The intestinal tract is the front line of biological defense (barrier) that 
prevents the entry of large numbers of foreign substances into the intestine. When the intestinal 
barrier is out of control, it leads to various inflammation-based diseases. The purpose of this 
study was to clarify the mechanism of disruption of intestinal homeostasis by ammonia, a major 
metabolite of intestinal bacteria. A series of studies revealed that ammonia accumulated abnormally 
in the intestinal tract damages tight junctions, the main structure of the intestinal barrier, and 
that this effect is caused by ammonia damaging the mitochondrial function of intestinal epithelial 
cells and causing oxidative stress. The results of this study demonstrate a new mechanism of 
intestinal barrier regulation.

Translated with www.DeepL.com/Translator (free version)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腸管バリアの損傷は、炎症性腸疾患だけでなく、代謝性疾患、腎臓病、自閉症スペクトラムなど、様々な疾患の
発症や進展に関わることが明らかになり、新たな治療ターゲットとしても注目されてきている。本研究は、アン
モニアが腸管バリアのネガティブレギュレータであることを見出し、その作用機序を明らかにした。広く人の研
究に貢献しうることが考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
腸管は、大量の異物が流れ込む場であるため、それらの侵入を防ぐ生体防御（バリア）の最前線
を担っている。腸管バリアは複数の要素のよって構成され、そのなかで上皮細胞の発現するタイ
トジャンクション（TJ）構造は、上皮細胞間を介する異物の侵入を防ぐ役割をもつ。この腸管バ
リアの制御が崩れると、炎症を基盤とした種々の疾患につながる。そのきっかけには遺伝的な要
因（ゲノム配列の一次情報）だけでなく、腸内環境の変化が深く関わるが、そのメカニズムは十
分に明らかでない。ごく最近、私たちは、腸管バリアの損傷を呈する複数の疾患マウス（大腸炎、
慢性腎臓病、老齢）において、腸管内でアンモニアの異常蓄積が共通して起きていることを独自
に見出した。これらの実験的事実から、アンモニアの蓄積が腸管バリアのネガティブレギュレー
ターであるという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、腸内細菌の主要な代謝産物の 1 つであるアンモニアによる腸管バリア損傷のメカニ
ズムを明らかにすることを目指し、疾患予防の新たな予防手段の開発を提案することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
ヒト腸管上皮 Caco-2 細胞を用いた。粘膜側からアンモニアを作用させ、TJバリア機能を解析し
た。また、ウェスタンブロット法、蛍光免疫染色法、DNA マイクロアレイ法、定量 PCR 法などを
併せて実施した。 

 
４．研究成果 
（１）アンモニアによる腸管 TJ バリアへの影響 
腸管上皮 Caco-2 細胞にアンモニア（0～60 mM）の濃度で作用させたとき、濃度依存的に TJ バリ
アの指標である経上皮電気抵抗値の低下、蛍光デキストラン透過速度の上昇が確認され、アンモ
ニアは TJバリアを損傷することが示された（図 1）。このときアンモニアによる細胞死や細胞損
傷は確認されなかった。ウェスタンブロット法により TJ タンパク質の発現を調べたところ、ア
ンモニアは ZO1、ZO2、Occludin、Claudin-1、Claudin-3 の発現を低下させた。この低下は、蛍
光免疫染色法による解析でも確認された（図 2）。 
 
（２）腸管上皮細胞の網羅的遺伝子発現の解析と酸化ストレスの役割 
アンモニアによる腸管上皮 TJ バリアの損傷の要因を探るため、DNA マイクロアレイ法による網
羅的な遺伝子発現解析を実施した。アンモニアにより 76 と 98 の遺伝子の発現がそれぞれ 2 倍
以上に上昇、低下した（図 3）。上昇した遺伝子群を抽出して、その変動の生理学的意義を見出
すために遺伝子オントロジー解析を行った。結果として、複数のパスウェーがアンモニアより活
性化していることが検出された。なかでも「response to reactive oxygen species; 活性酸素
種への応答」が特徴的であり、アンモニアが酸化ストレスを引き起こしていることが示唆された
（図 3）。そこで酸化ストレスの指標であるマロンジアルデヒド量を調べたところ、アンモニア
によって増加していることが認められた。さらに、抗酸化剤である N-アセチルシステインで
Caco-2 細胞を前処理したとき、アンモニアによる腸管 TJ バリア損傷が軽減された（図 4）。これ
らの結果から、アンモニアは腸管上皮の酸化ストレスを引き起こして、腸管バリアを損傷させる
ことが示された。 
 
（３）ミトコンドリア機能への影響 
ミトコンドリアは酸化的リン酸化によりエネルギー産生を行うため、活性酸素種の産生の主要
の場である。ミトコンドリア機能の損傷が起きると、活性酸素種の適切な消去ができなくなり、
細胞は過剰な酸化ストレスに暴露される。アンモニアを作用させた腸管上皮 Caco-2 細胞では、
細胞内 NADH や ATP が減少し、またミトコンドリアの膜電位の低下も認められ、ミトコンドリア
機能障害が確認された。さらに、電子伝達系に関わる遺伝子群の発現を調べたところ、アンモニ
アにより Ndufa11, Ndufb3, Ndufb10, Ndus4, Uqcr10 などの遺伝子群が顕著に低下した。一方
で、抗酸化剤 N-アセチルシステインは、ミトコンドリアの機能障害や遺伝子発現の低下を抑制
しなかった。つまり、アンモニアによる酸化ストレスの増大と腸管バリア損傷は、ミトコンドリ
ア機能障害の下流の減少であることが示唆された。 
 
一連の研究を通して、過剰なアンモニアは腸管バリアのネガティブレギュレーターであること、
その分子メカニズムとして、ミトコンドリアの機能障害による酸化ストレスの増大が深く関わ
ることが示された。本研究成果は、複数の炎症性疾患に関わる腸管バリア損傷の新たなメカニズ



ムを解明したものであり、疾患予防の新たなアプローチを提案するものと期待される。 

図 1．ヒト腸管上皮 Caco-2 細胞の経上皮電気抵抗値（A）、蛍光デキストラン透過速度（B）、細
胞生存性（C） 

 
 
図２．ヒト腸管上 Caco-2 細胞の TJタンパク質の発現局在（ZO1、Occludin、Claudin-1、Claudin-
3） 

 
図３．DNA マイクロアレイ法による変動遺伝子のプロット（A）、遺伝子オントロジー解析（B） 
 

 
図４．ヒト腸管上皮 Caco-2 細胞の経上皮電気抵抗値（A）と蛍光デキストラン透過速度（B） 
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図 5．ヒト腸管上皮 Caco-2 細胞の電子伝達系の関連遺伝子の発現 
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