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研究成果の概要（和文）：宿主に対して炎症反応を抑制する大腸菌を発見し、プロバイオティクス大腸菌として
の応用を見据えて、その作用機序解明を目的として取り組んだ。マウスモデルを使用して、腸炎が改善される傾
向を見出した。また、当該菌株の遺伝子ノックアウトを実施し、炎症抑制に関する遺伝子を複数同定することが
できた。本研究は、大腸菌がヒトに対して有益な作用を与える機序を発見した画期的な研究である。

研究成果の概要（英文）：We discovered an E. coli strain that suppresses inflammatory responses to 
the host, and worked to elucidate its mechanism of action with a view to applying it as a probiotic 
E. coli. Using a mouse model, we found a tendency for improvement of intestinal inflammation. In 
addition, we performed gene knockout of the strain and were able to identify several genes related 
to inflammation suppression. This is a new approach to research that discovered the mechanism by 
which E. coli exerts beneficial effects on humans.

研究分野：細菌学

キーワード： 大腸菌　プロバイオティクス　炎症応答抑制　サイトカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸菌研究は主にその病原性に着目され、病原機構に対する研究は大きく進んでいる。我々は、大腸菌がヒトに
対して有益な作用をもたらすことを過去に発見し、その作用機序に着目してきた。本研究期間内に、マウスモデ
ルを用いた腸炎改善、および菌株の遺伝子ノックアウトによって炎症抑制に関する遺伝子を同定した。これらの
ことは、当該大腸菌株がプロバイオティクスとして応用できる可能性を示している。

※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 
分散接着性大腸菌(DAEC)は、下痢原性大腸菌の候補として長年論議されながら未だ結論が出
ておらず、下痢原性の有る菌と無い菌が混在しているヘテロな集団である可能性が高い。申請者
らは、DAECの患者由来株と健康者由来株を比較し、下痢原性を探索していく中で、上皮細胞に
対して炎症性サイトカイン IL-8および IL-6を抑制するユニークな表現型を持つ健康者由来の大
腸菌 SK1144 株を発見した。本研究では、SK1144 株の宿主に対する炎症応答抑制の詳細なメカ
ニズム解明を目的とした。抑制に関わる SK1144株の責任遺伝子の同定、その宿主細胞の標的分
子の同定、マウスモデルを用いた in vivoでの腸管免疫に与える影響等を評価し、SK1144株の炎
症抑制のメカニズムを明らかにするとともに、下痢予防や腸疾患に対する治療方法としての可
能性を見出す。腸管内での炎症応答を抑制し得るプロバイオティクス大腸菌としての応用を見
据えた基礎的知見を得る極めて画期的なアプローチである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、宿主細胞の炎症応答を抑制する健康者由来大腸菌の詳細なメカニズム解明を目
的とした。すなわち、SK1144株の IL-8抑制に関わっている遺伝子を同定し、抑制機序を分子レ
ベルで明らかにすることを目指した。さらに、マウスモデルを用いた in vivo での抗炎症効果の
検討を行った。以上のことは、大腸菌の炎症抑制という独自の視点であり、ヒト由来の DAECが
ヒトの腸内で共生し、下痢の予防や炎症性腸疾患の治療のためのプロバイオティクスとして使
用できる可能性を見据えた極めて新しいアプローチである。さらに、SK1144株以外にも炎症抑
制候補大腸菌株を保有しており、解明できた機序が当該菌株に特有の現象であるのか、もしくは
広く保有する可能性があるのかを検証することができる。また、SK1144株や他の炎症抑制候補
大腸菌株はヒト健康者から分離しており、ヒトに対する安全性も高いことが推察されることか
ら、将来へのヒトへの応用を考えた際にも有用であると考える。 
 
３．研究の方法 
1) 宿主細胞の IL-8抑制を起こす SK1144株の遺伝子は何か 

Tn5 トランスポゾンを用いたランダム遺伝子変異法を用いて、SK1144 株の遺伝子変異株を作
製し、IL-8を抑制しない SK1144変異株を探索した。変異株は作製のスループットが低く取れた
変異体の数が少なかったため、培養条件や形質転換の際の電圧などの条件を検討して効率を高
め、より多くの変異体作製を目指した。 
 
2) 宿主細胞内の IL-8抑制の分子は何か 
上記解析によって同定した遺伝子に対して、トランスフェクションによりその遺伝子を培養
細胞内で直接発現させ、炎症抑制機能を検証した。既に VI型分泌装置のエフェクタータンパク
である hcp 遺伝子が IL-8 抑制に関わっていることが分かっているため、この遺伝子から取り組
んだ。またヒト腸管内を想定し、上皮系細胞の他にモノサイト・マクロファージ系の培養細胞を
用いて、SK1144株が炎症性サイトカイン抑制を起こすかどうか検討した。 
 
3) 他の炎症抑制菌株にも共通する遺伝子は何か 
これまで申請者は SK1144株以外にも IL-8 抑制能を持つ DAEC株を健康者から複数見つけて
いる。上記により遺伝子を同定できた際は、他の菌株にも共通のものを探索し、炎症応答を抑制
する菌株の特徴について検討した。このことは、下痢原性を持たない DAEC 株を見分ける方法
にもなり、ひるがえって下痢原性 DAECを同定する要素になると考えた。 
 
4) in vivoにおいても SK1144株が炎症抑制を示すか 

in vitro 実験系において、腸内で炎症抑制効果を発揮することが期待できるので、炎症性腸疾
患モデルでの治療効果について検討した。デキストラン硫酸ナトリウムをマウスに経口投与し、
炎症性腸疾患を誘発させた後に、SK1144株を経口投与し、大腸の長さ（炎症の指標）や血中・
糞便中のサイトカインを測定することで評価した。 
 
４．研究成果 
1)炎症抑制に関する遺伝子同定 
トランスポゾンを用いたランダム遺伝子変異株の作製を行った。変異株の作製方法の改良を
試み、効率よく作製することができたため、これまで約 1,000 株しか取得できていなかったが、
合計で約 9,000株を作製することができた。その変異株のうち約 3,000株について培養細胞を用
いたサイトカイン誘導のスクリーニングを行い、サイトカイン抑制機能を喪失した株を約 20株
取得できた。変異した遺伝子特定には、これまではレスキュークローニングを用いて行っていた
が、時間や手間が大きくかかることから、NGS を用いた系に切り替え、効率的にトランスポゾ
ン挿入部位を特定することができた。また、特定した中から数遺伝子をピックアップし、トラン
スポゾン挿入変異でなく、遺伝子を完全に欠損させる株を別途作製し、同様にサイトカイン誘導



抑制が喪失することを確認した。さらにこの遺伝子欠損株に対して、遺伝子補完をすることによ
り、野生株と同様に機能がレスキューされることを確認した。このことは、同定した遺伝子が炎
症抑制に関わっていることを強く示唆するものである。 
 
2)宿主内の IL-8抑制分子の探索 
以前、炎症応答抑制に関わっていることを報告した VI型分泌装置のエフェクタータンパクで
ある hcp遺伝子遺伝子について、培養細胞に遺伝子を発現させて評価した。遺伝子を培養細胞内
に導入することは成功したものの、単に本遺伝子を培養細胞に遺伝子導入しただけではサイト
カイン抑制を起こすことはできなかった。炎症抑制は、単独のタンパク質が働くのではなく、複
数のメカニズムによって引き起こされることが示唆された。 
一方で、宿主側の遺伝子転写についても評価した。抑制グループの代表株を様々な条件で感染
させた培養細胞から RNA抽出し RNASeqを行った。結果の詳細は現在解析中であるが、宿主機
能の抑制メカニズムの解明の可能性を見出した。 
また、上皮細胞以外の細胞として、ヒトモノサイト由来である THP-1 細胞を用いた検討を行
った。しかしながら、細胞への炎症惹起がうまくいかず、この検討については課題が残った。 
 
3) 他の炎症抑制菌株にも共通する遺伝子 

SK1144株と他の DAEC株について比較ゲノム解析を行い、その情報からサイトカイン誘導抑
制に関わる遺伝子を探索した。ヒト健康者由来の分散接着性大腸菌（DAEC）合計 17 株につい
て、その表現型と遺伝子型を比較した。まず、表現型確認として、ヒト培養細胞に対する炎症性
サイトカインの抑制能力について評価し、炎症抑制能力を持つ株（抑制グループ）と持たない株
（非抑制グループ）に分類した。さらに 17株の全ゲノムデータから、両グループに共通しない
遺伝子を探索したところ、抑制グループのみに共通して持つ遺伝子と非抑制グループのみに共
通して持つ遺伝子を同定した。これらの遺伝子と、データベースに登録されている他の大腸菌の
ゲノム情報、および SK1144株のトランスポゾン変異によって炎症抑制能を持つ遺伝子を探索し
た結果、と併せてその特徴について精査を行っている。これらの解析によって、炎症抑制機能が
SK1144株に特有の特徴であるのか、また他の大腸菌にも広く存在するのかが明らかになること
を期待している。 
 
4) マウスモデルを用いた SK1144株の腸炎抑制について 
マウス腸炎モデルを用いた SK1144 株の腸炎改善効果について予備検討を行った。その結果、

SK1144株接種グループにおいて、大腸の長さが改善し、糞便中のサイトカインが低い傾向にあ
った。これらの結果はSK1144株がマウスの腸炎を改善することを示唆している。しかしながら、
デキストラン硫酸ナトリウムでの腸炎誘導は試薬のロット差等に左右されることが多く、結果
が安定しなかったため、改善の余地が残った。また、別の方法として、細菌を用いた腸炎誘導を
トライしたが、同じく安定的に腸炎を誘導することが難しく、in vivo実験については今後の検討
課題としたい。 
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