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研究成果の概要（和文）： 
各種ストレスで誘導される腸管の炎症反応を、腸管上皮細胞と免疫系細胞の相互作用とい
う視点から、細胞培養実験系を用いて解析するとともに、腸管炎症を抑制する食品成分を
探索した。活性化したマクロファージやマスト細胞は上皮細胞の傷害を引き起こし、逆に
上皮細胞はマスト細胞の機能の活性化を誘導するなどの相互作用が観察された。また、細
胞間相互作用を担う分子や抗炎症作用を示す食品因子を見出すことができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Inflammatory reactions induced by various stresses in the intestinal epithelium were 
investigated from the viewpoint of cell-cell interaction. Interaction between intestinal 
epithelial cells and immune cells was analyzed using in vitro cell culture model 
systems newly constructed in this study. Food substances that could suppress 
inflammatory reactions were also searched using these systems. Activated 
macrophages and mast cells induced damage to epithelial cells, whereas epithelial 
cells induced differentiation and functional activation of mast cells. Certain molecules 
responsible for the cell-cell interactions and food factors with anti-inflammatory 
functions were successfully found. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 消化管は摂取した食品成分が直接接触し
作用し得る器官であるために、食品の影響を

受けやすい。現在認可されている特定保健用
食品の 7割以上が消化管内でその機能を発現
していることを考えても、食品の機能発現に



おける消化管の重要性は明らかである。逆に、
消化管で起こる疾病や障害を予防し改善す
る上でも食品が果たす役割は大きい。 
 
(2) 腸管が関わる疾病、体調不良の急増が問
題になっている。腸管関連の最も一般的な障
害は便秘・下痢などの排便障害である。これ
らは重篤な疾病とは言えないがQOLには大
きく関わってくる。一方、食中毒菌やウィル
スによる感染性腸炎、アレルギー性腸炎に加
えて、炎症性腸疾患（IBD: クローン病や潰
瘍性大腸炎）の患者数がこのところ急増して
おり、前者は 2 万人、後者は 8 万人と報告
されるに至った。さらに、過敏性腸症候群
（IBS）に関しては、国際的な診断基準
（RomeⅡ）が明確化された結果、我が国で
は国民の 10－20%が罹患しているとの報告
がある（三浦、日医報、2002）。IBS は IBD
のような重篤な難病とは認められていない
が、QOL を著しく低下させるために、その
予防治療法の開発は社会の強い要請になっ
ている（東山ら、綜合臨床、2005）。 
 
(3) IBD、IBS は免疫系、脳神経系・腸管神経
系などが関わる複雑な腸障害とされ、その発
症メカニズムには不明な部分が多い。しかし
いずれも発症の場は腸管であり、「多様なス
トレス因子に対する腸管の応答～炎症反応」
が発症に関わっていることは疑いない。また、
そこには免疫・神経系細胞と腸管上皮細胞間
の相互作用の形成、細胞の過剰な応答・活性
化が誘導されていることも徐々に明らかに
なってきた(Barbara ら, Gastroenterology, 
2004)。脳神経系や免疫系に発するこれらの
機能性消化器障害の最下流に位置する腸管
上皮での炎症反応の部分を培養細胞系を用
いて再現できれば、炎症プロセスの詳細な解
析や、IBS、IBD の予防改善に役立つ食品因
子の探索・解析に資するところが大きいと考
え、本研究を計画した。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 第 1 の目的は、腸管上皮細胞におよぼす
免疫系・神経細胞の作用を観察するための in 
vitro 実験系を構築し、腸管に存在する免疫系
細胞（マスト細胞、マクロファージ、樹状細
胞など）や神経系細胞が、腸管上皮細胞とど
のような相互作用をしているのかを明らか
にすることである。そのために、我々のグル
ープが得意とする複合培養の手法を用いて
新規 in vitro 実験系を構築する。 
 
(2) 第 2 の目的は、各種ストレス(酸化ストレ
ス、菌体ストレス、炎症サイトカイン等に由
来するストレスなど)に対して上記細胞群が
示す応答性の観察と評価することである。上

記の複合培養系に各種ストレスを与え、各細
胞における炎症性サイトカイン、増殖因子の
産生、解毒代謝系の変化、小胞体機能の変化
などを指標に、細胞が示すストレス応答性を
評価する手法を確立する。例えば、腸管上皮
細胞Caco-2はケモカインやNGFを産生する
(Satsu ら、Cytotechnology 2001, BBB 2003)。
ケモカインは好中球やマスト細胞を誘引し、
NGFはマスト細胞を刺激して脱顆粒を促し、
それが上皮細胞の機能を障害し、アポトーシ
スを誘導する。このような細胞間相互作用の
プロセスの存在を分子レベルで証明する。 
 
(3) 第 3 の目的は、腸管での各種ストレス誘
発性障害を予防、軽減する機能を持つ食品因
子を探索することである。本研究で構築され
る、腸管での「ストレス→刺激・応答」プロ
セス観察のための新規実験系を応用して、食
品中から機能性腸障害を抑制する作用を持
つ機能成分を探索し、有用成分についてはそ
の同定と作用機構の分子レベルでの解析を
進める。 
 
(4) 現在 IBS に関しては、その原因の一つが
マスト細胞の活性化であると推定されてい
るが(Barreau ら, Gut, 2004）、本研究を進め
ることにより、例えば、それがどのように上
皮細胞の障害（炎症）に関わるかについての
細胞レベル、分子レベルでの情報が得られ、
「IBS に際して起こる腸管での細胞間相互
作用」の一端が明らかになるものと考えられ
る。また、ここで構築されるモデル実験系を
用いれば、腸管上皮での炎症を抑制する食品
成分、炎症を加速する食品成分などの 1 次ス
クリーニングが可能になることから、これを
用いて有用食品因子を見出し、その作用機構
の解明や in vivo での有効性試験を進めるこ
とが容易になる。さらに、その新規機能性食
品素材としての利用を企業とともに推進す
ることをも視野に入れて研究を展開してい
く。基礎研究としての意義に加えて、腸管で
の各種ストレス誘導性障害に対する有用な
食品素材が見出されれば、新たな機能性食品
開発につながる。IBS などの疾病が急増して
いることを考慮すると、本研究は社会的にも
大きな貢献をし得ると考えている。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト腸管上皮細胞としてはCaco-2, T84, 
HT29 細胞、マウスの場合は戸塚准教授（連
携研究者）のグループが樹立した Mos13 細
胞などを用いたが、主にプレート上や透過性
膜上に単層培養したヒト株化細胞 Caco-2 を
中心に研究を進めることにし、その培養条件
等を再確認した。 
 



(2) IBD に関わる炎症反応の解析のためには、
マクロファージ様に分化させたヒト単球由
来 THP-1 細胞を 24 ウェルあるいは 6 ウェ
ルプレート上に培養し、これを上記の腸管上
皮細胞単層と co-culture する系を用いた。
THP-1 との co-culture によって障害が誘導
された Caco-2 細胞内に起こる変化について
DNA マイクロアレイの手法を用いて解析し
た。発現変動がみられた遺伝子については
real-time RT-PCR で確認し、特に注目した
遺伝子についてはノックダウン細胞を作製
するなどして、その機能解析を進めた。 
 
(3) IBS に関わる炎症反応の解析には、主と
してヒトマスト細胞モデルである HMC-1
細 胞 あ る い は  ラ ッ ト 好 塩 基 球 由 来
RBL-2H3 細胞を用いた。それらの機能の評
価は、FCεR1 のような抗体受容体の発現、
β-tryptase のような脱顆粒成分の分泌 , 
TNF-α, IL-1βなどのサイトカイン類の発現
（ real-time RT-PCR で測定）や分泌量
(ELISA 法)の測定により行なった。また細胞
の形態観察や細胞内LDHの放出量の測定に
より細胞の損傷等を評価することにした。さ
らに、インテグリン類などの細胞接着因子の
発現量変化を測定するとともに、HMC 細胞
の走化性を、多孔性膜を解した細胞遊走性試
験により解析した。マスト細胞におけるこれ
らの指標が、Caco-2 細胞と co-culture する
ことにより、あるいは Caco-2 細胞の培養上
清を加えて培養することによってどのよう
に変動するかを観察した。 
 
(4) Co-culture によりマスト細胞からの刺激
を受けた上皮細胞側のストレス応答は、ケモ
カイン（IL-8）の発現変化、炎症関連の転写
因子（NFκB）の活性変化や発現量変化、細
胞層の電気抵抗値（TER）を測定すること
により評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 腸管上皮細胞とマクロファージの相互
作用に関する知見 
① DNA マイクロアレイ解析の結果、IBD
のモデル系として構築した腸管上皮細胞
（Caco-2）とマクロファージ細胞（THP-1）
の co-culture 系において、Caco-2 細胞側で
免疫、アポトーシスおよびタンパク質キナー
ゼカスケードに関与する遺伝子の発現の上
昇が確認された。最も早く応答し、かつ発現
量変動の大きいものとして転写因子 IEX-1
が見出された(論文リスト③④)。 
② IEX-1 が腸管上皮の炎症反応の鍵分子で
ある可能性について検討した。レンチウィル
スの系を用いて IEX-1 を高発現あるいはノ
ックダウンさせた Caco-2 細胞の特性を調べ

た結果、IEX-1 は腸管上皮細胞のアポトーシ
ス誘導を抑制する分子として、ストレス条件
下での細胞保護に寄与することが示唆され
た(論文リスト②)。また、傷害の誘導には
TNF-α受容体の発現変化が関わる可能性が
示された。 
 
(2) 腸管上皮細胞とマスト細胞の相互作用
に関する知見 
① マスト細胞として RBL-2H3 を用い、こ
の細胞が産生する炎症性サイトカイン
TNF-αの分泌量が Caco-2 細胞の培養上清
（Caco-2-CM）を添加することで変動する
かどうかを検討した。その結果、Caco-2-CM
は IgEで刺激したRBL-2H3のサイトカイン
産生亢進を抑制する傾向が見られた。ただし、
RBL-2H3 細胞は性質が安定しないことから、
それ以上の解析を断念した。 
②引き続き、ヒト由来細胞株 HMC-1 を用い
て実験を行なった。まず HMC-1 に適用でき
る培養条件を検討した後、Caco-2 細胞と
co-culture した結果、48 時間後に Caco-2 細
胞の顕著な傷害が起こっていることが見出
された。また HMC-1 細胞では、数時間の
co-culture によって脱顆粒が起こっている
ことが見出された（(学会発表リスト①③④)。 
③ Caco-2-CM を加えて HMC-1 を培養した
ところ、HMC-1 の FCεR1やβ-tryptase の発
現量が、コントロールに比べて顕著に上昇す
ることが見出された。また細胞の形態がわず
かに変化するとともに、インテグリン類の一
部（α 6、β7、ad など)の発現量が顕著に上
昇した。フィブロネクチンでコーティングし
たプレートへの HMC-1 の接着性も上昇し
た。孔径 8 μm の多孔性ファイターを介した
細胞の遊走性試験でも、Caco-2-CM 存在下
で培養した HMC-1 細胞の遊走性は上昇し
ており、さらに細胞表面のケモカイン受容体
CXCR2等の発現量も上昇していることが観
察された。このように、腸管上皮細胞は何ら
かの因子を細胞外に放出し、それによって、
遊走してきたマスト細胞が分化～活性化し、
腸管近傍に定着すること、定着したマスト細
胞が放出する因子により、腸管上皮細胞が傷
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図： 腸管上皮細胞とマスト細胞間の相互作用と
それにより誘導される上皮細胞の障害



害を起こし、炎症反応が誘導されるといった
一連の相互作用が起こっていることが示唆
された(図参照)。 
 
(3) 腸管上皮での炎症反応等に影響を及ぼ
す食品因子の探索 
① マクロファージ様細胞により誘導される
腸管上皮細胞の炎症反応において、IEX-1 の
ようなタンパク質が抑制的に関わることが
見出された。一方、各種ストレス刺激による
腸管上皮細胞の炎症反応誘導を抑制するに
は、クロロゲン酸のようなフェノールカルボ
ン酸が有用であることが見出された。クロロ
ゲン酸の抗炎症反応の作用メカニズムや
DSS 炎症モデルを用いたマウスでの抗炎症
効果についても検討し、その効果を明らかに
しつつある(論文リスト①)。さらに大豆イソ
フラボンおよびタウリンに関しても同様の
抗炎症作用を見出している(論文リスト⑨お
よび⑥)。 
② マスト細胞により誘導される腸管上皮細
胞の炎症反応を抑制する食品因子を、本研究
で構築したモデル実験系を用いて探索した。
その結果、クルクミンやケルセチンを添加す
ることにより、マスト細胞と co-culture した
腸管上皮細胞の傷害が顕著に抑制されるこ
とが見出された。この抑制作用には、これら
の成分による腸管上皮細胞での NFκB の活
性化の阻害が関与していることが示された。
このような知見は、食品の摂取によりマスト
細胞が関わる腸管の炎症（すなわち IBS のよ
うな疾病）を制御できることを示唆するもの
と考えられる。 
③ RBL-2H3 細胞上の抗原抗体反応によ
って誘導される TNF−α mRNA 発現及び
脱顆粒をノビレチン、ヘスペレチン、タン
ジェレティンのようなメトキシフラボノ
イドが抑制するという結果を得た。 
 
(4) その他の知見 
炎症反応の誘導に関わるサイトカインであ
る IL-8 の腸管上皮細胞における産生に影響
を及ぼす食品因子の検討を進めた結果、Toll
様受容体（TLR）を介した微生物や菌体成分
などによる刺激によって細胞に誘導される
IL-8 産生のうち、TLR1, 2, 5 を介したもの
がカルノシンのような食品ジペプチドによ
って、 また TLR2, 5, 7 を介したものが乳酸
菌類の産生する代謝産物である酪酸によっ
て亢進すること、TLR3 を介したものは両者
によって抑制されることが見出され、菌体成
分等のストレスに曝された腸管上皮におけ
る免疫応答を食品因子が制御することが示
された。 
 また、食品中に含まれるムコ多糖であるコ
ンドロイチン硫酸の分解物であるオリゴ糖
（特に２糖類)が、マクロファージにおいて

TLR9 を介して誘導される炎症性サイトカ
イン分泌を抑制することを見出し、その作用
機構を明らかにした(論文リスト⑤)。 
 
(5) まとめ 
腸管上皮細胞と周辺の免疫細胞間には複
雑な相互作用が存在することが、本研究で
構築したモデル実験系から強く示唆され
た。特に、腸管上皮細胞から分泌される何
らかの因子によりマスト細胞の分化が亢
進し、マスト細胞の産生するβ-tryptase
のような因子が、腸管上皮細胞の傷害を誘
導するという図式は IBS の発症において
も認められる可能性があることから、これ
らの因子の解析は、IBS の予防や症状改善
に役立つ情報を提供するものと考えられ
る。また、腸管上皮下に存在するマスト細
胞の炎症性サイトカイン発現や脱顆粒は、上
皮細胞由来の生理活性物質のみならず、経口
的に摂取された食品成分によっても制御さ
れていると考えられた。 
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