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研究成果の概要（和文）：本研究により、ヒト結腸癌由来培養細胞(Caco-2)へのエタノール添加
はバリア機能を可逆的に障害し、その際誘導される熱ショックタンパク質(HSP70)は熱ショック
転写因子(HSF)1 のリン酸化と核への移行によるものであることが明らかとなった。熱ショック
により誘導された HSP70 はエタノール添加によるバリア機能障害からの回復を促進したことか
ら、HSP70 はバリア機能を保護する役割を果たす可能性が考えられる。消化管保護効果が知ら
れているグルタミンはエタノール添加による障害時の HSF1 のリン酸化を促進し、HSP70 の誘導
を増強することにより、Caco-2 のバリア機能の回復を促進する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the protective effect of glutamine 
on barrier dysfunction induced by ethanol, by using human epithelial colorectal 
adenocarcinoma cells (Caco-2). Our results show that addition of glutamine to culture 
medium significantly improved the disruption of integrity caused by ethanol, which was 
associated with increased expression of heat shock protein 70 (Hsp70). Ethanol exposure 
moderately activates heat shock factor 1 (HSF1), which was characterized by increased 
DNA-binding activity and phosphorylation status of HSF1. Remarkably, glutamine treatment 
enhanced ethanol-mediated expression of Hsp70 and activation of HSF1. Up-regulation of 
Hsp70 by pretreatment with heat stress also promoted recovery from the ethanol-induced 
barrier dysfunction. Taken together, these observations indicate that glutamine protects 
the intestinal barrier function in Caco-2 cells, in part by modulating HSF1-mediated Hsp70 
expression. 
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１．研究開始当初の背景 

 消化管は、細菌などの外来異物と常に接し
ており、感染防御と免疫寛容という、相反す
る免疫システム系を制御することによって

恒常性を維持している特殊な臓器である。こ
のバランスが壊れると炎症性腸疾患や、アレ
ルギー、敗血症など重篤な疾病を発症する。
消化管特異的な免疫反応については、その分
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子機構が解明されつつあるが、温熱ストレス
や酸化ストレスなどに対するストレス応答
との関連については、不明な点が多く残され
ている。 

研究代表者の赤木は、種々な臓器障害にお
いて、ヘム分解系律速酵素であるヘムオキシ
ゲナーゼ（HO)-1 の誘導が細胞保護的に機能
することを明らかにしてきた。これらの研究
過程で、敗血症モデルラットの消化管障害の
程度と HO-1 誘導強度が逆相関関係にあるこ
とを見出し、炎症性腸疾患におけるグルタミ
ン(Gln)の保護効果が、腸管上皮細胞特異的
な HO-1 誘導を介するものであることを報告
した。さらに、しかしながら、Gln による HO-1
誘導、さらには HO-1 による腸管上皮細胞保
護効果のメカニズムについては依然として
不明である。 
研究分担者の井上は、2000 年より熱ショッ

ク転写因子（HSF）の生理機能を明らかにす
る目的で HSF1 の欠損マウスを作製してその
表現系を解析し、正常な個体の発生や維持に
必須の遺伝子であるのみならず、発熱・炎症
に関わるサイトカイン遺伝子の発現制御に
も関与していることを報告した。 
 以上の背景のもと、私たちは 2008 年に安
田女子大学に着任して以来、「消化管のスト
レス応答と生体防御機構」を分子レベルで明
らかにすることを目的として共同研究を始
めるに至った。 
 

２．研究の目的 

 腸管上皮細胞は腸管内の有害物質に対す
るバリアを形成している。私たちは、ヒト消
化管培養細胞 Caco-2 にエタノール(EtOH)を
添加することによりバリア機能の崩壊を伴
う消化管障害モデルを作成した。消化管保護
薬として臨床でも用いられる Gln を培地中に
添加すると、EtOH によるバリア機能障害は有
意に改善された。本研究では Gln の消化管保
護作用のメカニズムを明らかにする目的で、
種々なストレス負荷が Caco-2 のバリア機能
に及ぼす影響を詳細に調べ、その障害の度合
いと熱ショックタンパク質 (HSP)動態との
相互関係を調べるために、HSF1 の活性化に着
目して検討した。 
 

３．研究の方法 

 24 穴トランスウエル上 DMEM 培地中で培養
7 日以後の Caco-2 を用い、経上皮電気抵抗；
transepitherial electric resistance (TER) 
および FITC-イヌリン（分子量約 5,000）の
基底膜側から管腔側への透過率を指標とし
てバリア機能を検討した。一方、6穴トラン
スウエル上で培養した Caco-2 細胞より抽出
したタンパク質を用いてウェスタンブロッ
ト法により HSF1、HSP70、HO-1 を検出した。 
同様にして培養した Caco-2 から抽出した核

タンパク質を用いて、ビオチン標識した熱シ
ョックエレメント(HSE)をプローブとして
gel shift assay を行った。Caco-2 に対する
ストレスとして、熱ショック負荷（42C、1
時間）、もしくは EtOH（6%、2 時間）を培地
中に添加した。Gln は 4mM になるように培地
中に添加した。 
 
４．研究成果 
(1) Caco-2 培養液に EtOH 処理(5%～8%、2
時間)すると、濃度依存的に TER の低下とイ
ヌリン透過性亢進が認められた。TER とイヌ
リン透過性を比較すると、傾向は同じくする
が TER の方が EtOH の低濃度での応答性が鋭
敏であったことから、TER をバリア機能の指
標とすることにした。 
 
(2) EtOH 処理(6%、2 時間)24 時間後の
Caco-2 において TER を測定したところ、Gln
非添加培地中では対照の 50％に低下してい
たが、4mM Gln 添加により 80％にまで回復し
た。EtOH 処理(6%～10%、2 時間) 24 時間後
の TER は EtOH の濃度依存的に低下したが、
いずれの濃度においても Gln 添加により TER
の低下は抑制された。（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) EtOH 処理(6%、2 時間)により細胞内で
は HSF1 のリン酸化を伴う HSP70 の誘導が認
められ、その程度は熱ショック負荷（42℃、
1 時間）と同等であった。一方、HO-1 は熱シ
ョック負荷や EtOH 処理では発現誘導されな

 



 

 

かったが、ヘミンにより強く誘導された。ヘ
ミン添加は HSF1 や HSP70 の発現には影響し
なかったことから、EtOH 処理とは異なるメ
カニズムによるストレス負荷である可能性
が考えられる。Caco-2 を EtOH 処理すること
により HSF1 の活性化（リン酸化）とともに
核内への移行が認められ、その効果は培地中
にGlnを添加することにより増加した。（図2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4)  Gln存在下に培養したCaco-2に対して
熱ショック（42℃、1 時間）負荷 6 時間後に
EtOH 処理(6%、2 時間)を行ったところ、熱シ
ョックのみではバリア機能に影響を及ぼさ
なかったが、EtOH 添加による TER 低下からの
回復の顕著な早期化が認められた。熱ショッ
ク負荷後に EtOH 処理すると 6 時間後にはバ
リア機能は対照レベルに回復したが、その時
の細胞内には HSP70 の強い誘導が認められた。

（図 3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 以上の結果から、Caco-2 への EtOH 添加は
バリア機能を可逆的に障害し、その際誘導さ
れる HSP70 は HSF1 のリン酸化と核への移行
によるものであることが明らかとなった。熱
ショックにより誘導された HSP70 は EtOH 添
加によるバリア機能障害からの回復を促進
したことから、HSP70 はバリア機能を保護す
る役割を果たす可能性が考えられる。消化管
保護効果が知られている Gln は EtOH 添加に
よる障害時の HSF1 のリン酸化を促進し、
HSP70 の誘導を増強することにより、Caco-2
細胞のバリア機能の回復を促進する可能性
が示唆された。 
 本研究助成を受けた過去3年間で、Caco-2
における種々なストレス負荷によるストレス
関連因子の変動を検討した。その過程で、cDNA
マイクロアレイ解析により熱ショックにより
small Mafが誘導されることが新たに分かっ
た。small MafはMARE配列を介してHO-1の転写
を制御することが知られている。HSP32として
も知られるHO-1の熱ショック応答性には不明
な点が多く残されていたが、熱ショック負荷
により誘導されたsmall MafはMARE配列を介
してHO-1の転写を制御する一方で、同時に活
性化されるHSF1もしくはHSP70は small Maf
と相互作用することにより、HSP群を絶妙に発
現制御している可能性が示唆された。 
 以上の研究成果を踏まえ、消化管における
熱ショック応答の詳細を明らかにする目的で
、今後はHSP70、HO-1等の発現制御メカニズム
を分子レベルで詳細に追究し、それらに及ぼ
すGlnの影響について検討したいと考えてい
る。 
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