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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに、マウスを用いて乳酸菌株Lactobacillus plantarum No.14の抗肥満効果
を報告したが、腸内細菌が宿主の脂肪組織に影響をおよぼす細胞分子機序は不明である。本研究では、No.14株が2型糖
尿病モデルマウスの肥満、脂肪組織炎症、およびインスリン抵抗性を抑制することを示すとともに、動物実験と培養細
胞を用いて腸管から脂肪組織への情報伝達について解析し、細胞外小胞であるエキソソームが細胞間コミュニケーショ
ンを担う可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We previously showed that Lactobacillus plantarum No.14 reduces obesity in mice, w
hereas the cellular and molecular mechanisms remain unknown. The present study demonstrated that L. planta
rum No.14 reduces obesity, adiopose tissue inflammation, and insulin resistance in type 2 deiabetic mice. 
In addition, we showed that exosomes isolated from the serum of mice fed L. plantarum No.14 reduce the pro
duction of inflammatory cytokines in peritoneal exudate cells and murine macrophage cell line RAW264.7. Th
e results suggest that exosomes play a role in cell-to-cell communication in terms of anti-inflammatory ac
tion of L. plantarum No.14.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 腸内細菌叢は宿主のエネルギー・脂質代謝
に影響をおよぼし、肥満やメタボリックシン
ドロームの発症に関与する。言い換えれば、
これらの疾患は腸内細菌叢の構成を変化さ
せることによって制御できる可能性がある。
しかしながら、腸内細菌がどのようにして宿
主の脂肪組織に影響をおよぼしているのか、
その細胞分子機序は明らかではない。 
 筆者らはこれまでに、植物性発酵食品製造
時に用いられる乳酸菌株のひとつである
Lactobacillus plantarum No.14 株を、高脂
肪食によって誘導される肥満マウスに経口
投与すると、白色脂肪細胞のサイズ増加が抑
えられることを見いだした（Takemura et al. 
2010 Exp Biol Med）。同様にして過去に肥満
抑制作用が示されている他の乳酸菌株につ
いては、腸管における食餌脂質の吸収抑制や
共役リノール酸の産生を介する体脂肪蓄積
の抑制が作用機序として提案されているが、
No.14 株による脂肪細胞増大抑制はそのよう
な機序を介さない。したがって、No.14 株の
ようなプロバイオティクスが発揮する肥満
抑制作用には、未知の細胞分子機序が関わる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、No.14 株は腸粘膜に存在する
いずれかの細胞によって認識され、何らかの
情報伝達系を介して脂肪細胞における脂肪
蓄積を抑制するという仮説を立て、それを動
物実験および培養細胞実験により証明する
ことを目的とした。また、脂肪蓄積の抑制に
加え、No.14 株が脂肪組織における炎症を抑
制することを示し、その細胞分子機序を解明
することを目的とした。とりわけ、腸管から
脂肪組織への情報伝達系に関しては、細胞間
コミュニケーションツールのひとつとして
注目されている細胞外膜小胞であるエキソ
ソームに着目して解析した。さらに、細菌株
（プロバイオティクス）と難消化性食品成分
（プレバイオティクス）をくみあわせて効率
的に体脂肪蓄積を制御する抗肥満シンバイ
オティクスの開発基盤を確立することを目
指した。 
 具体的な目的は以下の通りである。 
(1) No.14 株が脂肪組織炎症の制御を介して

メタボリックシンドロームを抑制するこ
とを動物実験で示すこと。 

(2) No.14 株に曝露することによって腸上皮
細胞あるいは腸粘膜免疫細胞が産生・放
出し、脂肪細胞の脂肪蓄積および脂肪組
織炎症を制御するシグナルを探索するた
めの細胞培養系を構築すること。 

(3) (2)の培養系を用いてシグナルを探索・同
定すること。とりわけ、このシグナル候
補としてエキソソームに着目し、その可
能性を追究すること。 

(4) 代表的なプレバイオティクスである難消
化性オリゴ糖を摂取したときの(3)のシ

グナルの動態を明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
(1) 2 型糖尿病モデルマウスを用いた No.14

株のメタボリックシンドローム抑制作
用の解析： KK/Ta マウスを 2型糖尿病
モデルとして用い、精製飼料（AIN-93G）
を自由摂取させた。No.14 株（1x108 CFU）
あるいは生理食塩水を毎日胃内投与し、
10 週間飼育した。9週目には 18 時間の
絶食後に腹腔内耐糖能試験を実施した。
飼育最終日には 16 時間の絶食後に安楽
死させ、血液と脂肪組織を採取し、血液
から血清を分離して各種生化学指標を
測定するとともに、脂肪組織から total 
RNA を分離して RT-qPCR により炎症性サ
イトカインの遺伝子発現レベルを比較
した。 

(2) 腸上皮細胞、腸粘膜免疫細胞、脂肪細胞、
および炎症細胞を用いた共培養系の構
築とシグナル探索： ヒト脂肪細胞株
SGBS あるいはヒト初代培養内臓脂肪細
胞およびヒトマクロファージ細胞株
THP-1 を混合培養して脂肪組織炎症を模
倣する in vitroモデルとして用い、こ
れに半透膜を隔ててヒト腸上皮細胞株
Caco-2 を共培養した。このときの脂肪細
胞における中性脂肪量を酵素法により
測定するとともに、培地中の炎症性サイ
トカインを ELISA により定量した。同様
に、マウス脂肪細胞株 3T3-L1 およびマ
ウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を
混合培養し、これに半透膜を隔ててマウ
ス小腸パイエル板細胞を共培養した。さ
らに、Sato et al（2009 Nature）の方
法にしたがってマウスの腸上皮細胞の
モデルとしてクリプトオルガノイドを
作成し、Toll 様受容体（TLR）およびサ
イトカインの遺伝子発現を調べること
により、腸上皮の自然免疫組織のモデル
としての可能性を追究した。 

(3) 腸管から脂肪組織への情報伝達系の候
補としてのエキソソームの解析：
C57BL/6 マウスの血清から超遠心分離法
を用いてエキソソームを分離し、マウス
腹腔滲出細胞（PEC）あるいは RAW264.7
細胞の培地に添加して培養した後、培養
上清中の炎症性サイトカインをELISAに
より定量した。また、エキソソームに含
まれるアディポサイトカインをELISAお
よびウェスタンブロッティングによっ
て分析した。 

 
４．研究成果 
(1) No.14 株のインスリン抵抗性改善効果： 

2 型糖尿病モデルである KK/Ta マウスに
おいて、No.14 株の投与は白色脂肪組織
の重量増加を抑制した。また、No.14 株
投与による耐糖能の改善は見られなか
ったが、血清インスリンおよびレプチン



濃度の低下ならびにインスリン抵抗性
指標であるHOMA-IRの低下が認められた。
さらに、No.14 株投与により白色脂肪組
織における MCP-1 および TNF-の mRNA
レベルの低下がみられ、IL-6 mRNA レベ
ルも低下傾向を示した（図 1）。以上のこ
とから、No.14 株は 2型糖尿病モデルに
おいて肥満を抑制して脂肪組織炎症を
制御することによりインスリン抵抗性
を緩和するものと推察された（Okubo et 
al. 2013 Biosci Microb Food Health）。 

 

(2) 腸上皮細胞、腸粘膜免疫細胞、脂肪細胞、
および炎症細胞を用いた共培養系にお
けるNo.14株の脂肪蓄積抑制および炎症
抑制効果： Caco-2 細胞とヒト内臓脂肪
細胞の共培養系、およびマウス小腸パイ
エル板細胞と 3T3-L1 脂肪細胞の共培養
系において、No.14 株の添加が脂肪細胞
の中性脂肪蓄積を抑制することを見い
だした。すなわち、これらの共培養系を
用いて、腸上皮細胞に由来して脂肪細胞
の脂肪蓄積を抑制するシグナルを探索
することが可能となった。また、3T3-L1
細胞と RAW264.7 細胞の共培養による脂
肪組織炎症モデルにおいて、No.14 株の
培養上清が IL-6、MCP-1、および TNF-
産生を抑制することを観察した。これら
の結果は、No.14 株の菌体外分泌物が生
体内に取り込まれ、肥満に伴う脂肪組織
炎症の抑制を介してインスリン抵抗性
の進展を抑制することを示唆する。さら
に、マウスの腸粘膜からクリプトオルガ
ノイドを作成・培養し、解析したところ、
TLR およびサイトカインの遺伝子発現パ
ターンならびにTLRリガンドに対するこ
れらの応答が in vivoの腸粘膜と同様で
あることを明らかにした（図 2）。したが
って、クリプトオルガノイドは腸上皮の
自然免疫組織のモデルとして有用であ
る。 

 

 

(3) No.14 株を投与したマウスの血清エキソ
ソームの炎症抑制効果： No.14株（1x108 
CFU/頭・日）を 1週間混餌投与したマウ
スの血清から分離したエキソソームを
別の無処置マウスから分離したPECある
いは RAW264.7 細胞の培地に添加して 6
時間培養し、さらにリポ多糖（LPS）を

図 2 マウスの小腸粘膜から構築したクリプトオルガノ
イド A) 培養 6日目までのオルガノイドの成長（位相
差顕微鏡写真） B) クリプトオルガノイドとマウス回
腸粘膜における TLR 遺伝子発現（RT-PCR 産物のゲル電
気泳動） 

図 1 KK/Ta マウスの白色脂肪組織における炎症性
サイトカインの遺伝子発現レベル（生理食塩水投
与マウスに対する No.14 株投与マウスの比で表示） 

図 3 血清エキソソームがマクロファージの TNF-産生
に及ぼす影響 A) マウスの血清から超遠心分離によ
り得たエキソソームの電子顕微鏡写真 B) L. 
plantarum基準株（LP type）あるいは No.14 株（LP14）
を投与したマウスから分離したエキソソームが PEC の
TNF-産生に及ぼす影響 C) 同様に RAW264.7 細胞の
TNF-産生に及ぼす影響 



添加して 18 時間培養したところ、乳酸
菌非投与マウスおよび L. plantarum基
準株投与マウスから分離したエキソソ
ームを添加した場合に比較して、TNF-
産生が抑制された（図 3）。これらの結果
から、(1)において記した No.14 株の脂
肪組織炎症抑制作用の少なくとも一部
はエキソソームが媒介することが示唆
された。 

 

(4) 難消化性オリゴ糖を摂取したマウスの
血清エキソソームの炎症抑制効果： フ
ラクトオリゴ糖（FOS）添加飼料を 4週
間摂取させたマウスの血清から分離し
たエキソソームを RAW264.7 細胞の培地
に添加し、(3)と同様に培養したところ、
FOS 添加飼料摂取マウスのエキソソーム
添加において非添加飼料摂取マウスの
エキソソーム添加に比較して、TNF-産
生が抑制された。筆者らはこれまでに
FOS の摂取がアレルギー性炎症を抑制す
ることを動物実験で示してきているの
で、今回の結果は FOS の炎症抑制作用の
少なくとも一部はエキソソームが媒介
することを示唆する。 

(5) マウスの血清エキソソームに含まれる
アディポネクチン： (3)および(4)で述
べた血清エキソソームの炎症抑制作用
を解析する過程で、アディポサイトカイ
ンの一種で炎症抑制作用を示すアディ
ポネクチンがエキソソームの構成要素
のひとつであることを見いだした
（Phoonsawat et al. 2014 Biochem 
Biophys Res Commun）。マウスの血清か
ら分離したエキソソームについてウェ
スタンブロッティングおよびELISAを実
施した結果、血清中のアディポネクチン
の 2-10%がエキソソームの脂質二重膜に
埋め込まれた形で存在すること、エキソ
ソームに含まれるアディポネクチンは
活性型の高分子量アディポネクチンが
主体であることが示された（図 4）。アデ
ィポネクチンは脂肪細胞により産生・分
泌されるので、本研究はアディポネクチ
ンが脂肪細胞に由来するエキソソーム
のマーカーとなりうること、またエキソ
ソームの機能と関連することを示唆し
ている。 

 

 以上のように、本研究では、No.14 株およ
びFOSが発揮する炎症抑制作用の少なくとも
一部をエキソソームが媒介する可能性が示
唆された。このことは、プロバイオティクス
およびプレバイオティクスが腸内細菌叢を
介して宿主に対する健康機能を発揮すると
きに、腸管から末梢組織への情報伝達にエキ
ソソームが関与することを意味する。腸内細
菌叢が宿主の生理に影響するときにエキソ
ソームが関わることについては、これまでま
ったく報告されておらず、生体内における新
規の細胞間コミュニケーションシステムで
ある可能性があるので、今後さらに解析を進
めていく。 
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