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研究成果の概要（和文）：腸管の絨毛を構成する上皮細胞は，タイトジャンクション近傍に存在するフィブロネクチン
を介して水溶性食物繊維のペクチンの化学構造を認識すること，またその結果，α5β1インテグリンを介して細胞内に
情報を伝達し，細胞表面に存在するヘパラン硫酸糖鎖の硫酸化構造を変化させていることを明らかにした。これは，食
物繊維の機能性が，従来知られている分子のかさ高さによって発揮される物理化学的性質や，大腸における腸内細菌を
介した二次代謝産物に起因するものに加え，直接的な細胞応答に起因する可能性を新たに示したものである。

研究成果の概要（英文）：We found that intestinal epithelial cells recognized a pectic polysaccharide throu
gh the fibronectin located around tight junctions and altered sulfated structure of heparan sulfate on the
 cell surface through integrin. These findings show that functions of dietary fiber are not only exerted b
y physicochemical properties or enterobacteria.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 健康食品素材として注目されている食物
繊維が示す生理機能のうち，腸管上皮細胞へ
の直接的な作用の結果もたらされる生体へ
の影響は不明である。しかし，McCulloughら
が食物繊維混合物を成分栄養剤に添加し与
えた場合の消化管の形態変化と陰窩細胞の
分化増殖度を調べたところ，腸内細菌の有無
にかかわらず，小腸では杯細胞の増加と陰窩
の分化増殖が認められることを報告した
（McCullough et al., Gut, 42, 799-806, 1998）こ
とや，Brownらが，免疫賦活作用が知られて
いる食物繊維の一種であるβ-グルカンを認
識するレセプター（Dectin-1）がマクロファ
ージ細胞表面に存在することを報告した
（Brown and Gordon, Nature, 413, 36-37, 2001）
ことから，研究代表者らは，腸管上皮細胞に
食物繊維を化学構造特異的に認識するレセ
プターが存在するという仮説を提唱し，その
立証を進めていた。 
 研究代表者らは，レセプターの同定を困難
にしている原因は，多糖類の化学構造とタン
パク質との非常に弱い相互作用にあると考
え，それを改善する手法としてヒト小腸
cDNA ライブラリー由来ファージディスプレ
イ法を用いてレセプターのスクリーニング
を行った。そしてその結果，食物繊維の一種
であるペクチンを認識するペプチドとして
同定されたアミノ酸配列に，細胞外マトリク
スタンパク質であるフィブロネクチンとの
ホモロジーを確認した。また，食物繊維が腸
内細菌の影響を受けることなく直接消化管
細胞に作用することを確認するため，ヒト小
腸上皮細胞モデルである Caco-2 細胞を用い
て，管腔側と基底膜側の培地を分離できる条
件下，ペクチンを管腔側に添加した際の細胞
質内物質の変化を，LC-MSを用いてメタボロ
ーム解析したところ，ペクチンを添加した細
胞では，プリン代謝系およびピリミジン代謝
系に関連する物質の変化が確認された｡これ
は，細胞外のペクチンの存在が，細胞内の代
謝経路に影響を与えたことを意味し，ペクチ
ンが誘導するシグナル伝達経路の存在が推
察された。さらに，Caco-2細胞の管腔側にペ
クチンを添加した際に基底膜側から分泌さ
れるタンパク質の変化を，蛍光ディファレン
ス二次元電気泳動を用いて解析したところ，
ペクチン添加によって複数の分泌タンパク
質の量的変化が確認された｡ 
 
２．研究の目的 
 食物繊維の健康食品素材としての価値は，
その物理化学的な性質や大腸における腸内
細菌を介した二次代謝産物による生理機能
にあると現在考えられている。しかし，腸管
上皮細胞への直接的な作用の結果もたらさ
れる生体への影響を示唆する知見も多数報
告されており，食物繊維が高齢化社会を脅か
すさまざまな現代病から健康を守るための
食材として有効であるかを真に検証するた

めには，私たちの提唱する仮説を立証し，腸
管上皮細胞による食物繊維の化学構造特異
的な応答を解明することが重要である。 
 そこで，本研究課題では，これまでに得ら
れている結果の妥当性を検証し，さらに食物
繊維に対する腸管上皮細胞の応答を明らか
にすることで，健康を維持する食品素材とし
て食物繊維が利用できるかを検証すること
を目的とした。具体的には，研究期間内に以
下のことを明らかにすることを目的とした｡ 
 
(1) 食物繊維を認識する腸管上皮細胞局在タ
ンパク質の候補となるフィブロネクチンが，
ペクチンと生理条件下で相互作用するかを
検討する。 
 
(2) フィブロネクチンを介して細胞内に情報
を伝える腸管上皮細胞様モデル細胞として
Caco-2細胞を用い，ペクチンを与えたときの
細胞内代謝産物の変化を検討する。 
 
(3) 動物細胞表面に普遍的に存在するヘパラ
ン硫酸（HS）がさまざまな生理機能に関与す
ることに着目し，ペクチン添加による細胞表
面 HS 構造への影響を調べる。また，この構
造変化を指標として，細胞表面のインテグリ
ンがペクチンと結合したフィブロネクチン
のレセプターとして機能するかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト小腸由来 cDNA ライブラリーを導入
したファージディスプレイ法によって，プル
ーン由来ペクチンと相互作用することが明
らかになったペプチドと類似配列をもつ，フ
ィブロネクチン・フラグメント III1 領域
（FN-III1C）を生体内でペクチンと結合する
候補タンパク質とした。FN-III1C をセンサー
チップに固定し，ペクチンとの相互作用を表
面プラズモン共鳴法により確認した。アナラ
イトとして，プルーン由来ペクチン，レモン
由来ペクチン，ポリガラクツロン酸を用い，
それぞれ解離定数（KD）を求めた。 
 次に，フィブロネクチンどうしが結合する
ことを利用し，固定されたFN-III1Cに対して，
ペクチンと FN-III1Cを同時に添加することに
よる競合阻害実験を行った。 
 さらに，通常，基底膜側に局在するとされ
ているフィブロネクチンが，管腔側に存在す
るペクチンと相互作用することが生理的条
件下で起こりうるかを検証するため，Caco-2
細胞を小腸上皮様に分化させた後，タイトジ
ャンクションに存在する ZO-1 タンパク質と
フィブロネクチンをそれぞれ蛍光標識して，
共焦点蛍光顕微鏡による観察によりフィブ
ロネクチンの局在を調べた。 
 
(2) フィブロネクチンを介して細胞内に伝え
られる情報を解析するため，分化した Caco-2
細胞にペクチンを与えた際の細胞内代謝産
物の変化をメタボローム解析によって調べ



た。この際に使用したペクチンは，プルーン
由来アルコール不溶性画分をさらに陰イオ
ン交換カラムに供し，0.30 M NaHCO3によっ
て溶出された主要画分を用いた｡ 
 次に，ペクチンによって誘導されるポリア
ミン代謝関連遺伝子の発現量の変化をリア
ルタイム RT-PCR を用いて解析した｡特に注
目した遺伝子は，ポリアミン合成に関与する
ODC遺伝子，ポリアミン合成を調節するOAZ
遺伝子，ポリアミン分泌に関与する SSAT 遺
伝子，ポリアミン再合成に関与する PAO遺伝
子であり，ペクチンを細胞に添加し 6時間後
にトータル RNA を回収し，それぞれの遺伝
子発現量を解析した｡ 
 
(3) 動物細胞表面に普遍的に存在する HSは，
さまざまな生理機能に関与するため，ペクチ
ンがCaco-2細胞表面HS構造へ与える影響を
調べた。ペクチン添加後の Caco-2 細胞より
HS を抽出し，微生物由来脱離酵素により特
異的に二糖に分解し，イオン交換カラム
HPLCにより二糖分析を行うことで，HSの構
造変化を分析した｡ 
 次に，HS 構造を変化させる要因として脱
硫酸化酵素 HS 6-O-endosulfatase（HSulf）に
注目し，ペクチン添加時の Caco-2細胞内の発
現量の増加をリアルタイム RT-PCRにより確
認した。また，フィブロネクチンとその受容
体であるα5β1インテグリンが，ペクチンに
対する細胞応答に関与するか検討するため，
フィブロネクチンのペクチンとの結合部位
である III1C ペプチドやフィブロネクチンの
インテグリンとの結合部位である RGD ペプ
チドをペクチンと同時に Caco-2細胞に与え， 
HSulf の発現が誘導されるかをリアルタイム
RT-PCRにより確認した｡ 
 さらに，小腸絨毛陰窩の増殖細胞のモデル
としてラット小腸上皮細胞株の IEC-6細胞を
用い，小腸上皮細胞様に分化した Caco-2細胞
と小腸環境を模した複合培養系を構築した。
そして，トランスウェルの分化 Caco-2細胞の
アピカル側にペクチンを添加した際に，アウ
ターウェルの IEC-6細胞の増殖に影響がある
かを調べた｡ 
 
４．研究成果 
(1) フィブロネクチンに対するそれぞれのア
ナライトの解離定数（KD）は，プルーン由来
ペクチン：6.24×10-7 M，レモン由来ペクチ
ン：2.06×10-3 M，ポリガラクツロン酸：3.79
×10-2 Mと，植物種や化学構造の違いによっ
て結合力が大きく異なることが明らかとな
った。特に，フィブロネクチンはプルーン由
来ペクチンが有する特徴的な構造に選択的
に結合することが推察された｡ 
 次に，フィブロネクチンどうしの結合力を
解析した結果，KD＝2.65×10-6 Mであったこ
とから，プルーン由来ペクチンによってフィ
ブロネクチンどうしの相互作用を阻害する
ことができると考え，他のペクチンと比較し

つつフィブロネクチンとの相互作用を競合
的に確認した。その結果，プルーン由来ペク
チンが最も強くフィブロネクチンどうしの
結合を阻害し，レモン由来ペクチンやポリガ
ラクツロン酸はより高濃度でのみ阻害作用
を示すことが分かった。これにより，フィブ
ロネクチンはプルーン由来ペクチンが特徴
的に有する化学構造を認識し結合している
ことがわかった｡ 
 さらに，分化 Caco-2細胞を用いて，タイト
ジャンクションに存在する ZO-1 タンパク質
との位置関係から，フィブロネクチンの局在
部位を調べた。その結果，主要な存在部位で
ある基底膜側以外にも，タイトジャンクショ
ン付近にフィブロネクチンが局在すること
がわかり，腸管に到達したペクチンが，タイ
トジャンクション近傍のフィブロネクチン
と相互作用する可能性が示唆された｡ 
 
(2) ペクチンを分化Caco-2細胞に添加した際
の細胞内代謝産物の変化をメタボローム解
析により調べた結果，プトレシン，スペルミ
ジン，スペルミンといった細胞内のポリアミ
ン量が減少していることが示された。 
 次に，ペクチン添加時のポリアミン代謝関
連遺伝子の発現量の変化を，リアルタイム
RT-PCR を用いて解析したところ，オルニチ
ンからプトレシンを合成するODC遺伝子と，
合成したポリアミンをアセチル化する SSAT
遺伝子の mRNA発現量が増加し，アセチル体
を元のポリアミンに戻す PAO 遺伝子の
mRNA発現量が減少していた｡また，ODCの
阻害分子である OAZの mRNA遺伝子の発現
量に変化は見られなかった（図 1）。メタボロ
ーム解析で細胞内のポリアミンが減少する
こととこれらの結果を合わせて考察すると，
ペクチンの添加によって，アセチルポリアミ
ンが細胞内に蓄積するか，もしくは細胞外に
排出されていることが推察された（図 1）｡ 

図 1. ペクチン添加によるポリアミン代謝の変化 
 
(3) 分化Caco-2細胞にペクチンを添加した際
の細胞表面 HS 構造の変化を二糖分析により
調べたところ，非硫酸化構造の二糖が有意に
増加し，二硫酸化二糖や三硫酸化二糖が有意
に減少するといった，硫酸化構造の大きな変
化が認められた（図 2）｡ 
 次にこうした構造変化の原因と考えられ
る脱硫酸化酵素HSulf遺伝子のCaco-2細胞に
おける発現を調べたところ，ペクチン添加に 
より，HSulf-1遺伝子は mRNAの発現が検出
されなくなるのに対し，HSulf-2は mRNAの 



図 2. ペクチン添加による HS 構造変化 
 
発現がペクチン添加 3時間後に増加すること
が明らかとなった（図 3）。そこで，この 

図 3. ペクチン添加後の HSulf の発現 
 
HSulf-2の発現誘導を指標として，分化Caco-2
細胞のペクチンに対する応答に，細胞外マト
リクスタンパク質のフィブロネクチンとそ
の受容体であるα5β1 インテグリンが関与
しているか検討したところ，フィブロネクチ
ンのペクチンとの結合部位である III1C ペプ
チドやフィブロネクチンのインテグリンと
の結合部位である RGD ペプチドをペクチン
と同時に添加すると，ペクチンによる HSulf-2
の発現誘導を抑制し，ヘパラン硫酸の構造変
化をもたらしていることが示唆された（図 4）。 
 さらに，小腸絨毛陰窩の増殖細胞のモデル
としてラット小腸上皮細胞株の IEC-6細胞を
用い，小腸上皮細胞様に分化した Caco-2細胞
と小腸環境を模した複合培養系を構築した。
トランスウェル上で分化した Caco-2 細胞に
アピカル側からペクチンを与えると，アウタ
ーウェルの IEC-6細胞の生育数が，ペクチン
の濃度依存的に増加することを見出した｡ま
た，ペクチン添加時に Caco-2 細胞内 Wnt3a
タンパク質の発現量が上昇すること，Caco-2
細胞表面のヘパラン硫酸の硫酸化構造が，
Wntタンパク質に対して結合力を著しく減少
させる方向へ変化することを明らかにした｡ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. FN III とインテグリンによるペクチン応答 
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