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研究成果の概要（和文）：バシラス菌および新規麦芽乳酸菌の培養上清から腸管上皮バリア機能を増強する活性物質で
あるcompetence and sporulation factor (CSF)とポリリン酸を同定することに成功した。これらの活性物質は、細胞
膜トランスポーターOCTN2およびインテグリン&#61538;1により腸管上皮に認識され、細胞内に取り込まれることで、腸
管障害を改善することが明らかになった。これは、Toll様受容体やNODsなどのパターン認識受容体を介さない、新たな
宿主－腸内細菌のコミュニケーションシステムの存在を示唆するとともに、菌由来活性物質を用いた新規腸炎治療開発
への足がかりとなる。

研究成果の概要（英文）：Competence and sporulation factor and polyphosphate were identified as bioactive m
olecules from the conditioned media of Bacillus subtilis and Lactobacillus brevis SB88, respectively. Thes
e molecules improved the intestinal injury through their transport by OCTN2 and binding to integrin &#6153
8;1, respectively. The novel communication systems between the host and bacteria are distinct from the mec
hanisms mediated by pattern-recognition receptors, such as Toll-like receptors and NODs. These results are
 therefore expected to positively contribute to the development of new drugs for the treatment of intestin
al inflammation using bacteria-derived molecules.
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１．研究開始当初の背景 
消化管に生息する800種類を超える腸内細
菌は，宿主である哺乳動物の腸管内に生涯に
わたって共生し，腸管の恒常性維持に寄与し
ている．その認識機構のひとつとして，菌の
構成成分などを認識する toll-like receptors
や Nods などのパターン認識受容体(pattern 
recognition receptors; PRRs)が発見され，
NFkBなどの細胞内シグナルの活性化を通じ
て，上皮の細胞内環境を変化させていること
が知られている．しかし，腸内細菌，特にプ
ロバイオティクスの中には，これらの PRRs
を介さず作用を発揮するものが多数存在し，
新たな細菌認識機構の存在が示唆されてい
た．我々はバシラス菌が分泌する活性ペプチ
ド (competence and sporulation factor; 
CSF)が腸管上皮細胞膜の有機イオントラン
スポーターであるOCTN2を介して上皮細胞
内に取り込まれ，これをトリガーとして
p38MAPK 経路の活性化や細胞防御蛋白
heat shock proteins (Hsps)が誘導され，細胞
保護作用が発揮されることを明らかにした．
すなわち，細胞膜トランスポーターによる菌
由来活性物質の輸送を通じた，新しい細菌認
識機構の存在を初めて証明した(Fujiya M, et 
al. Cell Host & Microbe, 2007)．さらに，そ
の後の preliminaryな研究から，新規乳酸菌
由来の活性物質が上皮細胞膜接着分子であ
るインテグリンを介して，炎症や酸化ストレ
スに対する腸上皮の防御作用を発揮するこ
とを示した．すなわち，腸内細菌の認識機構
には，PRRs に加え，細胞膜有機イオントラ
ンスポーターやインテグリンなどの細胞表
面分子が関係していると考えられる．また，
細胞膜トランスポーターである OCTNs や
MDR-1，およびインテグリンの遺伝子多型が
炎症性腸疾患患者で高率に認められること
が知られており (Peltekova VD, Nature, 
2004)(van Heel DA, Genes Immun, 2001)，
これらの細胞表面分子を介した細菌認識機
構の異常と腸管炎症との関連性が強く示唆
される．以上から，腸管上皮細胞にはこれら
細胞表面分子を介した細菌認識機構が存在
すると考えられるが，その詳細な機能や腸管
疾患における異常については全く不明であ
る． 
 
２．研究の目的 
（１）腸内細菌由来の生理活性物質を同定し，
その認識機構を明らかにする． 
（２）これら新規認識機構による細胞内環境
の変化を明らかにする． 
（３）腸管炎症における，これら新規細菌認
識機構の役割を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
（１）腸内細菌由来の生理活性物質を同定し，
その認識機構を明らかにする． 
 種々の腸内細菌の培養上清を各種カラム
にて分離・精製し，腸管上皮における Hsps

の誘導能や上皮バリア機能の増強作用を目
安に活性物質を同定する．各種細胞表面分子
の発現を特異的に抑制した細胞株を作成し，
細胞態度の変化から認識機構に関係する細
胞表面分子を同定する． 
（２）これら新規認識機構による細胞内環境
の変化を明らかにする． 
 1.で同定した菌由来活性物質によって腸上
皮に誘導される分子，microRNAおよび液性
因子の分泌について網羅的に解析する．各種
細胞表面分子の発現抑制モデルを用いこの
作用が 1.で示した認識機構により仲介され
るか否か明らかにする 
（３）腸管炎症における，これら新規細菌認
識機構の役割を明らかにする． 
 各種腸炎モデルにおいて、1.で明らかにし
た細菌認識機構に関連する細胞表面分子と
病態との関係を明らかにする． 
 
４．研究成果 
（１）腸内細菌由来の生理活性物質を同定し，
その認識機構を明らかにする． 
 バシラス菌および新規麦芽乳酸菌 SB88 の
培養上清を分離して多数の分画を作製し、
Hsp 誘導能を検討した。これを繰り返して、
分画を絞り込んだ結果（図 1）、バシラス菌由
来の活性物質 competence and sporulation factor 
(CSF)および新規麦芽乳酸菌SB88由来の活性

物質ポリリン酸を同定することに成功した。
これらの活性物質は腸管上皮細胞のバリア
機能を著しく増強させることを、マンニトー
ル漏出試験により明らかにした（図 2）。さら
に FITC およびポリリン酸結合ペプチドを用
いて CSF、ポリリン酸を標識し、大腸上皮由

来細胞 Caco2/bbe に添加した。その結果、短
時間のうちに、これらの活性物質は細胞内に
取り込まれた。さらに、各種細胞表面分子を
阻害して同様の試験を行った結果、CSFでは



上皮細胞膜トランスポーターOCTN2 阻害に
よって、ポリリン酸ではインテグリン1阻害
によって、この取り込みは低下した（図 3）。
以上から、バシラス菌および新規麦芽乳酸菌

SB88 由来の活性物質は、腸管バリア機能を
増強する作用を持つこと、それぞれ別の新し
い認識機構によって宿主腸管上皮に認識さ
れることが示された。 
（２）これら新規認識機構による細胞内環境
の変化を明らかにする． 
 これらの新規認識機構が、腸内細菌由来活
性物質の生理作用と関係するか否かについ
て、それぞれの細胞表面分子の抑制系を用い
検討した。その結果、CSFの腸管バリア機能
増強作用は OCTN2の siRNAによって、低下
した。また、ポリリン酸の腸管バリア機能増

強作用はイ
ンテグリン
1の阻害剤
によって低
下した（図
4）。また、
アイソトー
プで標識し
たポリリン
酸を用いて
インテグリ
ンとの結合

能を検討した結果、インテグリン1との結合
は認めたが、インテグリン3との結合能は無
く、この結合はインテグリン1特異的なもの
であると考えられた（図 5）。 
（３）腸管炎症における，これら新規細菌認
識機構の役割を明らかにする． 
 DSS腸炎モデルを用いて、CSFおよびポリ
リン酸の作用を解析した、その結果、CSFは
急性腸炎モデルにおける腸管障害を改善し
（図 6）、致死的腸炎モデルにおけるマウス生
存率を向上した（図 7）。CSFの作用を仲介す

ると考えられる OCTN2 の発現を検討した結

果、健常人の腸管での発現を認め、さらに炎
症性腸疾患患者では、発現が亢進していた

（図 8）。OCTN2欠
損マウスでは自然
腸炎を起こすこと
や OCTNs や
MDR-1，およびイ
ンテグリンの遺伝
子多型が炎症性腸
疾患患者で高率に

認められることが知られている。以上から、
CSFは腸炎による腸管障害を改善し、その作
用機序に OCTN2 の機能が関与しているもの
と考えられた。また、ポリリン酸も急性腸炎



モデル（図 9）、致死的腸炎モデル（図 10）
に対して同様の効果を認め、加えて慢性腸炎
モデルにおける線維化の改善効果も認めた
（図 11）。また、インテグリン1が腸管上皮

の管腔側に発現していることを確認した（図
12）。さらに、マクロファージに分化誘導し
た免疫担当細胞由来株を大腸菌由来リポポ

リサッカライ
ドを用いて炎
症状態にし、
ポリリン酸で
処理した結果、
リポポリサッ
カライドによ
って誘導され
た炎症性サイ
ト カ イ ン
TNFの発現

が抑制された（図 13）。したがって、新規麦
芽乳酸菌 SB88 由来の活性物質であるポリリ
ン酸は、インテグリン1を介した腸管上皮障
害の改善作用およびマクロファージの TNF
産生の抑制作用の両者によって、腸炎による

腸管障害を改善するものと考えられた。
 本研究により、腸内細菌の中に活性物質を
産生・分泌する菌が存在し、それぞれのユニ
ークな認識機構を介して、腸管障害改善作用
を発揮することが明らかになった。この成果
は、Toll 様受容体などのパターン認識受容
体を介さない、新たな宿主－腸内細菌のコ
ミュニケーションシステムの存在を示唆す
るとともに、菌由来活性物質を用いた新規腸
炎治療開発への足がかりとなった。現在、本
研究成果を基盤として、他の研究資金を獲得
し、前臨床研究を行っている。 
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