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研究成果の概要（和文）：Caco-2細胞をヒト腸管モデル細胞株として用い、SIRT1プロモーター制御下でEGFPを発現す
るベクターを安定導入した組換えCaco-2細胞を樹立した。フローサイトメーターを用いてEGFPの蛍光強度の変化を追跡
した結果、乳酸菌T2102株を陽性菌として選定した。T2102株は、SIRT1の活性化の結果、β-カテニンの脱アセチル化を
誘導するとともに、その発現を消失させうることが明らかとなった。また、T2102株はDLD-1細胞におけるテロメラーゼ
発現も抑制するとともに、細胞老化を誘導することが明らかとなった。またがん細胞抑制能が足場非依存性増殖能及び
造腫瘍能の結果より明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We used human colon cancer cell line, Caco-2 cells, and established recombinant 
Caco-2 cells expressing EGFP under the control of human SIRT1 promoter. We monitored the changes in EGFP 
fluorescence after adding lactic acid bacteria by using flow cytometer, and identified T2102 strain as 
positive lactic acid bacteria. T2102 activated SIRT1, deacetylated and destabilized β-catenin. T2102 
repressed hTERT expression and induced cellular senescence in Caco-2 cells. Furthermore, tumor 
suppressing activity of T2102 was evidenced by anchorage-independent growth and tumorigenicity.

研究分野：食品機能学
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１．研究開始当初の背景 
 カロリー制限は数多くのモデル生物の寿
命を延長し、哺乳類における加齢性疾患発症
リスクを軽減することが知られている、唯一
確実な方法である。NAD+依存的な脱アセチル
化酵素SIRT1は、カロリー制限効果を仲介し、
ホメオスタシスの維持や細胞生存に機能し
うることが知られている。SIRT1 の制御メカ
ニズムは、これまで精力的に研究されてきて
いる。ポリフェノールを含む植物の代謝産物
がSIRT1を活性化しうる小分子として同定さ
れているとともに、それら SIRT1 活性化因子
が健康改善効果を有することも知られるよ
うになってきている。これらの活性化因子は、
SIRT1 に対するアロステリックな結合ととも
に、アセチル化された基質に対する Km 値を
低下させることでSIRT1活性を制御している。
SIRT1 遺伝子の転写制御機構に関する研究も
行われており、PPARβ/δやインターフェロ
ンγが関わるメカニズムが報告されている。
しかしながら、食品や食品由来因子が SIRT1
転写を増強する例はこれまで報告されてい
ない。そこで本研究では、SIRT1 転写を増強
する因子を探索することのできる新たなス
クリーニングシステムを構築した。本システ
ムは、健康増進機能を有する有用な機能性食
品の探索に非常に有用なシステムであると
考えられる。 
 腸管は、食品と生体との接点であり、消化、
吸収、バリア機能、毒素代謝、腸管免疫、腸
管微生物との相互作用など様々な機能を有
する。腸管 SIRT1 は、腸管のがんを抑制する
機能や腸管ホメオスタイスを制御する機能
がこれまで報告されている。しかしながら、
これまで腸管 SIRT1 発現を増強する食品・食
品成分は報告されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、腸管由来細胞において SIRT1
転写を増強する食品、食品由来因子、化合物
を探索するためのシステムを構築するとと
もに、それら因子の腸管における機能性とそ
の機能性発現の分子基盤を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
細胞株：細胞株としては、ヒト結腸ガン由来
細胞株 Caco-2 細胞及び DLD-1 細胞を用いた。
これらの細胞は、10ウシ胎児血清を含むDMEM
培地にて培養を行った。 
 
乳酸菌：本研究には 60 種の乳酸菌株を用い
た。乳酸菌は、100℃30 分熱処理後、凍結乾
燥し、PBS に懸濁後実験に用いた。 
 
SIRT1 発現増強食品スクリーニングシステ
ム：まずヒト SIRT1 プロモーターを、ヒトゲ
ノム DNA を鋳型に増幅した。増幅フラグメン
トを CMV プロモーターを除去した pEGFP-C3
ベクターに挿入した。構築したプラスミドは、

SIRT1p-EGFP とした。SIRT1p-EGFP を Caco-2
細胞に導入し、安定株を樹立した（Caco-2 
(SIRT1p-EGFP)。EGFP の蛍光強度の変化は、
フローサイトメーターを用いて追跡した。 
 
定量 RT-PCR：RNA は High Pure RNA Isolatin 
kit を用いて調製した。cDNA は ReverTra Ace 
kit により合成した。qRT-PCR は、KAPA SYBR 
Fast qPCR kit を用いて行った。プライマー
は次のものを用いた。SIRT1 forward primer, 
5′-GCCTCACATGCAAGCTCTAGTGAC-3′, 
reverse primer, 
5′-TTCGAGGATCTGTGCCAATCATAA-3′; hTERT 
forward primer, 5′-CGTACAGGTTTC 
ACGCATGTG-3′, reverse primer, 
5′-ATGACGCGCAGGAAAAATG-3′; human 
β-actin forward primer, 5′-TGGCACCCAG 
CACAATGAA-3′, reverse primer, 
5′-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3′.  
 
ルシフェラーゼアッセイ：リポーターベクタ
ーとしては、TCF/LEF エレメントを含む M50 
Super 8xTopFlash、hTERT コアプロモーター
を含むベクター、変異型 hTERT コアプロモー
ターを含むベクターを用いた。ルシフェラー
ゼアッセイは、Dual-Luciferase Reporter 
Assay System を用いた。 
 
イムノブロッティング：細胞溶解液は NP-40 
lysis buffer を用いて調製した。タンパク質
は、10% SDS-PAGE により分離を行い、PVDF
膜に転写した。タンパク質の検出は、抗β-
カテニン抗体、西洋わさびパーオキシダーゼ
標識抗ウサギ IgG 抗体、抗マウス IgG 抗体を
用いた。タンパク質の検出は、ImmunoStar LD
を用いて行った。 
 
免疫沈降：細胞溶解液は TritonX-100 lysis 
buffer を用いて調製した。抗アセチル化リジ
ン抗体をまず加え、免疫沈降物をμMACS 
Protein A Microbeads を用いて調製した。 
 
Senescence-associated β -galactosidase
（SA-β-Gal）アッセイ：蛍光 SA-β-Gal ア
ッセイは、β-ガラクトシダーゼの蛍光基質
（C12FDG）を用いて行った。それぞれのウェ
ルのイメージは IN Cell Analyzer 1000 を用
いて取得した。Hoechst33342 由来のシグナル
で核染色を行った。この染色をもとに、細胞
数と SA-β-Gal 活性の測定を行った。 
 
レトロウイルスによる遺伝子導入：ウイルス
を含む培養上清は、293Ｔ細胞に、pGag-Pol, 
pVSV-g 及びそれぞれの発現ベクターを導入
することにより作製した。ウイルス培養上清
に 10％ FBS と 10 μg/mL のポリブレンを添
加し、ターゲット細胞を感染させた。感染後、
3 μg/mL のピューロマイシンで導入細胞の
選択を行った。 
 



shRNA：siRNA を発現する配列を含むオリゴヌ
クレオチドを pSUPER.retro ベクターに挿入
し、上記方法により細胞に導入した。 
 
統計解析：全ての実験は少なくとも 3回行っ
た。統計的な有為差は、Student’s t-test
により検証し、P<0.05 を有為とした。 
 
４．研究成果 
SIRT1 増強乳酸菌の同定：上記構築したシス
テムを用いてSIRT1発現を増強する乳酸菌株
T2102 を同定した。 
 
T2102 はβ-カテニンを標的とした：Ｔ2102
株は、SIRT1 の標的タンパク質の一つβ-カテ
ニンをターゲットにしていることが明らか
となった。Ｔ2102 は、β-カテニンの脱アセ
チル化を通じて分解を誘導し、その結果とし
て結腸ガン細胞DLD-1細胞の増殖を強く抑制
することが明らかとなった。この効果は、
SIRT1 のドミナントネガティブ体の導入によ
り消失するとともに、SIRT1 の導入により
DLD-1 細胞の増殖が抑制されることからも明
らかとなった。 

 
結論：以上の結果から、SIRT1 増強を指標に
してスクリーニングして得られた乳酸菌株
T2102 が、SIRT1 の増強とともに、その下流
因子β-カテニンの不活化を誘導し、結腸ガ
ン細胞の増殖を強く抑制していることが明
らかとなった。つまり、本研究により構築し
たアンチエイジング食品スクリーニング系
が機能性食品成分の探索に利用可能である
ことが明らかとなった。今後は、T2102 以外
の食品成分の機能性、さらには T2102 のがん
抑制以外の機能性について検証する予定で
ある。 
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