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研究成果の概要（和文）：本研究では主として、腸内細菌代謝産物の腸管バリア回復効果をTNF-α処理したCaco-2細胞
およびDSS腸炎マウスを用いて評価した。腸内細菌のリノール酸初期代謝物である10-hydroxy-c12-octadecenoic acid 
(HYA)は、TNF-αあるいはDSSによるタイトジャンクション関連因子の発現変化を抑制するとともに、TNF receptor 2発
現を抑制した。HYAはGPR40発現を上昇させたが、GPR40アンタゴニストの添加によりHYAのバリア保護効果は消失した。
一方、炭素鎖12位に二重結合をもたないオレイン酸初期代謝物には本活性が見られず、GPR40発現も低下させた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the effects of gut microbial metabolites on tumor necrosis factor 
(TNF)-α-induced barrier impairment in Caco-2 cells and dextran sulfate sodium-induced colitis in mice 
were evaluated. 10-Hydroxy-cis-12-octadecenoic acid (HYA), a gut microbial metabolite of linoleic acid, 
suppressed TNF-α and dextran sulfate sodium-induced changes in the expression of tight junction-related 
molecules. HYA also suppressed the expression of TNF receptor 2 (TNFR2) in Caco-2 cells and colonic 
tissue. Furthermore, HYA significantly up-regulated G protein-coupled receptor (GPR) 40 expression in 
Caco-2 cells. The barrier-recovering effects of HYA were abrogated by a GPR40 antagonist. Conversely, 
10-hydroxyoctadacanoic acid, which is a gut microbial metabolite of oleic acid and lacks Δ12 
carbon-carbon double bond, did not show these tight junction-restoring activities and down-regulated 
GPR40 expression. Therefore, HYA modulates TNFR2 expression, at least in part, by GPR40 pathway.

研究分野： 食品機能学
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１．研究開始当初の背景 
 
腸管は、大量の異物が体内に到達する入り

口として極めて重要である。外来物質に対し
過剰に反応しないよう「寛容」状態となって
いるが、その制御が崩れ炎症が惹起されるこ
とは種々の疾病に繋がる。本研究では、乳酸
菌・ビフィズス菌による腸管上皮の炎症回復
効果に着目し、研究に着手した。 

 
 

２．研究の目的 
 
 腸炎時の状態、すなわち 
A) 腸管上皮バリア（タイトジャンクション）
損傷時、 
B) 共刺激分子の異常発現時、 
C) 低酸素環境 
において、乳酸菌・ビフィズス菌およびその
代謝産物による腸管上皮の炎症回復効果を、
in vitro（Caco-2 細胞）および in vivo（DSS
腸炎マウス）で明らかにすることを目的とし
た。 
 本報告では A) について、腸内細菌のリノ
ール酸代謝物である
10-hydroxy-c12-octadecenoic acid (HYA)お
よび、オレイン酸代謝物である 
10-hydroxyoctadecanoic acid (HYB)の効果
について詳述する。なお、HYA および HYB
は小川順教授（京都大学）から分与された 
（図１）。 
 
 
 
図 1. HYA および HYB の構造 
 
 
３．研究の方法 
 
(3-1) in vitro（Caco-2 細胞） 
 
 二層式の培養装置（Transwell）で培養し
たCaco-2細胞にHYAあるいはHYBを各 50
μM ずつ添加し、24 時間後、基底膜側に
interferon (IFN)-γを添加した。24 時間後 
新鮮な培地に交換し、tumor necrosis factor 
(TNF)-α添加によってタイトジャンクショ
ン損傷を誘導した。腸管バリア保護効果およ
び炎症回復効果は、経上皮電気抵抗値（TER）、
透過性およびタイトジャンクション関連因
子（occludin, zonula occludens-1, myosin 
light chain kinase）および TNF receptor 2
（TNFR2）の mRNA（real-time PCR）・タ
ンパク質発現（western）により評価した。 
また、長鎖脂肪酸の受容体である GPR40 お
よび GPR120 についても解析を行った。 
 
(3-2) in vivo (DSS 腸炎マウス) 
 
 マウスに 5 日間 3.5% dextran sulfate 

sodium (DSS) 溶液を自由飲水させることに
より、急性腸炎を誘導した。本マウスに HYA
あるいは HYB（各 100 nmol/日）を、DSS
投与 5 日前から 10 日間経口投与した。試験
期間中、体重測定および炎症スコア評価を実
施した。試験期間終了後、解剖し、in vitro
同様の解析を行った。全ての動物実験は、広
島大学動物実験等規則に従って行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(4-1) in vitro（Caco-2 細胞） 
 

TNF-α処理によって Caco-2 細胞の TER
低下、透過性亢進、タイトジャンクション関
連因子の発現異常が見られたが、HYA の前処
理によってこれらが有意に回復した。一方、
HYB には回復効果が認められなかった 
（図２）。 
 
 
 
 
 
 
図 2. TNF-αによる TER 低下に対する HYA の
効果 
 
 
 HYA の Caco-2 細胞バリア保護効果メカニ
ズムを解析するために、炎症時に誘導される
TNFR2 の発現を検討した。IFN-γで刺激し
た Caco-2 細胞では TNFR2 mRNA 発現が上
昇したが、HYA を前処理した Caco-2 細胞で
は有意に低下した。一方、HYB には効果が
認められなかった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
図 3. IFN-γによる TNFR2 発現上昇に対する
HYA の効果 

** p < 0.01 and * p < 0.05 vs None 

          #  p < 0.05 vs ( - ) 

 
 
次に、HYA を認識あるいは受容する候補分

子として、長鎖脂肪酸の受容体であるGPR40
および GPR120 に着目し解析を行った。
GPR40 は膵臓β細胞に高発現し、インスリ
ン分泌を制御することが報告されていたが、
大腸における役割については未解明であっ
た。Caco-2細胞にHYAを添加すると、GPR40
の発現が増加した（図４）。 



 
 
 
 
 
 
図 4. HYA による GPR40 発現上昇 
 
 

GPR40 アンタゴニストである GW1100 の
添加により、HYA の Caco-2 細胞バリア保護
効果は消失した。また、GPR40 を発現させ
た HEK293 細胞において、HYA は濃度依存
的に[Ca2+]i を誘導した。この活性は、内因性
リガンドであるリノール酸よりも高いもの
であった。一方、HYB には本活性が見られ
なかった。 
 以上のことから、HYAはGPR40に受容され、
Caco-2細胞に発現するTNFR2を制御すること
で、TNF-αが誘導するタイトジャンクション
関連因子の発現異常を回復すると考えられ
た。 
 
(4-2) in vivo (DSS 腸炎マウス) 
 
 HYA の経口投与が DSS 腸炎マウスの症状を
回復するか否か検討した。HYA の経口投与は
体重減少の抑制や大腸長の維持に効果的で
あった（図５上）。DSS 処理は上皮細胞の損傷
およびクリプトの減少を顕著に誘導したが、
HYA を経口投与したマウスでは組織損傷が回
復した。一方、HYB には回復効果が観察され
なかった（図５下）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. HYA の経口投与による DSS 腸炎抑制効
果 

** p < 0.01 and * p < 0.05 vs None 

## p < 0.01 vs ( - ) 

$$ p < 0.01 vs HYA 

 
 
また、DSS 負荷によりタイトジャンクショ

ン関連因子の発現異常およびTNFR2発現上昇
が見られたが、HYA を経口投与したマウスで
は有意に回復していた。HYA を経口投与した
マウスでは、GPR40 発現が有意に上昇した。
一方、HYB の経口投与は、HYA のような発現
変化を誘導しなかった。 
 
(4-1),(4-2)で認められた HYA と HYB の効

果の差は、HYA と HYB の構造上の違い（炭素

鎖 12 位の二重結合の有無）によると推察さ
れた（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. HYA の腸管バリア回復効果（概略図） 
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