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研究成果の概要（和文）：腸内共生の分子機構解明を目的とし、腸内細菌によるエピジェネティックな機構を介
した腸管上皮機能の調節について解析を行った。その結果、腸内細菌により腸管上皮細胞において発現が誘導さ
れるmiRNAを介して上皮透過性が調節されること、特定部位の腸管上皮細胞に豊富に発現するmiRNAを介して菌体
シグナル抑制分子の発現が調節されることが明らかとなった。これらの成果は、腸内共生系を良好な状態に維持
する食品成分の評価系構築に応用可能なものである。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms underlying the intestinal symbiosis, 
epigenetic regulation of intestinal epithelial function by gut microbiota was analyzed. It was shown
 that gut microbiota-dependent miRNA in intestinal epithelial cells regulates intestinal epithelial 
permeability. It was also shown that another miRNA abundantly expressed in intestinal epithelial 
cells of specific intestinal portions regulates expression of a negative signaling molecule to 
bacterial stimuli. These results are applicable to the evaluation system for food components which 
keep healthy symbiotic system in the intestine.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
食品を消化・吸収する腸管は、体内最多の
免疫細胞を含む一方で莫大な数の腸内細菌
の生息を許容するという独特の生態系を有
する。腸管は生体で最大の免疫系を有し、こ
の免疫系の働きにより外界から侵入する病
原菌の感染から防御されている。一方、腸管
の管腔には、成人では 100 兆個に及ぶと言わ
れる莫大な数の腸内細菌が生息する。免疫に
よる生体防御の基盤は、自己と非自己の識別
と非自己抗原の攻撃・排除である。しかし、
腸内細菌は免疫学的には非自己でありなが
ら有益あるいは安全なものとして識別され、
腸管免疫系により排除されてしまうことな
く“共生”することができる。免疫による異
物の排除応答は炎症反応を伴い、管腔に生息
する大量の共生細菌は潜在的に強い炎症反
応を誘導するものである。しかしながら、健
常な腸管においては、幾重にも張り巡らされ
た特有の機構により、過剰な炎症反応は誘導
されない。 
近年、腸内細菌叢の構成やその乱れと、ア
レルギー、炎症性腸疾患、感染症、大腸がん、
肥満、自閉症等との関連が次々と報告され
(Nat. Med. 15:1016, 2009; Nat. Immunol. 13:947, 
2012; Science 338:120, 2012; PLoS ONE 
8:68322, 2013; Science 341:1069, 2013など）、
腸内細菌が宿主の免疫系をはじめとして、内
分泌系、神経系にも作用してそれらの機能を
調節するという認識のもと、急速に研究が展
開されてきている。したがって、共生を基盤
とした腸管の生態系は宿主の健康の維持・増
進に鍵となる役割を果たすと言える。さらに、
興味深いことに、腸内共生系の恒常性維持に
は、腸内細菌自らが関わる様々な機構を介し
て行われている。すなわち、腸内細菌自身が
宿主に働きかけて共生を可能している側面
があると言える。 
腸管の管腔と体内とを隔てる広大な粘膜
面は単層の上皮細胞で覆われており、これら
の腸管上皮細胞(IEC)は、常に最前線で腸内細
菌からの刺激を受け取っている。我々は以前
に、IEC において微生物菌体成分を認識する
Toll様受容体(TLR)4遺伝子のメチル化が腸内
細菌により誘導されることを見出した（J. 
Biol. Chem. 286:35755, 2011）。DNAのメチル
化は、エピジェネティクスと呼ばれる塩基配
列の変化を伴わないが遺伝性のあるゲノム
DNAの修飾の１つであり、このような修飾に
よりクロマチンの構造変換を介して転写の
オン、オフが制御される。DNAのメチル化の
場合は、一般に CpG配列のシトシンにメチル

基が付加されることにより、転写が抑制され
る。エピジェネティックな機構による遺伝子
発現の制御は、DNAメチル化の他にヒストン
の翻訳後修飾や非コード RNA により媒介さ
れ、発生や分化の過程で機能することが知ら
れてきた。最近では食品や病原性微生物など
の環境因子が遺伝子のエピジェネティック
な変化をもたらし得ることが注目され、宿主
はこれにより環境の変化に迅速かつ継続的
に対応すると考えられるようになっている。
口から摂取して腸管に到達する食品は、腸内
細菌による宿主遺伝子のエピジェネティッ
クな変化の誘導を調節する作用を有するこ
とが期待される。そこで、腸内細菌が IECに
おける宿主遺伝子のエピジェネティックな
変化を誘導し自身の共生を可能にする機構
が存在すると考えた。 
 
２．研究の目的 
腸内細菌によるエピジェネティックな機
構を介した IEC機能の制御システムは、共生
を基盤とした腸管の生態系の恒常性維持、ひ
いては宿主の健康の維持・増進に重要な役割
を果たすと考えられる。そして、腸管に到達
して IECに直接作用する食品は、その最も重
要な調節因子となる。 
そこで、本研究では、腸内細菌によるエピ
ジェネティックな機構を介した腸管上皮機
能の調節、共生の成立・維持の分子機構を明
らかにし、食による健康の維持・増進のため
の新規ターゲットを確立することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
（１）腸管上皮細胞における共生関連遺伝子
の発現制御機構 
まず、腸内の共生の成立に関わるモデル遺
伝子として、菌体刺激によるシグナル伝達を
抑制する Toll-interacting protein (Tollip)、およ
び病原菌からの防御のみならず腸内細菌叢
の維持に重要な役割を果たす抗菌ペプチド
α-ディフェンシン 5 を取り上げ、IEC におけ
る発現制御機構の解析を行った。 
①Tollip遺伝子の発現制御機構 
通常マウスおよび無菌マウスの近位・中位・
遠位小腸および大腸から IECを調製し、Tollip
のタンパク質および mRNA 発現をそれぞれ
ウェスタンブロッティング、定量 RT-PCRに
より解析した。次に、Tollip 遺伝子の 3´非翻
訳領域中の翻訳抑制に関わる配列を IEC株を
用いたレポーターアッセイにより特定した。
さらに、インヒビター導入実験により、特定



した配列に結合する miRNA を同定するとと
もに、同定した miRNA のマウス小腸および
大腸 IECにおける発現を定量 RT-PCRにより
測定した。 
②α-ディフェンシン 5遺伝子の発現制御機構 
IEC 株を用いたレポーターアッセイにより、
α-ディフェンシン 5遺伝子の 5´領域中の転写
調節配列を特定した。さらに、ゲルシフトア
ッセイおよびプルダウンアッセイによりこ
の配列へ結合する核タンパク質を同定した。
また、マウス盲腸内容物中に α-ディフェンシ
ン 5遺伝子の発現を調節する腸内細菌由来代
謝産物が存在するか、IEC 株を用いたレポー
ターアッセイの系にて解析した。 
（２）腸内細菌により誘導される miRNA の
同定 
通常および無菌マウスの小腸および大腸
の IEC から総 RNAを調製し、マイクロアレ
イ解析により miRNA 発現の網羅的な解析を
行った。通常マウスの IECにおいて無菌マウ
スよりも顕著に発現の高かった miRNA につ
いて、定量 RT-PCRにて発現の差を確認した。 
（３）腸内細菌により誘導される miRNA の
機能解析 

IEC 株へ同定した miRNA のインヒビター
を導入し、上皮透過性および IL-8産生に及ぼ
す影響をそれぞれ経上皮抵抗(TER)の測定お
よび ELISAにより解析した。また、プロテオ
ーム解析を行い、インヒビターの導入により
発現が顕著に増大したスポットにつき、MS
解析によりタンパク質を同定した。同定した
タンパク質のマウス IECにおける発現をウェ
スタンブロッティングで解析するとともに、
IEC株を用いた siRNA導入試験により機能解
析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）腸管上皮細胞における共生関連遺伝子
の発現制御機構 
①Tollip遺伝子の発現制御機構 
Tollip タンパク質は、小腸 IEC ではほとんど
検出されず大腸 IECで顕著に高い発現を示し
た。mRNA発現と相関が認められなかったこ
とから、この腸管の部位に依存した発現制御
は転写後レベルのものであると考えられた。
さらに、Tollip 遺伝子 3´非翻訳領域中に、
miR-31 の結合配列と相同性を有し翻訳抑制
に関わる配列を特定した。miR-31のインヒビ
ターより Tollip遺伝子の 3´非翻訳領域の翻訳
抑制活性が低下すること、miR-31の発現が大
腸 IECより小腸 IECで顕著に高いことが示さ
れた。したがって、腸内細菌の数が小腸に比

べて圧倒的に多い大腸の IEC では、Tollip 遺
伝子の翻訳を抑制する miR-31 の発現が低い
ため、菌体刺激によるシグナル伝達を負に制
御する Tollipタンパク質が高発現すると考え
られた。 
②α-ディフェンシン 5遺伝子の発現制御機構 
α-ディフェンシン 5遺伝子の 5´領域中に転写
調節配列を同定し、この配列への結合因子と
して FBP1 を同定した。また、マウス盲腸内
容物中に α-ディフェンシン 5遺伝子の転写を
活性化する、低分子量(3kDa以下)の腸内細菌
由来代謝産物が存在することを見出した。 
（２）腸内細菌により誘導される miRNA の
同定 
マイクロアレイによる網羅的解析の結果、
腸内細菌により発現が変動する miRNA が存
在することが示された。このうち、腸内細菌
により誘導される miRNA として miR-21-5p
を同定した。 
（３）腸内細菌により誘導される miRNA の
機能解析 

miR-21-5p のインヒビターを IEC 株に導入
したところ、TER の増大が認められ、
miR-21-5p が上皮透過性の調節に関わること
が明らかになった。一方、miR-21-5p は IL-8
産生には影響を及ぼさないことが示された。
また、miR-21-5p により発現が制御される分
子として低分子量 GTPase である ARF4 を同
定し、ARF4 は腸管上皮透過性を亢進させる
ことが明らかになった。これらの結果より、
腸内細菌により発現が誘導される miR-21-5p
は、ARF4 依存的に上皮透過性を亢進するこ
とが示された。したがって、腸内細菌叢をコ
ントロールすることで miR-21-5pの過剰な発
現による上皮透過性の亢進を制御できる可
能性が考えられる。以上、腸内細菌が IECの
miRNA 発現を誘導することにより腸管上皮
機能を調節する新たな機構が明らかとなっ
た。 
（１）～（３）の結果より、腸内細菌によ
り誘導される miRNA や腸管の部位特異的に
発現する miRNA が、腸管上皮の透過性や菌
体刺激に対する応答性といった IEC機能を制
御することが示された。これらの成果は、食
品による腸管内生態系の制御のための新た
なターゲットの確立に応用可能なものであ
り、腸管内生態系の恒常性の破綻に起因す
る様々な疾患の予防、治療につながる可能
性が期待される。 
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