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研究成果の概要（和文）：プロバイオティクス由来のCSFおよびポリリン酸は腸管バリア機能の改善作用を持つ
ことを報告してきた。本研究ではその作用機序について検討した結果、CSFは有機イオントランスポーターによ
り上皮細胞に取り込まれ、炎症下の上皮細胞で過剰に発現するIL-6、7、CXCL-1などの炎症関連サイトカインを
抑制した。ポリリン酸は腸管上皮のインテグリンβ1、カベオリン-1と複合体を形成しエンドサイトーシスにて
細胞内へとりこまれ、p38 MAPK経路を活性化して腸管バリア機能を増強すると考えられた。これらの研究成果に
より、プロバイオティクス由来物質を用いた新規治療薬開発の基盤的成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：We previously proposed that probiotic-derived CSF and polyphosphate have 
protective effects in the intestine. This study investigated the functional mechanisms of these 
molecules. CSF was transported by OCTN2 and decreased the expression of inflammation-related 
cytokines, including IL-6, 7 and CXCL-1. Polyphosphate formed a complex with integrin b1 and 
caveolin-1 which was taken by endocytosis. It then activated p38 MAPK and augmented the intestinal 
barrier function, leading to the improvement of intestinal injury in a mouse model of enteritis. 
These results provide the detailed mechanisms of how probiotic-derived molecules protect the 
intestine and may contribute to the development of new drugs after the completion of preclinical and
 clinical studies.

研究分野： 消化器内科

キーワード： 腸内細菌　プロバイオティクス　炎症性腸疾患　消化器癌

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
哺乳動物の消化管には 1000 種類を超える

細菌が腸内細菌叢を形成しており腸管の恒
常性維持に必須の役割を果たしている。一方、
宿主に有益な作用を持つ微生物はプロバイ
オティクスと呼ばれ、健康増進や各種疾患へ
の治療効果が示唆されているがその詳細な
メカニズムについては不明な点が多かった。
我々はこれまでに、プロバイオティクスの腸
管保護作用は菌が分泌する特定の生理活性
物質によって仲介されることを明らかにし、
さらに詳細な菌培養上清の解析から、バシラ
ス菌由来の competence and sporulation 
factor (以下CSF)が腸管保護活性物質である
ことを明らかにした。これは、菌由来の腸管
保護活性物質を同定した世界初の研究成果
であった。その後、この技術シーズを用いて
新規乳酸菌から腸管保護活性物質ポリリン
酸を同定することにも成功した。これら 2種
類の菌由来物質は、腸管バリア障害を増強す
ること、腸炎マウスの腸管障害を著明に改善
することを明らかにした。さらに、CSF は腸
管上皮細胞膜トランスポーターである OCTN2
を介して細胞内に輸送されること、ポリリン
酸は腸上皮表面のインテグリンβ1 と結合し
lipid rafts 依存性エンドサイトーシスによ
り上皮細胞内に取り込まれることを明らか
にした。以上の成果から、腸内細菌は菌種ご
とに特徴的な分子を分泌し、それぞれに親和
性のある腸管上皮細胞膜分子を介して、腸管
保護作用や抗炎症作用を発揮することが明
らかになった。これらの菌由来活性物質を同
定していくいことで、新しい宿主－腸内細菌
の相互作用が明らかになるとともに、これら
の菌由来物質を用いた新規治療薬開発へと
発展する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
(1)CSF およびポリリン酸の腸上皮細胞への
直接作用とそのメカニズムの解析 
 CSF およびポリリン酸を投与した正常およ
び腸炎マウスの腸組織の遺伝子発現を明ら
かにする。腸管上皮に発現している分子の中
でCSFやポリリン酸と結合するものを同定し、
その蛋白の発現を特異的に抑制した場合の、
これら菌由来物質の腸管保護活性の変化を
明らかにする。以上から、CSF およびポリリ
ン酸のそれぞれの作用メカニズムおよび標
的分子を明らかにする。 
(2) CSF およびポリリン酸による腸内細菌叢
の制御と腸管組織への作用解析 
 正常マウスおよび腸炎モデルマウスに CSF
およびポリリン酸を投与し腸内細菌叢の変
化を明らかにする。 
(3)初代培養にて樹立したヒト腸細胞株に対
するCSFおよびポリリン酸の作用とメカニズ
ム解析 
 正常消化管組織を用い，feeder細胞とROCK
阻 害 剤を組 み 合わせ た 新規培 養 技 術
conditional reprogramming 法により初代細

胞を増幅し，継代可能な細胞株を樹立する．
この細胞株にCSFおよびポリリン酸を投与し
て、腸管保護作用を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) CSF およびポリリン酸の腸上皮細胞への
直接作用とそのメカニズムの解析 
① CSF およびポリリン酸による遺伝子発現
の解析 
正常マウス、腸炎マウスの腸管に CSF および
ポリリン酸を投与する。細胞および組織中の
遺伝子発現の変化を検討する。変化が認めら
れた分子の解析から、CSF およびポリリン酸
の作用に関係する細胞内シグナル経路を検
討する。正常腸管における腸管保護作用につ
いては、摘出腸管をモノクロラミン添加によ
り酸化ストレス下におきマンニトール漏出
試験にて、腸管バリア機能を解析する。腸炎
モデルにおける腸管保護作用については、腸
管長、組織学的所見、炎症関連サイトカイン
の発現で評価する。以上から CSF およびポリ
リン酸の作用メカニズムに関与する遺伝子
発現が明らかになる。同様に CSF およびポリ
リン酸を投与した腸管組織のマイクロRNAの
発現を網羅的に検討する。変化が確認された
マイクロ RNA を siRNA を用いて抑制し、CSF
およびポリリン酸の腸管保護作用の変化を
検討することで、これら菌由来活性物質の作
用メカニズムに関与するマイクロRNAを明ら
かにする。 
②CSF およびポリリン酸の標的分子の同定 
腸管上皮細胞内でのCSFの結合分子を同定

する目的で、GST 標識 CSF を合成し腸管上皮
細胞のライセートと反応させ、pull-down 
assay を行う。同定された結合蛋白の発現抑
制細胞を作成して、CSF の腸管保護作用の変
化を検討し、CSF の標的蛋白を決定する。一
方、ポリリン酸は 32P で標識したポリリン酸
を作成し標的蛋白との結合を検討する。 
(2) CSF およびポリリン酸による腸内細菌叢
の制御と腸管組織への作用解析 
正常マウス、腸炎マウスに CSF およびポリ

リン酸を投与する。便および盲腸内容物から
DNA を回収する。全ての細菌で共通配列が保
存されている 16s-rRNA 領域 DNA を、ユニバ
ーサルプライマーを用いて PCR で増幅させ、
制限酵素(MspI)を用い断片化し電気泳動パ
ターンから数値化する(T-RFLP 法)。得られた
データを主成分解析法で解析することで、腸
内細菌叢の変化の程度を明らかにする。 
(3) 初代培養にて樹立したヒト腸細胞株に
対するCSFおよびポリリン酸の作用とメカニ
ズム解析 
 腸管組織を feeder 細胞と ROCK 阻害剤を組
み合わせた新規培養技術 CR 法により初代細
胞を増幅し，継代可能な細胞株を樹立する。
この細胞株に CSF やポリリン酸を投与して、
酸化ストレスに対するバリア機能の変化を
評価する。 
 



４．研究成果 
(1) CSF およびポリリン酸の腸上皮細胞への
直接作用とそのメカニズムの解析 
① CSF およびポリリン酸による遺伝子発現
の解析 
 CSF による遺伝子発現について検討した結
果、非炎症下では大きな遺伝子発現の変化を
認めなかったが、炎症下では IL-6、7、CXCL-1
などの炎症関連サイトカインの発現を抑制
した。この作用に関連する細胞内シグナル伝
達系は明らかにできなかった。 
ポリリン酸による遺伝子発現解析の結果、

p38 MAPK 経路の活性化および Heat shock 
protein 27 発現誘導が明らかになった。マウ
ス DSS 腸炎モデルでは、ポリリン酸投与によ
り腸管炎症および繊維化が抑制された（図 1）。
また、腸管組織中の炎症関連分、繊維化関連
分子の発現低下を認めた（図 2、3）。 
図 1 マウス DSS 腸炎モデルにおけるポリリン酸の作用 

図 2 マウス DSS 腸炎でのポリリン酸による炎症関連因

子の変化 

図 3 マウス DSS 腸炎でのポリリン酸による繊維化関連

因子の変化 

引き続いて、ポリリン酸の作用について、腸
管組織の構成細胞である上皮細胞、マクロフ
ァージ、繊維芽細胞に分けて、作用を解析し
た。その結果、上皮由来 Caco2/bbe 細胞に対

しては、IL-1βおよび TGFβ1 の発現制御が
認められ、マクロファージ分化誘導 THP-1 細
胞では TNFαの発現抑制が認められた。一方、
線維芽細胞に対して直接作用は認めなかっ
た。すなわち、ポリリン酸はそれぞれの細胞
成分に対して異なった作用を発揮すること、
繊維化抑制作用は上皮細胞に過剰に発現し
た TGFβ1 を抑制することで発揮されること
が明らかになった。 
②CSF およびポリリン酸の標的分子の同定 
CSF については、有機イオントランスポー

ター（OCTN2）にて上皮細胞に取り込まれる
ことが明らかになっていたが、さらに新しい
認識メカニズムは認めなかった。 
 ポリリン酸は上皮細胞のIntegrin β1と結
合することが分かっていたが、その後の作用
メカニズムは不明であった。32P で標識したポ
リリン酸を腸管上皮由来Caco2/bbe細胞に添
加したところ、短時間で細胞内に取り込まれ
た（図 4）。このポリリン酸の取り込みは、
Integrin β1 を抑制することによって減少
した（図 5）。 
図 4 ポリリン酸の上皮細胞内への取り込み 

図 5 ポリリン酸の上皮細胞内への取り込みに対する 

Integrin β1 抑制の影響 

図 6  caveolin-1 抑制によるポリリン酸の腸管バリア

増強作用の消失 



また、エンドサイトーシス関連分子である
caveolin-1 を抑制するとポリリン酸の取り
込みは減少し、腸管バリア機能の増強作用は
消失した（図 6）。 
さらにポリリン酸によって誘導される mRNA
を次世代シークエンサーにて網羅的に解析
した結果、多数の mRNA で 2 倍以上の発現変
化を認めた（図 7）。 
図 7 ポリリン酸によって誘導される mRNA 発現の網羅

的解析 

中でも、p38 MAPK 経路によって誘導される
TNFAIP3 の発現を Western blotting で確認し
たところポリリン酸による蛋白レベルでの
発 現 誘導を 認 めた。 こ の発現 誘 導 は
caveolin-1 の抑制にて消失した。 
 以上の研究成果から、ポリリン酸は腸管上
皮の integrin β1、caveolin-1 と複合体を
形成しエンドサイトーシスにて細胞内へと
りこまれ、p38 MAPK 経路を活性化して腸管バ
リア機能を増強すると考えられた。また、マ
クロファージに対しては、TNFαの発現を抑
制することも明らかになった。ポリリン酸は
これらの機序を介して腸炎改善作用を発揮
すると考えられた（図 8）。 
図 8 ポリリン酸の作用機序の概略 

 
(2) CSF およびポリリン酸による腸内細菌叢
の制御と腸管組織への作用解析 
 重度の腸炎マウスモデルを用いて、ポリリ
ン酸による腸内細菌叢の変化を T-RFLP 法に
て検討した。その結果、1 週間後のポリリン
酸投与群の腸内細菌叢は非投与群のものと
明らかに異なっていた（図 9）。今後、腸内細
菌叢の変化と腸炎の程度について解析を予

定している。 
図 9 ポリリン酸投与による腸内細菌叢の変化 

 
(3) 初代培養にて樹立したヒト腸細胞株に
対するCSFおよびポリリン酸の作用とメカニ
ズム解析 
マウス腸管から初代培養細胞株を樹立し、

CSF およびポリリン酸の作用を検討したとこ
ろ、これまでの Caco2/bbe 細胞を用いた検討
結果と同様であった。 
当初の目的には無かったが、乳酸菌の培養上
清から抗腫瘍作用を持つ分子として、フェリ
クロームの同定に成功した。このフェリクロ
ームは大腸癌細胞、胃癌細胞、膵癌細胞に高
い抗腫瘍効果を発揮した。一方、マウス初代
培養細胞の増殖には影響しなかった。すなわ
ち、乳酸菌由来フェリクロームは癌細胞に対
しては高い抗腫瘍効果を持ち、かつ安全性の
高い抗腫瘍薬となる可能性が示唆された。 
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権利者：同上 
種類：特許 
番号：特許第 5526320 号 
出願年月日：平成２１年９月４日 
取得年月日：平成２６年４月２５日 
国内外の別： 国内 
 
名称：腸管保護剤 
発明者：高後 裕，藤谷幹浩，上野伸展，瀬
川修一，小林直之 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：特許第 5660508 号 
出願年月日：平成２３年３月２８日 
取得年月日：平成２６年１２月１２日 
国内外の別： 国内 
 
名称：腸管保護剤 
発明者：高後 裕，藤谷幹浩，上野伸展，瀬
川修一，小林直之 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：特許第 5526320 号 
出願年月日：平成２３年３月２８日 
取得年月日：平成２８年５月４日 
国内外の別： 国外 
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