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研究成果の概要（和文）：レンチナンによる腸管炎症抑制の機構としては、腸上皮細胞基底膜側に発現している
TNF-α受容体であるTNFR1の発現量が減少し、それに伴いNF-κBの核内移行、炎症性サイトカインの産生が抑制
されると想定されている。そこで本研究では、レンチナンが誘導する細胞膜でのTNFR1の発現変化を可視化する
ことによって検討した。TNFR1-GFP融合タンパ ク質の細胞膜での発現量が、レンチナン処理により有意に低下す
ることが明らかになった。さらに、全反射照明蛍光顕微鏡観察により、レンチナン による細胞膜に存在する
TNFR1量の減少は、TNFR1の細胞膜への輸送が抑制されるためであることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Lentinan, β-1,3-1,6- glucan extracted from Lentinula edodes, has been shown
 that suppressed the intestinal inflammation. The suppressive mechanism of the gut inflammation 
induced by lentinan was demonstrated that the TNF-α receptor 1 (TNFR1) expressed on basal membrane 
of IECs was decreased. To elucidate the mechanism to regulate of TNFR1 expression on cell membrane 
by lentinan, the plasmid encoding TNFR1 and green fluorescent protein (GFP) fusion protein was 
transfected into Caco-2 cells and monitored the effect of lentinan on TNFR1 on the membrane. The 
expression level of TNFR1-GFP on the cell membrane decreased when Caco-2 cells were treated with 
lentinan. Furthermore, it made clear in total internal reflection fluorescence microscope 
observation that the number of TNFR1 appeared on cell membrane decreased by lentinan treatment, 
whereas that of TNFR1 disappeared from the membrane was nearly unchanged.

研究分野： 食品化学
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１．研究開始当初の背景 
 炎症性腸疾患（IBD）は、クローン病と潰

瘍性大腸炎に大別され、いずれも腹痛・下

痢・血便などを伴う QOL の悪い消化管の慢

性炎症疾患であり、難病に指定されている。

その原因として、食事性抗原や腸内細菌に対

する宿主免疫システムの異常な活性化が挙

げられている。治療としては、ステロイド剤

などの免疫抑制作用のある薬剤が使われて

いるが、その副作用が問題となっている。他

方、宿主腸管免疫システムでは、腸管上皮細

胞直下の粘膜固有層に樹状細胞をはじめと

する抗原提示能を持った貪食細胞が存在し、

M 細胞によって運搬された腸管管腔側の抗

原を取り込み抗原提示を行う。正常下では、

腸管粘膜固有層に存在する抗原提示細胞は、

IL-10などの抗炎症性サイトカインの産生や、

同じく IL-10 を高産生する制御性 T 細胞

（regulatory T 細胞；Treg 細胞）を誘導する

ことによって、常在細菌などに対して炎症応

答を起こさないようになっている（Andrew et 
al. Immunology Letters 119:22–31, 2008）。この

Treg 細胞は、CD4 陽性 T 細胞の一亜群であ

り、転写因子 forkhead box P3 （Foxp3）を発

現することを特徴としており（Cell. 133, 
775–787, 2008.）、IL-10 を産生することで自己

反応性 T 細胞の増殖・活性化を抑え、免疫寛

容の維持、過剰な免疫応答の抑制に必須の細

胞として働いている。Treg 細胞は、全身のあ

らゆる臓器に存在しており、CD4 陽性 T 細
胞の約 10％をしめる。一方、小腸・大腸にお

いては、Treg 細胞の割合は極めて高く、CD4 
陽性 T 細胞の約 30％以上を占めている。こ

のことは、消化管においては Treg 細胞が免

疫応答において重要な働きをしていること

を意味している。 
 
２．研究の目的 
 日々摂取する食品の量的・質的コントロー

ルによって、食品因子→小腸上皮細胞→免疫

システム→腸神経系の機構的連結を統制す

ることが可能であることが明らかとなって

きている。すなわち、食品因子による生体の

恒常性維持や免疫生体防御を有益な方向に

統制する方法やこれに基づく応用技術を開

発することで、免疫応答の異常が引き金とな

っている炎症性腸疾患（IBD）、アレルギーや

自己免疫疾患を治療あるいは予防すること

ができると考えられる。本研究では、小腸上

皮様培養細胞とナイーブＴ細胞を用いた新

規共培養系モデルを開発し、腸管を介して免

疫細胞応答の異常を抑制する食品因子の探

索および免疫細胞への情報伝達の解明を行

う。 
 レンチナンはシイタケの子実体に含まれ

る多糖、β-1,3-1,6-グルカンである。我々の

研究室では、レンチナンが in vivo, in vitro
腸管炎症モデルで抗炎症効果を示すこと、お

よび腸上皮細胞に発現している何らかの受

容体によって認識されることを明らかにし

た。また、この腸管炎症抑制の機構としては、

腸上皮細胞基底膜側に発現している TNF-α
受容体である TNFR1 の発現量が減少し、そ

れに伴いNF-κBの核内移行が抑制され、IL-8
の産生量が減少することが明らかになって

いる。そこで本研究では、レンチナンが誘導

する腸上皮細胞における TNFR1 の細胞膜発

現調節機構を TNFR1-GFP 融合タンパク質

を用いて可視化することで検証した。 
 
３．研究の方法 
①小腸上皮細胞上のレンチナン受容体の同

定 
 小腸上皮細胞上には受容体 Toll-like 
receptor (TLR)1～10 が存在しており、それぞ

れ特有のリガンドを認識し、自然免疫を司っ

ている。これらの受容体のうちどの受容体を

介して小腸上皮細胞は食物繊維を認識する

のかを特定するため、それぞれの受容体中和

抗体を用いて Caco-2 細胞に処理した後、レン

チナンあるいはフコイダンを添加し、Caco-2
からのTGF-産生増強が打破されるかどうか

を検討する。また、特にレンチナンについて

は、最近になって β－グルカンレセプターと

して見つけられた Dectin-1 あるいは 2 につい

ても同様に検討を行い、レンチナンを認識す

る小腸上皮細胞上受容体を特定する。 
②レンチナン受容体の再確認 
特定できた受容体が本当に機能している

のかを確認するために、受容体をノックダウ

ンした Caco-2 細胞を作成して、疑似腸管イン

ビトロモデルシステムに応用し同様の実験

を行う。 
③TNFR1-GFP 融合タンパク質によるレンチ

ナン処理化での動態 
TNFR1 と GFP の融合タンパク質を Caco-2



細胞に発現させ、レンチナンを添加し 6 時間

反応させた後に、抗 TNFR1 抗体で細胞膜上

に発現する TNFR1 を蛍光免疫染色後、共焦

点レーザー顕微鏡（CLFM）を用いて観察し

細胞膜上の TNFR1 の発現変化を評価した。

また細胞膜上に発現・消失する 1 分子 TNFR1
の動きを、全反射照明蛍光顕微鏡（TIRF）を

用いて観察した。 
 
４．研究成果 

（１）自然免疫で知られている受容体の中和

抗体を in vitro 腸管炎症 モデル系の小腸上皮

細胞側(Caco-2 細胞)に前処理したところ、

Dectin-1 処理区でのみ有意な抑制が認められ

た（図１）。このことを in vivo でも確認する

ため、Dectin-1 KO マウスを用いた DSS 誘導

腸炎モデルマウスを行った。その結果、Wild
型ではレンチナンによる抑制が認められた

のに対して、KO マウスではその効果は予想

通り キャンセルされた。以上の結果から、

レンチナンによる抗炎症効果は、腸上皮細胞

に発現している Dectin-1 を介して引き起こさ

れることが明らかとなった。 
（２）レンチナンによる腸管炎症抑制の機構

としては、腸上皮細胞基底膜側に発現してい

る TNF-α受容体である TNFR1 の発現量が減 

少し、それに伴い NF-B の核内移行が抑制さ

れ、IL-8 の産生量が減少することが明らかに

なっている。そこで本研究では、レンチナン 
が誘導する腸上皮細胞における TNFR1 の細

胞膜発現調節機構を可視化することで検証

した。TNFR1 と GFP の融合タンパク質を

Caco-2 細胞 に発現させ、レンチナンを添加

し 6 時間反応させた後に、抗 TNFR1 抗体で

細胞膜上に発現する TNFR1 を蛍光免疫染色

後、共焦点レーザー 顕微鏡（CLFM）を用い

て観察し細胞膜上の TNFR1 の発現変化を評

価した。GFP 発現細胞のうち、GFP の蛍光が

膜上の TNFR1 と共局在する細胞の数を比較

したところ、内部ドメインを除去するほどに、

細胞膜での発現率が上昇することが明らか

になった。従って、内部ドメインすべてを除

去した TNFR1 と GFP を融合させた TNFR1―
GFP を実験で用いた。 
 CLFM での観察により、TNFR1 と GFP の融

合タンパク質では Caco-2 細胞の細胞膜上に

は発現しないが、内部ドメ インを除去した

TNFR1 と GFP の融合タンパク質は細胞膜上

に発現するようになること、またその内部ド

メイン除去 TNFR1-GFP 融合タンパ ク質の

細胞膜での発現量が、レンチナン処理により

有意に低下することが明らかになった（図２)。 

さらに、全反射照明蛍光顕微鏡（TIRF）で

の観察により、レンチナン 処理によって細

胞膜上に発現してくる TNFR1 数が減少した

のに対して、消失していく数は大きく変化し

なかったことから、レンチナン による細胞

膜に存在する TNFR1 量の減少は、TNFR1 の
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図１．腸管炎症モデルにおける抗Dectin-1抗体の効果
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細胞膜への輸送が抑制されるためであるこ

とが明らかとなった。 
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