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研究成果の概要（和文）：プロバイオティクスの培養上清を分離・精製して、菌由来の新規消化管抗線維化物質
を探索した。Lactobacillus caseiの培養上清から候補分子としてFerrichromeを同定したが、抗腫瘍活性のみを
認め、抗炎症・抗線維化作用は認められなかった。一方、Lactobacillus brevis培養上清から同定されたポリリ
ン酸はマクロファージのTLR4を介して、IFNα/β-JAK/STAT系シグナルを制御し、抗炎症作用を発揮した。本研
究では新規物質の同定には至らなかったが、今後もプロバイオティクス由来の新規抗炎症抗線維化物質の探索を
継続する。

研究成果の概要（英文）：I explored the effective molecules derived from probiotic conditioned-media 
and identified ferrichrome as a candidate anti-fibrotic molecule. However, ferrichrome did not 
exhibit an anti-fibrotic function, although it did have a strong anti-tumor function. A bioactive 
polyphosphate derived from Lactobacillus brevis exhibited an anti-inflammatory function through the 
regulation of TLR4-IFNα/β-JAK/STAT signaling. I have not identified new materials derived from 
probiotics in this study but will continue to search for new anti-inflammatory antifibrosis 
materials derived from effective molecules exhibiting anti-fibrotic activity in probiotic 
conditioned-media.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 線維化を伴う消化器疾患はクローン病や潰
瘍性大腸炎などの慢性炎症性腸疾患をはじ
めとして多数存在する。炎症性腸疾患では
TGF- β  (Lawrance IC, Inflamm Bowel 
Dis,2001）、collagenous colitis では VEGF
やFGFなど(Taha Y, World J Gastroenterol. 
2006)、放射線性直腸炎では VEGF や HIF(F. 
Traub, Int J colorectal Dis, 2012)、好酸球性
食道炎では IL-13(Peter M, Gut, 2012)の過
剰発現が病因に関係するとされ、それぞれの
疾患によって異なった線維化メカニズムが
存在すると考えられる。また申請者は、虚血
に伴う腸管障害・線維化について、臨床経過
を中心に解析し、虚血再灌流障害により重篤
化する症例を経験、報告した(Kashima S, et al. 
Gut, 2011)。以上のような原因で起こる線維化
は、高度の消化管狭窄や重篤な下痢などの症
状を呈する。しかし、消化管線維化の詳細な
メカニズムは不明であり、薬物療法も確立さ
れていない。 
一方、消化管狭窄を来す代表的な疾患であ

るクローン病の患者では、健常者と異なった
腸内細菌叢を形成していることが知られて
いる(Qin J, Nature, 2010)。また、手術後の
消化管線維化や癒着に腸内細菌叢の変化が
関与していることも報告されている(Bothin 
C, Br J Surg, 2001)。すなわち消化管の線維
化形成の過程で、宿主-腸内細菌叢相互作用の
異常が関与していると推測されるが、その詳
細については不明である。申請者は、これま
でに、慢性腸炎モデルと各種細胞株を用いた
検討で、麦芽乳酸菌由来の活性物質（ポリリ
ン酸）が ①腸管炎症の改善効果を有するこ
と、②組織学的線維化を改善すること、③線
維化促進分子である TGFβや CTGF の過剰
発現の正常化すること、を明らかにした
(Kashima S, Transl Res, 2015)。すなわち、
腸内細菌が抗線維化作用を有する活性物質
を分泌し、消化管組織の線維化を抑制すると
いう、新しい宿主‐腸内細菌相互作用の存在
を示した。 
２．研究の目的 
成果を発展させ、本研究では、①乳酸菌、
ビフィズス菌やバシラス菌などのプロバイ
オティクスが産生する新規の抗線維化物質
を同定すること、②機序がことなる線維化モ
デルを用いて菌由来の抗線維化物質の効果
とその作用機序を明らかにすることを目的
とした。 
３．研究の方法 
(1)① In vitro（TGF-βや IL-13、各種増殖
因子などで線維化を促進させた線維芽細胞
株など）およびマウス TNBS 慢性腸炎モデル
やマウス DSS 慢性腸炎モデルに各種腸内細
菌の培養上清を投与することにより、線維化
抑制活性を持つ培養上清を選択する。これら
の培養上清を各種カラムにて分離し，活性の
ある分画を絞り込む。HPLC にて活性分画内
の物質が単一成分であることを確認したの

ち、質量分析や糖鎖分析などの手法を用いて
活性物質の構造を決定する。 
② ①で同定した菌由来線維化抑制物質を

化学合成し、種々のマウス慢性腸炎モデルや
線維化モデルに投与して、肉眼的および組織
学的な線維化改善効果を検討する。この過程
で変化の見られる線維化関連分子や炎症関
連メディエーターについて、トランスクリプ
トーム解析により網羅的に解析する。変化が
あった分子については、特異的な siRNA も
しくは過剰発現ベクターを作成してマウス
慢性腸炎モデルに導入し、菌由来線維化抑制
物質の組織学的な効果の変化を検証して、菌
由来物質の作用メカニズムを明らかにする。
また腸上皮細胞膜の各種受容体や輸送体、接
着分子に対する siRNA を HVJ envelope を
用いてマウス慢性腸炎モデルの腹腔内へ導
入して、菌由来物質の効果の変化を検討し、
腸管上皮における菌由来線維化抑制物質の
認識に関連する分子を同定する。 
(2) 消化管以外の線維化マウスモデルにお
けるポリリン酸の抗炎症・抗線維化作用を免
疫染色・Western Blot 法・real-time PCR 法
などを用いて検討する。  
４．研究成果 
(1) 各種乳酸菌およびビフィズス菌、バシラ
ス菌の培養上清を作製した。これらの培養上
清には種々の程度の Hsp 誘導活性が見られ、
こ れ ま で に 同 定 し た competence and 
sporulation factorおよびポリリン酸が腸管
保護活性物質であると推定されたが、他に腸
管保護活性を持つ物質は同定されていない。 
一方で、Lactobacillus casei 由来の培養

上清より抗腫瘍活性がみられ、活性物質とし
てFerrichromeが同定された(Konishi H, Nat 
commun, 2016)(Ijiri M, tumour boil, 2017)。
抗腫瘍効果のメカニズムにつき、さらなる解
析をすすめている。 
(2)(1)で同定した Ferrichrome が抗炎症・抗
線維化作用を有するかについて、腸管上皮細
胞株(Caco-2/BBE 細胞)やマクロファージ様
細胞株(THP-1 細胞)を用いて解析したが有意
な抗炎症・抗線維化作用を認められなかった。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１.Ferrichrome 投与による細胞株における炎症・線維
化関連分子の変化(A:腸管上皮細胞 LPS 刺激下での IL-1
β、TGF-の変化、B:単球系細胞 LPS 刺激下での IL-1



β、IL10 の変化 real-time PCR 法）
(3) ポリリン酸はマクロファージ様細胞株
(THP-1 細胞)において LPS 刺激で惹起された
炎症に対して抗炎症作用を有していた(図 2)。
Preliminary な検討では、ポリリン酸は 
flagellin（Toll-like receptor(TLR)5 へ作
用する）や Lipoteichoic acid( TLR2 へ作用)
の効果を減弱することはなく、TLR 2・TLR 5
を介した抗炎症作用はないものと考えられ
た。ポリリン酸が TLR4 へ作用し、抗炎症作
用を発揮するのかを解析するため、His 
tag-TLR4/MD2 recombinant protein を 32P-ポ
リリン酸へ結合し、抗 6xHis 抗体を用いた免
疫沈降を行い、アイソトープ活性を評価した
ところ、LPS 投与により低下傾向がみられた
ことより、ポリリン酸はマクロファージ上の
TLR4 へ作用し抗炎症効果を発揮する可能性
が考えられた。さらにトランスクリプトーム
解析により、IFN-α /β signaling via 
JAK/STAT （ P=1.730E-11 ） や Vascular 
endothelial cell damage in 
SLE(P=3.576E-06）などの経路が強く関係し
ているという結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2.ポリリン酸投与によるマクロファージ様細胞株
(THP-1 細胞)における炎症・線維化関連分子の変化 
real-time PCR 法 *:P<0.05、**:P<0.01）
(4) 消化管以外の線維化マウスモデルにお
ける、ポリリン酸投与の有効性を検証するた
め、熱傷マウスモデルを用いて解析した。熱
傷の面積（図 3）および炎症・線維化関連サ
イトカイン（図 4）の有意な低下はみられず、
長鎖ポリリン酸による熱傷に伴う皮膚損傷
の有意な改善効果は認めない結果となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
図 3.熱傷マウスモデルにおける熱傷面積の変化の検討 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図ポリリン酸投与による熱傷マウスモデルの腸管組織

中の炎症関連サイトカインの変化（real-time PCR 法） 
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