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研究成果の概要（和文）：乳酸菌をホモジネートして、フラクションに分離し、細胞塊形成実験を行ったとこ
ろ、あるシングルフラクションに、細胞塊形成を引き起こす活性があることを見出した。この中には、リボソー
ムを構成するタンパク質が多く含まれることを見出した。そこで、乳酸菌からリボソームを超遠心法で精製し、
細胞塊形成実験を行ったところ、細胞塊が形成された。以上の結果から、リボソームが乳酸菌由来のリプログラ
ミング物質の可能性があることを明らかにした（Ito et al., revised）。

研究成果の概要（英文）：I homogenized the lactic acid bacteria (LAB) ,separated them to each 
fraction by chromatography, and performed the cell cluster formation assay. I found that a single 
fraction has cell cluster formation activity and it contained some proteins derived from the 
ribosome. Then, I purified the ribosome from LAB by the ultra centrifugation, and performed the same
 cell cluster formation assay. Interestingly, it showed the cell clusters formation. From these 
results, I confirmed that the reprogramming material from LAB is ribosome (Ito et al., revised).
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１．研究開始当初の背景 
約５億年前に誕生したヒドラ（腔腸動物）は、
エサを消化する「腸」をつくりだし、進化し
た腸は、捕食動物のあらゆる臓器の原始であ
ると考えられる。その捕食・消化吸収に欠か
せない共生細菌である乳酸菌は、「食すれば
医者いらず」とさえ言われほど、ヒト小腸の
主要な細菌である。しかしながら、学術とし
ての乳酸菌と小腸細胞の相互作用の実態は
ほとんど調べられていない。  
 我々のグループは、ヒト皮膚細胞が乳酸菌
を取り込むことにより細胞塊を形成し、多能
性を獲得することを世界で初めて報告した
（Ohta et al., PLOS ONE e51866, 2012）。
細胞にバクテリアを感染させ、宿主細胞にリ
プログラミングを誘導するというアイディ
アは全く新規で独創的なものであったにも
関わらず、私たちの結果を信じる研究者はほ
とんど存在しなかった。この発見に対する特
許は、国内外で特許を取得済みであり（日
本：第 6040494 号、アメリカ：US9587224）、
ヨ ー ロ ッ パ に は 申 請 中 で あ る
（PCT/JP2012/067544、特願 2013-82797）。 
 興味深いことに、2013 年に入り、末梢神
経系のシュワン細胞がハンセン病の原因で
あるライ菌（グラム陽性）に感染することに
より、シュワン細胞が幹細胞に分化転換する
という論文（Masaki et al., Cell 2013）が
発表された。すなわち、我々は世界に先駆け
て、バクテリアが細胞に感染して宿主細胞を
リプログラムし、その遺伝子発現に影響を与
える現象を報告したことになる。 
 
 
２．研究の目的 
我々は、ヒト皮膚細胞に乳酸菌を取り込ませ
ると、多能性細胞が作製できることを報告し
たが（Ohta et al., PLOS ONE 2012）、次の
問題は何が乳酸菌由来のリプログラミング
物質であるか？である。乳酸菌を大量培養後、
様々なクロマトグラフィーや質量分析法を
用いた生化学的解析により、乳酸菌由来リプ
ログラム物質がリボソームであることを見
出している（Ito et al., revised）。本研究
では、多能性獲得を担うリボソーム内の機能
ドメインの同定を目的とした。具体的には、
リボソームを大サブユニット、小サブユニッ
トと rRNA に分離し、細胞塊形成能を有する
領域を確認した後、個々のリボソームタンパ
ク質（発現ベクターは入手済み）と rRNA を
精製し、リプログラミングを担う機能ドメイ
ンを絞り込み、リボソームによる多能性獲得
機序を明らかにすることにより、細胞の多能
性獲得に関する新たなコンセプトの創出に
迫る。 
 
 
３．研究の方法 
トップダウン実験として、リボソームを大サ
ブユニット、小サブユニットとリボソーム 

RNA（rRNA）に分離し、それらを個別または
組み合わせてヒト皮膚細胞に取り込ませ、細
胞塊形成能を調べる。 
 精製した大腸菌リボソームの大サブユニ
ット、小サブユニット、並びに rRNA を用い
て細胞塊形成実験を行う。サンプルとしては、
①大サブユニット、②小サブユニット、③大
サブユニット＋小サブユニット、④rRNA、⑤
rRNA＋大サブユニット、⑥rRNA＋大サブユニ
ットを各々の濃度を調節しながら調べる。ポ
ジティブコントロールとしては、in vitro で
再構築されたリボソームを用いる。この実験
により、細胞塊形成能が各々のサブユニット
に存在するのか、またはリボソーム複合体と
しての構造が必要であるのかを明らかにで
きる。  
 
ボトムアップ実験としては、個々のリボソー
ムタンパク質（発現ベクターは入手済み）を
産生し、単独または他のタンパク質や rRNA 
との組み合わせにより、細胞塊形成能を調べ
る。これらの実験を繰り返し行うことにより、
細胞塊形成能を有するターゲットを絞り込
み、リボソーム内に存在するリプログラミン
グドメインを同定する。 
 我々が独自に確立した実験方法は、以下に
示すように簡便な方法であり、細胞塊形成活
性の判定を容易にフォローできる。１）ヒト
皮膚細胞（Human dermal fibroblast, Cell 
application 社）を培養する。２)トリプシ
ン＋EDTA 処理を行い、細胞をシングルセル
になるように懸濁する。３)トリプシン阻害
液を加えて反応を止め、細胞数をカウントし、
予めサンプルを加えておいた 4 well dish に
細胞を加え、数日後に細胞塊形成を観察する。
ポジティブコントロールとして、リボソーム
そのものを用いる。 
 大腸菌リボソームを構成する 54 種類の
タンパク質を産生する発現ベクター
（His-tag 付与）は、ナショナルバイオリソ
ースプロジェクト（遺伝学研究所）より入手
済みである。１）個々のリボソームタンパク
質発現ベクターを感染させた大腸菌を培養
後、IPTG 処理を行い、タンパク質合成を誘
導する。２）大腸菌をホモジェナイズし、
His-tag カラムをとおしてタンパク質を精
製し、各々のタンパク質を用いて細胞塊形成
を観察する。 
 予備的な実験では、これらのタンパク質の
中に細胞塊形成の活性を持つものが見つか
っており、今後さらなる解析を進める（未発
表データ）。リプログラミングタンパク質を
同定後は、以下の実験により細胞の多能性を
確認する 
１）抗多能性マーカー抗体（Oct4、Nanog な
どの多能性マーカータンパク質）による免疫
染色法。 
２）シングルセルレベルでの qPCR 法 による
多能性マーカー遺伝子の発現解析。 
３）細胞種特異的な分化誘導培養液による細



胞塊を構成する細胞の分化誘導。  
 
 
４．研究成果 
トップダウン実験 
リボソームを大サブユニットと小サブユニ
ットに分離を試みた。リボソーム学会でリボ
ソーム研究者から大サブユニットと小サブ
ユニットの分離はとても難しく、素人の私た
ちが精製を行っても必ずコンタミが存在す
ることを聞いた。そこで、乳酸菌からリボソ
ーム RNA を分離し、ヒト皮膚細胞を用いて細
胞塊形成実験を行ったが、リボソーム RNA 単
独では細胞塊形成能が無いことが明らかに
なった。大サブユニットと小サブユニットの
分離実験は行っていない。 
 
ボトムアップ実験 
個々のタンパク質を産生する発現ベクター
を感染させた大腸菌を培養後、IPTG 処理を
行ったが、タンパク質の産生が各々のタンパ
ク質で異なり、簡単にはタンパク質を産生・
精製できないことが分かった。しかしながら、
幾つかのタンパク質は His-tag カラムをと
おすことにより綺麗に精製できた。各々の精
製タンパク質を用いて細胞塊形成実験を行
ったところ、単独で細胞塊を形成できるタン
パク質が明らかになった。現在は、他のタン
パク質の精製を試みながら、このタンパク質
の機能解析を詳細に行っている。 
 
 リボソームに細胞をリプログラミングす
る活性があることは、乳酸菌を用いた研究の
場合と同様に、当初は全く予期していない結
果であった。その後、様々な学会等で聴衆の
方々から頂いた疑問点を１つ１つ解決する
ことにより、私たちはリボソームが細胞をリ
プログラミングできる活性を有することを
確信している。今後は、さらに研究を進め、
リボソームを構成する何がリプログラミン
グ因子であるかを解明していきたい。 
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