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研究成果の概要（和文）：Wntシグナルを制御するR-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43系に対するアッセイ系を用
いて腸管幹細胞刺激因子を健常者腸内細菌叢由来代謝産物より探索する。出発試料である健常者由来大腸内視鏡
排液の収集準備をすすめると同時に、本学所有の低分子化合物ライブラリーを探索し、R-spondin作用増強化合
物を2つ同定した。これは本アッセイ系が探索研究に耐えうる優れた系であることを実証する。また他施設との
共同研究において、常在性腸内細菌叢由来のメタボライトを54種類同定した。今後は内視鏡排液より抽出された
低分子画分のみならずこれらメタボライトの生理活性の検定を継続する。

研究成果の概要（英文）：This study is being conducted to identify gut microbiota-derived metabolites
 that stimulate intestinal stem cells.  Utilizing a novel assay system targeting 
R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43 axis, we first screened a small-molecule compound library and 
identified 2 unique compounds that enhance R-spondin activities.  This proof-of-concept experiment 
suggests that this newly established assay is well suited for biochemical purification of bioactive 
metabolites from crude microbiota-derived extracts. We also conducted comprehensive metabolomic 
analysis and identified 54 metabolites from fecal extracts of germ-free mice that had received fecal
 microbiota transplantation (FMT). The biological activities of these metabolites are currently 
being examined.

研究分野：消化器内科学、消化器内視鏡学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの腸管内には 1000 種類以上の多種多様
な細菌が棲息し、複雑な微生物生態系を形成
している。近年の研究により、腸内細菌は宿
主の生理機能に極めて大きな影響を及ぼす
ことが明らかとなった。例えば、無菌マウス
は通常の腸内細菌叢を持つマウスに比べて
肥満に対する抵抗性があり、肥満マウスの腸
内細菌叢を正常マウスに移植すると体脂肪
の蓄積が亢進することが知られている。また
慢性炎症は大腸癌発生に関わる危険因子の
一つであると考えられているが、その作用機
序として慢性炎症による腸内細菌叢の変化
が重要であると最近報告された。 
 これらの研究結果は、Fecal microbiota 
transplantation（FMT: 腸内細菌叢移植）な
どの方法による腸内細菌叢の制御が、様々な
疾患の治療・予防につながる可能性を示唆し
ており、実際に海外ではClostridium difficile
による再発性の偽膜性腸炎に対して FMT が
施行され、81％の患者で改善が認められたと
いう驚くべき報告がなされた。しかしながら、
この治療の基盤となる分子メカニズムに関
しては未だに不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
健常者の腸内細菌叢移植が、炎症性腸疾患や
Clostridium difficile による再発性偽膜性腸
炎に著効したという報告に基づき、申請者ら
は“健常者腸内細菌叢が産生する代謝産物中
に、腸管上皮にある成体幹細胞の増殖を刺激
する生理活性物質が存在する”との作業仮説
を立てた。そこで本申請研究では、健常者由
来大腸内視鏡排液から抽出した腸内細菌叢
由来の代謝産物を、申請者らが新規に樹立し
たアッセイ系を用いて網羅的かつ系統的に
スクリーニングすることで、腸管上皮幹細胞
増殖刺激物質の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
LGR4/5/6 と ZNRF3/RNF43（Wnt 受容体を基質
とする細胞膜型 E3 ligase）は細胞膜上で複
合体を形成し、その複合体が Wnt シグナル増
強作用を有する分泌蛋白質R-spondinの受容
体として機能する。LGR5 が腸管幹細胞マーカ
ー で あ る こ と か ら 、
R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43 系は腸管
幹細胞において重要な働きをしていると推
察 さ れ る 。 申 請 者 ら は 、 こ の
R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43 系を直接
的に制御する物質のスクリーニングを可能
にする独自のアッセイ系を樹立した。この新
規 に 樹 立 し た
R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43 系に対す
るアッセイを用いて、健常者由来大腸内視鏡
排液より抽出した腸内細菌叢代謝産物をス
クリーニングする。 
①R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43 系の直
接的制御を通じて、腸管幹細胞の Wnt シグナ
ルを増強する生理活性物質の同定 

②活性物質の薬物動態評価 
③誘導体合成・活性評価及び構造活性相関解
析 
④in vivo における腸管上皮細胞再生効果の
検討 
 
４．研究成果 
スクリーニングの出発試料である健常者由
来大腸内視鏡排液の収集準備を適宜すすめ
ると同時に、パイロット実験として本学薬学
部創薬機構所有の低分子化合物コアライブ
ラリー（約一万種類の代表的な化合物群より
なる）をスクリーニングしたところ、
R-spondin の作用を増強する興味深い化合物
を 2つ同定できた。この結果は、独自に樹立
したアッセイ系が生理活性物質探索に耐え
うる優れたスクリーニングシステムである
ことを示唆している。また併行して慶応大学
薬学部長谷研究室との共同研究において、無
菌マウス、SPF マウス、SPF マウスの糞便を
移植された無菌マウス（糞便移植から3日後、
6日後、9日後、16 日後、23 日後にサンプル
採取）の盲腸内容物をメタボロミクス解析し
たところ、常在性腸内細菌叢依存的なメタボ
ライトを54種類同定することにも成功した。
今後は健常者由来大腸内視鏡排液から抽出
した低分子画分のみならずこれら同定され
たメタボライトの生理活性も本アッセイ系
を用いて検定していく予定である。 
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