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研究成果の概要（和文）：ヒト上皮細胞から分泌されるLCN2と菌が産生するSiderophoreの複合体は，過度の炎
症から腸管細胞を保護することが知られている。本研究では、各種Siderophoreについて腸管保護作用のマーカ
ー分子の発現誘導能を解析し、腸管保護作用を発揮するSiderophore Xを同定した。また、そのメカニズムは腸
管上皮細胞の分化、成熟を促進することで発揮されていると示唆された。よってSiderophore Xは新規の炎症性
腸疾患治療薬として臨床応用される可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Previous studies have suggested that Siderophore-LCN2 complexes protect the
intestinal cells from excessive inflammations. In this study, we show that siderophores strongly 
induce intestinal molecules exerting protective effects in the intestine. Then, we found that 
siderophore X had novel protective functions for the intestine through promoting differentiation and
 maturation of the epithelial cells.Therefore, siderophore X may be a potential therapeutic agent 
for protecting intestinal epithelial cells from inflammatory bowel diseases.

研究分野：消化器内科学

キーワード： Siderophore　炎症性腸疾患　腸管保護
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プロバイオティクスは宿主に有益な作用をもたらす微生物であり、古くから疾患の治療薬として応用可能ではな
いかと考えられてきた。近年は、糞便移植やプロバイオティクスの組み合わせ投与などにより、疾患を治療する
研究が進められている。しかしながら、プロバイオティクスがどのようにして宿主細胞に作用するのかは不明な
点が多い。本研究成果により、プロバイオティクス由来物質とヒト由来LCN2による複合体形成を介した新しい
host-microbe interactionの学術分野が創造されるとともに，この複合体を用いた新規腸炎治療薬開発の基盤的
成果が得られる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Lipocalin2(LCN2)は腸管上皮や好中球から分泌される蛋白であり，細菌が分泌する金属キレート
分子 Siderophore と結合し，細菌の鉄獲得を阻害する。その際形成される Siderophore-LCN2 複
合体は，菌による免疫阻害作用や過度の炎症から細胞を保護することが知られている。しかし，
LCN2 と結合する菌由来 siderophore は数種類しか同定されておらず，腸管上皮における
Siderophore-LCN2 複合体の認識機構や作用機序は不明である。私は乳酸菌由来の Siderophore
である Ferrichrome が胃癌細胞に対して抗腫瘍作用を有すること，結合分子のシミュレーショ
ン解析により抗炎症作用と関連する複数のヒトタンパク質と相互作用を持つことを明らかにし
た。 
 
２．研究の目的 
ヒトに対して安全なプロバイオティクスから，LCN2 と結合し抗炎症作用を発揮する結合物質を
同定し，その作用機序を解明する。これによりプロバイオティクス由来物質とヒト由来 LCN2 に
よる複合体形成を介した新しい host-microbe interaction の学術分野が創造されるとともに，
この複合体を用いた新規腸炎治療薬開発の基盤的成果が得られる。 
 
３．研究の方法 
(1)HSPs 誘導能を持つ Siderophore 類の同定 
17種類のSiderophoresを大腸上皮細胞株であるHCEC-1CT細胞およびCaco2/bbe細胞に処置し、
腸管バリア増強因子である HSPB1 および HSPA1A の発現を誘導する Siderophore を RT-PCR およ
び Western blotting により選別する。 
 
(2)in vitro マンニトール露出試験による Siderophore X による腸管保護作用の検討 
トランスウェル上で Caco2/bbe 細胞を腸管上皮用シート状に分化させ、(1)で同定した
Siderophore X を管腔則側へ 24 時間処置する。続いて 3H 標識マンニトールおよび酸化ストレス
を付加し、基底膜側へ漏出したマンニトール量を計測することで腸バリア増強作用を持つかを
確認する。 
 
(3)Ex vivo マンニトール露出試験による Siderophore X による腸管保護作用の検討 
6～10 週齢のマウスより摘出した小腸に Siderophore X を封入し、2時間培養する。続いて 3H標
識マンニトールおよび酸化ストレスを付加し、基底膜側へ漏出したマンニトール量を計測する
ことで腸バリア増強作用を持つかを確認する。 
 
(4)Siderophore X による腸管バリア増強作用の作用メカニズムの解明 
腸管上皮細胞 Caco2/bbe 細胞に(1)で同定した腸管保護作用を持つ Siderophore X を投与し、
mRNA の発現量変化をトランスクリプトーム解析により網羅的に解析する。変化が認められた
mRNA を対象にパスウェイ解析を行い細胞シグナル関連分子の活性変化を解析する。 
 
(5)Siderophore X による免疫担当細胞への作用の検討 
ヒト末梢血由来単核球（PBMC）を遠心分離用密度勾配により分離・回収し、CD14 陽性細胞を濃
縮した後 M-CSF を添加した培地でマクロファージへと分化させる。LPS でマクロファージを活性
化させ、Siderophore X を添加した際の炎症関連サイトカインの発現量変化を解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) HSP 誘導能を持つ Siderophore X の同定 
種々の siderophores を腸管上皮細胞に処置したところ
Siderophore X は強い HSPs 誘導作用を発揮した（図 1）。 
 
 
 
図 1．Western blotting による HSPs 誘導の確認 
HCEC-1CT 細胞に Siderophore X を処置し、24時間後に蛋白質
を回収した。Siderophore X は処置濃度依存的に HSPB1 およ
び HSPA1A の発現誘導を認めた。 
 
 
 
 



(2)Siderophore X による腸管保護作用の検討 
in vitro および Ex vivo 系により Siderophore X の腸管保護作用を検討した。その結果、酸化
ストレスによる腸管障害は Siderophore X の処置により改善した（図 2）。 
 
図 2．in vitro および Ex vivo におけるマンニトール露出試験 
腸管上皮細胞に Siderophore X を反応させ、酸化ストレスに対する腸管保護活性を検証した。in 
vitro 試験では 100μg/mL Siderophore X を（A）、Ex vivo 試験においては 1μg/mL 以上の
Siderophore X を（B）添加した際に腸管保護活性が確認された 
A     B 

 
(3) Siderophore X による腸管バリア増強作用の作用メカニズムの解析 
腸管上皮細胞である Caco2/bbe 細胞に Siderophore X を添加し、24時間後に RNA を回収後、ト
ランスクリプトーム解析を行った。MetaCore ソフトを用いたパスウェイ解析を行ったところ、
細胞の分化を促進するシグナルが変動していることが明らかになった。これにより腸管上皮の
成熟が促進され腸バリアの増強作用が生じているものと推察された。 
 
(5)Siderophore X による免疫担当細胞への作用の検討 
ヒト末梢血由来単核球（PBMC）より構築したマクロファージを LPS で活性化させ、Siderophore 
X を添加した。その結果 IL6、IL10、IL12B、CXCL9 といった炎症関連サイトカインの発現量が有
意に改善した。一方で、プレドニゾロンと比較するとその炎症関連サイトカインの改善作用は弱
く、Siderophore X はマクロファージに対する免疫反応の不活化作用ではなく、腸管保護作用を
主として発揮する分子であることが示唆された。 
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