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研究成果の概要：腸管の恒常性の破綻に関与する過程として、腸管上皮細胞の腸内共生菌に対

する過剰応答、マスト細胞の活性化の２つに着目した。前者に関しては、微生物菌体の認識に

関わる分子の腸管上皮細胞特異的な転写制御機構の一端を明らかにし、後者についてはマスト

細胞のアレルギー応答が菌体成分を認識する受容体の１つである Toll like receptor 2 を介した刺

激により抑制されることを示した。これらは、腸管の恒常性の破綻を食品成分により抑制する

ための標的として有用である。 
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１．研究開始当初の背景 
腸管には、生体で最大の免疫系が存在する。

腸管免疫系は、食餌成分、腸内共生菌、病原

性微生物を正確に認識して、生体に有益なも

のに対しては攻撃・排除せず、生体に有害な

もののみを攻撃する巧妙な機構を保持して

いる。この恒常性が何らかの理由で破綻する

と、過剰な炎症反応が引き起こされ、食物ア

レルギーや炎症性腸疾患など様々な疾患に

つながることとなる。腸管の免疫系の恒常性

の維持機構、およびその破綻から罹患へと至

る過程を解明し、その制御方法を見出すこと

は、これらの疾患に対する治療・予防へ応用

できることが期待できる。 
本研究では、腸管の恒常性の破綻から罹患

に至る様々な過程のうち、まず、１つは、炎

症性腸疾患において腸内細菌に対する上皮

細胞の過剰な応答が観察されるケースが多

いことから、腸管上皮細胞(IEC)の腸内細菌に

対する応答性に着目した。腸管上皮において

 



 

は、菌体成分を認識する受容体である Toll- 
like receptor (TLR)の発現が低いこと、また、

TLR からのシグナルを負に制御する分子で

ある Toll-interacting protein(Tollip)の発現が亢

進していることが報告されており、IEC が腸

内共生細菌に対して過剰に応答することな

く、恒常性を維持するための１つの機構とし

て機能していると考えられている。これらの

分子の発現は、IEC においては単球など他の

種類の細胞とは異なる特有の機構で制御さ

れていると考えられるが、その機構は明らか

にされていなかった。 

 また、腸管の恒常性の破綻に関与するもう

１つの過程として、マスト細胞の活性化に着

目した。アレルギーの責任細胞として広く知

られているマスト細胞は、主に外界と接する

粘膜や皮膚に存在し、本来は、自然免疫応答

を誘導することにより、生体防御の役目を果

たしている。腸管に存在するマスト細胞も、

口から侵入してくる病原菌等に対する防御

機能を担っているが、その一方で、食物や腸

内細菌といった抗原に対しては過剰に応答

しないような機構が備わっていると考えら

れる。しかし、食物アレルギーや炎症性腸疾

患においては、何らかの理由でこの恒常性が

崩れ、これらの抗原に対するマスト細胞の過

剰な応答が観察される。食物アレルギーや炎

症性腸疾患の病変部では、実際にマスト細胞

数の増加が認められ、マスト細胞が、症状へ

直結する腸管上皮の透過性の亢進等を誘導

して病態形成に関与していることが知られ

ている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、腸管の恒常性の破綻から罹患に

至る様々な過程のうち、（１）腸内共生細菌

に対する腸管上皮細胞の過剰応答、（２）マ

スト細胞の活性化の２つの過程の分子機構

を解明することを目的とする。さらに、その

制御方法を開発することを目指し、特に、食

品成分による制御方法の開発を主な目的と

する。 
 
３．研究の方法 
（１）腸内共生細菌に対する腸管上皮細胞の
過剰応答の制御 
まず、ヒト IEC 株および単球株における

TLR2、TLR4、Tollip の mRNA および細胞内

外のタンパクの発現、遺伝子の 5’領域の転写

活性化能をそれぞれ定量 PCR、免疫沈降、

FACS、レポーターアッセイにより測定した。

その結果、転写レベルでの制御が重要である

ことが明らかになった TLR4、Tollip 遺伝子に

ついて、レポーターアッセイにより、5'領域

の転写制御エレメントを IEC株および単球株

で比較した。細胞株より調製した核抽出物を

用いたゲルシフトアッセイ等により、同定し

た転写制御エレメントを介した IEC株に特異

的な転写制御機構についての詳細な解析を

行った。 
（２）マスト細胞の活性化の制御 

IEC株とマスト細胞の in vitro共培養系を用

い、IgE/抗原、菌体成分を添加してマスト細

胞 を 刺 激 し 、 透 過 性 の 変 化 を

TER(transepithelial electrical resistance)を指標

として経時的に測定した。一方、ラット好塩

基球性白血病株 RBL-2H3 及びマウス骨髄

由来培養マスト細胞 (BMMC)を用い、 in 
vitro に お い て Bifidobacterium 
pseudocatenulatum JCM 7041(Bp)菌体超音

波破砕物、Bp 由来菌体成分、合成 TLR2 リ

ガンド Pam3CSK4 が IgE 及び抗原刺激時の

脱顆粒、アラキドン酸代謝産物の産生、炎

症性サイトカインや Th2 サイトカインの産

生にどのように作用するかを解析した。さ

らに、マスト細胞が誘導する in vivo での血

管透過性の亢進に及ぼす影響を評価した。

また、細胞内シグナル分子の活性化に及ぼ

す影響をウェスタンブロティングにより

解析した。 
 
４．研究成果 
（１）腸内共生細菌に対する腸管上皮細胞の
過剰応答の制御 

TLR2 及び TLR4 リガンド刺激による IEC
株の IL-8 産生量は、細胞表面上の各 TLR の

発現量に依存し、TLR2 では主に翻訳後レベ

ルで、TLR4 では主に転写レベルで決定され

ることが示された。さらに、TLR4 遺伝子の

転写レベルでの発現制御に関わる IEC特異的

な転写抑制エレメント及びこのエレメント

に結合する核因子の存在が示唆された。また、

IEC 株においては 5’領域の DNA メチル化

とヒストン脱アセチル化により、TLR4 遺

伝子の転写が抑制され、LPS に対する応答

性が低く保たれることが明らかとなった。

一方、TLR からのシグナルを負に制御する

Tollip をコードする遺伝子の 5’領域の転写活

性化能は単球株より IEC 株で強く、単球と

IEC における転写制御には異なる核因子が関

 



 

与していた。また、5’領域中の転写制御に

重要な配列に結合する転写因子の１つとし

て Elf-1 を同定した。Elf-1 はヒト単球株で

は Tollip 遺伝子の転写を抑制したが、IEC
株では抑制作用を示さなかった。 
これらの菌体認識に関わる分子の IEC 特

異的な制御機構が腸内細菌との共生の維持、

そしてアレルギーの制御等に関与する可能

性が考えられる。 
（２）マスト細胞の活性化の制御 
マスト細胞のIgE/抗原刺激による活性化が

IECの透過性亢進を誘導することをin vitroに
て確認した。脱顆粒の程度と透過性亢進の度

合いは相関しており、マスト細胞の脱顆粒に

より放出される成分が透過性の亢進を誘導す

ると考えられた。また、マスト細胞の活性化

に必須のFcεRIγ鎖の発現を協調的に活性化す

る転写因子を同定した。 
Bp菌体あるいはPam3CSK4 による前処理

によりRBL-2H3 及びBMMCのIgE/抗原刺激
時の脱顆粒が抑制された。Pam3CSK4 は
RBL-2H3 細胞のロイコトリエンC4、IL-13、
TNFα の 産 生 も 抑 制 し た 。 一 方 、
MyD88-/-BMMCでは、Bpによる抑制効果は
部分的にのみ認められ、Pam3CSK4 による
抑制効果は認められなかった。したがって、
Bpによる抑制効果の一部がTLR2 依存的で
あることが明らかとなった。さらに、
Pam3CSK4 はマスト細胞が誘導するin vivo
における血管透過性の亢進をMyD88 依存
的に抑制した。また、Pam3CSK4 処理によ
り、IgE/抗原刺激時の細胞内Ca2+濃度の上
昇、Erkの活性化の抑制が観察された。 
以上の結果から、特定の腸内細菌あるい

はプロバイオティクスが TLR2 を介してマ
スト細胞のアレルギー応答を調節する可能
性が示された。 
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