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研究成果の概要（和文）：宿主腸管は，腸内細菌由来の活性物質を種々の細胞膜分子により認識
して，腸内環境情報を取得し腸管ホメオスターシスを維持していると考えられているが，その
詳細なメカニズムについては部分的に解明されているのみである．本研究では，宿主の細菌認
識機構に関係する腸管上皮細胞膜の分子について解析し，細胞膜トランスポーターや接着分子
を介した新しい腸内環境の認識機構を明らかにした．本研究により，バシラス菌由来の腸管保
護物質である competence and sporulation factor (CSF)が，細胞膜トランスポーターである
OCTN2 によって腸管上皮細胞に取りこまれ，30-60 分後にその一部は核内に取り込まれてい
くことを明らかにした．さらに，新規乳酸菌 SBC88 由来の腸管保護活性物質を同定し，この
活性物質は細胞内には取り込まれず，上皮細胞表面のインテグリンの一種を介して細胞表面に
吸着し，腸管保護作用を発揮することを明らかにした．また，取り込まれた活性物質は MDR-1
をはじめ複数の細胞膜トランスポーター等から排出されると考えられた．以上から，腸内細菌
の認識機構は菌由来活性物質の種類によって様々であり，細胞内に取り込まれて効果を発揮す
る場合や，細胞表面に吸着して効果を発揮する場合がある．また，その排出機構には複数の細
胞膜分子が関与しているものと考えられた． 
 
研究成果の概要（英文）：The mammalian intestines maintain intestinal homeostasis by 
monitoring the intestinal condition through the recognition of the status of commensal 
bacteria. However, the mechanisms underlying the host-bacterial interaction are 
insufficiently understood. The present study proposes novel systems to sense 
bacterial-derived effecters through epithelial membrane transporters and integrins. This 
investigation demonstrated that a Lactobacillus brevis SBC88-derived effector was 
recognized through its binding with epithelial integrins, while a Bacillus subtilis-derived 
effector, competence and sporulation factor (CSF), was taken up by a membrane 
transporter, OCTN2. Conversely, the up-taken CSF was partially excreted by MDR-1, but 
most of the CSF in the cytoplasm was though to have been released by other mechanisms. 
Taken together, the recognition system for intestinal bacteria appears to be regulated by 
many molecules, including OCTNs, MDRs and integrins. 
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１．研究開始当初の背景 
消化管のホメオスターシス維持における

腸 内 細 菌 叢 の 果 た す 役 割 は 大 き い
(MacDonald TT, et al. Science 2007)．また，
腸内細菌叢の異常が，炎症性腸疾患(IBD)や
腫瘍性病変の病態に深く関連していること
は良く知られている．この宿主と腸内細菌の
相互作用の架け橋として，菌体成分の受容体
である TRLs (Brightbill HD, et al. Science 
1999) や NODs (Kobayashi KS, et al. 
Science 2005)の重要性が明らかにされ，宿主
―腸内細菌相互作用のメカニズムの一端が
解明された．一方，細胞膜トランスポーター
で あ る ， Multi-drug resistant gene -1 
(MDR1) や Novel organic cation 
transporters(OCTNs)の遺伝子多型が IBD
に高率に認められることが明らかにされ
(Schwab M, et al. Gastroenterology 
2003)(Peltekova VD, et al. Nature Genetics 
2004)，腸管炎症と細胞膜トランスポーター
の異常との関連性が示唆された．しかし，そ
の因果関係については明らかにされていな
かった．我々は，腸内細菌の一種である
Bacillus subtilis 菌 の 分 泌 ペ プ チ ド ，
Competence sporulation factor (CSF)が，腸
管上皮細胞膜トランスポーターである Novel 
organic cation transporter (OCTN)2 を介し
て上皮細胞内に取り込まれ，Akt や p38 
MAPK などの情報伝達系を活性化すること，
Heat shock proteins を誘導し，酸化ストレ
スに対する上皮細胞の抵抗性を増強するこ
とをつきとめ，細胞膜トランスポーターによ
る細菌由来活性物質の輸送を介した，新しい
宿主と腸内細菌の相互作用機構を発見した 7) 

(Fujiya M, et al. Cell Host & Microbe, 
2007)特願 2008-012009)(この成果は H18-19
年度  科学研究費基盤研究 (C) 課題番号
18590667 の助成による)．さらに，我々はそ
の後の研究から，Lactobacillus 菌が産生する
plantaricin の 一 種 や ， 病 原 性 を 持 つ
Enterococcus菌が産生する cPD1などのペプ
チドも，細胞膜トランスポーターにより細胞
内へ吸収されることを見出した．すなわち，
細胞膜トランスポーターを介した，この新し
い生体システムは，菌種を越えた多くの腸内
細菌と宿主とを結ぶ重要な相互作用機構で
あり，細菌由来の種々の活性物質による，多
様な生理作用を仲介すると推測される．しか
し，細胞膜トランスポーターにより吸収され
た細菌由来ペプチドの，腸管上皮細胞におけ
る細胞内動態および排泄機構については不
明である． 

一方，B. subtilis の菌体内において，CSF
は RapC と い う 転 写 制 御 蛋 白 の
tetratricopeptide repeats (TPR motif) を標
的として protein-protein binding を形成し，

生理活性を発揮することが明らかにされて
いる(Solomon JM, et al. Genes Dev 1996)．
TPR motif は種を超えて保存されている蛋白
結合の標的配列で，ヒト上皮細胞にも TPR 
motif を持つ蛋白が多数存在している．これ
らの中には protein phosphatase 5 などのシ
グナル伝達関連酵素(Amit K.Das, et al. The 
EMBO Journal 1998)や Carboxy terminus 
of Hsp70-binding protein(CHIP)(Qian SB, 
et al. Nature 2006) などの Heat shock 
protein 関連蛋白が含まれ，CSF の結合標的
に な る と 推 測 さ れ る ． ま た ， 我 々 は
preliminary な研究から，CSF は一定時間後
に腸上皮細胞から排出されること，MDR1 発
現抑制細胞ではその排泄能が低下すること
を見出した．すなわち，MDR1 の新しい機能
として，OCTN2 などの細胞膜トランスポー
ターにより取り込まれた細菌ペプチドを細
胞外に排出する役割があると推測され，上皮
細胞における細菌ペプチドの排泄機構を解
明する糸口をつかんだ．  
さらに，MDR1 欠損マウスにおいて自然腸炎
が発症すること，この腸炎は抗菌剤によって
改善することが知られており(6)，細菌由来ペ
プチドの排泄障害は，腸管炎症の病態に深く
関与することが推測される． 
以上の研究成果から，OCTN2 などの細胞

膜トランスポーターにより腸管上皮に取り
込 ま れ た 細 菌 産 生 ペ プ チ ド は ，
protein-protein bindingなどの機序により生
理活性を発揮した後，MDR1 などの細胞膜ト
ランスポーターを介して上皮細胞外へ排出
されると考えられる．また，これら排出トラ
ンスポーターの機能異常は，上皮細胞内の過
剰な細菌ペプチドの蓄積を生み出し，腸管炎
症などの疾患を引き起こす原因になると推
測される． 
 
２．研究の目的 

 CSFおよび cPD1と親和性の高い上皮細胞
内の蛋白をスクリーニングし，CSF の結合パ
ートナーを同定する．さらに，同定された蛋
白をノックダウンした細胞およびマウスを
用いて，CSF の種々の生理活性を仲介する蛋
白をそれぞれ明らかにする． 

(1)腸内細菌産生ペプチドの細胞内動態を明
らかにする． 

MDR1 欠損マウスなどを用いて，CSF お
よび cPD1 の細胞外排出能を明らかにする． 

(2)MDR1 の細菌産生ペプチド排出能を明ら
かにする． 

 MDR1 の異常に基づく細菌産生ペプチド
の上皮細胞内蓄積と腸炎発症の因果関係を

(3)MDR1 の機能異常に起因する細菌産生ペ
プチドの蓄積と腸炎発症との関連性を明ら
かにする． 



明らかにする．さらに，IBD 患者に高頻度に
見られる遺伝子多型と同じ遺伝子異常を持
つ変異 MDR1 マウスを作製し，この遺伝子
異常と腸炎発症のとの関連性を明らかにす
る． 
 
３．研究の方法 
(1)腸内細菌産生ペプチドの細胞内動態を明
らかにする． 
 1) CSF および cPD1と親和性の高い上皮細
胞内の蛋白を同定する． 
 CSFおよび cPD1と結合するマウス腸管上皮
細胞内の蛋白を two hybrid 法にて検討し，
細菌ペプチドの標的候補をスクリーニング
する．抽出された結合標的の候補について，
TPR motifの有無を参考にして絞り込む．さ
らに，Rabbitに CSFおよび cPD1を免疫し，
これらペプチドに対する抗体を作製する．
CSFおよび cPD1 は短いペプチドなので，免疫
する前に必要に応じて修飾を行う．作製した
抗細菌ペプチド抗体および結合標的の候補
に対する抗体を用いて免疫沈降 western 
blots を行い，さらに候補を絞り込む．予期
される問題点に対する配慮と対策：two 
hybrid法によるスクリーニングが困難な場
合は Tag-CSFを用いた pull-down法にて，CSF
の結合標的を検索する．CSF および cPD1は短
いペプチドであり，適切な抗体あるいは抗血
清の精製が困難な場合が予測される．その場
合，FITC 標識細菌ペプチドと抗 FITC抗体を
用いて代用する． 
2) CSFおよび cPD1 の生理活性に関係する，
上皮細胞内の結合標的蛋白を明らかにする． 
さらに，同定された蛋白の欠損マウスを用

いて，CSF，cPD1を反応させ種々の生理活性
(Heat shock proteinの誘導，各種シグナル
系の活性化，細胞保護作用)の変化を western 
blots及び Mannitol flux試験にて検討する．
予期される問題点に対する配慮と対策：欠損
マウスが使用できない場合は， siRNAを用い
て標的蛋白の発現を抑制した Caco-2/bbe細
胞を作製し，同様の実験を行い代用する．ま
た，未知の蛋白についても同様の方法で検討
する． 
 
(2)MDR1の新しい機能である，細菌産生ペプ
チドの排出能を明らかにする． 
 1)MDR1 発現抑制および過剰発現細胞株を
用いて，アイソトープ標識した細菌ペプチド
の細胞外排泄を明らかにする． 
 Cac0-2/bbe cellに MDR1の siRNAおよび過
剰発現 vectorを遺伝子導入して，MDR1発現
抑制および過剰発現 Caco-2/bbe cellを作製
する．[14C]でアイソトープ標識した CSFおよ
び cPD1(E. faecalis菌産生ペプチド)を，上
記の Caco-2/bbe cellsに添加し，1-数時間
培養した後に細胞を洗浄する．その後培養液
中に排出されるアイソトープ量を経時的に

測定して，MDR1による細菌ペプチドの排泄を
明らかにする．また，FITC標識 CSF および
cPD1を作製し，同様に Caco-2/bbe cellと反
応させ，共焦点顕微鏡で経時的に観察し細胞
内での動態を明らかにする．また，IBD 患者
に高感受性の遺伝子多型(G2677T，C3435T)を
もつ変異 MDR1過剰発現 vectorを Caco-2/bbe 
cell遺伝子導入して同様の実験を行い，細菌
ペプチドの排出に及ぼす遺伝子多型の影響
を明らかにする．予期される問題点に対する
配慮と対策：Caco-2/bbe cellsは恒常的に
MDR1を発現しており，MDR1 および変異 MDR1
を遺伝子導入しても適切な過剰発現細胞の
樹立が困難な場合が予測される．この場合は
遺伝子導入が比較的簡単で MDR1の発現が最
小限の HSWP細胞などの繊維芽細胞を用いる．
また，標識ペプチドが細胞表面に高濃度に付
着する場合は，細胞膜と細胞質内の成分を分
離して抽出し，各々のアイソトープを測定，
あるいは抗 FITC抗体を用いて細胞内の細菌

ペプチド量を評
価する． 
(3)MDR1の機能
異常による細菌
産生ペプチドの
蓄積と腸炎発症
との関連性を明
らかにする． 
1) 腸管上皮細
胞における細菌
産生ペプチド蓄
積による細胞内
及び分泌物の変
化を明らかにす
る． 
MDR1発現抑制

Caco-2/bbe cell
および正常の
Caco-2/bbe cell
に，CSFあるいは

cPD1を反応させ，細菌産生ペプチドを蓄積さ
せる．24時間後に培養液および細胞内の蛋白
を抽出し，protein arrayにてサイトカイン
やケモカインの発現(培養液)および各種シ
グナル系のリン酸化(細胞内蛋白)について
調べる．また，抗アネキシン V抗体を用い
apoptosisについても評価し，過剰な細菌産
生ペプチドの蓄積による細胞内環境および
細胞分泌物の変化を明らかにする． 
 2) MDR1欠損マウス，変異 MDR1マウスを用
いて，細菌産生ペプチドの蓄積が腸炎発症に
及ぼす影響を明らかにする． 
 SPF飼育した正常マウス，MDR1欠損マウス，
変異 MDR1マウスに CSFおよび cPD1溶解液を
隔日注腸投与し，各マウスの腸管を経時的に
採取して組織学的な炎症を調べ，細菌産生ペ
プチドの蓄積が腸炎発症に及ぼす影響を明
らかにする．また，腸管上皮から蛋白を抽出



し，上記 1)
と同様に
protein 
array にて
サイトカイ
ンやケモカ
インの発現
および各種
シグナル系
のリン酸化

を調べ，抗アネキシン V抗体による apoptosis
について評価する．また，免疫担当細胞の表
面マーカー，血管内皮細胞や炎症担当細胞の
接着分子を，western blots，免疫染色，flow 
cytometryにより検討し，過剰な細菌ペプチ
ドの蓄積により起こる腸管組織の異常を明
らかにする．  
 
４．研究成果 

バシラス菌由来の腸管保護物質である
competence and sporulation factor (CSF) 
を化学的に合成し FITC 標識をした後，ヒト
繊維芽細胞 HSWP cells およびヒト大腸癌細
胞株 Caco2/bbe cellsに添加した結果，この
CSFは 15分後に細胞質内に取りこまれ，30-60
分後にその一部は核内に取り込まれていく
ことを明らかにした． 

(1)腸内細菌産生ペプチドの細胞内動態を明
らかにする． 

一方，新規乳酸菌 SBC88由来の腸管保護活
性物質を同定し(特願 2010-089469)，この活
性物質について同様の検討行った．その結果，
この活性物質は細胞内には取り込まれず，上
皮細胞表面に吸着した．この吸着を仲介する
分子を探索した結果，インテグリンの一種で
あ る こ と が 判 明 し た ( 国 際 特 許
PCT/JP2011/057689)．以上から，菌由来の腸
管保護活性物質には，細胞内に取り込まれて
効果を発揮する場合と，細胞表面に吸着して
効果を発揮する場合があると推測された(成
果の一部を国内および米国で発表した)． 

MDR-1 低発現 Caco2/bbe 細胞を作成した．
これを用いて，標識 CSFの細胞外への排出量
を調べた．その結果，control 細胞と比較し
て MDR-1低発現細胞では CSF排泄量が減少し
ていたが，およそ 10%程度の変化であった．
すなわち，MDR-1 は CSF の細胞外排泄にかか
わっているが，他にも CSF排泄メカニズムが
存在すると考えられた． 

(2)MDR1の細菌産生ペプチドの排出能を明ら
かにする． 

変異 MDR-1遺伝子ベクターを作成した．こ
れを正常マウス腹腔内に投与し，炎症性腸疾
患の発生について検討した．その結果，組織
学的にわずかな腸管炎症は認めたマウスが

存在したが，明らかな腸炎を発症したものは
無かった．MDR-1 の遺伝子変異のみでは，腸
炎発症を惹起しないことから，他の因子の複
合的な異常により，腸炎が発症すると考えら
れた． 

(3)MDR1の機能異常による細菌産生ペプチド
の蓄積と腸炎発症との関連性を明らかにす
る． 
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