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研究成果の概要（和文）：咀嚼・嚥下された食塊が、食道から大腸に至るまで消化管内でどのように流動し、多
数の栄養素がどのように相互作用しながら消化・吸収されていくのか、その過程の詳細については不明である。
本課題では、食品成分の組成のみならず形状や物性が、栄養素の分布や腸管細胞の応答に影響することに着目
し、数十ミクロンの空間分解能でのイメージング質量分析（IMS）と顕微鏡的可視化手法を駆使して、腸管内に
おける栄養素の経時的・空間依存的な分布を解析し、腸管細胞が消化物の物性をどのように感知し、栄養素の代
謝を制御するかについて解析した。

研究成果の概要（英文）：The details of how a masticated and swallowed food mass flows in the 
digestive tract from the esophagus to the large intestine, and how the numerous nutrients interact 
with each other as they are digested and absorbed, remain unknown. In this project, we focus on the 
fact that not only the composition of food components but also their shape and physical properties 
affect the distribution of nutrients and the response of intestinal cells, and analyze the temporal 
and spatial distribution of nutrients in the intestinal tract using imaging mass spectrometry (IMS) 
with a spatial resolution of several tens of microns and microscopic visualization techniques to 
understand how intestinal cells sense the physical properties of digested products and regulate the 
metabolism of nutrients.

研究分野： 食品化学、食品物理化学、食品生物工学、食品生理機能学

キーワード： 消化管　メカノストレス　CRISPR/Cas9　栄養素　イメージング質量分析　脂質消化吸収　遺伝子改変マ
ウス　カルシウムセンサー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
健康長寿には腸機能の健全性は欠かせない。過敏性腸症候群といった腸関連疾患や肥満をはじめとする多くの生
活習慣病に対する予防は、進化の過程で生まれた我々の腸の生理的な仕組みを正しく作動させることが前提と言
える。様々な機能的な食品成分が消化管内でどのように分布し作用し得るのかを明らかにすることは、栄養素や
薬物の送達効率を高めるために最適な構造や物性をもつ食品のデザインと開発につながり、脂質代謝を調節して
肥満や糖尿病の予防などに貢献するという社会的意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

食品の物性は、主要な食シグナルの一つである。従来までは、咀嚼時の食感を改善する、ある
いは嚥下時の誤嚥を防止するという観点から、食べる前や、食べるときの“食品自体”の粘弾性
と咀嚼・嚥下時の関係を研究することに重点が置かれてきた。しかし、胃内、小腸内や大腸内に
入った後、どのような物性がどのように認識されているのかについては全く解明されていない。 

我々生物は常にさまざまなストレスに晒されている。中でもメカノストレスは、物理的または
力学的刺激のことであり、これらを感知し応答することで生命の恒常性維持に役立っている（①）。
生体内で作用するメカノストレスとして、ずり応力、静水圧、伸展張力、振動などが知られてい
る。また、これらの刺激の一部は、PIEZO チャネル、TRP チャネルや P2 受容体といった機械刺
激受容体によって認識されていることが解明されつつあり、物理的刺激に対する応答機構の詳
細な解明は、刺激制御、計測技術の応用に向けた基盤技術の開発、新たな医療機器及び医療技術
の創出などにつながっている。 

血管や骨などの様々な組織に対する物理的刺激の受容機構が明らかになっていくのに対して、
消化管でのメカノストレス応答については不明な点が多く、実体が証明されているのは細胞膜
においてメカノセンサーと考えられている機械刺激感受性チャネルや細胞骨格の構成因子など
に限られている（②・③）。 

我々は食品を摂取する際、味やにおいといったフレーバーと呼ばれる化学的な刺激でその食
品を評価すると同時に、テクスチャーと呼ばれる物理的な刺激も感知している。テクスチャーと
は、食べ物の口当たり、舌触り、歯ごたえ、のど越しなどのことで、フレーバーリリースとの相
互関係についても論じられる。これまで、このような口腔内における食品の挙動やその物理的感
覚受容、つまり食感などについては、食品のもつ化学的刺激と並んで精力的に研究されてきた。
嚥下時、あるいは嚥下後の消化管内において、食品の物性や食塊の流動特性等を感知する機構の
存在については、血管と同様に管腔構造を有することからも大いに予想されるものの、未解明な
ところが多く残されている。 
 
２．研究の目的 

進化の過程で生まれた我々の腸の生理的な仕組みを正しく作動させることが生活習慣病に対
する予防や健康長寿につながる。しかし、消化管内において栄養素などの様々な機能的な食品成
分が時空間的にどのように分布し作用し得るのかについては不明な点が多い。消化管は、血管と
同様に管腔構造を有することから、食品の物性や食塊の流動特性等を感知する機構を明らかに
することは、高齢社会の現代において、高齢者食や流動食の開発、また炎症性腸疾患に代表され
る消化管疾患の予防や治療などに貢献することが期待される。また、栄養素や薬物の送達効率を
高めるために最適な構造や物性をもつ食品のデザインと開発につながり、脂質代謝を調節して
肥満や糖尿病の予防などに貢献する。 

そこで本研究では、血管のメカノバイオロジーの知見をもとに、消化管内において食塊の流動
に伴うずり応力刺激に着目し、主にメカノストレス応答に関与する受容体およびチャネルに着
目して、その刺激を感知する機構について細胞レベルで解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) CRISPR/Cas9 法を用いた受容体欠損株の作製 

CRISPR direct（https://crispr.dbcls.jp/）を利用し、pX330 ベクターのガイド配列挿入サイトを参
考にして、guide RNA (gRNA) 配列を決定した（図 1）。この gRNA は、TRPV4 の 4 番目のエキ
ソンを標的となるように設計した。80-90%コンフルエントな状態にある 60 mm ディッシュ上の
細胞に対して、gRNA 発現用プラスミドと薬剤耐性プラスミドを加えてトランスフェクション操
作を行った。数週間培養後、コロニーが生成したら、コロニーを 24well プレートに播種した。
得られた変異株を回収し、細胞を凍結し、一部は、ゲノム回収後、シーケンスにより変異導入を
解析した。 

図 1. pX330 ベクターガイド RNA 挿入サイト（Addgene ホームページより引用） 
 
(2) 発現遺伝子の解析 

ISOSPIN Cell & Tissue RNA を使用し、プロトコルに従って細胞から RNA を抽出した。逆転写



反応により取得した cDNA を用いて Real-time PCR (RT-PCR)を行った。内在性遺伝子として
GAPDH を用いた。 
(3) 細胞株のずり刺激応答の解析 

ヒト咽頭由来細胞株であるDetroit562とヒト結腸腺由来細胞株であるHT29-MTX-E12をμ-slide
に 10 万 cells ごと播種し、37℃で 30 分間インキュベートして細胞を接着させた。その後、培地
を 170 μl 加えて 80～90％コンフルエントになるまで培養した。細胞を洗浄後、3.3 μM Fura-2 AM
を含む培地を添加して 37℃で 30 分間インキュベートした。その後、灌流液で洗浄後、μ-slide を、
チューブを介してシリンジポンプに接続し、フローチャンバー流路系を組み立てた。ずり応力刺
激の負荷は、シリンジポンプにて灌流液を送液することで行った。細胞応答の観察は、顕微鏡の
ステージには Thermo Plate を装着して、蛍光顕微鏡 IX-73 を用いて行った。測定には Meta Fluor
を用いて 10 秒毎に蛍光画像の撮影を行い、蛍光画像中の任意の点について 340 nm と 380 nm 励
起での蛍光強度を測定した。 

カルシウムイメージング法により得られた結果をもとに細胞内カルシウムイオン濃度を定量
した。顕微鏡視野内の細胞から任意の点を選択し、その点における蛍光強度を測定した。同時に
バックグラウンドの蛍光強度を得て、測定値から引くことで F340、F380 の値とした。これらの値
から、以下に示す Grinkiewicz らの式により細胞内カルシウムイオン濃度を算出した。 

[Ca2+]i = (R-Rmin)/(Rmax-R)×b/a×Kd   ・・・・・ 式（1） 
ここで、R は蛍光比(F340/F380)、Rmaxは 2 μM A-23187 を添加した灌流液送液時の R、Rminは 5 mM 
EGTA を添加した灌流液送液時の R、b/a は Rmin時（b）と Rmax時（a）の F380の比、Kdは Ca2+と
Fura-2 の解離定数（37℃では 224 nM）。 
(4) イメージング質量分析 (IMS) による生体成分の解析 
 クライオスタットを用いて、凍結したマウスを腹側から背中側にかけて 12 µm の厚さで切り
出し、酸化インジウムすずコート(ITO)ガラススライド上に貼り付けた。超音波脱気したシナピ
ン酸を TMSprayer™により塗布し、処理した標本を rapifleX による質量分析に供した。また、IMS
後の組織切片に対し、組織学的分析のために、ヘマトキシリン－エオシン染色を行った。 
 小腸の解析では、マウスをセボフルラン麻酔下で解剖して、胃の幽門から盲腸付け根までを取
り出し、消化管を 3 等分し、各画分をスライドガラス上で蚊取り線香状に巻きスイスロールを作
製した。凍結切片を取り出し、真空乾燥機で乾燥させた後、ネガティブイオンモードのマトリッ
クスとして 9-アミノアクリジンを塗布した。IMS は、355 nm Nd：YAG レーザーを備えた大気圧
MALDI–QIT-TOF-MS を使用して実行した。このとき、質量範囲は m/z 250〜900、横方向の解像
度は 50μm に設定した。 
 得られたデータの解析は、ソフトウェア IMAGEREVEAL（Shimadzu, Kyoto）を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) 機械受容体欠損株の作製とずり刺激に対する細胞応答 

ヒト骨髄性白血病細胞株 HAP1 およびヒト結腸腺由来細胞株 HT29-MTX-E12 において遺伝子
発現が検出された PIEZO1、P2X4 について RT-PCR により定量した。CRISPR/Cas9 法により両細
胞の複種類の受容体欠損株の作製を行った。まず、5種類の膜タンパク質 PIEZO1、P2X4、TRPV4、
P2Y11、Panx1 について sgRNA を設計し、pX330 ベクターを用いてガイド RNA/Cas9 コンストラ
クトを構築した。HAP1 において PIEZO1、P2X4、TRPV4 の 3 種類、HT29-MTX-E12 において
PIEZO1、P2X4 の 2 種類の受容体ノックアウト操作を行ったところ、標的配列での塩基の欠失ま
たは付加を検出した（図 2）。各タンパク質の合成予測を行ったところ、P2X4 変異株では終止コ
ドンや膜貫通領域のアミノ酸残基変化などから全サンプルで受容体機能の喪失を予測した。そ
れに対し、PIEZO1 変異株、TRPV4 変異株の一部では終止コドンが現れたが、アミノ酸数残基の
欠失に留まるものも存在し、遺伝子変異を検出した全サンプルでの受容体機能の喪失には至ら
なかった。 

  
図 2. HAP1ΔPIEZO1 (左 A～H) とΔP2X4 (右 A～H) Genomic PCR 電気泳動写真 

 



HAP1 野生株と受容体機能の喪失予測を行った PIEZO1 変異株、P2X4 変異株を用いてメカノ
ストレス応答の比較を行った。フローチャンバー流路系を用いたずり応力刺激による細胞応答
をカルシウムイメージングによって解析した。灌流液組成は P2X4 のリガンドである ATP を含
むが、この濃度の ATP 溶液を細胞に添加するのみでは目立ったカルシウム応答は生じなかった。
10 dyn/cm2 のずり応力刺激では野生株で刺激開始から遅れた緩やかなカルシウム増加を示した
が、変異株ではいずれも応答は検出されなかった。次に 15 dyn/cm2のずり応力刺激では野生株、
P2X4 変異株において刺激直後にカルシウム増加が観察されたが、PIEZO1 変異株では応答は検
出されなかった。また、20 dyn/cm2のずり応力刺激では、いずれの細胞株でも刺激直後にスパイ
ク状のカルシウム増加が観察された。また、細胞外 ATP 非存在下での HT29-MTX-E12 を用いた
25 dyn/cm2 のずり応力刺激ではスパイク状のカルシウム増加を示し、P2X4 阻害剤による応答減
衰は見られなかった。 

以上の結果を総合すると、HAP1 において PIEZO1、P2X4 の両受容体がメカノストレス応答に
関与していることが示唆された。また、応答への寄与の程度について、協働的作用や、単独での
機構など刺激強度に応じて異なる形態をとることが示唆された。さらに、20 dyn/cm2以上の高ず
り応力刺激では、今回考慮した受容体経路とは異なる機構の存在が予想された。 
二倍体細胞株（HT29-MTX-E12、Detroit562）から P2X4 と Piezo1 を完全に欠失させた細胞株

を樹立することは出来なかった。再度、gRNA を設計し直すか、CRISPR/Cas9 操作を 2 回繰り返
すか、スクリーニングのスケールを拡大することを検討しなければならなかった。ヒトの
Detroit562 と HT29-MTX-E12 細胞株におけるメカノストレス応答に関与する受容体の遺伝子発
現を比較したところ、TRPV4、Pannexin1、P2X4、P2Y2 の発現はいずれも観察されるものの、
Detroit562 では主に TRPV4 の、HT29-MTX-E12 では P2X4 の発現が優位であり、消化管の部位に
よりセンシング機構の違いが示唆された。そこで、一倍体細胞HAP1を用いてTRPV4とPannexin1
受容体の欠損株を作製した。 

カルシウム蛍光指示薬 Fura-2 を細胞にロードする際に用いる Probenecid の細胞内カルシウム
応答に及ぼす影響を調べたところ、Detroit562 細胞においては、Probenecid 不使用時のみ、低ず
り応力刺激に応答して細胞内カルシウム濃度が上昇し、刺激負荷後も高濃度で維持された。しか
し、Detroit562 の TRPV4 を受容体拮抗薬で阻害したところ、カルシウム応答がほとんど完全に
抑制された（図 3）。一方、HT29-MTX-E12 細胞においては、その応答波形や細胞外 ATP 依存性
に大きな差異は見られなかった。そこで、ずり応力刺激に伴う細胞内からの ATP 放出について
調べたところ、TRPV4、あるいは PANX1 を阻害することで、その放出量が有意に減少した。続
いて、PANX1、P2 受容体の拮抗薬により ATP シグナルを阻害した際のカルシウム応答について

調べたところ、ずり応力刺激負荷開始
直後の細胞内カルシウム濃度の上昇は
見られたものの、その後の持続的な応
答は消失した。ずり応力刺激負荷後の
経時的な細胞応答の様子を蛍光顕微鏡
にて観察したところ、カルシウム応答
が細胞間で伝播していることがわかっ
た。また、TRPV4 欠損 HAP1 細胞株を
用いて、粘性の異なる溶液のずり応力
に対する細胞応答について解析し、
TRPV4 受容体は流体の粘性に依存し
てずり応力刺激を感知し，粘性の上昇
とともに活性化することを見出した。 
 

図 3. TRPV4 アンタゴニストの有無による 2 dyn/cm2の 
ずり応力刺激時の細胞内カルシウムイオン濃度変化 

 
(2) イメージング質量分析法を用いた消化管内食物成分の動的挙動の解析 

イメージング質量分析法を用いた代謝物の可視化を、マウス一個体レベルから組織薄切片を
作製して行った。この解析対象組織には、胸腔内のリンパ組織や骨髄、脊髄などを含む冠状断と
消化管を含む矢状断の作製が有効であり、特に、後者の作製には特殊なミクロトームを用いた解
析法の開発が重要となった。また、消化管の解析では、生体側の情報に加えて腸内環境を形成し
ている管腔側の分子局在についても同じ切片上で解析することが可能となった。例として、大豆
油脂成分を強制単回投与したマウスと水のみを強制単回投与したマウスの 2 匹から、ホールマ
ウント切片を作成、シナピン酸をマトリックスとして MALDI-IMS を行った。その結果、組織特
異的に局在するピーク、消化管特異的に局在するピークがあることを確認した。なかでも消化管
特異的に局在するピークにおいては、大豆油脂成分投与マウスと水投与マウスで局在位置が同
じピークと異なるピークが見られた。これは、投与物の粘度の違いが原因であると考察された。 

MALDI 型質量分析法を用いたイメージング質量分析の対象分子には、リン脂質・アミノ酸・
ペプチド・タンパク質・ヌクレオチド等がある。脂質の消化吸収プロセスを、胆汁酸をマーカー
とした IMS により明らかにするために、マウス消化管サンプルに対して低分子 IMS を実行した。
消化管を 3 等分して渦巻き状に巻く（スイスロール）することで、上部から下部消化管全域にわ
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たる IMS に成功した（図 4）。HE 染色画像とエネルギー代謝物の IMS 画像を比較したところ、
その局在が一致し、IMS 画像における組織領域と内容物領域との識別が可能となった。その上
で、脂質の消化吸収に関連する物質として、胆汁酸とトリグリセロール、脂肪酸の IMS 画像を
取得した。タウロコール酸の IMS 画像では、
その分布が上部から下部にかけて均一にな
る様子が観察された。胆汁酸が脂質にアプロ
ーチして乳化を行う様子を捉えることがで
きた可能性がある。また、未消化トリグリセ
ロールの IMS 画像において下部でその局在
が見られなかったこと、脂肪酸の IMS 画像に
おいて中部消化管以降に内容物領域での局
在が見られなかったことから、脂質がリパー
ゼにより分解され、腸管に吸収される過程を
可視化することができたと考えられる。以上
から、IMS は脂質の消化吸収プロセスを明ら
かにするツールとして有用であることが示
された。 

図 4. タウロコール酸 (m/z 514.29) のイメージング画像 
 
また、脂質消化吸収に関連する可能性のある未知分子やメカニズムを発見する足掛かりとし

て、UMAP によるセグメンテーションを IMS データに適用した。結果、特徴空間上で十分に分
離できたことが確認され、セグメンテーション結果を見ても組織領域と内容物領域が明確に特
徴付け・区分けされていた。このセグメンテーション結果を用いて類似画像解析を行ったところ、
m/z 640 を含む 14 のピークで、内容物に特徴的な局在が確認された。以上より、IMS データに
UMAP を用いたセグメンテーションを適用することが、脂質の消化吸収プロセスに新たな知見
を与える有用な方法である可能性を示した。 

さらに、確立した胆汁酸の可視化情報に加えて、タンパク質やペプチドを対象分子にした
MALDI 型質量分析法を用いたイメージング質量分析法を駆使して、哺乳 1 日目新生児マウス体
内における母乳成分の消化吸収プロセスの可視化に取り組んだ。 
 
(3) 食物応答レポーターマウスの作製 

食物応答レポーターマウス作製に必要となる基盤的情報の取得を行った。具体的には下記の
二項目を行った。 
・腸管細胞においては食物に応答してカルシウム濃度が上昇することが知られている。そこで、
生きたマウス腸管による食物応答をリアルタイムで測定するためにカルシウムセンサーを用い
て、カルシウム濃度変化を測定することとした。本マウス作製に用いるカルシウムセンサーの選
択を行い、GCaMP が適していることを明らかにした。 
・ GCaMP を生きたマウス体内で発現させるために必要となるマウス系統（ B6-
Gt(Rosa)26Sor<tm1(CAG-GCaMP6,-mCherry)Shi>）を導入した。 

腸管上皮細胞特異的 Cre 発現マウスと Cre 依存的な蛍光タンパク質カルシウムプローブ
GCaMP6f 発現マウス（B6-Gt(Rosa)26Sor<tm1(CAG-GCaMP6,-mCherry)Shi>）とを交配させること
を試みた。まず、腸管にてカルシウムセンサーを発現させるための Cre ドライバーマウスとして
Villin-Cre マウス（C57BL/6N-Tg(Vil1-cre)2Utr/Rbrc）を検討した。しかしながら。本マウスは全身
の臓器で Cre が発現することが判明したため、本目的には適さないことが判明した。一方、遺伝
子改変マウスを用いる手法ではマウスの交配・繁殖に多大な時間と労力を要するため、ウイルス
ベクターを用いる手法の検討を行った。その結果、アデノ随伴ウイルスが有用であることが判明
した。 
また、PV-Cre マウス（Tg(Pvalb-cre)1Tama）の Cre 発現を調べたところ、腸管での発現が弱い

ものの、食道にて強い発現が認められた。したがって、食道における食物応答レポーターマウス
作製のために使える可能性があった。さらに、アデノ随伴ウイルスによる腸管での遺伝子操作手
法を検討した結果、セロタイプ PHP.S のアデノ随伴ウイルスが本目的に適することを明らかに
した。 
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1 Channel Expression in Smooth Muscle as a Target for Regulating Murine Intestinal Contractility: 
Therapeutic Implications for Motility Disorders. Front Physiol., 9, 157. 
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