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研究成果の概要（和文）：ヒトおよびマウス腸管を用いた腸内細菌叢の解析から、腸管内とバイオフィルム内の細菌ポ
ピュレーションが異なること、健常人と炎症性腸疾患患者におけるバイオフィルム内の細菌ポピュレーションが異なる
ことが示唆された。
宿主由来および腸内細菌由来活性物質の作用解析から、プロバイオティクス由来の腸管保護活性物質が、腸炎による腸
管障害を改善することが明らかになった。また、この作用は上皮細胞膜トランスポーターによる細胞内への取り込みや
上皮細胞接着分子との結合により仲介されることが明らかになった。以上の研究結果から、プロバイオティクス由来の
活性物質を用いた新規腸炎治療開発の基盤的成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：The present study identified the alterations in the microflora in the intestinal l
umen and biofilms, and between healthy volunteers and IBD patients based on an analysis of human and mouse
 samples. This study showed that probiotics-derived effectors exhibited protective effects against intesti
nal injury due to intestinal inflammation. The functions were mediated by the interaction between the prob
iotic-derived effectors and transporters or adherent molecules. These results will be helpful for the deve
lopment of a novel treatment for intestinal inflammations using probiotic-derived effectors.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
自然免疫機構は，原生生物から哺乳動物に
いたるまで種を超えて存在し，特に多様な微
生物が共生する腸管組織において必須の生
体防御機構である．我々はこれまでに，自然
免疫機構の障害という視点から炎症性腸疾
患の成因について解析し，クローン病患者に
おいて自然免疫反応のエフェクター分子で
あるパネート細胞由来-defensin の抗菌活
性が著しく低下していることを突き止め，こ
の活性障害は s-s 結合の欠如による構造異常
に起因することを明らかにした(Tanabe H, 
2007)．さらに，IBD 自然発症モデルである
IL-10欠損マウスにおいて-defensinの発現
が低下していること  (Inaba, 2010)， 
-defensin が腸管上皮細胞からの IL-8 分泌
を促し，獲得免疫系との相互作用に関係する
ことを明らかにした (Isikawa, 2010)．一方，
遺伝子多型の解析によりNod2や TLR4など
の微生物認識関連分子の遺伝子異常に加え，
MDR-1 や Novel organic cation 
transporters (OCTNs)などの細胞膜トラン
スポーターの遺伝子多型も IBD 患者で高率
に検出されたが，IBDの病態との関係につい
ては不明であった．我々は，腸内に共生する
バシラス菌から分泌された生理活性物質
(competence and sporulation factor; CSF)
が，OCTN2 を介して上皮細胞に取り込まれ
ることで認識され，腸管のホメオスターシス
維持や細胞防御能の向上に寄与することを
明らかにした(Fujiya M, 2007)．また，マウ
ス小腸陰窩ではTLR4が欠損しているにもか
かわらず，細菌膜抗原の暴露により抗菌ペプ
チドを分泌することを証明した (Tanabe H, 
2005)。以上から、TLRsを介さない認識機構
が、宿主および菌由来活性物質の作用メカニ
ズムに関与していることを示した． 
 最近，腸内細菌は管腔内に流動的に生息す
る菌群と，粘膜上に形成されるバイオフィル
ム内に生息する菌群の，ふたつの異なる集団
として存在することが示された(Xu J, PLoS 
Biol, 2007)(Ley R.E, Science, 2008)．前者は
主に短鎖脂肪酸などの代謝物質の分解を行
うのに対し，後者は粘膜関連細菌と呼ばれ，
粘膜上に安定して存在し，腸管の免疫反応や
ホメオスターシス維持に関与していると考
えられている．しかし，従来の便を用いた細
菌叢の解析では，粘膜に定着したバイオフィ
ルム内の環境を反映しないため、粘膜関連細
菌の実態や疾患との関わりについて明らか
にされていない． 
 
２．研究の目的 
（１）バイオフィルム内に生息する粘膜関連
微生物のポピュレーションを解明する。 
（２）抗菌物質などの宿主由来の活性物質お
よび腸内細菌由来の活性物質の効果および
作用機序を解明する。 
 
３．研究の方法 

（１）健常人，IBD患者、動物モデルにおけ
る腸管バイオフィルム細菌叢を，16S rRNA 
based variable sequence tags法を用いて定
量的に解析する． 
（２）各種細胞膜分子欠損モデルおよび腸炎
マウスモデルにおける、宿主由来および菌由
来活性物質の効果と作用機序を検討する．  
 
４．研究成果 
（１）バイオフィルム内に生息する粘膜関連
微生物のポピュレーションを解明する。 
 無前処置下に内視鏡検査を行い、狙撃生検
にて採取した組織を用いた。得られた組織は
nonaqueous Carnoy solution により固定後
にHematoxiline & eosine染色を行った。粘
液層のすぐ管腔側にあるバイオフィルムを
同定し、Laser capture microscopy (LCM)を
用いて，粘膜関連細菌群の DNAを抽出した。
この DNA を 16S rRNA based variable 

sequence 
tags 法を用い
て定量的解析
を行った。そ
の結果、健常
人と炎症性腸
疾患患者では
粘膜関連細菌
のポピュレー
ションが異な
ることが明ら

かになった(図 1)。また、正常マウスにおい
ても同様の解析によりバイオフィルム内の
粘膜関連細菌のポピュレーションを検討し

た。その結果、
放線菌目やバ
ークホルデリ
ア目、バシラ
ス目などの菌
群が多数存在
することが明
らかになった。
さらに、属レ
ベルまでの解
析を加えた結
果 、
Propionibact
erium 属 や
Corynebacte

rium 属、Staphylococcus 属などが多数を
占めることが明らかになった(図 2、表 1)。
さらに腸炎マウスを用いて解析を行い、正常
とは明らかに異なる粘膜関連細菌群が検出
されており、腸管炎症病態への関与が示唆さ
れた。この研究成果から、腸管内とバイオフ
ィルム内の細菌ポピュレーションが異なる
こと、健常人と炎症性腸疾患患者におけるバ
イオフィルム内の細菌ポピュレーションが
異なること、が示唆された。 
（２）抗菌物質などの宿主由来の活性物質お
よび腸内細菌由来の活性物質の効果および



作用機序を解明する。 
①宿主由来の抗菌物質による腸管障害改善
効果およびその作用機序 
宿主由来の抗菌物質である-defensin 5の

recombinantを作製し、腸炎モデルに投与し
た。その結果、recombinant-defensin 5を
投与した群ではコントロール群に比べ、腸炎
による腸管障害が有意に改善していた。また、
致死的腸炎モデルにおいて、マウス生存期間
が 有 意 に 延 長 し た 。 以 上 か ら 、

recombinant-defensin 5には抗菌作用に加
え、腸炎による腸管障害を改善する作用があ
ると考えられた。また、-defensin 6 や
defensin の産生細胞であるパネート細胞の
分泌物には樹状細胞の遊走や腸管上皮細胞

からのサイト
カイン (IL-8)
分泌を変化さ
せることが明
ら か に な り
(図 3、4)、腸
管障害改善作
用との因果関
係が示唆され
た。さらに、
サイトカイン
IL-1の存在
下で、腸管上
皮細胞 (caco2 
cells) に アミ
ノ酸であるイ
ソロイシンを

添加するとβ-defensin が誘導されること(図
5)、この誘導は ERK シグナルの活性化を介
して起こること(図 6)も明らかにした。イソ
ロイシンなどの中性アミノ酸は腸管上皮細
胞膜トランスポーターのLAT2から取り込ま
れることが知られている。したがって、この
輸送システムを介して腸管上皮内にイソロ
イシンが吸収されることにより、β-defensin
などの抗菌物質の産生が変化することが示
唆される。 

②腸内細菌由来の抗菌物質による腸管障害
改善効果およびその作用機序 
 腸内細菌の中でも宿主腸管に有益な作用
を持つものはプロバイティクスと呼ばれる。
種々のプロバイオティクスは腸管障害改善
効果を持つことが知られており、健康食品や
薬剤への応用が試みられている。しかし、そ
の作用機序については不明な点が多く、また、
菌が分泌する腸管保護活性物質は同定され
ていなかった。我々は、プロバイオティクス
の一種であるバシラス菌の培養上清から、菌
由来の腸管保護活性物質である competence 
and sporulation factor (CSF)を初めて同定し、

これが腸管
上皮細胞膜
トランスポ
ー タ ー
OCTN2 に
よって上皮
細胞内に取
り込まれる
ことで作用
を発揮する
ことを明ら
かにした。
さらに、こ
の CSFは腸
炎により腸
管障害を有
意に改善す
ることを明
らかにした
(図 7)。また。
CSF の作用
を仲介する
OCTN2 は
炎症性サイ
トカインで
あ る IFNg
の存在下で
機能が亢進
す る こ と
(図 8)、炎症
腸管におい
て発現が亢
進している
ことを明ら
か に し た
(図 9)。以上

から、バシラス菌由来の CSFは OCTN2によ
る細胞内輸送を介して、腸炎による腸管障害
を改善することが明らかになった。また、新
規麦芽乳酸菌の培養上清から菌由来の腸管
保護活性物質であるポリリン酸を同定し、こ
のポリリン酸には腸炎による腸管障害の改
善効果があることを明らかにした(図 10)。こ
れらの研究成果から、プロバイオティクス由
来の腸管保護活性物質を用いた新規腸炎治
療開発の足がかりが得られた。これまでに、
プロバイオティクス由来の腸管保護活性物



質を用いた治療薬は国内外を問わず開発さ
れておらず、本研究成果は高い社会的インパ
クトを持つと考えられる。 
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