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研究成果の概要（和文）：腸内共生系成立の分子機構について解析を行った。その結果、腸内細菌が宿主の腸管上皮細
胞やマスト細胞に作用することにより共生の成立・維持に関わる分子群の発現を変化させ自ら共生の成立に関わること
、この制御の少なくとも一部はDNAメチル化やmiRNAといったエピジェネティックな機構を介することが示された。これ
らの成果は、炎症反応を制御して腸内共生系を良好な状態に維持する食品成分の評価系構築に応用可能なものである。

研究成果の概要（英文）：Molecular mechanisms underlying the intestinal symbiosis was analyzed. It was show
n that intestinal bacteria are involved in the establishment and maintenance of the symbiosis by changing 
specific gene expression in intestinal epithelial cells and mast cells of the host through, at least in pa
rt, epigenetic mechanisms including DNA methylation and miRNA expression. The results are applicable to th
e evaluation system for food components which regulate inflammatory reactions and thereby keep healthy sym
biotic system in the intestine.
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１．研究開始当初の背景 
腸管には、成人では 100 兆個に及ぶと言わ

れる莫大な数の腸内細菌が生息する。腸管は
また、生体で最大の免疫系を有する。腸内細
菌は免疫学的には「非自己」でありながら有
益あるいは安全なものとして識別され、腸管
免疫系により排除されてしまうことなく“共
生”することができる。宿主の健康の維持に不
可欠な役割を果たす、この腸内共生系が成立
するしくみは生命科学分野における基幹的
課題の１つでありながらその分子機構の実
体は十分明らかにされていない。 
腸内共生系を評価する１つの重要な指標

が、腸管における炎症反応である。正常状態
の腸管においても常に生理的な炎症反応が
起きており、このような炎症反応が腸内の恒
常性を維持するうえで必要である。一方、腸
内の恒常性の破綻が発症に関与すると考え
られている炎症性腸疾患や食物アレルギー
は、過剰な炎症反応を伴うものである。本研
究では、炎症反応の誘導に鍵となる役割を果
たす腸管上皮細胞とマスト細胞に焦点を当
てる。 
腸管の管腔と体内を隔てる腸管上皮細胞

は、常に最前線で共生菌からの刺激を受け取
っている。しかし、共生菌に対して過剰な免
疫応答を誘導せず、かつ、共生菌からの刺激
により恒常性を維持している。腸管上皮細胞
では菌体成分を認識する一連の Toll-like 
receptor(TLR)のうち特定の TLR の発現が低
いことが報告されており(J. Immunol. 167: 
1609, 2001)、共生菌に対して過剰に応答しな
いための機構であると考えられている。申請
者はこれまでに、腸管上皮細胞では、TLR4
遺伝子の発現が DNA メチル化やヒストン脱
アセチル化といったエピジェネティックな
機構で抑制されることにより、菌体成分の刺
激に対して過剰な炎症反応を誘導しないこ
とを明らかにした (J. Immunol. 183:6522, 
2009)。 
一方、アレルギー炎症の責任細胞として知

られるマスト細胞は、最近になりその本来の
生理的役割として様々な生体機能の調節作
用を担うことが注目されている(Nat. Immunol. 
9:1215, 2008)。最近、マスト細胞にも TLR が
発現することが示され、申請者らによる報告
も含め TLR リガンドがマスト細胞のアレル
ギー応答を変化させることが明らかにされ
つつある(Int. Arch. Allergy Immunol. 150:359, 
2009)。マスト細胞は骨髄中で幹細胞から分化
し、さらに到達した末梢組織で最終的に分
化・成熟する。したがって、腸管におけるマ

スト細胞の分化・成熟過程が共生菌により調
節される可能性が考えられる。 
口から摂取した食品は腸管に到達し、腸内

共生系の重要な調節因子として機能する。さ
らに最近、食品をはじめとする環境因子が遺
伝子のエピジェネティックな状態、すなわち
DNA の配列変化を伴わない修飾やヒストン
タンパク質の修飾、非コード RNA 発現     
に影響を及ぼすことが明らかにされてきて
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腸管に特徴的な共生関連遺伝

子群のエピジェネティックな発現制御を腸
内共生系の成立・維持の分子基盤として捉え、
食品によるその調節を介して健康の維持・増
進への応用に発展させることを目的とする。 
特に、エピジェネティックな制御により腸

内共生系の恒常性が維持される機構を分子
レベルで明らかにすることにより、食品によ
る腸内共生系への作用を介した炎症反応の
制御のための新規ターゲットを確立するこ
とを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）腸管上皮細胞における共生関連遺伝子
の発現制御 
①菌体認識に関与する遺伝子の発現制御機
構の解析 
共生関連遺伝子の代表例として、TLR4 及び
TLR からのシグナルを抑制する Tollip 遺伝子
を取り上げ、腸管上皮細胞株およびマウス腸
管より精製した上皮細胞を用いて発現制御
の分子機構を解析した。 
②共生関連遺伝子の同定 
通常マウス、無菌マウス、MyD88-/-マウスの
腸管上皮細胞から total RNA を調製し、
mRNA 発現の網羅的解析を行った。また、ゲ
ノム DNA を調製し、メチル化 DNA 結合タン
パク質 MBD2 結合ビーズを用いたプルダウ
ンアッセイおよび次世代シークエンス解析
により、DNA メチル化パターンを解析した。
これにより腸内共生菌により DNA メチル化
が誘導される遺伝子群を特定した。これらの
結果をもとに共生菌の存在によりエピジェ
ネティックな機構を介して発現が増大ある
いは減少する遺伝子群を特定した。 
③共生関連遺伝子のエピジェネティックな
発現制御の分子機構の解析 
同定した共生関連遺伝子について、通常マウ
スおよび無菌マウスより調製した腸管上皮
細胞を用いて共生菌の影響を確認するとと



もに、腸管上皮細胞株を用いた RNAi 試験に
よりその機能解析を行った。 
④炎症反応の制御との関係の解析 
炎症性腸疾患において発現異常が報告され
ている MHC クラス II、iNOS、Fut2 の各遺
伝子につき、通常マウスおよび無菌マウスの
小腸上部・中部・下部および大腸より調製し
た腸管上皮細胞を用いて腸管の部位ごとの
発現を定量 RT-PCR により解析した。 
（２）マスト細胞における共生関連遺伝子の
発現制御 
①マスト細胞の最終分化を制御する遺伝子
の同定 
これまでにマウス骨髄由来マスト細胞
(BMMC)の in vitro 分化系を用い、BMMC の
成熟期間における Lactobacillus 菌体の刺激に
より発現が上昇する転写因子として C/EBP
を同定している。そこで、C/EBPを誘導的に
BMMC に過剰発現させる系を構築し、マスト
細胞における C/EBPの役割を解析した。 
②腸内共生菌との相互作用によるマスト細
胞の顆粒形成抑制 
BMMC に様々な腸内細菌の加熱死菌体を添
加し、C/EBPの発現と顆粒形成に及ぼす影響
を解析した。 
③腸内共生菌との相互作用によるマスト細
胞の IgE 受容体の発現抑制 
BMMC に様々な腸内細菌の加熱死菌体を添
加し、細胞表面の IgE 受容体の発現に及ぼす
影響とその機構を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）腸管上皮細胞における共生関連遺伝子
の発現制御 
①TLR4 および Tollip 遺伝子の発現制御機構 
TLR4 および Tollip 遺伝子の腸管上皮細胞に
特徴的な発現制御機構を明らかにした。TLR4
遺伝子の腸管上皮細胞におけるエピジェネ
ティックな発現抑制は絨毛構造、すなわち腸
管上皮細胞の分化段階に依存していた。腸内
共生菌と接する機会の高い絨毛先端の分化
した腸管上皮細胞での過剰応答の抑制に寄
与すると考えられる。一方、TLR からのシグ
ナル伝達を抑制する Tollip 遺伝子の発現を抑
制する転写因子として同定した Elf-1 が腸管
上皮細胞ではその糖鎖修飾効率が低いため
に核移行が抑制され、転写抑制が起こりにく
いことを明らかにした。共生菌の大部分が生
息する大腸の上皮細胞でTollipタンパクが高
発現し、この現象に腸管の部位により発現量
が異なる miRNA が関わることを示した。 
②共生関連遺伝子の同定 

 mRNA 発現解析および DNA メチル化解析
により、腸内共生菌によりエピジェネティッ
クな機構を介して腸管上皮細胞において発
現が増大あるいは減少する遺伝子群を特定
した。 
③腸管上皮細胞における共生関連遺伝子の
エピジェネティックな発現制御の分子機構 
同定した共生関連遺伝子の１つで機能未知
の遺伝子 Gm7120 において、腸内共生菌によ
り CpG モチーフのメチル化頻度が上昇し、
mRNA 発現が減少することが確認された。ま
た、マウス腸管上皮株において Gm7120 の
RNAi により共生関連遺伝子 RALDH1 の発現
が低下し、Gm7120 が RALDH1 の発現誘導に
関わることが明らかになった。 
④炎症反応の制御との関係の解析 
炎症性腸疾患において発現異常が報告され
ている各遺伝子につき、腸管の部位ごとの上
皮細胞における発現の差異と腸内共生菌の
関与を明らかにした。H2-Eb1 および iNOS
遺伝子は通常マウスの小腸下部で最も発現
が高かった。これらの遺伝子の発現は腸内細
菌に強く依存していた。一方、Fut2 遺伝子
は、通常マウスにおいても無菌マウスにおい
ても小腸上部から大腸に向けて発現が高く
なっていき、また、その発現は部分的にのみ
腸内細菌依存的であった。 
（２）マスト細胞における共生関連遺伝子の
発現制御 
①マスト細胞の最終分化を制御する遺伝子
の同定 
BMMC に C/EBPを誘導的に過剰発現させる
ことにより、BMMC の顆粒形成が抑制され、
逆に微生物刺激に対するケモカインMIP-2の
産生は増大した。したがって、腸内細菌が
C/EBPを介してマスト細胞のアレルギー活
性と感染防御活性のバランスを調節する可
能性が示された。 
②腸内共生菌との相互作用によるマスト細
胞の顆粒形成抑制 
BMMC における C/EBPの発現に対する様々
な 腸 内 細 菌 の 影 響 を 解 析 し た 結 果 、
Lactobacillus casei JCM1134およびBacteroides 
vulgatus JCM5826 菌体の添加により C/EBP
の発現の上昇が認められた。 
③腸内共生菌との相互作用によるマスト細
胞の IgE 受容体の発現抑制 
Bacteorides acidifaciens A43 がマスト細胞
表面の IgE受容体の発現を抑制することを示
した。さらに、この抑制は長時間の菌体刺激
によって翻訳あるいは翻訳後レベルで誘導
されることが示された。 



 以上の結果により、腸内細菌が腸管上皮細
胞やマスト細胞に作用することにより共生
の成立・維持に関わる分子群の発現を変化さ
せ自ら共生の成立に関わること、この制御の
少なくとも一部は DNA メチル化や miRNA
といったエピジェネティックな機構を介す
ることが示された。これらの成果は、炎症反
応を制御して腸内共生系を良好な状態に維
持する食品成分の評価系構築に応用可能な
ものである。 
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