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研究成果の概要（和文）： 

動物個体、培養細胞を用いて、ストレスによる消化管バリア機能の損傷を軽減するフラボノ

イドを探索し、有効なフラボノイドとして、ケルセチンとヘスペレチンを見出した。これらフ

ラボノイドは、バリア機能に重要な役割を持つタイトジャンクションの構成タンパク質の発現

量や局在を調節することが明らかとなった。これら成果は、フラボノイド類の新たな生理機能

を提案するとともに、人の健康に大きく寄与しうるものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we investigated the ameliorative effects of flavonoids on the 
stress-induced intestinal barrier defect. Two flavonoids, quercetin and hesperetin, 
affect the expression and distribution of tight junction proteins, resulting in the 
increased integrity of intestinal barrier. These findings indicate the novel function of 
dietary flavonoids and could contribute to the intestinal health.  
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１．研究開始当初の背景 
 「ストレス社会」という言葉が示すように、
現代では多くの人が様々なストレスに曝さ
れながら生活を送っている。ストレスに係る
疾病の患者数は増加の一途を辿り、なかでも
消化管は、ストレス感受性の高い器官であり、
潰瘍、腸過敏性症候群、炎症性腸疾患など多
数のストレス誘導型疾患が知られている。こ
れら疾患の病因は未だ明らかではないが、近
年、その要因の１つとして、消化管バリア機
能の破たんが提案されている（Ohman L et 
al., Nat Rev Gastroenterol Hepatol, 7, 163, 
2010）。脳がストレスを受けたとき、組織間
シグナルを介して消化管のバリア機能が低

下し、管腔内異物の侵入が消化器炎症・疾患
の引き金となると推測されている。このよう
な観点から、食品成分により、消化管バリア
機能を正常に維持することは、ストレス誘導
型の消化器系疾患の予防・軽減に有効な手段
となると考えられる。 
 消化管バリア機能を担う、最も重要な因子
の１つが、上皮細胞間の透過性を制御するタ
イトジャンクション（TJ）である。この TJ
バリア機能低下には、いくつかのサイトカイ
ンが重要な役割を担うことが知られており、
精神的ストレスを受けたときにも消化管周
辺のサイトカインバランスが崩れることか
ら（Joel et al., Gastroenterology,131, 410, 
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2006）、バリア機能低下との関わりが推測さ
れる。さらに細胞、分子レベルでの TJ 機能
調節には、様々な細胞内シグナル分子が関与
するとともに、TJ タンパク質のリン酸化制
御が中心的な役割を持つ。しかしながら、そ
のリン酸化機能解析は始まったばかりで、TJ
バリア機能の低下、増強、保護作用における
リン酸化の役割を理解することは、ポストゲ
ノム研究の観点からも重要である。ごく最近、
申請者らは、TJ タンパク質オクルディンの
機能制御に関わるリン酸化部位（スレオニン、
チロシン残基）を世界で初めて同定し、それ
らリン酸化が TJ バリア機能を正・負に制御
することを報告した。 
 消化管バリア機能調節における食品成分
の役割に関する研究は、一部のアミノ酸やペ
プチド、脂肪酸などの報告があるものの
(Amasheh et al., Ann N Y Acad Sci, 1165, 
267, 2009)、極めて未熟な領域である。申請
者らは、難消化性糖類、短鎖脂肪酸やフラボ
ノイドなどに TJ 機能調節作用を報告し、な
かでもフラボノイド類のケルセチンやケン
フェロールが固有のメカニズムで TJ バリア
機能を増強することを、世界に先駆けて見出
した。しかしながら、フラボノイド類には多
様な種類が存在すること、またこれまでは培
養細胞を中心に研究を進めてきたことから、
多様なフラボノイド類の広範的解析、動物を
用いた試験への展開も必要である。近年、消
化管バリアと疾病との関わり合いが明らか
となりつつあり、食品成分と消化管バリア機
能に関する研究は、今後さらなる注目を集め
ると考えられる。 
 このような背景を踏まえ、申請者は、精神
的ストレスが惹起する消化器疾患の病因を
消化管バリア機能に着目して究明するとと
もに、それを軽減できる食品成分フラボノイ
ドの役割を探索することに着想した。 
 
２．研究の目的 
精神的ストレスが引き起こす消化器疾患

の発症要因として、消化管バリア機能の脆弱
化が提案されている。申請研究は、精神的ス
トレスが引き起こす、消化管バリア機能異常
を究明するとともに、それを軽減できる食品
成分として、フラボノイドの役割を探索する。 
計画している具体的な研究項目は、①消化管
バリア機能活性化作用を有するフラボノイ
ドのスクリーニング、②精神的ストレスが引
き起こす消化管バリア機能異常のメカニズ
ム解明、③ストレス誘導型の消化管バリア機
能異常に対する、フラボノイドによる保護作
用のメカニズム解明、④精神的ストレスとフ
ラボノイドの作用に関わるタイトジャンク
ションタンパク質のリン酸化機能解析、の４
つである。 
 

３．研究の方法 
① 消化管 TJバリア機能を高めるフラボノイ
ド類の広範的スクリーニング解析 
 多様なフラボノイド類から、消化管 TJ バ
リア機能活性化作用を有するものを選抜す
る。スクリーニング解析は、ヒト消化管上皮
細胞株 Caco-2 にて実施する。フラボノイド
の主要カテゴリーから、代表的な 20-30 種を
選び、消化管 TJ 機能亢進活性を探索する。
TJ 機能の評価方法として、電気生理学的手法
と、TJ 経路通過マーカーの透過速度の測定を
実施する。また、免疫学的手法（ウェスタン
ブロット法、蛍光免疫染色法）による TJ タ
ンパク質の発現、局在の解析を実施し、各フ
ラボノイドの作用強度に加え、作用の特性も
解析する。 
 
② 精神的ストレス動物モデルにおける、消
化管 TJ バリア機能の低下に対するフラボノ
イドの軽減作用の解析とその低下メカニズ
ムの解析 
 精神的ストレス動物モデルとして、ラット
拘束ストレスモデルを用いる。①の結果に基
づいて選抜されたフラボノイド類をラット
に摂取させ、TJ バリア機能保護作用を解析す
る。TJ バリア機能の評価は、拡散チャンバー
システムを用い、TJ タンパク質（Occludin、
Claudin など）の発現量と局在の変化を免疫
学的手法により解析する。また、バリア機能
の破たんに関わりうるサイトカイン、消化管
炎症の解析、フローサイトメーターによる免
疫細胞の解析も実施し、TJバリア機能の破た
んの要因も特定する。 
 
③ 精神的ストレス培養細胞モデルの構築と
そのメカニズム解明 
 ②のストレス動物モデルの特性に基づき、
Caco-2 細胞を用いて、ストレス誘導型のバリ
ア機能破たん培養細胞モデルを構築し、その
破たんのメカニズムを探る。同時に、フラボ
ノイドによる TJ バリア機能保護作用の分子
機序の解明へつなげる（④以降）。②の結果
を元にして、バリア機能に関わりうるサイト
カイン類（TNF-α、IL-18、IL-6 など）によ
るバリア機能への影響を解析することを起
点に、バリア機能低下に関わる TJ タンパク
質の変化（免疫学的手法などを用いる）、関
連する細胞内シグナル経路（阻害剤、siRNA
などを用いる）を解明する。 
④ フラボノイドによる TJバリア機能保護作
用の分子メカニズムの解明 
 ②のストレス動物モデルで TJ 機能保護作
用が認められたフラボノイド類について、③
で構築した培養細胞モデルを用いて、保護作
用の分子メカニズムを解明する。TJ タンパク
質の量・質的動態を免疫学的手法にて解析す
る。量的変動が認められた TJ タンパク質に



 

 

ついては、関連する転写因子を、質的変化（細
胞内分布の変化）が認められた TJ タンパク
質については、そのリン酸化動態を解析する。
また、上皮細胞におけるフラボノイドの作用
点も含め、作用に関連する細胞内シグナル経
路を特定する（シグナル阻害剤、siRNA、強
制発現系による試験）。 
 
⑤ 精神的ストレスとフラボノイドの作用に
関わる TJ タンパク質のリン酸化プロテオー
ム解析 
 ④にて質的およびリン酸化の変動が認め
られた TJ タンパク質について、そのリン酸
化部位を同定する。リン酸化 TJ タンパク質
濃縮画分の二次元電気泳動サンプル、あるい
は TJ タンパク質の免疫沈降物を用いて、
LC/MS/MS によりリン酸化部位を網羅的に同
定する。 
 
⑥ 精神的ストレスとフラボノイドの作用に
関わるリン酸化 TJ タンパク質の細胞生理学
的解析 
 ⑤にて同定された、TJ タンパク質のリン酸
化の細胞生理学的役割を解明する。TJ タンパ
ク質のリン酸化部位の変異発現ベクターお
よび組み換え体発現ベクターを構築する。組
み換えタンパク質を調製し、⑤にて特定され
たシグナル経路を元に、リン酸化の責任キナ
ーゼを同定する。また、Caco-2 細胞に変異タ
ンパク質を発現させ、細胞内動態、リン酸化、
フラボノイドへの感受性の変化を解析する。 
 
４．研究成果 

最初に、ヒト消化管上皮 Caco-2 細胞を用
いて、消化管バリア機能強化作用を有するフ
ラボノイド類をスクリーニングした。結果と
して、10 種類のフラボノイド類のうち、ケル
セチンとヘスペレチンに強いバリア機能強
化作用が見出された。次に、精神的ストレス
モデルラットを用いて、これらフラボノイド
類による消化管バリア機能保護作用、抗炎症
作用を探索した。ストレス負荷は、ラット小
腸のデキストラン透過性を高め、バリア機能
の低下を誘導したが、ケルセチンとヘスペレ
チンを予め摂食したラットでは、そのバリア
機能低下が抑制された。さらにストレス負荷
は、小腸組織の炎症性サイトカイン TNF-α発
現量を高める傾向を示したが、これらフラボ
ノイド類の摂取により抑制された。続いて、
Caco-2 細胞を用いて、ケルセチンとヘスペレ
チンによる消化管バリア機能保護作用の分
子機序を探索した。TNF-αは、タイトジャン
クション（TJ）タンパク質 Occludin の発現
低下を引き起こし、バリア機能を損傷させた。
このとき、ケルセチンを予め作用させた
Caco-2 細胞では、TNF-αによるバリア機能の
低下が抑制され、その作用機序として

Occludinの発現低下抑制とClaudin-4の発現
増加が提案された。しかしながら、ヘスペレ
チンは TNF-αに対する抑制作用を示さず、ケ
ルセチンとは異なる機序で消化管バリア機
能を保護することが推測された。 
続いて、フラボノイドによるタイトジャンク
ション（TJ）バリア機能保護・強化作用の分
子メカニズムを探索した。ヒト消化管上皮細
胞 Caco-2 にケルセチンとヘスペレチンを作
用させたところ、バリア機能の指標である経
上皮電気抵抗値が上昇し、バリア機能の増強
が認められた。またケルセチンによる作用に
は、TJ タンパク質、Claudin-4 の発現量の増
加、ZO-2、Occludin、Claudin-1 の局在変化
が関連することが示唆された。ヘスペレチン
は、Occludin と Claudin-4 の発現量の増加、
Claudin-1 と Claudin-3 の局在の変化を引き
起こした。ヘスペレチンに比較し、ケルセチ
ンの作用がより顕著であったことから、以降
の研究ではケルセチンに注目した。Occludin
のリン酸化解析を実施したところ、ケルセチ
ンによるバリア機能増強作用において、その
リン酸化上昇が引き金となっていることが
明らかとなった。また、Claudin-4 レポータ
ーアッセイを実施したところ、ケルセチンは、
Claudin-4 の転写活性を上昇させ、さらに転
写開始点から 200bpのプロモーター領域がそ
の上昇作用に重要な役割を持つことが明ら
かとなった。これら研究結果から、ヘスペレ
チン、ケルセチンによる消化管バリア機能保
護・増強作用の分子メカニズムが部分的に解
明された。研究全体を通して、ストレスによ
る消化管バリア機能損傷を保護するフラボ
ノイドが見出され、部分的ではあるが分子メ
カニズムも明らかにされた。これら成果は、
フラボノイド類の新規の生理機能を提案す
るとともに、申請時の研究計画を概ね達成し
たと考えられる。 
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