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研究成果の概要（和文）：　本研究は乳酸菌の炎症シグナル調節作用に着目し、皮膚角化細胞を通じた炎症応答制御の
可能性について検討を行ったものである。細胞培養系での検討により、一部のLactobacillus族乳酸菌株にヒト皮膚角
化細胞からのTARC（胸腺および活性化制御ケモカイン）発現を抑制する働きがあることを明らかにした。TARC抑制作用
の強い乳酸菌株の生体塗布による症状の発症に及ぼす効果についてアトピー性皮膚炎モデルマウスで確認を行ったとこ
ろ、菌体破砕後抽出物の塗布により、皮膚炎の発症に有意な抑制効果が観察された。
　以上の結果から乳酸菌の皮膚炎予防剤としての利用の可能性につながる研究成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：This research aimed at evaluating the regulatory effect of lactobacillus strains 
on the proinflammatory responses in keratinocytes. Cell culture study showed that some Lactobacillus 
strains suppressed the expression of TARC (thymus and activation-regulated chemokine) in human 
keratinocyte cell line. Significant inhibitory effect on the development of dermatitis was observed by 
topical application of an extract obtained from disrupted bacterial body of the TARC-suppressive strain 
in atopic dermatitis model mice.
The study showed that a possibility of novel usage of a lactobacillus strains as a prevention material 
against the development of atopic dermatitis.

研究分野： 動物生命科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
乳酸菌は種々のパターン認識受容体を介

して生体細胞の応答に調節的な役割を果た
すことが明らかとなってきている。研究代表
者らは過去に、即時型アレルギー症状に深く
関わる免疫細胞であるマスト細胞のアレル
ギー性応答の指標となる炎症応答（脱顆粒反
応や炎症性サイトカイン応答など）が、Toll
様受容体 2（TLR2）を介する乳酸菌刺激によ
り、長時間抑制されることを報告した。この
ような調節作用はマスト細胞にとどまらず、
より多くの細胞においてシグナル伝達さら
にはそれが深く関与する疾病症状の緩和に
も役立つ可能性がある。 
 
 皮膚角質細胞におけるTLR2発現ならびに
それらが産生するケモカインの誘導のアト
ピー性皮膚炎発症への関与という近年明ら
かになってきた知見に基づくと、TLR2 を介
して炎症を抑制する機能性をもつ乳酸菌と
の接触により、ケモカインの抑制が起こりう
るか、またこれが実際に皮膚炎の症状の改善
に応用できるのかが焦点となる。本研究課題
はこのような背景をもとに行われた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、免疫細胞に対して病原体

関連分子パターンを認識する受容体である
TLR2 を介して他の炎症応答の抑制状態を誘
導する機能性をもつ乳酸菌が、皮膚角化細胞
のケモカイン産生応答に対して抑制作用を
有するか、またこの作用が生体において実際
にケモカインが関与する皮膚炎症状の改善
に応用できるかを検証することを目的とす
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）細胞 
皮膚角化細胞への直接的な作用を評価す

るため、自発的不死化性で非腫瘍形成性ヒト
皮膚角化細胞株である HaCaT 細胞を Cell 
Lines Service 社より購入し使用した。細胞の
継代培養には、10％非働化ウシ胎児血清を添
加した高グルコース含有 DMEM に抗生物質
としてペニシリン-ストレプトマイシンを加
えたものを用い、5％ CO2、37℃の条件下で
培養を行った。 
 
（２）乳酸菌 

Lactobacillus 属乳酸菌株は、理化学研究所
バイオリソースセンター（茨城）より購入し
た。個々の乳酸菌株は MRS 増殖培地を用い、
29℃で培養した。増殖を確認後、培養液を
3000 × g で 10 分間遠心分離して沈殿物を得
た。得られた沈殿物から完全に培地成分を除

去するために超純水で 3回遠心分離を行った。
この沈殿物を-80℃で保存し、凍結乾燥を行っ
た。 
 検討には、この凍結乾燥菌体をエンドトキ
シンフリーの超純水に懸濁してサーマルサ
イクラーを用いて 70℃で 30 分間加熱処理し
たものを使用した。 
 
（３）TARC 誘導試験 
 HaCaT 細胞を、 10 ％ FBS 添加完全 
DMEM 培地に懸濁し、24 ウェル培養用マイ
クロプレートに播種した。まず HaCaT 細胞
に対し各種乳酸菌をそれぞれ 100 μg/mL で
24 時間作用させ、既報にならいヒト TNF-α
とヒト IFN-γ をそれぞれ終濃度 10 ng/mL で
添加し TARC を誘導した。6 時間後の細胞を
回収して TRI Reagent で RNA を調製し、
TARC発現状態について定量RT-PCR法で確
認を行った。 
 
（４）RT-PCR 法 
 RNA 1 μg に対して Random プライマー、
M-MLV Reverse Transcriptase を加えてサ
ーマルサイクラーPTC-200 により 42℃で 50
分間反応させて逆転写反応を行った。得られ
た cDNA にプライマーと SYBR Premix Ex 
Taq を加え、製品のプロトコールに従い Eco 
Real-Time PCR System により定量 PCR を
行った。HaCaT 細胞の PCR はすべて 95℃
で 15 秒、60℃で 10 秒、72℃で 20 秒を 40
サイクルの条件で行った。得られた各結果の
数値はSystem TP800ソフトウェアを用いて
ΔΔCT 法により解析を行い、ハウスキーピン
グ遺伝子である GAPDH の発現量をもとに
標準化を行った。 
 
（５）RNA 干渉試験 
実験前日に HaCaT 細胞を抗生物質不含の

10％FBS 入り DMEM 培地に懸濁し、24 ウ
ェル培養用マイクロプレートに 0.5 × 105 
cells/ウェルとなるように1 mLずつ播種した。 
当日に、1ウェルあたり 100 μLのOpti-MEM 
Reduced Serum Medium、3 μL の TLR2 
siRNA、1.5 μL の Lipofectamine RNAiMAX 
Transfection Reagent を混合し、siRNA 溶液
を調製した。またコントロールとして、同量
の Opti-MEM 培地を用意した。その後培地
を捨て、新鮮な抗生物質不含 DMEM 培地を
200 μL/ウェルずつ分注し、そこに上記の
siRNA 溶液を 100 μL/ウェルずつ添加した。
そして 37℃CO2インキュベーターで 48 時間
培養後、TLR2 と GAPDH の mRNA 発現量
について定量 RT-PCR 法で確認を行った。
TLR2 の mRNA 発現ならびにタンパク質は
発現量に抑制がみられることを確認し、乳酸
菌の TARC 発現に及ぼす影響を評価した。 
 
（６）乳酸菌破砕後水抽出物（LW）の分画 
 乳酸菌分画物を調製するにあたり、ビーズ
式ホモジナイザーBead-Beater の容器に 25 



mL容積ほどの0.1 mmガラスビーズを加え、
乳酸株を 50 mL 程度の氷冷した 0.1 M クエ
ン酸緩衝液（pH4.7）に懸濁したものを 50 mL
加えた。容器を機器にセットして 15,800 rpm
の条件で１分間の破砕処理を３回行った。そ
の後、破砕液を 50 mL 遠心管に回収し、3000 
rpmで10分間遠心してビーズを取り除いた。
そこに 1-ブタノールを加え手で激しく懸濁
したのち、30 分間氷上に静置した。その後
3000 rpmで20分間遠心して得られた水相を
透析し、凍結乾燥したものを乳酸菌破砕後水
抽出物（LW）として塗布試験に使用した。 
 
（７）マウス 

NC/Nga 系マウス（8 週齢、♂）は日本エ
スエルシー（静岡、日本）より入手し、23 ± 3℃
での 12 時間の点灯・消灯サイクルの条件下
で飼育を行った。動物試験の実施にあたって
は、信州大学動物実験委員会の示すガイドラ
インに従った。 
 
（８）塗布試験 
  市販マウス用固形資料で飼育したマウス
をコントロール群ならびに１回あたり 0.1 
mg の LW を塗布する群（0.1 mg LW 群）, 同
じく 1 mg の LW を塗布する群（1 mg LW 群）
の試験区に振り分け、28 日間の塗布試験を行
った。塗布試験開始日にイソフルラン麻酔下
で背部および耳介部を毛刈りし、4% SDS 水
溶液を背部および耳介部に滴下しながら均
一に塗布し、3 時間後に一匹当たり 80% エ
タノールに溶解させた LW（コントロール群
には 80 %エタノールのみ）を背部および耳
介部に均一に塗布した。さらに試験開始 8 日
目からは同量のLWをコナヒョウヒダニ抗原
入り軟膏剤のビオスタAD 100 mgとともに、
週に 2 回の塗布を行った。試験期間中は、7
日おきに写真撮影、皮膚炎症スコア測定を行
い、初日から 14 日おきに尾静脈より採血を
行った。また試験開始 28 日目に、マウスを
安楽死させ、炎症誘導を行った背部病変皮膚
を採取した。 
 
（９）皮膚症状スコアの測定 
 皮膚症状の測定は、4% SDS 水溶液塗布の
直前に行った。皮膚症状は発赤・出血、浮腫、
擦創・びらん、痂皮形成・乾燥の 4 項目につ
いて、無症状、軽度、中等度、高度の 4 段階
で評価し、それぞれを 0, 1, 2, 3 点とスコアリ
ングしてその合計点を算出し評価を行った。 
 
（１０）皮膚解析 
 試験期間最終日に安楽死させたマウスか
ら炎症を誘導した背上部皮膚を採取し、10%
中性ホルマリン緩衝液中で固定した。その後、
組織切片を作成し、ヘマトキシリン・エオジ
ン染色、キムザ染色による組織学的解析を行
った。 
また背部皮膚の TARC 遺伝子発現量は、マ

ウスより回収した背部皮膚の一部を TRI 

Reagent に溶解させたものを使用し、定量
RT-PCR法にてTARCの発現状況について確
認を行った。 
 
（１１）統計分析 
 得られた結果の統計分析はスチューデン
ト t-検定により行った。RT-PCR は両側検定、
アレルギースコアは片側検定の条件でそれ
ぞれ行った。P 値が 0.05 より小さい場合を有
意差ありと判断した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）TARC 誘導試験 

HaCaT 細胞における胸腺および活性化ケ
モカイン（TARC）発現は TNF-α と IFN-γ
による誘導において、非誘導時と比較して約
4.4 倍の増加を示した。検討した乳酸菌株の
うち、Lactobacillus reuteri JCM 1112 株に
おいて最も強い抑制効果が観察され、菌体無
添加時の TARC 発現と比べ約 68.4％の抑制
率であった。この結果を受け、これ以降 JCM 
1112 株を用いた詳細な検討を行うこととし
た。 
 
（２）抑制メカニズムの解析 
 抑制メカニズムをより詳しく解析するた
め、抑制作用が最も強かった JCM 1112 株を
用いて TNF-α と IFN-γ をそれぞれ単独で
HaCaT 細胞に作用させた条件での検討を行
った。その結果、TNF-α と IFN-γ は単独で
も TARC の発現を誘導した。それぞれの条件
で JCM 1112 株で前処理を行ったところ、未
処理の条件と比較し TNF-α による TARC 誘
導に約 25.4％の抑制効果が示され、IFN-γ に
よる TARC 誘導には影響しないことが明ら
かとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１. サイトカインで誘導した TARC発現に 

JCM 1112 株が及ぼす影響 
 
（３）RNA 干渉試験 

JCM 1112 株の抑制作用に対する TLR2 の
関与を検討するため、TLR2 を TLR2 siRNA
の導入でノックダウンさせた状態で JCM 
1112 株を作用させ、TNF-α による TARC 誘



導を行った。その結果、TLR2 をノックダウ
ンするとJCM 1112株のTARC発現抑制効果
が消失することが明らかとなった（図２）。
IFN-γによるTARC発現に対しても同様の検
討を行ったが、TLR2 発現下での乳酸菌添加
の状態と有意な変化はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２. TLR2 ノックダウン条件下における 
TARC 発現に JCM 1112 株が及ぼす影響 

 
（４）皮膚症状 

LW を塗布した NC/Nga 系マウスの試験期
間中における皮膚症状スコアの変化を図３
に示した。皮膚スコアは塗布試験開始 21 日
目の 1 mg LW 群においてコントロール群と
比較して優位に低下した。21 日目から 1 mg 
LW 群を除くすべての群において背上部皮膚
の痂皮・乾燥が顕著に表れ、皮膚症状スコア
に統計上の有意差がみられた。なお、試験期
間中を通じて 0.1 mg LW 群と 1 mg LW 群の
マウスの体重はコントロール群と比較して
統計上の有意差はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図３. JCM 1112 株 LW 塗布の 
NC/Nga 系マウス皮膚症状に及ぼす影響 

 
（５）背上部皮膚の組織学的変化 
試験終了後、ヘマトキシリン・エオジン染

色により炎症を誘導した皮膚部位断片の観
察を行ったところ、コントロール群では痂皮
形成、表皮の肥厚、潰瘍形成、真皮の好中球
を主体とした炎症性細胞浸潤、繊維芽細胞お
よび膠原繊維の増生が認められた。しかし、

0.1 mg LW 群では痂皮形成がコントロール
群より弱く、表皮の潰瘍形成は見られなかっ
た。また、1 mg LW 群においては皮下組織の
炎症性細胞浸潤が軽度に認められた程度で
あった。また同皮膚部位のキムザ染色の結果、
コントロール群および 0.1 mg LW 群におい
て好酸球の浸潤が軽度に見られたが、1 mg 
LW 群はごく軽度で生理的範囲の浸潤であっ
た。また、肥満細胞の浸潤はすべての群にお
いて真皮および皮下組織で軽度に認められ
た。 
 
（６）背上部皮膚における TARC 発現量 
アトピー性皮膚炎のLWによる軽減作用を

検討するため試験後の背上部皮膚における
TARCの発現量を定量RT-PCR法により解析
した結果を図４に示した。1 mg LW 群の背上
部皮膚 TARC 遺伝子発現がコントロール群
と比較して 52 %低下し、統計上の有意差が
みられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４. JCM 1112 株 LW 塗布の 

炎症誘導部位 TARC 発現に及ぼす影響 
 
 以上本研究を通じて、TLR2 リガンドとし
て作用することで知られる Lactobacillus 属
乳酸菌の新たな機能性として、皮膚角化細胞
単独の培養系における TARC 発現抑制作用
が明らかとなった。 
またアトピー皮膚炎モデル NC/Nga 系マ

ウスにおいて、TARC を抑制する乳酸菌株の
LW は、塗布部位の TARC 産生を抑制するこ
とで、アトピー性皮膚炎の発症を軽減する可
能性が示された。これらは皮膚角化細胞培養
系で確認された効果が生体においても機能
することを示唆するものであり、アトピー性
皮膚炎モデル動物と位置づけられる NC/Nga
系マウスでの効果が実証されたことにより、
ヒトのアトピー性皮膚炎においてもLWの塗
布が症状の予防や改善に有効である可能性
が示された。この菌体塗布により懸念された、
副作用的なアレルギー応答や炎症の誘導を
示す兆候は観察されなかった。 
課題としては、NC/Nga 系マウスへの塗布

試験により 1 mg LW 塗布による皮膚スコア
の減少やアトピー性皮膚炎の有意な抑制作



用は確認されたものの、試験期間終盤におい
て作用が弱まる傾向がみられたことが挙げ
られる。この要因をさらに追求したところ、
LW のエタノールへの溶解性が、長期の動物
試験期間中に低下してくることが明らかと
なった。より深部の皮膚角化細胞まで有用乳
酸菌株の成分が到達させることを可能にす
る長期に安定的な浸透性を確保するための
菌体画分調製方法のさらなる開発が期待さ
れる。 
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