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研究成果の概要（和文）：乳酸菌Lactobacillus caseiのゲノムDNA上に発見した抗炎症作用を示す14種のオリゴ
DNA中で最も高頻度に含まれるODN 7F (TTTTGCCG)が上皮細胞および免疫細胞において抗炎症作用を示し、IBDモ
デルマウスの症状を軽減したことより、7Fが新たなIBD予防・治療薬となる可能性が示した。さらに、7Fの抗炎
症作用にはTLR9が関与すること、また、その作用の発現にはTLR9だけではなくHsp90を介したHsp70の発現増加が
重要であることなど、抗炎症作用の機序の一部を明らかにし、乳酸菌から特定した抗炎症作用を持つODNの創薬
への可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：　We identified 14 novel anti-inflammatory oligodeoxynucleotide (ODN) from 
the genomic DNA of Lactobacillus casei using Caco-2 cells. In particular, the ODN 7F (TTTTGCCG) also
 showed the anti-inflammatory effects in THP-1 cells used as immune cell model and oral 
administration of 7F ameliorated the severity of colitis in dextran sodium sulfate-induced mouse 
model of IBD. In addition, the anti-inflammatory effects of 7F were mainly regulated by an increase 
in heat shock protein (Hsp) 70 expression through TLR9 and Hsp90. Our results suggested that the 
anti-inflammatory effects of live LAB is dependent on their genomic DNA and ODN identified from LAB 
genomic DNA possess the potential for treating IBD.　　　

研究分野：生物系薬学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの体内や自然界に広く存在し、宿主に
多くの有益な効果をもたらす乳酸菌は、食品
や医薬品として利用されている。また、抗炎
症作用を持つ乳酸菌の摂取は、厚生労働省よ
り難病に指定されている炎症性腸疾患 
(IBD)患者の症状を改善することから、いま
だ治療法のない疾患に対する新たな治療薬
としても期待されている (Bibiloni et al, Am 
J Gastroenterol 2005)。しかし、免疫力の低
下した患者に対する乳酸菌の摂取は、敗血症
を引き起こす可能性があるため、その使用は 
制限されることが多い  (Porras et al, 
Inflamm Bowel Dis 2006)。また、乳酸菌の
抗炎症作用機構は また不明の部分が多く、
副作用をなくすためにその機構の解明は必
須となる。上記の問題点を解決するために、
乳酸菌の菌体内や細胞壁、菌体外分泌物なと
どに含まれる抗炎症成分の特定が行われて
いる (表 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、乳酸菌の抗炎症作用の強さは、菌種に
より異なることかが知られている。研究代表
者は、この違いが乳酸菌の抗炎症成分である
ゲノム DNA に依存する可能性を示し
（Hiramatsu et al, Microbes Infect. 2013）、
さらに、乳酸菌 Lactobacillus casei のゲノム 
DNA から、上皮細胞において抗炎症作用を
示す 14 種類の短い配列 (オリゴデオキシン
クレオチド：ODN) を特定した。特に、最も
強 い 抗 炎 症 作 用 を 示 し た ODN-7F 
(TTTTGCCG) は、L. casei に 高頻度に含ま
れていたことから、L. casei のゲノム DNA 
の抗炎症作用は ODN の頻度に依存する可
能性が高いことが示唆された。 
 
 
表２. Candidate anti-inflammatory ODN 

 

 
 

２．研究の目的 
 本研究では、免疫細胞と大腸炎モデルマウ
スにおける ODNの抗炎症作用およびその作
用機構を検討し、ODN を利用した抗炎症薬
を創出するための基礎的研究を行う。さらに、
乳酸菌の生菌およびゲノム DNA の抗炎症作
用の強さが菌種により異なる原因の解明を
目指す。炎症には、上皮細胞だけでなく免疫
細胞も深く関与するため、したがって、本研
究では、ODN の免疫細胞における抗炎症作
用を評価する。さらに、IBDモデルマウスに
対する治療効果の検討およびその作用機構
の解明を行うことで、ODN を臨床応用に展
開するための基盤を作る。また、他の乳酸菌
のゲノム DNAに高頻度に含まれる ODN を
特定し、乳酸菌の生菌およびゲノム DNA の
抗炎症作用の強さが菌種で異なる原因の解
明を目指す。 
３．研究の方法 
(1)ヒトマクロファージ様細胞株 THP-1 に
対する ODN の抗炎症作用の確認 
 THP-1 細胞  (3×106cells/well/2 ml)を 6 
well プレートに分注し、100ng/ml PMA 
(Phorbol Myristate Acetate)の存在下、48時
間インキュベートすることで、マクロファー
ジ様細胞に分化させた。次に、3 μg/ml LPS
の存在下、最終濃度が 30 μM となるように
1F (CAAAACTA、抗炎症作用を示さない
ODN)、7F、7R、8Fを曝露し、24時間イン
キュベートした。そして、細胞内タンパク質
抽出物を作製し、iNOS、COX-2 の発現量を
それぞれウエスタンブロットおよび ELISA
により測定した。 
(2) IBDモデルの DSS (デキストラン硫酸ナ
トリウム ) 誘発性大腸炎マウスに対する
ODNの予防・治療効果の評価 
 DSS誘発性大腸炎マウスは、6週齢の雄の
C57BL/6Nマウスに 3%DSS溶液を 7日間飲
水として与えることで作製した。ODN の経
口投与 (2 nmol/g mouse)は、DSSの投与を
開始する 6日前より 2日おきに 5回行った。 
DSSの投与 0日目より、毎日、体重の測定、
下痢および血便の観察を行い、スコア化した。
そして、それぞれのスコアを合計し、DAIを
算出した。DSS投与 7日目にマウスを解剖し、
大腸を摘出した。大腸の長さを測定後、タン
パク質および RNA をそれぞれ抽出した。タ
ンパク質抽出物は、MPO 活性の測定に使用
した。また、RNA 抽出物は、逆転写後、
real-time PCR を用いた MIP-2、iNOS、
COX-2 mRNAの発現量の測定に使用した。 
(3) ODN の抗炎症作用への TLR9、Hsp70、
Hsp90の関与の評価 
① TLR9、Hsp70の評価： 
 Caco-2細胞 (2×105 cells/well/500μl)を 24 
wellプレートに分注し、TLR9-siRNAまたは、
Hsp-70-siRNA のトランスフェクションを
24時間行った。ネガティブコントロールとし
て各々の scramble-siRNA を用いた。次に、
1 mM H2O2の存在下、1Fおよび 7F (30μM)

Sense Anti-sense 

No. Sequence  
(5’  3’) No. Sequence 

(5’  3’) 

3F TGGCTGTT 3R AACAGCCA 

4F TTGCCGCA 4R TGCGGCAA 

5F GATTATCG 5R CGATAATC 

6F CGCCATTT 6R AAATGGCG 

7F TTTTGCCG 7R CGGCAAAA 

8F TTGTCACC 8R GGTGACAA 

9F CATCAAAG 9R CTTTGATG 



を曝露した。48 時間インキュベートした後、
培養上清の回収および細胞内タンパク質の
抽出を行った。培養上清中の IL-8 濃度は
ELISAにより測定した。また、TLR9、Hsp70
に特異的な抗体を用いたウエスタンブロッ
トにより、細胞内タンパク質の TLR9、Hsp70
発現量を測定して、7Fによる IL-8遊離抑制
作用への TLR9 と Hsp70 の発現抑制の関与
を評価した。 
②Hsp90の評価： 
 ある種の ODN は Hsp90 に結合すること 
で、その ATPase活性を阻害して NF-κBの
核内移行を抑制する作用を持つ Hsp70 の発
現を増加させることが報告されているので、
1Fまたは7Fをストレプトアビジンおよびビ
オチンを介して、アガロース樹脂に結合させ
た。この複合体 (10, 20, 40, 80 µl)を 1 µgの
rHsp90 と反応させ rHsp90 を結合させた。
樹脂を遠心、洗浄後、熱処理によって rHsp90
と ODN の結合を解離し、結合した rHsp90
をウエスタンブロットにより検出して結合
能を評価した。rHsp90 (50 ng/ml)を用いて、
ATPase 活性を測定した。ODN による
ATPase 活性の阻害は、反応系に 1F または
7F (3, 10, 30 µM)を添加することで評価した。
ATPase 活性は、ATP が ADP に変換される
際に遊離するリン酸を、マラカイトグリーン
とモリブデン酸アンモニウムにより発色さ
せることで測定した。 
 (4) 乳酸菌よび他の細菌のゲノム DNA の
抗炎症作用に ODNの頻度が与える影響の検
討 
 ゲノム DNA の完全長塩基配列が NCBI デ
ータベースで公開されている Lactobacillus
属乳酸菌のゲノム DNA情報を用いて、14種
類の抗炎症作用を持つ ODN がゲノム DNA 
106 bpあたり何個存在するかを算出した。 
 
４．研究成果 
(1)免疫細胞およびマウス大腸炎における
ODNの抗炎症作用の検討 
 腸管における炎症には、上皮細胞だけでな
く、免疫細胞も重要な役割を果たす。そこで、
ヒトマクロファージ様細胞株 THP-1 に IBD
の原因の一つとして知られる LPSを添加し、
炎症の指標となる iNOS および COX-2 の発
現増加を測定することにより、免疫細胞にお
ける ODNの抗炎症作用を評価した。その結
果、7F のみが LPS による iNOS および
COX-2 の両方の発現増加を抑制した (Fig. 
1)。これらの結果は、免疫細胞において、7F
が強い抗炎症作用を持つことを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. LPSを曝露した THP-1細胞における L. casei由
来ODNの iNOSおよびCOX-2発現抑制作用 (*P <0.05 
vs LPS+H2O) 
 
 デキストラン硫酸ナトリウム (DSS)をマ
ウスに自由飲水させることにより、IBDモデ
ルマウスを作製することができるので、
3%DSSを 7日間与える 6日前よりODNを 2
日おきに経口投与し、ODN のマウス大腸炎
に対する症状軽減作用を検討した。その結果、
7F の投与により、体重減少・下痢・血便の
程度から算出した disease activity index 
(DAI)の値が減少した (Fig. 2)。さらに、7F
の投与は、大腸の短縮および好中球遊走の指
標であるMPO活性の増加についても抑制作
用を示した。(Fig. 3)。また、IL-8 のマウス
ホモログである macrophage inflammatory 
protein-2 (MIP-2) 、COX-2、iNOSの大腸に
おける mRNA 発現量は、7F 投与群のみで、
その発現増加が抑制された (Fig. 4)。これら
の結果は、7Fが IBDモデルマウスの症状を
軽減することを明らかにした。 

Fig. 3.  7Fによる DSS誘発性マウス大腸炎のMPO活性減少作用 

Fig. 2.  7Fによる DSS誘発性マウス大腸炎の症状軽減作用 



Fig. 4.  DSS を投与したマウス大腸における 7F
のMIP-2 (A)、iNOS (B)、COX-2 (C) mRNA発現
抑制作用 
 
(3) ODNの抗炎症作用への TLR9、Hsp70の
関与 
 Caco-2細胞の TLR9-siRNA処理により、
TLR9 の発現が抑制されることを確認した。
siRNA 未 処 理 細 胞 お よ び scramble 
TLR9-siRNA処理細胞において、7Fは IL-8
の遊離を抑制した (siRNA未処置：376 ± 68、
scramble TLR9-siRNA：315 ± 45 pg/ml)。
また、TLR9-siRNA処理細胞においても、7F
は H2O2による IL-8 の遊離を抑制した (526 
± 83 vs. 793 ± 25 pg/ml, P < 0.05)。しかし、
TLR9-siRNA 処理細胞に H2O2と 7F を曝露
した場合の IL-8 遊離量は、siRNA 未処理細
胞および scramble TLR9-siRNA処理細胞の
場合の IL-8 遊離量と比較して、有意に高か
った (526 ± 83 vs. 376 ± 68, 315 ± 45 pg/ml, 
P < 0.05) (Fig.4)。これらの結果は、TLR9の
発現抑制が 7Fによる IL-8遊離抑制作用を部
分的に消失させることを示した。7F の IL-8
遊離抑制作用には、TLR9 非依存的な経路が
存在する可能性が示されたので、乳酸菌の抗
炎症作用機構の一つである Hsp70 が関与す
るかを検討した。RNAi 法を用いて、Hsp70
の発現を抑制した Caco-2 細胞を作製し、
Hsp70の発現抑制が7Fによる IL-8遊離抑制 
作用に与える影響を検討した。Hsp70-siRNA
処理によりCaco-2細胞におけるHsp70の発
現が抑制されていることを確認した。7F に
よる IL-8遊離抑制作用に Hsp70の発現抑制
が与える影響を検討した。その結果、siRNA

未処理細胞および scramble Hsp70-siRNA
処理細胞では、7F は H2O2による IL-8 の遊
離を抑制した (siRNA 未処置：366 ± 62、
scramble Hsp70-siRNA：315 ±45 pg/ml)。
しかし、Hsp70-siRNA処理細胞では、7Fは
H2O2による IL-8の遊離に影響を与えなかっ
た (647 ± 131 pg/ml)。また、siRNA未処理
細胞、scramble Hsp70-siRNA 処理細胞と
Hsp70-siRNA処理細胞において、7F を曝露
した細胞の IL-8 遊離量に有意な差が見られ
た (P < 0.05) (Fig. 6)。これらの結果は、
Hsp70の発現抑制が7Fによる IL-8遊離抑制
作用を完全に消失させることを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.  TLR9の発現抑制が 7F の IL-8遊離抑制作用
に与える影響 

Fig. 6.  Hsp70の発現抑制が 7Fの IL-8遊離抑制
作用に与える影響 
 
 (4) Caco-2細胞、DSS誘発性大腸炎マウス
における抗炎症作用を持つODNのHsp70発
現誘導作用 
 上皮細胞における 7F の抗炎症作用機構に
Hsp70 が関与することが明らかとなったの
で、7Fを曝露した Caco-2細胞および経口投
与したマウス大腸における Hsp70 の発現増
加について検討した。 
 Caco-2 細胞およびマウス大腸において、
Hsp70は恒常的に発現していた。また、H2O2

の曝露および DSS の投与により、Hsp70 の
発現量に差は見られなかった。一方、7F の
曝露はCaco-2細胞におけるHsp70の発現量
を 2.7倍に、7Fの経口投与はマウス大腸にお
ける Hsp70 の発現量を 2.2 倍に増加させた 
(P < 0.05) (Fig7.(A) (B))。しかし、1Fの曝露
および投与は、Hsp70の発現量に影響を与え
なかった。これらの結果より、7F が Hsp70

(A) 

(B) 

(C) 



の発現を増加させることで、抗炎症作用を示
すことが示唆された。 
（A） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(B) 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. 7Fによる Caco-2細胞 (A)およびマウス大
腸 (B)におけるHsp70発現量の増加 
 
(5) 抗炎症作用を持つODNのHsp90への結
合とHsp90の ATPase活性阻害作用 
 7F は TLR9 非依存的な経路を介して、
Hsp70 の発現を増加させることが示唆され
た。Hsp70の発現増加の作用機構の一つとし
て、Hsp90への結合およびその ATPase活性
の阻害が知られているので、Hsp90組換え体 
(rHsp90)を用いて、7F の rHsp90 に対する
親和性および rHsp90の ATPase活性に与え
る影響を検討した。1F とアガロース樹脂を
用いた場合、80μl で Hsp90 が検出された。
一方、7F とアガロース樹脂を用いた場合、
20、40、80 μlで Hsp90が検出された。ま
た、ODN を結合させていないアガロース樹
脂では、Hsp90は検出されなかった (Fig. 8)。
以上の結果、7Fの rHsp90に対する親和性は、
1Fより高いことが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 8. 1Fおよび 7Fの rHsp90に対する親和性 
 
 rHsp90 (50 ng/μl)を用いて、その ATPase
活性及ぼす ODN の影響を反応系に 1F また
は 7F (3, 10, 30 μM)を添加することで調べ
た。その結果、3 および 10μM の 7F は
rHsp90 の ATPase 活性に影響を与えなかっ
たが、30μMの7Fは rHsp90単独と比較し、
ATPase活性を有意に抑制した (12.1 ± 0.7 
vs. 21.0 ± 2.4 nmol/mg/min, P < 0.05) (Fig. 

9)。一方、1Fはすべての濃度で、rHsp90の
ATPase 活性に影響を与えなかった。この結
果は、7Fが用量依存的に rHsp90の ATPase
活性を阻害することを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. 7Fによる rHsp90のATPase活性の阻害作
用 
 
(6) 7Fの抗炎症作用機構 
 RNAi により TLR9 の発現を抑制した
Caco-2細胞では、7Fの IL-8遊離抑制作用は
完全には消失しなかった。この結果は、7F
の抗炎症作用にはTLR9の関与しない経路も
存在する可能性を示した。そこで、TLR9 以
外の作用機構として、heat shock protein 
(Hsp)に着目した。7FとHspの関係について
検討した結果、7FはHsp90に高い親和性を
持ち、その ATPase活性を阻害することを明
らかにした。さらに、7Fは Caco-2細胞およ
びマウス大腸でHsp70の発現を増加させた。
また、RNAiによりHsp70の発現を抑制した
Caco-2細胞では、7Fの IL-8遊離抑制作用が
完全に消失した。これらの結果は、7F の抗
炎症作用に、TLR9 および Hsp90 を介した
Hsp70の発現増加という2つの経路が関与す
ることを示唆した (Fig.10)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Fig.10.  7Fの抗炎症作用機構 
 
 (7) Lactobacillus属のゲノムDNA内に含ま
れる抗炎症作用を持つ ODNの頻度の算出 
 IL-8遊離抑制作用を示した14種類のODN 
(表 2) が 5 種類の Lactobacillus 属(La：L. 
acidophilus、Lc：L. casei、Lg：L. gasseri、
Lp：L. plantarum、Lr：L. reuteri)のゲノム
DNA にどの程度の頻度で含まれているかを
検討した。現在、3種類の La、7種類の Lc、
1種類の Lg、6種類の Lp、5種類の Lrのゲ
ノム DNAの完全長ゲノムがNCBIデータベ



ースで公開されているので、これらのゲノム
DNA情報を用いて、14種類の抗炎症作用を
持つ ODNがゲノム DNA 106 bpあたり何個
存在するかを算出した。その結果、各乳酸菌
のゲノム DNAにおいて、3F、3R、5F、5R、
8F、8R、9F、9Rの塩基配列の頻度は同程度
であった。一方、4F、4R、6F、6R、7F、7R
の塩基配列は、他の 4 種類の Lactobacillus
属と比較して、Lcのゲノム DNAに高頻度に
含まれていた。特に、7Fおよび 7Rの Lcゲ
ノム DNA における頻度は、最も高かった 
(127〜129/106 bp)。また、7種類の Lcゲノ
ム DNA間の 7Fおよび 7Rの頻度は、同程度
であった (表 3)。この結果は、7Fおよび 7R
は、Lactobacillus 属ではなく、Lc のすべて
の株に特有の抗炎症作用を示す ODNである
ことが示唆された。 
 
表 3 7 種類の Lc ゲノム DNA における 7F
と 7Rの頻度 

Species Strain 
7Fおよび 7Rの頻度 

(コピー数 / 106 bp) 

Lc ATCC334 127 

 LOCK919 129 

 BD-II 128 

 BL23 129 

 LC2W 129 

 W56 129 

 str. Zhang 132 
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