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略記 

 

ATCC; American type culture collection 

DAPI; 4’-6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride 

DHA; docosahexaenoic acid 

DMEM; Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DSS; dextran sulfate sodium 

DTT; dithiothreitol 

EPA; eicosapentaenoic acid 

ERK; extracellular signal-regulated kinase 

FITC; fluorescein isothiocyanate 

GALT; gut-associated lymphoid tissue 

GPCRs; G protein-coupled receptors 

HBSS; Hank's balanced salt solution 

HDAC; histone deacetylase 

HYA; 10-hydroxy-cis-12-octadecenoic acid 

HYB; 10-hydroxy octadecanoic acid 

IECs; intestinal epithelial cells 

IκB; inhibitor κB 

IFN; interferon 

IL; interleukin 

JNK; c-jun N-terminal kinase 

KetoA; 10-oxo-cis-12-octadecenoic acid 

KetoB; 10-oxo-octadecanoic acid 

KetoC; 10-oxo-trans-11-octadecenoic acid 

MAPK; mitogen-activated protein kinase 



-2- 

MEK; MAPK kinase 

MLCK; myosin light chain kinase 

NF-κB; nuclear factor-kappa B 

PBS; phosphate buffered saline 

PPAR; peroxisome proliferator-activated receptor 

PUFAs; polyunsaturated fatty acids 

SFB; segmented filamentous bacteria 

TER; transepithelial electric resistance 

Th17 cells; T helper 17 cells 

TJ; tight junction 

TNF; tumor necrosis factor 

TNFRs; TNF receptors 

Treg cells; regulatory T cells 

ZO; zonula occludens 
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第１章 

 緒言 

  

1 腸内細菌叢と宿主恒常性 

 近年、オミクス解析技術の発展によって、腸内細菌の遺伝子とその代謝産物の網羅的

解析が可能となり、腸管における腸内細菌叢の全容とその機能性が明らかとなってきた。

その結果、腸内細菌叢の変化が種々の疾患の発症・増悪（炎症性疾患 (Huttenhower et al., 

2014)、代謝性疾患 (Sonnenburg & Bäckhed, 2016; Winer et al., 2016)や自己免疫疾患 

(Zhernakova et al., 2013.)など）に寄与することが明らかになりつつある。すなわち、腸

内細菌が宿主の免疫・代謝機能に重要な役割を果たしており，医学・生物学において最

も重要な領域として認識され始めている。 

1.1腸管免疫と腸内細菌叢 

 腸管は、摂取した食物の消化・吸収を司る器官であると同時に、食物抗原や腸内細菌

などの「異物」に常に暴露される器官であるため、腸管には全免疫細胞の約 60%が集中

し、生体最大の防御システムとして腸管関連リンパ組織 (gut-associated lymphoid tissue, 

GALT)を形成している (Pearson et al., 2012) (Figure 1-1)。GALTはパイエル板や腸管孤立

リンパ小節などのリンパ節に加え、腸管上皮間リンパ球や粘膜固有層リンパ球などの腸

管特異的な免疫細胞で構成されている。この組織には、食物抗原や腸内細菌を認識する

樹状細胞やマクロファージといった自然免疫担当細胞と、T 細胞や B細胞を含む獲得免

疫担当細胞が含まれる。このような、膨大な数の「異物」と「免疫細胞」が共存する腸

管において、その恒常性維持に腸管上皮細胞が重要な役割を果たしている。腸管上皮細

胞は、腸管腔内の異物と免疫細胞を隔てる物理的バリアとして機能し、異物の侵入を防

いでいる。また、上皮細胞はムチンや抗菌ペプチドを産生するなど、生物的バリアとし

ても機能している。さらに近年の研究では、上皮細胞はケモカインやサイトカインを分

泌、あるいは共刺激分子を発現することで、免疫細胞の局在、活性化に寄与することも

報告されている。 
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 一方、我々の腸管には、1000種類以上、100 兆個もの腸内細菌が存在し、それぞれが

バランスを保ちながら共存している。近年、この腸内細菌のバランスが何らかの刺激で

破綻すると、宿主の恒常性に影響を及ぼすことが明らとなった (Verdu et al., 2015)。す

なわち、我々の恒常性を維持するために、腸内細菌のバランスを保つことが非常に重要

である。また、宿主の恒常性維持において、腸内細菌が腸管粘膜免疫システムの制御に

寄与することと、その分子メカニズムが明らかになりつつある。例えば、腸内細菌の一

種であるセグメント細菌 (segmented filamentous bacteria; SFB)は炎症応答に関与するイ

ンターロイキン 17 産生性ヘルパーT 細胞 (T helper 17 cells; Th17 cells)の分化・誘導に関

与することや (Ivanov et al., 2009; Atarashi et al., 2015)、クロストリジウム目細菌群が制

御性 T 細胞 (regulatory T cells; Treg cells)の分化・誘導に寄与することが明らかとなった 

(Atarashi et al., 2011; Atarashi et al., 2013; Smith & Garrett, 2011) (Figure 1-2)。 

1.2 腸内細菌と代謝産物 

 近年、難消化性多糖類（食物繊維）は腸内細菌の重要な栄養源として利用され、その

代謝産物として生成された短鎖脂肪酸が、宿主の免疫・代謝系に重要なシグナル分子と

して役割を果たすことが明らかになりつつある。例えば、短鎖脂肪酸の一つである酢酸

は，病原性大腸菌 O157の感染を予防することや腸管バリア機能を向上させることが明

らかになっており  (Fukuda et al., 2011.)、また酪酸はエピジェネティック  (histone 

deacetylase inhibition; HDAC inhibition)に作用し，Treg細胞の転写因子である FoxP3の発

現を制御することで大腸炎を改善することも報告されている  (Furusawa et al., 2013; 

Zeng & Chi. 2015) (Figure 1-3)。この他にも、細胞膜上の Gタンパク質共役型受容体 (G 

protein-coupled receptors; GPCRs)である短鎖脂肪酸受容体を介した作用なども報告され

ている。 

さらに、腸内細菌が生化学的な水酸化反応を介して、食事由来の不飽和脂肪酸から水

酸化脂肪酸、オキソ脂肪酸、共役脂肪酸および部分的に飽和された非メチル化脂肪酸を

産生することが報告され、マウスの組織においても、これら独特な脂肪酸の存在が明ら

かになっている (Kishino et al., 2013) (Figure 1-4)。このような不飽和脂肪酸由来の腸内
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細菌代謝産物群は、脂質代謝制御 (Goto et al., 2015)、脂肪酸合成 (Nanthirudjanar et al., 

2015)あるいは、免疫制御 (Bergamo et al., 2014)などの機能性に寄与することが見出され

ており、腸内細菌の不飽和脂肪酸代謝に依存して、腸管内に生成する脂肪酸がシグナル

分子として、宿主の健康に何らかの影響を及ぼしている可能性を示唆している。 

2 腸管バリア 

2.1 Tight junction 

 腸管上皮細胞は、栄養素の吸収に関与すると同時に、食品や腸内細菌などの抗原の無

秩序な侵入を物理的・化学的に制御するバリア機能を担うことが知られている。そのう

ち、最も重要なものが物理的バリア、即ち tight junction (TJ)による物質透過性の制御で

ある。隣接する上皮細胞同士は、TJ によって強固に結合しており、栄養素、イオン、水

分の透過を制御し、さらに微生物などの異物の侵入を防いでいる (Turner, 2009; Turner 

et al., 2014)。TJ は 50 種類以上のタンパク質から構成され、occludin や claudin ファミリ

ーなどの膜貫通タンパク質が zonula occludens-1（ZO-1）などの裏打ちタンパク質を介し

てアクチン細胞骨格と結合している (Fanning et al., 1998; Itoh et al., 1999) (Figure 1-5)。

近年の研究により、腸管管腔内の最前線に局在することから、食品成分 (Miyauchi et al., 

2012; Azuma et al., 2013; Ren et al., 2014; Hung & Suzuki, 2016)、腸内細菌を含めた微生物 

(Ulluwishewa et al., 2011; Berkes et al., 2003)、サイトカイン (Al-Sadi et al., 2009)など、

種々の因子が TJ の機能に影響を与えることが明らかになってきている。このように、

TJ による物質透過制御は種々の因子から影響を受け変化することから、TJ 構造を正常

に保つことが、腸管恒常性維持において重要であると考えられる。 

2.2 Tight junctionの破綻と疾患 

 腸管バリア機能の異常による物質透過性の亢進は、炎症性腸疾患 (Salim & Soderholm 

2011)や過敏性腸症候群 (Piche et al., 2009)、さらには、食物アレルギー (Perrier & Corthesy, 

2011)、アトピー性皮膚炎 (Wesemann & Nagler, 2016)など、あらゆる疾患患者や疾患モ

デルにおいて確認されている。特に近年、炎症性腸疾患に関する研究は盛んに行われて

おり、モデル動物を用いた研究などにより、腸管バリア機能の異常が炎症性腸疾患の病
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因の一つであることが示されている (Khor et al., 2011) (Figure 1-6)。実際、炎症性腸疾患

患者の腸管において、TJ 構成タンパク質の発現・異常が多数報告され (Chen et al., 2015; 

Vivinus-Nébot et al., 2014; Poritz et al., 2011; Weber et al., 2008)、さらに、物質透過性の増

加は、炎症性腸疾患の重篤度と相関し、炎症再発の兆候として観察される (Mankertz & 

Schulzke, 2007)。炎症性腸疾患患者や炎症性腸疾患モデル動物の腸管において、tumor 

necrosis factor (TNF)-α, interferon (IFN)-γ, interleukin (IL)-6および IL-17などの炎症性サイ

トカインの過剰産生が報告されており(Sandborn et al., 2007; Jarry et al., 2015; Powell et al., 

2015; Miyauchi et al., 2013)、これらの炎症性サイトカインが腸管上皮細胞に作用し、TJ

構成タンパク質の発現・局在異常を惹起する (Juuti-Uusitalo et al., 2011; Al-Sadi et al., 

2011; Suzuki et al., 2011)。従って、これらの炎症性サイトカインによるバリア機能の低

下を抑制することは、炎症性腸疾患発症予防・緩和に有効であると考えられる。 

3 Gタンパク質共役型受容体 

 GPCRs は、ホルモンや神経伝達物質のようなシグナル伝達分子を感知するために生

理学的に重要な膜タンパク質であり、様々な疾患に対する治療・創薬ターゲットとなっ

ている (Venkatakrishnan et al., 2013)。腸内細菌代謝産物の短鎖脂肪酸は，GPR41, GPR43, 

GPR109a や Olfr78 などに対するリガンドとして同定されており、宿主の恒常性維持に

重要な役割を果たすことが明らかとなっている。例えば、GPR41 はエネルギー制御 

(Kimura et al., 2011)や免疫制御 (Trompette et al., 2014)が報告されており、GPR43 も同様

に、代謝疾患 (Kimura et al., 2013)や免疫疾患 (Maslowski et al., 2009)などに関与するこ

とが明らかとなっている。また、GPR109a は免疫制御 (Macia et al., 2015)を、Olfr78は

血圧調節 (Pluznick et al., 2013)をそれぞれ担うことが報告されている。このように、宿

主の栄養源として捉えられていた食品由来の短鎖脂肪酸が、GPCRs を介することでシ

グナル分子として作用し、宿主の恒常性維持に重要な役割を果たしていることが明らか

にされている (Figure 1-7)。 

一方、長鎖脂肪酸受容体である GPR40 や GPR120 にも様々な機能性が報告されてい

る。例えば、GPR120 は脂肪組織や免疫細胞に高発現することが明らかにされており、
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食事性肥満の原因遺伝子の一つであること (Ichimura et al., 2012)、マクロファージにお

ける炎症抑制性シグナルを誘導すること (Oh et al., 2010)や腸管ホルモン分泌による代

謝改善作用 (Hirasawa et al., 2005)などが報告されている。さらに、GPR40は膵 β 細胞の

インスリン分泌を促進すること (Itoh et al., 2003)や、腸管ホルモン分泌に寄与する 

(Edfalk et al., 2008)ことが明らかにされている。実際に、2 型糖尿病治療薬 TAK-875 の

GPR40 を介したインスリン分泌促進作用と、血糖低下作用を期待した臨床試験も検討

されている (Burant et al., 2012)。このように、種々の GPCRs は栄養性センサーとして、

免疫系・代謝系を始めとした宿主の恒常性維持に重要な因子として作用していることが

明らかとなっている (Figure 1-7)。 

4 本研究の目的および本論文の構成 

 上記に示したように、近年、腸内細菌叢–代謝産物–宿主 (GPCRs)連関が生体恒常性維

持に非常に重要であることが示唆されている。しかしながら、その作用機序は多岐に渡

り、詳細な分子メカニズムまでは明らかにされていない。 

 そこで、本件研究では、腸内細菌代謝産物による腸管恒常性維持機構を明らかにする

ために、栄養性センサーとしての GPCRs を介した腸管バリア保護メカニズムを明らか

にすることを目的とした。 

 第 2章では、腸内細菌代謝産物群の腸管バリア保護作用についてスクリーニング評価

を実施した。第 3章では、腸内細菌代謝産物群のうち、最も強い活性を示した 10-hydroxy-

cis-12-octadecenoic acid (HYA)が GPR40 の新規リガンドとなり、MEK-ERK 経路を介し

て Tumor necrosis factor receptor (TNFR) 2発現を制御することで、腸管バリア保護作用に

寄与することを明らかにした。第 4章では、HYAのデキストラン硫酸ナトリウム (DSS)

誘導性腸炎モデルマウスに対する作用と、TNFR2 発現制御を介した腸管バリア保護作

用を検証した。そして最後に、第 5 章で本研究を総括した。なお、本研究の内容は、

Journal of Biological Chemistry (Vol. 290, No. 5, pp. 2902-2918, 2015)に掲載されたことを付

記する。 

 



Figure 1-1. Gut lymphoid microenvironment in health and disease (cited from Pearson 
et al., Trends Immunol. 2012).
Lymphoid tissue of the small intestine and colon. CPs are small structures consisting mainly 
of ILCs and DCs. These can mature into ILFs that contain B cell zones and germinal centres. 
PPs are aggregated lymphoid follicles with organised T and B cell areas. During inflammation, 
tertiary lymphoid structures can also form that resemble ILFs. GALT-associated epithelium 
lacks goblet cells and has reduced mucus layer thickness. The epithelial layer contains 
specialised ‘microfold’ (M) cells as well as intraepithelial and interdigitating transepithelial
DCs. Both M cells as well as DCs can sample luminal content and present it to tissue-
resident GALT lymphocytes, or, in the case of DCs, possibly migrate the mLNs to present 
antigen there.
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Figure 1-2. Immunomodulatory members of the gut microbiota that regulate lamina 
propria CD4 T cell subsets (cited from ref. Smith and Garrett, Front. Microbiol. 2011). 
Bacteroides fragilis, segmented filamentous bacteria, and Clostridium spp. (from Clostridium 
Clusters III, IV, and XIVa) are depicted along with the mechanisms by which they influence 
lamina propria CD4 T cell subsets.
SFB; segmented filamentous bacteria, PSA: polysaccharide A, SAA: serum amyloid A 
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Figure 1-3. Commensal microbial metabolism gut homeostasis in the colon (cited from 
Zeng and Chi, Trends Immunol. 2015). Short-chain fatty acids (SCFAs), metabolites 
produced through bacteria fermentation of dietary fiber, promote Treg expansion and de novo 
generation. SCFAs also induce IgA, promote epithelial barrier integrity, and prevent pathogen 
colonization.
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Figure 1-4. Detection and quantitative analyses of polyunsaturated fatty acid-
saturation metabolism intermediates in mice (cited from Kishino et al., Proc 
Natl Acad Sci USA. 2013). Lipids extracted from colon (100 mg), intestine (100 
mg), or plasma (100 μL) of SPF or germ-free (GF) mice were analyzed by LC-
MS/MS-based lipidomics as described in Materials and Methods. Data are 
presented as means ± SEM (n = 8). 
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Figure 1-5. Structure of intestinal barrier, tight junction.
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Figure 1-6. Dysfunction of tight junction and immune diseases.
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Figure 1-7. Physiological functions of free fatty acid receptors.

GPR40 GPR120

長鎖脂肪酸受容体 短鎖脂肪酸受容体

インスリン分泌制御
(Itoh et al., 2003)
腸管ホルモン分泌制御
(Edfalk et al., 2008)

脂肪分化
(Ichimura et al., 2012)
免疫制御
(Oh et al., 2010)
腸管ホルモン分泌制御
(Hirasawa et al., 2005)

GPR41
エネルギー制御
(Kimura et al., 2011)
免疫制御
(Trompette et al., 2014)
腸管ホルモン分泌制御
(Tolhurst et al., 2012)
インスリン分泌制御
(Tang et al., 2015)
GPR43
腸管ホルモン分泌制御
(Samuel et al., 2008)
脂肪蓄積抑制
(Kimura et al., 2013)
免疫制御
(Maslowski et al., 2009)
インスリン分泌制御
(McNelis et al., 2015)
GPR109a
免疫制御
(Macia et al., 2015)
Olfr78
血圧調節
(Pluznick et al., 2013)
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第 2章 

  腸内細菌代謝産物の腸管バリア保護作用の解析 

 

1 序論 

 食事脂質中に多量に含まれるリノール酸（ω-6脂肪酸）は、我々が生命を維持するた

めに摂取する必要がある必須脂肪酸であるが、その摂取量が過剰になると炎症やアレル

ギー反応を惹起することも知られている (Kunisawa et al., 2015)。近年では，消費者の食

事脂質への関心も高まり、亜麻仁油の α-リノレン酸や魚油のドコサヘキサエン酸 

(docosahexaenoic acid; DHA)、エイコサペンタエン酸 (eicosapentaenoic acid; EPA)などの

ω-3脂肪酸の機能性が期待されている (Zhang et al., 2016; Oh & Olefsky, 2012; Yan et al., 

2013)。一方、食事脂質中のリノール酸が腸内細菌によって代謝されることが明らかと

なり、宿主にとって有害となる過剰なリノール酸を代謝することで、このような腸内細

菌代謝産物が様々な生理活性を示すことが期待されている (Kishino et al., 2013.)。そこ

で、我々は腸内細菌のリノール酸初期代謝産物である HYA の生理機能を明らかにする

ために、腸管バリアへの影響を検証した。 

本章では、腸管バリアの指標として経上皮電気抵抗 (transepithelial electric resistance; 

TER)、FITC-dextran 透過量および IL-8 産生量を測定することにより、腸内細菌代謝産

物群の腸管バリア保護作用を in vitro 試験で比較した。また、タイトジャンクション関

連因子の発現変化を解析することにより、HYA の腸管バリア保護メカニズムの解明を

試みた。 

2 材料および方法 

2.1 腸内細菌代謝産物  

 本研究で使用したリノール酸およびリノール酸由来腸内細菌代謝産物の構造を

Figure 2-1 に示した。これらは、京都大学 応用微生物学講座 発酵生理及び醸造学研究

室において合成・供与された (Kishino et al., 2013)。 

2.2 Caco-2細胞培養 
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 ヒト消化管上皮様細胞株である Caco-2 細胞 (ATCC HTB-37, American Type Culture 

Collection; ATCC)を用いた。細胞培養培地として、10% ウシ胎児血清 (ICN Biochemicals, 

Osaka, Japan)、1% 非必須アミノ酸 (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)および抗

生物質 (100 units/mL penicillin - 100 mg/mL streptomycin および 50 mg/mL gentamycin (Life 

Technologies, Foster City, CA, USA))を含有するダルベッコ改変イーグル (Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium; DMEM, Life Technologies) 培地を用いた。Caco-2細胞は 75 cm2

組織培養フラスコで約 80 %コンフルエントまで培養後、12穴トランズウェル (Transwell, 

Corning Coster, Cambridge, MA, USA) （直径 12 mm、孔径 0.4 μm）に 2×105 cells/cm2の

濃度で播種し、5 % CO2、37 °Cで 14日間培養した。各ウェルをクラスタープレート上

に設置し、basal 側 (1.5 mL)と apical 側 (0.5 mL)に DMEM培地を満たした。Caco-2細胞

は 2日毎に新鮮な培地に交換して培養した。 

2.3 腸管バリア保護作用の評価 

14日間の培養後、Caco-2細胞をリノール酸および各腸内細菌代謝産物群 (HYA, HYB, 

KetoA, KetoB and KetoC; 50 µmol/L)で apical側から 24時間、処理した。次に、IFN-γ (50 

ng/mL)を basal 側に添加し、Caco-2 細胞を 24 時間インキュベートした。その後、basal

側の培地のみを除去し、TNF-α (50 ng/mL)を basal 側に添加し、Caco-2 細胞を 6 時間刺

激した。 

 腸管 TJ バリア機能は、経時的な TER の変化および apical 側から basal 側への FITC-

dextran (分子量4000, Sigma Aldrich)の透過量の測定によって評価した。TER値はMillicell-

ERS system (Millipore, Billerica, MA, USA)によって、TNF-α添加前と、添加後 1時間毎に

測定した。FITC-dextran (100 μmol/L)は TNF-α添加と同時に apical 側に添加し、6時間後

の basal 側への透過量を測定した。basal 側の FITC-dextran 濃度は励起波長 492 nm と蛍

光波長 535 nmで検出した (ARVOx4; Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA)。 

TNF-α刺激 6時間後、basal側の培養上清中の IL-8濃度を ELISA (DuoSet, R&D Systems, 

Abingdon, UK)によって測定した。すなわち、捕捉抗体 (mouse anti-human IL-8, 4.0 μg/ml)

を PBSに溶解し、96 well プレートに 100 μLずつ添加し、室温で一晩静置した。一晩静
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置後、0.05 % Tween 20 含有 PBSを各 wellに 400 μLずつ添加し洗浄する過程を、3回繰

り返した。洗浄後、1 % BSA含有 PBSを各 wellに 300 μLずつ添加し、室温で 1時間静

置した。1時間静置後、洗浄を 3回繰り返した。洗浄後、回収した培養上清を各 wellに

100 μL添加した。また、スタンダード (recombinant human IL-8, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 

31.4, 15.6, 0 pg/ml)は、各 wellに 100 μLずつ添加した。添加後、室温で 2 時間静置した。

1 % BSA含有 PBS に溶解した検出抗体 (biotinylated goat anti-human IL-8, 20 ng/ml)を各

wellに 100 μLずつ添加し、室温で 2時間静置した。2時間静置後、洗浄を 3回繰り返し

た。洗浄後、1 % BSA含有 PBSに溶解した streptavidin-HRPを各 wellに 100 μLずつ添

加し、室温で 20 分間静置した。20分間静置後、洗浄を 3回繰り返した。洗浄後、0.2 M 

クエン酸バッファー（過酸化水素含有, pH 8.1）に 41 mmol/L tetramethylbenzidine (TMB)

溶液を混合し、各 wellに 100 μLずつ添加し、遮光して、室温で、15 分間静置した。15 

分間静置後、2 mol/L 硫酸を各 wellに 50 μLずつ添加した。添加後、マイクロプレート

リーダー (Model 680, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)により 450 nmの吸光値を

測定した。 

2.4 Real-time RT-PCR 

 Caco-2 細胞からの total RNA抽出には TRIzol (Life Technologies)を使用した。Total 

RNAを High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies) の添付プロトコ

ールに従って、cDNAに合成した。合成した cDNAを用いて、KAPA SYBR FAST 

qPCR Kit (Kapa Biosystems, Woburn, MA, USA)の添付プロトコールに従い、real-time 

PCRを行った。Crossing Point 法により得られる Ct 値から ΔΔCt 法を用いて遺伝子発

現解析を行った。なお、本章で使用したプライマー配列を Table 2-1に示す。 

2.5 Immunoblotting 

TNF-α添加 6時間後、細胞を冷 PBS ( - )で 3回洗浄し、1 % protease inhibitor と 1 % 

phosphatase inhibitorを含む RIPA Lysis buffer (アトー, Tokyo, Japan)で回収した。細胞は

4 °C、30 分、14,000gで遠心分離し、上清のタンパク質定量を BCA protein assay kit (Thermo 

scientific, Rockford, USA)を用いて測定した。その後、上清と Laemmli sample buffer (3× 



 -18-  

concentrated; 4 % SDS, 10 % glycerol, 10 % β-mercaptoethanolおよび 0.04 % bromophenol 

blueを含む 125 mmol/L Tris-HCl, pH 6.8)を混合し、95 °Cで 10分間反応させ、SDS-PAGE

に供した。SDS-PAGE は、泳動用緩衝液（192 mmol/L グリシンおよび 1 % SDS を含む

25 mmol/L Tris-HCl）中で 10 %アクリルアミドゲルに 20 mAの電流をかけて 90分間電

気泳動を行った。泳動後、ゲル中のタンパク質を PVDF膜 (Immobilon-P, Millipore)に転

写した。即ち、陽極側から、ブロッティング用ろ紙 4枚、PVDF 膜、ゲル、ブロッティ

ング用ろ紙 4枚の順に重ねて、0.2 % SDS を含む Tris-HCl (pH 8.3)に浸し、ゲルに対し

て 0.75 mA/cm2の電流をかけて 3時間行った。転写後、5 % スキムミルクで室温、1時

間で振とうしながらブロッキングを行い、4 °C、オーバーナイトで一次抗体 (rabbit anti-

Occludin, mouse anti-MLCK (myosin light chain kinase), rabbit anti-ZO-1, and mouse anti-β-

actin)と反応させた。0.1 % Tween-20/TBSで 5分、3回洗浄し、二次抗体 (HRP-conjugated 

anti-mouse あるいは anti-rabbit immunoglobulin antibodies, DAKO, Glostrup, Denmark)を用

いて、室温で 1時間反応した。再び、洗浄を 3回行い、バンドを ECL試薬 (Perkin-Elmer)

により発色し、検出した。定量は Image J software (NIH, Bethesda, MD, USA)を用いて行

った。 

2.6 統計処理 

 結果は全て平均値 ± 標準誤差で表した。平均値の比較を、one-way ANOVAにより行

い、post-hoc test には Tukey-Kramer 法を用いた。p値が 0.05 未満の場合、統計的に有意

とした。 

  

3 結果および考察 

3.1 腸内細菌代謝産物群の腸管バリア保護作用の比較 

 腸管上皮様 Caco-2細胞を IFN-γ で 24時間処理し、その後、TNF-αで 6時間刺激する

ことで、有意な TERの減少を誘導した。TNF-α の誘導した TERの変化に対する腸内細

菌代謝産物群の作用を検討したところ、HYAは TERの有意な改善作用を示した (Figure 

2-2)。一方、他の腸内細菌代謝産物群に TERの回復効果は見られなかった (Figure 2-2)。
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以降の実験では、HYA のさらなる機能性を明らかにすることを目的とし、比較対象と

して、構造的に類似した HYBを用いて検討を行った (Figure 2-1)。 

 TERの変化は主に細胞間隙のイオン透過性の亢進を反映している (Günzel et al., 2012)。

したがって、炎症性サイトカインによる TER の低下は、Caco-2 細胞の腸管バリア機能

の低下と正相関すると考えられる。HYA の作用活性を評価するために、前駆体である

リノール酸との腸管バリア保護作用に対する影響を検討した。その結果、リノール酸も

腸管バリア保護作用を示したが、その作用は HYAも弱く、HYBと同程度でった (Figure 

2-3A)。また、HYAの TERの改善作用は濃度依存的であることも示された (Figure 2-3B)。

加えて、細胞間隙透過性の指標となる FITC-dextran 透過量もまた、炎症性サイトカイン

の刺激によって増加しており、Caco-2 細胞における腸管バリア機能の低下が確認され

た。一方、HYAを添加した場合、FITC-dextran 透過量の増加が有意に抑制され、その活

性は濃度依存的であった (Figure 2-3C)。さらに、リノール酸にも、FITC-dextran 透過量

の増加を抑制する作用が確認された (Figure 2-3C)。HYB は、炎症性サイトカインによ

る FITC-dextran透過量の増加に影響を及ぼさなかった (Figure 2-3C)。 

また、炎症性サイトカインの添加により、Caco-2 細胞の IL-8 産生量は顕著に増加し

た (Figure 2-3D)。IL-8は好中球などを組織へ誘導するケモカインであり、IL-8濃度が上

昇することにより、組織への好中球の浸潤が促進される (Struyf et al., 2005)。組織へ浸

潤した好中球は、酵素や活性酸素を産生、放出する。そのため、過剰な好中球の浸潤は

組織に障害を与え、腸管バリア機能低下を誘導すると考えられる。HYA は炎症性サイ

トカインによる IL-8 産生増加を有意に抑制し、リノール酸や HYB にも IL-8 産生抑制

効果を示した (Figure 2-3D)。 

3.2 HYAの TJ関連因子の発現制御 

 HYA による腸管バリア保護メカニズムを解明するために、TJ 関連因子の発現を解析

した。炎症性サイトカインで刺激した Caco-2 細胞では、TJ 関連因子の Claudin-1, 3、

Occludin、MLCK および ZO-1, 2 に mRNAレベルでの発現異常が観察された (Figure 2-

4)。TERの低下や FITC-dextran 透過量の増加を改善した HYAは、Claudin-1、Occludin、
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MLCKおよび ZO-1 の発現異常を改善した (Figure 2-4)。一方、HYBは、これらの TJ 関

連因子の発現異常を改善しなかった。さらに、HYAが特に発現異常を改善したOccludin、

MLCK および ZO-1 に関して、immunoblotting によるタンパク質発現解析も検討した。

その結果、mRNA発現と同様に、炎症性サイトカインの刺激によって、Occludin、MLCK

およびZO-1に有意な発現異常が観察されたが、HYAはそれらを有意に改善した (Figure 

2-5)。一方、mRNA発現解析と同様、HYBには TJ 関連因子の発現異常を改善する作用

は観察されなかった。これらの結果から、HYA の腸管バリア透過性増加の抑制メカニ

ズムとして、少なくとも一つは、Occludin、MLCK および ZO-1 の発現制御が関与して

いることが示唆された。occludin などの膜貫通タンパク質は ZO-1 を介してアクチン細

胞骨格と連結しており、これにより、膜貫通タンパク質は TJ に局在することができる。

これらのことから、ZO-1の発現減少は、他の TJ 構成因子の局在変化、さらにはバリア

機能低下に直接寄与すると考えられる。また、炎症性サイトカインの刺激によりMLCK

発現が増加した。MLCK は細胞骨格であるアクチン/ミオシンフィラメントを収縮させ

る酵素であり、MLCK の活性化により TJ 透過性が亢進する (Jin & Blikslager, 2016; 

Suzuki et al., 2014)。従って、MLCK 発現の増加は、炎症性サイトカイン刺激による TER

低下に直接寄与すると考えられる。 

 

4 要約 

 腸管上皮様 Caco-2 細胞を用いた検討によって、腸内細菌代謝産物群のうち、リノー

ル酸の初期代謝産物である HYA に強い腸管バリア保護作用を見出した。また、その作

用はリノール酸よりも顕著で、TJ 関連因子の発現を制御することで、腸管バリア機能

の低下を改善していることが示唆された。 
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Table 2-1. 第 2章で使用したプライマー配列 

Gene  Sequence 

claudin-1 
Forward 5’-CCCTATGACCCCAGTCAAATG-3’ 

Reverse 5’-AAGGCAGAGAGAAGCAGCAG-3’ 

claudin-3 
Forward 5’-AAGGTGTACGACTCGCTGCT-3’ 

Reverse 5’-GAAGTCCCGGATAATGGTGTT-3’ 

claudin-4 
Forward 5’-TATGGATGAACTGCGTGGTG-3’ 

Reverse 5’-CCACGATGATGCTGATGATG-3’ 

occludin 
Forward 5’-AAGAGTTGACAGTCCCATGGCATAC-3’ 

Reverse 5’-ATCCACAGGCGAAGTTAATGGAAG-3’ 

MLCK 
Forward 5’-AACGAGATCAACATCATGAACCA-3’ 

Reverse 5’-CAGCTGTGCTTGCTCTCGAA-3’ 

ZO-1 
Forward 5’-TCCGTGTTGTGGATACCTTG-3’ 

Reverse 5’-GGATGATGCCTCGTTCTACC-3’ 

ZO-2 
Forward 5’-AAAGCAGAGCGAACGAAGAG-3’ 

Reverse 5’-TTTAGTTGCCAGACCCGTTC-3’ 

β-actin 
Forward 5’-TTTTAGGATGGCAAGGGACTT-3’ 

Reverse 5’-GATGAGTTGGCATGGCTTTA-3’ 
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Figure 2-1. Structure of fatty acids used in this study. 
1) linoleic acid, 2) 10-hydroxy-cis-12-octadecenoic acid (HYA), 3) 10-hydroxy octadecanoic
acid (HYB), 4) 10-oxo-cis-12-octadecenoic acid (KetoA), 5) 10-oxo-octadecanoic acid (KetoB) 
and 6) 10-oxo-trans-11-octadecenoic acid (KetoC). These fatty acids were synthesized by 
previous method (Kishino et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2013).
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Figure 2-2. Effects of gut microbial metabolites of linoleic acid on IFN-γ + TNF-α-
induced barrier impairment in Caco-2 cells.
Caco-2 cells were treated with the fatty acids (50 µmol/L each) for 24 h, and then stimulated 
with IFN-γ + TNF-α. Time-course changes in TER were monitored (n = 3). ●, None; ○, IFN-
γ + TNF-α ( - ); ■, IFN-γ + TNF-α + HYA; □, IFN-γ + TNF-α + HYB; ◆, IFN-γ + TNF-α + 
KetoA; ◇, IFN-γ + TNF-α + KetoB; ▲, IFN-γ + TNF-α + KetoC.
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Figure 2-3. Effects of HYA and HYB on IFN-γ + TNF-α-induced barrier impairment in 
Caco-2 cells. 
(A) Caco-2 cells were treated with the fatty acids (50 µmol/L each) for 24 h, and then 
stimulated with IFN-γ + TNF-α. Time-course changes in TER were monitored (n = 4). ●, 
None; ○, IFN-γ + TNF-α ( - ); ■, IFN-γ + TNF-α + HYA; □, IFN-γ + TNF-α + HYB. (B) Caco-
2 cells were treated with HYA for 24 h, and then stimulated with IFN-γ + TNF-α. Time-course 
changes in TER were monitored (n = 4). ●, None; ○, IFN-γ + TNF-α ( - ); ■, IFN-γ + TNF-α 
+ 50 μmol/L HYA; □, IFN-γ + TNF-α + 5 μmol/L HYA; ▲, IFN-γ + TNF-α + 0.5 μmol/L HYA. 
(C) FITC-dextran permeability into the basal wells was assessed for 6 h (n = 4). (D) , After 
TER measurement at 6 h, the basal medium was collected and the IL-8 concentration 
determined (n = 4, *, p < 0.05, and **, p < 0.01, compared with None; ##, p < 0.01, compared 
with IFN-γ + TNF-α; $, p < 0.05, and $$, p < 0.01, compared with HYA (Tukey-Kramer). 
Results are expressed as means ± S.E.
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Figure 2-4. Effects of HYA and HYB on IFN-γ + TNF-α-induced the dysfunction of TJ-
related molecules in Caco-2 cells.
Total RNA was extracted from Caco-2 cells at 6 h, and mRNA expression was examined by 
real time RT-PCR. Data are presented as the fold change in gene expression from the control 
(None), after normalization to the β-actin gene (n = 3). *, p < 0.05, and **, p < 0.01, compared 
with None; ##, p < 0.01, compared with IFN-γ + TNF-α; $, p < 0.05, and $$, p < 0.01, 
compared with HYA (Tukey-Kramer). Results are expressed as means ± S.E.
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Figure 2-5. Effects of HYA and HYB on IFN-γ + TNF-α-induced the dysfunction of TJ-
related molecules in Caco-2 cells.
Protein was extracted from Caco-2 cells at 6 h, and protein expression was examined by 
immunoblotting. Data are presented as the fold change in gene expression from the control 
(None), after normalization to the β-actin (n = 3). *, p < 0.05, and **, p < 0.01, compared with 
None; ##, p < 0.01, compared with IFN-γ + TNF-α; $, p < 0.05, and $$, p < 0.01, compared 
with HYA (Tukey-Kramer). Results are expressed as means ± S.E.
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第 3章 

  HYAの腸管バリア保護作用におけるシグナル解析  

 

1 序論 

 第 2章では、Caco-2細胞を用いた in vitro評価系で腸内細菌代謝産物の腸管バリア保

護効果を示した。特に HYA の腸管バリア保護作用の活性はリノール酸より強いことが

明らかとなり、その分子メカニズムを明らかにすることが重要である。そこで本章では、

腸内細菌代謝産物による腸管バリア保護作用の分子メカニズムの解明を目的とした。 

2 材料および方法 

2.1 腸内細菌代謝産物 

 第 2章で使用した腸内細菌代謝産物を使用した (Figure 2-1)。 

2.2 Caco-2細胞培養 

 第２章の方法に準じて、Caco-2細胞の培養を行った。 

2.3 腸管バリア保護作用の評価 

 第 2 章の方法に準じて、Caco-2 細胞を刺激した。なお、TNF 受容体 (TNFRs)発現解

析の実験系では、IFN-γ 刺激 24時間後に細胞を回収した。また、阻害剤実験では、腸内

細菌代謝産物添加 30 分前に Caco-2 細胞に添加し (GPR40 antagonist; GW1100, MEK 

inhibitor; U0126)、第 2章と同様の刺激方法で検討を行った。 

2.4 Real-time RT-PCR 

 第２章の方法に準じて、real-time RT-PCR を行った。なお、本章で使用したプライマ

ー配列を Table 3-1 に示す。 

2.5 Immunoblotting 

 第 2 章の方法に準じて、Immunoblotting を行った。なお、本章で用いた一次抗体は、

mouse anti-IκBα, mouse anti-phospho-IκBα, rabbit anti-NF-κB p65, rabbit anti-GPR40, rabbit 

anti-ERK, rabbit anti-phospho-ERK, rabbit anti-p38, rabbit anti-phospho-p38, rabbit anti-JNK 

(c-jun N-terminal kinase), rabbit anti-phospho-JNK, rabbit anti-TNFR2, and mouse anti-β-actin
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である。 

2.6 免疫蛍光染色 

 Transwell 上で培養した Caco-2細胞を、PBSで 3回洗浄後、4 % パラホルムアルデヒ

ドで 10 分間固定し、その後、0.2 % Triton X-100 で 5分間の透過処理を行った。Caco-2

細胞を 4 % スキムミルク (Wako pure chemical industries)で 30分ブロッキングし、一次

抗体の rabbit anti-GPR40 を 4 °C, オーバーナイトでインキュベートした。洗浄後、二次

抗体の goat FITC-conjugated anti-rabbit IgG で 1 時間インキュベートし、同時に、4’-6-

diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI)と Rhodamine-phalloidin を添加した。1時

間後、洗浄を行い、Caco-2細胞をスライドグラスに乗せ、50 % グリセロールで封入し

た。蛍光ラベルした一次抗体を、蛍光顕微鏡  (LSM700, Carl Zeiss Microscopy, Jena, 

Germany)によって検出した。 

2.7 GPR40 functional activity assay 

 ヒトGPR40を発現するHEK293細胞を作製した。Lipofectamine (Invitrogen)によって、

Flp-In T-REx HEK293 細胞へマウスの FLAG-GPR40 cDNA / pcDNA5/FRT/TO と pOG44

の混合物を、トランスフェクションした。48時間後、安定発現細胞の培地を、200 μg/mL 

hygromycin Bを含む培地に交換した。耐性細胞取得し、1 μg/mL doxycycline によって、

Flp-In からの GPR40 発現を 48 時間誘導した。GPR40 の発現は、FLAG-tag を用いて、

RT-PCRとフローサイトメトリー (BD Biosciences)によって確認した。 

GPR40 発現細胞をコラーゲンコーティングした 96 穴プレートに 2 × 105 cells/well で

播種し、37 °C で 21 時間インキュベートした。次に、Calcium Assay Kit Component A 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)を含む培地 (Hank's balanced salt solution; HBSS)

中、室温で 1時間インキュベートした。HYA, HYBおよびリノール酸（対照）を 1 % エ

タノールを含む HBSS で溶解し、別の 96 穴プレートに準備した。このプレートを

Functional Drug Screening System (FDSS; 浜松ホトニクス)上にセットし、リガンドを作用

させることで[Ca2+]i の流動を引き起こした（励起波長 485 nm / 測定波長 525 nm）。デー

タ解析には、Igor Pro (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA)を用いた。 
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2.8 統計処理 

 結果は全て平均値±標準誤差で表した。平均値の比較を、one-way ANOVAにより行い、

post-hoc test には Tukey-Kramer 法を用いた。p値が 0.05未満の場合、統計的に有意とし

た。 

3 結果および考察 

3.1  HYAの NF-κB 経路制御機構 

 HYAの腸管バリア保護メカニズムを明らかにするために、炎症促進性シグナルの NF-

κB 経路に着目した。NF-κB は免疫応答や細胞の生存など様々な生命現象に関与してい

ることが知られており、不活状態では IκBα などの阻害タンパク質と結合して細胞質に

局在している。しかしながら、TNF-α などの刺激によって IκBα がリン酸化され、プロ

テアソームによる分解が惹起されると、NF-κB の核移行によってシグナルが活性化す

る。本研究では、IκBα のリン酸化レベルと、NF-κB p65 の発現増加レベルを確認するこ

とで、NF-κB シグナルの活性レベルを評価した。その結果、TNF-α の刺激で、有意な

IκBαのリン酸化と NF-κB p65 の発現増加を確認した (Figure 3-1A)。一方、HYAは NF-

κB 経路の活性化を有意に抑制したが、HYB は刺激群と同程度であった (Figure 3-1A)。

さらに、TNF-α の誘導した NF-κB 経路の上流を検討するために、TNF 受容体の一つで

ある TNFR2 に着目して検討を行った．恒常的に発現する TNFR1 に対し、TNFR2 は，

炎症状態などの限られた環境下において発現が誘導されるユニークな受容体で，実際に，

腸炎疾患に代表される炎症性腸疾患患者の腸管組織では，TNFR2 が高発現することが

報告されている (Mizoguchi et al., 2002)。IFN-γ 刺激した Caco-2細胞は TNFR2 を過剰に

発現することが知られており (Wang et al., 2006)、実際に、本試験系でも IFN-γ 誘導性の

TNFRs 発現が亢進した (Figure 3-1B)。一方、HYAは TNFR2の発現を正常レベルにまで

改善した (Figure 3-1B)（TNFR1 発現は改善傾向）。 

3.2 GPR40に対する HYAの親和性評価 

 HYA の受容体を探索するために、Caco-2 細胞における脂肪酸受容体の発現を解析し

た（Figure 3-2A；長鎖脂肪酸受容体、3-2B；中鎖脂肪酸受容体、3-2C；短鎖脂肪酸およ
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び乳酸受容体）。その結果、HYA は長鎖脂肪酸受容体である GPR40 の発現に影響を与

える可能性が示唆され、その作用はタンパク質レベルでも確認された (Figure 3-2D)。さ

らに、Caco-2細胞における GPR40 の局在を検討した結果、apical側（管腔側）に強く発

現していることが示唆された (Figure 3-2E, F)。 

 HYAが GPR40 に結合するか否か明らかにするために、GPR40リガンドアッセイを行

った。GPR40は、ヘテロ 3量体の Gタンパク質の αサブユニットとして Gq に結合し、

細胞内カルシウム[Ca2+]i を流入することが報告されている (Itoh & Yurimoto, 2003)。

Caco-2 細胞における細胞内カルシウム[Ca2+]i の流入を確認したところ、HYA で最も顕

著に高く、リノール酸にも[Ca2+]i の流入を促進する作用が確認された (Figure 3-3A)。次

に、ヒト GPR40 を強制発現させた HEK293 細胞を用いて、同様の検討を行った。その

結果、HYAやリノール酸は[Ca2+]iの流入を顕著に促進したが、GPR40 antagonist である

GW1100 存在下ではその作用が消失した (Figure 3-3B)。さらに、同様の細胞を用いて、

濃度依存的な腸内細菌代謝産物の GPR40 に対する親和性を検討した。その結果、HYA

は用量依存的に[Ca2+]i の流入を促進した．さらに，その活性は内因性アゴニストの一つ

であるリノール酸よりも高いことが示された (EC50; リノール酸 11.3 ± 0.6 μmol/L, 

HYA 6.0 ± 2.8 μmol/L)．一方，HYBは全く活性を示さないことが明らかとなった (Figure 

3-3C)．すなわち、腸内細菌代謝産物である HYA は GPR40 の新規アゴニストとして作

用する可能性が示唆された。 

3.3 GPR40 antagonist 存在下での腸管バリア保護作用 

 GPR40 シグナルが HYA の腸管バリア保護作用に寄与するか否かを検討するために、

GPR40 antagonist (GW1100)を用いて検討した。Caco-2 細胞に対する GW1100 の単独添

加は、TER、FITC-dextran 透過量、IL-8産生量および IFN-γ 誘導性の TNFR2 発現に影響

を与えなかった (Figure 3-4)。第 2章と同様に、炎症性サイトカインによる TERの低下、

FITC-dextran 透過量の増加および IL-8 産生量の増加が確認されたが、HYA はそれらを

有意に改善した。一方、GW1100 存在下では、HYA の腸管バリア保護作用が消失し 

(Figure 3-4A-C)、さらに、GW1100存在下で IFN-γ 誘導性の TNFR2 発現の抑制作用が減
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弱したことから (Figure 3-4D)、HYAが少なくとも部分的に GPR40シグナリングを介し

て TNFR2発現を抑制し、腸管バリア保護作用に寄与することが示唆された。 

3.4 HYAの MAPK経路リン酸化評価 

 GPR40 の腸管バリアに対するさらなるメカニズムを検討するために、MEK-ERK 経路

に着目した。Gqタンパク質と共役した GPCRsは、[Ca2+]i の流入によるMEK-ERK 経路

の活性化が知られている (Goldsmith & Dhanasekaran, 2007)。実際に、GPR40 の新規アゴ

ニストである HYA は Caco-2 細胞の ERK のリン酸化を促進しており、その作用は

GW1100 存在下では減弱したことから、HYA は GPR40 を介して ERK のリン酸化を促

進していることが示された (Figure 3-5A)。一方、p38 や JNK の経路には影響を及ぼさ

なかった (Figure 3-5B, C)。 

3.5 MEK inhibitor 存在下での腸管バリア保護作用 

HYAの腸管バリア保護作用がMEK-ERK経路の介しているか否かを検討するために、

MEK inhibitorである U0126 存在下での HYAの腸管バリア保護作用を検討した。Caco-2

細胞に対する U0126 の単独添加は、TER、FITC-dextran透過量、IL-8産生量および IFN-

γ 誘導性の TNFR2 発現に影響を与えなかった (Figure 3-6)。第 2章と同様に、炎症性サ

イトカインによる TER の低下、FITC-dextran 透過量の増加および IL-8 産生量の増加が

確認され、HYA はそれらを有意に改善したが、U0126 存在下では、HYA の腸管バリア

保護作用が部分的に消失した (Figure 3-6A-F)。さらに、HYA は U0126 存在下で IFN-γ

誘導性の TNFR2発現の抑制作用が減弱したことから (Figure 3-6G, H)、腸内細菌による

リノール酸の初期代謝産物である HYAは，長鎖脂肪酸受容体の GPR40 を介して，MEK-

ERK 経路を活性化し，腸管上皮細胞の TNFR2 発現を制御することで腸管バリア保護作

用を示すことが示唆された。 

4 要約 

 腸管上皮様 Caco-2細胞を用いた検討によって、腸内細菌代謝産物である HYAは腸管

上皮細胞の TNFR2発現を制御することでNF-κB経路の活性化を抑制することで腸管バ

リア保護作用を発揮することが示された。また、HYAは GPR40 に対する親和性が内因
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性リガンドであるリノール酸よりも高いことが明らかとなり、GPR40 antagonist 存在下

で腸管バリア保護作用が消失した。また、MEK-ERK 経路も活性化しており、MEK 

inhibitor存在下においても、HYAの腸管バリア保護作用が部分的に消失した。すなわち、

HYAは GPR40 を介して、MEK-ERK 経路を活性化することで、腸管上皮細胞の TNFR2

発現を制御し、腸管バリア保護作用に寄与することが明らかとなった。 
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Table 3-1. 第 3章で使用したプライマー配列 

Gene  Sequence 

TNFR1 
Forward 5’-CTGCCAGGAGAAACAGAACAC-3’ 

Reverse 5’-AGGGATAAAAGGCAAAGACCA-3’ 

TNFR2 
Forward 5’-TTCCAGAAAACCCCAGCA-3’ 

Reverse 5’-TGGCCTGAGGTGATGCTT-3’ 

GPR40 
Forward 5’-GCCCACTTCTTCCCACTCT-3’ 

Reverse 5’-ACCAGACCCAGGTGACACA-3’ 

GPR120 
Forward 5’-TCTCGTGGGATGTCTCTTTTG-3’ 

Reverse 5’-CTTACCGTGAGCCTCTTCCTT-3’ 

PPARγ 
Forward 5’-ATGGAGCCCAAGTTTGAGTTT-3’ 

Reverse 5’-TGTCTGAGGTCCGTCATTTTC-3’ 

GPR84 
Forward 5’-TTTCAGTGCCAAGGGGATAG-3’ 

Reverse 5’-GAAGATGCCAACACTGCTGA-3’ 

GPR41 
Forward 5’-CTTCATCCTCTGCCCACTCTC-3’ 

Reverse 5’-CGCAGATATAGCCCACGACAT-3’ 

GPR43 
Forward 5’-ACGCAGAGGCAAAGACACA-3’ 

Reverse 5’-TCTGTCGCTAGGCTGGAGT-3’ 

GPR81 
Forward 5’-GTGGCTGCGGACAGGTATT-3’ 

Reverse 5’-TGAGTGTCCTGGCTGCTTG-3’ 

β-actin 
Forward 5’-TTTTAGGATGGCAAGGGACTT-3’ 

Reverse 5’-GATGAGTTGGCATGGCTTTA-3’ 
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Figure 3-1. Effects of HYA and HYB on TNFRs – NF-κB signaling.
Caco-2 cells were treated with the fatty acids (50 µM each) for 24 h, and then 
stimulated with IFN-γ + TNF-α. (A) After stimulation with TNF-α for 6 h, Protein 
was extracted from Caco-2 cells and protein expression of phospho-IκBα / IκBα 
and NF-κB p65 were examined by immunoblotting (n = 3). (B) After stimulation 
with IFN-γ for 24 h, total RNA was extracted from Caco-2 cells and the mRNA 
expression of TNFRs examined by real-time RT-PCR (n = 3). Results are 
expressed as means ± SE. * p < 0.05 and ** p < 0.01, compared with Untreated; 
# p < 0.05, compared with IFN-γ + TNF-α (A), IFN-γ (B) ( - ); $$ p < 0.01, 
compared with HYA (Tukey–Kramer). Each data (A, B) is representative of three 
independent similar experiments.
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Figure 3-2. Effects of HYA and HYB on the expression of free fatty acid 
receptors.
After stimulation with TNF-α for 6 h, total RNA was extracted from Caco-2 cells 
and the mRNA expression of fatty acid receptors for (A) GPR40, GPR120 and 
PPARγ, (B) GPR84, (C) GPR41, GPR43 and GPR81 was examined by real-time 
RT-PCR (n = 3). (D) Protein was extracted from Caco-2 cells (n = 3), and 
expression of GPR40 was examined by immunoblotting. Results are expressed as 
means ± SE. * p < 0.05 and ** p < 0.01, compared with Untreated; # p < 0.05 and 
## p < 0.01, compared with IFN-γ + TNF-α ( - ); $ p < 0.05 and $$ p < 0.01, 
compared with HYA (Tukey–Kramer). Each result (A, B) is representative of three 
independent similar experiments. (E, F) After stimulation with IFN-γ + TNF-α, 
Caco-2 cells were labeled for GPR40 (green) and DAPI (blue) (E), or GPR40 
(green) and Rhodamine-Phalloidin (red) (F). The x-z as well as x-y fluorescence 
images of HYA-treated cells were obtained (E). Scale bars represent 20 μm. Each 
image (E, F) is representative of two independent similar experiments.
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Figure 3-3. Induction of [Ca2+]i rise by HYA in Caco-2 cells and HEK293 cells 
expressing human GPR40. 
(A) The mobilization of [Ca2+]i induced by HYA, HYB and linoleic acid (100 μM
each) was monitored in Caco-2 cells, and data are presented as relative Ca2+

intensity (n = 3). LA, linoleic acid. ** p < 0.01 and * p < 0.05 vs. Untreated. $$ p < 
0.01 vs. HYA (Tukey–Kramer). (B) The mobilization of [Ca2+]i induced by HYA, 
HYB and LA (10 μM each) was monitored in GPR40-expressing HEK293 cells. 
The cells were pretreated with or without the GPR40 antagonist GW1100 for 15 
min prior to the addition of the fatty acids. HEK293 cells not expressing GPR40 
were used as negative controls (Dox ( - )) (n = 3). ** p < 0.01 and * p < 0.05 vs. 
Untreated. ## p < 0.01 vs. GW1100 ( + ). NS; not significant (Tukey–Kramer). C, 
Representative dose-response curve of HYA-induced [Ca2+]i rise in HEK293-
hGPR40 cells (n = 3). ●, LA; ■, HYA; ▼, HYB. Inactive, no response at 1,000 μM. 
EC50 indicates the concentration of a sample that produces 50% of the maximal 
response, and was calculated from dose-response curves. Results are expressed 
as means ± SE. Each result (A–C) is representative of three similar experiments.
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Figure 3-4. The inhibitory effects of a GPR40 antagonist on the barrier-
recovering and TNFR2- suppressive activity of HYA.
Caco-2 cells were pretreated with the GPR40 antagonist, GW1100, for 30 min, and 
then the barrier-recovering effects of HYA were evaluated. (A) Time course of 
changes in TER. Open symbols are values from cells without GW1100 treatment, 
and closed symbols are with GW1100 treatment (left). ○ and ●, untreated; □ and 
■, IFN-γ + TNF-α; △ and ▲, IFN-γ + TNF-α + HYA. The data on TER at 6 h is 
shown (right). (B-C), Evaluation of FITC-dextran permeability and IL-8 
concentration. (D) The effects of HYA on TNFR2 expression were evaluated by 
immunoblotting. * p < 0.05 and ** p < 0.01, compared with Untreated; # p < 0.05 
and ## p < 0.01, compared with IFN-γ + TNF-α ( - ) or IFN-γ ( - ); $ p < 0.05 and 
$$ p < 0.01, compared with HYA (Tukey–Kramer). ND, not detected. NS, not 
significant. Data represent the means ± SE. Each result (A–D) is representative of 
three independent similar experiments.
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Figure 3-5. The effect of HYA on the phosphorylation of MAPK. 
Caco-2 cells were treated with HYA (50 μM) for 0–30 min (p38 and JNK) or 20 min 
(ERK). Also, some cells were pretreated with the GPR40 antagonist GW1100 or 
the MEK inhibitor U0126 for 30 min (ERK). Protein was extracted from Caco-2 
cells and phosphorylated and total protein expression of ERK, p38 and JNK were 
examined by immunoblotting (n = 3). * p < 0.05 and ** p < 0.01, compared with 
Untreated (Tukey–Kramer). Each result is representative of two similar 
experiments.
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Figure 3-6. The inhibitory effects of a MEK inhibitor on the barrier-recovering 
activity of HYA. Caco-2 cells were pretreated with the MEK inhibitor U0126 for 30 
min, then the barrier-recovering effects of HYA and TNFR2 expression were 
evaluated. (A-B) Time course of changes in TER. Open symbols are values from 
cells without U0126 treatment, and closed symbols are with U0126 treatment. ○
and ●, None; □ and ■, IFN-γ + TNF-α; △ and ▲, IFN-γ + TNF-α + HYA or HYB. 
(C-H), Evaluation of FITC-dextran permeability, IL-8 concentration, and TNFR2 
expression (n = 3). ** p < 0.01, compared with Untreated; # p < 0.05 and ## p < 
0.01, compared with IFN-γ + TNF-α with or without U0126 ( - ); $ p < 0.05 and $$ p
< 0.01, compared with HYA (or HYB) without U0126 (Tukey–Kramer). ND, not 
detected. NS, not significant. Results are expressed as means ± SE. Each result 
(A–C) is representative of two similar experiments.
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第 4章 

HYAの腸炎改善作用 

1 序論 

 第 2 章および第 3章で、腸内細菌代謝産物である HYA が腸管バリア保護作用に寄与

することと、その分子メカニズムの一端を明らかにした。腸炎疾患と腸管バリアの破綻

は密接に関係しており、腸管バリアを維持することが一つの治療法になり得ることが期

待されている (Khor et al., 2011)。 

 そこで、本章では、Caco-2細胞での評価系で最も腸管バリア保護作用を発揮した HYA

を、デキストラン硫酸ナトリウム (DSS)誘導性腸炎モデルマウスに経口投与で与えるこ

とで、HYAの腸炎改善作用を検討した。 

2 材料および方法 

2.1 動物実験 

 BALB/c マウス（メス、6週齢）は Charles River Japan (Kanagawa, Japan)から購入し、

全ての実験計画は広島大学動物実験等規則に従って行った (No. C10-17)。急性大腸炎は

3.5 % (w/v) DSS (分子量 36000–50000; MP Biomedicals, Aurora, OH, USA)を 5日間、自由

飲水させることにより誘導した (Wirtz et al., 2007.)。HYAおよび HYBの大腸に対する

効果を評価するために、マウスに HYAあるいは HYB (100 nmol / mouse / day)の懸濁液

100 μLずつ経口投与した。この投与は DSS投与前 5日間と投与開始後 5日間の全 10日

間、毎日行った。大腸炎の症状評価は、体重減少、糞便の状態および肛門からの出血に

よって毎日評価した (Miyauchi et al., 2013)。5日間の DSS投与後、屠殺し、大腸長を測

定した。また、大腸組織の凍結切片 (7 μm)を作成し、Hematoxylin-Eosin (H&E)染色によ

って、組織化学的評価を行った。 

2.2 Real-time RT-PCR 

 マウス腸管組織からの RNA抽出には RNeasy Mini Kit (Qiagen, Maryland, MD, USA)を

使用した。以降は、第二章の方法に準じて、実施した。なお、使用したプライマーは Table 

4-1に示す。 
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2.3 免疫蛍光染色 

 マウスの大腸組織を OCT compound (Sakura Finetek, Tokyo, Japan)に包埋し、クリオス

タットで凍結切片 (7 μm)を作成し、スライドグラス上に準備した。切片を 3 % パラホ

ルムアルデヒドで 10分間固定し、PBSで 3回洗浄した。切片を 5 % 正常ヤギ血清 (Wako 

pure chemical industries)で 30分ブロッキングし、一次抗体 (rabbit anti-occludin, rabbit anti-

ZO-1, mouse anti-MLCK, rabbit anti-TNFR2, rabbit anti-NF-κB p65, and phycoerythrin-

conjugated anti-CD326)を 4 °C, オーバーナイトでインキュベートした。その後、二次抗

体ので 1 時間インキュベートし、同時に、4’-6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride 

(DAPI; Dojindo Laboratories, Kumamoto, JAPAN)を添加した。1 時間後、切片を 50 % グ

リセロールで封入した。蛍光ラベルした一次抗体を、蛍光顕微鏡 (Leica FW4000, Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany)によって検出した。 

2.4 マウス腸管上皮細胞 (IECs)の単離 

マウスの大腸組織を冷 PBS ( - )で洗浄し、1 mmol/L dithiothreitol (DTT, Wako pure 

chemical industries)を含む PBS中で 10分間、室温で振盪した。次に、組織を 30 mmol/L 

ethylenediamine-N, N, N’, N’-tetraacetic acid (EDTA)を含む PBS中で 10分間、37 °Cでイ

ンキュベートした。1 分間のボルテックス後、剥離した IECs を 2 mg/ml dispase (Life 

Technologies)と 50 mg/ml DNase I (Roche Applied Science, Mannheim, Germany)を含む PBS

に懸濁し、1 時間、37 °C でインキュベートした。この時、5 分おきにボルテックスし

た。得られた IECs を 20 % Percoll (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)に再懸濁し、40 % 

Percoll上に重層後、600gで 15分間遠心分離した。20 %と 40 % Percollの界面から、精

製した IECs を回収した。 

2.5 フローサイトメトリー 

 IECs を 30分間、4 °Cで PE-anti-TNFR2 (BioLegend, San Diego, CA, USA)抗体とインキ

ュベートした。上皮細胞特異的なマーカーであるサイトケラチン染色の場合には、IECs

を Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences, California, USA)を用いて透過および固定の

処理をマニュアル通りに行い、30分間、4 °Cで anti-pancytokeratin-FITC (Sigma Aldrich)
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抗体とインキュベートした。また、各抗体の isotype-matched antibodies を用いてコント

ロール染色した。細胞割合を Guava Easycyte flow cytometry system (Millipore)によって測

定し、同時に、IECs の生存率および純度もそれぞれ測定した。なお、IECs の割合 (pan-

cytokeratin positive cells)は 80 %以上、また、IECs のうちの生細胞割合は 70 %以上 

(ViaCount (Millipore)による)であった (data not shown)。 

2.6 統計処理 

 結果は全て平均値±標準誤差で表した。平均値の比較を、one-way ANOVAにより行い、

post-hoc test には Tukey-Kramer 法を用いた。p値が 0.05未満の場合、統計的に有意とし

た。 

 

3 結果および考察 

3.1 HYAの腸炎改善評価 

 DSS 誘導性腸炎モデルマウスは、最も広く用いられている炎症性腸疾患の動物モデ

ルの一つである (Wirtz et al., 2007.)。DSSが腸炎を誘導するメカニズムとして、自然免

疫系の異常・マクロファージの活性化 (You et al., 2016.)、腸管透過性の亢進 (Azuma et 

al., 2013.)、腸内細菌叢の変化 (Nakanishi et al., 2015.)などが考えられている。 

 DSS投与により、DSS投与群では、顕著な腸炎症状（体重減少，大腸長の委縮，糞便

スコアや上皮損傷）が観察された (Figure 4-1)。これらの症状は、DSS 誘導性腸炎モデ

ルマウスにおける代表的な腸炎重症度の指標として汎用されている (Wirtz et al., 2007.)。 

 HYAの継続的な投与は、これら腸炎症状の悪化を有意に抑制した (Figure 4-1)。特に、

糞便スコアや大腸長の改善が認められた。一方、HYB 投与群では、腸炎症状を改善す

る作用は観察されなかった (Figure 4-1)。なお、HYA や HYB 単独投与群（DSS 投与な

し）には、このような腸炎症状は観察されなかったことから、HYA 投与による腸炎改

善作用は腸炎の発症や悪化を改善したものと考えられる。 

3.2 TJ関連因子の発現制御 

 Caco-2 細胞において、HYAは炎症性サイトカインの誘導した TJ 関連因子の発現異常
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を改善した。そこで、DSS誘導性腸炎モデルマウスにおける HYAの腸炎改善作用のメ

カニズムを明らかにするために、TJ 関連因子の発現・局在を検討した。 

 DSS誘導性腸炎モデルマウスにおいて、TJ 関連因子である occludin, ZO-1, -2, Claudin-

1, -3, -4および MLCK の mRNA発現を解析した (Figure 4-2A)。その結果、occludin, ZO-

1, -2, claudin-1, -3および claudin-4に有意な発現異常が観察された（MLCKは増加傾向）。

DSS 誘導性腸炎モデルマウスにおける腸炎症状の悪化に少なくとも、これら TJ 関連因

子の発現異常が関与していることが示唆された。腸炎症状を改善した HYA投与群では、

occludin, claudin-1および MLCK に有意な改善作用が認められた (Figure 4-2A)。また、

ZO-1, -2 および claudin-3 においても、改善傾向が観察できたことから、HYA の腸炎症

状改善作用の少なくとも一部に、TJ 関連因子の発現調節を介していることが示唆され

た。一方、HYB 投与群には、TJ 関連因子の発現を調節するような作用は観察されなか

った (Figure 4-2A)。 

 DSS誘導性腸炎モデルマウスにおいて、MLCKの mRNA発現異常が確認されたこと

から、TJ 関連因子の局在が変化することも考えられる (Clayburgh et al., 2004.)。局在の

変化もまた、異常な腸管透過性に寄与することから、膜貫通型タンパク質の occludin と

裏打ちタンパク質である ZO-1の局在を検討した。健常マウスにおいて、occludinや ZO-

1は上皮細胞で観察されたが、DSS誘導性腸炎モデルマウスでは occludinの局在が不明

瞭であった。一方、HYA投与群では、わずかに局在の変化を改善した (Figure 4-2B, C)。

興味深いことに、HYA単独投与群では、occludin や ZO-1の発現が強く観察された。ま

た、MLCKに関しても同様に、健常マウスでほとんど検出されなかったMLCK が、DSS

誘導性腸炎モデルマウスでは上皮細胞に顕著に確認されたが、HYA 投与群ではその検

出が抑制された (Figure 4-2D)。すなわち、HYAの DSS誘導性腸炎モデルマウスの症状

改善作用は、occludin および MLCK の発現・局在制御が関与していることが示唆され

た。 

3.3 腸管上皮細胞の TNFR発現制御 

 HYAの TJ 関連因子の発現制御メカニズムを明らかにするために、腸管組織における



 -56-  

TNFRs に着目して検討を行った。腸管組織における TNFRs の mRNA 発現は、TNFR1

および TNFR2 共に DSS投与群で顕著に増加した (Figure 4-3A)。特に、炎症状態で発現

が増加する TNFR2 は、TNFR1 よりも強く発現した。TNFR1 の発現制御は、HYA およ

び HYBの投与によって観察されたが、HYAは TNFR2 発現も顕著に抑制した (Figure 4-

3A)。TNFR2 は T 細胞、B細胞、マクロファージや上皮細胞など、様々な細胞サブセッ

トに発現していることも知られている (Chong et al., 2014; Venkatesh et al., 2013; Atreya et 

al., 2011)。そこで、腸管における TNFR2 発現がどの細胞に強く発現しているかを検討

するために、免疫蛍光染色で TNFR2 の検出を試みた。健常マウスや HYA・HYB 単独

投与マウスでは TNFR2陽性細胞はほとんど観察されなかった (Figure 4-3B)。一方、DSS

投与群では、TNFR2 陽性細胞が確認され、特に腸管上皮細胞と共発現する細胞が確認

されたが、HYA投与でそれらが減少した。また、HYB投与群では DSS投与群と同程度

であった (Figure 4-3B)。DSS腸炎モデルマウスの腸管組織における TNFR2 の mRNA発

現増加は、腸管上皮細胞であることが示唆されたため、腸管上皮細胞を単離し、TNFR2

陽性腸管上皮細胞の検出をフローサイトメトリーで検討した。その結果、健常マウスや

HYA・HYB単独投与マウスでは、同程度の TNFR2 陽性腸管上皮細胞が検出された。一

方、DSS投与群では、有意な TNFR2 陽性上皮細胞が検出されたが、HYA投与によって、

その割合が有意に減少した (Figure 4-3C)。DSS誘導性腸炎モデルマウス対する HYAの

腸炎症状緩和作用に、TNFR2 発現を制御していることが示唆されたため、TNF-α-TNFR2

シグナルの下流である NF-κB 経路への関与を検討した。NF-κB p65 で腸管組織を染色

した結果、健常マウスや HYA単独投与マウスではわずかに検出されたが、DSS誘導性

腸炎モデルマウスではその検出割合が増加した。また、HYA投与群では、NF-κB p65陽

性細胞の割合が健常マウスと同程度まで抑制されたことから、HYA の投与によって、

NF-κB 経路の活性化が抑制されたことが示唆された (Figure 4-3D)。一方、HYB 単独投

与では NF-κB p65 は健常マウスと同程度であったが、DSS 誘導性腸炎モデルマウスへ

の HYB投与ではその割合に変化は観察されなかった (Figure 4-3D)。 

4 要約 
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 DSS誘導性腸炎モデルマウスを用いた in vivo評価系によって、HYAの投与が腸炎症

状を改善することが示唆された。また、Caco-2細胞を用いた in vitro評価系と同様に、

TJ 関連因子の発現を制御することが明らかとなった。さらに、腸管上皮細胞の TNFR2

発現を制御し、その下流の NF-κB 経路の活性化を抑制することで、TJ 関連因子の発現

調節や、腸炎症状の緩和に寄与していることが示唆された。 
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Table 4-1. 第 4章で使用したプライマー配列 

Gene  Sequence 

claudin-1 
Forward 5’-GATGTGGATGGCTGTCATTG-3’ 

Reverse 5’-CCTGGCCAAATTCATACCTG-3’ 

claudin-3 
Forward 5’-ACCTGCGTACAAGACGAGACG-3’ 

Reverse 5’-ATCCTGATGATGGTGTTGG-3’ 

claudin-4 
Forward 5’-CTGGAGTGGATGTCCTCATGT-3’ 

Reverse 5’-GAGTAGCGCTGGAGTAACGTG-3’ 

occludin 
Forward 5’-CACACTTGCTTGGGACAGAG-3’ 

Reverse 5’-TAGCCATAGCCTCCATAGCC-3’ 

MLCK 
Forward 5’-GCGTGATCAGCCTGTTCTTTCTAA-3’ 

Reverse 5’-GCCCCATCTGCCCTTCTTTGACC-3’ 

ZO-1 
Forward 5’-CTTCTCTTGCTGGCCCTAAAC-3’ 

Reverse 5’-TGGCTTCACTTGAGGTTTCTG-3’ 

ZO-2 
Forward 5’-AACGGATGCTCGGAAGTTAAT-3’ 

Reverse 5-TGTGCTTGCTGTCTCTCAACA-3’ 

TNFR1 
Forward 5’-AAAGGTCTCTAAGGGGGAAGG-3’ 

Reverse 5’-CAAGTGGGCACCAGATACATT-3’ 

TNFR2 
Forward 5’-GCCATCCCAAGGACACTCTA-3’ 

Reverse 5’-AGGGCTTCTTTTTCCTCTGC-3’ 

GAPDH 
Forward 5’-TCAAGAAGGTGGTGAAGCAG-3’ 

Reverse 5’-AAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG-3’ 
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Figure 4-1. Anti-inflammatory effects of HYA in DSS-induced colitis mice.
(A-C) Mice were monitored daily for weight (A) and stool score (C). The data from 
the last 5 days of the experimental period are shown. ●, Untreated; ■, HYA 
administration; ▲ HYB administration○, DSS-treated mice; □, DSS-treated mice 
with HYA administration and △, DSS-treated mice with HYB administration (n = 6). 
Weight loss was calculated (B) and the colon length was measured on day 10. 
Scale bars represent 1 cm (D). (E, F) Colonic tissue sections were stained with 
hematoxylin and eosin for histological examination. Scale bars represent 100 μm. 
Histological examination was performed by assigning a score for epithelial damage 
and leukocyte infiltration on microscopic cross-sections of the colon in each mice. * 
p < 0.05 and ** p < 0.01, compared with Untreated; # p < 0.05 and ## p < 0.01, 
compared with DSS-treated mice without HYA and HYB administration ( - ); $ p < 
0.05, compared with DSS+HYA (Tukey–Kramer). Each result (A–E) is 
representative of two independent similar experiments.
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Figure 4-2. The recovering effects of HYA on DSS-induced TJ impairment.
(A) Total RNA was extracted from colonic tissue of DSS-induced colitis mice and 
the mRNA expression of TJ-related molecules examined by real-time RT-PCR. 
Data are presented as the fold change in gene expression from the control (None), 
after normalization to the GAPDH gene (n = 6). (B-D) Cryosections of colonic 
tissue were immunolabeled for occludin (green) (B), ZO-1 (green) (C) or MLCK 
(yellow) (D), and DAPI (blue). Scale bars represent 50 μm (B-C) or 100 μm (D). 
Results are expressed as means ± SE. * p < 0.05 and ** p < 0.01, compared with 
Untreated; # p < 0.05 and ## p < 0.01, compared with DSS-treated mice without 
HYA and HYB administration ( - ) (Tukey–Kramer). Each result (A–C) is 
representative of two independent similar experiments.
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Figure 4-3. Effects of HYA on the TNFRs expression in DSS-induced colitis mice.
(A) Total RNA was extracted from colonic tissue of DSS-induced colitis mice and the 
mRNA expression of TNFRs examined by real-time RT-PCR (n = 6). (B)  
Cryosections of colonic tissue were immunolabeled for TNFR2 (green), DAPI (blue) 
and CD326 (red). Scale bars represent 100 μm. (C) Intestinal epithelial cells (IECs) 
were stained for pancytokeratin and TNFR2, and analyzed by flow cytometry. The 
representative histogram analysis and the percentage of TNFR2 positive IECs are 
shown. (D) Cryosections of colonic tissue were immunolabeled for NF-κB p65 (green) 
and DAPI (blue). Scale bars represent 50 μm. The number of NF-κB p65-positive 
cells were counted. * p < 0.05 and ** p < 0.01, compared with Untreated; # p < 0.05 
and ## p < 0.01, compared with DSS-treated mice without HYA and HYB 
administration ( - ) (Tukey–Kramer). Each result (A–D) is representative of two 
independent similar experiments.
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第 5章 

 総括  

 

 本研究では、食事脂質由来の腸内細菌代謝産物が長鎖脂肪酸受容体である GPR40 の

リガンドとなり、MEK-ERK 経路を介することで、腸管上皮細胞の TNFR2 発現を制御

し、腸管バリア保護作用に寄与することを明らかにした。以下に、本研究で得られた知

見を総括する。 

 

1 腸内細菌代謝産物の腸管バリア保護作用（第 2章） 

 食事脂質における生理活性は数多く報告されており、ω-3脂肪酸や共役リノール酸に

は腸管保護効果や抗炎症・抗癌作用などの作用を示すことが報告されている (Li et al., 

2008; Bergamo et al., 2011; Martinasso et al., 2010; Reifen et al., 2015)。このような食事脂質

に対して、腸内細菌が代謝することで産生された新規の代謝産物の存在が明らかとなっ

たが、宿主に対する生理活性は未だ未解明なままである (Kishino et al., 2013)。そこで、

本研究では、リノール酸由来の腸内細菌代謝産物が腸管恒常性維持に寄与するか否かを、

腸管バリア、TJ に着目して検討した。 

 ヒト腸管上皮様細胞株 Caco-2 細胞における炎症性サイトカインのバリア損傷を誘導

するために、炎症性腸疾患などの腸炎患者で過剰発現が報告されている TNF-α を使用

した (Ye et al., 2006; Amasheh et al., 2010)。TNF-αは IL-8のような炎症促進性サイトカ

インの過剰産生を誘導する MAPK 経路と NF-κB 経路を活性化し (Weber et al., 2008)、

炎症応答を引き起こす (Fischer et al., 2013; Piche et al., 2009)。さらに、TNF-αは細胞外

シグナル調節キナーゼの活性化によって、MLCK の発現増加や p38 活性化による ZO-1

発現減少のような TJ 関連因子の発現変化を誘導する (Petecchia et al., 2012; Heller et al., 

2005; Blair et al., 2006; Dai et al., 2012)。実際に本研究で、腸内細菌代謝産物群 (Figure 2-

1)の腸管バリア保護作用について、炎症性サイトカインによる腸管バリア損傷モデルで

評価し、リノール酸の初期代謝産物である HYA に最も強い腸管バリア保護作用を見出
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した (Figure 2-2)。さらに、TJ 関連因子の occludin, ZO-1およびMLCKの発現変化を有

意に改善した (Figure 2-4)。これらの作用は、リノール酸よりも、リノール酸の腸内細

菌代謝産物である HYA に強い活性が認められたことから、食事脂質のバランスと腸内

細菌の存在が腸管バリア、宿主の恒常性維持に寄与していることを示唆している。 

2 腸内細菌代謝産物 HYAの分子メカニズム（第 3章） 

2-1 TNFR2発現制御 

 HYA の腸管バリア保護メカニズムのさらなるメカニズムを解明するために、TNFRs

の発現に着目した。特に、TNFR2 は炎症状態において発現が増加するユニークな受容

体で、TNFR2-/-モデルマウスを用いた検討などによって、TNFR2が炎症の増悪に関与す

ることが明らかとなっている (Mizoguchi et al., 2002; Wang et al., 2012; Onizawa et al., 

2009)。TNFR2 シグナリングは 1) MLCK の活性化、2) occludin の局在変化、3) （バリア

損傷依存的な）過剰な炎症応答、4) 炎症の促進を引き起こす (Su et al., 2013)。このよ

うに、TNFR2 発現の制御は、炎症性腸疾患などを含めた炎症性疾患の新規の治療ター

ゲットとなることが期待されている。本研究では、Wang らと同様に、IFN-γ で Caco-2

細胞を刺激することで、TNFR2 発現を誘導したが (Wang et al., 2006)、HYAはその発現

を有意に抑制した (Figure 3-1B)。また、TNF-α-TNFR2 シグナルの下流となる NF-κB経

路においても、TNF-α の刺激によって活性化が誘導されたが、HYA はその下流におい

ても抑制した (Figure 3-1A)。 

2-2 GPR40を介した腸管バリア保護メカニズム 

 代表的な長鎖脂肪酸受容体として、ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 γ 

(peroxisome proliferator-activated receptor γ; PPARγ)、GPR40 および GPR120などが知られ

ており、共役リノール酸の受容体である PPARγは NF-κB経路の活性化を抑制すること 

(Zenhom et al., 2011)、DHAや EPAのような多価不飽和脂肪酸 (polyunsaturated fatty acids ; 

PUFAs)の受容体である GPR120 は、TGF-β 活性化キナーゼ 1 (TAK-1)のリン酸化と NF-

κB経路の活性化を抑制することで抗炎症活性を示している (Oh et al., 2010)。さらに、

NLRP3活性化を制御することによる抗炎症・代謝改善作用も明らかになっており (Yan 
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et al., 2013)、GPR120 の炎症性疾患に対する作用が期待される。一方、長鎖の飽和・不

飽和脂肪酸の受容体である GPR40は腸内分泌細胞からの GLP-1分泌と膵島 β細胞から

のインスリン分泌を促進することが報告されており (Edfalk et al., 2008; Itoh et al., 2003)、

GPR40 は代謝性疾患の病因に重要な役割を果たすと考えられている。一方、腸炎疾患に

おける GPR40 の関与は全く報告されていないが、GPR40 agonistである GW9508の皮膚

への塗布がケモカイン産生を制御することで皮膚炎を抑制できることが報告されてお

り (Fujita et al., 2011)、GPR40が抗炎症活性の有する可能性も示唆されている。 

 GPR40 の内因性のリガンドとして、リノール酸、リノレン酸あるいはオレイン酸など

の長鎖脂肪酸からカプリン酸やラウリル酸などの中鎖脂肪酸まで幅広く報告されてい

るが、最も高い親和性を示すのがリノール酸である (Briscoe et al., 2003)。実際に、本研

究で用いたヒト GPR40 強制発現 HEK293 細胞においても、リノール酸に対して高い親

和性を示した。興味深いことに、リノール酸の腸内細菌代謝産物である HYAと HYBの

GPR40 に対する親和性も検討した結果、HYA はリノール酸よりも親和性が高く、HYB

は全く活性を示さなかった (Figure 3-3C)。HYA が内因性リガンドであるリノール酸よ

りも高い活性を示したことから、新たな GPR40 agonist としての可能性が期待される。

さらに、GPR40シグナルと腸管バリアへの寄与を GPR40 antagonist を用いて検討した結

果、HYAの腸管バリア保護作用が GPR40 antagonist 存在下で消失したことから、少なく

とも一部に、GPR40 シグナルが腸管バリアを制御していることが示唆された。一方、

GPR40 に対して活性を示さなかった HYB に関しては、GPR40 antagonist の有無に関わ

らず、炎症性サイトカインの誘導した腸管バリアの損傷を改善しなかった (Figure 3-4)。

すなわち、HYA と HYB の構造上の差異である炭素鎖 12 位の二重結合の有無が本活性

に重要な影響を及ぼしていることが示唆された。 

2-3 GPR40-MEK-ERKを介した腸管バリア保護メカニズム 

 GPR40 は Gq タンパク質と共役しており、[Ca2+]i の増加と PLC 経路の活性化によっ

て、膵臓 β 細胞からのインスリン分泌を促進することも明らかにされている (Fujiwara 

et al., 2005)。また、GPR40 agonist、DHAやパルミチン酸などの GPR40リガンドが下流



 -72-  

シグナルである ERK リン酸化と CREB リン酸化を活性化することも報告されている 

(Zamarbide et al., 2014)。実際に、本研究においても、HYAの作用によって ERK のリン

酸化が促進しており、その作用は GPR40 antagonist 存在下では減弱化している。また、

p38 や JNK の経路には影響しないことから、GPR40 が MAPK 経路でも特に MEK-ERK

経路を特異的に活性化していることが示唆された (Figure 3-5)。そこで、GPR40-MEK-

ERK 経路が腸管バリアに寄与する否かを検討した結果、MEK inhibitor存在下で HYAの

腸管バリア保護作用が消失したことから、MEK-ERK 経路が腸管バリア保護に重要なシ

グナル経路であることが示唆された。実際に、当研究室では、ある種の乳酸菌が H2O2

誘導性の腸管バリア損傷モデルにおいて、ERK 経路のリン酸化を介して腸管バリア保

護作用を発揮することも明らかにしている (Miyauchi et al., 2012)。このことは、本研究

で明らかにした GPR40-MEK-ERK 経路が腸管バリアの恒常性維持に重要であることを

部分的に示唆している (Figure 3-6)。すなわち、腸内細菌代謝産物である HYAは長鎖脂

肪酸受容体である GPR40 のリガンドとして作用し、MEK-ERK 経路を活性化すること

で、腸管上皮細胞に発現した TNFR2 を制御し、腸管バリア保護作用に寄与することが

明らかとなった。 

3 腸内細菌代謝産物 HYAによる腸炎改善作用（第 4章） 

 これまでに腸炎モデル動物に対する長鎖脂肪酸の作用は、DHAや EPAなどのような

ω-3脂肪酸で検討され、その改善作用は数多く報告されきた (Hudert et al., 2006; Murase 

et al., 2016)。一方、リノール酸や γ-リノレン酸のような ω-6脂肪酸は腸炎を悪化させる

ような作用や (Ghosh et al., 2013)、その摂取を減らすことで症状が緩和されることが明

らかとなっており (Nagy-Szakal et al., 2015)、ω-3 と ω-6脂肪酸の摂取バランスが非常に

重要であることが示唆されている。また、腸炎に対する乳酸菌の作用は以前から報告さ

れており、炎症性腸疾患に対する臨床試験がヨーロッパでは既に行われている (Joos et 

al., 2006)。特に、lactobacilli や bifidobacteria といった乳酸菌は、プロバイオティクスと

して多くの研究が行われ、当研究室においてもプロバイオティクス乳酸菌の機能性を報

告してきた (Miyauchi et al., 2013)。しかしながら、その分子メカニズムまでは明確に明
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らかにされておらず、プロバイオティクス乳酸菌の作用が宿主側にどのように寄与して

いるのか、すなわち、宿主との相互作用までは不明なままであった。そこで、本研究で

は、腸内細菌代謝産物である HYAの DSS誘導性腸炎モデルマウスに対する作用を検証

した。DSS誘導性腸炎モデルマウスに HYAを継続的に摂取させることで、種々の腸炎

症状（体重減少，大腸長の委縮，糞便スコアや上皮損傷）を改善した (Figure 4-1)。さら

に、Caco-2細胞を用いた評価系で観察された TJ 関連因子の発現制御も確認できたこと

から、HYAは DSS誘導性腸炎モデルマウスにおいても、腸管バリアを保護する作用を

有することが明らかとなった (Figure 4-2)。また、興味深いことに、DSS 誘導性腸炎モ

デルマウスで増加した腸管上皮細胞の TNFR2 発現も同様に制御しており、その下流で

ある NF-κB経路の活性化も抑制した (Figure 4-3, Figure 5)。炎症性腸疾患のような腸炎

患者の治療薬の一つとして、TNF-α の中和抗体が臨床試験においても用いられており、

TNF-αの制御が治療戦略として期待されている (Baert et al., 2003)。一方、本研究におけ

る知見は、TNF-α産生の制御ではなく、その受容体側の発現を制御することで、過剰な

炎症性シグナルの惹起を抑制しており、これまでにない新たな炎症性疾患の治療ターゲ

ットとなり得る可能性が示唆された。 

4 まとめおよび今後の展望 

HYA は腸内細菌、特に乳酸菌が食事脂質を代謝して産生しているという点であり、

薬剤とは異なり、継続的に摂取しても副作用などの問題も少ないことが期待される。さ

らに、投与した HYA の体内動態、作用組織などの解明にも着手し始めており、内因性

の HYA は糞便中に大量に含まれていることも確認されている (data not shown)。また、

外因性の HYA、すなわち、投与した HYA の体内動態も、小腸から大腸、そして糞便、

さらには血中にも移行することも明らかにしており、全身性での作用も期待できる 

(data not shown)。実際に、このような HYA を含めた腸内細菌代謝産物が脂肪酸合成・

脂質代謝制御 (Goto et al., 2015)や自然免疫制御 (Bergamo et al., 2014)に寄与することも

報告されている。このように、近年、腸内細菌叢と宿主のクロストークが盛んに取り上

げられており、『腸内細菌学』としての新たな分野が確立されつつある。様々な要因（ス
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トレス、加齢、アルコール・喫煙、食生活など）で腸内細菌叢の異常 (Dysbiosis)は引き

起こされるが、その結果として、腸管での炎症惹起に留まらず、アルコール性肝障害、

肥満、アトピー性皮膚炎、喘息や精神疾患など全身の様々な局所・臓器で起こり得る疾

患と関連することが明らかとなっている。このような疾患は、Dysbiosisに伴う腸管バリ

ア機能の破綻、その後のエンドトキシンの体内への過剰な侵入が全身性疾患の発症や悪

化に寄与しており、腸内細菌叢のバランス、腸管バリア機能および種々の疾患の発症は、

密接に関連していると考えられている。今後、腸内細菌叢を解析するメタゲノミクスに

留まらず、トランスクリプトミクスやメタボロミクスを統合したマルチオミクスの解析

手法を活用し、腸管内を網羅的に明らかにすることが重要になると考えられる。 

 以上のように、本研究は、腸内細菌代謝産物というこれまでにない食品由来成分が腸

炎抑制作用と、その分子メカニズムを明らかにし、さらに、食品としての付加価値を持

ちった炎症性疾患に対する予防・治療の一助になる可能性が期待できる。また、これら

代謝産物群は宿主の生体内に一定量、存在することから、食-腸内細菌叢を介した宿主

の恒常性維持に（腸管バリア機能維持を含めた）何らかの生理的役割を担っており、そ

の解明が期待される。 
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