
 

 

 

博士論文 

 

海藻・乳酸菌由来成分の 

抗炎症・生体防御作用に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

川島 忠臣 



1 

 

目次 

 

略語表      －－－－－－－－－－－－ 3 

 

バッファー・培地組成表    －－－－－－－－－－－－ 5 

 

第 1 章 序論     －－－－－－－－－－－－ 7 

 

第 2 章 海藻由来カロテノイド・フコキサンチンの制御性 T 細胞誘導作用 

      －－－－－－－－－－－－14 

 第 1 節 緒言    －－－－－－－－－－－－14 

 第 2 節 材料と方法   －－－－－－－－－－－－17 

 第 3 節 結果    －－－－－－－－－－－－20 

 第 4 節 考察    －－－－－－－－－－－－25 

 

第 3 章 メカブ由来フコイダンによる乳酸菌 Tetragenococcus halophilus KK221 株の

免疫調節作用増強効果    －－－－－－－－－－－－27 

 第 1 節 緒言    －－－－－－－－－－－－27 

 第 2 節 材料と方法   －－－－－－－－－－－－30 

 第 3 節 結果    －－－－－－－－－－－－33 

 第 4 節 考察    －－－－－－－－－－－－42 

 

第 4 章 漬け物由来乳酸菌 Lactobacillus plantarum YU 株のプロバイオティクス効果 

      －－－－－－－－－－－－44 

 第 1 節 緒言    －－－－－－－－－－－－44 

 第 2 節 材料と方法   －－－－－－－－－－－－46 

 第 3 節 結果    －－－－－－－－－－－－51 



2 

 

 第 4 節 考察    －－－－－－－－－－－－62 

 

第 5 章 乳酸菌の 2 本鎖 RNA による Interferon-を介した抗炎症効果 

      －－－－－－－－－－－－64 

 第 1 節 緒言    －－－－－－－－－－－－64 

 第 2 節 材料と方法   －－－－－－－－－－－－66 

 第 3 節 結果    －－－－－－－－－－－－73 

 第 4 節 考察    －－－－－－－－－－－－93 

 

第 6 章 総合考察    －－－－－－－－－－－－95 

 

引用文献     －－－－－－－－－－－ 100 

 

原著論文リスト     －－－－－－－－－－－ 119 

 

要旨      －－－－－－－－－－－ 120 

 

謝辞      －－－－－－－－－－－ 124 



3 

 

略語表 

 

ATRA    all-trans retinoic acid 

BMDC   bone marrow-derived dendritic cell 

CRISPR  clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

DMSO   dimethyl sulfoxide 

DSS   dextran sodium sulfate 

FITC   fluorescein isothiocyanate 

Foxp3   forkhead box P3 

GALT   gut-associated lymphoid tissue 

IEC   intestinal epitherial cell 

IFN   interferon 

IFV   influenza virus 

IgA   immunoglobulin A 

IL   interleukin 

IPS-1   IFN- promoter stimulator 1 

IRF   interferon regulatory factor 

LP   lamina propria 

LPS   lipopolysaccharide 

M cell   microfold cell 

MDA5   melanoma differentiation-associated gene 5 

MLN   mesenteric lymph node 

MyD88   myeloid differentiation primary response gene 88 

NK cell   natural killer cell 

OVA   ovalbumin 

PE   phycoerythrin 

PMA   phorbol-12-myristate-13-acetate 
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PP   Peyer’s patch 

RIG-I   retinoic acid-inducible gene I 

ROR   retinoic acid receptor-related orphan nuclear receptor 

RT-PCR   reverse transcription-polymerase chain reaction 

SFB   segmented filamentous bacteria 

SP   spleen 

SPF   specific pathogen-free 

TGF-   transforming growth factor- 

Th cell   T helper cell 

TLR   Toll-like receptor 

TNF-   tumor necrosis factor-

Tr1 cell   type I regulatory cell 

Treg cell  regulatory T cell 

TRIF   TIR domain-containing adapter inducing IFN-  

VSV   vesicular stomatitis virus 

3d mice   Unc93b13d mice 
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バッファー・培地組成表 

 

特に断りのない限り、以下のバッファー・培地を用いた 

リン酸バッファー（PBS） 

Volume

NaCl 40 g

Na2HPO4 12H2O 14.6 g

KH2PO4 1 g

KCl 1 g

H2O

Total volume 500 ml（pH7.3に調整）

 

※試薬は全て和光純薬工業より購入 

 

細胞分離用培地（脾臓、腸間膜リンパ節） 

Volume conc.

Fetal Bovine Serum

（FBS、ニチレイ社）

50 ml 10%

1 M HEPES

（和光純薬工業）

10 ml 20 mM

10000 U/ml Penicillin

10 mg/ml Streptomycin

（Sigma）

4000 U/ml Collagenase D

（Roche）

50 ml 400 U/ml

RPMI 1640（Sigma） 385 ml

Total volume 500 ml

5 ml

※FBS は 56℃で 30 分間インキュベートし、非動化したものを用いた。 
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細胞分離用培地（パイエル板、腸管粘膜固有層） 

Volume conc.

FBS 50 ml 10%

1 M HEPES 10 ml 20 mM

10000 U/ml Penicillin

10 mg/ml Streptomycin

4000 U/ml Collagenase D 50 ml 400 U/ml

1mg/ml DNase I（Roche） 50 ml 100 mg/ml

RPMI 1640 335 ml

Total volume 500 ml

5 ml

 

上皮細胞分離用培地（小腸） 

Volume conc.

FBS 50 ml 10%

500 mM EDTA

（和光純薬工業）

10 ml 10 mM

1 M HEPES 10 ml 20 mM

25 mg/ml Polymuyxin B

（Sigma）

0.2 ml 10 mg/ml

10000 U/ml Penicillin

10 mg/ml Streptomycin

100 mM sodium pyruvate

（Gibco）

5 ml 1 mM

PBS 419.8 ml

Total volume 500 ml

5 ml

 

細胞培養用培地 

Volume conc.

FBS 50 ml 10%

1 M HEPES 10 ml 20 mM

10000 U/ml Penicillin

10 mg/ml Streptomycin

0.1 M 2-Mercaptoethanol

（和光純薬工業）

0.25 ml 50 mM

RPMI 1640 434.75 ml

Total volume 500 ml

5 ml
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第 1 章 序論 

 

 近年、免疫機能に関わる疾患患者数の増加が深刻な社会問題となっている。アレルギ

ー疾患では、スギ花粉症推定患者数 3300 万人（2013 年版アレルギー性鼻炎ガイド）

であり、増加の一途をたどっている。また、小児で有病率が高い食物アレルギーについ

ては乳児で約 5～10%、幼児で約 5%、学童期以降が 1.5～3%となっている（食物アレ

ルギー診療ガイドライン 2012）。気管支喘息は成人・小児で増加しており、その患者数

は 800 万人以上と推定されている（2011 年厚生労働省リウマチ・アレルギー対策委員

会報告書）。アトピー性皮膚炎については 2000～2002 年度に実施された厚生労働科学

研究による全国調査で、小学生以下の有病率が 10％以上であることが報告されている。

また、アレルギー疾患以外でも関節リウマチ（推定 70～80 万人、2011 年厚生労働省リ

ウマチ・アレルギー対策委員会報告書）などの自己免疫疾患、潰瘍性大腸炎（約 11 万

人、2008 年 難病情報センターより）やクローン病（約 3 万人、2009 年 難病情報セ

ンターより）などの炎症性腸疾患も患者数の増加が指摘されている。さらに、ノロウィ

ルスやインフルエンザなどのウィルス感染症の世界的な爆発的流行が指摘されている。

これらの疾患は免疫機能を正常に保つことで、発症を未然に防いだり、症状の悪化を防

いだりすることができると考えられている。普段から摂取している食品が我々の免疫系

にどのような効果をもたらしているかについて理解を深め、さらには免疫機能を正常に

保つ食品因子を見出し、それらを有効に食生活に組み込むことが重要である。 

食品として摂取したものには、吸収されて作用するものと腸管内にとどまり腸管免疫

を介して効果をもたらすものがある。発酵食品などに含まれる乳酸菌などの微生物は腸

管において認識され、自然免疫系を活性化する。腸管は外来物質と接する最も大きな組

織であり、そこには多くの免疫細胞が存在し、食物抗原や食物と共に摂取される細菌、

ウィルス、さらに腸内常在菌に対し常に応答している。このような免疫細胞が集まる場

所は腸管関連リンパ組織（GALT）と呼ばれる。そして GALT の一つである小腸のパイ

エル板や絨毛には M 細胞（Microfold cells）と呼ばれる腸管内の抗原や微生物を取り込

む上皮細胞が存在する（Krahenbuhl et al., 2000）。腸内常在菌や口から摂取した食物
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抗原・細菌はこの M 細胞を介して取り込まれ、M 細胞直下に存在する樹状細胞やマク

ロファージなどの抗原提示細胞に認識される。そして、樹状細胞やマクロファージが

様々なサイトカインを出すことで T 細胞や B 細胞を活性化し、さらに抗原を提示する

ことでこれらの細胞に抗原特異的な応答を誘導する。このように自然免疫を活性化する

ことが、獲得免疫にも影響を与えることが知られている（Akira et al., 2006）。 

 

自然免疫 

自然免疫は外来抗原、細菌、ウィルスの体内侵入に対して最初に起こる免疫応答であ

る。抗原提示細胞である樹状細胞やマクロファージはこれらの構成成分のパターンを認

識するトル様受容体（Toll-like receptor, TLR）を発現している（Akira et al., 2001）。

TLR から刺激が入ることで抗原提示細胞は活性化し、各種サイトカインを産生するこ

とで他の免疫細胞に影響を与える。また、抗原提示細胞が認識した抗原は他の細胞に提

示され、その抗原に対する免疫応答を誘導する。細菌の構成成分の認識には TLR2 や

TLR4、TLR9 が知られており、TLR2 はグラム陽性菌の細胞壁成分であるペプチドグ

リカンやリポテイコ酸を、TLR4 はグラム陰性菌の細胞壁成分であるリポポリサッカラ

イド（LPS）を、TLR9 は細菌の持つ非メチル化 DNA（CpG DNA）を認識することが

知られている。また、TLR3 は 2 本鎖 RNA ウィルスを、TLR7 は 1 本鎖 RNA ウィル

スを認識する。そして TLR の発見に続いて、TLR からのシグナル伝達に関わる分子が

次々と報告され、自然免疫の活性化機構が明らかとなってきた（Fig. 1-1, O'Neill et al., 

2013）。TLR2 や TLR4 は Myeloid differentiation primary response gene 88（MyD88）

を介して炎症性サイトカインの産生を誘導する。TLR7やTLR9はMyD88と Interferon 

regulatory factor 7（IRF7）のリン酸化を介して Interferon-（IFN-）の産生を誘導

する。TLR3 と TLR4 は TIR domain-containing adapter inducing IFN- （TRIF）と

IRF3 のリン酸化を介して IFN-を誘導する。乳酸菌の認識に関わる TLR については

報告が出てきているものの（Grangette et al., 2005; Hisbergues et al., 2007; Koizumi 

et al., 2008; Rigaux et al., 2009; Asong et al., 2009）、まだ不明な点は多い。 
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獲得免疫 

一方で獲得免疫に関わる T 細胞については、細胞傷害性 T 細胞やヘルパーT 細胞の

役割が古くより研究されているが、特にヘルパーT 細胞については近年多くのサブセッ

トが発見されている。細胞性免疫に関わる Th1 細胞、液性免疫に関わる Th2 細胞に加

え、最近では炎症性の Th17 細胞や強い抑制作用を持つ制御性 T 細胞（Treg 細胞）に

ついての報告が増加している（Fig. 1-2）。自己免疫疾患やアトピー性皮膚炎などの炎症

性の疾患には Th17 細胞が関与することが知られるが（Louten et al., 2009; Hemdan et 

al., 2010; Souwer et al., 2010; Geremia et al., 2011; Zepp et al., 2011）、感染性腸炎の

抑制など腸管の感染防御にも働く（Ivanov et al., 2009）。また、抑制性の作用を持つ T

細胞については、Treg 細胞以外にも interleukin-10 (IL-10)を強く産生する Type I 

regulatory（Tr1）細胞が知られており、この細胞は IL-27 により分化誘導され、自己

免疫疾患の炎症抑制にも関わっている（Apetoh et al., 2010）。 

 

腸内常在菌と T 細胞分化 

 腸内常在菌と免疫系の相互作用に関する研究においては、近年、特定の微生物群が特

定の細胞群を誘導することが明らかとなってきている。マウスの小腸においては

Segmented filamentous bacteria（SFB）が Th17 細胞の誘導に関わっており、

Citrobacter rodentium により引き起こされる感染性腸炎に対する抵抗性を高めること

が明らかとなった（Ivanov et al., 2009）。一方で Wu ら（2010）は SFB により誘導さ

れる Th17 細胞が自己免疫疾患の悪化に関わっている可能性を示している。そして、こ

の SFB による Th17 細胞の誘導のメカニズムとして、小腸の樹状細胞による SFB の抗

原提示が必須であることが示された（Goto et al., 2014）。また、常在菌の中の

Clostridium 属が大腸における Treg 細胞の誘導に関わっていることが Atarashi ら

（2010）により報告された。そして、Clostridium 属の代謝により産生される酪酸が

Treg 細胞の誘導に関与していることが明らかとなった（Furusawa et al., 2013）。

Bacteroides fragilis についても、それらが分泌する糖質分子の Polysaccharide A が

TLR2 を介して Treg 細胞を誘導し、一方で Th17 細胞の分化を抑制していることが示
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された（Round et al., 2011）。また、Jeon ら（2012）は Bifidobacterium breve が IL-10

を強く産生する Tr1 細胞の誘導に関わることを報告した。このように、腸内常在菌によ

り誘導される T 細胞サブセットが明らかとなり、さらにはそれが疾患の誘導・抑制に

も関わっていることが示されてきている。 

 

乳酸菌の免疫調節作用 

 特定の腸内常在菌が誘導する T 細胞サブセットが明らかになってきているが、消化

管内には経口摂取した微生物も多く存在する。口から摂取する微生物で代表的なものと

しては、発酵食品やヨーグルトから摂取する乳酸菌やビフィズス菌が挙げられる。

Mitsuoka（1974）は、経口摂取する Lactobacillus 属や Streptococcus 属が小腸におい

て主要な構成細菌群を形成していることを報告している。そして前述したように小腸に

はパイエル板が存在し、免疫応答に関わる細胞が多く存在することから、経口的に摂取

した乳酸菌などが小腸の免疫細胞を介して腸管免疫に影響を与えていることが考えら

れる。生体にいい効果をもたらす微生物はプロバイオティクスと呼ばれているが、プロ

バイオティクス乳酸菌の機能の中でも感染防御作用や抗アレルギー作用など免疫機能

に与える影響については日本でも積極的に行われている（Fujiwara et al., 2004; Yasui 

et al., 2004; Masuda et al., 2008; Nonaka et al., 2008; Kawase et al., 2010）。プロバ

イオティクス乳酸菌が獲得免疫系に与える効果としては、Th1 免疫を増強することによ

るアレルギーの抑制が多い（Fujiwara et al., 2004; Masuda et al., 2008）。また、乳酸

菌やビフィズス菌などを増やす糖（オリゴ糖など）はプレバイオティクスと呼ばれてお

り、プレバイオティクスも免疫機能に影響を与えることが報告されている。例えばフラ

クトオリゴ糖を摂取すると感染防御に重要な immunoglobulin A（IgA）の産生が増強

することがマウスで確認されている（Nakamura et al., 2004）。 

 

食品成分の免疫調節作用 

プロバイオティクス、プレバイオティクス以外の食品成分でも免疫系に影響を与える

物質は多く発見されており、例えば一部のフラボノイドやカロテノイド、多糖について
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は抗アレルギー作用や抗腫瘍作用、感染防御作用などが報告されている。例えばイソフ

ラボンの一種であるゲニステインをマウスに摂取させることで、喘息の症状が軽減され

ることが確認されている（Gao et al., 2012）。また、リコピンの摂取が喘息を抑えるこ

とがマウスで確認されている（Hazlewood et al., 2011）。多糖では海藻由来の硫酸基を

有する多糖であるフコイダンに関する報告が非常に多い（Maruyama et al., 2005; 

Hayashi et al., 2008; Hu et al., 2010）。それ以外にも、ビタミン A は CD103＋樹状細

胞によってレチノイン酸に代謝され、それが Treg 細胞の誘導に関わることが知られて

いるが、ビタミン A が欠乏している状態においては IL-13 を強く産生する Th2 細胞が

誘導されることでアレルギーが悪化することが報告されている（Yokota-Nakatsuma et 

al., 2013）。このように普段から摂取する食品の中にも免疫系に影響を与える成分や物

質が含まれており、それらの効果を明らかにすることも近年のアレルギー疾患の増加の

観点から重要であると考えられる。 

 

 古くから日本において摂取されてきた海藻の中にも機能性食品成分が複数見つかっ

てきており、海藻に含まれる非プロビタミン A カロテノイドであるフコキサンチンや

硫酸化多糖のフコイダンが注目されている。フコキサンチンにおいては脂質代謝に及ぶ

効果が盛んに研究されているが、第 2 章では免疫系、特に T 細胞分化に及ぼす影響を

検証した。第 3 章においては、免疫賦活作用について多く報告されているメカブ由来フ

コイダンと乳酸菌を同時に摂取したときの効果を検証した。第 4 章では日本人が古くか

ら食べている発酵食品・漬け物の中から有用なプロバイオティクス乳酸菌を選抜するこ

とを試みた。実際に選抜した乳酸菌の摂取が免疫機能に及ぼす影響を評価した。第 5 章

では、発酵食品由来の乳酸菌や常在乳酸菌が腸管の免疫恒常性維持に関わるメカニズム

について調べた。細菌の認識に関わる TLR が明らかとなってきていることから、TLR

遺伝子欠損マウスを用いることで、乳酸菌の構成成分の中で重要な因子の特定を試みた。 
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Fig. 1-1. TLR signaling pathway（O'Neill et al., 2013）
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Fig. 1-2. T 細胞の分化 
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第 2 章 

海藻由来カロテノイド・フコキサンチンの制御性 T 細胞誘導作用 

 

第 1 節 緒言 

 

 フコキサンチンは海藻に含まれる非プロビタミン A カロテノイドであり（Fig. 2-1, 

Sangeetha et al., 2010）、フコキサンチンの代謝改善効果については多く報告されてい

る。その中でも、抗肥満作用、脂質代謝改善作用が多くを占めている（Maeda et al., 

2007; Matsumoto et al., 2010）。また、最近では Urikura ら（2011）により、フコキ

サンチンの抗酸化作用が、紫外線による皮膚のダメージを軽減することが報告されてい

る。このように、様々な機能性を有するフコキサンチンであるが、我々はフコキサンチ

ンの新たな機能性として、免疫機能に与える影響に着目した。免疫機能に関しては、

LPS により誘発される眼の炎症をフコキサンチンが抑制することが、ラットで示され

ている（Shiratori et al., 2005）。また、フコキサンチンの抗腫瘍作用については、細胞

実験を中心に報告されている（Tanaka et al., 2012）。しかし、アレルギー疾患や炎症

性疾患に深く関わる T 細胞の分化に関しては未だ報告が少ない。第 1 章でも述べたよ

うに、T 細胞には様々な役割・性質を持つサブセットが存在し、各 T 細胞サブセットが

バランスを取り合って生体の恒常性を維持している（Fig. 1-2）。例えば花粉症などのア

レルギーは Th2 細胞が優位になり発症する。この Th2 細胞は Th1 細胞と互いにバラン

スを取りながら免疫の恒常性を維持している。 

 免疫抑制の役割を持つ制御性 T 細胞（Treg 細胞）については近年報告が非常に多く

なっている。ビタミン A 誘導体の一種であるレチノイン酸は Treg 細胞の誘導に関わる

ことが知られている。細胞を用いた実験系において、Treg 細胞は TGF- (Transforming 

growth factor-)とレチノイン酸により分化が誘導されるのに対し、Th17 細胞は IL-6

と TGF-により分化誘導されることが明らかとなっている（Elias et al., 2008; Xiao et 

al., 2008）。Treg 細胞は Th17 細胞と拮抗し、バランスが Th17 細胞優位に偏ってしま

うと自己免疫疾患、炎症性腸疾患、喘息、アトピー性疾患に陥ることが報告されている
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（Louten et al., 2009）。そのため IL-17 の産生抑制や Th17 細胞の分化抑制は、様々な

薬や機能性食品のターゲットとなっている。 

 フコキサンチンは生体内でビタミン A へと変換されない非プロビタミン A カロテノ

イドである一方、構造はビタミン A に似ている。そこで我々はビタミン A に代謝され

ないフコキサンチンが、ビタミン A 誘導体のレチノイン酸と同様に T 細胞の分化に影

響を与えるかについて検討した。 
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Fig. 2-1. フコキサンチンからフコキサンチノールへの代謝と構造式 

（Sangeetha et al., 2010） 
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第 2 節 材料と方法 

 

カロテノイドの調製 

 試験には非プロビタミン A のフコキサンチン、フコキサンチノール、アスタキサン

チン、リコペン、ルテイン（和光純薬工業）を用いた。ポジティブコントロールとして

all-trans retinoic acid（ATRA, 和光純薬工業）を用いた。各カロテノイド、ATRA を

ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、DMSO の終濃度が 0.04%となるように添

加した。なお、この DMSO 濃度で細胞毒性やサイトカイン産生への影響がないことを

確認した。各カロテノイドは終濃度 1–4 mM、ATRA は終濃度 10-3 – 10 mM で添加した。 

 

CD4+ T 細胞の調製・培養 

 C57BL/6 マウス（日本クレア）より脾臓を採取後、細胞分離用培地中で 30 分間撹拌

し、脾臓細胞を得た。その後、CD4 マイクロビーズ（Miltenyi Biotec）、MACS（Miltenyi 

Biotec）を用いることで CD4+ T 細胞を採取した。抗 CD3 抗体（5 mg/ml, eBioscience）

でコーティングをした 96 ウェル平底マイクロプレートを用いて、採取した CD4+ T 細

胞（5 × 105 cells/well）を抗 CD28 抗体（5 mg/ml, eBioscience）、IL-6（20 ng/ml, R&D 

Systems）、TGF-（2 ng/ml, R&D Systems）、及び各サンプル存在下で 3 日間培養し

た。 

 

Naïve T 細胞の調製・培養 

 C57BL/6 マウスより脾臓を採取後、細胞分離用培地中で 30 分間撹拌し、脾臓細胞を

得た。その後、CD4+ T 細胞を CD4+ T cell Isolation Kit II（Miltenyi Biotec）を用い

て分離後、Fluorescein isothiocyanate（FITC）標識抗 CD62L 抗体（eBioscience）、

及び FITC マイクロビーズ（Miltenyi Biotec）を用いて、Naïve T 細胞（CD4+CD62L+ 

T 細胞）を分離した。抗 CD3 抗体（5 mg/ml）でコーティングをした 96 ウェル平底マ

イクロプレートを用いて、採取した Naïve T 細胞（5 × 105 cells/well）を抗 CD28 抗

体（5 mg/ml）、IL-6（20 ng/ml）、TGF-（2 ng/ml）、及び各サンプル存在下で 3 日間
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培養した。 

 

ELISA 

 CD4+ T 細胞の培養 3 日後の上清中の IL-17 濃度を、Mouse IL-17A ELISA Set

（eBioscience）を用いて測定した。 

 

定量的 RT-PCR 

 CD4+ T 細胞の培養 3 日後の細胞から RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて RNA を

抽出後、Primescript RT Reagent（Takara）を用いて逆転写反応を行い、cDNA を得

た。その後、SYBR premix Ex Taq（Takara）と各種プライマー（Table 2-1）を用い

て定量的 RT-PCR を行った。各 mRNA 発現量は-actin の mRNA 発現量で標準化し、

抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体の刺激のみの細胞における発現量に対する相対値で表した。 

 

フローサイトメーター解析 

 Naïve T 細胞の培養 3 日後の細胞を 100 ng/ml の phorbol-12-myristate-13-acetate

（PMA, シグマ）、500 ng/ml の Ionomycin（シグマ）、0.2%（v/v）の GolgiStop（BD 

Bioscience）存在下で 4時間培養した。その後、Foxp3 Staining Buffer Set（eBioscience）

を用いて固定後、FITC 標識抗 IL-17 抗体（eBioscience）、及び Phycoerythrin（PE）

標識抗 Foxp3 抗体（eBioscience）で染色した。そして、FACSCalibur を用いて Treg

細胞及び Th17 細胞の割合を測定した。 
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Tabel 2-1 プライマー配列 

Oligonucleotides, 5’-3’

Forward TGTCCTGGGCTACCCTACTG

Reverse GTGCAGGAGTAGGCCACATT

Forward CCCAGGAAAGACAGCAACCTT

Reverse TTCTCACAACCAGGCCACTTG

Forward GCTACAGCTTCACCACCACAG

Reverse GGTCTTTACGGATGTCAA

RORgt

Foxp3

-actin
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第 3 節 結果 

 

3-1. フコキサンチンによる IL-17 産生抑制作用 

 フコキサンチンを含む非プロビタミン A のカロテノイドが IL-17 の産生を抑制する

かについて、マウス脾臓由来のCD4+ T細胞を用いて評価した。Th17細胞誘導因子（IL-6，

TGF-）を添加する条件において各カロテノイド（フコキサンチン、アスタキサンチン、

リコペン、ルテイン）を添加することで、各カロテノイドが IL-17 産生に及ぼす影響を

調べた。すると、フコキサンチンを添加した場合のみレチノイン酸と同様に IL-17 の産

生が抑制されることが明らかとなった（Fig. 2-2）。IL-17の産生が抑制されたことから、

フコキサンチンに Th17 細胞の分化を抑制する作用、もしくは Th17 細胞と拮抗する

Treg 細胞の分化を促進する作用があることが考えられた。 

 

3-2. フコキサンチンによるRORgt mRNA発現量の抑制とFoxp3 mRNA発現量の亢進 

 Th17 細胞誘導因子（IL-6，TGF-）を添加した条件における Th17 細胞に特徴的な

転写因子 ROR (Retinoic acid receptor-related orphan nuclear receptor) gt の mRNA

発現量を調べた。すると、ATRA と同様にフコキサンチン添加により濃度依存的に

RORgt mRNA 発現量が抑制されることが示された（Fig. 2-3A）。一方、TGF-のみを

添加する条件において Treg 細胞に特徴的な転写因子 Foxp3（Forkhead box P3）の

mRNA 発現量を調べた。このとき、ATRA と同様にフコキサンチンの濃度依存的に

Foxp3 mRNA 発現量が増加することが示された（Fig. 2-3B）。以上の結果より、フコ

キサンチンによって Th17 細胞の分化が抑制され、Treg 細胞の誘導されることが示唆

された。 

 

3-3. フコキサンチンによる Th17 細胞分化抑制と Treg 細胞分化誘導 

 フコキサンチンが T 細胞の分化に与える影響を評価するために、Th17 細胞誘導因子

（IL-6, TGF-）を添加した条件でマウス脾臓細胞由来の Naïve T 細胞を培養し、Treg

細胞、もしくは Th17 細胞への分化を調べた。するとフコキサンチンの添加濃度依存的
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に Th17 細胞の分化が抑制され、同時に Treg 細胞の分化が誘導されることが明らかと

なった（Fig. 2-4）。 

 また、フコキサンチンは消化管内でリパーゼ等の消化酵素によりフコキサンチノール

へと変換され体内に吸収されることが報告されている（Asai et al., 2004; Sangeetha et 

al., 2010）。そこでフコキサンチノールが Naïve T 細胞の分化に及ぼす影響についても

調べたところ、フコキサンチノールについてもフコキサンチンと同様の作用があること

が明らかとなった（Fig. 2-4）。このことから、フコキサンチンを摂取後、フコキサンチ

ノールへと代謝されたとしても、同様の効果を発揮することが示唆された。 
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Fig. 2-2. 各カロテノイドが IL-17 産生に与える影響 

マウス脾臓由来 CD4+ T 細胞を抗 CD3 抗体（CD3）、抗 CD28 抗体（CD28）、IL-6、

TGF-存在下で培養するときに ATRA、各カロテノイドを添加し、IL-17 産生量を測定

した。エラーバーは標準誤差を表す。（n=3, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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Fig. 2-3. フコキサンチンが RORgt mRNA、Foxp3 mRNA 発現量に与える影響 

マウス脾臓由来 CD4+ T 細胞を Th17 細胞誘導条件下（A）、Treg 細胞誘導条件下（B）

で培養するときに ATRA、各カロテノイドを添加し、各 mRNA 発現量を測定した。結

果は 3 実験行い、そのうちの 1 実験の結果を示した。 
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Fig. 2-4. フコキサンチン、フコキサンチノールが T 細胞分化に与える影響 

マウス脾臓由来 Naïve T 細胞を抗 CD3 抗体（CD3）、抗 CD28 抗体（CD28）、IL-6、

TGF-存在下で培養するときに ATRA、フコキサンチン、フコキサンチノールを添加し、

T 細胞の分化を調べた。数値は各領域中の細胞の割合（%）を表す。結果は 3 実験行い、

そのうちの 1 実験の結果を示した。 
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第 4 節 考察 

 

 本研究において、非プロビタミン A のフコキサンチン、及びフコキサンチノールに

Th17 細胞の分化抑制作用、Treg 細胞の分化誘導作用が確認された。自己免疫疾患や炎

症性腸疾患、喘息、アトピー性皮膚炎などの多くの炎症性疾患に Th17 細胞や Th17 細

胞から産生される IL-17 が関わっていることが報告されており（Hemdan et al., 2010; 

Souwer et al., 2010; Geremia et al., 2011; Zepp et al., 2011）、Treg 細胞を誘導し Th17

細胞分化を抑制する物質はこれらの疾患に対する予防効果・治療効果が期待される。フ

コキサンチンは今回の細胞実験において、Treg 細胞が誘導される一方で Th17 細胞の

分化が抑制されるという、レチノイン酸と同様の現象が観察された。レチノイン酸はレ

チノイン酸レセプターを介して Treg 細胞を誘導していることが知られている。

Klemann ら（2009）の研究においては、このレチノイン酸レセプターのアゴニストを

ターゲットとして合成された合成レチノイド Am80 をマウスに対して経口投与した際

に、実験的自己免疫性脳脊髄炎が抑制されることを示している。フコキサンチン、フコ

キサンチノールがこのような合成レチノイドと同様にレチノイン酸レセプターを介し

て効果を発揮しているかは、現在のところ不明である。レチノイン酸レセプターのアン

タゴニストである LE540 を今回用いた細胞試験系に添加する実験も行ったが、LE540

を添加したときに Th17 細胞の分化が強く誘導されてしまうため、フコキサンチンの効

果を LE540 が消失させるかは判断できなかった。レチノイン酸レセプターの関与を調

べるためには、動物実験によりフコキサンチンの抗炎症効果を示す際に LE540 を静脈

投与し、フコキサンチンの効果に与える影響を評価する必要がある。また合成レチノイ

ドについてはその構造によりレチノイン酸レセプターとの親和性が大きく異なること

が報告されている（Mailfait et al., 2000）。フコキサンチンやフコキサンチノールと他

のカロテノイドで活性が異なることに、レチノイン酸レセプターとの親和性が関与して

いることが考えられる。 

 一方で最近、様々な Treg 細胞誘導物質が明らかとなっている。その中で、Atarashi

ら（2011）により腸内細菌の Clostridium 属が Treg 細胞を誘導していることが報告さ
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れたが、さらに Furusawa ら（2013）は Clostridium 属の代謝により産生される酪酸

が Treg 細胞の誘導に関わっていることを示した。酪酸については、ヒストン脱アセチ

ル化酵素を阻害してFoxp3の転写を促進するというエピジェネティクスな制御により、

Treg 細胞の分化を誘導していることが明らかとなった。しかし、このエピジェネティ

クスな制御では Treg細胞が誘導される一方で、その他の T細胞サブセット（Th1細胞、

Th2細胞、Th17細胞）の分化には影響を与えないことが細胞実験により示されている。

つまり、今回のフコキサンチンにみられるような Treg 細胞の誘導と Th17 細胞の分化

抑制が同時に観察される現象は、酪酸のようなエピジェネティクスな制御によるもので

はないことが推察される。 

 フコキサンチンがレチノイン酸様活性を有していることが示唆される一方で、ビタミ

ン A 代謝に関わる副作用を引き起こさずに自己免疫疾患や炎症性疾患に効果を発揮す

ることを確認する必要がある。現在のところフコキサンチンについては、1000 mg/kg 

BW で 30 日以上摂取しても肝臓や腎臓、脾臓、生殖器に異常は観察されず、安全性に

問題がないことが確認されている（Beppu et al., 2009）。このような報告からも今後の

疾患への応用が期待される。 
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第 3 章 

メカブ由来フコイダンによる乳酸菌 Tetragenococcus halophilus KK221株の免疫調節

作用増強効果 

 

第 1 節 緒言 

 

 ワカメのメカブにはフコイダンと呼ばれる硫酸基を含む多糖が含まれている（Fig. 

3-1, Ale et al., 2011）。フコイダンについては抗炎症効果、抗ウィルス効果、抗腫瘍効

果など様々な作用が報告されている（Maruyama et al., 2003; Matsumoto et al., 2004; 

Maruyama et al., 2005; Maruyama et al., 2006; Hayashi et al., 2008; Hidari et al., 

2008; Hu et al., 2010）。細胞実験においては、フコイダンはマクロファージの NO 産

生には影響を与えずに貪食作用を活性化し、それによりナチュラルキラー（NK）細胞

や細胞傷害性 T 細胞を活性化させることで、抗ウィルス作用が発揮されることが報告

されている（Hayashi et al., 2008）。また、フコイダンの経口投与が Th1 免疫を増強し、

NK 細胞を活性化することで抗腫瘍効果を誘導することが報告されている（Maruyama 

et al., 2006）。また、樹状細胞をフコイダンで処理することにより、CD8+ T 細胞によ

る IFN-g産生を促進し、ヒト腫瘍細胞に対する T 細胞の細胞傷害活性が高まることが報

告されている（Hu et al., 2010）。このように、フコイダンは樹状細胞やマクロファー

ジのような抗原提示細胞に作用し、抗原提示細胞が T 細胞や NK 細胞の細胞傷害活性

を高め、抗ウィルス作用や抗腫瘍作用を発揮していることが明らかとなっている。 

 一方で近年、乳酸菌の抗アレルギー・抗ウィルス効果についての報告が増えてきてい

る（Fujiwara et al., 2004; Yasui et al., 2004; Nonaka et al., 2008; Kawase et al., 

2010）。ヘルパーT 細胞は獲得免疫系において重要な役割を担っており、第 2 章でも述

べたように役割に応じていくつかの T 細胞サブセットに分類される。Th2 細胞はアレ

ルギー反応に関わっており、Th1 細胞と互いに拮抗する性質を持つため、Th1 免疫を

増強する食品には抗アレルギー効果が期待される（Romagnani et al., 2000）。乳酸菌

の刺激により IL-12 を含む様々なサイトカインが樹状細胞やマクロファージから産生
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される（Morita et al., 2002; Cross et al., 2004）。そして、乳酸菌が抗原提示細胞に対

し IL-12 を誘導することで Th1 免疫が増強し、その一方で Th2 免疫が抑制されること

により抗原特異的 IgE 産生を抑制することでアレルギー反応が抑制されることがいく

つかの乳酸菌で示されている（Fujiwara et al., 2004）。我々はこれまでにしょうゆ諸味

由来の乳酸菌 Tetragenococcus halophilus KK221 についてもこのような効果を確認し

ており（Masuda et al., 2008）、さらに臨床試験においても KK221 を摂取することで

アレルギー症状を緩和することが確認された（Nishimura et al., 2009）。 

 以上のようにフコイダンは抗原提示細胞のサイトカイン産生を介さずに NK 細胞活

性や細胞傷害性 T 細胞に作用する一方で、乳酸菌はサイトカイン産生を介してヘルパ

ーT 細胞に変化を与える。このようにフコイダンと乳酸菌は異なるメカニズムにより抗

原提示細胞を活性化し、効果を発揮していることが考えられることから、同時に摂取し

た際に相乗的に免疫機能に影響を与えることが期待される。そこで本研究では、乳酸菌

KK221 をフコイダンと共に摂取した際に、Th1 免疫の増強や Th2 免疫の抑制に与える

影響を評価した。 
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Fig. 3-1. フコイダンの構造（Ale et al., 2011） 
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第 2 節 材料と方法 

 

乳酸菌体の調製 

 Tetragenococcus halophilus KK221 を 10% NaCl 含有 MRS 培地（BD Bioscience）

で 30℃、24-48 時間培養した。その後、生理食塩水で 2 回洗浄を行い、95℃で 10 分間

加熱処理を行った。マクロファージの貪食を調べる実験においては、KK221 菌体を 100 

mg/ml の FITC isomer-I（同仁化学研究所）と 30 分間インキュベートし、その後生理

食塩水で 3 回洗浄を行い、菌体の FITC 標識を行った。 

 

フコイダンの調製 

 フコイダンは乾燥ワカメのメカブより、Lee ら（2004）の方法に従い精製した。フコ

イダンの脱硫酸化は Maruyama ら（2007）の方法に従い行った。低分子化フコイダン

の調製には、まず 10 g のフコイダンを 2 mM HCl 溶液 1000 ml に溶解し、120℃で 3

時間処理して酸加水分解を行った。その後、1 M NaOH 溶液で中和し、膜処理により

3-50 kDa の分子量のフコイダンを分離し、凍結乾燥を行った。低分子化フコイダンは

Toyoperl HW-65F（8 mm × 1000 mm）カラムと Toyoperl HW-40F（8 mm × 1000 

mm）カラムを用いてゲル濾過により確認した。 

 

試薬・抗体 

 フコイダンを構成するフコースは和光純薬工業より購入した。抗 IL-12 中和抗体、ラ

ット IgG2a（コントロール抗体）は eBioscience より購入した。卵白アルブミン

（Ovalbumin, OVA, Grade V）は Sigma より購入した。 

 

マウス 

 細胞実験、及び動物実験にはチャールズリバー社の BALB/c マウスを用いた。これら

の実験はキッコーマン動物実験委員会の承認を得ており、日本動物実験学会ガイドライ

ン、及びキッコーマン動物実験ガイドラインに従い実施した。 
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細胞調製 

 マウス腹腔浸出マクロファージは、BALB/c マウス腹腔内にチオグリコレート溶液

（BD Diagnostics）を 2 ml 投与し、4 日後に腹腔内から回収した。各組織の細胞は、

BALB/c マウスの脾臓、腸間膜リンパ節、パイエル板の各組織を採取後、細胞分離用培

地中で撹拌することにより調製した。 

 

サイトカイン産生誘導試験 

 マウス腹腔浸出マクロファージ（2 × 105 cells/well）を KK221（2 × 105個/well）

と共に 37℃で 24 時間培養した。脾臓、腸間膜リンパ節、パイエル板から調製した各臓

器細胞（5 × 105 cells/well）は KK221（5 × 105個/well）と共に 37℃で 48 時間培

養した。培養後の培養上清中のサイトカイン濃度は ELISA 法により測定した。 

 

菌体貪食試験 

 マウス腹腔浸出マクロファージ（2 × 105 cells/well）をフコイダン存在下で 2 時間

前培養を行い、その後 FITC 標識 KK221 を添加し 4 時間培養を行った。マクロファー

ジはトリプシン（Sigma）で処理し回収し、FITC+細胞の割合をフローサイトメーター

で測定した。 

 

動物試験 

 BALB/c マウス（6 週齢、雄、n=6）の腹腔内に OVA（20 mg）を 0.1 ml の Alum（Sigma）

と共に試験開始 0 日目、14 日目に投与することで OVA 感作を行った。生理食塩水投与

群（200 ml/day）、フコイダン投与群（5 mg/day）、KK221 投与群（4 × 108 /day）、

フコイダン/KK221 投与群（それぞれ 1 mg/day、4 × 108 /day）に対し、各サンプル

を試験開始 0 日目から 21 日間投与した。血清を試験開始 21 日目に採取し、OVA 特異

的 IgE 量を ELISA 法により測定した。OVA で感作していないマウス（n=3）からも血

清を採取した。また、脾臓細胞を平底 24 ウェルプレートにおいて 100 mg/ml OVA 存在
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下で 37℃、72 時間培養した。培養後の上清中の IFN-g、IL-4 濃度を ELISA 法により

測定した。 

 

ELISA 

 IL-12p70、IFN-g、IL-4、IL-6、TNF-（tumor necrosis factor-）の濃度は Mouse 

OptEIATM ELISA Set（BD Biosciences）を用いて測定した。また、OVA 特異的 IgE

の測定は Tsuji ら（2003）の方法に従い測定した。 
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第 3 節 結果 

 

3-1. マクロファージのフコイダン、KK221 に対するサイトカイン応答 

 これまでに我々はKK221 がマクロファージからの IL-12 産生を誘導することを確認

している（Masuda et al., 2008）。そこで、フコイダンが KK221 の IL-12 産生誘導活

性に与える影響を評価した。マクロファージをフコイダンで刺激した際には IL-12 が産

生されないのに対し、KK221 存在下でフコイダンを添加すると、フコイダンの濃度依

存的に IL-12 産生が亢進した（Fig. 3-2A）。同様の現象が IL-6 や TNF-においても観

察された（Fig. 3-2B, C）。一方でフコイダンの構成糖であるフコースに関してはこのよ

うな現象は観察されなかった（Fig. 3-2A-C）。これらの結果から、KK221 とフコイダ

ンで同時に刺激することにより、相乗的にサイトカイン産生が亢進することが示された。

また、FITC 標識 KK221 菌体を用いてマクロファージの菌体貪食について調べたとこ

ろ、フコイダンで刺激したマクロファージで KK221 菌体の貪食が促進されていた（Fig. 

3-2D）。このことから、フコイダンによる相乗的なサイトカイン産生増強に菌体貪食の

促進が関わっていることが示唆された。 

 

3-2. 脾臓、腸間膜リンパ節、パイエル板細胞のフコイダン、KK221 に対するサイトカ

イン応答 

 マクロファージ以外の細胞においても同様な現象が観察されるかを調べるために、脾

臓、腸間膜リンパ節、パイエル板から調製した細胞を用いてサイトカイン応答を評価し

た。フコイダンのみの刺激において弱い IFN-g産生が確認された一方で、KK221 存在

下ではフコイダンの添加濃度依存的に相乗的に IFN-g産生が増加した（Fig. 3-3）。この

ことから、フコイダンはマクロファージだけではなく、臓器中に存在する樹状細胞に対

しても KK221 の効果を高め、結果として T 細胞等の IFN-g産生を増強していることが

示された。 

 

3-3. 抗 IL-12 中和抗体を用いた評価 
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 各臓器細胞から産生された IFN-gが、抗原提示細胞から産生された IL-12 により誘導

されていることを確認するため、抗 IL-12 中和抗体を用いて同様の実験を行った。フコ

イダンで刺激した際の IFN-g産生誘導も抗 IL-12中和抗体の添加により消失することか

ら、フコイダンにより誘導される微弱な IFN-gも IL-12 産生を介していることが示され

た（Fig. 3-4）。また、KK221 とフコイダンの両方で刺激した際の相乗的な IFN-g産生

誘導についても抗 IL-12 中和抗体により消失したことから、相乗的な IFN-g産生に

IL-12 が関わっていることが示された（Fig. 3-4）。 

 

3-4. フコイダンの硫酸基、分子量がサイトカイン応答に与える影響 

 フコイダンは硫酸基を含む多糖のため、硫酸基、及び分子量がフコイダンのサイトカ

イン産生増強作用に与える影響を評価した。フコイダンは 26.7%（w/w）の硫酸基を含

むのに対し、脱硫酸化フコイダンは 1.2%（w/w）に低下していることを確認した（Table 

3-1）。また、低分子化フコイダンは通常のフコイダン（分子量 3-400 kDa、ピーク多糖

の分子量 67 kDa）に比べ、分子量 2-206 kDa、ピーク多糖の分子量 20 kDa に低下し

ていた（Fig. 3-5A）。低分子化フコイダンの硫酸基が 12.6%（w/w）に減少していたが

（Table 3-1）、これは低分子化処理の際の酸加水分解によるもと考えられる。脾臓細胞、

及びパイエル板細胞を用いて KK221 添加時の各フコイダンの IFN-g産生増強作用を確

認したところ、脱硫酸化フコイダンではその作用が消失した一方で、低分子化フコイダ

ンでは未処理のフコイダンと同程度か、パイエル板細胞の一部のフコイダン濃度（10 

mg/ml）では高い活性を示した（Fig. 3-5B, C）。このことから、フコイダンのサイトカ

イン産生増強作用には硫酸基が必須であり、分子量については低分子化を行っても活性

は低下しないことが明らかとなった。 

 

3-5. フコイダンと KK221 の同時接種が Th1/Th2 バランスに与える影響 

 これまでにKK221とフコイダンの相乗的なサイトカイン産生誘導について示してき

たが、実際に動物試験で Th1/Th2 バランスに影響を与えるか評価した。OVA で感作し

たマウスにフコイダン、KK221、もしくはその両方を投与したときの、血清中 OVA 特
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異的 IgE と脾臓細胞の OVA 特異的サイトカイン産生について調べた。血清中 OVA 特

異的 IgE 量は OVA/Alum で感作することにより大きく上昇した（Fig. 3-6A）。そして、

フコイダン投与群では OVA 特異的 IgE が抑制されなかったが、KK221 投与群、フコ

イダン/KK221 投与群では有意に抑制された（Fig. 3-6A）。また、脾臓細胞の OVA 特異

的サイトカイン産生については、Th1 細胞より産生される IFN-gがフコイダン/KK221

投与群でのみ生理食塩水群に比べ有意に高く産生された（Fig. 3-6B）。一方で Th2 細胞

より産生される IL-4 はフコイダン/KK221 投与群で生理食塩水群に比べ有意に抑制さ

れた（Fig. 3-6B）。以上の結果より、フコイダンと KK221 を同時に摂取することで強

く Th1 免疫が亢進し、アレルギー反応が抑制されることが示された。 



36 

 

 

 

 

D

0

20

40

60

80

100

C
o

u
n

ts

4.0%

100 101 102 103 104

FITC

0

20

40

60

80

100

C
o

u
n

ts

12.5%

100 101 102 103 104

FITC

Fucoidan 0 mg/ml Fucoidan 10 mg/ml

A B

5

10

15

T
N

F
-

(n
g

/m
l)

20

0

Fucoidan

Fucose

C

IL
-6

 (
n
g

/m
l)

0

5

10

15

20

25

30 Fucoidan

Fucose

Fucoidan

Fucose

KK221

0 0.2 1 2 10 0 0.2 1 2 10

- - - - - + + + + +

IL
-1

2
 (

n
g

/m
l)

0

1

2

3

4 Fucoidan

Fucose

Fucoidan

Fucose

KK221

0 0.2 1 2 10 0 0.2 1 2 10

- - - - - + + + + +

Fucoidan

Fucose

KK221

0 0.2 1 2 10 0 0.2 1 2 10

- - - - - + + + + +  

 

Fig. 3-2. マクロファージのフコイダン、KK221 に対する応答 

（A-C）BALB/c マウスより調製したマクロファージを KK221 とフコイダン（0-10 

mg/ml）もしくはフコース（0-10 mg/ml）存在下で 24 時間培養した（n=3）。培養後の

上清中の IL-12（A）、IL-6（B）、TNF-（C）を ELISA 法により測定した。エラーバ

ーは標準誤差を表す（n=3）。（D）FITC 標識 KK221 を用いてマクロファージの菌体貪

食について測定した。数値は FITC+の細胞の割合を表す。 
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Fig. 3-3. 脾臓、腸間膜リンパ節、パイエル板細胞の KK221、フコイダンに対する応答 

BALB/c マウスより脾臓細胞（A）、腸間膜リンパ節細胞（B）、パイエル板細胞（C）を

調製し、KK221、フコイダン（0-20 mg/ml）存在下で 48 時間培養した。培養後の上清

中の IFN-g濃度を ELISA 法により測定した。エラーバーは標準誤差を表す（n=3）。
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Fig. 3-4. フコイダン、KK221 の IFN-g産生誘導に対する IL-12 の関与 

BALB/c マウスより調製した脾臓細胞（A）、パイエル板細胞（B）を KK221、フコイ

ダン（0-10 mg/ml）と共に 48 時間培養する際に、50 mg/ml のコントロール抗体、また

は抗 IL-12 中和抗体を添加した。培養後の上清中の IFN-g濃度を ELISA 法により測定

した。エラーバーは標準誤差を表す。（n=3, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01）
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Fig. 3-5. フコイダンの脱硫酸化、低分子化がサイトカイン応答に与える影響 

（A）低分子化（LM）フコイダンのクロマトグラムを示す。（B-C）BALB/c マウスか

ら採取した脾臓細胞（B）、パイエル板細胞（C）を KK221 とフコイダン、脱硫酸化フ

コイダン、低分子化（LM）フコイダン（0-10 mg/ml）と共に 48 時間培養した。培養後

の上清中の IFN-g濃度をELISA法により測定した。エラーバーは標準誤差を表す。（n=3, 

Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01）
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Table 3-1. フコイダン、脱硫酸化フコイダン、低分子化（LM）フコイダン中の硫黄、

及び硫酸基の含有量 

 

Sample name Sulfur (%, w/w) Sulfate group (%, w/w) 

Fucoidan 8.9 26.7 

Desulfated fucoidan 0.4 1.2 

LM-fucoidan 4.2 12.6 
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Fig. 3-6. KK221 とフコイダンが血清中 OVA 特異的 IgE 及び Th1/Th2 バランスに与え

る影響 

（A）OVA で感作したマウスに生理食塩水、フコイダン（5 mg/day）、KK221、KK221/

フコイダン（1 mg/day）を経口投与した（n=5）。その後、血清中の OVA 特異的 IgE

を ELISA 法により測定した。OVA 感作を行った生理食塩水投与群に対する相対値で示

した。（B）脾臓細胞を OVA 存在下で 72 時間培養し、培養後の上清中の IFN-g、IL-4

濃度を ELISA 法により測定した。（A,B）エラーバーは標準誤差を表す。（ANOVA, 

Duncan multiple-comparison test, *p<0.05）
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第 4 節 考察 

 

 本研究ではワカメメカブ由来のフコイダンが乳酸菌KK221の免疫調節作用を増強す

ることが明らかとなった。そのメカニズムの一つとして、フコイダンが抗原提示細胞の

KK221 貪食を促進し、抗原提示細胞のサイトカイン産生を増強することが示唆された。

また、このフコイダンの活性には多糖の長さよりも硫酸基が重要であることが分かった。

フコイダンに含まれる硫酸含量が、その抗腫瘍作用、抗ウィルス作用に関与することが

報告されている（Adhikari et al., 2006; Cho et al., 2010）。また、Nie ら（2006）は多

糖の一種である Grifola frondosa mycelia を化学的に硫酸化することにより、抗腫瘍効

果やマクロファージの貪食活性が高まることを報告している。さらに、Laminaria 

digitata のメカブ由来のグルカンを硫酸化することにより、貪食活性や NK 細胞の活

性を高めることについても報告されている（Vetvicka et al., 2008）。我々は Lentinula 

edodes や Saccaromyces cerevisiae 由来のグルカンが KK221 のサイトカイン誘導活

性に影響を与えないことを確認している（data not shown）。これらの知見は、多糖が

有する硫酸基が免疫機能に及ぼす効果に必須であることを示唆している。また、本研究

ではフコイダンの低分子化は乳酸菌のサイトカイン産生に影響を与えなかったが、一方

でフコイダンの低分子化がその抗腫瘍活性を上昇させるという報告もある（Yang et al., 

2008）。この報告では低分子化を 5 分間の煮沸という緩やかな条件で行っているのに対

し、我々は 120℃で 3 時間行い、それにより約半分にまで硫酸基が減少した。活性に大

きく寄与する硫酸基が減少した中で通常のフコイダンと同等以上の活性を有している

ことから、脱硫酸化が起こらないように低分子化を行うことで、通常のフコイダンより

も高い活性を維持した低分子化フコイダンが得られることが考えられる。フコイダンは

血液凝固作用についても知られており、Zhang ら（2014）はフコイダンの分子量と硫

酸基量が血液凝固作用に影響を与えることを報告している。フコイダンの構造が 0.5 硫

酸基／糖で硫酸基を含有し、70 糖程度の大きさのときに電荷密度が最少となり、強い

血液凝固作用が得られる。免疫機能に与える影響についてもこのような構造に伴う電荷

密度が影響している可能性が示唆される。 
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 自然免疫の活性化は獲得免疫系に大きな影響を与えることが知られており（Fearon 

and Locksley, 1996）、細菌・ウィルスによる自然免疫の活性化にはTLRが関わる（Akira 

et al., 2001）。特に乳酸菌の認識に関わる TLR はこれまでにも多く報告されており、細

胞壁成分のペプチドグリカンを認識する TLR2、リポテイコ酸を認識する TLR4 に関す

るものが多い（Hisbergues et al., 2007; Koizumi et al., 2008; Rigaux et al., 2009）。

TLR2 や TLR4 は抗原提示細胞の細胞表面に発現しているのに対し、TLR9 は細胞内の

エンドソームに発現している。Rigaux ら（2009）は、Lactobacillus plantarum 

NCIMB8826の刺激により樹状細胞から産生される IL-12p40はTLR2及びTLR9を介

していることを示した。また、乳酸菌由来の CpG DNA が TLR9 により認識されるこ

とも Shimosato ら（2005）により報告されている。これらの報告から、乳酸菌の細胞

壁成分以外に核酸成分が TLR9 により認識され、サイトカイン産生が誘導されることが

示唆される。TLR9 は細胞内のエンドソームに発現するため乳酸菌の貪食が関わってい

ることが示唆される。以上から、フコイダンが KK221 のサイトカイン産生を増強し、

Th1/Th2 バランスを改善する効果には、フコイダンによる貪食の活性化とエンドソー

ムに発現する TLR による核酸成分の認識が関わっていることが推察される。TLR9 の

関与と貪食の重要性については第 5 章でも述べる。 

 本研究においては KK221 の抗原特異的応答に着目し動物実験を行ったが、乳酸菌は

他にも抗炎症作用や感染防御作用を有することが報告されている。我々の実験において

も、乳酸菌の認識の場となるパイエル板から調製した細胞の応答にも影響を与えていた

ことから、フコイダンは抗アレルギー作用以外の乳酸菌の効果も高める可能性が考えら

れる。 
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第 4 章 

漬け物由来乳酸菌 Lactobacillus plantarum YU 株のプロバイオティクス効果 

 

第 1 節 緒言 

 

 乳酸菌は古くから食品の保存のために利用されてきた。一方で近年、発酵食品や発酵

食品由来の乳酸菌の摂取が健康機能に与える影響について盛んに研究が行われている

（Gorbach, 1990; Drouault and Corthier, 2001; Parvez et al., 2006; Nova et al., 

2007）。多くの乳酸菌は発酵食品中で低 pH・高食塩濃度の過酷な環境下で生育してい

る（Nomura et al., 2006）。このような乳酸菌は胃酸・胆汁酸に対する耐性を有してい

る場合が多く、ヒトの消化管においても生育・増殖することで腸内細菌叢に影響を与え

る可能性がある（Dunne et al., 2001）。そのため、発酵食品はプロバイオティクス乳酸

菌の分離に適していると考えられる。 

 近年、マウスやヒトに対する乳酸菌の投与が免疫機能に与える効果について報告され

ている（Nagao et al., 2000; Fujiwara et al., 2004; Masuda et al., 2008; Nishimura et 

al., 2009）。第 3 章でも述べたように、このような乳酸菌は樹状細胞やマクロファージ

からの IL-12 産生を誘導し、Th1 免疫を増強することで抗アレルギー効果を発揮してい

ることが考えられる。抗アレルギー作用以外にも、乳酸菌摂取がインフルエンザウィル

スに対する感染防御作用を高めることが報告されている（Maeda et al., 2009; Kawase 

et al., 2010; Kobayashi et al., 2011）。これらの研究では、乳酸菌の経口摂取が粘膜面

におけるウィルス特異的 IgA や血中におけるウィルス特異的 IgG の産生を促進するこ

とで、ウィルスの排除を促進し、感染を防いでいることが示されている。IgA は粘膜面

において病原菌やウィルスの定着・侵入を防いでいることが知られている（Mestecky 

and Russell, 2009）。最近ではある種の常在菌がパイエル板のような腸管関連リンパ組

織に定着し、抗原特異的な抗体の産生を誘導していることが確認された（Obata et al., 

2010）。さらに、腸内細菌と免疫細胞の相互作用が定常状態における IgA 産生に関わっ

ていることが報告されている（Fagarasan and Honjo, 2004; Tsuji et al., 2008）。この
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ような報告から、常在菌や経口摂取したプロバイオティクス乳酸菌はウィルスや病原菌

に対する感染防御に働くことが考えられる。感染防御に関わる重要なメカニズムとして、

IgA の分泌促進以外にも NK 細胞の活性化が挙げられる。NK 細胞は IL-12 により活性

化され、perforin や granzyme を放出することで感染細胞を破壊する（Lowin et al., 

1995; Arnon et al., 2001; Takeda et al., 2006）。乳酸菌を経口摂取することでこの NK

細胞が活性化されることが報告されており（Hori et al., 2003）、乳酸菌摂取による感染

防御作用にも関与するメカニズムであると考えられる。 

 本研究においては幅広い発酵食品から乳酸菌を分離し、IL-12 産生誘導を指標に最も

優れた乳酸菌株（Lactobacillus plantarum YU, LpYU）を選抜し、抗アレルギー作用

やインフルエンザウィルスに対する感染防御作用について評価を行った。 
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第 2 節 材料と方法 

 

乳酸菌体の調製 

 日本の発酵食品（糠床、漬け物）より 203 株の乳酸菌を分離し、試験に用いた。ま

た、東京農業大学菌株保存室で保存されている乳酸菌 5 株を用いた（Table 4-1）。

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRIC1688 以外の乳酸菌は MRS 培地

（BD Bioscience）で 30℃、24-48 時間培養した。NRIC1688 は 37℃、24-48 時間培養

した。その後、生理食塩水で 2 回洗浄を行い、95℃で 10 分間加熱処理を行った。マウ

スに対する投与では加熱処理を行わずに用いた。 

 

マウス 

 細胞実験、及びウィルス感染実験以外の動物実験にはチャールズリバー社の BALB/c

マウス（雄）を用いた。野生型及び TLR 欠損の C57BL/6 マウスは兵庫医科大学より供

与していただいた。ウィルス感染実験では日本 SLC の BALB/c マウス（雌）を用いた。

これらの実験はキッコーマン動物実験委員会の承認を得ており、日本動物実験学会ガイ

ドライン、及びキッコーマン動物実験ガイドラインに従い実施した。ウィルス感染実験

については富山大学のガイドラインに従い実施された。 

 

細胞調製 

 マウス腹腔浸出マクロファージ、脾臓細胞、腸間膜リンパ節細胞、パイエル板細胞は、

第 3 章と同様の方法で採取した。骨髄由来樹状細胞（bone marrow-derived dendritic 

cells, BMDCs）の調製は以下の通り行った。まずマウス大腿骨の骨髄細胞を採取後、

Red blood cell lysis buffer（Sigma）により溶血後、PE 標識抗 CD4 抗体（eBioscience）、

PE 標識抗 CD8 抗体（eBioscience）、PE 標識抗 I-A/I-E 抗体（eBioscience）と共に 4℃

30 分インキュベートした。その後抗 PE マイクロビーズ（Miltenyi Biotec）を用いて

MACS によりネガティブフラクションを回収した。回収した細胞を 6 ウェル平底プレ

ートにおいて 3 × 106 cell/ml の細胞濃度で 10% GM-CSF 含有細胞培養用培地で培養
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した。培養 3 日目、6 日目に培地を半量交換し、培養 8 日目に浮遊細胞を回収した。FITC

標識抗 CD11c 抗体（eBioscience）を用いて FACSCalibur で確認したところ、CD11c+

細胞の割合は 80-85%であった。 

 

胃酸耐性、胆汁酸耐性の評価 

 胃酸耐性試験は pH 2.5 の PBS に MRS 培地で培養した各乳酸菌を接種し、37℃で 3

時間インキュベートを行った。処理前後の菌数から各乳酸菌の生存率を算出した。胆汁

酸耐性試験は 0.5%胆汁末（Sigma）を含有する PBS に MRS で培養した各乳酸菌を接

種した。37℃で 24 時間インキュベートし、処理前後の菌数から各乳酸菌の増殖率を算

出した。 

 

IL-12 産生誘導試験 

 マウス腹腔浸出マクロファージ（2 × 105 cells/well）を乳酸菌（1-10 × 106個/well）

と共に 37℃で 24 時間培養した。菌体濃度の中で最も高い IL-12 産生量の値を IL-12 産

生誘導活性とした。BMDCs（2 × 105 cells/well）は乳酸菌（1 × 107個/well）と共

に 37℃で 24 時間培養した。菌体濃度の中で最も高い IL-12 産生量の値を IL-12 産生誘

導活性とした。脾臓、腸間膜リンパ節、パイエル板から調製した各臓器細胞（5 × 105 

cells/well）は乳酸菌（5 × 106個/well）と共に 37℃で 48 時間培養した。培養後の培

養上清中の IL-12 濃度は ELISA 法により測定した。 

 

IgA 産生誘導試験 

 腸間膜リンパ節、パイエル板から調製した各臓器細胞（5 × 105 cells/well）を乳酸

菌（5 × 106個/well）と共に 37℃で 4 日間、7 日間培養した。培養上清中の IgA 濃度

を ELISA 法により測定した。 

 

動物試験 

 BALB/c マウス（6 週齢、雄、n=5）の腹腔内に OVA（20 mg）を 0.1 ml の Alum（Sigma）
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と共に試験開始 0 日目、14 日目、28 日目に投与することで OVA 感作を行った。生理

食塩水投与群（200 ml/day）、LpYU 投与群（2 × 108 /day）に対し、各サンプルを試

験開始 0 日目から 35 日間投与した。血清を試験開始 35 日目に採取し、OVA 特異的 IgE

量を ELISA 法により測定した。また、脾臓細胞（5 × 105 cells/well）を平底 96 ウェ

ルプレートにおいて 100 mg/ml OVA 存在下で 37℃、72 時間培養した。培養後の上清

中の IFN-g、IL-4 濃度を ELISA 法により測定した。 

NK 細胞活性、IgA 産生の評価においては、BALB/c マウス（6 週齢、雄、n=5）に対

し生理食塩水（200 ml/day）、LpYU（2 × 108 /day）を 14 日間投与した。試験開始

14 日目に脾臓とパイエル板を採取した。脾臓細胞（ 5 ×  105 cells/well）を

Round-bottom 96 ウェルプレートにおいて 5 × 103 cells/well の YAC-1 細胞（DS フ

ァーマバイオメディカル）と共に 37℃、4 時間培養した。培養後に Cytotoxicity 

Detection Kit（Roche）を用いて LDH 活性を測定し、NK 細胞活性を評価した。パイ

エル板細胞（5 × 105 cells/well）は平底 96 ウェルプレートにおいて 37℃、7 日間培

養した。培養後の上清中の IgA 濃度を ELISA 法により測定した。また、試験開始 0 日

目、7 日目、14 日目の糞便を採取し、PBS に分散後、遠心して上清を回収し、IgA 濃

度を ELISA 法により測定した。 

インフルエンザウィルス感染実験では BALB/c マウス（6 週齢、雌、n=10）に対し

生理食塩水（200 ml/day）、Oseltamivir（0.2 mg/day, Roche）、LpYU（0.011, 0.21, 2.1 

mg/day）をウィルス感染 7 日前から 14 日間投与した。サンプル投与開始 7 日目にイン

フルエンザ A ウィルス（IFV; A/NWS/33, H1N1; 2 × 104 PFU/mouse）を経鼻接種し

た。IFV 感染後に体重を毎日測定した。感染後 3 日目に肺と肺洗浄液中のウィルス量を

測定した。感染後 14 日目に肺洗浄液と糞便中の IFV 特異的 IgA 量を測定した。また、

肺洗浄液と血清中の IFV 特異的中和抗体価も測定した。肺サンプルと肺洗浄液は感染

後 3 日目に各群 5 匹ずつから採取した。感染後 14 日目に残りの各群 5 匹から血清、肺

洗浄液、糞便を採取した。肺サンプルは 1 mg 当たり 1 ml の PBS を加え、破砕処理を

行い、その後遠心、上清回収を行った。肺洗浄液は気管カニューレにより 0.8 ml の PBS

で 4 回洗浄し、回収した。その後遠心し、上清を回収した。ウィルス量は MDCK cell 
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monolayer におけるプラークアッセイにより測定した。糞便は PBS 中で懸濁した後に

遠心を行い、上清を回収した。 

 

ELISA 

 IL-12p70、IFN-g、IL-4、IL-10 の濃度は Mouse OptEIATM ELISA Set（BD 

Biosciences）を用いて測定した。また、OVA 特異的 IgE の測定は Tsuji ら（2003）の

方法に従い測定した。IFV 特異的 IgA 濃度はウィルス抗原と HRP 標識抗マウス IgA 抗

体を用いて測定した。 

 

中和抗体価の測定 

 希釈した血清、肺洗浄液（0.1 ml）もしくは PBS を約 200 PFU のウィルス（0.1 ml）

と混ぜ、37℃1 時間インキュベートした。0.1 ml の各混合物を 35 mm ディッシュで

MDCK cell monolayer の上に加え、室温で 1 時間インキュベートした。その後 2 ml

の寒天を重層し、37℃で 2 日間インキュベートした。中和抗体価は PBS に対し 50%プ

ラーク数を減少させる希釈倍率から算出した。 

 

腸内細菌叢の解析 

 Lactobacillus属については盲腸内容物を PBSで希釈後、Rogosa SL寒天培地（Difco）

に塗布後、37℃ 72 時間嫌気培養を行い、コロニー数を測定した。Bifidobacterium 属

については TOS プロピオン酸寒天培地（栄研化学）に塗布後、37℃ 72 時間嫌気培養

を行い、コロニー数を測定した。 
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Table 2-1. 試験に用いた乳酸菌 

  

Organism Name Strain No. 

Lactobacillus casei subsp. casei 

 

Lactobacillus brevis 

 

Lactobacillus plantarum 

 

 

 

 

Lactobacillus helveticus 

 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

NRIC0644 

 

NRIC1038 

 

NRIC1067, NRIC1554 

NRIC1558, NRIC1592 

NRIC1761, NRIC1919 

NRIC1928 

 

NRIC1545 

 

NRIC1688 
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第 3 節 結果 

 

3-1. 高い IL-12 産生誘導活性を有する乳酸菌の選抜 

 発酵食品由来の乳酸菌 203 株について腹腔浸出マクロファージを用いて IL-12 産生

誘導活性を評価し、Lactobacillus plantarum YU（LpYU）を選抜した（Fig. 4-1A）。

また、脾臓細胞、腸間膜リンパ節細胞、パイエル板細胞を用いた評価においても LpYU

は強く IL-12 産生を誘導した（Fig. 4-1B）。この乳酸菌は糠床から分離された。他の

Lactobacillus plantarum の乳酸菌株と胃酸耐性、胆汁酸耐性を比較したところ、どち

らについても他の乳酸菌株に比べ強い耐性を有していた（Fig. 4-1C, D）。 

 

 

3-2. TLR2 を介した IL-12 産生誘導 

 次に LpYU の IL-12 産生誘導に関わる TLR を特定するため、TLR2、TLR4、TLR9

をそれぞれ欠損したマウスから BMDCs を誘導して LpYU による IL-12 産生誘導を調

べた。その結果、TLR2 を欠損した場合のみ有意に IL-12 産生量が減少した（Fig. 4-2）。

LpYU の IL-12 産生誘導には TLR2 による認識が関わっていることから、ペプチドグリ

カンなどの細胞壁成分の関与が示唆された。 

 

3-3. LpYU の経口摂取による抗原特異的 IgE 上昇抑制 

 アレルギー反応は Th2 免疫の亢進と、それによる抗原特異的 IgE の過剰産生により

引き起こされることが知られている（Romagnani, 2006）。LpYU は IL-12 を強く誘導

することから、Th1 免疫を増強し Th2 免疫を抑制することで抗原特異的 IgE の産生を

抑制することが期待される。そこで、OVA で感作したマウスに LpYU を投与すること

で OVA 特異的 IgE の産生に与える影響を評価した。すると、LpYU の投与により OVA

特異的 IgE の産生が抑制されることが確認された（Fig. 4-3A）。 

 同時に脾臓細胞を各マウスより調製し、OVA で再刺激を行った際のサイトカイン産

生について評価した。LpYU 摂取により IFN-g産生が増加した一方で、IL-4、IL-10 の
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産生量については変化がなかった（Fig. 4-3B）。以上より LpYU 摂取による OVA 特異

的 IgE の抑制は、Th1 免疫を増強することにより引き起こされていることが示唆され

た。 

 

3-4. LpYU によるパイエル板細胞からの IgA 産生促進 

 感染防御には腸管における IgA 産生が重要であることから、パイエル板細胞を用い

て LpYU を含むラクトバチルス属について IgA 産生促進作用を評価した。すると、

LpYU と Lactobacillus plantarum NRIC1067 が IgA 産生を強く誘導することが確認

された（Fig. 4-4）。この結果から、LpYU は粘膜面における感染防御作用にも効果があ

る可能性が示された。 

 

3-5. LpYU の経口摂取による IgA 産生促進と NK 細胞活性化 

 LpYU がパイエル板細胞からの IgA 産生を増強することが確認されたため、実際に

マウスに LpYU を経口投与した際に糞便中の IgA 量に与える影響を評価した。14 日間

LpYU を投与したところ、14 日目の糞便において LpYU 摂取群で生理食塩水群に比べ

IgA 量が有意に高かった（Fig. 4-5A）。また、0 日目からの糞便中 IgA 増加量について

も LpYU 摂取群の方が有意に高かった（Fig. 4-5B）。さらにパイエル板細胞を各マウス

より調製し、7 日間培養を行い産生される IgA 量を調べたところ、LpYU 摂取群で有意

に高いことが確認された（Fig. 4-5C）。以上より、LpYU 摂取により腸管における IgA

産生が増強されることが確認された。 

 次に、感染防御には NK 細胞活性が関わることから、このときの脾臓細胞を用いて

NK 細胞活性を測定した。すると、生理食塩水群に比べ LpYU 摂取群で有意に活性が高

いことが確認された（Fig. 4-5D）。 

 さらにこのときの盲腸内容物中のラクトバチルス属、ビフィドバクテリウム属の菌数

を調べたところ、両菌種の菌数が LpYU 摂取により増加していた（Table 4-2）。このこ

とから、LpYU 摂取により腸内細菌叢も改善することが示唆された。 
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3-6. LpYU の経口摂取によるインフルエンザウィルス感染抑制 

 以上のように LpYU 摂取により IgA 産生増強や NK 細胞活性化が確認されたことか

ら、ウィルスに対する感染防御作用が期待される。そこで、インフルエンザ A ウィル

ス（IFV）感染に対する LpYU 摂取の影響を評価した。体重の減少については 0.011 

mg/day、2.1 mg/day の LpYU 摂取群で有意に抑制されていた（Table 4-3）。そして、

肺と肺洗浄液中のウィルス量については摂取した LpYU の用量依存的に抑制した（Fig. 

4-6A）。また、肺洗浄液と糞便中の IFV 特異的 IgA 量は LpYU 摂取により増加するこ

とが確認された（Fig. 4-6B）。肺洗浄液、血清中の IFV 特異的中和抗体価についても

LpYU 摂取により増加していた（Fig. 4-6C）。一方、Oseltamivir はウィルス増殖自体

を抑制することから、その作用により肺洗浄液や肺中のウィルス量についても強く抑制

し（Fig. 4-6A）、体重減少も抑制する（Table 4-3）ことが示唆された。そのため、IFV

特異的 IgA 産生や IFV 特異的中和抗体価も強く抑制していたと考えられる（Fig. 4-6B, 

C）。つまり、LpYU は肺や粘膜面における IFV 特異的 IgA 産生や IFV 特異的中和抗体

の産生を増強することでウィルスの排除を促進し、感染によるダメージを軽減している

ことが示唆された。 
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Fig. 4-1. IL-12 産生誘導活性の高い乳酸菌の選抜と胃酸・胆汁酸耐性 

（A）発酵食品から分離した 203 株の乳酸菌について、マクロファージからの IL-12 産

生誘導活性を測定した（Cell : Bacteria = 1 : 5–50）。値は LpYU の活性に対する相対値

で表した。（B）脾臓細胞、腸間膜リンパ節細胞、パイエル板細胞を用いて IL-12 産生

誘導活性を測定した（Cell : Bacteria = 1 : 10）。エラーバーは標準誤差を表す（n=3）。

（C）pH 2.5 における胃酸耐性を調べた。（D）0.5%胆汁酸で胆汁酸耐性を測定した。
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Fig. 4-2. LpYU による IL-12 産生誘導に対する TLR の関与 

WT、各 TLR 遺伝子欠損マウスより BMDCs を誘導し、LpYU で刺激した時の IL-12

産生量を測定した。エラーバーは標準誤差を表す。（n=3, Student’s t-test, **p<0.01）
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Fig. 4-3. LpYU 摂取による抗原特異的 IgE 上昇の抑制と Th1 免疫の増強 

（A）OVA で感作したマウスに生理食塩水、LpYU を経口投与した（n=5）。血清中の

OVA 特異的 IgE を ELISA 法により測定した。OVA 感作を行った生理食塩水投与群に

対する相対値で示した。エラーバーは標準誤差を示す。（B）脾臓細胞を OVA 存在下で

72 時間培養し、培養後の上清中の IFN-g、IL-4、IL-10 濃度を ELISA 法により測定し

た。エラーバーは標準誤差を示す。（Student’s t-test, *p<0.05）
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Fig. 4-4. LpYU によるパイエル板細胞からの IgA 産生誘導 

パイエル板細胞を各乳酸菌株存在下で 4 日間、7 日間培養し、産生された IgA 量を

ELISA 法により測定した。エラーバーは標準誤差を表す（n=3）。
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Fig. 4-5. LpYU 摂取による IgA 産生促進と NK 細胞の活性化 

（A）生理食塩水、LpYU を 14 日間摂取したときの糞便中 IgA 量を測定した。（B）各

群の糞便中 IgA の変化量を示した。エラーバーは標準誤差を示す。（C）パイエル板細

胞を採取し、7 日間培養した時の IgA 産生量を測定した。エラーバーは標準誤差を表す。

（D）脾臓細胞を採取し、NK 細胞の活性を測定した。バーは平均値を示す。（n=5, 

Student’s t-test, *p<0.05） 



59 

 

Table 4-2. 生理食塩水、LpYU を 14 日間摂取したときの盲腸中の Lactobacillus 属と

Bifidobacterium 属の菌数（平均値±標準誤差） 

 

Saline LpYU

Lactobacillus 7.19 ± 0.71 8.25 ± 0.36**

Bifidobacterium 8.66 ± 0.23 8.99 ± 0.27*

Count (log cfu/g)

 

          （n=5, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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Table 4-3.インフルエンザウィルス感染時の体重変化（平均値±標準誤差） 
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Fig. 4-6. LpYU のインフルエンザウィルス（IFV）に対する感染防御作用 

生理食塩水、Oseltamivir、LpYU を IFV 感染 7 日前から 14 日後まで経口投与した。

（A）IFV 感染 3 日後の肺と肺洗浄液（BALF）中のインフルエンザウィルス量を測定

した。（B）IFV 感染 14 日後の BALF と糞便中の IFV 特異的 IgA 量を測定した。（C）

IFV 感染 14 日後の BALF と血清中の IFV 特異的中和抗体価を測定した。エラーバー

は標準誤差を示す。（n=5, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01, vs saline）
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第 4 節 考察 

 

 本研究においては日本の発酵食品より新規なプロバイオティクス乳酸菌 LpYU を分

離し、その抗アレルギー作用、抗ウィルス作用について確認した。乳酸菌の IL-12 の産

生誘導による Th1/Th2 バランスの改善については多く報告されているが、本研究にお

いても IL-12 産生誘導を指標として、効率的に乳酸菌のスクリーニングを実施すること

ができた。乳酸菌の認識、及び IL-12 の産生誘導には樹状細胞の TLR2 や TLR4、TLR9

が関与することが報告されている。TLR2 はグラム陽性菌の細胞壁成分であるペプチド

グリカンやリポテイコ酸を認識することが知られており、Lactobacillus plantarum 由

来のリポテイコ酸が乳酸菌の免疫調節作用に関わることが報告されている（Grangette 

et al., 2005; Hisbergues et al., 2007; Rigaux et al., 2009; Asong et al., 2009）。LpYU

についても TLR2 の関与が見られたことから、これらの細胞壁成分が IL-12 産生誘導や

免疫調節作用に関与していることが示唆される。また、Rigaux ら（2009）は

Lactobacillus plantarum NCIMB8826 が TLR2 以外に TLR9 を介した Il-12p40 誘導

を報告しているが、我々の研究においては TLR9 の関与は見られなかった。このことか

ら、TLR のサイトカイン産生に対する関与は属・種ではなく株によって異なることが

考えられる。様々な TLR が関与することによりサイトカイン産生が相乗的に変化する

ことが知られており（Gautier et al., 2005; Vanhoutte et al., 2008）、また乳酸菌を取

り込んだ後のエンドソームにおける分解に対する耐性もサイトカイン産生に関わって

いることが報告されている（Shida et al., 2006）。以上より、TLR2 のみの関与ではな

く、他の TLR の関与、もしくはエンドソームにおける分解耐性も、LpYU の高い IL-12

産生に寄与していることが示唆される。 

 インフルエンザウィルスによる感染実験においては IFV 特異的 IgA、及び中和抗体

の産生増強が LpYU の抗ウィルス作用に関与していることが示された。一方で LpYU

摂取により NK 細胞活性が上昇することが確認されていることから、このような効果も

抗ウィルス作用に関わっていることが考えられる。また、幅広い LpYU の摂取量（0.011 

– 2.1 mg/day）で効果が見られていることから、LpYU が強い胃酸耐性、胆汁酸耐性を
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有していることにより小腸に到達、増殖することで腸管免疫に影響を与えていることが

考えられる。最近、Kikuchi ら（2014）はインフルエンザ感染実験において L. plantarum 

AYA 株の経口摂取が IgA 産生を増強し、感染を抑制することを報告している。その IgA

産生増強メカニズムとしてパイエル板樹状細胞より産生される IL-6 が関与することを

示しており、同じ L. plantarum である LpYU の摂取においても同様な現象が起こって

いることが考えられる。 

 腸内細菌叢とアレルギーの関係についてはこれまで多く報告されており、摂取した乳

酸菌自体の腸管免疫に対する効果以外に、腸内細菌叢の改善を介した効果も期待される。

例えば、腸内細菌叢における嫌気性菌の割合がアレルギー疾患を有する小児に比べ、健

常な小児で有意に高いことが報告されている（Bjorksten et al., 1999）。さらに、腸内

細菌叢におけるビフィドバクテリウム属の菌数がアレルギーを有する小児では有意に

低いことも報告されている（Kalliomaki et al., 2001; Watanabe et al., 2003）。Tsai ら

（2008）は Lactobacillus paracasei subsp. paracasei NTU101 を摂取して腸内細菌叢

を変化させることで NK 細胞活性が増強し、樹状細胞等の抗原提示能が上昇することを

報告している。また、Nakamura ら（2004）はフラクトオリゴ糖を投与することでパ

イエル板からの IgA 産生が増強することを示しており、この研究においても腸内細菌

叢の改善が関与していることが推察される。このような知見からも、摂取した LpYU

自体の腸管免疫に対する影響以外に、腸内細菌叢の変化を通じた腸管免疫の増強もプロ

バイオティクス効果には重要であると考えられる。 
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第 5 章 

乳酸菌の 2 本鎖 RNA による Interferon-（IFN-）を介した抗炎症効果 

 

第 1 節 緒言 

 

 自然免疫系は様々な微生物を認識し、炎症性サイトカイン等を誘導することで迅速に

応答している。その中でも TLR は微生物やウィルスの構成成分を認識しており、自然

免疫系において重要な役割を果たしている（Akira et al., 2006）。抗原提示細胞の細胞

表面に存在する TLR2 や TLR4 は細菌の細胞壁成分（ペプチドグリカン、リポテイコ

酸、LPS）を認識する一方で、TLR3 や TLR7、TLR9 は細胞内エンドソームに局在し、

細菌やウィルスを貪食した後にその核酸成分を認識する（Akira et al., 2006）。このよ

うな TLR を発現する樹状細胞やマクロファージによる微生物の認識が、病原菌に対す

る迅速な応答や免疫恒常性維持に寄与している（Medzhitov and Janeway, 1998; 

Beutler et al., 2007）。 

 腸管関連リンパ組織（Gut-associated lymphoid tissues, GALT）は外来抗原や病原

菌に常に応答しており、全身の免疫系にも大きな影響を与える。常在細菌が存在しない

無菌マウスにおいては免疫応答が十分に起こらず、GALT における常在菌との相互作用

が全身性の免疫応答も制御していることが明らかとなっている（Wu et al., 2010; 

Schwarzer et al., 2011）。さらに現在では無菌マウスに特定の常在細菌を棲みつかせる

ことで、その常在細菌がどのような細胞群を誘導するかも検証されている。例えば、

Atarashi ら（2011）は Clostridium 属が Foxp3+ Treg 細胞を、Jeon ら（2012）は

Bifidobacterium breve が IL-10 産生性の Type I regulatory（Tr1）細胞を誘導するこ

とを報告している。このように腸内常在菌と腸管免疫の相互作用、さらには腸管免疫が

全身免疫に与える影響が明らかになってきており、経口的に摂取する微生物が免疫系に

及ぼす影響についても注目されている。 

 乳酸菌は好気条件でも生育でき、自然環境や食品中に豊富に存在している。古くから

ヒトは発酵食品等により乳酸菌を経口的に摂取しており、乳酸菌が小腸フローラの主要
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な構成微生物群となっている（Suzuki et al., 2004; Hao and Lee, 2004）。そのため乳

酸菌は定常状態において宿主免疫細胞の成熟や小腸免疫の恒常性維持に関わっている

と考えられている（Shida and Nanno, 2008）。ある種の乳酸菌を経口摂取することで

粘膜面における自然免疫系を刺激し、病原菌やウィルスに対する免疫応答を高めること

が報告されている（Corr et al., 2007; Kosaka et al., 2012）。しかし、乳酸菌が感染防

御や抗炎症の免疫応答を誘導するメカニズムや、さらにはこのような有益な常在菌、乳

酸菌と病原菌に対する免疫応答の違いについては不明な点が多く、未だ明らかとなって

いない。 

 そこで我々は宿主免疫系において乳酸菌の認識に TLR がどのように関わっているか

を検討した。TLR は病原菌の認識だけでなく、常在乳酸菌と宿主免疫細胞の相互作用

においても重要な役割を果たしている（Rakoff-Nahoum and Medzhitov, 2008）。

Salmonella Typhimurium や Escherichia coli のような病原菌は、それらが持つ LPS

が TLR4 を刺激することが知られているが（Weiss et al., 2004）、乳酸菌やその他の常

在菌が宿主免疫細胞によってどのように認識されているかはほとんど知られていない。

Bacteroides fragilis は大腸フローラにおける主要な構成細菌であるが、この細菌の細

胞壁を構成するポリサッカライド A（PSA）が TLR2 により認識され、Foxp3+ Treg 細

胞を誘導することが報告されている（Round et al., 2011）。乳酸菌においても細胞壁を

構成するペプチドグリカンやリポテイコ酸の認識に TLR2 が関与することが報告され

ているが（Grangette et al., 2005; Asong et al., 2009）、その他の TLR の働きについて

は報告が少ない。本研究においては、乳酸菌の認識に関わる TLR を明確にし、さらに

その TLR により誘導される免疫応答の効果について検証し、Dextran sodium sulfate

（DSS）誘導潰瘍性大腸炎モデルを用いて乳酸菌の抗炎症効果に対する寄与を調べた。 
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第 2 節 材料と方法 

 

乳酸菌、病原菌の調製 

 乳酸菌の調製は第 3 章、第 4 章と同様に行った。また、加熱殺菌を行った病原菌は兵

庫医科大学において調製後、供与いただいた。用いた菌株は Table 5-1 に示す。乳酸菌、

病原菌の RNase A 処理は、10 mM Tris-HCl（pH 8.0）溶液、もしくは 0.3 M NaCl 含

有 Tris-HCl（pH 8.0）溶液を用い、RNase A（シグマ）を 10 mg/ml となるように添加

し、37℃で 2 時間インキュベートを行った。S1 nuclease（Takara）処理は、付属のバ

ッファーを用いて行った。その後、それぞれのバッファーで菌体の洗浄を行い、試験に

用いた。マウス小腸からの乳酸菌の分離については、マウス小腸内容物を MRS（Difco）

寒天培地に塗布後、37℃72 時間インキュベートを行った。その後、コロニーを回収し、

それぞれ MRS 培地で培養を行った。各コロニーについてはグラム染色、16S rRNA 配

列から菌種を同定した。Randomly Amplified Polymorphic DNA（RAPD）法により重

複して採取した乳酸菌は除いた。マウス小腸由来の乳酸菌は Table 5-2 に示す。 

 

マウス 

 マウスは日本 SLC社もしくは日本クレア社のBALB/cマウス、C57BL/6マウス（雌、

6-10 週齢）を用いた。TLR 遺伝子欠損 C57BL/6 マウスは兵庫医科大学、理化学研究所、

東京大学医科学研究所より供与いただくか、オリエンタルバイオサービスより購入した。

Unc93b13d C57BL/6 マウス（3d マウス）は B. Beutler 先生（Southwestern University）

より供与いただいた。マウスは各施設においてガイドラインに従い飼育された。動物実

験は産総研動物実験倫理委員会の承認を得て行われた。 

 

細胞の調製 

 BMDCs、脾臓細胞、腸間膜リンパ節細胞、パイエル板細胞の調製は第 4 章と同様の

方法で行った。また、CD11c+細胞は、CD11c マイクロビーズ（Miltenyi Biotec）と

MACS を用いて分離した。小腸粘膜固有層（Lamina propria）と小腸上皮細胞
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（Intestinal epitherial cells, IECs）については、まず採取した小腸を 1 cm 程度に切

り、上皮細胞分離用培地で 30 分間撹拌した。その後、分離した細胞を回収し、上皮細

胞として回収した。上皮細胞を除いた小腸は細かく切断し、腸管粘膜固有層の細胞分離

用培地で 1 時間撹拌し、細胞を回収した。回収した細胞を 75% Percoll 溶液（Percoll

は GE Healthcare より購入し、上皮細胞分離用培地で希釈）に懸濁し、その上に 40% 

Percoll 溶液を重層して遠心し、中間層に集まった細胞を小腸粘膜固有層細胞として回

収した。 

 

試薬 

 抗 IFN-中和抗体は Yamasa 社より購入した。Rat IgG1 抗体（eBioscience）をコン

トロール抗体として用いた。Poly(I:C)、LPS、CpG DNA（ODN 1826）は Invivogen

社のものを用いた。 

 

細胞培養 

 96 ウェル平底プレートにおいて BMDCs（2 × 105 cells/well/200 ml）を各細菌（1 × 

107 個/well）と共に 37℃で 6 時間培養した。エンドソーム酸性化阻害においては、

BMDCs を 1 mM もしくは 5 mM の NH4Cl 存在下で前培養した後に、各細菌と 6 時間

培養を行った。空腸、回腸、盲腸、結腸の内容物は、それぞれ部位別に採取した後に

600 nm の吸光度が 0.25 となるように調製し、細胞に添加した。TLR リガンドとして

Poly(I:C)は 50 mg/ml、LPS は 10 mg/ml、CpG DNA は 10 mg/ml となるように添加し

た。 

 Vesicular stomatitis virus（VSV）感染実験は、BMDCs （1 × 106 cells）を KK221

（5 × 107個） と共に 24 ウェル平底プレートにおいて 8 時間培養を行った。その後、

VSV（moi = 1 PFU/cell）を添加し、12 時間培養を行った。培養後の BMDCs を回収

し、細胞に感染した VSV 量を定量的 RT-PCR により測定した。 

 

サイトカイン、IFN-の測定 
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 サイトカイン濃度については OptEIA ELISA Set（BD Bioscience）を用いて測定し

た。IFN-濃度については Mouse IFN- ELISA Kit（PBL Biomedical Laboratories）

を用いて測定した。 

 

動物試験 

 DSS 誘導潰瘍性大腸炎モデルにおいては、WT マウス、TLR 遺伝子欠損マウス、3d

マウスに対し、3%（w/v）DSS を含有する飲用水を 7 日間自由摂取させることで腸炎

を誘導した。生理食塩水もしくは加熱殺菌 KK221 菌体（1 × 109 個/day）を DSS 摂

取 7 日前から 14 日間経口投与した。コントロール抗体もしくは抗 IFN-中和抗体は 1

匹当たり 50 mg を 2 日ごとに静脈投与した。DSS 摂取 7 日後に各マウスより結腸を採

取した。 

 

組織解析 

 結腸組織については H&E 染色を行った。倍率 200 倍で Olympus BX53 Biological 

Microscope（オリンパス社）とデジタルイメージングシステム（Ventana iScan Coreo 

AW v.3.3.1, Image Viewer v.3.1, Ventana Medical Systems）を用いて、結腸の粘膜固

有層における炎症箇所を定量化し、その割合を算出した。 

 

Myerloperoxidase（MPO）活性評価 

 結腸組織を 0.5%の Hexadecyltrimethyl-ammonium bromide（和光純薬工業）を含

有する 50 mM リン酸バッファー（pH 6.0）中で破砕し、凍結融解を 3 回行った。遠心

を行って上清を回収し、Vijay-Kumar ら（2007）の方法に従い酵素活性の測定を行っ

た。 

 

定量的 RT-PCR 

 RNA は TRIzol Reagent（Invitrogen）を用いて抽出した。その後、PrimeScript RT 

reagent（Takara）を用いて cDNA を作製後、SYBR Premix Ex Taq（Takara）と各
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プライマーを用いて PCR を行った。各 mRNA 発現量は-actin 発現量に対して標準化

した。プライマーは Table 5-3 に示す。 

 VSV量の定量は、RNAを TRIzol Reagentにより抽出後、Superscript II（Invitrogen）

を用いて cDNA を作製した。定量的 RT-PCR は TaqMan Universal PCR Master Mix

（Applied Biosystems）、7700 sequence detector（Applied Biosystems）を用いて行

った。標準化のための 18s rRNAに対するプライマーとプローブはApplied Biosystems

より購入した。VSV に対するプライマーとプローブは以下の配列を用いた。 

Forward primer: CATGAATGTGCCTCGTTCAGA  

Reverse primer: CCAATGCAGCACAATCTTTGA 

TaqMan probe: ACGGAACTATTGTTTCCAG. 

 

 

細菌中の 2 本鎖 RNA 量の測定 

 加熱殺菌した細菌から核酸を抽出した後、2 本鎖 RNA に対する 2 種類の抗体、K1

抗体、J2 抗体（English and Scientific Consulting）と、Streptavidin peroxidase

（Zymed）を用いて sandwich ELISA 法により測定した。J2 抗体は Biotin Labeling 

Kit-NH2（同仁化学研究所）を用いてビオチン標識をして用いた。検量線の作成には

Poly(I:C)を用い、2 本鎖 RNA 量を算出した。 
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Table 5-1. 試験に用いた細菌 

（A）乳酸菌 

Strain No. Abbreviation Organism name

KK221 Tc Tetragenococcus halophilus

NRIC 0099 Pc Pediococcus pentosaceus

NRIC 0122 Pc Pediococcus pentosaceus

NRIC 0391 Lb Lactobacillus pentosus

NRIC 1038 Lb Lactobacillus brevis

NRIC 1067 Lb Lactobacillus plantarum

NRIC 1688 Lb Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

NRIC 1836 Lb Lactobacillus pentosus

NRIC: The collections of Tokyo University of Agriculture, Japan.

 

 

（B）病原菌 

Organism name Abbreviation Strain No.

Listeria monocytogenes LM 43251

Salmonella Typhimurium ST IID1000

Clostridium perfringens CP Type A, NCTC8239

Helicobacter pylori HP SS1

Staphylococcus aureus SA DSM346
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Table 5-2. マウス小腸より分離した乳酸菌株 

Strain No. Organism name

No. 1-11 Lactobacillus reuteri

No. 1-14 Lactobacillus johnsonii

No. 1-17 Lactobacillus johnsonii

No. 1-19 Lactobacillus reuteri

No. 2-13 Lactobacillus johnsonii

No. 2-14 Lactobacillus reuteri

No. 3-2 Lactococcus lactis

No. 3-5 Lactobacillus murinus

No. 3-8 Lactobacillus intestinalis

No. 4-1 Lactobacillus murinus

No. 4-4 Lactococcus lactis
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Table 5-3. 定量的 RT-PCR に用いたプライマー 

Oligonucleotides, 5’-3’

IFN-

Forward GCACTGGGTGGAATGAGACT

Reverse AGTGGAGAGCAGTTGAGGACA

IL-6

Forward AGTTGCCTTCTTGGGACTGA

Reverse TCCACGATTTCCCAGAGAAC

TNF-

Forward CTGGGACAGTGACCTGGACT

Reverse GCACCTCAGGGAAGAGTCTG

Cxcl1 (KC)

Forward CTGCACCCAAACCGAAGTC

Reverse AGCTTCAGGGTCAAGGCAAG

IL-17

Forward GCTCCAGAAGGCCCTCAG

Reverse CTTTCCCTCGCATTGACA

TLR2

  Forward GCCACCATTTCCACGGACT

  Reverse GGCTTCCTCTTGGCCTGG

TLR3

  Forward GAGGGCTGGATGTCAACGTC

  Reverse CCGTTCTTTCTGAACTGGCCA

TLR4

  Forward TGTGGAAGCCTTCCTGGATG

  Reverse CCTCTGCCTTCACTACAGAGACTTT

TLR7

  Forward CTGGAGTTCAGAGGCAACCATT

  Reverse GTTATCACCGGCTCTCCATAGAA

TLR9

  Forward GGGCCCATTGTGATGAACC

  Reverse GCTGCCACACTTCACACCAT

IRF3

  Forward AGGAATTTCCGGTCAGCCCT

  Reverse CGCCCCTGGAGTCACAAAC

IRF7

  Forward ACAGGGCGTTTTATCTTGCG

  Reverse TCCAAGCTCCCGGCTAAGT

-actin

  Forward GCTACAGCTTCACCACCACAG

  Reverse GGTCTTTACGGATGTCAACGTC
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第 3 節 結果 

 

3-1. 乳酸菌の樹状細胞に対する IFN-産生誘導 

 乳酸菌は食品からも摂取され、小腸フローラの主要な構成細菌となることから、まず

発酵食品等より分離された乳酸菌と病原菌に対する BMDCs の免疫応答から調べた。す

ると、病原菌に比べ乳酸菌が BMDCs からの IFN-産生を強く誘導することが明らかと

なった（Fig. 5-1A）。IFN-はウィルスに対する感染防御において重要な役割を果たし

ていることから、Tetragenococcus halophilus KK221 を用いて BMDCs から誘導され

る IFN-の効果を検証した。まず、KK221 に対する BMDCs の応答においては IFN-

は産生される一方で、IFN-は産生されないことを確認した（Fig. 5-1B）。次に、I 型

IFNs（IFN-, IFN-）により感染が抑制されることが知られている VSV を用いて

（Obuchi et al., 2003）、BMDCs を感染させた際の KK221 の効果について調べた。

KK221 添加により BMDCs の VSV 感染が抑制されることが示された（Fig. 5-1C）。さ

らに抗 IFN-中和抗体によりウィルス増殖の抑制効果が消失したことから、KK221 に

より誘導された IFN-により VSV の増殖が抑制されることが明らかとなった（Fig. 

5-1C）。 

 

3-2. 乳酸菌の IFN-産生誘導を介した抗炎症効果 

IFN-は抗炎症にも関わっており、DSS 誘導潰瘍性大腸炎モデルにおいてもその抗炎

症に対する効果が示されている（Katakura et al., 2005）。そこで我々は DSS 誘導潰瘍

性大腸炎に対する KK221 摂取の効果を調べた。DSS 誘導潰瘍性大腸炎を誘導する際に

KK221 を摂取したとき、組織学的解析においては好中球、好酸球、マクロファージな

どの炎症細胞の結腸粘膜固有層への浸潤が抑制されていた（Fig. 5-2A, B）。また、DSS

誘導潰瘍性大腸炎においては大腸の長さの縮小や、好中球浸潤の指標となる MPO 活性

の上昇が観察されるが、KK221 摂取はそれらを抑制した（Fig. 5-2C, D）。結腸の mRNA

を抽出し、定量 PCR を行ったところ、TNF-、IL-6、Cxcl1、IL-17 のような炎症マー

カーの発現量が腸炎誘導により上昇したが、KK221 を摂取することで有意に低下した
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（Fig. 5-2E）。さらに抗 IFN-中和抗体を静脈より投与することでこれらの KK221 摂

取による効果が消失することが確認された（Fig. 5-2A-E）。以上より、乳酸菌摂取によ

る腸炎の抑制には IFN-が関わっていることが明らかとなった。 

 

3-3. 乳酸菌による TLR3、TLR9 を介した IFN-産生誘導 

 次に、各 TLR 遺伝子欠損マウスより誘導した BMDCs を用いて、乳酸菌の IFN-誘

導に関与する乳酸菌成分及び TLR の特定を試みた。KK221 に対する各 TLR 遺伝子欠

損マウスの IFN-産生を調べたところ、TLR3 及び TLR9 を欠損した際に IFN-産生量

が有意に低下した一方で、TLR2、TLR4、TLR7 の関与は認められなかった（Fig. 5-3A）。

また、IL-6 や TNF-産生はいずれの TLR の遺伝子を欠損した場合でも変化がなかった

（Fig. 5-3A）。以上の結果より、エンドソームに局在する TLR3、TLR9 は乳酸菌に対

する応答において、IFN-産生に特異的に関与していることが示された。 

 KK221 以外の乳酸菌、及び病原菌について TLR3 と TLR9 の IFN-誘導に対する関

与を調べた。すると、乳酸菌 8 株中 5 株において IFN-誘導に対する TLR3 の関与が

確認されたが、病原菌においては TLR3 の関与はみられなかった（Fig. 5-3B）。TLR9

については乳酸菌の全ての菌株で IFN-誘導に対する関与が確認されたが、病原菌では

関与はみられなかった（Fig. 5-3C）。以上より、乳酸菌は病原菌に比べて多量の IFN-

産生を誘導し、その産生誘導には TLR3 と TLR9 が関与していることが示された。 

 

3-4. 乳酸菌の IFN-産生誘導に対するエンドソーム酸性化の関与 

 乳酸菌と病原菌でエンドソームの TLR の関与に違いがみられたことから、エンドソ

ームの酸性化阻害が IFN-産生誘導に与える影響を評価した。細菌は樹状細胞やマクロ

ファージにより貪食され、エンドソーム内で加水分解されることで TLR に認識される。

NH4Cl で細胞を処理することで酸性状態のエンドソームを中和し、エンドソームにお

ける細菌の加水分解を阻害することができる（Hotta et al., 2006）。乳酸菌により誘導

される IFN-産生量は、添加した NH4Cl の濃度依存的に減少した（Fig. 5-4A）。NH4Cl

存在下で KK221 刺激時に産生される IL-6 や TNF-量を調べたところ、NH4Cl 添加の
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影響はなかった（Fig. 5-4B）。また、病原菌により誘導される IFN-産生については

NH4Cl の添加による影響はみられなかった（Fig. 5-4A）。Salmonella Typhimurium に

ついては TLR4 を欠損することで IFN-産生誘導が消失し、その他の炎症性サイトカイ

ンについても産生の大部分が消失することから、TLR4 が応答に大きく関与しているこ

とを確認している（Fig. 5-4C）。TLR リガンドを用いた評価においても、Poly(I:C)や

CpG DNA のようなエンドソームの TLR に対するリガンドで刺激したときに、NH4Cl

添加による IFN-産生量の減少がみられる一方で、TLR4 のリガンドである LPS によ

る IFN-産生誘導には変化がなかった（Fig. 5-4D）。以上より、エンドソームの TLR

が関与している乳酸菌では NH4Cl 添加の影響があるのに対し、関与しない病原菌では

NH4Cl 添加が影響しないことからも、樹状細胞による乳酸菌と病原菌の認識の違いが

確認された。 

 さらに TLR3 や TLR9 の関与をより明確にするために、Unc93b13dマウス（3d マウ

ス）由来のBMDCsを用いて評価した。UNC93B1は小胞体で合成されたTLR3、TLR7、

TLR9 をエンドソームへ輸送するのに必要なタンパク質であり、この UNC93B1 の機能

欠損マウスでは TLR3、TLR7、TLR9 が働かないことが分かっている（Tabeta et al., 

2006）。そして、3d マウス由来の BMDCs を乳酸菌で刺激したとき、IFN-産生が完全

に消失した（Fig. 5-4E）。このことから、乳酸菌による IFN-産生誘導には、エンドソ

ームにおける菌体の加水分解と、エンドソームに局在する TLR による認識が必須であ

ることが確認された。 

 

3-5. 乳酸菌の IFN-産生誘導に対する菌体内 2 本鎖 RNA の関与 

 TLR3 と TLR9 については核酸を認識する受容体であることが知られているが、一方

で細菌の認識に TLR3 が関与することはほとんど報告がない。乳酸菌の 2 本鎖 RNA が

TLR3 により認識され、IFN-を誘導することが示唆されていることから、KK221 菌体

中の 2 本鎖 RNA の IFN-産生誘導に対する寄与を調べた。RNase A は 0.3 M の NaCl

存在下では 1 本鎖 RNA のみを分解し、NaCl が存在しない条件では 1 本鎖 RNA と 2

本鎖 RNA を分解することが知られている（Ausubel et al., 1994）。また、S1 Nuclease
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は 1 本鎖 DNA と 1 本鎖 RNA を分解する。これらの酵素、及び基質特異性を利用して、

各条件で酵素処理した KK221 菌体の BMDCs に対する IFN-産生誘導を調べた。

KK221 菌体を NaCl 非存在下で RNase A 処理したとき、IFN-産生が有意に減少した

（Fig. 5-5A, B）。一方で 0.3 M NaCl 存在下で RNase A 処理した菌体と、S1 Nuclease

処理した菌体は変化しなかった（Fig. 5-5B）。このことから 1 本鎖 RNA ではなく 2 本

鎖 RNA が IFN-産生誘導に関与することが確認された。この結果は TLR7 遺伝子欠損

マウス由来の BMDCs で IFN-産生に影響がない結果（Fig. 5-3A）とも一致していた。

次に、NaCl 非存在下で RNase A 処理した KK221 菌体について、WT マウス、TLR3

遺伝子欠損マウス、TLR9 遺伝子欠損マウス、3d マウス由来の BMDCs の応答を調べ

た。すると、WT と TLR3 遺伝子欠損 BMDCs からの IFN-産生量は同程度なのに対

し、TLR9 遺伝子欠損 BMDCs では 3d マウス由来の BMDCs と同程度まで産生量が低

下した（Fig. 5-5C）。このことから、TLR3 からのシグナルと TLR9 からのシグナルに

より IFN-の産生が誘導されていることが示された。また、Salmonella Typhimurium

と Helicobacter pyloriは RNase A処理による IFN-産生誘導の低下はみられなかった

（Fig. 5-5D）。 

 次に、細菌中の 2 本鎖 RNA 量を定量し、乳酸菌と病原菌における 2 本鎖 RNA 量の

比較を試みた。定量には 2 本鎖 RNA に特異的な抗体を用い、sandwich ELISA 法によ

り測定した（Schönborn et al., 1991）。すると、乳酸菌は病原菌に比べ多量の 2 本鎖

RNA を保有することが明らかとなった（Fig. 5-5E）。また、2 本鎖 RNA を分解する

RNase III を用いて各細菌から抽出した核酸の酵素処理を行ったところ、その検出が完

全に消失することから、この sandwich ELISA 法により検出されているものが 2 本鎖

RNA であることを確認した（Fig. 5-5E）。さらに、95℃10 分間の加熱処理が 2 本鎖

RNA 量に与える影響を調べたところ、RNA の多くが分解される一方で（Fig. 5-5F）、

2 本鎖 RNA 量は変化しないことが確認された（Fig. 5-5G）。しかし、KK221 菌体の加

熱処理により IFN-、IL-6、TNF-の産生量が同程度低下することから（Fig. 5-5H）、

加熱処理の影響が TLR3のリガンドである 2本鎖RNA以外に出ていることが示唆され

た。また、KK221 は高濃度の NaCl 存在下でも生育できる乳酸菌であるが、KK221 を
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NaCl 存在下で培養することで IFN-産生誘導が強くなり（Fig. 5-5I）、さらに菌体中の

2 本鎖 RNA 量も増加し（Fig. 5-5J）、IFN-産生と 2 本鎖 RNA 量の間に相関がみられ

た。 

 

3-6. 小腸内容物、腸内常在乳酸菌の IFN-産生誘導に対する TLR3 の関与 

 腸内菌叢に対する応答における TLR3 の関与について調べるために、Specific 

pathogen-free（SPF）マウスから常在菌を含む腸内容物を回収し、BMDCs に対する

応答を調べた。すると、回腸内容物において TLR3 依存的な IFN-産生誘導が確認され、

産生量も最も高かった（Fig. 5-6A）。一方で IL-6 や TNF-産生誘導に TLR3 依存性は

確認されなかった（Fig. 5-6A）。同時に 2 本鎖 RNA 量も定量したところ、回腸におい

て最も高く検出された（Fig. 5-6B）。 

乳酸菌が主要な菌叢を形成する小腸において TLR3 依存性が確認されたことから、マ

ウス小腸より乳酸菌を分離し、分離した乳酸菌で BMDCs の刺激を行った。すると、小

腸より分離した乳酸菌 11 株のうち 8 株において高い IFN-産生誘導が確認され、その

うちの 5 株において TLR3 依存性が確認された（Fig. 5-6C）。さらにこれらの乳酸菌で

3d マウス由来の BMDCs を刺激したところ、IFN-産生誘導は消失した（Fig. 5-6D）。 

以上の結果より、定常状態においても常在乳酸菌により TLR3 を介した IFN-産生が

誘導されていることが示された。 

 

3-7. 乳酸菌の TLR3 を介した抗炎症効果 

小腸の上皮細胞（Intestinal epitherial cells, IECs）と腸管粘膜固有層（Lamina 

propria, LP）における IFN-の mRNA 発現量を比較したところ、上皮細胞に比べ粘膜

固有層で非常に強く発現しており、さらに TLR3 遺伝子欠損マウスにおいては腸管粘膜

固有層における IFN- mRNA 発現レベルが低下することが確認された（Fig. 5-7A）。

WT マウスと TLR3 遺伝子欠損マウスの腸管粘膜固有層において、TLR3 以外の TLR

の発現は同程度であった（Fig. 5-7B）。この結果は小腸内容物の BMDCs に対する応答

（Fig. 5-6A）と一致していた。さらに、WT マウスに KK221 を投与したところ、パイ
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エル板、腸間膜リンパ節、脾臓中の CD11c+細胞の IFN- mRNA 発現量が上昇したが、

TLR3 遺伝子欠損マウスでは上昇していなかった（Fig. 5-7C）。このことから、生体に

おいても TLR3が CD11c+細胞の IFN-発現亢進に寄与していることが明らかとなった。 

これまでに乳酸菌により誘導される IFN-が DSS 誘導潰瘍性大腸炎の抑制に関わっ

ていることを示してきたが、TLR3 遺伝子欠損マウスに対する効果についても検証した。

すると、生理食塩水を投与した TLR3 遺伝子欠損マウスが WT マウスに比べ症状が悪

化していた（Fig. 5-7D, E）。このことは、TLR3 遺伝子欠損マウスにおいて小腸の IFN-

発現レベルの低下が関与していた（Fig. 5-7A）可能性が考えらえる。さらに、TLR3

遺伝子欠損マウスに KK221 を投与したとき、WT マウスで観察された炎症細胞の浸潤

の抑制は確認されなかった（Fig. 5-7D, E）。その他に、体重減少（Fig. 5-7F）、大腸の

長さ（Fig. 5-7G）、MPO 活性（Fig. 5-7H）、炎症性サイトカイン・ケモカインの mRNA

発現量（Fig. 5-7I）についても、TLR3 遺伝子欠損マウスにおける KK221 投与の効果

はみられなかった。 

 

3-8. 乳酸菌の 2 本鎖 RNA による抗炎症効果 

 これまでに乳酸菌による TLR3、TLR9 を介した IFN-産生誘導が BMDCs を用いた

試験により確認されたことから、乳酸菌の 2 本鎖 RNA と DNA が主要な活性成分であ

ると考えられる。一方で DSS 誘導潰瘍性大腸炎モデルにおいては TLR3 遺伝子欠損マ

ウスで KK221 の効果がすべて消失していた。そこで、乳酸菌の抗炎症効果における 2

本鎖 RNA と DNA の関与を明確にすることを試みた。NaCl 非存在下での RNase A 処

理により 2 本鎖 RNA を分解した菌体を調製し、マウスに投与したところ、KK221 の

抗炎症効果が消失した（Fig. 5-8A-E）。このことから、菌体の持つ 2 本鎖 RNA が抗炎

症に必須であることが示された。また、TLR9 遺伝子欠損マウスに KK221 を投与した

ところ、大腸の長さや結腸の IL-6 mRNA 発現量など一部で効果がみられた（Fig. 

5-8A-E）。3d マウスにおいては TLR3 遺伝子欠損マウスと同様に KK221 の効果がすべ

て消失していた（Fig. 5-8A-E）。 

BMDCs の試験においては、TLR9 からの刺激による IFN-産生に必要な IRF7 の
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mRNA 発現量が KK221 により上昇し、RNase A 処理菌体ではその上昇が低下するこ

とが観察された（Fig. 5-8F）。このことは BMDCs を用いた試験における TLR9 の関与

の可能性を物語っている。しかし、TLR9 の関与は完全に排除できないものの、TLR3

が乳酸菌の抗炎症効果に強くかかわっていることが示された。 
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Fig. 5-1. BMDCs を用いた乳酸菌の IFN-産生誘導の評価 

（A）各種乳酸菌、病原菌（Table 5-1）で BMDCs を刺激した際の IFN-産生量を測定

した。バーは平均値を示す。（B）KK221 で BMDCs を刺激した際の IFN-と IFN-

の産生量を測定した。エラーバーは標準誤差を表す（n=3）。（C）BMDCs を KK221

と共に共培養した後に VSV 感染を行ったときの VSV 量を測定した。KK221 と共培養

する際にコントロール抗体（Cont Ab）もしくは抗 IFN-中和抗体（IFN-）を添加し

た。エラーバーは標準誤差を表す。（n=3, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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Fig. 5-2. KK221 による IFN-を介した DSS 誘導潰瘍性大腸炎の抑制 

生理食塩水、KK221 を経口投与し、さらにコントロール抗体（Cont Ab）もしくは抗

IFN-中和抗体（IFN-）を静脈より投与した（n=4-5）。そして、3% DSS 水を 7 日

間自由摂取させ、腸炎を発症させた。結腸組織を H&E 染色した切片を倍率 200 倍で観

察し（A）、結腸組織の粘膜固有層における炎症の割合を算出した（B）。さらに、大腸

の長さ（C）、結腸の MPO 活性（D）、結腸の炎症性サイトカイン・ケモカインの mRNA

発現量（E）を測定した。（B-D）バーは平均値を示す。（E）エラーバーは標準誤差を

表す。（Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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Fig. 5-3. 乳酸菌による TLR3、TLR9 を介した IFN-産生誘導 

（A）WT 及び各 TLR 遺伝子欠損マウスより誘導した BMDCs を KK221 で 6 時間刺激

した際の IFN-、IL-6、TNF-産生量を測定した。（B）WT 及び TLR3 遺伝子欠損マ

ウスより誘導したBMDCsを各乳酸菌、病原菌（Table 5-1）で 6時間刺激した際の IFN-

産生量を測定した。（C）WT 及び TLR9 遺伝子欠損マウスより誘導した BMDCs を各

乳酸菌、病原菌（Table 5-1）で 6 時間刺激した際の IFN-産生量を測定した。（A-C）

エラーバーは標準誤差を表す。（n=3, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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Fig. 5-4. 乳酸菌によるエンドソームを介した IFN-産生誘導 

（A）BMDCs を NH4Cl 存在下で各乳酸菌、病原菌（Table 5-1）と共に 6 時間培養し

た際の IFN-産生量を測定した。（B）BMDCs を NH4Cl 存在下で KK221 と 6 時間共

培養した際の IL-6、TNF-産生量を測定した。（A,B）エラーバーは標準誤差を表す。

（n=3, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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（C）WT 及び TLR4 遺伝子欠損マウスより誘導した BMDCs を KK221、Salmonella 

Typhimurium で 6 時間刺激した際の IFN-、IL-6、TNF-産生量を測定した。（D）

BMDCsをNH4Cl存在下で各TLRリガンドにより 6時間刺激した際の IFN-産生量を

測定した。（E）WT 及び 3d マウスより誘導した BMDCs を各乳酸菌（Table 5-1A）で

6時間刺激した際の IFN-産生量を測定した。（C-E）エラーバーは標準誤差を示す。（n=3, 

Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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Fig. 5-5. 乳酸菌の 2 本鎖 RNA による IFN-産生誘導 

（A）BMDCs を KK221、及び RNase A 処理（0 M NaCl）した KK221 と共に培養し

た際の IFN-産生量を測定した。（B）BMDCs を KK221、RNase A 処理（0 M NaCl、

0.3 M NaCl）した KK221、及び S1 nuclease 処理した KK221 と共に 6 時間培養した

際の IFN-産生量を測定した。（C）WT マウス、TLR3 遺伝子欠損マウス、TLR9 遺伝

子欠損マウス、3d マウスより誘導した BMDCs を KK221、RNase A 処理（0 M NaCl）

した KK221 で 6 時間刺激した際の IFN-産生量を測定した。（D）Salmonella 

Typhimurium と Helicobacter pylori について RNase A 処理（0 M NaCl、0.3 M 

NaCl）を行い、BMDCs をそれぞれの未処理菌体、RNase A 処理菌体と共に 6 時間培

養し、IFN-産生量を測定した。（A-D）エラーバーは標準誤差を示す。（n=3, Student’s 

t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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（E）各乳酸菌、病原菌について、菌体中の 2 本鎖 RNA（dsRNA）量を sandwich ELISA

法により測定した。また、2 本鎖 RNA であることを確認するために、核酸抽出サンプ

ルを RNase III 処理したものについても測定した。（F）KK221 の非加熱菌体（Live 

KK221）と加熱菌体（Heat-killed KK221）から核酸を抽出、DNase I 処理後に電気泳

動を行った。マーカーはX174/HaeIII を用いた。（G）乳酸菌（KK221、0391）と病

原菌（Salmonella Typhimurium、Staphylococcus aureus）について、非加熱菌体、

加熱菌体から抽出した核酸中の 2 本鎖 RNA 量の定量を行った。（E,G）エラーバーは標

準誤差を示す（n=3）。
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（H）BMDCs を非加熱の KK221、加熱処理した KK221 と共に 6 時間培養した際の

IFN-、 IL-6、TNF-産生量を測定した。（I）0.5% NaCl 含有 MRS 培地、または 10% 

NaCl 含有 MRS 培地で KK221 を培養、調製した。そして、BMDCs を各菌体で 6 時間

刺激した際の IFN-産生量を測定した。（J）各 NaCl 濃度で培養した KK221 加熱処理

菌体中に含まれる2本鎖RNA量を測定した。（H-J）エラーバーは標準誤差を示す。（n=3, 

Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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Fig. 5-6. マウス小腸内容物、マウス小腸由来乳酸菌の TLR3 を介した IFN-産生誘導 

（A）WT及びTLR3遺伝子欠損マウスより誘導したBMDCsをマウス空腸（Jejunum）、

回腸（Ileum）、盲腸（Cecum）内容物で刺激した際の IFN-産生量を測定した。（B）

マウス空腸（Jejunum）、回腸（Ileum）、盲腸（Cecum）、結腸（Colon）内容物中の 2

本鎖 RNA 量を測定した。（C）WT 及び TLR3 遺伝子欠損 BMDCs をマウス小腸由来乳

酸菌（Table 5-2）で刺激した際の IFN-産生量を測定した。（D）WT 及び 3d マウス由

来 BMDCs をマウス小腸由来乳酸菌（Table 5-2）で刺激した際の IFN-産生量を測定

した。（A-D）エラーバーは標準誤差を示す。（n=3, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01）
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Fig. 5-7. 乳酸菌による TLR3 を介した抗炎症作用 

（A）WT 及び TLR3 遺伝子欠損マウスより小腸上皮（IE）と粘膜固有層（LP）の各

細胞を回収し、IFN-の mRNA 発現量を測定した。（B）WT 及び TLR3 遺伝子欠損マ

ウスの小腸粘膜固有層について、各 TLR の発現量を測定した。（A,B）3 実験行ったう

ちの 1 実験について結果を示した。（C）WT 及び TLR3 遺伝子欠損マウスに生理食塩

水もしくは KK221 の経口投与を行った。パイエル板細胞（PP）と腸間膜リンパ節細胞

（MLN）は投与 1 日後に回収し、CD11c+細胞を回収した。脾臓細胞（SP）は投与 14

日後に回収し、CD11c+細胞を回収した。それぞれの細胞について IFN- mRNA 発現量

を測定した。値は生理食塩水投与群に対する相対値で示した。エラーバーは標準誤差を

示す。（n=2, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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（D-I）WT 及び TLR3 遺伝子欠損マウスに KK221 を経口投与し、DSS 誘導潰瘍性大

腸炎を発症させた（n=4）。（D）結腸の組織切片を作製後、H&E 染色を行い、倍率 200

倍で観察した。TLR3 遺伝子欠損マウスにおいては KK221 の投与を行っても好中球、

好酸球、マクロファージの浸潤がみられた。（E）H&E 染色を行った結腸の組織切片に

ついて、粘膜固有層の炎症の割合を算出した。（F）体重の減少を測定した。（G）大腸

の長さを測定した。（H）結腸の MPO 活性を測定した。（I）結腸の炎症性サイトカイン、

ケモカインの mRNA 発現量を測定した。（E,G,H）バーは平均値を示す。（F,I）エラー

バーは標準誤差を示す。（Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01） 
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Fig. 5-8. 乳酸菌の 2 本鎖 RNA による DSS 誘導潰瘍性大腸炎抑制 

生理食塩水、KK221、RNase A 処理（0 M NaCl）した KK221（RNaseA-KK221）を

WT マウス、TLR9 遺伝子欠損マウス、3d マウスに対し投与し、DSS 誘導潰瘍性大腸

炎を発症させた（n=5-6）。（A）大腸の長さを測定した。（B）結腸の MPO 活性を測定

した。（C）結腸の炎症性サイトカイン、ケモカインの mRNA 発現量を測定した。（A,B）

バーは平均値を示す。（C）エラーバーは標準誤差を示す。（n=5-6, Student’s t-test, 

*p<0.05, **p<0.01） 
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（D）H&E 染色を行った結腸の組織切片について、粘膜固有層の炎症の割合を算出し

た（n=5-6, Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01）。（E）H&E 染色した結腸の組織切片

を倍率 200 倍で観察した。TLR9 遺伝子欠損マウス及び 3d マウスにおいては KK221

を投与しても好中球、好酸球、マクロファージの浸潤がみられた。RNase A 処理 KK221

の投与では全てのマウス系統で炎症細胞の浸潤が確認された。バーは平均値を示す。

（F）BMDCs を KK221、RNase A 処理 KK221 で刺激した際の IRF3、IRF7 の mRNA

発現量を測定した。エラーバーは標準誤差を示す（n=3）。 
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第 4 節 考察 

 

 本研究において乳酸菌の 2本鎖RNAが腸管の樹状細胞の TLR3を介して IFN-産生

を誘導することを明らかにした。また、TLR3 が回腸内容物や常在乳酸菌の認識に関与

しており、それが小腸の IFN-発現に関わっていることを示した。そして、乳酸菌によ

り誘導される IFN-の生理学的意義として我々は抗炎症作用に着目し、DSS 誘導潰瘍

性大腸炎を抑制することを示した。 

 BMDCsを用いた細胞試験においてはTLR3とTLR9の IFN-誘導に対する関与が認

められ、さらに 3d マウスを用いることでエンドソームに存在する TLR（TLR3, TLR7, 

TLR9）が IFN-誘導に必須であることが確認された。TLR3 依存的な IFN-産生誘導

は Tetragenococcus 属, Pediococcus 属, Lactobacillus 属で確認され、Lactobacillus 属

においては Lactobacillus pentosus の 2 株で確認された。一方、マウス小腸由来の乳酸

菌においては Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus intestinalis, Lactococcus lactis

で TLR3 依存的な IFN-産生誘導が確認され、Lactobacillus murinus では確認されな

かった。Lactobacillus reuteri は IFN-産生誘導が非常に弱かった。以上の結果から

TLR3 依存性が菌種特異的であることが示唆されるものの、Lactobacillus johnsonii に

おいては TLR3 依存性が低い株も存在したことから、株による違いも影響していること

が考えられる。 

細胞試験においてはBMDCsが産生した IFN-が自らの IFN-/受容体に結合するこ

とで IRF7 等の IRF ファミリーを誘導することを確認した。Gautier ら（2005）も TLR

刺激により産生された Type I IFNs が IFN-/受容体に結合することで様々な IRF フ

ァミリーの発現を誘導し、それがさらなる IL-12 産生誘導の増強に関わっていることを

示している。我々が発現上昇を確認した IRF7 は TLR7 や TLR9 からのシグナル伝達に

関わっているため、TLR9 刺激による IFN-誘導をさらに促進することが考えられる

（Honda et al., 2005）。このように BMDCs を用いた評価においては TLR3 と TLR9

が協調して IFN-誘導を引き起こしていると考えられる。一方で DSS 潰瘍性大腸炎モ

デルにおいては菌体の 2 本鎖 RNA 及び宿主の TLR3 の重要性が示された。Obermeier
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ら（2005）は TLR9 が炎症を悪化させることを報告しており、我々の試験においても

TLR9遺伝子欠損マウスにおいてはWTマウスに比べ大腸粘膜固有層の炎症が軽度であ

った。TLR9 のこのような働きからも、腸管における乳酸菌の認識と炎症抑制において

TLR3 が重要であることが考えられる。 

細菌の 2 本鎖 RNA においては、ストレスに応じて複数の small RNA が転写後制御

に関わることが報告されている。例えば Massé and Gottesman（2002）は Eschelia coli

は鉄を制限された条件で RyhB という small RNA を合成し、標的となる RNA に結合

し 2 本鎖 RNA を構成することを報告している。また、CRISPR（Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats）と呼ばれる 50 bps 程度の配列がウィルスやプ

ラスミドに対する細菌の獲得免疫の制御にかかわっていることが報告されている

（Horvath and Barrangou, 2010）。乳酸菌においても Lactobacillus 属を含めた複数の

種で CRISPR ファミリーが見つかっている（Horvath et al., 2009）。TLR3 は 40-50 bp

の長さの 2本鎖 RNA を認識するため（Leonard et al., 2008; Liu et al., 2008）、CRISPR

を認識する可能性も十分に考えらえる。一方で、乳酸菌と病原菌で菌体内の 2 本鎖 RNA

量が異なる点についてはさらなる検証が必要となる。乳酸菌は自ら乳酸を生成するため、

低い pH の条件においても生育することが可能である（Williams, 2010）。また、自然

環境においては限られた栄養条件で生育、発酵している種も多い。Tetragenococcus 

halophilus KK221 については高塩濃度（10%以上）でも生育することができ、実際に

塩濃度が高い条件で培養した乳酸菌で 2本鎖RNA含量が高くなることも確認している

（Fig. 5-5J）。このように生育する環境因子が菌体内の 2 本鎖 RNA 量に影響を与え、

TLR3 の応答や樹状細胞等の活性化に関わっていることが考えられる。本研究により腸

管の TLR3 や菌体の 2 本鎖 RNA の重要性が示されたことから、食品に用いる乳酸菌の

選択や、乳酸菌による発酵を行う条件の新たな指標となることが期待される。 
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総合考察 

 

海藻由来成分が免疫機能に及ぼす影響 

 本研究ではまず、古くから日本人が摂取してきた海藻に含まれるフコキサンチンとフ

コイダンの免疫系に与える影響を明らかにした。フコキサンチンは免疫系を抑制する

Treg細胞を誘導し、一方で炎症性のTh17細胞の分化を抑制することが確認された（Fig. 

2-4）。in vivo 試験において Treg 細胞は大腸に関する報告が多く、無菌マウスに

Clostridium 属を定着させることで、大腸の Treg 細胞が増加することが確認されてい

る（Atarashi et al., 2010; Furusawa et al., 2013）。また、Bacteroides fragilis が大腸

の Treg 細胞の誘導に関わっていることも示されている（Round et al., 2011）。一方で

Th17 細胞については小腸での報告が多く、実際に Segmented filamentous bacteria

（SFB）を定着させることで Th17 細胞を誘導することが感染性腸炎を抑制し（Ivanov 

et al., 2009）、一方で自己免疫疾患を悪化させることが示されている（Wu et al., 2010）。

フコキサンチンを摂取することで大腸での Treg 細胞を増やすことが可能なのか、もし

くは小腸での Th17 細胞を減らすことが可能なのかは今後検討しなければいけない。ま

た、フコキサンチンの Treg 細胞の分化を誘導し Th17 細胞の分化を抑制するという作

用はレチノイン酸と類似しており、ビタミン A欠乏マウスにおける IL-13産生性の Th2

細胞によるアレルギー症状の悪化がレチノイン酸投与により防げることから

（Yokota-Nakatsuma et al., 2013）、フコキサンチンについてもこのようなアレルギー

の抑制効果が期待できる。また、Treg 細胞については細胞数の変化だけでなく、その

機能についても着目していかなければいけない。例えば、Rag1 遺伝子欠損マウスに対

する CD4+CD45RBhigh T 細胞の移入による腸炎やその他の炎症性腸疾患の抑制におい

ては Treg 細胞の数が十分に誘導されていることが重要である一方で（Furusawa et al., 

2013）、経口免疫寛容の誘導やアレルギー性腸炎のような抗原特異的な応答については

抗原に暴露された際に IL-10 の産生や他の T 細胞の過剰な応答の抑制などの抗原特異

的な機能が備わっていることが重要であると考えられる。無菌マウスの大腸では Treg

細胞数が非常に少なくなっており、Clostridium 属を定着させることで大きく上昇する
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が、小腸においては元々ある程度の Treg 細胞が存在する（Atarashi et al., 2010）。し

かし、無菌マウスの小腸の Treg 細胞は機能が備わっていないことが考えられる。小腸

において Treg 細胞の数について論じている報告は非常に少ないが、その機能に変化が

起こっているかに着目して解析する必要がある。 

フコイダンについては乳酸菌の貪食を促進することで乳酸菌の効果を高めることが

確認された（Fig. 3-2D）。フコイダン摂取による Th1 免疫の増強や NK 細胞の活性化

が報告されているが（Maruyama et al., 2006）、フコイダンを摂取することで腸内細菌

に対する応答が高まっていることも考えられる。特にサイトカイン産生については相乗

的に上昇することからも、フコイダンが抗原提示細胞に単独で作用する以外に、他の細

菌との複合的な効果が表れている可能性が考えられる。フコイダン単独の効果について

は細胞試験が数多く行われているため明らかとなっているが（Hayashi et al., 2008; Hu 

et al., 2010）、小腸内フローラが異なる状況のマウスに対して作用したときに、フコイ

ダンの効果も異なると非常に興味深い。例えば、SFB は小腸の樹状細胞により抗原提

示が行われることで Th17 細胞が誘導されることが明らかとなったが（Goto et al., 

2014）、このときにフコイダンが存在することでより強く Th17 細胞が誘導される可能

性も考えられる。さらにはヒトが摂取する場合、腸内フローラの環境を良好に保ってお

くことがフコイダンの効果を高めることにも繋がる可能性がある。また、今回の我々の

研究では IL-12 産生を抗原提示細胞に対し誘導し、Th1 免疫を増強することが分かって

いる Tetragenococcus halophilus KK221 を用いたが（Masuda et al., 2008; Nishimura 

et al., 2009）、IL-10 産生を樹状細胞に強く誘導する乳酸菌と一緒に摂取した場合、炎

症抑制作用が強まることも考えられる。KK221 とフコイダンを同時に BMDCs の培養

に添加した場合においては、IL-12 だけでなく IL-10 産生量についてもフコイダンの濃

度依存的な上昇が確認された（data not shown）。フコイダンの幅広い効果を示すため

に、Th1 免疫の増強以外にも効果の増強作用があるかを検討していく必要がある。 

 

腸管の樹状細胞と乳酸菌 

 乳酸菌の効果ついて、今回我々は Lactobacillus plantarum YU（LpYU）の IL-12
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産生誘導やKK221を含む様々な乳酸菌の IFN-産生誘導に着目して示してきた。LpYU

の IL-12 産生誘導については TLR2 の関与が見られた一方で、TLR4 と TLR9 の関与は

確認されなかった（Fig. 4-2）。IL-12 は IL-12p35 と IL-12p40 の 2 つのサブユニット

からなり、IL-12p70 になることで生理活性を持つ。我々の実験においては IL-12p70

を ELISA 法により測定しているが、IL-12p35 と IL-12p40 が異なる様々なシグナル伝

達経路で誘導されることから、IL-12 の誘導に関わる TLR を特定することは困難であ

ると考えられる。一方で IFN-の産生誘導に関しては、TLR の中では TLR3/4-IRF3 の

経路と TLR7/9-IRF7 の経路に限られるため、各 TLR 遺伝子欠損の影響が見やすかっ

たことが考えられる。 

今回の我々の研究において、実際に乳酸菌が腸管においてどのような細胞に認識され、

どのように全身に影響を及ぼしているかは明らかにできていない。近年、腸管における

樹状細胞の解析が進んできている。Uematsu ら（2008）は小腸の粘膜固有層の細胞を

調べ、その中に 2 つの樹状細胞サブセット（CD11chighCD11blow, CD11chighCD11bhigh）、

マクロファージ（CD11cintCD11bint）、好酸球（CD11cintCD11bhigh）を確認した。そし

て、樹状細胞として特定した細胞群が CD103 と CD8をマーカーにすることで、さら

に細かく分けられることを見出した（Fujimoto et al., 2011）。そして、CD103+CD8+

樹状細胞が TLR3、TLR7、TLR9 を発現していることを確かめた。CD103+樹状細胞は

元々腸間膜リンパ節に存在する樹状細胞として知られており、ビタミン A をレチノイ

ン酸に代謝し、Treg 細胞の誘導にも関わることが知られていたが、Fujimoto ら（2011）

により腸管で確認されたこの細胞群については Th1 免疫の増強や細胞傷害性 T 細胞の

活性化に関わっていた。今回我々は乳酸菌の多くが TLR3 及び TLR9 によって認識さ

れることを示した（Fig. 5-3B, C）。つまり、この CD103+CD8+樹状細胞は乳酸菌に対

する応答やその後の Th1 免疫の増強などに関わっている可能性が考えられる。また、

CD103+樹状細胞については経口免疫寛容への関与も明らかとなった（Mazzini et al., 

2014）。Mazzini ら（2014）らはケモカインレセプターの CX3CR1 を発現するマクロ

ファージが小腸に届いた食物抗原を捕らえ、速やかに CD103+樹状細胞に提示し、その

食物抗原に対する Treg 細胞を誘導することで経口免疫寛容を誘導することを実証した。
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近年、急速に樹状細胞の様々な機能や TLR の発現パターンが明らかとなってきている

ため、乳酸菌の認識に関わる樹状細胞を特定することも可能となる。Uematsuら（2008）

の研究においては腸管粘膜固有層の樹状細胞について調べているが、乳酸菌の認識には

パイエル板の樹状細胞も関わることも考えられることから、パイエル板の樹状細胞の機

能解析も重要となる。さらに我々の研究において in vivo 試験により KK221 の 2 本鎖

RNA 及び宿主の TLR3 が DSS 誘導潰瘍性大腸炎の抑制に必須であることが示された

ことから（Fig. 5-7, 5-8）、TLR3 を発現した樹状細胞に着目していく必要がある。 

 

TLR3 の役割 

TLR3 についてはこれまでは細菌の核酸を認識するものとしては知られていなかっ

た。TLR3 はウィルスやネクローシスを起こした細胞を認識する受容体として知られて

いたが（Karikó et al., 2004; Kawai and Akira, 2009）、本研究により細菌の認識にお

いても TLR3 が重要な役割を担っていることが示された。エンドソームの TLR3 以外

にも、2 本鎖 RNA の認識に関わる分子として細胞質に存在する 2 つの RNA ヘリカー

ゼ、Retinoic acid-inducible gene I（RIG-I）と Melanoma differentiation-associated 

gene 5（MDA5）が知られている（Kato et al., 2006）。ある種のウィルスや 2 本鎖 RNA

が RIG-IやMDA5により認識され、ミトコンドリア膜上の IFN- promoter stimulator 

1（IPS-1）を介して IRF3 や IRF7 のリン酸化を誘導し、IFN-が産生される（Kumar 

et al., 2006）。我々の実験でも TLR3 遺伝子欠損マウス由来の BMDCs において

Poly(I:C)刺激時の IFN-産生が完全に消失しなかったが、これは IPS-1 を介した経路

による IFN-産生によるものと考えらえる。我々は IPS-1 遺伝子欠損マウス由来の

BMDCs を用いて乳酸菌による IFN-産生誘導についても評価を行ったが、WT の

BMDCs と同程度の産生量であったことから、乳酸菌による IFN-産生誘導には IPS-1

を介した経路は関与していないと考えられる（data not shown）。我々は BMDCs を乳

酸菌で刺激する際にエンドソームの酸性化を阻害したとき、IFN-産生誘導が減弱する

ことを確認した（Fig. 5-4A）。この結果は IFN-産生誘導に関わる乳酸菌の認識が細胞

質においてではなく、エンドソームにおいて起こっていることを示している。 
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今回我々は樹状細胞の TLR3 について論じてきたが、腸管の上皮細胞も TLR3 を高

く発現している（data not shown）。しかし、上皮細胞では IFN-の発現レベルは非常

に低く（Fig. 5-7A）、上皮細胞の TLR3 は IFN-の発現には関与しないことが示唆され

る。上皮細胞の TLR3 は炎症に関わることが知られており、ロタウィルスの 2 本鎖 RNA

や Poly(I:C)が腸管の粘膜を損傷されることが報告されている（Zhou et al., 2007）。一

方で乳酸菌などの細菌は 2 本鎖 RNA を菌体内に保持しており、上皮細胞を刺激せずに

M 細胞から取り込まれることが推察される。つまり、菌体としての形を保持している

ために、上皮細胞での炎症を引き起こすことなく、GALT の樹状細胞やマクロファージ

に認識されていることが考えられる。実際に KK221 を投与したマウスのパイエル板細

胞や腸間膜リンパ節細胞から採取した CD11c+細胞で IFN-発現量が上昇していること

からも（Fig. 5-7C）、パイエル板に KK221 が届いていることが示唆される。ヒトに対

して無害な乳酸菌は 2 本鎖 RNA という免疫活性化物質を保持して、炎症を起こさずに

上皮を通過することから、非常に優れた免疫調節剤であると言える。 

 

今後の展望 

今回、乳酸菌と海藻由来の成分について免疫機能に与える影響の一端が明らかとなっ

た。乳酸菌についてはこれまでの蓄積された報告もあり、徐々にその免疫調節メカニズ

ムが明らかとなりつつあるが、フコキサンチンやフコイダンについては作用する細胞や

受容体が未だに解明できていない。腸管の樹状細胞の機能が明らかとなることで乳酸菌

研究についてはさらなる進展が期待できるが、海藻由来成分についても腸管の細胞との

相互作用についてさらに詳細に検討する必要がある。食品成分が作用する細胞、効果を

発揮するメカニズムが明らかとなることで、疾病の予防に効率的に利用できるようにな

ることが期待できる。 
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海藻・乳酸菌由来成分の抗炎症・生体防御作用に関する研究 

 

要旨 

  

近年アレルギー疾患を初めとする免疫機能恒常性の破綻に起因する疾病の患者数が

増加している。これらの疾病は発症前から薬で予防することは難しい。むしろ、免疫機

能を正常に保つ機能を有する食品を日常的に摂取することで、そのような疾患に罹患す

るリスクを低減することが可能となる。本研究では乳酸菌と海藻由来成分に着目し、そ

れらが免疫機能を改善し、これらの疾患の症状軽減に寄与することを明らかにした。 

まず海藻に含まれる非プロビタミン A のカロテノイドであるフコキサンチンが T 細

胞の分化に及ぼす影響を評価した。フコキサンチン存在下で Naïve T 細胞の分化を調

べたところ、制御性 T 細胞（Treg 細胞）を誘導する一方で、炎症性サイトカインであ

る Interleukin-17（IL-17）産生性の Th17 細胞の分化を抑制した。また、フコキサン

チンは摂取後に腸内細菌によりフコキサンチノールへと代謝されるが、フコキサンチノ

ールについても Treg 細胞の分化誘導と Th17 細胞の分化抑制が観察された。ビタミン

A 誘導体のレチノイン酸は生体において Treg 細胞を誘導することが知られているが、

非プロビタミン A カロテノイドであるフコキサンチンも同様の効果を有することが明

らかとなった。このことから、フコキサンチンを摂取することで Th17 細胞が原因とな

る自己免疫疾患やアトピー性皮膚炎等の炎症性疾患の予防に役立つ可能性が示された。 

次に海藻に含まれる多糖であるフコイダンの効果について調べた。本研究では免疫調

節作用を有する乳酸菌 Tetragenococcus halophilus KK221（以下、KK221）とフコイ

ダンを併用したときの効果について検証した。まず、マウス腹腔浸出マクロファージや

マウスパイエル板、腸間膜リンパ節、脾臓由来の細胞を用いた試験においては、フコイ

ダン単独では IL-12 や IFN-gなどのサイトカイン産生が微弱であるのに対し、KK221

存在下でフコイダンを添加すると、フコイダンの濃度依存的にサイトカイン産生誘導が

増強することが確認された。マクロファージを用いた試験において、フコイダンを添加

したときに KK221 を貪食する細胞の割合が増加したことから、フコイダンの貪食促進
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作用が関与することが示唆された。また、フコイダンを脱硫酸化するとこの作用が消失

する一方で、酸加水分解により低分子化したフコイダンでは、活性の消失は確認されな

かった。このことから、フコイダンの分子量ではなく硫酸基がこの作用に必須であるこ

とが示された。 

実際にマウスに経口投与を行い、抗原特異的応答を調べたところ、乳酸菌とフコイダ

ンを同時に摂取したときに最も Th1 免疫が増強し、Th2 免疫が抑制された。以上より、

フコイダンを乳酸菌と同時に摂取することで、乳酸菌の免疫調節作用が増強されること

が示された。 

近年、プロバイオティクス乳酸菌の免疫機能改善効果が注目されているが、日本人が

古くから摂取している漬け物や発酵食品の中から有用なプロバイオティクス乳酸菌を

分離することを試みた。アレルギーの抑制には Th1 細胞の誘導、もしくは Th2 細胞の

抑制が関与することが知られているが、本研究では Th1 細胞の分化誘導に関わる IL-12

に着目した。そしてマウス腹腔浸出マクロファージを用いた試験により、最も IL-12 産

生を誘導する乳酸菌として Lactobacillus plantarum YU（LpYU）を選抜した。そして、

LpYU 摂取が抗原特異的応答に与える影響を調べたところ、Th1 免疫を増強し、抗原特

異的 IgE の上昇を抑制することが確認された。 

また、LpYU は IL-12 を強く誘導するだけでなく、パイエル板からの IgA 産生増強

と脾臓における Natural killer（NK）細胞の活性化も促した。IgA 産生増強や NK 細

胞の活性化が確認されたことからウィルス感染に対する抵抗性が増強することが期待

されるため、インフルエンザ感染実験を行った。すると、LpYU を摂取したマウスにお

いては肺洗浄液や糞便中のインフルエンザ特異的 IgA の産生が増強し、肺や肺洗浄液

のインフルエンザウィルス量が減少することが判明した。以上より、漬け物や発酵食品

の中にインフルエンザ感染やアレルギーに対し効果のある乳酸菌が存在することが明

らかとなった。 

最後に乳酸菌の免疫恒常性維持のメカニズムについて検証した。小腸には多くの常在

菌や病原菌、経口摂取された細菌が存在する。我々は腸内常在菌の中でも小腸において

主要なフローラを形成する乳酸菌が腸管の免疫恒常性に与える影響を評価した。 
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まず、マウス骨髄由来樹状細胞（bone marrow-derived dendritic cells, BMDCs）を

用いた評価により、乳酸菌の認識に 2本鎖 RNAを認識する Toll-like receptor 3（TLR3）

が関与しており、さらにその刺激により Interferon-（IFN-）が誘導されることを示

した。複数の乳酸菌株で IFN-産生誘導に対する TLR3 依存性が確認されたが、一方で

Listeria monocytogenes、Salmonella Typhimurium 等の病原菌では TLR3 依存性は確

認されなかった。乳酸菌と病原菌で菌体内の 2 本鎖 RNA 量を比較したところ、乳酸菌

により多くの 2本鎖 RNAが見出された。また、BMDCsを用いた試験においては、TLR3

以外にもDNAを認識するTLR9が乳酸菌による IFN-産生誘導に関与することが示さ

れた。 

乳酸菌により誘導される IFN-の効果を評価するため、Dextran sodium sulfate

（DSS）誘導潰瘍性大腸炎に対する KK221 摂取の影響を調べた。すると、KK221 摂

取により腸炎の症状が軽減するのに対し、抗 IFN-中和抗体を静脈より投与すると

KK221 の効果が減弱することが明らかとなった。このことから KK221 摂取により誘

導される IFN-が腸炎の抑制に関わることが示された。さらに、TLR3 遺伝子欠損マウ

スを用いて DSS 誘導潰瘍性大腸炎に対する KK221 摂取の効果を調べたところ、腸炎

は抑制されなかった。TLR9 遺伝子欠損マウスでは大腸の長さの縮小抑制など一部の項

目で KK221 摂取の効果がみられたが、細胞内エンドソームに局在する TLR（TLR3、

TLR7、TLR9）の機能を欠損した Unc93b13dマウスでは KK221 の抗炎症効果は消失

していた。また、RNA を分解した KK221 を投与したときも抗炎症作用は確認されな

かった。 

BMDCs を用いた細胞試験ではKK221 の刺激に対して TLR3と TLR9 を介した協調

的な IFN-産生誘導が観察されたが、DSS 潰瘍性大腸炎モデルにおいては宿主の TLR3、

及び乳酸菌体の 2 本鎖 RNA が KK221 の抗炎症作用に必須であることが明らかとなっ

た。このように、乳酸菌は病原菌と異なり、TLR3 を介して IFN-を誘導することで腸

管の免疫恒常性を維持していることが示された。 

以上のように、免疫機能を改善する海藻由来成分として免疫応答を抑制するフコキサ

ンチン、乳酸菌の免疫調節作用を増強するフコイダンを見出した。また、日本で古くか
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ら食されている発酵食品から分離した乳酸菌が強い抗アレルギー作用、感染防御作用を

有することを示した。さらに常在乳酸菌を含めた乳酸菌による IFN-産生誘導が抗炎

症・免疫恒常性維持に寄与しており、その関与成分が菌体内の 2 本鎖 RNA であること

を明らかにした。それぞれの食品成分が特徴的な作用を有していることから、目的に合

わせて日常の食生活に組み込むことでアレルギー性疾患や感染症、炎症性疾患を予防す

ることができると考えられる。 
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