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要旨 

 

⼤腸に残存するトリプシンは、潰瘍性⼤腸炎やクローン病として知られてい

る炎症性腸疾患(Inflammatory Bowel Disease、以下、IBD)の発症や症状の増悪

への関与が⽰唆されている。 

本研究では、膵臓から分泌されるタンパク分解酵素であるトリプシンを分解

する腸内細菌 Paraprevotella clara (パラプレボテラ クララ、以下、P. clara)を

健常者の便検体から単離し、さらに、腸炎発症モデルマウスを使い、P. clara

の投与が、トリプシンの残存に起因すると考えられる⼤腸炎に対して有効な治

療法である可能性を⽰した。 
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1. 序⽂ 

 

ヒトの消化管には、約 100 兆個の腸内細菌が⽣息していると考えられている 1。

これは、約 37 兆個のヒト体細胞よりも遥かに多くの腸内細菌が我々と共存し、

腸内細菌叢を形成していることになる 2。腸内細菌学が提唱されて以来、様々な

研究が⾏われてきており 3、近年の無菌動物を⽤いた研究により、腸内細菌叢が

宿主免疫系の成熟や宿主の機能に対して様々な影響を与えていることが明らか

になってきている。例えば、腸内細菌は、病原性微⽣物とニッチを競合すること

で病原性微⽣物の定着や増殖の抑制に貢献していること 4、肥満のヒトの腸内細

菌は Bacteroidetes が少なく、その便を移植された無菌マウスは体脂肪が増加す

ること 5 が挙げられる。加えて、培養した既知の細菌を無菌動物に投与するノト

バイオート技術の普及により、腸内細菌叢の全体から個々の細菌種が、宿主の免

疫系に与える詳細な研究も報告され始めている。例えば、健常者から単離された

Clostridia 群の 17 菌株が、マウス⼤腸で制御性 T 細胞を誘導し、宿主の炎症を

緩和する 6。マウス⼩腸に⽣息するセグメント細菌が、⼩腸上⽪に接着すること

で、強⼒に Th17 細胞を誘導する 7。また、クローン病(Crohn 病、以下、CD)患

者の唾液から単離された Klebsiella pneumoniae は、マウス⼤腸に異所性に定着

することで強⼒に Th1 細胞を誘導し⼤腸炎を惹起する 8。さらに、健常者の腸内
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細菌由来の 11 菌株がマウス⼤腸で IFNγ産⽣ CD8 T 細胞を誘導し、抗腫瘍効

果を発揮する 9。 

このように、腸内細菌が宿主免疫系に与える影響を検討する研究は、今尚、多

く報告される⼀⽅で、便中に存在するタンパク質に着⽬し、個々の腸内細菌が便

中に存在するタンパク質⾃体に与える影響を検討した研究は少ない 10。 

そこで、細胞、組織、体液に含まれるタンパク質を網羅的に検出でき、近年、

急速に発展しつつあるプロテオーム解析技術 11 に着⽬し、研究が進められ始め

ている糞便プロテオーム解析技術 12-15 を構築し、糞便中に存在するタンパク質

の詳細を明らかにする事を試みた。  

著者が所属する理化学研究所・⽣命医科学研究センターのプロテオミクス専

⾨部⾨である統合ゲノミクス研究グループ・⼩原收チームリーダー及び川島祐

介研究員と協働して糞便プロテオーム解析の実験系を⽴ち上げる事から本研究

を開始した。糞便プロテオーム解析の実験系は、糞便中の多種多様な夾雑物や

糞便の粘度の⾼さ等の質量分析計に持ち込むサンプル調整の問題、特殊なサン

プルを使った質量分析計の実操作の問題、解析結果の解釈に関する問題等が障

壁になった。それでも、約 1 年の歳⽉を経て、糞便プロテオーム解析技術を構

築するに⾄った。 

次に、糞便プロテオーム解析技術を⽤いて、腸内細菌の有無が、糞便中のタン
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パク質の組成に与える影響を検討した。理化学研究所・横浜研究所の SPF 環境

下で維持・繁殖された SPF マウスと、同施設内の無菌アイソレーター内で維持・

繁殖され、腸内細菌、ウイルス、真菌などが排除された無菌マウス(Germ-free マ

ウス、以下、GF マウス)の盲腸内容物について、プロテオーム解析を⾏った。そ

の結果、713 種の宿主由来タンパク質が検出できた。 

盲腸内容物を使ったプロテオーム解析で得られた 713 種の宿主由来タンパク

質の結果を詳細に検討すると、盲腸内容物中には、唾液腺、肝臓、膵臓、⼩

腸、⼤腸などの消化管臓器に由来するタンパク質が多く、糖質分解酵素、タン

パク分解酵素、脂質分解酵素などの消化管酵素が存在していることがわかっ

た。⼀⽅で、プロテオーム解析技術は、サンプル中に含まれるタンパク質の網

羅的検出には優れるが、タンパク質の形状やそれ⾃体が有する酵素活性などの

機能評価は困難である。それ故に、プロテオーム解析によって、糞便中に検出

されたタンパク質が、それ⾃⾝の機能を有するか否かの検討は重要である。 

腸内細菌と糞便中に含まれる消化管酵素の関係については、以前から、無菌

動物の糞便中には、膵臓から分泌されるタンパク分解酵素のトリプシン 16,17

が、その酵素活性を維持した状態で存在していることが知られていた。最近で

は、炎症性腸疾患(Inflammatory Bowel Disease、以下、IBD)、特に CD 患者の

便中には、トリプシンがその活性を維持したままの状態で存在する事を⽰す報
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告があり、⼤腸に残存するトリプシンと IBD の発症や症状増悪との関連が⽰唆

され始めている 18-22。また、腸炎発症モデルマウスのひとつとして知られてい

る IL-10 遺伝⼦⽋損マウス(以下、IL10-/-マウス)を使い、抗⽣物質投与による

腸内細菌叢の乱れ(以下、Dysbiosis)に随伴する⼤腸のプロテアーゼ活性残存

が、⼤腸炎を惹起することを⽰す報告があり 23、⼤腸に残存するトリプシンと

腸炎発症の関連の検討も必要である。 

IBD は、主として消化管に対して慢性的な炎症をおこす疾患の総称で、潰瘍

性⼤腸炎(Ulcerative Colitis、以下、UC)と CD が代表疾患として知られてい

る。UC は主として病変部位が⼤腸に限局し、肛⾨から連続する表層粘膜病変

と出⾎を伴う下痢が特徴的である。⼀⽅、CD は、⼝腔から肛⾨までの全消化

管に⾮連続性に発症しうる慢性⾁芽腫性病変を主体とし、その炎症は、消化管

壁全層に広がり、症状の増悪に伴って瘻孔や消化管穿孔などを伴うことが知ら

れている。これら IBD の原因は、今尚、不明な部分が多いが、遺伝的素因を背

景にして、腸管免疫系に対する腸内細菌の持続作⽤が複雑に影響する腸管の慢

性炎症状態と考えられている 24-26。 

IBD に関連する遺伝的素因は、UC よりも CD の⽅が多いとされており 27、

interleukin-23 receptor (IL23R)、 interleukin-12B, p40 subunit (IL12B)に関連

する遺伝⼦変異が CD の病態に関与していることが genome wide association 
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study(GWAS)で明らかにされた 28。また、CD に関連をもつ他の遺伝⼦異常に

ついては、欧⽶で nucleotide-binding oligomerization domain 2(NOD2) 及び

autophagy-related, 16-like (ATG16L1)の関与も知られているが、GWAS で得

られた疾患感受性遺伝⼦は、欧⽶と東アジア地域では⼤きく異なり、IL23R や

NOD2 遺伝⼦の⼀塩基多型(Single Nucleotide Polymorphism: SNP)は東アジア

では検出されなかった 29。さらに、UC に関連をもつ遺伝⼦異常としては、

interleukin-10(IL10) 30 及び interferon-γ(IFNγ) 31 の異常が知られている。 

⼀⽅、IBD と腸内細菌の関係は、⼩児期での抗⽣物質使⽤に伴う IBD 発症の

増加 32 や抗⽣物質投与に伴う IBD 患者の症状改善 33、ヒトの腸内細菌の⼤きな

構成要素として知られる Bacteroides 属が IBD 患者で減少していること 19 な

ど、IBD と腸内細菌の関連を⽰唆する臨床研究が多くある。加えて、マウスを

使った研究においては、腸炎発症モデルマウスの腸炎発症には腸内細菌の関与

が必要であること 34、腸炎発症モデルマウスとして知られる IL10-/-マウスは、

SPF 環境下では⼤腸炎を⾃然発症するが無菌状態では発症しないこと 35-37、ま

た、特定の細菌種が IL10-/-マウスにおいて⼤腸炎を誘導する 38 など、IBD と腸

内細菌の関連を⽰唆する報告が多数ある。 

このように、IBD の発症と症状の増悪に関しては、遺伝的素因や腸内細菌が

⼤きな影響を及ぼしていると考えられるが、ウイルスなどの環境因⼦さらには
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⾃然免疫系を主とした宿主免疫の不均衡などが複雑に絡みあっていると考えら

れており、IBD の病因は未だ明らかにされてはいない。 

IBD の治療は、その病因が明らかではないため、対症的な治療が主となって

きた。副腎⽪質ステロイドは、IBD に対する対症的治療薬のひとつであるが、

ステロイド単剤投与では、多くの CD 患者がステロイド依存ないし抵抗性に進

むことが知られており、IBD に対する有効な治療法とは⾔えない 39,40。⼀⽅

で、以前から、IBD 患者の腸管上⽪や⾎清では、Tumor necrosis factor-α

(TNF-α)が上昇していることが知られ、infliximab などの抗 TNF-αモノクロ

ーナル抗体が IBD の治療薬として効果を発揮することが明らかにされてきた

41-43。しかしながら、CD 患者の中には、抗 TNF-αモノクローナル抗体無効例

やその副作⽤による治療継続困難例が少なからず存在するため、新たな治療法

の開発が必要とされている。それ故に、腸内細菌と IBD の関係に着⽬し、健常

⼈の便を投与する糞便移植(Fecal Microbiome Tranplantation: FMT) 44 や制御

性 T 細胞を誘導する Clostridia 群の 17 菌株投与 6 など、腸内細菌が IBD に対

する新規治療法として注⽬を集めている。 

IBD とトリプシンに関連するこれまでの報告 18-22 に加え、著者らが実施した

マウス盲腸内容物のプロテオーム解析の結果から、腸内細菌が存在しない無菌

マウスの⼤腸には、トリプシンが残存している事を確認できた。また、健常者
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に⽐べて、CD 患者の便中では、トリプシン活性が⾼いとする報告 18,19 がある

ことから、ヒト⼤腸での異常なトリプシンの残存は、IBD の発症やその症状の

増悪に関与している可能性がある。さらには、健康なヒトの便中にはトリプシ

ン活性を消失させる何らかの腸内細菌種が存在する可能性が⾼いと考える。 

以上より、トリプシン活性を消失させる腸内細菌を同定し単離することがで

きれば、IBD に対する新たな治療戦略として、トリプシン活性を消失させる腸

内細菌株カクテル療法の開発に繋がることが期待できると考え、本研究を⾏っ

た。 
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2. 結果 

 

2.1  無菌マウスの便中にはトリプシンが多い 

理化学研究所で維持された SPF マウス(以下、理研・SPF マウス)と GF マウ

スの盲腸内容物の網羅的タンパク質解析(shotgun proteomics、以下、プロテオ

ーム解析)を⾏った。その結果、713 種の宿主由来タンパク質が検出され、その

うち 45 種のタンパク質が GF マウスの盲腸内容物中に有意に多く存在してい

た(図 1)。これらの中で、理研・SPF マウスに⽐べて、GF マウスの盲腸内容物

に顕著に多く存在し、IBD、特に CD の発症と症状増悪との関連が⽰唆されて

いるが、未だ解決に⾄らない、タンパク分解酵素のトリプシン(Anionic 

trypsin-2: PRSS2)に着⽬した 18-22。 

理研・SPF マウス及び GF マウスの、便中のトリプシンの活性測定及びウエ

スタン・ブロッティング(Western blotting、以下、WB)に基づくタンパク質量

の評価を⾏った。トリプシン活性は、理研・SPF マウスと⽐較して、GF マウ

スにおいて有意に⾼かった(図 2A)。また、トリプシンのタンパク質量は、GF

マウスで多かった(図 2B)。さらに、理研・SPF マウス及び GF マウスの遠位⼤

腸の腸管断⾯を、免疫組織化学染⾊して観察したところ、GF マウスにはトリ

プシンが多量に存在していた(図 2C)。  

以上より、理研・SPF マウスと⽐較して、GF マウスの盲腸以遠の⼤腸内溶物
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中には、トリプシンが活性状態で存在する事が判明した。 

 

2.2 炎症性腸疾患と炎症モデルマウスの便中にはトリプシンが多い 

本邦の UC 及び CD に罹患する IBD 患者の便検体について、トリプシンの活

性測定及びそのタンパク質量の評価を⾏った。⽐較対象として、本邦の健常ボ

ランティアの便検体を評価した。その結果、健常者の便と⽐較して、UC や

CD の患者の便には、有意に多くのトリプシンが認められた(図 3A、図 3B、表

1)。また、IL10-/-マウスの炎症時の便中トリプシン活性を評価したところ、

IL10+/-マウスの便中のトリプシン活性と⽐較して、有意にトリプシン活性が⾼

かった(図 3C)。 

腸管の炎症病態下の状態では、消化管通過時間の短縮の影響で、トリプシン

を含めた⼩腸内溶液の⼤腸への移送や体外への排出が短時間で起こり、その結

果として⼤腸以遠でのトリプシン活性の上昇を認めることが考えられる 45。し

かしながら、本研究で使⽤した IBD 患者の臨床背景を検討すると、重症度が低

く消化管通過時間への影響が少ないと考えられる症例の便検体の中には、便中

のトリプシン活性が⾼い症例も認められた。このように、IBD 患者において

は、消化管通過時間が正常な場合であっても、⼤腸での異常なトリプシン活性

の残存が認められていると考えられる。 
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⼤腸に残存するトリプシンは、IBD の発症やその病態の増悪への関与の可能

性が報告されている 18-22。上述の⼀連の結果は、既報を⽀持するものである。 

 

2.3 GF マウスでは盲腸以遠にトリプシンが残存する 

消化管内の部位別のトリプシン活性を、理研・SPF マウスと GF マウスにつ

いて⽐較した。⼩腸では、両者に有意差は認められなかったが、盲腸以遠で

は、GF マウスの⽅が有意に⾼かった(図 4)。また、トリプシンの分泌を主に担

う膵臓組織におけるトリプシン前駆体・トリプシノーゲン(PRSS2)の分泌量及

び発現量を WB(図 5A、図 5B)及び qRT-PCR(図 5C)で確認したところ、両者

に有意差は認められなかった。 

無菌動物では、腸内細菌が担う正常な消化管蠕動運動が乏しくなり、内容物

の消化管通過時間が⻑くなることが知られている 46,47。消化管通過時間が GF

マウスよりも短い SPF マウスにおいて、盲腸以遠のトリプシン活性が圧倒的に

低くなる現象は、宿主の消化管運動などの⽣理学的な現象の影響というより

も、盲腸以遠に定着している腸内細菌の作⽤による影響と考えられる。 

以上から、GF マウスの盲腸以遠におけるトリプシン活性の亢進は、膵臓組織

から正常に分泌されたトリプシンの、異常な残存に起因すると考えられる。そ

の要員の⼀つとして、盲腸以遠に定着する腸内細菌の関与が考えられる。つま
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り、理研・SPF マウスでは、盲腸以遠に定着した腸内細菌がトリプシンを減少

させる機能を司り、GF マウスでは、腸内細菌が存在しないためにトリプシン

が残存すると考えられる。 

 

2.4 マウスの盲腸以遠の腸内細菌叢がそのトリプシン活性に影響を与える 

 SPF マウスの腸内細菌叢は、飼育施設毎に特有に維持されている事が知られて

いる。そこで、盲腸以遠に定着した腸内細菌とそのトリプシン活性の関連性を評

価するため、異なる飼育施設に由来する SPF マウスについて、盲腸内容物中の

トリプシン活性とその菌叢を評価した。理研・SPF マウスと、⽇本エスエルシー

株式会社、⽇本チャールズ・リバー株式会社、及び⽇本クレア株式会社で維持さ

れた SPF マウス(以下、SLC・SPF マウス、Charles・SPF マウス及び Clea・SPF

マウス)を⽐較した。盲腸内容物中のトリプシン活性については、理研・SPF マ

ウス及び SLC・SPF マウスは同等に低い⽔準であり、Charles・SPF 及び Clea・

SPF マウスは前者 2 施設のマウスと⽐較して有意に⾼かった(図 6A)。腸内細菌

叢については、理研・SPF マウス及び SLC・SPF マウスの 2 群と、Charles・SPF

マウス及び Clea・SPF マウスの 2 群間において、その類似性を⽐較し視覚化で

きる UniFrac-PCoA48 上での顕著な差が認められた(図 6B)。 

以上から、飼育環境の違いに伴う腸内細菌叢の違いが、盲腸以遠のトリプシン
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活性に影響を与える事、さらに、特定の腸内細菌種が、トリプシン活性を低下さ

せる可能性が⽰唆された。 

 

2.5 健常者の腸内細菌がマウスのトリプシン活性を低下させる 

前節 2.1 から 2.4 までの検討から、マウスにおいて、⼤腸の炎症への関与が疑

われる盲腸以遠のトリプシン活性を、特定の腸内細菌種が低下させる可能性が

⽰唆された。この仮説に基づけば、特定の腸内細菌種を盲腸以遠に定着させる事

で、⼤腸の炎症の緩和が期待できる。そこで、将来的な臨床応⽤を想定し、ヒト

由来の腸内細菌を⽤いて、マウス⼤腸でのトリプシン活性の低下について検討

した。 

本邦の健常なヒトの便検体(Donor A〜Donor F)を GF マウスに経⼝的に胃内

投与して、Human microbiota-associated mice(以下、ヒト菌叢模倣マウス)(A〜

F)を作出し、投与後 3 週間後にマウス便中のトリプシン活性を評価した。その

結果、ヒト菌叢模倣マウス B を除いて、マウス便中のトリプシン活性は、低い

⽔準であった(図 7)。この事から、マウスの⼤腸以遠において、トリプシン活性

を低下させる、ヒト由来の腸内細菌種が存在する事が判った。 
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2.6 アンピシリン耐性の腸内細菌がマウスのトリプシン活性を低下させる 

前節 2.5 の検討において特に低いトリプシン活性を⽰した健常者ボランティア

C の便について、盲腸以遠のトリプシン活性を低下させる細菌種の探索を⾏っ

た。健常者ボランティア C の便を GF マウスに経⼝的に胃内投与し、その 24 時

間後から、抗⽣物質のアンピシリン(Amp)、タイロシン(Tylosin)、あるいはメト

ロニダゾール(MNZ)を⾃由飲⽔により投与した。その結果、抗⽣物質⾮投与群

及びアンピシリン投与群では、便の投与前と⽐較して、便中のトリプシン活性が

顕著に低下した。⼀⽅で、タイロシン投与群及びメトロニダゾール投与群では、

便中のトリプシン活性は⾼く維持された(図 8)。以上の結果から、トリプシン活

性を低下させる腸内細菌種はアンピシリンに耐性で、タイロシン及びメトロニ

ダゾールに感受性の菌種と判明した。 

 

2.7 健常者の便由来の 35 菌株は、マウス便中トリプシン活性を低下させる 

続いて、アンピシリン投与群の中で最もトリプシン活性が低下した個体の盲腸

内容物を、嫌気チャンバー内にて異なる組成の培地中で培養し、計 432 個のコ

ロニーを得た。16S rRNA 解析に基づく菌株照合の結果、Donor C 便に由来する

ヒト腸内細菌 35 菌株が単離されたことが確認できた(図 9)。 

 単離した 35 菌株は、Donor C の便の腸内細菌叢を構成する菌種の約 80%を
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占めることから、GF マウスに投与する事で、Donor C の腸内に類似する腸内環

境が形成されると期待できる。そこで、この 35 菌株を個別培養して混合した菌

液(以下、35-mix)を GF マウスに経⼝的に胃内投与し、盲腸以遠のトリプシン活

性を経時的に評価した。35-mix 投与 2 ⽇後には、便中のトリプシン活性値は有

意に低下した(図 10A)。投与 9 ⽇⽬においても、便中のトリプシン活性値とト

リプシンのタンパク質量は低い⽔準で維持されていた(図 10B、図 10C)。 

以上の結果から、35-mix を投与すると、マウスの盲腸以遠におけるトリプシン

活性が低下すると判った。 

 

2.8 健常者の便検体から単離した 14 菌株は、マウス便中トリプシン活性を低

下させる 

トリプシン活性を低下させる機能を有する 35 菌株のうち、その機能を司る責

任菌の同定を⾏った。 

前節 2.6 の、各種抗⽣物質を投与しながら健常者ボランティア Donor C の便検

体由来の菌を GF マウスに定着させる検討において、抗⽣物質投与 12 ⽇後の、

16S rRNA 解析に基づく腸内細菌の相対占有率と便中トリプシン活性値の

Spearman 順位相関解析を⾏った。その結果、11 菌株が便中のトリプシン活性と

その相対占有率が正に相関(Positively correlated with Trypsin activity)し、24 菌
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株が負に相関(Negatively correlated with Trypsin activity)していた(図 11)。 

本解析に基づけば、便中のトリプシン活性とその相対占有率が負に相関する 24

菌株中に、責任菌が含まれると類推できる。そこで、24 菌株を統計学的に解析

し、便中のトリプシン活性とその相対占有率が負に強く相関する 14 菌株(ρ<-

0.3)に着⽬した。その 14 菌株を個別培養して混合した菌液(以下、14-mix)及び

残りの 21 菌株を個別培養して混合した菌液(以下、21-mix)を、GF マウスに経

⼝的に胃内投与し、便中のトリプシン活性及びそのタンパク質量を評価した。そ

の結果、14-mix 投与群では、便中のトリプシン活性は有意に低下し(図 12)、ト

リプシンのタンパク質量は WB の検出限界以下に減少していた(図 13)。⼀⽅で、

21-mix 投与群では、便中のトリプシン活性は有意に上昇していた(図 12)。 

以上の結果から、責任菌は該 14 菌株中に含まれる事が⽰唆された。 

 

2.9 健常者の便検体から単離した 9 菌株は、マウス便中トリプシン活性を低下

させる 

前節 2.8 にて⽰されたトリプシン活性を低下させる 14 菌株から、更に責任菌

の絞り込みを⾏った。前節 2.8 の Spearman 順位相関解析において、便中のトリ

プシン活性と負の相関を⽰した 14 菌株のうち、特に相関係数の有意確率が

p<0.05 の 9 菌株に着⽬した(図 11)。該 9 菌株を個別培養して混合した菌液(以
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下、9-mix)を、GF マウスに経⼝的に胃内投与し、便中のトリプシン活性及びそ

のタンパク質量を評価した。その結果、14-mix 投与の場合と同様に、9-mix 投

与群においても、便中のトリプシン活性は有意に低下し(図 13A)、トリプシンの

タンパク質量は WB の検出限界以下に減少していた(図 13B)。 

以上の結果から、責任菌は該 9 菌株中に含まれる事が⽰唆された。 

 

2.10 健常者の便検体より単離した 3 菌株はマウス便中トリプシン活性を低下

させる 

前節 2.9 までに絞り込んだ 9 菌株は、Bacteroides 属の 3 菌株を含む群と⾮

Bacteroides 属の 6 菌株に分類できる。トリプシン活性を低下させる機能が系統

的に保存されていると仮定する場合、責任菌はいずれか⼀⽅の群にのみ含まれ

ると考えられる 9。そこで、前節 2.9 の検討と同様に、Bacteroides 属を投与した

群(以下、3-mix 投与群)及び⾮ Bacteroides を投与した群(以下、6-mix 投与群)

について評価した(図 14A)。3-mix 投与群では、便中のトリプシン活性は有意に

低下し、6-mix 投与群では減少しなかった(図 14B、図 14C)。 

以上の結果から、責任菌は該 3 菌株中に含まれる事が⽰唆された。 
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2.11 健常者の便検体より単離した Paraprevotella clara は、マウス由来の 

トリプシン量を低下させる 

責任菌の更なる絞り込みを⽬的として、in vitro にてトリプシンと単培養した

菌を共存させ、トリプシンのタンパク質量の変化を評価した。 

まず、嫌気チャンバー内において、His-tag 修飾されたリコンビナントのマウ

ストリプシンと、前節 2.10 までに責任菌の候補と論じた 9-mix、6-mix あるい

は 3-mix を共培養し、12 時間後の培養液中のトリプシンのタンパク質量を評価

した(図 15A)。その結果、9-mix あるいは 3-mix との共培養では、トリプシンの

減少が認められ、6-mix との共培養では認められなかった(図 15B)。この結果は、

前節 2.10 までに実施した、in vivo での責任菌の絞り込み検討の結果と合致する。

つまり、この in vitro の評価法は、責任菌の更なる絞り込みに有効と考えられる。

加えて、この in vitro の評価の結果が、前節 2.10 までの in vivo の評価の結果と

合致することは、トリプシン活性の低下の機構には、P. clara が関与している事

を⽰唆している。 

続いて、9-mix を構成する各菌を単菌毎にトリプシンと共培養し、同様に評価

した。その結果、3-mix を構成する P. clara 1C4 株と共培養した場合においての

み、トリプシンのタンパク質量の減少が認められた(図 15B)。 

以上、これまでの⼀連の評価結果から、Donor C の便検体に由来する P. clara 
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1C4 株が、マウスのトリプシンのタンパク質量を減少させる責任菌であること

が判った。 

 

2.12 Paraprevotella clara は、ヒトのトリプシンのタンパク質量を減少させる 

健常者の便検体から単離した P. clara 1C4 株がマウスのトリプシンのタンパ

ク質量を減少させる事を、in vitro で実証した。そこで、前節 2.11 の in vitro

実験系をヒトのトリプシンに適⽤し、その機能の有効性を検証した。嫌気チャ

ンバー内において、単培養した P. clara 1C4 株とリコンビナントのヒトトリプ

シンを共培養し、12 時間後のトリプシン量を WB により評価した。その結

果、P. clara 1C4 株と共培養した場合にのみ、ヒトトリプシンのタンパク質量

の減少が認められた(図 16)。 

以上の結果から、健常者の便検体から単離した P. clara 1C4 株は、ヒトのト

リプシンのタンパク質量を減少させることが判明した。 

 

2.13 Paraprevotella clara の腸内への定着には、サポーター菌が必要である 

責任菌と同定された P. clara 1C4 株が、それ単菌のみで、マウスの⼤腸内のト

リプシン活性を低下させる可能性を検討した(図 17A、図 17B)。P. clara 1C4 株

単菌の培養液を、前節 2.12 までの検討と同様にして投与し、14 ⽇後の P. clara 
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1C4 株の⼤腸内への定着量を、qRT-PCR により評価した。その結果、3-mix を

投与した場合と⽐較して、P. clara 1C4 株の検出量は有意に低かった(図 17C)。 

以上の結果から、P. clara 1C4 株は、単菌では、⼤腸における定着は弱く、便

中のトリプシン活性を下げるに⾄らないことが判明した。 

腸内細菌の⽣育には、特殊な代謝産物や糖などの栄養素が必要となる事が知

られている 49,50。P. clara 1C4 株の in vivo での定着には、宿主の腸内環境だけで

は不⼗分で、共⽣する Parabacteroides merdae (1D4)や Bacteroides uniformis (3H3)

が産⽣する何らかの物質が必要であると考える。 

 

2.14 トリプシン活性を低下させる細菌カクテル投与により⼤腸組織の炎症が

抑制される 

⼤腸に残存するトリプシンは、前節 2.2 にて述べたように、IBD の発症やそ

の病態の増悪への関与の可能性が報告されている 18-22。そこで、⼤腸炎モデルマ

ウスを⽤いて、同定した P. clara のトリプシン活性を低下させる効果に基づく、

炎症の緩和の可能性を検討した。 

⼤腸炎モデルマウスには、IL10-/-腸炎発症モデルを選択し、IL10-/-マウス個体

を 無 菌 化 し た の ち 、 UC 患 者 の 便 中 か ら 単 離 さ れ た 腸 炎 誘 導 菌 で あ る

Enterobacter aerogenes (11E12 株)を感染させたモデルを適⽤した 8。 
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トリプシン活性を低下させる 3-mix、あるいは トリプシン活性の低下に関与

しない 6-mix を、IL10-/-GF マウスに経⼝的に胃内投与し、その 7 ⽇後に 11E12

株単菌の培養液を同様に投与して⼤腸炎を誘導した(図 18A)。投与は各々1 回の

み⾏い、投与 3 週間後までに誘導された炎症の程度を、炎症時の組織で、好中球

や上⽪細胞から産⽣され、腸管の炎症マーカーとしても知られている便中リポ

カリン濃度 51 と、⼤腸の組織学的観察に基づく炎症スコア 8 により評価した。そ

の結果、3-mix 投与群では、6-mix 投与群と⽐較して、便中リポカリン濃度が低

い傾向であった。また、組織学的には、3-mix 投与群では、6-mix 投与群や 11E12

単独投与群と⽐較して、粘膜組織構造は⽐較的よく保たれ、組織への炎症細胞の

浸潤は少なく、組織学的炎症スコアは有意に低かった(図 18E、図 18F、表 2)。 

以上の検討結果から、トリプシン活性を低下させる 3-mix 群を投与すると、

11E12 に起因した⼤腸組織の炎症が抑制される事が判った。 

 

2.15 Paraprevotella clara は、CD 患者の便中には少ない 

前節 2.11 及び 2.12 で実施した実験結果から、P. clara は、マウス及びヒトのト

リプシンのタンパク質量を減少させる腸内細菌のひとつであることが判った。

また、前節 2.14 において、P. clara が⼤腸炎モデルマウスの炎症を緩和する可能

性が⽰唆された。そこで、ヒト便中の細菌叢 DNA シークエンス情報を網羅的に
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検出できるメタゲノム解析技術 52 を利⽤して、本邦の健常者と IBD 患者の便検

体に存在する P. clara の相対組成⽐を検討した。その結果、健常者に⽐べて、CD

患者の便中には、P. clara が有意に減少していることが判明した。これは、CD

患者の便中には、トリプシンが多く残存することを⽰した前節 2.2 の結果と既

報 18,19 を⽀持する。 

以上の結果から、CD 患者の便中には、トリプシン量の減少に働く P. clara の

存在量が少ないことが判明した(図 19)。 

 

2.16 Paraprevotella 属は、トリプシン量を低下させる 

P. clara 1C4 株に認められたトリプシン活性を低下させる機能の、類縁菌株に

おける保存性を評価した。P. clara 1C4 株と同様に Donor C から単離され、単

離培養⼯程で別のコロニーに由来した P. clara 1F6 株、2C7 株、2D11 株、2G11

株、理化学研究所バイオリソース研究センター(RIKEN BRC)微⽣物材料開発室

より⼊⼿した P. clara JCM 14859 株(以下、JCM 株)、及び 2019 年 1 ⽉時点の

系統樹分類にて Paraprevotella 属に属する 2 種のうちのもう⼀⽅に該当する

Paraprevotella xylaniphila ( パ ラ プ レ ボ テ ラ  キ シ ラ ニ フ ィ ラ 、 以 下 、 P. 

xylaniphila) JCM 14860 株について、in vitro でのトリプシン量の低減能を検証

した。マウスの盲腸内容物に由来するトリプシン溶液を、各菌の培養液と混合し
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て、嫌気条件で 12 時間インキュベートしたのち、WB によりトリプシンのタン

パク質量を評価した。その結果、いずれの Paraprevotella 株と混合した場合にお

いても、トリプシンのタンパク質量は WB の検出限界以下であった(図 20)。 

以上の結果から、2019 年 1 ⽉時点の系統樹分類にて Paraprevotella 属に分類

される菌種は、マウス由来のトリプシンのタンパク質量を低下させることが判

った。 

 

2.17 Paraprevotella clara の菌体が、トリプシン量の低減には必要である 

P. clara がトリプシンのタンパク質量を減少させる機構を検討した。嫌気チャ

ンバー内で、P. clara 1C4 株の培養液を 0.22μm、0.45μm 及び 5.0μm のフィ

ルターで処置した後、その濾液をトリプシンが含まれる GF マウスの盲腸内容

物と混合し、3 時間インキュベートした。P. clara は、1.0-2.0μm 径程度の桿菌

53 であることから、0.22μm、0.45μm のフィルターで処理した場合の濾液には、

原理上、菌体は含まれず、トリプシンを含む GF マウスの盲腸内容物の成分、培

地成分、及び菌からの分泌成分のみが含まれると考えられる。インキュベートし

た濾液のトリプシンのタンパク質量を WB で測定したところ、0.22μm 及び

0.45μm のフィルターで処理した濾液に含まれる量は、菌体と混合していない

場合と同等であったのに対して、5.0μm のフィルター処理した濾液に含まれる
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量は、WB の検出限界以下であった(図 21)。 

以上から、トリプシン量を減量させる機構は、P. clara からの分泌成分のみで

は不⼗分であり、少なくとも P. clara の菌体そのものが必要である事が判明し

た。 

 

2.18 Paraprevotella clara 由来のプロテアーゼがトリプシンを分解する 

標的タンパク質の量を特異的に減少させる機構の有⼒な候補として、プロテ

アーゼによる分解が挙げられる。そこで、プロテアーゼ阻害剤によりトリプシン

のタンパク質量の減少が抑制される可能性を検証した。P. clara 1C4 株の培養液

に、予めプロテアーゼ阻害剤のカクテルを作⽤させ、トリプシンを含む GF マウ

スの盲腸内容物と混合したところ、WB におけるタンパク質量の減少は認めら

れなかった(図 22)。また、特に⾦属プロテアーゼの阻害剤である EDTA を単独

で作⽤させた場合においても、タンパク質量の減少が抑制された(図 23)。以上

より、P. clara 1C4 株に由来するプロテアーゼがトリプシンのタンパク質量の減

少に関与する事が⽰唆された。 

続いて、P. clara 1C4 株に由来するプロテアーゼが、直接的にトリプシンを分

解する可能性を検証した。P. clara 1C4 株の培養液と、トリプシンを含む GF マ

ウスの盲腸内容物と混合し、経時的に混合物中のトリプシンのタンパク質量及
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びそのタンパク質の断⽚を検出した。WB によるトリプシンのタンパク質量の

評価では、混合開始から 2〜4 時間後において、経時的なトリプシンのタンパク

質量の減少が認められた(図 24A)。⼀⽅で、ペプチドーム解析によるタンパク質

の断⽚の検出では、同じ時間軸においてトリプシンに由来するペプチド断⽚の

数が増加した(図 24C)。 

以上の結果から、トリプシンのタンパク質量の減少は、プロテアーゼによる直

接的な分解に起因すると考えられた。 

前節 2.16 及び 2.17 で実施した⼀連の検討結果から、P. clara によるトリプシ

ン活性の減少の機構は、P. clara が有する⾮分泌型プロテアーゼによる直接的

なトリプシンの分解に基づき、本機構に関与するプロテアーゼの少なくとも⼀

つは、⾦属プロテアーゼであることが⽰唆された。 
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図 1 SPF マウス(n=3)と GF マウス(n=3)の盲腸内容物のプロテオーム解析
(C57BL/6N・12 週齢・雄、n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A) 同定された 713 種の宿主由来タンパク質の発現⽐の Volcano プロット(横

軸：タンパク質発現⽐、縦軸：統計学的信頼度)。注釈のタンパク質は、
Anionic trypsin-2(PRSS2)を⽰す。 

(B) GF マウスの盲腸内容物に顕著に多く検出された 45 種の、各相対定量値の
ヒートマップ(p<0.05、Fold Change≧2.0)。タンパク質の系統樹は、プロ
テオーム解析シグナルの相対検出量の類似性を表す。注釈したタンパク質
は、Anionic trypsin-2(PRSS2)を⽰す。 
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図 2 SPF マウスと GF マウスの便中のトリプシンの活性とそのタンパク質量の
⽐較(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A) SPF マウス(n=9)及び GF マウス(n=11)の便中トリプシン活性値：SPF マウ

スの便中のトリプシン活性は GF マウスと⽐較して有意に低かった(**** 
Mann-Whitney test p<0.0001)。FTA(Fecal trypsin activity)は、糞便中に含
まれるトリプシンの活性の程度を表す。μU/mg feces は、25℃の状態で 1
分間に基質を切断し、1.0pmol の p-nitroaniline を⽣じる糞便 1.0mg に含ま
れるトリプシン量を⽰す。 

(B) SPF マウス(n=5)及び GF マウス(n=5)のトリプシンの WB 像：SPF マウス
の便中のトリプシン量は検出限界以下であった。 

(C) SPF マウスと GF マウスの遠位⼤腸の免疫組織化学染⾊像。⻘⾊は DAPI 染
⾊された動物組織の核を、⾚⾊は主に粘膜に存在する UEA-1 レクチンを、
緑⾊はマウスのトリプシンを表す。：GF マウスの⼤腸内容物には、SPF マ
ウスの場合と⽐較してトリプシンの量が多かった。 

SPF GF
0

5

10

15

20
FT

A 
µU

/m
g 

fe
ce

s
****

A B

C

SPF GF 

SPF GF 

DAPI UEA-1(Mucus) PRSS2(Trypsin)

M
ou

se
 re

co
m

bi
na

t P
R

SS
2

25

37
Trypsin



 28 

 
 

 
図 3 健常者と IBD 患者、あるいは IL10 遺伝⼦のヘテロ⽋損(IL10+/-)マウスと
ホモ⽋損(IL10-/-)マウスの便中のトリプシン活性とそのタンパク質量の⽐較 
(n は実験に使⽤したサンプル数を表す) 
(A) 健常者(Non-IBD: n=9)、UC 患者(UC: n=9)及びクローン病患者(Crohn: 

n=5)の便中のトリプシン活性値：IBD 患者の便中のトリプシン活性値は、
健常者と⽐較して有意に⾼かった(* Mann-Whitney test p=0.029、** Mann-
Whitney test p=0.0056)。 

(B) 健常者(Non-IBD: n=5)、UC 患者(UC: n=5)及びクローン病患者(Crohn: 
n=5)の便中のトリプシンの WB 像：IBD 患者便では、健常者の場合と⽐較
してトリプシンの量が多かった。 

(C) IL10+/-マウス(n=5)と IL10-/-マウス(n=8)のトリプシン活性値：腸炎炎症モ
デルである IL10-/-マウスの便中トリプシン活性値は、IL10+/-マウスと⽐較し
て、有意に⾼かった(** Mann-Whitney test p=0.016)。 
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図 4 SPF マウス(n=5)と GF マウス(n=3)の、腸管内の部位別のトリプシン活性
値の⽐較(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
⼩腸のトリプシン活性は、同程度であったが、盲腸以遠においては、GF マウス
と⽐較して SPF マウスのトリプシン活性は顕著に低下した(* Mann-Whitney test 
p=0.0179、** Mann-Whitney test p=0.0357)。 
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図 5 SPF マウス(n=5)と GF マウス(n=3)の、膵臓組織におけるトリプシンの分
泌量と発現量の⽐較(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A) 膵臓組織におけるトリプシン前駆体(トリプシノーゲン)及びトリプシンの

WB 像 
(B) WB では SPF マウスと GF マウスの膵臓組織のトリプシン分泌量に差は認

められなかった。縦軸は Relative protein production。HSP90(Heat shock 
protein 90)は Loading control。 

(C) qRT-PCR 法による膵臓組織中のトリプシン(PRSS2)の相対発現量：SPF マ
ウスと GF マウスの膵臓組織のトリプシン発現量に、差は認められなかった。
縦 軸 は Relative gene expression 。 GAPDH(glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase)は Housekeeping gene。 
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図 6 飼育施設別の SPF マウスの盲腸内容物のトリプシン活性値とその腸内細菌
叢の⽐較(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
Riken、SLC、Clea 及び Charles は、それぞれ理化学研究所、⽇本エスエルシー
株式会社、⽇本クレア株式会社、及び⽇本チャールズ・リバー株式会社で維持さ
れた SPF マウスを表す。 
(A) トリプシン活性値：理研・SPF マウス(n=5)と SLC・SPF マウス(n=5)のト

リプシン活性は低く、Charles・SPF(n=5)と Clea・SPF マウス(n=5)のトリ
プシン活性は、GF マウス(n=2)と同等以上に⾼かった(** Mann-Whitney 
test p=0.0079)。 

(B) UniFrac PCoA (Unweighted)解析に基づくマウス飼育施設の腸内細菌叢の
⽐較：理研・SPF(n=5)と SLC・SPF マウス(n=5)の２群と Charles・SPF(n=5)
と Clea・SPF マウス(n=5)の２群において、腸内細菌組成に差が認められた。 
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図 7 健常者ボランティア Donor A~F の便を投与した GF マウス(A：B：C：D：
E：F=5：6：6：6：5：4)の、便投与後 3 週間後の便中トリプシン活性値  
Donor A、C、D、E 及び F の便を投与したマウスにおいて、便中のトリプシン
活性値が有意に低下した(*** Mann-Whitney test p=0.0007)。 
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図 8 健常者ボランティア Donor C の便を投与した GF マウスの、抗⽣物質に対
する感受性。Tylosin(n=4)、MNZ(n=5)、Amp(n=5)は、それぞれタイロシン、
メトロニダゾール、アンピシリンを投与したマウス群を表す。w/o Abx(n=4)は
抗⽣物質を投与しない群を表す。(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A)便中のトリプシン活性値の時間的推移。+C feces は Donor C の便を投与し

た⽇(0 ⽇⽬)を、+ABx は各抗⽣物質の投与を開始した⽇(1 ⽇⽬)を表す。：
アンピシリン投与群のトリプシン活性は顕著に低下したが、タイロシンある
いはメトロニダゾール投与群ではトリプシン活性は⾼く維持された。 

(B)便投与後 12 ⽇⽬のマウス便中のトリプシン活性値：アンピシリン投与群の
トリプシン活性は有意に低下した(** Mann-Whitney test p=0.0079、* Mann-
Whitney test p=0.0159)。 
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図 9 健常者ボランティア Donor C の便から単離・同定した 35 菌株の菌種帰属 
菌株表中の Strain ID は、各単離菌に付与した株名であり本研究に独⾃の認識記
号である。Closest species/strains は、in-house のデータベースにおいて、単離
した菌株と最も類似度の⾼い 16S rRNA 遺伝⼦配列を有する菌株名もしくは菌
種名であり、Identity はその類似度である。 
表の左図は、抗⽣物質を投与しながら Donor C 便を投与した GF マウスの、投
与 12 ⽇⽬の各マウスの腸内細菌叢の相対占有率、及び Donor C 便を投与した
GF マウスの腸内細菌叢の相対占有率を表す。+Tylosin(n=4)、+MNZ(n=4)あ
るいは+Amp(n=5)、タイロシン、メトロニダゾールあるいはアンピシリンの投
与を表し、w/o Abx(n=4)は抗⽣物質を投与しない事を表す。Donor C の腸内細
菌叢を構成する細菌のうち、単離された 35 菌株を特に⻩⾊で⽰す(n は実験に
使⽤したマウス数を表す)。 
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3F3 0.980 Coprobacillus cateniformis 33
3H5 0.967 Megasphaera elsdenii 32
1D3 0.990 Parabacteroides goldsteini 31

67 1C4 0.997 Blautia coccoides 30
3G5 0.994 Clostridium scindens 29
1A5 0.997 Parabacteroides distasonis 28
3C1 0.975 Clostridium sp HGF2 27
1C7 0.991 Clostridium hathewayi 26
3H1 0.997 Bacteroides ovatus 25
3G3 0.994 [Ruminococcus] gnavus 24
3B4 0.994 Bacteroides nordii 23

67 1G6 0.951 Eubacterium desmolans 22
3E3 0.994 Bacteroides sp. D8 21

67 2B3 1 Bifidobacterium pseudocatenulatum 20
3F2 1 Bacteroides stercoris 19
1G1 0.984 Barnesiella intestinihominis 18

67 1D8 0.987 Parasutterella excrementihominis 17
1H6 1 Bacteroides sp. 3_1_40A 16

67 2B9 1 Bilophila wadsworthia 15
1H3 1 Alistipes onderdonkii 14
2D9 1 Bacteroides finegoldii 13
1D6 1 Subdoligranulum sp. 4_3_54A2FAA 12
1C12 0.997 Bacteroides sp B2 11
1A9 1 Alistipes shahii 10
1D4 1 Parabacteroides merdae  9
3H3 0.971 Bacteroides uniformis 8
1C4 0.956 Paraprevotella clara 7
1B2 0.997 Eubacterium limosum 6
3G4 0.916 Phascolarctobacterium faecium  5

67 1B6 0.929 Oscillibacter valericigenes 4
67 1A4 1 Clostridium indolis 3
67 1B8 0.903 Ruminococcus sp. ID8 2

3C3 0.978 Ruminococcus sp. 5_1_39BFAA 1

35 strains isolated from C#5-Amp5
Strain ID Identity Closest species/strains
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図 10 35-mix を投与した GF マウスの、便中のトリプシン活性及びそのタンパ
ク質量の経時変化 
GF は菌を投与しない GF マウス(n=3)を、Donor C FMT(n=5)は Donor C 便を
経⼝的に胃内投与した GF マウスを、35-mix(n=5) は Donor C 由来の 35 菌株
を個別培養して混合した培養液を、経⼝的に胃内投与した GF マウスをそれぞ
れ表す(n は実験に使⽤したマウス数を表す)。 
(A) トリプシン活性値の時間的推移：35-mix を投与したマウスの便中トリプシ

ン活性は顕著に低下した。 
(B) 投与後 9 ⽇⽬のトリプシン活性値(* Mann-Whitney test p=0.0357) 
(C) 投与後 9 ⽇⽬のトリプシンの WB 像 
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図 11 マウスの腸内細菌の相対占有率と便中のトリプシン活性の Spearman 順
位相関解析に基づく菌株の分類 
図 9 左に⽰す腸内細菌叢の相対占有率と、便中のトリプシン活性について、
Spearman 順位相関解析を⾏い、単離された 35 菌株の Spearman 順位及び相関
係数を導出した。相関係数 ρ=-0.3 を境界として、ρ≧-0.3 の 21 菌株を無相
関〜正相関する菌群、ρ<-0.3 の 14 菌株を負相関する菌群と定義し、各々⾊別
に⽰した。特に後者について、相関係数 ρ<-0.5 の有意確率が p<0.05 である
9 菌株を⾚⾊で⽰し、Bacteroides 群と⾮ Bacteroides 群を明⽰した。1〜35 の
番号は単離菌の通し番号。 
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図 12 21-mix(n=5)あるいは 14-mix(n=5)を投与した GF マウスの便中のトリプ
シン活性の⽐較 (n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A) トリプシン活性値の時間的推移：14-mix(n=5)を投与したマウスの便中のト

リプシン活性は 35-mix(n=5)の場合と同程度に低下し、21 菌株(n=5)の場合
は低下しなかった。 

(B) 投与後 6 ⽇⽬のマウス便中のトリプシン活性値：14-mix を投与したマウス
の便中のトリプシン活性は有意に低下した(** Mann-Whitney test p=0.0079、
* Mann-Whitney test p=0.0159)。 
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図 13 9-mix を投与した GF マウスの便中のトリプシン活性及びそのタンパク質
量の⽐較(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A) 9-mix 投与後 6 ⽇⽬のトリプシン活性値：9-mix(n=4)を投与したマウスの

便中のトリプシン活性は、14-mix(n=5)と同程度に有意に低下した (* 
Mann-Whitney test p=0.0159)。 

(B) トリプシンの WB 像：9-mix を(n=3)投与したマウスの便中のトリプシンの
量は、14-mix(n=3)と同程度に減少した。 
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図 14 3-mix あるいは 6-mix を投与した GF マウスの便中のトリプシン活性値の
⽐較(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A) 3-mix 及び 6-mix を構成する菌株の帰属名と 16S rRNA 配列に基づく系統

樹 
(B) トリプシン活性値の時間的推移：3-mix(n=6)を投与したマウスの便中のト

リプシン活性は、9-mix(n=5)同程度に顕著に低下した。 
(C) 投与後 7 ⽇⽬のトリプシン活性値：3-mix(n=6)を投与したマウスの便中の

トリプシン活性は、9-mix(n=5)同程度に有意に低下した(** Mann-Whitney 
test p=0.0022)。 
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図 15 9-mix を構成する各培養菌液の作⽤に基づくトリプシンのタンパク質量の
変化 
(A) In vitro でトリプシンのタンパク質量を評価するサンプルの調製⼿順 
(B) 各菌液と共培養したリコンビナントトリプシンの WB 像。Medium は菌体

を含まない EGEF 培地と共培養したサンプルを表す。3H3, 1D4 及び 1C4 は
3-mix を構成する各単菌の培養液と共培養したサンプルであり、3G4, 3C3, 
1B2, 67-1B8, 67-1B6 及び 67-1A4 は 6-mix を構成する各単菌の培養液と共
培養したサンプルを表す：Paraprevotella clara 1C4 株の単菌の培養液におい
てのみ、マウストリプシンのタンパク質量が減少した。 
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図 16 Paraprevotella clara 1C4 株と共培養したリコンビナントのヒトトリプシ
ンの WB 像 
Medium は菌を含まない EGEF 培地を、1C4 は Paraprevotella clara 1C4 株の
培養液を、各々共培養したトリプシンのバンドを表す。 

(in vitro experiment)
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図 17 Paraprevotella clara 1C4 株を投与した GF マウスの便中のトリプシン活性
及び 1C4 菌株の定着量の⽐較(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A) トリプシン活性値の時間的推移：1C4 株単菌を投与したマウス(n=5)の便

中のトリプシン活性は低下せず、菌を投与しない場合(n=5)と同定度であ
った。 

(B) 投与後 14 ⽇⽬のトリプシン活性値：1C4 株単菌を投与したマウス(n=5)の
便中のトリプシン活性は、3-mix を投与した場合(n=4)と⽐較して、有意に
⾼かった(* Mann-Whitney test p=0.0159)。 

(C) qRT-PCR 法に基づく投与後 14 ⽇⽬の 1C4 株の存在量の⽐較：1C4 株単菌
を投与したマウス(n=3)の便からの検出量は、9-mix(n=3)あるいは 3-
mix(n=3)の場合と⽐較して、有意に少なかった(** Unpaired t test 
p=0.0068)。 
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図 18 Enterobacter aerogenes 感染 IL10-/-マウスへの細菌カクテルの投与による
炎症の緩和(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A) IL10-/-マウスへの 3-mix あるいは 6-mix 及び Enterobacter aerogenes の投

与順 
(B) トリプシン活性値の時間的推移：3-mix を投与したマウス(n=4)は、

Enterobacter aerogenes 投与後も低い値を維持した。 
(C) 菌液投与後 27 ⽇⽬のトリプシン活性値：3-mix を投与したマウス(n=4)の

便中のトリプシン活性値は、未投与の場合(GF+11E12: n=4)や 6-mix を投
与 し た 場 合 (n=4) と ⽐ 較 し て 、 有 意 に 低か っ た (* Mann-Whitney test 
p=0.0286)。 

(D) 菌液投与後 27 ⽇⽬の便中のリポカリン 2 の濃度(ELISA)：3-mix 投与群
(n=4)では低い傾向であった。 
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図 18 Enterobacter aerogenes(11E12)感染 IL10-/-マウスへの細菌カクテルの投与
による炎症の緩和 
(E) 菌液投与後 27 ⽇⽬の遠位⼤腸(Distal colon)の H.E.染⾊(x10)：3-mix 投与

群では、6-mix 投与群や単独投与群と⽐較して、粘膜組織構造と杯細胞数は
⽐較的よく保たれ、組織への炎症細胞の浸潤は少なかった(scale bar 100μ
m)。 

(F) 菌液投与後 27 ⽇⽬の⼤腸 H.E.染⾊の Histological score： 
遠 位 ⼤ 腸 で は 、 3-mix 投 与 群 (n=4) の 炎 症 ス コ ア は 、 未 投 与 の 場 合
(GF+11E12: n=4)や 6-mix 群(n=4)と⽐較して、有意に低かった(* Unpaired 
t test p=0.025、** Unpaired t test p=0.0097) 
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図 19 健常者と IBD 患者のヒト便メタゲノム解析を⽤いた Paraprevotella clara 
組成⽐の⽐較 
健常者(Non-IBD: n=96)、UC 患者(UC: n=46)及びクローン病患者(CD: n=5)
のメタゲノムデータ（1,000,000 リード）の Paraprevotella clara ゲノムにマッ
ピングしマップされたリード数（Bowtie2 使⽤、相同性 95%以上の閾値）をカ
ウントした結果を⽰した。縦軸は Paraprevotella clara にマップされたリード数
を表す。CD 患者の便中には、Paraprevotella clara が有意に減少していた(*** 
Mann-Whitney test p=0.0001)。 
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図 20 WB に基づいた Paraprevotella 属菌の作⽤によるトリプシン量の変化の評
価 
トリプシンを含むマウスの盲腸内容物と各 Paraprevotella 属菌の共培養液の
WB 像。Medium は菌を含まない EGEF 培地を⽰す。P. clara 群のうち、JCM
は RIKEN BRC で維持された Paraprevotella clara JCM 14859 株を、他の ID 群
は 1C4 株と同時に単離された別の Paraprevotella clara 株をそれぞれ表す。P. 
xylaniphila は RIKEN BRC で維持された Paraprevotella xylaniphila JCM 14860
株を表す。Parabacteroides merdae は 3-mix を構成する Parabacteroides 
merdae 1D4 株を表す。 
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図 21 WB に基づいた Paraprevotella clara の作⽤によるトリプシン量の変化の
評価 
トリプシンを含むマウスの盲腸内容物と、0.22μm、0.45μm あるいは 5.0μm
⼝径のフィルターで処理した各 Paraprevotella clara1C4 株の共培養液の WB
像。Medium は菌を含まない EGEF 培地を⽰す。 
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図 22 プロテアーゼ阻害剤を含む Paraprevotella clara 1C4 株の菌液と共培養し
たトリプシンの WB 像 
Medium は菌を含まない EGEF 培地を、1C4 は Paraprevotella clara 1C4 株の
培養液を、各々共培養したトリプシンを表す。トリプシンのバンドの下部は、
Paraprevotella clara 1C4 株とトリプシンの共培養の時間を表す。 
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図 23 EDTA を含む Paraprevotella clara 1C4 株の菌液と共培養したトリプシン
の WB 像 
Medium は菌を含まない EGEF 培地を、1C4 は Paraprevotella clara 1C4 株の
培養液を、各々共培養したトリプシンのバンドを表す。数字は、加えた EDTA
の濃度(mM)を表す。 

(in vitro experiment)
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図 24 Paraprevotella clara と共培養したトリプシンの分解挙動の評価 
(A) Paraprevotella clara 1C4 株と共培養したトリプシンの WB 像。Medium は

1C4 株を含まない EGEF 培地を表し、トリプシンのタンパク質を⽰すバン
ドの上部は、共培養時間(分)を表す。 

(B) トリプシン活性値の時間変化  
(C) LC-MS/MS 分析に基づくトリプシン由来のペプチド断⽚数の時間変化 
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図 25 Paraprevotella clara (1C4)のタンパク質コード配列(Cording Sequence 
feature: CDS feature) 
⻑鎖型次世代シーケンサーPacBio®RS ll/Sequel® システム(Pacific Biosciences)
を使い P. clara 1C4 株のゲノムを解析した結果、4,034,988 塩基のコンプリー
トゲノム配列が得られた。⻘⾊で⽰す部位がアミノ酸翻訳の対象となる塩基配
列の開始コドンから終始コドンまでの位置情報を表す。 
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図 26 ヒト便あるいは細菌カクテルの投与に伴うマウスの便中の IgA 量の変動  
(n は実験に使⽤したマウス数を表す) 
(A) ELISA 法に基づく GF マウスの便中の IgA 量： 

2.5〜2.9 節にて報告した、ヒト便あるいは細菌カクテルを投与した GF マウ
スの、投与後 21 ⽇⽬の便中の IgA 量を評価した。トリプシン活性低下群
(Donor C(n=4)、35-mix(n=5)、14-mix(n=5)及び 9-mix(n=4))の便中の IgA
濃度は、トリプシン残存群(21-mix(n=5))と⽐較して、有意に⾼かった(** 
Mann-Whitney test p=0.0079、* Mann-Whitney test p=0.0159)。 

(B) ELISA 法に基づく Enterobacter aerogenes 感染 IL10-/-マウスの便中の IgA
量： 
2.14 節にて報告した、細菌カクテルを投与し更に Enterobacter aerogenes 
11E12 株を感染させた IL10-/-マウスの、投与後 27 ⽇⽬の便中の IgA 量を評
価した。トリプシン活性低下群(3-mix(n=4))の便中の IgA 濃度は、トリプシ
ン残存群(6-mix(n=4))と⽐較して、有意に⾼かった(* Mann-Whitney test 
p=0.0286)。 
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表 1 図 3A 及び図 3B に⽰す IBD 患者の臨床背景：UC は Ulcerative colitis、CD
は Crohnʼs disease を⽰す。 
Partial Mayo score は、以下の 3 項⽬の合計値で算出した 54。Stool Frequency 
(based on the past 3 days, score, 0-3)、Rectal Bleeding(based on the past 3 days, 
score, 0-3)、Physicianʼs Global Assessment(score, 0-3)。Remission = 0-1、Mild 
Disease = 2-4、Moderate Disease = 5-6、Severe Disease = 7-9。 
Harvey-Bradshaw index は、以下の 4 項⽬の合計値で算出した 55。General Well-
being (score, 0-3)、Abdominal pain(score, 0-3)、Number of Liquid of Soft Stools 
per day、Additional Manifestations(score, 0-8)。Remission = <5、Mild Disease 
= 5-7、Moderate Disease = 8-16、Severe Disease >16。 
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表 2 図 18 の Enterobacter aerogenes(11E12)感染 IL10-/-マウスへの細菌カクテ
ルの投与による炎症の緩和に関する近位⼤腸(Proximal colon)、中間位⼤腸
(Middle colon)、遠位⼤腸(Distal colon)の炎症スコア(Histological Score)： 
以下の 5 項⽬の合計値で算出した 8。炎症細胞の組織浸潤(inflammatory cell 
infiltration, score, 0-4)、粘膜肥厚(mucosa thickening, score, 0-4)、杯細胞数の減
少(goblet cell depletion, score, 0-4)、陰窩膿瘍(crypt abscess, score, 0-4)、粘膜組
織構造の崩壊(destruction of architecture, score, 0-4)。 
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表 3 本研究で使⽤した健常ヒトボランティア便検体中の Paraprevotella 属細菌
の割合（2.5 節）：次世代シークエンサー(MiSeq)を⽤いた 16S amplicon 解析を
⾏い、得られた 38,000 リード中の Paraprevotella 属細菌に帰属されたリード数
を⽰した。リード数は菌叢全体に占める各菌の相対存在量を反映している。 
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表 4 細菌遺伝⼦予測ツール PROKKA の解析に基づく Paraprevotella clara 
(1C4)ゲノムに含まれる機能既知遺伝⼦群中のプロテアーゼ 23 種 
1〜23 の番号は、(1C4)ゲノムに含まれるプロテアーゼの通し番号。00044〜
03154 までの番号は(1C4)ゲノムに含まれる遺伝⼦の通し番号。 
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表 5 細菌遺伝⼦予測ツール PROKKA の解析に基づく Paraprevotella clara 
(1C4)ゲノムに含まれる機能既知遺伝⼦群中のペプチダーゼ 35 種 
1〜35 の番号は、(1C4)ゲノムに含まれるペプチダーゼの通し番号。00142〜
03247 までの番号は(1C4)ゲノムに含まれる遺伝⼦の通し番号。 
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3. 考察 

 

IBD 患者、特に CD 患者の便中にはトリプシンが活性状態で残存し、トリプ

シン⾃体がタンパク分解酵素であるが故に、便中のトリプシンの残存が、粘膜

バリア機構の破綻を介して、IBD の発症や症状の増悪への関与を⽰唆する報告

がある 18-22  。⼀⽅で、ヒト便由来の Bacteroides distasonis が GF ラットや

GF マウスの便中において、トリプシン活性の消失に関与することを⽰した報

告がある 56 が、彼らは、分離株を⽣化学的性状とモノクローナル抗体により

Bacteroides distasonis と同定しており、詳細な分類学的位置付けは⾏なってい

ない。更に、使⽤された菌株の保存施設への寄託状況が不明であるため、検証

することは困難である。加えて、腸炎発症モデルマウス(IL10-/-マウス)を使

い、抗⽣物質投与による Dysbiosis に随伴する⼤腸のプロテアーゼ活性残存

が、⼤腸の炎症を惹起することを⽰した報告があるが、トリプシン⾃体が宿主

に与える影響の検討はなされていない 23。 

本研究は、理化学研究所内で維持・飼育する SPF マウスと GF マウスの盲腸内

容物のプロテオーム解析の結果と、IBD とトリプシンに関連するこれまでの報

告を鑑みて 18-22、タンパク分解酵素のトリプシン(Anionic trypsin-2: PRSS2)に着

⽬した(図 1)。そして、マウスにおいては、GF マウスの盲腸以遠においてトリ
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プシンが活性状態で残存すること(図 2)、ヒトにおいては、IBD 患者の便中にト

リプシンが活性状態で残存する現象(図 3)を踏まえ、ある種の腸内細菌がトリプ

シン活性の消失に関与すると考え、その責任細菌の同定と単離を試みた。そして

遂に、健康なヒト便から単離した Paraprevotella clara が、マウス及びヒトトリ

プシンを分解する現象の発⾒に⾄り、腸内細菌によるトリプシン活性消失メカ

ニズムの⼀端を説明することに成功した。 

 Paraprevotella clara は、2009 年に Prevotella 科から系統学的に分離・提唱さ

れた、⼤きさ 0.4-1.5×0.9-2.2 μm の偏性嫌気性・グラム陰性桿菌である。ま

た、同時に発⾒された P. xylaniphila が同じ Paraprevotella 属で、2019 年 1 ⽉

現在では、Paraprevotella 属はこれら 2 菌のみで構成されている。P. clara に関

しては、グルコースからのコハク酸や酢酸⽣成能を有するが、P. xylaniphila と

⽐較するとマルトースからの酸⽣成能はなく、キシロースからの酸⽣成能が弱

い点が異なる 53。そして、本研究により、P. clara は、マウス及びヒトのトリプ

シンを分解する機能を有することが新たに判明した(P. xylaniphila に関して

は、P. xylaniphila がマウスのトリプシンは分解できることは確認できたが、ヒ

トのトリプシンに関しての実験は⾏なっていない)(図 15、図 16)。 

本研究は、6 名の健常者の便検体を使って研究を進め、ヒト便の 16S rRNA 解

析に基づく菌株照合の結果では、Paraprevotella 属を有する健常者は 6 名中 2
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名であった。両者の便中トリプシン活性は低く、P. clara を有する健常者は、

Donor C 1 名のみで、その便中トリプシン活性は極めて低かった。また、他 3

名(D、E、F)は、便中に Paraprevotella 属を有しなかったが、便中のトリプシ

ン活性は低かった(図 7、表 3)。以上の結果から、ヒト便中には、

Paraprevotella 属以外の菌種においてもトリプシン活性消失に関与する腸内細

菌が存在すると推測できる。⼀⽅で、健常者 B のヒト便中トリプシン活性は低

かったが、Donor B のヒト菌叢模倣マウスでは、マウス便中のトリプシン活性

値は残存した(図 3、図 7)。これは、ヒト腸内細菌叢を構成する細菌全てをマ

ウスに移植することは難しく 57、健常者 B の便中に存在するトリプシン活性を

消失させる菌が、ヒトからマウスに移植できなかった結果と考える。また、

Donor C 由来の 6 菌株投与群(6-mix)の便中トリプシン活性は、GF マウスに⽐

べて⾼い⽔準となった(図 14)。これは、6 菌株中に、便中のトリプシン活性を

上げる機能をもつ細菌株が存在すると考えられるが、更なる検討が必要であ

る。 

本研究では、独⾃に⽴ち上げた in vitro 実験を使い、P. clara が担うトリプシ

ン分解メカニズムを検討した。P. clara によるトリプシン分解産物の検出を⽬

的にして、Anti-mouse PRSS2 抗体(LSBio)に加え、マウストリプシンの C 末

端(92-107: KIIRHPNYNSWTLDND)、中央付近(139-145: 
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CLISGWGNTLSNGV NN)、N 末端(233-246: CNYVDWIQNTIADN)領域を

それぞれ認識できる Rabbit anti-mouse RPSS2 抗体を作製した。P. clara 培養

液を His-tag 付きリコンビナントトリプシンと共培養し、低分⼦ペプチドでも

検出可能な Tricine-PAGE を使い検討したが、P. clara によるトリプシン分解

後の断⽚同定には⾄らなかった。これは、WB に使⽤した抗体がトリプシン分

解産物のエピトープを認識できない可能性や P. clara によるトリプシン分解反

応が急速であるため、WB では認識できない程度の⼤きさのペプチド断⽚へと

⼀気に分解される結果と考えている。最終的には、LC-MS/MS を⽤いたペプ

チドーム解析により、P. clara によるトリプシン量の減少の過程で、マウスト

リプシンに由来するペプチド断⽚数が継時的に増加することから、P. clara が

トリプシンを分解すると結論付けた(図 24)。また、P. clara 培養液の 0.22μm

及び 0.45μm フィルター濾液は、マウストリプシンを分解できなかった⼀⽅

で、5.0μm フィルター濾液は、トリプシンを分解できた。故に、P. clara 由来

のトリプシン分解を担う物質は、P. clara の菌体外に放出される代謝産物やタ

ンパク質などの分泌物ではなく、菌体⾃体が重要な役割を担っていると考えて

いる(図 22)。加えて、プロテアーゼ阻害剤カクテルや⾦属プロテアーゼ阻害剤

として知られている EDTA 処理を⾏なった P. clara の培養液では、P. clara が

もつトリプシン分解の機能が消失または減弱した。故に、P. clara によるトリ
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プシンの分解には、P. clara 菌体膜に存在する何らかの⾦属プロテアーゼが重

要な働きを担うと考えている。 

次に、トリプシンの分解機構を P. clara のゲノム情報に基づいて議論したい。

⻑鎖型次世代シーケンサーPacBio®RS ll/Sequel® システム(Pacific Biosciences)

により、単離した P. clara 1C4 株のゲノムを解析したところ、4.0 Mbase 

(4,034,988 塩基)のコンプリートゲノム配列が得られた。細菌遺伝⼦予測ツー

ルである PROKKA の解析に基づけば、1C4 株の全ゲノムには、機能既知の

2,045 遺伝⼦と機能未知の 1,133 遺伝⼦がコードされている(図 25)。前者の機

能既知遺伝⼦群を分類すると、23 種のプロテアーゼ及び 35 種のペプチダーゼ

をコードした遺伝⼦が含まれる事が判った(表 4、表 5)。本研究の結果から想

定される、マウス及びヒトトリプシンの分解に関与するタンパク質は、これら

の計 58 種のいずれかである可能性が⾼いと考えられる。特に、⾦属プロテア

ーゼが直接的にトリプシンを分解すると仮定すればその候補は数種に絞られ

る。 

本研究は、P. clara によるトリプシンの分解機構の解明⼿段として、サイズフ

ィルターによる成分分画(図 21)、阻害剤によるプロテアーゼ系統の推定(図

22、23)など、無数の候補から可能性群を絞り込むトップダウン的なアプロー

チを採⽤した。⼀⽅で、上述の遺伝⼦予測解析の結果に基づく数〜数⼗種の候
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補に絞ることで、例えば候補のタンパク質遺伝⼦のクローニングや P. clara の

候補遺伝⼦のノックアウト株といった、ボトムアップ的なアプローチも、有効

な戦略と考える。 

プロテアーゼは、⽣命維持に⽋くことのできないタンパク質で、ヒトゲノム

のおよそ 2%、約 500-600 種類が同定されている 22。これまで、トリプシンを

分解するヒト由来のプロテアーゼの報告はある 58,59 が、細菌由来でトリプシン

を分解できるプロテアーゼや代謝産物などの存在は知られていない 60-72。それ

故に、本研究により発⾒できた Paraprevotella 属が有するトリプシン分解機能

は、これまで知られていなかった新しい⽣命現象であり、このような本論の知

⾒を礎として、今後さらに研究を進展させ、Paraprevotella 属菌によるトリプ

シンの分解機構の解明を進めたい。 

消化管酵素のトリプシンは、⾷物中に含まれるタンパク質の消化に重要な役

割を担うタンパク分解酵素である 17。⼀⽅で、トリプシンは、その強⼒なタン

パク分解酵素に起因した⾃⼰消化作⽤が原因となり発症する膵炎の原因酵素と

しても知られている 73,74。膵臓の膵外分泌細胞から分泌されたトリプシノーゲ

ンは主膵管から⼗⼆指腸へ分泌され、エンテロキナーゼや酵素活性能を獲得し

たトリプシン⾃⾝の作⽤によってトリプシンへ変化し、タンパク分解酵素とし

ての活性能を獲得する 75。トリプシンは、主に⼩腸で⾷物中のタンパク質の消
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化に働くが、消化管上⽪は、その構成要素である goblet 細胞が分泌するムチン

が形成する粘液バリア(粘液層)によって、保護されている。そのため、健常状

態においては、トリプシンが消化管上⽪細胞に直接作⽤することはない 76。こ

れは、⼩腸、⼤腸の分泌型ムチンが、幾重にも重なる糖鎖構造で保護された

proline、threonine、serine で構成されたコア蛋⽩(PTS sequence)からなる

MUC2 を主成分とし、トリプシンなどのプロテアーゼが作⽤しにくいシステム

によるためと考えられている 76。⼀⽅で、IBD の慢性炎症による消化管の粘液

バリアの破綻は、トリプシンによる⾃⼰消化を誘導すると考えられている

19,77。さらに、消化管上⽪細胞の管腔側には、トリプシンによって活性化され

る protease activated receptor 1 (PAR1)および protease activated receptor 2 

(PAR2)が存在し、活性化された PAR は Gq タンパクを介した細胞内シグナル

を誘発し、粘膜組織への好中球誘導や細胞間の tight junction を崩壊させ、炎

症を惹起すると考えられている 77-80 。加えて、IBD の発症は、Dysbiosis が原

因のひとつと考えられている 32,81。⾷⽣活の欧⽶化や抗⽣物質の乱⽤が進む近

代⽂明の中で、健常者が本来もつべき腸内フローラは、トリプシン活性消失機

能をもつ腸内細菌が共存しにくい腸内環境へと変化する。そして、⼤腸にトリ

プシンが活性状態で残存し、IBD の発症やその症状の増悪へ繋がると考えられ

る。⼤腸でのトリプシンの残存は、IBD 発症の原因となるのか、あるいは IBD
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発症の結果として⽣じた現象なのかは議論の余地は残るが、本研究により単離

できた P. clara の細菌カクテル投与は、⼤腸から本来不要であったトリプシン

を消失させ、IBD の発症や症状増悪への負の連鎖を断ち切ることができる可能

性がある。また、便中のトリプシン活性の評価は、これまで存在しなかった

Dysbiosis の指標や IBD に代表される⼤腸炎症疾患の進⾏や炎症の評価などの

バイオマーカーに繋がる可能性もある。 

⼤腸におけるトリプシンの残存は、IgA82-85 や抗菌ペプチド 86-88 など、宿主の

⽣体防御システムにおいて重要な役割を担うタンパク質の分解を導き、宿主の

免疫⼒の低下に繋がる可能性が⼗分考えられる。実際に、健常者から単離した

菌株 mix を GF マウスに投与した本研究の実験結果において、マウス便中のト

リプシン残存が、便中の IgA の絶対量を有意に減少させていることが判明して

いる(図 26)。もちろん、便中の分泌型 IgA 量は、腸内細菌による腸管粘膜組織

での IgA 産⽣プラズマ細胞の誘導能の差にもよる 82 が、⼤腸に残存するトリプ

シンが宿主免疫系に与える影響を検討する点においては、重要な知⾒と考え

る。また、Reg3γ86 や Defencin87,88 に代表される抗菌ペプチドは、それを構成

するアミノ酸に、トリプシンの切断部位となるリジンやアルギニンが多く含ま

れている。さらに、抗菌ペプチド⾃体が陽電化を帯びていることを鑑みると、

陰イオン性トリプシン(Anionic-trypsin-2: PRSS2)は、抗菌ペプチドに作⽤しや
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すい構造である。このように、トリプシンの残存と宿主免疫に重要な役割を担

う便中タンパク質の関係についても、今後の研究が重要となる。 

また、トリプシンは、病原性ウイルスを活性化することでも有名なプロテア

ーゼである。例えば、世界的な流⾏をもたらすインフルエンザウイルス 89、乳

幼児の重症急性胃腸炎の原因病原体となるロタウイルス 90、そして重症急性呼

吸器症候群の原因病原体のコロナウイルス 91 を活性化することの報告がある。

近代⽂明にあっても⼈類に脅威をもたらすこれらのウイルスを制御すること

は、⼈類の課題ということができる。故に、本研究が発⾒した Paraprevotella

属がもつトリプシン分解メカニズムの解明に向けた研究は、トリプシンが関与

するウイルス感染症に対する新しい治療薬の開発にも繋がる可能性がある。 

本研究の結果により、健康なヒト便から単離した P. clara が、マウスの盲腸以

遠に残存するトリプシンを分解し、腸炎発症モデルマウスの炎症を抑制するこ

とを実証できた。故に、P. clara は、宿主に有益で重要な腸内細菌のひとつであ

り、IBD に対する新たな治療戦略として、トリプシン活性を消失させる腸内細

菌株カクテル療法の開発に繋がることが期待できる。また、便中トリプシン活性

の評価が、IBD の早期発⾒や IBD 患者の病態把握に重要な役割を果たし、ヒト

便を⽤いた⾮侵襲的な IBD バイオマーカーとして臨床応⽤に繋がることも期待

される。 
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4. ⽅法 

 

[⼈を対象とする研究] 

 本研究で使⽤したヒト由来試料(便)は、理化学研究所内の研究倫理委員会の承

認(H24-9(16))を得た上で、⼈を対象とする研究に関する倫理規定細則(平成 15

年細則第 131 号)に基づき採取した。 

 

[マウス] 

本研究で使⽤した SPF の C57BL/6N マウスは、理化学研究所・横浜研究所で

維持・繁殖、または、⽇本クレア株式会社、チャールズ・リバー株式会社、⽇本

SLC 株式会社、三協ラボサービス株式会社から購⼊した。IL10-/-マウス

(B6.129P2-IL10tm1Cgn/J)は Jackson Laboratories より購⼊し、理化学研究所・横

浜研究所で維持・繁殖した。GF の C57BL/6N マウスは理化学研究所・横浜研

究所または三協ラボサービス株式会社において維持・繁殖し、理化学研究所・横

浜研究所のビニールアイソレーター及びステンレスアイソレーター内で実験を

⾏った。GF の IL10-/-マウスは理化学研究所・横浜研究所で、固体復元（無菌化）

を実施し、理化学研究所・横浜研究所のビニールアイソレーター及びステンレス

アイソレーター内で実験を⾏った。実験マウス飼料はチャールズ・リバー株式会
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社から購⼊した CMF に統⼀した。実験に使⽤した GF マウスは、特別な記載が

ない限り、実験開始⽇が 8-9 週齢になるよう統⼀した。マウス実験は、理化学研

究所・横浜研究所の動物実験倫理指針を遵守し、動物愛護の観点に基づき⾏っ

た。 

 

 [ヒト及びマウス便中トリプシン活性の評価] 

 ヒト及びマウス便中トリプシン活性の評価は先⾏研究に準じたが、若⼲の変

更を加え⾏った 56,92。マウス便及び腸管内容物を秤量し、1/500 倍(w/v)になる

ように 0.9% NaCl ⽔溶液で希釈した。ヒト便は 0.9% NaCl ⽔溶液で 1/200 倍

(w/v)に希釈した。希釈液を、卓上⼩型振盪機(2,000rpm, 20min)で撹拌し、ピペ

ッティング処理を⼗分に加え、4℃で 30min インキュベート後に遠⼼分離(4℃, 

10,000×g, 15min)し、その上清を分析⽤試料とした。トリプシン活性は、Trypsin 

Activity Assay Kit (Colorimetric) 100 test(ab102531)を使い、アブカム社が提供

する標準 プロト コル に従い 、波⻑ 405nm の吸光度を PerkinElmer 2030 

Multilabel Reader kinetic mode で測定した。 

 

[ヒト及びマウス便中トリプシン量の評価：WB] 

 ヒトまたはマウス便及び腸管内容物を秤量し、1/50 倍(w/v)になるように
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Lysis Buffer(50mM Tris-HCl(pH7.4), 150mM NaCl, 1% Triton-X-100, 50mM 

NaF)で希釈した。希釈液を、卓上⼩型振盪機(2,000rpm 20min)で撹拌し、ピペ

ッティング処理を⼗分に加えた。4℃で 30min インキュベート後に、遠⼼分離

(4℃, 10,000×g, 15min)し、等量の Loading Buffer (50mM Tris-HCl(pH7.4), 

150mM NaCl, 1% Triton-X-100, 50mM NaF, 3% 2-Mercaptoethanol(nacalai 

tesque))を加えて、95℃で 5min 熱処理した。SDS-PAGE、Tricine-PAGE 並び

に Membrane への転写は XV PANTERA SYSTEM(DRC)の標準プロトコルに従

い ⾏ っ た 。 Membrane は PVDF membrane(0.2μm Transfer Membranes 

Immobilon-PSQ Merck Millipore Ltd.)を使⽤した。Blocking 及び抗体染⾊は

iBindTM Western System(Invitrogen)の標準プロトコルに従い⾏った。ヒト由来

の PRSS2 の染⾊については Rabbit anti-human trypsin Antibody (LSBio, 1:400)、

マウス由来の PRSS2 の染⾊については Rabbit anti-mouse trypsin Antibody 

(LSBio 及び Cosmo Bio Co., Ltd., CPA, Japan, 1:400)、6-His の染⾊については

Rabbit anti-6-His Antibody(Bethyl laboratories, 1:400)、を⽤いて⼀次抗体反応

を⾏い、Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling TECHNOLOGY, 

1:400)を⽤いて⼆次抗体反応を⾏った。発⾊は Chemi-Lumi One (nacalai 

tesque)を使⽤し、イメージングには Molecular imager® ChemiDocTM XRS+シス

テム(BIO-RAD)を使⽤した。 
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[マウス膵臓組織のトリプシン量の評価：WB] 

マウスから膵臓を摘出し、直ちに液体窒素で急速凍結した。タンパク質の抽出

は、TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific) を使い、標準プロトコルに従い

分離した。BCA assay (Thermo Fisher Scientific)を⽤いて、タンパク質濃度を

4μg/μl に調整し、等量の Loading Buffer (50mM Tris-HCl(pH7.4), 150mM 

NaCl, 1% Triton-X-100, 50mM NaF, 3% 2-Mercaptoethanol (nacalai tesque))を

加え、95℃で 5min 熱処理した。SDS-PAGE、並びに Membrane への転写は XV 

PANTERA SYSTEM (DRC)の標準プロトコルに従い⾏った。Membrane は

PVDF membrane(0.2μm Transfer Membranes Immobilon-PSQ Merck Millipore 

Ltd.)を使⽤した。Blocking 及び抗体染⾊は iBindTM Western System (Invitrogen)

の標準プロトコルに従い⾏った。Rabbit anti-mouse trypsin (LS-C296077, LSBio, 

1:400)を⽤いて⼀次抗体反応を⾏い、Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody 

(Cell Signaling TECHNOLOGY, 1:400)を ⽤いて ⼆次 抗体 反応 を⾏っ た。

Loading Control は 、 Rabbit anti-mouse HSP90 antibody (Cell Signaling 

TECHNOLOGY, 1:400)を使⽤した。発⾊は Chemi-Lumi One (nacalai tesque)

を使⽤し、イメージングには Molecular imager® ChemiDocTM XRS+システム 

(BIO-RAD)を使⽤した。 
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[qRT-PCR] 

膵臓及び腸管上⽪細胞からの全 RNA の抽出は、TRIzol Reagent (Thermo Fisher 

Scientific) を使い、標準プロトコルに従い⾏った。全 RNA からの cDNA の合

成は、ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (TOYOBO)を

使い、標準プロトコルに従い⾏った。qRT-PCR 解析には Thunderbird SYBR 

qPCR Mix (TOYOBO)及び Lightcycler480 (Roche)を⽤いて⾏った。解析には

ΔΔCt 法を⽤いて⾏い、各遺伝⼦の mRNA 発現量は、グリセルアルデヒド 3 リ

ン 酸 脱 ⽔ 素 酵 素 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 、 GAPDH) の

mRNA 発現量で補正した。 

使⽤したプライマー配列は以下の通りである。 

GAPDH Forward primer:5ʼ-GTCGTGGAGTCTACTGGTGTCTTC-3ʼ 

GAPDH Reverse primer:5ʼ- GTCATATTTCTCGTGGTTCACACC -3ʼ 

PRSS2 Forward primer:5ʼ-TGTGACCCTCAATGCCAGAG-3ʼ 

PRSS2 Reverse primer: 5ʼ-AGCACTGGGGCATCAACAC-3ʼ 

 

[組織学的解析] 

パラフィン切⽚のヘマトキシリン・エオジン(H.E.)染⾊は、以下の⼿順で⾏っ

た。摘出したマウス⼤腸を⻑軸⽅向に開き、PBS で洗浄後、マウス腸管ロール
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を作成した。4%-Paraformaldehyde に 4℃で⼀晩浸漬した後、Tissue Processor 

(Leica MICROSYSTEMS)を使いパラフィン包埋した。作製したパラフィンブロ

ックは、ミクロトームを⽤いて 5.0μm 厚に薄切し、標準プロトコルに従い脱パ

ラフィン処理を⾏った。Mayerʼs Hematoxylin Solution(和光純薬⼯業)及び Eosin 

Y(和光純薬⼯業)を使⽤し、和光純薬⼯業株式会社が提供するプロトコルに従い

染⾊した。 

炎症スコア(Histological Score)は、以下 5 項⽬の合計値で算出した 8。炎症細

胞の組織浸潤(inflammatory cell infiltration, score, 0-4)、粘膜肥厚(mucosa 

thickening, score, 0-4)、杯細胞数の減少(goblet cell depletion, score, 0-4)、陰窩

膿瘍(crypt abscess, score, 0-4)、粘膜組織構造の崩壊(destruction of architecture, 

score, 0-4)。炎症スコアの判定は、2 名(SM、EW)が各々独⽴してブラインド下

に評価し、評価の⼀致しなかった部分については議論の上、意⾒を統⼀した。 

免疫組織染⾊は以下の⼿順で⾏った。マウスから⼤腸を摘出後、便塊を含ん

だ⼤腸を、メタノールカルノア液(60% methanol, 30% chloroform, 10% glacial 

acetic acid)に4℃で⼀晩浸漬して固定した後、Tissue Processor (Leica 

MICROSYSTEMS)を使いパラフィン包埋した。作製したパラフィンブロック

をミクロトームで5.0μm 厚に薄切し、標準プロトコルに従って脱パラフィン

処理した。PRSS2染⾊は、Blocking buffer (1.0% BSA, 2.0% FBS, 0.05% 
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Tween 20 in PBS)で120 min インキュベートし、Rabbit anti-PRSS2 antibody 

(LSBio 1:250)を⽤いて⼀次抗体反応を⾏った後、Alexa 488-labeled goat anti-

rabbit IgG (Life Technologies, 1:500) を⽤いて⼆次抗体反応を⾏った。また、

DAPI (4ʼ-6-diamidino-2-phenylindole、同仁化学研究所)、Rhodamin-labeled 

UEA1 (Ulex Europaeus Agglutinin 1、Vector Laboratories)を⽤いて対⽐染⾊し

た。顕微鏡観察及び撮像には、Leica AF600及び共焦点顕微鏡Leica TCS SP5を

⽤いた。 

 

[盲腸内容物からの菌株の分離] 

マウスから盲腸を摘出後、COY 社製嫌気性チャンバー(窒素：⽔素：⼆酸化

炭素＝80：10：10)内で、盲腸内容物を glycerol 含有 PBS (最終濃度

20%(v/v))に懸濁し、-80℃で保存した。保存した検体からの菌株の分離は、以

下の⼿順で⾏った。嫌気性チャンバーに搬⼊した検体を、嫌気性 TS (BD) 

broth を⽤いて希釈系列とした。EG、ES、M10、NBGT、VS93-95、TS (BD)、

BL (栄研化学)、BBE (極東製薬⼯業)、Oxoid CM0619 (Thermo scientific)、

SR0107 (Thermo scientific)添加 CM0619、SR0108 (Thermo scientific) 添加

CM0619、mGAM (⽇⽔製薬)、Schaedler (BD) の各寒天培地に、コンラージ

棒を⽤いて希釈した検体を塗布した。塗布 2 ⽇後に、培地に発育したコロニー

から形態の違いに着⽬して滅菌楊枝で釣菌し、EG 寒天培地で純粋培養した。
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それぞれの菌株は EGEF 液体培地で⼀晩培養後、glycerol を最終濃度 20% 

(v/v)となるよう添加し、-80℃で保存した。 

使⽤した EG (Eggerth-Gagnon)寒天培地の組成は以下の通りである。 

Proteose peptone No. 3 (10.0g)、Yeast Extract (5.0g)、Na2HPO4 (4.0g)、

Glucose (1.5g)、Soluble starch (0.5g)、L-cysteine・HCl (0.5g)、L-cystine 

(0.2g)、Tween 80 (0.5g)、Agar (4.8g)、Meat extract (500ml)、Water up to 

1000ml+ Defibrinated Horse blood (50ml) 

EGEF 液体培地の組成は、EG 平板培地の組成のうち、⾺⾎液 50ml を Fildes 

solution に 40ml に変更し、Agar (4.8g)を除外したものである。 

菌種の同定は、16S rRNA 解析に基づいて⾏った。後述の酵素法による細菌ゲ

ノムの抽出に従って、単離菌の gDNA を得た。16S rDNA を KOD plus Neo 

(TOYOBO) のプロトコルに従って PCR 増幅した後、Eurofins の受託サービ

スを利⽤してサンガー法に基づくシーケンスを⾏った。 

データ解析は、NCBI BLAST が提供する 16S ribosomal RNA sequences 

(Bacteria and Archaea)を⽤いて⾏い、最も相同性の⾼い菌種名あるいは菌株名

を選択した。 
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Nucleotide BLAST: Search nucleotide databases using a nucleotide 

query.https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TY

PE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome/ (accessed 2018-11.12) 

サンガーシークエンスに使⽤したプライマー配列は以下の通りである。 

F27 primer: 5ʼ-AGRGTTTGATYMTGGCTCAG-3ʼ 

R1492 primer: 5ʼ-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3ʼ 

 

[Human microbiota-associated mice(ヒト菌叢模倣マウス)の作出] 

-80℃に保存したヒト便の 20%(v/v)glycerol 分散液を、嫌気性チャンバー内に

搬⼊し、⾃然解凍した。試料を 100μm のメッシュでろ過した後、試験管に封⼊

して無菌アイソレーターのステリロックに搬⼊した。エクスポアをステリルロ

ック内に噴霧して 2 時間静置し、空間を滅菌処理した後、菌液をアイソレータ

ー内に搬⼊した。齧⻭類⽤経⼝ゾンデを使って菌液 200μl を GF マウスに経⼝

的に胃内投与した。投与回数は 1 回のみとした。マウス便は経時的に採取して-

80℃で⼀時保存し、投与から 4 週間後までの試料を解析した。 

 

[マウスへの抗⽣物質投与] 

  オートクレーブ処理を加えた⽔道⽔で、アンピシリンナトリウム 0.5g/l 
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(nacalai tesque)、メトロニダゾール 0.5g/l (nacalai tesque)、タイロシン 1.0g/l 

(SIGMA)の各⽔溶液を作成し、0.22μm フィルターで滅菌処理した。各抗⽣物

質の⽔溶液を注いだ飲⽔瓶を、無菌アイソレーターのステリロックに搬⼊した。

エクスポアをステリルロック内に噴霧して 2 時間静置し、空間を滅菌処理した

後、アイソレーター内に搬⼊した。1 週間毎に新しい溶液に交換しながら、各抗

⽣物質の⽔溶液を⾃由飲⽔条件でマウスに投与した。 

 

[ノトバイオートマウスの作出] 

嫌気性チャンバー内の 37℃インキュベーターで、単離保存した各菌を EGEF

液体培地で 1-2 晩培養した。ただし Phasolactobacterium faecium (3G4 株) は、

EGEF 液体培地では難培養であったため、80mM コハク酸を添加した Oxoid 

CM0619 寒天培地で 2-3 ⽇培養後、⽣育コロニーを EGEF 液体培地で懸濁した

ものを菌液とした。菌液の吸光度(O.D. 600nm)に基づいて、OD < 0.1、0.1 ≦ 

OD < 0.3、0.3 ≦ OD のカテゴリーに菌液を分類し、それぞれ 300μl、200μl

または 50μl ずつ分取して混合し、投与菌液とした。嫌気状態を維持しながら、

菌液を封⼊した試験管を無菌アイソレーターステリロックに搬⼊した。エクス

ポアをステリルロック内に噴霧して 2 時間静置し、空間を滅菌処理した後、ア

イソレーター内に搬⼊した。齧⻭類⽤経⼝ゾンデを使って菌液 200μl を GF マ
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ウスに経⼝的に胃内投与した。投与回数は 1 回のみとした。経時的にマウス便

を採取し、投与から 4 週間後までの試料を解析した。 

IL-10 -/-マウスを⽤いた検討では、同様に菌液を投与して 1 週間飼育した後、

LB (nacalai tesque)液体培地で⼀晩培養した Enterobactor aerogenes (11E12 株) 

培養液 200μl を同様にして 1 回投与した。マウスの便を経時的に採取し、11E12

株の投与から 3 週後のマウスの遠位⼤腸組織を観察した。 

  

[ヒト及びマウス便検体からの細菌 DNA 回収(酵素法)と 16S rRNA 解析] 

ヒトあるいはマウスの便 20-30mg を、0.22μm フィルター処理滅菌した TE10 

buffer (10mM Tris-HCl, 10mM EDTA (pH 8.0)) 1.0 ml に溶解し、卓上⼩型振

盪機を使い 2,000rpm 20 min 撹拌した。ピペッティングを⼗分⾏った後、遠⼼

分離(RT 12,000g 3min)し、上清を除去した。Lysozyme (FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation；最終濃度 15mg/ml) と RNase A(Invitrogen；最終濃度

100μg/ml)を添加した TE10 を 850μl 加えて、shaking incubator (37ºC, 120rpm, 

60min)でインキュベートした。続いて、アクロモペプチダーゼ(FUJIFILM Wako 

Pure Chemical Corporation)を 2,000unit を、50μl の TE10 溶液として加え、

shaking incubator (37ºC, 120rpm, 30min)でインキュベートした。更に、SDS 及

び Proteinase K (Roche)を各々1%、1mg/ml になるように、100μl の TE10 溶
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液として添加し、shaking incubator (55ºC, 120rpm, 60min)でインキュベートし

た。800μl の Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol (25:24:1, pH7.9) (nacalai 

tesque)を加えて⼗分に振盪した後、5min インキュベートして遠⼼分離(4ºC, 

14,000g, 10 min)した。分取した⽔層に、3M NaOAc pH5.2 (nacalai tesque) 90μl

及びイソプロピルアルコール 900μl を加えて⼗分に振盪した後、遠⼼分離(4ºC, 

14,000×g, 10min)した。上清を除去した後、500μl 75% EtOH を加え攪拌し、

遠⼼分離(4ºC,14,000×g, 5min)した。再び上清を除去して⾃然乾燥した後、

200μl TE buffer を加えて 4ºC で⼀晩インキュベートし、gDNA 溶液を得た。 

微量分光光度計 NanoDrop (Thermo Fisher Scientific)及びアガロースゲル電気

泳動で抽出した gDNA の純度を確認した。Qubit (Thermo Fisher Scientific)を

⽤いて定量した DNA 濃度を基に、10ng/μl DNase RNase Free water (FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation)で適宜濃度を調整した。16S  rDNA の V1‒

V2 領域を PCR 増幅した。使⽤したプライマー配列は以下の通りである。 

27Fmod:  

5ʼ-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACxxxxxxxxACACTCTTTCCC 

TACACGACGCTCTTCCGATCTAGRGTTTGATYMTGGCTCAG-3ʼ  

338R: 

5ʼ-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATxxxxxxxxGTGACTGGAGTTCAGA 



 79 

CGTGTGCTCTTCCGATCTTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3ʼ 

※xxxxxxxx は Miseq(Illumina)の Index 配列を表す 

続いて、以下の⼿順で PCR 産物を精製した。  

50μl の PCR 反応液に Agencourt AMPure XP(Beckman Coulter)を 50μl 加

え、室温で 10min インキュベートした。マグネットラックで 5min 静置し、上

清を除去した後、75% EtOH を 500μl 加えた。再び上清を除去した後、75% 

EtOH を 500μl 加えた。上清を除去して室温で 10min ⾵乾した後、TE buffer

を 10μl 加えて懸濁した。マグネットラックで磁気ビーズを分離し、PCR 産物

の TE 溶液を得た。 

Kapa library quantification Kit (Kapa Biosystems)の標準プロトコルに従い、ラ

イブラリを調製した。次世代シークエンサー MiSeq を⽤いて、MiSeq Reagent 

kit ver3 の標準プロトコルに従い、16S rRNA シークエンスを⾏った。取得した

リードデータを Nishijima らの⼿法に従って解析し、16S rRNA 配列に基づく菌

叢データを得た 96。 

 

[Pareprevotella clara DNA 定量] 

秤量したマウスの便から、前述の酵素法を⽤いて P. clara の gDNA を回収し

た。Thunderbird SYBR qPCR Mix (TOYOBO)及び Lightcycler480 (Roche)を⽤
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いて qRT-PCR 解析を⾏った。定量解析には ΔΔCt 法を採⽤し、便の質量で補

正した。嫌気性チャンバー内で 37℃ 1 晩 EGEF 液体培地で培養した P. clara の

gDNA 抽出液を、定量のスタンダードに⽤いて定量した。 

使⽤したプライマー配列は以下の通りである。 

clara-99 Forward primer: 5ʼ-CGTAGGAGTTTGGACCGTGT-3ʼ 

clara-99 Reverse primer: 5ʼ-CATGGGAGCGACAAATAAAGA-3ʼ 

 

[ELISA] 

マウス便を秤量し、1/10倍(w/v)になるようにPBS with protease inhibitor 

cocktail(Roche； c Mini)に溶解した。卓上⼩型振盪機で撹拌(RT, 2,000rpm, 

20min）し、ピペッティングを⼗分加え、4℃で30minインキュベートした。そ

の後、遠⼼分離(4℃, 15,000×g, 10min)を⾏い、その上清を分析試料とした。

リポカリン2 (LCN2)は、Lipocalin-2 Mouse DuoSet Kit (R&D systems)の標準

プロトコルに従い⾏った。NUNC-IMMUNO PLATE(Thermo SCIENTIFIC)

にCapture Antibody in PBS 100μlを加えover night インキュベートした。

Washing Buffer (0.005% Tween 20 in PBS)で洗浄し、Reagent Diluent(1.0% 

BSA in PBS)300μlを加え、60min インキュベートした。1/20,000倍に希釈し

た分析試料100μlを加え、120min インキュベートした。洗浄後にDetection 
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antibody in Reagent Diluentを加え120min インキュベートした。発⾊は、

Streptavidin-HRPを加え、波⻑450nmの吸光度から波⻑570nmの吸光度を差し

引き測定した。免疫グロブリンAは、IgA Mouse ELISA Quantitation Set 

(Bethyl laboratories)の標準プロトコルに従い、LCNNと同様の操作で測定し

た。分析試料は1/1,000倍に希釈して使⽤した。各々のELISAシグナルの定量に

は、BIO-RADのiMarkマイクロプレートリーダーを⽤いた。 

 

[In vitro トリプシン分解実験] 

嫌気性チャンバー内の37℃インキュベーターで、単離保存した各菌をEGEF液

体培地で1晩培養し、OD値を測定した。以下に記すトリプシン含有液と、菌液

と1:1(v/v)の割合で混合し、37℃でインキュベートし、トリプシン活性評価、

WBあるいはペプチドーム解析を⾏った。 

GFマウスの盲腸内容物をトリプシン含有液に適⽤する場合は、GFマウスの盲

腸内容物を0.9% NaCl⽔溶液で1/50 (w/v)に希釈した液を⽤いた。 

マウスのリコンビナントトリプシンをトリプシン含有液に適⽤する場合は、

Trypsin2/PRSS2 Mouse Recombinat (His Tag) (Sino Biological Inc: 50383-

M08H) を最終濃度10ng/μlとなるように菌液と混合した。 

ヒトのリコンビナントトリプシンをトリプシン含有液に適⽤する場合は、
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Human PRSS2/Trypsin 2 Protein (Recombinat His +T7) (aa24-241)-LS-

G24349 を最終濃度20ng/μlとなるように菌液と混合した。 

Protease阻害剤の評価は、以下の⼿順で⾏った。cOmpleteTM ULTRA Tablet, 

Mini EASTpack (Roche)あるいはEDTA Buffer Powder, pH8.0 (TaKaRa)を使

⽤し、各々標準プロトコルに従って溶液を調製した。各溶液と菌液を混合し、

37℃で20minインキュベート後に、同様にトリプシン含有溶液と混合して評価

した。 

 

[糞便プロテオーム解析：LC-MS/MS] 

解析に使⽤する便及び腸内溶物は-80℃で凍結保存した。凍結保存サンプルは、

氷上で⾃然解凍し、5 倍量(w/w) RIPA Lysis Buffer with protease inhibitor 

cocktail を加えよく撹拌した。遠⼼分離(4℃, 3,000×g, 10min)した後、その上

清をさらに遠⼼分離(4℃, 15,000×g, 20min)した。上清に 30% TCA：supernatant

＝1:1 の容積⽐で TCA を加えて攪拌し、4℃ 30min インキュベートした。遠⼼

分離(4℃, 15,000×g, 20min)し、上清を除去した。Acetone 800μl を加え軽く攪

拌し、遠⼼分離(4℃, 15,000×g, 5min)した後、上清を除去した。この作業をも

う⼀度繰り返し、沈殿物に 100mM Tris-HCl pH9.0、12mM SDC、12mM SLS

の⽔溶液を加え、超⾳波破砕装置でタンパク質を抽出した。BCA assay (Thermo 
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Fisher Scientific) を ⽤ い てタ ンパ ク質 濃度 を 測定 し、 タン パク 質 濃度 を

1.0μg/μl に調整して Fecal lysate とした。Fecal lysate 20μl に 100mM DTT ⽔

溶液 2.0μl を加え、50℃で 30min インキュベートした。375mM ヨードアセト

アミド⽔溶液 2.0μl を加えて室温で 30min インキュベートし、400mM cysteine

⽔溶液 4.0μl を加え、さらに室温で 10min インキュベートした。50mM 重炭酸

アンモニウム⽔溶液を 80μL 加え、さらに 200ng/μl Lys-C 2.0μl 及び豚膵臓

由来 Trypsin (200ng/μl) 2μl を加えて、37℃で⼀晩インキュベートした。 

酢酸エチル 200μl を加えて攪拌し、続いて 5.0% TFA 30μl を加えて室温で

5min 攪拌した後に、遠⼼分離(RT, 12,000×g, 5min)した。-80℃で 15min 静置

して下層の⽔溶性成分を凍結させた後、上層の不凍成分(酢酸エチル層)を完全除

去した。わずかに残る酢酸エチルは、遠⼼エバポレーター(Speed vac)で 30min

処理し、完全に除去した。0.1% TFA を 100μl 加え、遠⼼分離(RT, 15,000×g, 

15min)した。上清を STAGE-Tip (C18)で脱塩処理し、Speed Vac で完全に乾燥

させた。3% ACN-0.1% formic acid ⽔溶液に再溶解し、遠⼼分離(RT, 15,000×g, 

10min)した後、上清を LC-MS/MS システムで分析した。 

LC は Eksigent ekspert nanoLC 400 HPLC system (Sciex) を使⽤し、分析カラ

ムには、内径 75μm×⻑さ 200 mm の空カラムに CAPCELL CORE MP (⼤阪

ソーダ、粒⼦タイプ: コアシェル粒⼦、官能基: C18; 粒⼦径: 2.7 μm; 細孔径: 
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16 nm)の粒⼦をパッキングして使⽤した。MS は、TripleTOF 5600+(Sciex)を

使⽤した。 

LC-MS/MS 分析で得られたデータを、Protein Pilot software v4.5 (Sciex)を⽤

いて mouse UniProt Swiss-Prot のタンパク質配列データベースと照合してタン

パク質を同定した。また、PeakView v.2.2 (Sciex)を⽤いて、同定されたタンパ

ク質の相対定量値を算出した。 

 

[ペプチドーム解析：LC-MS/MS] 

解析に使⽤するサンプルは-80℃で凍結保存した。凍結保存サンプル 8μl に

ACN-0.1% TFA ⽔溶液 400μl を加えて軽く攪拌し、Speed Vac で完全乾燥し

た。乾固物に 100mM Tris-HCl pH9.0、12mM SDC、12mM SLS の⽔溶液 40μl

を加え、超⾳波破砕装置でタンパク質とペプチドを抽出した。100mM DTT ⽔

溶液 4.0μl を加え、50℃で 30min インキュベートした。375mM ヨードアセト

アミド⽔溶液 4.0μl を加えて室温で 30min インキュベートし、さらに 400mM 

cysteine ⽔溶液を 8.0μl 加えて室温で 10min インキュベートした。酢酸エチル

800μl を加え攪拌し、さらに 5.0% TFA ⽔溶液 80μl を加えて室温で 5min 攪

拌した後に、遠⼼分離(RT, 12,000×g, 5min)した。5.0% TFA ⽔溶液 60μl を加

えて室温で 5min インキュベートした後に、遠⼼分離(RT, 12,000×g, 5min)し
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た。-80℃で 15min 静置して下層の⽔溶性成分を凍結させた後、不凍成分(酢酸

エチル層)を完全除去した。わずかに残る酢酸エチルは、Speed vac で 30min 処

理して完全に除去した。0.1% TFA ⽔溶液 100μl を加えて遠⼼分離(RT, 

15,000×g, 15min)した。上清を STAGE-Tip (C18)に通し、30% ACN-0.1% TFA

⽔溶液で溶出してペプチド溶液を得た。Speed Vac で溶媒を完全に乾燥した。

3% ACN-0.1% formic acid ⽔溶液に再溶解して遠⼼分離(RT, 15,000×g, 10min)

した後、上清を LC-MS/MS 分析した。 

LC は UltiMate 3000 RSLCnano LC System (Thermo Fisher Scientific)を使⽤

し、分析カラムには、内径 75 μm × ⻑さ 200 mm の空カラムに CAPCELL 

CORE MP (⼤阪ソーダ, 粒⼦タイプ: コアシェル粒⼦, 官能基: C18; 粒⼦径: 

2.7 μm; 細孔径: 16 nm)の粒⼦をパッキングして使⽤した。MS は Q Exactive 

HF-X (Thermo Fisher Scientific)を使⽤した。LC-MS/MS 分析で得られたデー

タを、Peaks Studio (Bioinformatics Solutions Inc.)を⽤いて mouse UniProt 

Swiss-Prot のタンパク質配列データベースと照合し、ペプチドを同定した。 

 

[統計処理] 

 統計処理は、Prism7 for Mac OS X を⽤いて⾏い、実験群と対照群の値に有為

差があるか否かは、Student の t 検定によって評価した。全てのデータは平均
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（mean）±標準偏差（standard deviation, SD）で⽰した。Spearman 順位相関解

析は、Prism7 for Mac OS X を⽤いて⾏った。 
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略語⼀覧 

 

Amp Ampicillin 
ATG16L1 Autophagy-related, 16-like 
BBE  Bacteroides bile esculin 
BLAST Basic Local Alignment Search Tool 
BRC BioResource Research Center 
BSA Bovine serum albumin 
CD Crohn's disease 
CD8 Cluster of differentiation 8  
cDNA complementary DNA 
CDS Cording sequence 
DAPI  4ʼ-6-diamidino-2-phenylindole 
DNA Deoxyribonucleic acid 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
EG  Eggerth-Gagnon 
EGEF  Eggerth-Gagnon extract fildes 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
ES Eubacterium selective 
EtOH Ethanol 
FBS Fetal bovine serum 
FMT Fecal microbiome tranplantation 
FTA Fecal trypsin activity 
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
gDNA Genomic DNA 
GF Germ-free 
GWAS Genome wide association study 
H.E. Hematoxylin-Eosin stain 
HRP Horseradish peroxidase 
HSP90  Heat shock protein 90 
IBD Inflammatory bowel disease 
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IFNγ interferon-γ 
IL10 Interleukin-10 
IL12B Interleukin-12B 
IL23R Interleukin-23 receptor 
JCM Japan Collection of Microorganisms 
LB  Lactobacillus Bifidobacterium 
LC-MS/MS Liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry 
LCN2  Lipocalin-2 
mGAM modified Gifu anaerobic broth 
MNZ Metronidazole 
MUC2 Mucin-2 
NBGT Neomycin brilliant green taurocolic acid 
NCBI National center for biotechnology information 
NOD2 Nucleotide-binding oligomerization domain 2 
OD Optical density 
P. clara Paraprevotella clara 
P. xylaniphila Paraprevotella xylaniphila 
PAGE Poly acrylamide gel electrophoresis 
PAR Protease activated receptor 
PBS Phosphate buffered salts 
PCoA Principal coordinates analysis 
PCR Polymerase chain reaction 
PRSS２ Serine protease 2 
PTS proline, threonine, and serin 
PVDF Polyvinylidene difluoride 
qRT-PCR quantitative real-time PCR 
Reg3γ Regenerating islet-derived protein 3-gamma 
RNA Ribonucleic acid 
rRNA ribosomal RNA 
SDC Sodium deoxycholate 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
SNP Single nucleotide polymorphism 
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SPF Specific pathogen-free 
TE Tris-EDTA 
TFA Trifluoroacetic acid 
Th1 T helper 1 cell 
Th17 T helper 17 cell 
TNFα Tumor necrosis factorα 
TS Tryptic soy 
UC Ulcerative colitis 
UEA1 Ulex europaeus agglutinin 1 
WB Western blotting 
ΔΔCt Delta delta Ct 
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