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論文の内容の要旨 

論文題目 乳酸菌代謝物および菌体の抗炎症作用・免疫調節作用に関する研究 

氏名   青木 玲二 

 

緒言 

 近年、乳酸菌に様々な健康機能があることが明らかになり、乳酸菌の活用

が進められている。本研究では、乳酸菌の健康面での活用をさらに進めるた

め、乳酸菌代謝物の一つである芳香族ピルビン酸の新規機能を調べるととも

に、乳酸菌体の免疫調節作用の強化について検討した。一部の乳酸菌が産生

する芳香族ピルビン酸(フェニルピルビン酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン

酸、インドール-3-ピルビン酸)には強い抗酸化作用があることが知られてい

たが、皮膚や腸管において抗炎症作用を示すかどうかはわかっていなかっ

た。そこで、本研究では第 1 章および第 2 章において、紫外線 B 波(UVB)照

射による角化細胞および皮膚の炎症モデルを用いて、ピルビン酸と芳香族ピ

ルビン酸の抗炎症作用を検討し、第 3 章において、T 細胞移入大腸炎モデル

を用いて、芳香族ピルビン酸の腸管炎症抑制作用を検討した。また、第 4 章

では乳酸菌体の免疫調節作用としてマクロファージに対する Interleukin (IL)-

12 誘導に着目し、卵白リゾチームの加熱凝集による IL-12 誘導能の増強作用

について解析した。 

  

第 1 章 UVB 照射による HaCaT 細胞の損傷および炎症反応に対するピルビン

酸の防御作用 

ヒト不死化角化細胞である HaCaT 細胞を用いて、UVB 照射に対するピルビン

酸の防御作用を調べた。HaCaT 細胞に UVB を照射後、ピルビン酸を含有する培

地で培養した結果、ピルビン酸は UVB 照射後の細胞の生存を有意に向上させ

た。さらに、ピルビン酸は UVB により誘導される炎症性メディエーターであ
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る、IL-1β、IL-6、Cyclooxygenase-2 (Cox-2)の発現を遺伝子およびタンパク質レ

ベルで抑制した。UVB 照射による角化細胞の損傷には DNA への直接的なダメ

ージと、活性酸素(ROS)による間接的なものがあり、ROS は mitogen-activated 

protein kinase (MAPK)を介して炎症反応やアポトーシスなどの一連のカスケード

を誘導する。そこで、UVB により誘導される ROS および MAPK の活性化に対

するピルビン酸の効果を検討した。その結果、ピルビン酸は ROS の産生を阻害

せずに、p38 MAPK のリン酸化を抑制することがわかった。p38 MAPK は UVB

照射による角化細胞の炎症応答において重要な役割をはたしていることから、

ピルビン酸は p38 MAPK の活性化を阻害することで炎症性メディエーターの産

生を抑制している可能性が考えられた。 

 

第 2 章 UVB 照射による皮膚傷害に対する芳香族ピルビン酸の防御作用 

 UVB により誘導される皮膚傷害に対する芳香族ピルビン酸の防御作用を

HaCaT 細胞および HR-1 ヘアレスマウスの UVB 照射炎症モデルを用いて調べ

た。HaCaT 細胞に UVB を照射後、芳香族ピルビン酸を含有する培地で培養した

結果、芳香族ピルビン酸はピルビン酸よりも強く、細胞の生存を高めることが

わかった。芳香族ピルビン酸は UVB により誘導される IL-1β、IL-6 の発現を遺

伝子レベルおよびタンパク質レベルで抑制した。また、UVB 照射により誘導さ

れる Cox-2 の遺伝子発現およびタンパク質発現は、芳香族ピルビン酸の中でも

特にインドール-3-ピルビン酸の添加により強く抑制された。芳香族ピルビン酸

は、UVB 照射により誘導される ROS の産生を阻害しなかったが、p38 MAPK の

リン酸化を抑制した。このことから芳香族ピルビン酸はピルビン酸と同様に

p38 MAPK の活性化を阻害することで、炎症性メディエーターを抑制している

可能性が考えられた。HR-1 ヘアレスマウスの背部皮膚に芳香族ピルビン酸を塗

布し、UVB を 1 日おきに 2 回照射した。その結果、インドール-3-ピルビン酸の

塗布は、皮膚の炎症を抑制し、表皮の壊死を抑制するとともに、経皮水分蒸散
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量の上昇を抑制することがわかった。以上から、芳香族ピルビン酸の中でも特

にインドール-3-ピルビン酸は、UVB 照射による皮膚の損傷を軽減する薬剤とし

て利用できる可能性があることが明らかになった。 

 

第 3 章 インドール-3-ピルビン酸の腸管炎症抑制作用 

いくつかの芳香族炭化水素受容体(AhR)アゴニストは腸管炎症を抑制するこ

とが報告されている。また、インドール-3-ピルビン酸や 4-ヒドロキシフェニ

ルピルビン酸は AhR を活性化することが報告されていた。そこで、本研究で

は芳香族ピルビン酸の AhR 活性化能を調べるとともに、T 細胞移入大腸炎モデ

ルを用いて芳香族ピルビン酸の抗炎症作用と腸管免疫に与える影響を評価した。

芳香族ピルビン酸の AhR 活性化能を比較した結果、in vitro、in vivo ともに、イン

ドール-3-ピルビン酸に最も強い AhR 活性化能を認めた。この結果から想定され

たとおり、インドール-3-ピルビン酸の経口摂取でのみ T 細胞移入大腸炎モデル

の腸管炎症が抑制された。T 細胞移入大腸炎モデルでは、interferon (IFN)-γ 産生

を特徴とする T helper type 1 (Th1)細胞が炎症の誘導に関わる一方で、T 細胞由来

の IL-10 が炎症を抑制することが報告されている。インドール-3-ピルビン酸の経

口摂取は、T 細胞移入大腸炎モデルの大腸において Th1 細胞関連サイトカインの

遺伝子発現を抑制し、Il10 の遺伝子発現を増加させた。この結果と一致して、イ

ンドール-3-ピルビン酸は、大腸粘膜固有層リンパ(LPL)において IFN-γ+ IL-10ˉ 

CD4+ T 細胞の割合を減少させる一方で、IFN-γˉ IL-10+ CD4+ T 細胞の割合を増

加させた。インドール-3-ピルビン酸は、IL-10 産生を特徴とする type 1 regulatory 

T (Tr1)細胞の分化を直接促進する作用を有していたことから、この作用により、

IFN-γˉ IL-10+ CD4+ T 細胞の割合が増加した可能性が考えられた。腸管免疫にお

いて樹状細胞は、外来の抗原を粘膜固有層から腸間膜リンパ節(MLN)に輸送し、

そこで抗原特異的な CD4+ T 細胞の応答を誘導する。インドール-3-ピルビン酸の

経口摂取は、MLN 樹状細胞の CD4+ T 細胞に対する IFN-γ 産生誘導を減弱させ
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たことから、大腸 LPL の IFN-γ+ IL-10ˉ CD4+ T 細胞の減少は、この作用により

引き起こされた可能性が考えられた。腸管粘膜の樹状細胞は CD103 と CD11b の

発現の違いによりサブセットが区別される。インドール-3-ピルビン酸の経口摂取

は、MLN 樹状細胞のサブセット構成に影響を与え、CD103ˉ CD11b+樹状細胞を減

少させる一方で、CD103+ CD11bˉ樹状細胞を増加させた。増加した CD103+ CD11bˉ

樹状細胞は腸管炎症を改善する作用を有していたことから、インドール-3-ピルビ

ン酸の腸管炎症抑制機構には、CD103+ CD11bˉ樹状細胞の増加が関係している可

能性が考えられた。続いて、インドール-3-ピルビン酸の抗炎症作用における AhR

の関与を調べた。AhR アンタゴニストの処理により、インドール-3-ピルビン酸の

Tr1 細胞分化の促進作用、CD103+ CD11bˉ樹状細胞の増加作用、大腸炎抑制作用

が解除されることがわかった。以上から、インドール-3-ピルビン酸は AhR を活

性化し、腸管免疫を修飾することで、大腸炎症を抑制する能力があることが示さ

れた。効果的な AhR 活性化剤であるインドール-3-ピルビン酸は、大腸炎に対す

る有望な治療薬として利用できる可能性がある。 

 

第 4 章 卵白リゾチームの加熱凝集による Lactococcus 属乳酸菌体の IL-12 誘導

能の増強 

乳酸菌による IL-12 産生の誘導は、生体の T 細胞バランスを改善することで

アレルギーを予防できる可能性があることから、重要な指標として利用されて

いる。Lactococcus 属乳酸菌の IL-12 誘導における細胞壁の役割を調べる過程

で、菌体を卵白リゾチームとともに加熱することで菌体の IL-12 誘導能が増強

されることを見出したことから、本研究ではその機構について解析した。免疫

蛍光染色の結果から、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体では、卵白リゾチームが

菌体周囲を覆うように凝集していることがわかった。Lactococcus 属乳酸菌 46

菌株を用い、J774.1 細胞とマウス脾臓細胞の IL-12 産生を調べた結果、J774.1 細

胞では 46 菌株中 41 菌株で、マウス脾臓細胞ではすべての菌株で、卵白リゾチ
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ームの加熱凝集により IL-12 産生誘導が増強されることがわかった。続いて、

卵白リゾチームに加え、α-ラクトアルブミン、β-ラクトグロブリン、オボアルブ

ミンの加熱凝集が菌体に与える影響を、J774.1 細胞を用いて検討した。その結

果、卵白リゾチームの加熱凝集が最も強く菌体の IL-12 誘導能を高めたが、他

のタンパク質の加熱凝集は一部の菌株を除いて IL-12 誘導能を増強できなかっ

た。一方で、卵白リゾチームを含め、タンパク質の菌体への加熱凝集は、菌体

の疎水性を高めることで、J774.1 細胞の菌体貪食率を増加させる可能性がある

ことがわかった。J774.1 細胞の Lactococcus 属乳酸菌に対する IL-12 産生は貪食

阻害剤により劇的に抑制されたことから、IL-12 誘導において貪食は必要不可欠

な要素であることが示唆された。タンパク質の加熱凝集が菌体のリゾチーム耐

性、マクロファージ消化耐性に与える影響をギムザ染色により調べたところ、

卵白リゾチーム特異的にリゾチーム耐性、マクロファージ消化耐性が強化され

た。リゾチーム阻害剤の添加により J774.1 細胞の加熱死菌体に対する IL-12 産

生が増加したことから、卵白リゾチームの加熱凝集による菌体の IL-12 誘導能

の増強には、リゾチーム耐性の強化が関係していることが示唆された。以上か

ら、卵白リゾチームの加熱凝集は菌株に関係なく IL-12 を増強できること、さ

らにこの作用は卵白リゾチーム特異的であることが明らかになった。また、そ

の機構には、菌体の疎水性の増加によるマクロファージ貪食の促進と菌体リゾ

チーム耐性の強化によるマクロファージ消化耐性の強化が関係している可能性

があることが示唆された。 

 

第 5 章 総合討論 

本研究では、乳酸菌代謝物である芳香族ピルビン酸のうち、特にインドール-

3-ピルビン酸に、皮膚および腸管の炎症を抑制する作用があることを明らかに

した。インドール-3-ピルビン酸は化学合成に加え、アミノ酸オキシダーゼやア

ミノトランスフェラーゼを用いた生合成法が確立されており、薬剤として利用
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することができる。一方、食品含量は高くないため、食品成分として機能を期

待する場合には乳酸菌による発酵などにより含量を高める必要がある。本研究

ではまた、卵白リゾチームの加熱凝集により Lactococcus 属乳酸菌の IL-12 誘導

能が増強されること、この作用には菌体の疎水性の増加とリゾチーム耐性の強

化が関係している可能性があることを明らかにした。本研究で得られた知見は

乳酸菌の健康機能を高めることにつながると期待される。 
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略語一覧 

 

AhR  芳香族炭化水素受容体 

ARNT   aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 

Bax  Bcl-2-associated X protein 

Cox-2  Cyclooxygenase-2  

Cyp1A1  シトクロム P450 1A1  

DAPI  4’,6-diamindino-2-phenylindole 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle medium  

DSS  デキストラン硫酸ナトリウム 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay  

EMEM  Ealge’s minimal essential medium  

FCS   fetal calf serum  

FCM buffer  0.05% NaN3、1% FCS phosphate-buffered saline  

FICZ   6-ホルミルインドロ[3,2-b]カルバゾール 

FITC  fluorescein isothiocyanate isomer-1 

Foxp3  forkhead-box-P3 

GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  

GNF-351 N-(2-(3H-Indol-3-yl)ethyl)-9-isopropyl-2-(5-methyl-3-pyridyl)-7H-

purin-6-amine, N-(2-(1H-Indol-3-yl)ethyl)-9-isopropyl-2-(5-

methylpyridin-3-yl)-9H-purin-6-amine  

HBSS  Hanks balanced salt solution  

HE  ヘマトキシリン・エオジン 

HRP   horseradish peroxidase  

IBD  炎症性腸疾患 

IFN  interferon  
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IL  interleukin 

ITE 2-(1’H-インドール-3’-カルボニル) -チアゾール-４-カルボン酸

メチルエステル 

LPL  粘膜固有層リンパ 

LPS  lipopolysaccharide O55:B5 

MAPK  mitogen activated protein kinase  

MLN  腸間膜リンパ節 

MTS  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium  

PBS   phosphate-buffered saline  

PGE2  プロスタグランジン E2  

ROS  活性酸素 

SCID  重症複合免疫不全症 

TBST   tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20  

TCDD   2,3,7,8-テトラクロロジベンゾ-ρ-ダイオキシン 

TGF   transforming growth factor  

Th1  T helper type 1 

Th17  T helper 17 

Th2  T helper type 2 

TNBS   2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid  

TNF  tumor necrosis factor 

Tr1  type 1 regulatory T  

Treg   regulatory T cell  

UV  紫外線 
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序論 

 

乳酸菌の健康機能 

 乳酸菌はグラム陽性細菌で、消費した糖類から 50%以上の乳酸を生産する菌の

総称である。乳酸菌はチーズやヨーグルト、漬物などの多くの発酵食品で利用さ

れている(1)。近年、乳酸菌のもつ健康機能に注目が集まってきており、乳酸菌を

用いた機能性食品やサプリメントの開発が進められている(2-4)。乳酸菌の健康機

能に関わる因子としては、菌体それ自体といくつかの代謝産物が報告されてい

る。 

乳酸菌の菌体や菌体成分が関わる機能としては免疫調節作用がよく知られて

おり、抗アレルギー作用や免疫賦活作用などが報告されている(5, 6)。乳酸菌の抗

アレルギー作用に関してはいくつかの作用機構が提案されているが、代表的な仮

説は interleukin (IL)-12 の産生誘導による T 細胞バランスの改善である(7)。この

仮説は次のような機序により説明される。乳酸菌はマクロファージなどに対して

IL-12 の産生を誘導する。IL-12 は T helper type 1 (Th1)細胞を強力に分化誘導し、

アレルギーの誘導に関わる T helper type 2 (Th2)細胞の応答を抑制するため、アレ

ルギー応答が抑制される。この仮説に従って多くの研究で強い IL-12 誘導能をも

つ乳酸菌が選抜されており、実際に選抜された乳酸菌が抗アレルギー作用を示す

ことが報告されている(8-10)。 

一方、乳酸菌の代謝産物が関わる機能としては、抗菌作用や血圧降下作用、抗

酸化作用などが報告されている(11-15)。抗菌作用があるものとして、乳酸、バク

テリオシン(11)、ロイテリン(12)などがあり、血圧降下作用があるものとしては、

ラクトトリペプチド(13)や γ-アミノ酪酸(14)などが報告されている。乳酸菌の抗

酸化物質としてはスーパーオキシドジスムターゼなどタンパク質性のものが報

告されていたが(16-19)、鈴木らは、乳酸菌の代謝産物である芳香族乳酸に抗酸化

作用があることを報告した(15)。芳香族乳酸には角化細胞の炎症反応を抑制する
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作用があることもわかっている(20)。 

 

芳香族ピルビン酸  

芳香族ピルビン酸は構造に芳香環とピルビン酸を有する物質であり、芳香族乳

酸よりも強い抗酸化作用を有している(15)。芳香族ピルビン酸は生体では芳香族

アミノ酸からアミノ酸オキシダーゼやアミノトランスフェラーゼの反応によっ

て生合成される。フェニルアラニンからフェニルピルビン酸、チロシンから 4-ヒ

ドロキシフェニルピルビン酸、トリプトファンからインドール-3-ピルビン酸がそ

れぞれ生合成される(図 0-1)。アミノ酸オキシダーゼは、アミノ酸を酸化し α-ケ

ト酸を産生する酵素であり、副産物として過酸化水素とアンモニアが産生される

(21) (図 0-2A)。アミノトランスフェラーゼは、基質となるアミノ酸のアミノ基を

α-ケト酸に移し、別の α-ケト酸とアミノ酸を生成する酵素群である (図 0-2B)。 

図 0-1 芳香族ピルビン酸 

芳香族ピルビン酸は、芳香族アミノ酸からアミノ酸オキシダーゼやアミノトラン

スフェラーゼにより生合成される。 
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乳酸菌は芳香族ピルビン酸を経由して、芳香族アミノ酸から芳香族乳酸を生合

成していると考えられている(15, 22, 23)。チーズに用いられる乳酸菌の破砕液は、

アミノトランスフェラーゼの反応により芳香族アミノ酸から芳香族ピルビン酸

を生合成すること、乳酸菌が芳香族ピルビン酸から芳香族乳酸を産生することが

報告されている(22)。また実際に、チーズ中に芳香族乳酸が含まれること、パル

メザンチーズには芳香族乳酸に加え、芳香族ピルビン酸が多く含まれることがわ

かっている(24)。加えて、一部の乳酸菌は芳香族ピルビン酸を培地中に産生する

こともわかっている(24)。乳酸菌によるこのような芳香族アミノ酸の代謝はチー

ズフレーバーの生成に寄与していると考えられている。 

図 0-2 アミノ酸オキシダーゼとアミノトランスフェラーゼの反応スキーム 

(A) アミノ酸オキシダーゼは、フラビンアデニンヌクレオチド(FAD)を補酵素と

し、L-アミノ酸を酸化する酵素である。L-アミノ酸から α-イミノ酸を反応中間体と

して α-ケト酸を産生し、副産物として過酸化水素およびアンモニアを産生する。図

は文献 21 を参考に改変。(B) アミノトランスフェラーゼはアミノ酸のアミノ基を

α-ケト酸に移し、別の α-ケト酸とアミノ酸を生成する酵素である。酵素反応はピン

ポンバイバイ機構で行われ、2 段階の反応で構成される。最初の反応(i)では、酵素

はピリドキサールリン酸(PLP)と複合体を形成し、アミノ酸(R1CHNH2COOH)と反応

して、α-ケト酸(R1COCOOH)とピリドキサミンリン酸(PMP)を生成する。後半の反応

(ii)では、別の α-ケト酸(R2COCOOH)と PMP から(i)と逆向きの反応により、アミノ

酸(R2CHNH2COOH)を生成し、元の PLP と酵素の複合体を再生する。 
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フェニルピルビン酸は、ヒトでは脳の発達障害を引き起こすフェニルケトン尿

症のマーカーとして知られる。フェニルケトン尿症はフェニルアラニンの代謝異

常疾患であり、フェニルアラニン水酸化酵素の遺伝子異常などによりフェニルア

ラニンからチロシンへの代謝が障害され、フェニルアラニンが体内に蓄積し障害

を引き起こすとともに、尿中にフェニルピルビン酸などが大量に排出される(25)。

フェニルピルビン酸の病態における役割は不明であるものの、グルコース-6-リン

酸デヒドロゲナーゼの阻害や、ピルビン酸キナーゼおよびヘキソキナーゼの阻害

など、いくつか病態に関わると考えられる生理作用が報告されている(26)。一方

で、フェニルピルビン酸の健康機能に関してはこれまでのところ報告がない。 

 4-ヒドロキシフェニルピルビン酸は、ヒトでは III 型高チロシン血症のマーカ

ーとして知られる。III 型高チロシン血症はチロシンの代謝異常疾患であり、4-ヒ

ドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼの遺伝子異常により、チロシンの

代謝が阻害され体内のチロシンが増加するとともに、尿中に 4-ヒドロキシフェニ

ルピルビン酸やその代謝物質が大量に排出される(27)。III 型高チロシン血症は、

精神遅滞などと関連する可能性があるものの臨床症状は明確になっていない。病

態があいまいであることから、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸が生体に悪影響

をあたえているかどうかは不明である。一方で 4-ヒドロキシフェニルピルビン酸

の健康機能に関する研究についてはいくつか報告がある。4-ヒドロキシフェニル

ピルビン酸は出血性ショック状態のラットの生存期間を延長すること、ミトコン

ドリアの呼吸を促進するとともにミトコンドリアにおける活性酸素の産生を抑

制することが報告されている(28)。また、マクロファージの炎症応答を抑制する

作用があることも報告されている(29)。加えて、4-ヒドロキシフェニルピルビン

酸は水溶液中で反応して芳香族炭化水素受容体(AhR)のアゴニストを形成する

ことが報告されている(30)。 

インドール-3-ピルビン酸はトリプトファンから脱アミノ反応により生合成さ

れる。生体におけるトリプトファンの代謝経路は複数知られており、他にキヌレ
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ニン経路やセロトニン経路などが存在するが、これらは免疫系や神経系において

重要な役割をはたしていることがわかっている(31)。一方でインドール-3-ピルビ

ン酸の健康機能に関する研究も複数行われている。インドール-3-ピルビン酸は脳

における酸化的な細胞傷害に対して保護作用があることが報告されており(32)、

ラットの一過性前脳虚血後の線条体の損傷を減少させる作用があることが報告

されている(33)。また、インドール-3-ピルビン酸は睡眠障害を改善し(34)、ヒト

の不安を抑える作用があることも示唆されている(35)。加えて、インドール-3-

ピルビン酸は 4-ヒドロキシフェニルピルビン酸と同じく、水溶液中で反応して

AhR アゴニストを生成することが報告されている(30)。 

 

皮膚と紫外線 

皮膚は表皮と真皮から構成される(図 0-3A)。表皮は皮膚においてバリアの役割

をはたしており、皮膚からの水分の蒸散を防いでいる。表皮のほとんどは角化細

胞から形成されており、真皮と接する基底層で分裂し、皮膚表面に向かうにつれ

分化が進む構造になっている。角化細胞は分化が進む過程で細胞間脂質により強

固な集合体となって皮膚表面で角質層を形成する。皮膚のバリア機能はこの角質

層の完全性により保たれている。一方、真皮は、その大部分が線維芽細胞とそれ

が産生するコラーゲン、エラスチン、ヒアルロン酸からなる。これらの線維によ

り皮膚の弾力や保水力が保たれている。 

紫外線(UV)はその波長により UVA (315-400 nm)、UVB (280-315 nm)、UVC (280 

nm 未満)に分類される。太陽光に含まれる UV のうち UVC はオゾン層により大

気を通過できないが、UVA および UVB は地表に到達する。UVA は真皮まで届

きしわやシミの原因となる一方、UVB は表皮に深刻な損傷を引き起こし、紅斑

や水疱の形成を伴う日焼け(サンバーン)の主要な原因となる。UVB は表皮角化細

胞の DNA にダメージを与え、アポトーシスを誘導するとともに、炎症反応を誘

導する(36-38) (図 0-3B)。また、UVB は表皮角化細胞の増殖と表皮の肥厚を誘導
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し、表皮のバリア機能を低下させる(37, 39) (図 0-3B)。UVB に対する慢性的な暴

露は皮膚の光老化を促進するだけでなく、皮膚がんとなるリスクを高める(40, 

41)。 

 

UVB に対する角化細胞の応答 

UVB による表皮角化細胞の損傷には、DNA ダメージによる直接的なものと活

性酸素(ROS)の発生による間接的なものがある(図 0-4)。UVB により誘導される

ROS は mitogen activated protein kinase (MAPK)シグナルパスウェイを活性化する

ことで皮膚のアポトーシスや炎症反応などの一連のカスケードを誘導する(36, 

図 0-3 皮膚と UV 

(A) 皮膚は表皮と真皮から構成される。表皮は角化細胞から形成されており、真皮

と接する基底層で分裂し、皮膚表面に向かうにつれ分化が進む。表皮はバリアの役

割をはたしており、水分の蒸散を防いでいる。(B) UVB 照射は表皮角化細胞の DNA

にダメージを与え、アポトーシスを誘導し、表皮のバリア機能を低下させるととも

に、炎症反応を誘導し、表皮角化細胞の増殖と表皮の肥厚を誘導する。 
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40, 42, 43) (図 0-4)。このため、抗酸化剤や ROS 産生を阻害する薬剤は、UVB に

より誘導される組織的な損傷を減少させることができる。皮膚にはスーパーオキ

シドジスムターゼ、グルタチオンペルオキシダーゼおよびカタラーゼなどの抗酸

化酵素、また、α-トコフェロール、コエンザイム Q10、アスコルビン酸、カロテ

ノイドなどの非酵素的抗酸化剤が含まれているが、高レベルの UVB 照射は皮膚

の抗酸化能力を超えてしまうため、皮膚組織に損傷が生じると考えられる。抗酸

化物質であるカロテノイド、グルタチオン、アスコルビン酸、α-トコフェロール

などは UVB による皮膚傷害を予防または軽減する(42, 44, 45)。抗酸化剤の投与

は UVB により誘導される皮膚の損傷を減らし、最終的に皮膚がんを予防できる

ことが示されている(46, 47)。 

UVB により誘導される炎症性サイトカインやプロスタグランジンなどの炎症

性メディエーターは炎症、紅斑、過剰増殖、発がんなどの皮膚反応を引き起こす。

炎症性サイトカインの一つである IL-6 は UVB 照射により角化細胞から分泌さ

れ、角化細胞の過剰な増殖を引き起こす(48)。また、IL-1β は角化細胞において不

活性前駆体として恒常的に発現しているが、UV 照射により発現が上昇するとと

もに、caspase-1 の切断によって活性化型に変換される(49)。活性化型の IL-1β は

IL-6 の強力な誘導物質であることが知られている。Cyclooxygenase-2 (Cox-2)は皮

膚に存在する主要なプロスタグランジンであるプロスタグランジン E2 (PGE2) 

の生合成に関わる律速酵素であり、UVB による皮膚の炎症反応や発がんにおい

て非常に重要な役割をはたしている(50)。Cox-2 の選択的阻害剤は、UVB 照射に

より誘導される表皮角化細胞の DNA の酸化的なダメージを減らし、皮膚の紅斑、

炎症反応を抑制するとともに、皮膚のがん化を抑制することが報告されている

(51-53)。加えて、Cox-2 のヘテロノックアウトマウスでは UVB 照射による表皮

角化細胞の増殖が抑制されるとともに、皮膚のがん化が抑制されることが報告さ

れている(54)。また逆に、Cox-2 を過剰発現するマウスでは UVB 照射により誘導

される皮膚のがん化が促進されることが示されている(54)。 
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 MAPK はセリン／スレオニンキナーゼファミリーに属し、様々な細胞外のシグ

ナルに対して、保存されているスレオニン残基およびチロシン残基の両方をリン

酸化することで、シグナルカスケードを活性化する。このうち、p38 MAPK は主

にストレスシグナルに対する細胞応答に関与しており、UVB 照射により誘導さ

れる角化細胞の炎症反応やアポトーシスにおいて重要な役割をはたしている(図

0-4)。UVB 照射は角化細胞の p38 MAPK を強力にかつ持続的に活性化し、Cox-2

をはじめとする炎症性メディエーターを誘導する(42, 55, 56)。また、p38 MAPK

は、UVB 照射時にアポトーシス誘導因子である Bcl-2-associated X protein (Bax)を

介して、角化細胞にアポトーシスを誘導することが報告されている(57)。p38 

MAPK 阻害剤は、UVB 照射によるマウス表皮のアポトーシスや炎症を抑制する

ことが示されている(58, 59)。 

 

図 0-4 UVB 照射に対する表皮角化細胞の応答 

UVB は角化細胞の DNA に直接ダメージを与えるとともに、細胞内に ROS を発生さ

せる。UVB により生成した ROS は MAPKs を活性化することで皮膚のアポトーシス

や炎症反応などの一連のカスケードを誘導する。MAPK の中でも p38 MAPK は特に

重要な役割をはたしており、角化細胞に対して IL-6、Cox-2 などの炎症性メディエー

ターの産生を誘導するとともに、Bax を介してアポトーシスを誘導する。図は文献

36 を参考に改変。 
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炎症性腸疾患 

炎症性腸疾患(IBD)はクローン病および潰瘍性大腸炎からなる疾患であり、遺

伝的感受性、腸内細菌叢、そのほかの環境要因、および免疫系に依存する複雑

な多因性疾患である(60)。近年の研究により、IBD は腸内細菌叢の成分に対する

過剰な免疫反応の結果生じることが示唆されている(60-62)。国内において潰瘍

性大腸炎の患者は、1970 年代まで殆ど報告がなかったが、ここ 20 年で急増し、

2008 年には特定疾患医療受給者証交付人数が 10 万人を突破している。IBD は、

寛解と再燃を繰り返すことが多い慢性的な疾患であり、根治療法は確立されて

いない。このため、IBD に対する一般的な治療戦略は、腸管における異常な免

疫応答を抑制し寛解に導入すること、そして、長期に寛解を維持することであ

る。寛解導入の第 1 選択薬としては 5-アミノサリチル酸が用いられる。5-アミ

ノサリチル酸は活性酸素除去作用や、抗炎症作用を有するため寛解導入だけで

なく寛解維持薬としても用いられる。しかし、5%程度のヒトに副作用が発現す

ることや、寛解維持治療を行っていても炎症が再燃する症例がある。コルチコ

ステロイドは、免疫を強力に抑制するため、5-アミノサリチル酸で改善しない

場合や炎症が中程度以上の場合に用いられることが多い。コルチコステロイド

は寛解導入に対しては有効であるが、重篤な副作用が多く、長期の寛解維持効

果が乏しいため、寛解導入後は減量して最終的に中止することが基本となる。

免疫抑制剤(6-メルカプトプリン、アザチオプリン)はコルチコステロイド依存的

な症状、つまりコルチコステロイドの減量に伴って炎症が再燃する場合に用い

られる。難治性の症例に比較的高い効果を示すが、これらを使用しても炎症が

再燃することがある。また、副作用として血液障害や感染症などのおそれがあ

る。最近では、抗体医薬品が開発されており、IBD 患者にとって大きな臨床的

利益をもたらしている(63)。しかしながら、抗体医薬品は免疫原性を有するた

め、その使用が制限される可能性がある(64)。このため、IBD に対しては、毒性

がなく持続的に寛容状態を維持することができる治療法が必要とされている。 
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IBD と免疫系 

動物モデルを用いた検討などから、IBD では、腸内細菌に対する自然免疫系

の不適切な応答により炎症性サイトカインなどが産生され、獲得免疫系による

炎症反応が促進されることで、大腸炎症が誘導されると考えられている(図 0-

5)。実際、獲得免疫系において司令塔の役割をはたしている helper T 細胞(CD4+ 

T 細胞)が腸管炎症において重要な役割を担っていることが判明している。IBD

の動物モデルとしては、T 細胞移入大腸炎モデル、IL-10 欠損マウスを用いた大

腸炎モデル、2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS)の経直腸投与により誘導さ

れる大腸炎モデル、デキストラン硫酸ナトリウム(DSS)の経口投与により誘導さ

れる大腸炎モデルなどが用いられている。T 細胞移入大腸炎モデルは、重症複

合免疫不全症(SCID)マウスや RAG2 欠損マウスといった免疫不全マウスに、

CD45RBhigh CD4+ T 細胞または naïve CD4+ T 細胞を移入することにより大腸炎

症が誘導されるモデルである。これらの大腸炎モデルでは細胞性免疫を司る

Th1 細胞が腸管炎症の誘導に深く関わっていることがわかっている。例えば、T

細胞移入大腸炎モデルでは、大腸の粘膜固有層リンパ(LPL)において Th1 細胞

が増加すること、さらに Th1 細胞が産生する interferon (IFN)- γ や tumor necrosis 

factor (TNF)-α に対する中和抗体の投与により腸管炎症が抑制されることが報

告されている(65)。IFN-γ および TNF-α の中和抗体の同時投与は、DSS 誘導性の

腸管炎症に対しても効果を発揮する(66)。加えて IFN-γ 欠損マウス由来の T 細

胞の移入は免疫不全マウスに腸管炎症を誘導しないこと(67)、IFN-γ 欠損マウス

では DSS を投与しても腸管炎症が誘導されないことが報告されている(68)。さ

らに、Th1 細胞分化を誘導するサイトカインである IL-12 に対する中和抗体の

投与は、TNBS 誘導性大腸炎モデルや IL-10 欠損マウスにおいて、LPL にける

Th1 細胞の増加を抑え、腸管炎症を抑制することが報告されている(69, 70)。ヒ

トの IBD 患者においては、クローン病患者の LPL 細胞の IFN-γ 産生が高いこと

がわかっており(71)、クローン病患者に対する IL-12 や IFN-γ の中和抗体を用い



 

 - 20 - 

た臨床試験が進められている(72-75)。 

炎症性サイトカインは IBD の病原性において中心的な役割をはたしており、

IBD の治療においても重要なターゲットとなっている。現在のところ IBD に対

する最も効果的な治療薬は TNF-α に対する中和抗体である(76)。Th1 細胞だけ

でなくマクロファージなどの自然免疫系の細胞も TNF-α の産生源であり(77)、

潰瘍性大腸炎ではマクロファージに、クローン病では粘膜固有層の細胞全体に

TNF-α+細胞が分布する(78)。TNF-α の中和抗体の投与は T 細胞移入大腸炎モデ

ルだけでなく(65)、TNBS 誘導性大腸炎や IL-10 欠損マウスの腸管炎症に対して

も抑制効果を発揮する(79, 80)。TNF-α 中和抗体が IBD に対して治療効果を示す

機序としては、腸管上皮細胞のアポトーシス抑制や、T 細胞や活性化単球に対

するアポトーシス誘導が関係していると考えられている(81, 82)。 

IL-6 は IL-6R と gp130 を介して細胞にシグナルを伝達する炎症性サイトカイ

ンである。IBD 患者の粘膜では IL-6 産生が増加していることがわかっている

(83)。DSS 誘導性大腸炎モデルでは IL-6 の欠損により腸管炎症が軽減されるこ

とが報告されている(84)。また、IL-6R に対する抗体や gp130-Fc デコイによる

IL-6 シグナリングの阻害は、T 細胞移入大腸炎や、IL-10 欠損マウス、TNBS 誘

導性大腸炎モデルの腸管炎症を抑制することが報告されており(83, 85) 、これ

らは T 細胞の生存や活性化を阻害することで腸管炎症を抑制すると考えられて

いる(83, 85)。これらのことから、クローン病患者に対する IL-6R に対する抗体

を用いた臨床試験が進められている(86, 87)。 

IL-1β は IL-6 を強力に誘導する作用があるサイトカインであり、炎症におい

て重要な役割をはたしていると考えられている(88)。IBD 患者の粘膜由来の単

核球は高い IL-1β 産生能を有することが報告されている(89)。また、IL-1 は好中

球を遊走させる IL-8 を誘導する作用があるが(90)、IBD 患者の大腸では IL-1β

と IL-8 の高い相関が報告されており(91)、IBD において IL-1β が IL-8 の発現誘

導を介して好中球の浸潤を促進し、炎症を誘導する可能性が示唆されている。 



 

 - 21 - 

T helper 17 (Th17)細胞は自己免疫疾患の病態に深く関わっている helper T 細

胞である。Th17 細胞は IL-17 の産生を特徴とし、IL-1β や IL-6 および transforming 

growth factor (TGF)-β 存在下で分化が誘導され、IL-23 により維持される(92-94)。

Th17 細胞は腸管粘膜においては感染防御を担っており(95)、腸管免疫における

主要なプレーヤーであると考えられているが、IBD の病態における役割につい

てははっきりしていない。Th17 細胞の維持・増殖に関わる IL-23 は大腸炎の増

悪因子であることを示す報告が複数ある一方で(96-98)、逆に大腸炎の抑制に関

わっていることを示す報告もある(99)。また、Th17 が産生する IL-17 について

は、大腸炎を促進するという報告と抑制するという報告の両方が混在している

(100-104)。Th17 細胞は、生体内で Th1 細胞に変換されることで大腸炎症を誘導

することを示唆する報告もある(105, 106)。 

抗炎症性のサイトカインである IL-10 は大腸の恒常性に重要な役割をはたし

ていることが良く知られている。例えば、前述した IBD モデルの IL-10 欠損マ

ウスでは、自発的に大腸に慢性的な炎症が生じる(107)。また、IL-10 レセプター

を欠損するマウスでも慢性的な大腸炎が生じることが報告されている(108)。こ

のため、IL-10 は IBD に対する治療剤として利用できる可能性がある。実際、

ヒトへの応用には至っていないものの、 IL-10 を産生するよう設計された

Lactococcus lactis の投与が、DSS 誘導性大腸炎モデルや IL-10 欠損マウスの腸

管炎症を抑制することが報告されている(109)。さまざまな免疫細胞が IL-10 を

産生するが、腸管炎症においては特に T 細胞由来の IL-10 の重要性が示唆され

ている。SCID マウスに CD45RBhigh CD4+ T 細胞を移入する T 細胞移入大腸モデ

ルでは、CD45RBlow CD4+ T 細胞を同時移入することによりその発症が予防され

るが、その効果は IL-10 欠損マウス由来の CD45RBlow CD4+ T 細胞の移入では認

められないことが報告されている(110)。また、T 細胞特異的に IL-10 を欠損す

るマウスでは、IL-10 欠損マウスと同じように自然に大腸炎を発症するが(111)、

マクロファージ特異的に IL-10 を欠損するマウスでは大腸炎は自然発症しない
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ことが報告されている(112)。腸管は IL-10 産生 T 細胞を誘導するユニークな部

位であり(113)、forkhead-box-P3 (Foxp3)+ regulatory T cell (Treg)や type 1 regulatory 

T (Tr1)細胞が IL-10 を産生している(114)。Foxp3+ Treg 由来の IL-10 について

は、Foxp3+ Treg 特異的に IL-10 を欠損するマウスで大腸炎が自然に発症するこ

とから、その重要性が示されている(115)。一方、Tr1 細胞については、その移

入により T 細胞移入大腸炎モデルの腸管炎症を抑制できることが示され(116)、

Tr1 細胞を用いた IBD 患者に対する臨床試験が進められている(117)。また、

Bifidobacterium breve はマウスの大腸粘膜において Tr1 細胞を誘導することで大

腸炎を予防することが報告されている(118)。したがって、大腸粘膜において IL-

10 産生 T 細胞を誘導するような食品成分は、炎症性腸疾患の予防や治療に利用

できる可能性がある。 

図 0-5 腸管炎症とサイトカイン 

Th1 細胞は腸管炎症の誘導に深く関わっており、Th1 細胞が産生する IFN-γ や TNF-

α、Th1 細胞分化を誘導する IL-12 は腸管炎症の誘導に関わる重要なサイトカインで

ある。また、マクロファージなどから産生される炎症性サイトカインである IL-1β や

IL-6 も炎症の誘導に関わっている。Th17 細胞は腸管炎症を促進するという報告と抑

制するという報告の両方が混在している。一方、Foxp3+ Treg や Tr1 細胞から産生さ

れる IL-10 は腸管炎症を抑制する作用がある。 
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腸管粘膜の樹状細胞 

抗原提示細胞は自己の細胞表面のMHCクラス II分子に外来抗原を提示するこ

とで、CD4+ T 細胞を活性化することができる細胞である。抗原提示細胞の一つ

である樹状細胞は、naïve CD4+ T 細胞からエフェクターT 細胞への分化を促すこ

とができる細胞であり、CD4+ T 細胞の分化誘導を介して免疫反応と免疫寛容の

バランスを決めている。腸管粘膜における樹状細胞の主要な役割は、外来の抗原

を粘膜固有層から腸間膜リンパ節(MLN)に輸送し、抗原特異的な CD4+ T 細胞の

応答を誘導することである(図 0-6A)。腸管粘膜の樹状細胞は定常状態では低応答

性であり、腸内細菌由来の抗原や食餌抗原に対して免疫寛容を誘導している。樹

状細胞はマウスでは CD11c の発現をマーカーとして識別される。腸管免疫の樹

状細胞はさらに CD103 と CD11b の発現の違いによりサブセットが区別され、そ

れぞれ異なるタイプの免疫応答を誘導すると考えられている(図 0-6B)。CD103ˉ樹

状細胞は高い炎症性を有していることがわかっている(119, 120)。腸管免疫におけ

る CD103ˉ樹状細胞は主に CD103ˉ CD11b+樹状細胞で構成され、Th1 細胞と Th17

細胞の分化誘導に関わっている(121-123)。一方、CD103+樹状細胞は、T 細胞に免

疫寛容や腸管へのホーミングを誘導することで腸管免疫の恒常性維持に関わっ

ていると考えられている(124)。CD103+樹状細胞は CD11b の発現の違いにより、

さらに 2 つのサブセットに分けられ、CD103+ CD11b+樹状細胞は Th17 細胞や

Foxp3+ Treg の発生に関係していることがわかっている(125-128)。CD103+ CD11bˉ

樹状細胞は CD8+ T 細胞に抗原をクロスプレゼンテーションするユニークな細胞

であり(129)、Th1 細胞分化を誘導することが報告されている。また、MLN の

CD103+ CD11bˉ樹状細胞の一部のサブセットは Foxp3+ Treg を誘導する作用があ

ることが報告されている(130)。樹状細胞サブセットと腸管炎症の関係も研究され

ており、急性の大腸炎を誘導したマウスのMLNでは、CD103ˉ樹状細胞が増加し、

CD103+樹状細胞が減少すること、さらに、MLN CD103ˉ樹状細胞の移入は大腸炎

を悪化させるが、MLN CD103+樹状細胞の移入は悪化させないことが報告されて
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いる(131)。また、CD103+ CD11b+樹状細胞を欠く組換えマウスでは DSS 誘導性大

腸炎の悪化は認められない一方で、CD103+ CD11bˉ樹状細胞を欠く組換えマウス

では DSS 誘導性大腸炎が悪化することが報告されている(132)。これらの知見は、

樹状細胞サブセットの構成の違いが腸管炎症の進展に大きく影響することを示

唆している。 

 

図 0-6 腸管免疫の樹状細胞 

(A) 腸管粘膜の樹状細胞は、外来の抗原を粘膜固有層から MLN に輸送し、抗原特異

的な CD4+ T 細胞の応答を誘導する。(B) 腸管免疫の樹状細胞は CD103 と CD11b の

発現の違いによりサブセットが区別される。CD103ˉ樹状細胞は高い炎症性を有して

いると考えられている。CD103ˉ樹状細胞は主に CD103ˉ CD11b+樹状細胞で構成され、

Th1 細胞と Th17 細胞を分化誘導する作用がある。CD103+樹状細胞は免疫寛容を誘

導すると考えられている。CD103+樹状細胞は CD11b の発現の違いにより、2 つのサ

ブセットに分けられる。CD103+ CD11b+樹状細胞は Th17 細胞や Foxp3+ Treg を誘導

する作用がある。CD103+ CD11bˉ樹状細胞は CD8+ T 細胞に抗原をクロスプレゼンテ

ーションするとともに、Th1 細胞分化を誘導する。CD103+ CD11bˉ樹状細胞の一部の

サブセットは Foxp3+ Treg を誘導する作用がある。CD103+ CD11bˉ樹状細胞は大腸炎

を抑制する作用があることが示唆されている。 
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AhR アゴニストの腸管保護作用 

AhR はシトクロム P450 1A1 (Cyp1A1)などの解毒酵素を強く誘導するリガン

ド活性化転写因子であり、有害物質の代謝において重要な役割をはたしている

(図 0-7A)。AhR は、当初、2,3,7,8-テトラクロロジベンゾ-ρ-ダイオキシン(TCDD)

結合タンパク質として同定されたが(133)、その後の研究により食品および微生

物由来の芳香族化合物を含む多くの分子により活性化されることが明らかにな

ってきている(134)。また、近年、いくつかの AhR アゴニストが IBD モデルの

腸管炎症を抑制することが報告されており(135-138)、AhR が腸粘膜の恒常性を

維持する上で重要な役割を果たしていることもわかってきている(139) (図 0-

7B)。TCDD の投与は、Foxp3+ Treg を増加させることによって、2,4,6-トリニト

ロベンゼンスルホン酸誘発性のマウス大腸炎モデルにおける腸管炎症を抑える

ことが報告されている(135)。また、毒性が無い AhR アゴニストである 2-(1’H-

インドール-3’-カルボニル) -チアゾール-４-カルボン酸メチルエステル(ITE)の

投与は、Foxp3+ Treg を増加させ、さらに CD39、グランザイム B、および IL-10

産生を増加させることでヒト化マウスにおける大腸炎を改善することが報告さ

れている(136)。さらに、トリプトファン由来の AhR アゴニストであるインドー

ル-3-アルデヒドおよび 6-ホルミルインドロ[3,2-b]カルバゾール(FICZ)は、IL-22

の誘導を介してマウスの腸管粘膜を保護することが報告されている(137, 138)。

このように、腸管における AhR アゴニストの保護作用については、使用するア

ゴニストの種類や動物モデルの違いによって異なる作用機構が提唱されてい

る。 
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図 0-7 AhR アゴニストの腸管保護作用 

(A) AhR はリガンド活性化転写因子であり、アゴニストが結合すると核内移行し、

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT)とヘテロ 2 量体を形成し、Cyp1A1

などの遺伝子発現を誘導する。図は文献 134 を参考に改変。(B) いくつかの AhR ア

ゴニストの投与は腸管炎症を抑制することが報告されている。TCDD は、Foxp3+ Treg

を増加させることで腸管炎症を抑える。ITE は、Foxp3+ Treg を増加させ、CD39、グ

ランザイム B、IL-10 産生を増加させることで腸管炎症を抑制する。インドール-3-ア

ルデヒドおよび FICZ は、CD4+ T 細胞や自然リンパ球の IL-22 の誘導を介して腸管粘

膜を保護する。 
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本研究の目的 

 近年、乳酸菌に様々な健康機能があることが明らかになり、乳酸菌はヨー

グルトやチーズといった発酵食品だけでなく、サプリメントや食品への添加

など、様々な形で活用されるようになってきた。本研究では乳酸菌の活用を

さらに進めるため、乳酸菌代謝物の一つである芳香族ピルビン酸に着目し、

その新規機能について検討を行った。また、乳酸菌の免疫調節作用に着目し、

その作用の強化機構についても検討を行った。 

乳酸菌が産生する芳香族乳酸は抗酸化作用や抗炎症作用があることがわ

かっている。芳香族乳酸は芳香族アミノ酸から芳香族ピルビン酸を経由して

生合成されるが、一部の乳酸菌は芳香族乳酸だけでなく、芳香族ピルビン酸

を産生する。芳香族ピルビン酸は芳香族乳酸よりも強い抗酸化作用があり、

また、インドール-3-ピルビン酸や 4-ヒドロキシフェニルピルビン酸は AhR

を活性化する作用があることがわかっているが、これまでのところ皮膚や腸

管において抗炎症作用があるかどうかについてはわかっていなかった。そこ

で本研究では、第 1 章および第 2 章において、UVB 照射による角化細胞お

よび皮膚の炎症モデルを用いてピルビン酸と芳香族ピルビン酸の抗炎症作

用の検討を行った。また、第 3 章では芳香族ピルビン酸の AhR を介した抗

炎症作用について、大腸炎症モデルを用いて検討を行った。 

第 4 章では乳酸菌の免疫調節作用として、マクロファージに対する IL-12

誘導に着目した。IL-12 は helper T 細胞のバランスを改善することでアレル

ギーを予防できる可能性があることから、重要な指標として利用されてい

る。Lactococcus 属乳酸菌の IL-12 誘導における細胞壁の役割を調べる過程

で、菌体を卵白リゾチームとともに加熱することで、菌体の IL-12 誘導能が

増強されることを見出したことから、本研究ではその機構について解析を行

った。 
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本論 

 

第 1 章 UVB 照射により誘導される HaCaT 細胞の損傷および炎症反応に対す

るピルビン酸の防御作用  

 

1-1. 緒言 

 ピルビン酸は脱炭酸により非酵素的に過酸化水素を還元するため、抗酸化作用

があると考えられている(補足図 1-1)。実際、ピルビン酸は骨芽細胞および human 

umbilical vein endothelial cells における ROS 誘導性の損傷を抑えることが報告さ

れている(140, 141)。加えて、ピルビン酸は in vitro および in vivo の酸化ストレス

モデルにおいて神経保護作用を示すこと(142)、過酸化水素によって誘導される損

傷から神経細胞を保護する作用があることが報告されている(143)。これらのこと

から、ピルビン酸は、酸化的ストレスを減少させることにより、UVB 照射の有害

な影響から角化細胞を保護できる可能性がある。本章では、ヒト不死化角化細胞

である HaCaT 細胞を用いて、UVB により誘導される角化細胞の応答に対するピ

ルビン酸の効果を調べた。HaCaT 細胞をピルビン酸で処理し、UVB 照射時の細

胞生存率、IL-1β、IL-6 および PGE2産生、Cox-2 発現に対する効果を調べるとと

もに、UVB により誘導される ROS の産生や p38 MAPK の活性化に対するピルビ

ン酸の効果を調べた。 

 

補足図 1-1 ピルビン酸の抗酸化作用 

ピルビン酸は脱炭酸により、非酵素的に過酸化水素を還元する。 
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1-2. 材料および方法 

(1) 試薬類 

ピルビン酸は和光純薬(大阪)から購入した。アスコルビン酸ナトリウムはナカ

ライテスク (京都 )より購入した。 anti-p38 MAPK、anti-phospho p38 MAPK 

(Thr180/Tyr182)、horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit IgG、および

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)に対する抗体は Cell Signaling 

Technology (Beverly, MA, USA)から購入した。anti-Cox-2 は BD Biosciences (San 

Jose, CA, USA) から購入した。 HRP-conjugated anti-mouse IgG は Jackson 

ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA)から購入した。 

 

(2) 細胞 

 HaCaT 細胞は Cell Lines Service (Eppelheim, Germany) から購入した。HaCaT 細

胞は 10% fetal calf serum (FCS) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)、2 mM L-

glutamine (Life Technologies)、100 U/ml ペニシリン(Life Technologies)、100 μg/ml 

ストレプトマイシン(Life Technologies)を含有する high glucose Dulbecco’s modified 

Eagle medium (DMEM)培地(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)で、5% CO2下、37℃

で培養した。 

 

(3) ピルビン酸含有培地の調製 

 ピルビン酸は培地に溶解した後、2 N NaOH で pH を 7.5 に調整した。 

 

(4) 紫外線照射 

 HaCaT 細胞を 6 ウェルプレート(BD Biosciences)で培養した。コンフルエント

に達したところで培地を除去し、Hanks balanced salt solution (HBSS) (Life 

Technologies)に交換した。培養プレートを、UVB ランプ(三共電気, 神奈川)を取

り付けた UV クロスリンカーCL-1000 (UVP, Upland, CA)に入れ、306 nm をピーク
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とする紫外線を 60 mJ/cm2 照射した。紫外線量は UV 計測器 UV-340A (Lutron, 

aipei, Taiwan)で測定した。照射後、HBSS を除去し、サンプルを含有する新しい

培地と交換した。 

 

(5) 細胞数の測定 

 培養後の HaCaT 細胞を 3.5%パラホルムアルデヒド PBS で 10 min 固定した。

PBS で洗浄後、0.1%クリスタルバイオレット PBS で染色した。PBS で 2 回洗浄

後、細胞に取り込まれた色素を 2 ml の 10%酢酸で溶出し、595 nm の吸光度を測

定した。 

 

(6) 細胞内 ROS の検出 

 HaCaT 細胞を 10 μM CM-H2DCFDA (Life Technologies)入りの HBSS で 30 min

処理した。HBSS で 2 回洗浄後、UVB を照射した。DMEM 培地で 37℃、60 min

培養後、トリプシン処理を行い、細胞を回収した。細胞の蛍光(excitation : 488 nm, 

emission : 525 nm)をフローサイトメーターGallios (Beckman Coulter, Brea, CA, 

USA)により解析した。 

 

(7) サイトカインの測定 

 培養後に培地に産生されたサイトカイン量 (IL-1β、 IL-6)を enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)により測定した。IL-1β、IL-6 は Opt EIA ELISA kit 

(BD Biosciences)を用いて測定した。 

 

(8) プロスタグランジン E2の測定 

 培養後に培地に産生されたプロスタグランジン E2 は Luminex Prostaglandin E2 

kit (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA)を用いて測定した。 
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(9) Real-time PCR 解析 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用いて培養後の HaCaT 細胞から

Total RNA を抽出した。Total RNA 1 μg を QuantiTect Reverse Transcription kit 

(Qiagen)を用いて逆転写した。Real-time PCR はライトサイクラーファストスター

ト DNA マスターSYBR Green I (Roche, Basel, Switzerland)を用いて、LightCycler 1.5 

(Roche)により行った。Il1b、Il6、Cox2、Gapdh の発現解析に用いたプライマー配

列は表 1 に示す。Il1b、Cox2、Gapdh の PCR は、95℃、10 min で処理した後、変

性(95℃、10 sec)、アニーリング(53℃、10 sec)、伸長(72℃、30 sec)を 40 サイクル

回すことで行った。Il6 の PCR は、アニーリングおよび伸長をあわせて 68℃、30 

sec で行った。各遺伝子の発現は Gapdh の発現により正規化した。 

 

 

 

 

 

 

表 1 第 1 章で用いたプライマーリスト 

hGapdh forward ACCCACTCCTCCACCTTTGA 

hGapdh reverse CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT 

hIl1b forward AAGCTGATGGCCCTAAACAG 

hIl1b reverse AGGTGCATCGTGCACATAAG 

hIl6 forward AAGCCAGAGCTGTGCAGATGAGTA 

hIl6 reverse TGTCCTGCAGCCACTGGTTC 

hCox2 forward TGAGCATCTACGGTTTGCTG 

hCox2 reverse TGCTTGTCTGGAACAACTGC 
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(10) ウェスタンブロッティング 

 培養後の細胞を phosphate-buffered saline (PBS)で 2 回洗浄し、1% NP-40, 5 mM 

EDTA, 1% protease inhibitor cocktail, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4)溶液に溶解した。

15,000 × g、15 min 遠心後、上清を回収した。タンパク質濃度は Pierce BCA Protein 

Assay kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)により測定した。タンパク質 10 μg

分を SDS-PAGE により泳動し、ニトロセルロースメンブレンに転写した。メンブ

レンを 5%スキムミルク(和光純薬)入りの tris-buffered saline containing 0.1% Tween 

20 (TBST)で 2 hr、室温でブロッキングした。TBST で洗浄後、一次抗体と反応さ

せた。TBST で洗浄後、HRP で標識した二次抗体と反応させた。TBST で洗浄後、

ECL Prime Western blotting detection reagents (GE Healthcare Lifesciences, 

Buckinghamshire, UK)によりバンドを検出した。 

 

(11) 統計解析 

 2 群間の比較を Student’s t test により行った。 

 

1-3. 結果 

(1) ピルビン酸は UVB 照射時の HaCaT 細胞の生存率を高める 

ピルビン酸の UVB に対する防御作用を調べるため、HaCaT 細胞に UVB (60 

mJ/cm2)を照射後、ピルビン酸(100 mM)を添加した培地で培養した。位相差顕微

鏡による観察の結果、UVB 照射 24 hr 後には HaCaT 細胞の多くが培養プレート

から剥がれたが、ピルビン酸の添加はそれを抑制した(図 1-1A)。クリスタルバイ

オレット染色による評価の結果、ピルビン酸の添加は UVB 未照射時の細胞数を

わずかに減少させたが、UVB 照射時においては細胞生存率を有意に高めること

がわかった(図 1-1B)。これらの結果からピルビン酸は UVB により誘導される細

胞の損傷に対して防御作用を有していることが明らかになった。 
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 (2) UVB 照射により誘導される HaCaT 細胞内の ROS 産生に対するピルビン酸

の効果 

 ピルビン酸がその抗酸化作用により、UVB 照射による細胞の損傷を防御して

いるかどうかを調べるため、ROS に反応して蛍光を発する CM-H2DCFDA を用い

て細胞内の ROS 産生を評価した。その結果、UVB 照射 1 hr 後に HaCa T 細胞内

において ROS の顕著な増加を確認したが、ピルビン酸の培地への添加は ROS の

産生を抑制しないことがわかった(図 1-2)。このことから、ピルビン酸の紫外線照

射に対する防御効果は、ピルビン酸の抗酸化作用を介したものではないことが示

唆された。 

図 1-1 ピルビン酸は UVB 照射時の HaCaT 細胞の生存率を高める 

(A, B) HaCaT 細胞に UVB (60 mJ/cm2)を照射後、ピルビン酸(100 mM)存在下、または

非存在下で培養した。コントロールとして UVB を照射しない細胞を用意した

(Control)。(A) UVB 照射 24 hr 後の HaCaT 細胞の顕微鏡写真。(B) UVB 照射 24 hr 後

に、培養プレートに接着する生細胞数をクリスタルバイオレット染色法で測定した。

データは平均値±SD で示した。****p < 0.0001 (Student’s t test)。 
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(3) ピルビン酸は UVB 照射により HaCaT 細胞内に誘導される炎症性メディエー

ターを抑制する 

UVB 照射により誘導される炎症性メディエーターに対するピルビン酸の添加

効果を調べるため、Il1b、Il6、Cox2 の遺伝子発現を Real-time PCR により解析し

た。Il1b、Il6、Cox2 の遺伝子発現は UVB 照射後 6 hr で評価した。その結果、UVB

照射により上昇した Il1b、Il6、Cox2 の遺伝子発現が、ピルビン酸の添加により有

意に抑制されることが明らかになった(図 1-3)。一方で、UVB 未照射時において

ピルビン酸の添加は Cox2 の遺伝子発現を上昇させた(図 1-3)。 

次に、これらの作用がタンパク質レベルでも認められるかどうか確認した。

ELISA による測定の結果、UVB 照射 24 hr 後に培地中に産生される IL-1β、IL-6

はピルビン酸の添加により濃度依存的に抑制されることがわかった(図 1-4)。ピ

ルビン酸の抑制作用は、他の抗酸化物質であるアスコルビン酸に比べて、IL-1β で

は同程度であったが、IL-6 に関しては少し弱かった(図 1-4)。 

図 1-2 UVB 照射により誘導される 

HaCaT 細胞内の ROS に対するピルビン酸の効果 
 

HaCaT 細胞を 10 μM の ROS 検出試薬(CM-H2DCFDA)を含む HBSS で 30 min 処理し

た。UVB (60 mJ/cm2)を照射後、ピルビン酸(100 mM)存在下、または非存在下で 60 

min 培養した。コントロールとして UVB を照射しない細胞を用意した(Control)。細

胞内 ROS レベルをフローサイトメトリーにより解析した。データは平均値±SD で

示した。 
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図 1-3 ピルビン酸は UVB 照射により誘導される 

HaCaT 細胞の Il1b、Il6、Cox2 の遺伝子発現を抑制する 
 

HaCaT 細胞に UVB (60 mJ/cm2)を照射後、ピルビン酸(100 mM)存在下、または非存

在下で 6 hr 培養した。コントロールとして UVB を照射しない細胞を用意した

(Control)。細胞を回収し、Il1b、Il6、Cox2 の遺伝子発現レベルを real-time PCR によ

り解析し、Gapdh の発現により正規化した。各細胞の遺伝子発現は、UVB 非照射か

つピルビン酸未処理の細胞の遺伝子発現に対する比で示した。また、データは平均

値±SD で示した。**p < 0.01、***p < 0.001、****p < 0.0001 (Student’s t test)。 

図 1-4 ピルビン酸は UVB 照射により誘導される 

炎症性サイトカインの産生を抑制する 
 

HaCaT 細胞に UVB (60 mJ/cm2)を照射後、ピルビン酸を各濃度(0-100 mM)で含有す

る培地またはアスコルビン酸を 10 mM 含有する培地で 24 hr 培養した。コントロー

ルとして UVB を照射しない細胞を用意した(Control)。培養上清中に産生される IL-

1β 量(A)、IL-6 量(B)を ELISA により測定した。データは平均値±SD で示した。 
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続いて、Cox-2 のタンパク量をウェスタンブロッティング法により評価した。

その結果、ピルビン酸は UVB 照射により誘導される Cox-2 の発現を、タンパク

質レベルでも抑制することがわかった(図 1-5A)。これらの結果と一致して、ピル

ビン酸の添加は、UVB 照射時の HaCaT 細胞から産生される PGE2 量を有意に抑

制した(図 1-5B)。 

以上の結果からピルビン酸はUVB照射により誘導されるHaCaT細胞の炎症反

応を抑制する作用があることがわかった。なお、遺伝子発現の結果とは異なり、

UVB 未照射時におけるピルビン酸の添加は、Cox-2 のタンパク質レベルの発現を

ほとんど誘導せず、PGE2の産生も誘導しなかった(図 1-5A, B)。 

  

 

 

 

 

図 1-5 ピルビン酸は UVB 照射により誘導される 

Cox-2 の発現と PGE2産生を抑制する 
 

(A, B) HaCaT 細胞に UVB (60 mJ/cm2)を照射後、培地、ピルビン酸(100 mM)を含有す

る培地、またはアスコルビン酸(10 mM)を含有する培地で 24 hr 培養した。コントロ

ールとしてUVBを照射しない細胞を用意した(Control)。(A) HaCaT細胞におけるCox-

2 の発現をウェスタンブロッティングにより解析した。また、ローディングコントロ

ールとして GAPDH の発現量を調べた。(B) 培養上清中の PGE2 量を Luminex 

Prostaglandin E2 kit により測定した。データは平均値±SD で示した。****p < 0.0001 

(Student’s t test)。 
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(4) ピルビン酸は UVB 照射により誘導される p38 MAPK の活性化を抑制する 

  UVB 照射は角化細胞に対して p38 MAPK シグナルパスウェイを活性化する

ことが知られており、p38 MAPK は UVB 照射により誘導される炎症サイトカイ

ンや Cox-2 の発現に重要な役割をはたしている。そこで芳香族ピルビン酸の抑制

作用における p38 MAPK の関与を調べるため、UVB 照射時の p38 MAPK のリン

酸化に与えるピルビン酸の添加効果を調べた。図 1-6 に示すように、UVB 照射に

より p38 MAPK のリン酸化が誘導されたが、ピルビン酸の添加により p38 MAPK

のリン酸化は抑制されることが明らかになった(図 1-6)。 

 

1-4. 考察 

 これまでの研究ではピルビン酸は ROS の除去剤として働き、酸化ストレスに

より誘導される細胞死を抑制すると報告されていた(140-142)。しかし、本研究の

結果では、予想外に、ピルビン酸は UVB により誘導される細胞内の ROS を抑制

しなかった。ROS は UVB により誘導される皮膚の反応において重要な役割を果

たしているが、本研究の結果は、UVB による誘導される角化細胞の応答に対し

て ROS 以外のターゲットがあることを示している。UVB 照射は細胞に対して

様々なシグナルを活性化するが、本研究では、ピルビン酸が IL-1β、IL-6、PGE2

図 1-6 ピルビン酸は UVB 照射による 

HaCaT 細胞内の p38 MAPK のリン酸化を抑制する 

HaCaT 細胞に UVB (60 mJ/cm2)を照射後、ピルビン酸(100 mM)存在下、または非存在

下で培養した。HaCaT 細胞における p38 MAPK のリン酸化をウェスタンブロッティ

ングにより解析した。また、ローディングコントロールとして p38 MAPK の発現量を

調べた 
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といった炎症性のメディエーターを抑制することを見出した。 

UVB 照射により角化細胞で誘導される Cox-2 や IL-6 の発現は p38 MAPK に依

存的であることが知られている(36, 55, 56)。本研究ではピルビン酸が UVB 照射

時の p38 MAPK の活性化を減弱することを明らかにしたことから、ピルビン酸は

p38 MAPKのシグナルパスウェイを不活性化することで炎症性メディエーターの

誘導を阻害している可能性が考えられた。p38 MAPK は UVB 照射により誘導さ

れる表皮の炎症反応だけでなく、発がんにも関わっていることが示されているこ

とから(144)、ピルビン酸は UVB 照射により誘導される皮膚傷害を予防できる可

能性がある。 

本研究ではまた、ピルビン酸の添加が UVB 照射時の HaCaT 細胞の生存率を高

めることを明らかにした。UVB 照射による HaCaT 細胞のアポトーシスには p38 

MAPK が関与しているとの報告があることから(145)、ピルビン酸は p38 MAPK

を阻害することで HaCaT 細胞の生存を高めた可能性がある。一方で、UVB 照射

による角化細胞のアポトーシス誘導における p38 MAPK の役割に関しては少し

論争がある。HaCaT 細胞の場合とは異なり、正常ヒト角化細胞の単層培養では、

p38 MAPK は UVB 照射による細胞の損傷に対して保護的な役割を担っているこ

とが報告されている(146)。一方で、正常ヒト角化細胞を用いた 3 次元培養モデル

やマウス生体を用いた実験では、p38 MAPK シグナルの抑制により UVB 照射時

の角化細胞のアポトーシスが抑制されることが示されている(57, 58, 144)。このた

め、生体や、より生体に近い状態では、p38 MAPK は UVB 照射による表皮角化

細胞のアポトーシス誘導に関わっていると考えられる。 

 結論として、本研究ではピルビン酸が UVB 照射時の HaCaT 細胞の細胞死や炎

症反応を抑制することを明らかにした。ピルビン酸は p38 MAPK のシグナルパス

ウェイを阻害することにより、UVB による反応を抑制している可能性がある。

p38 MAPK は UVB による皮膚の損傷や炎症反応に関わっていることから、ピル

ビン酸は UVB による皮膚傷害に対する予防剤として利用できる可能性がある。 
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第 2 章 UVB 照射による皮膚傷害に対する芳香族ピルビン酸の防御作用 

  

2-1. 緒言 

 前章ではピルビン酸が、UVB により誘導される HaCaT 細胞の細胞死や炎症性

メディエーターの産生を抑制することを明らかにした。ピルビン酸の抗炎症作用

に関する報告は複数あるが、ピルビン酸の誘導体に関しても抗炎症作用が報告さ

れている。例えば、エチルピルビン酸は抗炎症作用により、腸間膜虚血、急性腹

膜炎、腫瘍血管形成などの多くの病態に対して防御的な作用を示すことが知られ

ている(147, 148)。したがって、ピルビン酸を構造に有するものは同様に抗炎症作

用を示す可能性がある。本章では、インドール-3-ピルビン酸、フェニルピルビン

酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸といった芳香族ピルビン酸が、ピルビン酸

と同様に、UVB 照射により誘導される皮膚の炎症反応および傷害を予防できる

かどうかについて検討した。 

 

2-2. 材料および方法 

(1) 試薬類 

ピルビン酸、フェニルピルビン酸は和光純薬(大阪)から購入した。4-ヒドロキ

シフェニルピルビン酸、インドール-3-ピルビン酸は Sigma-Aldrich から購入した。

使用した抗体類は 1-2 (1)に記載した。 

 

(2) 細胞 

 HaCaT 細胞の培養は 1-2 (2)の方法に従った。 

 

(3) ピルビン酸、芳香族ピルビン酸含有培地の調製 

 ピルビン酸、芳香族ピルビン酸は培地に溶解した後、等モル量の NaOH を添加

して中和した。 



 

 - 40 - 

(4) 紫外線照射 

 HaCaT 細胞に対する紫外線照射は 1-2 (4)の方法に従った。 

 

(5) 細胞数の測定 

 HaCaT 細胞の細胞数の測定は 1-2 (5)のクリスタルバイオレットによる染色法

により行った。 

 

(6) サイトカインの測定 

 培養後に培地に産生されたサイトカイン量(IL-1β、IL-6)を ELISA により測定し

た。方法は 1-2 (7)に従った。 

 

(7) Real-time PCR 解析 

培養後の HaCaT 細胞およびマウスの背部の皮膚から RNeasy Mini Kit (Qiagen)

を用いて Total RNA を抽出した。Total RNA 1 μg を ReverTra Ace qPCR RT Master 

Mix (東洋紡、大阪)を用いて逆転写した。Real-time PCR は Thunderbird SYBR qPCR 

Mix (東洋紡)を用いて、C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA)により行った。HaCaT 細胞の Il1b、Il6、Cox2、Gapdh の発現解析では表１

に示したプライマーを用いた。マウス皮膚の Il1b、Il6、Cox2、Bax、Gapdh の発

現解析に用いたプライマー配列は表 2 に示した。各遺伝子の発現は Gapdh の発

現により正規化した。 

 

 (8) ウェスタンブロッティング 

 培養後の細胞を PBS で 2 回洗浄し RIPA buffer (ナカライテスク)に溶解した。

15,000 × g、15 min 遠心後、上清を回収した。タンパク質濃度は Pierce BCA Protein 

Assay kit (Thermo Scientific)により測定した。タンパク質 10 μg 分を SDS-PAGE に

より泳動し、PVDF メンブレンに転写した。メンブレンを 5%スキムミルク(和光
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純薬)入りの Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20 (TBST)で 2 hr、室温でブ

ロッキングした。TBST で洗浄後、一次抗体と反応させた。TBST で洗浄後、HRP

で標識した二次抗体と反応させた。TBST で洗浄後、ECL Prime Western blotting 

detection reagents (GE Healthcare Lifesciences)によりバンドを検出した。 

 

表 2 第 2 章で用いたプライマーリスト 

hGapdh forward ACCCACTCCTCCACCTTTGA 

hGapdh reverse CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT 

hIl1b forward AAGCTGATGGCCCTAAACAG 

hIl1b reverse AGGTGCATCGTGCACATAAG 

hIl6 forward AAGCCAGAGCTGTGCAGATGAGTA 

hIl6 reverse TGTCCTGCAGCCACTGGTTC 

hCox2 forward TGAGCATCTACGGTTTGCTG 

hCox2 reverse TGCTTGTCTGGAACAACTGC 

mGapdh forward CCCATCACCATCTTCCAGGAGC 

mGapdh reverse CCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC 

mIl1b forward CCTTCCAGGATGAGGACATGA 

mIl1b reverse TGAGTCACAGAGGATGGGCTC 

mIl6 forward GAGGATACCACTCCCAACAGACC 

mIl6 reverse AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 

mCox2 forward CAGACAACATAAACTGCGCCTT 

mCox2 reverse GATACACCTCTCCACCAATGACC 

mBax forward CCCGAGAGGTCTTTTTCC 

mBax reverse GCCTTGAGCACCAGTTTG 
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(9) 細胞内 ROS の検出 

 HaCaT 細胞を 20 μM CellROX Green (Life Technologies)入りの HBSS で 30 min

処理した。HBSS で 2 回洗浄後、UVB を照射した。DMEM 培地で 37℃、30 min

培養後、PBS で細胞を洗浄した。細胞を 1% Triton X-100 に溶解し、蛍光マイク

ロプレートリーダーにより 520 nm の蛍光を測定した。 

 

(10) HR-1 ヘアレスマウスを用いた UVB 照射実験 

 HR-1 ヘアレスマウス、オスを日本 SLC (静岡)から購入した。マウスは MM-3

飼料(フナバシファーム、千葉)を自由摂取させ、実験開始まで１週間馴致した。

動物実験は農業・食品産業技術総合研究機構の動物実験ガイドラインに従い、動

物実験委員会の承認(承認番号：13033154)のもと行った。HR-1 ヘアレスマウスに

対する UVB 照射実験は次のように行った。HR-1 ヘアレスマウスをランダムに 8

匹 × 5 群(UVB 未照射対照群、UVB 照射対照群、フェニルピルビン酸塗布群、4-

ヒドロキシフェニルピルビン酸塗布群、インドール-3-ピルビン酸塗布群)に分け

た。フェニルピルビン酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸、インドール-3-ピル

ビン酸をそれぞれ 0.05 M のリン酸緩衝液に溶解し 2N NaOH で中和後、プロピレ

ングリコール(終濃度 30%)、エタノール(終濃度 20%)を加え、塗布用の混合液を

作製した。各マウスの背部に 10 μmol の芳香族ピルビン酸溶液または溶媒(対照)

を塗布後、UVB ランプ(Model UVLM-28, UVP, Upland, CA, USA)を用いてマウス

背部に UVB を 1000 μW/cm2で 1000 sec、1 J/cm2照射した(補足図 2-1A)。UVB 照

射の間、マウスは特注のステンレスケージに個別に収容した(補足図 2-1B)。サン

プルの塗布と UVB の照射は実験 1 日目と 3 日目に行った。実験 5 日目に経表皮

水分蒸散量をテヴァメーター(M-300MP, Courage and Khazaka, Köln, Germany)を用

いて測定した。その後、マウスを頸椎脱臼によりと殺し、背部の皮膚を採取した。

Real time PCR 解析用の皮膚サンプルは RNA later (Life Technologies)で保存した。

顕微鏡観察用の皮膚サンプルは 3.7%パラホルムアルデヒド PBS で固定し、パラ
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フィン包埋後、5 μm の厚さに切断し、スライドガラス上でヘマトキシリン・エオ

ジン(HE)染色を行った。HE 染色切片を正立型顕微鏡(Axioplan 2, Carl Zeiss, 

Göttingen, Germany)で観察し、Axiocam digital camera (Carl Zeiss)により写真を撮影

した。 

 

(11) 統計解析 

 多重比較は Tukey’s multiple comparison testにより行った。2群間比較は Student’s 

t test により行った。 

 

2-3. 結果 

(1) 芳香族ピルビン酸は UVB 照射時の HaCaT 細胞の生存率を高める  

 UVB 照射による HaCaT 細胞の損傷に対する芳香族ピルビン酸(フェニルピル

ビン酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸、インドール-3-ピルビン酸)の防御効果

補足図 2-1 UVB 照射装置とマウスケージ 
 

(A) UVB 照射装置。UV ランプを透明アクリルパネルの上に置いた。(B) UVB 照射用

のマウスケージ。マウスは特注のステンレスケージに収容した。 
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を調べるため、HaCaT 細胞に UVB (60 mJ/cm2)を照射後、各芳香族ピルビン酸を

1, 5, 25 mM 含有する培地で培養した。UVB 照射から 24 hr 後、クリスタルバイオ

レット染色により細胞の生存数を評価した。その結果、UVB 照射により 24 hr 後

の培養プレートに接着する HaCaT 細胞の数は顕著に減少したが、ピルビン酸や

芳香族ピルビン酸はその減少を有意に抑制した(図 2-1)。本試験に用いたすべて

の芳香族ピルビン酸が、ピルビン酸よりも高い防御効果を示し、特にインドール

-3-ピルビン酸は 1 mM という比較的低濃度で有意な防御効果を示した(図 2-1)。 

 

 

(2) 芳香族ピルビン酸は UVB 照射により誘導される炎症性サイトカインの産生

を抑制する 

 芳香族ピルビン酸が UVB 照射により誘導される炎症反応を阻害できるかどう

か調べるため、UVB 照射により HaCaT 細胞から産生される IL-1β、IL-6 量を

ELISA により測定した。その結果、UVB 照射により産生が誘導される IL-1β、IL-

6 は、芳香族ピルビン酸の添加により濃度依存的に抑制されることが明らかにな

った(図 2-2A, B)。インドール-3-ピルビン酸は 5 mM で、フェニルピルビン酸、4-

図 2-1 芳香族ピルビン酸は UVB 照射時の HaCaT 細胞の生存率を高める 

HaCaT 細胞に UVB を 60 mJ/cm2 照射後、培地(-)、またはピルビン酸(PA)、フェニル

ピルビン酸(PPA)、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、インドール-3-ピルビン

酸(IPA)を各濃度で含む培地で 24 hr 培養した。また、コントロールとして UVB 未照

射の細胞を用意した。プレートに付着している細胞をクリスタルバイオレットにより

染色し、595 nm の吸光度を測定することで生細胞数を評価した。データは平均値±

SD で示した。異符号間に有意差あり(Tukey’s multiple comparison test, p < 0.05)。 
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ヒドロキシフェニルピルビン酸それぞれ 25 mM の場合と同程度の IL-1β および

IL-6 の抑制作用を有していたことから(図 2-2A, B)、インドール-3-ピルビン酸は

他の芳香族ピルビン酸に比べ、より効果的に炎症性サイトカインの産生を抑制で

きることがわかった。続いて、mRNA 発現レベルでの芳香族ピルビン酸の効果を

調べた。UVB 照射は 6 hr 後に Il1b および Il6 の遺伝子発現を有意に増加させた

が、芳香族ピルビン酸(25 mM)の添加は、その増加を有意に抑制した(図 2-3A, B)。 

図 2-2 芳香族ピルビン酸は UVB 照射により誘導される 

炎症性サイトカインの産生を抑制する 
 

HaCaT 細胞に UVB を 60 mJ/cm2 照射後、培地(-)、またはピルビン酸(PA)、フェニル

ピルビン酸(PPA)、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、インドール-3-ピルビン

酸(IPA)を各濃度で含む培地で 24 hr 培養した。また、コントロールとして UVB 未照

射の細胞を用意した。培養上清中に産生される IL-1β 量(A)、IL-6 量(B)を ELISA によ

り測定した。データは平均値±SD で示した。異符号間に有意差あり(Tukey’s multiple 

comparison test, p < 0.05)。 
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図 2-3 芳香族ピルビン酸は UVB 照射により誘導される 

Il1b、Il6、Cox2 の遺伝子発現を抑制する 
 

HaCaT 細胞に UVB を 60 mJ/cm2 照射後、培地(-)、またはピルビン酸(PA)、フェニル

ピルビン酸(PPA)、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、インドール-3-ピルビン

酸(IPA)を 25 mM 含む培地で 6 hr 培養した。また、対照(Control)として UVB 未照射の

細胞を用意した。Il1b (A)、Il6 (B)、Cox2 (C)の遺伝子発現レベルを real-time PCR によ

り解析し、Gapdh の発現により正規化した。遺伝子発現は Control に対する比で示し

た。データは平均値±SD で示した。異符号間に有意差あり(Tukey’s multiple comparison 

test, p < 0.05)。 
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(3) インドール-3-ピルビン酸は UVB 照射により誘導される Cox-2 の発現を抑制

する 

 Cox-2 は UVB 照射時の角化細胞の炎症反応において重要な役割をはたしてい

る。芳香族ピルビン酸の抗炎症作用をさらに調べるため、UVB 照射により誘導

される Cox-2 の遺伝子発現およびタンパク質発現に対する芳香族ピルビン酸の

抑制効果を調べた。UVB 照射により HaCaT 細胞において有意に Cox2 遺伝子発

現が誘導されたが、フェニルピルビン酸(25 mM)およびインドール-3-ピルビン酸

(25 mM)の添加により、その誘導は有意に抑制された(図 2-3C)。特に、インドー

ル-3-ピルビン酸はフェニルピルビン酸よりも強い抑制効果を示した(図 2-3C)。一

方、Cox-2 のタンパク質発現に関しては、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(25 

mM)およびインドール-3-ピルビン酸(25 mM)の添加によりその誘導が抑制され、

インドール-3-ピルビン酸に比較的強い抑制効果が認められた(図 2-4)。以上の結

果から、インドール-3-ピルビン酸は、UVB 照射により誘導される Cox-2 の発現

に対して遺伝子およびタンパク質レベルの両方で、他の芳香族ピルビン酸に比べ

相対的に強い抑制効果を有していることが明らかになった。 

  

図 2-4  

芳香族ピルビン酸は UVB 照射により誘導される Cox-2 の発現を抑制する 
 

HaCaT 細胞に UVB を 60 mJ/cm2照射後、培地(-)、またはフェニルピルビン酸(PPA)、

4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、インドール-3-ピルビン酸(IPA)を 5 mM 含

む培地で培養した。また、対照(Control)として UVB 未照射の細胞を用意した。細胞中

の Cox-2 の発現をウェスタンブロッティングにより調べた。ローディングコントロー

ルとして GAPDH の量を調べた。 
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 (4) UVB 照射により誘導される ROS の産生に対する芳香族ピルビン酸の効果 

 ROS は角化細胞の UVB に対する反応において重要な役割をはたしている。そ

こで、芳香族ピルビン酸が抗酸化作用を介して、UVB により誘導される HaCaT

細胞の損傷や炎症反応を抑制しているかどうか調べるため、細胞内の ROS 産生

に対する芳香族ピルビン酸の添加効果を調べた。蛍光性の ROS インジケーター

を用いた解析の結果、UVB 照射 30 min 後に HaCaT 細胞内に ROS の産生を認め

たが、芳香族ピルビン酸は ROS の産生を抑制しないことがわかった(図 2-5)。こ

のことから、芳香族ピルビン酸は抗酸化作用とは別の作用により、UVB による

細胞の損傷や炎症反応を抑制していることが示唆された。 

 

 

 

 

図 2-5 UVB 照射により HaCaT 細胞内に誘導される 

ROS に対する芳香族ピルビン酸の効果 
 

HaCaT 細胞を 20 μM CellROX Green で 30 min 処理した。HBSS で洗浄後、UVB を 60 

mJ/cm2照射した。細胞を培地(-)、またはピルビン酸(PA)、フェニルピルビン酸(PPA)、

4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、インドール-3-ピルビン酸(IPA)を 5 mM 含

む培地で 30 min 培養した。また、対照(Control)として UVB 未照射の細胞を用意した。

PBS で洗浄後、細胞を 1% Triton X-100 に溶解し、蛍光マイクロプレートリーダーに

より 520 nm の蛍光を測定し、細胞内の ROS レベルを評価した。データは平均値±SD

で示した。 

 



 

 - 49 - 

(5) 芳香族ピルビン酸は p38 MAPK の活性化を抑制する 

 UVB 照射は角化細胞に対して p38 MAPK シグナルパスウェイを活性化するこ

とが知られており、p38 MAPK は UVB 照射により誘導される炎症サイトカイン

や Cox-2 の発現に重要な役割をはたしている(42, 55, 149)。そこで芳香族ピルビン

酸の抑制作用における p38 MAPK の関与を調べるため、UVB 照射時の p38 MAPK

のリン酸化に与える芳香族ピルビン酸の添加効果を調べた。ウェスタンブロッテ

ィングによる解析の結果、UVB 照射 1 hr 後に HaCaT 細胞において誘導される

p38 MAPK のリン酸化は、芳香族ピルビン酸の添加により抑制されることがわか

った(図 2-6)。その抑制は 4-ヒドロキシフェニルピルビン酸が最も強く、インド

ール-3-ピルビン酸、フェニルピルビン酸の順で強かった(図 2-6)。 

 

 

 

 

 

図 2-6 芳香族ピルビン酸は UVB 照射により HaCaT 細胞内に誘導される 

p38 MAPK のリン酸化を抑制する 
 
HaCaT 細胞に UVB を 60 mJ/cm2で照射後、培地(-)、またはフェニルピルビン酸(PPA)、

4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、インドール-3-ピルビン酸(IPA)を 5 mM 含

む培地で 1 hr 培養した。また、対照(Control)として UVB 未照射の細胞を用意した。

細胞中の p38 MAPK のリン酸化レベルをウェスタンブロッティングにより調べた。ロ

ーディングコントロールとして p38 MAPK の量を調べた。 
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(6) インドール-3-ピルビン酸は UVB 照射による HR-1 ヘアレスマウスの皮膚傷

害を抑制する 

 次に、HR-1 ヘアレスマウスを用いて、UVB により誘導される皮膚傷害に対す

る芳香族ピルビン酸の防御作用を調べた。実験 1 日目と 3 日目にマウスに UVB  

(1 J/cm2)を照射することにより、実験 5 日目にはマウス背部の皮膚に紅斑が観察

された(図 2-7)。芳香族ピルビン酸の塗布は、皮膚症状を緩和し、中でもインドー

ル-3-ピルビン酸がもっとも効果的な作用を有していることがわかった(図 2-7)。 

  

図 2-7 芳香族ピルビン酸は UVB 照射により誘導される 

HR-1 ヘアレスマウスの背部皮膚の紅斑を抑制する 
 

HR-1 ヘアレスマウスの背部皮膚表面に、溶媒(Solvent)、または 10 μmol のフェニルピ

ルビン酸(PPA)、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、インドール-3-ピルビン酸

(IPA)を塗布し、UVB を 1 J/cm2照射した。サンプルの塗布と UVB 照射を実験 1 日目

と 3 日目に行った。また、対照として UVB 未照射のマウスを用意した(Control)。写真

は実験終了後(5 日目)の HR-1 ヘアレスマウス。 
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UVB は皮膚構造に影響を与え、皮膚バリア機能を低下させることが知られて

いる。そこで皮膚のバリア機能の指標として経表皮水分蒸散量を測定すること

で、皮膚バリア機能に対する芳香族ピルビン酸の塗布効果を確認した。実験 5 日

目において UVB の照射は、マウス背部の経表皮水分蒸散量を顕著に増加させた

(図 2-8)。フェニルピルビン酸の塗布は経表皮水分蒸散量に有意な効果を示さな

かったが、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸およびインドール-3-ピルビン酸の塗

布は UVB による経表皮水分蒸散量の増加を有意に抑制し、特にインドール-3-ピ

ルビン酸は強い抑制作用を示した(図 2-8)。 

 

 

図 2-8 UVB 照射により誘導される HR-1 ヘアレスマウスの 
経表皮水分蒸散量の上昇に対する芳香族ピルビン酸の塗布効果 

 
HR-1 ヘアレスマウスの背部皮膚表面に、溶媒(Solvent)、または 10 μmol のフェニル

ピルビン酸(PPA)、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、イＺンドール-3-ピルビ

ン酸(IPA)を塗布し、UVB を 1 J/cm2照射した。サンプルの塗布と UVB 照射を実験 1

日目と 3 日目に行った。また、対照として UVB 未照射のマウスを用意した

(Control)。実験 5 日目にマウス背部の経表皮水分蒸散量を測定した。シンボルは各マ

ウス個体の経表皮水分蒸散量を示す。***p < 0.001 (Student’s t test)。 
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続いて、UVB 照射により誘導される表皮および真皮の形態変化に対する芳香

族ピルビン酸の塗布効果を確認した。実験 5 日目のマウス背部の皮膚組織の HE 

染色切片を顕微鏡で観察した結果、UVB を照射したマウスでは、表皮および真

皮の両方で肥厚が確認された(図 2-9A-D)。フェニルピルビン酸および 4-ヒドロキ

シフェニルピルビン酸の塗布は表皮や真皮の肥厚に有意な影響を与えなかった

が、インドール-3-ピルビン酸の塗布は表皮の肥厚を促進する一方で、真皮の肥厚

を有意に抑制した(図 2-9A-D)。高レベルの UVB は細胞に損傷を与え皮膚組織に

壊死を引き起こすが、インドール-3-ピルビン酸の塗布は UVB 照射により誘導さ

れる皮膚表層の壊死を顕著に抑制することも明らかになった(図 2-9B)。 

最後に、芳香族ピルビン酸の塗布がマウス皮膚の炎症性メディエーターである

Il1b、Il6、Cox2 の遺伝子発現、およびアポトーシス促進作用がある Bax の遺伝子

発現に与える影響を調べた。Real-time PCR による解析の結果、インドール-3-ピ

ルビン酸を塗布した場合にのみ、UVB 照射により発現が誘導される Il1b、Il6 が

有意に抑制されることが確認できた(図 2-10)。Cox2 の遺伝子発現に対しては、い

ずれの芳香族ピルビン酸も有意な効果を示さなかったものの、インドール-3-ピル

ビン酸の塗布において発現が抑制される傾向が認められた(図 2-10)。これらの結

果から、インドール-3-ピルビン酸は in vitro と同様に in vivo においても、UVB に

より誘導される炎症性メディエーターの発現を抑制できることが明らかになっ

た。加えて、インドール-3-ピルビン酸の塗布は Bax の遺伝子発現を有意に抑制し

た。UVB による角化細胞のアポトーシス誘導には Bax が関与していることが報

告されていることから(57)、インドール-3-ピルビン酸は Bax の発現を抑制するこ

とで表皮角化細胞のアポトーシスを抑制している可能性が考えられた。 

 以上の結果から、芳香族ピルビン酸の中でも特にインドール-3-ピルビン酸に、

UVB による皮膚傷害を抑制する作用があることが明らかになった。 
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図 2-9 芳香族ピルビン酸の塗布が UVB 照射により誘導される 
HR-1 ヘアレスマウスの皮膚の肥厚に与える影響 

 
(A-D) HR-1 ヘアレスマウスの背部皮膚表面に、溶媒(Solvent)、または 10 μmol のフェ

ニルピルビン酸(PPA)、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、インドール-3-ピル

ビン酸(IPA)を塗布し、UVB を 1 J/cm2照射した。サンプルの塗布と UVB 照射を実験

1 日目と 3 日目に行った。また、対照として UVB 未照射のマウスを用意した

(Control)。実験終了時(5 日目)の HE 染色皮膚切片の顕微鏡写真、光学倍率 100 倍(A)

と光学倍率 200 倍(B)。表皮厚(C)および真皮厚(D)を平均値±SDで示した。*p < 

0.05、***p < 0.001 (Student’s t test)。 
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1-2-4. 考察 

 本章では、調べたすべての芳香族ピルビン酸にピルビン酸と同様の作用がある

ことを明らかにし、さらに、芳香族ピルビン酸の方がピルビン酸よりも効果が強

いことを明らかにした。芳香族ピルビン酸はピルビン酸と同様に、UVB により

誘導される HaCaT 細胞内の ROS 産生を抑制しなかった。このため、芳香族ピル

ビン酸の UVB に対する防御作用は抗酸化作用とは別の作用により発揮されてい

る可能性があることが示唆された。前章におけるピルビン酸の検討では、その作

図 2-10 UVB 照射により誘導される HR-1 ヘアレスマウスの皮膚の 
Il1b、Il6、Cox2、Bax の遺伝子発現に対する芳香族ピルビン酸の塗布効果 

 
HR-1 ヘアレスマウスの背部皮膚表面に、溶媒(Solvent)、または 10 μmol のフェニル

ピルビン酸(PPA)、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、インドール-3-ピルビン

酸(IPA)を塗布し、UVB を 1 J/cm2照射した。サンプルの塗布と UVB 照射を実験 1 日

目と 3 日目に行った。また、対照として UVB 未照射のマウスを用意した(Control)。

実験終了時(5 日目)の HR-1 ヘアレスマウス皮膚を採取し、Il1b、Il6、Cox2、Bax の

遺伝子発現を real-time PCR により解析し、Gapdh の発現により正規化した。遺伝子

発現は UVB 未照射群(Control)に対する比で求め、平均値±SD で示した。*p < 0.05、

**p < 0.01 (Student’s t test)。NS は有意差なし。 
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用機構に p38 MAPK シグナルパスウェイの抑制が関与している可能性が示唆さ

れた。ヒト角化細胞において p38 MAPK は UVB 照射時に Cox-2 のプロモーター

活性を上昇させることが報告されている(149)。また、p38 MAPK の阻害剤は UVB 

照射により誘導される角化細胞の炎症反応を抑制する(150)。このため、p38 MAPK

は UVB 照射に対する角化細胞の炎症応答において重要な役割をはたしているこ

とがわかっている(55)。本章での検討の結果、芳香族ピルビン酸は、UVB 照射に

より誘導される p38 MAPK のリン酸化を阻害することがわかった。したがって、

芳香族ピルビン酸はピルビン酸と同様に、p38 MAPK の活性化を抑制することで

UVB に対する HaCaT 細胞の炎症反応を抑制している可能性がある。 

 UVB により誘導される皮膚傷害は、表皮角化細胞における炎症性メディエー

ターの産生と相関することが知られている(151, 152)。本研究で調べた芳香族ピル

ビン酸の中では、インドール-3-ピルビン酸が最も強く HaCaT 細胞の炎症性メデ

ィエーターの発現を抑制した。インドール-3-ピルビン酸の生理的な活性の強さに

関しては、HR-1 へアレスマウスを用いた UVB 照射モデルの解析の結果からも確

認できた。フェニルピルビン酸や 4-ヒドロキシフェニルピルビン酸の防御作用が

あまり効果的ではない一方で、インドール-3-ピルビン酸の塗布は、UVB 照射に

より誘導されるマウス背部皮膚の紅斑、炎症性メディエーターの発現上昇を顕著

に抑制した。加えて、インドール-3-ピルビン酸の塗布は UVB 照射による経表皮

水分蒸散量の上昇を抑制したが、これには表皮の壊死の抑制が関係しているかも

しれない。 

インドール-3-ピルビン酸の塗布は UVB 照射により誘導される真皮の肥厚を抑

制する一方で、意外なことに、表皮に関してはその肥厚を促進することがわかっ

た。表皮の肥厚は UVB のさらなる暴露を防ぐのに有効である(153)。一方で、し

わを形成する原因となるため、光老化の症状に関与すると考えられている。UVB

により誘導される表皮の肥厚は p38 MAPK シグナルパスウェイを介した応答で

あることが報告されている(58)。このため、インドール-3-ピルビン酸の UVB に
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対する防御作用に関しては、p38 MAPK シグナルパスウェイの抑制だけでは説明

できない可能性がある。インドール-3-ピルビン酸の作用機構についてはさらなる

検討が必要である。 

 結論として、本章では芳香族ピルビン酸に UVB 照射により誘導される HaCaT

細胞の損傷や炎症反応を抑制する作用があることを明らかにした。芳香族ピルビ

ン酸はピルビン酸より強い活性を有し、その作用機構にはピルビン酸と同様に

p38 MAPK シグナルパスウェイが関係している可能性が考えられた。UVB 照射

による皮膚傷害のマウスモデルを用いた検討の結果、芳香族ピルビン酸の中では

インドール-3-ピルビン酸に最も効果的な防御作用があることが明らかになった。 
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第 3 章 インドール-3-ピルビン酸の腸管炎症抑制作用 

 

3-1. 緒言 

前章ではインドール-3-ピルビン酸が、UVB照射による HaCaT細胞および HR-

1 へアレスマウスの皮膚の損傷を予防することを明らかにした。インドール-3-

ピルビン酸には様々な生物学的機能が報告されているが、これまでのところ、

大腸炎症に対するインドール-3-ピルビン酸の効果は調べられていない。インド

ール-3-ピルビン酸は、インドール-3-アセトアルデヒド、インドール-3-アルデヒ

ド、およびインドール-3-酢酸などの微生物由来 AhR アゴニストの前駆体であ

り、それ自体も水溶液中で反応してさまざまな AhR アゴニストを形成する(30)。

AhR アゴニストには腸管粘膜を保護する作用があることが報告されていること

から、インドール-3-ピルビン酸は大腸炎症を抑制できる可能性がある。 

 そこで本研究では、in vitro および in vivo で、インドール-3-ピルビン酸の AhR

を活性化する能力を調べ、naïve CD4+ T 細胞の SCID マウスへの移入によって

誘導される慢性大腸炎に対するインドール-3-ピルビン酸の抗炎症作用を調べ

た。また、インドール-3-ピルビン酸を他の芳香族ピルビン酸と比較するために、

フェニルピルビン酸、および 4-ヒドロキシフェニルピルビン酸の効果も調べた。

さらに、腸管免疫恒常性に対するインドール-3-ピルビン酸の効果を明らかにす

るために、腸管免疫系の T 細胞および樹状細胞に与える影響を調べた。本研究

ではまた、インドール-3-ピルビン酸で観察された効果が AhR を介しているか

どうか確認するため、AhR アンタゴニストを用いた阻害実験も行った。 

 

3-2. 材料および方法 

(1) 試薬類 

フェニルピルビン酸は和光純薬から購入した。4-ヒドロキシフェニルピルビン

酸、インドール-3-ピルビン酸、RPMI1640 培地は Sigma-Aldrich から購入した。
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AhR アンタゴニスト N-(2-(3H-Indol-3-yl)ethyl)-9-isopropyl-2-(5-methyl-3-pyridyl)-

7H-purin-6-amine, N-(2-(1H-Indol-3-yl)ethyl)-9-isopropyl-2-(5-methylpyridin-3-yl)-

9H-purin-6-amine (GNF-351, 補足図 3-1)は MilliporeSigma (Billerica, MA, USA)か

ら購入し、20 mg/ml の濃度で DMSO に溶解し、-20℃で保存した。anti-mouse CD3e

および anti-mouse CD28 は eBioscience (San Diego, CA, USA)から購入した。murine 

rIL-12、human recombinant TGF-β、および murine rIL-27 は R&D から購入した。 

 

(2) マウス 

 BALB/c マウス(メス)は日本チャールズリバー(神奈川)から購入した。CB17-

SCID マウス(メス)は日本 CLEA (東京)から購入した。動物実験は農業・食品産業

技術総合研究機構の動物実験ガイドラインに従い、動物実験委員会の承認(承認

番号：14113018-2、1511303、1611D65-2、1711D018、1811D039)のもと行った。 

 

(3) AhR レポーターアッセイ(補足図 3-2) 

 HepG2 細胞(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA)を 96 ウェル

プレートに 1 × 104 cells で播種し、10% FCS、100 U/ml ペニシリン、100 μg/ml ス

トレプトマイシン、非必須アミノ酸溶液、2 mM L-グルタミン溶液を含有する

補足図 3-1 GNF-351 の化学構造 
 

GNF-351 は膜透過性の AhR アンタゴニストであり、高濃度でもアゴニスト活性は示

さない。 



 

 - 59 - 

Ealge’s minimal essential medium (EMEM)培地 100 μl で 24 時間培養した。細胞に

90 ng の pGL4.43[luc2P/XRE/Hygro]ベクター(Promega, Madison, WI, USA)と 9 ng の

pGL4.74[hRluc/TK] ベクター (Promega) を Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA)を用いてトランスフェクションした。18 hr 後に培

地を除去し、細胞をフェニルピルビン酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸、イ

ンドール-3-ピルビン酸を溶解させた 0.5% FCS EMEM 培地、または、糞便上清を

1/20 希釈で加えた 0.5% FCS EMEM 培地で培養した。24 hr 後、各ウェルのホタル

ルシフェラーゼおよびウミシイタケルシフェラーゼの活性を Dual-Glo Luciferase 

Assay System (Promega)により、GloMax Dicover (Promega)を用いて測定した。 

 

(4) マウスを用いた AhR 活性化能の評価 

 BALB/c マウス(6 週齢)に MF 飼料(オリエンタル酵母、東京)またはフェニルピ

ルビン酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸、インドール-3-ピルビン酸を 0.1%含

有する MF 飼料を自由摂取させた。5 日後、マウスから新鮮糞便を採取し、100 

mg/ml となるように PBS に懸濁した。遠心(4℃、5000 × g、15 min)により上清を

回収し、0.2-μm のフィルターに通した後、上述の AhR レポーターアッセイに供

補足図 3-2 AhR レポーターアッセイ 
 

AhR レポーターベクターとコントロールベクターを HepG2 細胞に導入し、芳香族ピ

ルビン酸またはマウス糞便上清を添加後、Dual-Glo Luciferase Assay System により、

誘導されるホタルルシフェラーゼとコントロールのウミシイタケルシフェラーゼの

活性を測定した。ホタルルシフェラーゼの活性をウミシイタケルシフェラーゼ活性

で補正することで、AhR 活性化能を求めた。 
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した。マウスは頸椎脱臼によりと殺した後、大腸を採取し、Real-time PCR 解析に

供した。 

 

(5) T 細胞移入大腸炎モデル(補足図 3-3) 

6 週齢の BALB/c マウスから脾臓を摘出し、CD4+ CD62L+ T cell isolation kit II 

(Miltenyi biotec, Bergisch-Gladbach, Germany)を用いて naïve CD4+ T 細胞を精製し

た。6 週齢の SCID マウスに、精製した naïve CD4+ T 細胞(1 × 106 cells /匹)を腹腔

に移入した。対照の SCID マウスには naïve CD4+ T 細胞の代わりに PBS を注入し

た。樹状細胞の移入実験では、精製した CD103+ CD11bˉ CD11chigh細胞(5 × 104 cells 

/匹)を naïve CD4+ T 細胞とともに腹腔に注入した。これらのマウスに MF 飼料ま

たは、フェニルピルビン酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸、インドール-3-ピ

ルビン酸をそれぞれ 0.1%含有する MF 飼料を 5 週間投与した。AhR アンタゴニ

スト投与実験では、マウスに GNF-351 (10 μg /匹、1 日 2 回)または溶媒対照(0.5% 

DMSO)を腹腔内投与した。毎週体重を測定し、5 週目に下痢スコアを測定した。

下痢スコアは正常便を 0、軟便を 1、下痢便を 2、水様便を 3 として評価した。マ

ウスを頸椎脱臼によりと殺し、大腸を摘出した。大腸は組織学的解析および Real-

time PCR 解析に供した。また、一部の実験では大腸 LPL について後述の細胞内

サイトカイン染色による解析を実施した。 

補足図 3-3 T 細胞移入大腸炎モデル 
 

本研究で使用した大腸炎モデルは、SCID マウスの腹腔に BALB/c マウス由来の

naïve CD4+ T 細胞を移入するモデルである。このモデルでは、T 細胞移入後に慢性的

な大腸炎症を発症することが知られている。 
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(6) 組織学的解析 

 大腸を 10%ホルマリン PBS で 24 hr 以上固定した。パラフィン包埋後、切断

し、スライドガラス上で HE 染色を行った。HE 染色切片を正立型顕微鏡(Axioplan 

2)で観察し、Axiocam digital camera により写真を撮影した。画像を基に組織学的

に炎症スコアを測定した。炎症スコアは、炎症所見なしを 0、軽度の炎症を 1、

中程度の炎症を 2、腸管の肥厚を伴う重度の炎症を 3、腸管の肥厚に加えゴブレ

ット細胞の消失、全層性の細胞浸潤を伴う重度の炎症を 4 として評価した。 

 

(7) Real-time PCR 解析 

RNAlater (Ambion, Austin , TX, USA)で保存した大腸サンプルから Total RNA を

RNeasy mini kit により抽出した。RNA 0.5 μg を ReverTra Ace qPCR RT Master Mix

を用いて逆転写した。Real-time PCR は Thunderbird SYBR qPCR Mix を用いて、

C1000 Thermal Cycler により行った。発現解析に用いた各プライマーの配列は表

3 に示めす。PCR 反応条件は 95℃で 60 sec の初期変性の後、変性(95℃、15 sec)、

アニーリングおよび伸長反応(60℃、30 sec)を 40 サイクル実施した。各遺伝子の

発現は Gapdh の発現により正規化した。 

 

(8) 大腸からの LPL の調製 

大腸を縦方向に切り開き、PBS で洗浄後、3～4 cm にカットした。大腸片を 30 

ml の 5 mM EDTA、0.04% NaHCO3、5% FCS を含有する HBSS (カルシウム、マグ

ネシウム不含)で満たしたチューブに入れ、37˚C の恒温槽にて 150 rpm、20 min 振

盪した。チューブを激しく振り、ガーゼで濾過した。この処理を計 3 回繰り返し、

大腸から腸管上皮細胞を除去した。大腸を 2 mm 程度に細かく断片化し、100 μg/ml 

DNase I (Roche)、100 U/ml collagenase type I (Invitrogen, Garlsbad, GA)、10% FCS 

を含有する RPMI1640 培地 10 ml が入った三角フラスコに入れた。37˚C、60 分間

スターラーで攪拌し、細胞を組織から分離した。ガーゼで組織を濾過した後、遠
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表 3 第 3 章で用いたプライマーリスト 

mGapdh forward TCATCAACGGGAAGCCCATCAC 

mGapdh reverse AGACTCCACGACATACTCAGCAC 

mCyp1a1 forward GGTTAACCATGACCGGGAACT 

mCyp1a1 reverse TGCCCAAACCAAAGAGAGTGA 

mIl12a forward CCCTTGCCCTCCTAAACCAC 

mIl12a reverse TAGTAGCCAGGCAACTCTCG 

mIl12b forward GGAAGCACGGCAGCAGAATAAAT 

mIl12b reverse AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG 

mIfng forward GGATGCATTCATGAGTATTGC 

mIfng reverse CCTTTTCCGCTTCCTGAGG 

mTnfa forward  CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 

mTnfa reverse TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

mIl1b forward CCTTCCAGGATGAGGACATGA 

mIl1b reverse TGAGTCACAGAGGATGGGCTC 

mIl6 forward GAGGATACCACTCCCAACAGACC 

mIl6 reverse AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 

mIl22 forward GGCCAGCCTTGCAGATAACA 

mIl22 reverse GCTGATGTGACAGGAGCTGA 

mFoxp3 forward TACTTCAAGTTCCACAACATGCGACC 

mFoxp3 reverse CGCACAAAGCACTTGTGCAGACTCAG 

mIl10 forward ATGCTGCCTGCTCTTACTGACTG 

mIl10 reverse CCCAAGTAACCCTTAAAGTCCTGC 
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心操(300 × g、10 min)により細胞を回収した。細胞を 40% percoll に懸濁し、2 ml

の 63% percoll 上に重層した。遠心後(580 × g、20 min)、界層のリンパ球をスポイ

トで回収し、大腸 LPL とした。 

 

(9) In vitro T 細胞分化アッセイ(補足図 3-4) 

BALB/c マウス脾臓より CD4+ CD62L+ T cell isolation kit Ⅱを用いて naïve CD4+ 

T 細胞を精製した。調製した naïve CD4+ T 細胞(1 × 106 cells)は、100 U/ml ペニ

シリン、100 μg/ml ストレプトマイシン、10 mM HEPES、50 μM 2-メルカプトエ

タノール、10% FCS を含有する RPMI1640 培地(complete RPMI 培地) 500 μl に懸

濁し、5 μg/ml の anti-mouse CD3e でコーティングした 24 ウェルプレートに加

え、anti-mouse CD28 (終濃度 2 μg/ml)で活性化した。Th1 分化誘導条件では murine 

rIL-12 (終濃度 12.5 ng/ml)を、Tr1 分化誘導条件では human rTGF-β (終濃度 2 

ng/ml)と murine rIL-27 (終濃度 50 ng/ml)を活性化と同時に培地に加え、インドー

ル-3-ピルビン酸(終濃度 50 μM)存在下、または非存在下で 37℃、4 日間培養し

た。AhR アンタゴニストの添加実験では、GNF-351 (終濃度 1 μM)を培地に添加

した。培養後、培養上清中の IFN-γ および IL-10 濃度を ELISA (eBioscience)によ

り測定した。細胞は一部をトリパンブルーで染色し生細胞数をカウントすると

ともに、後述の細胞内サイトカイン染色による解析を行った。 

MLN 樹状細胞の T 細胞分化誘導能を調べることを目的とした実験では、マ

ウスの MLN から CD11c  microbeads (Miltenyi biotec)を用いて樹状細胞を精製し

た。BALB/c マウス脾臓より調製した naïve CD4+ T 細胞(1 × 105 cells)を、精製し

た樹状細胞(1 × 105 cells)と混合し、anti-mouse CD3e (終濃度 1 μg/ml)で刺激した。

37℃で 4 日間培養後、培養上清を回収し、IFN-γ および IL-10 濃度を ELISA に

より測定した。 
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(10) 細胞内サイトカイン染色による解析 

 LPL または in vitro で分化誘導した CD4+ T 細胞における IFN-γ、IL-10 産生細

胞の割合を細胞内サイトカイン染色法により解析した。細胞を cell stimulation 

cocktail (ebioscience)を含む complete RPMI 培地で 4～12 時間培養した。PBS で洗

浄後、死細胞を Fixable Viability Dye (ebioscience)で 15 min、氷上で染色した。細

胞を 0.05% NaN3、1% FCS phosphate-buffered saline (FCM buffer)で洗浄後、10 μg/ml 

anti-CD16/32 (BD pharMingen)で 10 min 処理し、 allophycocyanine-eFour 780–

conjugated anti-CD4 (ebioscience)で 20 min 染色した。FCM buffer で洗浄後、IC 

Fixation Buffer (ebioscience)で固定し、Permeabilization Buffer (ebioscience)で洗浄し

た。その後、Alexa Fluor 488-conjugated anti–IFN-γ (ebioscience)および PE-conjugated 

補足図 3-4 In vitro T 細胞分化アッセイ 
Th1 細胞分化および Tr1 細胞分化に与えるインドール-3-ピルビン酸(IPA)の効果の評

価方法と、MLN 樹状細胞の T 細胞分化誘導能の評価方法の概略を図に示した。 
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anti–IL-10 (ebioscience)を含む Permeabilization Buffer に細胞を懸濁し、室温で細胞

内のサイトカインを染色した。Permeabilization Buffer と FCM buffer で 1 回ずつ

洗浄後、細胞を Gallios フローサイトメーターで測定し、FlowJo により解析した。 

 

(11) MLN 細胞のフローサイトメーター解析と MLN 樹状細胞の精製 

 BALB/cマウスにMF飼料または 0.1%インドール-3-ピルビン酸含有 MF飼料を

摂取させた。AhR アンタゴニスト投与実験では、マウスに GNF-351 (10 μg /匹、

1 日 2 回)または溶媒対照(0.5% DMSO)を腹腔内投与した。2 週間後、マウスをと

殺し、MLN を採取した。MLN から細胞を調製後、anit-CD16/32 存在下、PE-

conjugated anti-CD11b (eBioscience) 、 allophycocyanin-conjugated ani-CD103 

(eBioscience)、PE-Cy7–conjugated anti-CD11c (eBioscience)で 20 min、4℃、染色し

た。FCM buffer で洗浄後、細胞を Gallios フローサイトメーターで測定し、FlowJo

により解析した。 

 0.1%インドール-3-ピルビン酸含有 MF 飼料を摂取させたマウス MLN から

CD103+ CD11bˉ樹状細胞を精製するため、CD90.2 microbeads (Miltenyi Biotec)を用

いたネガティブセレクションにより、MLN 細胞から T 細胞を除去した。CD90.2ˉ 

MLN 細胞を anti-CD16/32 存在下、PE-conjugated anti-CD11b、allophycocyanin-

conjugated anti-CD103、PE-Cy7–conjugated anti-CD11c で 20 min、4℃、染色した。

洗浄後、細胞を MoFlo (Beckman Coulter)にかけ、CD103+ CD11bˉ CD11chigh細胞を

精製した。精製した細胞は上述の樹状細胞の移入実験に用いた。 

  

(12) 統計解析 

 下痢スコアおよび炎症スコアは Mann-Whitney U test または Steel-Dwass test に

より解析した。AhR レポーターアッセイ、Real-time PCR 解析、フローサイトメ

ーター解析から得られたデータおよび体重データは、Student’s t test または

Tukey’s multiple comparison test により解析した。 
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3-3. 結果 

(1) インドール-3-ピルビン酸は in vitro および in vivo で AhR を活性化する 

芳香族ピルビン酸(フェニルピルビン酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸、

インドール-3-ピルビン酸)の AhR 活性化能を AhR レポーターアッセイにより調

べた。これまでの報告(30)のとおり、インドール-3-ピルビン酸(50 μM および 250 

μM)と 4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(50 μM)に AhR 活性化能を認めた(図 3-

1A)。そこで次に、芳香族ピルビン酸の経口摂取が大腸において AhR を活性化

するかどうか確認した。BALB/c マウスに芳香族ピルビン酸をそれぞれ 0.1%含

有する MF 飼料を 5 日間摂取させ、それらマウスの糞便の AhR 活性化能を調べ

た。その結果、インドール-3-ピルビン酸を経口摂取したマウスの糞便上清に

AhR 活性化能の有意な上昇を認めたが、フェニルピルビン酸および 4-ヒドロキ

シフェニルピルビン酸を摂取したマウスの糞便では認められなかった(図 3-

1B)。この結果と一致して、インドール-3-ピルビン酸の経口摂取はマウス大腸に

おいて、AhR 活性化マーカーである Cyp1a1 の遺伝子発現を顕著に増加させた

(図 3-1C)。これらの結果から、経口摂取したインドール-3-ピルビン酸は消化管

においても AhR 活性化剤として働くことが示唆された。 

 

 (2) インドール-3-ピルビン酸は T 細胞移入大腸炎モデルにおける腸管の慢性

炎症の発生を抑制する 

次に、T 細胞移入大腸炎モデルに対する芳香族ピルビン酸の投与効果を調べ

た。SCID マウスの腹腔に naïve CD4+ T 細胞を移入することで大腸炎を誘導し、

芳香族ピルビン酸を自由摂取させた。SCID マウスに対する naïve CD4+ T 細胞

の移入は、5 週目においてマウスの増体を抑制するとともに(図 3-2A)、下痢を

引き起こし(図 3-2B)、腸管の肥厚、ゴブレット細胞の消失、全層性の細胞浸潤

を伴う重度の大腸炎を誘導した(図 3-2C, D)。インドール-3-ピルビン酸の経口摂

取は、増体に対しては有意な改善効果を示さなかったものの(図 3-2A)、AhR ア
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ゴニストが IBDマウスモデルの腸管炎症を抑制するという複数の報告(135-138)

と同様に、T 細胞移入大腸炎モデルの下痢症状を抑え(図 3-2B)、腸管の慢性炎

症の発生を顕著に抑制した(図 3-2C, D)。一方で、フェニルピルビン酸や 4-ヒド

ロキシフェニルピルビン酸の摂取ではそのような効果は認められなかった。 

 

図 3-1  

インドール-3-ピルビン酸は in vitro および in vivo で AhR を活性化する 
 

(A) フェニルピルビン酸(PPA)、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸(HPPA)、イ

ンドール-3-ピルビン酸(IPA)、各 50 μM (上)および 250 μM (下)濃度での AhR

活性化能を、HepG2 細胞を用いたルシフェラーゼレポーターアッセイにより

評価した。AhR の活性化は溶媒対照(DMSO)に対する比で示した。(B, C) MF

飼料、またはフェニルピルビン酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸、インド

ール-3-ピルビン酸をそれぞれ 0.1%含有する MF 飼料を BALB/c マウス(n=4/群)

に経口摂取させた(順に MF 群、PPA 群、HPPA 群、IPA 群)。5 日後、新鮮糞

便と大腸を採取した。(B) 糞便を PBS に懸濁後、遠心操作を行い、上清を回

収した。糞便上清による AhR 活性化をルシフェラーゼレポーターアッセイに

より評価した。AhR の活性化は溶媒対照(PBS)に対する比で示した。(C) 大腸

における Cyp1a1 の発現を real-time PCR により解析し、Gapdh の発現で正規化

した。遺伝子発現は対照群(MF)に対する比で示した。データは平均値±SD で

示した。異符号間に有意差あり(Tukey’s multiple comparison test, p < 0.05)。 
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図 3-2  

インドール-3-ピルビン酸は T 細胞移入大腸炎モデルの慢性炎症を抑制する 
 

(A-D) SCID マウス(n=6/群)に BALB/c マウス由来 naïve CD4+ T 細胞(1 × 106 cells)を腹

腔投与し、MF 飼料または、フェニルピルビン酸、4-ヒドロキシフェニルピルビン

酸、インドール-3-ピルビン酸をそれぞれ 0.1%含有する MF 飼料を 5 週間経口摂取さ

せた(順に MF 群、PPA 群、HPPA 群、IPA 群)。(A) 体重変化(左)と増体(右)を平均

値±SD で示した。異符号間に有意差あり(Tukey’s multiple comparison test, p < 0.05)。

(B) 5 週間後の下痢スコアを示した。シンボルは各マウス個体の下痢スコアを示す。

異符号間に有意差あり(Steel-Dwss test, p < 0.05)。(C) HE 染色大腸切片の顕微鏡写

真。(D) 大腸切片の炎症スコア。シンボルは各マウス個体の炎症スコアを示す。異

符号間に有意差あり(Steel-Dwss test, p < 0.05)。 
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(3) インドール-3-ピルビン酸は T 細胞移入大腸炎モデルにおいて Th1 細胞を減

少させ Tr1 細胞を増加させる 

T 細胞移入大腸炎モデルにおいて、Th1 細胞関連のサイトカインや炎症性サ

イトカインは慢性炎症の誘導に重要な役割を担っている(65, 85, 154, 155)。そこ

で、インドール-3-ピルビン酸の経口摂取により Th1 細胞関連のサイトカイン

(Il12a, Il12b, Ifng, Tnfa)や炎症性サイトカイン(Il1b, Il6)の発現が抑制されるかど

うか確認した。その結果、インドール-3-ピルビン酸を経口摂取したマウスの大

腸において、IL12b、Ifng、Tnfa、Il1b の遺伝子発現が有意に抑制されることがわ

かった(図 3-3)。また、Il12a はインドール-3-ピルビン酸摂取群の中に発現が検

出できない個体がでたため統計解析を実施できなかったが、インドール-3-ピル

ビン酸の経口摂取によりその発現が顕著に抑制されていた。一方、Il6 に関して

はインドール-3-ピルビン酸による有意な抑制効果は認められなかった(図 3-3)。

続いて、抗炎症性因子に対するインドール-3-ピルビン酸の効果を調べるため、

Il22、Foxp3、Il10 の遺伝子発現を調べた。インドール-3-ピルビン酸の経口摂取

は Il22 や Foxp3 の発現を上昇させなかったが、Il10 の発現を有意に上昇させた

(図 3-3)。以上の結果からインドール-3-ピルビン酸の経口摂取は、naïve CD4+ T

細胞を移入した SCID マウスの大腸において、炎症に関わる Th1 細胞関連のサ

イトカインを抑制し、抗炎症性サイトカインである IL-10 を増加させることが

示唆された。続いて、naïve CD4+ T 細胞を移入した SCID マウスの大腸 LPL に

対して細胞内サイトカイン解析を実施した。naïve CD4+ T 細胞を移入してから

5 週間後、マウスから大腸を採取し、大腸 LPL を調製した。その結果、インド

ール-3-ピルビン酸の経口摂取により大腸 LPL の細胞数は有意に抑えられてい

ることがわかった(図 3-4A)。大腸 LPL に対する細胞内サイトカイン解析の結

果、インドール-3-ピルビン酸は IFN-γ+ IL-10ˉ CD4+ T 細胞の割合を有意に減少

させる一方で、IFN-γˉ IL-10+ CD4+ T 細胞の割合を有意に増加させることがわか

った(図 3-4B, C)。一方、インドール-3-ピルビン酸の経口摂取は IL-22+ CD4+ T
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細胞や Foxp3+ CD4+ T 細胞の割合に対しては、有意な影響を示さなかった(補足

図 3-5A-D)。したがって、インドール-3-ピルビン酸の経口摂取はマウス大腸 LPL

において Th1 細胞を減少させ、Tr1 細胞を増加させることが示唆された。大腸 

LPL CD4+ T 細胞の細胞内サイトカイン解析の結果は、大腸遺伝子発現解析の結

果と非常によく一致していたことから、大腸におけるサイトカイン遺伝子の発

現の差は大腸 LPL の CD4+ T 細胞サブセットの変化を反映しているものと考え

られた。 

 

図 3-3 インドール-3-ピルビン酸は大腸における Th1 細胞関連サイトカイン 
および炎症性サイトカインの遺伝子発現を抑制する 

 
SCID マウス(n=9/群)に BALB/c マウス由来 naïve CD4+ T 細胞(1 × 106 cells)を腹腔投

与した。MF 飼料または、インドール-3-ピルビン酸を 0.1%含有する MF 飼料を 5 週

間経口摂取させた(順に MF 群、IPA 群) 。大腸における Th1 細胞関連サイトカイン

(Il12a、Il12b、Ifng、Tnfa)、炎症性サイトカイン(Il1b、Il6)、および Il22、Foxp3、

Il10 の遺伝子発現を real-time PCR により解析し、Gapdh の発現により正規化した。

遺伝子発現は対照群(MF)に対する比で示した。データは平均値±SD で示した。統

計処理は Student’s t test により行った。*p < 0.05、***p < 0.001。NA は統計処理が

適用できないデータ。NS は有意差なし。 
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図 3-4 インドール-3-ピルビン酸は T 細胞移入大腸炎モデルの大腸 LPL にお

いて Th1 細胞の割合を減少させ Tr1 細胞の割合を増加させる 
 

SCID マウス(n=9/群)に BALB/c マウス由来 naïve CD4+ T 細胞(1 × 106 cells)を腹腔投

与した。MF 飼料、またはインドール-3-ピルビン酸を 0.1%含有する MF 飼料を 5 週

間経口摂取させた(順に MF 群、IPA 群)。(A) 大腸 LPL の細胞数を示した。データ

は平均値±SD で示した。**p < 0.01 (Student’s t test)。(B) 大腸 LPL の viable CD4+ T

細胞における IFN-γ、IL-10 の発現をドットプロットで示した。(C) CD4+ T 細胞にお

ける IFN-γ+ IL-10ˉ細胞、IFN-γˉ IL-10+細胞、IFN-γ+ IL-10+細胞の割合(%)を平均値±

SD で示した。***p < 0.001 (Student’s t test)。NS は有意差なし。 
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補足図 3-5  

インドール-3-ピルビン酸は T 細胞媒介大腸炎モデルの大腸 LPL CD4+ T 細

胞における IL-22+細胞および Foxp3+細胞の割合に影響をおよぼさない
 

 
SCID マウス(n=5/群)に BALB/c マウス由来 naïve CD4+ T 細胞(1 × 106 cells)を腹腔投

与した。MF 飼料、またはインドール-3-ピルビン酸を 0.1%含有する MF 飼料を 5 週

間経口摂取させた(順に MF 群、IPA 群)。大腸 LPL について細胞内の Foxp3 発現お

よび細胞内の IL-22 発現を解析した。Foxp3 の細胞内染色は以下のようにして行っ

た。LPL を Fixable Viability Dye で氷上、15 min 染色した。洗浄後、細胞表面を anti-

CD16/32 存在下、allophycocyanine-eFour 780–conjugated anti-CD4 で 4℃、20 min 染色

した。細胞を洗浄し、Fixation/Permeabilization buffer (eBioscience)で、室温、1 hr 固

定した。Permeabilization buffer (eBioscience)で洗浄後、細胞を anti–Foxp3-PE 

(eBioscience)で、室温、30 min 染色した。細胞を Permeabilization buffer で 2 回洗浄

し、Gallios フローサイトメーターで解析した。細胞内 IL-22 染色は、anti–IL-22-PE

を用い、3-2 (10) 細胞内サイトカイン染色による解析の方法に準じて行った。サン

プルは Gallios フローサイトメーターにより解析した。(A) 大腸 LPL の viable CD4+ 

T 細胞における IL-22 の発現をドットプロットで示した。(B) CD4+ T 細胞における

IL-22+細胞の割合(%)を平均値±SD で示した。NS は有意差なし(Student’s t test)。(C) 

大腸 LPL の viable CD4+ T 細胞における Foxp3 の発現をドットプロットで示した。

(D) CD4+ T 細胞における Foxp3+細胞の割合(%)を平均値±SD で示した。NS は有意

差なし(Student’s t test)。 
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(4) インドール-3-ピルビン酸は in vitro において Th1 細胞分化を阻害しないが

Tr1 細胞分化を誘導する 

インドール-3-ピルビン酸の経口摂取により大腸 LPL において Th1 細胞が抑

制され、Tr1 細胞が増加することが示唆されたことから、その機構を解析するこ

とを目的に、インドール-3-ピルビン酸が Th1 細胞分化や Tr1 細胞分化に与える

直接的な影響を調べた。Th1 細胞分化は IL-12 により誘導されるが(156)、Tr1 細

胞分化は IL-27 と TGF-β により誘導されることが報告されている(157)。そこで、

BALB/c マウスから調製した naïve CD4+ T 細胞を murine rIL-12 (Th1 分化誘導条

件)または murine rIL-27、human rTGF-β (Tr1 分化誘導条件)を含有する培地で、イ

ンドール-3-ピルビン酸の存在下または非存在下、anti-CD3 と anti-CD28 で活性化

した。Th1 分化誘導条件では、インドール-3-ピルビン酸の添加はわずかに IFN-

γ+細胞を増加させたが(図 3-5A, B)、生細胞数や培地中に産生される IFN-γ 量に

は影響を与えなかった(図 3-5C, D)。一方、Tr1 分化誘導条件では、インドール-

3-ピルビン酸の処理は、IL-10+細胞の割合を有意に増加させ(図 3-5E, F)、生細胞

数および培地中に産生される IL-10 量を有意に増加させた(図 3-5G, H)。また、

インドール-3-ピルビン酸の処理により Tr1 細胞の抑制活性も有意に高まった

(補足図 3-6)。なお、TGF-β、IL-27 の非存在下では、インドール-3-ピルビン酸は

CD4+ T 細胞の IL-10 産生を増強できなかった(data not shown)。以上より、イン

ドール-3-ピルビン酸は in vitro では Th1 細胞分化を阻害せず、Tr1 細胞分化を促

進することが示された。 
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図 3-5 インドール-3-ピルビン酸は in vitro では 

Th1 細胞分化を抑制せず Tr1 細胞分化を促進する 
 

(A-D) Th1 細胞分化におけるインドール-3-ピルビン酸の効果を調べた。BALB/c マウ

ス由来の naïve CD4+ T 細胞を、rIL-12 を含有する培地でインドール-3-ピルビン酸の

存在下(IPA)または非存在下(Control)、anti-CD3 と anti-CD28 で活性化した。(A) 

viable CD4+ T 細胞における IFN-γ の発現をドットプロットで示した。(B) CD4+ T 細

胞における IFN-γ+細胞の割合(%)を平均値±SD で示した。(C) 培養後の生細胞数を

平均値±SD で示した。(D) 培養上清中の IFN-γ 量を平均値±SD で示した。(E-H) 

Tr1 細胞分化におけるインドール-3-ピルビン酸(IPA)の効果を調べた。BALB/c マウ

ス由来の naïve CD4+ T 細胞を、rIL-27 および rTGF-β を含有する培地でインドール-

3-ピルビン酸の存在下(IPA)または非存在下(Control)、anti-CD3 と anti-CD28 で活性

化した。(E) viable CD4+ T 細胞における IL-10 の発現をドットプロットで示した。

(F) CD4+ T 細胞における IL-10+細胞の割合(%)を平均値±SD で示した。(G) 培養後

の生細胞数を平均値±SD で示した。(H) 培養上清中の IL-10 量を平均値±SD で示

した。*p < 0.05、**p < 0.01 (Student’s t test)。NS は有意差なし。 
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補足図 3-6 

インドール-3-ピルビン酸は AhR を介して Tr1 細胞の抑制活性を増強する 
 

Tr1 分化誘導条件下で培養した CD4+ T 細胞の抑制活性に対するインドール-3-ピルビ

ン酸および AhR アンタゴニストの効果を調べた。BALB/c マウス由来の naïve CD4+ 

T 細胞を rIL-27 および rTGF-β を含有する培地で anti-CD3 および anti-CD28 で活性化

し、インドール-3-ピルビン酸(50 μM)および GNF-351 (1 μM)の存在下または非存在

下で 4 日間培養し、抑制活性を測定するためのテスト細胞とした。BALB/c マウス

由来の naïve CD4+ T 細胞を 5 μM の CFSE で 37℃、15 min 染色し、レスポンダー細

胞として使用した。CD90.2 マイクロビーズ(Miltenyi Biotec)を用いたネガティブセレ

クションによって BALB/c マウス脾臓から CD90.2ˉ細胞を調製し、抗原提示細胞と

して使用した。テスト細胞(Tr1 分化誘導条件下インドール-3-ピルビン酸または

GNF-351 存在下で培養した CD4+ T 細胞、1 × 105)を、レスポンダー細胞(CFSE 標識

CD4+ T 細胞、1 × 105)および抗原提示細胞(CD90.2ˉ細胞、2 × 105)と混合し、anti-CD3 

(1 μg/ml)で刺激し、3 日間培養した。細胞を回収し、死細胞を Fixable Viability Dye

で氷上、15 min 染色した。洗浄後、細胞表面を anti-CD16/32 存在下、

allophycocyanine-eFour 780–conjugated anti-CD4 で 4℃、20 min 染色した。細胞を 2 回

洗浄し、Gallios フローサイトメーターにより CFSE 標識レスポンダー細胞を解析し

た。テスト細胞の抑制活性は、CFSE 標識レスポンダー細胞における非増殖細胞の

割合を算出することで評価した。データは平均値±SD で示した。*p < 0.05、#p < 

0.05 (Student’s t test)。NS は有意差なし。 
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(5) インドール-3-ピルビン酸は MLN 樹状細胞の Th1 細胞分化誘導能を抑制し、

MLN において抗炎症作用のある CD103+ CD11bˉ樹状細胞を増加させる 

腸管の樹状細胞は継続的に腸管から MLN へ移動しており(158-160)、T 細胞

の分化誘導において中心的な役割をはたすとともに、腸管免疫の恒常性維持に

おいて重要な役割を担っている(161-163)。そこで、インドール-3-ピルビン酸の

経口摂取が MLN 樹状細胞の T 細胞分化誘導能に与える影響を調べた。インド

ール-3-ピルビン酸を 0.1%含有する MF 飼料を 2 週間摂取した BALB/c マウスか

ら MLN CD11c+細胞を調製し、anti-CD3 存在下で、脾臓由来 naïve CD4+ T 細胞

と共培養した。インドール-3-ピルビン酸を摂取したマウス MLN 樹状細胞と共

培養した CD4+ T 細胞から産生される IFN-γ 量は、対照マウス由来の樹状細胞と

培養した場合に比べ有意に少なかった(図 3-6A)。一方、IL-10 量に関しては有意

な差は認められなかった(図 3-6B)。この結果から、インドール-3-ピルビン酸の

摂取により、MLN 樹状細胞の Th1 分化誘導能が抑制されていることが示唆さ

れた。この知見に一致して、インドール-3-ピルビン酸を経口摂取した BALB/c

マウスの大腸 LPL および MLN の Th1 細胞の割合は対照マウスに比べ有意に抑

制されていた(図 3-6 C, D, E, F)。 

MLN 樹状細胞は CD103 および CD11b の発現の違いにより 3 つのサブセッ

ト、CD103+ CD11bˉ樹状細胞、CD103+ CD11b+樹状細胞、CD103ˉ CD11b+樹状細

胞に分けられる。MLN 樹状細胞のサブセットに与えるインドール-3-ピルビン

酸の効果を調べるため、インドール-3-ピルビン酸を経口摂取した BALB/c マウ

スから MLN 細胞を調製し、CD11c、CD103、CD11b の発現をフローサイトメト

リーにより解析した。インドール-3-ピルビン酸の経口摂取は MLN における樹

状細胞数には影響を与えなかったが(図 3-7A, B)、CD103+ CD11bˉ樹状細胞の割

合を有意に増加させ、CD103ˉ CD11b+樹状細胞の割合を有意に減少させた(図 3-

7A, C)。 
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図 3-6  

インドール-3-ピルビン酸は MLN 樹状細胞の Th1 分化誘導能を減弱させる 
 

BALB/c マウス(n=4/群)に MF 飼料、またはインドール-3-ピルビン酸を 0.1%含有す

る MF 飼料を 2 週間経口摂取させた(順に control 群、IPA 群)。(A, B) CD11c マイク

ロビーズを用いて BALB/c マウスの MLN から樹状細胞として CD11c+細胞を精製し

た。BALB/c マウス由来の naïve CD4+ T 細胞と MLN の CD11c+細胞を共培養し、

anti-CD3 で活性化した。培養上清中に産生される IFN-γ 量(A)と IL-10 量(B)を平均値

±SD で示した。(C-F) 大腸 LPL および MLN 細胞の IFN-γ および IL-10 の発現をフ

ローサイトメトリーにより解析した。(C) 大腸 LPL の viable CD4+ T 細胞における

IFN-γ、IL-10 の発現をドットプロットで示した。(D) 大腸 LPL の CD4+ T 細胞にお

ける IFN-γ+ IL-10ˉ細胞、IFN-γˉ IL-10+細胞、IFN-γ+ IL-10+細胞の割合(%)を平均値±

SD で示した。(E) MLN の viable CD4+ T 細胞における IFN-γ、IL-10 の発現をドット

プロットで示した。(F)MLN の CD4+ T 細胞における IFN-γ+ IL-10ˉ細胞、IFN-γˉ IL-

10+細胞、IFN-γ+ IL-10+細胞の割合(%)を平均値±SD で示した。*p < 0.05、***p < 

0.001 (Student’s t test)。NS は有意差なし。 
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次に、インドール-3-ピルビン酸によるこの MLN 樹状細胞サブセットの構成

の変化が、MLN 樹状細胞の Th1 分化誘導能の減弱に関係しているかどうか調

べるため、これらの樹状細胞サブセットそれぞれについて Th1 分化誘導能を調

べた。インドール-3-ピルビン酸を経口摂取した BALB/c マウスから CD103+ 

CD11bˉ CD11chigh細胞、CD103+ CD11b+ CD11chigh細胞、CD103ˉ CD11b+ CD11chigh

細胞を MoFlo によりソーティングし、それぞれ別々に naïve CD4+ T 細胞と anti-

CD3 存在下で共培養した。その結果、CD4+ T 細胞から産生される IFN-γ 量は、

CD103ˉ CD11b+ CD11chigh 細胞と共培養した時に最も高くなることがわかった

図 3-7 インドール-3-ピルビン酸は MLN において 

CD103+ CD11bˉ樹状細胞を増加させる 
 

(A-C) BALB/c マウス(n=4/群)に MF 飼料、またはインドール-3-ピルビン酸を 0.1%含

有する MF 飼料を 2 週間経口摂取させた (順に MF 群、IPA 群)。MLN 細胞の

CD11c、CD103、CD11b の発現をフローサイトメトリーにより解析した。(A) MLN

細胞における CD11c 発現をヒストグラムで示し、MLN の CD11chigh細胞における

CD103 および CD11b の発現をドットプロットで示した。(B) MLN における

CD11chigh細胞の割合(%)を平均値±SD で示した。(C) CD11chigh細胞における CD103+ 

CD11bˉ細胞、CD103+ CD11b+細胞および CD103ˉ CD11b+細胞の割合(%)を平均値±

SD で示した。*p < 0.05、**p < 0.01 (Student’s t test)。NS は有意差なし。 
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(補足図 3-7)。これまでの研究でも、菌体成分による刺激のような明らかな刺激

がない場合、IFN-γ の産生誘導は CD103ˉ CD11b+樹状細胞に限定されることが

報告されている(121)。このため、インドール-3-ピルビン酸摂取による MLN 樹

状細胞の Th1 分化誘導能の低下には、CD103ˉ CD11b+樹状細胞の減少が関係し

ていることが示唆された。 

 続いて、インドール-3-ピルビン酸により誘導される CD103+ CD11bˉ樹状細胞

が大腸炎を抑制できるかどうか調べた。CD103+ CD11bˉ樹状細胞を、インドール

-3-ピルビン酸を経口摂取した BALB/c マウスの MLN から調製し、naïve CD4+ T

細胞とともに SCID マウスの腹腔に移入した。CD103+ CD11bˉ樹状細胞の移入は

増体に有意な改善効果を示さなかったものの(図 3-8A)、大腸炎症の症状を有意

に改善した(図 3-8B-D)。これらの結果からインドール-3-ピルビン酸により誘導

される MLN の CD103+ CD11bˉ樹状細胞は腸管免疫の恒常性を維持する制御性

の細胞であることが示唆された。 

補足図 3-7 naïve CD4+ T 細胞を CD103ˉ CD11b+ CD11chigh細胞、CD103+ 

CD11bˉ CD11chigh細胞、CD103+ CD11b+ CD11chigh細胞それぞれと共培養し

た時に培地中に産生される IFN-γ 量 
 

インドール-3-ピルビン酸を 0.1%含有する MF 飼料を 2 週間経口摂取させた BALB/c

マウスの MLN から、CD103ˉ CD11b+ CD11chigh細胞、CD103+ CD11bˉ CD11chigh細

胞、CD103+ CD11b+ CD11chigh細胞を FACS により精製した。精製した細胞(1 × 105)

と、BALB/c マウス由来の naïve CD4+ T 細胞(1 × 105)を共培養し、anti-CD3 で 4 日間

活性化した。培養上清中に産生される IFN-γ 量を ELISA により測定した。データは

平均値±SD で示した。異符号間に有意差あり(Tukey’s test, p < 0.05)。 
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(6) AhR アンタゴニストはインドール-3-ピルビン酸の Tr1 分化誘導促進作用や

CD103+ CD11bˉ樹状細胞誘導作用を阻害し、大腸炎症抑制作用を減弱する 

 これまでに観察されたインドール-3-ピルビン酸の作用が AhR を介している

かどうか不明だったため、続いて、これを明らかにすることを目的に検討を行

った。まず、AhR アンタゴニストがインドール-3-ピルビン酸の Tr1 分化誘導促

進作用を阻害するかどうか調べた。AhR アンタゴニストとしては、アゴニスト

図 3-8 インドール-3-ピルビン酸により増加する CD103+ CD11bˉ樹状細胞は 
抗炎症性の細胞である 

 
(A-D)インドール-3-ピルビン酸を 0.1%含有する MF 飼料を経口摂取させた BALB/c マ

ウスから MLN 細胞を調製し、CD103+ CD11bˉ
 
CD11chigh細胞を FACS により精製し

た。SCID マウス(n=6/群)に BALB/c マウス由来 naïve CD4+ T 細胞(1 × 106 cells)を単

独、または精製した CD103+ CD11bˉ
 
CD11chigh細胞(1 × 105 cells)とともに腹腔投与し

た(順に naïve T 群、naïve T/DC 群)。(A) 体重変化(左)と増体(右)を平均値±SD で示

した。(B) 5 週間後の下痢スコアを示した。*p < 0.05 (Mann-Whitney U test)。(C) HE

染色大腸切片の顕微鏡写真。(D) 大腸切片の炎症スコア。*p < 0.05 (Mann-Whitney U 

test)。 
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活性がないことが示されている GNF-351 を用いた(164)。GNF-351 の添加は、

Tr1 分化誘導時におけるインドール-3-ピルビン酸の IL-10+細胞の割合の増加作

用、生細胞数の増加作用、および培養上清中に産生される IL-10 量の増加作用

をすべて阻害した(図 3-9A-D)。さらに GNF-351 の添加はインドール-3-ピルビン

酸の Tr1 細胞の抑制活性の増強を有意に阻害した(補足図 3-6)。 

図 3-9 AhR アンタゴニストは 

インドール-3-ピルビン酸の Tr1 分化誘導能を阻害する 
 

(A-D) インドール-3-ピルビン酸の Tr1 細胞分化促進作用に対する AhR アンタゴニス

トの効果を調べた。BALB/c マウス由来の naïve CD4+ T 細胞を、rIL-27 および rTGF-

β を含有する培地で、インドール-3-ピルビン酸、GNF-351 の存在下または非存在

下、anti-CD3 と anti-CD28 で活性化した。(A) viable CD4+ T 細胞における IL-10 の発

現をドットプロットで示した。(B) CD4+ T 細胞における IL-10+細胞の割合(%)を平均

値±SD で示した。(C) 培養後の生細胞数を平均値±SD で示した。(D) 培養上清中の

IL-10 量を平均値±SD で示した。*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 0.001、#p < 0.05、##p 

< 0.01 (Student’s t test)。 



 

 - 82 - 

 続いて、インドール-3-ピルビン酸により誘導される MLN 樹状細胞サブセット

の構成割合の変化がGNF-351により阻害されるかどうか調べた。GNF-351がAhR

アンタゴニストとして作用できるのは 12 hr であると報告されている(164)。そこ

で、BALB/c マウスに GNF-351 を 1 日 2 回腹腔投与し、インドール-3-ピルビン酸

を 2 週間経口摂取させた。その後、MLN 細胞の CD11c、CD103、CD11b の発現

をフローサイトメトリー解析した。その結果、インドール-3-ピルビン酸により誘

導される MLN の CD103+ CD11bˉ樹状細胞の割合の増加は、GNF-351 処理により

有意に阻害されることがわかった(図 3-10A, B)。一方、インドール-3-ピルビン

酸により誘導される CD103ˉ CD11b+樹状細胞の減少に対しては、GNF-351 処理

による有意な阻害作用は認められなかった(図 3-10A, B)。 

図 3-10 AhR アンタゴニストはインドール-3-ピルビン酸による 
CD103+ CD11bˉ樹状細胞の増加を抑制する

 

 
(A-B) BALB/c マウス(n=6/群)に MF 飼料、またはインドール-3-ピルビン酸を 0.1%含

有する MF 飼料を 2 週間経口摂取させ、溶媒コントロールおよび GNF-351 を 1 日 2

回、腹腔投与した(順に MF 群、IPA 群、IPA/GNF 群)。MLN 細胞の CD11c、

CD103、CD11b の発現をフローサイトメトリーにより解析した。(A) MLN 細胞にお

ける CD11c 発現をヒストグラムで示し、MLN の CD11chigh細胞における CD103 およ

び CD11b の発現をドットプロットで示した。(B) CD11chigh細胞における CD103+ 

CD11bˉ細胞、CD103+ CD11b+細胞および CD103ˉ CD11b+細胞の割合(%)を平均値±SD

で示した。*p < 0.05、#p < 0.05、##p < 0.01 (Student’s t test)。NS は有意差なし。 
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 最後に、GNF-351 がインドール-3-ピルビン酸の抗炎症作用を阻害するかどう

か調べた。大腸炎症を誘導するために SCID マウスの腹腔に naïve CD4+ T 細胞を

移入した後、GNF-351 を 1 日 2 回、5 週間腹腔投与した。GNF-351 の投与はマウ

スの増体に対しては有意な影響を与えなかったものの(図 3-11A)、インドール-3-

ピルビン酸の抗炎症作用を有意に阻害した(図 3-11B-D)。 

以上の結果から、インドール-3-ピルビン酸による Tr1 分化誘導促進、MLN 樹

状細胞のサブセットの構成変化、大腸炎症の抑制には AhR が関与していること

が示された。 

 

図 3-11 

AhR アンタゴニストはインドール-3-ピルビン酸の抗炎症作用を阻害する 
 

(A-D) SCID マウス(n=6/群)に BALB/c マウス由来 naïve CD4+ T 細胞(1 × 106 cells)を

腹腔投与した。MF 飼料、またはインドール-3-ピルビン酸を 0.1%含有する MF 飼

料を 5 週間経口摂取させ、溶媒コントロールおよび GNF-351 を 1 日 2 回、腹腔投

与した(順に MF 群、IPA 群、IPA/GNF 群)。(A) 体重変化(左)と増体(右)を平均値±

SD で示した。統計処理は Student’s t test で行った。NS は有意差なし。(B) 5 週間後

の下痢スコアを示した。*p < 0.05、##p < 0.01 (Mann-Whitney U test)。(C) HE 染色大

腸切片の顕微鏡写真。(D) 大腸切片の炎症スコア。*p < 0.05、##p < 0.01 (Mann-

Whitney U test)。 
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3-4. 考察 

本研究では、調べた芳香族ピルビン酸のうちインドール-3-ピルビン酸にのみ

IBD モデルの大腸炎症を抑制する作用があることを明らかにした。4-ヒドロキシ

フェニルピルビン酸はインドール-3-ピルビン酸と同様に AhR アゴニスト活性を

有するが、大腸炎症に対しては抑制作用を示さなかった。これは、4-ヒドロキシ

フェニルピルビン酸が大腸において AhR 活性化能を失ってしまうためであると

考えられる。実際、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸を経口摂取したマウスの大

腸では、AhR 活性化マーカーである Cyp1a1 の発現の上昇は認められず、糞便上

清の AhR 活性化能もインドール-3-ピルビン酸と違い上昇を認めなかった。イン

ドール-3-ピルビン酸は 4-ヒドロキシフェニルピルビン酸よりも強い AhR 活性化

能を有しており、また、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸とは異なり腸管におい

て AhR アゴニストに変換される可能性がある。これらのことからインドール-3-

ピルビン酸は、消化管に効果的に AhR アゴニストを届けることができる有望な

薬剤であると考えられる。IBD 患者の糞便では、微生物由来の AhR アゴニスト

であるインドール-3-酢酸が減少しており、健常人より糞便の AhR 活性化能が低

下していることが報告されている(165)。さらに、IBDの感受性遺伝子であるCard9

を欠損するマウスでは、腸内細菌叢の変動により腸内の AhR アゴニスト生産能

が低下しており、それにより大腸炎症に対して感受性が高まっていることが報告

されている(165)。これらのことから、消化管に適切な AhR アゴニストを届ける

ことは、IBD の治療において魅力的な戦略になると考えられる。本章ではデータ

を示さなかったが、インドール-3-ピルビン酸は上述のインドール-3-酢酸よりも

高い AhR 活性化能を有していることもわかっている。効果的な AhR 活性化剤で

あるインドール-3-ピルビン酸は、IBD 患者に対する強力な免疫調節療法になるか

もしれない。 

いくつかの AhR アゴニストは IL-22 の誘導を介して粘膜のバリア機能を高め

ることが知られている(137, 138)。しかしながら、本研究では、インドール-3-ピル
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ビン酸の経口摂取は、naïve CD4+ T細胞を移入した SCIDマウスの大腸において、

IL-22 の遺伝子発現や IL-22+ CD4+ T 細胞の割合を増加させなかった。このことか

ら、インドール-3-ピルビン酸は IL-22 の誘導とは別の機構により大腸炎症を抑制

している可能性がある。本研究では、インドール-3-ピルビン酸の経口摂取により

大腸 LPL の T 細胞サブセットの構成が変動すること、および MLN の樹状細胞サ

ブセットの構成が変動することを明らかにした。 

近年の研究により、AhR アゴニストは T 細胞サブセットの分化や活性化を制

御することがわかってきている(166-169)。TCDD は Foxp3+ Treg の分化を誘導す

る一方で、FICZ は Th17 の分化を誘導する(166)。さらに、AhR は c-MAF と相乗

的に働いて Tr1 の分化を促進する(169)。したがって、AhR は実験条件や使用する

AhRアゴニストの種類によって、T細胞に対する影響が異なると考えられている。

本研究では、インドール-3-ピルビン酸は、T 細胞移入大腸炎モデルの大腸 LPL に

おいて、IL-10 生産性の T 細胞を増加させることを明らかにした。AhR アゴニス

トの一つである ITE は、LPL の T 細胞に対して IL-10 だけでなく Foxp3 の発現を

上昇させることが報告されているが(136)、インドール-3-ピルビン酸は Foxp3 の

遺伝子発現は上昇させず、Foxp3+ CD4+ T 細胞の割合も増加させなかった。これ

らの知見は、インドール-3-ピルビン酸は T 細胞移入の大腸炎モデルにおいて

Foxp3+ Treg ではなく Tr1 細胞の分化を促進することを示唆している。実際、本研

究ではインドール-3-ピルビン酸が in vitro において Tr1 分化誘導を促進すること

を明らかにした。Tr1 細胞は高い IL-10 産生によって特徴付けられ、腸管免疫の

恒常性において重要な役割を担っていることが知られている(170)。Tr1 細胞は大

腸炎を抑制することから(116)、大腸 LPL において Tr1 細胞を増加させる作用は、

インドール-3-ピルビン酸の抗炎症効果の作用機構の一つであるかもしれない。 

インドール-3-ピルビン酸は T 細胞移入大腸炎モデルの大腸 LPL において Th1

細胞の割合を低下させた。Th1 細胞はこのモデルにおける炎症発症の要因である

ため(65)、Th1 細胞の増加を阻害することはインドール-3-ピルビン酸による大腸
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炎症抑制において重要な作用機構であるように見える。本研究では、正常 BALB/c

マウスの大腸 LPL および MLN における Th1 細胞数がインドール-3-ピルビン酸

の投与により減少することも明らかにした。さらに、インドール-3-ピルビン酸は

Th1 分化を直接阻害する作用は有してはいないこと、一方で、MLN 樹状細胞の

Th1分化誘導能を低下させる作用があることを明らかにした。これらのことから、

インドール-3-ピルビン酸による大腸 LPL における Th1 細胞の減少の原因の一部

は、MLN 樹状細胞の Th1 分化誘導能の低下によるものと考えられた。 

本研究では、インドール-3-ピルビン酸の経口摂取によりMLN において CD103ˉ 

CD11b+樹状細胞が減少する一方、CD103+ CD11bˉ樹状細胞が増加することを見出

した。加えて、本研究ではこの MLN 樹状細胞のサブセット構成変化が MLN 樹

状細胞の Th1 分化誘導能の低下に関係している可能性があること、また、CD103+ 

CD11bˉ樹状細胞が T 細胞移入大腸炎モデルの腸管炎症を抑制することを明らか

にした。これらの結果は MLN における樹状細胞サブセット構成の変化がインド

ール-3-ピルビン酸による大腸炎症の抑制に関係していることを示唆する。樹状細

胞サブセットの構成の変化がどのような機構によって生じるかについては不明

であるが、本研究は、AhR 活性化剤によって CD103+ CD11bˉ樹状細胞が増加する

ことを明らかにした初めての研究である。これまでに、いくつかの研究が CD103

と AhR の関係を示唆している。Chng らは、CD11c+細胞特異的に AhR を欠損す

るマウスは、CD103+樹状細胞が少ないことを報告している(171)。興味深いことに

このマウスは DSS誘導性大腸炎に対して高い感受性を示すことがわかっており、

樹状細胞における AhR の発現が粘膜免疫の恒常性において重要な役割をはたし

ていることが示唆されている(171)。加えて、TCDD の投与により、TNBS で処理

したマウスの MLN および大腸において CD103+樹状細胞の割合が増加すること

も報告されている(135)。インドール-3-ピルビン酸がどのように MLN の CD103+ 

CD11bˉ樹状細胞を増加させるのかは、今後の興味深い研究テーマである。 

Muzaki らは CD103+ CD11bˉ樹状細胞が腸管 T 細胞の IFN-γ 産生を介して、腸
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管上皮細胞に対して可逆的な早期の抗炎症反応を誘導することで大腸炎を抑制

することを明らかにした(132)。この知見は、CD103+ CD11bˉ樹状細胞は Th1 誘導

能が低いという本研究の結果と一見異なっているように見える。しかしながら、

この食い違いはCD103+ CD11bˉ樹状細胞の定常状態と炎症状態における機能の違

いで説明できるかもしれない。Muzaki らが明らかにした CD103+ CD11bˉ樹状細

胞による腸管の T 細胞を介した IFN-γ の誘導は DSS 処理によって誘導されるも

のであり、定常状態では誘導されない(132)。また、腸管が炎症状態にある樹状細

胞特異的 A20 欠損マウスでは、CD103+ CD11bˉ樹状細胞が強力に Th1 分化を誘導

する一方で、定常状態にある野生型マウスでは、CD103+ CD11bˉ樹状細胞は非常

に弱い Th1 分化誘導能しかもたないことが報告されている(123)。Muzaki らは

CD103+ CD11bˉ樹状細胞は定常状態においては腸管の T 細胞のバランスをとるこ

とで恒常性の維持に寄与している可能性があると述べている(132)。実際、CD103+ 

CD11bˉ樹状細胞を欠損するマウスでは、大腸において Th1 細胞の減少と Foxp3+ 

Treg のわずかな減少が認められる(172)。また、programmed death-ligand 1 を高発

現する CD103+ CD11bˉ樹状細胞は Foxp3+ Treg 誘導能を有していることが報告さ

れている(130)。したがって、CD103+ CD11bˉ樹状細胞は定常状態においては Th1

細胞と Foxp3+ Treg のバランスをとることで腸管の恒常性を維持しているかもし

れない。DSS モデルとは異なり T 細胞移入大腸炎モデルは、病原性の T 細胞の

増加を伴って定常状態から徐々に炎症状態に移行する炎症モデルである。そのた

め、本研究で用いたモデルでは、CD103+ CD11bˉ樹状細胞は急性の IFN-γ 誘導応

答ではなく定常状態において働く恒常性維持機構を介して炎症の発生を抑制し

ている可能性がある。 

インドール-3-ピルビン酸が樹状細胞の機能に直接影響を与える可能性も存在

する。AhR アゴニストは樹状細胞の自然免疫や免疫調節作用を変化させることが

知られている(173-176)。FICZ や ITE といった AhR アゴニストは、ヒト単球から

誘導した樹状細胞の Th1 分化誘導能および Th17 分化誘導能を阻害することが報
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告されている(175)。一方、TCDD やインドール-3-カルバノール、インジルビン-

3’-オキシムといった AhR アゴニストは、骨髄細胞から誘導した樹状細胞の

Foxp3+ Treg 分化誘導能を高めることが報告されている(174, 176)。インドール-3-

ピルビン酸は FICZ を産生することが報告されているため(177)、インドール-3-ピ

ルビン酸は樹状細胞に直接働いて Th1 分化誘導能を阻害する可能性もある。イン

ドール-3-ピルビン酸の経口摂取が樹状細胞の機能に影響を与えるかどうかにつ

いては今後検討する必要がある。 

結論として、本研究は、インドール-3-ピルビン酸が IL-10 産生 T 細胞の増加と

Th1 細胞の減少を誘導し、大腸炎症を抑制することを明らかにした。インドール

-3-ピルビン酸の経口摂取は T細胞およびMLN樹状細胞の構成を変化させること

で抗炎症作用を発揮している可能性がある。効果的な AhR 活性化剤であるイン

ドール-3-ピルビン酸は、IBD に対する有望な治療薬となるかもしれない。 
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第 4 章 卵白リゾチームの加熱凝集による Lactococcus属乳酸菌体の IL-12 誘導

能の増強 

 

4-1. 緒言 

 Lactococcus 属乳酸菌はグラム陽性菌であり、チーズやヨーグルト、漬物など

の発酵食品に含まれる。Lactococcus 属乳酸菌には免疫調節作用(10, 178)や抗老

化作用(179)などの健康機能が報告されている。 

IL-12 は樹状細胞やマクロファージといった抗原提示細胞が産生するサイト

カインであり、Th1 細胞分化を強力に誘導する。Th1 細胞は Th2 細胞の反応を

抑制することでアレルギーのリスクを抑えると考えられている。乳酸菌は樹状

細胞やマクロファージに対して IL-12 産生を誘導するが、その作用は菌株ごと

で異なる(8)。このため、多くの研究で抗アレルギーを期待して IL-12 誘導能の

強い乳酸菌株が選抜されている(8-10)。 

卵白リゾチームは N-アセチルムラミダーゼとして知られ、細菌の細胞壁構成

成分であるペプチドグリカンを溶解する活性がある(180)。Lactobacillus 属乳酸

菌の IL-12 誘導能において細胞壁の重要性が報告されていたことから(9, 181)、

Lactococcus 属乳酸菌の IL-12 誘導における細胞壁の重要性について卵白リゾチ

ームを用いて検討していたところ、予想外に、卵白リゾチームと菌体を加熱す

ることで菌体の IL-12 誘導能が増強することを見出した。このときの菌体の状

態を確認すると、卵白リゾチームが菌体に加熱凝集していることがわかった。

菌体の IL-12 誘導能を増強する方法は、乳酸菌に抗アレルギー機能を付与でき

る可能性があるため、非常に有用である。そこで本研究では、卵白リゾチーム

の菌体への加熱凝集が IL-12 産生を増強する機構を明らかにすることを目的と

した。卵白リゾチームの加熱凝集による IL-12 誘導能の増強が菌株特異的かど

うか調べるため、Lactococcus 属乳酸菌 46 菌株を用い、J774.1 細胞や脾臓細胞

に対する応答を調べた。さらに、この作用が卵白リゾチーム特異的かどうか、

また、どのように IL-12 誘導能を増強するのかを調べるため、卵白リゾチーム
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の加熱凝集に加え、他の食品タンパク質の加熱凝集が菌体に与える影響につい

ても検討した。 

 

4-2. 材料および方法 

(1) 試薬類 

 卵白リゾチームは Sigma-Aldrich から購入した。オボアルブミンは白色レグホ

ンの新鮮卵から文献の方法に従い粗精製後(182)、イオンカラムクロマトグラフ

ィーにより精製した。β-ラクトグロブリンおよび α-ラクトアルブミンは

Aschaffenburg らの方法に従い(183)、新鮮生乳から調製後、イオンクロマトグラ

フィーにより精製した。これらの純度は電気泳動により確認した。Cytochalasin 

D と lipopolysaccharide O55:B5 (LPS)は Sigma-Aldrich から購入した。リゾチーム

阻害剤である Chitotriose は生化学バイオビジネス(東京)から購入した。

fluorescein isothiocyanate isomer-1 (FITC)は同仁化学研究所(熊本)から購入し、

4’,6-diamindino-2-phenylindole (DAPI)は和光純薬から購入した。 

 

(2) マウス 

 BALB/c マウス(メス)は日本チャールズリバーから購入し、6 週齢から 8 週齢

を使用した。動物実験は農業・食品産業技術総合研究機構の動物実験ガイドラ

インに従い、動物実験委員会の承認のもと行った。 

 

(3) 乳酸菌の調製 

 本章で使用した Lactococcus 属乳酸菌株は表 4 に示した。乳酸菌株はラクトー

スの代わりに 0.5%グルコースを加えた M17 培地(BD Difco, Detroit, MI)で培養

し、48 hr、30℃で増殖させた。培養した乳酸菌は生理食塩水で 2 回洗浄し、620 

nm の光学濃度(OD620)が 1.0 となるように生理食塩水に懸濁した。 

 



 

 - 91 - 

表 4 第 4 章で使用した Lactococcus 属乳酸菌の菌株リスト 

 

Species and strains References 

Lactococcus lactis subsp. cremoris  

341, C60, C68, J50, O21, O29, S19  (184) 

H-17, Hc-1, HP Laboratory collection 

Lactococcus lactis subsp. lactis  

342, 1175, 1256, 1257, 1260, 1263, C13, G50, H45, 

H46, J44, J53, O06, O11, O19, O31, O52, O59, O62, 

P17, P79, Q14, Q20, S01 

(184) 

 S63  (185) 

ATCC19435 ATCC 

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis  

772, C59, C61, C66, H59, O07, O09, O10, O17, O20 (184) 
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(4) タンパク質加熱凝集死菌体の調製 

 乳酸菌(1.0 OD620)をそれぞれ、生理食塩水、1 mg/ml の卵白リゾチーム生理食

塩水溶液、オボアルブミン生理食塩水溶液、α-ラクトアルブミン生理食塩水溶

液、β-ラクトグロブリン生理食塩水溶液に懸濁し、すぐに、50 min、100℃で加

熱処理した。これにより乳酸菌の加熱死菌体および、タンパク質が加熱凝集し

た死菌体を調製した。 

 卵白リゾチームの乳酸菌体への加熱凝集は免疫蛍光染色により確認した。加

熱死菌体と卵白リゾチーム凝集加熱死菌体をウサギ抗卵白リゾチーム IgG 抗体

(Nordic Immunology, Tiburg, the Netherlands)で 60 min、20℃処理した。PBS で 3

回洗浄後、Alexa 594-conjugated goat anti-rabbit IgG (Invitrogen)で染色した。乳酸

菌は DAPI (1 μg/ml)で 60 min、室温で染色した。PBS で 3 回洗浄後、蛍光顕微鏡

(Axioplan2)で観察した。 

 

(5) 細胞培養 

 マウスマクロファージ様細胞である J774.1 細胞は American Type Culture 

Collection から購入した。マウス脾臓細胞は木元らの方法(10)に従い調製した。

脾臓を BALB/c マウスから摘出後、すりつぶし、細胞をセルストレイナー(BD 

Bisciences)に通した。次に、細胞を ACK buffer (0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 

mM EDTA, pH7.2)で処理し、赤血球を溶血させた。J774.1 細胞とマウス脾臓細

胞は complete RPMI 培地で、5% CO2下、37℃で培養した。 

 

(6) IL-12 の産生誘導試験 

 J774.1 細胞(1 × 105)を 96 ウェルプレートに播種し、加熱死菌体(終濃度 0.01 

OD620)またはタンパク質加熱凝集死菌体(同等量)と 200 μl の complete RPMI 培地

で培養した。24 hr 後、培養上清を回収し、上清中の IL-12p40 量を ELISA (BD 

PharMingen)により測定した。いくつかの実験では、J774.1 細胞を cytochalasin D 
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(5 μg/ml)または chitotriose (1 mM)で 30 min、前処理した。マウス脾臓細胞(8 × 

105)は 96 ウェルプレートに播種し、加熱死菌体(終濃度 0.001 OD620)またはタン

パク質加熱凝集死菌体(同等量)と 200 μl の complete RPMI 培地で培養した。96 

hr 後、培養上清を回収し、上清中の IL-12p70 量を ELISA (BD PharMingen)によ

り測定した。 

 

(7) マクロファージ細胞による乳酸菌体貪食の評価 

 乳酸菌(1.0 OD620)を 0.1 mg/ml FITC, 0.1 M 炭酸ナトリウム溶液(pH 9.0)に懸濁

し、4℃で一晩処理した。生理食塩水で 3 回洗浄後、生理食塩水またはタンパク

質溶液に懸濁後、100℃、50 min、加熱処理することで FITC ラベル化サンプル

を調製した。J774.1 細胞(1 × 105)を 96 ウェルプレートに播種し、FITC ラベル加

熱死菌体(終濃度 0.01 OD620)またはタンパク質加熱凝集 FITC ラベル死菌体(同等

量)と 1 hr、complete RPMI 培地で培養した。細胞を 3 回 PBS で洗浄後、4%パラ

ホルムアルデヒドに懸濁し、氷上で 15 min、固定した。PBS で洗浄後、細胞の

平均蛍光強度と菌体貪食率をフローサイトメーター(FACSort, BD Bisciences)を用

いて解析した。 

 

(8) 菌体の疎水性度の評価 

菌体の疎水性度の評価は Roseberg らの方法(186)を一部改変して行った。生理

食塩水に懸濁してある加熱死菌体またはタンパク質加熱凝集死菌体 1.2 ml を蒸

留水で洗浄し、等量の蒸留水に懸濁した後、OD620を測定した(OD620before)。菌体

懸濁液を試験管に入れ、1 ml の n-hexadecane (ナカライテスク)を加えた。30℃で

10 min 処理後、120 sec ボルテックスした。15 min 放置し、水層と n-hexadecane

層を分離させた。水層を別の試験官に移し、OD620を測定した(OD620after)。菌体

の疎水性度は次式で求めた。 

菌体の疎水性度(%) = (OD620before-OD620after)/OD620before × 100 
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(9) 乳酸菌細胞壁の分解度の評価 

 乳酸菌細胞壁のリゾチーム耐性を調べるため、加熱死菌体とタンパク質加熱

凝集死菌体を 100 μg/ml リゾチーム、リン酸緩衝液(pH 6.2)で 24 hr、37℃処理し

た。PBS で 3 回洗浄後、菌体をメタノールで 10 min 固定し、ギムザ染色(ナカラ

イテスク)後、光学顕微鏡で菌体の状態を観察した。 

 菌体のマクロファージ分解に対する耐性を調べるため、J774.1 細胞(5 × 105)と

加熱死菌体またはタンパク質加熱凝集死菌体(終濃度 0.001 OD620)を、24 ウェル

プレート内直径 13-mm のカバーガラス上で、24 hr 培養した。PBS で 3 回洗浄

後、メタノールで 10 min 固定し、ギムザ染色を行い、マクロファージ内の菌体

の状態を光学顕微鏡で観察した。 

 

(10) 統計処理 

菌体の疎水性度と貪食率または IL-12 量と貪食率に関して相関関係を調べ、

ピアソン相関係数(r)を求めた。p < 0.05 を有意差ありと判断した。 

 

4-3. 結果 

(1) 卵白リゾチーム加熱凝集死菌体の観察 

 Lactococcus 属乳酸菌 46 菌株を培養後、生理食塩水で洗浄し、1 mg/ml の卵白

リゾチーム生理食塩水に懸濁し、100℃、50 min 加熱処理し、卵白リゾチーム加

熱凝集死菌体を調製した。代表菌株として C59 株を用い、抗卵白リゾチーム抗

体により免疫蛍光染色を行った。染色した菌体を蛍光顕微鏡で観察したとこ

ろ、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体では、卵白リゾチームが菌体を個別に覆っ

ていることがわかった(図 4-1)。また、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体は細胞壁

が分解されておらず、J774.1 細胞に対する IL-12p40 誘導能も数週間安定して認

められたことから(data not shown)、菌体周囲の卵白リゾチームは細胞壁溶解活性

を失っていると考えられた。 
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(2) J774.1 細胞と脾臓細胞に対する卵白リゾチーム加熱凝集死菌体の IL-12 誘導

能 

 続いて、Lactococcus 属乳酸菌 46 菌株の加熱死菌体および卵白リゾチーム加

熱凝集死菌体の J774.1 細胞と脾臓細胞に対する IL-12 誘導能を調べた。その結

果、H-17、Hc-1、J50、O21、O17 の 5 菌株を除くすべての菌株で、加熱死菌体

より卵白リゾチーム加熱凝集死菌体の方が IL-12p40 誘導能が高いことがわかっ

た(図 4-2A)。脾臓細胞では、すべての菌株で卵白リゾチーム加熱凝集死菌体の

方が IL-12p70 誘導能が高かった(図 4-2B)。これらのことから、卵白リゾチーム

の加熱凝集による IL-12 誘導能の増強は菌株に依存しないことがわかった。一

方、加熱処理した卵白リゾチームの添加は加熱死菌体に対する J774.1 細胞の IL-

12p40 産生を高めなかったことから(data not shown)、IL-12 産生の増強には卵白

リゾチームが菌体周囲に凝集することが重要であると考えられた。 

 

図 4-1 加熱死菌体と卵白リゾチーム加熱凝集死菌体の免疫蛍光染色写真 

C59 株の加熱死菌体(HK)と卵白リゾチーム加熱凝集死菌体(HA-LYS)をそれぞれ、

DAPI(青)と抗卵白リゾチーム抗体(赤)で染色し、蛍光顕微鏡で観察した。卵白リゾチ

ーム加熱凝集死菌体では卵白リゾチームが菌体周囲を覆っているのがわかる。 
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(3) J774.1 細胞の貪食に対する卵白リゾチーム加熱凝集の効果 

 次に、卵白リゾチームの菌体への加熱凝集がマクロファージの貪食に与える

影響を、J774.1 細胞を用いて調べた。Lactococcus 属乳酸菌 46 菌株の FITC ラベ

ル加熱死菌体、または FITC ラベル卵白リゾチーム加熱凝集死菌体を J774.1 細

胞と 1 hr 共培養し、洗浄後、細胞をフローサイトメーターで測定した。細胞の

平均蛍光強度を解析したところ、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体を貪食した

J774.1 細胞の平均蛍光強度は、加熱死菌体を貪食した J774.1 細胞のものよりす

べての菌株で高くなることがわかった (図 4-3)。細胞の平均蛍光強度は細胞が

取り込んだ FITC ラベル化菌体の数の平均値と相関する。このため、J774.1 細胞

は、加熱死菌体よりも卵白リゾチーム加熱凝集死菌体をより多く貪食している

ことがわかった。一方で、加熱処理卵白リゾチームの添加は J774.1 細胞の菌体

貪食を高めなかった(data not shown)。これらのことから、卵白リゾチームが乳酸

菌体に加熱凝集することが、菌体の貪食の促進に重要であると示唆された。 

図 4-2 卵白リゾチームの加熱凝集が菌体の IL-12 誘導能に与える影響 

Lactococcus 属 46 菌株の加熱死菌体(HK)と卵白リゾチーム加熱凝集死菌体(HA-LYS)

をそれぞれ J774.1 細胞(A)と脾臓細胞(B)に添加した。培養後に産生される IL-12 を

ELISA により測定した。データは平均値±SD で示した。 
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(4) 菌体の IL-12 誘導能の増強・貪食率の増加における卵白リゾチームの特異性 

 乳酸菌体の IL-12 誘導能の増強が卵白リゾチーム特異的なのかどうかを調べ

るため、無作為に 5 菌株(HP, 1263, H45, C59, O07)を選抜し、5 菌株それぞれに

ついて、加熱死菌体、α-ラクトアルブミン加熱凝集死菌体、β-ラクトグロブリン

加熱凝集死菌体、オボアルブミン加熱凝集死菌体、卵白リゾチーム加熱凝集死

菌体を調製した。調製した菌体について、J774.1 細胞を用いて IL-12p40 誘導能

と貪食のされやすさを調べたところ、用いたすべての 5 菌株で卵白リゾチーム

加熱凝集死菌体が最も強い IL-12p40 誘導能を有していることが明らかになった

(図 4-4A)。卵白リゾチーム以外のタンパク質は 1263 株の IL-12p40 誘導能を増

強したものの、他の 4 菌株については増強できなかった (図 4-4A)。一方、貪食

に関しては、β-ラクトグロブリン、オボアルブミンは、卵白リゾチームの場合

と同様に J774.1 細胞の菌体貪食率を高めたが、α-ラクトアルブミンは貪食率を

高めなかった(図 4-4B)。 

図 4-3  

菌体への卵白リゾチームの加熱凝集が J774.1 細胞の貪食に与える影響 
 

FITC で標識した Lactococcus 属乳酸菌 46 菌株の加熱死菌体と卵白リゾチーム加熱凝

集死菌体をそれぞれ J774.1 細胞に添加した。培養 1 hr 後に細胞を回収し、フローサ

イトメーターで細胞の平均蛍光強度を測定した。加熱死菌体を添加した細胞の平均

蛍光強度に対する、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体を添加した細胞の平均蛍光強度

の相対比を求めた。2 回の独立した実験で同様の結果が得られており、そのうちの 1

回のデータを示した。 
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(5) 菌体の疎水性度と貪食の関係 

 マクロファージは親水性の microsphere より、疎水性の microsphere をより貪

食しやすいことが報告されている(187)。そのため、菌体の疎水性度はマクロフ

ァージの貪食において重要な要素になると考えられる。そこで、加熱死菌体と

タンパク質加熱凝集死菌体それぞれについて、菌体の疎水性度を調べた。その

結果、菌体の疎水性度は、5 菌株すべてでタンパク質の加熱凝集により増加す

ることがわかった。菌体の疎水性度と J774.1 細胞の菌体貪食率の相関関係を調

べたところ、5 菌株中 4 菌株で強い相関(r > 0.7)が認められ(図 4-5A)、全体とし

ても菌体の疎水性度と貪食率には強い相関関係があることがわかった(r = 0.744, 

p < 0.05) (図 4-5B)。したがってタンパク質加熱凝集死菌体では、菌体表層の疎

水性が高まることによりマクロファージに貪食されやすくなっていると考えら

れた。 

図 4-4 菌体へのタンパク質の加熱凝集が 

J774.1 細胞の IL-12p40 応答と貪食に与える影響 
 

(A) Lactococcus 属乳酸菌 5 菌株(HP、1263、H45、C59、O07)について加熱死菌体

(HK)、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体(HA-LYS)、α-ラクトアルブミン加熱凝集死菌

体(HA-aLA)、β-ラクトグロブリン加熱凝集死菌体(HA-bLG)、オボアルブミン加熱凝

集死菌体(HA-OVA)を調製した。それぞれ J774.1 細胞に添加し、培養後 24 hr に産生

される IL-12p40 を ELISA により測定した。データは平均値±SD で示した。(B) 

FITC で標識した Lactococcus 属乳酸菌 5 菌株の加熱死菌体とタンパク質加熱凝集死

菌体を調製した。それぞれを J774.1 細胞に添加し、1 hr 後に細胞をフローサイトメ

ーターで解析した。FITC の蛍光が認められる細胞を、菌体を貪食した細胞とみな

し、その割合(%)を求めた。データは平均値±SD で示した。 
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(6) 貪食と IL-12 産生の関係 

 貪食が IL-12 産生におよぼす影響を調べるため、貪食の阻害剤である

cytochalasin D を用い、加熱死菌体、タンパク質加熱凝集死菌体に対する J774.1

細胞の IL-12 産生に与える影響を調べた。細胞を cytochalasin D 処理し、貪食を

阻害したところ、すべての菌体サンプルで IL-12 産生が劇的に阻害されること

がわかった (図 4-6A)。このことから貪食は、Lactococcus 属乳酸菌に対するマク

ロファージの IL-12 産生において重要な要因であることが明らかになった。続

いて、5 菌株の加熱死菌体、タンパク質凝集加熱凝集死菌体について IL-12 誘導

能と菌体貪食率の相関関係を調べた。その結果、1263 株に関しては IL-12 産生

と菌体貪食率の間に強い相関を認めたものの、他の菌株では強い相関は認めら

れず(図 4-6B)、全体としても、中程度の相関しか確認できなかった(r = 0.505, p < 

0.05)(図 4-6C)。このため、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体の IL-12 誘導能の増

強には貪食以外の要素が関係している可能性があることが示唆された。 

図 4-5 菌体の疎水性度と J774.1 細胞の菌体貪食率との関係 

(A, B) Lactococcus 属乳酸菌 5 菌株(HP、1263、H45、C59、O07)について加熱死菌体

(HK)、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体(HA-LYS)、α-ラクトアルブミン加熱凝集死菌

体(HA-aLA)、β-ラクトグロブリン加熱凝集死菌体(HA-bLG)、オボアルブミン加熱凝

集死菌体(HA-OVA)を調製した。各菌体の疎水性度を測定し、J774.1 細胞の菌体貪食

率との関係を菌株ごと(A)、または 5 菌株あわせて(B)プロットした。それぞれのプロ

ットに相関係数を示した。 
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図 4-6 J774.1 細胞の菌体貪食と IL-12p40 産生の関係 

(A-C) Lactococcus 属乳酸菌 5 菌株(HP、1263、H45、C59、O07)について加熱死菌体

(HK)、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体(HA-LYS)、α-ラクトアルブミン加熱凝集死菌

体(HA-aLA)、β-ラクトグロブリン加熱凝集死菌体(HA-bLG)、オボアルブミン加熱凝

集死菌体(HA-OVA)を調製した。(A) Lactococcus 属乳酸菌 5 菌株の加熱死菌体、卵白

リゾチーム加熱凝集死菌体、β-ラクトグロブリン加熱凝集死菌体を、未処理の J774.1

細胞(control)または、貪食阻害剤である cytochalasin D で処理した J774.1 細胞

(+cytochalasin D)に添加し、培養 24 hr 後に産生される IL-12p40 を測定した。データ

は平均値±SD で示した。(B, C) Lactococcus 属乳酸菌 5 菌株の加熱死菌体と各タンパ

ク質加熱凝集死菌体について J774.1 細胞の菌体貪食率と IL-12p40 産生を菌株ごと

(B)、または 5 菌株あわせて(C)プロットした。それぞれのプロットに相関係数を示し

た。 
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(7) リゾチームおよびマクロファージ消化に対する耐性 

 卵白リゾチーム加熱凝集による菌体の IL-12 誘導能の増強に関わる要因を調

べるため、5 菌株についてタンパク質加熱凝集が菌体のリゾチーム感受性に与

える影響を調べた。加熱死菌体およびタンパク質加熱凝集死菌体をリゾチーム

で 24 hr 処理後、ギムザ染色を行った。その結果、卵白リゾチーム加熱凝集死菌

体のみがリゾチーム処理 24 hr 後もギムザ染色に対する反応性を保持しているこ

と、また、加熱死菌体やほかのタンパク質加熱凝集死菌体はギムザ染色に対す

る反応性を消失していることがわかった(図 4-7A)。このことから、卵白リゾチ

ームの加熱凝集は菌体のリゾチーム耐性を強化していることがわかった。続い

て、菌体へのタンパク質の加熱凝集がマクロファージの消化におよぼす影響を

調べた。J774.1 細胞と菌体を 24 hr 共培養し、細胞をギムザ染色した。細胞を顕

微鏡した結果、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体は培養後 24 hr でも、J774.1 細胞

中に存在することが確認できたが、加熱死菌体や他のタンパク質加熱凝集死菌

体は確認できなかった(図 4-7B)。このことから、菌体に対する卵白リゾチーム

の加熱凝集は、菌体のマクロファージの消化に対する耐性を高めていることが

わかった。 

 次に、マクロファージの内在性リゾチームによる菌体消化と IL-12 産生の関

係を調べるため、リゾチーム阻害剤である chitotriose の添加実験を行った。

J774.1 細胞を chitotriose で処理し、加熱死菌体を加えた時に産生される IL-12p40

を測定した。chitotriose の添加は、用いた 5 菌株すべてに対して、J774.1 細胞の

IL-12p40 産生を増強することがわかった(図 4-7C)。一方で、グラム陰性菌の菌

体成分である LPS に対しては増強効果を示さなかった(図 4-7C)。これらのこと

から菌体に対するマクロファージの IL-12 産生は、内在性リゾチームによる菌

体消化が阻害されることによって高まることが示唆された。 
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図 4-7 リゾチーム耐性、マクロファージ消化耐性と IL-12 

(A, B) Lactococcus 属乳酸菌 C59 株について加熱死菌体(HK)、卵白リゾチーム加熱凝

集死菌体(HA-LYS)、α-ラクトアルブミン加熱凝集死菌体(HA-aLA)、β-ラクトグロブ

リン加熱凝集死菌体(HA-bLG)、オボアルブミン加熱凝集死菌体(HA-OVA)を調製し

た。(A) C59 株の加熱死菌体と各タンパク質加熱凝集死菌体を 100 μg/ml のリゾチー

ムで 24 hr 処理後、ギムザ染色した。(B) C59 株の加熱死菌体と各タンパク質加熱凝

集死菌体を J774.1 細胞と 24 hr 培養し、ギムザ染色した。矢印は未消化の菌体を示

す。(C) Lactococcus 属乳酸菌 5 菌株(HP、1263、H45、C59、O07)の加熱死菌体を未

処理の J774.1 細胞(control)または、chitotriose で処理した J774.1 細胞(+ chitotriose)に

添加し、培養 24 hr 後に産生される IL-12p40 を測定した。データは平均値±SD で示

した。 
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4-4. 考察 

 乳酸菌の IL-12 誘導能は、アレルギーの予防や治療に有望と考えられる菌株

を選抜する際に、重要な指標として利用されている(8-10)。本研究では、卵白リ

ゾチームの加熱凝集により、Lactococcus 属乳酸菌のマクロファージに対する

IL-12 誘導能が増強されることを明らかにした。微生物によるマクロファージの

活性化は、トール様受容体といった特定の微生物成分を認識するパターン認識

システムを介して行われる。リポテイコ酸、ペプチドグリカン、CpG DNA とい

った菌体成分が活性化成分の候補である(188, 189)。本研究では同じ菌体から加

熱死菌体と卵白リゾチーム加熱凝集死菌体を調製しており、それらは同じ菌体

成分を有している。このため、菌体成分それ自体は、卵白リゾチーム加熱凝集

による IL-12 誘導能の増強の要因ではないと考えられる。 

本研究では、卵白リゾチームの加熱凝集が菌体の疎水性度を増加させ、それ

によりマクロファージによる菌体貪食を促進している可能性があることを明ら

かにした。菌体の疎水性度の増加や貪食の増加は、卵白リゾチームだけでなく

β-ラクトグロブリンやオボアルブミンの加熱凝集によっても認められた。卵白

リゾチームや β-ラクトグロブリン、オボアルブミンは熱変性により表面の疎水

性が増加することが報告されている(190, 191)。このため、タンパク質加熱凝集

死菌体では、加熱により菌体表層でタンパク質が変性することで、菌体表層の

疎水性を高めている可能性が高いと考えられる。一方、α-ラクトアルブミンの

加熱凝集は菌体表層の疎水性をあまり高めず、菌体貪食をほとんど増加させか

った。本章ではデータを示さなかったが、α-ラクトアルブミンの菌体への加熱

凝集は部分的であることがわかっており、菌体全体の性質を変化させるには至

らなかったためであると考えられる。 

貪食阻害の実験から、マクロファージの Lactococcus 属乳酸菌に対する IL-12

産生において貪食が重要な役割をはたしていることを明らかにした。この知見

は、Lactobacillus 属乳酸菌に対するマクロファージの IL-12 産生が貪食の阻害に
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より抑制されるという報告と一致するものであり(181)、マクロファージの乳酸

菌体に対する IL-12 産生において貪食が必要不可欠な要因であることが示唆さ

れる。一方で、本研究では、菌体貪食率と IL-12 産生の相関関係に関しては、

一部の菌株(1263 株)を除き強い相関を確認できなかった。このことは、卵白リ

ゾチームの加熱凝集による IL-12 産生増強は、単に貪食が増加したことによっ

てもたらされたわけではないことを示唆する。しかしながら、貪食が乳酸菌体

に対するマクロファージの IL-12 産生に必要不可欠な要因であることを考慮す

ると、マクロファージに貪食されにくい性質を有する菌株の場合には、貪食さ

れやすくすることで菌体の IL-12 誘導能を増強できる可能性がある。実際、本

研究で、貪食の促進と IL-12 の誘導の増強に相関を認めた 1263 株は貪食されに

くい性質の菌株であり、逆に相関が低い菌株は貪食されやすい性質の菌株だっ

た。 

卵白リゾチームの加熱凝集は、菌体のリゾチーム耐性とマクロファージの消

化に対する耐性を強化することを明らかにした。卵白リゾチーム加熱凝集死菌

体では、卵白リゾチームが不活化した状態で、基質である菌体表層のペプチド

グリカン層を覆うように凝集していると考えられる。これにより、菌体のペプ

チドグリカン層がリゾチームの攻撃を受けにくい状態になっていると考えら

れ、他のタンパク質加熱凝集死菌体とは異なり、リゾチーム耐性が強化された

可能性が高い。マクロファージの内在性リゾチームは菌体の消化において重要

な役割をはたしていることから(192)、菌体のリゾチーム耐性の強化は、マクロ

ファージの消化に対する耐性の強化につながったと考えられる。本研究では、

リゾチーム阻害剤の添加実験から、マクロファージによる菌体消化が抑制され

ることで IL-12 産生が高まることが示唆された。このことから、マクロファー

ジに消化されにくい菌体は、マクロファージに対して IL-12 産生を強く誘導す

る可能性が高いと考えらえた。実際、Lactobacillus 属乳酸菌においてマクロファ

ージの消化に耐性をもつ菌体が強い IL-12 誘導能をもつことが報告されている



 

 - 105 - 

(181)。このため、卵白リゾチーム加熱凝集死菌体では、マクロファージ消化に

対する耐性が強化されたことで IL-12 誘導能が増強された可能性が高い。 

 乳酸菌はチーズをはじめとする発酵乳製品のスターターとして広く利用され

ている。これらのうちの一部に健康機能があることが報告されているが、それ

らの多くは菌株特異的な作用であると考えられている。卵白リゾチームの加熱

凝集による菌体の IL-12 誘導能の増強は、菌株に関係なく適用できる方法であ

る。このため、この知見を応用すれば、菌株の特徴を残しながらも簡便に抗ア

レルギーなどの機能を付加できる可能性がある。したがって、将来的には、既

に製造に利用されている乳酸菌株に対して新たに免疫調節作用を付与すること

ができるようになる可能性がある。 

 まとめとして、本研究では卵白リゾチームの加熱凝集による Lactococcus 属乳

酸菌の IL-12 誘導能の増強には、2 つの菌体の性質の変化が関係している可能性

があることを明らかにした。1 つは菌体の疎水性度の増加である。卵白リゾチ

ームや他のタンパク質の加熱凝集は、菌体表層の疎水性を増加させ、マクロフ

ァージによる貪食を促進すると考えられる。マクロファージの IL-12 産生にお

いて菌体貪食は必要不可欠な要素であるため、貪食されにくい乳酸菌に関して

は菌体の疎水性度を増加させることで、IL-12 誘導能を高めることにつながると

考えられる。もう 1 つは、リゾチームとマクロファージの消化に対する耐性の

強化である。この強化は卵白リゾチーム特異的な作用であり、他のタンパク質

の加熱凝集では認められない。マクロファージ消化耐性が強い菌体は高い IL-12

誘導能をもつと考えられ、菌体のマクロファージ消化耐性の強化は IL-12 誘導

能の増強につながると考えらえる。この 2 つの性質変化を菌体に誘導すること

ができれば、多くの乳酸菌の IL-12 誘導能を増強できる可能性がある。本研究

は乳酸菌の IL-12 誘導能の増強について新たな知見を与えるものであり、免疫

調節作用を有する乳製品の開発に資すると期待される。 
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第 5 章 総合討論 

 

ピルビン酸、芳香族ピルビン酸による p38 MAPK 活性化の阻害について 

本研究では、抗酸化作用を有するピルビン酸および芳香族ピルビン酸が UVB

照射による角化細胞の炎症反応を抑制することを明らかにしたが、意外なこと

に、これらの物質は UVB 照射時に細胞内に発生する ROS の発生を抑制しなかっ

た。一方で、ピルビン酸および芳香族ピルビン酸は、UVB 照射により誘導される

p38 MAPK の活性化を阻害することがわかった。p38 MAPK は UVB に対する角

化細胞の炎症反応において重要な役割を担っており、p38 MAPK の阻害剤は、

UVB により誘導される HaCaT 細胞の Cox-2 の発現を抑制することが報告されて

いるほか(150)、p38 MAPK 阻害剤の投与により、UVB 照射により誘導されるマ

ウス皮膚の IL-6 や Cox-2 の発現が完全に抑制されることが報告されている(59)。

このため、p38 MAPK の阻害は、ピルビン酸および芳香族ピルビン酸の炎症抑制

作用において重要な作用機序である可能性が高い。ヒト内皮細胞において過酸化

水素により誘導される p38 MAPK のリン酸化がピルビン酸により阻害されると

報告されており(193)、ピルビン酸による p38 MAPK の抑制には共通した分子機

構が存在する可能性がある。 

UVB による p38 MAPK の活性化には ROS が関与していることが報告されてい

る(194-196)。ROSは、p38 MAPK活性化因子であるApoptosis signal-regulating kinase 

1 を活性化することが報告されており(197)、UVB による p38 MAPK の活性化に

は Apoptosis signal-regulating kinase 1 を介した経路が関与している可能性がある。

これに加えて、G タンパク質が UV 照射による p38 MAPK の活性化に関与してい

ることも示唆されている。G タンパク質の βγ サブユニットの過剰発現は UV 照

射による p38 MAPK の活性化を増幅すること、逆に、Gβγサブユニットを捕捉す

ると UV 照射による p38 MAPK の活性化が抑制されることが報告されている

(198)。Gβγサブユニットを介した p38 MAPK の活性化は Cdc42 依存的であること
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が示されており、Rho ファミリータンパク質の重要性が示唆されている(199)。ピ

ルビン酸および芳香族ピルビン酸の p38 MAPK シグナルパスウェイの抑制機構

を明らかにするためには、これら UV による p38 MAPK の活性化経路について詳

しく検討する必要があるだろう。 

また、ピルビン酸および芳香族ピルビン酸が p38 MAPK を直接阻害しているか

どうかについては議論の必要がある。ピルビン酸および芳香族ピルビン酸は強い

抗酸化作用を有しているため、細胞にすぐに取り込まれ作用するのであれば、

UVB により発生する ROS を除去できるはずである。しかし、本研究で示したよ

うに、これらの物質の添加は UVB による角化細胞内の ROS の生成を抑制しなか

った。このため、これらの物質は角化細胞内では直接作用していないかもしれな

い。角化細胞は UVB 照射により乳酸脱水素酵素を細胞外に放出することが知ら

れているが(200)、乳酸脱水素酵素はピルビン酸を乳酸に変換する酵素である。筋

芽細胞では乳酸が p38 MAPK を阻害すると報告されており(201)、ピルビン酸は

乳酸に変換されることで、UVB 照射により誘導される角化細胞の炎症反応を抑

制している可能性があるかもしれない。芳香族ピルビン酸から乳酸脱水素酵素に

より変換されて生じる芳香族乳酸に、UVB 照射時の角化細胞の炎症反応を抑制

する作用があることは注目すべき点である(20)。乳酸や芳香族乳酸が UVB 照射

時の角化細胞の p38 MAPK の活性化を阻害するかどうか、また、これらの物質が

ピルビン酸や芳香族ピルビン酸添加時に実際に細胞内で働いているかどうかに

ついては、今後検討する必要があるだろう。 

 

UVB 照射による皮膚傷害に対するインドール-3-ピルビン酸の防御機構について 

本研究では、芳香族ピルビン酸の中でも特にインドール-3-ピルビン酸に、UVB

照射による皮膚の炎症を抑制し、表皮の損傷を軽減する作用があることを明らか

にした。一方で、インドール-3-ピルビン酸の塗布ではむしろ表皮の肥厚が認めら

れるなど、p38 MAPK の阻害では説明がつかない現象が確認された。本研究で検
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証した通り、インドール-3-ピルビン酸は使用した芳香族ピルビン酸の中では最も

強い AhR 活性化能を有している。そこで、インドール-3-ピルビン酸の皮膚防御

作用における AhR の関与の可能性について考察する。マウスの表皮角化細胞や

HaCaT 細胞では AhR が定常的に発現していることが報告されている(202, 203)。

表皮のバリア機能における AhR の役割が多くの研究から明らかになっており、

例えば TCDD は角化細胞のフィラグリン、インボルクリンなどの発現を上昇さ

せるなど、角化細胞の最終分化を促進する作用があることが報告されている(204-

206)。また、古くからアトピー性皮膚炎などの治療に用いられているコールター

ルは、AhR を活性化することで表皮の分化を促進し、表皮の肥厚を誘導し、表皮

バリア機能を高めることが報告されている(207)。加えて、AhR と結合し核内移行

する ARNT を角化細胞特異的に欠損するマウスでは、重度の脱水症が生じ、新生

児期に死亡することがわかっており、ARNT が表皮バリア機能の維持に重要な役

割をはたしていることが示されている(208)。本研究では、フェニルピルビン酸の

塗布は皮膚のバリア機能に対して効果を示さなかったが、4-ヒドロキシフェニル

ピルビン酸およびインドール-3-ピルビン酸の塗布は UVB による皮膚バリア機能

の低下を抑制し、中でもインドール-3-ピルビン酸の塗布は強い抑制作用を示した。

フェニルピルビン酸には AhR 活性化能が認められない一方で、4-ヒドロキシフ

ェニルピルビン酸およびインドール-3-ピルビン酸には AhR 活性化能が認められ

ること、特に、インドール-3-ピルビン酸は強い AhR 活性化能を有していること

を考慮すると、UVB による皮膚バリア機能の低下に対する芳香族ピルビン酸の

抑制作用には AhR が関係しているように見える。AhR は UVB 照射により誘導さ

れる角化細胞のアポトーシスを抑制する作用があることが報告されていること

から(209, 210)、インドール-3-ピルビン酸の塗布による表皮の壊死の抑制にも

AhR が関与している可能性がある。一方で、AhR は角化細胞の UVB に対する炎

症応答において重要な役割をはたしていることが近年明らかになってきている。

AhR は UVB 照射により活性化され、Epidermal Growth Factor Receptor とその下流
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の MAPK の活性化を引き起こし、Cox-2 などの発現を誘導する(203)。また、UVB

照射によりトリプトファンから生成する FICZ は AhR を介して角化細胞に ROS

の産生を促し、炎症性メディエーターを誘導する(211)。加えて、角化細胞特異的

に活性化型 AhR を発現するトランスジェニックマウスは重度の炎症性皮膚病変

を発症することが報告されている(212)。これらの知見は、インドール-3-ピルビン

酸の塗布が UVB 照射による皮膚の炎症を抑制した結果と矛盾するように見える。

しかし、HaCaT 細胞を用いた実験で明らかにしたように、インドール-3-ピルビン

酸は p38 MAPK を阻害することで炎症性メディエーターの発現を抑制している

と考えられる。インドール-3-ピルビン酸は AhR を介した作用と p38 MAPK の阻

害を介した作用の 2 つの作用により、皮膚の防御機能を高めるのかもしれない。 

 

インドール-3-ピルビン酸の利用について 

 本研究では、インドール-3-ピルビン酸が、UVB 照射による皮膚の損傷を軽減

する薬剤として利用できる可能性があること、また、IBD に対する有望な治療薬

として利用できる可能性があることを示した。インドール-3-ピルビン酸は、一部

の乳酸菌が産生することがわかっているが産生量は多くない。インドール-3-ピル

ビン酸は、化学的にはジメチルホルムアミド中のトリプトファンをイソニコチン

アルデヒドと反応させる方法などにより合成できる(213)。しかしながら、この方

法は原材料や収率の面で製造コストが高いことが指摘されており、酵素を利用し

たインドール-3-ピルビン酸の生合成が研究されている。酵素による生産方法とし

てはアミノ酸オキシダーゼまたはアミノトランスフェラーゼを用いたものが提

案されている。 

アミノ酸オキシダーゼを利用した方法としては、これまでに、ヘビ毒由来のア

ミノ酸オキシダーゼにより、トリプトファンからインドール-3-ピルビン酸を生合

成する方法が報告されている(214)。アミノ酸オキシダーゼの反応の副産物として

生成する過酸化水素はインドール-3-ピルビン酸をインドール酢酸に分解するた
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め、この反応系ではカタラーゼを添加して、過酸化水素による分解を抑制するこ

とが提案されている(214)。また、Providencia 属由来のアミノ酸オキシダーゼを大

腸菌に高発現させることで、より高効率にトリプトファンからインドール-3-ピル

ビン酸を合成する方法が確立されている(215)。 

一方、アミノトランスフェラーゼを利用した方法としては、Sinorhizobium meliloti

や Rhodobacter sphaeroides 由来のチロシンアミノトランスフェラーゼ、Leishmania 

major 由来のアミノトランスフェラーゼ、Escherichia coli 由来のアスパラギン酸

アミノトランスフェラーゼなどの組換えタンパク質を用いて、トリプトファンか

らインドール-3-ピルビン酸を生合成する方法が報告されている(216)。また、

Aspergillus nidulans のトリプトファン・フェニルピルビン酸アミノトランスフェ

ラーゼを大腸菌に高発現させ、代謝工学により高効率にインドール-3-ピルビン酸

を生合成する方法が報告されている(217)。この方法では、芳香族アミノ酸の生合

成に関わる代謝遺伝子の破壊や導入により、フェニルピルビン酸とトリプトファ

ンの生合成能を高めることで、インドール-3-ピルビン酸とフェニルアラニンの高

生産を実現している(217)。また近年、異なる触媒特性をもつ 2 種類の芳香族アミ

ノトランスフェラーゼの立体構造が解かれるなど(218)、酵素の基質認識に関する

研究も進められている。 

インドール-3-ピルビン酸を薬剤として利用する際には、上述の方法により合成

されたものが利用できる。一方、IBD では寛容状態を継続することが重要である

ため、日常的に摂取する食品によって炎症の再燃を抑えることが望ましいと考え

られる。食品成分としてインドール-3-ピルビン酸の機能を期待する場合には、食

品中のインドール-3-ピルビン酸の含量が問題となる。食品中に含まれるインドー

ル-3-ピルビン酸の含量はあまり高くないが、その中で、パルメザンチーズは比較

的含量が高いことがわかっている(24)。パルメザンチーズは芳香族アミノ酸代謝

物を多く含むが、特にトリプトファン代謝物の含量が多い(24)。パルメザンチー

ズに芳香族アミノ酸代謝物が多く含まれる理由の一つは、長い熟成期間により分
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解が進み、アミノ酸含量が増加していることが関係していると考えられる。また、

トリプトファン代謝物が多く含まれる原因には、パルメザンチーズ内の乳酸菌の

芳香族アミノ酸の代謝特性が関係している可能性がある。一方、パルメザンチー

ズ以外のチーズやヨーグルトでは、インドール-3-ピルビン酸の含量は低い。これ

は、これら食品中ではトリプトファン代謝物自体がそれほど多くないことと、乳

酸菌によってインドール-3-ピルビン酸がインドール-3-乳酸に変換されてしまっ

ていることが原因であると考えられる。このため、乳酸菌を用いた発酵食品中の

インドール-3-ピルビン酸含量を高めるには、乳酸菌のトリプトファン代謝を活性

化すること、および、インドール-3-ピルビン酸からインドール-3-乳酸の変換を抑

制することが重要になると考えられる。乳酸菌のトリプトファン代謝を高める方

法としては、上述の Aspergillus nidulans のアミノトランスフェラーゼと代謝工学

を利用したインドール-3-ピルビン酸の生合成方法(217)が参考になる。また、パル

メザンチーズの芳香族アミノ酸の代謝特性を解明することも、乳酸菌のトリプト

ファン代謝を活性化する方法の発見につながる可能性がある。一方、インドール

-3-ピルビン酸からインドール-3-乳酸の変換を抑制するには、この変換に関わる

と考えられる乳酸脱水素酵素について調べる必要がある。インドール-3-ピルビン

酸に対する基質認識が低い乳酸脱水素酵素を探索することや、遺伝子変異や阻害

物質などにより乳酸脱水素酵素のインドール-3-ピルビン酸認識を阻害すること

などにより、乳酸菌のインドール-3-ピルビン酸産生を高めることができるかもし

れない。 

 

 乳酸菌の IL-12 産生誘導能の強化について 

 本研究では卵白リゾチームの加熱凝集により、乳酸菌の菌体の疎水性度が増加

し、リゾチーム消化に対する耐性が強化されることで IL-12 誘導能が増強される

可能性があることを明らかにした。卵白リゾチームの加熱凝集による IL-12 の増

強は、卵白リゾチームを添加する必要があること、また加熱処理を行う必要があ
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ることから、そのまま乳製品に応用することはできない。しかし、本研究の知見

を利用し、菌体の特徴を遺伝子変異などにより変換することで IL-12 産生誘導能

を増強できる可能性がある。たとえば、目的の菌株にランダム変異を入れ、疎水

性の高い変異株やリゾチームに抵抗性のある変異株を取得する方法が考えられ

る。また、プラスミドなどの導入により、菌体の特徴を変換する方法も考えられ

る。細胞表面ポリペプチドをコードする Streptococcus gordonii 由来の cshA 遺伝

子や(219)、凝集物質 Asc10 をコードする Enterococcus feacais 由来の prgB 遺伝子

(220)、Lactobacillus paracasei の auto-aggregation-promoting protein をコードする

aggLB 遺伝子(221)などは、菌体表層の疎水性を高めることが報告されている。ま

た、Enterococcus faecalis を用いた研究から、ペプチドグリカン O-アセチルトラ

ンスフェラーゼをコードする oatA 遺伝子、リポテイコ酸の D-アラニル化に関わ

る dltA 遺伝子、転写因子 SigV をコードする sigV 遺伝子がリゾチーム耐性に関わ

っていることが報告されている(222)。遺伝子変異や遺伝子導入により、菌体の疎

水性やリゾチーム耐性を増強することで乳酸菌の IL-12 誘導能が増強できるかど

うかを明らかにすることは、今後の重要な研究課題である。 

 

総括(図 5-1) 

本研究では、乳酸菌の健康面での利用を促進することを目的に、乳酸菌代謝

物および乳酸菌体の機能性についてそれぞれ検討を行った。乳酸菌代謝物とし

ては芳香族ピルビン酸に着目し、第 1 章および第 2 章において、ピルビン酸お

よび芳香族ピルビン酸が、UVB 照射により誘導される角化細胞の炎症反応、細

胞死を抑制すること、またこれらの物質が p38 MAPK の活性化を阻害すること

を明らかにした。加えて第 2 章では、UVB 照射によるマウスの皮膚炎症モデル

を用いて、芳香族ピルビン酸の中でもインドール-3-ピルビン酸が最も効果的に

UVB による皮膚傷害を抑制できることを明らかにした。第 3 章では、芳香族ピ

ルビン酸の腸管炎症抑制作用を検討し、インドール-3-ピルビン酸にのみ腸管炎
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症を抑制する作用があることを明らかにした。インドール-3-ピルビン酸が腸管

免疫に与える影響を解析した結果、インドール-3-ピルビン酸は AhR を介して腸

管免疫系の T 細胞や樹状細胞を変動させることで大腸炎症を抑制していること

が示唆された。第 4 章では、乳酸菌体の免疫調節作用に着目し、卵白リゾチー

ムの加熱凝集により、Lactococcus 属乳酸菌の IL-12 誘導能が増強されることを

明らかにした。さらに、この作用には菌体の疎水性の増加とリゾチーム耐性の

強化が関係している可能性があることを明らかにした。本研究は、乳酸菌代謝

物および菌体による免疫炎症応答調節の新たな機構を明らかにしたものであ

り、本研究で得られた知見は乳酸菌の健康機能性をさらに高めることにつなが

ると期待される。 

 

  
図 5-1 本研究の総括 

本研究で得られた知見を図にまとめた。IPA はインドール-3-ピルビン酸。 
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