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略語一覧 

 

Akt: AKT serine/threonine kinase 

BCR: B cell receptor 

CoA: Coenzyme A 

DAVID: Database for annotation, visualization and integrated discovery 

DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

DNA: Deoxyribonucleic acid 

ELISA: Enzyme-linked immuno solvent assay 

ESI: Electrospray ionization 

FBS: Fetal bovine serum 

FcγRIIa: Fcγ receptor IIa 

FcεRI: Fcε receptor I 

FDR: False discovery rate 

GO: Gene ontology 

HEK: Human embryonic kidney 

IFN: Interferon 

IFNAR: IFN-α/β receptor 

Ig: Immunoglobulin 

IκB: Inhibitor of NF-κB 

IKK: IκB kinase 

IL: Interleukin 

IPA: Ingenuity pathway analysis 

IRAK: IL-1 receptor-associated kinase 

IRF: IFN-regulatory factor 

ISG: IFN-stimulated gene 

JAK-STAT: Janus kinase-signal transducer and activator of transcription 

KEGG: Kyoto encyclopedia of genes and genomes 

LPS: Lipopolysaccharide 

Mal: MyD88 adaptor-like 

MD-2: Myeloid differentiation protein-2 

MDA5: Melanoma-differentiated-associated gene 5 

MHC: Major histocompatibility complex 

MyD88: Myeloid differentiation factor 88 

NF-κB: Nuclear factor-κ B 
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NK: Natural killer 

NMR: Nuclear magnetic resonance 

OD: Optical density 

PAMP: Pathogen-associated molecular pattern 

PBS: Phosphate-buffered saline 

pIRF: Phosphorylated IRF 

PKR: Protein kinase R 

Poly(I:C): Polyinosinic-polycytidylic acid 

PPIA: Peptidylprolyl isomerase A 

PRR: Pattern recognition receptor 

PVDF: Polyvinylidene fluoride 

RIG-I: Retinoic acid-inducible gene-I 

RIP: Receptor-interacting protein 

RNA: Ribonucleic acid 

RT-qPCR: quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction 

SEAP: Secreted-alkaline phosphatase 

Sema3A: Semaphorin 3A 

TAB2: TAK1 (MAP3K7)-binding protein 2 

TAK1: TGF-β activated kinase 1 

TANK: TRAF family member-associated NF-κB activator 

TBK1: TANK-binding kinase 1 

TBS-T: Tris-buffered saline with tween-20 detergent 

TCR: T cell receptor 

TGF-β: Transforming growth factor-β 

TIR: Toll/IL-1 receptor 

TIRAP: TIR domain-containing adaptor protein 

TLC: Thin-layer chromatography 

TLR: Toll-like receptor 

TNF: Tumor necrosis factor 

TRAF: TNF receptor-associated factor 

TRAM: TRIF-related adaptor molecule 

TRIF: TIR domain-containing adaptor-inducing IFN-β 

TYK: Tyrosine kinase 
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第１章 序論 

 

セラミドは、長鎖アミノアルコールであるスフィンゴイド塩基と脂肪酸が結合した特徴的な

構造を有し、細胞膜や組織を構成している。皮膚においては、表皮の最外層に位置する角質層

における細胞間脂質の約半分を占め 1-3、ラメラ構造を形成して水分を保持し、外部の刺激から

皮膚を守るバリア機能に寄与している 4,5。セラミドが加齢や何らかの影響を受け減少すると皮

膚のバリア機能が損なわれ、また、セラミドの減少はアトピー性皮膚炎や乾癬といった皮膚疾

患と関連があることが知られている 6,7。体内において内因性のセラミドやセラミド-1-リン酸、

スフィンゴシン、スフィンゴシン-1-リン酸といったスフィンゴ脂質の代謝物はシグナル伝達に

関与する脂質メディエーターとして働き 8,9、アポトーシスや細胞増殖 10,11、ストレス応答

12,13、炎症応答 14,15等の生命維持に重要な細胞機能に関与すること 16、また、細胞膜上に存在

するスフィンゴ脂質はコレステロールとともに脂質ラフトを形成し 17,18、種々の情報伝達や膜

輸送を介する物質輸送の場として機能することが報告されている 19,20。 

一方、塗布あるいは経口によるセラミドの摂取が皮膚の保湿やバリア機能を向上させること

が報告されている 21,22（Fig. 1-1）。植物由来では穀類や豆類に含まれる 4位と 8位に二重結合

をもつ植物に特有のスフィンガジエニン（trans-4, trans-8-Sphingadienine（8-trans型）ある

いは trans-4, cis-8-Sphingadienine（8-cis型））をスフィンゴイド塩基とするセラミド骨格に

グルコースが結合したグルコシルセラミド 23-25が、動物由来ではミルクや卵、肉に含まれるス

フィンゴイド塩基としてスフィンゴシン（trans-4-Sphingenine (Sphingosine)）を有するセラ

ミド骨格にホスホコリンが結合したスフィンゴミエリン 26-28が、経口摂取される主要なセラミ

ドとなっている。また、その分子種や含有比率はそれぞれの由来により異なり、米やトウモロ

コシでは 8位に cis型の二重結合を有するスフィンガジエニン（8-cis型）が豊富に含まれてい

る 24。ヒトは日常的に様々な食品からスフィンゴ脂質を摂取しており、その量は 1日あたりア

メリカ人で 300~400 mg27、日本人ではグルコシルセラミドで 50~80 mg、スフィンゴミエリン

で 50~110 mg 程度と報告されているが 29,30、ヒト試験においては、1日あたり植物由来のグル

コシルセラミドでわずか 0.6~1.8 mg21,22、動物由来のスフィンゴミエリンでも数十 mg31,32の

摂取により皮膚保湿効果が確認されている。また、経口摂取されたスフィンゴ脂質は大部分が

そのまま排泄されるが、一部はグルコースやホスホコリンなどの極性基が外れてセラミドとな

った後、アミド結合が切れて脂肪酸とスフィンゴイド塩基にまで分解される 33-35。動物由来の

スフィンゴシンはごくわずかに腸上皮より吸収されるが、一般的な脂質と比較するとその吸収

率は低く 34、植物由来のスフィンガジエニンでは薬物排出トランスポーターである P-糖タンパ

ク質（P-glycoprotein）により排出され、さらに低い 36,37。ごくわずかに吸収されたスフィン

ゴイド塩基の大部分は脂肪酸に変換されてグリセロリン脂質となるが、一部は再びセラミドや

スフィンゴ脂質に再合成されてリンパへ吸収される 33,38。最終的に皮膚においてセラミド合成

酵素の発現上昇 39およびセラミド量の増加 40が確認されており、これらが皮膚保湿効果に寄与

すると考えられているが 41、皮膚にて植物に特有の 8位に二重結合をもつスフィンガジエニン
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は検出されていない。これらのことを踏まえると、経口摂取したセラミドやその代謝物が皮膚

に達して直接保湿効果を発揮しているとは考えづらく、その作用メカニズムの全体像は十分に

解明されていない。また、最近では植物由来グルコシルセラミドの経口摂取による抗炎症効果

39,42や抗腫瘍効果、さらにマウスの脾細胞において Interferon-γ (IFN-γ) や Interleukin-2 (IL-

2) の産生上昇、免疫応答を Th1優位に調節するといった免疫機能への関与が示唆されてい

る。 

 

腸管は外界と接しており、食品や腸内細菌叢、病原性微生物由来の外来抗原に常にさらされ

ている。そのため腸管を形成する腸管上皮細胞には食品成分を吸収するだけでなく、物理的バ

リアとしての機能や様々な異物と最初に接し、迅速に強力な免疫応答を誘導する働きがある

43。この異物を非自己として認識し、排除する最初の応答が自然免疫系であり、Toll-様受容体

（Toll-like receptor: TLR）に代表されるパターン認識受容体（Pattern recognition receptor: 

PRR）が重要な役割を担う 44,45。TLRは免疫応答に関わる組織や細胞 46だけでなく、外部環境

にさらされている消化管 47や気管 48、皮膚 49などの非免疫組織の上皮細胞にも発現している

が、その種類や発現量については各組織や細胞、あるいは疾患などの健康状態により異なる

50。現在までにヒトでは 10種類の TLRが同定されており 51,52、いずれも細胞外のロイシンリ

ッチリピートと呼ばれる繰り返し構造により微生物に共通した分子構造（Pathogen-associated 

molecular pattern: PAMP）を認識し 53,54、細胞内の Toll / IL-1受容体（Toll/IL-1 receptor: 

TIR）ドメインで下流のアダプタータンパク質と結合してシグナルを伝達する 55。細胞内局在

に応じて、細胞膜上に発現し、主に病原体由来の膜成分を認識する cell-surface TLR（TLR1、

TLR2、TLR4、TLR5および TLR6）と、エンドソームなどの細胞内小胞に発現してウイルス

や微生物由来の核酸を認識する endosomal TLR（TLR3、TLR7、TLR8、および TLR9）に大

別される 52。TLR4は細菌由来の細胞壁成分であるリポ多糖（Lipopolysaccharide: LPS）を認

識し 56,57、TLR3はウイルス由来の二本鎖 RNAを認識することが報告されている 58,59。 

下流のシグナル伝達経路としては、TLR3を除く全ての TLRに共通の炎症性サイトカイン

の分泌をもたらす Myeloid differentiation factor 88 (MyD88) 依存性炎症経路および TLR3お

よび TLR4に特有の I型 IFNの産生に関わる TIR domain-containing adaptor-inducing IFN-

β (TRIF) 依存性抗炎症経路が存在し、さらに TRIF依存性経路を介する TLR4はエンドソーム

に局在することが報告されている（Fig. 1-2）60,61。 MyD88依存性経路では、細胞膜上の

TLRは PAMPを感知すると二量体を形成し、細胞質の TIRドメインにアダプタータンパク質

である MyD88、MyD88 adaptor-like protein/TIR domain-containing adaptor protein 

(Mal/TIRAP) が結合し、Tumor necrosis factor (TNF) α receptor-associated factor (TRAF) 6

により IKKαおよび IKKβを含む IKK (IκB kinase) 複合体を活性化させる。IKK 複合体は、

抑制因子として働く inhibitor of NF-κB (IκB) をリン酸化して分解を誘導し、その結果、転写

因子 Nuclear factor kappa B (NF-κB) が遊離して核内へと移行し、TNF-α、IL-6、IL-1とい

った炎症性サイトカインの発現が誘導される。一方、エンドソームに局在する TLR3および
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TLR4を介する TRIF依存性経路では、TIRドメインへアダプタータンパク質である TRIF-

related adapter molecule (TRAM) がリクルートされた後、TRIFがリクルートされる。TRIF

は TRAF3を介して TRAF family member-associated NF-κB activator (TANK)-binding 

kinase 1 (TBK1) および IKKϵに結合し、これにより転写因子 IFN-regulatory factor (IRF) 3

がリン酸化されると、IRF3は二量体を形成して核内へ移行し、抗ウイルス活性をもつ I型

IFNの発現を誘導して、自然免疫、それに続く獲得免疫応答を誘導する 60。 

インターフェロンの中でも IFN-α/IFN-β に代表される I型 IFNは、ウイルス感染により誘

導され、ウイルス複製を阻害し、Natural killer (NK) 細胞の溶解能とウイルス感染細胞での

Major histocompatibility complex (MHC) クラス I分子の発現を増加させ、Th1細胞の発達を

刺激することで強力な抗ウイルス作用を示すことが報告されている 62。ウイルス感染などによ

り誘導された IFN は、周囲の細胞に発現している I型 IFN受容体（Interferon-α/β receptor: 

IFNAR）に結合し、Janus kinase-signal transducer and activator of transcription (JAK-

STAT) 経路を介して、IFN 誘導遺伝子群（IFN-stimulated genes: ISG）の発現を誘導し、細

胞内にさらなる抗ウイルス作用、細胞増殖抑制作用をもたらす 63。 

 

腸管表面を覆う単層の腸管上皮細胞は極性を有し、内腔側において様々な抗原シグナルを受

け取り、その刺激や抗原の情報を基底側の免疫担当細胞に伝達することで腸管免疫系を制御

し、恒常性を維持している。かつては単純な物理的バリアと見なされていた腸管上皮細胞だ

が、現在では腸の免疫機能において重要な役割を担うと考えられている 64。 

腸管上皮を介した研究をするための in vitro モデルとして、ヒト結腸腺癌由来細胞株

（Human Colon Adenocarcinoma）である Caco-2細胞株あるいは HT-29細胞株が広く用いら

れる。Caco-2細胞は腸上皮を介した吸収および輸送プロセスの研究に適しており、一方、HT-

29細胞は密着結合構造を有し、TLR3、Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I) および

Melanoma-differentiated-associated gene 5 (MDA5) といった二本鎖 RNAに対する受容体の

他、TLR1~TLR6および TLR9の発現が確認されており 50,65、PRRの活性化およびサイトカイ

ン産生、それに続く自然免疫・獲得免疫応答に関連するシグナル伝達機構の研究に適する細胞

モデルとして活用されている 66-68。実際に、HT-29細胞を腸管上皮細胞モデルとして、乳酸菌

株を含むミルクや大豆の発酵物 69および穀物の β-グルカン調製物 70における免疫調節作用や抗

酸化作用、バリア保護作用の研究が報告されている 71。また、PRRを介した異物の認識とそれ

に続く免疫応答の誘導は、上皮細胞の恒常性維持に重要な役割を果たし、PRRの遺伝的な異常

は腸管炎症を誘導するなど 72、腸管における恒常性維持に自然免疫応答は不可欠である。 

 

免疫賦活能が報告される食品として、ビタミンやミネラルなどの栄養素の他、腸内細菌叢に

働きかけるプレバイオティクスやプロバイオティクスが挙げられる。その免疫機能への作用

は、腸内細菌叢を改善して腸管免疫系を改善するものから、マクロファージや樹状細胞、腸管

上皮細胞に作用して IFNの産生を誘導し 73、T細胞や NK細胞 74、B細胞 75,76などの免疫細胞
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を活性化させて感染を防御したり、自然免疫・獲得免疫に作用するもの、アレルギー・炎症抑

制 77など多様である（Fig. 1-3）。乳酸菌やビフィズス菌の中には皮膚保湿効果が認められてい

る菌株もあり、その作用メカニズムとして便通改善 78や腸粘膜のバリア機能改善、腸内細菌叢

の改善、Th1/Th2サイトカインバランスの調節 79、抗炎症性サイトカインの誘導や分泌 IgAの

産生増加 80といった免疫賦活能の関与が示唆されている。また、乳酸菌は TLR3や TLR9に作

用してサイトカイン産生能をあげることで免疫賦活能を発揮することが報告されている 81-83。

その他にも菌体膜成分であるリポタイコ酸が樹状細胞に発現する TLR2を介して IL-12産生を

誘導して T細胞を Th1に分化させたり、IL-6や TGF-β を産生させたりすることで Th17細胞

への分化を促す効果があること 84、リンゴや高麗人参などの野菜や果実に含まれる多糖類やオ

ーツ麦、大麦、小麦から分離されたグルカンが TLR4を活性化すること 85、カテキン類が

TLR2や TLR3を介した炎症を抑制する 86など、摂取した食品由来の成分が、体内において

TLRに認識されてシグナル伝達に作用し、免疫機能を調節する例が報告されている。 

 

本研究の目的 

セラミドは表皮の最外層である角質層に豊富に含まれ、水分を保持し、刺激から皮膚を守る

バリア機能に寄与している 16。また、内因性のセラミド代謝物は脂質メディエーターとしてア

ポトーシスや細胞増殖・分化・遊走に関わる 4。一方、セラミドの経口摂取は皮膚においてセ

ラミド合成酵素の発現を上げ、セラミド量を増加させることで皮膚のバリア機能を向上させる

と考えられている 41。しかし、ヒト試験において、日常のセラミド摂取量に対してごくわずか

な摂取量で皮膚保湿効果がみられること 28、吸収率が極めて低いこと 36,37、その上、皮膚にて

植物由来のスフィンゴイド塩基が検出されないことを考慮すると、経口摂取したセラミドやそ

の代謝物が皮膚に到達して効果を発揮しているとは考えづらい。そこで、本研究では、腸管に

おいて植物由来グルコシルセラミドおよびその代謝物であるスフィンゴイド塩基が、腸管から

皮膚に至る間にサイトカインシグナル伝達機構のような皮膚や全身へと波及する何らかのシグ

ナル伝達経路に作用すると想定し、HT-29細胞を腸管上皮細胞モデルとして検証を行った

（Fig. 1-4）。また、スフィンゴ脂質の分子構造のわずかな違いにより生物活性が大きく変化す

ることが報告されていることから 87、植物由来と動物由来、さらには植物由来のスフィンゴイ

ド塩基においても二重結合の立体配置の違いによりその作用や強度が異なると予想した。 
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第２章 

 

グルコシルセラミドの 

腸管上皮細胞モデルにおける新規機能の解析 
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第２章 グルコシルセラミドの腸管上皮細胞モデルにおける新規機能の解析 

 

第一節 グルコシルセラミドおよび代謝物の抗ウイルス応答に対する影響 

第二節 植物由来スフィンゴイド塩基による発現変動遺伝子の網羅的解析 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。 

５年以内に出版予定。  
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第３章 

 

グルコシルセラミドおよびその代謝物の 

腸管上皮細胞モデルにおけるサイトカインの産生への影響 

 

 

 

  



 

38 

第３章 グルコシルセラミドおよびその代謝物の腸管上皮細胞モデルにおける   

サイトカイン産生への影響 

 

第一節 グルコシルセラミドおよび代謝物の IFNB発現への影響 

第二節 グルコシルセラミドおよび代謝物の TNF発現への影響 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。 

５年以内に出版予定。 

  



 

49 

 

 

 

 

第４章 

 

グルコシルセラミドおよびその代謝物の 

サイトカイン産生に関わる経路および受容体の探索 
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第４章 グルコシルセラミドおよびその代謝物のサイトカイン産生に関わる 

経路および受容体の探索 

 

第一節 グルコシルセラミドおよび代謝物のサイトカイン発現に対する 

阻害剤の影響 

第二節 グルコシルセラミドおよび代謝物のサイトカイン発現に関する 

シグナル伝達経路への影響  

第三節 グルコシルセラミドおよび代謝物のサイトカイン発現に関する 

受容体への影響 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。 

５年以内に出版予定。 
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第５章 総合討論 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。 

５年以内に出版予定。 
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