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［論文の要約］ 

腸内微生物叢は「忘れられた臓器」と比喩される（O’Hara and Shanahan, 2006）よ

うに宿主の健康に大きな影響を与えており、近年最も注目を集めている研究対象の 1

つである。最近では、腸内微生物を活用して宿主の健康状態を改善する試みが為され

てきており、一定の成果をおさめている（van Nood et al., 2013; Colman et al., 

2014）。一方で、宿主細胞が腸内微生物に及ぼす影響に関する報告は限定的である

が、特定の疾病の患者では類似した腸内微生物叢の変化を示すことが報告されており

（Manichanh et al., 2006）、宿主の健康状態が腸内微生物叢に対して影響力を持たない

とは考えにくい。宿主細胞が腸内微生物に及ぼす影響に関する解析が進んでいない理

由として、適切な実験系が存在しないことが原因である可能性が考えられた。そこ

で、本研究では新たな実験モデルを構築することを目的として、微生物挙動を測定す

ることが可能な新規腸管モデルの構築に取り組んだ。そして、作製した実験系を用い

て宿主細胞の状態を変化させた際の微生物の増殖挙動の変化を解析した。 

宿主－腸内微生物叢の相互作用を in vitro 実験系で解析するためには、同一の系内

に両者の細胞を共存させる必要がある。そこで、腸上皮細胞（Caco-2 細胞）と微生物

の共培養化をおこなうために、共培養において想定される培養因子の変化を人為的に

Caco-2 細胞に与え、共培養時に制御が必要な培養条件を探索した。種々検討した結

果、培養液 pH の低下が特に Caco-2 細胞に大きなダメージ（TEER 値および生存率の
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低下）を及ぼすことが明らかとなった。また、pH が維持されていても Caco-2 細胞と

微生物が接触した環境下では、Caco-2 細胞にダメージが見られた。そこで、Caco-2

細胞と微生物の生育空間を隔てた共培養系（培地を介して代謝産物等の物質移行は起

こる）を構築したところ、少なくとも培養 24 h は Caco-2 細胞の良好な生育が見られ

ることが見られ、両細胞を空間的に隔てた培養系をデザインする必要性が示された。 

次に、微生物増殖を測定可能にする目的で微生物をアルギン酸カルシウムゲルに固

定化する形に実験系を改良した。宿主細胞側の変化の一例として Caco-2 細胞に炎症反

応を引き起こし、炎症状態に応じた共培養微生物の増殖挙動を比較した。その結果、

Caco-2 細胞が高炎症状態を示す際には共培養した Escherichia coli の増殖は促進され

た一方で、Lactobacillus casei は炎症状態に応じて増殖量は変化しなかった。炎症性腸

疾患の患者の腸内微生物叢では、E. coli が属する Proteobacteria 門が優占化し、 

L. casei が属する Firmicutes 門の割合が減少することが知られている（Frank et al., 

2007）。本実験結果は、これらの生体内で起こる現象と整合性がとれていたことか

ら、（i）作製した実験系が腸管モデルとして妥当である可能性、（ii）宿主細胞の状態

が腸内微生物叢に対する影響力を有している可能性が示唆された。 

また、開発した腸管モデルで共培養が可能な微生物種を増やすために、動物細胞の

接着因子として重要な役割を示す金属イオンに着目した共培養培地のデザイン法に関

する提案を試みた。既報の文献で高い金属吸着能が知られていた Lactobacillus 属の乳
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酸菌から L. casei を選択し、その 2 価金属イオンの吸着特性を解析した。その結果、 

L. casei は主に細胞表層の莢膜多糖でストロンチウムやバリウムなどの金属イオンを吸

着していることが示唆された。培養 9 h の L. casei による金属の最大吸着量はイオン

半径などのパラメーターと高い相関関係を示しており、これまでに報告されてきた他

の微生物吸着材（Brady and Tobin, 1995; Chen and Wang, 2007; Zamil et al., 2009）と

は異なる金属吸着傾向を示すことが明らかとなった。また、この相関関係を利用して

L. casei による培地中のカルシウムイオンの濃度変化を推算したところ、DMEM に含

まれるカルシウムイオンのうち最大でも 20%程度しか除去されないことが予測され、

この微生物を Caco-2 細胞との共培養に供する際に培地へのカルシウムの供給をおこな

う必要性は低いことが示唆された。 

本研究では、微生物増殖に着目した腸上皮細胞と微生物の共培養系の構築をおこな

い、腸管モデルとして活用できる可能性を示すことができた。また、作製した実験系

を用いることによって、従来はメカニズムの解析がされていなかった腸内微生物叢の

変化について、宿主細胞の状態によって変化している可能性を提案した。今後、本研

究で開発した腸管モデルで見られた実験結果と生体内現象の一致性を更に調査するた

めに、多種の微生物を用いた検討や現象のメカニズムの解析が実施されることが望ま

れる。 
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JCM1134, Appl. Microbiol. Biotechnol., 102, 6155–6162 (2018). 
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