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安心・安全な牛乳生産の免疫技術向上を目指した 

プロバイオティクス利用の社会的貢献 

 

東北大学大学院農学研究科：北澤 春樹 

 

 

要旨 

 乳資源として極めて重要なウシなどの家畜は、幼若期に大腸菌、ロタウイルスおよび原虫によ

る腸管感染性下痢症に罹患し慢性炎症が誘導され易い。その予防と成長促進のために抗菌剤の大

量使用を余儀なくされ、結果として、健康危害のリスク増大が懸念されている。近年、腸管免疫

調節機能を有するプロバイオティクスとしてイムノバイオティクスという概念が生まれ、抗菌剤

代替としての利用性が期待されている。しかしながら、現在のところ、ウシ対応型のイムノバイ

オティクスを選抜する的確な評価系がない。そこで本研究では、健康危害リスクの低減による消

費者の安心を確保する社会貢献を目指し、ウシ腸管上皮細胞株(Bovine Intestinal Epitheliocyte 

cell line; BIE cell line)を用いて、ウシ対応型のイムノバイオティック評価系の構築を行い、

その利用性を追求した。 

 その結果、以下の結果が得られた。 

① BIE 細胞は、自然免疫受容体として知られる Toll 様受容体(TLR)1-10 全ての mRNA を発現し、

TLR2, 4 のタンパク質発現を検証したことから、下痢原性大腸菌刺激によるイムノバイオティ

クスの抗炎症性評価に有用であることが期待された。さらに、BIE 細胞における炎症応答解析

により、IL-6, IL-8 および MCP-1が評価系に有効な免疫パラメータとして選抜された。 

② BIE 細胞を用いて、イムノバイオティクスによる最適刺激時間を決定し、イムノバイオティク

ス候補を含むいくつかの乳酸菌株のうち高い抗炎症性が期待される菌株を選抜した。 

③ BIE 細胞において、選抜菌株や TLR2 リガンドの前刺激により、いくつかのネガティブレギュ

レーターの発現が誘導された。また、ウエスタンブロッティングによる細胞内炎症シグナル

の解析から、イムノバイオティクスの前刺激により、下痢原性大腸菌誘導型の炎症シグナル

の進行が抑制された。 

 以上の結果から、本評価系で選抜したウシ対応型のイムノバイオティクスについて、TLR2 など

による認識から細胞内シグナル調節分子を介する炎症応答調節機構の一端が解明された。本研究

により、BIE 細胞を用い、世界に先駆けてウシ対応型のイムノバイオティック評価系が提案でき、

抗菌剤代替あるいは軽減による家畜の健全育成から、安全な畜産食品の持続的供給による安心社

会の構築に大きく貢献することができる。
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緒言 

 腸管毒素原性大腸菌（ETEC）は哺乳動物に感染性を示す病原性細菌であり、ウシなどの家畜に

おいて、感染性炎症による死亡率の増加および成長不良から、経済的損失は増加し大きな社会問

題となっている 1)。ETEC は、腸上皮細胞（IECs）に定着し、分泌するエンテロトキシンによる急

性下痢症や炎症を誘導する 2,3)。その感染や毒素による細胞損傷に加えて、ETEC は、感染時の細

胞および組織損傷に関与するリポ多糖（LPS）の様な病原性パターン分子を介して炎症応答を誘導

することができる 2,4) 。ETEC は、Toll 様受容体（TLR）-4 の活性化を誘発し、IECs からのサイト

カイン誘導と炎症性細胞の動員と活性化を促す。しかしこのメカニズムは、重要な初期生体防御

ではあるが、長期的あるいは過剰なサイトカイン生産は、組織損傷および上皮のバリア機能障害

につながる可能性がある 1,4,5)。したがって、宿主の組織を損なうことなく保護を達成するために

は、ETEC 感染の間に、病原体に対する十分かつ効率的な炎症反応の誘導が不可欠となる。 

 プロバイオティクスは、“十分量投与された場合宿主に健康上有益な効果をもたらす生きた微生

物”として定義されている 6) 。いくつかの乳酸菌（LAB）株は、宿主に有益と考えられており、

プロバイオティクスとして使用され、それらを含む幾つかの機能性食品が開発されている。宿主

免疫の調節は、プロバイオティクスの有益性として最も一般的に認知されている。プロバイオテ

ィクスの中でも特に粘膜免疫を介して効果を発揮するものをイムノバイオティクスと提案されて

いる 7) 。乳酸菌により、ETEC に対する免疫応答を調節する研究報告がある 8-11)。Roselli ら 8)

は、Bifidobacterium animalis MB5と Lactobacillus rhamnosus GGが、Caco-2 細胞において、

部分的に病原体の接着や好中球遊走を減少させることにより、ETEC K88 による炎症関連応答を調

節することを報告した。また、L. rhamnosus GGの Caco-2 細胞における実験で、ETEC誘発性のイ

ンターロイキン（IL）-1β、および腫瘍壊死因子（TNF ）-αのアップレギュレーションや、トラ

ンスフォーミング増殖因子（TGF）-β1 のダウンレギュレーションを調節する他、サイトカイン

調節解除をブロックすることが知られている 9) 。また、L. rhamnosus GGと B. animalis MB5の

比較研究により、個々のプロバイオティック菌株は、IECs において誘導される炎症反応に異なる

影響を及ぼすものと考えられている 9) 。その他、プロバイオティック酵母の研究では、

Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3856 が、F4+ ETEC で刺激したブタ腸管上皮細胞(IPI-2I)にお

いて、炎症性メディエーターとして知られる IL-6, IL-8, Chemokine (C-C motif) ligand（CCL）

20, Chemokine (C-X-C motif) ligand（CXCL）2 および CXCL10 の発現を抑制することが知られて

いる 10)。さらに、CNCM I-3856 株は、ETEC 誘発性の炎症性サイトカインやケモカインの転写産物

やタンパク質を阻害することと、この阻害は ERK1/2 および p38 mitogen-activated protein 

kinases (MAPK)のリン酸化抑制と抗炎症性ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体-γmRNA の増

強と関連することが証明されている 11)。 

 近年、産業動物における病原体感染および消化管疾病の軽減のため、プロバイオティクスの利

用性に関する研究が行われるようになった 12-15)。幾つかのプロバイオティクスで、ETECに対する

インビボ効果が試験されているが、その多くがブタ試験であり、ウシに関する研究は遅れている

12)。インビボ試験には、コストと労力がかかるため、インビトロ試験による有用なプロバイオテ

ィクスの選抜が考えられており、我々も、幾つかのインビトロ選抜・評価システムを提案してき

た。例えば、ブタ TLR2強制発現細胞における核内転写因子のレポーターアッセイや、ブタ腸管免

疫担当細胞の活性化とブタ腸管上皮(PIE)細胞における抗炎症性試験の組み合わせ等である 13)。さ
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らに、PIE 細胞は、腸管炎症性ダメージにおけるイムノバイオティクスの保護作用機構の解明に

も有用であることから、ブタの離乳関連炎症を含む炎症性腸疾患の予防に貢献する新たな免疫機

能性飼料の開発に有益であるものと期待されている 14,15)。それ故、消化管における生残性、阻害

物質生産性や抗生物質感受性などの機能性や安全性に関するインビトロスクリーニング 12,16)は、

家畜飼料におけるプロバイオティクスの利用性拡大に必要不可欠となる。ウシにおけるプロバイ

オティクスの利用性は、これまでに構築が遅れているウシ対応型のインビトロシステムの開発に

より、飛躍的に進むものと期待される。 

 最近になって、麻生らは、世界に先駆けて仔ウシ腸管上皮細胞(BIE)株の樹立に成功した17)。こ

れにより、ウシIECsと病原体との相互関係を基礎として、ウシに有用なイムノバイオティクスの

選抜からIECsにおけるその腸管免疫調節機構の解明が飛躍的に進むものと期待される。そこで、

本研究では、BIE細胞株を用い、仔ウシに対応したETECに対する有用なイムノバイオティクスの選

抜・評価系の構築を行い、薬剤に頼らないウシの健全育成から、安心・安全な牛乳生産の免疫技

術向上に貢献する。本研究成果は、消費者の畜産食品に対する安心感を確保するための社会貢献

につながり大変有意義である。 

 

研究方法 

１．仔ウシ腸管上皮細胞 

 BIE細胞は、コラーゲンコート φ90mm シャーレ (SUMILON, TOKYO, JAPAN) を用いて、DMEM (10% 

FCS, 1% streptomycin/penicillin, 100 U/ml streptomycin, high glucose, L-glutamine, 0.11 

mg/ml sodium pyruvate; GIBCO) により培養した。コンフルエントに達したところで、PBSにより

2回洗浄し、上皮buffer (0.1M Na2HPO4/12H2O, 0.45M Sucrose, 0.36% EDTA/4Na, BSA) による処

理 (37℃, 5min) をし、トリプシン溶液 (0.25% tripsin, 0.02% EDTA in PBS) を用いてプレー

トから細胞を剥がし (37℃, 5min) 、細胞を遠心した (1,200rpm, 5min) 。上清をアスピレート

し、適量のDMEM培地 (10% FCS, 1% streptomycin/penicillin) に懸濁して細胞数を計測後、

3x105cells/φ90mmシャーレとなるように播種した。24時間後、培養上清をアスピレートし、新た

にDMEM培地 (10% FCS, 1% streptomycin/penicillin, high glucose, L-glutamine, 0.11 

mg/ml sodium pyruvate; GIBCO) を添加し培養した。 

 

２．毒素原性大腸菌(ETEC) 

 毒素原性大腸菌（enterotoxigenic E. coli, ETEC）987P 株（血清型 09: H-: 987P+: STa+）

は、（独）農業・生物系特定産業技術研究機関、動物衛生研究所（旧家畜衛生試験場）安全性研究

部、中澤宗生博士より譲渡された。-80℃で凍結保存された ETEC 987P 株を 5%ヒツジ脱繊維血液

添加寒天培地に画線し、37℃、2 時間培養した。出現したコロニーを滅菌爪楊枝で釣菌し、5ml

の Triptic soy broth（Becton）に接種し、37℃、5～8日間静置培養した（繊毛復帰培養）。上部

に明確に形成された菌膜を画線棒により釣菌し、1L の Triptic soy broth に接種し、37℃、20

時間振とう培養した。培養後遠心集菌し、PBSで 3 回洗浄後、100℃、15分で熱殺菌処理した。殺

菌後、PBS で洗浄し、DMEM 培地（10% FCS, 100 mg/ml penicillin）に懸濁した。菌数は

Petroff-Hausser 細菌計算版を用いて計測し、5x107cells/ml となるように調製後、-80℃で保存

した。 
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３．乳酸菌 

 ヒト糞便由来18菌株（Lactobacillus reuteri MEP221101 and MEP221102, 

Lactobacillus casei MEP221103, OLL2768, MEP221104, MEP221105, MEP221106, MEP221107, 

MEP221108, MEP221109, MEP221114 and MEP221115, Lactobacillus 

rhamnosus MEP221110, MEP221111, MEP221112 and GG, Lactobacillus salivarius MEP221113, 

Lactobacillus jensenii TL2937, Lactobacillus gasseri MEP221117）を用いた。全ての菌株は

MRS培地 (Difco, Detroit, USA)で3回継代培養後(37℃, 16h)、十分にPBSで洗浄した。洗浄後56℃、

30分間熱殺菌に供した。さらに PBSで2回洗浄後、DMEM培地に再懸濁しその後の試験に使用した。 

 

４．免疫染色 

 コラーゲンtype IコートガラスDisk(Iwaki Glass Co., Tokyo, Japan)を置いた12wellプレート

上にBIE細胞を3×104 cells/wellとなるように播き、DMEM培地にて3日間培養した（37℃, 5%CO2）。

PBS（含2% FCS, pH7.2）で洗浄し、4%パラフォルムアルデヒド/PBSで室温, 5分間固定した。PBS-T

（含0.2％ Triton X-100）で室温, 5分間処理後、PBSで洗浄した。BIE細胞は、Can Get Signal 

solution 1 (NKB-201, TOYOBO Co., Ltd., Osaka,Japan)で５０倍希釈した一次抗体Alexa 

488 conjugated rabbit anti-TLR2 polyclonal antibody (bs-1019R-Alexa488, Bioss Inc., Wobum, 

MA, USA) ないし Alexa 488 conjugated rabbit anti-TLR4 antibody (bs-1021R-Alexa488, Bioss)

を添加し静置した（4℃, 一晩）。なおアイソタイプコントロールとして、Alexa 488 conjugate 

rabbit IgG (20304AF488, IMGENEX, San Diego, CA, USA)を使用した。PBS-Tで3回洗浄後、蒸留

水でリンスし、FLUOROSHIELD with DAPI (AR-6501-01, ImmunoBioScience Corp, Mukilteo, WA, USA)

を用いてスライドガラスに封入した後、MRC-1024 confocal laser microscope(LSM 700, Carl Zeiss, 

Oberkochen, Germany)により免疫蛍光画像を取得した。 

 

５．BIE細胞におけるToll様受容体の定量的発現解析 

BIE 細胞ウエルに 1ml の TRIzol Reagent を添加し、ピペッティングにより細胞液を 1.5ml のマ

イクロチューブに回収した。200μl のクロロホルムを加え激しく攪拌し、3分放置後、遠心した 

（15,000rpm, 15min, 4℃）。上清の水層部分のみを回収し、同量の 2-プロパノールを加え 10 分

放置後、遠心した（15,000rpm, 15min, 20℃）。得られたペレットに 1ml の 75% エタノールを加

え遠心洗浄し（15,000rpm, 15min, 4℃）、上清を除去し乾燥させたペレットに DEPC 処理水 

（Invitrogen）を加え溶解させ、Total RNA を得た。濃度および純度は NanoDrop ND-1000 

Spectrophotometer（NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, USA）で測定した。QuantiTect 

Reverse Transcription Kit（QIAGEN, Tokyo, Japan）を用い、逆転写反応により 1μgの Total RNA

から cDNA を合成した。 

 ウシ各種遺伝子特異的プライマーは、Tm値 60℃付近で Primer Express software version 3.0

（Applied Biosystems）により作製した。House keeping gene としてはウシβ-actin を採用した。 

 合成した plasmidを template（negative control として template を含まないものも含める）

として、PCR反応溶液中の最終濃度 1pg/μL から５段階 1/10ずつ段階希釈したものを PCR反応に

供し、得られた 5 段階の増幅曲線より、指数関数的増幅領域での Ct（Threshold cycle）値と蛍

光強度から算出した標準曲線（検量線）を作製した（Fit point法）。同様にβ-actin においても
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行った。  

 得られたcDNAを用いてReal-time PCRを行った。Real-Time PCR用96well plateの各wellに2.5

μlのcDNA、各0.125μl のreverse・forwardプライマー（20pmol/μl）、2.25μlの水、5μlの

Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG with ROX（Invitrogen）を分注し、7300 Real Time PCR 

System（Applied Biosystems, Lincoln, CDF, USA）を用い分析及び解析を行った。得られた増幅

曲線群より、指数関数的増幅領域の任意の蛍光値でのCt（Threshold cycle）から標準曲線を算出

した。この標準曲線より、各試料における各種サイトカインのmRNA発現量を算出し、その値を各

試料におけるβ-actinのmRNA発現量で割り、TLR1の発現量に対するRelative Indexとして算出し

た。測定したTLR及び使用したプライマーの塩基配列は表1に示した。 

 

６．BIE細胞における乳酸菌の抗炎症機能評価 

 コラーゲンtype Iコート12 wellプレートに3×104 cells/mL濃度の細胞液を1 wellあたり1 mL

となるように添加し、3日間培養後、培地交換を行い、さらに2日間培養した。培地交換を行った

後、乳酸菌を5×107 cells/mLとなるように播種し、前刺激を48時間行った。PBSで３回洗浄後、

12時間ETEC(5×107 cells/mL)で刺激した。BIE細胞における各種サイトカイン、ケモカインおよ

びTLRネガティブレギュレーターの発現をリアルタイムRT-PCR法で解析した。また、p38, JNK, ERK

およびNF-κBの活性化についてウエスタンブロット法で７に示す方法で解析した。前刺激には、

TLR2のアゴニストであるPam3CSK4もあわせて検討した。 

 

７．ウエスタンブロット解析 

 コラーゲンTypeIコートφ60シャーレに1.8×105 cell/φ60シャーレとなるように捲いた後、3

日間培養した。培地交換を行った後、Lactobacillus casei OLL2768（5×107 cells/mL）あるい

はPam3CSK4（最終濃度200ng/ml）で前刺激を48時間行った。PBSで4回洗浄後、任意時間ETEC(5×

107 cells/mL)で刺激した。 

刺激後、CelLytic M Cell Lysis Reagent (Sigma)にタンパク質分解阻害剤(complete Mini 

(Roche))と脱リン酸化阻害剤(PhosSTOP (Roche))を規定量(1錠ずつ)添加した細胞溶解液 200 µL

を添加し、細胞を可溶化した。セルスクレーパーを用いて可溶化した細胞液を回収し、15,000 rpm, 

5 min遠心した後、上清を回収した。回収した上清 120 µL に Sample Buffer Solution(2ME+)(×

4) (Wako)を 40 µL添加し、95℃, 5min加熱処理後サンプルとして使用した。  

 細胞溶解液(CBB未添加)中のタンパク質含量の測定を BCA protein assay kit (Pierce)を用い

て行った。BSA のスタンダードと上記細胞溶解液の上清に BCA試薬を添加し、37℃, 30 min振と

うさせた。反応後、Multilabel Reader ARVOTMX3 (Perkin Elmer)を用いて 560 nm で吸光度を測

定することによりタンパク質含量を算出した。 

 SDS 化処理を行ったサンプルのタンパク質含量を一定(2 µg/1 lane, 同容量)にし、SDS-PAGE

に供した。ゲル濃度は 10%もしくは 12.5%を用い、泳動は 125 V, 90 min 行った。泳動終了後、100%

メタノールで親水化した PVDF 膜にタンパク質を転写した。 

 PVDF膜をTBS-T (pH7.5)で洗浄し、2% BSA/TBS-T (w/v)で室温2時間振とうさせブロッキングを

行った。TBS-Tで洗浄後、Can Get Signalで1000倍希釈した一次抗体(Phospho-p38 MAPK 

(Thr180/Tyr182) antibody (p-p38, Cat. #9211); p38 MAPK antibody (p38, Cat. #9212); 
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Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) antibody (p-JNK, Cat. #9251); SAPK/JNK antibody (JNK, Cat. 

#9252); Phospho-p44/42 MAP kinase (Thr202/Thy204) antibody (p-ERK, Cat. #9101); p44/42 MAP 

(Erk 1/2) antibody (ERK, Cat. #9102) and; I kappaBalpha antibody (IkBa, Cat. #9242); Cell 

Signaling)を添加し、室温で一晩振とうした。TBS-Tで洗浄後、Can Get Signalで2000倍希釈した

二次抗体 (Alkaline phosphatase conjugated anti-rabbit IgG (Cat. #A3937, Sigma))で室温、

1時間振とうした。TBS-Tで洗浄後、ECF基質(GE Healthcare, UK)を添加し、室温で5分間反応（暗

下）させ、Attophos (Ex; 440nm, Em; 560nm)をMolecular Imager FX(Bio Rad)により検出した。 

 バンド強度は、画像解析ソフトImage J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)

を用いて数値化した。IκBに関してはIκB/βactinの値を算出し、無刺激区の値を1とした相対値

で表し、それ以外については抗リン酸化抗体処理/抗タンパク処理の値を算出した後、無刺激区の

値を1とした相対値で表した。 

 

８．ELISA法によるサイトカインの定量 

 BIE細胞をLactobacillus casei OLL2768, MEP221108（5×107 cells/mL）あるいはPam3CSK4（最

終濃度200ng/ml）で48時間刺激後、ETECで刺激した。BIE細胞が分泌したIL-6およびMCP-1の量を

ELISAキット(bovine IL-6 [ESS0029, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA] および bovine 

CCL2/MCP-1 [E11-800, Bethyl Laboratories, Inc. Montgomery, TX, USA])でそれぞれ定量した。 

 

９．統計解析 

 リアルタイムRT-PCRの結果は、Normalized relative expression を算出し、コントロールを1

とした相対値で評価した。標準化には以下の式を用いた。 

 

Z(xi)=(xi – x(control)-σx)/σx 

Z(xi): all adjusted data; xi: ith experimental data,  

x(control): a mean of repeated control data;  

σx : standard deviation of repeated control or trial data.  

 

 統計処理は、SASのコンピュータプログラム（Ver.6）とGLM procedureを用い、fold expression

の平均値間で多重比較は、Fisher’s least significance differential test, LSD法により行っ

た。5％水準で有意であった場合グラフ上に上付き文字（平均値間の多重比較）またはアスタリス

ク（コントロールに対する有意差）で示した。 

 

結果 

１．BIE 細胞における TLRs の発現 

 試験した TLR1〜10 までの全ての受容体の遺伝子発現が認められた（図 1A）。中でも、TLR1, 3, 

4, 6 の発現が強く、次いで TLR5, 8, 9, 10, 2, 7の順であった。本試験で乳酸菌や ETEC の受容

体として興味深い TLR2 と TLR4 に注目し、それぞれの抗体により免疫染色した結果、それぞれの

受容体のタンパク発現を確認することができた（図 1B）。  
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２．BIE 細胞における ETEC に対する乳酸菌の抗炎症活性 

 BIE細胞をETECで刺激すると、炎症性サイトカインである、MCP-1, IL-1α, IL-1β, IL-6 and 

IL-8 およびIFN-βの顕著な発現が認められた (図2A).また、IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8および

MCP-1は、ETEC刺激12時間で比較的強く発現することがわかった(図2B)。一方、TNFαは、ETEC刺

激3時間と早い段階でその発現が増強された。これらの結果より、ETEC刺激の最適時間を12時間と

決定した。 

 

３．BIE 細胞における抗炎症性乳酸菌の選抜 

 我々の最近の研究により、Lactobacillus jensenii TL2937がブタ腸管上皮(PIE)細胞において、

熱安定性の ETEC パターン分子あるいはリポ多糖刺激による IL-6, IL-8 および MCP-1産生を抑制

することがわかった 14)。さらに、同菌の PIE 細胞における免疫調節には一部 TLR2 を介すること

も判明した 14)。そこで、同菌が BIE 細胞において同様な効果を発揮するかどうか検討した。その

結果、同菌あるいはPam3CSK4で BIE細胞を12時間刺激した場合、IL-8の産生が有意に増強され、

48時間刺激では、その産生が有意に抑制された（図 3A）。MCP-1の発現レベルは、12時間のPam3CSK4

刺激あるいは 24 時間の菌体刺激により対照より有意に増強された。また、IL-6 の発現は、菌体

あるいは Pam3CSK4 の 24 時間刺激により有意に抑制された（図 3A）。 

 これらの結果から、乳酸菌によりBIE細胞における炎症応答を調節できる可能性が示唆された。

そこで、次に乳酸菌２０菌株についてBIE細胞における抗炎症性を評価し、高い活性を有する菌株

の選抜を試みた。その結果、OLL2768, MEP221101, MEP221105およびMEP221111株の刺激により、

MCP-1, IL-6並びにIL-8の発現を有意に抑制することが認められた（補足図1）。それ以外の菌株

では、効果が弱いか全く認められなかった。L. casei OLL2768株とMEP221111株で、最も高い抑制

効果が認められた。そこで以降の研究では、L. casei OLL2768株を使用することにした。その抑

制効果は、ELISAによる検討からタンパクレベルでも検証することができた（図3B）。またその効

果は、TLR2のリガンドであるPam3CSK4でも認められた。 

 

４．L. casei OLL2768のBIE細胞におけるMAPKおよびNF-κB経路に対する影響 

 次に炎症に関わる細胞内シグナル経路に対する影響について検討したところ、L. casei OLL2768

あるいはPam3CSK4によるBIE細胞の前刺激で、その後のETEC刺激によるIκBαの分解が有意に抑制

されることがわかった（図4）。BIE細胞においてETEC刺激によりp38やERKのリン酸化が増強され

たが、L. casei OLL2768あるいはPam3CSK4の前刺激により、p38のリン酸化が抑制された（図5A,B）。

また、JNKのリン酸化については、菌体の前刺激によりETECの10分間刺激までは増強され、20分間

では減少する傾向が認められた（図5C）。 

 

５．L. casei OLL2768のBIE細胞におけるTLRシグナル経路のネガティブレギュレーター発現調節 

 まず始めにETEC刺激のない状態で、L. casei OLL2768あるいはPam3CSK4刺激12, 24, 36および

48時間後のネガティブレギュレーター（single immunoglobulin IL-1-related receptor (SIGIRR), 

Toll interacting protein (Tollip), A20-binding inhibitor of nuclear factor kappa B 

activation 3 (ABIN-3), B-cell lymphoma 3-encoded protein (Bcl-3), mitogen-activated 

protein kinase 1 (MKP-1) and interleukin-1 receptor-associated kinase M (IRAK-M)）の発
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現を解析したところ、SIGIRR, ABIN-3あるいはIRAK-M の発現変化は認められなかった(図6A)。ま

た、L. casei OLL2768あるいはPam3CSK4で24時間刺激した場合、MKP-1の発現が1.5倍程度増強さ

れたが、その効果は持続的ではなかった。一方、48時間刺激において、Tollipの顕著な発現増強

が認められ、Pam3CSK4の36時間刺激あるいは、L. casei OLL2768やPam3CSK4の48時間刺激により、

Bcl-3の顕著な発現増強が認められた（図6A）。次いで、ETECの後刺激を行った場合のネガティブ

レギュレーターの発現について解析した。その結果、IRAK-MおよびABIN-3の発現に影響はなかっ

たが、ETEC６時間刺激時にMKP-1の発現増強が認められ、Pam3CSK4刺激では、ETEC６時間刺激時に

SIGIRRおよびTollipの発現が増強された（図6B）。一方、L. casei OLL2768の刺激により、ETEC

刺激のどの時間においてもBcl-3およびTollipの顕著な発現増強が認められた（図6B）。 

 

考察 

 腸管上皮は、単なる物理的バリアーだけでなく、腸管における恒常性維持に極めて重要な役割

を演じている。生体内に侵入する細菌に対して、腸管上皮細胞は様々なサイトカインやケモカイ

ンを産生し、腸管における自然免疫と獲得免疫を誘導する 20)。本研究では、生体の免疫において

極めて重要な粘膜免疫におけるウシ腸管上皮細胞の機能的役割を理解する目的で、BIE 細胞にお

ける TLRs の発現と共に、熱安定性の ETEC パターン分子が誘導するシグナル伝達とサイトカイン

誘導について解析した。腸管上皮細胞は、TLR を代表とするパターン認識受容体を発現すること

で、病原性細菌に対し応答性を示すことが知られている。本研究により、BIE 細胞において TLR4

が最も強く発現している事がわかった。他の種においても、TLR4 の顕著な発現が認められている

21)が、BIE細胞においても同様な発現パターンが確認されたことになる。 

 腸管上皮において、TLR4 を介する活性化により誘導される炎症応答は、グラム陰性の病原細菌

に対する生体防御にとって重要となる。本研究の結果から、987P 株由来の熱安定性の ETEC パタ

ーン分子が、BIE 細胞において NF-κB や MAPKを介し、IL-6, IL-8, IL-1αおよび MCP-1 の発現

を有意に増強させることが判明した。これらの結果は、ブタ腸管上皮細胞において、フラジェリ

ンを持たない ETEC987P 株が、LPSにより TLR4 を介し炎症誘導する結果 21)と一致するものであっ

た。さらに本結果は、他の動物種における腸管上皮細胞の免疫応答を共通する点を多く示すもの

であった。また、NF-κB や MAPKが、ヒト（HT29や T84）、マウス（CMT93）およびブタ腸管上皮

（PIE）細胞株において、ETECや LPSの重要なメディエーターとなることが報告されている 14, 22)。 

 BIE 細胞におけるサイトカイン発現誘導は、ETEC感染に対し極めて重要な役割を演じている。

IL-8 の分泌により、ETEC 感染の際に良く見られる粘膜固有層への好中球の浸潤が増強され、炎症

応答増強につながる 23)。一方、ETEC 感作により、腸管上皮細胞による MCP-1 の産生誘導が認めら

れる。このケモカインは、顕著な単球の活性化など、腸管炎症において重要な役割を演じている

24) 。我々の知見は、BIE 細胞は優れた細胞株であり、in vitro で TLR4 を介する炎症応答の詳細

を解明する上で、大変有意義である。さらに炎症応答は、腸の病原体によって左右されるが、IECS

シグナリングにおいて、膜障壁の完全性の破壊を引き起こす 5)。BIE 細胞は、熱安定性の ETEC パ

ターン分子によって誘導され、炎症ダメージを予防する鍵となる。 

 幾つかの報告により、イムノバイオティック乳酸菌は病原体に対する抵抗性を増強し、感染に

よって誘導される炎症ダメージに対し、保護作用を有することが判明している 25-27)。それ故、本

研究では、イムノバイオティック乳酸菌株が、BIE 細胞において、熱安定性の ETEC パターン分子
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による炎症応答を調節できるかどうか評価することとした。我々は、以前の研究により、L. 

jensenii TL2937株が、PIE 細胞における熱安定性の ETEC パターン分子ないし LPS刺激に対する

免疫応答による IL-6 および IL-8産生を下方調節する作用を有することを見出した 14)。そこで先

ず初めに、BIE 細胞における L. jensenii TL2937株の抗炎症機能性について評価した。その結果、

L. jensenii TL2937株がIL-6や IL-8の発現を抑制することが判明した。しかしながら本効果は、

ブタ腸管上皮における本菌の免疫調節能力に比べ低かった 14)。腸管上皮は、L. jensenii TL2937

株の刺激により、熱安定性のETECパターン分子によるIL-6とIL-8の発現誘導が、それぞれ３５％

および３０％抑制された 14)。BIE細胞における L. jensenii TL2937の効果は、ブタ腸管上皮細胞

における以前の我々の知見より低いが、乳酸菌が BIE 細胞においても、熱安定性の ETECパターン

分子により誘導される炎症ダメージを調節することができることが示された。従って次に、BIE

細胞において ETEC により誘導される炎症を下方調節する乳酸菌について検討した。先に構築した

評価系により、炎症性サイトカインの発現を有意に低下させる菌株が認められ、中でも L. casei 

OLL2768 株は特に強い抗炎症作用を示した。興味深いことに、BIE 細胞における L. casei OLL2768

株の抗炎症作用は L. jensenii TL2937株でみられる抗炎症作用よりも強力なものであり、一方ブ

タIECsでの L. casei OLL2768株の抗炎症効果はそれと比較すると低いものであった 14）。つまり、

我々の研究成果は特定の宿主を対象とした適切な乳酸菌選抜を可能にするものである。このよう

な点で、我々の構築したウシを対象とした in vitroでの選抜評価系は、ウシに対応した適切なイ

ムノバイオティック乳酸菌を探索する上で有用であると言える。BIE 細胞において、L. casei 

OLL2768 株は ETEC による炎症応答を軽減する作用を有しており、この作用は同菌株の持つ NF-kB

および p38 シグナル伝達抑制作用と相関性があるものと考えられる。この結果は、先の報告で示

されたIECsでのプロバイオティクスによるTNF-αおよび S. typhimuriumにより誘発されるIL-8

の遺伝子発現を抑制する効果を支持するものとなった 28,29）。さらに、本試験により乳酸菌が ETEC

による刺激を受けたウシIECsにおけるp38シグナル伝達を抑制しうることも証明することができ

た。JNKおよび p38 MAPKシグナルは上流に存在する共通の調節因子を有しており、従って両シグ

ナルは共通の刺激因子を持つ。そこで我々は p38 シグナルで見られた効果が JNKにおいても見ら

れるか検討したところ意外にも正反対の効果を示した。これは p38 MAPKシグナルが JNKの活性に

対して負の働きを行ったのではないかと示唆される 30,31）。実際、このクロストークは先行報告が

なされており、その報告では p38αおよび p38βの化学的制御が JNKの強い活性化につながり、こ

れが IL-1 の発現誘導といった現象につながることが示されている 31）。さらに、経時的解析を行

ったところ ETEC 刺激後 5-10 分で p-p38 の上方調節が行われ、一方刺激後 10-20 分で p-JNKの下

方調節が行われていた。従って、L. casei OLL2768 株は直接的に p38 シグナルに影響を及ぼした

のではないかと推測されるが、詳細な機構解明についてはさらなる探究が必要である。一方、TLR

シグナルを調節する調節性タンパクの存在が確認されている 32）。そこで我々は BIE 細胞における

L. casei OLL2768 株の持つ抗炎症作用と TLRs ネガティブレギュレーターの関連について検討し

た。その結果、同菌株は BIE 細胞において Tollip および BCL-3といったタンパクの発現を上昇さ

せることで TLR4 シグナル伝達を抑制していることが判明した。BCL-3は DNA 結合状態での抑制型

NF-κB ホモダイマーの安定化および転写性活性型二量体の結合抑制などにより NF-κB の活性化

を抑制する作用を有する。実際、BCL-3 発現誘導による抑制型複合体の安定化は LPS トレランス

に通ずるものがある 33）。一方、Tollip の過剰発現は TLR4 を介する NF-κB および MAPKシグナル
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伝達を障害し、Tollip による TLR シグナル抑制は IRAKの活性化抑制効果により媒介されること

が証明されている 34,35）。さらに、LPSといった TLRリガンドの IECsへの前刺激が TLRリガンドの

後刺激に対する反応性の低下を示し、炎症応答の選択的制限が行われる。従って、BIE 細胞での

L. casei OLL2768 株の BCL-3および Tollip の発現上昇は ETEC に対するトレランスに重要な働き

となる。現在、我々は BIE 細胞における L. casei OLL2768 株の抗炎症機構の全容を示すことはで

きないが、仮定的な機構図を想定することは可能である（図 7）。本研究により、BIE 細胞におい

て乳酸菌前刺激を行うことが ETEC による炎症応答緩和およびダメージ軽減につながることが示

された。さらに BIE 細胞において TLR2 アゴニストである Pam3CSK4 刺激を行ったところ Tollip

の発現上昇が認められたことから、L. casei OLL2768 株による炎症抑制作用も同受容体を介して

行われているものと考えられる。また、LPSクロストレランスが TLR2アゴニストであるリポテイ

コ酸の前刺激により誘導されうることが判明した。しかしながら、L. casei OLL2768 株により活

性化されるネガティブレギュレーターと PRR の関係性についてはさらなる探究が必要である。 

 

まとめ 

 我々は、本研究により TLR4 を介した炎症応答に対し、抗炎症活性を有するイムノバイオティク

スの選抜に BIE 細胞が非常に有益な細胞株であることを初めて報告することができた。BIE 細胞

による選抜・評価系を用いることで in vitroにおけるウシ対応型の有用菌の選抜が可能となり、

それを応用することで腸管免疫に有益な機能を発揮する新規「イムノバイオティック飼料」の開

発につながるものと考えられる。 

 加えて、L. casei OLL2768 株がウシ腸管において ETEC により誘導される NF-κB および MAPK

シグナル伝達の抑制に有益な作用をもたらすことが明らかとなり、in vivo における同菌の使用

が大いに期待される。 

 本研究により、世界に先駆けてウシ対応型のイムノバイオティック評価系が提案でき（図 8）、

抗菌剤代替あるは軽減による家畜の健全育成における応用を通じて、安全な畜産食品の持続的供

給による安心社会の構築に大きく貢献することができる。 
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Table 1 Primer sequences used in this study

Primer Sense primer Antisense primer Accession number

β-actin TGG ATT GGC GGC TCC AT GCT GAT CCA CAT CTG CTG GAA NM_173979

TLR1 CAT TCC TAG CAG CTA CCA CAA GCT TGG GCC ATT CCA AAT AAG TTC T NM_001046504

TLR2 GGG TGC TGT GTC ACC GTT TC GCC ACG CCC ACA TCA TCT NM_174197

TLR3 GGG CAC CTG GAG GTC CTT TTC CTG GCC TGT GAG TTC TTG NM_001008664

TLR4 AGC ACC TAT GAT GCC TTT GTC A GTT CAT TCC GCA CCC AGT CT NM_174198

TLR5 GTC CCC AAC ACC ACC AAG AG GCG GTT GTG ACT GTC CTG ATA TAG NM_001040501

TLR6 TTT ACC CTC AAC CAC GTG GAA GGG CCA AAG GAA CTG AAA AAC NM_001001159

TLR7 CAC CAA CCT TAC CCT CAC CAT T GTC CAG CCG GTG AAA GGA NM_001033761

TLR8 TGT GTT TAG AGG AAA GGG ATT GG TCT GCA TGA GGT TGT CGA TGA NM_001033937

TLR9 CAG TGG CCA GGG TAG TTT CTG CCG GTT ATA GAA GTG ACG GTT GT NM_183081

TLR10 TCT ACT GCA TCC CTA CCA GAT ATC C GGG CCA TTC CAA GTA TGC TTT NM_001076918

MCP-1 CAC CAG CAG CAA GTG TCC TAA A CAC ATA ACT CCT TGC CCA GGA T NM_174006

TNF-α CGC ATT GCA GTC TCC TAC CA GGG CTC TTG ATG GCA GAC A NM_173966

TGF-β CGT GGA GCT GTA CCA GAA ATA TAG C CGA GCA GCC GGT TGC T NM_001166068

IFN-α GGT GGC AGC CAG TTA CAG AAG TGC TGG GTC ACC TCA TGG A Z46508

IFN-β CGA TGG TTC TCC TGC TGT GTT GAG CAA GCT GTA GCT CCT GGA A EU276065

IFN-γ GGA GGA CTT CAA AAA GCT GAT TCA GGC TTT GCG CTG GAT CTG NM_174086

LIF CTG TCC CAG CAA CCT CAT GA TGG CAC TGC TGT TGA GTT GTC NM_173931

IL-1α CAG TTG CCC ATC CAA AGT TGT T TGC CAT GTG CAC CAA TTT TT NM_174092

IL-1β GAG CCT GTC ATC TTC GAA ACG GCA CGG GTG CGT CAC A NM_174093

IL-4 GCC ACA CGT GCT TGA ACA AA TGC CAA GCT GTT GAG ATT CCT NM_173921

IL-6 CCA CCC CAG GCA GAC TAC TTC CCA TGC GCT TAA TGA GAG CTT NM_173923

IL-7 CAA GCT TCA CCT ATC AAC AGT TTC A CCC TTG CTG GTG CAG TTC A NM_173924

IL-8 TGC TCT CTT GGC AGC TTT CC TCT TGA CAG AAC TGC AGC TTC AC NM_173925

IL-10 GGC GGT GGA GAA GGT GAA GGC TTT GTA GAC ACC CCT CTC TT NM_174088

IL-12 CAG CAA GCC CAG GAA GGA TGA CAG CCC TCA GCA GGT TT NM_174355

MKP-1 CGCAGCGCGCAAATCT CGGGTAGGAAGCAGAAAAAGC NM_001046452

IRAK-M ACAGCGGAGCGGCTTTC CTTGGTCTACATATTTTTCAATGTGA NM_001190299

SIGIRR GGCAGTGAAGTGGATGTGTCA TCCGTGCGGGCACTGTA NM_001082443

BCL3 CATGGAACACCCCCTGTCA GGCGTATCTCCATCCTCATCA NM_001205993

Tollip CGGGCGTGGACTCTTTCTAC GATGCGGTCGTCCATGGA NM_001039961

ABIN-3 CGCAGAACGAATTGCTGAAA CACTACGCTCCCTCTGGAAGTC BC102932
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Figure 1 Analysis of toll-like receptors (TLRs) expression in bovine intestinal epithelial (BIE) cells. (A) TLR1-10 mRNA levels in BIE cells. The
expression of TLR in BIE cells was calculated first as relative units compared to bovine β-actin level. After calculating the relative unit to β-actin,
TLR1 was set as 1. Values represent means and error bars indicate the standard deviations. The results are means of six independent experiments.
(B) Immunofluorescent localization of TLR2 and TLR4 in BIE cells. Green images indicate bovine TLR2 or TLR4 positive cells and nuclei in all panels
were stained with DAPI (blue). Control experiments were performed by omitting the primary antibody. The results represent six independent
experiments.
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Figure 2 Expression of cytokines in bovine intestinal epithelial (BIE) cells after stimulation with heat-stable Enterotoxigenic Escherichia
coli (ETEC) pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). (A) BIE cells were challenged with heat-stable ETEC PAMPs and twelve hours later
the expression of several cytokines was studied. The results represent four independent experiments. Significantly different from control *(P<0.05), **
(P<0.01). (B) BIE cells were challenged with heat-stable ETEC PAMPs and the expression of MCP-1, TNF, IL-1-α, IL-β, IL-6 and IL-8 was studied at the
indicated times post-stimulation. The results represent four independent experiments. Significantly different from time 0 *(P<0.05), **(P<0.01).
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Figure 3 Evaluation of the immunomodulatory activity of lactobacilli. (A) Bovine intestinal epithelial (BIE) cells were pre-treated with
immunobiotic Lactobacillus jensenii TL2937 or Pam3CSK4 for 12, 24 or 48 hours, stimulated with heat-stable ETEC PAMPs and then the expression
of MCP-1, IL-6 and IL-8 was studied at hour twelve post-stimulation. Significantly different from ETEC Control *(P<0.05). (B) Levels of MCP-1 and
IL-6 proteins. BIE cells were pre-treated with Lactobacillus casei OLL2768 or L. casei MEP221108 for 48 hours and the stimulated with heat-stable
ETEC PAMPs and then levels of MCP-1 and IL-6 was studied at hour twelve post-stimulation. Significantly different from ETEC Control *(P<0.05).
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Supplemental Figure 1. Selection of immunomodulatory lactobacilli. (A) BIE cells were pre-treated with different 

lactobacilli strains for 48 hours and the expression of MCP-1, IL-6 and IL-8 was studied. Values represent means and 

error bars indicate the standard deviations. The results represent five independent experiments. Significantly different 

from control *(P<0.05). (B) BIE cells were pre-treated with different lactobacilli strains for 48 hours and the 

stimulated with heat-stable ETEC PAMPs and then the expression of MCP-1, IL-6 and IL-8 was studied at hour 

twelve post-stimulation. Values represent means and error bars indicate the standard deviations. The results represent 

five independent experiments. Significantly different from ETEC control *(P<0.05).�
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Figure 4 Western blot analysis of IκB degradation on bovine intestinal epithelial (BIE) cells after challenge with heat-stable
Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). BIE cells were pre-treated with Lactobacillus casei
OLL2768 or Pam3CSK4 for 48 hours and then stimulated with heat-stable ETEC PAMPs or LPS. Levels of the counter-regulatory factor IκBα were
studied at the indicated times post-stimulation. Significantly different from time 0 *(P<0.05).
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Figure 5 (See legend on next page.)Figure 5 Western blot analysis of p38, JNK and ERK mitogen-activated protein kinases activation on bovine intestinal epithelial (BIE)
cells after challenge heat-stable Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). BIE cells were
pre-treated with Lactobacillus casei OLL2768 or Pam3CSK4 for 48 hours and then stimulated with heat-stable ETEC PAMPs or LPS. Phosphorylation
of p38, JNK and ERK was studied at the indicated times post-stimulation. Significantly different from time 0 *(P<0.05).
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Figure 6 Expression of toll-like receptor negative regulators in bovine intestinal epithelial (BIE) cells. (A) BIE cells were stimulated with
Lactobacillus casei OLL2768 or Pam3CSK4 for 12, 24, 36 or 48 hours and the expression of MKP-1, IRAK-M, SIGIRR, Bcl-3, Tollip and ABIN-3 negative
regulators was studied. The results represent four independent experiments. Significantly different from control at the same time point *(P<0.05).
(B) BIE cells were pre-treated with Lactobacillus casei OLL2768 or Pam3CSK4 for 48 hours and then stimulated with heat-stable Enterotoxigenic
Escherichia coli (ETEC) pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). The expression of MKP-1, IRAK-M, SIGIRR, Bcl-3, Tollip and ABIN-3 negative
regulators was studied at the indicated times post-heat-stable ETEC PAMPs challenge. The results represent four independent experiments.
Significantly different from ETEC control at the same time point *(P<0.05), **(P<0.01).
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Figure 7 Proposed mechanism for the anti-inflammatory effect of Lactobacillus casei OLL2768 in bovine intestinal epithelial (BIE) cells
after challenge heat-stable Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) pathogen-associated molecular patterns (PAMPs).� ���������		
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