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第一章	
 	
 序論  

	
  

	
 近年、抗酸化作用や抗がん、抗糖尿病効果を持つといった機能性食品、食品

成分が注目されている。中でも、これまでの抗生物質による直接的殺菌作用で

はなく、プロバイオティクスなどが腸内細菌叢に関与しつつヒトの健康保持を

図る方法に関して多くの研究がなされている。乳酸菌はプロバイオティクスの

代表として考えられており、特定保健用食品に組み込まれている。乳酸菌は、

グラム陽性低 G+C 含量細菌群に含まれており、ブドウ糖や乳糖といった糖類を

分解し、乳酸を生産する細菌の総称である。生産された乳酸には、食物の発酵

作用があり、腐敗の浸食を防ぐ作用や、酸味の強い風味を出す作用を担う。ま

た、そういった食品に関する作用だけでなく、整腸作用や、抗腫瘍作用、免疫

賦活作用、血中コレステロール低減作用、高血圧抑制作用等といった効果が報

告されている（Kato I et al., 1984; Goldin B et al., 1977; Gilliland SE., 1989; Hirota T 

et al., 2007）。加えて、生分解性プラスチックとして注目されているポリ-L 乳酸

の原料としても用いられている。乳酸以外にも乳酸菌が産生する抗菌ペプチド

作用を持つナイシンは、グラム陽性菌の生育を阻むものとして食品添加剤に使

用されている。さらに、代用血漿として使用されているデキストランを産生す

る種もおり、ゲル濾過剤として研究材料に用いられている。こういった様々な

効用をもつ乳酸菌が腸内環境にもたらす効果は大きい。 

	
 我々の腸内には、400 種を越える、総数で約 100 兆個もの腸内細菌が存在して

いる。腸内細菌には、善玉菌、悪玉菌、日和見菌がある。乳酸菌は、善玉菌に
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含まれ、免疫力の向上、消化吸収の援助など腸管内の機能保全、改善に役立っ

ている。こうした腸内細菌叢は、ヒトが生まれると間もなく皮膚や口腔、気道、

消化管等の粘膜から増殖することによって形成されていく。また、形成過程に

より、腸内細菌叢は個人差が出てくる。例えば、人工乳により育った乳児と母

乳により育った乳児とでは、ビフィズス菌の占有率が異なっていることが報告

されている（Matsumoto et al., 2005）。このように個人差がある腸内細菌叢に対す

る、乳酸菌等のプロバイオティクスの投与は腸内の pH を低下、有害となる菌の

増殖の阻害や善玉菌への栄養素供給改善作用を持つことが示されており、結果

的に善玉菌の増加に伴う有機酸の増加などが起こることが報告されている（阿

部文明 2003）。それだけでなく、腸内細菌叢にプロバイオティクスを投与する

ことにより、脂質代謝や肥満などを代表とする生活習慣病のような現在問題と

なっている疾病に効果的であることも報告されている。こういった乳酸菌によ

る効果は生菌ではなく、死菌体でも同様であるという報告もされている（Kawai 

et al., 1982）。また、乳酸菌を体内に取り込む際、ほぼ全ての乳酸菌が胃酸など

の消化液によって溶かされ、殺されてしまうことから、乳酸菌が実際に体内に

影響を与える部位は菌体成分であるという考えもある。実際に乳酸菌が腸内に

入った際、乳酸菌の膜成分が腸管細胞上の Toll-like receptor（TLR）により認識

されるものと考えられている。最初に TLR は、ショウジョウバエにおいて抗菌

ペプチド産生を誘導し真菌感染を防御する受容体として発見された（Lemaitre B 

et al., 1996）。その後、ヒトの TLR が同定され、植物や昆虫、哺乳類などの多細

胞生物に共通の微生物認識機構が存在することが報告された（Medzhitov R et al., 

1997）。TLR は細胞内に Toll/Interleukin-1 recepter（TIR）ドメインとよばれる領
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域を有し、そのドメインと会合する MyD88 と TRIF などの細胞内アダプター分

子を介して、NF-κB や IRF などの転写因子を活性化する。TLR はタンパク質結

合モチーフであるロイシンに富んだ領域を細胞外に有し、LRR（leucin-rich 

recepter）を介して細菌、ウイルス、真菌といった様々な病原微生物の構成成分

を認識する（Beutler B et al., 2004）。TLR はヒトで 10 種類（TLR1〜TLR10）、マ

ウスでは 13 種類（TLR1〜TLR13）同定されており、ほとんどの TLR のリガン

ドが同定されている。また、それぞれ認識する部位が異なり、その中でも TLR2

は細菌であるグラム陽性菌の細胞壁に多量に含まれるペプチドグリカンの一成

分であるリポタンパク質を認識する（Janeway CA Jr et al., 2002）。 

	
 生体内における腸管は、食物の摂取、消化、栄養素の吸収及び不要物の排泄

等といった生命活動において不可欠な役割を担う。腸管上皮の細胞膜にはグル

コースやアミノ酸、ペプチド等を選択的に取り込むトランスポーターが存在す

る。トランスポーターでは、取り込まれる物質はイオン依存、基質依存等様々

な活性を通して基底膜を透過し、血液中に輸送される。また、トランスポータ

ーは、食品成分のような高分子物質を小胞内に取りこんで細胞内輸送をする機

能も持つ（Shimizu et al., 2004）。こういった消化、吸収機能だけでなく、腸管は、

体内侵入物に対するバリア機能を有する。まず、生体内に取り込む物質を制限

する機能として、細胞間のタイトジャンクション（TJ）を介したバリア機能が

ある。TJ は、上皮の細胞同士を密接につなぎ合わせて低分子物質以外の物質の

透過を物理的に阻害する（Turner JR et al., 2006）。また、腸管上皮細胞には疎水

性異物を細胞から排出するトランスポーターが存在し、体内に侵入する異物を

体外へ排出することが知られている（Benet LZ et al., 2001）。上述した 2 つの機
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能に加えて、吸収した物質の情報を体内に伝達する為の応答機能も果たしてい

る。腸管上皮細胞の中に少数含まれる受容内分泌細胞は管腔側にある受容体で

栄養素などを認識して血液側に消化管ホルモンを分泌することが知られている。

また、上皮細胞膜上にも TLR 受容体が発現しており、細菌膜上のリポ多糖、ペ

プチドグリカン、核酸、鞭毛、あるいは食品由来の多糖類などを認識す（Abreu 

MT et al., 2005）。その結果、サイトカイン類などの生理活性物質が上皮細胞から

分泌され、腸管免疫系を活性化する。こうした腸管機能は一般的に、加齢に伴

って機能が低下し、その結果多くの疾患の原因となり、寿命に重大な影響を及

ぼすことが指摘されている（Carreca et al., 2005）。 

	
 様々な生理機能を持つ腸管における最前線であり、かつ腸管管腔側の表面を

覆う上皮層に存在しているのが腸管上皮細胞である。腸管上皮細胞は、腸管の

絨毛基部にあるクリプトに存在する幹細胞により生じ、絨毛表面を先端に向か

って移動しながら分化し、その機能を発現する（Basson et al., 1996）。こうした

分化機序を約一週間というサイクルで繰り返し行い、それが一生涯にわたって

繰り返される為、腸管上皮細胞は、成体哺乳類の中で最も自己再生する組織で

あると考えられている。また、腸管上皮細胞としては、吸収上皮細胞，杯細胞，

腸管上皮内分泌細胞，パネート細胞の 4 種類が存在する。パネート細胞は陰窩

に存在し、自然免疫と抗菌防御機能を有している。他の 3 つの細胞は、細胞上

皮に存在し、腸管の絨毛を形成している。腸管上皮細胞のモデルとなる培養細

胞株としては、ヒト由来株化細胞として Caco-2、T84、HT-29、LS180 が知られ

ており、中でもヒト結腸がん由来株化細胞である Caco-2 細胞は広く用いられて

いる。この細胞株は、がん細胞由来でありながら実際の腸管における物質吸収・
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輸送や炎症誘発などの特性と類似していることが確認されており、細胞分化や

アポトーシス研究の好材料として盛んに利用されてきた（Hidalgo et al., 1989; 

Satsu et al., 2004）。また、Caco-2 細胞はタイトジャンクションタンパク質、微絨

毛、そして腸の特徴である多くの酵素やトランスポーターを発現している。実

際にヒトの小腸粘膜の in vitro モデルを仮定して経口投与された薬物の吸収を予

測するようにした Caco-2 単層が広く製薬業界で使用されている。さらに、Caco-2

細胞において TLR2 が高発現しているという報告がある（Saegusa S et al., 2004）。

そこで、我々はまず Caco-2 細胞における乳酸菌の作用について調べることとし

た。 

	
 近年、様々な種類の生物において、カロリー制限をすると老化現象の抑制、

遅延を通して寿命が延長されると報告されている（Masoro EJ et al., 2007; Colman 

et al., 2009）。その背景には、様々な長寿関連遺伝子があるがその一つにサーチ

ュイン遺伝子がある。酵母におけるカロリー制限による寿命延長効果には 

Nicotinamide Adenine Dinucleotid（NAD）依存性ヒストン脱アセチル化酵素 Silent 

information regulator 2（Sir2）が必須であるという報告がされ（Imai et al., 2000）、

また Sir2 が生体内の NAD レベルに応じて脱アセチル化酵素の活性を変え、クロ

マチンの構造を通してゲノムのサイレンシングの状態を調節する遺伝子である

と報告された。Sir2 タンパクファミリーはバクテリアから哺乳類まで高度に保

存されており、ヒトにおいて Sir2 の相同遺伝子として 7 種類が存在する（Haigis 

et al., 2006）。7 種の内、最も Sir2 と相同性の高いものが SIRT1 であり、ヒト細

胞において、カロリー制限時に SIRT1 が活性化していることが報告されている

（Nemoto et al., 2004）。また、SIRT1 は、細胞の防御機構を担うタンパク質や代
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謝を制御するタンパク質を核及び細胞質において脱アセチル化し、転写を制御

している。さらに、インスリンやインスリン様成長因子（IGF-1）を制御してい

るという報告（Guarente et al., 2006）や、インスリン分泌を促し、血糖値の改善

効果を示したという報告もある（Bordone et al., 2005）。加えて、SIRT1 を活性化

するポリフェノールとして知られているレスベラトロールを投与したマウスで

は、高脂肪食を与えていたにも関わらず、寿命が延長したという報告もされて

いる（Lagouge et al., 2006）。このように、SIRT1 は、生体内の防御機構だけでな

く、肥満や糖尿病といった生活習慣病に対しても有効な因子であると考えられ

る。様々な生体機構に関与する SIRT1 は、それに伴って様々な因子にも深く関

与している。その中の一つとして、β-カテニンがあり、SIRT1 がβ-カテニンを脱

アセチル化し分解、さらにβ-カテニンの発現を抑制することによって結腸がんの

成長及び、形成を阻害するという報告がされた（David A Sinclair et al., 2008）。 

	
 β-カテニンは、最初カルシウム依存性の細胞間接着分子であるカドヘリンに結

合している蛋白質分子の 1 つとして発見された（Ozawa et al., 1989）。カドヘリ

ンを細胞骨格の 1 つであるアクチンフィラメントにつなぐ働きをし、細胞接着

活性に不可欠な細胞分子として知られる。また、細胞内でのβ-カテニンの働きと

して、Wnt シグナル伝達経路における役割が知られている。Wnt シグナル伝達

経路のうち最も広く研究が行われているのが Wnt/β-カテニン経路である。この

経路の活性は細胞質に存在するβ-カテニンの量によって決定される。通常、細胞

質内のβ-カテニンの量は Axin、Adenomatous Polyposis Coli（APC）、Glycogen 

Synthase Kinase-3β（GSK-3β）、Casein Kinase 1α（CK1α）の４つからなる複合体

によって制御されている。通常は、プロテアソーム依存性のタンパク質分解に
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よって，低いレベルに抑えられている。細胞膜表面上にある Frizzled（Fz）と

Low-density lipoprotein Receptor-related Protein（LRP）5/6LRP の複合体に Wnt タ

ンパクが結合することで惹起されるシグナルにより、β-カテニンがリン酸化され、

ユビキチン化を受けた後、分解される。リン酸化を免れたβ-カテニンは核内へと

移行し，転写因子と複合体を形成し、Wnt シグナルのターゲット遺伝子の転写

を制御する。こうした Wnt シグナル伝達経路とがんの関係性については多くの

研究がなされており、Wnt/β-カテニンシグナル伝達経路の恒常的活性化は発がん

の引き金となりうることが確認されている。β-カテニンの 29-49 番目のアミノ酸

配列部位が変異しリン酸化されなくなることで、β-カテニンが分解されなくなる。

その結果、β-カテニンが安定化されることで核へと移行し、Wnt/β-カテニンシグ

ナル伝達経路が活性化される。この変異は大腸がんをはじめ、多種多様ながん

細胞で確認されている（Morin P J et al., 1999）。がん細胞の特徴として、無限増

殖能が挙げられる。この機能を可能にする機構がテロメアの修復である。正常

な細胞では、テロメアの反復配列は細胞分裂のたびに短くなり，限界まで短縮

すると分裂停止のシグナルが出て細胞は増殖できなくなる。これに対して，が

ん化した細胞にはテロメラーゼ活性があり、テロメアがテロメラーゼによって

細胞分裂のたびに修復される。最近になり、テロメラーゼの構成要素の一つで

ある、テロメラーゼ逆転写酵素サブユニット Telomerase Reverse Transcriptase 

（TERT）のプロモーターにβ-カテニンが結合し、TERT の発現を制御している

という報告がされた（Rolf Kemler et al., 2012）。  

	
 テロメアは、染色体末端の構造保護に働くキャップ構造であり、ヒトを含む

哺乳類では、（TTAGGG）n の 6 塩基配列の反復構造を持つ DNA とタンパク質の
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複合体である。細胞分裂に伴う DNA の複製において、テロメアの DNA は複製

のたびに末端複製問題により短縮していく。この短縮は、DNA 合成酵素は合成

にあたり RNA プライマーを必要とするが、RNA プライマーが DNA 合成後に切

り出されることにより生じるギャップが埋められないために完全に複製されず

生じる（Olovnikov , 1971; Watson , 1972）。1990 年、ヒト正常線維芽細胞を培養

すると徐々にテロメアが短縮することが確認された（Harley, 1990）。現在、テロ

メアの短縮が細胞老化を規定する一つの事項であると考えられている。 

	
 無限の増殖能を持つがん細胞や生殖細胞などにおいては、テロメア長を維持

する機構として、テロメア合成酵素であるテロメラーゼが機能している。テロ

メラーゼは鋳型 RNA、TERT、テロメラーゼ付属タンパク質 telomerase-assosiated 

protein（TEP）からなる複合体である。ヒトにおけるテロメラーゼの活性は hTERT

の発現レベルと相関があることが報告された（Nakamura et al, 1997）。分裂寿命

を有する正常体細胞は hTERT の発現が見られないが、高いテロメラーゼ活性を

有する生殖細胞、未分化の胚細胞および多くのがん細胞では hTERT の発現が観

察されており（Counter et al., 1994; Bryan et al., 1995）、hTERT の発現が無限増殖

能の獲得に関与していると考えられている。また、ヒト正常体細胞にテロメラ

ーゼ RNA 成分 hTERC と hTERT を発現させると分裂寿命を延長することが証明

され（Bonder et al., 1998）、hTERT 発現がテロメラーゼ活性を規定することが考

えられている。さらに、ヒトのがんにおいては、その 80% 以上はテロメラーゼ

が活性化していることが知られており（Shay and Bacchetti et al., 1997）、様々な

がん細胞におけるテロメラーゼ活性の主要な制御に hTERT が関わることもわか

っている（Horikawa, I et al., 2003; Kyo, S et al., 2008）。また、これまで当研究室
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では、MAP3K として知られる Transforming growth factor-β-activated kinase 1

（TAK1）が、hTERT 遺伝子の転写を制御することを見出している（Fujiki et al., 

2007）。 

	
 細胞老化の共通分子である p38 の上流にあり、細胞老化を誘導する炎症系サ

イトカイン TNF-α の下流に位置する分子に MAPKK の 1 つである TAK1 が存在

する。TAK1 は、炎症系サイトカインである IL-1 や TNF-α によって活性化され

ることが報告されている（Yamaguchi et al., 1995; Ninomiya et al., 1999; Craig et al., 

2000）。IL-1 や TNF-α はともに NF-κB や MAPK シグナルカスケードを活性化し、

IL-8、IL-6 産生といった炎症系シグナル伝達およびアポトーシスなどの様々な細

胞応答に関与している（Holtmann et al., 2001; Craig et al., 2000）。Small interfering 

RNA（siRNA）を用いた研究により、TAK1 は IL-1 及び TNF-α による NF-κB の

活性化に必要であることが報告され、TAK1 の生理学的重要性が示された 

（Takaesu et al., 2003）。また TAK1 の活性化は activator である TAB1 によって制

御されており、TAB1 と結合することで活性化することが知られている（Shibuya 

et al., 1996； Kishimoto et al., 2000）。TAK1 は、p38 や JNK を活性化する MAPKK

である MKK3、MKK4、MKK6、MKK7 をリン酸化し、活性化させる MAPKKK

の 1 つである（Moriguchi et al., 1996; Shirakabe et al., 1997; Yamaguchi et al., 1995）。	
 

	
 p38 に代表される MAP キナーゼは、さまざまな細胞外刺激への応答や細胞増

殖・分化・死といった生物学的プロセスにも重要なプロテインキナーゼである。

哺乳類では、Extracellular signal-regulated kinase （ERK）、c-Jun NH2-terminal kinase 

（JNK）、 p38 MAP キナーゼの 3 つの MAP キナーゼがこれまで研究されてきた	
 

（Davis , 1993 , 1994）。ERK は成長因子やフォルボールエステルによって強く活
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性化されるが、サイトカインや活性化ストレスによって唯一活性が弱まること

で知られている。これに対し、JNK や p38 は炎症系サイトカインや環境ストレ

スによってかなり強く活性化され、成長因子やフォルボールエステルによって

活性が弱まる。これらの MAP キナーゼはそれぞれ特異的な MAPKK によってリ

ン酸化され、ERK1, ERK2 は MEK1, MEK2 に、ERK5 は MEK5 に、JNK は MKK4, 

MKK7 に、p38 は MKK3, MKK6 により活性化されることが明らかになっている。

（Schaeffer and Weber., 1999;	
 Kyriakis and Avruch et al., 2001）。これらの MAPKK

及び MAPK は独立かつ並列したシグナル経路を持っていると考えられている。

中でも、TAK1→MKK6→p38 の経路により、様々なストレス刺激に応じて正常

細胞が細胞老化表現型を示し、中でも p38 が重要な因子であることが明らかに

なっている（Iwasa et al., 2003）。そこで本研究では、TAK1 の下流因子 p38 と

hTERT の制御及び細胞老化との関係について検証した。 
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本研究の目的  

 

	
 食品と生体との接点として腸管に注目し、乳酸菌による腸管機能制御を目的

とした。すでに、本研究室において乳酸菌による腸管での抗アレルギー効果（小

磯 2009）、乳酸菌による腸管での Activation-induced cytidine deaminase 活性化及

び免疫グロブリン産生増強効果（後藤 2009）が明らかになっている。そこで本

研究では、他の腸管機能制御能を持つ乳酸菌の探索および、その機能性の分子

基盤を明らかにすることを目的として研究を行った。その中でも、乳酸菌が生

活習慣病に効果的であるという報告、また SIRT1 による生活習慣病の改善効果

を照らし合わせ、SIRT1 を活性化する乳酸菌の探索とその分子基盤について研

究を行った。 
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第二章	
 SIRT1 活性化乳酸菌による結腸がん抑制効果  

 
第一節	
 	
 腸管上皮細胞を用いた SIRT1 活性化乳酸菌の探索  
 
第一項	
 緒言  

 

	
 当研究室では、乳酸菌による様々な効果を検証してきた。これまでに、腸管

での抗アレルギー効果を持つ乳酸菌の発見及びその分子基盤（Kadooka K et al., 

2011）、Activation-induced cytidine deaminase 活性化及び免疫グロブリン産生増強

効果を持つ乳酸菌の発見及びその分子基盤（後藤 2009）について研究を行って

きた。 

	
 そこで、本研究では、乳酸菌が腸管内で認識され、生活習慣病に効果的であ

るということや SIRT1 が結腸がん抑制効果を持つということが分かっている為、

腸管内で様々な疾病に有効的に働くと考えられる SIRT1 を活性化する乳酸菌を

同定することを目的とした。 
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第二項	
 実験材料及び方法  
 

1. 細胞及び細胞培養  
 

 （1）Caco-2 細胞  

 

Caco-2 細胞（ヒト結腸ガン由来株化細胞）は、10% Fetal bovine serum（FBS ; 

Life Technologies, CA, USA）を含むダルベッコ変法イーグル培地 （DMEM ; 

Dalbecco’s Modified Eagle Medium；Nissui, Tokyo, Japan）に、4 mM L-グルタミン、

100 U/mL ペニシリン（Meiji. Tokyo, Japan）および 0.1 mg/mL ストレプトマイシ

ン（Meiji. Tokyo, Japan）を添加し、37℃、5% CO2 条件下で培養した。 

 

(2) Caco-2（SIRT1p-EGFP）細胞  

 

Caco-2 細胞に SIRT1 プロモーターにより発現が制御される EGFP 発現ベクタ

ー（SIRT1p-EGFP）を導入した（伊藤 2010）。作製した Caco-2（SIRT1p-EGFP）

細胞における EGFP の発現をフローサイトメーター（EPICS XL, Beckma Coulter, 

USA）により確認した（Fig. 1）。Caco-2（SIRT1-EGFP）細胞は、上記で示した

Caco-2 細胞と同様の方法により培養した。 

 

2. 乳酸菌及び乳酸菌の処理方法  
 

60 種類の乳酸菌（日本ハム中央研究所から提供された）を用いた。乳酸菌体

は、100℃で 30 分加熱後、凍結乾燥し、PBS に 10 mg/mL の濃度で調整したもの
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を-20℃で保存し、適宜解凍し用いた。乳酸菌種は、Table1, 2, 3 に示した。 

 

Name LAB Species 

C0101 

C1102 

NHMT1 

SK201 

SK0605 

T2002 

T2101 

C0102 

C0301 

T1802 

T2003 

C2502 

C2702 

C2902 

C0402 

C0504 

C1908 

SK303 

C1101 

C1104 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus planturum 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus paracasei 

Lactobacillus paracasei 

Lactobacillus paracasei 

Lactobacillus paracasei 

Lactobacillus paracasei 

Lactobacillus paracasei 

Lactobacillus paracasei 

Lactococcus lactis 

Lactococcus lactis 

Lactococcus lactis 

Lactococcus. lactis 

Lactobacillus brevis 

Lactobacillus brevis 

Table.1 乳酸菌種一覧（その1） 
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Name LAB Species 

NHH8 

T2102 

C2602 

C1103 

C1903 

H1101 

T1801 

C2802 

C2903 

NHT3 

NHK1 

NHMF2 

L34 

NHK2 

H1001 

H1201 

T2103 

C1907 

C0201 

C1802 

Lactobacillus brevis 

Lactobacillus brevis 

Lactobacillus brevis 

Lactobacillus rhamnosus 

Lactobacillus rhamnosus 

Lactobacillus curvatus 

Lactobacillus curvatus 

Lactobacillus curvatus 

Lactobacillus curvatus 

Lactobacillus gasseri 

Lactobacillus gasseri 

Lactobacillus gasseri 

Lactobacillus salivarius 

Lactobacillus salivarius 

Lactobacillus sakei 

Lactobacillus sakei 

Lactobacillus fermentum 

Lactobacillus fermentum 

Lactobacillus delbrueckii subsp lactis or delbrueckii 

Lactobacillus delbrueckii subsp lactis 

Table.2 乳酸菌種一覧（その 2） 
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Name LAB Species 

C1904 

SK0603 

T206 

L24 

NHH4 

NHMT2 

SK302 

C0701 

H709 

H1202 

NHMN1 

H701 

H908 

S0101 

C2301 

C2401 

C2501 

C2601 

C2701 

SK301 

C1902 

Lactobacillus delbrueckii subsp lactis 

Lactococcus garvieae 

Lactobacillus acidipiscis 

Lactobacillus casei shirota 

Lactobacillus plantarum  

Lactobacillus gasseri  

Leu. Mesenteroides 

Padiococcus acidilactici 

Padiococcus acidilactici 

Padiococcus acidilactici 

Padiococcus acidilactici 

Tetragenococcus halophilus 

Tetragenococcus halophilus 

Tetragenococcus halophilus 

Streptococcus thermophilus 

Streptococcus thermophilus 

Streptococcus thermophilus 

Streptococcus thermophilus 

Streptococcus thermophilus 

Weissella cibaria or Weissella kimchii 

Pediococcus acidifaction  Pediococcus pentosaceus 

Table.3 乳酸菌種一覧（その3） 
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3. フローサイトメーターによる EGFP 蛍光強度の測定  

 

Caco-2（SIRT1p-EGFP）細胞を24 well plate（353047, BD FALCON）に3×104 

cells/wellで播種し、10％FBSを含むDMEM培地にて培養した。24時間後、乳酸菌

加熱死菌体を終濃度30 µg/mLで添加した。コントロールには乳酸菌サンプル添

加量と等量のPBSを加えた。48時間後、サンプルをフローサイトメーターにて解

析した。解析するにあたってCaco-2細胞を5%FBSを含むPBSにてよく懸濁させ、

ナイロンメッシュにかけて測定行った。乳酸菌処理によるSIRT1プロモーター活

性の変化を、EGFP蛍光強度の変化を追跡することで評価した。解析ソフトは

FlowJo（Tree Star, San Carlos, CA）を用い、コントロールとの相対値を計算後、

グラフ化した。 

 

4. 定量 Reverse transcriptase-PCR（RT-PCR）  
 

	
 （1）Total RNA 抽出  

 

	
 Caco-2 細胞を 5 mL ディッシュに 3×105cells 播種し、24 時間後に各乳酸菌 30 

µg/mL となるように添加した。乳酸菌添加 2 日後に RNA を抽出した。Total RNA

抽出には High Pure RNA Isolation Kit（Roche, Indianapolis, IN, USA）を使用した。

また全 RNA 調製から逆転写反応終了まで用いる試薬および器具は RNase Free

のものを使用した。培地を完全に除去し、PBS 200 µL および High Pure RNA 

Isolation Kit に含まれている細胞溶解液 400 µL を添加し、細胞溶解液をよくディ

ッシュ全体にくぐらせて、細胞溶解液に粘性が無くなったら 1.5 mL サンプルチ
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ューブへ回収した。回収したサンプルは良く懸濁した。High Pure RNA Isolation 

Kit に含まれているフィルターチューブと回収用チューブとを組み立て、試料を

フィルターチューブ上部のバッファー受けにピペットで加え、8,000×g で 15 秒

間遠心分離した。回収用チューブに排出された液を捨て、再びフィルターチュ

ーブとこの回収用チューブを組み立てた。試料当たり 90 µL の DNase インキュ

ベーションバッファーを滅菌済み反応チューブにピペットで加え、このチュー

ブに DNaseⅠ10 µL を加え混合した。この混合液をピペットでフィルターチュー

ブ上部バッファー受けにのせ、フィルターチューブ内のグラスファイバーフリ

ースに添加し、室温 15 分間インキュベートした。High Pure RNA Isolation Kit に

含まれている洗浄バッファーⅠ500 µL をフィルターチューブ上部バッファー受

けに加え、8,000×g で 15 秒間遠心分離した。回収用チューブに排出された液を

捨て、再びフィルターチューブとこの回収用チューブとを組み立てた。洗浄バ

ッファーⅡ500 µL をフィルターチューブ上部バッファー受けに加え、8,000×g

で 15 秒間遠心分離した。回収用チューブに排出された液を捨て、再びフィルタ

ーチューブとこの回収用チューブとを組み立てた。洗浄バッファーⅡ200 µL を

フィルターチューブ上部バッファー受けに加え、13,000×g で 2 分間遠心分離し、

フィルターチューブ内に残っている洗浄バッファーを取り除いた。回収用チュ

ーブを捨て、フィルターチューブを滅菌済み反応チューブに挿し込み、溶出バ

ッファー50 µL をフィルターチューブに加え、8,000×g で 1 分間遠心分離した。

この操作による溶出液を RNA 溶液とした。溶液中の RNA 濃度は、NanoDrop 

2000/2000c 分光光度計（Thermo Scientific, Waltham, MA, USA）を使用し、260 nm

での吸光値を元に算出し、以後の実験に使用した。 



 19 

（2）cDNA の合成  

細胞から抽出した全 RNA1.0 µg に対して 5 pmol の oligo（dT）20 プライマーを

加え、総液量が 13 µL になるように滅菌水を加えた。サーマルサイクラー（Peltier 

Thermal Cycler PTC-200, MJ Research, Watertown, MA, USA）にて 65℃で 5 分間熱

処理反応を行い、直ちに氷中に移して急冷した。その間に逆転写酵素反応プロ

グラムを 42℃の段階へ進めておき一時停止にした。氷中にて 5 分間経過したサ

ンプルへ 1 サンプル当たり逆転写酵素反応緩衝液 4 µL、10 mM dNTPs（Amershan 

Pharmacia Biotech., Buckinghamshire, UK）2 µL、逆転写酵素 ReverTra Ace

（TOYOBO, Osaka, Japan）0.5 µL を混合した溶液を加え穏やかに混合した。その

後 42℃ 20 分間、99℃ 5 分間の反応にて cDNA を合成し、後に使う PCR の鋳型

として用いた。 

 

（3）定量 RT-PCR 

cDNAを1/10に希釈し、プライマーのForward、Reverse双方を10 µMに希釈した。

これらの希釈液を、0.2 mL PCRチューブにRNase Free水51.5 µL、プライマー

Forward/Reverse双方を3.5 µLずつ、鋳型cDNA7.0 µL、KAPA SYBR FAST qPCR Kit 

（NIPPON Genetics, Tokyo, Japan）22 µLを入れ、よく懸濁した。その後、96ウェ

ルプレートに25 µLずつ添加し、Thermal Cycle Dicer Real Time System （TaKaRa）

を用いて、定量PCRを行った。PCR反応条件としては、95℃ 30秒間を1 サイク

ル、95℃ 5秒間、60℃ 30秒間を40サイクル行った。検量線のためのプライマー

には、β-actinを用いた。また、相対遺伝子発現量は、測定した値をβ-actinの値で
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除し求めた。使用したプライマーを以下に示した。プライマーはTakara（Shiga, 

Japan）に委託合成したものを用いた。各プライマーの配列を以下に示す。 

 

Homo sapiens actin, beta（ACTB）, mRNA 

HA067803-F : 5´-TGGCACCCAGCACAATGAA-3´ 

HA067803-R : 5´-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3´ 

 

Homo sapiens sirtuin（silent mating type information regulation 2 homolog）1（S. 

cerevisiae）（SIRT1）, mRNA 

HA044263-F : 5´-GCCTCACATGCAAGCTCTAGTGAC-3´ 

HA044263-F : 5´-TTCGAGGATCTGTGCCAATCATAA-3´ 
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第三項	
 結果  
 

1. Caco-2 細胞における SIRT1 活性化乳酸菌の探索  

 

	
 Caco-2（SIRT1p-EGFP）細胞に乳酸菌 30 µg/mL を添加して 2 日間培養し、フ

ローサイトメーターによって Caco-2（SIRT1p-EGFP）細胞における EGFP の蛍

光強度の変化を追跡した。その結果、60 種類の乳酸菌サンプルのうち、3 種類

の乳酸菌（NHH8, C1104, T2102）を SIRT1 活性化乳酸菌として選出した（Fig. 2） 

 

2. SIRT1 活性化乳酸菌による Caco-2 細胞の内在性 SIRT1 発現に対す

る効果  

 

	
 前項で選出した SIRT1 活性化乳酸菌による Caco-2 細胞の内在性 SIRT1 発現に

対する効果を定量 RT-PCR 法により検証した。Caco-2 細胞に乳酸菌を 30 µg/mL

添加して 2 日間培養後、Total RNA を回収し、cDNA 合成した後、定量 RT-PCR

を行った。その結果、選出した 3 種の乳酸菌のうち、T2102 株が Caco-2 細胞に

おける内在性 SIRT1 の発現量を最も増強する乳酸菌であることが明らかとなっ

た（Fig. 3）。 

 

 

 

 

 

 



 22 

 

  

 

 

 
 
Fig. 1 フローサイトメーターによる EGFP 蛍光強度測定  

Caco-2 細胞内に SIRT1p-EGFp 発現ベクターが導入されているか確認する為に、

フローサイトメーターによる EGFP 蛍光強度の追跡を行った。 

A : Caco-2  B : Caco-2 (SIRT1p-EGFP)  C : A, B を重ねた図 
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Fig. 3 乳酸菌による Caco-2 細胞の内在性 SIRT1 発現増強  

フローサイトメーターにより、選出した SIRT1 活性化乳酸菌を用いて、Caco-2 

細胞内での内在性 SIRT1 mRNA 発現増強効果を定量 RT-PCR 法により検証した。 

（mean ± SEM, n = 3 ; ***p < 0.001 vs NT : Non treated , Student’s t-test） 
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第四項	
 考察  
	
  

	
 本研究ではまず、ヒト腸管上皮様細胞 Caco-2 細胞において長寿遺伝子 SIRT1

を活性化する乳酸菌を同定することを目的とし、研究を行った。 

	
 本研究において樹立した細胞株（Caco-2（SIRT1p-EGFP））及びフローサイト

メーターを用いることで、60 種類の乳酸菌のうち、3 種類の SIRT1 活性化乳酸

菌を選定することができたが、その全てが Lactobacillus brevis 属の乳酸菌であっ

た。この結果から、Lactobacillus brevis 属の菌体成分が Caco-2 細胞に影響を及ぼ

し得ることが示唆された。 

	
 選出した SIRT1 活性化乳酸菌のうち、最も SIRT1 増強効果の強い乳酸菌を同

定する為に、Caco-2 細胞の内在性 SIRT1 の発現を定量 RT-PCR 法により解析し

た。定量 RT-PCR の結果とフローサイトメーターの結果を比較検討していくと、

3/4 の乳酸菌がコントロール以上の内在性 SIRT1 発現増強効果を有していること

が明らかとなった。以上の結果より、T2102 株が SIRT1 増強効果の最も強い乳

酸菌であると考えられた。次章では、T2102 株による SIRT1 増強が及ぼす効果

とその分子基盤について検証する。 
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第五項	
 小括  
 

本章では、生体と食品との接点である腸管において、SIRT1 を活性化する乳酸

菌を同定することを目的とした。 

 

1. フローサイトメーターを用いて、Caco-2（SIRT1p-EGFP）細胞の EGFP 蛍光

強度の変化を追跡した結果、SIRT1 を活性化する乳酸菌として 3 種類の乳酸

菌を選出した。 

 

2. 選出した SIRT1 活性化乳酸菌の、内在性 SIRT1 発現に対する効果を定量

RT-PCR 法により検証した。その結果、Lactobacilllus brevis T2102 株を SIRT1

増強効果の最も強い乳酸菌として同定することが出来た。 

 
  



 27 

第二節	
 SIRT1 増強乳酸菌の結腸がん抑制効果とその分子基盤
の解明  

 
第一項	
 緒言	
 
 

	
 本節では、第一節において同定した SIRT1 増強乳酸菌がもつ機能性の分子基

盤に焦点を当てて研究を行った。 

	
 SIRT1 が結腸がんを抑制するとともに、結腸がんの増殖に関わる因子β-カテニ

ンが SIRT1 によって発現が制御されるという報告をもとに、SIRT1 増強乳酸菌

T2102 株の機能性を検証した。さらに、がん細胞において特異的に高発現してい

るヒトテロメラーゼ触媒サブユニット遺伝子（hTERT）が、β-カテニンによって

その発現が制御されているということが最近報告された。そこで、SIRT1 活性

化乳酸菌 T2102 株の結腸がん細胞抑制に焦点をあて、その機能性の検証とその

分子基盤に関し解析を行った。 
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第二項 実験材料及び方法 
 

1. 細胞及び細胞培養 
 

(1) Caco-2 細胞  

 

使用した細胞及び培養方法は、第二章第一節第二項 1.と同様である。 

 

(2) DLD-1 細胞  

 

	
 DLD-1 細胞（ヒト結腸腺ガン由来株化細胞）は、10% FBS を含む RPMI1640

培地（Roswell Park Memorial Institute medium 1640；Nissui）に、2 mM L-グルタ

ミン、100 U/mL ペニシリン（Meiji）および 0.1 mg/mL ストレプトマイシン（Meiji）

を添加したものを用い、37℃、5% CO2 条件下で培養した。 

 

(3) HCT116 細胞  

	
 HCT116 細胞（ヒト結腸腺ガン由来株化細胞）は、Caco-2 細胞と同様の条件で

培養した。 

 

(4) SW480 細胞  

 

	
 SW480 細胞（ヒト結腸ガン由来株化細胞）は、Caco-2 細胞と同様の条件で培

養した。 

 



 29 

2. 乳酸菌及び乳酸菌の処理方法  

	
 	
  

	
 乳酸菌及び乳酸菌の処理方法は、第二章第一節第二項 2.と同様である。 

 

3. 細胞増殖曲線  

	
 	
 

	
 対象とする細胞を、12 ウェルプレート（NUNC）に 1.0×105 cells の細胞数で

播種した。2 日に 1 度 1×PBS 0.5 mL で洗浄し、トリプシン溶液 1 mL を用いて

細胞を十分に懸濁した後、ヘモサイトメーターで細胞数の測定を行い、測定値

とした。また、サンプルとして用いた乳酸菌を 2 日に 1 度最終濃度 30 µg/mL に

なるように添加した。 

 

4. ルシフェラーゼアッセイ  

 

(1) リポータープラスミド 

  

 hTERT プロモーターを持つルシフェラーゼリポーター（pGL3b-289、pGL3b-289 

（E-box-mut））（Fujiki T et al., 2007）、及び TCF/LEF 結合サイトを持つルシフェ

ラーゼリポーター（M50 Super 8x TOP Flash）（Addgene, Cambridge, MA）、TCF/LEF

結合サイト変異体を持つルシフェラーゼリポーター（M51 Super 8x FOP Flash）

（Addgene）を用いた。 

 

(2) 遺伝子導入 
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 対象とする細胞を回収時にサブコンフルエントになるように 24 ウェルプレー

ト（NUNC）に播種した。その翌日、1.5 mL マイクロチューブに、目的のプロ

モーター-ウミホタルルシフェラーゼコンストラクト、細胞内標準化コントロー

ルとしてウミシイタケルシフェラーゼコンストラクト（pRL-TK）および各細胞

に適当な培地を最終容量が 61.25 µL になるよう添加し、これに 1 mg/mL の PEI 

（Polysciences, Inc. Warrington,PA）を 1.25 µL 加えて混合した後、室温で 15 分間

静置した。24 ウェルプレートから培地を完全に除去し、10% FBS 含有培地およ

び上記の DNA-PEI 混合溶液を全量加えて、37℃、5% CO2 存在下で培養した。

24 時間後、培養液をアスピレートし、10% FBS 含有培地に交換した。交換して

48 時間後に測定を行った。また乳酸菌は、培地を交換する際に 30 µg/mL の濃度

で各 well に添加し、交換して 48 時間後に測定を行った。トランスフェクション

に使用したルシフェラーゼコンストラクトの遺伝子量及び比率を以下に記す。 

 

β-カテニンプロモーター活性 

リポーター（M50 Super 8x TOP Flash、M51 Super 8x FOP Flash）  ···· 350 ng 

pRL-TK ·········································································································· 150 ng 

 

hTERT 転写活性 

リポーター（pGL3b-289、pGL3b-289（E-box-mut））  ····················  ···· 350 ng 

pRL-TK ·····································································································  ···· 150 ng 

 

(3) ルシフェラーゼアッセイ  
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 細胞抽出液の調製およびルシフェラーゼ活性の測定は、Dual Luciferase 

Reporter Assay System（Promega, Madison, WI）の製品プロトコールに従って行っ

た。24 ウェルプレートにて培養した細胞を 1×PBS で 1 回洗浄後、PBS を完全

に除去し、1×PLB（Passive Lysis Buffer）を 50 µL/well 加え、プレートを室温で

1 時間振盪して細胞を溶解した。その間にガラス製の培養試験管（IWAKI, 12×

75 mm）に LARⅡ（Luciferase Assay ReagentⅡ）を 50 µL ずつ分注した。10 µL

の細胞抽出液を LARⅡに加えて混合し、培養試験管をルミノメーター（Lumit LB 

9507, Berthold Japan K.K., Tokyo, Japan）にセットし、ホタルルシフェラーゼ活性

の発光量を細胞抽出液添加の 1 秒後から 10 秒間の積算値で測定した。引き続き、

同サンプルに対して 50 µL の 1×Stop & Glo Reagent を加えて混合し、ホタルル

シフェラーゼアッセイ活性の測定と同様にウミシイタケルシフェラーゼの発光

量を測定した。測定したプロモーター活性値は、ホタルルシフェラーゼ活性測

定値をウミシイタケルシフェラーゼ活性測定値で割った値をそのプロモーター

の比活性値とし、平均値および標準偏差値を算出して評価した。 

 

6. 定量 RT-PCR 
 

	
 使用した PCR 法は、第二章第一節第二項 4.と同様である。なお、DLD-1 細

胞においては 1.0×105cells で 5 mL dish に播種した。各プライマーの配列を以

下に示す。 

 

Homo sapiens actin, beta（ACTB）, mRNA 
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HA067803-F : 5´-TGGCACCCAGCACAATGAA-3´ 

HA067803-R : 5´-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3´ 

 

Homo sapiens sirtuin（silent mating type information regulation 2 homolog）1（S. 

cerevisiae）（SIRT1）, mRNA 

HA044263-F : 5´-GCCTCACATGCAAGCTCTAGTGAC-3´ 

HA044263-F : 5´-TTCGAGGATCTGTGCCAATCATAA-3´ 

 

Homo sapiens telomerase reverse transcriptase, mRNA 

hTERT 3081F-（Real）: 5´-CGTACAGGTTTCACGCATGTG-3´ 

hTERT 3162R-（Real）: 5´-ATGACGCGCAGGAAAAATG-3´ 

 

7. レトロウイルスによる遺伝子導入  
 

(1) pBABE-SIRT1、pBABE-SIRT1-HY、pBABE-dnMyD88、pBABE-hTERT、

pSUPER-sh-hTERT 

	
 pBABE-SIRT1-HY は、Addgene より購入した。pBABE-dnMyD88 は、dnMyD88

がクローニングされた pcDNA ベクターを Polentaruti Nedia 氏から頂き、制限酵

素 BamHI/EcoRI で切断後、pBABE puro ベクターに挿入することで構築した。

pBABE-hTERT は、pCI-hTERT を制限酵素 EcoRI/SalⅠで切断後、pBABE puro ベ

クターに挿入し、構築した。pSUPER-sh-hTERT は、（p-SUPER-sh-hTERT1135、

p-SUPER-sh-hTERT1785）（藤木、2012）を用いた。 
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(2) HEK293T 細胞への遺伝子導入  

 

 HEK293T 細胞を 5 mL ディッシュ（Falcon）に 30~40%コンフルエントになる

ように播種し、10% FBS 含有 DMEM 培地で培養した。24 時間後、トランスフ

ェクション試薬 HilyMax（Dojindo, Kumamoto, Japan）20 µL、Gag-pol プラスミド

1.5 µg、VSVG プラスミド 1.5 µg、さらに目的遺伝子の遺伝子 2 µg ずつ 300 µL

の DMEM 培地に添加し穏やかに混和した。続いて 15 分間室温でインキュベー

トした後、全量を 293T 細胞へ添加し、37℃、5%CO2 存在下で 6 時間培養した。

6 時間後、新鮮な 10% FBS 含有 DMEM に培地交換した。翌日のインフェクショ

ン用にターゲットとなる DLD-1細胞を 10 mLディッシュ（Greiner bio-one）に

30~40%コンフルエントとなるように播種し、37℃、5% CO2存在下で一晩培養し

た。 

 

(3) DLD-1 細胞へのウイルス感染  

 

	
 293T細胞への遺伝子導入から 24時間後に、上清 5 µL を 15 mL 遠心管に回収

し、PVDF 0.45 mm×33 mm フィルター（Millipore, Billerica, MA, USA）により濾

過した。ここに、10 mg/mL ポリブレン（Chemicon, Temecula, CA, USA）4 µL を

添加し、ウイルス溶液とした。次回のウイルス溶液調製のために HEK293T 細胞

に 10% FBS 含有 DMEM 5mL を添加し、さらに 24 時間培養した。回収したウイ

ルス溶液は培地を除いた DLD-1細胞へ添加した。この感染作業を、午前と午後

3日間、計 6回行った。また、感染作業の期間中、293T 細胞は 10% FBS 含有
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DMEM で培養した。 

 

(4) 薬剤選択  

 

 4回目のインフェクションから 24時間後、ウイルスを感染させた DLD-1細胞

3.0×105 cellsを 10 mLディッシュ（Greiner bio-one）に播種した。このとき、コ

ントロールとして無処理の DLD-1 細胞を同じ細胞密度で播種した。ここに

Puromycin（Applichem, Darmstadt, Germany）を 2 µg/mLの濃度で培地に添加した。

コントロールの無処理 DlD-1細胞が全滅するのを確認た後に、Puromycin濃度を

0.5 µg/mLに下げて継代培養を続け、実験に用いた。 

 
8. ウエスタンブロッティング法  

 

(1) 試薬の調整 
 

1: NP-40 Lysis Buffer 

0.5 % Nonidet P-40（Nacalai tesque, Kyoto,Japan） 

5 mM EDTA（DOJINDO） 

2 mM Na3VO4（Wako Pure Chemical） 

10 mM Tris-HCl（pH 7.6）（SIGMA, St Louis, MO） 

150 mM NaCl（Wako Pure Chemical） 

5 mg/mL Aprotinin（SIGMA）  

1 mM PMSF（PHENYLMETHYLSULFONYL FLUORIDE）（SIGMA） 

 

2：PTB（Protein Tranfer Buffer） 

48 mM Trizma-base（SIGMA） 

38 mM Glycine（Wako Pure Chemical） 

20 % Methanol（Wako Pure Chemical） 
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3：Resolving gel buffer（総量 1000ml） 

90.8 g Trizma-base（SIGMA） 

2.0 g Sodium dodecyl sulphate（Wako Pure Chemical） 

HCl で pH 8.8 に調整 

 

4：Stacking gel buffer（総量 1000ml） 

30.3 g Trizma-base（SIGMA） 

2.0 g Sodium dodecyl sulphate（Wako Pure Chemical） 

HCl で pH 6.8 に調整 

 

5：PBS-Tween（総量 1000ml） 

11.5 g Na2HPO4（Wako Pure Chemical） 

2.96 g NaH2PO4（Wako Pure Chemical） 

5.84 g NaCl（Wako Pure Chemical） 

0.1% Polyoxyethylene（20）Sorbitan Monolaurate（Tween 20）（Wako Pure 

Chemical） 

 

6：2×sample buffer 

5% Sodium dodecyl sulphate（Wako Pure Chemical） 

20% Glycerol（Wako Pure Chemical） 

62.5 mM Tris-HCl（pH 6.8） 

10% 2-Mercaptoethanol（Wako Pure Chemical） 

0.01% Bromophenol Blue（Wako Pure Chemical） 

 
(2) タンパク質溶液の調製 

 

	
 回収する細胞を氷冷 PBS 2 mL で 3 回洗浄し、残液を完全に除去し、培養プレ

ートを氷上に移した。NP-40 Lysis Buffer 80 µl を添加して細胞を溶解させ、セル

スクレーパーで一定方向に摩擦熱が生じないようゆっくりと掻き取り、エッペ

ンドルフチューブに移した。30 分間氷中において静置し、10 分間毎に懸濁を行



 36 

った。静置後、20,000×g、15 分間遠心し、上清 10 µL をプロテインアッセイ用

サンプルに、残りの回収液をウエスタンブロッティング用サンプルとして数本

のエッペンドルフチューブに分注し、-80˚C で凍結保存した。 

 

(3) タンパク質の濃度の定量（Bradford法） 

 

	
 抽出したタンパク質溶液 10 µL を PBS で 50、100、200、400 倍に段階希釈し

て、その内の 100〜400 倍を使用した。標準曲線のスタンダードには、ウシ血清

アルブミン（BSA : Bovine serum albumine）を 0〜90 µg/mL になるように PBS で

10 段階に希釈した液を使用した。96 穴プレート（NUNC）の 2 穴を 1 検定分と

して、スタンダード、サンプルの順で各穴 100 µL ずつ添加した。次に、滅菌水

で 2.5 倍に希釈した Protein Assay Dye（BIO-RAD Laboratories, 1000 Alfred Nobel 

Drive Hercules, CA）を全ての穴に 100 µL ずつ素早く添加して、Micro Mixer

（TAITEC, Saitama, Japan）で振とう後、10 分間室温で遮光静置してから、スペ

クトラクラシック（Wako Pure Chemical）で吸光度 595 nm をもとに測定を行っ

た。10 分毎に測定を行い、静置する際は、振とうを行った。測定で得られた標

準曲線を基に定量を行い、タンパク質濃度を決定した。 

 

(4) ウエスタンブロッティング 

 

(a) ゲル板作製  

	
 SDS ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）を行った。泳動のゲル板は、
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1 mm 厚を使用した。上層ゲルは濃縮ゲル（stacking gel）、下層ゲルは分離ゲル

（runninig gel）となっており、各々の組成は以下に記した。分離ゲル注入後は、

その上に水飽和ブタノールを充填して空気との接地を遮断した。なお、濃縮ゲ

ルは、常時 5%であるが、分離ゲルは、目的タンパク質の分子量により変動する。 

・Stacking gel 

40% Acrylamide/Bis solution（37.5 : 1）（BIO RAD） ·················· 1.35 mL 

Stacking gel buffer ······························································· 5.00 mL 

滅菌水 ············································································· 4.45 mL 

10% APS（Wako Pure Chemical）  ············································ 50 µL 

TEMED（Wako Pure Chemical） ··············································· 10 µL 

 

・Running gel 

40% Acrylamide/Bis solution（37.5 : 1）（BIO RAD） ··················· 5.6 mL 

Resolving gel buffer ································································ 9 mL 

滅菌水 ·············································································· 3.9 mL 

10% APS（Wako Pure Chemical） ··········································· 180 µL 

TEMED（Wako Pure Chemical） ··············································· 18 µL 

上記の分離ゲルは、12%の組成を記した。 

 

(b) SDS-PAGE 

	
 	
 定量したタンパク質サンプル 20 µg を 2×Sample buffer と 1 : 1 の割合で混合

して、95˚C、5 分間加熱して変性させた。変性後、氷上に移して 5 分間静置して
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からゲルに注入した。泳動条件は、濃縮ゲルともに 20 V、200 mA ので約 2〜3

時間泳動を行った。泳動マーカーとして、3-Color Prestained XL-Ladder（APRO life 

Science Institute, Tokushima, Japan）を使用した。泳動終了後、目的タンパク質に

応じて分離ゲルの必要箇所を切り取り、Protein Transfer Buffer に浸し 30 分間振

とうした。その間に、PVDF メンブレン（GE healthcare, Amersham Place, UK）と

濾紙６枚をゲルと同じ面積で切り、PVDF メンブレンの前処理として 100%メタ

ノール（Wako Pure Chemical）に 20 秒、超純水に浸し 5 分間振とうし、続いて

PTB に浸し 15 分間振とうした。振とう後、Trans Blot SD SEMI-DRY Transfer Cell

（BIO-RAD）を用いて PTB に浸した濾紙 3 枚、PVDF メンブレン、ゲル、濾紙

3 枚の順で重ね合わせ、200 mA、20 V、30 分の条件でブロッティングを行った。

ブロッティング終了後、PVDF メンブレンを PBS 5 秒間、メタノール 20 秒間、

超純水 5 分間の順で振とうする。振とう後、ブロッキング液（5 % スキムミル

ク/ 0.1 % PBS-Tween）に浸し、4˚C、一晩浸透しながらブロッキングを行った。

ブロッキング後、PVDF メンブレンを PBS-Tween で軽く振とうし、新しい

PBS-Tween で 5 分間振とうした。この間に、パラフィルムで抗体反応用受け皿

を作製した。測定した分離ゲルの長さに 3.5 cm を加え、縦、横、端から 1.5 cm

に線を引き、そこで内側に曲げ、角を合わせて、受け皿とした。振とう後、

PBS-Tween で希釈した 1 次抗体液を受け皿に移し、30˚C、1 時間反応し、抗原抗

体反応を行った（１次抗体反応）。抗体希釈率は使用した抗体により異なり、以

下に記した。抗体反応後、PBS-Tween で 2 回軽く振とうし、さらに 15 分間振と

うした。続けて、PBS-Tween で 5 分間振とうを 3 回繰り返して、余分な 1 次抗

体を取り除いた。振とう後、PBS-Tween で希釈した 2 次抗体液を 30˚C、1 時間
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反応し、抗原抗体反応を行った（２次抗体反応） 。 

	
 ２次抗体反応終了後、PBS-Tween で 2 回軽く振とうし、さらに 15 分間振とう

した。続けて、PBS-Tween で 5 分間振とうするのを 3 回繰り返して、余分な２

次抗体を取り除いた。洗浄後、Immuno Star LD（Wako Pure Chemical） の

Luminescence Solution A と Luminescence Solution B を 1 : 1 の割合で混合させ、

PVDF 膜に添加して、５分間遮光して反応させた。その後、LAS-1000（FUJIFILM）

で検出した。抗体希釈率は以下に示す。 

 

＜用いた抗体希釈率＞  

一次抗体 ··················································································· 倍率 

•β-catenin Antibody（Cell Signaling #8480S）  ································· ×2000 

•β-actin Antibody（Abcam Cat. G043） ·········································· ×2000 

 

二次抗体 

•Anti-rabbit IgG, Horseradish Peroxidase linked whole antibody  

（GE Healthcare , UK NA934V） ·················································· ×2500  

•Anti-mouse IgG, Horseradish Peroxidase linked whole antibody 

 （GE Healthcare , UK） ···························································· ×2500 

 

9. 免疫沈降法（Immuno precipitation法）  
 

(1) 試薬の調整 
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1: Triton X-100 Lysis Buffer 

50 mM Tris-HCl（pH 8.0）（SIGMA） 

150 mM NaCl（Wako Pure Chemical） 

1% Triton X-100（SIGMA） 

 

2：Elution Buffer  

50 mM Tris-HCl（pH 8.0）（SIGMA） 

50 mM DTT（Wako Pure Chemical） 

1% Sodium dodecyl sulphate（Wako Pure Chemical） 

0.005% Bromophenol Blue（Wako Pure Chemical） 

10% Glycerol（Wako Pure Chemical） 

 

3：Low-salt wash buffer  

 20 mM Tris-HCl（pH 8.0）（SIGMA） 

 

(2) タンパク質溶液の調整 
 

	
 使用したタンパク質溶液の調整は、第二章第二節第二項 7.と同様である。な

お、細胞を溶解させる際には、Triton X-100 Lysis Buffer を用いた。 

 

(3) マグネチックラベリング及び溶出 
 

	
 回収したエッペンドルフチューブに 2 µg の抗体を添加し、ピペッティングし

た。ピペッティング後、プロテイン A マイクロビーズ（Miltenyi Biotec K.K., Tokyo, 

Japan）を 50 µL 添加後ピペッティングした後、30 分間氷中で静置させた。また、

Elution Buffer を 95℃で加熱しておいた。静置後、µカラムをµMacs Separator 内

に設置し、廃液回収用エッペンドルフチューブを下に敷いた。設置したµカラム

に Triton X-100 Lysis Buffer を添加し、µカラムを洗浄した。洗浄後、加熱してお
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いた Elution Buffer をカラムに 90 µL 添加した。氷中に静置しておいた上清をµ

カラムに添加し、マグネチックラベリングされたタンパク質をµカラムに吸着さ

せた。タンパク質が吸着したµカラムに Triton X-100 Lysis Buffer を 200 µL 添加

し、洗浄した。この洗浄作業を４回繰り返した。さらに、Low-salt wash buffer

を 100 µL 添加し、µカラムを洗浄した。洗浄後、加熱しておいた Elution Buffer 20 

µL をµカラムに添加し、5 分間室温で静置させた。静置後、µカラムの下に回収

用のエッペンドルフチューブを置き、加熱しておいた Elution Buffer 50 µL をµカ

ラムに添加し、マグネチックラベリングされたタンパク質を溶出させた。用い

た抗体を以下に示す。 

 

Acetylated-Lysine （Cell Signaling #9441S） 

 
10. Senescence-associated β-galactosidase（SA-β-Gal）アッセイ  

 

(1) β-Gal用細胞固定液の調整  

 

 37% Formaldehyde2.7 mL（Wako）、20% Glutaraldehyde500 µL（Wako）を混合

し、滅菌水で 50 mL までフィルアップし、最終濃度 2% Formaldehyde/0.2% 

Glutaraldehyde の溶液を作製し、オートクレーブ滅菌済みの瓶に入れて、4℃で

保存した。 

 

 （2）β-Gal用リン酸緩衝液（PBS, pH6.0）の調整  
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 1 M NaH2PO4 1408 µL（Wako）、1 M Na2HPO4 192 µL（Wako）、5 M NaCl 1200 

µL（Wako）を混合し、滅菌水で 40 mL までフィルアップした。その後 pH6.0

となるよう調整し、4℃で保存した。 

 

(3) β-Gal染色溶液の調整  

 

 DLD-1細胞内の β-Gal活性を測定するため、細胞内の β-galactosidaseの基質と

なる蛍光基質 C12FDG（Life Technologies）を使用した。C12FDGを先に作製した

β-Gal用 PBS（pH 6.0）で 33 mMとなるように希釈し、遮光状態で使用した。ま

た、使用時に即時調製した。 

 

(4) SA-β-Gal染色・IN Cell Analyzer 1000による測定および解析  

 

 以下の操作は全て遮光条件下で行った。DLD-1 細胞を β-Gal 用リン酸緩衝液

（PBS, pH6.0）100 µL/wellで洗浄した。細胞固定液を 100 µL/wellで添加し 10

分間室温にて固定した。その間に β-Gal染色溶液を作製した。その後、PBS（pH6.0）

100 µL/wellで２回洗浄した後、作製した β-Gal染色溶液を 100 µL/wellで添加し

10分室温にて染色した。その間に、Hoechst33342 1 µL/PBS 1 mLを混合し細胞核

染色液を作製した。β-Gal 染色溶液を除去し、PBS（pH6.0）100 µL/well で洗浄

した後、細胞核染色液を 100 µL/wellで添加し 15分室温にて染色した。細胞核染

色液を除去し、PBS（pH6.0）100 µL/wellで１回洗浄した。さらに PBS（pH6.0） 

を 100 µL/wellで添加し、IN Cell Analyzer 1000 Imaging Cytometer（GE Healthcare）
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にて画像を取得した。画像は In Cell Analyzer 1000 Workstation（GE Healthcare）

で解析後、Spotfire DecisionSite Client 8.2 software （TIBco Spotfire 3Japan）によ

りグラフ化した。 
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第三項	
 結果  
 

1. T2102 株による Caco-2 細胞の増殖に対する効果  
	
  

	
 第二節の結果から、SIRT1 増強効果の最も強い乳酸菌として T2102 株を同定

した。そこで、この菌株が Caco-2 細胞の増殖に及ぼす影響について検証した。

Caco-2 細胞に T2102 株、及び乳酸菌添加時のコントロールとして SIRT1 増強効

果が確認出来なかった NHT3 株を処理し、その増殖に対する効果を検証した（Fig. 

4）。その結果、Caco-2 細胞の増殖に対して、T2102 株の効果は認められなかっ

た。 

 

2. 様々な結腸がん細胞における β-カテニン活性  
 

	
 次に、SIRT1 の下流に存在し、かつ結腸がんの細胞増殖に関わる因子である

β-カテニンに着目し、本研究室が所有する Caco-2 細胞以外の結腸がん由来の細

胞株（DLD-1 細胞、HCT116 細胞、SW480 細胞）のβ-カテニン活性を検証した

（Fig. 5）。その結果、Caco-2 細胞以外の細胞株では高いβ-カテニン活性が認めら

れた。 

 

3. T2102 株による DLD-1 細胞の内在性 SIRT1 発現に対する効
果  

 

	
 次に、β-カテニン活性が高い細胞として選出した中でも幅広く使用されている

DLD-1 細胞に着目し、T2102 株による DLD-1 細胞の内在性 SIRT1 発現に対する

効果を定量 RT-PCR により検証した（Fig. 6）。その結果、DLD-1 細胞において
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も T2102 株は、内在性 SIRT1 発現増強効果を示すことが明らかとなった。 

 

4. T2102 株の結腸がん細胞の増殖に対する効果  
 

	
 そこで、DLD-1 細胞、HCT116 細胞、SW480 細胞に対しても同様に乳酸菌を

添加し、細胞増殖に対する効果を検証した（Fig. 7-A、Fig. 7-B、Fig. 7-C）。その

結果、DLD-1 細胞及び HCT116 細胞において細胞増殖抑制効果が確認できた。

また、SW480 細胞においては、有意な細胞増殖抑制効果は確認できなかった。 

 

5. T2102 株による DLD-1 細胞におけるβ-カテニン活性に対す
る効果  

 

	
 SIRT1 の下流に存在するβ-カテニンに対する T2102 株の効果を、β-カテニン結

合サイトを有するリポーターベクターを用いたルシフェラーゼアッセイにより

検証した（Fig. 8）。また、ウエスタンブロッティング法によりβ-カテニンのタン

パク質発現量を検証した（Fig. 9）。その結果、T2102 株処理により、DLD-1 細胞

におけるβ-カテニン活性及びβ-カテニンタンパク質量共に抑制されていること

が明らかとなった。 

 

6. T2102 株による DLD-1 細胞におけるβ-カテニン活性抑制効
果の SIRT1 依存性の検証  

 

	
 次に、T2102 株によるβ-カテニン活性抑制効果の SIRT1 依存性を検証した。

まず、SIRT1 の機能欠損体である SIRT1-HY を遺伝子導入した DLD-1 細胞
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（DLD-1（SIRT1-HY））を作製した。作製した DLD-1（SIRT1-HY）細胞に T2102

株を添加し、β-カテニン活性をルシフェラーゼアッセイにより検証した（Fig. 10）。

その結果、T2102 株によるβ-カテニン活性の抑制効果が認められなかった。また、

同条件におけるβ-カテニンタンパク質に対する効果をウエスタンブロッティン

グ法により検証した（Fig. 11）。その結果、T2102 株によるβ-カテニンタンパク

質量の減少が打ち消されていた。さらに、同条件下における細胞増殖に対する

効果を検証した（Fig. 12）。その結果、T2102 株による細胞増殖抑制効果が打ち

消されていた。 

	
 最後に、SIRT1 が脱アセチル化酵素として機能し、β-カテニンを脱アセチル化

しているか検証する為に、免疫沈降法及びウエスタンブロッティング法を用い

てアセチル化β-カテニンタンパク質の変化を追跡した（Fig. 13）。その結果、T2102

株で処理をした DLD-1 細胞においてアセチル化β-カテニンタンパク質が減少し

ていた。以上の結果より、T2102 株は DLD-1 細胞において、SIRT1 を活性化す

ることによってβ-カテニンを脱アセチル化し、その結果としてβ-カテニン活性を

抑制していることが明らかになった。 

	
 次に、DLD-1 細胞に SIRT1 を強制発現した細胞（DLD-1（SIRT1））を用いて、

SIRT1 効果の検証を行った。まず、β-カテニン活性をルシフェラーゼアッセイに

より検証した結果、DLD-1（SIRT1）細胞では、β-カテニン活性が強く抑制され

ていた（Fig. 14）。また、β-カテニンタンパク質量をウエスタンブロッティング

法により検証した結果、β-カテニンタンパク質量が減少していることが認められ

た（Fig. 15）。さらに、DLD-1（SIRT1）細胞の増殖は強く抑制されていることが

明らかとなった（Fig. 16）。 
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7. T2102 株の DLD-1 細胞における hTERT 発現に対する効果  
 

	
 5.より、T2102 株には DLD-1 細胞におけるβ-カテニンの活性抑制効果があるこ

とが明らかとなった。また、緒言で述べたように、β-カテニンがヒトテロメラー

ゼ触媒サブユニット遺伝子（hTERT）の発現制御に関わっていることが明らかに

なっている。そこで、T2102 株の hTERT 発現に対する効果を検証した。まず、

DLD-1 細胞に T2102 株を添加した際の内在性 hTERT 発現に対する効果を定量

RT-PCR 法により検証した（Fig. 17）。その結果、T2102 株は DLD-1 細胞におけ

る内在性 hTERT 発現を減少させることが明らかとなった。次に、T2102 株を添

加した際の DLD-1 細胞における hTERT プロモーター活性をルシフェラーゼアッ

セイにより検証した（Fig. 18）。その結果、T2102 株は DLD-1 細胞において hTERT

プロモーター活性を抑制する効果があることが明らかとなった。さらに、hTERT

プロモーターの優勢な転写活性化因子として知られる c-MYC に対する依存性を

検証する為に、hTERT コアプロモーター内の c-MYC 結合サイトである E-box に

変異を導入したプロモーター（phTERTp-289EM）を用い、同様にプロモーター

アッセイを行った。その結果 T2102 株は、phTERTp-289EM のプロモーター活性

をも抑制した（Fig. 19）。以上の結果から T2102 株は、DLD-1 細胞内の hTERT

活性を c-MYC 非依存的に抑制することが明らかとなった。 

	
 次に、DLD-1 細胞に hTERT を強制発現させた細胞（DLD-1（hTERT））を作製

し、T2102 株添加後のβ-カテニン活性をルシフェラーゼアッセイにより検証した。

その結果、hTERT を強制発現させた DLD-1（hTERT）細胞においても、β-カテ

ニン活性が抑制されていることが明らかとなった（Fig. 20）。さらに、DLD-1
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（hTERT）細胞に T2102 株を添加し、その細胞増殖に対する効果を検証した（Fig. 

21）。その結果、T2102 株による DLD-1 細胞の細胞増殖抑制効果が hTERT の強

制発現により緩和されていることが明らかとなった。 

	
 さらに、DLD-1 細胞において hTERT 発現をノックダウンした細胞（DLD-1

（sh-hTERT））を作製し、その細胞増殖を検証した（Fig. 22）。その結果、DLD-1

（sh-hTERT））細胞の増殖は優位に抑制されていることが明らかとなった。 

	
 最後に、T2102 株による hTERT 発現抑制効果に対する SIRT1 依存性を検証し

た。まず、DLD-1（SIRT1）細胞における hTERT プロモーター活性をルシフェラ

ーゼアッセイにより検証した結果、hTERT プロモーター活性が有意に低下して

いた（Fig. 23）。さらに、DLD-1（SIRT1-HY）細胞を用いて T2102 株添加時の

hTERT プロモーター活性を検証した（Fig. 24）。その結果、T2102 株添加に伴う

hTERT プロモーター活性の抑制効果が消失していた。以上の結果から、乳酸菌

T2102 株は、SIRT1 依存的に内在性 hTERT 発現を抑制することが明らかとなっ

た。 

 

8. T2102 株による DLD-1 細胞への細胞老化誘導  
	
  

	
 7.より、T2102 株による DLD-1 細胞における hTERT 発現抑制効果が明らかと

なった。これまでに本研究室において、正常線維芽細胞における hTERT 発現抑

制が細胞老化を誘導しうることを報告している（Harada G et al., 2014）。そこで

本研究では、T2102 株による DLD-1 細胞における hTERT 発現抑制が細胞老化を

誘導しうるかを検証した。 

	
 まず、hTERT 発現をノックダウンした DLD-1 細胞（DLD-1（sh-hTERT））を
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用い解析した結果、DLD-1（sh-hTERT）細胞においては SA-β-gal 活性が増強し

ていることが明らかとなった。以上の結果から、DLD-1 細胞においても、hTERT

発現の低下が細胞老化を誘導しうることが明らかとなった。 

	
 次に、DLD-1 細胞に T2102 株を添加したときに細胞老化が誘導されるか検証

した（Fig. 26-1, 2）。その結果、T2102 株を添加した DLD-1 細胞では SA-β-gal 活

性の増大が確認できた。つまり、T2102 株が DLD-1 細胞における hTERT 発現を

抑制し、その結果、細胞老化を誘導したものと考えられた。 

	
 さらに、T2102 株による DLD-1 細胞における hTERT 発現抑制と細胞老化誘導

との関係性を検証するため、DLD-1（hTERT）細胞を用いて細胞老化誘導につい

て検証した。その結果、DLD-1（hTERT）細胞においては、T2102 株による SA-β-gal

活性の増大は確認できなかった。以上の結果より、T2102 株を処理することによ

って DLD-1 細胞において hTERT 活性が抑制され、その結果、細胞老化が誘導さ

れることが明らかとなった。 

 
9. T2102 株の DLD-1 細胞に対する効果の Toll like receptor

（TLR）依存性の検証  
 

	
 T2102 株の DLD-1 細胞に対する機能性における TLR 依存性を検証した。まず、

DLD-1 細胞に MyD88（myeloid differentiation primary response 88）のドミナント

ネガティブ体を導入した細胞（DLD-1（dnMyD88））を作製した。その結果、DLD-1

（dnMyD88）細胞においては、T2102 株によるβ-カテニン活性の抑制効果が消失

していた（Fig. 28）。また、DLD-1（dnMyD88）細胞においては、T2102 株によ

る内在性 SIRT1 発現増強効果が消失していた（Fig. 29）。さらに、DLD-1（dnMyD88）
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細胞においては、T2102 株による細胞増殖抑制効果が消失することが明らかとな

った（Fig. 30）。 
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Fig. 4  T2102 株の Caco-2 細胞の増殖に対する効果  

T2102 株による Caco-2 細胞の増殖に対する効果を検証した。Caco-2 細胞を 2.0

×104 cells/wellで12ウェルプレートに播種し、翌日乳酸菌加熱死菌体を30 µg/mL

で添加し、7 日間細胞増殖を追跡した。3 日目、5 日目には培地交換及び乳酸菌

を添加した。また、乳酸菌添加時のコントロールとして SIRT1 活性がみられな

かった NHT3 株を用いた。 

（mean ± SEM, n = 3 ; NS: Not Significant vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 5	
 結腸がん細胞におけるβ-カテニン活性  

本研究室が所有する結腸がん由来の細胞株（Caco-2 細胞、DLD-1 細胞、HCT116

細胞、SW480 細胞）のβ-カテニン活性を検証した。各細胞を回収時にサブコン

フルエントになるように播種し、リポータープラスミド (M50 Super 8x TOP 
Flash、M51 Super 8x FOP Flash)をトランスフェクションし、48 時間後ルシフェ

ラーゼアッセイを行った。 
白 : M51 Super 8x FOP Flash, 黒 : M50 Super 8x TOP Flash 
（mean ± SEM, n = 3 ; **p < 0.01 vs M50 Super 8x TOP Flash, NS: Not Significant vs  

  M50 Super 8x TOP Flash, Student’s t-test） 
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Fig. 6  T2102 株による DLD-1 細胞の内在性 SIRT1 発現に対する効果  

T2102 株による DLD-1 細胞の内在性 SIRT1mRNA 発現に対する効果を検証した。

乳酸菌加熱菌体を 30µg/mL 添加し、2 日間培養後、定量 real-time PCR を行った。 

（mean ± SEM, n = 3 ; ***p < 0.001 vs NT : Non treated , Student’s t-test） 
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Fig. 7  T2102 株の結腸がん細胞の増殖に対する効果  

T2102 株の DLD-1 細胞、HCT116 細胞、SW480 細胞の増殖に対する効果を検証

した。各細胞を 2.0×104 cells で 12 ウェルプレートに播種し、翌日乳酸菌加熱死

菌体を 30 µg/mL で添加し、9 日間細胞増殖を追跡した。培養開始から 3 日目、5

日目、7 日目に培地交換及び乳酸菌を添加した。また、乳酸菌添加時のコントロ

ールとして SIRT1 活性がみられなかった NHT3 株を用いた。 

A : SW480 細胞, B : HCT116 細胞, C : DLD-1 細胞 

（mean ± SEM, n = 3 ; **p < 0.01 vs NHT3, NS: Not Significant vs NHT3,   

  Student’s t-test） 
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Fig. 8 T2102 株による DLD-1 細胞におけるβ-カテニン活性に対する効果  

 
	
 T2102 株による DLD-1 細胞におけるβ-カテニン活性を検証した。各細胞を回

収時にサブコンフルエントになるように播種し、リポータープラスミド (M50 
Super 8x TOP Flash)をトランスフェクションし、24 時間後 10%FBS 含有

RPMI1640 培地に交換後、乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間後ルシフ

ェラーゼアッセイを行った。 
（mean ± SEM, n = 3 ; **p < 0.01 vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 9  T2102 株による DLD-1 細胞におけるβ-カテニンタンパク質量に対す

る効果  

T2102 株による DLD-1 細胞におけるβ-カテニンタンパク質に対する効果を検証

した。DLD-1 細胞を 2.0×105cells で 10 mL ディッシュに播種し、翌日乳酸菌加

熱死菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間後タンパク質回収し、β-カテニン抗体を用

いてウエスタンブロッティングを行った。 
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Fig. 10 T2102 株による DLD-1(SIRT1-HY)細胞におけるβ-カテニン活性に

対する効果  

T2102 株による DLD-1(SIRT1-HY)細胞におけるβ-カテニン活性に対する効果を

検証した。各細胞を回収時にサブコンフルエントになるように播種し、リポー

タープラスミド (M50 Super 8x TOP Flash)をトランスフェクションし、24 時間後

10%FBS 含有 RPMI1640 培地に交換後、乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48
時間後ルシフェラーゼアッセイを行った。 
（mean ± SEM, n = 3 ; NS: Not Significant vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 11  T2102 株による DLD-1(SIRT1-HY)細胞におけるβ-カテニンに対す

る効果  

	
 T2102 株による DLD-1(SIRT1-HY)細胞におけるβ-カテニンに対する効果を検

証した。DLD-1(SIRT1-HY)細胞を 2.0×105cells で 10 mL ディッシュに播種し、

翌日乳酸菌加熱死菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間後タンパク質回収し、β-カテ

ニン抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。 
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Fig. 12  T2102 株の DLD-1(SIRT1-HY)細胞の細胞増殖に対する効果  

T2102 株の DLD-1(SIRT1-HY)細胞の細胞増殖に対する効果を検証した。DLD-1

細胞を 1.0×104cells で 24 ウェルプレートに播種し、翌日乳酸菌加熱死菌体を 30 

µg/mL で添加し、9 日間細胞増殖を追跡した。その後、3 日目、5 日目、7 日目

に培地交換及び乳酸菌を添加した。また、乳酸菌添加時のコントロールとして

SIRT1 活性がみられなかった NHT3 株を用いた。 

（mean ± SEM, n = 3 ; NS: Not Significant vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 13  T2102 株による DLD-1 細胞におけるアセチル化β-カテニンに対す

る効果   

T2102 株による DLD-1 細胞におけるアセチル化β-カテニンに対する効果を検証

した。DLD-1 細胞を 2.0×105cells で 10 mL ディッシュに播種し、翌日乳酸菌加

熱死菌体を 30 µg/mL 添加し、24 時間後、48 時間後タンパク質回収し、アセチ

ルリジン抗体を用いて免疫沈降法を行った後、β-カテニン抗体を用いてウエスタ

ンブロッティングを行った。 
 

β-catenin 

β-actin

NT NHT3 T2102



 62 

 
 

 
Fig. 14  DLD-1(SIRT1)細胞におけるβ-カテニン活性  

DLD-1(SIRT1)細胞におけるβ-カテニン活性を検証した。各細胞を回収時にサブ

コンフルエントになるように播種し、リポータープラスミド (M50 Super 8x TOP 
Flash)をトランスフェクションし、24 時間後 10%FBS 含有 RPMI1640 培地に交換

後、乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間後ルシフェラーゼアッセイを行

った。 
（mean ± SEM, n = 3 ; **p < 0.01 vs mock, Student’s t-test） 
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Fig. 15  DLD-1(SIRT1)細胞におけるβ-カテニン発現  

DLD-1(SIRT1)細胞におけるβ-カテニン発現を検証した。DLD-1(SIRT1)細胞を 2.0

×105cells で 10 mL ディッシュに播種し、48 時間後タンパク質回収し、β-カテニ

ン抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。 
 

β-catenin 

β-actin

mock SIRT1



 64 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16  DLD-1(SIRT1)細胞の増殖  

DLD-1(SIRT1)細胞の細胞増殖を検証した。DLD-1(SIRT1)細胞を 1.0×104cells で

24 ウェルプレートに播種し、7 日間細胞増殖を追跡した。 

（mean ± SEM, n = 3 ; **p < 0.01 vs mock, Student’s t-test） 
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Fig. 17  T2102 株の DLD-1 細胞の内在性 hTERT 発現に対する効果  

T2102 株の DLD-1 細胞の内在性 hTERTmRNA 発現に対する効果を検証した。乳

酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間培養後、定量 RT-PCR を行った。 

（mean ± SEM, n = 3 ; ***p < 0.001 vs NT, Student’s t-test） 
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Fig. 18  T2102 株の DLD-1 細胞における hTERT プロモーター活性に対する

効果  

T2102 株の DLD-1 細胞における hTERT プロモーター活性に対する効果を検証し

た。DLD-1 細胞を回収時にサブコンフルエントになるように播種し、リポータ

ープラスミド (pGL3b-289)をトランスフェクションし、24 時間後 10%FBS 含有

RPMI1640 培地に交換後、乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間後ルシフ

ェラーゼアッセイを行った。 
（mean ± SEM, n = 3 ; ***p < 0.001 vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 19  T2102 株の DLD-1 細胞における hTERT プロモーター抑制効果の

E-box 依存性の検証  

T2102 株の DLD-1 細胞における hTERT プロモーター抑制効果の E-box 依存性を

検証した。細胞を回収時にサブコンフルエントになるように播種し、リポータ

ープラスミド (pGL3b-289EM)をトランスフェクションし、24 時間後 10%FBS 含

有 RPMI1640 培地に交換後、乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間後ルシ

フェラーゼアッセイを行った。 
（mean ± SEM, n = 3 ; ***p < 0.001 vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 20  T2102 の DLD-1(hTERT)細胞におけるβ-カテニン活性に対する効果  

T2102 株の DLD-1(hTERT)細胞におけるβ-カテニン活性に対する効果を検証した。

各細胞を回収時にサブコンフルエントになるように播種し、リポータープラス

ミド (M50 Super 8x TOP Flash)をトランスフェクションし、24 時間後 10%FBS 含

有 RPMI1640 培地に交換後、乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間後ルシ

フェラーゼアッセイを行った。 
白 : mock, 黒 : hTERT 
（mean ± SEM, n = 3 ; ***p < 0.001 vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 21  T2102 株の DLD-1(hTERT)細胞の細胞増殖に対する効果  

T2102 株の DLD-1(hTERT)細胞における細胞増殖に対する効果を検証した。

DLD-1 細胞を 1.0×104cells で 24 ウェルプレートに播種し、翌日乳酸菌加熱死菌

体を 30 µg/mL で添加し、7 日間細胞増殖を追跡した。その後、3 日目、5 日目に

培地交換及び乳酸菌を添加した。また、乳酸菌添加時のコントロールとして

SIRT1 活性がみられなかった NHT3 株を用いた。 

（mean ± SEM, n = 3 ; NS: Not Significant vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 22  DLD-1(sh-hTERT)細胞増殖  

DLD-1(sh-hTERT)細胞の増殖を検証した。DLD-1(sh-hTERT)細胞を 1.0×104cells

で 24 ウェルプレートに播種し、7 日間細胞増殖を追跡した。。 

（mean ± SEM, n = 3 ; *p < 0.05 vs sh-hTERT1135, **p < 0.01vs sh-hTERT1785,   

  Student’s t-test） 
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Fig. 23  DLD-1(SIRT1)細胞における hTERT プロモーター活性  

DLD-1(SIRT1)細胞における hTERT プロモーター活性を検証した。細胞を回収時

にサブコンフルエントになるように播種し、リポータープラスミド (pGL3b-289)
をトランスフェクションし、24 時間後 10%FBS 含有 RPMI1640 培地に交換し、

48 時間後ルシフェラーゼアッセイを行った。 
（mean ± SEM, n = 3 ; **p < 0.01 vs mock, Student’s t-test） 
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Fig. 24  T2102 株の DLD-1(SIRT1-HY)細胞におけるβ-カテニン活性に対す

る効果  

T2102 株の DLD-1(SIRT1-HY)細胞におけるβ-カテニン活性に対する効果を検証

した。細胞を回収時にサブコンフルエントになるように播種し、リポータープ

ラスミド (M50 Super 8x TOP Flash)をトランスフェクションし、24 時間後

10%FBS 含有 RPMI1640 培地に交換後、乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48
時間後ルシフェラーゼアッセイを行った。 
（mean ± SEM, n = 3 ; NS: Not Significant vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 25-1	
  DLD-1(sh-hTERT)細胞における SA-β-Gal 活性  

DLD-1(sh-hTERT)細胞における SA-β-Gal 活性を検証した。各細胞を播種して 48
時間後、SA-β-Gal 染色を施し、その細胞あたりの蛍光強度を IN Cell Analyzer1000

を用いて測定した。なお、SA-β-Gal 活性が positive である細胞(赤)の割合が mock

において 25%となるように閾値を設定した。 

（A）	
 各細胞の SA-β-Gal 活性と細胞面積を表した散布図 

（B）	
 各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフ 
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Fig. 25-2	
  DLD-1(sh-hTERT)細胞における SA-β-Gal 活性  

各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフの結果を、

n=3 で棒グラフ化した。 

（mean ± SEM, n = 3 ; *p < 0.05 vs mock, Student’s t-test） 
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Fig. 26-1	
 T2102 株による DLD-1 細胞における SA-β-Gal 活性の変化  

T2102 株による DLD-1 細胞における SA-β-Gal 活性の変化を検証した。各細胞を

播種して 24 時間後乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間後、SA-β-Gal 染

色を施し、その細胞あたりの蛍光強度を IN Cell Analyzer1000 を用いて測定した。

なお、SA-β-Gal 活性が positive である細胞(赤)の割合が NHT3 添加した DLD-1

細胞において 25%となるように閾値を設定した。 
（A）	
 各細胞の SA-β-Gal 活性と細胞面積を表した散布図 

（B）	
 各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフ 
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Fig. 26-2	
  T2102 株による DLD-1 細胞への細胞老化誘導  

各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフの結果を、

n=3 で棒グラフ化した。 

（mean ± SEM, n = 3 ; ***p < 0.001 vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 27-1	
  T2102 株による DLD-1/hTERT 細胞における SA-β-Gal 活性の変  

          化  

T2102 株による DLD-1/hTERT 細胞における SA-β-Gal 活性の変化を検証した。

各細胞を播種して 24 時間後乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間後、

SA-β-Gal 染色を施し、その細胞あたりの蛍光強度を IN Cell Analyzer1000 を用い

て測定した。なお、SA-β-Gal 活性が positive である細胞(赤)の割合が NHT3 添加

した DLD-1/hTERT 細胞において 25%となるように閾値を設定した。 
（A）	
 各細胞の SA-β-Gal 活性と細胞面積を表した散布図 

（B）	
 各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフ 
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Fig. 27-2	
  T2102 株による DLD-1(hTERT)細胞における細胞老化誘導  

各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフの結果を、

n=3 で棒グラフ化した。 

（mean ± SEM, n = 3 ; NS: Not Significant vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 28  DLD-1(dnMyD88)細胞における T2102 株によるβ-カテニン活性に対

する効果  

DLD-1(dnMyD88)細胞におけるT2102株によるβ-カテニン活性抑制に対する効果

を検証した。細胞を回収時にサブコンフルエントになるように播種し、リポー

タープラスミド (M50 Super 8x TOP Flash)をトランスフェクションし、24 時間後

10%FBS 含有 RPMI1640 培地に交換後、乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48
時間後ルシフェラーゼアッセイを行った。 
（mean ± SEM, n = 3 ; NS: Not Significant vs NHT3, Student’s t-test 

 

0

1

2

3

4

5

NT

R
e

la
ti
v
e

 l
u

c
if
e

ra
s
e

 a
c
ti
v
it
y

NS

NHT3 T2102



 80 

 

 
 
 
 
 
 
 
Fig. 29  DLD-1(dnMyD88)細胞における T2102 株による内在性 SIRT1 発現増  

	
 	
 	
  強に対する効果  

DLD-1(dnMyD88)細胞における T2102 株による内在性 SIRT1mRNA 発現増強に対

する効果を検証した。乳酸菌加熱菌体を 30 µg/mL 添加し、48 時間培養後、定量

RT- PCR を行った。 

（mean ± SEM, n = 3 ; NS: Not Significant vs NHT3, Student’s t-test） 
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Fig. 30  DLD-1(dnMyD88)細胞における T2102 株による細胞増殖抑制に対す

る効果  

DLD-1(dnMyD88)細胞における T2102 株による細胞増殖抑制に対する効果を検

証した。DLD-1/dnMyD88 細胞を 1.0×104cells で 24 ウェルプレートに播種し、

翌日乳酸菌加熱死菌体を 30 µg/mL で添加し、9 日間細胞増殖を追跡した。その

後、3 日目、5 日目、7 日目に培地交換及び乳酸菌を添加した。また、乳酸菌添

加時のコントロールとして SIRT1 活性がみられなかった NHT3 株を用いた。 

（mean ± SEM, n = 3 ; NS: Not Significant vsNHT3, Student’s t-test） 
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第四項	
 考察  
 

	
 本節では、前節で同定した SIRT1 増強効果の最も高い乳酸菌 T2102 株の機能

性、及びその分子基盤について研究を行った。 

	
 これまでに、SIRT1 の腸管における機能として、腸管内の胆汁酸の吸収を介

した脂肪酸摂取の調節因子（Kazgan N et al., 2014）としての役割や結腸粘膜内の

CD4+T 細胞の増加の緩和に伴う抗炎症、免疫賦活作用が報告されている（Hofseth 

LJ et al., 2010）。また、SIRT1 がβ-カテニンを脱アセチル化することによって、

β-カテニンの転写活性を抑制するとともに、核から細胞質にβ-カテニンを移行さ

せ、ユビキチン化・分解させることによって結腸がんの成長、及び形成を阻害

するという報告がなされている（David A. Sinclair et al., 2008）。本研究では、SIRT1

における結腸がん抑制効果に焦点を絞り検証した。 

	
 まず、SIRT1 活性化乳酸菌を探索する上で用いた Caco-2 細胞の細胞増殖に対

する T2102 株の効果を検証した。その結果、T2102 株は Caco-2 細胞の増殖を有

意に変化させなかった。そこで、本研究室が保有する 4 つの結腸がん由来細胞

株（Caco-2 細胞、DLD-1 細胞、HCT116 細胞、SW480 細胞）におけるβ-カテニ

ン活性を比較検討した結果、Caco-2 以外の細胞は高いβ-カテニン活性を有する

ことが明らかとなった。その中でも、β-カテニン/Tcf 依存の転写活性が高い

DLD-1 細胞（Dvory-sobol H et al., 2006）に T2102 株を添加した結果、Caco-2 と

同様に DLD-1 においても高い内在性 SIRT1 発現増強効果を示した。また、高β-

カテニン活性を示した DLD-1、HCT116、SW480 を用いて、T2102 株の細胞増殖

に対する効果について検証した。その結果、SW480 以外の結腸ガン細胞におい
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て、T2102 株による細胞増殖抑制効果が確認された。SW480 において T2102 株

による有意な細胞増殖抑制効果が確認できなかった理由として、T2102 株が持つ

菌体成分が SW480 により認識されない、または認識されても受容体からのシグ

ナル伝達が生じないことが考えられた。以上の結果から、β-カテニン依存性の高

い結腸がん細胞において T2102 株が効果を及ぼしうるということが示唆された。 

	
 そこで、T2102 株が DLD-1 におけるβ-カテニン活性に対して影響を及ぼすか

解析を行った結果、T2102 株が SIRT1 の増強を介してβ-カテニンを脱アセチル

化することによって分解し、DLD-1 の細胞増殖を抑制すると考えられた。これ

までに SIRT1 を活性化するポリフェノールとして知られるレスベラトロールが

がん抑制遺伝子 BRCA1 の活性化及びアポトーシス阻害タンパク Survivin の発現

抑制を通して乳がん細胞にアポトーシスを誘導し増殖を抑制するという報告

（Rui-Hong Wang et al., 2008）やレスベラトロールとともに SIRT1 活性化ポリフ

ェノールとして知られるフィセチンがカスパーゼ-3, 9 を介して肺がん細胞のア

ポトーシスを誘導し、細胞死を招くという報告（Kang KA et al., 2015）がある。

このように SIRT1 を活性化させる食品や食品成分が抗がん作用を有するという

報告とともに、また、臨床試験において、乳酸菌が抗酸化作用を介した DNA 損

傷の修復、免疫賦活作用により、結腸癌を予防したという報告もある（Zhong, L 

et al., 2014）。しかしながら、今回同定した T2102 株のように腸管内において

SIRT1 を活性化する食品に関する報告はなく、また SIRT1 活性化に伴うβ-カテ

ニン活性抑制によってがん細胞の増殖を抑制する乳酸菌は未だ報告されておら

ず、今後結腸がんのリスクを抑える機能性食品素材として期待ができる。 
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 近年、テロメラーゼの構成要素の一つである、テロメラーゼ逆転写酵素 hTERT

のプロモーターにβ-カテニンが結合し、hTERT の転写を制御しているという報

告がされた（Rolf Kemler et al., 2012）。また、hTERT の恒常的活性化にともなう

テロメア長の延長はがん細胞の無限増殖能にとって必須である。そこで、今回

同定した T2102 株による細胞増殖抑制効果がβ-カテニン活性抑制だけではなく、

hTERT 転写活性の抑制も誘導することにより生じていると考え、T2102 株が

hTERT の制御にも関与するか解析した。解析の結果、T2102 株による DLD-1 の

増殖抑制効果は、β-カテニン活性抑制だけではなくその下流因子である hTERT

の活性も抑制することによって引き起こされていると考えられた。つまり、

T2102 株による DLD-1 の細胞増殖抑制効果は、β-カテニン/Tcf 依存の転写活性

抑制にのみならず、hTERT 転写活性の抑制に伴う細胞増殖能低下にも機能を果

たしていると考えられる。 

	
 また、本研究室では、細胞老化のメカニズムについての研究も行っており、

その中でも hTERT の発現を抑制することによりヒト正常線維芽細胞において細

胞老化を誘導するという報告をしている（Harada G et al., 2014）。また、同じく

hTERT 発現によってグリア細胞における細胞老化が制御されているという報告

（Ponnala S et al., 2011）や口腔角質細胞において hTERT 発現抑制によって細胞

老化が誘導されるという報告（Kang, M.K et al., 2004）がある。そこで、T2102

株による hTERT 活性抑制により、DLD-1 に細胞老化が誘導されるか検証した。

その結果、T2102 株による DLD-1 における細胞増殖抑制効果は、細胞老化の誘

導によっても引き起こされていることが分かった。細胞老化は一般的に機能性

異常をきたした細胞の蓄積を抑え、がん細胞の発生を抑えると考えられており
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（Campisi J et al., 2005）、実際に miRNA-34a を大腸ガン細胞に投与することで細

胞周期や細胞増殖に関わる E2F 転写因子を抑制し、その結果細胞老化を誘導さ

せ細胞増殖を停止させるという報告もある（Tazawa H et al., 2007）。一方では、

腸管上皮細胞において細胞が老化すると、炎症反応や発がんを誘導する作用を

示すさまざまな分泌性タンパク質が高発現する SASP（senescence-associated 

secretory phenotype）とよばれる現象が生じ、がん抑制遺伝子である p53 の発現

を抑制し、腫瘍形成を促進するという報告もある（Megan K. Ruhland et al., 2015）。

本研究で同定した T2102 株ががん細胞でのみ細胞老化を誘導するのか今後検討

する必要があるとともに、老化した腸管上皮細胞を用いて抗炎症反応や p53 の

発現を検討し、がん予防食品としての機能性が十分であるか確かめる必要が有

る。また、T2102 株添加による腸管由来細胞内の遺伝子の挙動を DNA マイクロ

アレイによって解析し、さらなる機能性の検証を行うことも必要である。 

	
 最後に、T2102 株による DLD-1 に対する効果の TLR 依存性の検証を行った。

腸管内に侵入した細菌などは TLR によって認識され、反応が生じる。そこで、

本研究で同定した T2102 株も TLR によって認識されるか、全ての TLR の下流に

存在する MyD88 の機能欠損体を用いて実験を行った。その結果、T2102 株によ

る SIRT1 活性増強効果、β-カテニン活性抑制効果及び細胞増殖抑制効果いずれ

も消失していた。以上の結果より、T2102 株による DLD-1 における効果は細胞

膜上に存在する TLR によって T2102 株が認識され、誘導されると考えられた。

今後は、DLD-1 細胞における TLR の分布、及び T2102 株を認識する TLR の種

類の同定、さらに TLR を介したシグナル伝達機構の解明を行い、さらなる分子

基盤の解明を行う必要があると考えられる。また、T2102 株の TLR に認識され
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る菌体成分を調べることが今後 TLR 依存によるシグナル伝達機構を研究してい

く上で必要であると考えられた。 
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第五項	
 小括  
 

	
 本章では、前章で同定した SIRT1 活性化乳酸菌 T2102 がもつ機能性の分子基

盤に焦点を当てて研究を行った。 

 

1.  Τ2102株は、β-カテニン活性依存性の結腸がん細胞において細胞増殖抑制効

果を示すことが明らかになった。 

 

2. T2102 株は、DLD-1 において、SIRT1 活性化に伴い β-カテニンの脱アセチル

化と分解を誘導し、β-カテニン活性を抑制した結果、細胞増殖を抑制するこ

とが明らかになった。 

 

3. T2102 株は、β-カテニン依存的に DLD-1 細胞内での hTERT 活性及び発現を

減少させ、それが T2102 株による DLD-1 の細胞増殖抑制の原因となってい

るものと考えることができた。 

 

4. T2102 株による DLD-1 での hTERT 抑制が原因となり、細胞老化が誘導され

ることが明らかとなった。 

 

5. T2102 株による DLD-1 に対する効果は、TLR 依存性であることが明らかと

なった。 
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第三節	
 	
 SIRT1 活性化乳酸菌による抗腫瘍効果  

 

第一項	
 緒言  

 

	
 第三章において SIRT1 を活性化する乳酸菌 T2102 株には DLD-1 細胞の増殖抑

制効果とその分子基盤が明らかとなった。 

	
 本章では、SIRT1 活性化乳酸菌 T2102 株の腫瘍形成に対する効果に焦点を当

て、in vitro/in vivo の実験も行い検証した。 
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第二項  	
 実験材料及び方法  
 

1. 細胞及び細胞培養  
 
	
 使用した細胞及び培養方法は、第二章第二節第二項 1.で述べた DLD-1 細胞

における方法と同様である。 
 
2. 軟寒天培地中でのコロニー形成能試験  

 

	
 SeaPlaque GTG agarose（FMC, Thomaston Street Rockland, ME）と milliQ 水をオ

ートクレーブ滅菌し、1.8% agar を作製した。Bottom mix と Top mix をそれぞれ

作製した（Table 2）。bottom mix：1.8% agar＝1.4：1、top mix：1.8% agar＝4：1

の割合で混合し、最終濃度 0.75% [Bottom agar] と 0.36% [Top agar] の軟寒天を

用意した。Bottom agar を 6 well プレート（FALCON）に 2.5 mL ずつ分注し、4℃

で 8 分間静置することにより固め、インキュベーター内で保温した。DLD-1 細

胞を剥がし、通常培地で 2.0 × 105 cells/mL に調製した。この細胞懸濁液 150 mL

を 15 mL チューブに移し、4.5 mL /チューブ の Top agar と乳酸菌を各種 30 µg/mL

加え、泡立たないようにピペッティングした後、保温していた 6 well プレート

の Bottom agar 上に 1.5 mL ずつ播種した。4℃で 8 分間静置した後、37℃の 5% CO2

インキュベーター内で培養した。2 週間後、倒立型システム顕微鏡 IX70 を用い

て、1 ウェルにつき 5 枚の写真を撮影した。 

 

 
Bottom mix RPMI 94.5 mL 

 FBS 10.5 mL 
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Top mix RPMI 105.75 mL 

 FBS 11.93 mL 

 DW 43.88 mL 

〈table. 2	
 Bottom mix、Top mix の組成〉 
 
 

3. クリスタルバイオレット染色  
 

	
 6 well プレートに DLD-1 細胞を 2.0 × 103 cells/well で播種した。播種し 24 時間

後から 2 日に 1 回の頻度で培地交換と乳酸菌の添加を計 7 回行った。乳酸菌の

最終濃度は 30 µg/mL とした。7 回目の培地交換の 48 時間後、Crystal violet によ

る染色を行った。染色液としては、0.15 g の Crystal violet 粉末（Wako Pure Chemical） 

を 100%メタノール（Wako Pure Chemical）7.5 mL と滅菌水 37.5 mL の混合液に

溶解させたものを用いた。染色方法としては、プレートから培地をアスピレー

ト後、1×PBS 1 mL で 1 回洗浄した後、染色液を 2 mL 加えた。10 分静置した後、

1×PBS 1 mL で 3 回洗浄を行った。コロニーの数値化は、プレートの写真撮影後、

Image J を用いて染色度合いを数値化した。 

 

4. マウスの飼育方法  
 

 BALB/cAJc1-nu/nuマウス（♂, 6週齢）を Kyudo Animal Laboratory（Japan）か

ら購入した。マウスには適宜ガンマ線滅菌照射させた飼料（CA-1 照射線量 30 

kGy, CLEA Japan）を給餌し、12 時間の明暗サイクルで飼育した。全マウスの手

順と操作は、実験動物の飼育と使用のためのガイドに従っており、動物実験倫

理委員会の承認を得ている（承認番号：A26-162-1「疾患モデル動物を用いたア
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ンチエイジング活性を有する食品の機能性評価」）。 

 

5. マウスへの結腸がん細胞移植  

 

	
 移植する DLD-1 細胞を 2.0 × 106/dish で 10 mL dish に播種し、乳酸菌を各種 30 

µg/mL で添加し、3 日間培養した。3 日間培養した後に、マウスに腹腔麻酔をか

け、PBS 100 µL に 3.0 × 106 cells になるように調製した細胞をマウスの背側部皮

下左右に以下の図のようにそれぞれ移植した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、用いた麻酔としては塩酸メデトミジン 0.3 mg/kg＋ミダゾラム 4 mg/kg＋

酒石酸ブトルファノール 5 mg/kg になるように生理食塩水で希釈したものを用

いた。 

 

6. 腫瘍サイズの評価  
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 腫瘍の長径がおよそ 2 cm になった時期に腫瘍を摘出し、腫瘍の体積を{（短

径）2×長径}/2 の計算式に当てはめ、比較した。 
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第三項  	
 結果  

 

1. T2102 株の DLD-1 細胞のコロニー形成能に対する効果  

 

	
 T2102 株を添加しつつ DLD-1 細胞を長期培養することによって、T2102 株が

DLD-1 細胞のコロニー形成能に及ぼす影響を検討した。検討する際に核をクリ

スタルバイオレットによって染色し、Image J により定量した。その結果、T2102

株は DLD-1 細胞のコロニー形成を有意に抑制した（Fig. 31-1, 2） 

 

2. T2102 株の DLD-1 細胞の足場依存性増殖に対する効果の検
証  

	
  

	
 次に、T2102 株の DLD-1 細胞の足場依存性増殖に対する効果を、軟寒天培地

を用いて検証した（Fig. 32-1, 2）。その結果、T2102 株処理により、DLD-1 細胞

の足場依存性増殖能が低下していることが明らかとなった。 

 

3. 乳酸菌 T2102 株による DLD-1 細胞の腫瘍形成に対する効
果  

	
  

	
 最後にヌードマウスを用いて、乳酸菌 T2102 株が DLD-1 細胞の腫瘍形成能

に及ぼす効果を検討した（Fig. 33-1, 2）。その結果、T2102 株は DLD-1 細胞の

腫瘍形成を抑制しうることが明らかとなった。	
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Fig. 31-1  クリスタルバイオレット染色によるコロニー形成能試験  

T2102 株の DLD-1 細胞におけるコロニー形成に対する効果をクリスタルバイオ

レット染色により検証した。T2102 株を添加し、DLD-1 細胞を長期培養するこ

とによって、T2102 株が DLD-1 細胞のコロニー形成能に及ぼす影響を検討した。

検討する際に核をクリスタルバイオレットによって染色した。染色したプレー

トの画像を撮影した(APDC4I0T,Fuji Xerox)。 

① : 2 日に 1 回の頻度で培地交換と同時に終濃度 30 µg/mL 乳酸菌を添加 
② : 播種した時のみに乳酸菌を終濃度 30 µg/mL で添加 
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Fig. 31-2	
  T2102 株の DLD-1 細胞におけるコロニー形成能試験  

撮影した各コロニーを Image J により定量した。 

mc : medium change, ed : every day 

① : 2 日に 1 回の頻度で培地交換と同時に終濃度 30 µg/mL 乳酸菌を添加 
② : 播種した時のみに乳酸菌を終濃度 30 µg/mL で添加 
（mean ± SEM, n = 3 ; **p < 0.01 vs NHT3 /mc, *p < 0.05 vs NHT3 ed ,Student’s  

  t-test） 
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Fig. 32-1  T2102 株の DLD-1 細胞の足場依存性増殖に対する効果の検証  

T2102 株の DLD-1 細胞の足場依存性増殖に対する効果について軟寒天培地を用

いて検証した。乳酸菌を混ぜた軟寒天培地内で DLD-1 細胞を 2 週間長期培養 

させ、x20 で観察した(IX-50, OLYMPUS)。尚、画像は観察して最大の体積のも

のから 5 つを採用した。 
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Fig. 32-2  T2102 株の DLD-1 細胞の足場依存性増殖に対する効果の検証  

撮影した各コロニーの面積を定量した。尚、以下に計算式を示す。 

	
 S=π×長径×短径 (µm2) 
（mean ± SEM, n = 15; **p < 0.001 vs NHT3,Student’s t-test） 
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Fig. 33-1  T2102 株による DLD-1 細胞の腫瘍形成に対する効果  

T2102 株による DLD-1 細胞の腫瘍形成に対する効果をヌードマウスを用いて検

証した。ヌードマウスの背側部に 30 µg/mL の乳酸菌を 3 日間処理した DLD-1

細胞を移植し、長径が 2cm ほどになるまで飼育し、腫瘍のサイズを観察した。 
 

�HT3�

T2102�

�T�

T2102�
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Fig. 33-2  T2102 株による腫瘍形成に対する効果  

測定した腫瘍の体積を全てプロットした。尚、用いた体積の式を以下に示す。 

V=(長径×短径 2)/2 (mm3) 

（n=6; p = 0.000277 vs NT, p = 0.138 vs NHT3, Student’s t-test） 
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第四項  	
 考察  

 

	
 前節で同定した結腸がん細胞の増殖抑制効果をもつ SIRT1 活性化乳酸菌

T2102 株の抗腫瘍効果について、in vitro 及び in vivo 試験を行うことで検証を行

った。 

	
 その結果、軟寒天培地を用いた増殖試験から T2102 株は DLD-1 細胞の足場非

依存性増殖を抑制すること、また DLD-1 細胞のコロニー形成能を抑制すること

から、in vitro の系において T2102 株が DLD-1 細胞のがん細胞としての表現型を

抑制しうることが明らかとなった。さらに、ヌードマウスを用いて、T2102 株処

理をした DLD-1 細胞の in vivo での腫瘍性を検証した。その結果、T2102 株を添

加した DLD-1 細胞を移植して形成された腫瘍は有意に縮小されていることが明

らかとなった。また、NHT3 処理をした DLD-1 細胞を移植したヌードマウスが

実験途中で亡くなり、個体数が確保できなかったため、再度検討する必要があ

る。以上の結果から、T2102 株による結腸がん抑制効果は、腫瘍形成に対しても

抑制効果を果たしうることが分かった。 

	
 これまでに、結腸がんの抗腫瘍効果を報告した例として高脂血症治療薬シン

バスタチンが Ras の下流に位置し、細胞増殖を促進する Raf の発現を調節する

ことでヌードマウスに移植した結腸がん細胞の腫瘍形成を抑制した（Jeeyun Le 

et al., 2011）という報告やリンゴ由来のポリフェノールが細胞間接着キナーゼの

転写を抑制することによって DLD-1 の長期培養時のコロニー形成及びマウス移

植時の腫瘍形成を抑制した（Chia-Hung Hung et al., 2015）という報告がある。ま

た、乳酸菌ではマウスに経口投与したビフィズス菌の一種が、アゾキシメタン
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によって大腸ガンを誘発させたマウスにおいて Ras タンパクの発現を抑制する

することによって大腸ガンを抑制したという報告がある（Singh J et al., 1997）。

本研究で同定した T2102 株はこれまでに報告された食品とは異なり、SIRT1 増

強を介してβ-カテニン及び hTERT の発現を抑制することによって結腸がん細胞

の抗腫瘍効果を示す乳酸菌として初めて同定されたものであると考えられた。	
  

	
 今後は、今回マウスより摘出した腫瘍から RNA、タンパク質を抽出し、SIRT1、

hTERT 遺伝子の発現レベルの解析やβ-カテニンのタンパク質発現量について解

析していく必要がある。また、β-カテニンの発現が恒常的に高いトランスジェニ

ックマウスを用いて T2102 株による抗腫瘍効果を検討する必要がある。 
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第五項	
 小括  
 
	
 本章では、第三章にて明らかとなった DLD-1 細胞の増殖抑制効果を持つ

SIRT1 活性化乳酸菌 T2102 株の腫瘍形成に対する効果に焦点を当て、in vitro 及

び in vivo 実験により検証した。 

 

	
 T2102 株は、DLD-1 細胞のコロニー形成、及び足場非依存性増殖を優位に抑

制するとともに、in vivo での腫瘍原性を抑制しうることが明らかとなった。 
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第三章	
 細胞老化における p38 の機能性に関する研究  

 

第一節	
 がん細胞における p38 による hTERT 発現制御  

  

第一項	
 緒言  

 

	
 本研究室では、ガン細胞が強いテロメラーゼ活性を有することに注目し、そ

のテロメラーゼの抑制を通じたがん抑制の可能性について研究を行った。これ

までに、MAP3K として知られる TGF-β activated kinase 1（TAK1）及び PKC-δ

が、ヒトテロメラーゼ触媒サブユニット（hTERT）遺伝子の転写を抑制すること

を見出している（Fujiki et al., 2007, Yamashita S et al., 2014）。 

	
 そこで本研究では、TAK1 及び PKC-δ の下流因子として機能しうる MAP キナ

ーゼ（p38）に注目し、p38 による hTERT 転写制御の可能性とその機能性につい

て解析を行った。 
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第二項  	
 実験材料及び方法  

 

	
 1.	
 細胞及び細胞培養  

 

	
 ヒト肺がん由来細胞株 A549 細胞 は、10% 牛胎児血清（FBS； Life Technologies, 

CA, USA）添加 DMEM培地（Nissui）を用いて 37℃、5％ CO2存在下で継代培

養した。 

 

	
 2.	
 試薬の調製  

 

	
 SB203580 (LC Laboratories, Woburn, MA, USA)は、使用前に DMSO に溶解し、

最終濃度 10 mM になるように調整した。JNK inhibitor 2 は、使用前に DMSO に

溶解し、最終濃度 10 mM になるように調整した。IL−1β は使用前に 0.5% BSA/PBS

に溶解し、最終濃度 10 mM になるように調整した。クロラムフェニコールは使

用前にエタノールに溶解し、最終濃度 10 mM になるように調整した。 

 

	
 3.	
 アデノウイルスによる遺伝子導入  

 

	
 インフェクションを行う 12 時間前に、A549 細胞を 10 mL ディッシュ(172958, 

NUNC)に 1.4 × 106 cells で播種し、10% FBS 含有 DMEM で培養した。12 時間後、

ディッシュを無血清 DMEM 培地 5 mL で 2 回洗浄し、残液が無いよう除去し、

DMEM 培地を 400 µL 加えた。ウイルス原液を 50 moi/600 μL となるように無血
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清 DMEM で希釈し、細胞に添加した。ディッシュ全体にウイルス液が行き渡る

ように揺らしてから、37℃、5% CO2/95% air 存在下で 1 時間培養した。その間、

15 分毎にディッシュを震盪した。1 時間後、10% FBS 含有 DMEM 培地 9 mL を

添加して、37℃、5% CO2/95% air 存在下で 24 時間培養した。 

 

	
 4.	
 定量 RT-PCR 

 

	
 使用した PCR 法は、第二章第一節第二項 4.と同様である。なお、A549 細胞に

おいては 1.0×105 cells で 5 mL ディッシュに播種した。各プライマーの配列を以

下に示す。 

 

※使用したプライマー 

Homo sapiens telomerase reverse transcriptase, mRNA 

hTERT 3081F-(Real) : 5′-CGTACAGGTTTCACGCATGTG-3′ 

hTERT 3162R-(Real) : 5′-ATGACGCGCAGGAAAAATG-3′ 

 

Homo sapiens actin, beta (ACTB), mRNA. 

HA067803-F: 5ʹ′-TGGCACCCAGCACAATGAA-3ʹ′ 

HA067803-R: 5ʹ′-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3ʹ′ 
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 5.	
 フローサイトメーターを用いた細胞内リン酸化 p38 の測

定（Phosflow 解析) 

 
	
 (1)	
 測定サンプル調製  

 

	
 細胞の固定、細胞膜透過処理、特異的抗体の反応は BD Phosflow Protocol (BD) 

に従って以下の様に行った。 

	
 培養液 1 × 106 cells/750 µL を、等量のあらかじめ 37℃に温めておいた Cytofix 

Buffer（BD）に加え、37℃で 10 分間インキュベートすることにより細胞をリン

酸化状態で固定した。3000	
 rpm で 10 分間遠心後、上清を除去してペレットを 1 

mL の Phosflow Perm Buffer（BD）で懸濁し、氷上で 30 分間静置することにより

膜透過処理を行った。3000	
 rpm で 2 分間遠心後上清を除去してペレットを 1 mL

の 10% FBS/PBS で懸濁し、3000	
 rpm で 2 分間遠心することで洗浄を行った。エ

ッペンドルフチューブに抗体を入れ、合計 100 µL になるよう Pharmingen Stain 

Buffer を分注し抗体希釈液を作製した。用いた抗体量と抗体名は以下に示した。

洗浄後のペレットを抗体希釈液 100 µL で懸濁し、室温・遮光下で 30 分間静置す

ることにより特異的抗体の反応を行った。これを 10% FBS/PBS 1 mL で懸濁し、

3000	
 rpm で 2 分間遠心することで洗浄を 2 度行った。上清除去後、ペレットを

300 µL の 10% FBS/PBS で懸濁して測定サンプルとした。 

 

<用いた抗体> 

・Alexa Fluor 488 Anti-p38 MAPK（pT180/pY182）（BD） 
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・PE Mouse anti-NF-κB（pS529）（BD） 

・Phospho-SAPK/JNK（Thr183/Tyr185）（G9）Mouse mAb（Alexa Fluor 647 conjugate）

（Cell Signaling） 

・Cell LAB Mouse IgG2b isotype Control（Beckman Coulter） 

・ Alexa Fluor 647 Mouse IgG1κ Isotype control（BD） 

・ Alexa Fluor 488 Mouse IgG1κ Isotype control（BD） 

 

	
 (2)	
 FACS Aria を用いた解析  

 

	
 上記で得たサンプルを BD Phosflow Protocol（BD）のマニュアルに従って FACS 

Aria（BD）に供し、データの解析を行った。 

 

	
 6.	
 ルシフェラーゼアッセイ  

 

	
 使用したルシフェラーゼアッセイは、第二章第二節第二項 5.と同様である。

用いたリポータープラスミドは、hTERT プロモーターを持つルシフェラーゼリ

ポーター（pGL3b-289、pGL3b-289 (E-box-mut)）(Fujiki T et al., 2007)を用いた。 
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第三項  	
 結果  

 

	
 1.	
 hTERT の転写抑制に対する MKK6 の寄与  

 

	
 TAK1 の下流因子である MKK6 の hTERT 転写への関与を検証するため、A549

細胞にアデノウイルスを用いて TAK1/TAB1、dominant active MKK6（daMKK6）

を遺伝子導入し、定量 RT-PCR を行った。その結果、TAK1/TAB1、daMKK6 を

遺伝子導入した A549 細胞において hTERT の転写が強く抑制されていることが

明らかとなった（Fig. 34）。 

	
 次に、MKK6 の hTERT 転写への関与をさらに検証するために、MKK6 の機能

欠損体 K82A を用いて定量 RT-PCR を行った。その結果、K82A により hTERT

転写の抑制が解除されることが明らかとなった（Fig. 35）。以上の結果から、TAK1

の下流に位置する MKK6 は hTERT の転写を抑制することが明らかとなった。 

 

	
 2.	
 hTERT 転写の抑制に対する p38 の寄与  

 

	
 TAK1、MKK6 の下流因子である p38 が hTERT 転写の抑制に関与するか検証

するため、まず TAK1 及び daMKK6 により p38 のリン酸化が生じるか Phosflow

解析を行った。その結果、TAK1、MKK6 共に p38 をリン酸化することが明らか

となった（Fig. 36）。さらに、p38 の特異的阻害剤である SB203580 の hTERT 発

現に対する効果を定量 RT-PCR 法により検証した。その結果、TAK1 及び MKK6

により抑制されていた hTERT 発現が SB203580 によって解除されることが明ら
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かとなった（Fig. 37）。以上の結果から TAK1 及び MKK6 の下流において、p38

が hTERT の転写抑制に機能することが明らかとなった。 

 

	
 3.	
 炎症性サイトカイン IL-1βによる hTERT 転写抑制に対す

る p38 の寄与  

 

	
 p38 をリン酸化する外来因子の探索を目的に以下のような実験を行った。今回

は外来因子として炎症性サイトカインである IL-1βに焦点を当て、p38 のリン酸

化を Phosflow 法によって調べた。その結果、IL-1βを10 µM 添加時に p38 がリン

酸化されることが明らかとなった（Fig. 38）。 

	
 次に、p38 の特異的阻害剤 SB203580 存在下で IL-1β処理を行い、hTERT 発現

に対する効果を定量 RT-PCR により検証した。その結果、IL-1β処理のみでは

hTERT の転写抑制が確認できたが、IL-1βと SB203580 を同時に処理すると hTERT

転写抑制が解除された（Fig. 39）。以上の結果から、p38 が hTERT 転写抑制に関

与することが明らかとなった。 

 

	
 4.	
 活性化型 p38 による hTERT 転写抑制  

 

	
 最近になり、p38α の dominant active 体の報告がなされた（Diskin et al., 2004）。

そこで p38α の dominant active 体として、D176A、F327L の single mutant を作製

し、これらの変異体を組み合わせて比較的活性の強い D176A+F327L の double 

mutant（p38DL）を作製した。この変異体は Diskin らの報告により、MKK6 と共



 110 

導入した Wild type p38α の活性と比べておよそ 25%の活性をもつことが明らか

となっている。そこで、dominant active 体 p38α による hTERT 転写抑制について

ルシフェラーゼアッセイを用いて検証した（Fig. 40）。その結果、p38DL は TAK1

や MKK6 と同様に hTERT 転写抑制効果をもつことが明らかとなった。 
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Fig. 34  MKK6 は hTERT 発現を抑制する  

A549 細胞にアデノウイルスを用いて TAK1/TAB1、dominant active MKK6
（daMKK6）を遺伝子導入し、hTERT 発現量を定量 RT-PCR 法により検証した。 
（mean ± SEM, n = 3 ; **, p < 0.01 , Student’s t-test） 
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Fig. 35 	
 TAK1 の下流で MKK6 が hTERT 発現抑制に寄与する  

A549 細胞にアデノウイルスを用いて TAK1/TAB1、daMKK6、dominant negative 
MKK6（K82A）を遺伝子導入し、hTERT 発現量を定量 RT-PCR 法により検証し

た。 
（mean ± SEM, n = 3 ; *,p < 0.05, **,p < 0.01 Student’s t-test） 
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Fig. 36	
 TAK1 及び MKK6 は p38 を活性化する  

A549 細胞にアデノウイルスを用いて TAK1/TAB1、daMKK6 を遺伝子導入し、

リン酸化 p38 を Phosflow 解析により検証した。 
白 : null, 黒 : TAK1/TAB1, 灰色 : daMKK6 
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Fig. 37	
 hTERT 抑制に対する p38 の寄与  

アデノウイルスを用いて TAK1/TAB1、daMKK6 を遺伝子導入した A549 細胞に

p38 特異的阻害剤 SB203580 を10 μM 添加し、hTERT 発現に対する効果を定量

RT-PCR 法により検証した。 

（mean ± SEM, n = 3 ; *,p < 0.05, **,p < 0.01, ***,p < 0.01 Student’s t-test） 
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Fig. 38	
 IL-1βは p38 を活性化する  

IL-1β を10 μM 添加時のリン酸化 p38 を Phosflow 法によって検証した。  
白 : 無処理, 黒 : IL-1β 添加 
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Fig. 39	
 IL-1βによる hTERT 発現抑制に対する p38 の寄与  

IL-1β を10 μM 添加時の内在性１hTERT 発現量を定量 RT-PCR 法によって調べた。

さらにその抑制に対する p38 の寄与を検証した。 
（mean ± SEM, n = 3 ; *,p < 0.05, **,p < 0.01, Student’s t-test） 
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Fig. 40	
 p38 は hTERT プロモーター活性を抑制する  

D176A+F327L の double mutant（p38DL）を作製し、TAK1、daMKK6、p38DL に

よる hTERT プロモーター活性に対する効果をルシフェラーゼアッセイにより検

証した。 
（mean ± SEM, n = 3 ; **p < 0.01 vs pcDNA, Student’s t-test） 
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第四項  	
 考察  

 

	
 本研究室では、テロメラーゼ活性を抑制することによるがん抑制の可能性に

ついて研究を行っており、これまでに、TAK1、PKC-δ が hTERT 遺伝子の転写

を抑制することを見出している（Fujiki et al. 2007, Yamashita S et al. 2014）。また、

TAK1、MKK6 による p38 の活性化が増殖抑制因子 TGF-β による遺伝子制御機

構において重要である（Hanafusa H et al. 1999）という報告や、転写制御増殖分

化因子 GDF-8 の機能制御に関わる（Philip B et al. 2005）という報告をうけ、本

研究では、TAK1 の下流因子として MKK6 及び p38 に着目し hTERT 転写制御の

可能性とその機能性について解析を行った。 

	
 解析の結果、TAK1、MKK6 シグナルにより p38 が活性化され、hTERT 転写を

抑制することが明らかとなった。また、p38DL のみでも hTERT 転写抑制効果を

示した。以上の結果から、がん細胞 A549 において MAPK p38 の活性化が hTERT

制御に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 

	
 実際にポリフェノールの一種であるフロレチンが p38 活性化により、A549 細

胞にアポトーシスを誘導するという報告（Min J et al. 2015）や、レスベラトロー

ルによる p38 活性化が軟肉腫に対して抗腫瘍効果を示すという報告（Dai Z et al. 

2015）もあり、p38 活性化を指標として抗がん作用をもつ食品のスクリーニング

も可能であることが考えられた。また、p38 による hTERT 抑制を介した抗がん

作用をもつ食品成分は未だ報告されておらず、今後新たな側面で抗がん作用を

もつ機能性食品成分を探索することも可能であると考えられた。p38 が活性化す

ることによ っ て 引 き 起 こ さ れ る テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 の 抑 制 は 正 常 細 胞 に
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お い て は 細 胞 老 化 を 誘 導 す る こ と が 予 想 さ れ 、 次 節 に お い て は 正 常 細

胞における p38 と細胞老化との関連について研究を行うこととした。 
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第五項  	
 小括  

 

	
 当研究室において、MAP3K として知られる TGF-β activated kinase 1 (TAK1)

が、ヒトテロメラーゼ触媒サブユニット（hTERT）遺伝子の転写を抑制すること

を明らかにした（Fujiki et al., 2007）。そこで本節では、hTERT 抑制に関与する

TAK1 下流因子の同定を目的に実験を行った。その結果、TAK1 の下流因子の一

つである MKK6、さらにその下流の因子 p38 によって hTERT 転写が抑制される

ことが明らかとなった。 

 

1. TAK1 による hTERT 転写抑制シグナルは MKK6 を介していることが明らか

となった。 

 

2. TAK1 及び MKK6 の下流で p38 が hTERT 抑制に関与していることが明らか

となった。 

 

3. p38 を活性化するシグナルが hTERT 転写を抑制することが明らかとなった。 

 

4. hTERT 転写抑制は p38 の活性化に依存することが明らかとなった。 
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第二節	
 正常細胞における p38 による hTERT 発現制御  

 

第一項	
 緒言  

 

	
 本節では、正常細胞における p38 による hTERT 転写制御の可能性について解

析を行った。 

	
 ヒト正常細胞の分裂回数には限界があることが知られており、これは異常細

胞の増殖を防ぎ、がん抑制に働いているものと考えられている。がん細胞にお

ける p38 の活性化は hTERT 転写抑制に関わっていたが、正常老化細胞において

は、p38 が活性化していることが知られているが（Iwasa et al., 2003）、その機能

性に関してはいまだ未知な部分が多い。そこで本研究では、正常細胞における

p38 の役割に注目し、その機能解析を行った。  
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第二項  	
 実験材料及び方法  

 

	
 1.	
 細胞及び細胞培養  

 

	
 ヒト臍帯血由来正常線維芽細胞株 HUCF-2 細胞（Riken Bioresource Center, 

Tsukuba, Japan）は、10% FBS を含む DMEM 培地で 37℃、5% CO2 条件下で継代

培養した。 

 

	
 2.  試薬の調製  
 

	
 SB203580 は、第四章第一節第二項 2.に記述した操作に従って調製した。アニ

ソマイシン（Wako Pure Chemical, Osaka, Japan）は使用前にエタノールに溶解し、

最終濃度 10 μM になるように調整した。 

 

	
 3.	
 SA-β-gal 染色  

 

	
 20 mg X-gal を 1 mL dimethylformamide に溶解した X-gal stock solution を準備し、

400 μL X-gal stock solution を 7.5 mL β-Gal staining solution に溶解した。ディッシ

ュ（φ60 mm）に 70〜80%コンフルエントに播種した A549 細胞の培地を取り除

き、1×PBS で細胞を洗った後、1 mL 固定液（2% formaldehyde/0.2% glutaraldehyde）

で 5 分間室温で細胞を固定した。次に固定液を除去し、PBS で 2 回洗浄してか

ら 1 mL SA-β-Gal staining solution をそれぞれのプレートに添加して、蒸発しない

ようにプレートの周りをテープで覆い、12 時間インキュベートした後、位相差
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顕微鏡で観察した。 

 

	
 4.	
  フローサイトメーターを用いた細胞内リン酸化 p38 の測

定（Phosflow 解析）  

 

	
 フローサイトメーターによる細胞内リン酸化 p38 の測定は、第四章第一節第

二項 5.の方法に準じて行った。 

 

	
 5.	
 定量 RT-PCR 

 

	
 使用した定量 RT-PCR 法は、第二章第一節第二項 4.の方法に準じて行った。

なお、HUCF-2 細胞においては 2.0×105 cells で 5 mL dish に播種した。 

 

	
 6.	
 SA-β-Galアッセイ  

 

	
 SA-β-Gal アッセイは、第二章第二節第二項 10.の方法に準じて行った。 

 

	
 7.	
 リン酸化 p38の免疫染色  

 

(1) 細胞固定液  

 

 Formaldehyde（16%, methanol-free, Ultra Pure EM Grade, Polyscience, Inc., 
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Warrington, USA）を PBS で希釈し、4% Formaldehyde 細胞固定液を調整した。 

 

(2) ブロッキングバッファー  

	
  

	
 10×PBS 1.0 mL、正常ヤギ血清 500 µL（Wako）、滅菌水 8.5 mL を混合し、ス

ターラーで撹拌しながら Triton X-100（100 %）30 µL（Sigma-Aldrich）を添加し

た。 

 

(3) 抗体希釈バッファー  

 

	
 10×PBS 1.0 mL を滅菌水 9.0 mL に加えて混ぜ、BSA（Bovine Serum Albumin 

Fraction V）0.1 g（Roche）を加え溶解した。その後スターラーで撹拌しながら

Triton X-100（100 %）30 µL（Sigma-Aldrich）を添加した。 

 

(4) 免疫染色・IN Cell Analyzer 1000 による測定および解析  

 

	
 HUCF-2 細胞を PBS 100 µL/well で洗浄し、細胞固定液 80 µL/well で室温 15 分

間放置し固定した。細胞固定液を除去し、PBS で 5 分間、３回洗浄した。その

後、ブロッキングバッファーで細胞を 1 時間ブロッキングした。バッファーを

除去し、抗体希釈バッファーで希釈した一次抗体（anti-phospho-p38 MAPK, Cell 

Signaling Tech.,; P-Histone H2A.X, Cell Signaling Tech. それぞれ800倍, 300倍希釈）

を 50 µL/well で細胞に添加し、4℃で一晩インキュベートした。そして PBS で 5
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分間 3 回洗浄した。以下の操作は遮光状態で行った。抗体希釈バッファーで 500

倍に希釈した二次抗体（AlexaFlour 555 anti-rabbit IgG, Life Technologies）を 50 

µL/well で細胞に添加し、室温で 1.5 時間インキュベートした。PBS で 5 分間 3

回の洗浄後、細胞核染色液 Hoechst33342（DOJINDO）1 µL/PBS 1 mL を 100 µL/well

で添加し 15 分室温にて放置し染色した。染色後、細胞核染色液を除去し、PBS 100 

µL/well で１回洗浄した。その後 PBS 100 µL/well に置き換え、IN Cell Analyzer 

1000（GE Healthcare）にて画像を取得した。画像は IN Cell Analyzer 1000 

Workstation（GE Healthcare）で解析し、二次抗体の蛍光量を測定することで細胞

内の p-p38 の発現量を調べた。その後、Spotfire DecisionSite Client 8.2 software 

(TOBCO Spotfire Japan)によりグラフ化した。 
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第三項  	
 結果  
 

	
 1.	
 老化に伴う SA-β-Gal 活性の上昇  

 

 本節で用いたヒト正常線維芽細胞は培養に伴い細胞老化を迎える。SA-β-Gal 

活性は、老化した細胞特異的に上昇することが知られ、老化細胞の特異的検出

法として広く用いられている（Itahana K et al., 2007）。そこでまず、SA-β-Gal 染

色により、若い細胞（PDL 15.4）と老化した細胞（PDL 28.1）の SA-β-Gal 活性

を測定した。その結果、HUC-F2 細胞は、老化するに従い SA-β-Gal 活性が上昇

していくことが明らかとなった（Fig. 41）。また、老化した細胞（PDL 28.1）に

p38 特異的阻害剤である SB203580 を 10 µM で 3 日間処理し、SA-β-Gal 染色を行

った。その結果、老化した細胞に SB203580 処理を行うと未処理の細胞に比べて

SA-β-Gal 活性が抑制されていることが明らかとなった（Fig. 41）。 

 

	
 2.	
 老化細胞における p38 の活性化  

 

	
 次に、細胞老化に伴って p38 の活性化が生じるかを Phosflow 解析により検証

した（Fig. 42）。その結果、老化した細胞（PDL 26.3）では若い細胞（PDL 13.8）

に比べて p38 のリン酸化が進み、活性化していることが明らかとなった。また、

老化した細胞（PDL 26.3）に p38 特異的阻害剤である SB203580 を 10 µM で 3

日間処理し、Phosflow 解析を行った結果、未処理の細胞に比べて p38 活性が抑

制されていることが明らかとなった。 



 127 

	
 3.	
 細胞老化に伴う hTERT 転写抑制  

 

	
 細胞老化に伴う hTERT の発現量の変化について定量 RT-PCR 法により解析を

行った。その結果、老化した細胞（PDL24.5）において有意に hTERT の発現量

が減少していることが明らかとなった。また同時に、老化細胞に SB203580 処理

を行うと、未処理の細胞と比べて hTERT 発現が上昇することが明らかとなった

（Fig. 43）。 

 

	
 4.	
 細胞老化における p38 及び hTERT の関与  

 

	
 次に、p38 の活性化に伴う hTERT の発現抑制が細胞老化を誘導する可能性を

検証するために解析を行った。その際、HUCF-2 細胞に hTERT を強制発現した

HUCF-2（hTERT）細胞、hTERT をノックダウンした HUCF-2（sh-hTERT）細胞

を作製した。p38 活性化因子としてはアニソマイシンを用いた。 

	
 まず HUCF-2（hTERT）細胞を用いて、SA-β-Gal アッセイ及びリン酸化 p38

の免疫染色を行った。その結果 mock では、アニソマイシン処理によって p38 の

活性化とともに SA-β-Gal 活性の増強が観察された（Fig. 44-1-A, B, 44-2, 46）。

しかしながら、HUCF-2（hTERT）細胞では、アニソマイシン処理による p38 の

活性化は生じていたが、SA-β-Gal 活性の増強は認められなかった（Fig. 44-1-C, 

D, 44-2, 46）。 

	
 次に HUCF-2（sh-hTERT）細胞を用いて、SA-β-Gal アッセイ及び p38 の免疫

染色を行った。その結果、p38 の活性化は認められなかったが、SA-β-Gal 活性
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の増強は確認された（Fig. 45, 46）。またアニソマイシン処理をすることで、

HUCF-2（sh-hTERT）細胞の p38 の活性化が認められた。 
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           B 
           
 
 
 
 
 
 
 
            C 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 41	
 分裂老化に対する p38 の寄与 
若い HUC-F2 細胞（PDL 15.4）と老化した HUC-F2 細胞（PDL 28.1）を SA-β-Gal

染色した。また、老化した HUC-F2 細胞に SB203580 を10 μM 添加し同様に

SA-β-Gal 染色した。 
A : PDL 15.4 
B : PDL 28.1 

C : PDL 28.1+SB203580 10 μM添加 
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Fig. 42	
 継代数及び SB203580 添加時の p38 活性 
若い HUC-F2 細胞（PDL 13.8）と老化した HUC-F2 細胞（PDL 26.3）におけるリ

ン酸化 p38 を Phosflow 解析によって検証した。また、老化した HUC-F2 細胞に

SB203580 を10 μM 添加し、同様に Phosflow 解析を行った。 
黒 : PDL 13.8 
赤 : PDL 26.3 
青 : PDL 26.3+SB203580 10 μM添加 
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Fig. 43	
 細胞老化に伴う hTERT 発現抑制に対する p38 の寄与 
若い HUC-F2 細胞（PDL 18.9）と老化した HUC-F2 細胞（PDL 24.5）を用いて内

在性 hTERT 発現量を定量 RT-PCR 法によって検証した。また、p38 特異的阻害

剤 SB203580 を10 μM 添加し、同様に定量 RT-PCR 法を行った。 
（mean ± SEM, n = 3 ; **p < 0.01 vs old, Student’s t-test） 
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C 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D 

Fig. 44-1	
 hTERT 強制発現下における SA-β-Gal 活性の変化  

hTRET の強制発現及びアニソマイシン処理下における HUCF-2 細胞の SA-β-Gal

活性を検証した。レトロウイルス発現系により hTERT を強制発現した HUCF-2

細胞に対してアニソマイシンを終濃度 10 µM で 24 時間処理した後 SA-β-Gal 染

色を施し、その細胞あたりの蛍光強度を IN Cell Analyzer1000 を用いて測定した。

なお、SA-β-Gal 活性が positive である細胞（黒）の割合が mock の細胞において

25%となるように閾値を設定した。 

(A,C)	
 各細胞の SA-β-Gal 活性と細胞面積を表した散布図 

(B,D )	
 各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフ 
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Fig. 44-2	
  hTERT 強制発現下における SA-β-Gal 活性の変化  

各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフの結果を、

n=3 で棒グラフ化した。 

（mean ± SEM, n = 3 ; **,p < 0.01, NS: Not Significant, Student’s t-test） 
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Fig. 45-1	
 hTERT ノックダウン時の細胞老化   

hTRET をノックダウンした HUCF-2 細胞にアニソマイシン処理を施し、SA-β-Gal

活性に与える影響を検証した。レトロウイルス発現系により hTERT をノックダ

ウンした HUCF-2 細胞に対してアニソマイシンを終濃度 10 µM で 24 時間処理し

た後 SA-β-Gal 染色を施し、その細胞あたりの蛍光強度を IN Cell Analyzer1000 を

用いて測定した。なお、SA-β-Gal 活性が positive である細胞（黒）の割合が mock

の細胞において 25%となるように閾値を設定した。 

(A,C)	
 各細胞の SA-β-Gal 活性と細胞面積を表した散布図 

(B,D )	
 各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフ 
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Fig. 45-2	
  hTERT ノックダウン時の細胞老化  

各細胞における SA-β-Gal 活性 positive な細胞の割合を示した円グラフの結果を、

n=3 で棒グラフ化した。 

（mean ± SEM, n = 3 ; **,p < 0.01, ***,p < 0.01 Student’s t-test） 
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      A 

 
         B 

 
 
 
Fig. 46	
 hTERT 強制発現／ノックダウン時のリン酸化 p38  

hTERT 強制発現及びノックダウンした HUCF-2 細胞におけるリン酸化 p38 を検

証した。レトロウイルス発現系により hTERT を強制発現した HUCF-2 細胞に免

疫染色を施し、細胞あたりの蛍光強度を IN Cell Analyzer1000 を用いて測定した。 
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第四項  考察  

 

	
 正常細胞の分裂寿命は、DNA 複製ごとに起こるテロメアの短縮によって支配

されており（Allsopp et al., 1992）、細胞老化の起因の一つと考えられている。ま

た、テロメアはテロメア配列を付加、延長させるリボヌクレオタンパク質酵素

テロメラーゼの活性に依存しており（Kakuo et al., 1999）、逆転写酵素 hTERT が

テロメラーゼの主要な構成要素の一つである（Daniel et al., 2012）。第一節の結果

から、がん細胞において hTERT 抑制に p38 の活性化が関与していることが明ら

かとなったが、正常老化細胞における p38 の機能性に関してはいまだ未知な部

分が多い。そこで本節では、正常細胞における p38 と細胞老化に注目し、その

機能解析を行った。  

	
 まず、ヒト正常線維芽細胞 HUCF-2 細胞の老化に伴う変化と p38 との関連に

ついて検証した。その結果、HUCF-2 細胞は老化に伴って HUCF-2 細胞内の p38

の活性化が亢進するとともに SA-β-Gal 活性が増強していることが明らかとなっ

た。そこで、正常細胞の老化に伴って活性化された p38 も hTERT を抑制してい

るのではないかと考え検証した結果、p38 の活性化が hTERT 転写を抑制するこ

とによって老化が誘導されるものと考えることができた。また、HUCF-2

（hTERT）、HUCF-2（sh-hTERT）細胞を作製し、p38 と hTERT 抑制の細胞老化

誘導に対する寄与について検証を行った結果、細胞老化を誘導するためには、

p38 の活性化が必ずしも重要ではなく、hTERT の発現抑制が重要であると考えら

れた。つまり、老化した細胞において p38 が活性化されるのは、hTERT 転写の

抑制のためであると考えられた。これまでに、活性化された p38 が細胞老化に
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おいて重要であり、また NF-κB シグナルを誘導することによって炎症反応や発

が ん を 誘 導 す る 様 々 な 分 泌 性 タ ン パ ク 質 が 高 発 現 す る SASP

（ senescence-associated secretory phenotype ） と よ ば れ る 現 象 を 引 き 起 こ す

(Salminen A et al., 2012)と報告されていたが、その分子基盤については明らかと

なっていなかった。本研究によって細胞老化が生じる過程での p38 の役割が明

らかとなり、今後の細胞老化研究に対して寄与することができると考えられた。 

	
 さらに、p38 は加齢に伴って発症リスクの高まるアルツハイマー病患者の脳内

の神経細胞で活性化されるという報告（Hensley, K et al., 1999）や hTERT タンパ

クが脳内で保持されることによって脳内のミトコンドリアにおける酸化ストレ

スを抑え、その結果アルツハイマー病などの神経変性疾患に有用である

（Spilsbury A et al., 2015）という報告がある。このように p38、hTERT は加齢性

疾患においても重要な役割を担うと考えられ、今後その制御を通じた疾患抑

制の実現に向けた研究の発展が期待される。  
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 第五項	
 小括  

 

	
 本節では、正常細胞における p38 による hTERT 転写制御の可能性について解

析を行った。正常細胞において細胞老化を誘導する為には、p38 の活性化が必ず

しも重要ではなく、活性化された p38 による hTERT の発現抑制が重要であると

考えられた。 

 

1. 正常細胞の老化と p38 の活性には関係性があると考えられた。 

 

2. p38 の活性化により hTERT が抑制され、細胞老化が誘導されるものと考えら

れた。 

 

3. hTERT の発現抑制こそが、細胞老化に重要な寄与を果たしているものと考え

ることができた。 
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第四節	
 	
 総括  

 

	
 近年になり、人々の健康への関心とともに、乳酸菌をはじめとするプロバイ

オティクスによる整腸作用が健康に大きく関与していることが報告されてきた。

また、乳酸菌による生活習慣病や免疫機能の増強などといった今後の人類の健

康課題ともいえるものにも効果を有していることが分かってきている。そこで

本研究では、他の腸管機能制御能を持つ乳酸菌の探索および、その機能性の分

子基盤を明らかにすることを目的として研究を行った。 

 

	
 第二章第一節では、腸管内 SIRT1 が結腸がん抑制効果を持つという報告があ

ることから、腸管上皮モデル細胞として用いられている Caco-2 細胞において

SIRT1 を活性化する乳酸菌を同定することを目的とし、実験を行った。フロー

サイトメーターを用いて、Caco-2（SIRT1p-EGFP）細胞の EGFP 蛍光強度の変化

を追跡した結果、SIRT1 を増強する乳酸菌として 3 種類の乳酸菌を選出した。

選出した SIRT1 増強乳酸菌の、内在性 SIRT1 発現に対する効果を定量 RT-PCR

法により検証した。その結果、Lactobacilllus brevis T2102 株を SIRT1 増強効果の

最も強い乳酸菌として同定することが出来た。本研究による SIRT1 活性化乳酸

菌を同定したシステムは、目的とするプロモーターを変えることにより、様々

な遺伝子の発現を増強する食品成分を簡便に同定できると示唆された。 

 

	
 第二章第二節では、第二章第一節で同定した最も SIRT1 活性化能が高い T2102

株の機能性、及びその分子基盤について研究を行った。 Τ2102株は、β-カテニン
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活性依存性の結腸がん細胞において細胞増殖抑制効果を示すことが明らかにな

った。また、T2102 株は、DLD-1 において、SIRT1 活性化に伴い β-カテニンの

脱アセチル化と分解を誘導し、β-カテニン活性を抑制した結果、細胞増殖を抑制

することが明らかになった。さらに、T2102 株は、β-カテニン依存的に DLD-1

細胞内での hTERT 活性及び発現を減少させ、細胞老化を誘導しそれが T2102 株

による DLD-1 の細胞増殖抑制の原因となっているものと考えることができた。 

最後に、T2102 株による DLD-1 に対する効果は、TLR 依存性であることが明ら

かとなった。 

	
 今後の課題として、乳酸菌 T2102 株が結腸がん細胞に認識される部位や構造、

物質の特定が必要である。また、T2102 株が認識される受容体 TLR の特定や TLR

依存の SIRT 活性化経路を解明する必要がある。さらに、T2102 株には免疫力増

強効果があることも本研究室が特定している（後藤 2009）ことから、さらなる

機能性をも有する可能性がある為、DNA マイクロアレイなどの網羅的な遺伝子

の挙動について検証することが有効であると考えられる。最後に、in vivo 系の

実験は、今回ヌードマウスに腫瘍移植させ、サイズを測定する実験のみである

為、T2102 株を経口投与した際の腫瘍系性能に与える影響や、β-カテニンを高発

現させたトランスジェニックマウスにおける T2102 株の効果についても検討し

ていく必要がある。 

 

	
 第三章第一節では、hTERT 抑制に関与する TAK1 下流因子の同定を目的に実

験を行った。A549 細胞では、TAK1 の下流因子の一つである MKK6、さらにそ

の下流の因子 p38 によって hTERT 転写が抑制されることが分かった。また、
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p38DL を用いて実験を行った結果、hTERT 抑制は p38 の活性化に依存すること

が示唆された。以上の結果から、がん細胞 A549 において MAPK p38 の活性化が

hTERT 制御に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。	
  

 

	
 第三章第二節では、がん細胞において MAP キナーゼ p38 が hTERT 遺伝子の

転写を抑制することを明らかにした。正常線維芽細胞 HUCF-2 における p38 に

よる hTERT 転写制御の可能性について解析を行った。解析の結果、正常細胞に

おいて細胞老化を誘導する為には、p38 の活性化が必ずしも重要ではなく、

hTERT の発現抑制が重要であると考えられた。以上の結果から、p38 の活性化が

hTERT を抑制することによって老化が誘導されるものと考えられた。 

	
 以上の結果をまとめると、様々な組織、細胞において多種多様に制御されて

いる、p38、hTERT による転写制御の分子基盤の一端を明らかにすることができ

た。また、p38、hTERT の活性抑制効果によって加齢性疾患を抑制できる食品成

分を探索できる可能性が示唆され、今後の新規機能性食品の同定が期待できる。 
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