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腸内常在菌による carcinoembryonicantigen"related cell adhesion moleculeの
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(目的)

腸内常在菌は免疫細胞のサイトカイン産生や腸上皮細胞の遺伝子発現(細胞間接着

や細胞増殖に関わる因子、抗菌ペプチドなど)を制御し、両細胞の機能制御に重要な

役割を果たすと考えられている。 Carcinoembryonicantigen-related cell adhesion 

molecule (CEACAM)ファミリーはイムノグロプリンスーパーファミリーのサブ、グ、ル

ープの lつであり、ヒト、マウスにおいてそれぞれ 12種類、 8種類の異なる CEACAM

が存在する。中でも膜蛋白質である CEACAM1は、腸管を含む様々な組織に発現してい

る。腸管では腸上皮細胞に発現し、培養細胞やCEACAM1遺伝子破壊マウスを用いた解

析から、細胞増殖を負に制御する因子であることが示唆されている。さらに、炎症性

サイトカイン TNF-αや IFN-γ 刺激を受けた大腸癌由来上皮細胞や Neisseria

gonorrhoeae感染を受けたヒト卵巣表層上皮細胞において CEACAM1の発現量の増加が

報告されていが、腸内常在菌が正常な腸上皮細胞における CEACAM1の発現制御に関与

しているかについては明らかとはなっていない。また、 CEACAM20もCEACAM1と同様に

ヒト、マウスに存在する膜蛋白質であゆ、マウスでは腸管や精巣にその mRNAの発現

が報告されている。最近、ヒトの前立腺上皮細胞において CEACAM1とCEACAM20の発

現が認められ、両者が invitroの解析から前立腺の形態形成に関わっていることが

示唆されている。しかしながら、腸管での CEACAM20の発現様式やその制御機構につ

いてはほとんど明らかとなっていない。そこで本研究ではー、腸内常在菌による腸上皮

細胞における CEACAM1とCEACAM20の発現制御について検討した。



(方法、結果及び考察)

成体マウス腸管における CEA印刷、CEACAM20の発現及びその局在を検討する目的で、

マウスより小腸及び大腸を単離し、パラホルムアルデヒドにて固定後、凍結切片を作

製し、抗s-Catenin抗体と抗CEACAM1抗体又は抗CEACAM20抗体を用いた二重免疫染

色を行った。その結果、 CEACAM1及びCEACAM20が共に腸上皮細胞のアピカル面に特異

的な発現を示すことが明らかとなった。また、腸上皮細胞の微紋毛に局在する蛋白質

EBP-50に対する抗体と抗 CEACAM1抗体による二重免疫染色の結果から、 CEACAM1と

EBP-50の共局在が認められ、さらに、抗CEACAM1抗体と抗CEACAM20抗体による免疫

染色から CEACAM1とCEACAM20の共局在が観察され、これらから両CEACAMは腸上皮細

胞の微紙毛に共局在する膜蛋白質であることが強く示唆された。また、抗CEACAM1抗

体、抗 CEACAM20抗体及び抗s-Tubulin抗体を用いたウエスタンブロットによる解析

から、マウス小腸(十二指腸、空腸、回腸)、大腸(盲腸、近位大腸、遠位大腸)の

各部位の腸上皮細胞において両CEACAM蛋白質の発現が確認された。

そこで、腸内常在菌がCEACAM1、CEACAM20の発現制御に関与するかについて検討す

る目的で、野生型マウスに抗生剤(アンピシリン、パンコマイシン、メトロニダゾー

ル、ネオマイシン)を含む飲料水を4週間摂取させた後、小腸、大腸より単離した上

皮細胞を用い、ウエスタンブロットにより両蛋白質の発現量について定量的解析を試

みた。その結果、抗生剤投与により小腸上皮細胞で、は CEACAM1及び CEACAM20蛋白質

の発現量の著明な低下を認め、一方、大腸上皮細胞では両者の発現量の低下及び上昇

を認めなかった。この結果と一致し、免疫組織染色の解析から、抗生剤投与後マウス

では、小腸上皮細胞での CEACAM1、CEACAM20の染色シグナルの著明な減弱を認めた。

さらに、小腸上皮細胞より抽出した RNAを用いたリアルタイム PCRによる CEACAM1、

CEACAM20の耐NAの発現量の解析からも、両者の mRNAの発現量の著明な低下が抗生剤

投与マウスにおいて認められた。また、無菌マウスにおいても、小腸上皮細胞での

CEACAM1、CEACAM20蛋白質及びmRNAの発現量の低下を認めた。以上の結果から、腸内

常在菌が小腸上皮細胞での両CEACAMのmRNA及び蛋白質の発現を促進することが示唆

された。加えて、アンピシリン又はパンコマイシンの単独投与を行ったマウスでは、

小腸上皮細胞でのCEACAM1、CEACAM20の著明な蛋白質の発現低下を認めたが、メトロ

ニダゾール又はネオマイシン単独投与マウスでは両蛋白質の発現量の低下を認めな

かった。さらに、パンコマイシンを投与したマウスでは、免疫組織染色及びリアルタ

イム PCRによる解析から CEACAM1、CEACAM20の蛋白質及びmRNAの発現量の著明な低

下を認め、一方、ネオマイシン投与マウスでは、同様の低下を認めなかった。パンコ

マイシン及びアンピシリンは特にグラム陽性菌に対し抗菌作用を示し、ネオマイシン

は特にグラム陰性菌に抗菌作用を示すことから、腸内常在菌の中でもグラム陽性菌が、

両CEACAMの発現制御に関与することが示唆された。

腸内常在菌は、免疫細胞による TNF-αや IFNーγなどのサイトカインの産生を促す

ことが知られている。実際、パンコマイシン4週間投与後のマウスの小腸では、 TNF-

α及び IFN一γのmRNAの発現量の低下が確認された。そこで、これらのサイトカイン

が腸上皮細胞でのCEACAM1、CEAC馴20の発現の促進に関与するかについて、腸オルガ

ノイド培養系を用い解析を試みた。腸オルガノイド培養系(腸上皮細胞のみで構成)

は、マウス小腸のクリプトを単離し、マトリゲ、ル内で上皮細胞増殖因子、 R-spondin1

及び Noggin存在下で培養することでクリプトが細胞増殖と分化を繰り返し、蹴毛構

造を形成する培養系である。この腸オルガノイド由来上皮細胞では、内在性にCEACAM1

及びCEACAM20の発現を認め、 TNF'-α、IFN-γ刺激 12時間後の両者の凶NAの発現量

を解析したところ、 IFN一γ刺激では、 CEACAM1及びCEACAM20の耐NAが、一方、 TNF-

αではCEACAM1の耐NAのみの発現量の有意な増加を認めた。さらに、TNF一α及びIFN

γ刺激24時間後における CEACAM1及びCEACAM20蛋白質の発現量についても、 IFN一γ

刺激では両蛋白質の増加を、 TNF-αでは CEACAMlのみの発現量の増加傾向を認めた。



すなわち、腸内常在菌を介した TNF-αおよび IFN-γの産生が、小腸上皮細胞におけ

る両CEACAMの発現の促進に関与すると考えられた。

腸内常在菌は、免疫細胞によるサイトカイン産生を促すのみならず、腸管内の食物

繊維を代謝し、短鎖脂肪酸(酢酸、プロピオン酸、酪酸など)を産生することが知ら

れている。また、抗生剤投与マウスや無菌マウスでは腸管内での短鎖脂肪酸量が、通

常のマウスに比べ減少することが報告されている。そこで、 CEACAM1及びCEACAM20の

発現制御に酢酸、プロピオン酸、酪酸が関与するかについて検討した。腸オルガノイ

ドを各短鎖脂肪酸により 12時間刺激した後、 CEACAM1及びCEACAM20の mRNAの発現

量を検討したところ、 CEACAM1のm剛Aの発現量は各短鎖脂肪酸刺激及び3種の短鎖脂

肪酸の同時刺激による増加や減少は認めなかった。一方、 CEAC馴20は酪酸単独及び3

種の短鎖脂肪酸の同時刺激によりそのmRNAの有意な増加を認めた。また、酪酸刺激

24時間後における CEACAM1及びCEACAM20蛋白質の発現量の解析から、 CEACAM20蛋白

質のみ発現量の著明な増加が明らかとなったことから、小腸上皮細胞における

CEACAM20の発現誘導への酪酸の関与が示唆された。さらに、酪酸がヒストン脱アセチ

ル化酵素の阻害活性を有すること、また、 MAPキナーゼ (Erk-1!2、p38、JNK)を活性

化させることが報告されていることから、ヒストン脱アセチル化酵素の阻害剤である

トリコスタチンA及び各山Pキナーゼの祖害剤にて腸オルガノイドを処理したところ、

CEACAM20のmRNAの発現量の増加がトリコスタチンA処理により認められ、その一方

で、 JNKの限害剤により酪酸による CEACAM20の耐NAの発現量の増加が抑制された。

以上の結果から、腸内常在菌の代謝産物である酪酸が、ヒストン脱アセチル化酵素の

阻害、並びに川Kの活性化を介して CEACAM20の発現量の増加に関与すると考えられ

た。

(結論)

CEACAM1及びCEACAM20は腸上皮細胞の内腔面に局在し、小腸上皮細胞特異的にその

発現が腸内常在菌、特にグラム揚性菌により促進的に制御されることが示唆された。

また、この腸内常在菌による両 CEACAMの発現制御には、免疫細胞から産生された炎

症性サイトカイン IFN-γ、TNF-αや、食物繊維の代謝産物である酪酸が関与すること

が強く示唆された。
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[研究目的】

腸内常在菌は免疫細胞のサイトカインの遺伝子発現のみならず、腸上皮細胞の遺伝子発

現(細胞間接着や細胞増殖に関わる因子、抗菌ペプチドなど)を制御し、腸上皮細胞の機

能制御に重要な役割を果たすと考えられている。イムノグロフリンスーパーファミリーに

属する膜蛋白質である CEACAMl(Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1) 

は、腸上皮細胞に発現が認められ、腸上皮細胞の増殖を負に制御する因子であることが示

唆されている。一方で、炎症性サイトカインTNF-αやIFN-y刺激を受けた大腸癌由来上皮

細胞や Nei旨'seriagonorrhoeae感染を受けたヒト卵巣表層上皮細胞においてその発現量の増

加が報告されていが、腸内常在菌が腸上皮細胞での CEACAMlの発現制御に関与するかに

ついては明らかではない。また、本研究者らは最近、同じく膜蛋白質である CEACAM20

が腸上皮細胞に発現することを見出してはいるが、腸管における発現様式やその制御機構

についてはほとんど明らかとなっていない。そこで、本研究では腸内常在菌による腸上皮

細胞における CEACAMl、CEACAM20の発現制御について検討を行った。

【研究方法及び結果、考察]

本研究者は、成体マウス腸管における CEACAMl、CEACAM20の発現及びその局在を検

討する目的で、マウスより小腸及び大腸を単離し、画定後、凍結切片を作製し、抗s-Catenin

抗体と抗CEAC品 tfl抗体又は抗CEACAM20抗体を用いた二重免疫染色を行った。その結

果、 CEACAMl及びCEACAM20が共に腸上皮細胞のアピカル面に特異的な発現を示すこ

とが明らかとなった。更に、腸内常在菌がCEACAMl、CEACAM20の発現制御に関与する

かについて検討する目的で、野生型マウスに抗生剤(アンピシリン、パンコマイシン、メ

トロニダゾール、ネオマイシン)を含む飲料水を4週間摂取させた後、小腸、大腸より単

離した腸上皮細胞を用い、ウエスタンプロットにより両蛋白質の発現量を定量的に解析し

た。その結果、抗生剤投与により小腸上皮細胞でCEACAMl、CEACAM20蛋白質の発現量

の著明な低下を認めた。更に、パンコマイシン、アンピシリンの単独投与において、著明

な小腸上皮細胞での CEACAMl、CEACA限 Oの発現低下を認めた一方で、ネオマイシン投

与では低下を認めなかった。すなわち、腸内常在菌の中でも特にグラム陽性菌が、両

CEACAMの発現制御に関与することが示唆された。

腸内常在菌は、免疫細胞によるτ'NF-αや IFN-γなどのサイトカインの産生を促すことが
知られている。実際、パンコマイシン4週間投与後のマウスの小腸では、これらのmRNA

の発現量の低下を認めた。更に、腸オルガノイドをTNF・α又はIFNヴで刺激後、CEACAMl、

CEACAM20のmRNA、蛋白質の発現量の解析から、 τ'NF-α刺激ではCEACAMlのみが、
IFN-γ刺激では CEACAMl及びCEACAM20の発現の増加を認めた。すなわち、腸内常在

菌を介した TNF-α及びIFN-yの産生が、小腸上皮細胞における両CEACAMの発現の促進

に関与すると考えられた。また腸内常在菌は、腸管内の食物繊維を代謝し、短鎖脂肪酸



(酢酸、プロピオン酸、酪酸など)を産生することが知られている。興味深いことに、

CEACA胞 Oでは酪酸単独及び3種の短鎖脂肪酸の同時刺激によりそのmRNAの有意な増

加を認めたが、 CEACAMlでは増加や減少を認めなかった。酪駿がヒストン脱アセチル化

酵素の阻害活性を有することから、ヒストン脱アセチル化酵素の阻害剤であるトリコスタ

チンAにて腸オルガノイドを処理したところ、同様にCEACA叩 0のmRNAの発現量の増

加が認められた。以上の結果から、腸内常在菌の代謝産物である酪酸が、ヒストン脱アセ

チル化酵素の阻害を介してCEACAM20の発現量の増加に関与すると考えられた。

【結論】

本研究により、申請者らはCEACAMl及びCEACA胞 0が腸上皮細胞の内腔面に局在し、

小腸上皮細胞特異的にその発現が腸内常在菌、特にグラム陽性菌により促進的に制御され

ることを明らかにした。また、この発現制御に、炎症性サイトカインτNF-a、IFN-y及び

酪酸が関与する可能性が示唆された。

本研究は、腸内常在菌による腸上皮細胞の遺伝子発現の制御機構について重要な知見を

得たものとして価値ある業績であると認める。よって、本研究者は、博士(医学)の学位

を得る資格があると認める。




