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第 1 章 序論 

 

1.1 酵母の分類と性質 

 地球最初の生命である原核生物が地球上に誕生したの

は今から約 38 億年前，続いて最初の真核生物が約 18 億

年前，そして「酵母」は約 10 億年前に誕生したと考えら

れている。ヒトの祖先がわずか 500 万年前に誕生したこ

とを考えると，想像も及ばないほどの長い年月を，酵母

は地球上で生存し続けてきたことになる。 

 現在，地球上に存在する生物は一億種を超えるとされ，

互いに影響を及ぼしあいながら，生命を維持している。

これらの生物について，その遺伝的・機能的・形態的特

徴から分類が試みられてきたが，その分類方法には諸説

あり，古くは 18 世紀に Carl Linnaeus が生物を植物界と

動物界に分ける 2 界説を唱えたことに始まる。その後，

1866 年には，Haeckel が原生生物界を加えて，3 界説を

提唱したが，20 世紀になると Whittaker が 1969 年に提唱

した 5 界説（モネラ界，原生生物界，菌界，動物界，植

物界）が主流となった（Whittaker, 1969）。現在では，Woese

によって発表された，界のさらに上の分類として 3 つの

超界，真核生物，真正細菌，アーキア（古細菌）を設け

て分類する説が広く受け入れられている（Woese, 1994; 

Woese and Fox, 1977; Woese et al., 1990）（図 1-1）。 

 酵母やカビ・キノコを含む菌類は，Woese の説によれ

ば，真核生物超界に含まれることとなり，5 界説に従え

ば，菌界（菌類，真菌）に含まれることとなる。菌類の

細胞内には，核膜で仕切られた核，ミトコンドリア，小

胞体，ゴルジ体，液胞，微小管などが存在する。菌類の

うち，主として単細胞の形態で増殖する一群を酵母と呼

んでいる。 

 酵母は，自然界に広く分布しており，花や果実，樹皮

などの植物，土壌，淡水・海水などから分離されるとと

もに，南極の土壌や 2000～6500 m の深海等の極限環境

からの分離例も報告されている。また，ミミズや昆虫な

どの無脊椎動物や，魚類，鳥類，哺乳類などの脊椎動物

の消化器官，呼吸器官，体表などからも分離され，ヒト

の真菌感染症発症時には，血液や組織内等にも存在が認

められる。 

 酵母は，菌類の子嚢菌門（Ascomycota）に属する子嚢

菌系酵母と，担子菌門（Basidiomycota）に属する担子菌

系酵母に分類される（図 1-2）。この分類は，個体間の交

配を行う際の減数分裂により形成される有性胞子の形態

に基づいている。子嚢菌系酵母は，細胞内に子嚢を持ち，

その中に数個の胞子を形成するものであり，有性世代が

見つかっていない不完全菌類（不完全酵母）も子嚢菌系

酵母に含まれている。代表的な種類として，

Saccharomyces 属や Schizosaccharomyces 属，Candida 属等

が挙げられる。一方の担子菌系酵母は担子器を形成し，

その外側に胞子を形成する酵母で，Bullera 属や

Sporobolomyces 属のほか，Cryptococcus 属や Malassezia

属，Rhodotorula 属が含まれている（大隅・下田, 2007）。

しかし，酵母の分類は不完全な点も多く，同じ属の酵母

が違う目や綱にまたがって存在することも珍しくない。

図 1-1 Woose による生物三超界説 

図 1-2 酵母の分類と菌種の例 
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今後，ゲノム情報や遺伝子の機能が解明されることによ

り，分類体系がさらに整備されていくと考えられる。 

 また酵母をその無性世代の増殖形態から，

Saccharomyces cerevisiae を代表とする「出芽酵母」と

Schizosaccharomyces pombe を代表とする「分裂酵母」の

2 つのグループに分類することも可能である。出芽酵母

では，母細胞から細胞質分裂により小さな芽細胞が形成

され，続いて核分裂が起こり，娘細胞が形成される。そ

の後，娘細胞は母細胞から切り離され，独立した細胞と

なる。一方，分裂酵母では，細胞内に横断隔壁が形成さ

れ，その隔壁が 2 枚に分かれることにより 2 個の新しい

細胞が形成される。 

 

1.2 酵母の利用 

 我々人類は，微生物の存在を認識する遙か以前より，

酵母などの微生物を酒造などの醸造発酵に利用してきた。

紀元前 4000 年以前には，メソポタミアでワインやビール

が造られていたということを示す記録がある。日本にお

いても「魏志倭人伝」に，酒に関する記述があり，それ

以前からすでに醸造技術を有していたことがわかる。17

世紀になって，A. van Leeuwenhoek は，自ら発明した顕

微鏡を用いて酵母を含むさまざまな微生物を発見したが，

醸造が酵母によってなされていることが分かったのは，

19 世紀になってからである。代表的な酵母として，日本

酒などに用いられている S. cerevisiae，味噌や醤油に用い

られる耐塩性酵母のCandida versatilisやZygosaccharomyces 

rouxii，発酵乳ケフィアに乳酸菌と共に用いられる

Kluyveromyces marxianus や Candida kefyr，アフリカのポ

ンベ酒に用いられる S. pombe，食飼料用の Candida utilis

などが挙げられる。 

 以前は，原材料に自然に付着していたり製造環境中に

存在したりする酵母を用いて醸造を行っていたが，現在

では，それぞれの醸造に適した菌株を純粋培養したり，

また育種によって作製したりして利用し，より効率のよ

い醸造が可能になっている。 

 近年では，微生物の遺伝子工学が進展し，真核生物の

なかでも遺伝子操作を行いやすく，培養も容易である酵

母は，さまざまな物質生産の場として利用されている。

酵母は大腸菌や枯草菌と異なり，真核生物であることか

ら，生産されるタンパク質が糖鎖修飾を受けて，高次構

造をとり，ヒトタンパク質などと同等の活性を有するよ

うなタンパク質を生産することが可能である。この性質

を利用して，医学分野においても，酵母を用いた組み換

えヒトタンパク質製剤が生産・利用されている。また，

バイオエタノールの需要の高まりとともに，効率的なエ

タノール生産技術開発のための，酵母の選抜育種が進め

られている。 

 さらに，酵母は，産業上用いられるだけでなく，モデ

ル実験生物としても利用されており，その価値は非常に

高く，科学の進歩に大きな役割を果たしている。酵母の

遺伝子機能，細胞内代謝経路，タンパク質発現などは，

ヒト細胞と多くの共通点を持っているため，ヒト細胞で

の多くの現象を，酵母細胞を用いて解明することも可能

である。また，哺乳類細胞よりも遺伝子改変が容易なた

めに，さまざまな遺伝子破壊株を用いて，例えば，ヒト

のガンの発症機構の解明や治療薬開発に関する研究が行

われている。 

 最近では，ゲノム解析技術の進展とともに，酵母のゲ

ノム解析が進められており，実験室酵母の代表である出

芽酵母 S. cerevisiae や分裂酵母 S. pombe に関しては，既

に全ゲノムの解析が終了している（Goffeau et al., 1996）。

さらには，ひとつひとつの遺伝子を破壊した株など，さ

まざまな酵母菌株も作製され，日本では文部科学省バイ

オリソースプロジェクト（酵母）で，約 10,000 株の S. 

cerevisiae と約 7,000 株の S. pombe，およびそれらの DNA

ライブラリーが収集・保存・分譲されている。これらの

酵母細胞は，生物学分野の研究において，生体機能の解

明に利用されている。 

 

1.3 酵母の病原性 

 酵母は，産業や科学の優れた材料として利用される一

方で，ヒトをはじめとする哺乳類の口腔や鼻腔，腸管，

皮膚などに常在していることが知られている。これらの

酵母は，通常，健康な宿主の体表面・体内では無害であ

るが，生体防御機能が弱ったときには病原性を発揮し，

日和見感染症を誘発することがある。また，通常環境中

に浮遊・存在する菌種が感染を引き起こすこともある。

特に，ヒト免疫不全ウイルス（HIV）感染時や自己免疫

疾患等による好中球減少症の患者において，酵母感染が

重篤な症状を示すことが多い。また，院内感染の原因菌

としても酵母はときに問題となる。 

 日和見病原性酵母の代表的酵母が，Candida albicans で

ある。通常は粘膜面に酵母形で存在するが，宿主の免疫

が衰えてくると，組織内に侵入して発芽管を伸長させ，

菌糸を形成する。細胞形態により，その細胞構成成分や

代謝活動が異なるため，宿主の免疫系に及ぼす影響も変

化する。菌糸形の Candida は，宿主細胞に貪食されにく

くなり，細胞傷害性を示すプロテアーゼやリパーゼを産

生するために治療が困難となりやすい。また，C. albicans

感染時には，炎症反応を示す一方で，免疫反応が抑制さ

れることも報告されているが，その機構については未だ

解明されていない点が多い。Candida 属では，C. albicans



東京都農林総合研究センター研究報告 第 7 号（2012 年） 

 

－ 4 － 

以外に，C. glabrata，C. tropicalis，C. krusei なども病原性

を示すことが報告されている。 

 Candida 属以外では，環境中に生息する二形成酵母

Blastomyces dermatitidis や Histoplasma capsulatuma，

Pracoccidioides brasiliensis が病原性を示す。これらの酵

母は通常，Candida 属とは反対に，土壌中（27℃）など

では菌糸形をとるが，ヒトなどの生体内（37℃）に入る

と酵母形で増殖する。そして，酵母形のまま，マクロ

ファージに取り込まれ，全身に感染が広がる。また，土

壌などから分離される Crypotococcus neoformans も病原

性を有することが知られており，酸性ヘテロ多糖体から

なる莢膜を有することで，感染した宿主の免疫機構から

逃れやすくなり，肺や中枢神経系に感染する。そのほか

にも，Pneumocytis carinii による肺炎，皮膚常在性酵母

Malassezia furfur によるカテーテルを介した感染例など

が報告されている。いずれも，健康な免疫機能を有した

宿主であれば，感染が起こっても自然治癒することが多

いが，何らかの疾患等によって免疫機能に障害をきたし

ている場合には，感染が広がり重篤な症状を示すことが

多い。 

 真菌症の治療には，薬剤を使った化学療法が一般的で

ある。現在，日本で治療薬として利用されている抗真菌

薬は，真菌の DNA 合成を阻害するフルオロピリミジン

系，細胞壁成分の β-グルカン合成を阻害するエキノキャ

ンディン（キャンディン）系，細胞膜成分のエルゴステ

ロールの合成を阻害するポエリン系とアゾール系の 4 種

類に分類される。これらの抗菌スペクトルはそれぞれ異

なっており，対象とする菌種に適した薬剤を選択するこ

とが重要である。また，酵母の発育ステージによっても，

感受性が異なり，自然耐性（一次耐性）を有している菌

や，薬剤の使用により出現する獲得耐性（二次耐性）菌

の存在も問題となっている。薬剤耐性の獲得は，抗真菌

薬の標的となる分子の過剰発現や，薬剤との親和性の低

下，薬剤の透過性の低下，ABC トランスポーターによる

薬剤排出等が原因と考えられている。さまざまな抗真菌

剤の開発も進められているが，真菌細胞とヒト細胞では，

遺伝的・構造的にも共通部分が多く，類似したタンパク

質合成装置を持っているため，真菌にのみ毒性を示す薬

剤の開発は難しい。 

 

1.4 腸内フローラと酵母 

 哺乳類をはじめ，鳥類，昆虫等，広く動物の腸管内に

は，多くの細菌や真菌などの微生物が常在しており，こ

の微生物群を腸内菌叢（腸内フローラ）と呼んでいる。

ヒトの腸管には，ヒトの細胞数以上の数の微生物が常在

しているとされ，糞便 1 g あたり 1011個もの微生物が含

まれていることが知られている（光岡, 1990; 森下, 1990）。

これらの微生物は強く排除されずに，宿主と共生してい

るともいえる状態を保持している。腸内菌叢の構成は，

動物種や個体，食餌内容や，抗生物質の摂取，全身の健

康状態，ストレス，年齢などの宿主側の要因によって変

化するほか，クォーラムセンシング（細胞密度依存的制

御機構）などの微生物同士の相互作用等によっても変化

する。 

 近年，糞便から直接ゲノム DNA や RNA を抽出し，細

菌に関しては，そのゲノム中に含まれる 16S rRNA 遺伝

子領域のシークエンス解析を行うことにより，培養法で

は検出不可能な微生物の存在を知ることが可能となった。

その結果，培養可能な既知の菌種は実際の 20%程度でし

かないということが判明している。また，PCR によるバ

イアスがかからない糞便中微生物の全遺伝子を網羅的に

調べるメタゲノム解析により，構成菌種や遺伝子組成が

さらに一層詳細に明らかになりつつある（Gill et al., 2006; 

Kurokawa et al., 2007; Manichanh et al., 2006）。 

 酵母を含めた真菌も腸内フローラを形成する微生物の

一部であり，細菌に比べると菌数レベルは低いものの，

健常人の糞便中から 0－106 CFU/g 程度の菌数で検出さ

れる。そのほとんどが Candida 属で，その半分は C. 

albicans であると報告されている（Agirbasli et al., 2005）。

しかしながら，最近の報告では，培養による検出を行う

と，これまでの定説の通り，C. albicans や C. parapsilosis

等のCandida属が検出されるものの，培養によらない18S，

26S（28S）リボソーム RNA 遺伝子や internal transcribed 

regions（ITS）の情報に基づいた解析からは，Gloeotinia，

Paecilomyces，Galactomyces 属が糞便中真菌の大部分を占

めているとも報告されている（Scanlan and Marchesi, 

2008）。これらの結果から，実際には，これまで知られて

いるよりも多くの種および数の真菌が腸管内に存在して

いると予想される。 

 種々の微生物の腸内での作用は菌種・菌株ごとに異な

り，宿主にとって有益な微生物，無害な微生物，病原性

を示す微生物が存在していると考えられ，その構成や活

動の差異が，それぞれの宿主に異なる影響を及ぼしてい

る可能性が高い。例えば，腸内微生物による摂取した栄

養成分の分解・吸収性の変化（Turnbaugh et al., 2006），

腸疾患・肥満・腫瘍等の疾病発症への関与，腸内菌の代

謝産物である短鎖脂肪酸（酪酸，酢酸，プロピオン酸な

ど）による宿主腸管細胞の生育・機能に対する作用，次

に述べる腸管免疫および全身性免疫に対する作用などが

挙げられる。 
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1.5 腸管の免疫機構 

 腸管には，常在する微生物に加えて，外界から取り込

んだ食品成分や，病原菌を含む多くの微生物，様々な化

学物質などが流入する。したがって，腸管は，食品から

の有益な成分を吸収するという重要な役割を担うと同時

に，外部から侵入してくる毒素や病原性微生物に対して

は，迅速・的確に，防御・排除反応を行わなければなら

ない。このような種々の物質それぞれに対応して複雑な

免疫反応を示す腸管は，最大の免疫器官ともいわれてい

る。 

 腸管の表層は一層の上皮細胞層から成り，小腸では絨

毛と呼ばれる密生する小突起を形成している。上皮層の

大部分を構成しているのは細胞の頂端側に微絨毛が密生

している吸収上皮細胞で，そのほかに粘液を分泌する杯

細胞，リゾチームやディフェンシンを分泌するパネート

細胞がある。腸管の免疫系では，パイエル板（Peyer’s 

patch：PP）や孤立リンパ小節（isolated lymphoid tissue：

ILF），リンパ球小集積（cryptopatch：CP）などの腸管関

連リンパ組織（gut-associated lymphoid tissue：GALT）が

免疫誘導組織としての働きを担っている。 

 パイエル板の上皮層は絨毛構造を形成しないドーム状

のリンパ濾胞上皮（follicle-associated epithelium：FAE）

と呼ばれ，抗原を取り込む能力が高く，微絨毛を持たな

い M 細胞が高頻度に存在している。取り込まれた抗原は，

その近傍に存在する好中球やマクロファージ，樹状細胞

などを刺激して，食作用やサイトカイン産生などを促す。

サイトカインは，標的細胞表面の受容体に結合して活性

を示し，血球細胞の分化や免疫応答のほか，脂質代謝や

神経細胞においても重要な働きを担う液性因子である。

一般に，その受容体と作用は細胞特異的であり，同じサ

イトカインでも標的となる細胞の種類や状態，また共存

する他のサイトカインの種類と量によって異なる応答を

誘起することがある。また，マクロファージや樹状細胞

は抗原提示細胞でもあり，それにより活性化された T 細

胞やB細胞は，粘膜固有層などの免疫実効組織に移動し，

抗原特異的免疫応答を示す。最近の研究で，M 細胞がパ

イエル板のみならず腸管絨毛にも存在していることが明

らかになった（Jang et al., 2004）。また，樹状細胞が，腸

管管腔側へ突起を伸ばして直接抗原を取り込むことも報

告されている（Rescigno et al., 2001）。 

 M 細胞以外の腸管上皮細胞は，通常，微生物を取り込

むことはない。また上皮細胞間は，Occuludin や Claudin，

ZO-1 などのタンパク質によって構成されているタイト

ジャンクション（tight-junction）と呼ばれる細胞間接着装

置により，細胞同士が密着しているため，ある種の病原

性微生物を除いて，微生物や高分子量物質が細胞間を通

過することは難しい。さらにこれらの上皮細胞も，病原

性および非病原性の微生物による刺激に対してサイトカ

インやケモカイン，成長因子などを分泌し，初期の免疫

反応において，重要な役割を担っていることが示唆され

ている（Eckmann et al., 1993; Haller et al., 2000; Hosoi et al., 

2003; Jung et al., 1995; Koyama et al., 2005; Lammers et al., 

2002; Rodriguez-Juan et al., 2000; Vizoso Pinto et al., 2007）。

同時に，抗原提示分子である主要組織適合遺伝子複合体

MHC class I および II を発現しており，抗原提示細胞とし

ての役割も担っている。 

 腸管上皮細胞が分泌するサイトカインは多様であり，

さまざまな細胞に作用することが知られている（図1-3）。

そのうち，インターロイキン -8 （ interleukin-8 ：

IL-8/CXCL-8）は，好中球の遊走と活性化を促し，単球

にも作用することが知られているケモカインである

（Gerszten et al., 1999; Godaly et al., 1997）。IL-6 は B 細胞

分化や抗体産生に関与する物質として発見されたが

（Hirano et al., 1986），最近の報告で，ヒトでは IL-1 とと

もに Th17 細胞への分化を調節していることが明らかに

なっている（Acosta-Rodriguez et al., 2007）。IL-12 は Th1

細胞の分化を誘導することが報告されており（Trinchieri, 

2003），アレルギー改善作用をもつプロバイオティクスの 

スクリーニングの指標となっている。また，IL-18 は IL-12

共存下で，NK 細胞や T 細胞，マクロファージ，樹状細

胞などを刺激して，IFN-γの産生を促進し，いわゆる Th1

型免疫応答を誘導して，抗アレルギー作用が期待される

一方（Fukao et al., 2000; Munder et al., 1998; Yoshimoto et al., 

1997），気管支喘息や自然型アトピーの誘導因子であるこ

とも報告されている（Sugimoto et al., 2004; Terada et al., 

2006）。TNF-α は，炎症性サイトカインの産生や接着因

子の発現を誘導すると同時に，腫瘍細胞のアポトーシス

やネクローシスを誘起することが知られている（中野, 

1995）。TGF-βは多くの細胞を標的とし，その標的細胞の

種類によって異なった作用を示す（宮園, 1995; 中尾, 

2010）。また，哺乳類の TGF-βには 3 種類のアイソフォー

ム TGF-β1，2，3 が存在し，それぞれが異なった作用を

有する。MCP-1/CCL2 は単球のほか，好酸球や T 細胞の

遊走を促す。これらのサイトカインは，その産生細胞や

標的細胞によって，さまざまな異なる働きを示し，特に

免疫応答においては必要不可欠な物質であると同時に，

その産生量のバランスが崩れることで疾病の原因ともな

る。 

 脂質メディエーターであるアラキドン酸代謝物（エイ

コサノイド）も，腸管上皮細胞が産生する免疫反応関連

物質のひとつである（Laurent et al., 1998）。細胞膜のリン

脂質からホスホリパーゼ A2（PLA2）によって遊離した
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アラキドン酸が，シクロオキシゲナーゼ（COX）によっ

てプロスタグランジン G2（PGG2）へ変換され，さらに

PGH2へ変化し，その後，さまざまな酵素によって PGE2

などの各種プロスタグランジンが生成される。COX には，

COX-1 と COX-2 が存在し，COX-1 は普遍的に，COX-2

は刺激によって発現誘導されることが一般に知られてい

る。また，COX-1 は恒常性維持に関係するプロスタグラ

ンジンの生成を誘導するのに対し，COX-2 は病態に関わ

るプロスタグランジンの生成を誘導するという説もある。

しかしながら，COX-2 欠損マウスでもさまざまな異常を

きたすことから，COX-2 も生体にとって必要な物質であ

るとされる。一方で，アレルギーや炎症において，COXs

の高発現がみられることから，適切な発現の調節が必要

であると考えられる。 

 腸管上皮細胞が産生する IL-8 によって初期の段階に

分泌部位に動員される細胞が好中球である（Godaly et al., 

1997）。好中球は，血管内皮細胞上に発現したセレクチン

により，内皮細胞と弱い接着を起こし，遊走速度を落と

す。続いて，内皮細胞自身や，他の細胞によって産生さ

れ内皮細胞によって輸送された IL-8 等のケモカインの

作用により，好中球上のインテグリンが活性化し，内皮

細胞上の Intercellar adhesion molecule-1（ ICAM-1），

ICAM-2 などとの強固な接着と組織への細胞浸潤が誘導

される。浸潤した好中球は，腸管上皮細胞上に発現する

ICAM-1 や CD54 によって，上皮細胞と接着し，一部は

腸管腔へ遊走することとなる。好中球は，微生物などの

異物を貪食する食作用を持つと同時に，抗菌性タンパク

質を含む顆粒を放出する機能を有する。また，さまざま

なサイトカインを産生することから，他の細胞への情報

伝達機能を有すると考えられる（図 1-3）。 

 

1.6 培養細胞を用いた腸管の免疫機能の解析 

 腸管における種々の細胞それぞれの，あるいは複合的

な応答を解析するためには，生体より分離した細胞や，

培養細胞を用いた実験が重要となる。 

 腸管上皮細胞については，生体より分離した細胞をそ

の機能を保持させたままの状態で長期間培養を行うこと

が非常に難しく，多くの場合，腸管上皮細胞様に分化が

可能なヒト大腸癌由来株化細胞 Caco-2（Hidalgo et al., 

1989），HT-29（Augeron and Laboisse, 1984），T84（Murakami 

and Masui, 1980）などが実験に用いられている。なかで

も Caco-2 細胞は，微絨毛やタイトジャンクションの形成

（Traber et al., 1987），栄養素輸送担体（トランスポー

ター）の発現（Brandsch et al., 1994; Harris et al., 1992; 

Hidalgo and Borchardt, 1990）などの点で，最も多くの腸

管上皮細胞の特徴を有すると考えられており，腸管にお

ける薬物や食品成分の吸収解析実験（Conradi et al., 1993; 

Konishi et al., 2002），食品成分や細菌等の刺激に対するサ

イトカイン等の産生応答解析に用いられている（Haller et 

al., 2000; Hosoi et al., 2003; Jung et al., 1995; Koyama et al., 

2005; Rodriguez-Juan et al., 2000; Weinstein et al., 1997）。 

 一方，好中球のモデル細胞としては，ヒト由来前骨髄

球性白血病細胞 HL-60 が研究に多用されている。通常，

レチノイン酸またはジメチルスルホキシド（DMSO）を

添加した培地を用いて培養することにより，HL-60 細胞

を好中球様に分化させる（Breitman et al., 1980; Collins et 

図 1-3 腸管上皮細胞と好中球が産生する主なサイトカインと標的免疫担当細胞 
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al., 1978）。分化した HL-60 細胞は，好中球の形態的特徴

を有し，さらに補体レセプターの発現，貪食作用や走化

性，サイトカインの産生等を示す。このことから，HL-60

細胞は，Ehrlichia 属や Anaplasma 属細菌などの好中球自

身への感染が原因となるエーリキア症の研究において，

好中球のサイトカイン産生応答の解析に用いられること

が多く（Kim and Rikihisa, 2000, 2002; Klein et al., 2000），

また，細菌のみならず酵母 C. albicans に対する応答解析

にも用いられている（Mullick et al., 2004; Suzuki et al., 

2000）。 

 

1.7 酵母細胞の構造と宿主の受容体 

 酵母細胞の構造的特徴は細胞壁と細胞膜にみられる。

細胞壁は，乾燥重量で酵母細胞の20%近くを占めており，

その 80%が多糖類，3－20%がタンパク質，残りが脂質や

無機塩，色素などで構成されている。酵母の細胞壁の骨

格構造を成している多糖類はキチンとβ-グルカンである。

キチンは β-1,4-側鎖で結合した N-アセチルグルコサミン

（GlcNAc）から成るが，その細胞壁に占める量は少ない。

含有量が最も多いのは β-グルカンで，β-1,3-または β-1,6-

またはその両方の側鎖で結合したグルコースの重合体で

ある。また，細胞壁には多数の無定形多糖類も存在し，

そのうち最も多いのがマンノースを主成分とする糖タン

パク質であるマンナンである。そのほかに，菌種によっ

てもその含有量は異なるが，キトサンやニゲラン，α-グ

ルカンなどが含まれている。 

 細胞壁の内側の細胞膜には，細胞壁成分である β-グル

カンやキチンの合成酵素や分解酵素，エルゴステロール

などが含まれている。また細胞内には，核膜を有する核

と，ミトコンドリア，小胞体，液胞，ゴルジ嚢やリボソー

ムがある。また，染色体 DNA とは別に，プラスミドを

有している。 

 哺乳類細胞においてこれらの酵母菌体成分を認識し，

免疫応答を誘導する重要な役割を担っているのが，病原

体関連分子パターン（ pathogen-associated molecular 

pattern ： PAMP ） あ る い は 微 生 物 分 子 パ タ ー ン

（microbe-associated molecular pattern：MAMP）と呼ばれ

る微生物に特徴的な分子パターンを認識する Toll様受容

体（Toll-like receptor：TLR）などのパターン認識受容体

（pattern-recognition receptor：PRR）である（Roeder et al., 

2004; Romani, 2004）。当初，ショウジョウバエにおいて

Toll と呼ばれる膜貫通タンパク質が同定され，この Toll

を欠損した変異体が，真菌やグラム陽性菌の感染に対し

て強い感受性を示すことが明らかにされた。その後，哺

乳類において，Toll に類似した TLR が同定され，これま

でに，ヒトでは TLR1 から TLR10 まで報告されている。

このうち，酵母の認識に関わっているのは，TLR1 また

は TLR6 と複合体を形成している TLR2，および TLR4

図 1-4 酵母とその菌体成分を認識する宿主側の受容体 
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や TLR9 である。TLR2 は S. cerevisiae 由来の細胞壁粗画

分ザイモサン（zymosan）や C. albicans のホスホリポマ

ンナン（phospholipomannan：PLM）を認識し（Ozinsky et 

al., 2000; Underhill et al., 1999），TLR4 はマンナンを（Tada 

et al., 2002），TLR9 は C. albicans 由来の核酸を認識し

（Miyazato et al., 2009），免疫応答を誘導するとされてい

る（図 1-4）。また，TLRs のほか，マンノース受容体

（ mannose receptor ）， Dectin-1 ， Dectin-2 ， Dendritic 

cell-specific intercellular adhesion molecule-3（ICAM-3）

-grabbing non-integrin（DC-SIGN）などの C-type レクチン

受容体（ lectin receptor），マンノース結合レクチン

（mannose-binding lectin：MBL）や surfactant protein A

（SP-A）といった液性因子のコレクチン（collectin），

NOD-like receptor（NLR）ファミリーの Nlrp3（NALP3）

なども，主に酵母の細胞壁成分の認識に関与すると報告

されている（図 1-4）（Willment and Brown, 2008）。これら

の受容体は，単独で機能すると同時に，互いに影響を及

ぼしあい，サイトカイン産生や食作用などの刺激を促す。 

 

1.8 酵母と食品，プロバイオティクス 

 酵母は，前述のとおり，古くから発酵食品であるワイ

ン，ビール，日本酒などの酒類，パン，味噌や醤油，ヨー

グルトの一種であるケフィアなどの製造に用いられてい

る。また最近では，酵母エキスの食品への利用，菌体成

分の機能性食品としての利用，家畜の餌への添加利用等

も進んでいる。 

 酵母の生菌または死菌を経口摂取すると，酵母菌体お

よびその成分が腸管を通過し，腸管に接触または定着し

て，その過程で生体にさまざまな作用を及ぼしていると

考えられる。食品製造に用いられる代表的な酵母 S. 

cerevisiae の摂取時には，パイエル板細胞に酵母細胞が実

際に取り込まれることがマウスで報告されており（Beier 

and Gebert, 1998; Martins et al., 2007），酵母が腸管免疫系

に作用していると予想される。またヒトでは，S. 

cerevisiae を経口摂取した場合に，糞便中から S. 

cerevisiae が生菌のまま検出されることが報告されてい

る（Pecquet et al., 1991）。 

 腸内環境を整え，生体に有益な作用を及ぼす生きた微

生物やその微生物を含む食品はプロバイオティクス

probiotic(s)と定義づけられており（Fuller, 1989），プロバ

イオティクス製品も市場に多く出回るようになってきた。

また，微生物ではなく難消化性食品成分や特定のオリゴ

糖のように，腸内の有用菌の増殖を促進したり，その活

性を高めることによって健康に有効に働く食品成分－プ

レバイオティクス－や（Gibson and Roberfroid, 1995），腸

内フローラを介することなく，直接，免疫賦活やコレス

テロール低下作用等生体に有益に働く作用を有する食品

成分－バイオジェニックス－に関する研究開発も盛んと

なっている（光岡, 1998）。 

 プロバイオティクスの分野では，とくに発酵乳やヨーグ

ルト製造に利用される Lactobacillus acidophilus，L. casei，

L. gasseri，L. rhamnosus などの乳酸菌や，Bifidobacterium 

lactis，B. longum，B. breve などのビフィズス菌に関する報

告が数多くなされており，in vitro や動物実験のみならず，

ヒトによる摂取試験なども既に行われて，アレルギー疾

患やアトピーの予防・改善効果，感染症の予防効果が示

唆されている。酵母にも，健康維持に有用な効果を有す

るものがあると期待されるが，乳酸菌に比べると研究例

はわずかであるために不明な点が多く，解明が待たれて

いる。ヒトにおける酵母 Kluyveromyces marxianus 経口摂

取によるコレステロール低減効果（Yoshida et al., 2005; 

Yoshida et al., 2004）や，現在は S. cerevisiae と同一種と

されている Saccharomyces boulardii を利用した下痢の改

善効果などが報告されている（Surawicz et al., 1989）。家

畜においても，S. cerevisiae 摂取による牛の泌乳量の増加

（Piva et al., 1993）や子豚の成長改善効果（van Heugten et 

al., 2003）などが，わずかではあるが，報告されている。

またマウスにおいては，S. boulardii や S. cerevisiae の特

定菌株の経口摂取による分泌型 IgA の産生促進，血中 E. 

coli の排除促進，Salmonella enterica serotype Typhimurium

のトランスロケーション抑制効果について報告が存在す

る（Martins et al., 2007; Rodrigues et al., 2000）。 

 

1.9 本研究の目的 

 我々が食品等を介して摂取することのある，

Saccharomyces 属に代表される非病原性の酵母の作用に

関しては，1.8 で述べたようにいくつかの報告はあるもの

の，未解明な点が多い。酵母は，真核生物であり，細胞

成分や代謝産物は細菌とは大きく異なり，また，哺乳類

に近い細胞構造を有することから，酵母を摂取した際の

生体に対する作用とその機構は，細菌とは異なると予想

される。 

 そこで，本研究では，サプリメントや食品の素材成分

としてのさらなる利用が期待される酵母 S. cerevisiae を

中心に，細菌とは細胞構造が大きく性質が異なる酵母細

胞に対して，腸管の最上層を形成し，腸管内の物質と最

前線で多く接触する腸管上皮細胞の応答を解析するとと

もに，続く免疫応答初期（自然免疫）段階に，刺激局所

に動員されて菌体の貪食に重要な役割を担う好中球の応

答解析を目的として実施した。 

 第 2 章では，S. cerevisiae 刺激により，ヒト腸管上皮様

Caco-2 細胞が産生するとされるサイトカイン，IL-6，IL-8，
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IL-18，GM-CSF，MCP-1，SCF，TNF-α，TGF-β1，TGF-β2，

TGF-β3 や，アラキドン酸カスケード関連酵素 COX-1，

COX-2 の mRNA 発現量，およびサイトカインの細胞外

へのタンパク質レベルでの分泌がどのような影響を受け

るかについて検討した。同時に，ヒト常在性酵母 C. 

albicans についても検討を行い，S. cerevisiae と作用を比

較した。 

 第 3 章では，第 2 章において酵母 S. cerevisiae および

C. albicans によって分泌が促進された IL-8 について，酵

母菌体数や，生菌体・死菌体の影響について検討を加え

ると共に，S. cerevisiae 細胞壁粗画分のザイモサン，細胞

壁構成成分の β-グルカンおよびマンナンが腸管上皮様

Caco-2 細胞の IL-8 産生能に与える影響について検討し

た。また，S. cerevisiae や C. albicans 以外の種々の酵母が

腸管上皮様 Caco-2 細胞からの IL-8 分泌に与える影響に

ついても比較検討した。 

 第 4 章では，腸管上皮細胞から産生される IL-8 により

動員される好中球の酵母に対するサイトカイン応答を明

らかにする目的で，S. cerevisiae および C. albicans の生菌

体および加熱死菌体による刺激に対し，ヒト好中球のモ

デル細胞 HL-60 からのサイトカイン IL-1β，IL-6，IL-8，

IL-18，MCP-1，TNF-αの産生について検討した。 

 第 5 章では，酵母に対してサイトカイン産生応答を示

した腸管上皮様 Caco-2 細胞および好中球様 HL-60 細胞

において，酵母刺激時に，酵母認識に関与する受容体

TLR1，TLR2，TLR6，Dectin-1 等の mRNA 発現量がどの

ように変化するかについて検討を加えた。 

 

第 2 章 Saccharomyces cerevisiae および Candida 

albicans に対するヒト腸管上皮様 Caco-2 細胞の各種サ

イトカイン産生応答 

 

2.1 序 

 

 酵母 Saccharomyces cerevisiae は，発酵醸造食品の製造

や栄養補助食品の素材・成分に用いられており，それら

の食品の摂取を介して，菌体成分や代謝物が腸管に達す

ると考えられる（Scevola et al., 2003; Wohlt et al., 1998）。

S. cerevisiae は腸管常在菌ではないものの，ヒトやマウス

において，その生菌体を経口摂取すると，摂取後一定期

間，糞便から検出されることが報告されている（Pecquet 

et al., 1991）。一方，ヒトの腸管には，細菌をはじめとし

て，酵母を含むさまざまな微生物が存在し，代表的な腸

管常在性酵母として Candida albicans が挙げられる。C. 

albicans は健常人に常在しているとされるが，免疫不全

などの易感染宿主においてカンジダ症を引き起こしたり，

アトピーや喘息の原因になるとも考えられている

（Akiyama et al., 1996; Faergemann, 2002; 山口, 1999）。こ

のような食品中の酵母や腸管常在性の酵母は，腸管上皮

細胞への接触を契機として，腸管免疫システムに対して

何らかの作用を及ぼすと予想される。 

 腸管上皮細胞は，微生物などの外来物質に対して，物

理的バリアとして機能するのみならず，免疫応答を自ら

示し，さらに他の免疫担当細胞の応答を誘導する役割も

担っている。例えば，ヒト由来の腸管上皮細胞や，腸管

上皮様細胞の Caco-2 や HT-29，T84 等は，病原性および

非病原性細菌や食品成分に対して，IL-8 や，IL-6，IL-1β，

MCP-1，TNF-α などのサイトカインを産生することが知

られている（Eckmann et al., 1993; Haller et al., 2000; Hosoi 

et al., 2003; Jung et al., 1995; Koyama et al., 2005; Lammers 

et al., 2002; Rodriguez-Juan et al., 2000; Vizoso Pinto et al., 

2007）。酵母に関しては，口腔上皮細胞や膣上皮細胞が

C. albicans 刺激に対して，IL-1α，IL-1β，IL-6，IL-8，TNF-α，

GM-CSF 等を産生することが知られているが（Schaller et 

al., 2002; Steele and Fidel, 2002），腸管上皮細胞の応答につ

いてはこれまで報告が存在しなかった。 

 腸管上皮細胞が産生するこれらの物質は，それぞれ標

的となる細胞とその作用が異なっており，生体の免疫応

答の調節に重要な役割を担っている。IL-8 は好中球の遊

走と活性化を誘導し，IL-6 は B 細胞の分化や抗体の産生

を促したり，IL-1 と共に Th17 細胞への分化を促進する

ことが報告されている。また，MCP-1 は単球やマクロ

ファージのほかT細胞や好酸球の遊走にも関与しており，

SCFは T細胞の分化において重要な役割を果たしている。

TNF-αは，腸管上皮細胞自身や好中球などに働いて，IL-8

等の産生を促し，IL-18 は，IL-12 共存下で Th1 型免疫応

答を誘導する。また，腸管上皮細胞は微生物刺激に対し

て，シクロオキシゲナーゼ（COX）-1 および COX-2 の

作用によって産生されるプロスタグランジンなどのエイ

コサノイドも分泌する（Laurent et al., 1998）。 

 また，腸管においては，Clostridium 属，Eurobacterium

属，Butyrivibrio 属などの細菌による炭水化物の発酵に

よって酪酸が生成し（Barcenilla et al., 2000; Hespell et al., 

1987; Sharp and Macfarlane, 2000），腸管上皮細胞への作用

が示唆されている。腸管上皮様細胞の Caco-2 や HT29 に

対して，酪酸は細胞分化やアポトーシスを誘導し，サイ

トカインの産生や，NF-κB 活性，細胞周期，細胞分化，

アルカリフォスファターゼの活性等を変化させることが

報告されている（Fusunyan et al., 1999; Fusunyan et al., 

1998; Harrison et al., 1999; Heerdt et al., 1994; Huang et al., 

1997; Mariadason et al., 2001; Wu et al., 1999）。したがって，

実際の腸管においても，酪酸が宿主の健康に対して影響
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を及ぼしていると考えられる。 

 本章では，株化細胞の中で腸管上皮様機能を最も多く

有していると考えられ，細菌や食品成分刺激によるサイ

トカイン産生応答解析にも多用されている Caco-2 細胞

を用いて，S. cerevisiae およびC. albicans 刺激が，腸管上皮

様細胞の各種サイトカインやシクロオキシゲナーゼの

mRNA 発現・産生にどのような影響を及ぼすかについて検

討した。また，それらの作用に対する培地中の酪酸とウシ

胎児血清（FBS）の効果についてもあわせて検討した。 

 

2.2 材料と方法 

 

2.2.1 酵母試料 

 独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンター微

生物材料開発室（ JCM；和光）より購入した酵母

Saccharomyces cerevisiae JCM 7255T および Candida 

albicans JCM 1542T を，YM broth（Difco Laboratories, 

Detroit, MI, USA）にて，30℃，3 日間培養した後，1000×g，

4℃で 10 分間遠心分離し，沈渣をリン酸緩衝生理食塩水

（PBS）で 2 回洗浄し，必要な濃度に PBS で懸濁した。

菌数はポテトデキストロース寒天培地（栄研化学，東京）を用

いた平板混釈法にて，30℃，48 時間培養して測定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.2 Caco-2 細胞と酵母の共培養 

 独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンターリ

ソース基盤開発部細胞材料開発室（つくば）より購入し

た Caco-2 細胞（RCB0988）（Fogh et al., 1977; Kanda et al., 

1998）を，1 mM L-グルタミン（和光純薬，大阪），10 mM 

HEPES（同仁，熊本），15%非働化 FBS（PAA Laboratories，

Linz，Austria）を加えたダルベッコ変法イーグル培地

（DMEM；日水製薬，東京）中に懸濁し，6 ウェルマイ

クロプレート（ベクトン・ディキンソン，NJ，USA）で，

37℃，5% CO2存在下で培養した。続いて，0.5 mL DMEM

（15% FBS 含有）を注加した 24 ウェルマイクロプレー

ト（ベクトン・ディキンソン）の各ウェルに 12-mm ミリ

セル HA フィルター（ミリポア，MA，USA）を静置し，

培養・調製したCaco-2細胞（1.5 × 105個）を 0.5 mL DMEM

（15% FBS 含有）と共にフィルター上に播種後，さらに

フィルター下に 0.5 mL の同一の DMEM を注加し，37℃，

5% CO2存在下で 6－7 日間培養した（図 2-1）。その後，

10 mM 酪酸および 15% FBS を添加または無添加の

DMEM で，4 日間培養した。続いて，0.5 mL DMEM 中 

に懸濁した酵母生菌体を，Caco-2 細胞の頂端面側（フィ

ルター上）に添加し，フィルター下部の Caco-2 細胞側底

面側には，新たに同一の培地（0.5 mL）を加え，共培養

を行った（図 2-1）。 

 

2.2.3 Caco-2 細胞との共培養条件下における酵母生菌

数変化の測定 

 2.2.1 に記した方法で，PBS による洗浄を行った酵母

S. cerevisiae および C. albicans を，Caco-2 細胞用培地であ

る 1 mM L-グルタミン，10 mM HEPES，15% FBS を加え

た 1 mL DMEM 中に懸濁し，24 ウェルマイクロプレート

にて，37℃，5% CO2存在下で培養した。培養開始時およ

び培養開始から 7 時間後，24 時間後の菌数を，ポテトデ

キストロース寒天培地を用いた平板混釈法にて測定した。 

 

2.2.4 サイトカイン mRNA 発現量の測定 

 酵母との共培養前（0 時間）および共培養後の Caco-2

細胞から，RNeasy mini kit（キアゲン，Hilden，Germany）

および DNase（キアゲン）を用いて，全 RNA を抽出し

た。抽出した RNA から，Omuniscript reverse transcriptase 

（キアゲン），oligo d(T)12-18プライマー（GE ヘルスケア

バイオサイエンス，NJ，USA）および RNaseOUT 

recombinant RNase inhibitor（インビトロジェン）を用い

て，逆転写により cDNA を合成した。得られた cDNA か

ら，mRNA 発現量を測定するため，QuantiTect SYBR 

Green PCR Kit（キアゲン）と，IL-6，IL-8，IL-18，GM-CSF，

MCP-1，SCF，TNF-α，TGF-β1，TGF-β2，TGF-β3，COX-1，
図 2-1 酵母と Caco-2 細胞の共培養実験 
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COX-2 特異的プライマー（日本遺伝子研究所，仙台）を

用いて，ライトサイクラー330 システム（ロシュ，

Mannheim，Germany）により，リアルタイム PCR を行っ

た。各プライマー配列および PCR 条件は表 2-1 に示す。 

各サンプルの GAPDH を内部標準とした。 

2.2.5 サイトカイン分泌量の測定 

 共培養後，Caco-2 細胞の側底面側（フィルター下）の

培地を回収し，1000×g，5 分間遠心分離後，上清を回収

して，サイトカイン量測定時まで，-80℃で凍結保存した。

上清中の IL-6，IL-8，MCP-1，TNF-α の測定は，酵素免

疫吸着測定（ELISA）キット（Pierce，MA，USA）を用

いて，SCF の測定は ELISA キット（R&D Systems，

Minneapolis，USA）を用いて行った。 

表 2-1 PCR のプライマー配列と反応条件 

標的遺伝子 プライマー（5’–3’） 
アニーリング

温度 
（°C） 

伸長反応 
時間 
（秒） 

増幅 
サイズ 
（bp） 

GAPDH sense tgaacgggaagctcactgg 63 30 307 

 antisense tccaccaccctgttgctgta    

IL-6 sense cactcacctcttcagaacga 60 30 258 

 antisense ctgttctggaggtactctagg    

IL-8 sense tggctctcttggcagccttc 63 30 238 

 antisense tgcacccagttttccttggg    

IL-18 sense aatttcaactctctcctgtg 54 25 236 

 antisense tagatctatcccccaattca    

GM-CSF sense actacaagcagcactgccct 60 25 228 

 antisense cttggtccctccaagatgac    

MCP-1 sense ctcagccagatgcaatcaat 60 30 259 

 antisense agattcttgggttgtggagt    

SCF sense agccaagtcttacaagggca 57 25 218 

 antisense tgtggtctgtcactccagaca    

TNF-α sense agcccatgttgtagcaaacc 60 15 134 

 antisense tgaggtacaggccctctgat    

TGF-β1 sense aggactgcggatctctgtgt 60 20 196 

 antisense agtgcccaaggtgctcaata    

TGF-β2 sense atgcccgtatttatggagtt 56 25 234 

 antisense attgtcattttggtcttgcc    

TGF-β3 sense agacacaacccacagcacgg 65 25 230 

 antisense gcagtcaggcagtggtggtt    

COX-1 sense tctggctacgtgagcacaac 60 15 148 

 antisense ctcagctgctgcacgtactc    

COX-2 sense atcacaggcttccattgacc 60 20 176 

 antisense caggatacagctccacagca    

 PCR 反応は，95°C で 15 分間加熱した後，94°C で 15 秒間の変性反応，表中の温度で 20 秒間のアニーリング反応，72°C で表

中の時間の伸長反応を 40 サイクル繰り返した。 
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2.3 結果 

 

2.3.1 Caco-2 細胞培養条件下における S.cerevisiae お

よび C.albicans の生育 

 Caco-2 細胞の培養条件下（37℃，5% CO2），FBS と

酪酸の濃度を変化させた DMEM において，Caco-2 細胞

なしで S. cerevisiae および C. albicans それぞれを単独で

培養したときの酵母の菌数変化を検討した。S. cerevisiae

（初発菌数 1.9 × 102 CFU/mL，1.9 × 104 CFU/mL，1.9 × 106 

CFU/mL）を，FBS（0%または 15%）および酪酸（0 mM

または 10 mM）添加 DMEM を用いて 37℃で培養したと

ころ，全ての培地において，S. cerevisiae 生菌数は減少し

た（図 2-2A，B）。一方，C. albicans（初発菌数 4.0 × 101 

CFU/mL，4.0 × 103 CFU/mL，4.0 × 105 CFU/mL）は，酪

酸添加・無添加にかかわらず，FBS 15%含有培地におい 

て，3.0 × 106－1.6 × 107 CFU/mL 程度まで増殖したが，

FBS 非含有 DMEM 中では，C. albicans 生菌数は，24 時

間後にも増加がみられなかった（図 2-2C，D）。 

 

2.3.2 酪酸および S.cerevisiae または C.albicans が

Caco-2 細胞の各種サイトカインおよび COX の

mRNA 発現に与える影響 

 酪酸および酵母が腸管上皮細胞の各種サイトカインお

よび COX の mRNA 発現に及ぼす影響を検討するために，

酪酸（0 mM または 10 mM）添加，FBS（0%または 15%）

添加の DMEM を用いて Caco-2 細胞を 4 日間前培養した

のち，S. cerevisiae または C. albicans（1.0 × 106 CFU）生

菌体と 7 時間共培養した。 

 FBS（15％）含有培地中では，酪酸（10 mM）添加培

地での 4 日間の前培養により，Caco-2 細胞の IL-6，IL-8， 

図2-2 ウシ胎児血清（FBS）および酪酸の有無によるDMEM培地におけるS.cerevisiaeおよびC.albicansの生菌数変化

    S. cerevisiae（初発菌数 1.9 × 102 CFU/mL，1.9 × 104 CFU/mL，1.9 × 106 CFU/mL）（A，B）またはC. albicans（初発菌数 4.0 × 101 

CFU/mL，4.0 × 103 CFU/mL，4.0 × 105 CFU/mL）（C，D）を，酪酸無添加（A，C）または10 mM添加（B，D）および15% FBS

含有（●）または非含有（○）DMEM培地で，37℃，7時間または24時間培養し，生菌数を測定した。 
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表 2-2 ウシ胎児血清（FBS）含有培地における酪酸および酵母生菌体刺激が Caco-2 細胞の各種

mRNA 発現に与える影響 

 FBS（15％）   

 酪酸（0 mM）  酪酸（10 mM） 

 0 時間 7 時間  0 時間 7 時間 

 mRNA 無刺激 無刺激 S. cerevisiae C. albicans 無刺激 無刺激 S. cerevisiae C. albicans

IL-6 1.0  2.0  1.0 1.7 7.3 12.7 7.0 8.3 

IL-8 1.0  1.9  2.0 2.2 151.2 230.3 917.4 1014.2 

IL-18 1.0  1.0  1.1 1.1 7.7 8.2 11.2 7.2 

GM-CSF 1.0  1.7  1.0 1.0 0.5 1.3 1.5 1.5 

MCP-1 1.0  2.3  0.7 0.7 14.6 12.4 18.4 14.9 

SCF 1.0  1.4  0.8 0.8 6.2 4.7 6.7 5.0 

TNF-α 1.0  1.0  0.6 1.3 43.2 10.1 24.5 35.0 

TGF-β1 1.0  0.9  1.4 0.7 3.5 3.7 2.5 2.6 

TGF-β2 1.0  1.7  1.8 2.9 1.0 0.9 0.6 1.3 

TGF-β3 1.0  0.6  1.5 1.8 5.8 5.0 3.9 2.1 

COX-1 1.0  1.2  0.7 2.2 93.7 192.0 205.1 103.4 

COX-2 1.0  0.4  1.2 1.8 17.0 26.6 24.0 19.6 

 
 Caco-2 細胞数（1.5 × 105個）をミリセル-HA フィルター上に播種し，酪酸無添加培地で 6－7 日間培養した後，10 mM 酪酸添

加・無添加，15％FBS 含有培地（フィルター上下に各 0.5 mL）で 4 日間培養し，さらに酵母生菌体（1.0 × 106 CFU）と 7 時間共

培養した。表中の値は，それぞれの GAPDH を内部標準とし，酪酸を添加しなかった培地中で培養した Caco-2 細胞の酵母刺激

前（0 時間）での値を基準（1.0）とした際の相対値で表している（繰り返し 4 回の実験の代表的な結果）。 
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表 2-3 ウシ胎児血清（FBS）非含有培地における酪酸および酵母生菌体刺激が Caco-2 細胞の各種 mRNA

発現に与える影響 

 FBS（0％）   

 酪酸（0 mM）  酪酸（10 mM） 

 0 時間 7 時間  0 時間 7 時間 

 無刺激 無刺激 S. cerevisiae C. albicans 無刺激 無刺激 S. cerevisiae C. albicans

IL-6 1.0  1.0 0.34 0.23 3.0 4.0 3.0 4.1

IL-8 1.0  1.0 0.7 1.1 296 206 429 298

IL-18 1.0  1.2 1.8 0.9 3.9 4.4 4.1 3.9

GM-CSF 1.0  1.3 1.6 1.1 1.1 0.7 0.9 0.3

MCP-1 1.0  1.0 0.5 0.6 35.4 18.1 23.65 19.3

SCF 1.0  1.1 0.8 0.9 3.5 3.3 1.3 1.6

TNF-α 1.0  1.0 0.5 0.7 24.9 19.6 25.4 18.6

TGF-β1 1.0  1.5 0.5 1.2 9.7 8.1 4.7 7.0

TGF-β2 1.0  1.0 0.5 0.4 0.8 0.8 0.5 0.5

TGF-β3 1.0  1.8 1.2 1.7 2.3 4.9 3.9 2.1

COX-1 1.0  0.6 1.0 0.8 236 300 468 278

COX-2 1.0  0.7 1.6 1.5 12.5 12.1 14.3 10.3

 
 Caco-2 細胞数（1.5 × 105個）をミリセル-HA フィルター上に播種し，酪酸無添加培地で 6－7 日間培養した後，10 mM 酪酸添

加・無添加，FBS 非含有培地（フィルター上下に各 0.5 mL）で 4 日間培養し，さらに酵母生菌体（1.0 × 106 CFU）と 7 時間共培

養した。表中の値は，それぞれの GAPDH を内部標準とし，酪酸を添加しなかった培地中で培養した Caco-2 細胞の酵母刺激前

（0 時間）での値を基準（1.0）とした際の相対値で表している（繰り返し 4 回の実験の代表的な結果）。 
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表 2-4 酪酸（10 mM）およびウシ胎児血清（15%）存在下，酵母生菌体刺激が Caco-2 細胞の各種サイトカイ

ン分泌に与える影響 

IL-6 

（pg/mL）
 

IL-8 

（pg/mL） 
 

MCP-1

（pg/mL）
 

SCF 

（pg/mL） 
 

TNF-α 

（pg/mL）酵母 

（CFU） 7 
時間 

24 
時間

 

7 
  時間 

24 
  時間 

 

7 
時間

24 
時間

7 
時間

24 
時間 

7 
時間 

24 
時間

無刺激 ND ND   40.1 ±8.3 116.5 ± 10.6  ND ND ND ND ND ND

S. cerevisiae             

（1.9 × 105） ND ND   45.8 ± 7.5 150.4 ± 13.7*  ND ND ND ND ND ND

（1.9 × 106） ND ND   83.6 ± 9.5* 152.7 ± 5.1*  ND ND ND ND ND ND

（1.9 × 107） ND ND   86.4 ± 0.6* 149.1 ± 8.8*  ND ND ND ND ND ND

C. albicans             

（2.1 × 105） ND ND   43.5 ± 3.9 170.8 ± 0.7*  ND ND ND ND ND ND

（2.1 × 106） ND ND   79.9 ± 10.6* 172.3 ± 11.5*  ND ND ND ND ND ND

（2.1 × 107） ND ND  100.8 ± 10.6* 143.8 ± 4.7*  ND ND ND ND ND ND

 
 Caco-2 細胞数（1.5 × 105個）をミリセル-HA フィルター上に播種し，酪酸無添加培地で 6－7 日間培養した後，10 mM
酪酸添加培地（フィルター上下に各 0.5 mL）で 4 日間培養し，酵母生菌体（1.0 × 106 CFU）と 7 時間または 24 時間共培

養した。値は平均値±標準偏差（n=5）。ND，定量限界以下。 
* 各共培養時間における無刺激時の IL-8 分泌量に対して有意差あり（P<0.05）。 

IL-18，MCP-1，SCF，TGF-β1，TGF-β3，TNF-α，COX-1，

COX-2 の mRNA の発現が増加したが，GM-CSF および

TGF-β2 mRNA の発現量はほとんど変化しなかった（表

2-2）。酪酸（10 mM）添加培地で 4 日間の前培養を行い，

さらに S. cerevisiae または C. albicans（1.0 × 106 CFU）

の生菌体と 7 時間共培養した実験区では，IL-8 mRNA の

発現量は，菌無刺激区と比較して，一層促進されたが，

前述の他のサイトカイン mRNA の発現量は，菌無刺激区

と菌刺激区の間で顕著な変化は無かった（表2-2）。一方，

酪酸無添加区では，菌体刺激による IL-8 および他のサイ

トカイン mRNA の発現促進は認められなかった（表 2-2）。 

 FBS 非含有・酪酸（10 mM）添加培地での 4 日間培養

した Caco-2 細胞では，FBS 非含有・酪酸無添加培地で培

養した場合に比べて，IL-6，IL-8，IL-18，MCP-1，SCF，

TGF-β1，TGF-β3，TNF-α，COX-1，COX-2 の mRNA の

発現が増加したが，その後の S. cerevisiae または C. 

albicans（1.0 × 106 CFU）の生菌体との 7 時間共培養によ

る IL-8 mRNA の発現量の顕著な増加はみられなかった

（表 2-3）。 

 

2.3.3 S.cerevisiae および C.albicans が Caco-2 細胞か

らの各種サイトカインの分泌に与える影響 

 酵母細胞および酪酸による Caco-2 細胞のサイトカイ

ン mRNA 発現量の変化が，サイトカインの分泌を伴うか
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調べるために，酵母による Caco-2 細胞の IL-8 mRNA 発

現量の増加がみられた 10 mM 酪酸および 15% FBS 添加

培地を用いて，酵母と共培養後の Caco-2 細胞の基底膜側

の培地を採取し，ELISA により，IL-8，IL-6，MCP-1，

SCF，TNF-α の濃度を測定した。その結果，intact な S. 

cerevisiae（1.9 × 105，1.9 × 106，1.9 × 107 CFU）および C. 

albicans（2.1 × 105，2.1 × 106，2.1 × 107 CFU）による 7

時間または 24 時間の刺激に対し，Caco-2 細胞からの IL-8

分泌量が増加した（表 2-4）。しかし，そのほかのサイト

カイン IL-6，MCP-1，SCF，TNF-α の濃度は定量限界以

下であり，これらのサイトカインに関しては，分泌と遺

伝子発現の変化の関係は明らかにできなかった。 

 

2.4 考察 

 

 本章において，10 mM 酪酸および 15% FBS 添加培地

で 4 日間培養した腸管上皮様 Caco-2 細胞に S. cerevisiae

および C. albicans の生菌体を加え，7 時間および 24 時間

共培養を行うと，菌無刺激時と比較して，IL-8 産生量の

増加が mRNA と実際のタンパク質のレベルで共にみら

れたが，他のサイトカインについては mRNA 発現量に変

化はみられず，IL-6，MCP-1，SCF，TNF-α 分泌量にも

変化がみられなかった（表 2-2，2-4）。 

 これまでの報告において，C. albicans や Malassezia 

furfur などの酵母による刺激は，膣上皮細胞やケラチノ

サイトから，IL-8 のみならず，IL-1α，IL-1β，IL-6，TNF-α，

GM-CSF などのサイトカインをも産生増強させると報告

されている（Dongari-Bagtzoglou and Kashleva, 2003; 加納, 

2004; Mostefaoui et al., 2004; Steele and Fidel, 2002）。哺乳

類では，組織や細胞種ごとに発現している認識受容体の

種類や量が異なるため，腸管上皮細胞の酵母に対する応

答と，膣上皮細胞やケラチノサイトの酵母に対する応答

では，差がみられると考えられる。また，腸管上皮様細

胞に対しては，非病原性細菌の，Lactobacillus plantarum

や L. johnsonii などのプロバイオティクス（Haller et al., 

2000; Lammers et al., 2002; Vizoso Pinto et al., 2007）および

Bacillus subtilis（natto）（Hosoi et al., 2003），病原性細菌の

Salmonella enterica や Shigella dysenteriae，腸管侵襲性

Escherichia coli，Listeria monocytogenes（Eckmann et al., 

1993; Jung et al., 1995）が，IL-8 に加え，様々なサイトカ

インやエイコサノイドの産生を促進することが報告され

ている。これらの違いは，各々の微生物が保持する応答

誘導性物質の種類や量が異なるため，刺激される宿主側

の認識受容体の種類とそれに続く情報伝達・制御系に差

が生じた結果であると考えられる。 

 酪酸のヒトの大腸における濃度は，食餌内容等によっ

て異なるが，5－24 mM と報告されており，小腸ではさ

らに低いとされる（Cummings, 1981; Cummings et al., 

1987）。細胞の状態によっても異なるが，酪酸はその濃度

に依存して，腸管上皮細胞のサイトカイン産生や，細胞

周期，アルカリフォスファターゼ活性等にさまざまな影

響を及ぼすことが知られている（Fusunyan et al., 1999; 

Fusunyan et al., 1998; Harrison et al., 1999; Huang et al., 

1997; Mariadason et al., 2001; Wu et al., 1999）。本章では，

10 mM 酪酸添加培地での 4 日間の前培養が Caco-2 細胞

における IL-6，IL-8，IL-18，MCP-1，SCF，TGF-β1，TGF-β3，

TNF-α，COX-1，COX-2 の mRNA 発現量を増強したが， 

GM-CSF および TGF-β2 の mRNA 発現量には変化がみら

れなかった。また，IL-8 産生に関して，Caco-2 細胞を 10 

mM 酪酸添加培地で 4 日間前培養すると，IL-8 mRNA 発

現量と実際の分泌の増加がみられ，さらに酵母刺激によ

る Caco-2 細胞からの IL-8 分泌増加は酪酸添加培地での

前培養を行った時のみにみられた。一方で，酵母の生菌

数変化は，酪酸の影響を大きく受けなかった。これらの

ことから，酪酸は，その濃度に依存して Caco-2 細胞のい

くつかのサイトカインの産生機構を増強させる働きがあ

ることが明らかになったとともに，酵母の認識機構の増

強にも関与しているのではないかと予想される。 

 培地に添加した FBS は，Caco-2 細胞の増殖や分化に対

する作用を有し，正常腸管上皮細胞への分化に必要であ

ることが報告されている（原ら, 1992）。今回の実験で，

FBS の添加が Caco-2 細胞の酵母に対するサイトカイン

産生応答や，酵母の増殖に影響を及ぼすことが明らかと

なった。酵母に対する Caco-2 細胞の IL-8 分泌促進は，

Caco-2 細胞を 15% FBS と 10 mM 酪酸の両方を添加した

培地で培養した場合のみに認められた。また，S. cerevisiae

の菌数は，FBS の有無にかかわらず増加しなかったが，

C. albicans の菌数は FBS 添加培地でのみ増加がみられた

（図 2-2）。S. cerevisiae の菌数減少の原因は，Caco-2 細胞

との共培養条件である 37℃という温度が，S. cerevisiae

の生育に適していないことが主要因と考えられる。FBS

無添加培地では，酪酸添加培地での前培養の有無に関わ

らず，Caco-2 細胞は，S. cerevisiae と C. albicans の両方の

酵母生菌体に対して IL-8 産生応答を示さなかった。これ

らのことから，酵母に対する Caco-2 細胞の IL-8 産生応

答に関しては，FBS と酪酸の両物質による分化誘導が必

要であることが示された。 

 

2.5 小括 

 

 本章では，酵母 S. cerevisiae および C. albicans が Caco-2

細胞からの様々なサイトカイン産生に及ぼす影響，さら
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には，それらのサイトカイン産生誘導活性に対する培地

中の 10 mM 酪酸および 15% FBS の影響を検討した。 

 解析の結果，15% FBS 含有 DMEM で培養した Caco-2

細胞では，培地への 10 mM 酪酸添加（4 日間）により，

サイトカイン IL-6，IL-8，IL-18，MCP-1，SCF，TGF-β1，

TGF-β3，TNF-α およびエイコサノイドの生成に必要な

COX-1 および COX-2 mRNA の発現増加がみられたが，

GM-CSF および TGF-β2 mRNA の発現量に変化はみられ

なかった。この Caco-2 細胞を，さらに S. cerevisiae およ

び C. albicans 生菌体と 7 時間共培養して刺激することに

より，IL-8 mRNA 発現量に一層の増加がみられたが，そ

のほかのサイトカインおよび COX の mRNA 発現量に変

化はみられなかった。 

 細胞外へのタンパク質レベルでの Caco-2 細胞のサイ

トカイン分泌については，S. cerevisiae および C. albicans

生菌体による刺激が IL-8 の分泌を mRNA の変化同様に

促進したが，IL-6，MCP-1，SCF および TNF-αの分泌に

は影響を及ぼさなかった。Caco-2 細胞は，細菌の刺激に

対しては本章で検討した IL-8 以外のサイトカインも分

泌することが知られているものの，酵母に対しては，IL-8

を産生したのみであった。なお，このような酵母刺激に

よるさらなる Caco-2 細胞の応答変化は，15% FBS およ

び 10 mM 酪酸の両方を添加した DMEM 培地で前培養し

た Caco-2 細胞のみでみられた。 

 

第 3 章 種々の酵母および菌体成分に対するヒト腸管上

皮様 Caco-2 細胞の応答 

 

3.1 序 

 

 腸管には，食品等の摂取を介して Saccharomyces 

cerevisiae 等の酵母が一時的に存在しうるとともに，

Candida albicans をはじめとする常在性酵母が存在し，

腸管上皮細胞を刺激してサイトカイン産生等，さまざま

な免疫応答を誘導していると予想される。第 2 章では，

酵母刺激による腸管上皮様Caco-2細胞からの IL-6，IL-8，

MCP-1 などのサイトカインの産生を検討し，ケモカイン

の一種 IL-8 が産生されることを明らかにした。IL-8 は，

貪食細胞である好中球の動員や，単球の血管内皮細胞へ

の接着を促す働きがあり（Gerszten et al., 1999; Godaly et 

al., 1997），NK 細胞や T 細胞の遊走にも関与しているこ

とが報告されている（Burke et al., 2008; Escotte et al., 

2006）。 

 第 2 章で試料に用いた S. cerevisiae は，一般に病原性

は示さず食品製造にも用いられる代表的な酵母であり，

そのほかにも，発酵乳製品ケフィアには Kluyveromyces 

marxianus や Candida kefyr，味噌には Zygosaccharomyces 

rouxii や Candida versatilis 等の菌種の酵母が含まれると

報告されている。 

 一方，C. albicans は，免疫機能が低下している患者に

おいてカンジダ症を発症させることから，その予防や治

療のためによく研究されている菌種である。他の

Candida 属菌種である C. glabrata，C. parapsilosis なども

腸管内容物や糞便から検出されることがある。 

 以上のような，食品や腸管内に存在する酵母は，intact

な生菌体のまま腸管上皮細胞を刺激する可能性がある

とともに，死菌体や細胞構造がおおきく破壊された酵母

細胞，菌体成分も，同様に腸管上皮細胞と接触・刺激し

ている可能性がある。そのような刺激の違いに対する細

胞応答の差異に関しては，不明な点が多い。 

 また腸管上皮細胞は，腸管腔の表層に，一層の上皮細

胞層を形成して異物に対するバリアとして機能している。

腸管上皮細胞の各細胞は互いにZO-1やOccludin，Claudin

などのタンパク質からなるタイトジャンクション（tight 

junction：TJ）により密着しており，腸管腔から組織内へ

の物質侵入を物理的に制御している。タイトジャンク

ションは，サイトカインなどの内因性因子（Al-Sadi and 

Ma, 2007; Bruewer et al., 2003; Madara and Stafford, 1989）

や食品成分（Hashimoto et al., 1994; Hashimoto et al., 1995），

ある種の微生物（Chambers et al., 1997; Obert et al., 2000; 

Simonovic et al., 2000）によってその開閉が影響を受け，

腸管腔側からの物質の吸収や微生物感染の防御において，

重要な役割を担っている。培養細胞を用いてタイトジャ

ンクションの変化を観察する際には，経上皮電気抵抗

（Transepithelial electrical resistance：TER）値が指標とさ

れる。TER 値が下がると，タイトジャンクションが開い

て，物質の透過性が促進されていることを示す。このよ

うなバリアに対して，酵母による刺激がどのような影響

を与えるかについても，不明な点が多い。 

 そこで本章では，第 2 章で明らかとなった S. cerevisiae

と C. albicans による Caco-2 細胞からの IL-8 産生促進の

現象について，さらに詳細な検討を加えることとした。

まず，S. cerevisiae と C. albicans に対する Caco-2 細胞の

IL-8 産生応答が酵母菌体濃度依存的かどうかを検討し，

続いて，死菌体や菌体成分では IL-8 産生促進活性がど

のように変化するか，酵母の菌種の差異により IL-8 産

生応答がどのように異なるか，さらに，TER 値の測定

により酵母刺激が Caco-2 細胞層の透過性をどのように

変化させるかを解析した。 
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表 3-1 実験に供した酵母菌株 

菌株 由来 （分離源） 

Saccharomyces cerevisiae JCM 7255T ビール（上面発酵） 

Candida kefyr NBRC 10287T ケフィア粒 

Candida utilis NBRC 10707T 酵母工場 

Candida versatilis NBRC 10056T 発酵きゅうり塩漬け（アメリカ） 

Kluyveromyces lactis NBRC 1090T チーズ（イギリス） 

Kluyveromyces marxianus NBRC 1735T ヨーグルト（オランダ） 

Schizosaccharomyces pombe NBRC 1628T 不明 

Zygosaccharomyces rouxii NBRC 1130T ブドウもろみ（イタリア） 

Candida albicans JCM 1542T 皮膚疾患 

Candida glabrata NBRC 0622T 糞便 

Candida krusei NBRC 1395T 痰（スリランカ） 

Candida parapsilosis NBRC 1396T スプルー患者（プエルトリコ） 

Candida tropicalis NBRC 1400T 気管支炎患者 

 

3.2 材料と方法 

 

3.2.1 酵母試料 

 S. cerevisiae JCM 7255TおよびC. albicans JCM 1542Tは

独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンター微生

物材料開発室（JCM，和光）より購入し，C. glabrata NBRC 

0622T，C. krusei NBRC 1395T，C. parapsilosis NBRC 1396T，

C. tropicalis NBRC 1400T，C. kefyr NBRC 10287T，C. utilis 

NBRC 10707T，C. versatilis NBRC 10056T，Kluyveromyces lactis 

NBRC 1090T，K. marxianus NBRC 1735，Schizosaccharomyces 

pombe NBRC 1628T，Zygosaccharomyces rouxii NBRC 1130T

は，独立行政法人製品評価技術基盤機構（NITE）生物遺

伝資源部門（NBRC；千葉）より購入した（表 3-1）。こ

れらの酵母を YM broth（Difco Laboratories, Detroit, MI, 

USA）にて，30℃，3 日間培養した後，1000×g，4℃で

10 分間遠心分離し，沈渣をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）

で 2 回洗浄し，必要な濃度に PBS で懸濁した。酵母菌数

はポテトデキストロース寒天培地（栄研化学，東京）を

用いて，平板混釈法にて測定した。 

 加熱死菌体の懸濁液は，Caco-2 細胞用のダルベッコ変

法イーグル培地（DMEM；日水製薬，東京）に懸濁した

菌体を，65℃の湯浴で 30 分間加熱処理することにより調

製した。また，懸濁液（1.0 × 108－3.0 × 108 CFU/mL）100 

μl を，ポテトデキストロース寒天培地で混釈後，30℃，48

時間培養し，加熱処理により菌が死滅したことを確かめた。 

 S. cerevisiae 由来細胞壁粗画分ザイモサン，酵母細胞壁成
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分のグルカンおよびマンナン（Sigma，St. Lois，MO）は，

PBS に懸濁し，必要な濃度にDMEM で希釈して用いた。 

 

3.2.2 Caco-2 細胞と酵母試料の共培養 

 独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンターリ

ソース基盤開発部細胞材料開発室（つくば）より購入し

た Caco-2 細胞（RCB0988）（Fogh et al., 1977; Kanda et al., 

1998）を，1 mM L-グルタミン（和光純薬，大阪），10 mM 

HEPES（同仁，熊本），15%非働化ウシ胎児血清（FBS；

PAA Laboratories，Linz，Austria）を加えた DMEM 中に

懸濁し，6 ウェルマイクロプレート（ベクトン・ディキ

ンソン，NJ，USA）を用いて，37℃，5% CO2 存在下で

培養した。培地は，同一の培地を用いて，原則，毎日１

回交換した。 

 酵母試料との共培養時のサイトカイン産生量を測定す

るために，0.5 mL DMEM（15% FBS 含有，10mM 酪酸含

有・非含有）を注加した 24 ウェルマイクロプレート（ベ

クトン・ディキンソン）の各ウェルに 12-mm ミリセル

HA フィルター（ミリポア，MA，USA）を置き，培養・

調製した Caco-2 細胞（1.5 × 105 個）を同上の 0.5 mL 

DMEM に懸濁し，フィルター上に播種後，37℃，5% CO2

存在下で 6－7 日間培養した。培地は，同一培地を用いて，

原則，毎日１回交換した。 

 

3.2.3 Caco-2 細胞からの IL-8 分泌量の測定 

 DMEM（15% FBS 含有，10 mM 酪酸含有・非含有）に

て Caco-2 細胞と酵母試料とを共培養後，Caco-2 細胞の

側底面側（フィルター下）の培地を回収し，1000×g，5

分間遠心分離後，上清を回収して，サイトカイン量の測

定時まで，-80℃で凍結保存した。上清中の IL-8 濃度の

測定は，ヒト IL-8 酵素免疫吸着測定（ELISA）キット

（Pierce，MA，USA）を用いて行った。 

 

3.2.4 Caco-2 細胞層の経上皮電気抵抗（TER）値の測

定 

 DMEM（15% FBS 含有，10mM 酪酸含有）を用いて

12-mm ミリセル HA フィルター（ミリポア，MA，USA）

上に培養した Caco-2 細胞を酵母生菌体と共培養し，

Millicell-ERS 抵抗値測定システム（ミリポア）を用いて

Caco-2 細胞の TER 値を測定した。 

 

3.2.5 統計解析 

 統計解析は，SPSS ソフト（SPSS，IL，USA）を用い

て行った。等分散が仮定できるとき，Dunnett 両側検定を

を行った。P＜0.05 のとき，有意差があるとみなした。 

3.3 結果 

 

3.3.1 Caco-2 細胞と S.cerevisiae あるいは C.albicans

生菌体を共培養した際の酵母菌濃度に依存した

IL-8 分泌量の増加 

 Caco-2 細胞（15% FBS 含有，10 mM 酪酸添加・無添加

培地で前培養実施）と濃度の異なる S. cerevisiae（1.9 × 103

－1.9 × 107 CFU）および C. albicans（8.0 × 102－8.0 × 106 

CFU）生菌体を共培養した際の IL-8 分泌量を測定した。

酪酸無添加培地で前培養した Caco-2 細胞では，S. 

cerevisiae または C. albicans と 7 時間または 24 時間共培

養しても，IL-8 分泌量はいずれも定量限界以下であった。

酪酸添加培地で前培養した Caco-2 細胞をそれぞれの酵

母と 7 時間共培養したところ，S. cerevisiae（初発菌数 ≥ 

1.9 × 106 CFU）および C. albicans（初発菌数 ≥ 8.0 × 105 

CFU）刺激区で，酵母菌濃度依存性の IL-8 分泌量の有意

な増加がみられた（図 3-1A）。24 時間共培養した場合に

は，初発菌数が最高ではない実験区（S. cerevisiae は初

発菌数 1.9 × 105 CFU，C. albicans は同 8.0 × 104 CFU 添加

区）において，最も IL-8 の分泌量の増加がみられた（図

3-1B）。 

 一方，酵母の加熱死菌体（DMEM 中，65℃，30 分間

加熱処理）と共培養した場合には，IL-8 分泌量の増加は

みられなかった（図 3-2）。 

 

3.3.2 S.cerevisiae細胞壁由来ザイモサンおよびグルカ

ンによる Caco-2 細胞からの IL-8 産生増強 

 酪酸（10 mM）を含む培地で 4 日間前培養した Caco-2

細胞と S. cerevisiae 細胞壁由来成分であるザイモサン，

グルカンおよびマンナン（0，5，50，500 μg）それぞれ

を同培地 0.5 mL にて 7 時間または 24 時間共培養し，培

地中に分泌された IL-8 の濃度を ELISA により測定した。

ザイモサン（50，500 μg）とグルカン（500 μg）は，Caco-2

細胞からの IL-8 分泌を濃度依存的に有意に増強したが，

マンナンは IL-8分泌量に影響を及ぼさなかった（図3-3）。 

 

3.3.3 種々の酵母生菌体によるCaco-2細胞の IL-8産生

増強 

 S. cerevisiae と C. albicans 以外の種々の酵母について

（表 3-1），同様に Caco-2 細胞からの IL-8 産生を促進す

る働きがあるかどうかを検討した。Caco-2 細胞を 10 mM

酪酸添加培地で4日間前培養した後，各酵母の生菌体（1.0 

× 107 CFU）とそれぞれ7時間または24時間共培養した。 

 その結果，S. cerevisiae，C. kefyr，C. utilis，C. versatilis，K. 

lactis，K. marxianus，S. pombe，Z. rouxii，C. albicans，C. glabrata，

C. krusei，C. parapsilosis，C. tropicalis，いずれの酵母に対し
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ても，Caco-2細胞からの IL-8分泌が促進された（図3-4）。 

 

3.3.4 S.cerevisiae および C.albicans 生菌体との共培

養によるCaco-2 細胞層の経上皮電気抵抗（TER）

の変化 

 S. cerevisiae または C. albicans 生菌体との共培養時の

Caco-2 細胞の TER 値を測定し，S. cerevisiae（初発菌数

1.9 × 103－1.9 × 107 CFU）および C. albicans（初発菌数

8.0 × 102－8.0 × 106 CFU）が Caco-2 細胞層の透過性に及

ぼす影響について調べた。酪酸（10 mM）添加培地で前

培養した Caco-2 細胞を S. cerevisiae と 7 時間の共培養を

行った場合，Caco-2 細胞層の TER 値に顕著な変化はみ

られなかったが，C. albicans（≥ 8.0 × 103 CFU）との共培

養では有意に減少した（図 3-5A）。24時間の共培養では，

両酵母が共に TER 値を減少させたが，S. cerevisiae のほ

うがより緩やかな減少をみせた（図 3-5B）。 

図 3-1 Saccharomyces cerevisiae または Candida 
albicans 生菌体との共培養による Caco-2 細
胞からの IL-8 分泌変化 
Caco-2 細胞（1.5 × 105個）をミリセル-HA フィル

ター上に播種し，酪酸無添加培地で 6－7 日間培

養したのちに，10 mM 酪酸添加培地（フィルター

上下に各 0.5 mL）で 4 日間培養後，さらに酵母生

菌体と表記の時間共培養した。値は平均値±標準

偏差（n=5）。  
* 各共培養時間における無刺激時の IL-8 分泌量に

対して有意差あり（P<0.05）。 

図 3-2 Saccharomyces cerevisiae または Candida 
albicans 加熱死菌体との共培養時の Caco-2
細胞からの IL-8 分泌 
Caco-2 細胞（1.5 × 105個）をミリセル-HA フィル

ター上に播種し，酪酸無添加培地で 6－7 日間培

養した後，10 mM 酪酸添加培地（フィルター上下

に各 0.5 mL）で 4 日間培養し，60℃で 30 分間処

理した酵母加熱死菌体と共培養した。値は平均値

±標準偏差（n=5）。 
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図 3-3 S.cerevisiae 由来ザイモサン，グルカン，マ

ンナンとの共培養時の Caco-2 細胞からの

IL-8 分泌 

Caco-2 細胞（1.5 × 105個）をミリセル-HA フィル

ター上に播種し，酪酸無添加培地で 6－7 日間培

養した後，10 mM 酪酸添加培地（フィルター上下

に各 0.5 mL）で 4 日間培養し，酵母生菌体と共培

養した。値は平均値±標準偏差（n=5）。 

* 各共培養時間における無刺激時の IL-8 分泌量に

対して有意差あり（P<0.05）。 

図 3-4 種々の酵母生菌体刺激による Caco-2 細胞か

らの IL-8 分泌 

Caco-2 細胞数（1.5 × 105個）をミリセル-HA フィ

ルター上に播種し，酪酸無添加培地で 6－7 日間

培養した後，10 mM 酪酸添加培地（フィルター上

下に各 0.5 mL）で 4 日間培養し，酵母生菌体（1.0 

× 107 CFU）と共培養した。値は平均値±標準偏差

（n=5）。 

* 各共培養時間における無刺激時の IL-8 分泌量に

対して有意差あり（P<0.05）。 
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3.4 考察 

 

 本章では，S. cerevisiae および C. albicans を含む種々

の酵母生菌体が，10 mM 酪酸で前処置した腸管上皮様

Caco-2 細胞からの IL-8 産生を促進することを明らかに

した。ケモカインの一種である IL-8 は，好中球の動員や

単球の血管内皮細胞への接着を促す働きを有する物質で

ある（Gerszten et al., 1999; Godaly et al., 1997）。 

 食品製造にも用いられる S. cerevisiae による IL-8 産生

促進作用は，C. albicans よりも低く，細胞層の透過性の

指標となる経上皮電気抵抗（TER）値を低下させる作用

も緩やかであった（図 3-1 および 3-5）。しかしながら，

その他の食品製造やプロバイオティクスに用いられる

種々の酵母およびヒト常在性酵母についても解析したと

ころ，10 mM 酪酸添加培地で前培養した腸管上皮様

Caco-2 細胞からの IL-8 分泌は，食品由来菌株と生体由来

菌株との間で，作用の強度に一定の傾向を示すことなく

促進された（図 3-4）。これらの結果は，食品などから摂

取することで生体内に初めて存在するような酵母と生体

内に常在する酵母の両方が，腸管上皮細胞の免疫応答を

通して，腸管免疫系を刺激する作用を本質的には大差な

く有していることを示唆している。 

 酵母の経口摂取については，宿主に有益な作用をもた

らすと，いくつかの報告がこれまでになされている。例

えば，S. cerevisiae の菌体成分の摂取により，牛の食欲増

進や乳量増加が認められ（Besong et al., 1996; Dann et al., 

2000），また，K. marxianus 死菌体の摂取により，血中コ

レステロール濃度が低下するとされる（Yoshida et al., 

2005; Yoshida et al., 2004）。本章の結果から，健常人にお

いては，さまざまな酵母の摂取により，IL-8 産生などの

免疫応答を誘導し，甚大で有害な作用を示さずに腸管免

疫システムを刺激・発達させ，外来物質に対して迅速な

免疫応答を示せるような状態に維持することができるの

ではないかと考えられる。また，酵母菌株間の競合によ

り，腸内への病原性酵母の定着性を抑制したり排除しや

すい環境を整えるといった有益な作用も得られるのでは

ないだろうか。 

 本章では，酵母生菌体のみならず，加熱死菌体や菌体

成分の IL-8 産生促進作用について検討を加えた。その結

果，酵母生菌体は Caco-2 細胞からの IL-8 産生を促進し

たが，加熱死菌体では影響を及ぼさなかった（図 3-1 お

よび 3-2）。他の報告でも，C. albicans 生菌体は IL-1αや

IL-1β，IL-8，TNF，GM-CSF 等の口腔上皮細胞からの産

生を促進したが，死菌体では促進しなかったとされる

（Schaller et al., 2002; Steele and Fidel, 2002）。一方，酵母

細胞壁粗画分ザイモサンおよびその一成分であるグルカ

ンは IL-8 産生を促進したが，マンナンはその活性を有し

なかった（図 3-3）。ザイモサンに関するこれまでの報告

から，ザイモサン表面には β-グルカンが露出していると

考えられ（DiCario and Fiore, 1958; Pillemer and Ecker, 

1940），本章で観察されたザイモサンによる IL-8 産生促

進は，ザイモサン内の β-グルカンが関与しているものと

考えられる。 

 加熱死菌体と，ザイモサン等の菌体成分とで，IL-8 産

生促進作用に差異が認められたが（図 3-2 および 3-3），

試料として用いたザイモサンやグルカンは，本章での酵

母細胞に対する加熱死菌体調製用の処理条件（65℃の湯

浴で 30 分間加熱処理）と異なり，90℃以上での数時間の

加熱処理と，酵素処理，物理的粉砕等を組み合わせて抽

出した物質である。このことから，今回の実験の加熱処

理条件では，酵母細胞表面の活性物質の変性や産生物質

図 3-5 S.cerevisiae および C.albicans 生菌体との共
培養時の Caco-2 細胞層の経上皮電気抵抗値
（TER 値）の変化 
Caco-2 細胞（1.5 × 105個）をミリセル-HA フィル

ター上に播種し，酪酸無添加培地で 6－7 日間培

養した後，10 mM 酪酸添加培地（フィルター上下

に各 0.5 mL）で 4 日間培養し，酵母生菌体と共培

養した。値は平均値±標準偏差（n=5）。 
* 各共培養時間における無刺激時の TER 値に対し

て有意差あり（P<0.05）。 
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の消失によりサイトカイン分泌誘導能を失ったとともに，

細胞壁内部のグルカンなどの耐熱性を有する作用物質の

露出は，サイトカイン分泌を誘導するほどはなかったと

考えられる。 

 ところで，intact な酵母細胞は，マンナンを細胞壁成分

として含有し細胞表層に発現しているとともに，β-グル

カンをその細胞壁内層に有している。β-グルカンは，通

常，表層では出芽痕のみに存在が認められる（Gantner et 

al., 2005）。本章で，グルカンによるCaco-2細胞からの IL-8

分泌促進作用が示され，また，β-グルカンは，マクロ

ファージの TNF-α 産生を促進することが知られている

ことから（Olson et al., 1996），S. cerevisiae および C. 

albicansの生菌体によるCaco-2細胞からの IL-8産生促進

にも，この β-グルカンの関与が考えられる。一方，マン

ナンに関連する物質については，C. albicans のホスホリ

ポマンナンがマウスマクロファージの TLR2 に認識され

ること（Jouault et al., 2003），また，C. albicans 及び S. 

cerevisiae のマンナンがヒト単球において TLR4 及び

CD14 を介した TNF-α産生を活性化することが知られて

いる（Tada et al., 2002）。しかしながら，本章においては，

S. cerevisiae 由来のマンナン単独では腸管上皮様 Caco-2

細胞からの IL-8 産生を促進しなかった。したがって，酵

母生菌体刺激による Caco-2 細胞からの IL-8 産生にはマ

ンナンが関与している可能性もあるが，実験に供した単

独のマンナンとは構造や結合物質が異なり，IL-8 分泌促

進作用に影響を及ぼしたとも予想される。 

 S. cerevisiae と C. albicans 以外の種々の酵母も IL-8 分

泌促進活性を示したが（図3-4），これらの酵母も同様に，

細胞壁成分としてβ-グルカンやマンナンなどを含むこと

から，これらの成分が Caco-2 細胞からの IL-8 産生に関

与している可能性が考えられる。しかしながら，それぞ

れの酵母における詳細な細胞構造や含有量は，菌種や菌

株，酵母の存在する環境（温度，pH，栄養成分等）によっ

て異なると予想される。また，酵母の種類により，実際

の生体内では，生存能力や代謝活性，宿主細胞への接着

性，侵襲性が異なり，それらが免疫応答を誘導する物質

の種類や量の差と相まって，宿主への影響に違いを及ぼ

す可能性がある。 

 本章の最後の実験では，腸管における酵母生菌体の存

在が腸管上皮細胞層の構造と機能の維持に及ぼす影響を

検討する目的で，Caco-2 細胞層の透過性に関連する TER

の変化を測定した。その結果，S. cerevisiae または C. 

albicans 生菌体と Caco-2 細胞の共培養時には，S. 

cerevisiae より C. albicans のほうがより急速な TER 値の

減少を引き起こすことが判明した（図 3-5）。S. cerevisiae

は，通常，卵形の酵母型の形態をとり，菌糸を形成する

ことはないが，Candida 属酵母，なかでも C. albicans は，

温度や pH，血清成分等の生育環境によって，発芽管およ

び菌糸を形成することが知られている（Barlow et al., 

1974; Buffo et al., 1984; Casanova et al., 1997）。Caco-2 細胞

に対しても，C. albicans は，菌糸形で Caco-2 細胞間およ

び細胞内を通過し，頂端面から側底面へ移動することが

報告されており（Weide and Ernst, 1999），その際に Caco-2

細胞の構造と機能に傷害を与えると予想される。また，

C. albicans は，ホスホリポマンナンや，分泌性アスパラ

ギン酸タンパク質分解酵素（secretory aspartic proteinase：

SAP），高親和性鉄透過酵素（high-affinity iron permease）

等の組織傷害性を有する特徴的な病原性因子を産生する

（Chaffin et al., 1998; Jouault et al., 1997; Ramanan and 

Wang, 2000）。S. cerevisiae もさまざまな酵素を産生する

が，強い組織傷害性をもった因子は報告されていない。

このような S. cerevisiae と C. albicans との違いが，本研

究における Caco-2 細胞のサイトカイン産生および TER

低下の違いの原因となっている可能性があり，C. 

albicans より S. cerevisiae のほうが Caco-2 細胞層に，ひ

いては実際の腸管における腸管上皮細胞層に与える傷害

は低いことを示唆している。 

 本章で検討したケモカインの一種である IL-8 に関し

て，しばしば炎症反応における IL-8 の産生増加が問題と

されるが，微生物による IL-8 産生促進が必ずしも炎症疾

患を誘起するとは限らない。IL-8 の産生は，物質の迅速

な除去に必要な反応であり，また，過度の炎症を起こさ

ない程度の非病原性微生物による免疫応答の誘引は，免

疫系の発達を高めるとともに，病原性微生物が侵入して

きた際の免疫応答に迅速に対応するよう備える働きもあ

るのではないかと考えられる。例えば，プロバイオティ

クスの Streptococcus thermophilus や非病原性 E. coli も，

腸管上皮様 HT29/19A 細胞からの IL-8 産生を促進すると

いう報告もあり（Lammers et al., 2002），また，非病原性

Lactobacillus sakei が血球細胞と共培養した Caco-2 細胞

の IL-8 mRNA 発現を促進したり（Haller et al., 2000），口

腔内常在性細菌Fusobacterium nucleatumも IL-8の産生を

促進するという報告がみられる（Krisanaprakornkit et al., 

2000）。本研究において観察された S. cerevisiae による

IL-8 の産生促進活性は，その菌体の経口摂取時には通常，

重篤な炎症を引き起こすようなものではなく，免疫機能

の発達や，別の病原性微生物の侵入に対処するために，

免疫機能を高めておく点で有益であると考えられる。 
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3.5 小括 

 

 酵母 S. cerevisiae とその菌体成分，および C. albicans

が，ヒト腸管上皮様 Caco-2 細胞からの IL-8 産生および

Caco-2 細胞層の TER に与える影響を検討した。また，

S. cerevisiaeおよびC. albicans以外の種々の酵母について

も同様に，IL-8 産生に及ぼす影響を検討した。Caco-2 細

胞については，フィルター上にて極性を持たせて培養す

ることにより，腸管上皮様細胞への分化を誘導し，さら

に分化を誘導するとされる 10 mM 酪酸添加 DMEM を用

いて前培養した後，酵母等との共培養試験を実施した。 

 Caco-2 細胞との共培養試験（7 時間および 24 時間）の

結果，S. cerevisiae および C. albicans 生菌体，S. cerevisiae

由来の細胞壁成分のザイモサンとグルカンが，Caco-2 細

胞からの IL-8 産生を増強したが，加熱死菌体（65℃の湯

浴で 30 分間加熱処理）やマンナンは IL-8 産生を増強し

なかった。 

 さらに，種々の酵母 C. kefyr，C. utilis，C. versatilis，

K. lactis，K. marxianus，S. pombe，Z. rouxii，C. glabrata，

C. krusei，C. parapsilosis，C. tropicalis もそれぞれ，S. 

cerevidiae および C. albicans 同様，Caco-2 細胞からの IL-8

産生を促進した。 

 S. cerevisiae による 7 時間刺激では，Caco-2 細胞層の

TER 値に変化はみられなかったが，24 時間刺激では，

Caco-2 細胞層の TER 値の低下を起こし，その低下は C. 

albicans 刺激より緩やかであった。 

 以上の結果から，S. cerevisiae 等のように主に食品等と

共に取り込まれ一過的に腸管に存在する酵母，および C. 

albicans 等の常在性酵母は共に，腸管上皮細胞を介して

腸管免疫応答を誘導することが示唆された。 

 

第 4 章 Saccharomyces cerevisiae および Candida 

albicans に対するヒト好中球様 HL-60 細胞のサイトカイ

ン産生応答 

 

4.1 序 

 

 第 2 章および第 3 章では，S. cerevisiae をはじめとする

種々の酵母菌体や，S. cerevisiae の細胞壁構成成分である

ザイモサンおよびグルカンが，ヒト腸管上皮細胞様

Caco-2 細胞からの IL-8 分泌を促進することを明らかに

した。分泌される IL-8 は好中球の動員を促すケモカイン

である（Gerszten et al., 1999; Godaly et al., 1997）。 

 好中球は，自然免疫反応のみでなく獲得免疫に対して

も重要な役割を担っており，上皮細胞とは異なり，酵母

や細菌などの微生物を積極的に取り込んで殺菌・分解す

るという貪食作用を有している。微生物は貪食される際

に，好中球の細胞膜に包み込まれるように細胞内部に取

り込まれ，細胞質内のファゴソームと呼ばれる膜小胞の

中に入る。好中球細胞表面上やファゴソーム膜上には，

TLRs や Dectin-1 等の酵母菌体成分受容体が発現してい

ることが知られている（Flo et al., 2001; Hornef et al., 2002; 

Ozinsky et al., 2000; Underhill et al., 1999）。酵母を含めた真

菌に対する生体の免疫応答においては，好中球が最も重

要な役割を担っていることが報告されており（Fradin et 

al., 2005; Rubin-Bejerano et al., 2003），真菌感染部位では，

多数の好中球の集積が観察される（Netea et al., 1999）。そ

の処理過程において，好中球はサイトカインや活性酸素

種，次亜塩素酸を産生したり，細胞外捕捉構造物

（neutrophil extracellular traps：NETs）を形成したり，他

の細胞への抗原提示能を示す（荒谷, 2006; Ishikawa and 

Miyazaki, 2005; Urban et al., 2006）。また，好中球減少患者

において，カンジダ症などの真菌症が問題になっている

ことからも，酵母に対する免疫応答における好中球の重

要性が伺える。 

 好中球のモデル細胞として研究に多用されている前骨

髄球性白血病細胞 HL-60 は，レチノイン酸またはジメチ

ルスルホキシド（DMSO）を添加した培地を用いて培養

することにより，好中球様に分化する（Breitman et al., 

1980; Collins et al., 1978）。分化した HL-60 細胞は，好中

球の形態的特徴を有し，補体レセプターの発現，貪食作

用や走化性，スーパーオキシドやサイトカインの産生，

ニトロブルーテトラゾリウムの減少活性等を示す。 

 好中球や好中球様 HL-60 細胞は，Anaplasma 属，

Ehrlichia 属，Salmonella enterica，Pseudomonas aeruginosa

などの細菌に対し，サイトカイン IL-1α/β，IL-6，IL-8，

MIP-1α，TNF-α を産生することが報告されている

（Hachicha et al., 1998; Kim and Rikihisa, 2000, 2002; Klein 

et al., 2000）。一方，酵母に対しては，細菌に対する反応

に比べると弱いものの，生体より分離した好中球が，S. 

cerevisiae 死菌体に対して IL-8 を，C. albicans 死菌体に対

して IL-8 と MIP-1αを分泌することが明らかになってい

る（Hachicha et al., 1998）。遺伝子発現レベルでは，好中

球様 HL-60 細胞が，C. albicans 生菌体および死菌体に対

して IL-1αと IL-8のmRNA発現量を増加させ，C. albicans

死菌体に対してはさらに IL-6 mRNA 発現量を増加させ

ることや（Suzuki et al., 2000），C. albicans 生菌体に対し，

IL-1β，TNF-α，MIP-1α，MIP-3αなどの mRNA 発現量を

増加させることが報告されている（Mullick et al., 2004）。

このように，酵母に対する好中球のサイトカイン応答に

関する解析例は，C. albicans を中心としたものであり，

S. cerevisiae をはじめとする食品やサプリメント製造に
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用いられる酵母に対する応答に関しては，詳細が明らか

となっていない。 

 本章では，第 2 章および第 3 章で明らかにした腸管上

皮様 Caco-2 細胞によって分泌される IL-8 により動員さ

れる好中球に着目し，S. cerevisiae および C. albicans の生

菌体および加熱死菌体に対する好中球様 HL-60 細胞の

種々のサイトカイン産生応答について検討した。また，

HL-60細胞の分化誘導剤であるレチノイン酸とDMSOが

HL-60 細胞の応答に及ぼす影響についても比較検討した。 

 

4.2 材料と方法 

 

4.2.1 酵母試料 

 独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンター微

生物材料開発室（JCM；和光）より購入した S. cerevisiae 

JCM 7255T および C. albicans JCM 1542T を YM broth

（Difco Laboratories, Detroit, MI, USA）にて，30℃，3 日

間培養した後，1000×g，4℃で 10 分間遠心分離し，沈渣

を PBS で 2 回洗浄し，必要な濃度に懸濁した。菌数は，

ポテトデキストロース寒天培地（栄研化学，東京）を用

いた平板混釈法により，30℃，48 時間培養して測定した。 

 加熱死菌体は，PBS に懸濁した菌体を，60℃または

100℃の湯浴で 30 分間加熱することにより調製した。菌

の死滅の確認は，菌懸濁液（1.0 × 108–3.0 × 108 CFU/mL）

100 μl をポテトデキストロース寒天培地で混釈し，30℃，

48 時間培養して行なった。 

 

4.2.2 HL-60 細胞と酵母の共培養 

 独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンターリ

ソース基盤開発部細胞材料開発室（つくば）より購入し

た前骨髄球性白血病細胞 HL-60（RCB0041）を 1 mM L-

グルタミン（和光純薬，大阪），10 mM HEPES（同仁，

熊本），10%非働化ウシ胎児血清（FBS；PAA Laboratories，

Linz，Austria）を加えた RPMI1640 培地（日水製薬，東

京）で，37℃，5% CO2存在下で培養した。ヒト好中球様

への分化を促すため，24 ウェルマイクロプレート（ベク

トン・ディキンソン，NJ，USA）に 1.0×106 個ずつ播種

し，1 μM レチノイン酸または 1.25% DMSO 添加

RPMI1640 培地で 6 日間培養した。培地は一日おきに新

しいものと交換した。その後，新たに S. cerevisiae また

はC. albicansの生菌体または加熱死菌体を含む同一の培

地を加え，7 時間または 24 時間共培養を行った。 

 

4.2.3 サイトカイン分泌量の測定 

 共培養後，培養上清を回収し，1000×g，5 分間遠心分

離後，上清を回収し，サイトカイン量測定時まで，-80°

Ｃで凍結保存した。上清中のサイトカイン IL-1β，IL-6，

IL-8，IL-12，MCP-1，TNF-αの測定は，酵素免疫吸着測

定（ELISA）キット（Pierce，MA，USA）を用いて，IL-18

の測定は ELISA キット（MBL，名古屋）を用いて行っ

た。 

 

4.2.4 サイトカイン mRNA 発現量の測定 

 酵母との共培養前および共培養後の HL-60 細胞から，

RNeasy mini kit（キアゲン，Hilden，Germany）および DNase

（キアゲン）を用いて，全 RNA を抽出した。抽出した

RNA から，Omuniscript reverse transcriptase（キアゲン），

oligo d(T)12-18プライマー（GE ヘルスケアバイオサイエン

ス，NJ，USA）および RNaseOUT recombinant RNase 

inhibitor（インビトロジェン）を用いて，逆転写により

cDNA を合成した。cDNA から mRNA 発現量を測定する

ため，QuantiTect SYBR Green PCR Kit（キアゲン）と，IL-1β，

IL-6 ， IL-8 ， IL-12p40 ， IL-18 ， MCP-1 ， TNF-α ，

IL-1β-converting enzyme（ICE/caspase-1）特異的プライマー

（日本遺伝子研究所，仙台，表 4-1）を用いて，ライト

サイクラー330 システム（ロシュ，Mannheim，Germany）

により，PCR を行った。ICE は非活性型 IL-1β と IL-18

を活性型に変換する際に重要な役割を担っている物質で

ある。各プライマー配列および PCR条件は表 4-1に示す。

各サンプルの GAPDH を内部標準とした。 

 

4.3 結果 

 

4.3.1 S.cerevisiae 生菌体および加熱死菌体に対する

HL-60 細胞のサイトカイン産生応答とレチノイ

ン酸および DMSO の影響 

 S. cerevisiae 生菌体および 60℃，30 分間加熱処理して

得られた死菌体による刺激に対し，HL-60 細胞がどのよ

うなサイトカイン分泌応答を示すか検討した。また，

HL-60 細胞の好中球様細胞への分化誘導に用いた 1 μM

レチノイン酸および1.25% DMSOの影響についても比較

検討した。その結果，レチノイン酸添加培地で前培養し

た HL-60 細胞では，S. cerevisiae 生菌体（1.0 × 107 CFU）

および加熱死菌体刺激（24 時間共培養）に対して，IL-1β，

IL-6，IL-8，IL-12，IL-18，MCP-1 および TNF-α の分泌

量が増加した（図 4-1）。レチノイン酸添加培地で前培養

したHL-60細胞のこれらのサイトカインの分泌の程度は，

DMSO添加培地で前培養したHL-60細胞に比べて強かっ

た（図 4-1）。 
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表 4-1 PCR プライマー配列と反応条件 

標的遺伝子 プライマー（5’–3’） 
アニーリング

温度 
（℃） 

伸長反応 
時間 
（秒） 

増幅 
サイズ 
（bp） 

GAPDH sense tgaacgggaagctcactgg 63 30 307 

 antisense tccaccaccctgttgctgta    

IL-1β sense gatggcttattacagtggc 63 20 198 

 antisense atcttcctcagcttgtcca    

IL-6 sense cactcacctcttcagaacga 60 30 258 

 antisense ctgttctggaggtactctagg    

IL-8 sense tggctctcttggcagccttc 63 30 238 

 antisense tgcacccagttttccttggg    

IL-12p40 sense tccctgacattctgcgtt 55 16 160 

 antisense cccattcgctccaagat    

IL-18 sense aatttcaactctctcctgtg 54 25 236 

 antisense tagatctatcccccaattca    

MCP-1 sense ctcagccagatgcaatcaat 60 30 259 

 antisense agattcttgggttgtggagt    

TNF-α sense agcccatgttgtagcaaacc 60 15 134 

 antisense tgaggtacaggccctctgat    

ICE sense ctgtgatgtggaggaaat 55 15 154 

 antisense cgcagacattcatacagttt    

 PCR 反応は，95℃で 15 分間加熱した後，94℃で 15 秒間の変性反応，表中の温度で 20 秒間のアニーリング反応，72℃で表中

の時間の伸長反応を 40 サイクル繰り返した。 

 また，酵母刺激なしの場合にも，レチノイン酸添加培

地で前培養した HL-60 細胞は，レチノイン酸や DMSO

を加えていない場合に比べ，IL-1βと MCP-1 の分泌量が

増加していたが，DMSO 添加培地で前培養した HL-60 細

胞では，これらの増加はみられなかった（図 4-1）。 

 

4.3.2 濃度の異なるS.cerevisiaeおよびC.albicansの生

菌体および加熱死菌体刺激に対するレチノイン

酸処理 HL-60 細胞のサイトカイン分泌応答 

 S. cerevisiae に対する HL-60 細胞からのサイトカイン

産生応答をさらに詳細に検討するために，さまざまな濃

度（1.0 × 103–1.0 × 107 CFU）の酵母生菌体および加熱死

菌体（60℃または 100℃で 30 分間加熱）と，レチノイン

酸含有培地で前培養した HL-60 細胞を共培養し，HL-60

細胞のサイトカイン分泌量を測定した。同様に，C. 

albicans についても検討した。その結果，S. cerevisiae 生

菌体または加熱死菌体との共培養（24 時間）により，

HL-60 細胞からの IL-1β，IL-6，IL-8，IL-12，IL-18，MCP-1

および TNF-α分泌量が増加し，その応答は酵母の濃度や

酵母細胞の状態（生死・加熱処理条件）に依存していた

（図 4-2）。これらのサイトカインのうち，IL-1β および

IL-18 以外については，60℃で 30 分間加熱処理した S. 

cerevisiae 死菌体による分泌量の最大値が，生菌体や

100℃で 30 分間加熱処理した死菌体による分泌量よりも

大きかった。一方，対照の 60℃で 30 分間加熱処理した

C. albicans 死菌体（1.0 × 107 CFU）は，HL-60 細胞から

の IL-6，IL-8，IL-12，MCP-1，TNF-α産生を促進したが，

IL-1βと IL-18 産生量に対しては影響を与えなかった。ま

た，この作用は，100℃で加熱した C. albicans 死菌体よ

りも強かった。C. albicans 生菌体は，IL-1β，IL-8 および

IL-18 の分泌をわずかに促進したのみであった。 

 

4.3.3 S.cerevisiae および C.albicans 生菌体および加熱

死菌体に対する好中球様 HL-60 細胞のサイトカ

イン mRNA 発現量の変化と，それらの変化に対

する HL-60 細胞分化誘導剤レチノイン酸または

DMSO の影響 

 4.3.1 および 4.3.2 において，酵母との共培養により
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HL-60 細胞からのサイトカイン分泌に変化が認められた

ため，これらの分泌が，関連する物質の mRNA 発現量の

変化を伴うのか検討した。その結果，HL-60 細胞を S. 

cerevisiaeおよびC. albicansの生菌体または加熱死菌体そ

れぞれと 7 時間共培養することにより，解析したうちの

一部のサイトカインの mRNA 発現量に変化が認められ，

また，HL-60 細胞の前培養に用いた分化誘導剤レチノイ

ン酸または DMSO は，サイトカイン mRNA 発現量の変

化に異なる影響を及ぼすことが判明した（図 4-3）。 

 レチノイン酸含有培地で前培養した HL-60 細胞では，

60℃で加熱処理したS. cerevisiae死菌体での7時間の刺激

により，HL-60細胞の IL-1β，IL-6，IL-8，IL-12p40，MCP-1，

および TNF-α mRNA 発現量が増加し（図 4-3），24 時間

共培養した際のそれぞれのサイトカイン分泌量の変化

（図 4-1）と同様の傾向を示した。IL-18 および ICE mRNA

発現量については増加しなかったが（図 4-3），IL-18 分

泌量は増加しており（図 4-1），異なる傾向を示した。ま

た，S. cerevisiae 生菌体との 7 時間共培養により，HL-60

細胞の IL-18，ICE および TNF-α mRNA 発現量は増加し

なかったものの（図 4-3），24 時間共培養後の IL-18 と

TNF-α のタンパク質レベルでの分泌量は増加していた

（図 4-1，4-2）。一方，60℃で加熱処理した C. albicans

死菌体での 7 時間の刺激では，HL-60 細胞の IL-6，IL-8，

IL-12p40 mRNA 発現量が増加し（図 4-3），24 時間共培

養後の IL-6，IL-8，IL-12 分泌量も増加した（図 4-2）。

C. albicans 生菌体での 7 時間の刺激では，HL-60 細胞の

IL-8 mRNA 発現量が増加し（図 4-3），24 時間共培養後

の分泌量も増加した（図 4-2）。 

 DMSO 含有培地で前培養した HL-60 細胞では，S. 

cerevisiae と 7 時間共培養した際の TNF-α mRNA 発現量

が，レチノイン酸含有培地で培養した HL-60 細胞の場合

に比べて大きく増加したが（図 4-3），TNF-α分泌量にそ

の傾向はみられなかった（図 4-1）。 

 

4.4 考察 

 

 本章の結果より，酵母細胞は好中球を刺激してサイト

カイン産生応答を誘導し，生体の免疫応答を誘起するこ

とが示唆された。代表的な酵母である S. cerevisiae は，家

畜の飼料に添加されたり，発酵醸造食品やプロバイオティ 

図 4-1 レチノイン酸または DMSO 添加培地で培養した HL-60 細胞を S.cerevisiae 生菌体または加熱死菌体と共
培養した際のサイトカイン産生 
HL-60 細胞（1.0 × 106個）を，1 μM レチノイン酸（RA）または 1.25% DMSO 添加 RPMI1640 培地 1 mL で 6 日間培

養した後，S. cerevisiae 生菌体（intact）（1.0 × 107 CFU），またはそれを 60℃で 30 分間加熱した加熱死菌体（HK 60）
と 24 時間共培養を行った。値は平均値±標準偏差（n=3）。 
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図 4-2 レチノイン酸添加培地で培養した HL-60 細胞を S.cerevisiae および C.albicans の生菌体あるいは加熱死菌
体と共培養した際のサイトカイン産生 
HL-60 細胞（1.0 × 106個）を，1 μM レチノイン酸添加 RPMI1640 培地 1 mL で 6 日間培養した後，S. cerevisiae または

C.albicans 生菌体，およびそれぞれを 100℃または 60℃で 30 分間加熱した加熱死菌体と 24 時間共培養を行った。値は

平均値±標準偏差（n=3）。 
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図 4-3 レチノイン酸または DMSO 添加培地で培養した HL-60 細胞を S.cerevisiae および C.albicans の生菌体ま
たは加熱死菌体と共培養した際のサイトカイン mRNA 発現量の変化 
HL-60 細胞（1.0 × 106個）を，1 μM レチノイン酸（RA）または 1.25% DMSO 添加 RPMI1640 培地 1 mL で 6 日間培

養した後，S. cerevisiae または C. albicans 生菌体（intact）（1.0 × 107 CFU），およびそれぞれを 60℃で 30 分間加熱した

加熱死菌体（HK 60）と 7 時間共培養を行った。値は平均値±標準偏差（n=3）。 
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クスに利用されたりしている。これまでに，S. cerevisiaeや，

S. cerevisiaeと同一種と考えられているS. boulardiiの摂取が

生体に有用な作用をもたらすと報告されている。例えば，

S. cerevisiae 経口投与が，牛の乳量改善や子豚の発育促進

に作用したり（Galvão et al., 2005; van Heugten et al., 2003），

S. boulardii がヒトの下痢症の治療に用いられたりしてい

る（Surawicz et al., 1989; Zanello et al., 2009）。また，S. 

cerevisiae の細胞壁成分である β-グルカンの経口投与が，

家畜の発育や免疫機能の改善に有効であるという報告が

存在する（Eicher et al., 2006; Li et al., 2006; Tsukada et al., 

2003）。しかしながら，まれに，S. cerevisiae 感染症が免

疫不全患者などで発生することもあり（Muñoz et al., 

2005），S. cerevisiae 生菌体やその成分を機能性食品とし

て大量に摂取する場合には，注意が必要である。 

 本章において，酵母刺激により HL-60 細胞が分泌した

サイトカインは，生体内で適切にその分泌が制御されな

い場合には炎症性疾患などを引き起こすものの（Brown 

and Mayer, 2007），一方でこれらの物質の産生は，感染か

ら宿主を守るのに重要な役割を担う必須な応答である。

また，S. cerevisiae の経口摂取は，炎症性疾患を起こすこ

となく，生体に有用な作用を及ぼすことも知られている

（Galvão et al., 2005; Surawicz et al., 1989; van Heugten et 

al., 2003; Zanello et al., 2009）。これらのことから，健常な

宿主にとって適量の S. cerevisiae 菌体や菌体成分の摂取

は，免疫機能を刺激するものの，通常は，速やかに排除

され炎症性疾患や免疫不全を起こすほどの過度のサイト

カイン産生を促さないと考えられる。S. cerevisiae やその

菌体成分・分泌物を機能性食品として有効に活用するた

めに，適切な用量の検討と摂取が重要となる。 

 本章において，S. cerevisiae による好中球様 HL-60 細胞

からのサイトカイン産生促進活性は，生菌体と加熱死菌

体（60℃または 100℃で 30 分間処理）それぞれで様式と

強度が異なっており，HL-60 細胞からの IL-6，IL-8，IL-12，

MCP-1 および TNF-α産生を，生菌体よりも死菌体のほう

がより強く誘導した。この原因として，酵母が加熱によ

り死滅した際に，菌体表面物質の構成や構造とその露出

程度の変化や，酵母細胞からの分泌物の消失が起こり，

HL-60 細胞による酵母細胞の認識・貪食とそれに続くサ

イトカイン産生経路に与える作用に変化が生じたことが

考えられる。あるいは，死菌体のほうが貪食と分解が容

易に進行することなどが考えられる。 

 酵母の細胞壁を構成し，免疫賦活性物質として知られ

ている β-グルカンは，酵母生菌体の表層では出芽痕のみ

に存在が認められるが，90℃，20 分間の加熱により，細

胞表層全面に現れるとされている（Gantner et al., 2005）。

本章でも，加熱処理条件が若干異なるものの，同様に酵

母細胞表層の構成成分に変化が生じていたと予想され，

このことが生菌体と死菌体によるサイトカイン産生活性

の差を生じさせた一因と考えられる。さらに，酵母加熱

死菌体では，酵母からのプロテアーゼなどの液性因子の

分泌が消失し，HL-60 細胞の構成成分やサイトカインな

どの分泌物に対する分解も減少したり，HL-60 細胞上の

プロテアーゼ活性化受容体（protease-activated receptors：

PARs）を介した応答が変化したりする可能性もあり，こ

れらも生菌体と死菌体によるサイトカイン産生活性の差

を生じさせた一因となっているのかもしれない。 

 好中球様HL-60 細胞に関する解析を行った第 4 章では，

第 2章や第 3章の腸管上皮様Caco-2細胞を用いた解析と

は異なり，S. cerevisiae 生菌体のほうが，C. albicans 生菌

体より，サイトカイン産生応答誘導活性が高かった。こ

の現象は，体内に侵入した場合に S. cerevisiae 生菌体のほ

うが，速やかに貪食され，分解・排除されることを示唆

している可能性がある。S. cerevisiae は，今回研究で使用

した菌株を含め，一般に菌糸形になることはなく，酵母

形で増殖するために，宿主細胞に貪食されやすく，免疫

応答も C. albicans に比べ速やかに行われると考えられる。 

 この HL-60 細胞で観察された現象は，C. albicans の形

態的変化や産生する病原性因子などに由来するHL-60細

胞に対する細胞傷害性に起因しているとも考えられる。

今回の 37℃で 10% FBS を含む培地（pH 7.4）中での培養

は，C. albicans の偽菌糸および菌糸形成に適した条件で

ある。C. albicans の菌糸形成は，病原性の発現において

重要な役割を担っており，Cph1，Efg1，Rim101，Flo8

などさまざまな転写因子によって制御されている

（Biswas et al., 2007; Cao et al., 2006; El Barkani et al., 

2000; Nantel et al., 2002）。これらの転写因子は，血清成分

やその他の栄養成分，pH，温度などにより制御されてい

る。C. albicans は発芽管を形成して菌糸形になることに

より，宿主の貪食作用から逃れたり，宿主細胞のアポトー

シスを引き起こすことが報告されている（Gantner et al., 

2005; Lavigne et al., 2006; Mullick et al., 2004; Rotstein et al., 

2000）。また，菌糸形の C. albicans は酵母形に比べて，

抗炎症サイトカイン IL-10 の産生活性は強く，炎症性サ

イトカインの TNF-α や IFN-γ の産生活性は弱いことで，

宿主の免疫応答から逃れる戦略をとっているとされる（van 

der Graaf et al., 2005）。さらに，C. albicans の菌糸形では，β-

グルカンの露出量が減り，マクロファージの Dectin-1 を刺

激しないことで，マクロファージによる免疫応答や貪食作

用を引き起こさないとされている（Gantner et al., 2005）。実

際の腸管においても，同様にC. albicans の形態変化が起こ

り，生体の免疫応答を回避することで，宿主に重篤な感染

症状を示すのであろう。また，酵母形C. albicans に対して
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は Th17/Th2 応答が起こり，菌糸形に対しては Th1/Treg 応

答が起こるという報告がある（Bonifazi et al., 2009）。C. 

albicans が分泌するプロテアーゼも生育ステージにより異

なり（Chen et al., 2002），宿主細胞のプロテアーゼ活性化受

容体（PARs）を介して異なる免疫応答を誘導すると考えら

れる（Moretti et al., 2008）。 

 以上のような現象を含め，好中球様 HL-60 細胞のサイ

トカイン産生に対する酵母の処理方法や菌体濃度の影響

を検討した本章の結果は，有用酵母をプロバイオティク

スとして利用するときの有効性と安全性を確保するため

に重要であり，また真菌症の治療法開発においても，貴

重な情報となるであろう。 

 本章で用いたレチノイン酸と DMSO は，両物質とも

HL-60 細胞を好中球様に分化させることが知られている

が（Breitman et al., 1980; Collins et al., 1978），1 μM レチノ

イン酸含有培地と，1.25% DMSO 含有培地での前培養と

で，その後の HL-60 細胞のサイトカイン産生に異なる影

響を及ぼした。レチノイン酸含有培地で培養した HL-60

細胞では，酵母による刺激が無い状態でも，非含有培地

で培養した HL-60 細胞に比べて，IL-1βと MCP-1 産生量

が増加したが，DMSO ではその増加はみられなかった

（図 4-1）。各物質の mRNA の発現量は，レチノイン酸含

有培地で培養したHL-60 細胞では，IL-1βと MCP-1，IL-18 

mRNA 発現量が増加し，DMSO 添加培地の場合には

MCP-1 と TNF-α mRNA発現量の増加がみられた（図 4-3）。

さらに，酵母刺激による HL-60 細胞からのサイトカイン

産生量にも，レチノイン酸・DMSO 間で差がみられ，レ

チノイン酸添加培地で培養した HL-60 細胞のほうが，

DMSO 添加培地で培養した HL-60 細胞よりも，酵母に対

するサイトカイン産生量は強い傾向がみられた（図4-1）。

HL-60 細胞のヒト好中球様細胞への分化を促すとされて

いるレチノイン酸と DMSO であるが，細胞のサイトカイ

ン産生能への影響が異なることがわかった。HL-60 細胞

を用いた好中球に関する実験には，通常レチノイン酸ま

たは DMSO のどちらかを使うことが多く，両者を比較し

た報告はほとんどない。本章で明らかとなったレチノイ

ン酸と DMSO の差は，今後の HL-60 細胞を用いた研究

に有用な情報となるであろう。 

 

4.5 小括 

 

 第 4 章では，第 2 章および第 3 章の解析結果を受け，

IL-8 で動員される好中球の酵母に対する応答を新たに明

らかにする目的で，S. cerevisiae および C. albicans に対す

るヒト好中球様HL-60細胞のサイトカイン応答を検討し

た。 

 その結果，S. cerevisiae 生菌体および加熱死菌体は，1 

μM レチノイン酸で前培養した HL-60 細胞からの IL-1β，

IL-6，IL-8，IL-12，IL-18，MCP-1，TNF-α分泌を促進し

た。一方，C. albicans 加熱死菌体は IL-6，IL-8，IL-12，

MCP-1 および TNF-αの分泌を促進したが，その生菌体は

IL-1β，IL-8 および IL-18 の分泌をわずかに促進したのみ

であった。また，これらの 1 μM レチノイン酸で分化誘

導した HL-60 細胞のサイトカイン応答は，1.25% DMSO

処理の HL-60 細胞の応答より強い傾向を示した。 

 S. cerevisiae に応答して好中球様 HL-60 細胞から分泌

された様々なサイトカインの種類を考慮すると，生体内

では酵母細胞成分による刺激に対し，好中球自身のほか，

マクロファージ，NK 細胞，T 細胞の走化性の活性化，

サイトカイン産生調節，細胞分化等に影響が及ぶと予想

される。 

 

第 5 章 ヒト腸管上皮様 Caco-2 細胞または好中球様

HL-60 細胞と酵母を共培養した際の酵母菌体成分認識受

容体の遺伝子発現変化 

 

5.1 序 

 

 微生物に対する宿主細胞の自然免疫応答の惹起には，

宿主細胞に発現している Toll 様受容体（Toll-like 

receptor ： TLR ） な ど の パ タ ー ン 認 識 受 容 体

（pattern-recognition receptor：PRR）が関与すると考えら

れている（図 1-4）。TLR は，哺乳類や魚類，鳥類などで

その発現が認められ，ヒトでは TLR1 から TLR10 までが

同定されており，それぞれ特異的に微生物分子パターン

（microbe-associated molecular pattern：MAMP）を認識す

る。酵母の認識に関与している受容体としては，TLR2

が TLR1 または TLR6 と重合体を形成して，酵母菌体や

酵母の細胞壁成分ザイモサンを（Ozinsky et al., 2000; 

Underhill et al., 1999），また，TLR4 が酵母のマンナンを

（Tada et al., 2002），TLR9 が C. albicans を認識すると報

告されている。（Miyazato et al., 2009）。さらに，TLR 以

外の受容体も酵母の認識に関与しているとされ，Dectin-1，

補体受容体 3（CR3），スカベンジャー受容体等が酵母細

胞壁成分 β-グルカンを認識し，サイトカイン産生応答が

誘導されることが知られている（Brown and Gordon, 2001; 

Brown et al., 2003; Gantner et al., 2003; Rice et al., 2002; 

Ross et al., 1987）。 

 パターン認識受容体の発現は，生体内の組織や細胞ご

とに異なることが知られている。免疫応答解析に用いら

れる種々のモデル細胞においても，いくつかの TLR の発

現が報告されており，第 2 章および第 3 章で用いた腸管
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上皮様 Caco-2 細胞では，TLR1，TLR2，TLR3，TLR4，

TLR5，TLR6，TLR9 の mRNA の発現が確認されている

が（Akhtar et al., 2003; Furrie et al., 2005; Melmed et al., 

2003; Sierro et al., 2001），タンパク質レベルでの発現の詳

細は明らかになっておらず，酵母による刺激を受けた際

の mRNA の発現の変動も明らかになっていない。一方，

第 4 章で用いた好中球様 HL-60 細胞においては，TLR2

およびTLR4のmRNAおよびタンパク質レベル発現が確

認されている（Mita et al., 2001; Shuto et al., 2007）。 

 そこで本章では，Caco-2 細胞および HL-60 細胞におけ

る酵母細胞の認識に関与する可能性がある受容体の発現

に関して，種々の培養条件や，酵母菌体による刺激が及

ぼす影響を mRNA レベルで解析した。 

 

5.2 材料と方法 

 
5.2.1 酵母試料 

 独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンター微

生物材料開発室（JCM，和光）より購入した S. cerevisiae 

JCM 7255Tおよび C. albicans JCM 1542Tを，YM broth

（Difco Laboratories, Detroit, MI, USA）にて，30°C，3 日

間培養した後，1000×g，4°C で 10 分間遠心分離し，沈渣

をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 2 回洗浄し，必要な

濃度に PBS で懸濁した。酵母菌数はポテトデキストロー

ス寒天培地（栄研化学，東京）を用いて，平板混釈法に

て測定した。 

5.2.2 Caco-2 細胞と酵母の共培養 

 独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンターリ

ソース基盤開発部細胞材料開発室（つくば）より購入し

た Caco-2 細胞（RCB0988）（Fogh et al., 1977; Kanda et al., 

1998）を，1 mM L-グルタミン（和光純薬，大阪），10 mM 

HEPES（同仁，熊本），15%非働化ウシ胎児血清（FBS；

PAA Laboratories，Linz，Austria）を加えた DMEM 中に

懸濁し，6 ウェルマイクロプレート（ベクトン・ディキ

ンソン，NJ，USA）で，37℃，5% CO2 存在下で培養し

た。Caco-2 細胞（6.0 × 105個）を懸濁した 2.5 mL DMEM

を，2.5 mLのDMEMを注加した 6ウェルマイクロプレー

ト内の 45-mm ミリセル HA フィルター（ミリポア，MA，

USA）上に播種し，6－7 日間培養した。その後，酪酸（0

または 10 mM，和光純薬，大阪）を添加した DMEM で，

4 日間培養した。培地は，フィルター上に細胞を播種後，

一日おきに同一組成の新しいものと交換した。続いて，

2.5 mL DMEM 中に懸濁した S. cerevisiae または C. 

albicans の生菌体を Caco-2 細胞の頂端面側に入れ，フィ

ルター下部の Caco-2 細胞側底面側には，新しく同じ培地

を加え，7 時間共培養を行った。 

 

5.2.3 HL-60 細胞と酵母の共培養 

 独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンターリ

ソース基盤開発部細胞材料開発室（つくば）より購入し

た前骨髄球性白血病細胞 HL-60（RCB0041）を 1 mM L-

グルタミン（和光純薬，大阪），10 mM HEPES（同仁，

表 5-1 PCR プライマー配列と反応条件 

標的遺伝子 プライマー（5’–3’） 
アニーリング

温度 
（℃） 

伸長反応 
時間 
（秒） 

増幅 
サイズ 
（bp） 

GAPDH sense tgaacgggaagctcactgg 63 30 307 

 antisense tccaccaccctgttgctgta    

TLR1 sense ccaaggaaaagagcaaacgtg 60 15 130 

 antisense gcagcaatatcaacaggaggaa    

TLR2 sense tgcggaagataatgaacacc 60 15 140 

 antisense gatcccaactagacaaagactg    

TLR4 sense aattggcaggaagcaacatc 60 25 256 

 antisense ctgagttggttgaaatgccc    

TLR6 sense aagcaaacgtgggctctt 56 20 156 

 antisense cgactgtactattcaccatcatcc    

Dectin-1 sense tcaatgtaagaggaagggtg 52 15 127 

 antisense gccaagctctctaaacattt    

 PCR 反応は，95℃で 15 分間加熱した後，94℃で 15 秒間の変性反応，表中の温度で 20 秒間のアニーリング反応，72℃で表中

の時間の伸長反応を 40 サイクル繰り返した。 
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熊本），10% FBS を加えた RPMI1640 培地（日水製薬，

東京）で，37℃，5% CO2存在下で培養した。ヒト好中球

様への分化を促すため，24 ウェルマイクロプレート（ベ

クトン・ディキンソン，NJ，USA）に 1.0×106 個ずつ播

種し，1 μM レチノイン酸または 1.25% DMSO 添加

RPMI1640 培地で 6 日間培養した。培地は一日おきに新

しいものと交換した。続いて，S. cerevisiae および C. 

albicans の生菌体または加熱死菌体を含む同一の培地（1 

mL）と交換し，7 時間共培養を行った。 

 

5.2.4 TLRs および Dectin-1 mRNA 発現量の測定 

 酵母との共培養前および共培養後の Caco-2 細胞また

は HL-60 細胞から，RNeasy mini kit（キアゲン，Hilden，

Germany）および DNase（キアゲン）を用いて，全 RNA

を抽出した。抽出した RNA から，Omuniscript reverse 

transcriptase（キアゲン），oligo d(T)12-18 プライマー（GE

ヘルスケアバイオサイエンス，NJ，USA）および

RNaseOUT recombinant RNase inhibitor（インビトロジェ

ン）を用いて，逆転写により cDNA を合成した。cDNA

から mRNA 発現量を測定するため，QuantiTect SYBR 

Green PCR Kit（キアゲン）と，TLR および Dectin-1 特異

的プライマー（日本遺伝子研究所，仙台，表 5-1）を用

いて，ライトサイクラー330システム（ロシュ，Mannheim，

Germany）により，PCR を行った。各プライマー配列お

よび PCR 条件を表 5-1 に示す。各サンプルの GAPDH を

内部標準とした。PCR 増幅産物は，2%アガロースゲル

（Agarose L03，タカラバイオ，大津）で電気泳動し，そ

のサイズと単一バンドであることを確かめた。マーカー

には 100 bp DNA ladder（タカラバイオ）を用いた。 

 

5.3 結果 

 

5.3.1 酪酸により分化誘導した Caco-2 細胞を酵母生菌

体と共培養した際の TLRs および Dectin-1 の

mRNA 発現量の変化 

 Caco-2 細胞における酵母菌体成分認識受容体 TLR1，

TLR2，TLR6およびDectin-1のmRNA発現に対し，Caco-2

細胞の分化誘導に用いた 10mM 酪酸と，S. cerevisiae ま

たは C. albicans 生菌体との共培養が及ぼす影響につい

て検討した。その結果，酪酸を添加せずに培養した

Caco-2 細胞でも，これら受容体 mRNA の発現が認めら

れ（図 5-1），10 mM酪酸添加培地で 4日間の培養により，

Caco-2 細胞の TLR2 mRNA 発現量は変化しなかったが，

TLR1，TLR6 および Dectin-1 の mRNA 発現量は増加した

（表 5-2）。一方，酵母菌体との共培養が受容体に与える

影響に関しては，繰り返し 4 回行なった実験において，

10 mM 酪酸の添加の有無に関わらず，酵母の共存による

明瞭な変化の傾向は認められなかった（表 5-2）。 

 

5.3.2 レチノイン酸または DMSO により分化誘導した

HL-60細胞を酵母と共培養した際のTLRsおよび

Dectin-1 の mRNA 発現量の変化 

 HL-60 細胞における酵母菌体成分認識受容体 TLR1， 

TLR2，TLR4，TLR6 および Dectin-1 の mRNA 発現に対

し，HL-60 細胞の分化誘導に用いたレチノイン酸または

DMSO が及ぼす影響と，S. cerevisiae および C. albicans

の生菌体または加熱処理菌体との共培養が及ぼす影響

について検討した。 

 その結果，レチノイン酸（1 μM）含有培地で 6 日間前

培養することにより，HL-60 細胞の TLR1，TLR4，TLR6

および Dectin-1 の mRNA 発現量が増加した（図 5-2）。一

方，DMSO（1.25%）含有培地で培養した場合には，TLR1，

TLR2，TLR6 および Dectin-1 mRNA の発現量増加がみら

れた（図 5-2）。 

 酵母との 7 時間の共培養による変化に関しては，レチ

ノイン酸または DMSO 含有培地で好中球様に分化させ

た HL-60 細胞を S. cerevisiae 加熱死菌体（60℃）で刺激 

した際に，TLR2 mRNA の発現量増加がみられた（図 5-2）。

また，S. cerevisiae および C. albicans 生菌体で刺激した際

に，TLR1 mRNA の発現量が減少した（図 5-2）。 

 

5.4 考察 

 

 Caco-2細胞およびHL-60細胞における酵母菌体成分認

識受容体の遺伝子発現について，分化誘導剤および酵母

菌体との共培養が与える影響について検討した。 

 Caco-2 細胞においては，酪酸を加えずに培養した状態，

これまで報告のあった TLR1，TLR2，TLR6 mRNA の発

現に加え（Melmed et al., 2003），Dectin-1 mRNA の発現が

新たに確認された（図 5-1 および表 5-2）。分化誘導剤で

ある 10 mM 酪酸を添加した培地での培養時には，酪酸無

添加のときに比べ，Caco-2 細胞の TLR1，TLR6，Dectin-1 

mRNA の発現量が高まることが初めて明らかとなった。

第 2 章および第 3 章で明らかにしたように，酪酸による

分化誘導に伴いサイトカイン分泌応答の亢進が観察され

ることから，これらの受容体の遺伝子発現の増加により

受容体のタンパク質レベルでの発現も増強されて酵母菌

体の認識能が高まり，それを基にさらにサイトカイン産

生応答等の程度も亢進したのではないかと考えられる。 
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表 5-2 酪酸およびS.cerevisiaeまたはC.albicans生菌体との共培養によるCaco-2細胞のTLRsおよ

び Dectin-1 mRNA 発現量の変化 

TLR1 TLR2 TLR6  Dect in-1
酪酸  

酵母  

（ CFU）  0 時間 7 時間 0 時間 7 時間 0 時間 7 時間  0 時間 7 時間

0 mM 無刺激  
 

1 .0 1.2 1.0 1.1 1.0 2.4   1 .0  0.2

0 mM S.  cerevis iae  (6 .0  × 10 6)  -  1 .4 -  0.8 -  2.8   -  0 .4

0 mM C. albicans (6.0  × 10 6)  -  1 .8 -  1.8 -  2.0   -  2 .1

10 mM 無刺激  
 

24 38 0.4 0.6 49 66  7.3  4.7

10 mM S.  cerevis iae (6.0  × 10 6)  -  26 -  0.7 -  32  -  11

10 mM C. albicans (6.0  × 10 6)  -  14 -  0.3 -  22  -  15

 

 Caco-2 細胞（6.0 × 105個）をミリセル-HA フィルター上に播種し，酪酸無添加培地で 6－7 日間培養した後，10 mM 酪酸添加・

無添加培地（フィルター上下に各 2.5 mL）中で 4 日間培養し，その後，酵母生菌体と 7 時間共培養した。 
 表中の値は，それぞれの実験区における Caco-2 細胞の GAPDH を内部標準として各受容体の発現量を算出し，さらに酪酸を

添加しなかった培地中で培養した Caco-2 細胞の酵母刺激前（0 時間）での値を基準（1.0）とした際の相対値を示す（繰り返し

4 回の実験の代表的結果を記載）。 

図 5-1 酪酸無添加培地で培養した Caco-2 細胞の

TLR1，TLR2，TLR6，Dectin-1 および GAPDH 

mRNA の発現 
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図 5-2 レチノイン酸または DMSO 添加培地で培養した HL-60 細胞を S.cerevisiae および C.albicans の生菌体ま
たは加熱死菌体と共培養した際の TLRs および Dectin-1 mRNA 発現量の変化 
HL-60 細胞（1.0 × 106個）を，1 μM レチノイン酸（RA）または 1.25% DMSO 添加 RPMI1640 培地 1 mL で 6 日間培

養した後，S. cerevisiae または C. albicans 生菌体（intact）（1.0 × 107 CFU），およびそれぞれを 60°C で 30 分間加熱した

加熱死菌体（HK 60）と 7 時間共培養を行った。値は，それぞれの実験区における HL-60 細胞の GAPDH を内部標準

として各受容体の発現量を算出し，さらにレチノイン酸（RA）と DMSO をともに添加しなかった培地中で培養した

HL-60 細胞（未処理）の酵母刺激前での値を基準（1.0）とした際の相対値を示す。値は平均値±標準偏差（n=3）。 
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 HL-60 細胞においては，分化誘導剤であるレチノイン

酸またはDMSOの添加の有無に関わらず，TLR1，TLR2，

TLR4，TLR6，Dectin-1 の mRNA 発現が認められた。レ

チノイン酸添加時には，分化誘導剤無添加時と比較して，

TLR1，TLR4，TLR6 および Dectin-1 の mRNA 発現量が

増加すること，また，DMSO 添加時には TLR1，TLR2，

TLR6 および Dectin-1 の mRNA 発現量が増加することが

明らかとなった（図 5-2）。これまで好中球様分化を同様

に促すといわれていたレチノイン酸と DMSO であった

が，本研究により，それぞれの物質が HL-60 細胞の受容

体 mRNA 発現量の変化に異なる影響を及ぼすことが明

らかになった。レチノイン酸添加培地で培養した HL-60

細胞では，酵母菌体の認識に重要といわれている TLR2 

mRNA の発現量の増加はみられなかったものの，TLR2

と重合体を形成する TLR1 や TLR6，また TLR2 と協働的

に作用するDectin-1のmRNA発現量の増加がみられてお

り，これに伴い実際の受容体の発現も増加することが考

えられ，これにより酵母に対する感受性・応答性が上昇

して，第 4 章で明らかにしたようにタンパク質レベルで

のサイトカイン分泌が促進された可能性がある。 

 一方，酵母菌体による刺激が受容体の発現量に与える

影響に関しては，10 mM 酪酸添加培地で培養した腸管上

皮様 Caco-2 細胞においては，S. cerevisiae 生菌体刺激に

よる顕著な受容体 mRNA 発現量の変化は認められな

かった（表 5-2）。 

 レチノイン酸または DMSO で前培養した好中球様

HL-60 細胞においては，S. cerevisiae 加熱死菌体による刺

激により，それぞれの物質で前培養した酵母刺激の無い

HL-60 細胞と比べて TLR2 mRNA の発現量が増加し，S. 

cerevisiae および C. albicans 生菌体刺激により，TLR1 

mRNA 発現量は減少した（図 5-2）。 

 他の報告では，マウスを用いた実験において，

Saccaromyces boulardii 経口投与が正常結腸の TLR2 

mRNA 発現量を増加させる一方で，同経口投与が他の刺

激により増強された TLR2 mRNA 発現量を反対に減少さ

せるとも報告されている（Jawhara and Poulain, 2007）。ま

た，別の報告では，C. albicans が肝臓内リンパ球の TLR2

発現量を増加させたが（Renna et al., 2006），ケラチノサ

イトの TLR2 発現量には変化を起こさなかった（Pivarcsi 

et al., 2003）。TLR の mRNA 発現量は，細菌成分であるリ

ポポリサッカライド（LPS）や，生体側の細胞が産生す

るサイトカイン等の刺激によっても変化し，細胞の種類

によっても異なる調節を受けるとされている（An et al., 

2002; Faure et al., 2001; Kurt-Jones et al., 2002; Muzio et al., 

2000; Zarember and Godowski, 2002）。本章において，好中

球様HL-60細胞において酵母菌体刺激により誘導された

受容体遺伝子発現の変化は，生菌体と死菌体および S. 

cerevisiae と C. albicans とで異なった。これらの変化の差

異は，それぞれの菌体の構成成分や分泌物の種類や量に

よる刺激の差異が関連しているのであろう。またその差

異に基づくHL-60細胞からの異なるサイトカイン分泌等

により，制御を受けた可能性も考えられる。 

 

5.5 小括 

 

 本章では，腸管上皮様 Caco-2 細胞および好中球様

HL-60 細胞における酵母認識受容体の遺伝子発現に対し

て，それぞれの細胞の分化誘導剤および酵母菌体との共

培養が与える影響について検討した。 

 Caco-2 細胞では，10 mM 酪酸添加培地での 4 日間の培

養により，TLR1，TLR6 および Dectin-1 mRNA の発現量

が増加することが明らかになった。一方，酵母菌体との

共培養は，培地への酪酸の添加の有無に関わらず，明瞭

な変化を誘導しなかった。 

 HL-60細胞では，分化誘導剤による差が認められ，1 μM

レチノイン酸含有培地で 6 日間前培養することにより，

TLR1，TLR4，TLR6 および Dectin-1 の mRNA 発現量が

増加し，1.25% DMSO 含有培地で前培養した場合には，

TLR1，TLR2，TLR6 および Dectin-1 mRNA の発現量増

加がみられた。また，レチノイン酸と DMSO 間には，受

容体 TLR1，TLR2，TLR4，TLR6 および Dectin-1 mRNA

の発現量の程度に差がみられた。酵母による影響につい

ては，レチノイン酸処理または DMSO 処理を行った

HL-60 細胞両方において，S. cerevisiae 加熱死菌体との共

培養により TLR2 mRNA 発現量が増加した。 

 これらの受容体遺伝子発現の変化に伴い，Caco-2 細胞

および HL-60 細胞の酵母認識の程度と，それに続くサイ

トカイン産生や貪食・分解等の応答が変化した可能性が

ある。 

 

第 6 章 総合考察 

 

 本研究では，古くから発酵醸造食品の製造に用いられ，

現在では機能性食品や家畜の飼料としても利用されてい

る酵母が，腸管においてどのような初期自然免疫応答を

誘導するかを解明する目的で，Saccharomyces cerevisiae

を中心に，腸管上皮細胞と好中球細胞に対する免疫応答

誘導作用をそれぞれのモデル細胞を用いて in vitro で解

析した。また，健常人の腸管内に常在する酵母について

も，Candida albicans を中心に同様に検討を行った。 

 第 2 章から第 5 章に示す結果より，腸管に存在する酵

母は，腸管上皮細胞からの IL-8 産生分泌を誘導すること，
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さらに IL-8 によって動員される好中球に対しては，S. 

cerevisiaeとC. albicansが様々なサイトカインの分泌を異

なる様式で誘導する可能性が示唆された（図 6-1）。 

 第 2 章，第 3 章においては，腸管上皮様 Caco-2 細胞の

応答を解析した。種々の酵母が Caco-2 細胞からの IL-8

産生を促進したことから，各酵母の菌体成分・代謝産物

は，腸管上皮細胞からの IL-8 産生誘導活性を基礎的に有

していること，本活性には全菌株に共通の成分が関与し

ていることが考えられる。しかし実際の生体内では，菌

種間で，腸管における増殖能力や生存率，接着性，侵入・

移行性等に差があり，それらのさまざまな特徴が複合的

に作用して，免疫応答の誘導活性に差が生じる可能性が

ある。 

 酵母の刺激を受けた Caco-2 細胞より分泌が促進され

た IL-8 は，好中球や単球，NK 細胞，T 細胞の走化を誘

導する。これらの細胞には，IL-8 をリガンドとする受容

体 CXCR1 および CXCR2 が発現している（Bruhl et al., 

2001; Lee et al., 1992; Robertson, 2002）。IL-8 は，CXC ケ

モカインの一種として知られており，刺激を受けたそれ

らの細胞で，さらに他のサイトカイン産生を調節する機

能を有している（Burke et al., 2008; Campbell et al., 2001; 

Gerszten et al., 1999; Gesser et al., 1996; Godaly et al., 1997）。 

 生体内局所での IL-8 の産生および誘導される好中球

の集積は，炎症の指標ともなっているが，IL-8 の分泌は，

生体の異物排除に向けた初期免疫応答において，なくて

はならない重要な役割を担っている。また，病原性細菌

のみならず，腸管常在細菌やプロバイオティクスとして

使用される細菌株が IL-8 産生を促進することも報告さ

れており，IL-8 産生が必ずしも炎症性疾患につながると

は考えにくい。S. cerevisiae の場合にも，健常人が経口摂

取した際に炎症疾患を起こすという報告はないことから，

適度な S. cerevisiae の摂取は疾患を起こさないレベル以

下で IL-8 産生を誘導すると考えられる。したがって，通

常，疾病が発生していない生体内では，このような IL-8

の産生応答は調節・制御され可逆的にバランスがとれる

状態になっており，強い炎症を永続的に生じさせること

はないと予想される。 

 上皮細胞の分化を促すとされる酪酸は，ヒトの腸管内

にも存在する微生物の代謝産物であり，Caco-2 細胞に対

しては，細胞周期やアルカリフォスファターゼ活性，細

胞移行，サイトカイン産生，経上皮電気抵抗値等に影響

を与えることが報告されている（Fusunyan et al., 1999; 

Fusunyan et al., 1998; Harrison et al., 1999; Huang et al., 

1997; Mariadason et al., 2001; Wu et al., 1999）。第 5 章では，

腸管上皮細胞のモデル細胞である Caco-2 細胞を用いて，

培地への酪酸添加が，TLR1，TLR6，Dectin-1 の mRNA

発現を増強することを明らかにした。このことが，第 2

章および第 3 章において示した，酪酸添加培地で培養し

た Caco-2 細胞でのみ，酵母刺激による IL-8 産生の増加

がみられる現象の一因であると考えられる。また，腸管

酪酸濃度が低い患者において，Saccharomyces boulardii

の摂取が酪酸濃度を上げるという報告もある（Schneider 

et al., 2005）。これらのことから，摂取した酵母が腸管に

おいて酪酸濃度を調節する働きを示す一方で，反対にそ

の酪酸によって酵母に対する腸管上皮細胞の免疫応答も

調節されているという，生体における酵母と酪酸の密接

な相互作用の存在も示唆された。 

 第4章では，第2章および第3章のCaco-2細胞から IL-8

が分泌されるという解析結果を受け，IL-8 で動員される

好中球の酵母に対する応答を検討した。その結果，S. 

cerevisiae 生菌体および加熱死菌体は，1 μM レチノイン

酸で前培養した好中球様 HL-60 細胞からの IL-1β，IL-6，

IL-8，IL-12，IL-18，MCP-1，TNF-α分泌を促進すること

が明らかとなった。一方，C. albicans 加熱死菌体は IL-6，

IL-8，IL-12，MCP-1 および TNF-αの分泌を促進したが，

C. albicans 生菌体は IL-1β，IL-8 および IL-18 の分泌をわ

ずかに促進したのみであった。好中球様HL-60細胞から，

S. cerevisiae に応答して分泌された様々なサイトカイン

の種類を考慮すると，好中球自身のほか，マクロファー

ジ，NK 細胞，T 細胞の走化性の活性化，サイトカイン

産生調節，細胞分化等に影響を及ぼすと予想される（図

6-1）。 

 S. cerevisiae の加熱死菌体は，生菌体と比較して，好中

球様 HL-60 細胞からのサイトカイン（IL-6，IL-8，IL-12，

MCP-1，TNF-α）産生誘導能が高く，また同時に，HL-60

細胞の酵母菌体の認識に重要な役割を担う受容体 TLR2

の mRNA 発現量を増加させた。この S. cerevisiae の加熱

死菌体による TLR2 mRNA の増加は，生菌体よりも加熱

死菌体のほうが高いサイトカイン産生誘導能を示す一因

になっていると考えられる。また，細胞外に存在するサ

イトカインには TLR の発現を制御する働きがあり，例え

ば TNF-αには，毛細血管内皮細胞の TLR2 mRNA 発現を

促進する作用があるという報告がある（Faure et al., 2001）。

このことから，S. cerevisiae の加熱死菌体によって誘導さ

れたHL-60細胞からのTNF-α産生を含むサイトカイン分

泌の変化が TLR2 mRNA 発現量の増加をもたらしたとも

考えられる。 

 第 4 章の好中球様 HL-60 細胞の酵母に対する応答は，

第 2 章，第 3 章にて解析した腸管上皮様 Caco-2 細胞の場

合と異なっていた。HL-60 細胞は，C. albicans 生菌体よ

りも S. cerevisiae 生菌体に対してより強いサイトカイン

応答を示すとともに，より多くの種類のサイトカインを
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産生した。この現象は，S. cerevisiae よりも強いと考えら

れている C. albicans の病原性と負の相関があるようにも

みえ，C. albicans が有する免疫抑制・回避作用や，高い

細胞傷害性に関連していると考えられる。生体内におい

て，C. albicans 生菌体は腸管上皮細胞からの IL-8 産生を

活性化するものの，それによって動員される好中球に対

しては，サイトカイン産生をあまり誘導しないことで，

他のさまざまな免疫担当細胞の応答誘起を減少させて自

らの生残性を高める。そして，貪食・分解・除去から免

れて常在菌となると同時に，ときとして全身へ広がり，

強い病原性を示すのではないだろうか。一方，S. cerevisiae

生菌体の場合，腸管上皮細胞による IL-8 産生応答は C. 

albicans の場合より弱いが，体内に侵入した際には動員

された好中球による貪食・分解とサイトカイン応答が速

やかに行われ，過剰な菌の増殖とそれによる過剰なサイ

トカイン応答が起こらないうちに，反応が収束するので

あろう。 

 最近の報告で，S. cerevisiae と同一種と分類されている

S. boulardii の菌体成分は，C. albicans によって IL-8 産生

が亢進されている Caco-2 細胞に対しては，逆に IL-8 の

産生を抑制することが明らかになった（Murzyn et al., 

2010）。また，酵母をマウスに摂取させた実験でも，健康

なマウスに S. boulardii を摂取させると，大腸組織におけ

る TNF-α や TLR2 の mRNA 発現の増加がみられるが，

反対にデキストラン硫酸（DSS）による大腸炎モデルで

TNF-αや TLR2 の mRNA 発現が亢進している場合には，

これらの発現を抑制する作用があると報告されている

（ Jawhara and Poulain, 2007）。本研究において，S. 

cerevisiae は腸管上皮様 Caco-2 細胞からの IL-8 産生と，

好中球様HL-60細胞からの IL-1β，IL-6，IL-8，IL-12，IL-18，

MCP-1，TNF-α の産生を促したが，この応答は，健常細

胞における基盤的な応答を解析したものであるといえる。

したがって，S. cerevisiae の摂取は，生体内においてこれ

らのサイトカインの産生を促進すると考えられるが，過

剰な産生を促進・継続させることはなく，調節機能を有

している可能性が高い。 

図 6-1 酵母による腸管上皮細胞および好中球からのサイトカイン産生誘導 
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 このような応答に関連して，近年，自然炎症 homeostatic 

inflammation という概念が登場しており，微生物に対す

る受容体が，自己の内因性リガンドも認識し，炎症反応

が誘導され，健常時には，生体の恒常性維持に働いてい

ると考えられている（Fukui et al., 2009; Maru, 2010）。酵

母によって誘導されるであろう腸管上皮細胞や好中球か

らのサイトカイン産生も，健常時の腸管における恒常性

維持において重要な役割を担っているとも考えられる。 

 本研究では，研究例の多い乳酸菌等の細菌ではなく，

酵母を研究対象に取り上げた。ある種の酵母は，プロバ

イオティクスとして扱われているものの，その認知度は

乳酸菌に比べるとまだ低く，その効果についても研究例

は少ない。腸内環境や腸内菌叢は，アレルギーやアトピー，

食中毒や感染症など免疫が関連する疾病以外にも，神経

性疾患（Murphy and Bloom, 2006; O'Mahony et al., 2009; 

Rhee et al., 2009），肥満（Ley et al., 2006; Turnbaugh et al., 

2006），老化（Woodmansey, 2007），発ガン（光岡, 1995）

などとの関連が示唆されている。これらの疾患に対し，

本研究で取り上げた食品製造に用いられる酵母をはじめ

とする微生物のプロバイオティクスおよびプレバイオ

ティクスの投与による予防・改善効果は大いに期待でき

るのではなかろうか。 

 酵母は酸素存在下でも非存在下でも生育が可能であり，

酸素存在下では増殖に伴い発生する活性酸素種の影響で

死滅することも多い乳酸桿菌や，一般に偏性嫌気性のビ

フィズス菌とは性質が異なる。このことから，酵母には，

現在プロバイオティクスとして多用されている乳酸桿菌

やビフィズス菌などの酸素存在下では死滅しやすいとい

う性質を補う，異なる利点もあると考えられる。実際に，

発酵乳製品であるケフィア（ケフィール）では，数種類

の酵母と乳酸菌が共存しており（Lopitz-Otsoa et al., 2006），

日本の漬け物においても，酵母と乳酸菌が共存すること

で，良好な発酵が進むことが知られている（岩井ら, 1994）。

これは，乳酸菌が産生し，乳酸菌自身の増殖を阻害する

乳酸や活性酸素種を酵母が利用・除去することや，酵母

からの滲出物が乳酸菌の栄養素となることで乳酸菌の増

殖を促進すること（Cheirsilp et al., 2003a; Cheirsilp et al., 

2003b; Liu and Tsao, 2009），また，乳酸菌の増殖が死菌体

を含む酵母表層のマンナンなどとの接触により促進され

ること（Cheirsilp et al., 2003b）などが要因として考えら

れている。 

 S. cerevisiae 等の酵母を利用した食品に関して，免疫調

節作用を謳った製品はないものの，日本ではビール酵母

由来の食物繊維を利用した食品で，特定保健用食品とし

て認められているものが存在する。また，ミネラル分や

ビタミン類を多く含むことから，サプリメントとして乾

燥ビール酵母が市販されている。さらに，酵母が家畜や

養殖魚の飼料にも利用されるようになってきており，そ

の効果についても研究が進行しており，家畜に S. 

cerevisiae 菌体を与えることで，成長促進や乳量の増加が

みられたことが報告されている（Piva et al., 1993; van 

Heugten et al., 2003）。また，S. cerevisiae と遺伝的に近縁

で，同一種ともいわれる S. boudarllii がヨーロッパを中心

に細菌性下痢の予防および治療に使用されたり，炎症性

腸疾患（IBD）や過敏性腸症候群（IBS）の改善に有効で

あると報告されているものの（Surawicz et al., 1989; 

Zanello et al., 2009），その詳細な作用機序については未解

明な部分が多い。さらに，免疫との関連では，現在，日

本で死因第 1 位となっている悪性新生物，いわゆるガン

についても，S. cerevisiae 死菌体や β-グルカンによる免疫

賦活化を介したガン細胞の増殖抑制やアポトーシス誘導

などが報告されているが，臨床的に実用化できるほどの

データはそろっていない（Chan et al., 2009; Ghoneum and 

Gollapudi, 2004）。 

 本研究では，酵母とヒトの腸管免疫機能との関係を，

腸管上皮細胞と好中球のモデル細胞を用いて解析するこ

とで，生体内におけるそれぞれの細胞に対する酵母の影

響について，その機序を詳細に解明することに成功した。

これまでの食経験に基づく酵母摂取の生体への効果と，

本研究での成果を複合的に考えることで，酵母の生菌体や

加熱死菌体，菌体成分等を利用した安全で効果的な機能性

食品や動物用飼料の開発がますます進むことを期待する。 

 

要旨 

 

 酵母は，主に単細胞の形態で増殖する真核生物で，地

球上の広範な場所に生存している。酵母のいくつかの菌

種は，発酵食品の製造，サプリメントや機能性食品，飼

料等に用いられており，代表的な Saccharomyces 

cerevisiae は，日本酒やワインの醸造，パンの発酵などに

用いられる。また，生物の皮膚や呼吸器官，消化器官に

常在する酵母も存在し，腸管常在性の Candida albicans

は，宿主の免疫機能が低下・破綻したときに病原性を示

す。 

 腸管には，酵母や細菌を含む数多くのさまざまな微生

物が常在し，さらに，食物等と共に外部から摂り込んだ

微生物も，通常は一時的ではあるものの腸管内に存在す

ることとなる。宿主は，腸管内の微生物に対し，腸管上

皮細胞や，近傍に存在する好中球やマクロファージ，樹

状細胞，T 細胞や B 細胞などから構成される複雑な免疫

系を制御して，サイトカイン産生等の免疫応答を示し，

微生物の排除を行うとともに宿主の恒常性を維持してい
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る。その応答誘導には，宿主細胞に発現されているパター

ン認識受容体などを介した微生物の認識が関与しており，

酵母を認識する受容体としては，Toll 様受容体（Toll-like 

receptor：TLR）1，TLR2，TLR6，および Dectin-1 などが

挙げられる。 

 近年，腸内環境を整え，生体に有益な作用を及ぼす生

きた微生物やそれらを含む食品であるプロバイオティク

スが脚光を浴びている。特に，発酵乳製品に用いられる

Lactobacillus 属や Bifidobacterium 属などの細菌に関する

研究が進んでおり，腸内細菌叢の改善，免疫機能への作

用を介したアレルギーやアトピー，感染症の予防・改善

などの効果が報告されている。しかしながら，酵母に関

する報告は少ない。 

 そこで，本研究では，酵母を機能性食品やサプリメン

トの素材，プロバイオティクスとして利用することを考

慮し，その摂取の安全性や機能を明らかにする目的で，

酵母細胞が腸管においてどのような初期自然免疫応答を

誘導するかの解明を試みた。方法として，S. cerevisiae と

C. albicans 等に対し，腸管の最表層で腸管内の物質と数

多く接触する腸管上皮細胞と，応答の初期段階に菌体排

除で重要な役割を担う好中球が示す応答を解析すること

とし，各細胞のモデルであるヒト由来 Caco-2 細胞と

HL-60 細胞を用いて行った。 

 

Saccharomyces cerevisiaeおよびCandida albicansに対

するヒト腸管上皮様 Caco-2 細胞の各種サイトカイン産

生応答 

 S. cerevisiae および C. albicans に対して，Caco-2 細胞が

どのようなサイトカイン応答を示すかを検討する目的で，

酪酸およびウシ胎児血清（FBS）添加または無添加培地

を用いて培養した Caco-2 細胞と各酵母との共培養時の

IL-6，IL-8，IL-18，顆粒球-マクロファージコロニー刺激

因子（GM-CSF），単球走化性因子（MCP）-1，幹細胞因

子（SCF），腫瘍壊死因子（TNF）-α，トランスフォーミ

ング増殖因子（TGF）-β1，TGF-β2，および TGF-β3 mRNA

の発現量と細胞外への分泌，およびアラキドン酸カス

ケード関連酵素シクロオキシゲナーゼ（COX）-1，COX-2

の mRNA 発現量と分泌量の変化を解析した。酪酸は腸内

細菌の代謝産物であり，Caco-2 細胞や腸管上皮細胞の分

化を促す。 

 解析の結果，15% FBS 含有 DMEM 培地で培養した

Caco-2 細胞は，10 mM 酪酸を加えた 4 日間の前培養によ

り，酪酸無添加時と比較して，IL-6，IL-8，IL-18，MCP-1，

SCF，TGF-β1，TGF-β3，TNF-α，COX-1，及び COX-2 の

mRNA 発現量が増加したが，GM-CSF と TGF-β2 mRNA

発現量には変化がみられなかった。タンパク質レベルで

は，IL-8 分泌促進が ELISA により確認された。また，10 

mM 酪酸添加培地で前培養した Caco-2 細胞をさらに S. 

cerevisiae 及び C. albicans 生菌体と共培養したところ，

IL-6，IL-8，MCP-1，SCF，TNF-αのうち，IL-8 の mRNA

発現と分泌のみがさらに促進された。FBS 非含有培地で

培養した Caco-2 細胞では，酪酸による上記の mRNA 発

現量の増加はみられたものの，酵母刺激による Caco-2

細胞からのさらなる応答変化はみられなかった。 

 

種々の酵母および菌体成分に対するヒト腸管上皮様

Caco-2 細胞の応答 

 S. cerevisiae と C. albicans，および S. cerevisiae 由来細

胞壁粗画分のザイモサン，細胞壁構成成分のグルカンお

よびマンナンに対して，Caco-2 細胞（10 mM 酪酸および

15%含有 DMEM 培地にて培養）がどのような応答を示す

かを検討した。 

 Caco-2 細胞からの IL-8 分泌量は，菌体濃度依存的に，

S. cerevisiaeあるいはC. albicans生菌体との共培養により

増加した。S. cerevisiae による IL-8 産生の増強の程度は，

C. albicans によるものより小さく，同時に測定した

Caco-2 細胞の経上皮電気抵抗（TER）値の減少も，S. 

cerevisiae のほうが緩慢であった。また，マンナンを除く

ザイモサンとグルカンが同様に IL-8 の分泌を濃度依存

的に促進した。種々の酵母，Candida kefyr，C. utilis，C. 

versatilis ， Kluyveromyces lactis ， K. marxianus ，

Schizosaccaharomyces pombe，Zygosaccharomyces rouxii，

Candida glabrata，C. krusei，C. parapsilosis，C. tropicalis

は，いずれも Caco-2 細胞からの IL-8 分泌を促進した。 

 以上の結果から，実際の腸管において，管腔内の酵母

は腸管上皮細胞を刺激して IL-8 産生を増強し，さらに広

範な腸管免疫機能への作用を及ぼす可能性があると考え

られる。 

 

Saccharomyces cerevisiaeおよびCandida albicansに対

するヒト好中球様 HL-60 細胞のサイトカイン産生応答 

 腸管において，上皮細胞から産生される IL-8 は好中球

を動員する。好中球は，酵母を含む微生物の貪食・分解・

除去に重要な役割を果たす細胞である。好中球の酵母に

対するサイトカイン応答を検討する目的で，1 μM レチノ

イン酸または1.25% DMSOで分化誘導したヒト好中球様

HL-60細胞と，S. cerevisiaeまたはC. albicansを共培養し，

HL-60 細胞のサイトカイン応答を検討した。その結果，

S. cerevisiae 生菌体および加熱死菌体による刺激は，レチ

ノイン酸で処理した好中球様 HL-60 細胞からの IL-1β，

IL-6，IL-8，IL-12，IL-18，MCP-1，TNF-αの分泌および

遺伝子発現を促進した。一方，C. albicans 生菌体は IL-1β，
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IL-8，IL-18 の分泌のみを促進したが，その活性は S. 

cerevisiae よりも弱かった。C. albicans 加熱死菌体は，IL-6，

IL-8，IL-12，MCP-1，TNF-αの分泌を促進した。 

 これらの結果から，S. cerevisiae は，好中球のサイトカ

イン産生応答を C. albicans とは異なる様式で誘導して，

生体の免疫系に作用することが示唆された。 

 

ヒト腸管上皮様 Caco-2 細胞または好中球様 HL-60 細胞

と酵母を共培養した際の酵母菌体成分認識受容体の遺伝

子発現変化 

 腸管上皮様 Caco-2 細胞および好中球様 HL-60 細胞に

おける酵母認識受容体の遺伝子発現に対して，それぞれ

の細胞の種々の培養条件および酵母菌体による刺激が与

える影響について mRNA レベルで検討した。 

 酵母菌体による刺激を行なわない状態にでは，Caco-2

細胞では，10 mM酪酸添加培地での 4日間の培養により，

TLR1，TLR6およびDectin-1 mRNAの発現量が増加した。

また，HL-60 細胞においては，1 μM レチノイン酸含有培

地で 6 日間前培養することにより，TLR1，TLR4，TLR6

および Dectin-1 の mRNA 発現量が増加し，1.25% DMSO

含有培地で培養した場合には，TLR1，TLR2，TLR6 およ

び Dectin-1 mRNA の発現量が増加した。さらにレチノイ

ン酸と DMSO 間では，受容体 TLR1，TLR2，TLR4，TLR6

および Dectin-1 mRNA の発現量に差がみられた。 

 酵母細胞と各ヒト細胞の共培養時には，Caco-2 細胞に

ついては，酵母細胞共存による明瞭な変化は認められな

かった。HL-60 細胞については，レチノイン酸または

DMSO で処理した HL-60 細胞で，S. cerevisiae 加熱死菌

体との共培養により TLR2 mRNA の発現量が増加した。 

 これらの受容体の遺伝子発現の変化により，Caco-2 細

胞および HL-60 細胞の酵母認識機構と，それに続くサイ

トカイン産生等の応答が変化した可能性がある。 

 

 本研究では，酵母とヒトの腸管免疫機能との関わり合

いを，代表的な菌種 S. cerevisiae および C. albicans と，

腸管上皮細胞および好中球のヒト由来モデル細胞を用い

て解析することで，その機序を科学的に解明することに

成功した。これまでの食経験に基づく酵母摂取の生体へ

の効果と，本研究での成果を複合的に考えることで，酵

母やその成分を利用した安全で効果的な機能性食品や動

物用試料の開発がますます進むものと考える。 
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Abstract 

 

    Specific yeast species are utilized for the production of fermented foods, probiotics and animal feeds. For 

example, Saccharomyces cerevisiae, a non-pathogenic yeast, is used for brewing Japanese sake, wine and beer, 

and making bread. These yeast cells exist transiently in the intestine following oral ingestion, in contrast to other 

yeast species that survive in mammalian intestines or respiratory tract and on the skin surface. The intestinal 

commensal yeast, Candida albicans, causes opportunistic invasive infectious diseases, particularly in 

immunosuppressed patients. Some of the yeast cells present in the intestine are considered to contact with host 

cells. However, little is known about the effects of yeast cells on the intestinal immune system. In the current study, 

we examined the cytokine responses of human intestinal epithelial-like Caco-2 cells and neutrophil-like HL-60 

cells to various yeast cells and yeast cell wall components. 

    Intact S. cerevisiae and C. albicans enhanced interleukin-8 (IL-8/CXCL-8) mRNA expression and protein 

secretion from Caco-2 cells in the presence of 10 mM butyric acid and 15% FBS. Prior to co-culture experiments, 

Caco-2 cells were precultured with 10 mM butyric acid for enhancing differentiation. The yeast stimuli did not 

enhance mRNA expression of IL-6, IL-18, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), 

monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, stem cell factor (SCF), tumor necrosis factor (TNF)-α, transforming 

growth factor (TGF)-β1, TGF-β2, TGF-β3, cyclooxygenase (COX)-1 and COX-2 in Caco-2 cells. Transepithelial 

electrical resistance (TER) of Caco-2 cell monolayers was decreased following co-cultivation with S. cerevisiae 

and C. albicans. Notably, a more rapid decrease in TER was induced by intact C. albicans than intact S. cerevisiae. 

    Other non-pathogenic yeast cells originating from foods, including Candida kefyr, C. utilis, C. versatilis, 

Kluyveromyces lactis, K. marxianus, Schizosaccharomyces pombe and Zygosaccharomyces rouxii, S. cerevisiae 

cell wall components, zymosan and glucan, as well as opportunistic pathogens isolated from human tissues, C. 

glabrata, C. kruisei, C. parapsilosis and C. tropicalis, enhanced IL-8 secretion from Caco-2 cells. 

    Next, we focused the responses of neutrophils attracted by IL-8 secreted from intestinal epithelial cells. 

Human neutrophil-like HL-60 cells pre-cultured with either 1 μM retinoic acid or 1.25% DMSO for 6 days for 

differentiation were subsequently co-cultured with S. cerevisiae and C. albicans in identical media. Intact and 

heat-killed S. cerevisiae enhanced IL-1β, IL-6, IL-8 IL-12, IL-18, MCP-1 and TNF-α secretion and mRNA 

expression from HL-60 cells cultured in the presence of retinoic acid. In contrast, intact C. albicans slightly 

enhanced secretion of IL-1β, IL-8 and IL-18, while heat-killed C. albicans promoted the secretion of IL-1β, IL-8, 
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IL-12, IL-18, MCP-1 and TNF-α. 

    Since cytokine responses to yeast cells and cellular components are assumed to be induced by interactions 

with pattern recognition receptors (PRRs) that recognize yeast cell components expressed on Caco-2 and HL-60 

cells, we examined the gene expression patterns of PRRs. Message expression of Toll-like receptor 1 (TLR1), 

TLR2, TLR4, TLR6 and dectin-1 was detected in Caco-2 and HL-60 cells. Alterations in PRR mRNA expression 

were induced by yeast cells, butyric acid, retinoic acid and DMSO. 

    Here, we have shown that non-pathogenic and opportunistic pathogenic yeasts induce secretion of cytokines 

from human intestinal epithelial-like Caco-2 and neutrophil-like HL-60 cells, depending on the method of killing 

of yeast cells, yeast species and concentrations, as well as differentiation methods. Although an imbalance in 

cytokine secretion is likely to be involved in inflammatory diseases, secretion of cytokines is essential in the 

immune system to protect the host against foreign substances. In addition, oral ingestion of adequate amounts of 

specific yeast cells and cellular components by humans and animals is reported to induce beneficial effects in 

several gastrointestinal diseases, immune modulation and growth performance without triggering inflammatory 

diseases. Further investigation and careful use of yeast cells and cellular components as a functional food 

ingredient are therefore necessary. Our in vitro analyses should aid in clarifying the intestinal innate immune 

responses to yeast cells that exist commensally or transiently after oral ingestion. 
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