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1.は じめ に

食品素材の中には,細 胞構造や細胞機能を傷害

することによって,神 経性,呼 吸系,免 疫系など

様々な生体系に破綻を導 く多様な有害物質が存在

する。経口的に摂取されたそれ らの有害物質は消

化管の上皮細胞層を透過して体内に侵入するが,

消化管の上皮細胞層が持つバリアー機能,特 に細

胞間のタイトジャンクション(密 着結合)の ため

に,通 常はそれらの有害物質の体内への侵入はあ

る程度以下に制限されている。しかし,近 年,腸

管上皮細胞層のバ リアー機能が様々な要因によっ

て変化し得ることが分かって きた1,2)。もし腸管

上皮細胞層のバリアー機能が破綻すれば,毒 性物

質やアレルゲンなど有害物質の体内への侵入が促

進され,望 ましくない生体反応の進行が促される

ことが危惧される。我々は,腸 管上皮由来細胞株

を用いて,腸 管上皮バリアー機能に影響を及ぼす

食品成分の研究を進めており,ト ウガラシ類に含

まれるジテルペン配糖体,サ ポニン,あ るいは細

胞膜損傷性の界面活性物質な ど,多 様な成分が

様々な機構で細胞層のタイトジャンクションの状

態に影響を及ぼす ことを見出してきた2-6》。本研

究ではキノコ中に見出した腸管バ リアー損傷性タ

ンパク質を題材にとり,そ の特性 と作用機構につ

いて検討することにした。

2.培 養細胞を用いた実験系

本実験 で は,ヒ ト大 腸癌 由来 細胞 株Caco-2を

主 に用 いた。Caco-2を 透過性 膜(MillicellHA;

poresizeO.45,um,ミ リポア社,あ るいはTran-

swell;poresizeO.45μm,コ ー スター社)上 で2

週間以 上培 養 して単 層を形成 させ た。 この よ うに

して形成 され たCaco-2細 胞 層で は各種 の刷 子縁

膜酵素(ス クラーゼ,ペ プチダー ゼな ど)や トラ

ン スポー ター(ア ミノ酸,ペ プチ ド,グ ル コー ス

トランスポ ーターな ど)の 活 性が発 現す る ととも

に,細 胞間 にはタ イ トジ ャンク シ ョンが形 成 され

る。 また,粘 膜 側表面 に は微 絨毛 の形 成 も見 られ

る など,小 腸上 皮細胞 様の機 能が多 数発現 した単

層 とな る7)。本研究 で は,こ の よ うな細胞 層 を用

いて,食 品成 分に よるそのバ リア ー機 能の変 化,

特 にタイ トジャン クシ ョンの状態変化 を調 べる こ

と にした。 タイ トジャン クシ ョンの状 態変化 は,

タ イ トジ ャンクシ ョン部 分 にお けるイオ ン透 過性

を指標 にモニ ターす る ことが 出来 る。 本研究 で は,

専 用 の装 置(MillicellERS;ミ リポア社)を 用

いて細胞 層の電 気抵抗(Transepithelialelectri-

calresistance:TEER)を 測 定す るこ とに よって

これ を評 価 した。

3.キ ノコ抽出物中のTEER低 下活性タンパ

ク質

食用キノコとして,エ ノキタケ,シ イタケ,ナ

メコの3種 を取 り上げ,そ の水抽出物を凍結乾燥

した。これを300μg/mlに なるようにハンクス液

に溶解 したものをCaco-2細 胞層の粘膜側 に加 え,

TEER値 の変化を観察 した。その結果,表1に

示すように,エ ノキタケ抽出物のみがTEERを

低下させ,エ ノキタケ抽出物中に細胞層のタイト
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ジャンクションに変化を引き起こすものが含まれ

てい るこ とが示唆 された。抽 出物 を加 えて

TEERが 低下した細胞層では物質透過性が充進

していることが,蛍 光マーカー物質LiciferYe1-

10wやFITC-Dextranの 粘膜側か ら基底膜側へ

の透過性を測定することにより見出 された(図

1)0

抽出物を加熱したり,プ ロナーゼ処理すること

によってこの活性は消失すること(表1)か ら,

活1生成分はタンパク質であると推定された。エノ

キタケ水抽出液からDEAE,MonoQを 用いたイ

オン交換クロマトグラフィーとSuperdex75を 用

いたゲル濾過を行うことにより,SDS-PAGE上

で単一な分子量約30KDの 活性タンパク質を精製

する ことに成 功 し,こ れ をTEER-decreasing

protein(TDP)と 命名 した。SDS-PAGE上 で

のTDPの バン ドがPAS染 色で全 く検出されな

いことから,TDPに は糖鎖はほとんど結合 して

いないと考えられ,ま たアルカリ性ホスファター

ゼ処理によって電気泳動の移動度が全く変化しな

いことからリン酸化 も受けていない単純タンパク

質であると推定 された(デ ータ省略)。TDPは

0.5ng/ml以 下 というきわめて低濃度でCaco-2

細胞層のTEERを20-30%ま でに低下させ ること

図1エ ノキ タケ 水 粗 抽 出試 料(Fv.extract)に よ るCaco-2細 胞 層 にお け るLuciferyellowCHの 透 過 性 へ の影 響

30分 イ ンキ ュベ ー シ ョン 中 のLYfluxを コ ン トロ ー ル(100%)に 対 す る相 対 値 で 表 示 し た

各値 は平 均 値 ±S.1)各 群n=4,p〈0.01vscontrol

表1食 用キノコの水抽出試料によるCaco-2細胞層の

TEERの 変化

TEERの 相対値は(30分間インキュベーション後のTEER値)/

(処理時間0分 時のTEER値)プ ロナーゼP処 理では,試料を1/10

(w!w)の 酵素とHBSS中 に懸濁して37°Cで30時間インキュベー
ションした。各値は平均値±SD.各群n=3.p<0.01vscontro1

図2エ ノキタケのMonoQ精 製画分のCaco-2細 胞層のTEERへ
の影響

30分間インキュベーション後のTEERを0分 時に対す

る相対値で示した。
各値は平均値±S.D.各群n=4
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が認められた(図2)。

4.TDPの 作用機構

TEERの 低下を引き起 こすような濃度のTDP

(あるい はエ ノキタケ抽 出物)を 加 えて も,

Caco-2細 胞からの乳酸脱水素酵素(LDH)の 漏

出や細胞の呼吸活性には有意な変化は起こらなか

った(デ ータ省略)。 このことから,TDPが 細胞

死を誘導 して細胞単層から細胞を剥離させるため

にTEERが 低下するといった機構の存在は否定

された。キノコや細菌の毒性成分の作用のひとつ

に,細 胞膜に小孔を形成し,細 胞内外のイオン濃

度のバランスを崩 して細胞を破壊させるcolloid

osmoticlysisと いう機構が存在することが知ら

れてお り,こ のような毒性物質は赤血球に対して

溶血活性を示す。 エノキタケ中にも溶血活性を

示す毒素フラム トキシンの存在がLinら8)に よっ

て以前報告されてい ることがわかったので,

TDPが 同様の機構で細胞に影響を及ぼしている

のではないかと考え,以 下の2つ の実験を行った。

(1)細 胞層を浸透圧調節物質(ラ フィノー

ス)を 含む溶液中で平衡化 した後,粘 膜側 に

TDPを 加えてTEERの 変化を観察 した。ラフィ

ノースを加 えて細胞外液の浸透圧を上昇させるこ

とによりTEERの 低下は観察されないようにな

った(図3)。

(2)同 様に粘膜側の溶液中に,小 孔を塞ぐよ

うな様々のサイズのポリエチ レング リコール

(PEG)を 添加しておき,そ の時のTDPの 作用

の様子を観察した。その結果,PEGの サイズが

図3Raffinoseの 存在下でのエノキタケMonoQ精 製画分(0.5ng/ml)のCaco-2細 胞層のTEERへ の影響

各値は平均値±S.D.各群n=3

図4PEG(15mM)存 在下でのエノキタケMonoQ精 製画分(0.5ng/m!)のCaoco-2細 胞層のTEERへ の影響

各値は平均値±S.D.各群n=3
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大 きくな ると(分 子量4000以 上)TDPに よる

TEERの 低下が抑制 されるようになった(図4)。

これらの結果は,TDPが 細胞膜 に小孔を形成

し,そ れに伴 うイオンの細胞内への流入や流出が

TEERの 低下を引 き起 こしていた ことを示唆 し

ている。 また,そ の小孔のサイズが直径3-4nm

程度以上であることが,PEGの 分子量 とTEER

の低下を抑制する活性との対応から推察された。

小孔の形成がTEERの 低下(す なわちタイ トジ

ャンクションの状態変化)に どのように結びつい

ているのか,そ の詳細は依然として不明であるが,

蛍光ラベル したファロイジン(ア クチンフィラメ

ント結合性物質)を 用いて細胞骨格中のF一 アク

チ ンの定量 を行 った ところ,TDP処 理 による

TEERの 低下に伴って,F一 アクチンの量が減少

することが見出された(図5)。 このことか ら,

細胞膜への小孔の形成→細胞内への水やカルシウ

ムイオンの流入→細胞の膨張→F一 アクチン量の

減少→細胞膜裏打ち蛋白質の変化→タイ トジャン

クションの状態変化→物質透過性の充進という一

連のプロセスが進行しているのではないかと推察

された。

5.TDPの 構造の解析

精製したTDPのN末 端アミノ酸配列を調べた

ところ,PQVKTSWEDLANLGWPIQで あるこ

とがわか った。そ こで,こ の配列 を基 に,3'-

RACE法,5'-RACE法 によりこのタンパク質を

コードするcDNAを クローニングした。cDNA

クローニングにより推定された活性タンパク質の

アミノ酸配列は開始Metを 除き271ア ミノ酸から

なり,分 子量は30,095で あった。これは前章で推

定した精製タンパク質の分子量とほぼ一致してい

た。データベース上のタンパク質 とのホモロジー

検索を行ったところ,今 回得られた一次構造と有

意に相同性を示すものを見出すことは出来なかっ

た。また,タ ンパク質の機能的領域を検索するモ

チーフ検索でもこのタンパク質の構造 とTEER

低下活性を結びつけるものは見いだせなかった。

一方
,富 田敏夫助教授(東 北大)の グループが

エノキタケの溶血毒素フラム トキシンの研究を進

めており,そ の特性に関する論文が昨年発表され

た9)。彼らは溶血活性を指標にしてエノキタケか

らフラム トキシンを単離精製し,そ のN末 端配列

を明らかにしたが,そ の配列はPQVKTSWEで

あり,我 々の結果 と完全に一致 していることが明

らかになった。そこで,TDPに 溶血活性がある

か どうかをヒト赤血球を用いて検討したところ,

溶血活性を持つことが確認 され(図6),こ こに

TDPと フラム トキシンは同一タンパク質である

図5エ ノキ タ ケMonoQ精 製 画 分,cytochalasinD,サ ボ ニ ン のCaco・2細 胞fsのF一 ア クチ ン へ の 影響

エ ノ キ タ ケJlonoQ精 製 画 分 は0.5ng/ml,cytochalasinDは5μM,サ ホ ニ ン は40μg/mlで

30分 間 処理 し た。 各 値 は{'一均 値 ±SD.各 群11=4.pく0.01vscontrol
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図6エ ノキタケのMonoQ精 製画分のラット赤血球溶血活性
37℃で15分間処理した時の溶血度を示した。

可能性が強 く示された。なぜ,血 球を容易に破壊

するTDPがCaco-2細 胞に対 しては小孔を形成

するのみで,顕 著な細胞損傷が観察できないのか

興味深いが,お そらく腸管上皮細胞は血球細胞に

比べてはるかに複雑で強固な構造を持っているこ

とがその原因であろうと推察される。すなわち,

腸管上皮細胞には多数の微絨毛が存在するために,

colloidosmoticlysisの 際に生 じる体積膨張を受

容する余裕が残っていると考えられること,細 胞

内の骨格構造が堅固であり,体 積膨張にある程度

抵抗する能力があることなどが両者のTDPに 対

する反応性の差を生み出しているものと考えられ

る。

6.TDP組 み換え体の発現の試み

TDPの 構造と作用機構(膜 への小孔形成)の

関連 を解析するためにcDNAを 作成 したが,こ

れを用い たゲノムDNAサ ザ ン分析 の結果,

TDPを コー ドする遺伝子は単一であることが明

らかになった。次に,組 み換え体の大腸菌による

発現を試みた。cDNAのTDP相 当部分をPCR

によって増幅した後,pGEx-3Xに サブクローン

し,こ れを大腸菌AD202株 に導入 した。グルタ

チオンSト ランスフェラーゼ(GST)と の融合

タンパク質 として発現を目指し,発 現タンパク質

を得ることが出来たが,現 在の ところTEER低

下活性を持った組み換え体の作成には成功 してい

ない。融合タンパク質として発現したことによる

高次構造の変化などがその原因として考えられ,

現在発現の方法等をあらためて検討中である。

7.ま と め

本研究の結果,食 用キノコであるエノキタケの

中に腸管上皮細胞層の物質透過性を変化させるタ

ンパク質が存在し,そ れが実は溶血活性を持っ毒

素として研究されてきた成分と同一であることが

示唆された。本タンパク質は加熱によって活性を

失うので,通 常の食事では危険性は無いが,キ ノ

コの生食によって消化管傷害が起こることにはこ

のようなタンパク質の作用も関係しているものと

考えられる。これまで溶血活性を持つ毒性物質の

研究は多数なされてきたが,そ れらの腸管上皮へ

の作用を調べた例はほとんどなかった。本研究に

より,溶 血毒素が腸管上皮の透過性を変化 させる

ことが偶然明らかにされたが,溶 血毒素の中には

耐熱性の安定な構造を持つものもあり,こ れらが

消化管内に入った場合には,腸 管上皮のバ リアー

機能を破壊し,有 害物質の体内への侵入を促進す

る要因の一つになる可能性が本研究の結果から明

らかになった。
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MakotoShimizu(DepartmentofAppliedBiologicalChemsitry,GraduateSchool

ofAgriculturalandLifeSciences,TheUniversityofTokyo)

Anewproteinthatdecreasestransepithelialelectricalresistance(TEER)inthe

humanintestinalCaco-2cellmonolayerwasfoundinawater-solublefractionofthe

mushroomFlammulinaverutipes(Enokitake).Thisprotein,termedTEER-decreasing

protein(TDP),isnotcytotoxic,butrapidlyincreasesthetightjunctionalpermeabilityfor

watersolublemarkersubstancessuchasLuciferYellow(Mr457)throughtheparacellular

pathway.TDPwasisolatedfromthewater-extractbychromatographicmeansandwas

foundtobeasimple,non-glycosylated/non-phosphorylatedproteinofapprox.30KDa .Itis

likelythatTDPformssmallporeswithadiameterlargerthan3nmonthecellmembrane

ofCaco-2.Thismaycauseaninfluxofions,resultinginchangesinthecytoskeletal

architectureandopeningoftheparacellularroute.ThecDNAcodingforTDPwascloned

by5'and3'rapidamplificationofcDNAends.TheORFencodesaproteinwith272amino

acidresiduesshowingnohomologytoknownproteins.However,itwasrevealedthatthe

N-terminalsequenceofpurifiedTDPisidenticaltotherecentlyreportedN-terminal

sequenceofflammutoxin,amembrane-perturbinghemolyticproteinfromEnokitake.

Thissuggeststhatahemolytictoxinmayaffecttheintestinalepithelialpermeabilitywhen

orallyadministered.


