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研究成果の概要（和文）：本研究では、宿主と相互作用する「膜小胞（MV）」に関して、乳酸菌のMVの知見が少
ないことに着目して、Lactobacillus gasseri のMVの特徴と免疫誘導能を明らかにすることで、MVの応用の可能
性を評価することを目的とした。L. gasseri JCM 1131T および Staphylococcus aureus ATCC 10832 のMVを精
製して、両MVに免疫調節因子として知られているリポテイコ酸（LTA）が含まれていることを明らかにした。
THP-1、SW480細胞における各種サイトカインの誘導能を評価したところ、菌体と異なるMVの免疫誘導能を明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Although MV interacts with the host, there is little knowledge about MV of 
lactic acid bacteria. The aim of this study was to clarify the characteristics of Lactobacillus 
gasseri MV and its immune-inducing ability. We purified MVs from L. gasseri JCM 1131T and 
Staphylococcus aureus ATCC 10832, and revealed the presence of lipoteichoic acid (LTA), a known 
immunomodulatory factor, in both purified MVs. Furthermore, we compared the ability of both MVs to 
induce cytokines in THP-1 and SW480 cells to bacterial cells. Our results suggested that the 
immunity-inducing ability of MVs is different from that of bacterial cells.

研究分野：応用微生物学

キーワード： Lactobacillus gasseri 　膜小胞　リポテイコ酸　プロバイオティクス　ポストバイオティクス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MVは、菌体にとって生理的な役割を担うだけでなく、宿主と相互作用することも知られている。一方で、乳酸菌
のMVの知見は少なく、腸内乳酸菌 Lactobacillus gasseri のMVに関する情報はこれまで皆無だった。本研究で
は、Staphylococcus aureus を比較対象として、両者のMVに免疫調節因子として知られるLTAが検出され、MVの
サイトカイン誘導能を評価することで菌体との違いが示唆されたことは、乳酸菌のMVを介した宿主との相互作用
機序の解明において重大な意義をもつ。さらに、将来的にMVをポストバイオティクスとして応用することも期待
され、社会的な意義も大きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膜小胞（MV）は、菌体の細胞膜より産生され、菌体由来の脂質二重膜と（菌体の）表層分子
を最外層に有し、様々なタンパク質や核酸を内包し、菌体外へ放出される。MV の産生は、多く
の生理学的な役割を有しており、生物に共通して観察される重要な生理現象である。菌体外に
放出された MV は、菌体にとって生理的な役割を担うだけでなく、宿主と相互作用することも知
られている。一方で、乳酸菌を含むグラム陽性細菌では、細胞表層に厚いペプチドグリカンを
有することで、近年まで MV の産生の有無が疑問視されていた背景もあり、グラム陰性細菌に比
べて MV に関する研究が遅れている。さらに、グラム陽性細菌でも、その研究対象は病原性細菌
が中心であり、乳酸菌のような有用細菌の知見は少ない。Lactobacillus gasseri もヒト小腸
内の優勢乳酸菌であり、プロバイオティクスとして利用されているにもかかわらず、MV に関す
る情報はこれまで皆無である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、L. gasseri の MV の化学組成や免疫誘導能の特徴を明らかにすることで、新た
なポストバイオティクスとして機能性食品素材への応用の可能性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、L. gasseri JCM 1131TのMVの化学組成や免疫誘導能の特徴を明らかにするため、
以下に示す研究計画を遂行する。 
（1）MV の化学組成を明らかにするために脂質分析を行う。脂質分析は、Sep-Pak カラムによっ
て糖脂質、リン脂質、中性脂質画分に分画し、これらの構成比を GC-MS により算出する。さら
に SDS-PAGE 分離後の抗 LTA 抗体を用いたイムノブロット法により MV における LTA の有無を明
らかにする。 
（2）精製した MV および比較対象として菌体を用いて、細胞株に対する免疫誘導能（サイトカ
イン誘導能）を ELISA によって定量評価することで免疫誘導能の特徴を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）MV の精製 
  L. gasseri JCM 1131T 
および比較対象として 
Staphylococcus aureus 
ATCC 10832 を使用して、
定常期後期の培養上清よ
り MV の精製を行った。精
製方法は、一般的な MV 精
製法である超遠心を用い
た。透過電子顕微鏡により、
得られた画分中に MV の存
在を確認した（図 1）。さ
らに、L. gasseri JCM 1131T 
と S. aureus ATCC 10832 
から、それぞれ湿重量で
8.2 mg/g cell と 6.7 mg/g 
cellの粗精製MV画分が得
られた。また、タンパク質
および核酸含有量は、それ
ぞれ L. gasseri で 8.1 
ug/mg、0.3 ug/mg であり、
S. aureus で 0.2 ug/mg、
2.1 ng/mg だった。 
 
（2）MV の化学組成と LTA の有無 
 L. gasseri および S. aureus から得られた MV 画分を使用して、
菌体との膜脂質組成を比較するため、まずは菌体から脂質を抽出し
て、Sep-Pak カラムによってリン脂質、糖脂質、中性脂質に分けて
GC-MS で分析した。その結果、全脂質に対して L. gasseri JCM 1131T 
では約 15%、S. aureus ATCC 10832 では約 35%のリン脂質が検出さ
れた。しかし、中性脂質および糖脂質の含有量に関しては安定した
結果が得られなかった。MV の脂質分析にはカラムの精製条件等を検
討して分析する必要がある。さらに、リポテイコ酸(LTA)は細菌が細
胞表層に有する免疫刺激因子である。そこで MV への LTA の有無をイ
ムノブロットにより評価したところ、両者の MV 画分には LTA が確認
された（図 2）。ただし、イムノブロットにおけるシグナルの強さが L. 



gasseri と S. aureus の MV で異なり、これは両者の LTA の構造の違いによる抗 LTA 抗体への
反応性の違い、または MV における LTA 量の違いが考えられる。 
 
（3）MV のサイトカイン誘導能の評価 
 MV の免疫誘導能を評価するため、ヒト単球細胞株 THP-1 細胞を用いて、MV 画分に対する IL-8
の産生量を ELISA によって測定した。その結果、MV 画分を 100 ug 以上添加した場合に IL-8 の
誘導が確認された（図 3）。一方で、菌体 (100 ug) を添加した場合と比較すると、MV 画分の
IL-8を誘導する量は約半分であり、菌体と比べるとMVのIL-8誘導能は低いことが示唆された。 

 
 さらに、THP-1, SW480 細
胞を使用して IL-8, IL-6, 
IL-10, IL-12 の誘導能を比
較評価した。その結果、THP-1
細胞に対する IL-8 および
IL-6 の産生量において、L. 
gasseri の菌体では両サイ
トカインを誘導したのに対
し、MV では誘導が見られな
かった（図 4）。一方で、S. 
aureus では菌体 MV ともに
誘導は見られなかった。
SW480 細胞においては、IL-8, 
IL-10 の産生量において、L. 
gasseri および S. aureus 
の 菌 体 で は Negative 
control よりも産生が抑制
されているのに対し、MV で
は Negative control と同等
で誘導が見られなかった（図
5）。 
以上の結果は、菌体と異な
る MV の免疫誘導能を示唆し
ており、乳酸菌の MV を介し
た宿主との相互作用機序の
解明において重大な意義を
もつ。さらに、将来的に MV
をポストバイオティクスと
して応用することも期待さ
れ、社会的な意義も大きいと
考えられる。 
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