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研究成果の概要（和文）：有べん毛乳酸菌の運動性や免疫学的特性を調べ、当該細菌特有の生態を探ることを目
的として研究に着手した。Lactobacillus agilisの運動性欠失変異株は野生株よりもマウス腸管への定着性が低
い傾向にあった。また、L. agilisの腸管由来成分に対する走化性も、腸管定着性に関与している可能性が示さ
れた。多くの有べん毛病原細菌とは異なり、L. agilisが持つべん毛の免疫学的活性は低く、炎症応答を誘導し
にくいと考えられた。結論として、有べん毛Lactobacillus属細菌は宿主免疫系の過剰な刺激を避けつつ、運動
性による積極的な移動により腸管粘膜への定着性を向上させているものと思われた。

研究成果の概要（英文）：The role of flagella exhibited by motile lactobacilli was investigated in 
this research. Non-motile mutant of Lactobacillus agilis showed less colonization or persistence at 
gastrointestinal tract in mice. Chemotaxis of L. agilis on gut-originated substances implied that 
the characteristics might help the bacteria to survive in the gut. Unlike flagella of many 
pathogenic bacteria, the flagellar protein of L. agilis is barely responsive to immune cells, which 
may be preferable as commensal bacteria. In conclusion, the flagella of motile lactobacilli likely 
contribute to the colonization in the gastrointestinal tract without eliciting inflammation of the 
host.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： Lactobacillus　べん毛　flagellin
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1)ヒトを含む動物腸管には多種多様な細菌
が棲息し、宿主と共生している。粘膜組織に
おいては、粘液による物理的バリア、抗菌物
質、免疫システムが存在するため、必ずしも
細菌にとって穏やかな生育環境ではない。そ
れぞれの細菌は独自の定着機構を発達させ、
腸管に留まっていると考えられる。例えば、
Bifidobacterium は線毛を持ち、腸管の上皮
細 胞 へ 結 合 す る こ と が で き る ① 。
Bacteroides は腸管粘膜多糖を資化すること
ができるとともに②、粘膜深くに潜り込み、
腸管内でのプレゼンスを維持している③。 
 
(2)Lactobacillus属細菌は、消化管、特に小
腸において多く存在する非病原性細菌であ
る。宿主にとって有益な効果をもたらすこと
が知られており、Bifidobacterium 属細菌と
並んで最も好ましい共生細菌の一群と考え
られている。多くの Lactobacillus属細菌は
運動性を示さず、菌体表面に粘膜結合因子と
思われるタンパク質を複数持つ④。これは、
他の多くの腸内細菌同様、結合因子と粘膜組
織との相互作用によって腸管に定着してい
ることが示唆される。しかし、一部の
Lactobacillus 属細菌はべん毛を有すること
が知られているものの、これまで例外的な存
在と見做されてきたため、その生態について
はほとんど知られていない。これらの有べん
毛 Lactobacillusは運動性を持たない他の同
属細菌とは腸管内での生態や挙動が大きく
異 な る 可 能 性 も あ る 。 Salmonella や
Listeriaなどの病原性細菌は鞭毛を持ち、宿
主細胞側から管腔側へ流れる粘液のフロー
に逆らって、上皮細胞層まで効率よく到達す
ると考えられている。これは、宿主生体内へ
の侵入を試みる上では非常に有効な手段で
ある。一方で、上述の通り共生細菌の腸内定
着に運動性は必須ではない。 
Lactobacillus 属のものも含め、べん毛は宿
主免疫細胞の Toll 様レセプター5（TLR5）に
より認識される微生物関連分子パターン
（MAMPs）である。したがって、べん毛を持
つことは、むしろ免疫システムからの排除を
受けやすくなる可能性さえある。それにも関
わらず、べん毛を持つ Lactobacillus属細菌
が共生細菌として安定的に腸管に存在し続
けていることは興味深い。 
 
(3)腸管粘膜組織では宿主細胞と管腔が粘液
層によって隔てられている。管腔内は食餌由
来の内容物が蠕動運動により押し流されて
いるため、細菌が永続的に留まることは困難
であると考えられる。また、宿主上皮細胞近
傍も免疫細胞が多数存在する上、ムチンに結
合する細菌等の競合する常在菌も多く存在
していると思われる。さらに、上皮細胞のタ
ーンオーバーが活発であるため、定着の足場
としては不安定であるように思われる。一方、

粘液中層は比較的穏やかな環境であると考
えられる。ただし、上皮細胞側からは粘液が
恒常的に分泌されているため、管腔側に向か
って押し流されるフローが存在する。そのた
め、能動的な運動能力を持たなければ、この
領域に留まることは困難であると考えられ
る。また、粘液には宿主或いは競合細菌が産
生する抗菌物質が含まれるが、これを回避す
るためにも運動性は有効であると思われる。 
 
２．研究の目的 
有べん毛 Lactobacillus属細菌が、運動性に
よって宿主腸管への定着性を向上させてい
るという仮説に基づき、その検証を行うこと
とした。選抜された有べん毛 Lactobacillus
の運動性欠損変異株を作製し、in vitro と
in vivo での評価系を用いて、野生株および
変異株が示す腸管定着性、粘液中および抗菌
物質存在下での走化性、抗体やサイトカイン
解析による抗原性の解析を行う。これにより、
運動性を示す腸管由来 Lactobacillus属細菌
がべん毛を持つ意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)動物腸管由来の有べん毛 Lactobacillus
属細菌を分離するため、動物園または動物飼
育施設から120種の糞便試料検体を収集した。
べん毛関連遺伝子特異的プライマーを用い
たPCRおよび軟寒天培地を用いた運動性試験
により有べん毛 Lactobacillus属細菌のスク
リーニングを行った。運動性がみられた酸生
成桿菌について 16S rRNA 遺伝子配列の解析
により菌種を推定した。 
 
(2)ニワトリ由来の有べん毛 Lactobacillus
属細菌、Lactobacillus agilis BKN88（JCM 
1048 派生株）のモータースイッチプロテイン
（MotB）の 23 番目のアスパラギン酸をアラ
ニンに変換した変異株（D23A）を作製するた
め、変異型 motB 遺伝子を含む温度感受性プ
ラスミド pG+host5 を用いた相同組換えによ
る当該菌株の形質転換を行った。作製された
motB 変異株はシークエンス解析および運動
性試験による検証を行った。また、ネガティ
ブ染色後の菌体を透過型顕微鏡により観察
し、べん毛の有無を確認した。 
 
(3)動物実験は、所属機関の動物実験倫理委
員会の承認を受け、動物福祉の原則に基づい
て行われた。抗生物質を用いた L. agilisの
定着試験を行うため、L. agilis BKN88 およ
びD23A変異株をストレプトマイシン添加MRS
寒天培地で培養後にコロニーを形成した耐
性変異株を取得した。ストレプトマイシン添
加飲水を与えた雌の Balb/c マウスへそれぞ
れの耐性菌株 108cfu を胃内投与し、経日的に
排泄される菌数を測定した。１カ月経過後、
ストレプトマイシンを除いた飲水を与え、同
様に糞便中の菌数を計測した。ノトバイオー
トにおける定着試験は、三協ラボサービス株
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図６．各フラジェリンのTLR5を介したCaco-2
細胞からの IL-8 産生誘導試験 
Caco-2 細胞に濃度を変えた各フラジェリン
を添加し、IL-8 産生誘導能を調べた。使用し
たフラジェリンタンパク質を以下に示す。L. 
agilisフラジェリン（Lag）、サルモネラ菌由
来フラジェリン（ST）、リステリア菌由来フ
ラジェリン（Lm） 
 
(8)結論として、動物腸管由来の有べん毛乳
酸菌 Lactobacillus agilis は運動性を発揮
することによって腸管粘膜局所において定
着性を向上させている可能性が考えられた。
これには、腸管由来物質に対する走化性の影
響も示唆された。一方、L. agilis が持つべ
ん毛は TLR5 により認識されにくいアミノ酸
配列を持つことにより、過剰な免疫応答を惹
起しないことも示された。以上の諸性質によ
り、有べん毛乳酸菌は宿主との共生関係を築
いているものと考えられる。 
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