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研究成果の概要（和文）：動物宿主細胞に定着や侵入するために宿主細胞外マトリックス（グリコサミノグリカ
ン：GAG）を標的とする微生物叢に関して、GAGの一種であるヒアルロン酸存在下での微生物叢の動態と分子応答
を各種オーム解析により明らかにした。また、病原細菌（StreptobacillusとStreptococcus）と常在細菌［善玉
菌（Lactobacillus）、悪玉菌（Clostridium）、日和見菌（Bacteroides）］を対象に、各細菌のGAGを標的とす
る分子機構を同定し、その立体構造をX線結晶構造解析により決定した。

研究成果の概要（英文）：Regarding microbiota targeting animal extracellular matrices such as 
glycosaminoglycans for microbial infection and adhesion to host cells, dynamics of microbiota and 
its molecular systems in response to glycosaminoglycans were clarified through multiomics. 
GAG-targeting molecular systems were identified in pathogenic bacteria (Streptobacillus and 
Streptococcus) and indigenous bacteria (probiotic Lactobacillus, harmful Clostridium, and 
opportunistically pathogenic Bacteroides), and tertiary structures of some systems were determined 
by X-ray crystallography. 

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 微生物叢　グリコサミノグリカン　常在機構　感染機構　プロバイオティクス　X線結晶構造解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
各組織（腸内等）に優占する細菌が動物宿主から分泌される粘液物質を栄養素として生育した。宿主の食事に依
存せずに腸内に恒常的に存在する粘液物質に対する資化性は腸内に優占種として存在する要因の一つと考えら
れ、微生物叢の常在化（定着や増殖）を理解する上で重要である。また、病原細菌と常在細菌のグリコサミノグ
リカン標的分子機構の実体解明は、病原細菌の感染防御と善玉菌の優勢増殖を図ることに繋がり、疾患抑制と健
康増進に資することが期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 グリコサミノグリカン（GAG）は、主にウロン酸とアミノ糖から成る二糖の繰り返し配列をも
つ酸性多糖であり、動物の細胞外マトリックスの主要な構成成分として、細胞間のシグナル伝達
や物理的緩衝、細胞の分化と増殖、水分保持等多面的な機能を示す（①）。ウロン酸としてはグル
クロン酸（GlcA）或いはイズロン酸（IdoA）が存在し、アミノ糖として（アセチル化）グルコサ
ミン或いはガラクトサミンが含まれる。その構成糖と糖結合様式や硫酸化レベルの相違により、
GAG はヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸、ヘパリン、ヘパラン硫酸等に分類される。ヒアル
ロン酸とコンドロイチン硫酸ではウロン酸とアミノ糖が 1,3-結合で繋がっているのに対し、ヘパ
リンとヘパラン硫酸は 1,4-結合を示す。 
 グラム陽性の化膿性溶血型連鎖球菌（Streptococcus）は、動物に重篤な疾患を誘発する（②）。
肺炎の起因菌である肺炎球菌はその典型であり、他にも敗血症や心内膜炎等を発症する連鎖球
菌が存在する。病原性を示す数種の連鎖球菌は、ヒアルロン酸を細胞表層のヒアルロン酸リアー
ゼ（HysA）により二重結合をもつ不飽和二糖に断片化し、宿主細胞へ感染・侵入することが示唆
されている（③）。他の病原細菌（ブドウ球菌、ビブリオ菌等）も本酵素を産生し、その病原性へ
の関与が指摘されている。そのため、宿主細胞外マトリックスを標的とする病原細菌の感染・侵
入機構について、その全容解明と阻害剤開発が医薬分野を始めとして求められている。 
 一方、常在細菌に関して、腸管において優占種である Bacteroides 属細菌が、ヒアルロン酸や
コンドロイチン硫酸を分解することを本研究者らも含めた種々の研究者により示されている
（④）。また、本研究者らは、ヒト糞便やタイプカルチャーを用いた研究により、腸球菌
（Enterococcus）や乳酸菌（Lactobacillus）等の常在善玉菌がヘパリンを分解することを初めて明
らかにした（⑤）。したがって、常在細菌と病原細菌の中には、GAG を栄養源として分解するこ
とにより宿主に定着し、さらに宿主細胞に感染・侵入できる病原細菌により疾患が発症する微生
物叢モデルが考えられる。これまでに、本研究者らを中心に、連鎖球菌を対象としたヒアルロン
酸の断片化・分解・代謝機構が明らかにされているが（⑥）、GAG を標的とする多様な細菌にお
ける分子機構（特に、GAG の認識と輸送系）については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究者らは、断片化 GAG を単糖に分解する酵素（不飽和グルクロニルヒドロラーゼ: UGL）
の実体を初めて解明したことにより、多数の病原細菌（連鎖桿菌、連鎖球菌等）と常在細菌（ウ
ェルシュ菌、乳酸菌等）のゲノムに GAG の断片化・輸送・分解・代謝に関わる GAG遺伝子ク
ラスターを独自に見出し、それらの分子機構の構造と機能を解析している（⑥）。また、ヒト糞
便から GAG 分解菌が容易に分離されること、及びメタゲノム解析により UGL 遺伝子保持細菌
が高頻度（腸内細菌の約 10%以上）に検出されることを明らかにしている。つまり、腸管におけ
る GAG 分解微生物群の優占（GAG 標的微生物叢の存在）が強く示唆される。さらに、GAG遺
伝子クラスターの多様性を見出し、最近、病原性連鎖桿菌（Streptobacillus）に、断片化 GAG を
細胞内に輸送する新たな ABC トランスポーターを分子同定した（⑦）。そこで、本研究では、
GAG に作用する代表的なモデル細菌として、病原細菌（Streptobacillus と Streptococcus）と常在
細菌［善玉菌（Lactobacillus）、悪玉菌（Clostridium）、日和見菌（Bacteroides）］を対象に、GAG
を標的とする分子機構（特に、GAG の認識と輸送系）を、ゲノム生物学・分子生物学・構造生
物学の観点から解明することを目的とした。また、ヒト組織（腸管）における GAG 標的微生物
叢の動態及びそれらの分子応答を各種オミクスにより解析し、各 GAG 標的細菌の宿主への定着
機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) X線結晶構造解析 
 タンパク質の立体構造解析のため、多検体スクリーニングにより結晶化条件を確立した。京都
大学農学研究科或いは放射光実験施設（SPring-8）で X線回折データを収集し、結晶学的性質（格
子定数、空間群、分解能等）を決定した。分子置換法により位相を決定し、初期モデルを構築後、
構造を精密化した。基質結合型の構造決定では、基質との共結晶を用いた。酵素・タンパク質に
おける各残基の役割を明らかにするため、部位特異的変異体を作製し、その機能を解析した。 
(2) ホスホトランスフェラーゼ系（PTS）の輸送活性 
 PTS による断片化ヒアルロン酸（不飽和二糖）の取り込みを調べるため、連鎖球菌 Streptococcus 
agalactiae の細胞をトルエンで処理し、PTS による基質の取り込みに伴って、ホスホエノールピ
ルビン酸から生じるピルビン酸を定量することにより、PTS輸送活性を決定した。 
(3) 遺伝子破壊株の育種 
 標的遺伝子の中央に薬剤耐性遺伝子を挿入した組換えDNAを野生株細胞にエレクトロポレー
ションにより導入し、相同組換えにより標的遺伝子を破壊した株を育種した。 
(4) 細菌とヒト腸管細胞との接着 
 競合実験の観点から、ヘパリン非存在下或いは存在下で乳酸菌によるヒト腸管細胞への接着



実験を行った。具体的には、6穴培養プレートに形成させた GAG 産生ヒト腸管細胞培養株 Caco-
2 の単一層に、ヘパリン非存在下または存在下で乳酸菌を添加し作用させた。その後、非特異的
に相互作用していた乳酸菌を洗浄除去し、Caco-2 細胞に接着していた菌体数を計測することに
より、ヘパリンを介した乳酸菌とヒト腸管細胞との相互作用を解析した。 
(5) GAG 分解・代謝酵素の活性測定 
 イソメラーゼ KduI活性は、逐次反応を触媒する補酵素（NADH）依存性脱水素酵素との共役
反応により測定した。具体的には、波長 340 nm の光を吸収する NADH を定量することによりイ
ソメラーゼ活性を決定した。ヒアルロン酸リアーゼの酵素活性は、反応により生じる不飽和糖を
波長 235 nm の吸光度を計測することにより算出した。 
(6) オミクス 
 網羅的な遺伝子発現は RNAseq 解析により、菌叢はアンプリコン解析により、それぞれ次世代
シーケンサーを用いて決定した。 
(7) 膜小胞の検出 
 細菌の培養菌体を固定し、走査型電子顕微鏡解析により膜小胞の産生を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 病原細菌（Streptobacillus と Streptococcus）のヒアルロン酸標的機構 
 齧歯類の口腔内に常在するグラム陰性連鎖桿菌 Stretobacillus moniliformis は、ヒトに対して鼠咬
症等の疾患を引き起こす病原細菌である。これまでに本研究者らは、S. moniliformis が 1,3-結合型
のヒアルロン酸とコンドロイチン硫酸を分解し、ABC トランスポーターを介して不飽和 GAG 二
糖を細胞内に取り込むことを明らかにしている（⑦）。本菌に見出した両 GAG を認識するタン
パク質（ABC トランスポーターと連携するペリプラズム局在性基質結合タンパク質 Smon0123）
について、不飽和ヒアルロン酸二糖との複合体の立体構造を X線結晶構造解析により分解能 2.3 
Å で決定した（図 1A）。N-と C-ドメインから構成される Smon0123 は、分子中央のクレフトで
不飽和ヒアルロン酸二糖と結合し、基質が結合していない状態と比較すると両ドメインを 47°
閉じた構造に変化させていた。既に立体構造を決定している Smon0123 と不飽和コンドロイチン
二糖との複合体と構造比較した結果、Smon0123 はクレフト内のアミノ酸残基（Glu90, Arg204, 
Lys210, Trp284, Arg322, Arg393, Gln398, Gln405, Glu410 等）で共通して両基質を認識することが
わかった（図 1B, C）。一方、不飽和ヒアルロン酸二糖と不飽和コンドロイチン二糖では、アミノ
糖の C4 位水酸基の配向性が異なるため、Smon0123 はその特異的な認識には水分子の位置を変
化させていることが示された（図 1C）。Smon0123 は両基質と同程度の親和性で結合することか
ら、結合するアミノ酸残基は共通で、水分子の配置を変化させることにより、その結合能を保持
していることが考えられる。 
 

 
図 1．Smon0123 と不飽和ヒアルロン酸二糖との複合体の立体構造 
(A) 全体構造（赤/黄玉：不飽和ヒアルロン酸二糖、紫玉：カルシウム）、(B) 不飽和ヒアルロン
酸二糖（電子密度マップ/橙スティックモデル）の結合部位、(C) 基質結合部位での相互作用比較
（不飽和ヒアルロン酸二糖：橙スティックモデル、不飽和コンドロイチン二糖：灰スティックモ
デル） 
 
 グラム陽性連鎖球菌 Streptococcus agalactiae は、敗血症や髄膜炎等の重篤な疾患の起因菌であ
るが、ヒト腸内や膣内に常在する。本研究者らを含む先行研究により、S. agalactiae がヒアルロン
酸を細胞外で断片化し、PTS IIABCD 複合体（図 2A）を介して断片化ヒアルロン酸を細胞内に
取り込み資化することが示されている。一方、本菌のゲノム上にコードされる多数の PTS のう
ち、どの PTS が断片化ヒアルロン酸を輸送するかは不明である。また、PTS の基質である断片
化ヒアルロン酸の重合度についても明らかにされていない。そこで、GAG 遺伝子クラスターに
コードされる PTS に焦点をあて、カナマイシン耐性遺伝子を挿入することにより、S. agalactiae
の PTS遺伝子破壊株（∆PTS）を育種した。セロビオースは PTS により取り込まれることが知ら
れているが、グルコサミン 6-リン酸は PTS の基質にはならない。野生株と変異株のトルエン処
理細胞ではともに、セロビオース存在下で PTS 輸送活性が有意に上昇し、グルコサミン 6-リン
酸では活性が認められない。また、野生株と破壊株はヒアルロン酸を分解したが、野生株は不飽
和ヒアルロン酸二糖の存在下で PTS 輸送活性を顕著に増大させるのに対し、破壊株では不飽和



ヒアルロン酸二糖に対する PTS 輸送活性が検出されなかった（図 2B）。さらに、ヒアルロン酸
最少培地での生育実験の結果、ヒアルロン酸資化性を示す野生株とは異なり、破壊株は生育を示
さず、ヒアルロン酸を資化しなかった。したがって、GAG遺伝子クラスターにコードされる PTS
が不飽和ヒアルロン酸二糖を基質として細胞内に取り込む唯一の輸送体であることが明らかに
なった。なお、GAG遺伝子クラスターの構成に多様性が見られる S. agalactiae NEM316株と S. 
agalactiae JCM5671株に関して、両株はともにヒアルロン酸を資化することから、S. agalactiae の
普遍的なヒアルロン酸資化性が示唆された。 
 PTS による輸送機構の初発反応を構造生物学の観点から明らかにするため、PTS を構成する
EIIA の立体構造を X線結晶構造解析により決定した。本タンパク質は、中央の β-平行シートと
その両側の α-へリックスからなる Rossmann-fold を基本骨格とする。大腸菌マンノース輸送 PTS
の EIIA/EIIB複合体との構造比較に基づいて、S. agalactiae では EIIA の His-9残基が HPr からリ
ン酸基を受容し、その後 EIIB にリン酸基を転移すると考えられた（図 2C）。 
 

 
図 2. 不飽和ヒアルロン酸二糖を取り込む PTS 
(A) PTS IIABCD複合体の分子モデル（P：リン酸基）、(B) 野生株と破壊株の PTS輸送活性（灰：
基質なし、緑：セロビオース、橙：グルコサミン 6-リン酸、青：不飽和ヒアルロン酸二糖）（n = 
3, *p < 0.05）、(C) 連鎖球菌由来不飽和ヒアルロン酸二糖輸送 PTS EIIA（黄）と大腸菌由来マン
ノース輸送 PTS EIIA/EIIB複合体（シアン）との構造重ね合わせ 
 
(2) 善玉菌（Lactobacillus）によるヘパリンへの作用機構 
 プロバイオティクス効果が知られている乳酸菌として、善玉菌 Lactobacillus rhamnosus及びヒト
腸内から単離された Enterococcus 属細菌がヘパリンを分解することを見出した。また、ヘパリン添
加により両乳酸菌によるヒト腸管細胞（Caco-2）との接着が阻害されたことから、両菌がヘパリン
を介して腸管細胞と相互作用している可能性が考えられた。 
 L. rhamnosus 由来イソメラーゼ KduI はヘパリン分解により生じた不飽和ウロン酸に作用する
初発酵素である（図 3A）。実際には不飽和ウロン酸は非酵素的にピラノース環が開環し、直鎖状
の α-ケト酸（DHU）に変換される。KduI の立体構造を X 線結晶構造解析により決定した（図
3B）。この分子表面には、KduIファミリーに高度に保存されている残基が集結するクレフトが存
在する。そこで、クレフトを構成するアミノ酸残基について、部位特異的変異体の発現・精製系
を構築し、それらのイソメラーゼ活性を測定した。その結果、野生型酵素と比較すると、Arg163
と His200 を Ala に置換した変異体では活性が顕著に低下した。 
 

 
図 3. 不飽和ウロン酸の代謝と初発酵素 KduI 
(A) 不飽和ウロン酸の代謝、(B) L. rhamnosus KduI の立体構造（ホモ 6量体） 
 
(3) 悪玉菌（Clostridium perfringens）のヒアルロン酸断片化酵素の実体 
 腸内細菌叢を構成するグラム陽性 Clostridium perfringens は、下痢や腹痛等を引き起こす悪玉菌で
あり、その病原性発現には、ヒアルロン酸分解酵素の候補として N-アセチルグルコサミニダーゼ（NagH
やNagJ）が報告されている（⑧）。一方、本研究者らは、C. perfringens ATCC13124株のゲノムにも GAG
遺伝子クラスターの存在を見出している。本菌株はヒアルロン酸最少様培地で良好に生育したことから、



ヒアルロン酸資化性も示すと考えられた。また、ヒアルロン酸有無による本菌株の遺伝子発現レベルを
RNA-seq解析により網羅的に調べた結果、本菌のGAG遺伝子クラスターはヒアルロン酸存在下で顕著
に（2-10 倍）発現上昇していた。一方、ヒアルロン酸分解酵素の候補である NagH や NagJ 遺伝子の転
写量はヒアルロン酸の有無にかかわらず少なかった。さらに、GAG 遺伝子クラスターにコードされるヒア
ルロン酸リアーゼ（HysA）に着目し、組換え大腸菌を用いて、そのヒアルロン酸分解性を評価した。その
結果、HysA 発現大腸菌の細胞抽出液は、ヒアルロン酸を含む寒天培地上でヒアルロン酸分解性を示
すハローを形成した。また、HysA はヒアルロン酸に直接作用し、脱離反応を触媒することが示唆された。 
(4) 日和見菌（Bacteroides）の GAG 分解と腸内優占性との相関 
 日和見菌である腸内優占 Bacteroides 属細菌について、多くの種が粘液層構成分子（GAG とムチ
ン）を炭素源のみならず窒素源としても資化することから、本細菌群の腸内優占性と粘液層分解・
資化性との相関が示唆された。その分解・資化過程で、Bacteroides thetaiotaomicron がヒト必須アミ
ノ酸や短鎖脂肪酸を分泌していた。また、B. thetaiotaomicron が菌体外に膜小胞を分泌し、膜小胞
を介して GAG を分解することを明らかにした。 
 ヒアルロン酸存在下での腸内細菌叢バランスを調べた結果、Bacteroides 属細菌が著しく占有率
を上昇させ、優占種となることを見出した。したがって、本細菌群の腸内優占性と粘液層分解・
資化性との相関が強く示唆された。 
 
【結論】 
 本研究により明らかになった病原細菌 Streptobacillus の GAG 標的機構に基づいて、ヒト口腔
内に多く存在する Fusobacterium 属や Leptotrichia 属細菌であるフソバクテリアにも S. 
moniliformis の Smon0123 ホモログタンパク質が見出され、そのタンパク質にも Smon0123 の基
質結合残基が保存されていることがわかった。このことから、これらのフソバクテリアにおける
GAG 輸送と口腔内常在性との関連が示唆される。また、ヒアルロン酸への作用が Streptococcus
の感染症の発症に重要であることが指摘されているため、断片化ヒアルロン酸を取り込む
Streptococcus の PTS の実体解明は、本 PTS をターゲットとした治療法の開発に繫がることが期
待される。 
 プロバイオティクス（善玉菌）である乳酸菌（Lactobacillus）は、ヘパリンを豊富に含む小腸
に常在することが知られている。乳酸菌によるヘパリン分解は、他の常在細菌の GAG 分解性と
比較すると強くなく、むしろ、ヘパリンを腸管定着の足場として利用していることが考えられる。
実際、本研究ではヘパリンを介して、乳酸菌とヒト腸管細胞との接着が示された。 
 悪玉菌C. perfringensはヒアルロン酸存在下でGAG遺伝子クラスターを誘導発現する。それに伴い、
ヒアルロン酸分解の初発酵素としてヒアルロン酸リアーゼや輸送系及び代謝酵素が機能し、ヒアルロン
酸を資化することが示唆された。また、病原因子として機能する酵素はヒアルロニダーゼ NagH や NagJ
よりも、主にヒアルロン酸リアーゼ（HysA）であると考えられた。 
 多種の Bacteroides 属細菌が動物宿主から分泌される粘液物質を栄養素として生育することが
わかった。宿主の食事に依存せずに腸内に恒常的に存在する粘液物質に対する資化性は腸内に
優占種として存在する要因の一つと考えられる。このことは、多種の Bacteroides 属細菌のゲノ
ムに GAG 断片化酵素（多糖リアーゼ）及び分解酵素（UGL）がコードされていることからも支
持される。 
 以上の研究成果から、各常在細菌の GAG 標的機構に関して理解を深めることができた。その
成果の一部を Scientific Reports誌に発表したところ、top 100 papers in microbiology に認定され表
彰された（⑤）。 
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