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研究成果の概要（和文）：本研究では腟上皮細胞が免疫学的機能を持つことに着目し、細菌性腟症の原因となる
細菌の菌体成分や代謝物質等が腟上皮細胞に与える影響について調べることを目的とした。腟上皮細胞株と菌体
成分とともに培養し、グラム陽性菌と陰性菌では腟上皮細胞が産生するサイトカインや抗微生物ペプチドが異な
ることが示唆された。上記の腟粘膜細菌共培養上清をNK細胞株NK-92MIに添加し、サイトカイン産生パターンを
認めた。DNA 結合タンパク質HMGB1がT細胞におけるHIV複製を増強することが示唆された。また腟細菌叢優位菌
種の一つであるLactobacillus crispatusが腟の再上皮化を加速することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to investigate on the influence of the mucosal immune 
response to the vaginal bacterial flora on HIV infection. By co-culturing of vaginal epithelial 
cells with heat-inactivated Escherichia coli, Streptococcus aureus or their components (LPS, 
peptidoglycan), a different pattern in immune responses against Gram-positive and -negative bacteria
 of vaginal epithelial cells was found. With using supernatants of the above co-culture for 
culturing HIV-infected MOLT-4 cells, a human T-cell leukemia cell line, no influence on HIV 
replication was noted. HMGB1, a DNA-binding protein, was able to enhance HIV replication in newly 
infected primary T cells. Interestingly, the important role of Lactobacillus crispatus, a 
predominant anaerobe of normal vaginal bacterial flora, in enhancement of re-epithelialization of 
vaginal epithelial cells was elucidated.

研究分野： 感染症内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
この成果によって、腟内細菌叢優位菌種であるL. crispatusが腟上皮細胞の腟粘膜の恒常性と堅牢性の維持重要
であることが示唆され、腟上皮粘膜を通じてのHIV感染に対する腟内常在菌の感染防御的役割の理解が深まっ
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

腟内には常在細菌叢が存在し、恒常性を保っているが、常在菌叢の乱れ（disbiosis）は
細菌性腟症の原因となり、他の性感染症の感染リスクが上昇することが知られている。細
菌性腟症や腟炎が女性におけるHIV感染のリスクファクターとなるという疫学的報告は少
なくないが、その機序は不明である。また腟粘膜の恒常性と堅牢性の維持には腟に常在す
る乳酸菌が重要な役割を担うとされるがその機序は未知の点が多い。 
  

２． 研究の目的 
本研究では腟上皮細胞が免疫学的機能を持つことに着目し、細菌性腟症の原因となる細菌
の菌体成分や代謝物質等が腟上皮細胞に与える影響について調べることを目的とする。不
死化腟上皮細胞と腟内常在菌，病原細菌を共培養し、粘膜下リンパ球における HIV 複製へ
の影響を検討することを目的とする。また腟上皮細胞の再上皮化に対し、腟細菌叢優位菌
種の一つである Lactobacillus crispatusがどのような影響を及ぼすかを検討する。 

 
３． 研究の方法 

(1) 不死化腟上皮細胞と不活化細菌菌体，菌体成分の共培養：腟上皮細胞(VK2/E6E7 また
は MS74)と不活化した Escherichia coli, Streptococcus aureus, Lactobacillus 
crispatus (Döderlein 桿菌)の細菌菌体あるいは，LPS,ペプチドグリカンなどの菌体
成分を共培養し、上記培養系の上清を保存し、NK細胞株 NK-92MI または HIV を感染さ
せた T細胞に添加 

(2) ELISA によるサイトカインや抗微生物ペプチド、ウイルスタンパク質等の測定 
(3) スクラッチアッセイによる再上皮化の評価 
(4) 蛍光抗体法による血管内皮増殖因子(VEGF)とその受容体の発現の解析 

 
４． 研究成果 

(1) 腟上皮細胞が産生するサイトカインや抗微生物ペプチド 
大腸菌由来 LPS を腟上皮細胞株（VK2/E6E7）に添加すると、beta-defensin-2 の産生
が誘導されたが、IL-8, elafin や beta-defensin-4 の産生は誘導されなかった。一
方、ペプチドグリカンを添加すると IL-8 と elafin の産生が誘導された。この結果か
ら、グラム陽性菌と陰性菌では腟上皮細胞が産生するサイトカインや抗微生物ペプチ
ドが異なることが示唆された。さらに、これらの培養上清を HIV 感染 MOLT-4 細胞に
添加し、HIV の複製に与える影響を検討したが、HIV の複製には影響を与えなかった。 

 
(2) 炎症誘導蛋白 High Mobility Group Box 1 はヒト初代T細胞で HIV の複製の促進 

High Mobility Group Box 1 (HMGB1)は主に核内に存在し DNA 結合タンパク質として
機能するが、LPS などの刺激によって核内から細胞外に放出され、TLR などの自然免
疫系受容体によって認識されて様々な免疫応答に関与することが多数報告されてい
る。そこで、本研究では HMGB1 が HIV の複製に与える影響についても検討した。HIV
を感染させたヒト初代 T 細胞に HMGB1 を添加すると HIV 複製が増加し、また抗 HMGB1
抗体を添加すると HIV 複製を抑制することが明らかとなった。従って、HMGB1 が HIV
複製を増強することが示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
リコンビナント HMGB1 の存在下で T細胞培養上清中のHIV-1 p24 濃度（図 1） 

 
(3) NK 細胞活性化に及ぼす影響 

HIV 感染の初期防御には粘膜型 NK 細胞が重要な役割を果たしていると考えられてい
る。不死化腟上皮細胞（MS74）と不活化細菌菌体(Escherichia coli, Streptococcus 
aureus)または菌体成分（LPS,ペプチドグリカン）とともに培養し、その上清を回収
した。上記の腟粘膜細菌共培養上清を NK 細胞株 NK-92MI に添加すると、IFN-γの産
生が誘導されたが、IL-4,IL-17 や IL-22 の産生は誘導されなかった。 



(4) Lactobacillus crispatusは腟上皮細胞の再上皮化の促進 
腟粘膜の恒常性と堅牢性の維持には腟に常在する乳酸菌が重要な役割を担うとされ
るがその機序は未知の点が多い。そこで、本研究では腟上皮細胞の再上皮化に対し、
腟細菌叢優位菌種の一つである Lactobacillus crispatusがどのような影響を及ぼす
かを検討した。ヒト不死化腟上皮細胞MS74 を用いて L. crispatusの細胞増殖に対す
る影響を評価した。さらに L. crispatus の共培養、死菌または培養上清を添加しス
クラッチアッセイによる再上皮化を評価した。その結果、L. crispatusは生菌、培養
上清ともに再上皮化を促進した。L. crispatus 生菌と培養上清は 24 時間後の培養上
清中の VEGF 濃度有意に上昇させた。また MS74 細胞における VEGFR1,2 の発現が認め
られ、リコンビナント VEGF添加により再上皮化を促進した。 
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