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研究成果の概要（和文）：乳酸菌は腸管免疫の発達や活性化に寄与する。本研究ではLactobacillus antri JCM 
15950の免疫グロブリンAの産生促進作用の理解を目指し、免疫賦活をもたらす成分の特定と構造解析を行った。
活性成分がグラム陽性菌の細胞壁成分を認識するToll様受容体2を刺激する脂質成分であることを示す結果か
ら、リポテイコ酸（LTA）に注目した。LTAを細胞壁画分から抽出し、各種クロマトグラフィーで精製したとこ
ろ、本菌株には免疫賦活作用の程度が異なる2種のLTAが存在することがわかった。これらのLTAの構造の差異に
基づき、免疫賦活に重要な部分構造を推定した。

研究成果の概要（英文）：Several strains of lactic acid bacteria contribute to the development and 
activation of the intestinal immune system. In this study, to understand how Lactobacillus antri JCM
 15950 enhanced immunoglobulin A production, we began with identification of a component that caused
 immune-stimulation and analyzed its structure. This strain stimulated Toll-like receptor 2 of the 
host that recognizes the cell wall component of Gram-positive bacteria. In addition, the 
immunostimulatory activity disappeared by the removal of lipids from the bacterial cells. Based on 
these results, immunomodulatory component was presumed to be lipoteichoic acid (LTA). LTA was 
extracted from the cell wall fraction and purified using various chromatographic techniques. We 
found that this strain has two types of LTA, with different immunostimulatory activities. Based on 
the difference in the structures of these two LTAs, we predicted the partial structure important for
 immunostimulation.

研究分野：生物化学工学

キーワード： 乳酸菌　リポテイコ酸　腸管免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LTAの構造と免疫調節作用との相関は、病原性細菌では一部理解されているものの、乳酸菌を含むプロバイオテ
ィクスでは不明な点が多い。幅広い世代にとって摂取が容易なプロバイオティクスの免疫賦活作用は、感染症の
予防の観点からもますます注目されると考えられる。本研究の知見は、免疫賦活作用をもたらすプロバイオティ
クスのスクリーニング指標となるとともに、LTAの構造や表層への露出様式といった菌体の表層構造の設計に基
づく機能性の向上にも貢献できると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
腸内細菌叢のメタゲノム解析やメタボローム解析により、腸内細菌と私たち宿主との共生関
係が明らかになりつつある。中でも、腸内細菌叢のバランスは宿主の健康や疾病に密接に関与す
ることから、腸内環境の維持・改善の重要性が指摘されている。腸内環境の改善のアプローチの
ひとつとして、プロバイオティクスの摂取がある。我々は、これまでに乳酸菌 Lactobacillus antri 
JCM 15950が、腸管免疫系を活性化し、病原体の感染防御や腸内細菌叢のバランスの維持にはた
らく免疫グロブリン A（IgA）抗体の産生を増強することを見出してきた。この免疫調節作用の
メカニズムを理解することができれば、乳酸菌による腸内環境制御の可能性が高まる。 
この乳酸菌による免疫賦活作用には、菌体と免疫細胞の相互作用が極めて重要である。すなわ
ち、菌体の表層に露出する特定の成分が、免疫細胞上に発現する受容体に結合することにより、
免疫細胞の応答が開始する。乳酸菌を含むグラム陽性菌に関して、免疫調節をもたらす菌体成分
として、ペプチドグリカンやリポテイコ酸などの細胞壁成分や菌体外多糖、核酸などが特定され
ている。しかし、この活性成分は菌体から菌体から分離すると、その作用は減弱し、解析が困難
となることが多いため、その全容は未だ解明されていない。ところで、活性成分を菌体から分離
すると免疫調節作用が減弱するという現象は、その成分（リガンド）が菌体に存在する場合、免
疫細胞上の受容体と多価で相互作用することで受容体への刺激が増幅するが、分離により一価
の結合となり、刺激が減衰することによるものと考えられる。すなわち、活性成分の解析を行う
には、リガンドが菌体構造に保持されたままの状態でその機能を確認するとともに、表層に露出
する部分構造を特定する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
 我々はこれまでに乳酸菌の一種 Lactobacillus antri JCM 15950がマウス腸管パイエル板細胞か
らの IgA 産生を増強することを明らかにしている。本菌株は、病原体の認識に関わる Toll 様受
容体（TLR）2を介して樹状細胞を活性化してサイトカインの産生を促進し、最終的に B細胞か
らの IgA産生を増強する。乳酸菌に関して、TLR2のリガンドとして、グラム陽性菌の細胞壁成
分であるリポテイコ酸（LTA）やペプチドグリカンなどが報告されているが、免疫調節作用はす
べての菌株に共通するものではなく、リガンドの構造や表層への露出の様式が菌株により異な
ると予想される。本研究では、菌体成分と受容体との相互作用に基づく乳酸菌の免疫調節作用の
理解を目指し、L. antri JCM 15950をモデル菌株として、免疫賦活をもたらす成分の特定と構造
解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 乳酸菌の培養 
 Lactobacillus antri JCM 15950はMRS液体培地中、アネロパック（三菱ガス化学）を用いた嫌
気条件下、37ºCで 7時間前培養した後、17時間本培養した。 
 
(2) LTAの精製 

LTAはブタノール水抽出および各種クロマトグラフィーにより精製した。具体的には、遠心分
離で回収した菌体を 100 mM 酢酸アンモニウム緩衝液（pH 4.7）に懸濁し、ビーズショッカーで
破砕した。上清に等量のブタノールを加えて混合した後、水層を凍結乾燥して粗 LTA を得た。
粗 LTA を 15% 1-プロパノールを含む 100 mM 酢酸アンモニウム緩衝液（pH 4.7）に溶解し、疎
水性相互作用クロマトグラフィーOctyl Sepharoseカラム（GE Healthcare）にアプライした。15～
60% (v/v) 1-プロパノールのグラジエントで溶出し、LTA が検出された画分を減圧乾燥した。こ
れを 30%(v/v) 1-プロパノールを含む 20 mM 酢酸アンモニウム緩衝液（pH 4.7）に再溶解して、
陰イオン交換クロマトグラフィーDEAE Toyopearl-650M（Tosoh）にアプライし、0～1.0 M NaCl
のグラジエントで溶出した。 
リン酸濃度はリンモリブデン法で、LTA濃度はマウス由来抗 LTA抗体（Hycult Biotech）とヤ
ギ由来 HRP 標識抗マウス IgG 抗体を用いた ELISA 法で測定した。LTA の標準物質として、
Staphylococcus aureus由来 LTAを用いた。 
 
(3) 細胞培養 
マウスを用いた動物実験は、関西大学動物実験委員会の承認を得て実施した。パイエル板細胞
は雌性の BALB/cマウスの小腸パイエル板からコラゲナーゼ処理により分離し、10%ウシ胎児血
清および 55 μM 2-メルカプトエタノールを含む RPMI 1640培地中、37ºCで 4日間培養した。マ
ウス由来マクロファージ様 RAW264細胞は、同培地中、37ºCで 24時間培養した。培養上清中の
IgAおよび IL-6濃度は ELISA法で測定した。 
 
４．研究成果 
 



(1)  免疫賦活をもたらす菌体成分の特定  
本菌株の免疫賦活作用は TLR2を介してもたらされる。TLR2のリガンドとなる菌体成分を推
定するために、菌体から各種成分を段階的に除去し、菌体がもたらす免疫賦活作用を評価した。
具体的には、タンパク質分解酵素アクチナーゼ Eによる除タンパク質、メタノール・クロロホル
ムによる脱脂、DNase および RNase による除核酸を順次行い、パイエル板細胞からの IgA 産生
に及ぼす影響を調べた。その結果、脱脂により菌体の IgA 産生誘導作用が顕著に減弱したこと
から、脂質成分に免疫賦活作用があることが示唆された（図 1）。ところで、TLR2のリガンドと
して報告のあるペプチドグリカンは、N-アセチルグルコサミンと N-アセチルムラミン酸を含む
糖ペプチドから成るポリマーであるのに対し、LTA はグリセロールリン酸の繰り返し構造から
成る主鎖が細胞壁を縦断し、糖脂質で細胞膜にアンカーされる構造をもつ。これより、本菌株の
免疫賦活作用をもたらす成分は LTA であ
ると推定した。 
また、細胞壁分解酵素であるリゾチーム
とムタノリシンで菌体を処理して、ペプチ
ドグリカン層を適度に分解し、菌体表層に
LTAを露出させたところ、IgA産生促進作
用が増強した（データは示さず）。この結
果は、本菌株の LTA に免疫賦活作用があ
るという推定を指示するものである。一
方、菌体をリパーゼで処理すると IgA産生
促進作用が減弱することがわかり、菌体か
ら切り出された分解物の構造解析を試み
たが、夾雑物のため免疫賦活に必須な構造
の同定はできなかった。これより、本菌株
から LTA を精製し、その構造と免疫賦活
作用との相関を調べることとした。 
 
(2)  LTAの免疫賦活作用 

LTAの精製とその免疫賦活作用の評価にあたり、単一細胞系で、かつ多試料の分析が容易な株
化マクロファージ様 RAW264細胞を用い、IgA産生に重要なインターロイキン-6（IL-6）産生を
指標として免疫賦活作用を評価した。 
本菌株から LTA をブタノール水抽出し、疎水性相互作用クロマトグラフィーで分画したとこ
ろ、2つの LTAのピーク（LTA-1および LTA-2）が検出された（図 2）。また、RAW264細胞から
の IL-6産生誘導作用を調べたところ、LTA-1は IL-6 産生を誘導したのに対し、LTA-2は誘導し
なかった。また、LTA-1による IL-6産生促進は、RAW264細胞の TLR2を抗 TLR2抗体で中和す
ると消失することから、LTA-1は TLR2のリガンドであることを確認した。以上より、本菌株に
は構造の異なる 2 種の LTA が存在し、TLR2 を介した免疫賦活作用の程度はその構造の差異に
依存することが示唆され
た。 
この LTA-1と LTA-2の
構造の差異を明らかにで
きれば、免疫賦活をもた
らす部分構造を明らかに
できると考え、それぞれ
のLTAをさらに陰イオン
交換クロマトグラフィー
で精製し、構造解析を行
った。その結果、菌体表
層に露出していると考え
られるポリマー部の構造
が一部異なることを示す
データを得た（データは
示さず）。 

 
(3)  今後の展望 
本研究では、乳酸菌の免疫賦活をもたらす菌体成分と、免疫賦活に必須な LTA の部分構造を
明らかにした。LTAの構造と免疫調節作用との相関は、病原性細菌では研究されているものの、
乳酸菌のようなプロバイオティクスにおいては、いまだ理解が進んでいない。プロバイオティク
スは幅広い世代が容易に摂取できることから、その免疫賦活作用は、感染症の予防の観点からも
ますます注目されると考えられる。本研究で得られた知見は、免疫賦活作用をもたらす乳酸菌の
スクリーニング指標となりうるとともに、LTA の構造や表層への露出様式といった菌体の表層
構造の設計に基づく機能性の向上にも貢献できると期待される。 

 
図 1  免疫賦活をもたらす菌体成分の特定 

 
図 2 疎水性相互作用クロマトグラフィーによる LTAの分画 
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