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研究成果の概要（和文）：Lactobacillus gasseri を中心に、種および株レベルでのリポテイコ酸（LTA）の構
造多様性を調べ、これらの構造と免疫調節能の関わりを解明することを目的とした。7菌株の L. gasseri のLTA
の構造解析を行ったところ、本菌種特異的なLTAの構造を明らかにした。ヒト腸管上皮細胞株のIL-8産生誘導能
を他菌種のLTAを比較対照として検討したところ、リポ多糖刺激によるIL-8産生誘導に対し、いずれの菌種のLTA
も抑制活性を示したが、L. gasseri のLTAは抑制が有意に弱かった。LTAの細胞表層での局在観察では、生育段
階におけるLTAの劇的な局在変化を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：I investigated structural diversity of lipoteichoic acids (LTA) of lactic 
acid bacteria, such as Lactobacillus gasseri, and aimed to elucidate relationship between the 
specific structures and immunomodulatory activity. LTA structural analysis was performed for seven 
strains of L. gasseri. A structure common to all strains was found, suggesting that the structure is
 species-specific. L. gasseri LTA showed lesser inhibitory activity of lipopolysaccharide-induced 
IL-8 production in a human intestinal epithelial cell line than Staphylococcus aureus and 
Lactococcus lactis ones. Localization of LTA in the bacterial cell surface showed dramatic change at
 each growth phase.

研究分野： 応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LTAは、細菌にとっての生理学的な役割だけでなく、免疫調節など宿主と相互作用する細胞表層分子である。株
レベルで構造に多様性があることが報告されているが、その大部分は病原性細菌のものである。本研究では、有
用細菌であるヒト腸管乳酸菌の L. gasseri を中心に、種特異的なLTAの構造を明らかにし、このLTAに特徴的な
免疫反応調節活性が示唆されたことは、LTAを介した宿主と細菌との相互作用機序の解明において重大な意義を
持つ。さらに、将来的にLTA自体を免疫調節剤としてのバイオジェニクスとして応用することも可能であると考
えられ、社会的な意義も大きいと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
グラム陽性細菌の表層分子のリポテイコ酸（LTA）は、糖脂質部位を介して細胞膜にアンカー

する糖リン酸ポリマーであり（図 1）、宿主の免疫応答に影響を与える。また、免疫調節活性に
は LTA の構造が重要であることが示唆されている。一方で、乳酸菌のような有用細菌の LTA の
構造情報が少ないという背景から、申請者はヒト腸管乳酸菌 Lactobacillus gasseri の基準株
の LTA を解析して、本菌株において新奇の LTA の構造や Lactobacillus 属に共通の構造を発見
した。しかし、同菌種内において複数株の構造比較が行われた例はほとんど無く、その構造多
様性はわかっていない。さらに、これまで 53種 91 株で LTA の全体構造が明らかになっている
が、その約 80%は病原性細菌であり、有用細菌由来の LTA の構造情報は未だ不十分である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、有用細菌であるヒト腸内乳酸菌 L. gasseri の種および株レベルでの LTA の構

造多様性を調べるとともに、本菌株にみられる特異的な LTA の構造と免疫誘導能の関わりを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、LTA の構造多様性および特異的な LTA の構造と免疫調節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）L. gasseri を中心に複数株の LTA を取得して、その構造を決定し、過去の LTA 構造情報
と合わせ比較評価を行う。 
（2）精製した LTA を用いて、免疫調節能（サイトカイン誘導能）に対する影響の評価を行い、
特異的な LTA の構造がもつ免疫調節能の特徴を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）L. gasseri を中心とした LTA の構造情報の収集による構造多様性の解明 
 L. gasseri 種の JCM 1131T、JCM 1130、JCM 5814、VLG1、VLG2、VLG3、VLG4 の計 7菌株につ
いて LTA の構造解析を行った。臨床分離株である VLG1、2、3、4 は、random amplified polymorphic 
DNA (RAPD)-PCR 法によって同一菌株に由来するものではないことを確認した。ブタノール抽出
法によって LTA を抽出・精製して、NMR および MALDI-TOF MS、GC-MS によって構造解析を行っ
た。その結果、ポリマー部位は全ての菌株で D-アラニンにより部分的に置換されたグリセロー
ルリン酸ポリマーであり、L. gasseri JCM 1131T で初めて発見された四糖と三残基のアシル基
をもつ特異なアンカー糖脂質が全ての菌株で確認された（図 1）。四糖構造は、乳酸菌を含むグ
ラム陽性細菌ではこれまで報告がなく、L. gasseri 種の LTA は共通する種特異的な構造である
ことが示唆された。さらに、LTA の構造と免疫調節能を評価するため、比較対照として 
Lactobacillus plantarum （L. gasseri 種以外の Lactobacillus 属細菌）、Lactococcus lactis 
subsp. cremoris（Lactobacillus 属細菌以外の有用細菌）、Staphylococcus aureus（病原性細
菌）、Enterococcus faecium（日和見細菌）から LTA を抽出・精製して、前述した方法と同様に
LTA の構造解析を行った。その結果、L. plantarum では三糖と三残基のアシル基をもつ LTA が、
L. lactis では二糖と三残基のアシル基をもつ LTA が、S. aureus と E. faecium では二糖と
二残基のアシル基をもつ LTA が確認された。 

 
（2）特異的な構造をもつ L. gasseri の LTA の免疫調節能の評価 
 ヒト腸管上皮細胞株 HT-29 を使用して、上記で構造を明らかにした L. gasseri、L. lactis、
S. aureus 由来の LTA の曝露による炎症性サイトカイン IL-8 の産生量を比較することで、L. 
gasseri の LTA の免疫調節能を評価した。その結果、LTA 単独刺激の場合、S. aureus の LTA
にのみ有意な IL-8 の産生誘導が認められた（図 2）。さらに、リポ多糖 (LPS)刺激による IL-8
産生誘導に対しては、3株全ての LTA で LPS による IL-8 産生誘導が有意に抑制された。その抑
制活性は L. gasseri の LTA が他に比較して有意に弱かった（図 2）。各死菌体の刺激では、3
株全てで IL-8 産生誘導、および LPS により誘導される IL-8 産生の変化に対する影響は認めら
れなかった（図 3）。以上により、HT-29 細胞における IL-8 産生において、L. gasseri の菌体
は L. lactis や S. aureus と同様に変化を与えないことが明らかになった。一方、LTA では
単独刺激で L. gasseri と L. lactis は IL-8 の産生に影響を与えず、LPS による IL-8 の産生
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誘導に対しては、L. gasseri でのみ抑制活性が弱いという特徴が認められた。これは L. 
gasseri のLTAの特異的な構造と特徴的な生物活性との相関を示唆するものである。今後はLTA
の純度の向上や、比較対照をより広げることなどによって、L. gasseri の LTA の特徴をより明
確なものにしていく必要がある。 

 
（3）細胞表層における LTA の局在観察 

LTA は宿主の免疫細胞に認識されて、免疫応答を惹起させる分子であると考えられており、
この局在を観察することは、宿主と細菌の相互作用メカニズムを考える上でも重要である。し
かしながら、これまで LTA の詳細な局在を視覚的に観察した例はほとんどない。そこで、L. 
gasseri JCM 1131Tを用いて、免疫電子顕微鏡法によって対数期から死滅期にかけての各生育段
階での LTA の局在を観察した。その結果、対数期では LTA が細胞膜にアンカーされて細胞壁内
部に局在し、細胞外には露出していないことが示唆された（図 4A, B）。しかし、本菌株から取
得された膜小胞画分を免疫電顕法で観察したところ膜小胞と考えられる多数の小胞構造が確認
され、その表層に LTA が確認された（図 4E, F）。これは、対数期において LTA は菌体表面には
露出しておらず、産生された膜小胞の表面で LTA が露出していることを示唆する。一方、定常
期では一部の細胞に溶菌
が見られ、それに伴って細
胞壁片や細胞外に放出さ
れた膜成分と考えられる
構造体が観察された（図
4C, D）。これらの構造体に
は LTA の存在が認められ
た。以上の結果は、細胞壁
に埋没していた LTA が、定
常期および死滅期に生じ
る溶菌に伴って、死菌由来
の構造物上で露出してい
ることを示唆する。以上の
結果は、生育段階における
LTA の劇的な局在変化を
示しており、細菌と宿主と
の相互作用を考える上で
重要な知見であると考え
られる。 
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