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研究成果の概要（和文）：乳酸菌Latilactobacillus sakeiが産生する膜小胞メンブランベシクル（MV）は粘膜
面での感染防御に重要な免疫グロブリン（Ig）Aの産生を増強することから、粘膜アジュバントへの応用を目指
して研究を進めた。まず、MVによるパイエル板細胞からのIgA産生増強メカニズムを解析し、MVがToll様受容体2
を介して樹状細胞を活性化してB細胞のクラススイッチ組換えや形質細胞への分化を促進することを明らかにし
た。さらに、乳酸菌の培養時間や温度などの培養因子がMVの産生量のみならずその免疫賦活活性にも影響するこ
とを見出し、MVの実用化には「量」と「質」の両者を考慮する必要があることを示した。

研究成果の概要（英文）：Immunoglobulin A (IgA) plays an important role in defense mechanisms against
 pathogens on mucosal surfaces. Membrane vesicles (MVs) produced by a lactic acid bacterium, 
Latilactobacillus sakei enhanced IgA production in Peyer's patch cells isolated from the murine 
small intestine. To apply MVs as safe mucosal vaccine adjuvants, we analyzed the mechanisms of 
MV-mediated IgA production enhancement in Peyer's patch cells. It was excluded that MVs activated 
dendritic cells via Toll-like receptor 2 and induced the production of several factors involved in 
the class switch recombination of B cells and their differentiation into plasma cells. In addition, 
we found that culture factors such as culture period and temperature affected not only the amount of
 MVs produced by lactic acid bacteria but also the immunostimulatory effect, indicating the need to 
consider both the amount and the quality of MV.

研究分野：生物工学

キーワード： 乳酸菌　メンブランベシクル　腸管免疫　免疫グロブリンA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの乳酸菌の機能性研究は菌体構成成分や代謝物の作用に着目してきたのに対し、本研究はこれらを「積
み荷」として乳酸菌が産生するMVを介した新たな免疫調節機構を明らかにした。また、宿主の腸管に共生する膨
大な数の腸内細菌もMVを産生していると考えられ、免疫調節成分を搭載したMVが宿主の腸管免疫系に直接作用す
るという本研究の知見は、腸内細菌研究に新たな視点をもたらすものである。さらに、乳酸菌のMVを介した腸管
免疫系の活性化に関する知見は、MVの粘膜アジュバントとしての応用のみならず、健康の維持増進や感染症予防
に向けた機能性食品としての応用にもつながるものであり、社会的な意義も大きいと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
病原体の多くは粘膜面から体内に侵入し、感染症を引き起こす。感染症の予防にはワクチン接
種が有効であるが、従来の皮下接種型ワクチンは血中に免疫グロブリン（Ig）Gを主とする抗体
産生を誘導するものの、粘膜面での感染予防に重要な IgA 産生は誘導されない。粘膜から投与す
る粘膜ワクチンは粘膜面に IgA を誘導できると期待されているが、十分な効果を得るためには
アジュバント（免疫賦活剤）の併用が必要である。 
一方、多くの細菌はメンブランベシクル（MV）と呼ばれるナノメートルサイズの膜小胞を産生
する。MVはタンパク質や核酸、細胞壁成分などを包接し、菌体間の情報伝達を担うが、近年、宿
主の生体調節作用を有することが報告されている。我々も乳酸菌 Latilactobacillus（旧属名 
Lactobacillus）sakei subsp. sakei NBRC 15893 の産生する MVがパイエル板細胞からの IgA 産
生を増強することを見出し、MV の粘膜アジュバントへの応用を目指している。しかし、MV 研究
は病原性グラム陰性菌で先行しており、乳酸菌のような有用グラム陽性菌の MV の機能や産生機
構に関する知見はいまだ少ない。また、MV を粘膜アジュバントとして応用するには、MV を一定
量確保する必要があるが、厚い細胞壁をもつグラム陽性菌の MV 産生量はグラム陰性菌と比較し
て少ないという問題がある。 
 
２．研究の目的 
 
 乳酸菌 L. sakei NBRC 15893 が産生する MVが粘膜免疫系を活性化して IgA 産生を増強するこ
と、また、乳酸菌は食経験に基づく安全性が高いことから、本菌株の MV を粘膜アジュバントと
して利用することを目指す。そこで本研究では、まず L. sakei NBRC 15893 の MV がマウスパイ
エル板細胞において IgA 産生を増強するメカニズムを解明し、粘膜アジュバントとしての有効
性を明らかにする。さらに、厚い細胞壁をもつグラム陽性菌の乳酸菌が MV を産生する機構を理
解し、それに基づいて乳酸菌の MV産生を制御することで、MVが量産できる条件を見出すことを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 乳酸菌の培養 
L. sakei NBRC 15893 は MRS 液体培地中、嫌気条件下にて 30ºC で 24 時間培養した。 
 
(2) MV の精製 
 本培養液を遠心分離し、上清をフィルターろ過（0.2 µm）して菌体を除去した後、超遠心分離
（100,000×g, 1 h）した。沈殿を 10～45% (w/v) イオジキサノールの密度勾配で超遠心分離
（100,000×g, 6 h）し、透過型電子顕微鏡にて MV が観察されたフラクションを回収した。ま
た、タンパク質濃度を BCA 法で、脂質濃度を蛍光色素 FM4-64 による蛍光染色（励起波長 515 nm、
蛍光波長 640 nm）で測定し、MVを定量した。 
 
(3) 細胞培養と抗体・サイトカインの定量 
 細胞培養には 10% (v/v) ウシ胎児血清および抗生物質を含む RPMI1640 培地を使用し、5% CO2
存在下にて 37 ºC で培養した。BALB/c マウスの小腸からパイエル板を採取し、コラゲナーゼ処
理によりパイエル板細胞を調製して 4 日間培養した。また、BALB/c マウスの大腿骨および脛骨
より採取した骨髄細胞を 20 ng/mL GM-CSF を含む培地で 7日間培養し、CD11c 陽性細胞を骨髄由
来樹状細胞（BMDC）として用いた。上清中の IgA は ELISA 法で定量した。 
 
(4) リアルタイム PCRs 
BMDC から抽出した RNA を鋳型として cDNA を合成した。誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）, 
BAFF, APRIL, レチナール脱水素酵素（RALDH）1 および 2, interleukin (IL) -4, IL-5, IL-6, 
IL-10, IL-12, TNF-α, TGF-β, IFN-γをコードする遺伝子の発現レベルをリアルタイム PCR
で解析した。遺伝子の発現量は glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）を内部標
準遺伝子とし、⊿⊿Ct 法で解析した。 
 
(5) マウスを用いた腸管ループアッセイ 
BALB/c マウスの小腸にパイエル板を含むループを作製し、蛍光色素 FM4-64 で標識した MV を
投与した。2時間後、パイエル板を摘出して凍結切片を作製し、蛍光顕微鏡を用いて組織学的に
分析した。 
 
 



４．研究成果 
 
(1) MV の IgA 産生増強のメカニズム 
L. sakei NBRC 15893 は直径が 30～400 nm の MV を産生し、マウスパイエル板細胞からの IgA
産生を増強する 1)。この MV を介した IgA 産生増強メカニズムを解明するため、まずは樹状細胞
の役割について解析した。CD11c を樹状細胞のマーカーとして、パイエル板細胞から CD11c 陽性
細胞を除去したところ、MVによって促進された IgA 産生が顕著に抑制された。これより、MVは
樹状細胞を活性化し、産生される因子を介して IgA 産生を増強していると推定した。 
そこで、樹状細胞が産生し、IgA 産生を増強する因子を特定するため、BMDC を MV で刺激し、
炎症性サイトカインや IgA 産生に関わる遺伝子の発現をリアルタイム PCR で調べた。MV は IL-
6，IL-10，IL-12，TNF-α，iNOS および RALDH2 の遺伝子発現を増加させた。また、組換え IL-6，
IL-10，IL-12 および TNF-αをパイエル板細胞に添加すると、rIL-6 のみが IgA 産生を増強した。
さらに、iNOS 阻害剤（1400W）、RALDH2 阻害剤（DEAB）および抗 IL-6 抗体存在下にて、パイエル
板細胞を MVで刺激すると、IgA 産生は 1400W 添加群では 69%、DEAB 添加群では 57%、抗 IL-6 抗
体添加群では 78%抑制された。以上より、MV刺激により樹状細胞が産生した NOとレチノイン酸
が IgA クラススイッチ組換えを、IL-6 が形質細胞への分化を促進した結果、パイエル板細胞に
おける IgA 産生が増強したことが示唆された 2)。 
 
(2) MV の認識に関わる受容体の特定 

 Toll 様受容体（TLR）2はグラム陽性菌の細胞壁成分の認識に関わる。パイエル板細胞の TLR2
を中和抗体で中和すると、MV による IgA 産生の増強作用は消失した。また、BMDC においても NO
産生を指標とし、同様にして TLR2 の関与を調べたところ、MV によって誘導された NO 産生は中
和抗体により抑制された。また、上述の BMDC の MV 刺激に対する応答は菌体に対する応答と類似
していたことから、MV は細胞壁成分を包接することで TLR2 を介して DC を活性化することが示
唆された 2)。 
 
(3) MV の生体内での挙動 
 MV の腸管管腔からパイエル板内への移行をループアッセイにより調べたところ、パイエル板
内に MV の蛍光シグナルを検出した。特に、樹状細胞が多く存在する上皮下領域に顕著に検出さ
れたことから、本菌株の MV は管腔からパイエル板内に取り込まれ、標的細胞である樹状細胞に
直接作用する可能性が示された 2)。 
 
(4) 乳酸菌の MV産生条件の検討 

 厚い細胞壁をもつグラム陽性菌の乳酸菌が MV を産生するためには、細胞膜が細胞壁を超えて
菌体外に放出される、すなわち、細胞壁に小孔や局所的に脆弱な部分が形成される必要があると
考えられる。L. sakei NBRC 15893 の各培養フェーズにおける MV 産生量を調べたところ、定常
期以降、MV 産生量が徐々に増加し、死滅期において顕著に増加することがわかった。これは、
溶菌によって細胞壁の構造が脆弱になり、細胞膜が菌体外に放出されやすくなったためである
と考えられる。また、培養温度に関しても、至適温度よりも高温で培養すると MV 産生量が増大
することがわかった。一方で、得られた MV の免疫賦活活性も変化したことから、粘膜アジュバ
ントとしての MVの応用を考える場合、MV の「量」のみならず「質」についても考慮する必要が
あることがわかった。 
  
5．今後の展望 
 本研究では、乳酸菌が産生する MVが粘膜免疫系において重要な IgA 産生を増強するメカニズ
ムを明らかにした。これまでの乳酸菌研究は、菌体そのものや有機酸などの代謝物の機能に焦点
を当てており、MV を介した宿主の生体調節作用については見過ごされてきた。我々は、本菌株
に限らず、乳酸菌の多くが MV を産生すること、また、乳酸菌の MV が免疫賦活以外にも多様な生
理活性を有する可能性を見出している。本研究で得られた知見は、乳酸菌研究に MV という新た
な視点をもたらすとともに、いまだ不明な点が多い MV の機能性やその産生機構の理解につなが
るものである。 
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