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研究成果の概要（和文）： 
Lb. reuteri は、グリセロールを基質として 3-ヒドロキシプロピオンアルデヒド（3-HPA）を生成する。

菌体外に放出された脱水型の 3-HPA は、液体培地中では可逆性のある 3-HPA 水和型や二量体などの形態を

とり（HPA システム）、それら 3-HPA はロイテリンと総称されている。ロイテリンは、グラム陽性菌、グ

ラム陰性菌、酵母、カビ、原生動物、ウイルスに至るまで非常に広い抗菌スペクトルを示し、その生育を

抑制する。それら微生物への抗菌機序は、その広い抗菌スペクトルから、微生物のリボヌクレオチド還元

酵素活性の抑制によるものと推察され、酵素結合部位へのリボヌクレオチドとの競合やリボヌクレオチド

還元酵素のスルフヒドリル基への作用などが考察されている。 

3-HPA は反応性に富んだ物質であるため、消化管内で Lb. reuteri がロイテリンを産生している報告はな

かった。そこで、無菌マウスに Lb. reuteri JCM 1112 の 1 菌株を定着させ、13C3-グリセロールを用いた

二次元核磁気共鳴法によりマウス盲腸内で 3-HPA を in vivo 検出した。さらに、13C3-グリセロールを自由

摂取させたマウス消化管から回収した Lb. reuteri では、グリセロールからの 3-HPA 産生に関与する遺伝

子が、グリセロール無摂取群と比較して有意に発現していた。特に、グリセロールトランスポーター遺伝

子である pduF の発現量は、グリセロールを摂取していない群との有意差を認めた。腸内フローラ構成細

菌に対し、消化管内で産生される抗菌物質の作用がプロバイオティクスの整腸効果として示唆されている

が、in vivo でそのような抗菌物質を検出した報告はなかった。Lb. reuteri の産生した 3-HPA の in vivo

検出により、プロバイオティクスが哺乳動物の消化管内で抗菌物質を産生していることが初めて証明され

た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Lb. reuteri generates 3-hydroxy propionaldehyde (3-HPA) as a substrate with glycerol. 
The dehydration type of 3-HPA is released from the cells and the hydration type or the 
dimer of 3-HPA with the reversibility (HPA system) in broth. All the types of 3-HPA are 
named generally with reuterin. There are no report that Lb. reuteri produced reuterin 
in animal gastrointestinal tract. Therefore, Lb. reuteri JCM 1112 associated 
gnotobiotic mouse was used, and 3-HPA in the mouse cecal contents was detected in 
vivo by the two-dimensional nuclear magnetic resonance (NMR) using 13C3-glycerol. 
The genes which associated with 3-HPA production from 13C3-glycerol was expressed in 
intentionality comparison with no glycerol intake group. Particularly, the expression of 
pduF which was a glycerol transporter gene recognized the significant difference with 
the group which take in no glycerol. here was no report that detected from probiotics 
such an antibacterial in vivo. It was proved that probiotics produced antibacterial in 
the gastrointestinal tract of the mammal according to our first report that in vivo 
detection of 3-HPA which was produced by Lb. reuteri. 
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１．研究開始当初の背景 
我々は、世界に先駆けて、Lactobacillus 
reuteri の全ゲノム情報とその解析に関する
論文を報告し、抗菌物質であるロイテリンの
in vivo 検出に成功した（Morita et al., DNA 
Res., 15: 151-161, 2008）。そのゲノム情報か
ら、L. reuteri の特徴であるロイテリン産生
能に関与するすべての遺伝子を抽出した。そ
れにより、以下の実験を遂行することが可能
であった。 
 
２．研究の目的 
本申請では、ヒト消化管由来の乳酸菌
Lactobacillus reuteri JCM 1112（親株）と、
その抗菌物質（ロイテリン）合成酵素遺伝子
群の破壊（⊿gupCDE）株のノトバイオート
マウスを作出する。13C3-グリセロールを自
由摂取させた各々のマウス消化管内容物か
ら２次元核磁気共鳴法を用いてロイテリン
の in vivo 検出を試み、gupCDE および dlt
遺伝子の機能解析を行う。また、ノトバイオ
ートマウスの消化管内容物で増殖した L. 
reuteri のトランスクリプトーム解析を行う。
グリセロール存在下での L. reuteri の消化管
内生育性や細胞付着性への影響を検討し、最
終的には L. reuteri がグリセロール代謝経路
を有する意義を考察する。L. reuteri を用い
た抗菌性試験は数多く報告されているが、in 
vivo でのロイテリン産生はこれまで証明さ
れていない。研究代表者と連携研究者の福田
は、ループアッセイ法による L. reuteri ノト
バイオート monoassociate（消化管内 L. 
reuteri 単一フローラ）マウスの盲腸内容物か
ら 1H, 13C-２次元核磁気共鳴（NMR）法によ

りロイテリンを高感度で in vivo 検出できる
システムを構築し、2007 年度の日本乳酸菌
学会大会で報告した。ノトバイオートマウス
は、特定の微生物の生体影響やプロバイオテ
ィクス効果を検討できる有効な実験材料で
ある。 
本研究では、L. reuteri JCM 1112（親株）と、
その gupCDE 遺伝子破壊（⊿gupCDE）株お
よび dlt 遺伝子破壊（⊿dlt）株のノトバイオ
ートマウスを用いて、13C3-グリセロール存
在下でのロイテリンおよび周辺代謝産物の
in vivo 検出と定量を行う。 
 
３．研究の方法 
L. reuteri の⊿gupCDE 株の作出は完了して
いる。これら遺伝子破壊株および L. reuteri 
JCM 1112（親株）を germ-free マウスへ経口
投与し、それぞれのノトバイオートマウスを
作出する。グリセロール投与群と無投与群の
各ノトバイオートマウス糞便中の菌数を比
較する。各ノトバイオートマウスに 13C3-グリ
セロールを含む飲料水を自由摂取させ、1H, 
13C-２次元 NMR 法により、消化管内容物およ
び糞便中のロイテリンを検出する。各ノトバ
イオートマウスの腸管内容物からL. reuteri
の RNA を精製し、グリセロール代謝に関する
遺伝子についてトランスクリプトーム解析
を行う。各菌株おいてグリセロールの有無に
よる遺伝子発現プロファイルを比較し、in 
vivo でグリセロールが L. reuteri に対して
与える影響を検討する。 
 
４．研究成果 

無菌マウスに Lb. reuteri JCM 1112 を定着させ、



13C3-グリセロールを用いた二次元核磁気共鳴法に

よりマウス盲腸内で 3-HPA を in vivo 検出した。

さらに、13C3-グリセロールを自由摂取させたマウ

ス消化管から回収した Lb. reuteri では、グリセ

ロールからの 3-HPA 産生に関与する遺伝子が、グ

リセロール無摂取群と比較して有意に発現してい

た。特に、グリセロールトランスポーター遺伝子

である pduF の発現量は、グリセロールを摂取して

いない群との有意差を認めた。腸内フローラ構成

細菌に対し、消化管内で産生される抗菌物質の作

用がプロバイオティクスの整腸効果として示唆さ

れているが、in vivo でそのような抗菌物質を検

出した報告はなかった。Lb. reuteri の産生した

3-HPA の in vivo 検出により、プロバイオティク

スが哺乳動物の消化管内で抗菌物質を産生してい

ることが初めて証明された。 
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