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研究成果の概要（和文）：Toll 様受容体 2 のリガンドとして作用しうる乳発酵微生物（酵母、
乳酸菌）を対象に、マスト細胞の脱顆粒反応抑制効果を検討した。選抜により強い脱顆粒反応

抑制効果を持つ乳酸菌（Lactobacillus reuteri NBRC15892 株）の存在が明らかになり、それ
を用いた解析により即時型アレルギーの遅延相応答（炎症性サイトカイン発現誘導、脂質メデ

ィエーター産生）に対する抑制効果が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：This study investigated the suppressive function of fermented 
milk-derived microorganisms that work as the ligand of Toll-like receptor 2. The strong 
suppressive effect of lactic acid bacterial strain (Lactobacillus reuteri NBRC15892) on 
both degranulation and subsequent late-phase reactions (induction of proinflammatory 
cytokines and production of lipid mediators) of mast cells are elucidated by the screening 
and investigation using this strain. 
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１．研究開始当初の背景 
①発酵乳の生成に貢献する微生物として乳
酸菌と酵母が知られており、特に乳酸菌は
免疫機能の活性化を中心に多様な生理機
能を持つことから、今日ではプロバイオテ
ィクスの名称で広く親しまれている。その
免疫機能活性化の機構については免疫担

当細胞のもつ Toll-like receptor（TLR）と
呼ばれる一連の受容体が重要な役割を持
つことが報告され、乳酸菌の機能における
TLR の重要性について多くの報告が成さ
れている。 

②近年、粘膜組織においてⅠ型アレルギー反
応のエフェクター機能を担う粘膜型マス
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ト細胞の性質を持つマウス骨髄由来マス
ト細胞（BMMC）においても一部の TLR
の存在が確認され、自然免疫応答における
マスト細胞の役割について注目が集まっ
ている。 

③BMMC を TLR2 のリガンドとして知られ
る Staphylococcus aureus由来ペプチドグ
リカンで刺激することで脱顆粒反応が誘
導されるという報告が成され、マスト細胞
におけるTLR2の役割の全体像は明らかで
ないが、少なくとも TLR2とリガンドの作
用の種類または条件によってはマスト細
胞の脱顆粒反応を抑制しうる可能性が示
された。 

④申請者は、平成１７～１９年度にかけて
「脱顆粒反応を指標にした卵黄タンパク
質のアレルゲン性評価システムの構築」を
目指し、その検討の中でマウス IgEを介し
た脱顆粒応答を定量的に評価できるマウ
スマスト細胞株の樹立を試み、分化誘導後
の BMMC をマウス由来マスト細胞腫の
P815 細胞株と融合することにより、
BMMC の脱顆粒応答能と P815 の無限増
殖能を併せ持つマスト細胞ハイブリドー
マの樹立に成功した。 

 
以上に述べたような背景から、マスト細胞

ハイブリドーマの株化細胞としての特性を
利用し、TLR2 リガンドを有する酵母と乳酸
菌のマスト細胞における FcεRI 発現抑制機
能を詳細に解析し、抗アレルギー食品素材と
しての可能性を追求するという本研究の着
想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 発酵乳の生成に貢献する微生物として乳
酸菌と酵母が知られており、特に乳酸菌は免
疫機能の活性化を中心に多様な生理機能を
持つことから、今日ではプロバイオティクス
の名称で広く親しまれている。その免疫機能
活性化の機構については免疫担当細胞のも
つ TLR と呼ばれる一連の受容体が重要な役
割を持つことが報告され、乳酸菌の機能にお
ける TLR の重要性について多くの報告が成
されている。本研究は、I 型アレルギー反応
のエフェクター細胞であるマスト細胞が
TLR2 を発現し、さらにそのリガンドによる
処理がその後のマスト細胞の脱顆粒反応を
抑制するという知見をもとに、これを応用し
た発酵乳由来微生物の抗アレルギー作用に
ついての基礎的な検討を行うことを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
①セルバンクに寄託されている発酵乳由来

の酵母と乳酸菌を対象に、マウス骨髄由来
マスト細胞（BMMC）およびマスト細胞ハイ
ブリドーマ培養系を用いて、IgE 抗体+抗原
によって誘導した脱顆粒反応に対する抑
制活性を指標にしたスクリーニングを行
った。なお、菌株は 70℃で 30 分の加熱処
理を行った加熱死菌を使用し、脱顆粒反応
はβ-ヘキソサミニダーゼ活性測定により
評価した。 

②選抜された脱顆粒反応の抑制作用が観察
された菌株（Lactobacillus reuteri 
NBRC15892 株）を用いて、IgE 抗体によっ
て誘導される脱顆粒反応後のサイトカイ
ン（IL-4、IL-13、TNF-α、）産生、脂質メ
ディエーター（ロイコトリエン C4、プロス
タグランジン D2）産生およびその経路に及
ぼす影響について解析を行った。 

③市販 TLR2シグナル伝達阻害抗体を用いて、
脱顆粒反応抑制性乳酸菌の作用がどのよ
うに影響をうけるかという点について確
認を行った。 

④ビーズ式細胞破砕装置を用いて脱顆粒抑
制性乳酸菌から 1-ブタノール-水抽出法に
よりリポテイコ酸含有画分を抽出し、それ
らの画分の作用によって抑制作用が再現
されるかについて確認を行った。 

⑤脱顆粒反応抑制性乳酸菌の作用機構に関
して、FcεRI 発現低下現象の関与を明らか
にするため、菌体処理後の細胞に対し、経
時的なフローサイトメトリー解析を行っ
た。また、菌体処理時間が脱顆粒反応に及
ぼす影響についてもあわせて検討を行い、
その関連性について確認を行った。 

 
４．研究成果 
 本研究はマスト細胞における TLR2 を介し
た刺激が、その後に誘導される脱顆粒反応を
抑制するという知見に基づいて、TLR2 リガン
ドを有する発酵乳由来微生物のアレルギー
性応答に及ぼす影響について評価を行うこ
とを目的とするものであり、平成２０～２１
年度の２年間にわたって行われた。 
平成２０年度は、セルバンクに登録されて
いる発酵乳由来または関連種の酵母や乳酸
菌株を対象に、マウス骨髄由来マスト細胞
（BMMC）の培養系を用いてスクリーニングを
行った。各検体の加熱死菌体の凍結乾燥物を
100 μg/ml の添加条件で 24 時間の添加培養
を行ったところ、脱顆粒反応抑制作用は酵母
ではあまり観察されず一部の乳酸菌株が強
い活性を持つことを明らかにした。しかし、
この処理によって TLR2 リガンド処理で観察
されている高親和性 IgE 受容体（FcεRI）発
現低下現象は観察されなかった。この点につ
いては当初の予想と異なる現象であり、乳酸
菌の脱顆粒反応抑制減少における TLR2 刺激
の関与という観点からのさらなる検討が必



 

 

要と判断し、来年度の重点検討項目に掲げた。 
 脱顆粒反応抑制性菌株として見出した
Lactobacillus reuteri NBRC15892 株のアレ
ルギー性応答に対するさらなる抑制作用に
ついて明らかにするため、脱顆粒誘導後の炎
症性サイトカイン発現誘導や脂質メディエ
ーター産生作用における作用について経時
間的な詳細な検討を行った。その結果、脱顆
粒反応誘導１～２時間後の Th2型サイトカイ
ン IL-4 ならびに IL-13、脂質メディエーター
であるプロスタグランジン D2 の発現誘導が
抑制されることを明らかにした。以上の研究
成果に基づき、計３回の学会発表を行った。 
 平成２１年度は、前年度の研究成果によっ
て得られた脱顆粒反応抑制性乳酸菌である
NBRC15892 株の作用について、TLR2 リガンド
による脱顆粒反応抑制作用との関連性を評
価した。TLR2 阻害抗体を用いて抗体存在下に
おける本菌株の脱顆粒反応抑制活性につい
て評価を行ったところ、抑制作用の有意な減
少が確認された。そこで活性に関与する菌体
成分が TLR2リガンドである可能性を考慮し、
リポテイコ酸を視野に入れた活性画分の特
性付けを行った。ガラスビーズによる細胞破
砕を行った菌体を 1-ブタノール・水抽出系に
より分画し、透析により分子量 1,000 以上相
当の 1-ブタノール溶性・水溶性画分を回収し
た。これらの画分の脱顆粒反応に及ぼす影響
を評価したところ、リポテイコ酸が含まれる
と予想される水抽出物に顕著な抑制活性が
みられることが明らかとなった。これまで知
られている黄色ブドウ球菌由来リポテイコ
酸にみられる脱顆粒反応抑制活性は、マスト
細胞上の高親和性 IgE 受容体である FcεRI
発現低下を伴うことが報告されている。しか
し我々の昨年度の検討では脱顆粒反応抑制
に伴った FcεRI 発現低下が観察されなかっ
たため、この点について確認を行った。
NBRC15892株ならびに菌体画分添加後の Fcε
RI の経時的な変化をみたところ、従来報告さ
れている添加２４時間後ではなく６時間後
に発現低下が起こっていた。しかしこの Fc
εRI 発現低下は２４時間後には消失し、これ
まで２４時間処理後に観察された脱顆粒反
応抑制の持続性と大きな相違があることが
明らかとなった。以上のことから本年度の検
討により、NBRC15892 株ならびに菌体画分に
よる脱顆粒反応抑制作用に関する新たな知
見が得られるとともに、FcεRI 発現低下とは
異なる持続的な抑制機構が働いている可能
性が示唆されるとする研究成果を得た。 
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