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研究成果の概要（和文）：本研究により、L. iners は腟上皮細胞のバリア機能の破綻作用を、L. crispatus は
バリア機能の亢進作用を有すると明らかになった。近年、日本人女性の約30%の方が腟最優勢菌として有する 
Lactobacillus iners は、約40%の方が有する L. crispatus と比較し、早産や子宮頸がん、不妊症、性感染症
に罹患しやすいと相次いで報告されており、腟粘膜バリア機構に対する相反する作用の違いが女性生殖器疾患に
罹患しやすい、あるいは罹患しにくい下地を形成していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study revealed that Lactobacillus iners negatively affects the barrier 
function of vaginal epithelial cells, while Lactobacillus crispatus has a positive impact. Recent 
reports indicate that Lactobacillus iners, the most prevalent vaginal bacteria in approximately 30% 
of Japanese women, is linked to higher risks of preterm birth, cervical cancer, infertility, and 
sexually transmitted diseases compared to L. crispatus, which is predominant in about 40% of 
Japanese women. The differences in their effects on the vaginal mucosal barrier mechanism are 
believed to contribute to their differing susceptibilities to female reproductive diseases.

研究分野：微生物学

キーワード： 腟常在乳酸桿菌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国において子宮頸がん、早産、不妊症は年々増加している。これまで遺伝学的・細胞学的解析等ではその原
因はわからなかったが、本研究成果によりその要因として腟常在細菌 L. iners による粘膜バリア機構への破綻
作用が関与している可能性が考えられた。一方、腟常在細菌 L. crispatus は粘膜バリア機構を亢進させるこ
と、またその定着率を高める機構を明らかにできたことから、それらの機構を利用し、腟常在細菌を L. iners 
から  L. crispatus に置き換えるなど、その臨床応用へとつなげることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
我が国において子宮頸がん、早産、細菌性腟症は年々増加しており (周産期医療体制の現状, 

2019, 厚生労働省 等)、これまで遺伝学的・細胞学的解析等による原因の解明が試みられてき
た。しかしながら未だその要因は明らかにされておらず、新たなアプローチによる原因の解明
と解決策が望まれている。 
近年、細菌叢解析技術の飛躍的な進展に伴い、女性生殖器疾患と常在細菌との関連が相次い
で報告されている。女性生殖器、特に腟内には乳酸桿菌が最優勢菌として常在し、産生される
乳酸は病原微生物の排除に関与するなど、その存在は有益と考えられてきた。しかしながら、
乳酸桿菌 Lactobacillus inersが腟最優勢菌である女性では、L. crispatusが腟最優勢菌である女性
と比較し、子宮頸がん、不妊症、早産、細菌性腟症罹患率が有意に高いと相次いで報告された 
(Petricevic et al., Scientific Reports, 2014, Kindinger et al., Microbiome, 2017, Norenhag et al., BJOG, 
2019, Kadogami, et al., Journal of Reproductive Immunology, 2023)。一方申請者らは、L. iners, L. 
crispatus が腟最優勢菌である日本人女性の割合がそれぞれ約 34%, 42%であると報告しており 
(Kurakawa, Ito et al., Journal of Microbiological Methods, 2015)、その割合の高さから L. iners (L. 
crispatus) と女性生殖器疾患との因果関係の解明が急がれる。 

 
２．研究の目的 
腟常在乳酸桿菌が女性生殖器粘膜バリア機構に及ぼす影響およびそのメカニズムを明らか
にし、子宮頸がん、早産、細菌性腟症の成因に及ぼす影響を推察することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

3.1 L. iners が分泌する inerolysinが腟粘膜バリア機構に与える影響の解明 
inerolysin遺伝子が導入されたHisタグ発現ベクターを有する大腸菌を IPTG含有培地にて
培養し、inerolysinタンパク質 (INY) を大量発現させた後 TALON Metal Affinity Resinを用い
て精製した。得られた INYをヒトの腟上皮初代不死化細胞 (VK2/E6E7) と共に一定時間 (15, 
30分間、2, 4時間) 培養した。培養後の細胞について、RIPA bufferを用いてタンパク質を抽
出した後ウェスタンブロッティングを、または 4%PFAにて処理した後蛍光免疫染色を行い、
INY が粘膜バリア機構に及ぼす影響を解析した。2 時間培養後の培養上清については LDH 
assayを行い、INYの細胞傷害能を評価した。なお、INYの代わりに膜孔形成欠失タンパク質
INYW481F についても同様の実験を行った。また、細胞膜受容体切断酵素 ADAM10 阻害剤
GI254023X処理群についても同様の実験を行った。 

 
3.2 L. crispatus の腟粘膜接着に及ぼすラクトフェリンの影響の解明 
分離源情報やゲノム配列が公知である腟分離菌株 L. crispatus HM-638 について、ヒト Lf 

(hLf) 含有/非含有MRS液体培地にて 5% CO2条件下一定時間静置培養した。培養後の菌体に
ついて、生菌数を算出するのとともに、クリスタルバイオレットにて菌体を染色しバイオフ
ィルム形成能を、またヨウ化プロピジウム (PI) にて染色し細菌透過性を評価した。全菌体ま
たは菌体表層に存在する Surface layer protein (SLP) を抽出後、SDS-PAGEにて分離し、CBB
染色およびウエスタンブロッティングを行った。さらに、菌体から RNA を抽出し cDNA を
調製後、q-PCRを行い、slp mRNA量を算出した。上記菌体を VK2/E6E7と一定時間共培養後 
(Multiplicity of Infection : MOI 50)、DAPI染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡にて観察後、ImageJ
を用いて細胞に付着した乳酸桿菌数を計測した。また、腟上皮細胞から RNAを抽出し cDNA
を調製後、q-PCRを行い、恒常性の維持に関与する nod2, hβd-2 mRNA量を算出した。VK2/E6E7
からタンパク質を抽出後、SDS-PAGE にて分離し、ウエスタンブロッティングを行った。さ
らに、菌体との相互作用に関与すると考えられた CD14、hLf に対する抗体にて前処理後、
VK2/E6E7に付着する乳酸桿菌数を計測した。 

 
3.3 L. crispatus の腟粘膜バリア機構に及ぼす過酸化水素の影響の解明 
乳酸桿菌 (L. crispatus, L. jensenii, L. gasseri, L. plantarum) を腟粘液再現液 (Simulated 

Vaginal Fluid：SVF液体培地) にて 37℃, 5% CO2条件下にて 24時間静置培養後、培養液中の
過酸化水素濃度を検量線に基づき算出した。また、腟内環境と同条件の酸素濃度 (2 または
5%) においても同様の実験を行った。VK2/E6E7 と過酸化水素 (0.2, 2, 20 µM) または L. 
crispatus HM-638 (MOI 100, 5,000) を 37℃, 5% CO2条件下にて 24時間共培養した。共培養後
の細胞よりタンパク質を抽出し、SDS-PAGEにて展開後ウェスタンブロッティングを行った。
その際、カタラーゼ (1,000 U/ml) を添加した条件においても同様の実験を行った。トランス
ウェルを用いて過酸化水素含有または非含有培地にて一定期間 (1〜7 日間) 培養後、
VK2/E6E7の経上皮電気抵抗値 (TEER値) を測定した。 

 
４．研究成果 

4.1 L. iners が分泌する inerolysinが腟粘膜バリア機構に与える影響の解明 



培養上清の LDH assay結果より、細胞傷害は INY濃度依存的に引き起こされた。また、腟
上皮細胞より得られたタンパク質のウェスタンブロッティング像および腟上皮細胞の蛍光免
疫染色像において、細胞間接着因子 E-cadherinの細胞外ドメインは INY濃度依存的に切断さ
れた。腟上皮細胞における p38 MAPK は INY 濃度依存的にリン酸化されていた。本活性は
GI254023X前処理群においては認められなかった。INYによる濃度依存的な E-cadherin細胞
外ドメインの切断は細胞傷害との相関が示唆されたことから、INY による膜孔形成が E-
cadherinの切断に不可欠と推察された。さらに、INY による細胞傷害活性および E-cadherin切
断活性は GI254023X により阻害されたことから、これらの活性には ADAM10 が関与するこ
とが示唆された。 
子宮頸がんを引き起こすヒトパピローマウイルス（HPV）は粘膜の微小な傷から侵入し、
上皮の最下層にある基底細胞に特異的に感染する。これまではその微小な傷は性行為などに
より生じると考えられてきたが、本研究成果から腟常在乳酸桿菌 L. inersから分泌される INY
により E-cadherin が切断されることにより生じることが示唆された。腟内微生物叢に関する
大規模メタ解析により、L. inersが最優勢細菌種である女性では、L. crispatusが最優勢細菌種
である女性と比較し、HPV 定着率が 3.22 倍も高いことが報告されている（Norenhag et al., 
BJOG, 2019）。この定着率の高さに L. inersによる E-cadherinの切断が関与していることが推
察され、それにより L. iners が最優勢菌である女性では子宮頸がん罹患率が高い可能性が考
えられた。 

 
4.2 L. crispatus の腟粘膜接着に及ぼすラクトフェリンの影響の解明 

L. crispatus HM-638の 24, 48, 72時間培養後の生菌数は、培養培地中の hLfの有無によら
ず同程度であり、有意差は認められなかった。また hLf の有無によらず、バイオフィルムア
ッセイにおける OD595値も同程度であり、有意差は認められなかった。一方、hLf含有培地に
て培養した菌体では、hLfが L. crispatusの菌体に付着し、その hLfは菌体表層の SLP画分よ
り検出された。また、hLf非含有培地にて培養した菌体と比較し、菌体の透過性を示す PI染
色率が有意に上昇した一方、slp mRNA 発現量および SLP 産生量は有意に増加していた。腟
上皮細胞 VK2/E6E7 との相互作用解析において、hLf 含有培地にて培養した菌体は hLf 非含
有培地にて培養した菌体と比較し、腟上皮細胞に有意に付着した。また、VK2/E6E7内のパタ
ーン認識受容体 nod2 mRNA量を有意に発現亢進させ、細胞シグナル伝達経路 JNKのリン酸
化を有意に亢進させた。さらに、抗菌ペプチドの一種である hβd-2 mRNA量を有意に発現亢
進させた。一方、hLf含有培地にて培養した菌体による VK2/E6E7に対する付着亢進作用は、
hLfまたは CD14抗体の前処理により失われた。 
本研究結果より、hLfは L. crispatusのヒト腟上皮細胞への付着を亢進させ、抗菌ペプチド

hβd-2 の発現を亢進させると示唆された。腟粘液における hLf 濃度は血中エストロゲン濃度
との相関が示唆されており（Roberts et al., European Journal of Clinical Nutrition. 2019）、エスト
ロゲンは腟上皮細胞のグリコーゲン濃度を高めるのとともに、腟粘液中の hLf 濃度を高める
ことで乳酸桿菌 L. crispatusの腟粘膜定着を亢進させると推察された。また、生体内の抗菌物
質として知られている hLfおよび HβD-2の濃度上昇は、病原微生物の増殖および定着を阻害
すると示唆されている（Yarbrough et al., Human Reproduction Update, 2014）。さらに、腟粘膜中
の HβD-2濃度の上昇は、早産率を低下させ、正期産の割合を高めると示唆されている（Elovitz 
et al., Nature Communication, 2019）。L. crispatusが最優勢細菌種である女性では、早産が有意
に低いことが報告されていることから（Petricevic et al., Scientific Reports, 2014, Kindinger et al., 
Microbiome, 2017）、hLfによる L. crispatusの腟上皮細胞への定着促進とそれに伴う hβd-2の
発現亢進が、早産率の低さに影響を及ぼしている可能性が考えられた。 

 
4.3 L. crispatus の腟粘膜バリア機構に及ぼす過酸化水素の影響の解明 
腟常在乳酸桿菌を培養した際の培養液中の過酸化水素濃度は、それぞれ 159.7 µM (L. 

crispatus), 167.4 µM (L. jensenii), 58.2 µM (L. gasseri) であった一方、腸管由来の乳酸桿菌 L. 
plantarumでは過酸化水素は検出されなかった。腟内環境と同条件の酸素濃度 (2～5% O2) に
おいて L. crispatus HM-638を培養した際の過酸化水素濃度は、それぞれ 2.3 ± 1.3 µM (2% O2), 
37.7 ± 14.2 µM (5% O2) であり、2%と 5%では過酸化水素濃度は有意に異なった一方、報告さ
れている腟粘液中の過酸化水素濃度と同程度であった。VK2/E6E7 と過酸化水素を共培養し
たところ、過酸化水素非添加群と比較し、添加群では VK2/E6E7の PPARγおよび Occludinタ
ンパク質量が増加した。また、VK2/E6E7と L. crispatusを共培養したところ、非添加群と比
較し、添加群では VK2/E6E7の PPARγおよび Occludinタンパク質量が増加した。一方カタラ
ーゼ処理群では、PPARγおよび Occludinタンパク質量はコントロール群と同程度であり、未
処理群と比較し少なかった。VK2/E6E7 の TEER 値は過酸化水素添加群では非添加群と比較
し、1〜7日目まで有意に高かった。 

本研究結果より、乳酸桿菌から分泌される過酸化水素量は菌種により異なること、さらに
菌株によっても異なると示唆された。また、腟内環境条件においても酸素濃度が異なると過
酸化水素分泌量は有意に異なると示唆された。一方、腸管由来の乳酸桿菌では過酸化水素の



分泌は認められなかったことから、乳酸桿菌から分泌される過酸化水素は女性生殖器におけ
る乳酸桿菌の定着に関与する可能性が考えられた。 
腟上皮細胞において、過酸化水素は細胞間の密着結合タンパク質の一つである Occludinを
産生亢進させると示唆された。同作用は L. crispatusと共培養した際にも認められること、一
方、カタラーゼ存在下では認められなかったことから、L. crispatusから産生される過酸化水
素は腟上皮細胞において Occludin産生を亢進させると明らかになった。Occludinタンパク質
の産生亢進は上皮細胞バリア機能に関わる TEER値を亢進させると報告されており（Basuroy 
et. al., Biochemical Journal, 2006）、本研究においても TEER値は過酸化水素によって有意に亢
進された。以上より、腟上皮において乳酸桿菌から分泌される過酸化水素は、細胞間の密着
結合を増強することで病原微生物に対する上皮細胞バリア機能を高めると考えられた。子宮
頸がんを引き起こす HPV の感染には細胞間隙への侵入が不可欠であることから（Stanley et. 
al., Vaccine, 2006）、また L. acidophilus W37は密着結合関連タンパク質の発現を亢進させ TEER
値を亢進させることで、in vitroにおいてネズミチフス菌 (STM) による腸上皮の破綻を防ぎ、
STM感染を減弱・予防するなど（Lépine et. al., Frontiers in Microbiology, 2018）、病原微生物の
感染予防における細胞間接着および密着結合タンパク質の重要性が示唆されている。一方、
L. crispatusを腟内最優勢細菌として保有する女性では、細菌性腟症や HIV感染率は有意に低
いと報告されていることから（Almeida et. al., Genetics and Molecular Research, 2019, Hoang et. 
al., PLoS Pathogens, 2020）、腟常在乳酸桿菌から分泌される過酸化水素は腟上皮細胞の密着結
合タンパク質を増加させ TEERを亢進させることにより細菌性腟症や HPV や HIV の定着を
阻害している可能性が考えられた。 
また Occludin と同様に、L. crispatus から分泌される過酸化水素は細胞の恒常性に寄与す
る PPARγを産生亢進させると明らかになった。PPARγは生体内において、がん細胞の増殖を
抑制し、がん化の予防に関与するタンパク質の一つとして知られている（Peters et. al., Nature 
Reviews Cancer, 2012）。子宮頸がん細胞では正常な子宮頸部細胞と比較し PPARγタンパク質
量が少ないこと（Jung et al., Gynecologic Oncology, 2005）、また HPV16陽性子宮頸がん組織で
は PPARγ の発現が阻害されていることにより子宮頸がん細胞の増殖と浸潤が促進されてい
ることが示されている（Zhang et al., International Journal of Oncology, 2015）。さらに、PPARγ
の変異は自然早産を誘発すると報告されている（McCarthy et. al., British Journal of 
Pharmacology, 2013）。一方、L. crispatusが腟内最優勢細菌である女性では早産や子宮頸がん
罹患率が有意に低いと報告されている（Almeida et. al., Genetics and Molecular Research, 2019）。
以上のことから、L. crispatus から分泌される過酸化水素は腟上皮細胞の密着結合タンパク質
を増加させ TEERを亢進させること、また PPARγの産生を亢進させ細胞の恒常性の維持に寄
与することで細菌性腟症や早産、子宮頸がんの罹患予防に寄与している可能性が考えられた。 
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