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研究成果の概要（和文）：本研究は、動物腸管に共生する運動性乳酸菌が、宿主免疫系に認識され得るべん毛抗
原「フラジェリン」を持ちながらも炎症を誘導することがない理由を分子レベルで明らかにすることを目指した
ものであった。筆者らは、組換えタンパク質や組換え乳酸菌を用いた実験により、運動性乳酸菌がもつフラジェ
リンの免疫学的な低応答性は、受容体認識部位における特定のアミノ酸残基が病原体由来のフラジェリンと異な
ることに起因していることを示した。また、運動性乳酸菌のべん毛繊維がフラジェリン糖鎖修飾により安定化し
ていることも炎症応答を減弱する要因になり得ると考え、これを証明するための糖鎖修飾遺伝子欠損変異株を作
製することに成功した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate at the molecular level why motile lactic acid 
bacteria (LAB) symbiotic in the animal gut possess the flagellar antigen "flagellin," which can be 
recognized by the host immune system, yet do not induce inflammation. The authors demonstrated 
through experiments using recombinant proteins and recombinant LAB that the flagellin of motile LAB 
does not trigger inflammation due to specific amino acid sequences in the receptor recognition site.
 Furthermore, we hypothesized that the glycosylation of flagellin stabilizes the flagellar filaments
 of motile LAB, which contributes to avoiding inflammatory responses. To prove this, we successfully
 constructed mutant strains lacking glycosylation genes.

研究分野： 応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ヒトを含む動物の腸管に生息する乳酸菌のべん毛が腸管内で炎症を引き起こすことがない理由を探る
ものであった。乳酸菌は元々腸管内に生息するものや、発酵食品あるいはサプリメントとして積極的に摂取され
るものもある。しかし、乳酸菌の安全性は経験的に知られているものであって、必ずしも科学的な根拠に基づい
ている訳ではない。また、近年では腸内細菌が想像以上に我々の健康に深く関わることが分かってきており、腸
内細菌やそれに影響を与える乳酸菌について理解を深めることは重要な課題である。本研究は運動性乳酸菌が腸
管内でどのように宿主との共生関係を築いているかを理解するうえで重要な知見を与えるものであった。

※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 
腸内細菌の中には運動性を示すものがいる。これまでの研究において、腸管由来細菌の運動性

やべん毛に関する知見は、サルモネラ菌、ピロリ菌、リステリア菌などの病原性細菌に関するも
のが大部分を占める。これら病原性細菌が持つべん毛の役割は、主に宿主組織深部への侵入によ
る感染機会の増大であると考えられる。これに対抗する宿主免疫系は、このような病原性細菌を
排除するため、細菌に共通する分子パターンを認識する受容体を発達させてきた①。Toll-like 
receptors (TLRs) はそのような微生物関連分子パターン認識レセプターの一種であり、フラジ
ェリン（べん毛繊維構成サブユニットタンパク質）は TLR5 のアゴニストであることが知られて
いる②。TLR5 は腸管上皮細胞や粘膜に局在する免疫担当細胞に存在し、実際に TLR5 とフラジェ
リンを介した相互作用は腸管組織における炎症応答に深く関わることが報告されている③。 
腸内に常在する細菌の中には、宿主と良好な関係を構築している共生細菌の存在も知られて

いる。乳酸菌やビフィズス菌はその代表格であり、腸管由来の乳酸菌においても稀にべん毛を持
つ種が存在する。筆者らはこのような動物腸管に共生する有べん毛乳酸菌 Ligilactobacillus 
agilis の研究を行っており、これまでに乳酸菌がもつべん毛は炎症応答をほとんど誘導しない
ことを報告している。動物腸管内の恒常性維持において、宿主-細菌間の免疫学的相互作用は極
めて重要であり、共生細菌のべん毛が炎症応答を回避する特性を持つことは合理的である。しか
し、乳酸菌という共生細菌のべん毛抗原がどのように宿主免疫系の炎症誘導を回避しているか？
という点を明確にした研究は過去に見られない。これを明らかにすることは、動物と微生物の共
生関係を理解するうえで非常に重要な課題であると思われる。 
 
２．研究の目的 
筆者らによる動物腸管由来有べん毛乳酸菌 Ligiactobacillus agilis に（旧称 Lactobacillus 

agilis）関する最近の研究から、これまで知られていなかった興味深い点として以下のＡ～Ｄが
見いだされた。Ａ．乳酸菌のフラジェリンは病原菌由来のそれと比較して免疫学的活性が著しく
低い、Ｂ．病原体フラジェリンで共通する TLR5 認識部位のうち３アミノ酸残基が不一致、Ｃ．
べん毛繊維の安定的が高く、フラジェリン単量体の遊離が起こりにくい、Ｄ．フラジェリンが多
重に糖鎖修飾を受けている。ＡＢより、L. agilis のフラジェリンにおける当該の３アミノ酸残
基が免疫学的低応答性の原因かもしれないこと、Ｃより、L. agilis からはフラジェリン単量体
がほとんど遊離せず、単量体とのみ結合できる TLR5④からの認識を免れるであろうこと、また糖
鎖修飾の代表的な機能の一つがタンパク質の安定化であり、糖鎖修飾の無いサルモネラべん毛
繊維は安定性が低いことから、Ｄはべん毛繊維の安定性に関わる可能性があること、以上３点が
示唆された。これらの考察を踏まえ筆者は、「L. agilis はフラジェリンの TLR5 認識に決定的な
アミノ酸配列の一部を病原体のものとは異にすることに加え、糖鎖修飾によってべん毛繊維を
安定化させることでフラジェリン単量体が遊離しにくい状態を保つ。結果として、L. agilis は
宿主免疫系による炎症応答を惹起することなく、宿主との共生関係を構築している。」との仮説
を導いた。本研究課題のねらいは、上記の仮説を検証し、腸内共生乳酸菌のべん毛およびフラジ
ェリンがどのように免疫系からの認識および炎症応答を回避しているかを分子レベルで明らか
にすることである。 
 
３．研究の方法 
フラジェリンの TLR5 低応答性が特定アミノ酸残基の不一致に起因するかどうかを調べる実験

は下記の方法により行った。 
（１）変異型 L. agilis フラジェリン組換えタンパク質の調製 
 既知 L. agilis BKN88 株のゲノム情報から、フラジェリン遺伝子 fliC2 の配列を抽出し、特
定のアミノ酸残基が置換されるような塩基配列を設計した。この設計に従い、変異導入用の PCR
プライマーを合成した。オーバーラップ PCR により塩基配列を変換した fliC2 遺伝子を取得し、
His-tag タンパク質産生用発現ベクターpQE30（Takara）に挿入した。大腸菌の形質転換により
変異型 fliC2 発現クローンを構築し、組換え FliC2 タンパク質を精製した。 
 
（２）ヒト結腸由来 Caco-2 細胞の FliC2 刺激によるインターロイキン-8（IL-8）産生誘導 
 Caco-2 細胞を培養後、マイクロプレートへ播種し、精製 FliC2 タンパク質を添加した。一定
時間培養後の培養上清を回収し、ELISA によって IL-8 を定量した。 
 
（３）変異型 fliC2 を発現する組換え L. agilis の構築 
 上述の実験で作製した変異型 fliC2 遺伝子断片を、乳酸菌の染色体に導入可能な温度感受性
プラスミド pGhost5 へ挿入した。このプラスミドを用い、フラジェリン遺伝子を欠損した L. 
agilis 変異株に変異型 fliC2 遺伝子を導入することで、変異型フラジェリンで構成されたべん
毛をもつ組換え L. agilis を構築した。また、野生型フラジェリン遺伝子 fliC1 と変異型 fliC2
を共発現する組換え体も同様の方法で構築した。取得された組換え L. agilis が変異型 fliC2 を



発現していることを調べるため、シーケンス解析、SDS-PAGE、Western blot 解析を行った。運
動性は軟寒天培地での培養と顕微鏡観察により行った。 
 
（４）変異型フラジェリンをもつ L. agilis の免疫学的活性評価 
 Caco-2 細胞を培養後、マイクロプレートへ播種し、組換え L. agilis 菌体から超遠心分離に
よって精製したべん毛タンパク質を添加した。一定時間培養後の培養上清を回収し、ELISA によ
って IL-8 を定量した。 
 
乳酸菌のべん毛繊維が安定であることに糖鎖修飾が寄与するかどうかを調べる実験は下記の

方法により行った。 
（５）推定糖転移酵素遺伝子の単独欠損株作製 
L. agilis運動性オペロン内フラジェリン遺伝子近傍に存在する7個の推定糖転移酵素遺伝子

について、各標的遺伝子の近傍領域をクローニングした温度感受性プラスミドを構築した。各欠
損変異株作製用ベクターを L. agilis BKN88 株へ導入し、二重相同組換えを経て当該遺伝子を
欠失した変異株を取得し、PCR による検証を行った。 
 

（６）各推定糖転移酵素遺伝子欠損変異株の表現性状 
取得された各欠損株について、べん毛および菌体の性状を調べた。各欠損株の表層タンパク質

抽出物、および超遠心分離により精製されたべん毛タンパク質を SDS-PAGE により分離後、CBB
染色、PAS 染色、ウェスタンブロットによる GlcNAc（N-アセチルグルコサミン）の検出を行った。
各欠損株の液体培養後、菌体の凝集・沈殿率を測定した。また、べん毛染色後に顕微鏡観察を行
った。運動性、運動速度は軟寒天培地での培養と顕微鏡下での動画撮影・解析により行った。 
 
４．研究成果 
（１）L. agilis が持つフラジェリンタンパク質の TLR5 に対する低応答性は仮説通り特定アミ
ノ酸残基の不一致によるものであった。まず、大腸菌を用いた組換え変異型フラジェリンタンパ
ク質の作製と精製を行った。TLR5 認識に重要と思われるアミノ酸残基のうち、サルモネラ菌由
来のフラジェリンの当該アミノ酸残基と一致していない 3 か所について、それぞれ 1 カ所ずつ
一致するよう変異させたもの、2カ所一致させたもの、3カ所とも一致させたもの、合計 7種類
の組換えフラジェリンを作製した。図 1 にサルモネラ菌、L. agilis のフラジェリン（FliC1, 
FliC2）のアミノ酸配列を示す。L. agilis FliC2 の 87-113 番目、213-233 番目の各アミノ酸残
基が表示されており、グレーのハイライト部分が TLR5 認識に重要とされるアミノ酸を示してい
る。 

 
精製した各組換えタンパク質を、
TLR5 を発現している Caco-2 細胞
の培養液に加え、インターロイキ
ン-8（IL-8）の産生を指標として活
性を検出した。その結果、1 カ所よ
り 2 カ所の変異、2 カ所より 3 カ
所の変異の方がより高い免疫学的
活性を示した（図 2、グラフ上の同
一アルファベットは有意差なし）。 
また、3 カ所とも変異させた L. 
agilisのフラジェリンタンパク質
（QIR）は野生型のものより少なく
とも 100 倍以上の活性を示すと考
えられた（図 3）。 
 
 
 
次に、この 3 カ所のアミノ酸変異を L. agilis 野生株に導入したところ、変異型のフラジェリ



ンのみ発現させた組換え体ではべん毛が形
成されなかった。そこで、正常なフラジェリ
ンと共発現させたところ、野生型と変異型
のフラジェリンが混ざった状態でべん毛が
形成された。この変異型フラジェリンを含
む組換え L. agilis あるいはこの菌株から
精製されたべん毛はTLR5を介した免疫学的
活性が上昇していた（図 4ab）。また、マウスへの経口投与の結果、L. agilis べん毛特異的抗体
産生誘導が見られ、当該菌株の抗原性も上昇していることが示唆された（図 4c）。L. agilis を
含む運動性乳酸菌においては上述の 3 カ所のアミノ酸残基のうち、最も上流側にあるものが共
通して病原体とは一致していない。したがって、L. agilis に限らず、いずれの運動性乳酸菌に
由来するフラジェリンも、サルモネラ菌などの病原体に由来するフラジェリンほどの免疫学的
活性、抗原性は示さないと思われる。即ち、この特定のアミノ酸残基の違いは、宿主免疫系が病
原性細菌と非病原性細菌を見分ける上で非常に重要なものであると考えられる。また、上述の 3
カ所のアミノ酸残基の変異を導入した組換え L. agilis がべん毛形成能を失ったことは、宿主
に対して好ましくない、炎症誘導活性と抗原性の上昇を伴う変異が起こった際、その機能を停止
させる安全装置のような機能を果たしている可能性も考えられる。以上の研究成果については
論文にまとめ、2022 年に発表されている⑤。 
 
（２）L. agilis がもつフラジェリンタンパク質の糖鎖修飾は、少なくとも正常な運動性の発揮
において必要なものであることが分かった。一方、べん毛に結合する糖の同定、結合アミノ酸部
位、免疫学的活性への影響についてはさらなる検討が必要である。まず、L. agilis のゲノムに
おける運動性オペロン下流側には 2 コピーの連続したフラジェリンタンパク質遺伝子があり、
その近傍に 7個の推定糖転移酵素遺伝子が見つかっている（図 5a）。 
これらの遺伝
子のうち、どれ
が実際のフラ
ジェリン糖鎖
修飾に関わる
かを調べるた
め、各遺伝子を
一つずつ欠損
した変異株の
作製を行った。
PCR による検証
の結果（図 5b）、
最終的に全 7菌
株の作製に成
功し、これらの
菌株について
べん毛および
運動性につい
て調べた。図 5c
に示す通り、7
種類の変異株
のうち、3菌株（Δ733, Δ736, Δ738）においては明確な変化が見られなかった。これらの遺
伝子については、フラジェリン糖鎖修飾に関わらない、何かしらの条件下においてのみ機能する、
あるいは他の遺伝子によって代替され得るものである可能性が考えられた。Δ732 菌株において



はフラジェリンの産生自体が見られず、した
がってべん毛形成・運動性も失われていた。本
菌株で欠損している遺伝子の機能は不明だ
が、フラジェリンの産生に必要なものと考え
られる。またΔ739 菌株に関しては、不明確な
がら糖鎖修飾の変化が疑われた。L. agilis の
フラジェリンにおいては抗 O-GlcNAc（N-アセ
チルグルコサミン）抗体を用いた Western 
blot によってシグナルが検出されるが、この
変異株のフラジェリンでは同シグナルが検出
されない。しかしながら糖鎖修飾自体はPAS染
色によって野生株と同等以上の染色性が見ら
れることから、おそらく GlcNAc が別の糖鎖に
よりマスキングされ、抗 O-GlcNAc 抗体が結合
できなくなったものと思われた。また、本変異
株は運動性を示すものの不安定であり、培養
液中の非運動性菌体の割合が高くなっている
ことが分かった。残りの 2 菌株（Δ737、Δ748）
についてはフラジェリン分子量の低下、PAS 染
色による染色性の消失、菌体の凝集、運動性の
消失が同様に観察された（図 6）。Western blot
により GlcNAc は検出されるため（図 5c）、糖
鎖が完全に失われた訳ではないが、大部分の
糖鎖は欠失していると思われた。以上の結果
より、これら 2 つの変異株において欠失して
いる両遺伝子はフラジェリンの糖鎖修飾に直
接関わるものであることが強く示唆された。
菌体が凝集する原因としては、水酸基を多く
含む糖鎖が大幅に減少したことにより、糖鎖
結合部位の親水性が低下した可能性が考えら
れた。糖鎖結合部位はべん毛繊維において表
面に露出する部分であることから、べん毛繊
維が親水性を失い、他のべん毛繊維と疎水性
相互作用によって結合することで菌体同士の
凝集が起こったものと推察された。当初、フラ
ジェリンの糖鎖修飾がべん毛繊維の安定性に
関わることや、免疫学的活性に影響を及ぼす
ことが本研究課題で検証される予定であっ
た。糖鎖修飾が大幅に減少しているこれら2菌
株のべん毛繊維を実験に供することが求めら
れるが、上述の凝集性の問題から、べん毛の精製および可溶化が困難となっている。今後の研究
において、べん毛の立体構造を維持したままべん毛を可溶化する条件の検討が必要となる。 
 本研究を通じて、動物腸管内に生息する有べん毛常在細菌がなぜ免疫系を過剰に刺激するこ
となく、宿主との共生関係を維持しているかについて、部分的にではあるものの、分子レベルで
明らかにすることができた。 
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