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研究成果の概要（和文）：本研究ではノロウイルス粒子を特異的に捕捉する組織血液型決定抗原（histo-blood group 
antigen: HBGA）類似糖鎖を保持するヒト腸内細菌を分離・同定することを試みた。その結果、HBGA様物質を保持する
腸内細菌Enterobacter sp. SENG-6を単離することに成功した。さらに、この腸内細菌は細胞外物質としてA型様抗原を
分泌していることを確認し、このA型様抗原を介してノロウイルス粒子を特異的に捕捉可能であることを確認した。以
上の結果は、HBGA陽性細菌がノロウイルス粒子を捕捉することで、その生活環に大きな影響を与えていることを示す重
要な成果であると言える。

研究成果の概要（英文）：Human norovirus is one of the leading causes of infectious gastroenteritis worldwi
de. Infections of human noroviruses are not controllable, and there are no effective prevention measures. 
In this study, I hypothesized that there are some enteric bacteria which can specifically capture noroviru
s particles through HBGA-like substances. As a result, I successfully isolated an enteric bacterial strain
, Enterobacter sp. SENG-6, as an HBGA-positive bacteria. The binding between this strain and norovirus-lik
e particles (NoVLPs) were confirmed by transmission electron microscopy (TEM). I also confirmed that Enter
obacter sp. SENG-6 is excreting A-like substances as extracellular polymeric substances. These results rev
ealed that HBGA-positive bacteria can affect the fate of human noroviruses by capturing via HBGA-like subs
tances.
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１．研究開始当初の背景 
 ノロウイルスによる感染性胃腸炎の流行

を防ぐためには、ノロウイルスの生活環を解

明し、人間社会における存在分布を把握した

上で感染経路を遮断することが有効である

と考えられる。しかしながら、環境中でのノ

ロウイルスの存在形態およびその挙動は未

だ十分には解明されていないのが現状であ

る。本研究では、環境中におけるノロウイル

スの動態に大きな影響を与える因子として、

組織血液型決定抗原（ histo-blood group 
antigen：HBGA）様物質を保持するヒト腸内
細菌に着目した。HBGAは、ヒトノロウイル
スが小腸上皮細胞に感染する際のレセプタ

ーとして知られているが、その一方である種

のヒト腸内細菌が HBGA 様物質を細胞外に
保持していることがこれまでの研究により

明らかとなっている。この HBGA様物質陽性
菌体とヒトノロウイルス粒子の吸着親和性

が十分に高いものであれば、ウイルス粒子が

感染性胃腸炎患者の体外に排出された後、一

定期間以上菌体に吸着した状態で環境中に

存在することが期待されることから、この

HBGA 様物質陽性ヒト腸内細菌の存在はノ
ロウイルスの生活環を決定する重要な要因

となりうる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，HBGA様物質を保持するヒト
腸内細菌を単離し、その腸内細菌が HBGA用
物質を介してヒトノロウイルス粒子を特異

的に捕捉することが可能であることを証明

し、ノロウイルスの生活環に大きな影響を与

えうることを確認することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
腸内細菌のスクリーニング及び培養 

 血液型決定抗原類似多糖を有する腸内細

菌を探索するために、抗原抗体反応を利用し

たスクリーニングを行った。まず、抗 HBGA
抗体を固定化した 96 穴プレートに、腸内細
菌のソースとして健常者由来糞便懸濁液を

注入した。その後、健常者由来糞便懸濁液を

捨て、PBSで３回洗浄した後、腸内細菌用液
体培地を注入して 37˚C で微好気培養を行う
ことで増菌した。 
HBGA陽性腸内細菌の同定 

 菌の増殖を確認後、寒天培地上で画線培養

を行うことでコロニーを作成し、各コロニー

をピックアップして液体培地で増菌した。得

られた菌体を血液型検査キットに供するこ

とで、その細菌が HBGA様物質を有すること
を確認した。HBGA陽性腸内細菌が得られた
場合には、16s rRNA遺伝子配列解析により腸
内細菌の同定を行った。 
HBGA陽性菌体へのノロウイルス吸着実験 
 HBGA 陽性菌体へのノロウイルス粒子の
吸着を確認するため、ノロウイルス様粒子と

菌体を混合し、4˚C で１時間撹拌後、電子顕
微鏡観察を行った。 
HBGA様物質発現部位の確認 
 HBGA 様物質の発現部位を確認するため
に、HBGA陽性細菌の凝集体を固定して超薄
切片を作成し、免疫電子顕微鏡法による

HBGA様物質の検出を行った。 
細胞外物質の HBGA活性確認 
 PBS（pH6.5）で総タンパク質濃度 20µg/mL
に調整した NoVLP GII.3および GII.6溶液
40µLを ELISA用プレートに固定化し、5％
BSA/PBSでブロッキングを行った。その後、
EPS試料、抗 Aマウス IgM抗体、及び HRP
標識抗マウス IgMヤギ抗体を 40µLずつ順に
作用させた。各ステップの間では PBSでウェ
ルを 2～4回洗浄した。OPD発色基質溶液を
作用させ、2M硫酸で反応を止めた後、プレ
ートリーダー（ARVO MX）を用いて波長
490nm、0.1秒での吸光度を測定した。 
HBGA陽性細胞外物質の分子量推定 
 ナノセップ遠心ろ過デバイスを用いた限

外ろ過（MWCO : 300kDa）を行うことで抽出
EPS の分画を行い、ろ液中に含まれる抽出
EPSが保持する A型抗原量を定量した。 
NoVLPと細胞外物質の相互作用力評価 
総タンパク質濃度 20µg/mL に調整した

NoVLP GII.6 溶液 50µL を水晶発振子に固定
化し、0.1% BSA/PBS でブロッキングを行っ
た。Single-Q 0500の反応槽に水晶発振子を取
り付け、PBSで満たし、装置内温度 37 C̊、撹
拌速度 300rpm の条件で運転を開始した。振
動数が安定した後、既知の濃度のサンプルを

一定量ずつ添加し、振動数変化を記録した。

実験データを元に吸着等温線を作成し、吸着

平衡定数（Ka［M-1］）を算出した。 
 



４．研究成果 

HBGA陽性腸内細菌の単離 
健常者糞便より、HBGA活性が最も高い菌
株として Enterobacter sp. SENG-6（E．cloacae 
ATCC 13047Tに近縁）を単離することに成功

した。 
菌体からの細胞外物質抽出 

HBGA 陽性細菌として Enterobacter sp. 
SENG-6 を、SENG-6 より HBGA活性の低い
株として E．coli K12を、HBGA活性を示さ
ない株として S．epidermidis ATCC 35984をそ
れぞれ培養し、EPSを抽出した。EPSの抽出
効率は TOCにより評価した。 
抽出 EPS の TOC 値を測定したところ、

Enterobacter sp. SENG-6由来 EPSは 0.239±
0.056mg/mL、E．coli K12 由来 EPS は 0.155
±0.008mg/mL、S．epidermidis ATCC 35984由
来 EPSは 0.147±0.03mg/mLであった。 
抽出細胞外物質の HBGA活性確認 
 Enterobacter sp. SENG-6および E．coli K12
由来 EPS両方の測定において、NoVLP GII.3
および GII.6と吸着した A抗原様物質の存在
を示すシグナルが確認された。よって、これ

らのヒト腸内細菌はEPS中にA抗原様物質を
有しており、ノロウイルス粒子の吸着サイト

となりうることが示唆された。 
抽出細胞外物質の分子量推定 
 限外ろ過（MWCO：300kDa）後、Enterobacter 
sp. SENG-6由来 EPSではろ液中の A抗原様
物質の存在を示すシグナルが有意に低下し

た。また、SENG-6由来 EPSは、限外ろ過後
に TOC 値が 50%減少した。これらの結果か
ら、SENG-6 の EPS には分子量 300kDa 以上
の成分にノロウイルスとの吸着に関わりう

る A 抗原様物質が多く含まれると考えられ
た。 
NoVLPと細胞外物質の相互作用力評価 

EPSは粘着性の高い物質であるため、全て
の菌由来の EPS においてセンサーに対する
非特異的な沈着が生じ振動数が減少したが、

Enterobacter sp. SENG-6の場合には、NoVLP
存在下で振動数の有意な減少が見られた。よ

って、この有意に減少した振動数分の EPS吸
着量（ΔΔF=[NoVLP固定化センサーを用いた
場合の ΔF]-[NoVLP 未固定センサーを用いた
場合の ΔF]）が NoVLPとの特異的吸着分に相

当すると考え、Lamgmuir モデルを用いて吸
着能解析を行った（図１及び２）。解析の結

果，NoVLP GII.6と SENG-6由来 EPSの間の
吸着平衡定数 Kaは 3.1 x 106[M-1]以上と推定
された。 この値は、SENG-6由来 EPSの分子
量を300kDa以上として算出したものである。
一般的に、抗原抗体反応における吸着平衡定

数値は 106-109 であることが知られているた

め、NoVLP GII.6と SENG-6由来 EPS間の吸
着は、一般的な抗原抗体相互作用と同程度の

親和性を有すると言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

以上に示した結果より、HBGA陽性細菌が確
かに存在し、HBGAを介した特異的相互作用
によりノロウイルスを捕捉することが可能

であることが示されたことから、当初計画が

十分に達成されたものと言える。 
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図１．NoVLP GII.6と SENG-6由来 EPSとの

相互作用を示す吸着等温線． 
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図２．Langmuirプロット． 
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