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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、酵素活性という新たな指標の導入により高腸管付着性乳酸菌の選抜が可
能かを検討した。18 時間培養のヒト腸管由来乳酸菌の全てで GAPDH 活性が見られたこ
とから、GAPDH は乳酸菌に普遍的に発現している可能性が示された。また、GAPDH の酵
素活性と腸管付着性の間には高い正の相関があったことから GAPDH 酵素活性により高
腸管付着乳酸菌が選抜可能であることが示された。さらに、多くの乳酸菌にヒートシ
ョックプロテイン、GroEL が見出されたことから GroEL も GAPDH と同様、有力な付着
因子である可能性が考えられた。 
 

研究成果の概要（英文）： 

Our aim was to construct a new screening method for highly adhesive lactobacilli based 

on an enzymatic activity without using the adhesion test. Thirty lactobacilli isolates 

from human intestinal tissues were measured for cell surface GAPDH activity. GAPDH 

activities were detected in all samples from 18 h cultures. This suggests GAPDH is 

universally expressed on the bacterial cell surfaces from many lactobacilli. The 

new screening method using GAPDH enzymatic activity without an adhesion test may be 

possible due to the positive correlation of GAPDH activity with adhesion of lactobacilli. 

Moreover, the heat shock protein, GroEL, was also detected in many lactobacilli. This 

suggests GAPDH and GroEL are a very important protein not only in the cytoplasm but also 

on the cell surface and may be a universal adhesin for lactobacilli. 
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１．研究開始当初の背景 

プロバイティック乳酸菌は、整腸作用、病原

菌の感染予防作用、抗がん作用、免疫賦活化

作用、血中コレステロール低下作用、血圧上

昇抑制作用など様々な有益な保健効果が報告

されている。これらの効果を十分に発揮する

為には、「乳酸菌が腸管内に付着し、増殖す

ること」が重要である。そのため、高い腸管

付着性を持つ乳酸菌を選抜することは商業利

用においても極めて重要である。しかしなが

ら、乳酸菌の腸管付着メカニズムはまだまだ

不明な点が多いのが現状である。また、腸管

付着性の高い乳酸菌乳酸菌（高腸管付着性乳

酸菌）を選抜するための付着性試験もお金と

手間がかかり、非常に煩雑な作業である。 

最近、我々はヒト腸管組織から直接単離した

高腸管付着性乳酸菌、Lactobacillus 

plantarum LA318株の菌体表層に、解糖系の酵

素であるグリセルアルデヒド-3-リン酸脱水

素酵素（GAPDH）が高発現していることを明ら

かとした。さらに、表層GAPDHが、ヒト大腸ム

チン（粘液層）やその糖鎖末端に発現してい

る血液型抗原（A型およびB型）へ高い結合性

を示す腸管付着因子（アドへシン）であるこ

とを明らかにした。また、同時期にフィンラ

ンドのグループにより乳酸菌の菌体表層に

GAPDHやエノラーゼなどが存在していること

が明らかとなった。このように様々な乳酸菌

の菌体表層に細胞内酵素群の発現が明らかに

なってきている。 

２．研究の目的 

これまで報告されてきた腸管付着因子は、「付

着性」以外に評価する指標がなかったが、上

記のタンパク質は、「酵素活性を持つ」とい

う特徴を有している。我々は、その特徴にい

ち早く着目し、酵素活性を利用して新たな腸

管付着評価系の構築ができるのではないかと

考えた。そこで本研究では、菌体表層に発現

している酵素群にターゲットを絞り、酵素活

性を指標とした新たな腸管付着性乳酸菌のス

クリーニング法の構築を目的とした。 

３．研究の方法 

（1）GAPDH酵素活性を指標にしたスクリーニ

ング法 

ヒト腸管由来の乳酸菌30菌株の表層GAPDHを

PBSにより抽出し、96穴マイクロプレートを用

いてGAPDHの酵素活性を測定した。培養時間は

12時間および18時間培養で行った。同時に腸

管付着能も試験し、腸管付着性の値とGAPDH

活性値の相関係数を求めた。 

（2）GAPDH以外の有用付着因子の探索 

ブタ腸管から菌を単離・同定し、腸管付着性

試験を行った。高い付着性を示した上位 5 菌

株についてタンパク質を塩酸グアニジンお

よび PBS で抽出し、SDS-PAGE を行った。腸管

付着性の高い菌株に共通して発現している

タンパク質のバンドを切り出し、N-末端アミ

ノ酸配列解析により同定を行うことで、有力

な付着因子の探索を行った。 

 

４．研究成果 

（1）GAPDH酵素活性を指標にしたスクリーニ

ング法 

ヒト腸管由来の乳酸菌30菌株のGAPDH酵素活

性をマイクロプレート法により測定したとこ

ろ、12時間培養菌体では30菌株中21菌株、18

時間培養菌体では30菌株全てからGAPDH酵素

活性が検出された。このことからGAPDHは普遍

的に乳酸菌の菌体表層に存在している可能性

が示唆された。また、BIACORE付着性試験と

GAPDH酵素活性の間には強い正の相関が見ら

れた (図１)。特に18時間培養におけるGAPDH

活性と腸管付着性の間の相関係数は、0.69 (P 

< 0.01)と非常に高かった（図２）。少なくと



もヒト腸管由来の乳酸菌においては、GAPDH

酵素活性を用いた腸管付着性乳酸菌の選抜が

可能であることが示された。 

 

図１．GAPDH活性と腸管付着能（12時間培養） 

 

 

図2．GAPDH活性の高い菌株と低い菌株の腸管

付着性（18時間培養） 

 

（2）GAPDH以外の有用付着因子の探索 

GAPDHと腸管付着性の間の相関は高かったが、

GAPDH活性のみでは、選抜漏れも懸念された。

そこで有用な付着因子を探索するために新た

にブタ腸管から乳酸菌を単離した。単離した

12菌株の乳酸菌の腸管付着性試験を行ったと

ころ、Lactobacillus acidophilus PL1-2が

13.5±5.34%と最も高い付着率を示した。

Weissella属の3菌株は全て8%以上と比較的高

い付着率を示したが、Lactobacillus属は

PL1-2株以外、比較的低かった。付着率が高い

上位5菌株について、PBSおよび塩酸グアニジ

ンで抽出した菌体表層タンパク質のSDS-PAGE 

を行った。SDS-PAGEにおいて、全ての菌株か

ら分子量約64kDaに共通バンドが検出された

（図3）。そこで代表としてWeissella 

viridescens PB3-7の約64kDaに検出されたバ

ンドをN-末端アミノ酸配列分析に供し、相同

性検索の結果を行ったところ、乳酸桿菌由来

の熱ショックプロテイン、GroELと同定された。

GroELは付着因子としてのいくつかの報告例

があるため本菌株においても付着因子として

働いている可能性が高いと考えられた。ヒト

腸管由来の30菌株についても菌体表層タンパ

ク質のSDS-PAGEを行ったところ、半数以上に

発現が確認された。GroELは、PBSで容易に抽

出されたことからGAPDH同様、イオン結合によ

り負電荷物質に結合することで菌体表層に留

まっていると推測された。GroELは細胞内では

GroESと巨大会合体を形成していることから

菌体表層においても会合体として存在するの

かをブルーネイティブPAGEを行い、検出を試

みたが明確なバンドは得られなかった。GroEL

は多くの菌に普遍的に発現している可能性が

示されたことから、GAPDHと同様有力な付着因

子の候補であることが示唆された。

 

図 3．GroEL の検出結果（矢印部分） 
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