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西
翠

第一章序論

論文内容要旨

 ピロリ菌(邦θ龍。加。加ヂρ郵。紛は胃炎,胃潰瘍また胃ガンなどの原國菌と

 して注目され,本菌の発見者であるWar陀ηと納ar論&llは2005年のノーベル医

 学生理学賞を受賞した.また,2004年には,Sclence誌にて,ピ自り菌が胃内の

 ヒト血液型ABO抗原を認識し,結合するという報告がなされた.ピ鷺り菌は,

 胃の粘液ムチンに対して全ての血液型に適応できるB的Aという付着タンパク

 質(アドヘシン)を有することで,巧みに特異的な結合性と生存性を獲得してい

 る.その他の血液型識別感染症として,ノ嚢ウィルス(蜘捌詠v繊s)による急性

 胃腸炎も報告されてお》,病原性細菌とζ卜血液型抗原の結合性に関する研究

 が進展している.

 得89年にFulleザによ9提唱された“プ賞バイオティクス"の概念は,宿主に

 対して有用な健康効果をもたらす微生揚の総称として認められつつある。しか

 しながら,プ覇バイオティクスの胃酸粥柱・胆汁酸耐性に加えて重要な定義の一

 つであるr腸管への付着性」は,未だ十分にその機構が解明されていない.そこ

 で本研究では,プ翼バイオティクスの代表である乳酸菌のヒト腸管への付着性

 について,“ヒトの血液型を認識する}'という新たな視点から研究を試みた.

 第二章BIACO離を用いたヒトABO式血液型抗原を認識する

 乳酸菌の新規選抜方法の開発
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 得覇年,A輪隷。らによ9,ヒト腸管ムチンを構成する糖鎖構造は血液型によ

 琴異なるという報告がなされたこの科学的事実は,血液型が異なれば各人の

 消化管ムチンの糖鎖構造も異なり,そこに付着増殖するプ鷺バイオティック乳
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 酸菌の種類も異なることを強く示唆している.そこで,我が国で最も人口比率.

 の高いA型(ABO式)に注目し,A型健常人のヒト大腸ムチン(駄駄m&ncoloηlc

 灘cinfrombloo戯ype-A:HCM-A)と,その糖鎖構造の非還元末端に見いださ

 れるA抗原が付与された“A抗原プ嚢一ブ"を用いた乳酸菌の新規選抜方法の

 構築を試みた.これまでの腸管付着性試験において,代表的な手法である生菌

 数測定法は洗浄による測定結果の差異が生じるなどの問題点が多いため,新た

 にSurfacepl&smo解eson&nce(SPR)原理を利用したBIACORE沁00という分

 析装置を導入した(Flg.嘩,2).本手法は,特溺な成分標識をすることなくリアル

 タイムで付着量を定量的に解析できる装置である.

 A抗原およびB抗原プ嚢一ブに対するム.aσdbβ耀鰐グループ乳酸菌鋪菌株

 (Tab1e嘱)の付着性を測定した(Flg.3).ム.c総ρa加s3CM8778(A2)1まB抗原プ嚢一

 ブよりもA抗原プ嚢一ブに対して強い結合性が確認され,ラムノースプ繭一ブ

 に対しては付着性が全く認められなかった(Flg.4).Lo総ρa加3SBT265および

 SBT266株はAおよび8抗原プ鷺一ブおよびラムノースプ鷺一ブに対して非常

 に高い結合性を示した.また,Lδσごb融融5SBT206()(痴),乙.a剛。》o摺s

 SBτ28看(A3)の2菌株にはA抗原プ縫一ブに対して微量の結合性が確認されたが,

 他の菌株には全く付着性が見られなかった.A抗原プ礪一ブに比べて付着率の減

 少が認められたものの,暮C朧一Aに対しても乙.cガ3ρ謝儒JC踊8778株は付着性を

 示したく60RU).

 類似したセンサーグラムを示したム。総ρ鋪雄SBT265と266株はサンプル添

 加を停止するまで良U値が上昇し続け,通常,菌体が結合したと判漸する紛0～

 50醗U値を大幅に上回った.本現象はA抗原,8抗原プ嚢一ブおよびラムノース

 プ縫一ブの全てに認められた.本結果より,この2菌株は非特異的結合が非常に

 強い乳酸菌であると考えられた.一方,これら2菌株と異なり,乙。廊β鍾総
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 JC納8778株はA抗原プ縫一ブに対しB抗原プ嚢一ブよりも強く結合したことか

 ら,Lc瘤ρa訟sJC繕8778株はA型認識性乳酸菌“A{ypeしAB"であることが判

 明した.また,A抗原プ嚢一ブを用いた場合と同様に,HC齢Aを用いた場合にも

 付着性が各菌株で確認されたことから,BP-p紛beを用いた癖v廓。モデル系と一

 賢C綱を用いた加》ノ欝傭船モデル系を組み合わせた本手法は,血液抗原認識性乳

 酸菌を広くスクリーニングする際に極めて有効であると考えられた.

 第三章一ヒトABO式血液型認識性乳酸菌のマススクリーニング

 本章ではまず始めに,血液型別ヒト大腸ムチン(HC鋼)を精製後,血液抗原の

 発現およびムチン様成分の確認をすること}次に,試験する乳酸菌を238菌株

 (丁謝e2)にまで増やすことで,まだ存在が確認されていない8型,O型認識性乳

 酸菌を探索し,ABO式血液型認識性乳酸菌の存在を明らかにすること1を目的と

 した.

 血液型別にHC輔を調製後,ゲル濾過およびフェノール硫酸法に供し,中性糖

 含量(OD4g。)およびタンパク質含量(op28。)の高い画分で分画した(Flg.5).A,B,0

 型のそれぞれのムチンにおいて,分子塁2,000k蝕付近の国分に抗原決定基(A型:

 G&INAc,B型lGal,0型二軸。)含量が高く,以降の試験には本精製ムチンを用いた.

 また,Flg.6-8に238菌株の各血液型抗原プ嚢一ブおよび各HC輔に対する付着性

 試験の結果を示した.

 臼ACORεを篤いた実験において,一般に乳酸菌や病原菌などがレセプターや,

 縄胞に接着したと考えられるResoηaηceU轍値(>犯ORU)に注目して,各愈液

 型認識性乳酸菌の選織を行い,A硬ypeLA8を3菌株(L御側30LL2772株,

 Oしし2775株およびム.gas5εガ0しし2804株),B-t搬eLABを2菌株(Lgaεsθガ
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 Oしし2877およびOLL29鵬),0{ypeLABを竃菌株(乙8as5θガOLL2827)を選抜し、

 た.

 一般的に,ムチンは分子量数百万の高分子の糖タンパク質と考えられるが,

 本実験で講製した各血液型別ムチンの分子量(HC継一A,HC凝一B,経CM-0)は共

 通して約2,00鰍D&に存在し,また各種抗原決定基の存在も確認出来たことから,

 各血液型ムチンは精製されたと考えられた.これまで,ヒト小腸および大腸ム

 チンの糖鎖構造に“血液型"の面から取駐組んでいる研究は非常に少なく,同じ

 大腸粘膜であっても血液型により,構成糖の組成比が異なるという興味深い知

 見が得られた.

 T&ble3に世界中の血液型分布を示したが,世界中ではABO式血液型の分布に

 偏継が生じており,日本ではA型優勢国となっている(内訳はA型:38%,B型:

 22%,0型:訓%,AB型:9%).本章での乳酸菌のスクリーニング結果から,国や地

 域ごとに各人の腸内に生息している乳酸菌には差異があり,生育しやすい乳酸

 菌も血液型により異なることが示唆された.本研究で今回使用した菌株も,臼

 本人の糞便由来菌であるため,《型を認識する乳酸菌が多数存在したものと考え

 られた.
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 第四章ヒトA抗原認識性乳酸菌の腸管付着因子の検討

 菌体表層タンパク質(SLP二suドf&cel&yer匪。亡el昌)が,ヒト腸管付着能力を有す

 ることは多数の論文で報告されているが,血液型抗原への結合性については全

 く調べられていない.前章で選抜したA抗原認識性乳酸菌3菌株(L翻θ》短

 OLL2772株,しわ総総OLL2775株およびム.gas3θガOしし2804株)のSL騨を調製

 し,A抗原プ縫一ブに対する結合性の測定から,付着因子の検討を試診た.
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 調製したA抗原認識性乳酸菌のSLPをSDS-PAGEに供したところ』ゐ.b総v/s

 OLL2772株において,約46kDa付近にr単一バンド」が確認された(Fi毬、9)、また,

 本バンドのN一末端アミノ酸配列分析により,9残基(KSYATAGAY一)を決定した.

 DNAD試aBa醸ofJapa泊(DD8」)を利濡した相同性解析により,本タンパク質

 はLケθ総ATCC8287丁由来のSlρA(S-lay鍵pro七eln)と100%の相同性を示した.

 乱射ε総OLL2772株から調製したC驕romosomaiDNAとSlpA特異的プライマー

 を用いてPCRを行い,s勧4(0縫F)の全塩基配列を決定した(Flg.10).N一末端アミ

 ノ酸配列と同様に,塩基配列についてもATcC8287丁由来のs勧4と完全に一致し

 た。また,SlpAのA抗原結合特異性を検討するために,抗Aレクチンを用いたA抗

 原ブ縫ッキング試験を行い,A抗原の特異性を確認した(Flg。紛.

 L翻ε顧sはヒト腸内に生息するプ繭バイオティクスとしても知られており,・

 それらが作り出す菌体表層タンパク質が腸内への定着および定住に密接に関わ

 っていることが報告されてい惹現在,乙ケε総で報告されているSLPは乳乙

 δ燈総ATCC8287TのSl襲Aおよび乙.翻斜sATCC韓869のSlpB,SlpC,Slのの4種

 類が存在し,いずれも単一の構成成分(タンパク質)から成り立っている.一般的

 に,この様な特徴を示すSしPを特に『S-1鯉eゆ蹴e瞬と呼びSLPと区別してい

 る.現在までに,S輪Aが縄胞外マト》ックスを構成するフィブ嚢ネクチン,ラミ

 ニン,あるいは識ラーゲンに対して結合性を有することは明らかにされている

 が,SめAの血液型認識・結合性については全く報告されていない.

 S恥Aの遺伝子情報を基に,縄胞膜貫通領域予灘ソフト(SOSUlp紛g鍛m)を用

 いて膜貫通領域を予離したところ,30残基からなるシグナルペプチドと435残

 基から構成される成熱型SlpAが存在し,膜領域をシグナルペプチド領域が竃回

 貫通していることが予灘できた(Flg」2).本予測において,細胞外に誘導される

 成熟型SlpAのアミノ酸配列はK(リシン)から始まっており,SDS-PAGεで検出
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 されたバンドの麗一末端アミノ酸配列と完全に一致した.従って,4Mのグアニジ

 ン塩酸塩によるSしPの抽出により,成熟型のSlpAのみがしケε》ノsOLし2772か

 ら調製できたと考えられた.

 第五章ヒトA抗原識性乳酸菌の腸管付着因子の同定と特性解析

 前章の研究成果から,しわ燈臨OLL2772株のA抗原結合因子はSめAであるこ

 とが判明した.S!pAはGαbrleleθ鯵紡の報告にもある様に,分子量46,000の

 S-layerpro憾自を形成している.現在までに,フィブ嚢ネクチンやラミニンなど

 に対して結合性を有するこξが明らかにされてきたが,結合力(親和性)の強さ

 や,結合部位の特定までは至っていない.本章では,BIACOR旺灘定によるアフ

 ィニティー解析を試み,SlpAのA抗原結合に対する親瀦性の解明を試みた.

 餓。⑳coccαsぬ。欝由来の発現ベクター(plL253-P32)へ5細論を導入し孟α

 絵。誌渕bsp.'aσ総IL韓03株での異種発現を行った(エレクトロポレーション法).

 乙。.絵σ総1し韓03覇をエリス鱗マイシン選択培地で2回培養後,3つのコ縫二一を

 選抜してダイレクトPCRを行ったところ,全てにs鰍の導入を確認することが

 できた(Flg.竃3).SDS-PAGEでの発現SlpAを確認後,その凍結乾燥菌体および

 SしPを調製しA抗原プ嚢一ブとの相互作用を測定したところ,訟。オocooo総絵。総

 lU403伽の凍結乾燥菌体およびSしPは謡ント嚢一ルのム。.ぬ。総IU403plL253-P32

 に比べて,共に高い結合性を示した(Fig.腿).

 既存の植物由来のG&翻Ac認識レクチンおよび,報告例の少ない動物性の

 Ga醒Ac認識レクチン(アメーバ,エスカルゴ等)との相同性解新の結果,共通性

 の高い保存領域は確認されなかった.

 エレクト嚢トランスフォーメーシ鷺ン法では,鶴的の遺伝子だけではなく

 一527一
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 D輔A断片や,供雑捌Aの混入が生じることから.一般的にはSelectlon培地(抗

 生物質添加培地)に生育したコ繭二一をDlrect鈴CRし,目的のD鑓Aの存在を確

 認するが,本実験では,一度Selec恥自培地で生育したものを,さらにSeiectlon

 培地で生育させ,確実に生育したコ睡二一中のS勧4の存在を確認することでセ

 レクシ蕊ン効率の上昇を試みた.訟。オooooo総ぬ。総IL鱒03伽と伝。オooooo硲

 ぬ。総IU4G3ρ雌53-P32を用いた付着試験では,一般的に相互作用があると考えら

 れる付着量(鴇ORU)を餓。オoooco総危。総IL韓03ε納由来のSLPにおいて確認す

 ることができた.

 SlβAのA抗原プ疑心ブヘの結合センサーグラムからBIAevalua掬織sof細叙e

 を購いて解離定数(KD)を灘定したところ,Kg=3.6×了〇一4という値が得られ,一般

 的に接着國子として報告されている数値に近い値を示した.また,殿存の

 G鼠概Ac認識レクチンとの相同牲解析よ琴,SlpAは殿存のレクチン様には見られ

 ない,新規な結合様式を持った付着因子であることが判明した.

第六章結合考察

 現在,プ繭バイオティクスの胃酸耐性・胆汁酸耐性に加えて重要な定義の一つ

 であるr腸管への付着性』は,未だ十分にその機構が解明されていない、そこで

 本研究では,プ鶏バイオティクスの代表である乳酸菌のヒト腸管への付着性に

 ついて,`4ヒトの血液型を認識する?'という新たな視点からの研究を試みた.

 本研究では,血液型抗原プ繭一ブと血液型別のヒト大腸ムチンを矯いた新規

 な乳酸菌のスクリーニング方法の構築に成功した.表面プラズモン共鳴を用い

 たりアルタイム解析装置であるBIACO旺を用いることで,従来の手法の難点

 である再現性の問題や,人為的操作のミスを取零除くことが可能となった.ま
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 た,大きな母集団のプ嚢バイオティック乳酸菌(238菌株〉に本手法を効果的に用

 いることが,AせypeLABを4菌株(Lc厚sβa加5JC継8778株,乙.む燈v〆sOLし2772

 株,Oしし2775株およびLgassθガ0しし2804株),B-typeLABを2菌株(Lgaεsθガ

 OLL2877および0しし29劔),0-typeLA8を雁菌株(乙gassε〃OLL2827)を発見

 することに繋がった.日本人に一番多い血液型であるA型に注目して,菌体の

 表層成分である『SLPを調製後にSDS-PAGEに供した結果,Lb燈vメs6しし2772

 株が単一の表層タンパク質を持つ可能性が示唆された.さらに,A抗原プローブ

 に対する付着能力灘定と遺伝子ク麟一ニングの結果から,乙翻ε》オsOLし2772株

 由来のSlpA(S-layeド騨硫eln)がA抗原を認識し,結合することが判明した.また

 SlpAは既存のGalNAcレクチンξ比較して高次に保存され之領域は無く,既存

 のレクチン様とは異なる新規な結合様式を持った付着因子であることが判明し

 た.

 現在,ピロリ菌やノ目ウィルスと同じレセプター(血液抗原)を介してヒト腸

 管に定着する乳酸菌の選抜に取り組んでおり,将来的にはこれらの感染症に対

 して血液型乳酸菌を用いることで,消化管での特定の疾病などに対して予防や

 治療医学の観点からヒトの腸内健康にアプローチが可能と考えられる、今後,

 これら腸内有害菌による感染症の防御なども視野に入れた,各人の血液型に応

 じた食品やプ目バイオティック製剤など夢のある商品群の創成が期待される.
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論文審査結果要旨

近年,胃潰瘍や胃

結合することで

可能性が指摘さ

の存在を予測し

 見し,その特異的付着性機構のほぼ全貌を解明した。

まず,本研究者
として合成糖鎖

表層タンパク質を流し,両者の相互作用を検討

次ぎに,リガン

を結合したセン

および0型抗原認識性乳酸菌の存在を世界で初めて示した』

次ぎに,マススク
合性機構を解明

L翻召ソ∫5ArCC

 のSL2遺伝子クローニング

次ぎに,SipAをコ
トA抗原糖鎖に

解析でも新たに

抗原に対して中

 い機構でA抗原を認識していることを示唆した。

以上のように,

ついて,ほぼ全体

 験委員一同は,本研究者に博士
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