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解　　　説

ヒト血液型を認識するプロバイオティック乳酸菌の発見

内田　英明・川井　 泰・齋藤　忠夫*

ピロリ菌（Helicobactor pylori）は胃炎，胃潰瘍また胃ガ

ンなどの原因菌として注目され，本菌の発見者である

WarrenとMarshallは2005年のノーベル医学生理学賞に

輝いた．また，2004年には Science誌において，ピロリ

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 1）．ピロリ菌は，胃粘液中の糖タンパ

ク質である胃ムチンの結合糖鎖に対して，すべての血液

型に適応できるアドヘシン（BabA）という付着タンパク

質を有することで，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，ノロ

ウィルス（Norwalk virus）による急性胃腸炎も報告され

ており，病原性細菌とヒト血液型抗原の結合性に関する

研究が進展している2)．

1989年にFullerにより提唱された“プロバイオティク

ス”の概念は，宿主に対して有用な健康効果をもたらす

微生物の総称として認められつつある．しかしながら，

プロ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「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．我々は，プロバイオティ

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”という新たな切り口から

研究を試みた．

プロバイオティクスと腸管付着性

一般的に，プロバイオティクスの機能において，“ヒト

腸管付着性”はその後の有用効果の継続にきわめて重要

であると考えられている．なぜならば，腸管感染の予防3)，

抗生物質誘導下痢症の改善4)，便秘の予防や改善5)，コレ

ステロール代謝の改善6,7)，免疫賦活化作用8)，発ガン抑

制作用 9)などの生理機能は，乳酸菌が一時的に腸内を通

過するだけでは十分に発揮されないためである．した

がって，恒常的にこのような有用な機能性を維持するた

めには，乳酸菌の腸内への定着・増殖が必要である（図

1）．また，乳酸菌がヒト腸管に付着するためには，腸管

上皮細胞を保護的に被覆している「腸ムチン」に結合す

ることが最有力だと我々は考えている．ヒトの腸ムチン

層は，哺乳動物の中では最も厚いと考えられ，運動性の

ない乳酸菌が自ら移動して腸管上皮細胞表層に到達する

ことは不可能と考えられるからである．

我々は，ヒト腸ムチンの非還元末端に発現している血

液型抗原（ABO血液型）に特異的に結合する乳酸菌の存

在を予測した．表 1には世界における血液型分布を示し

たが10)，各国に住む人々のABO式血液型の分布は，一般

的に偏りが存在する．したがって，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，腸管系乳

酸菌も血液型により異なる可能性が示唆される．次項か

らは，血液型に注目した新しいヒト腸管付着性プロバイ

オティクスの選抜システムの提案と血液型認識性乳酸菌

の発見およびその将来性について解説する．

乳酸菌の新規スクリーニング法の構築

当研究室ではこれまで，ヒト腸管付着性を検討する際

に，ヒト大腸ムチンと類似構造を有するラット大腸ムチ

ン（RCM: rat colonic mucin）を使用していた 11)．しか

し，ヒトABO式血液型抗原への付着性研究を実施するた

めには，ヒト大腸粘膜に存在している大腸ムチン（HCM:

human colonic mucin）とその糖鎖を直接使用すること

が望ましく，より正しいヒトへの評価が期待できる．そ

こで，東北大学大学院医学研究科の協力を得て，大腸ガ

ン患者の手術時に摘出される大腸正常部位よりHCMを

図1．プロバイオティック乳酸菌のヒト腸管表層への付着模式図
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調製し，ヒト腸管付着性乳酸菌の選抜に使用することを

可能とした．

ヒトの各臓器起源の粘液ムチンにおける ABO式血液

型抗原の発現率はすでに報告がある12)．乳酸菌の生育部

位として注目される大腸（結腸）では23％，空腸および

回腸ではそれぞれ80％および56％であり，消化管上部で

の発現率が高い．胃では興味深いことに，発現率は 100

％と最も高かった．ピロリ菌はこの特性をうまく利用し

てヒトに感染し，生息域を拡大していることが理解でき

る．大腸表面に分泌されるHCMは，結合糖鎖末端に血

液型抗原（3糖または2糖構造）を発現している．たとえ

ば，A型に対する血液型認識性乳酸菌（A型乳酸菌）は，

A抗原を認識するレクチン（様物質）を細胞膜表面に特異

的に発現していることが考えられ，腸粘膜表面での一般

のプロバイオティクスとの棲み分けが期待できる（図2）．

さて，プロバイオティック乳酸菌の腸管付着能力を評

価する場合，その評価系が非常に重要な問題である．現

在，最も一般的な手法は，不死化したセルラインである

ヒト腸管上皮細胞のCaco-2細胞やHT29細胞などをヒト

腸管モデルとして用いる方法である．これらの細胞表層

に菌体を添加して反応・洗浄後に，光学または電子顕微

鏡を用いて目視で算定する，もしくは菌体を放射性同位

体ラベルして放射活性量または蛍光ラベルして吸光度に

より定量する研究手法などがあげられる13,14)．しかしな

がら，乳酸菌が健常人の厚いHCMをかいくぐり，ヒト

腸管上皮細胞に到達することは困難であると考えられ

る．また，一般的にムチンを含む細胞表層の糖質の変化

が，細胞の癌化の一般的な特徴として認められており，

これらの変化が，細胞の接着性の変化に影響を与えてい

ることもすでに検証されているため15,16)，セルラインを

通常の健常者における乳酸菌の付着研究用に用いること

は好ましくない．

そこで，HCM糖鎖とプロバイオティクスの相互作用

を検討するために，表面プラズモン共鳴（surface plas-

mon resonance: SPR）を利用して2分子間の相互作用を

観察するビアコア（BIACORE）を初めて本分野の研究

に導入した（図3）17,18)．本手法は，特別な成分の標識を

行うことなくリアルタイムで付着量を定量的に解析可能

な装置である．また，BIACOREにおいては，菌体の洗

浄作業時などに人為的な操作が入らないために再現性が

高く，これまでの洗浄後の細胞表層に残った菌数をカウ

ントして評価する手法に比べて高い信頼性が得られる．

本実験では，血液型抗原が付与された市販のビオチニ

ル化ポリマープローブ，または生体からのHCMをリガ

ンドとして BIACOREセンサーチップ表面に固定化し，

菌体または菌体表層タンパク質（surface layer protein:

表1．世界のヒトABO式血液型分布（％）

国名 A型 B型 O型 AB型

インド 21 40 31 8

タイ 22 33 39 6

アフガニスタン 18 29 49 4

ベトナム 22 30 43 5

ビルマ 25 32 35 8

パキスタン 25 31 34 10

イラン 28 28 36 8

クウェート 24 24 47 5

インドネシア 27 26 40 7

フィリピン 26 24 45 5

イラク 30 26 37 7

台湾 27 23 44 6

モロッコ 29 23 42 7

エジプト 34 24 36 6

ネパール 37 24 30 9

日本 38 22 31 9

チェコスロバキア 38 19 34 9

ポーランド 39 19 33 9

ハンガリー 42 19 30 9

イスラエル 41 17 36 6

ルーマニア 47 19 26 8

フィンランド 46 17 37 6

コロンビア 27 10 61 2

トルコ 43 16 32 7

ギリシャ 39 13 43 5

ブルガリア 45 15 32 8

イタリア 39 12 44 5

オーストリア 44 13 39 4

アメリカ 40 11 46 4

オーストラリア 39 10 48 3

ブラジル 40 10 47 3

アルゼンチン 40 10 47 3

レバノン 47 12 36 5

デンマーク 45 11 41 3

ドイツ 45 10 41 4

オランダ 43 9 45 3

イギリス 42 8 47 3

ベルギー 43 8 46 3

ノルウェー 50 9 38 3

ポルトガル 48 8 41 3

フランス 44 7 46 3

スペイン 46 7 44 3

スウェーデン 46 7 44 3

スイス 50 7 40 3
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SLP）をアナライトとして流すことで付着量を定量的に

解析した．結合量は Resonance Unit（RU）値として表

され，1RUは 1 mm2あたりにアナライト 1 pgが結合し

たことを示している．たとえば，乳酸菌を流して1000RU

値上昇した場合は，単位面積あたりに同菌が約1000匹結

合したことが推定される（図4）．

ヒトA抗原認識性乳酸菌の付着メカニズムの解明19)

日本人に一番多い血液型である A型（A型：38％，B

型：22％，O型：31％，AB型：9％）に注目して実験を

進めた．200株以上のヒト糞便起源の乳酸桿菌（凍結乾

燥菌体）を用いて，A 抗原糖鎖プローブ［末端構造：

GalNAc α1-3（Fucα1-2）Gal-］およびHCM-A（ヒト血

液型A型由来のHCM）に対する付着量をBIACOREによ

り測定した．一次スクリーニングとして，A抗原糖鎖プ

ローブに対して2000RU以上結合する乳酸菌16菌株を選

抜した（図5）．本結果は，通常，黄色ブドウ球菌や大腸

菌などの菌体がレセプターに結合したと判断する値

（100～ 500RU）を大幅に上回った 20-22)．当研究室の山

田らが凍結乾燥菌体を用いて付着性試験を行った際にも

同じ現象が起きており23)，生菌体よりも凍結乾燥菌体を

用いた際に，結合反応性が高まることがある．また，対

図2．血液型抗原認識性乳酸菌のヒト腸ムチン糖鎖への付着様式．
SLP，菌体表層タンパク質．

図3．実験に使用した2種類のセンサーチップとそのリガンド
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照として用いた酪農用乳酸菌である L. delbrueckii subsp．

bulgaricusはまったく結合性を示さず，プロバイオティク

スとの際だった差異を示した．

選抜した16菌株のSLPを調製し，菌株の付着性試験と

同様にA抗原糖鎖プローブに対する結合性を測定したと

ころ，L. brevis OLL2772株において非常に強い結合性が

確認された（図6-a）．また，SDS-ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動分析（SDS-PAGE）の結果から，本菌株のSLP

は単一のタンパク質から形成されていることも示唆され

た．SDS-PAGEで検出された主要バンド（約46 kDa）の

N- 末端アミノ酸配列分析を行ったところ，9 残基

（KSYATAGAY）のアミノ酸を決定することができ，本ア

ミノ酸配列は L. brevis ATCC8287T 由来の S-layer protein

（SlpA）と完全に一致した（図6-b）．

L. brevis OLL2772株の染色体DNAから SLP遺伝子を

クローニングした後，国立遺伝学研究所（DDBJ）のweb

上でアクセス可能なデータベースと GENETYX-SV/RC

Ver.11.0.3.1を用いて相同性解析を行った結果，遺伝子レ

ベルにおいても，slpA（L. brevis ATCC8287T）と 100％

の相同性を示した．したがって，本菌株におけるヒト A

抗原を認識するタンパク質性因子は，「SlpA」であるこ

とが判明した．さらに，A抗原糖鎖プローブ上の A抗原

を抗 Aレクチンでブロックすると SlpAは結合しなくな

り，本レクチンを外すと再び SlpA は結合した（図 6-c）

ことから，SlpAのA抗原認識特異性について再確認でき

た．ここで，遺伝子情報を基に膜貫通領域予測ソフト

（SOSUI program）を用いて構造予測をしたところ，30

残基からなるシグナルペプチドを通じて，細胞内から細

胞外へとSlpAが誘導されることが推定された（図7）．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-PAGEで

検出されたバンドのN-末端アミノ酸配列と一致した．し

たがって，4Mのグアニジン塩酸塩による SLPの抽出に

より，成熟型 SlpAのみが L. brevis OLL2772株から調製

できたことが考えられた．

菌体の腸管付着性を考えた場合，外部環境と直接接触

する菌体表層が腸管付着性に関与している可能性が高い

ものと思われる．グラム陽性菌である乳酸桿菌の菌体表

層にはテイコ酸，中性および酸性多糖そしてタンパク質

などが存在している．最もよく研究されている成分は，

アシドフィラス菌（L. acidophilus）などが持つ，細胞表

図4．血液型抗原を認識する乳酸菌のBIACOREを用いた付着性試験．

図 5．A抗原認識性乳酸菌のスクリーニング．237菌株より，A
抗原糖鎖プローブに対して2000RU以上結合した乳酸菌16菌株
を選抜した．■，糖鎖プローブ系； ，腸管ムチン系．
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層の最外層構造に存在する規則的に配列し，単一層を形

成するタンパク質または糖タンパク質（S-layer protein）

である．この構造はきわめて単純であり，単一分子種の

タンパク質または糖タンパク質分子が二次元結晶配列と

して会合している24)．

乳酸菌の付着能力を有するS-layer protein

乳酸桿菌の S-layer proteinは 40～ 60 kDaの分子量範

（a） （b）

（c）

図6．（a） A型認識性乳酸菌の菌体表層タンパク質の調製とA抗原糖鎖プローブへの付着性試験，（b） SDS-
PAGE，および（c） 抗Aレクチンによる付着性の変化（消失）．

図7．SlpAの細胞膜貫通領域予測（SOSUI program: sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html）．
点線で囲んだ部分構造は成熟型SlpAを示す．
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囲で多数報告されている．特によく研究されているもの

として，L. crispatus JCM5810由来のコラーゲン結合性タ

ンパク質であるCbsA 25)，lamininや fibronectinに対する

付着性を有する L. brevis ATCC8287 T由来の SlpA 26,27)，

およびL. acidophilus ATCC4356由来のS（A）-protein 28,29)

などが存在する．また，L. reuteri 1063株においては，粘

液成分に付着するMub（mucus binding protein）と名づ

けられた約 358kDaの巨大タンパク質についても報告さ

れている30)．

さらに，L. reuteri NCIB11951のATP binding cassette

transporter systemのタンパク質が，コラーゲンへの結合

に関わっているという報告もある31)．本タンパク質のN-

末端アミノ酸配列と非常に類似したmucin adhesion-

promoting protein（MAPP）がL. fermentum 104R におい

て発見されている32)．MAPPはブタ消化管ムチンに付着

性を示し，多量体を形成していることが推測された．

ここで，我々がA抗原認識性因子として同定したSlpA

に関する最近の知見として，付着能力を持たない乳業用

乳酸球菌である Lactococcus lactis subsp. lactisに slpA遺伝

子の一部（N-末端領域）を導入して，シグナルペプチド

から SlpAの前半 247残基までを発現させたところ，hu-

man Intestine 407 cellsに対する付着能力を獲得したと

いう報告がある33)．しかしながら，本研究ではSlpAの血

液型認識性についてはまったく言及されていない．

著者らは現在，A抗原認識性因子として同定したSlpA

において，シグナルペプチドの他に，2つの推定プロモー

ター領域，RBS（ribosomal binding site）を含んだ全長

領域（465アミノ酸残基）の異種発現を試みている．本

異種発現解析が実現すれば，SlpAのA抗原認識性機構の

完全解明への道のりがさらに縮まるものと考えられる．

おわりに

当研究室の血液型乳酸菌研究は，本誌のバイオミディ

アでもすでに紹介されている 34）が，最近，ヒト A型の

みならず，B型およびO型認識性乳酸菌の存在も明らか

にした35)．現在，ピロリ菌やノロ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ている．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ロ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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