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　増殖因子 IL−3無添加の 条件下で は 32D 細胞はすみ や

か に 死滅する の に対 して ，VH ／VL −EPOR （
一
）あ る い は

VH ！VL −EPOR （G）を発現 し て い る 32D 細胞 の 場 合 に

は ，増殖因子 IL−3 無添加 の 条件下 に お い て抗原 HEL の

添加の 有無 ， 添加濃度に か か わ らず同じ程度の 細胞増殖

が観察され た ，こ れ らの キ メ ラ受容体で は ，抗体可変領

域 と EPOR ．の 一
部を融合す る こ とに よ り何らか の 構造

変化が起 こ り，32D 細胞 の 場合に は Ba／F3 細胞の 場合

以上 に ，抗原 の な い 条件で もキ メ ラ受容体 の ホ モ ダイ

マ ーある い は ヘ テ ロ ダイ マ ーが常に 生成 し，増殖 シ グ ナ

ル を細胞内に伝達 して い る可能性が考えられ る．こ れに

対 し て ，VHIVL −EPOR ．（GSG ）を発 現 し て い る 細胞

32DIGSG で は，　 HEL 無添加 の 場合に はすみやか に細胞

が死滅 し，HEL を添加 した 場合に は HEL 濃度依存的

な増殖と細胞生存率の 向上 （ア ポ トーシ ス 抑制）が観察

された （Fig．4）．こ の 場合に は，抗原 HEL の 添加 に よ り

初め て VH −EPOR ．（GSG ）と VL −EPOR ．（GSG ）が会合 し，

核へ の 増殖 シ グナ ル 伝達が 起 こ り，そ の 結果，培地 に 添

加 した抗原濃度に依存 した細胞増殖 の 促進が起こ っ た と

考え られ る，

　最近 の ，EPO と EPOR ，
5）ペ プ チ ド ア ゴ ； ス ト と

EPOR
，

iO＞ペ プ チ ドア ン タ ゴ ニ ス ト と EPOR11 ）の 結晶構

造解析 の 結果か ら ， リガ ン ドーレ セ プ タ ー複合体に おけ

る細胞外 ドメ イ ン の 構造の 微妙な相違が シ グ ナ ル 伝達 に

影響を及ぼすこ とが示唆され て い る．本研究の よ うな キ

メ ラ 受容体 に お い て も，さらに低い 抗原濃度 で の 効率良

い シ グ ナ ル 伝達を実現す るため に は，細胞外 ドメ イ ソ 構

造を最適化する 必要がある と考え られ る．

お　わ　 り　 に

抗体可変領域と受容体とを適当な リン カーで連結 した

キ メ ラ受容体を発現す る細胞を，遺伝子工学的 に 育種 し

た ．こ の よ うな育種細胞 で は ，高価な増殖因子や サ イ ト

カ イ ン の 代わ りに 安価な抗原を用 い て増殖制御を行 うこ

とが で きる た め ，こ の よ うな育種培養細胞を用い た有用

タ ン パ ク質生産の コ ス トダウ ン の可能性が期待され る，

　また ，目的遺伝子 と同時に キ メ ラ 受容体 ペ ア の 遺伝子

を細胞 に導入すれば，抗原 に よ っ て 目的遺伝子導入細胞

の 選択的増幅が可能とな り，遺伝子治療用ベ ク ター導入

細胞 の 選択 マ ーカーと して の応用も可能であろ う．抗原

一抗体系は 無数に存在す るた め ，適切な抗原一抗体系を選

択すれば，複数 の 抗原に よっ て細胞 に 入力 した い 複数 の

シ グ ナ ル を同時に ，ある い は 必要な時に 必要な シ グナ ル

だけを入力する こ とも可能で ある．この よ うに ， キ メ ラ

受容体を 用 い た動物細胞表層工 学は ，さ ま ざま な応用性

を秘め て お り， 今後の益 々 の発展が期待され る．

　本研究 は朿 北大学大 学院 工学研究科 生物工学専 攻　熊谷 泉教

授，津本浩平博士 との 共同研究 の成果 で ある．こ こ に厚 く感謝の

意を表します，
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糖鎖を介 した細胞接着に関わ る乳酸菌の 表層タ ソ パ ク質

山　本　憲　二

　多くの病原性細菌や ウイ ル ス は宿主 の 細胞膜表面 に 存

在する糖 タ ン パ ク 質や糖脂質の 「糖鎖」を受容体 として

細胞に接着し感染する こ とが知 られ て い る．1，2）た とえ

ば，ヒ トイ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は 宿主 の 細胞膜上 の 糖

タ ソ パ ク 質や糖脂質の糖鎖 の 非還元末端に 存在する シ ア

ル 酸を レ セ プ タ ーと して 認識 し て細胞に結合 し感染す

る．また，病原性大腸菌などは 繊毛を介 して細胞膜上 の

糖鎖 と結合して細胞 に 感染 し，さ らに 細菌が 生産す る 毒

素 （コ レ ラ毒素など）も細胞膜上 の 糖脂質の 糖鎖を レ セ

プ タ
ーと して細胞 に 結合して感染する こ とが知られ て い

る．病原性細菌や ウイ ル ス に とっ て細胞 に 結合する こ と

は宿主細胞に感染す る
一
連 の 過程の 中で もっ とも重要な

ス テ ッ プ で ある．微生物が宿主細胞 に糖鎖を介 して 結合

する こ とは 細胞 と細胞 の 相互認識作用 の モ デ ル で もあ

る．

　
一

方，腸内細菌 に と っ て も腸の 蠕動運動やある い は食
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べ 物の流れ に抗 して腸内に留ま リコ ロ ニ ー
を形成するた

め に は腸壁 へ の 接着が重要で ある こ とは言 うま で もな

い ．そ こ で ，私たちは 整腸作用や免疫賦活作用などの 有

益な働 きをす る 腸 内の 善玉 菌 と言われ て い る Lact・bacil−

lus属乳酸菌が病原性細菌などと同 じ よ うに 宿主 の 細胞

膜表面に存在する 「糖鎖」を介 して腸管に接着 して フ ロ
ー

ラ を形成す るも の と考え て ，Lactobacillus属乳酸菌と糖

脂質と の 結合を調 べ る と と もに ，Lact・bacillus属乳酸菌

の菌体表層に存在する と考えられ る糖鎖受容体タ ン パ ク

質に つ い て検討 した ．さ らに LactobacilltLS　re乳酸菌カミプ

ロ バ イ オ テ ィ ッ
ク ス として有用 で ある とい う観点か ら，

糖鎖受容体 タ ン パ ク 質の 遺伝子を菌体に組み込ん で 菌体

表層に 発現させ ，細胞との 接着能を高め た モ デ ル 乳酸菌

を作成する意図で 研究を行 っ た。

1． 糖鎖を介 した乳酸菌の 細胞接着

　乳酸菌 と腸壁 との 接着に つ い て の メ カ ニ ズ ム は未だ詳

しく解明 され て い ない ．そ の メ カ ニ ズ ム に つ い て い くつ

か の 報告がある に もか か わ らず，専門書に お い て も，乳

酸菌は 宿主 の 腸壁にある粘性物質 と付着する と記述され

て い る に過ぎな い ．3＞Conway と Kjellebergは Lαct・bacillus

属乳酸菌が分泌す る タ ン パ ク 質が菌体 と宿主 の 上皮細胞

との 結合の 橋渡 しを して い ると報告して お り，4）Coconni −

er らも同様の メ カ ニ ズ ム を報告 して い る．5＞また ，　 Lac−

t・bacillus属乳酸菌の 菌体表層に存在する糖が宿主 の 腸壁

の 粘性物質の 成分 と相互作用す るとも言われ て お り，6）

最近 の 研究で は Lact・bacilltes属乳酸菌が マ ン ノ ース に 感

受性 の ある受容体を 持 っ て い る こ とが報告 されて い

る．7，a）さらに ， 糖 タ ン パ ク 質で ある フ ィ プ ロ ネ ク チ ン 9）

や コ ラ
ーゲ ン との 接着 10）も示され て い る．

　私たちは，先に述べ た ように宿主 の 細胞膜上 に ある糖

鎖を介 し て乳酸菌が細胞接着する の で は ない か と考え

て ，
Lactobacillus　 casei と糖脂質糖 鎖 との 結合 を薄層 プ

レ
ー

ト を用 い た免疫染色法
11）に よ っ て調べ た．糖鎖 と

の 結合 の 解析 に 糖脂質を用 い た理 由は ，糖 タ ソ パ ク 質と

異な っ て 糖脂質は
一分子 に

一本の 糖鎖の み を有 して い る

た め に ， 乳酸菌が結合する糖鎖構造の 解析が非常に 容易

とな る か らで ある．

　まず，ス フ a ン ゴ 糖脂質を薄層プ レ
ー

トに ス ポ ッ トし

た 後，ク ロ ロ ホ ル ム ーメ タ ノ
ール 溶液に て 展開し，こ れ

を ポ リイ ソ ブ チ ル メ タ ア ク リ レ ー トで処理 して 固定し

た ．ブ ロ
ッ キ ン グ した後 ， L．　casei の 菌体懸濁液を添加

Tablc　1．　Binding　activity 　ofLactob αciglus　casei　to　various 　glycosphingolipids．

Glycolipid Structure
R．eladvebilldlngintens

量ty

Glucosylceramide　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Glcβ1−1
’
Cer

Galactosylcera皿 ide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Gal β1−1℃ er

Lactosylceramide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ga1　pl−4Glc　pl−1℃er

CTH 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ga1 α 正一4Galβ1−4Glcβ1−1
’
Cer

GLoboside　　　　　　　　　　　　　　　　　GalNAc β1−3Ga 置α 1−4Gal　pl−4Glcβ1−1
’
（〕er

Forssman 　hapten　　　　　　　GalNAc α 1−3Ga1NAc β1−3Ga1 α 1−4Gal β1−4Glc β1−1℃ er

GM3 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 NeuAc α2−3Ga1β14Glc β1−1℃ er

GM2 　　　　　　　　　　　　　 GalNAc β1−4（NeuAc α 2−3）Ga1 β14Glc β1−1
’
Cer

GMI 　　　　　　　　　　 Gal β1−3GalNAc β1
−4（NeuAc α 2−3）Ga ユβ1−4Glc β1−1℃ er

GD3 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 NeuAc α 2・8NeuAc α2−3Ga1β14Glc β正一1℃ er

GDla 　　　　　　 NeuAc α2−3Gal β1−3GalNAc β14 （NeuAc α 2−3）Gal β正一4Glc β1−t
’
Cer

GTlb

GQlb

GAlLG4SPGSulfatide

　　　　　NeuAc α 2−3Gal β1−3GalNAc β1−4Ga1β1−4Glcβ1−1
厂
Ger

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3
　　　　　　　　　　　　 NeuAc α 2−8NeuAc α 2／

NeuAc α2−8NeuAc α 2−3Gal β1−3GalNAc β1−4Gal β1−4Glc β1−fGer
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 NeuAc α 2−8NeuAc α 2／

　　　　　　　　　 Galβ1−3GalNAcβ14Gal β1−4Glcβ1一ゴCer

　　　　　　　　　 Gal β1−4GlcNAc β1−3Gal β1−4Glc β1−1℃ er

　　　　　NeuAc α 2−3Gal β1−4GlcNAc β1−3Gaユβ1−4Gic β1−1
’
Cer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 HSO3 −3Gal β1−1
’
Ger
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　Abbreviations　used ：Gal，　D −galactose；GalNAc ，　N −acetylgalactosamine ；GIc，
　D −glucose；GlcNAc ，　N −

acetylglucosamine ；NeuAc ，　N −acetylneuraminic 　acid ；Cer，　ceramide ．

　BindiIlg　intensity　of 　L．　casei 　to　CTH 　was 　taken 　as　100．
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して 4°G で一晩置き，次い で ， L ．　cαsei 菌体を ウサ ギに

免疫 し て得られ た抗乳酸菌ウ サ ギ IgG抗体を添加 した ．

そ の 後 ，
ペ ル オ キ シ ダーゼ で 標識 した ヤ ギ の 抗 ウサ ギ

IgG 抗体を二 次抗体と して 添加 し，免疫染色試薬に よ っ

て 染色 した．すなわち，薄層プ レ
ー

トに 固定 した糖脂質

に 乳酸菌が結合す る と青色 に 発色す る こ と に な る．そ の

発色を ス キ ャ ナ ーで読み込み ， 染色の度合い を相対値 と

して 計算 して 糖脂質と菌体との 結 合性を調 べ た ．Cer−

amide 　trihexoside （CTH ）に 対す る結合性を 100 として，

それぞれ の 糖脂質に 対す る本菌との 結合性 を 調べ た結果

を Table　1に示 した ．12）本菌は GTH や GA1 に 強 く結合

し，Glucosylceramideや Galactosylceramide，　Lactosylcer−

amide などに も結合 した．しか し，ガ ソ グ リオ 系 の 糖脂

質な ど，糖鎖に シ ア ル 酸を含む酸性糖脂質に は ま っ た く

結合を示 さな か っ た ．こ れ らの 結果よ り， 本菌は 中性糖

脂質に 対して結合し ， 非還元末端が ガ ラ ク トシ ル 基 か グ

ル コ シ ル 基 で あ る糖鎖に結合す る こ とが示唆 された．ま

た ，
ガ ラ ク ト シ ル 基 は 距 結合 で も β

一結合で も菌体は結

合するこ とが示 され，比較的短い 糖鎖に 結合する こ とも

明 ら か に な っ た ．最近 ， 向井らは L、reuteri と糖脂質と の

結合を調べ て ， 私た ち の結果と同じ よ うに非還元末端が

ガ ラ ク ト シ ル 基 の 糖鎖に本菌が結合す る こ とを報告 して

い る．13＞

　実際に 腸管に お い て Lactebacillus属乳酸菌が細胞膜上

（kDa ）

140 一

　　　　

唾
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　　　’　ev　’t　粥　nv　Pt，野’申鼎　琳　脚　’
　　　vePtPt　　　　　wr　meド　wu　サ　tt　　
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の 糖鎖に結合し て い る こ とを明らか に する た め に ， L．

‘α豌 が常在する こ とが知られ て い る ラ ッ ト小腸 の 粘膜表

層を剥ぎ取 り，ホ モ ゲ ナ イ ズ した後，ク 卩 卩 ホ ル ム ーメ

タ ノ
ール 溶液を用 い た Folch分配 とイ オ ン 交換カ ラ ム ク

ロ マ トグ ラ フ
ィ
ー

に よ っ て酸性糖脂質画分と中性糖脂質

画分に 分離 し ， そ れ ぞれ の 画分に つ い て菌体との 結合を

調べ た ．12 ）そ の 結果 ， 酸性糖脂質画分 に は数種類 の 糖脂

質が存在して い る に もか か わ らず，薄層プ レ ー
トを用 い

た免疫染色法の 結果で はま っ た く本菌の 結合が見られな

か っ た．一
方，中性糖脂質画分に は 多くの 種類の 糖脂質

が見い だ され た が ， Glucosylceramideや CTH ，　GA1 に

相当す る糖脂質に菌体との 結合が認 め られ た ．

2． 菌体表層の糖鎖受容体タ ン パク質

　L．casei の 菌体表層に 存在する と考えられる糖脂質糖

鎖 の 受容体 タ ソ パ ク 質を調べ た ．L ，α 觀 菌体を グ ア ニ

ジ ソ 処理 して表層 タ ン パ ク 質画分を得て ，こ れ に GA1

を添加 した後，ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動を行 い ，

次い で ，抗 GA1 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体を用い て ウ エ ス タ

ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ を行 っ た ．そ の 結果，

一本の 染色バ ン

ドが見い だ され ， GAI に結合する タ ソ パ ク 質で ある こ

とが示唆された （Fig．1）．
14）本 タ ン パ ク 質は 約 16kDa の

分子 サ イ ズ を持 つ サ ブ ユ ニ
ヅ ト に よっ て構成 された約

160kDa の タ ン パ ク質で あ る こ と が示 さ れ た．そ こ で ，

本タ ソ パ ク質の遺伝子を ク ロ
ーニ ン グする 目的で N一末

端よ り27残基の ア ミノ 酸 の 配列を決定し ，
こ れ を基に し

て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ
ーブ を作成 した．一

方 ，L ，

α 戯 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リー
の構築を企 て た ．嫌気培養し

CHllkbp

囲

　 　 　 SacI 　　　 ゆ π 1＊

一
働 厄 I　 Kpn 　Ik ，nI

EcθRI　　　　　　　　　 EceRU

　 　 　 IIindlllEcoRI

　 F

Fig．1．　 Immunoblotting　 of 　surface 　Iayer　protein肋 m 肋 6−

　　tobacillus　casei　using 　anti −GA1 −monoclonal 　antibody ．　 The

　　surface 　layer　proteins　of　L．　casei　obta 孟ned 　by　guanidine
　 treatment 　were 　incubated　with 　GAI 　 and 　the　mixture 　was

　　analyzed 　by　native 　gradient　polyacrylarnide　gel　elec
−

　　trophoresis．　Thereafter
，
　the　gel　was 　electroblotted 　onto

　 nitr （，cellulose 　membrane 　and 　stained 　by　anti
−GAl

　 monoclonal 　antibody ，

T［
　

＝ ＝＝ ＝ ＝ ＝ コ ＝ ：＝：＝＝ ：＝ ＝ ＝ ：

（EしoRI ）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EcoRI　　3．Okb

亠
EcoRI 　　　　　　　　　　　　　　Hino匸I　　　　　Hind匸II　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ifJncll　 EcoRI

一
　 　 Styl　 StyL　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 ∫ty【
一 一一一一一dy 司4 鬮一一一 P

　 　 ORF −4　　　　　　0RF −3　　　　　　　 0RF ・2　　　　　0RF −1

Fig．2．　Restriction皿 ap 　 of　the　inscrt　fragment　in　pQsitive
　　clone 　GH1 ．　 The 　3，0kbp　EcoRI　fragment　was 　found　to

　　be　positive　by　Southern　hybridization　us 正ng 　the 　ol互go−

　　nucleotide 　probe，　The 丘agmellt 　contained 　40pen 　read −

　　ing　frames　and 　ORF −2　encoded 　the 　GAI −binding　protein．
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た菌体か らゲ ノ ム DNA を抽出し，　 Sau3AIで部分分解 し

て ，得られ た 10−15kbp の DNA 断片を BamHI で v ル チ

ク ロ ーニ ン グ サ イ トを切断し た Gharomid ベ ク タ
ー

に繋

い だ．こ れを 2一フ
ァ

ー
ジ を介し て大腸菌 DH5 α に 導入

し，得られた ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リーよ り， オ リゴ ヌ ク レ オ

チ ドプ ロ
ーブを用 い て ス ク リ

ー
ニ ソ グ した結果，最終的

に異な る サ イ ズ を持つ 5 つ の 陽性 ク P 一ン が得られた．

そ の うち の
一

つ の 陽性 ク 卩
一ン を CH1 と名付け て 制限

酵素地図を作成した ．オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ーブとハ

イ ブ リ ダ イ ズ す る 陽 性 断片 を探 し た と こ ろ ， 3．Okb

EcoR．1断片を見 つ け出 した ．こ れを pUC18 ベ ク タ ーで

サ ブ ク ロ
ーニ ン グ して 塩基配列を決定 した とこ ろ，4 つ

の Open　reading 　frameを見い だ した ，こ の うちの ORF −2

が GA1 の 受容体 タ ソ パ ク 質 の N一末端ア ミ ノ 酸配列 を

コ
ードして い た の で ，求め る遺伝子である こ とが明らか

と な っ た （Fig．2）．
15）ORF ・4 は 6−phospho一β一galactosidase

と ホ モ ロ ジ ーが高い こ とが認め られた，OR．F−2が コ
ー

ドする糖鎖受容体タ ソ パ ク質は 155 ア ミ ノ 酸残基 か ら構

成 され て い る ポ リペ プチ ドで あっ た ．

3． 糖鎖受容体タ ン パ ク質の発現

　本 タ ン パ ク質の 遺伝子を含む組換 え プ ラ ス ミ ドpR3E

を持 つ 大腸菌 DH5 α の 無細胞抽 出液に つ い て native

gradientポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動を 行 っ た と こ

ろ ，L ．　casei の GA1 受容体タ ソ パ ク 質 とほ ぼ同じ分子サ

イ ズ の 位置 に タ ン パ ク 質が 強 く発現 して い た ．さらに

GA1 を添加 して 電気泳動を行 っ た後，抗 GA1 モ ノ ク

卩 一
ナ ル 抗体を用 い た Immun ・bl・tting を行 っ た と こ ろ，

発現 タ ン パ ク 質に相当す る位置に 染色が認め られ た．

　本 タ ン パ ク 質が L．casei 菌体の どの 部分に 存在 して い

るか に つ い て調べ るため に 本 タ ン パ ク 質を ウサ ギ に免疫

して得られ た 抗血 清を用 い た ウ エ ス タ ソ プ ロ
ッ テ ィ

ソ グ

を行 っ た結果，菌体を緩衝液で抽出した画分お よ び グ ア

ニ ジ ソ 処理 して得られた画分に本タ ン パ ク 質が見 い だ さ

れ，本 タ ン パ ク 質が菌体表層に存在する こ とが示唆され

　　　　　 surfacc −locateCl　　cytosol

　　　　「
一一一一一

「 一

（、Da， 。な轟 ’
669440232140

67

＜

Fig，3．　 Native　gradient　polyacrylamide　gel　electrophoresls 　oi

　　both　fractions　of 　cell　surface 　and 　cytosol 　from　recombinant

　 Escherichia　coli 　and 　host　E．‘oli　DH5 α ．　 The 　protein　band

　　was 　fbund　at　the　same 　position　as 　that 　of 　GA1 −binding

　　protein　ofL ．　casei　in　both　fractions　of　recombinant 　E，　coli ，

　　The　arrQw 　iIldicates　GAi ・binding　prote三ns ，

た ．さらに グア ＝ ジ ソ 処理 した後の 菌体内の 細胞質画分

に も本タ ン パ ク 質が存在する こ とが認め られた．す なわ

ち，本 タ ソ パ ク 質は L．‘餾 ガ菌体 の 細胞質と細胞表層 の

い ずれ に も存在す る こ とが 示唆され た．ま た ， 組み換え

大腸菌に つ い て も本タ ソ パ ク質が存在する部分を調 べ た

と こ ろ ， 組換え大腸菌の 細胞表層画分に も細胞質画分 に

も，L ．　caseiの 糖鎖受容体タ ン パ ク質 と同じ分子 サ イ ズ

の 位置に タ ン パ ク 質の バ ン ドが見られた （Fig．3）．

4． 糖鎖受容体タ ン パ ク質の分布

　 こ の 糖鎖受容体 タ ン パ ク 質が他 の Lactobacillus属乳酸

菌に も存在する の か どうか と言 うこ とは大変に 興味ある

こ とで ある，そ こ で ，ORF −2を プ ロ
ーブ とし て用い て ，

種 々 の Lactobacillus属 乳酸菌よ り抽出 した ゲ ノ ム DNA

を サ ザ ン プ ロ
ッ テ ィ ン グ解析した 結果，私た ちが ヒ ト乳

Pathogenic　bactcria　or　Bacteri田 toxin

鷲 厂＼ 脚 一

Q

→

Fig，4．　 The 　conccpt 　of 　lactic　acid 　bacteria　therapy 　using 　a 　recombinant 　Lactobaciltzas　g．　train．
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児糞便か ら単離 して L，Plantarumと同定 した菌も含め て，

調 べ たす べ て の Lactebacitlus属乳酸菌 の b”

ノ ム DNA 上

に 本 タ ソ パ ク 質の 遺伝子が存在 して い る こ とが示 され

た ．と こ ろが ，
こ の 遺伝子を持つ Lactobacillus属乳酸菌

の 無細胞抽出液に つ い て ，糖鎖受容体タ ソ パ ク質の抗体

を用い て ，ウ エ ス タ ソ プ ロ
ッ テ ィ ン グ解析を行 っ た結果，

L ．仰 召6α画 お よ び単離同定した L．鈎 伽 7熈 に は 糖鎖受

容体タ ン パ ク 質が存在する こ とが 示 され た に もか か わ ら

ず ， そ の 他 の LactebaciUus属乳酸菌に つ い て は本タ ソ パ

ク質が発現 して い な い こ とがわか っ た ．すなわ ち ， 本遺

伝子を持 っ て い る LactobaciltttS属乳酸菌の すべ て が ，そ

の 細胞表層に 糖鎖受容体 タ ソ パ ク 質を発現 し て い る わけ

で は な く， 菌株に よ っ て そ の 発現が異な る こ とが示唆さ

れた ．同様に し て Lactebadillus　ma以外 の 乳酸菌に つ い て

も本 タ ソ パ ク 質の 発現を調べ た が，い ずれ の 乳酸菌も本

タ ン パ ク質を発現し て い な い ．こ の 結果は本 タ ソ パ ク 質

が LactobaciUus　M 乳酸菌の 限られた菌株 に の み発現し て

い る こ とが推測された．

5． 展 望

　私た ち h
”
・・　Lact・bacillus　k 乳酸菌の 糖鎖受容体 タ ン パ ク

質の 遺伝子を ク ロ ーニ ソ グした 目的は ，こ の 遣伝子を再

び LactobacillttS属乳酸菌に組込み ，糖鎖受容体 タ ソ パ ク

質を菌体表層 に 多量 に発現させ る こ とに よ っ て
， 細胞 と

の 接着能が高め られた乳酸菌を得 よ うとす る こ とで あ

る．Fig．4は細胞との 接着能が高め られ た組換え乳酸菌

を用い た乳酸菌セ ラ ピー
の 概念を示し た もの で ある．i5）

まず，あ らか じめ，組換え乳酸菌を投与する こ とに よ っ

て 病原性細菌や細菌毒素が結合し得る細胞膜上 の 糖鎖を

塞い で お くとい う方法で ， 病原性細菌や細菌毒素は 結合

し得るけれ ども乳酸菌は結合で きない とい う糖鎖に つ い

て も，乳酸菌に よ る立体障害に よ っ て 病原性細菌や 細菌

毒素が近づ けな い よ うに す る．また ， 病原性細菌や細菌

毒素が，い っ た ん 細胞膜上 の 糖鎖に 結合し て も，結合能

が強い 組換え乳酸菌を投与する こ とに よ っ て，病原性細

菌や細菌毒素を排除する こ とがで き る の で は な い か とい

うこ とを示した ．

　 こ の よ うな薬剤を用い な い 乳酸菌 セ ラ ピーが今後 ， 健

康食品志向の 中で非常に 重要に な るもの と考え られ，接

着能を強化した 乳酸菌が必要に な る もの と考 えて い る．
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