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腸 内乳酸菌に対 す る胆汁酸 の 生育阻害機構 の

　　　　　　　　　　　エ ネル ギ ー 代謝解析

横 田　 篤 ＊ ・Peter　Kurdi

　消化 液 の 成分 で あ る 胆 汁 酸 が腸 内細 菌 の 生育 を 阻 害

する こ と は よ く知 られ て い る が，そ の 阻害機構 に つ い て

の 知 見 は きわ め て 乏 しい ．し か し こ れ を 明 ら か に す る こ

とは 基礎科学 と し て 重要で あ る だ けで な く，高濃度 の 胆

汁酸が存在す る 腸内環境 で 十分 に 機能を発揮 で きる 高機

能プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス を開発す る基盤 とな る．そ こ で 本

稿 で は，プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス と し て 重要視 され て い る

La・ctobacilliks 　pa，　 Btfidobacterium　vaiな ど の 腸内乳酸菌に 対

す る胆汁酸の 生育阻害機構 につ い て 検討 し た 筆者 らの 結

果を中心 に紹介す る ．胆汁酸 は そ の 界面 活性作用や疎水

性 か ら細胞膜に作用する と考えられ て お り，こ れ ま で 膜

損傷，疎水性 弱 酸 と して の 細 胞 内 pH の 酸性化 な ど の ス

トレ ス が 想定 され て きた．しか し微生物細胞 にお い て こ

れ らを明瞭 に 裏付け る 実験結果 は こ れ まで 報告 され て い

ない ．筆者 らは 胆 汁酸 と細胞膜 と の 相互作用 を 詳細 に検

討 し，胆 汁酸が 腸内乳酸菌の プ ロ トン 駆動力 （生 体エ ネ

ル ギー
）を完 全 に 消去 す るプ ロ トン コ ン ダ ク ターと し て

作用す る こ とに よっ て 生育阻害を引き起 こ す機構を明ら

かに し た．こ の 新知見 は 腸 内乳酸菌 に お け る胆汁酸 ス ト

レ ス の エ ネル ギ ー代謝的側面 を 明確 に した もの で あ り，

こ の 分野 の 今後 の 研究 に 意義ある指針を 与え るもの と思

わ れ る．

ヒ ト腸管 内 の 胆汁酸 と その 代謝

　本稿 の 理 解の た め に，は じめ に ヒ ト腸管 内 に 見 い だ さ

れ る胆汁酸の 構造 と代謝につ い て 簡単に紹介す る．胆汁

酸 は ス テ ロ イ ド化合物 で あ り，腸管内で 脂質 の 乳 化 に働

き消化 を助ける 重要な役割 を果た して い る 消化液の 成分

で あ る．まず胆汁酸 は肝臓で 血清コ レ ス テ ロ
ー

ル を原料

に 24 位 の カ ル ボ キ シ ル 基 に タ ウ リ ン あ る い は グ リシ ン

が ア ミ ド結合した 抱合体 と して 生合成 され，十 二 指腸 に

分泌 される．その 代表的な分子種は コ
ー

ル 酸 ，ケ ノ デオ

キ シ コ
ー

ル 酸 の 抱合体 で あ る タ ウ ロ コ ール 酸 （TCA ），タ

ウ ロ ケ ノデオキシ コ
ー

ル 酸 グ リ コ コ
ー

ル 酸 （GCA ），グ

リコ ケ ノ デオ キ シ コ
ー

ル 酸 で あ る が，量的 に は コ
ー

ル 酸

の 抱合体 が fE倒的 に 多 い ．こ れ ら は 小 腸 に お い て 役割を

果 た した後，大部分 は 小腸 か ら再吸収 され て 肝 臓 に 戻 さ

れ る 腸肝循環 に よ っ て リサ イ クル され て い る．し か し
一

部 の 抱合胆汁酸 は 種 々 の 腸内細菌 に よ り脱抱合反応 を受

け，タ ウ リ ン やグ リシ ン が 除去 され て コ
ー

ル 酸 （CA ）や

ケ ノ デ オ キ シ コ
ール 酸 （CDGA ）な どの 遊離胆 汁酸 に変

換 され る．1）さ ら に CA や CDCA の
一

部 は，　 Clostridium属

などの 腸内細菌によ り 7位 の 水酸基 が 除去 され，それ ぞ

れデオキ シ コ
ー

ル 酸 （DCA ）や リ トコ
ー

ル 酸 （LCA ） に

変換 され る，2）こ れ ら ス テ ロ イ ド骨格に変化 を受け た 肛

汁酸を二 次胆汁酸 と総称す る．特 に DCA ，　 LGA に は 大腸

ガ ン の 発症促進作用 が 知 られ て い る．再吸収 され なか っ

た これ らの 胆汁酸 は糞便 ととともに体外排泄 に よ り失わ

れ る．こ れ らの 構造 を 図 1に ま と め て 示 した ，

　物 理 化学的 な 性状 に よ り 区別す る と，pKa 値 は TGA

（1．4）くく GCA （4．4）＜ CA （6．4）≒ DCA （6．58）とな り，

特 に TGA が ス ル ホ ン 酸 で あ る た め き わ め て 低 い 値 を 示

すが ，CA ，　 DCA な どの 遊離胆 汁酸は 弱酸 で あ る．ス テ

ロ イ ド骨格に 付 く水酸基 の 数は GA が 3個，　 DCA ，　 CDGA

が 2個 ，
LCA が 1個 で あ る．疎水性 の 強 さは LGA ＞ CDGA

≒ DCA ＞ CA の 順 とな り，LGA は 水不 溶性 で ある ，した

がっ て ，CA ，　DCA ，　CDGA は い ずれ も疎水性弱 酸で あ る．
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腸 内 乳酸菌の 胆汁酸取込 み 活性 の 発見

　 胆汁酸 が腸 内乳酸菌に 及ぼす 生 育阻害 な どの 生理的

影響 の 基礎的知 見 を 得 る 目的 で ，種 々 の Lactoba（二illus　as

（5種 13株），BtY｝dobacterium属 （7種 9株）菌株 の 胆 汁酸

輸送 （取込み ！排出）活性 を調 べ た．S　4）そ の 結果，試 験 し

た す べ て の 菌株 に お い て GA が エ ネ ル ギー
依存的 に 細胞

内 に 取 込 まれ る こ と を見い だ し た ．GA の 蓄積倍 率 （細

胞 内CA 濃度！細胞外 CA 濃度）は，　B卵40抛 6‘爾 欄 属 の 場

合 で 2〜8倍 で あ り
，
Lactobacillus　maに お い て もほ ぼ同程

度 で あ っ た．さらに 生体エ ネル ギー
論的解析 に よ り，そ

の 取 込 み 機 構 を 明 らか に した （図 2）．腸内乳酸菌は 発酵

的糖代謝によ り乳酸や酢酸などの 有機 酸を生産 し，これ

に伴 っ て ATP が生成 され る．　 ATP は菌体形成 の エ ネル

ギー源と して 利用 さ れ る ほ か ，細胞膜 Lの H ＋ −ATPasc

を 駆 動 して細胞 内か ら細胞外 に水素イオ ン を くみ 出すた

め に 用 い られ，細胞内 が 有機酸 に よ っ て 酸性 化 され る の

を防 い で い る．こ れ ら の 結果，細胞膜 を 隔 て て 水素イ オ

ン の 濃度勾配が形成され ，細胞内 は細胞外 に 比 べ て 相対

的 に ア ル カ リ性 に，電気的 に は マ イ ナ ス とな る．前者 の

膜内外 の pH 勾配 をApH ，後者 の 電位差 を 膜電位 臼 Ψ ）

と 呼ぴ ，こ れ らの 和 が 化 学浸 透圧 エ ネル ギー
で あ る プ m

トン 駆動力 を 形成す る．プ ロ トン 駆動力は生体 エ ネ ル

ギーと して 物質輸送な どの さまざ まなエ ネル ギ
ー

源 と し

て 利用 され る．（A は 弱酸 （pKa ＝6，4）な の で，図 2 に

示 し た よ うに 中性 の 腸管内 で は 非解離型 分子 が か な りの

割合 で 存在す る．非解離型 分子 は 電荷 が な い の で 極性 が

低 く，リン 脂質．重 層 か ら成 る細胞膜 を越えて 容易 に 細

胞 内 に 拡散す る．細胞 内 に 入 っ た CA は ア ル カ リ条件で

図 2．腸内乳酸 菌 の エ ネ ル ギー代 謝 と胆 汁酸 の 取込 み 機構．G6P ，
グ ル コ

ー
ス 6一リ ン 酸 ．（文 献 5） よ り改 変 ）．

中和され ，水 素イ オ ン を 失 っ て 解離型 CA と な る が
，

こ

れ は 極性 が 高い た め に 細胞膜を通過する こ とが で きなく

な る．ア ル カ リ性条件 の 細胞内 で は 酸性条件 の 細胞 外 よ

り CA の 解離度 が 高くな り ，

一
方 で 細胞 内外 の 非解離型

CA 分子 の 濃度 は 等 し くな る よ うに 平衡が達成され るの

で ，最終的 に は解離 型 と非 解離 型 CA の 総和 は 細胞 内の

方 が 細胞外 よ り高 くなる．こ れ が CA 蓄積 の メ カ ニ ズ ム

で あ る，Lactobaciltus属お よ び β曜40み副 碗 襯 属菌株 の 細

胞 内 pH を pH 感受性蛍光プ ロ ーブ に よ っ て 測定 した 結

果，形成 された ApH の 値 と取 込 み の 実測値 の 問には，

Hcndcrson −Hasselbalch の 式 で 計算され る 理 論値 に よ く

一
致す る相 関が 見られ，こ の 取込 み 機構 の 妥当性が裏付

けられ て い る．さらに 抱合胆汁酸 で あ る TCA は極性が

強 い （pKa ＝1．4）た め リン 脂 質 二 重 層 か ら成 る 細 胞 膜 を

通 過 で き な い と され て い る が ，6）脱 抱合活性 を持た な

い LactobaciUus　ntに は 取込 まれな い こ とを確 認 し て い る．

っ ま り腸 内 乳酸菌 の CA 取込 み 過程 は トラ ン ス ポーター

が 関与す る もの で は なく，細胞膜，ApH ，遊 離胆 汁酸

（弱酸） とい う3者 の 共 存で 起 こ る ApH を駆動力 とす る

拡散で あ る．細胞毒性 の 強 い CA を取込む こ とは
一

見合

理 性 を欠 い て い るが，こ の 取込み機構 に よっ て あ る程度

理 解 で きる．また
， 我 々 が 使用 して い るすぺ て の Bifido−

bacterium　ts菌株 は GA を ま っ た く代謝せ ず，栄養源 と し

て 利用 し て い ない こ と も確認 して お り，こ の 機構 を裏付

ける事実 と考 え て い る．以 Eの 実験結 果は ，胆汁酸 と細

菌細胞 の 相 彑 作用を明 らか に した初め て の 知見 で あ る．

胆汁酸取込み活性 の 発見か ら

胆 汁酸生育阻害機構の解明

　腸内乳酸菌 に よ る胆汁酸 の 取込 み は ，当然，腸内乳酸

菌の 生育時 に も起 こ っ て い る で あ ろ う．し た が っ て ，胆

汁 酸 に よ る 生育阻害 は そ の 取 込 み に伴 う現象 と推定 され

る．胆汁酸 の 取込みは ApH を消費 して 起 こ るの で ，胆汁

酸は細胞 内を酸性化する こ とになるが ，こ れま で 胆汁酸

に よ る 細胞内 の 酸性化を実測した例は ない ．生育1沮害機

構 は こ の 酸性化 に密接に 関連 して，酸性化 そ の もの ，あ

る い は 酸性化 に よ り ApH ＝0 と な る脱 エ ネル ギー
化 が 原

因 で あ る こ とが 想像され た が，む ろ ん い ずれ も実証例 は

な い ．そ こ で次の 実験 を 行 っ た ．

1） 胆 汁酸の 最 小 生育阻止濃度 （MIC ） の 決定　　まず，

GA や DCA の 腸内乳酸 菌に 対す る MIC を，乳酸菌 の 標

準培 地 で あ る MRS 液体培 地 に お け る 生育実験に よ り

決定 した （投稿中）．表 1 に は 代表的な結果 を示 した が ，

L α6励 α翩 郡 属 と Bopidobacterium属菌株 い ずれ に お い て
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も，GA に つ い て は 数 mM ，　 DGA に つ い て は ほ ぼそ の

1110 の 濃度 で あ っ た ．こ の 結果 か ら 明 ら か な よ うに ，

DGA の 阻 害 は CA に 比 べ て 約 10 倍強 い こ とが わ か る．

表 1 に は 示 し て い ない が CDCA の MIC も DCA と 同 程

度 で あっ た，こ れ らの こ とか ら，胆汁酸の 生 育阻害 の 強

さ は，そ れ ぞ れ の 疎水性 と対 応 し て い る こ と が 示 され た ．

2）細胞内 pH に 及ぼす外部胆 汁酸濃度 の 影響 　　腸 内

乳酸 菌に よ る 胆 汁酸の 取 込 み 量は ，そ の 取 込 み 機構か ら

外部胆汁酸濃度 が 高 い ほ ど増 大 し，こ れ に 伴 う細胞内 の

酸性化 も顕著 になるもの と想像 され る．そ こ で 外部胆 汁

酸濃度 の 上昇 に より細胞内 pH が どの よ うに変化す る か

を多数の Lαctobαcitlus属，　Btfidobα cterium 　M 菌株 に つ い て

pH 感受性蛍光プ ロ
ーブを用 い て 実測 した．そ の 結果予

想通 り，外部 CA 濃度の 増大 に 応 じて 細胞 内 pH の 低
．
ド

が観察 され，どの 菌株 で も外部 CA 濃度 が 数 mM の 範囲

で 細胞 内 pH が 細 胞 外 pH と同
一と な る （す な わ ち

ApH ＝0） こ とが明 らか に な っ た （投稿中）．表 1に は 各

株 の ApH を 完全 に 消去す る外部 CA 濃度 を示 し た．驚 く

べ き こ と に，こ の CA 濃度は，前項 で 決定 した各株 の MIC

と ほ ぼ一
致 して い た （表 D ，さ ら に DGA を 用 い て も 同

様 の 現象が観察 され た が，ApH ＝0 を 与え る DCA 濃度

は CA の 約 1110で あ り，こ の 場合 も各菌株 の MIC と ほ

ぼ
一

致する こ とが 明 らか とな っ た （表 1）．図 3 に は，外

部CA，　DCA 濃度 を増大させ た 時の 細胞内 pH の 変化 の 典

型 例 を示 した ．

　以 上 1），2） の 結果 か ら，GA や DGA に よ る 生 育阻害

は細胞内 の 酸性化に よ る ApH の 消 去 に よ り細胞 が エ ネ

ル ギ
ー

欠乏 （ApH ＝ 0） に 陥 る た め で あ る こ とが 強 く示

唆 され た．

3） A Ψ に 及ぼす外部胆 汁酸濃度の影響　　2） に お い て

胆汁酸はApH に 影響を与 え るこ と が 示 され た が ，プ ロ ト

ン 駆動力 の 電気化学的成分で ある 」Ψ は どの よ うな影響

を受 ける の で あろ うか ．こ れを明らか に す る こ とは，胆

エ
ユ

7，0

6．5・

10 20

反 応 時 間 （分 ）

30

△pH

図3．細胞 内 pH にお よ ぼす外 部胆 汁酸濃度の 影響．図 は 多くの

腸 内乳 酸 菌 を 用 い て 得 られ た 実験結果 を
一
般化 し た もの で ある．

反応 系 に グ ル コ
ー

ス （G］c） を 添 加 して 乳 酸発 酵 を 開始 させ る と，
図 2 に 示 した機 構 に よ り細 胞 内 pH が 上 昇 し，　ApH が形 成され

る．矢印で 示 した時点 で 反応 系に GA あ るい は DGA を添加す る

と，添加 量 に応 じて 細 胞 内 pH が 低 下 し，あ る濃 度 に 達す る と外

部 pH （こ の 図 の 場合 は 6．5） と 同
一

に なる （ApH ＝＝O）．

汁 酸 の 作用様 式を明確 に す る ため に 決 定的 に 重要 で あ

る．も し A Ψ が保持 され る な らば ， 胆汁酸 は 弱酸 と して

細胞内 の 酸性化 の み を 引 き起 こ す こ と に な る．一方，」Ψ

が 消去 され る 場合 は ApH の 消去 と合 わ せ て プ ロ トン 駆

動力そ の もの が 完全 に消去 され る こ とにな り，こ の 場合

は プ ロ トン コ ン ダク タ
ー

すなわち脱共役剤 とし て の 作用

様式 とな る．」Ψ 感受性蛍光プ ロ ーブ を用 い た測定 に よ

り，五観 oゐ忽 〃働 属 β顔40わα 6嬬 襯 属菌株い ずれ に お い

て も，CA ，　 DCA は 外部濃度依存 的 に 」Ψ を 低
．
ドさせ る こ

とが見 い だされた （投稿 中）．」Ψ ＝0を与 える CA ，　 DCA

濃度 は MIC や ApH ＝0 を 与え る それ ぞれ の 濃度 より若

干低 い が （表 1），やは り DCA 濃度は CA 濃度 の ほ ぼ 1110

で あ っ た ．GDGA に つ い て も，　 DGA と同程度の 低濃度で

ApH と」Ψ を消去 す る こ と を B2fidobacterium　re菌株 に お

表 1．腸 内乳 酸菌 の 生 育 を阻止 す る，あ るい は ApH ，」Ψ を消去 す る胆汁 酸の 最小 濃度

菌株 CA 濃度 （mM ） DCA 濃度 （mM ）

MIC 」pH 　diss．　　」Ψ diss． MIC 　　 ApH 　diss．　 」Ψ diss．

Lactobacitbzas　sativarEzas　JCM　1　044

LactohacrZtttsgasseriJCMI131T

Btfidobacte7ium　breve　JCMI192T

00067pD 050766 O
「
DO

3300 0．7NDO

．5

808010 373000

ApH 　diss．：ZipH を 消去 す る 胆 汁酸 の 最小濃 度

」Ψ diss，： 」Ψ を消去 す る 胆汁酸 の 最小 濃度

ND ： 測定 し て い ない
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い て確認 した．こ れ ら の 結果 は CA ，　 DCA ，　 CDCA が プ

ロ トン コ ン ダ ク ターと し て 作用 し，腸 内乳 酸菌細 胞 を エ

ネ ル ギー欠 乏 状態 に 陥れ る た め に 生育阻害を 引 き 起 こ す

機構 を明 白に 示す もの で あ る，一
方，データ に は 示 して

い ない が，同 じ実験系 で，酢酸 ，プ ロ ピ オ ン 酸 酪酸な

ど の 腸管内に存在する 短鎖脂肪酸 は 細胞 内 pH を低
．
ドさ

せ たが，逆 に 」Ψ を増大 させ る こ とが 観察 され，胆汁酸

と は 異 な り，弱酸 と して の 作用だけで あ る こ とが 分 か っ

た （投稿中）．また こ れ らの 短鎖脂肪酸 は高濃度で 添加 し

て も腸 内乳酸菌 の 生育 阻 害を起 こ さな い こ と も確認 し

た．

　以 上 1），2），3） の 結果は，胆汁酸 の 生育阻害 とエ ネ

ル ギー代謝に及 ぼす影響を は じ め て 明 確 に 結 び 付 け た 成

果 で あ り，胆汁酸 がプ ロ トン コ ン ダク ターと して 作用す

る こ とを結論付 けた点で ，大 き な意義が あ る．

胆汁酸分子 の プロ トン コ ン ダクターと し て の作用機構

　 以 上 の 検討 で 胆汁酸 の 生育 ISE害機構 は ほ ぼ 明 らか に で

きた が
，

こ れ で す べ て が解決 した わ け で は な い ．一
般論

と し て プ ロ トン コ ン ダ ク ターと して の 作用 が 成 立 す るた

め に は，そ の 分 子 が プ ロ トン 化，脱 プ ロ トン 化 の い ずれ

の 分子形態に お い て も脂質 二 重層 か らなる細胞膜を越え

て 自由に 移動で きる必要 が ある （図 4）．合成脱共役剤 で

あ る ジ ニ トロ フ ェ ノ
ー

ル や CCCP な ど は，分子 全体が 疎

水性 で あ る だけで な く，そ れ らの 解離型 の 負電荷 が 分子

内 の
一
部 に偏 らず に分散する性質を有し，こ の た め ど ち

らの 分 子形態 で も容易に細胞膜を通過 で きる．胆汁酸 の

場合 は，プ ロ トン 化 した GA ，　 DCA ，　 CDGA は 細胞膜 を

通過 で き る が，DCA ，　 CDCA は CA に 比 べ て 疎水 性 が 強

　 　 　 H
’，

。。＿⊥ x
一

　 　 　 H
−

BAH 江 ， A
一

外

細胞膜

内

XHT
　
x
−

　 　 　 H
’，

BAT
　
BA

　 　 　 I「

図 4．合成脱 共 役 剤 と胆 汁 酸 の プ ロ トン コ ン ダ ク タ
ー

作 用 機 構

合成 脱共 役剤 （XH ） は，極性 を持つ 解 離型 分子 （X
−
） も細胞膜

を 自由に 通過 で きるの で ，細 胞膜 内外の 水 素イ オ ン の 濃度 勾配 が

解 消 され る．胆汁 酸 （BAH ）の 場合 は、解離型 分子 （BA −）が 細

胞 膜 を 通 過 で き な い の で，BA一の 通 過 を 促 進す る 膜 タ ン パ ク 質

（図 中の の ）が 必 要 と な る．

い た め 通過速度は約 10 倍高速 で あ る こ とが モ デ ル 膜 小

胞 を 用 い た 実験 で 証 明 され て い る．6） こ の こ と が 生 育阻

害や プ ロ トン 駆動力消去 に 要 す る DCA ，　 GDGA 濃度 が

CA の 約 lflOで あ る こ とと関連 して い る もの と考え られ

る．一
方，GA ，　 DCA ，　 CDCA の 解離型 は細胞膜 を実質

上 通 過 で き な い こ と が 同様 の 実験 で 証明 され て い る．

筆者 ら も実際 に腸内乳酸菌 か ら細胞膜 の リン 脂質 を 抽 出

し て 膜小胞 を作成 し，こ れを用 い て CA，　 DCA ，　 CDGA

の 解離型 が 実質上意味あ る膜透過性 を 示 さな い こ と を観

察 し て い る （投稿中）．以 上 の 結 果 は ，腸 内 乳酸菌 の 細

胞 膜 に は解離型 胆 汁酸 を通過 させ る作用 をもつ 何 らか

の 輸送 タ ン パ ク 質 が 存在す る こ と を強 く示 唆 し て い る

（図 4）． ミ トコ ン ド リア の 内膜 に は解離型脂肪酸を輸送

す るい くつ か の 輸送 タ ン パ ク質が知 られ て お り，7）腸内

乳 酸菌 に も 類似 の 膜 タ ン パ ク質 が 機能 し て い る の か も

しれ ない ．こ れ ら の 解明の た め に は，今後 さらに検討が

必 要 で あ る．

　本稿 で は ，
「ス トレ ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジー

」 の 話題 と し

て ，胆汁酸が腸内乳 酸菌に及 ぼす ス トレ ス に 焦点を当て ，

筆者ら の 研究 を 中心 に 解説 し た．冒頭 に 述 べ た よ うに ，

胆 汁酸ス トレ ス の 実態 に つ い て の 理解は極めて 不
一
卜分 で

あ る．筆者らは こ れ ま で の 研究で ，腸内乳 酸菌 が 胆 汁 酸

を取込む活性 を有 して い る こ と， ま た そ の 取 込 み 機構 を

明 らか に した．さらに こ れま で曖昧で あ っ た 腸内乳酸菌

に 対 す る胆 汁 酸 の 生 育 阻害機 構 が，プ ロ トン コ ン ダ ク

ターと して エ ネル ギー
欠 乏 をひ き起 こ すた め で あるこ と

を 明 ら か に した ．こ れ らの 基盤的知 見 が，今後，高機能

プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス 開発などの バ イ オ テ ク ノ ロ ジーに 生

か され る こ とが期待 され る．
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