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　　　　　　　　　　　　　　　　　論文内容の要．旨　一．

Eπ亡erococcμ8毎ecαZ‘8はヒ』トの勝内乳酸菌フローラの代表的菌種の1つであり、すでに1950年代より、

その整腸作用が注目され生菌剤（プロバイオティクス）としてヒトあるいは動物に用いられたき鳶。

　本研究に供試した且角ec瞬8　TH1σは、マレーシアにおける大耳を主原料どする伝統的発酵食品「テン

ペ」から優勢菌種のユつどして分離されたもので、著者は、これまでに、本四が酸耐性（pH3．5）、：食塩附

性（10％）、胆汁酸耐性（6．ユ％）など，瓦．1hecαZ‘3としての一般的性状を有するとともに、他の乳酸菌の6

倍以上の強いプロテアーゼ活性を持ち、また、－抗菌性物質としてのコハク酸の産生性を示すことな’ど、プロ

バイ才ティクスとして有用と考えられる性状を有することを明らかにしてきた。

　本研究は、さらに、本菌が（1）これまで他の乳酸菌では知られていなかった特性としてフェニル乳酸の

産生性を有すること、および（2＞ヒト腸管上皮細胞の培養モデルCaco・2細胞に対する付着性を有するこ

とを明らかにするとともに、（3）プロバイオティクスの最も重要な特性の’1つといわれるヒト腸管付着性

の増壷を目的として、分子育種学的手法を用いて他の乳酸桿菌のゲノムからクローニングしたヒト腸管付着

性遣伝子を本菌に導入し、その遣伝子が本菌において発現することを明らかにした。

1．且掲εcα伽TH10のフェニル乳酸産生性

　プロバイオティクス乳酸菌の特性の1つとして、バクテリオシンなどの抗菌性物質の産生性があげられて

聴・：る℃・』そこで、各種病原性細菌1ヒ対する抗菌性を指標に且角εcαZεsTH10』のMRsi液体培地：－（飯δiの・培養

ろ港（pH4．o）の酢酸エチル抽出物をスクリーニングした結果、酢酸エチル抽出乾燥物は10皿g／ディスクの

濃度でメチシリン耐性翫αpんy∠ococ侃sα膨r飢8（MRSA）、　Bαc薦粥。2rε認、　Es醜erε8履αcoZερ157：H7およ

びL醜er‘απLOηOCッォog飢esに対して抗菌性を示すことが認められた。次いで、エーテル抽出物から逆相分

配カラムを用いた高速液体クロマトグラフィーによっそ抗菌活性立証を得、この画分をメチル誘導体化後、

SPB70c七y1カラム（SμpeD．を用いたガスクロマトグラフィー・マススベクトロメトリーによって分析した

結果、抗菌性を示す物質はこれまで乳酸菌からの産生が報告されていなオつたフェニル乳酸と同矩された。

また、光学異性体分離用カラム（Nucleosil　Chira1・1，　Macherey－NageDを用いた光学分割によづでD体と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一15一



L体の混合体であることがわかり、MRS液体培地における産生：量はD体13、4μM、　L体6．7μMで、量比

は2：ユであった。D一およびL一フェニル判酸・・（Sigma）は、いずれもO．2％の濃度でLB液体培地

（pH7．O）・においてE．　coZ‘0157：H7ならびにMRS液体培地（pH63）．においてMRSAの増殖を搾劉し、そ

の抗菌性はpHの低下につれて増強した。また、　L体とD体の混合体はD体のみより高い抗菌性を示したp

この瓦海eeα旛TH10によるフェニル乳酸の産生性は、プロバイオティクス乳酸菌における初めての知見で

ある。

　プロバイオテイクス乳酸菌の整腸作用のヂカニズムについては、pH、バグテリオシン、腸管付着性、免．

疫などいろいろなファクタニめ響町黍考えられて添るが、1日目審細はほどんど不明である。．一方、フェニル

乳酸は、チーズの熟成過程において酵母σθ砿r四脚πβαη4認μπしによって多量一（6・血M）に産生され、L．

7πo船鄭og飢eεなど多くの汚染細菌に対し抗菌性物質と．して作用！静菌）’していることが知られている。し‘

たがって、このE．ルε8α漉TH10．によ．つて産生されるフェニル乳酸もその抗菌性を通じてプロバイオティ

クス乳酸菌の特性の1つとして、整腸作用に関与している可能性が初めて示唆された。

2．：E。faecalis　TH10のヒ．ト腸管上皮細胞の培養モデル℃aco－2細胞および細胞外マ「トリックスタンパク質

　　への付着性

　プロバイオティクス乳酸菌の最も重要な特性のユつがヒト腸管付着性であるどいわれている。病原：性細菌

の付着因手として線毛や外膜に存在するレクチン様タンパク質、リポタイコ酸、糖タンパク質などがあげら

れ、腸管上皮細胞側のレセプターとしては糖ダンバク質、糖脂質、細胞外マトリックス（ECM）タンパク

1質などが明らかにされて回る。乳酸菌においては、菌種菌株によってその腸管内定着性に動物種特異性力1厚

い出されていることなどから』、ある種の動物の腸管上皮細胞に特異的に付着する因子が存在するものと想定

されてきており、病原性細菌の場合と類似の付着機構が示されている。しかし、その明確なタンパク質や遺

伝子はほとんど知られていない。特に翫詑rococ膨s属についての腸管付着性に関する報告はほとんどみら・

れない。本研究は、瓦角ecα6∫sτH10のヒト腸管上皮細胞培養モデルCaco－2細胞およびECMタンパク、質へ

の付着性について調べた。

1）グラム染色法によるCaco・2細胞への付着試験

C年・ぴ2細脚簸には・．抗生瀬・ウシ胎舳瀧含むDMEM培地（Gib・。　BRL）を用い・2妙エル

プ叶ト（住友ベーグラ朴）のウ勲1・薄膜デ・スク伽卑）を栖35・1G4個／・皿’のC…細胞

を接種しζ3ラもで2週置6が野饗ε甦評嬉餐後干摩寡ニヅ面め細胞層をリン酸緩衝液で2回洗浄し、供試菌

株のDMEM培地懸濁液（菌体数約ち×10s／In1）1皿三を注加し、37℃で2時問保持した。リン酸緩衝液

で2回洗浄後、グラム染色し顕微門下で付着菌数を計測した。

　各供試菌株のCaco－2細胞100個当たりの付着菌数は、これまでに強い付着性を示すことが知られている

Lαc加bαc‘Z伽s疏α那π03μsJC：M1136で最も高く、64．1±12．6であった。これに対して且！b20αZ‘sTH：10は

23．2≠6．0と、前者に比して三値であった。しかし、目角εc読3り巨Hユ0は、木元ら（1998）が付着性を有す

ることを確認しでいるムZα厩ssubsp．♂α醜εNL葭527の18．0±4．3よりも高い値を示した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、i

・〉グ。嫌色法による。CM・・バク質への鰭試験　　．　　　．．　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
一・ 諱E特殊印刷のガラススライド（岩城硝子）に2．5pmd1となるようにECMタシパク質のラミニン．、・工・型コラー・一｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　き
一ゲン、1V型コラーゲン、　V型コラーゲンおよび陰性対照としてウシ血清アルブミン・（BSA）をそれぞれ　1

溶解し・そ伽趨を一八積に評した・2％BSAを含むリン灘融で2時間のプロ・キングの後・1

各供試菌の懸濁液（菌並数約5×ユ0℃FU／皿1）α4孤1を滴下し、2時間感作した。αユ％BSAを含むリ．ン　！

酸繍で・回洗浄御着・た馬体をグラム染色・・情話・計測臨　　　｝

　　供試5菌株のうち、ECMタンパク質に強い付着性を持つことが知られてい．る工，　c腐ρα加3　JCM　5810は、　｝

旗の鰍幽幽ク質・（…㎡当たり）に一…一・…個の高“急雨を出血副

・Cac・・細胞に高い虚無を即ム・伽・邸JC蜘36は汐イプエおよゲタイプVコラーゲγに隔て1

約200個の低い付着性を示すのみであった。、こ．れらに比較して、E海ecα傭TH10はタイ．プIV』コラーゲン　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　d
に対して緬0個の中灘の鰭性を示すこと 艪ﾟられた・　　．　　　．i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・、　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　’　　　　　　1

3）RPベル法による．・C・・。・2細胞への付着試験

上記のグラム染色法は、一般に染色作業中に細胞が剥離脱落するので方法論的に難点が示唆されてレ嶋。

これを改善したRエラベル法によってCaco－2細胞への付着試験を行った。

．供試菌株を3H一チミ．ジン（室町製薬）添加MRS液体培地で培養しRIラベル菌体を得て、’洗浄後、ユ菌、

体当たりの放射線量を算出した。1）と同様にウェル内で培養したCaco－2細胞に、1洗浄後、　RIラベル供試

菌懸濁膵400μユ（菌恒数約107～108／皿D帝添加し、37℃■時間接触させた後洗浄し、ウェル内のすべ

てのCaco．2細胞を回収して、液体シンチレーションヵヴンター（LSC－900，　A沁ka）で放射線量を測定し、

付着細菌数を計測した。

　供試7菌株の付着性を1ウェルの全Cac。一2細胞．（細胞数約1×105）への付着細菌数で表示すると、ヒト「

腸管付着因子である線毛・．（Fiロ1　Hタンパク質）遣伝子を持つ亙。θZ‘SH2は64．3　x　106．GFUであった。この

信を…％とした馳上記の線毛遺伝子を・・クアウトし舩・・Z‘．・RN・・3・ま9・％とな襯株の1イ1。

以下の脚値を示した・また・鰭齢翻されてV～るLZ・・オ碑b・p・Z・r・ε・N皿『27などの4株はV’ず

れも40％前後の付着性であった。これらに対して、albec戯s』丁亀H：10は109．7％で瓦coZεSH2よりさらに

高い値を示し、強い付着性を有することが明らかにされた。

　　　3．且角εcα漉TH10におけるヒト腸管付着遣伝子の発現‘

騨綴齢纏両論・謝つブ。瑠オテ，クス乳醐は、病原性酒面鮒点点批民心応命濠

ならびに感染後の治療に用いることが期待される。そこで、著者はヒトの糞便から瓦coZ‘SH：2よりも1．48

倍半高い付着性を有するLαc励αc沼粥海r7πε虚α禍FAF－1を分離しており、その付着性に関与する遺伝子を

クローニングし、この遺伝子を瓦角ecα漉TH10に導入してその発現の可能性を試みた。　　　し．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　エム痔ηπeπ加㎜、FAF－1の付着性はレクチン様タシパク質によるものと推測し・既知のム漉α配πos認のレ

クチン様タ・パ頒のアミノ酸シークエンス（山本・・998）からフ・」ワードプライマー（5｝τC醒C蝋C

NCAYTGG田AYAτG・3’）とリバースプライマー．（5㌦ARYTCD㏄YTGDATCATCσA・3’）ゑ構築した。な

お、このプライマー表記中のY’ ﾍ塩基のCまたはTを、RはAまたはGを、　NはA、　C、（｝またはTを、
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DはA、GまたはTをそれぞれ示し、これらすべての組み合わせの複合プライマーを作製した。ゐ．

海rπLe競μ醜FAF－1のゲノムをデ．ンプレートにPCR増幅してぐ370bpの増幅断片を得た。このシーク斗ンス

を決定したところ、ム．漉α吊几。ε妬のレクチン様タ．ンパク質遺伝子と754％の相同性が認められた。

　上記遺伝子をクローニングす．るために、ム角rれεπ凱配．FAF4のゲノムライブラリーを構築した。まず、

ゲノムをS傭3AIで9～23kbの断片になるように限定分解し、λDASH∬の．BαπL　HIアームにライゲ．一

ションし、ゲノムライブラリーを得た。上記370bpのDNAシークエンスをプロ．一プに3rdスクリーニング

まで行い、』 Qノムライブラ．リーよりレクチン様タンパク質遺伝子のオープンリーディングフレーム．（ORF）

を持つ。。一ジク。「。，を航．あ計上沁組秘蘇葡酪礎シ龍グよンスを瀧した．その

・結果、．開始コドン＾か・ら終止コドンまで154・アミノ．酸のうちユユ9個が大きなクラ琴ターで一致し、L．

沈α～ηπos囎との相同性は77．2％と高いものであった。

』次に、．この五，．たr配eπ如7π：F皿1由来のヒト腸管付着性遺伝子を乳酸菌用ベクターplL253にサブブロー

ニングするために、．ファごジクローン9にに含まれるシークエンスよりフォワードプライマー（5’一GCGAA

T田CGTCTTCCACGAGCAAGCACT・3’）とりバースプラマー（5℃GCTCGAGTGGCCCTGAATCACGG

TGTぴ3’．）を設計した。このプライマーにより増幅されるPCR断片は、ゑ舟r肌επ加7πFA玄・1由来腸管付

着性遺伝子のORFを含むものであった。フォワードプライマーにはEco　RIサイトを、リバースプライマ

r1ﾉは勲。王サイ．トをそれぞれ設けた。この両制限酵素サイトは、乳酸菌用ベクダーpIL253めマルチクロ

ー．ニングサイトに切断部位があるので、方向性を決．めてこ．のベクターに組み込んだ。このプラスミド

（p92ユE翼）を精果一．脱塩後、15μ．1の野守蒸留水に溶解し、中角εcα偽TH10を受脊菌としてジーンパルサ

ー（Bio－Rad）を用いるエレクトロポレーション法に供した。得られたエリスロマイシン（：Eln）陽性形質

転換体のプラズミ、ドがPCR法によ’りし．角㎜επ如πL　FAF・1由来のレクチン様タンパク質遣伝子を持つこ、と

を確認し1さらに抗体を作製してこのタンパク質を検出した。P921EXを導入した亙加σ4捨田H10のE鵬

耐性形質転換体のヒト腸管付着性を、RIラベル法によるCaco－2細胞を用いた試験法で評価した。その結果、

得られた形質転換体は、タイプ1線毛を持つ瓦ooZゴSH2に比べ．工．8倍高い付着性を有することが認められ

た・こ、の瀕轍体の付糀はρ921】髄キュアリング騒ことで・親株4ま興じ値に繍すること纏

認された。すなわち、ム1沙耀π引縄IFAF－1のヒト腸管付着性遺伝子は且1hec戯εTH10で発現され、腸管

付着性が親株よりL65倍増強された形質転換体を得ることができた。’

蕩難戦鵜欝欝懲欝鑑甕露頭認謙；鷺
酸の産生性および腸管付着性を有すること、． ｳらに他の乳酸菌のヒト腸管付着性遺伝子を無菌に導入し、．そ

の遺伝子が本馬において発現することを明らかにしたものである。

　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

翫オεrocoσo認掲θoαZ∫3はヒトの腸内乳酸菌フローラの代表的菌種の1つであり、す1でに1950年代より、

その整腸作用が注目され生菌剤（プロバイオティクス）としてヒトあるいは動物に用いられてきた。

　本研究に用いた且角ecα傭THIOは、マレーシアにおける大豆を主原料とする伝統的発酵食品「テンペ」
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　か．ら優勢菌種の1つとして分離されたもので、著者は、これまでに、本菌が酸耐性（pH　3．5）、食塩耐性

　（10％）、胆汁酸耐牲・・（6．1％）・．など忍庫εcα漉としての一般的性状を有するとともに、他の乳酸菌の6倍以　、

　上の強いプロテアーゼ活性を持ち、また、抗菌性物質としてのコハク酸の産生性を示すことなど、プロバイ

　オティクスと．して有用と考えられる性状を有することを明らかにしてきた。

　　本研究は、さらに、’本菌が（1）これまで他の乳酸菌では知られて》・なかった性状としてフェニル乳酸の

　産生性を有すること、（2）ヒト腸管上皮細胞の培養モデルCaco－2細胞に対する付着性を有することを明ら・

　．かにするとともに、（3）プロバイオティクスの最も重要な特性の1つといわれるヒト腸管付着性の増強奪

．一 ﾈどtで冴鮪騨的手法を厨いで勧乳酸髄の・ト糖付雛遺伝子躰歯に導入’し四魔伝子一

　が本菌において発現することを明らかにした。

　　本研究の概要は以下の通りである。

　ユ・・．E，伽麟8THloのフェニル乳酸産生性

　　プロバイオティクス乳酸菌の特性のユつとして、バクテ．リオシンなどの抗菌性物質の産生性があげられて

いる・そ・で・本菌．（E．海gcαZ‘81⊃H10）．について絡櫛原性細菌｝≒魍る抗離を一群灘培養ろ液

　の酢酸エチル抽出物をスクリーニングした結果、．酢酸エチル抽出乾燥物は10mg／ディスクの濃度で多チシ

　リン耐性S麺pんッ‘ococ飢sαμr2囲（MRSA）、βαc濯μs、¢ereμs（食中毒菌）、君scんerεc毎αcoZ‘01571H7、

．雄・磁…・卿9・…（リステリア輝因菌）．に対して撒性を示すことが認め昧た・さら｝r・．高速液．

　体ク百マ『トグラ．フィ野、．ガスク．ロマ・トグラフィー・マススペクトロメ．トリーおよび光学分割によって分析し

　た結果、抗菌性を示す物質はD一および：L一フェニル乳酸と同定された。産生量（MRS液体培地）はD体

　134μM、：L体67、μMで、その量比は2：1であった。D一およびL一フェニル乳酸（Sig皿a）は、いず

　れも0．2％の濃度（LB液体培地pR7．0）で忍．　coあ0157：H7ならびに・MRSAの増殖を抑制し、その抗菌性は

戸H循下に塾て搬し鵡この恥ご・幽丁甲0にタるフ・ニル饗の灘性は・．プロバイオティクスし

　、乳酸菌における初めての知見である。　　　　　　　　、

　　プロバイオテイ．ク．ス乳酸菌の整腸作用のメカニズムについては、pH、バクテリオシジ、腸管付着性、免

　疫などいろいろなファクターの関与が考えられているが、．その詳細はほとんど不明である。一方、フェニル

　乳酸は｝チーズの熟成過程において酵母Geo癖疏開。戯口伽規により多量（6皿M）に産牛され、　L．，

　那σ几ocッ施ge麗sなど多くの汚染細菌に対する抗菌性物質と．して作用（静菌）していることが知られている。

　した強っで、也のフェニル乳酸はその抗菌性を通じて且！hεσα伽TH10のプロバイオティ・クス乳酸菌として

　の整腸作用に関与している可能性が示唆された。

　、・》下用汐・．．歯∫・1蝋露1悟出口亭ざ・＝黒鵡・．》瞬．．・遠．一．．．　　　　’　　　　　　　　　　　　，』』　　　．　・’∵〆．．1；’∵、『．∵

　2．瓦角ecαZ‘s　TH10のヒト腸管上皮細胞の培養モデルCaCG－2細胞および細胞外マト1，ックスタンパク∫質．

　　　への付着性

　　ヒト腸管付着性は、プロバイオティクス乳酸菌②重要な特性の1つと考えられている。病原性細菌ξ）付着

　因子として線毛や外膜に存在するレクチン様タンパク質、リポタイコ醗糖．タンパク質などがあげられ、腸

　管上皮細胞側のレセプターどしては糖タンパク質、糖脂質、細胞外マトリックス（ECM）タンパク軍など、

　が明らかにされている。

　　乳酸菌についても、病原性細菌の場合と類似の弾着機構が示されているが、その明確なタン穴ク質や遺伝
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子はほとんど知られていない。特にE嬬εroco¢cμs属についての腸管付着性に関する報告はほとんどみられ

ない。本研究は、亙1加。α傭TH10のヒト腸管上皮細胞培養モデル・Caco－2細胞およ・びECMタンパク質への

付着性について調べた。

’

　1）’グラム染色法による・Caco－2細胞への付着試験

　Caco－2細胞を薄膜ディスク（7mm）に培養し、洗浄した後、、被験菌株の懸濁液（菌体数約5×ユ08／恥1）

1血1と接触させ、3プじで2時間保持した。リン酸緩衝液で2回洗浄後、グラム染色し’Caco－2細胞100個口

」夷ちの付着菌数を顕微鏡下で計測した。ぞめ結蕪二二夢でに強熔狩i書二二穿ごどが知ら’れている乙．

洗απLπos認JCM1136で最も高く、・6411±ユ2．6であった。これに対して五∵角ecαZ‘s　TH10は23，2±印と、

前者に比して低値であっ，た。しかし、木元ら（1998）が付着性を有することを確認しているL．1αc傭

s釦sp，　Zα薦3　NH　527の1＆0±43より・も高い値を示し、かなりの付着性を有するこ’とが認められた。

2）グラム染色法による『ECMタ．ンパク質への付着試験

　ECMタンパク質くうミニン、工型コラーゲン、工V型コラーゲン、　V型コラーゲン〉溶液（2，5．P鵬01）お

よび陰性対照としてウシ血清アルブミツ（BSA）溶液、それぞれの一定量をガラススライドの一定面積に

塗布固定し、2％BSAを含むリン酸緩衝液でブロッキング（2時間）の後、’各回三三の懸濁液（菌体旧約

15×IG8／mD－G．4皿1を滴下し、2時間感作した。リン酸緩衝液（0．ユ％BSA含有）で2回洗浄後、付着し

た菌体をグラム染色し、付着二二を計測した。

　被験菌5株のうち、．ECMタンパク質に強い付着性を持つことが知られているLo腐pα幡JCM　5810は、

すべての供試ECMタンパク質（20μ皿2当たり）に対して工，000～1，700個の高』い付着性を示した。また、

Caco・2細胞に高い付着性を持つ五ア加㎜ηos聡．JCMユ136は、タ≧プ1およびタ・fプVコラーゲγに対して．

約200個の低い付着性を示すのみであった。これらに比較して、忍1becα漉THユ0はタイプ王Vコラーゲン

に対して約400個日中程度の付着性を示すことが認められた。

3）RIラベル法によるCaco－2細胞への付着試験

　上記のグラム染色法は、一般に染色操作中に細菌細胞および培養細胞が剥離脱落するという方法論的に難

点がある。そこで、本研究ではこの難点を改善した斑ラベル法を試みた。

　被験菌を3H一チミジンでRエラベ．ルし、1．菌体当たりの放射線量を算出した。1）項ど同様にウェル内で

培養した・・…細胞に甜・ベルの轍菌懸濁液麟鋤i・融然如μ・を添加・・37℃・時

聞接触きせた後洗浄」Caco－2細胞を回収して、液体シンチレーションカウンターで放射線量を測定し、

付着細菌数を計測した。

　被丸丸7株の付着性を1ウェルの全Caco・・2細胞（細胞数約1×105＞への付着細菌数で表示すると、ヒト

腸管付着因子である線毛（Fi塒Hタンパク質〉遺伝子を持つ且coZ∫SH2は643×105であった。この値を

100％とした場合、上記の線毛遺伝子をノックアウトしたE．¢oZf　ORNIO3は9．2％となり親株の1／10以

下の低い値を示した。また、ヒト腸管への付着性が確認されているL．Zαc幡subsp　Zαc廊N斑』527一などの

4株はいずれも40％前後の付着性であった。これらに対して、E．々ecαZ‘s密H10は1G97％で皿c読SB：2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－20恥



よりさらに高い値を示し強い付着性を有することが明らかにされた。

3．且角εoα」∫8TH10におけるヒト腸管付着性遺伝子の発現

　優れた腸管付着性を持つプロバイオティクス乳酸菌は、病原性細菌の腸管付着性に拮抗し、感染症の予防

ならびに治療効果を有すると考えられている。著者はこ㊨までにζトの糞便から鳳coZ‘SH2よりもユ48倍

高い付着性を有する加。励αo沼μs角r㎜eη施配∬AF－1を分離しており、その付着性に関与する遺伝子をク

ローニングし、この遺伝子を忍ノbec醐8THユ0に導：入してその発現の可能性を試みた。

著都1』笥二瀬漁．’FA醗あ鰭性戯クチ．・．様タ…ク質による．ものと欄．』し・既知のL

漉ωπηosμsのレクチン様タンパク質の．アミノ酸シーク耳．ンス（山本、1998）からフオワニドプライマー

（5㌧CA望CARACNCA玄TGGTAYATG－3’）．とリバース．プライ．マー（5「一ARYTCDGCYTGDATCATCCA．3’）

を構築した。なお、このプライマー表記中のYは塩基CまたはTを、RはAまたはGを、　NはA、．C、　G

またはτを、DはA、・Gまたはτをそれぞれ示し、これ．らすべでの組み合わせの複合プライマ「を作製し

た。五．角侃e舷珈ηFAIF－1のゲノムをテンプレーこトに．PCR増幅．して、370bpの士曽幅断片を．得た。このシーク

エンスを決定したところ、ゐ．擁α那η03μsのレクチン様タンパク質遺伝子と75，4％の相同性が認められた。

　上記遺伝子をク．ロー亭ングするために、五．乖ηπeπ彪肌：FA：F一ユのゲノムライブラリーを構築した。．まず、

ゲノムを9～23kbの断片になるように．8αμ3AIで限定分解し、λDASH■のBα肌HI．アームにテイゲー

ションし、ゲノムライブラリーを門下。上記370bpのDNAシークエ．ンスをプ．ローブに3τdスクリーニング

まで行い、ゲノムライブラリーよりレクチン様タンパク質遺伝子のオープンリーディングフレーム（ORF）

を持つファ』ジクロー．ン9を得た。このクローンに組み込まれたDNAの全シークエン界を決定した。その

結＝果、開始コドンから終止コドンまで154アミノ酸のうちl19個が大きなクラスターで一致し、　L．

峨α瀦ηo部sとの相向性は．772％と高いものであった。

　次に、このム海r随2π加7πEAF4由来のヒト腸管付着性遺伝子を乳酸菌用ベクターplL253にサブクロー

ニングするために、ファージクローン9に含まれるシークエンスよりフォワードプライマー（5’一GCGAAT

、TCGTCTTCCACGACCAAGCACT－3’）とリバースプライマー（5℃GCTCGAGTGGCCCTGAA口『CACGG

．TGTC－3つを設計した。このプライマーにより増幅されるPCR断片は、　L．．角r配eπ‘μ7πFAF・1由来腸管付

着性遺伝子のORFを含むものであった。フォワードプライマーにはEeo　RIサイトを、リバースプライマ

ーにはXho．1サイトをそれぞれ設けた。ζの両制限酵素サイトは、乳酸菌用ベクターplL253のマルチクロ

ーごングサイ’トに切断部位があるので、．方向性を決めてこのベクターに組み込んだ。このプラス．ミド

（P92・盟）・輔製…脱型｛ユ5・44饒緬軸永｝・瀦し孟加α‘‘・皿1・を露菌としてジー・バルサ．

一（Bio－Rad）を用いるエレクトロポレーション法に供した。得られたエリスロマイシン（Em）耐性形質

転換体のプラスミドがPCR法によりし．角ア7ηeπ如耽FAF・1由来のレクチン様タンパク質遺伝子を持つこと

を確認し、さらに抗体を作製してこのタンパク質を検出した。p921EXを導入した瓦’角ecαZis　THユ0のEm

耐性形質転換体のヒト腸管付着性を、R王ラベル法によるCaco－2細胞を用いた試駐法で評価した。その結果、

得られた形質転換体は・．タイズ1線毛を持つ且coZ‘SH2に比べ！・8倍高や紺着性を有することが認められ

た。この形質転換体の付着性はプラスミドp921EXのキュアリングによって、親株とほぼ同じ値に復帰する

ことが確認された。すなわち、ム1け㎜eπ加～ηFA：F－1の腸管付着性遺伝子は鼠魚2cα43宙H10で発現し｝そ
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‘の腸管付着性は親株のL65倍に増強することが明らかにされた。
－，3て4，1・

　以上、本研究は、マレーシアの大豆を主原料とする発酵食品由来のE．海εcαあεTHIOについてプロバイオ

ティグスとしての観点からその性状を調べ、本菌株は瓦1加。α偽の一般的性状とともに、新たにフェニル

乳酸の産生性およびヒト腸管付着性を有していることを明らかにした。さらに、本菌に他の乳酸菌由来のヒ

ト腸管付着性遺伝子を導入し、その遺伝子が本菌において発現することを明らかにしたものである。本珊究、

識囎鷺群的手法によるヒト囎騰性蔀子礪入と興騨騒塵果覧ズロづ信熱鴛餓、
　野では初めての成功例であり、今後のこの分野における一つの薪しい研究方向を示したものとして高く評価

　でき、また、獣医公衆衛生学あるいは家畜衛生学上の意義も大きく、博士（獣医学）の学位を授与するにふ

　　さわしい業績と判定した。
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