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概要 

 

背景：ヒト免疫不全ウイルス(HIV) や子宮頸がんの原因となるヒトパピローマ

ウイルス(HPV) 等、生命の危機につながる感染症は粘膜経由で感染することが

多い。従って粘膜上皮の堅牢性低下によるバリア機能の破綻は、これら病原体

の体内への侵入につながる。健常女性の腟内では Lactobacillus属を主体とする

細菌叢が見られることが多いが、その中でも L. crispatus 主体の細菌叢は乳酸

やH2O2産生による腟内 pHの低下および、病原菌の上皮細胞への付着阻止など

の機序により、炎症反応を抑えるなど健常な腟内環境の維持に重要であり、HIV

をはじめとする様々な感染症の局所防御に寄与していると考えられている。一

方で L. crispatus を含む各種の乳酸菌自体が腟上皮細胞自体に与える影響はま

だ不明な点が多い。 

 

目的：上皮細胞によるバリア機能の修復・維持において重要な要素の一つに、

損傷を受けた上皮組織周辺の上皮細胞が、遊走並びに増殖することで創傷部位

を再び覆う再上皮化がある。しかしこのプロセスにおける乳酸菌の影響は完全

には解明されておらず、腟上皮細胞における再上皮化に対する関与を検討する

為、本研究を行った。 
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方法：ヒト不死化腟上皮細胞株 MS74 と腟乳酸菌の優位種である L.crispatus

あるいは L. acidophilusを共培養し、スクラッチアッセイにて L.crispatusの再

上皮化に対する影響を評価した。また細胞培養上清中の Vascular Endothelial 

Growth Factor A (VEGF) の濃度を ELISA法にて検討した。次に蛍光免疫染色

法によりスクラッチアッセイにおけるVEGFおよびその受容体であるVEGFR1

及び 2 の発現を評価した。さらに明視野において菌体の細胞への付着を観察し

た。またヒトリコンビナント VEGF と L.crispatus の菌培養上清を添加し、再

上皮化に対する影響を併せて評価した。 

 

結果：L.crispatus との共培養時にMS74細胞の再上皮化は有意に促進したが、

細胞障害性に有意な変化は見られなかった。一方 L. acidophilus 共培養や加熱

処理した L.crispatusの死菌では再上皮化に対する影響は見られなかった。また

L.crispatus は細胞培養上清中の VEGF の濃度を有意に上昇させたが L. 

acidophilus では有意な変化は見られなかった。免疫蛍光染色において VEGF

はスクラッチ端での発現が増加し、VEGFR1及び 2の発現はスクラッチによる

影響は認められなかった。次に明視野で L. crispatus がスクラッチ端に多く付

着している様子が観察され、L. acidophilusでは同様の現象は認められなかった。

糖鎖付加阻害剤を添加したところ、スクラッチ端における L. crispatus の接着
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数は有意に減少した。またリコンビナントヒト VEGFは有意にMS74細胞の遊

走を促進し、菌の分泌成分を含む培養上清単独添加時においても、再上皮化の

促進及び VEGF濃度の増加が認められた。 

 

結論と考察：L.crispatusは何らかの可溶性成分によって腟上皮細胞の VEGF産

生を上昇させることで、腟における再上皮化を促進している可能性が示唆され

た。また L. crispatus は創傷部位付近に糖鎖を介して付着することで、他の菌

の接着を阻害する可能性が示唆された。これらの結果は腟上皮組織における創

傷治癒と、創傷部位からのHIVをはじめとする感染リスクにおけるL. crispatus

のさらなる重要性を示唆するものである。Lactobacillus 属主体の腟細菌叢は霊

長類に共通ではなく、ヒト独特のものである。ヒトと L. crispatus は共進化し

た可能性がある。 
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1. 緒言 

細菌叢について 

 微生物は地球上のあらゆる環境に存在し、ヒトでの臓器や組織も例外ではな

い 1。医微生物学の歴史ではヒトへの病原性のある微生物を中心に研究がされて

おり 2、ヒトにおける細菌の叢（むら）がり、つまり細菌叢に関しては十分な研

究がされてこなかった 3。また従来の培養法では発育しない菌種の存在などが、

細菌叢全体の解明をするうえで障害となっていたが、16S ribosomal RNAのシ

ークエンシングやメタゲノム解析などの分子生物学的技術の発展により、ヒト

細菌叢への理解は急速に進んでいる 4。近年では細菌叢と宿主を一つの集合体と

してとらえ、各組織における細菌叢を生体の構成要素や「臓器」の一つとして

理解する見方も出てきており 5-7、従来の自己・非自己という枠組みを超え、更

なる統合的な機能理解が求められている。 

 

ヒトにおける細菌叢の分布と役割 

ヒトでは 100 兆個以上の細菌がおり、その菌種数は数百に及ぶとされる 8, 9。

またヒトにおける細菌叢は各組織によって異なり、大きく分類すると表皮 10, 11 

(数千種、手掌単独で平均約 160種) 、口腔咽頭・呼吸器 12 (700種以上) 、消化

器 13, 14 (100~1000 種) 、泌尿生殖器 15 (60種以上) において、それぞれ独自の
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細菌叢が分布している 16 (図 1) 。また各組織において細菌叢は様々な役割を担

っており、ヒト細菌叢の大部分を占める消化管 17を例にとれば、ビオチンや葉

酸など栄養素の合成、鉄、マグネシウム、カルシウムの吸収補助、消化不能な

物質の代謝、IgA分泌など免疫能の調整、そして後述するようにそれ自体がバリ

アとなっての病原体に対する感染防御などの役割を担っている 18。 

 

細菌叢と疾患 

細菌叢は個人間において内容差を生じうるが、一個人内においては数種類の

重要な菌の組み合わせを長期にわたって保持する傾向がある 19, 20。細菌叢との

共存とそこから得られる利益の継続性という観点からみれば、細菌叢の安定性

は宿主の健康に深く関与していると捉える事が出来る 17。また細菌叢の大きな

変化はしばしば宿主の病的な状態と関連している 17。この点について具体的な

疾患としては、炎症性腸疾患、肝疾患、代謝性疾患、感染性疾患、腫瘍性疾患、

自己免疫性疾患、精神疾患などと、細菌叢の関連が現在までに研究されてきて

いる 21。 

 

腟内細菌叢とその研究意義について 

腟における細菌叢の研究も近年進んできており 22。その結果、健常人におけ
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る腟細菌叢ではL. crispatus, L. gasseri, L. iners, L. jensenii等のLactobacillus

属が大部分を占めることが分かってきた 23, 24。しかしこれらの菌が感染症の感

受性においてどのような役割を果たしているかは、1892 年にドイツの産科医 

Albert Döderleinが腟常在菌である Lactobacillus属の乳酸による病原体の増殖

阻止を発表して以来 25、まだ不明な点が多い 26。 

Lactobacillus 属は植物や、植物由来製品、発酵食品において、またヒトや動

物の口腔、消化管、腟で見られ 27、その中でも L. acidophilus が様々な発酵食

品から検出されるなどの理由で、最も幅広く知られている 28。ヒトにおいては

L. acidophilus、L. gasseri、L. crispatus、 L. plantarum、L. salivarius、L. brevis、

L. rhamnosus、L. paracasei、L. vaginalis等が口腔内で優位菌種であり、これ

らは糞便中でも検出される 27。しかし Lactobacillus属は消化管において、数の

観点からはマイナーな集団であり、これらは主に口腔内や食べ物が由来である

とされる 27, 29。25種類の Lactobacillus属の遺伝子比較では、腟における優位 4

種 (L. crispatus, L. gasseri, L. iners, L. jensenii) は、他の Lactobacillus属の

菌種よりもゲノムサイズと GC 含有率が有意に低いとされる 30。またこの 4 種

特有のたんぱく質発現は見られなかったが、発現率の違いは他の Lactobacillus

属の菌種との間で認められ 30、なぜこの 4 種が腟における優位菌種なのかを十

分説明できる知見が求められている 31。 
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また消化管では細菌叢の菌種の多様性が健康に良いと考えられているが、腟

では 1、2種類の Lactobacillus - dominantの方が腟の健康維持に重要であると

されている 22。細菌叢自体が少数の菌種で構成されているならば、in vitroにお

いてその菌種単独の関与を検討することは、生体内における実際の機能を推察

するのに有用な可能性がある。 

 

Lactobacillusによる腟内環境維持への役割 

細菌叢には上述のように病原体に対するバリア機能を有する側面があり、競

合的な上皮細胞への接着阻止、雑菌繁殖を不安定化させる各種酸や抗菌物質の

産生などのメカニズムを有している 18, 32。Lactobacillus 属は乳酸、H2O2、

BACTERIOCIN など防御因子を産生することで、病原体増殖を不安定化させ、

殺菌作用を持ち合わせるとされる 33, 34。また LACTOBACILLUSは上皮細胞に

接着することで他の病原体の増殖を競合阻害的に阻害している 35。細菌叢にお

ける LACTOBACILLUS 属の減少は、腟において最も多い感染症である

BACTERIAL VAGINOSIS (BV) の特徴の一つであり、BVは様々な産科合併症

や術後感染症 36のみならず、性感染症や HIV の感染リスクを上昇させる 37-39。

BV では 1、2 種類の LACTOBACILLUS で構成された細菌叢が 22, 31, 40、

GARDNERELLA VAGINALIS等の様々な通性嫌気性菌で置き換えられる 41。
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BVの病態生理はまだ不明であるが 42、LACTOBACILLUSによる抗菌要素は腟

内環境の維持と強い結びつきを示している 43。同様に、子宮頸癌の原因となる

ヒトパピローマウイルスに対する、LACTOBACILLUS の保護的な側面にも近

年注目が集まっている 44。 

 

生体バリアの種類  

感染性疾患において病原体の体内への侵入という観点で言えば、皮膚や粘膜

上皮組織は細菌叢と共に、体内と体外を隔てる生体バリアの第一線として機能

する。バリアの構成要素としては、細胞分泌物による化学的バリア (ムチン 45、

抗菌ペプチド 46など) 、細胞自体による物理的バリア (タイトジャンクション形

成 47など) 、免疫細胞による生物学的バリア (自然免疫 48, 49、獲得免疫 50など) が

あり、これらのメカニズムを通じて上皮細胞は異物や病原体の体内への侵入を

阻止し、人体の感染制御において大きな役割を担っている (図 2)。またこの他

に上述の細菌叢によるバリアも存在している (図 2)。さらには細菌叢と各種バ

リア間で相互に影響し合っていることが予想されるが、この点に関してはまだ

不明な点が多い。 
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腟上皮細胞による腟内環境維持への役割 

 腟上皮細胞も腟内環境維持に重要な役割を担っている。腟上皮細胞はグリコ

ーゲンが豊富で、腟分泌液中のグリコーゲン濃度と Lactobacillusの増殖には関

係があることが判明している 51。腟上皮細胞は Lactobacillusの産生する防御因

子と共に、病原体に対する物理的バリアとして機能し 52、腟上皮組織の細胞間

隙などはHIVが体腔に侵入する経路となりうる。また性交、殺精子剤や性感染

病原体によって引き起こされる腟上皮の組織損傷は、バリア機能の堅牢性を低

下させる 38, 53-55。実際、生殖器における炎症と HIVの伝染は関係していること

が判明してきており 54, 56, 57、Trichomonas vaginalisは腟上皮細胞に対し細胞毒

性を示し 58、上皮モノレイヤーでの HIV-1の通過性を亢進させた 59。更に HIV-1

の存在自体が上皮細胞の堅牢性を直接阻害するという報告がなされている 60。

それゆえ創傷治癒の遅れは炎症を悪化させ、病原体の侵入へつながり、その逆

に、バリアの堅牢性維持は腟環境の維持に必要である 61。 

 

創傷治癒と再上皮化 

上皮組織が損傷してそのバリア機能が破綻した際は、組織修復のプロセスが

通常開始される 62。創傷治癒は一般的に、血小板やフィブリノゲンによるフィ

ブリン形成などが起きる止血期が初めに起こり、好中球、マクロファージなど
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炎症性細胞が浸潤し、壊死組織等の貪食や創の清浄化が行われる炎症期、肉芽

形成や再上皮化が起こる増殖期、瘢痕形成や成熟が起きるリモデリング期を経

る 63-65。これらの過程を通じ上皮細胞、免疫細胞、線維芽細胞、内皮細胞等が

協調し、上皮の欠損部位の再被覆、新たな結合組織の形成並びに血管の新生が

行われる 66。これらの過程のうち再上皮化とは、損傷を受けた上皮組織周辺の

上皮細胞が、遊走並びに増殖することで創傷部位を再び覆うプロセスであり、

上皮バリア機能の修復・維持において重要な要素の一つである 67-69 (図 3) 。 

 

L. crispatusと腟上皮の再上皮化 

 腟常在菌の優位菌種の一つであり、かつ性感染症に対し最も強い抵抗性を示

す L. crispatus が 70、腟上皮の再上皮化においてどのように関与しているのか

はまだ不明であり、その点を検討するため、本研究で私は不死化腟上皮である

MS74細胞 71を用いて、再上皮化に対する検討を行った。 

 

2. 対象と方法 

細胞培養 

ヒト不死化腟上皮細胞株であるMS74は John F. Alderete教授 (Texas大学) 

から分与されたものを使用した。DMEM培地 (Gibco, Carlsbad, CA, USA) に
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10% fetal bovine serumと 100 U/mL penicillin、0.1 mg/mL streptomycinを

加え、37°C、5% CO2の環境で培養した。 

細菌培養 

L.crispatus (JCM 7696) 及び L. acidophilus (JCM 2124) は理研バイオリソ

ース研究センターより提供を受けた。MRS broth (Becton, Dickinson and 

Company, Sparks, MD, USA) で震盪せずに 37°Cで培養した。菌数は brothの

600 nmにおける混濁度を、吸光度計 (Amersham Pharmacia Biotech, Cardiff, 

United Kingdom) で計測し、同時に MRS agar (Becton, Dickinson and 

Company, Sparks, MD, USA) での培養で得られたコロニー数をカウントして

検量線を作成し、その検量線を元に Colony-forming unit (CFU) として定量し

た。MS74細胞との共培養時には菌液を 3500 rpmで 15分遠心した後、上清で

あるMRS brothを取り除き、細胞培養に用いる DMEMで再溶解したものを用

いた (2% 以上のMRS brothがMS74に対し細胞毒性を示したため) 。死菌の

影響を検討する際には、100°C で 15 分処理した菌を上記同様遠心した後に

DMEMに再懸濁したものを培養細胞に添加した。 

 

スクラッチアッセイによる再上皮化の検討 

 MS74 細胞を 24-well プレート (Falcon, Corning, NY, USA) に 1mL の
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DMEM で培養し、コンフルエントになった後に 2mm 幅の Cell Scratcher 

(Iwaki Glass, Chiba, Japan) を用いて直線状のスクラッチ形成を行った 69。

Phosphate buffered saline (PBS) で一回洗浄したのち、L. crispatusの共培養

や死菌の添加を行った。細胞は 24 時間後に 7.5% formaldehyde と 0.25% の

crystal violet (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) で固定染色し

た後、well中心の 4 x 4 mm2内の残存創傷面積 (remaining wound area) を

Image J software (NIH) で定量した。 

 

細胞障害性の検討 

 L. crispatus共培養や他の添加物のMS74細胞の viabilityに対する影響を調

べるため、trypan blue色素排除試験を行った。96-well プレートにMS74細胞

を 5000 個ずつ 24 時間培養し、菌や添加物を加えたのち更に 24 時間培養し、

10% trypsin-EDTAで処理・回収した。回収した細胞を trypan blueで染色し、

血球計算盤で viability を測定した。trypan blue 色素を細胞外に排除できた細

胞数 / 全細胞数を viabilityの指標とした。 

 

L. crispatus培養上清の再上皮化に対する影響の検討 

 L. crispatus由来の可溶性因子の影響を評価するため、2.5 x 104 CFUの L. 
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crispatusを DMEM中で 24時間培養した後、3500 rpmで 15分間遠心し上清

を回収し、使用前まで-80°C で保存した。この菌培養上清 700 μL と新しい

DMEM 300 μLを混ぜたものを、上記同様スクラッチ後のサンプルに添加した。 

 

細胞培養上清中の VEGF濃度の測定 

 スクラッチ後 24時間経過した細胞培養上清を 3000 rpmで 15分遠心した後

で回収し、測定に使用するまで-80°Cで保存した。VEGF濃度は Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) キット  (R&D Systems, Mineapolis, MN, 

USA) を用い、付属の説明書に従って計測した。マイクロプレートリーダー 

(iMark Microplate Absorbance Reader, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用い

て、450 nmで吸光度を測定した。 

 

免疫蛍光染色による VEGFの発現局在性の検討 

 スクラッチしたサンプルを 24時間培養後に-20°Cのmethanolで 5分間固定

し、1% bovine serum albumin (BSA, Sigma, St. Louis, MO, USA) in PBSで

洗浄した後、3% BSA in PBSで 30分間ブロッキングを行った。次に anti-VEGF 

antibody (1:50; Abcam, Cambridge, UK)、anti-VEGFR1 antibody (1:100; 

Abcam, Cambridge, UK)、及び anti-VEGFR2 antibody (1:250; Abcam, 
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Cambridge, UK)、を加え overnight で反応させ洗浄した後、二次抗体である

CF488A-labeled anti-rabbit antibody (1:250; Biotium, Hayward, CA, USA) 

を加え室温で 30分静置した。洗浄後Mounting Medium with DAPI (Biotium, 

Hayward, CA, USA) で細胞をマウントした。VEGFの染色に当たっては、サ

イトカインを細胞内に留めるために、固定の 4.5 時間前から Brefeldin A (50 

μg/mL; Sigma, St. Louis, MO, USA) を添加した。 

 

Lactobacillusの細胞表面への接着の検討 

L. crispatusおよび L. acidophilusとスクラッチしたMS74細胞を共培養し、

24時間後に明視野における観察を行った(EVOS FLoid Cell Imaging Station : 

Thermo Fisher Scientific, Boston, MA, USA)。また糖鎖付加阻害剤として

Benzyl-2-acetamido-2deoxy-α-D-galactopyranoside (2mM; Calbiochem, 

Billerica, MA, USA) を添加し、PBSで 2回洗浄した後のスクラッチ端 150 × 

150 μm2における菌数を盲検法により計測した。 

 

リコンビナントヒト Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF) による再

上皮化に対する影響の検討 

 VEGFの細胞遊走に対する影響を調べるため、10 μg/mL mitomycin C (MMC; 
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Kyowa Hakko Kirin Co, Tokyo, Japan) でスクラッチ前に 2時間処理し、細胞

増殖を阻害した後 PBSで洗浄してからスクラッチアッセイを行った。100 およ

び 1000 pg/mLのリコンビナントヒトVEGF165 (血管増殖の観点から最も豊富に

存在し作用力のある VEGF の isoform の一つ 72, PeproTech, Rocky Hill, NJ, 

USA) を添加し、上記同様 48時間後に固定染色し定量した。 

 

統計学的処理 

実験の結果は平均±SEMで示し、有意差検定は Statcel 3 (OMS publishing 

Inc, Saitama, Japan) を用いてTukey-Kramer検定及びMann-Whitney検定を

行った。P値が 0.05未満の場合を統計学的に有意とした。 

 

3. 結果 

L.crispatusのMS74細胞の再上皮化への影響 

 2.5 x 104 CFU/mLの L. crispatusはMS74細胞の再上皮化を有意に促進した

(図 4A) 。2.5 x 105 CFU/mLにおいても同様に有意な促進が見られたが、2.5 x 

104 CFU/mLでの残存創傷面積と有意な差は認められなかった (図 4A) 。一方

で口腔内や腸管、発酵食品で多く見られる L. acidophilus では 2.5 x 104 

CFU/mL において MS74 細胞の再上皮化を促進しなかった (図 4A) 。この結
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果から 2.5 x 104 CFU/mLの L.crispatusを以降の実験で用いることとした。

MS74細胞の vaiabilityに L. crispatusが与える影響ついて検討したところ、

L.crispatusはMS74細胞の viabilityを増加させる傾向を認めたものの、有意

ではなかった (図 4B) 。また加熱処理した L. crispatusの死菌では再上皮化に

対する影響は認められなかった (図 4C) 。 

 

再上皮化における VEGFの関与の検討  

腟細菌叢の異常を伴う集団では、腟内の VEGF の濃度は Lactobacillus 主体

の細菌叢を有する集団よりも低いとの報告がある 73。また腟内環境維持で重要

なエストラジオールを始めとする女性ホルモンは VEGF産生を促進するとの報

告もあるため 74, 75、本研究では VEGFに着目をした。 

L.crispatus と MS74 細胞の共培養により、24 時間後に培養上清中の VEGF

濃度は有意に上昇した。L. acidophilusとの共培養では VEGF産生の上昇は認

めなかった。また L.crispatusによる産生量とは有意差を認めた (図 5A) 。しか

し予想に反して L.crispatus共培養での上昇率はコントロール群と比べ 10% 程

度であった。それゆえ局所的な影響を検討するため、免疫蛍光染色法にて VEGF

及び、その受容体である VEGFR1 及び 2 76の発現を評価したところ、VEGF

はスクラッチ端において発現の増加が見られた (図 5B)。一方 VEGFR1 及び 2
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は局所的な発現変化は見られなかった (図 5B)。次に明視野で L. crispatusがス

クラッチ端に多く付着している様子が観察され、L. acidophilusでは同様の現象

は認められなかった（図 5C）。糖鎖付加阻害剤を添加したところ、スクラッチ

端における L. crispatusの接着数は有意に減少した（図 5D）。 

 

リコンビナント VEGFの再上皮化に対する影響 

 次に VEGFの影響を検討するため 100および 1000pg/mLのリコンビナント

VEGF を、MMC 処理し細胞増殖を阻害した後にスクラッチした MS74 細胞に

添加した。48時間後にリコンビナント VEGFは用量依存性に残存創傷面積を有

意に減少させた (図 6A)。 

 

L.crispatus培養上清の再上皮化に対する影響 

 L.crispatusから産生された可溶性因子の影響を検討するため、菌の培養上清

をスクラッチした後のMS74細胞に加えたところ、24時間後に残存創傷面積を

有意に減少させた (図 6B)。また細胞培養上清中の VEGF 濃度も有意に増加さ

せた (図 6C) 。 
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4. 考察 

 Lactobacillus 属はいくつかの組織において創傷治癒に影響する可能性が示唆

されている。胃潰瘍 77-79や皮膚上皮 67, 80-82においては保護的な効果が報告され

ている一方で、口腔内上皮においては L. salivariusと L. plantarumは創傷治

癒を阻害するという 83。最近では CXCL12をコードしたプラスミドを組み込ん

だ L. reuteri がマウスにおける表皮の創傷治癒を促進する一方で、通常の L. 

reuteriは創傷治癒を遅らせたとの報告がある 84。本研究においては、腟の優位

菌種である L. crispatusは腟上皮細胞における再上皮化と VEGFの産生を促進

することが明らかになった。 

 現在までに L. crispatusの創傷治癒に対する影響はほとんど知られておらず、

抗炎症に関する報告がいくつか散見される程度である。PubMed で検索可能な

限りでは、凝集性を持つ L. crispatus株は LPSによる腸管上皮細胞の遊走阻害

を軽減したが、凝集性を持たない L. crispatus 株ではその効果が見られなかっ

たという研究が一報存在するのみであり 85、今回我々は腟上皮細胞を用いたス

クラッチアッセイ法を用い、L. crispatusが再上皮化を促進することを初めて報

告した。抗炎症性に関しては、L. crispatus とその培養上清は、Chlamydia 

trachomatis存在下での HeLa細胞における炎症誘発性サイトカインの減少、並

びに免疫応答の抑制作用を示す IL-10 の産生を増加させ 86、この作用では
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Toll-like receptor (TLR) 2 および TLR4 の関与が示唆されている 85, 87。

Lactobacillus属が腟においても同様の作用を示すかは不明であるので 88、腟粘

膜上皮における Lactobacillus属の抗炎症作用について今後の解明が望まれる。 

 腟内には 20種類以上の Lactobacillus属が検出されているが 43、腟分泌液中

の濃度は 107 – 108 CFU/mL である 89, 90。腟上皮細胞の重層培養では L. 

crispatusは約 105 CFU/mLで増殖が均衡状態となったとの報告がある 91。この

ことは本研究において L. crispatusの再上皮化促進効果が、同じく 105 のオー

ダーでそれ以上の増加を認めなかった知見と矛盾しない。臨床と実験条件にお

ける整合性、とりわけ BVなど Lactobacillus属の数が減少する状況など、より

多くの条件検討が必要である。 

 VEGF は組織修復の過程において重要であり、上皮細胞の遊走促進因子とし

ても知られている 92, 93。Lactobacillus属が大半を占めている健常人群と、尿路

感染症を繰り返す患者群（50%以上で腟細菌叢の異常を認めた）とでは、前者

の方がヒトの腟分泌液中における VEGF濃度は有意に高かった 73。本研究では

MS74細胞と L. crispatusとの共培養時、並びに菌培養上清添加時において細胞

培養上清中の VEGF濃度は有意に上昇した。また死菌では再上皮化は促進しな

かった。これらの結果から、生菌からの可溶成分が VEGFの産生を促進してい

る可能性が考えられる。同様に L. plantarumが産生する plantaricin Aが表皮
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ケラチノサイトの VEGF の mRNA 上昇を伴う細胞増殖と遊走促進をしたとの

報告がある 81。この研究では VEGFの他に TGF-β1、FGF7、IL-8のmRNA上

昇を伴っており 81、plantaricin Aがこれらサイトカイン上流の転写因子活性に

ある程度調節している可能性があり、同様に L. crispatus の産生する可溶性成

分の VEGF上流の転写因子活性における影響が示唆される。一方でプロバイオ

ティクスに用いられるL. rhamnosusとL. reuteriは腟上皮細胞においてVEGF

の産生に影響を及ぼさなかった 94。健常女性における cerivicovaginal lavage中

タンパク質の網羅的解析では、S-layer protein、bacterial surface layer protein 

や cell separation protein が L. crispatus 由来として同定され 95、

glucose-6-phosphatate isomerase等他のタンパク質も L. crispatusから分泌さ

れると言われており 96、これらの可溶性物質が腟上皮細胞からの VEGF産生を

誘導する可能性がある。 

 本研究では VEGFの発現がスクラッチ端において増強しており、自己分泌や

傍分泌による局所的な作用を示唆していると考えられる。さらに 100 pg/mLの

リコンビナント VEGF の添加時に有意に遊走が促進したことから、約 10% の

VEGF の増加は生理的活性を示すのに十分量であると考えられる。一方で受容

体であるVEGFR1および 2の発現はスクラッチ端での明らかな上昇は見られず、

スクラッチ端における VEGFの細胞側受容体に対する結合効率には影響を及ぼ
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さない可能性がある。またスクラッチ端では障害を受けた細胞を中心に reactive 

oxygen species（ROS）が生じmitogen-activated protein kinase（MAPK）経

路を活性化することが、細胞のシート状遊走に重要とされ 97、消化管粘膜にお

ける Lactobacillusの ROS産生による上皮修復の可能性も指摘されている 98。

一方、物理的な障害を伴わない細胞遊走を測定する系では、シート状遊走が起

こりにくいと報告されている 97。MAPK経路の下流には VEGFが存在するため

99、これらのメカニズムの関与の可能性が本研究でも示唆される。また Toll-like 

receptor を始めとするパターン認識受容体の検討も必要である。スクラッチア

ッセイにおける VEGFの発現増加と L. crispatusのスクラッチ端への遍在は、

これらメカニズムに対する L. crispatus の関与の可能性を示唆しており、今後

の検討課題である。 

以上で述べた通り、L. crisptatusのMS74細胞における VEGF産生促進の機

序は、L. crispatus由来の可溶性成分及び L. crispatusの菌体成分の直接的な接

触の両方の可能性があるため、チャンバーを用いて L. crispatus の非接触的影

響を検討する予定である。 

 組織修復には様々な細胞が関与しており、本研究では上皮細胞の検討しか

行っていないため、その点が限界の一つである 100。それゆえ in vivo における

検討や、細菌叢の内部での相互作用などの検討も今後必要である。また腟内部
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での部位によって細菌叢が異なるとの報告があり 101、その影響も否定できない。

組織学的には腟壁は重層扁平上皮であるが、子宮頸部では扁平上皮-円柱上皮移

行帯（Squamo-columnar junction:SCJ））があり単層立方上皮へと移行する 102。

HPVは子宮頸部での感染が重要であるが 102、単層立方上皮の組織修復過程は重

層扁平上皮とは異なる点もある 48。子宮頸癌由来の HeLa 細胞を用いたスクラ

ッチアッセイでは L. iners の培養上清は再上皮化に影響を及ぼさなかったが、

G. vaginalis の培養上清は有意に再上皮化を抑制したという報告がある 61。L. 

crispatusが子宮頸部上皮細胞の再上皮化に与える影響について更なる検討が必

要である。 

 L. crispatusは健常人における細菌叢としての他に、プロバイオティクスとし

て応用も検討されている 103。L. crispatusは再発性の BV104と尿路感染症 105, 106

において再発率の低下を示し、後者は再発性の尿路感染において腟細菌叢の異

常がみられるとの報告 73と矛盾しない。消化管において、L. crispatusは有意で

はないもののクローン病の患者からの ex vivoサンプルにおいて TNF-αの産生

を抑制した 107。またマウスにおける腸炎においても L. crispatusは保護効果を

示している 108, 109。 

興味深いことに、腟と直腸は解剖学的に近いため細菌叢の移行があり、

Lactobacillus 属を共有しているとの報告がある。それによれば、L. crispatus
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と L. jenseniiは腟と直腸の両方に存在し、L. innersは腟、L. gasseriは直腸で

より多く検出された 110。これらの研究から Lactobacillus 属は泌尿生殖器系と

消化器系の双方において、病原体に対する抵抗性を持っている可能性があり、

L. crispatusをはじめとして常在細菌叢を構成する Lactobacillus属の多種多様

な機能の解明が望まれる。 

 

5. まとめ 

 結論として、本研究ではL. crispatusがVEGF濃度の上昇を伴う腟上皮MS74

細胞の再上皮化を促進することを示した。また L. crispatus は創傷部位付近に

糖鎖を介して付着することで、他の菌の接着を阻害する可能性が示唆された。

この結果は腟上皮組織における創傷治癒と、創傷部位からの HIVをはじめとす

る感染リスクにおける L. crispatusのさらなる重要性を示唆するものである。 

 

6. 今後の展望 

考察で述べた各項目の他、三次元培養や in vivoなど、より実際の人体に近い条

件での検討や、スクラッチアッセイ以外でのバリア機能の堅牢性に対する評価、

L.crispatus以外の健常及び各種病態で見られる他の菌種による影響に関してま

だ不明な点が多いため、これらの点に関し更なる比較検討が必要である。更な
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る因子や経路の特定についてはマイクロ DNA アレイやプロテインアレイを始

めとする網羅的解析手法での検討を予定している。また Lactobacillus属主体の

腟細菌叢は霊長類に共通ではなく、ヒト独特のものである 111。ヒトと L. 

crispatusは共進化している可能性があり、多様な視点からの今後の研究を進め

ていきたい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

謝辞 

 

本研究の遂行にあたり、この分野にお導き下さるとともに、研究者を目指す

心構えに始まり、研究計画の立て方や研究費取得の方法、論文の書き方に至る

まで研究に関する本質的なご指導を賜りました早川 智教授 (日本大学医学部

病態病理学系微生物学分野) に深謝いたします。実験手技や論文執筆に関するご

指導やご助言を賜りました相澤志保子準教授、Quang Duy Trinh 助教、Ngan 

Thi Kim Pham先生 (微生物学分野) に深謝いたします。また共同で実験を行っ

た笹野まり先生 (日本大学医学部脳神経外科学系神経外科学分野) 、蔵持智也君、

伊藤 駿君  (医学部学生) に厚く御礼申し上げます。  

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 

図 1 

 

 

 

 



27 

 

図 2 

 

 



28 

 

図 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

図 4 

 

 



30 

 

図 5 

 



31 

 

図 6 

 

 

 

 

 
 

 

 

(B) (C) 

(A) 



32 

 

図説 

 

図 1. ヒトにおける細菌叢とその分布および菌種数 

大きく分類すれば表皮、口腔咽頭・呼吸器、消化器、泌尿生殖器において、そ

れぞれ独自の細菌叢が分布している。 

 

図 2. 生体バリアの各構成要素 

病原体や異物は、細菌叢、化学的バリア (ムチンや抗菌ペプチドなどの細胞分泌

物)、物理的バリア (タイトジャンクション形成など) 、生物学的バリア (自然免

疫、獲得免疫など) によって、体内への侵入や感染を阻止されている。 

 

図 3. 再上皮化の模式図 

上皮組織が損傷を受けた際には、周囲の上皮細胞が遊走・増殖をすることで損

傷部位を再び覆う再上皮化が起こる。再上皮化はバリア機能の維持・回復に重

要なプロセスの一つである。 

 

図 4. L. crispatusのMS74細胞における再上皮化への影響 

(A) 各CFUにおける L. crispatusのMS74細胞における影響をスクラッチアッ
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セイにて評価した (n = 3)。また L. acidophilusは一般的な Lactobacillus属の

比較対象として用いた。(B) L. crispatusの viabilityへの影響を trypan blue色

素排除試験にて評価した (n = 4) 。(C) 加熱処理した L. crispatus死菌の再上皮

化への影響をスクラッチアッセイにて検討した (n = 3) 。結果は平均±SEMで

示した。*P < 0.05、**P < 0.01、n.s. : not significant、scale bar = 1mm 

 

図 5. VEGFのMS74細胞遊走への影響 

(A) L. crispatus (LC)および L. acidophilus (LA)共培養時における 24時間後の

細胞培養上清中のVEGF濃度をELISA法にて計測した (n = 4-8) 。(B) VEGF、

VEGFR1および 2の発現を免疫蛍光染色により評価した。 (C) 明視野において

ス ク ラ ッ チ 端 と 菌 体 の 遍 在 を 評 価 し た 。 (D) 糖 鎖 付 加 阻 害 剤

（Benzyl-2-acetamido-2deoxy-α-D-galactopyranoside）存在下において、24時

間共培養後に PBSで 2回洗浄した後の、スクラッチ端での L. crispatusの菌数

を評価した。*P < 0.05、**P < 0.01、scale bar = 100 μm 

 

図 6. リコンビナントヒトVEGFのMS74細胞遊走に対する影響とL. crispatus

菌培養上清のMS74細胞における再上皮化への影響 

(A) Mitomycin C (MMC) で細胞増殖を止める前処置をした後、リコンビナント
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ヒト VEGF を添加し 48 時間後の細胞遊走をスクラッチアッセイにて評価した 

(n = 3) 。(B) 菌培養上清のMS74細胞における再上皮化への影響をスクラッチ

アッセイにて評価した。(C) 菌培養上清添加時における 24時間後の細胞培養上

清中の VEGF濃度を ELISA法にて計測した (n = 3) 。結果は平均±SEMで示

した。*P < 0.05、**P < 0.01、scale bar = 1mm 
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